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Introduction 

 

 

L’objectif de ma thèse était de développer une méthode de recherche large de xénobiotiques 

(screening) sur une chaîne HPLC (High Performance Liquid Chromatography) couplée à un 

spectromètre de masse en tandem (LC-MS/MS). Ce projet reposait sur une collaboration 

entre 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. Son souhait était de créer une méthode de screening « clef en main » pouvant 

être associée à leurs systèmes de LC-MS/MS de dernière génération. Ainsi, un système 

8060 a été confié au service PTP avec pour mission la mise au point de la méthode de 

screening. 

 

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, les composés mis en évidence par le screening sont recherchés et dosés 
par une méthode quantitative spécifique. Par exemple, un antidépresseur peut être mis en 
évidence dans le sang lors du screening, puis peut être dosé par une méthode spécifique. 
 
Dans ce travail, après avoir présenté la chromatographie liquide et le spectromètre de 
masse(en particulier les chaînes HPLC et le spectromètre de masse en tandem de type triple 
quadripôle) ainsi que les différentes approches du screening, nous présenterons la stratégie 
de développement de la méthode de screening sur le système 8060. 
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Partie 1 

 

 

Chromatographie, spectrométrie de masse et screening 
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I) Chromatographie 

1) Introduction 

 

a) Définition  

 

La chromatographie est un procédé de séparation de substances chimiques reposant sur les 

différences de comportement entre une phase mobile et une phase stationnaire. 

 

b) Principe  

 

L’échantillon à analyser est entraîné par une phase mobile (liquide ou gazeuse) à travers 

une phase stationnaire (liquide ou solide). La phase stationnaire se situe soit sur une surface 

plane soit à l’intérieur d’une structure cylindrique appelée colonne. Les substances 

contenues dans l’échantillon vont plus ou moins interagir avec la phase stationnaire et vont 

donc être plus ou moins retenues par cette dernière. 

Le type d’interaction mis en jeu va dépendre de la nature de la phase stationnaire (résine, 

gel,….) et des phénomènes impliqués (exclusion stérique, liaison de Van der Waals,….).   

 

c) Intérêt  

 

Chaque composé est plus ou moins retenu par la phase stationnaire selon des 

caractéristiques qui lui sont propre. Le temps passé dans la colonne est appelé temps de 

rétention (TR). Le temps de rétention est caractéristique pour chaque molécule. 

Pour déterminer ce temps de rétention, la colonne doit être couplée à un détecteur. Ce 

dernier va détecter le composé au fur et à mesure qu’il sort de la colonne. Le signal aura un 

profil gaussien (= pic chromatographique, voir figure 1). 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

Figure 1 : exemple d’un pic chromatographique 

 

Temps (min) 

Signal du détecteur 
(unité fonction du 
détecteur) 

Temps de rétention du 
composé 
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On peut calculer l’aire sous la courbe du composé. Cette aire est directement proportionnelle 

à la concentration du composé.  

Le temps de rétention donne une indication sur l’identité d’un composé et l’aire sous la 

courbe permet de quantifier le composé en question. 

 

2) Les différents types de chromatographie 

 

a) La chromatographie ionique  

 

Elle sert comme son nom l’indique à séparer les ions. La phase stationnaire est une résine 

chargée négativement pour retenir les cations ou positivement pour retenir les anions. 

 

b) La chromatographie d’exclusion stérique  

 

Elle sépare les molécules en fonction de leur taille. La phase stationnaire est un gel (= 

structure poreuse). Les molécules de petites tailles vont pénétrer dans les pores du gel et 

être retenues par ceux-ci au contraire des molécules plus volumineuse. Les molécules de 

grande taille sont donc peu retenues 

 

c) La chromatographie d’adsorption  

 

La phase stationnaire est composée d’un absorbant (généralement des particules de silice). 

Les molécules peuvent se fixer sur l’adsorbant en établissant des liaisons (dipôle-ion, dipôle-

dipôle ou liaison de Van der Waals) avec ce dernier. Les particules de silice forment un 

réseau à travers lequel la phase mobile peut s’écouler. Les particules sont relativement 

poreuses ce qui permet d’augmenter le volume accessible à la phase mobile. On dit que la 

chromatographie d’adsorption est un phénomène de surface. 

Les particules de silice sont polaires. Elles interagissent principalement avec les composés 

de même polarité : les composés polaires sont donc plus retenus que les composés 

apolaires. Pour permettre la rétention des composés par la phase stationnaire, la phase 

mobile utilisée doit être apolaire. En effet, une phase mobile polaire (ex : eau,…) entrainerait 

tous les composés en même temps. Ceux-ci n’auraient pas la possibilité d’interagir avec la 

phase stationnaire puisqu’ils présenteraient une affinité plus forte pour la phase mobile. 

On parle de chromatographie liquide en phase normale lorsqu’on est en présence de cette 

configuration de phases (phase stationnaire polaire et phase mobile apolaire). 

 

d) La chromatographie de partage 

 

La chromatographie de partage consiste à greffer des groupements sur les particules de 

silice afin d’améliorer les performances. Si la polarité des phases est respectée en 

comparaison à la chromatographie d’adsorption on parle de chromatographie de partage en 

phase normale. 

Si au contraire la polarité est inversée (= phase stationnaire apolaire et phase mobile polaire) 

on parle de chromatographie de partage à polarité de phases inversée. Ce dernier cas de 

figure donne actuellement les meilleures performances. 
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Au fil des années le diamètre des particules de silice a diminué. En effet, plus le diamètre est 

petit, plus la surface d’échange augmente et plus il y a d’interactions entre la phase mobile et 

la phase stationnaire. Les composés sont donc retenus plus efficacement. 

Cependant la loi de Darcy démontre que cette diminution du diamètre des particules est 

accompagnée d’une augmentation de la pression nécessaire à l’écoulement de la phase 

mobile : 

2dpk

Lu
P

O 





 

 

 

 

 

 

Le terme d’HPLC (High Performance Liquid Chromatography) est employé pour designer 

cette configuration. 

 

3) Organisation d’une chaîne HPLC 

 

L’organisation d’une chaîne HPLC est représentée dans la figure 2 ci-dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 2 : Organisation d’une chaîne HPLC 

  

Phase(s) 
mobile(s) 

Dégazeur 

Pompe 

Injecteur 

Colonne 

Détecteur 
relié à un 
ordinateur 

- ΔP : pression 

- η : viscosité 

- u : débit 

- L : longueur colonne 

- k0 :  

- dp : diamètres des particules 
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a) Les phases mobiles 

 

Selon les composés à séparer on choisit des solvants de force éluante appropriée. La force 

éluante est directement reliée à la polarité de la molécule. En chromatographie liquide en 

phase normale, les solvants polaires ont une force éluante importante. En effet, seul les 

solvants polaires sont capables de décrocher des molécules polaires fixés sur la phase 

stationnaire qui est elle-même polaire. En chromatographie liquide de partage à polarité de 

phases inversée, plus un solvant est apolaire plus la force éluante est importante (cf. figure 

3) 

 

 
Figure 3 : force éluante des principaux solvants en chromatographie liquide de partage à polarité de 

phases inversée 

 

Les phases mobiles sont rarement constituées de solvants purs. Ce sont généralement des 

mélanges de solvants optimisés par des tests successifs vis-à-vis des composés à séparer. 

Des abaques (cf. figure 4) permettent de calculer la force éluante d’un mélange binaire. 

 
Figure 4 : abaque de calcul de la force éluante d’un mélange binaire 

 

Les solvants doivent être miscibles entre eux et compatibles avec le système de détection. 

Des tables de miscibilité de solvants (cf. figure 5) permettent de prévoir la pertinence d’un 

mélange. 
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Figure 5 : table de miscibilité des solvants 

 

On peut distribuer la phase mobile selon deux modes. 

Le mode isocratique : on utilise un seul éluant au cours du temps, par exemple un mélange 

eau/acétonitrile (70/30). 

Le mode gradient d’élution : on fait varier la proportion des solvants entre eux au cours du 

temps. On peut commencer par une faible proportion en solvant organique puis augmenter 

celle-ci au cours du temps jusqu’à arriver à 100%. 

 

Grâce au gradient d’élution, on peut séparer des pics co-élués en mode isocratique ou bien 

réduire la durée d’analyse. La figure 6 ci-dessous représente la séparation de deux 

composés en mode isocratique (en chromatographie liquide à polarité de phases inversée). 

On remarque que 13 minutes séparent les deux composés : le temps d’analyse est long. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 6 : exemple de séparation de deux composés en mode isocratique 

  

Temps (min) 
2 15 

Proportion solvant constante : 

 Eau/acetonitrile (70/30) 

Composé 

très apolaire 

Composé 

polaire 
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Il est possible de diminuer ce temps en utilisant le mode gradient d’élution (cf. figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7 : exemple de séparation de deux composés en mode gradient d’élution 

Le fait d’augmenter la proportion en solvant organique au cours du temps permet de 

diminuer le temps de rétention des composés apolaires et donc de réduire le temps 

d’analyse. 

 

b) Le dégazeur 

 

La présence de gaz (N2, O2, CO2,….) dans les solvants peut créer des bulles d’air dans les 

tubulures servant à véhiculer la phase mobile. Ces bulles d’air peuvent désamorcer  les 

pompes qui poussent les phases mobiles dans ces tubulures. 

De plus, la formation de bulles augmente considérablement le bruit de fond et diminuerait la 

durée de vie des colonnes en dégradant la phase stationnaire. 

Les chaînes HPLC contiennent un dégazeur en ligne sous-vide. Il consiste à faire passer la 

phase mobile dans un tube poreux contenu dans une enceinte sous-vide. Seul les gaz sont 

capables de s’échapper du tube. 

 

NB :  

- Il est aussi possible de dégazer les solvants par ultrasons ou par barbotage avec un 

gaz inerte. Leur efficacité est cependant moindre comparée au dégazeur en ligne 

sous-vide. 

- Les solvants utilisés sont préalablement filtrés. Ils sont donc exempts de particules 

pouvant contaminer les phases mobiles. 

 

c) Les pompes 

 

Les pompes sont utilisées pour forcer le passage de la phase mobile dans la colonne dont la 

phase stationnaire est très compacte.  On doit donc maintenir une pression élevée en amont 

de l’injecteur (cf. 9)  pour permettre le passage de la phase mobile dans la colonne.  

 

Les pompes doivent assurer un débit constant et non pulsé et résister à la corrosion. Elles 

fonctionnent grâce à un système de pistons alternatif : le mouvement de va et vient des 

pistons permet de pomper le solvant. 

Dans certains types de pompes (cf. figure 8), lorsque l’écoulement est pulsé un amortisseur 

peut être intercalé entre la pompe et l’injecteur afin de réguler le débit. 

Temps (min) 
2 15 5 

 

Proportion solvant variable : 

- 0 à 2 min : eau/acetonitrile (70/30) 

- 2 à 7 min : augmentation de 

l’acétonitrile jusqu’à atteindre 100% 



  

9 
 

Les pompes sont aussi associées à une chambre de mélange. Un système de valves 

électromagnétiques permet de réguler la proportion de chaque solvant entrant dans la 

chambre de mélange et donc de réaliser un gradient d’élution si nécessaire. 

 

 

Figure 8 : exemple de pompes HPLC 

d) L’injecteur  

 

L’échantillon doit être inséré dans le flux de phase mobile le plus rapidement possible afin de 

perturber le moins possible le débit et la pression. L’injecteur utilisé en HPLC est une vanne 

haute pression qui comme son nom l’indique est capable de résister à des pressions 

élevées. Cette vanne possède un système de boucle et fonctionne en deux phases : une 

phase de chargement et une phase d’injection (cf. figure 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 9 : Vanne d’injection en phase de chargement et d’injection 

 

Phase de chargement : 

- La phase mobile circule 

librement de la pompe vers la 

colonne 

- L’échantillon est injecté dans 

la boucle (en 4) 

- Le surplus est évacué (en 6) 

Phase d’injection : 

- La phase mobile passe 

dans la boucle et entraîne 

l’échantillon jusqu’à la 

colonne 
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La reproductibilité de l’injection n’est bonne, en boucle pleine, que si la boucle est 

correctement remplie lors de la phase de chargement. Pour s’assurer de son bon 

remplissage, il est nécessaire d’injecter deux à trois fois le volume de la boucle. 

Le passage de la phase mobile dans la boucle change le sens de circulation de l’échantillon 

dans celle-ci ce qui permet de limité le phénomène de diffusion des molécules. En effet, cela 

permet de regrouper les molécules qui s’étaient dispersées pendant la phase de chargement 

et de les injecter toutes en même temps. 

 

e) Colonne  

 

Elle se présente sous la forme d’un cylindre creux en acier. Il existe un grand nombre de 

greffage possible sur les particules de silice. On choisit le greffage en fonction des composés 

à séparer. En théorie, le greffage doit être proche de ces derniers. 

La granulométrie des colonnes peut être très variée que soit en termes de diamètre de 

particules, diamètre de colonne et longueur de colonne. Cette granulométrie peut impacter 

fortement sur la séparation des composés. 

Les colonnes peuvent être précédées d’une pré-colonne afin de limiter la baisse de 

performance de la colonne. En effet, la pré-colonne peut fixer des poussières (phénomène 

physique) ou des composés (phénomènes physico-chimiques) qui auraient pu se fixer de 

manière irréversible dans la colonne. On conseille généralement de choisir une pré-colonne 

ayant exactement la même phase stationnaire que la colonne 

 

 

f) Détecteur 

 

Les chaînes HPLC peuvent être couplées à plusieurs types de détecteur : 

- Détecteur UV à barrette de diodes 

- Détecteur d’indice de réfraction 

- Détecteur de fluorescence 

- Spectromètre de masse 

- …… 

 

Dans le cadre du développement du screening nous avons travaillé avec un spectromètre de 

masse. Seul ce détecteur est développé ici. 
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II) 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, l’échantillon à analyser est conduit par un capillaire dans une 

aiguille d’ESI qui se situe dans la chambre d’ionisation. Un champ électrique est appliqué sur 

cette aiguille ce qui provoque une accumulation de charges dans le liquide de l’échantillon.  

Le champ électrique est obtenu 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.  

L’aiguille pulvérise (à l’aide d’un gaz de nébulisation) l’échantillon en fines gouttelettes qui 

sont donc électriquement chargées à leur surface. 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 gouttelettes plus petites. Ce processus se répète jusqu’à 

obtenir de très petites gouttelettes contenant un unique ion. Cet ion est éjecté par répulsion 

électrostatique dans la phase gazeuse. Un système de lentilles permet de le focaliser et de 

faciliter son entrée dans l’analyseur. Le principe de fonctionnement de l’ESI est schématisé 

dans la figure 10. 
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L’intérêt de l’ESI est qu’elle permet de produire des ions pseudo-moléculaires à de faibles 

tensions d’orifice. Le fait de visualiser les ions pseudo-moléculaires est une information 

importante pour l’identification d’une molécule. 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 10 : principe d’une ESI 

 

Exemple d’ions pseudo-moléculaires en ESI - : 

Les molécules possédant des groupements OH vont avoir tendance à perdre le proton pour 

devenir O-. L’ion formé aura donc une masse M-H où M est la masse de la molécule. 

 

Exemple d’ions pseudo-moléculaire en ESI + : 

Les molécules possédant des groupements NH3 vont avoir tendance à capter un proton pour 

devenir NH4
+. La masse de l’ion formé sera donc M+H. 

Des ions tels que [M+NH4]
 +, [M+Na] + peuvent aussi se former, les ions ammonium et 

sodium étant apportés par la phase mobile. 

 

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 

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 11). 
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Φ0 est de la forme U – V.cos(ωt) avec : 

- U la tension continue 

- V la tension alternative 

- ω la fréquence 

- t le temps 

 

 
Figure 11 : schéma du principe d’un analyseur quadripolaire 

 

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 sont 

captés par les électrodes. En faisant varier les tensions U et V, cet intervalle de valeur varie 

aussi. 

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. Cette dernière 

approche est utilisée en application quantitative. 

 

c) Le détecteur : dynode de conversation et multiplicateur d’électron 

 

Les ions traversant le quadripôle vont frapper l’électrode contenue dans la dynode de 

conversion. Des ions et des électrons secondaires sont alors libérés. Ces électrons sont 

amplifiés par le multiplicateur d’électrons puis comptés. Le signal ionique est alors converti 

en signal électrique. Les résultats sont représentés sous forme d’un spectre de masse 

représentant l’intensité des ions formés en fonction de leur rapport m/z. 
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3) Le spectromètre de masse de type triple quadripôle 

 

a) Organisation 

 

Le spectromètre de masse en tandem utilisé pour le développement du screening est de 

type triple quadripôle. Son organisation est représentée dans la figure 12 ci-dessous : 

 

 

 

Figure 12 : organisation d’un spectromètre de masse de type triple quadripôle 

 

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. 

En spectrométrie de masse simple, les ions produits dans la source sont séparés par 

l’analyseur avant d’arriver au détecteur. Ils ne sont pas fragmentés. 

La spectrométrie de masse en tandem consiste à effectuer dans un premier temps une MS 

simple (= MS1). Sur la base du spectre de masse obtenu lors de la MS1, un ion est 

sélectionné en Q1 puis fragmenté en Q2. Les fragments sont ensuite analysés par le 

deuxième analyseur Q3. Cet ensemble d’évènement constitue la MS2. 

Les ions sont fragmentés dans la cellule de collision en percutant en gaz inerte. Ils percutent 

le gaz avec une certaine énergie de collision (CE) qu’on peut faire varier selon les besoins. 

 

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

différents mode de balayage. 

 

b) Les principaux modes de balayage d’un triple quadripôle 

 

b.1)  Mode full scan (spectre complet) 

 

Les quadripôles ne jouent pas un rôle de filtre : ils laissent passer tous les ions produits dans 

la source. On analyse donc l’ensemble des rapports m/z comme illustré sur la figure 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13 : mode full scan 
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b.2) 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 14. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : mode SIM 

b.3) Product ion scan (PIS)  

 

Il 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 analysés dans le 3ème quadripôle en 

mode full scan (cf. figure 15). 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : mode Product Ion Scan 

 

Ces modes de balayage peuvent être combinés de différentes manières pour créer 

différentes méthodes d’acquisition.  

  

Q1 
Cellule de 
collision Q3 

405 198 
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Mode SIM :  
sélection du rapport 
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Fractionnement  
de l’ion 405 

Mode full scan :  
analyse de tous les 
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Q1 
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collision Q3 

405 198 
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III) 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 et des méthodes colorimétriques 

les barbituriques. Et ainsi de suite. 

 

Ces tests peuvent donc être utilisés dans un cadre médico-légal (cause d’un décès, 

éthanolémie, soumission chimique,….) mais aussi dans les cas d’urgence toxicologique. 

Lors d’une suspicion d’intoxication, 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, 

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

Il existe également des techniques immunologiques permettant un diagnostic de classe 

(benzodiazépines, antidépresseur tricyclique,….), voire de quantifier des médicaments à 

risque toxique (phénytoïne, paracétamol, digoxine, méthotrexate,….) (Bernard Capolaghi et 

al.). 

A ces techniques sont associées des techniques chromatographiques (GC et LC), associées 

à des détecteurs UV à barrette de diodes ou à la sepctrométrie de masse, permettant de 

quantifier un nombre important de toxiques. Cependant ces techniques sont ciblées : on ne 

trouve que ce que l’on cherche.  

 

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 70-80. La chromatographie liquide couplée à un 

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

tardivement, vers la fin du siècle. 
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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). 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 manquer 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 (Willy E. Lambert et al.).  

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 (Gautier Szymanski) 

 

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, 

comme pour la LC-DAD, pour l’identification. 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 milleirs de spectres, 

vendues à travers le monde (Maurer, Pflegger…) 

A l’époque, 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 majeur de la GC est qu’elle 

est donc principalement adaptée aux composés volatiles (généralement molécules < 500 

Da), non thermosensibles et plutôt apolaires. 

Il est possible de dériver certaines molécules (méthylation, acétylation,…) afin d’abaisser 

leurs points d’ébullition et de les rendre plus volatiles. Cependant cette technique est 
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consommatrice de temps (et d’argent), nécessite du personnel qualifié et peut générer des 

artefacts. La présence des composés dérivés et des artefacts peut compliquer l’identification 

des composés. 

Bien entendu, les problèmes de co-élution de composés sont également présents (Tenczer 

et al.). 

 

4) LC-MS 

 

La LC-MS s’est développée, il y a une vingtaine d’année, 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 (Lutz Alder et al.).  Puis, 

l’utilisation de la spectrométrie de masse 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, ou en 

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

rapidement apparu qu’elle permettait de détecter un très large panel de molécules que ce 

soit en terme 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 

(Michael Vogeser et al.). 

 

Cependant, la fragmentation obtenue en CL-MS/MS est moins reproductible qu’en GC-MS. 

Celle-ci peut varier de manière non négligeable entre deux instruments notamment pour 

l’abondance relative des ions (W. Weinmann et al.). Une bibliothèque de référence doit donc 

être créée pour chaque appareil. 

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 (Hans H. Maurer). 

 

5) Expérience de Limoges pour le screening LC-MS 

 

Le CHU de Limoges travaille sur la thématique du screening par LC-MS/MS depuis presque 

20 ans et a développé plusieurs méthodes durant cette période. Ces travaux ont fait l’objet 

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

dire un simple quadripole (Venisse et al.). 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) (Saint-Marcoux et al.). 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. 

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 intensité 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. 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. 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.  
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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. 

 

6) Conclusion 

 

 CL-DAD CG-MS CL-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 inconvénients (voir tableau 1) et il est 

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

Le travail de Saint-Marcoux et al. (cf. figure 16) illustre ce cas de figure : 51échantillons 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 16 : 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 trois 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. 
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Partie 2 : 

 

 

Travaux personnels 

  



  

23 
 

 

A) Stratégie globale 

Le travail s’est appuyé, dans une phase préliminaire, sur un mélange de référence de 16 

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 16 molécules ; le pari étant fait que si ces conditions étaient capables 

d’éluer ce panel de composés, elles pourraient être capables d’éluer la plupart des 

composés. 

Ces 16 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 est possible de déterminer le temps de rétention 

des molécules. Pour cela, il suffit de faire passer la molécule d’intérêt dans la colonne 

chromatographique. Cette étape permet de déterminer le temps de rétention des 

composés. Il est également possible lors de cette étape d’obtenir des spectres de masse. 

Ces derniers seront enregistrés pour chaque molécule. En chromatographie liquide, il est 

primordial de travailler avec des substances de références afin de s’assurer du bon 

fonctionnement du système. Avant de commencer l’étape de détermination des temps de 

rétention il a donc été nécessaire d’introduire plusieurs étalons internes dans la méthode. 

En ce qui concerne l’acquisition spectrale, il a fallu déterminer 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 VI de cette partie). 

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

extraction des molécules à partir d’échantillons biologiques (sang, urine, cheveux,….). 

L’étape suivante a été la mise au point d’une méthode d’extraction adaptée au screening. 

Celle-ci devait permettre d’extraire un maximum de composés (certainement plusieurs 

milliers de composés, à terme, dans la bibliothèque !) avec le meilleur rendement possible. Il 

va de soi qu’il s’agissait de trouver le meilleur compromis. 
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Choix des paramètres 

chromatographiques et 

spectrométriques Etape 1 

Infusion des composés : 

obtention de leurs spectres de 

masse complets 
Etape 2 

Choix des étalons internes Etape 3 

Détermination des temps de 

rétention 
Etape 4 

Enregistrement des spectres de 

masse  
Etape 5 

Création des méthodes 

d’acquisition 

 

Etape 6 

Choix de la méthode d’extraction Etape 7 

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

Shimadzu de Shimadzu Franc 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). 

Ces différentes étapes du développement du screening sont résumées dans la figure 17 ci-

dessous. 

 

  

  

 

 

 

 

  

Figure 17 : étapes de développement de la méthode de screening 
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I) Système LC-MS/MS 

Le système est composé 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  

7) 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 

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

élevée 

Aténolol β-bloquant ESI + 

Benzoylecgonine 
Stupéfiant (principal 

métabolite de la cocaïne) 
ESI +, polaire 

Brodifacoum Rodenticide ESI + ou – 

Buprénorphine 
Agoniste/antagoniste 

morphinique 
ESI +, se fragmente peu 

Citalopram 
Antidépresseur (inhibiteur 

sélectif de la recapture de la 
sérotonine) 

ESI + 

Halopéridol Neuroleptique ESI + 

Morphine Antalgique ESI +, polaire 

Nordiazépam Benzodiazépine ESI + 

THC-COOH 
Stupéfiant (métabolite du 

cannabis) 
ESI + ou -, très apolaire 

Tramadol Antalgique ESI +, se fragmente peu 

Amphétamine Stupéfiant 
ESI +, masse moléculaire 

faible 

Acide 2 4-
dichlorophenoxyacetique 

Pesticide ESI - 

Acide salicylique Antalgique ESI - 

Phénobarbital Barbiturique ESI - 

Diméthylphosphate Pesticide ESI -, très polaire 
 

Tableau 2 : mélange des 16 molécules de référence 

Différentes phases stationnaires et phases mobiles, gradients, débit,…. ont été testés afin de 

déterminer les conditions assurant une séparation optimale des 16 molécules du mélanges. 

Les paramètres qui ont été finalement retenus sont  résumés dans le tableau 3. 

 

Colonne Restek Raptor Biphenyl 2,7 µm 100 x2,1 mm 

Température du four 50°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 5 

2.00 40 

10.50 100 

13.00 100 
 

Tableau 3 : paramètres chromatographiques retenus 
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8) Choix des paramètres de la source d’ionisation 

Le mélange de 16 molécules a également été utilisé pour cette étape. 

Les paramètres retenus sont résumés dans le tableau  4. 

 

Interface temperature 300 °C 

Interface voltage 4 kV 

Heating gas 10 L/min 

Drying gas 10 L/min 

Nebulization gas 3 L/min 
 

Tableau 4 : paramètres du spectromètre de masse retenus 

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 18 ci-dessous. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 18 : principe d’une infusion à partir de l’ion pseudo-moléculaire 

2 

Optimisation à partir du 

précurseur 

Recherche de l’ion 

pseudo-moléculaire  

(ou ion parent) 

Recherche des ions fils 

Optimisation du voltage 

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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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. 

Nombre maximal de 
transitions sélectionnées 

6 
= sélection des 6 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 SelectPre (SelectionPrecurseur) 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 19 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 19 : SelectPre 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 20 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 20 : 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 21) 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 21 : 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 dit « complets » puiqu’ils 

comprennent l’ensemble des fragments obtenus à toutes les enérgies de collision.  

Les spectres de masse enregistrés de cette manière ont ensuite servis de référence pour la 

détermination des temps de rétention lors de la phase suivant du développement. (voir 

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

 

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 n’étaient 

considérées que comme « hypothétiques ». Elles devaient être confirmées lors du 

passage de chaque molécule en chromatographie. 

 

 

??????

?? 

 

Pic non 

gaussien 

 



  

32 
 

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 23 ci-

dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : 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 ? 

Supprimer transition ion parent > 
ion parent dans la méthode 

Enregistrer le spectre de masse 
dans la bibliothèque 

Déterminer le temps de rétention 

- Recherche la cause d’échec :  
- Concentration? 
- 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 

- Etre 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. 

 

Au départ, 12 étalons internes ont été sélectionnés selon les critères cités précédemment. 

Les 10 étalons internes répondant le mieux ont été gardés. 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 

Sotalol-D6 
Anti-hypertenseur, 
beta-adrenergique 

antagoniste 
3,17 ESI + 

Morphine-D3 Analgésique opioïde 3,23 ESI + 

Acetobutolol-D5 
Anti-hypertenseur, 
beta-adrenergique 

antagoniste 
4,24 ESI + 

Benzoylecgonine-D3 
Métabolite de la 

cocaïne 
4,58 ESI + 

Topiramate-D12 Anticonvulsivant 5,32 ESI + 

Letrozole-D4 
Agent 

antinéoplasique 
6,9 ESI - 

Desmethylflunitrazepam-
D4 

Benzodiazépine 7,05 ESI + 

Mianserine-D3 Antidépresseur 7,08 ESI + 

Clonazepam-D4 
Benzodiazépine 

(anticonvulsivant) 
7,35 ESI - 

Diazepam-D5 
Benzodiazépine 

(anxiolytique) 
8,99 ESI + 

 

Tableau 6 : caractéristiques des 10 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 fans un mélange). Ils contenaient : 

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

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

- Les dix 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 étaient enregistrés. 
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Les résultats se présentaient sous la forme suivante : 

 
Figure 23 : 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. La figure 24 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 25), 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 24 : 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 devaient être basée sur leur aire sous la courbe.  

  

Pic non gaussien 
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La figure 26 synthétise la stratégie mise en place pour le traitement des résultats.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : 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 27 ci-

dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : 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 a de référence lors de la création de 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 

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

parent > ion fils 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. 
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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 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : 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 

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 déclenchée. 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 -.  

Intensité 

Rapport m/z 

198 240 405 
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2) Multiple Reaction Monitoring (MRM) 

a) Principe 

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

« candidats » ions parents. Dans un premier temps, un mode SIM est appliqué, consistant à 

sélectionner un ion parent spécifique en Q1 puis à le fragmenter dans la cellule de collision. 

Un seul ion fils est analysé en Q3. Son principe est schématisé dans la figure 29. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : principe d’une MRM 

 

La relation ion parent > ion fils est appelée transition MRM. Il est possible de suivre plusieurs 

transitions MRM dans une même molécule. 

NB : les méthodes créées pour la détermination des TR étaient donc des méthodes suivant 

des transitions 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). 

 

9) 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 6) lors de l’infusion  ont 

été suivies. 

  

Q1 
Cellule de 
collision Q3 

405 198 

240 

Mode SIM :  
sélection du rapport 

m/z = 405 

Fractionnement  
de l’ion 405 

Détecteur 

Mode SIM :  
sélection d’un ion fils 

spécifique 
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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 recherche et les PIS ne 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 

La comparaison de ces quatre méthodes est schématisée dans la figure 30. 

a) Aspects qualitatifs et quantitatifs 

 

Le GUS est méthode purement qualitative : les trois spectres de masse obtenus lors d’une 

méthode GUS sont comparés aux spectres de masse de la bibliothèque. 

Pour les méthodes MRM, MRM spectrum mode et MTS, il est possible de suivre les 

transitions MRM au cours du temps, « au fur et à mesure que la molécule sort de la 

colonne ». Les transitions MRM vont donc suivre un profil gaussien et les aires sous la 

courbe seront proportionnelles à la concentration de la molécule. Les méthodes MRM, MRM 

spectrum mode et MTS sont donc à la fois qualitatives et quantitatives. 

 

b) Spécificité 

 

Les spectres obtenus en GUS (PIS) sont par essence plus riches que ceux obtenus en 

MRM : tous les ions fils potentiels sont présents dès lors qu’ils sont détectés. Une méthode 

GUS est donc plus spécifique qu’une méthode MRM. 

Une méthode MRM spectrum mode qui augmente significativement le nombre de transitions 

permet théoriquement de combler ce manque de spécificité. 

Les méthodes MTS ont certainement la meilleure spécificité. Elle permet d’obtenir les PIS, 

comme pour le GUS, mais y ajoute l’information sur les transitions ions parents – ions fils. 
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c) Sensibilité 

 

Les méthodes d’acquisition utilisant les MRM vont tenir compte de la présence de l’ion 

pseudo-moléculaire quelle que soit son intensité. Au contraire, l’acquisition en GUS dépend 

de l’intensité. En GUS, il est possible de détecter un ion pseudo-moléculaire dans le spectre 

de masse MS1 sans que celui-ci ne soit retenu pour une acquisition MS2. Une méthode MRM 

est donc plus sensible qu’une méthode GUS. 

Dans le cadre d’une méthode MRM, MRM spectrum mode ou MTS on ne trouve cependant 

que les molécules comprises dans la méthode : « on ne trouve que ce qu’on le cherche ». 

Le GUS permet, lui, de faire une recherche large des molécules, sans a priori. Il est d’ailleurs 

possible de trouver une molécule sans correspondance avec la bibliothèque (exemple de 

nouvelles substances dopantes non identifiées), puis de réaliser d’autres analyses pour 

l’identifier.  

Chaque méthode a donc ses avantages et ses inconvénients. Il peut donc être intéressant 

de combiner certaines d’entre elle afin d’être le plus performant possible. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : comparaison des méthodes GUS, MRM, MRM-SpM et MTS 

  

Spécificité 

+ 

- MRM :  

2 transitions MRM 

suivies (visualisation de 

deux ions fils) 

GUS : 

Obtention de 3 

spectres de masse 

complets (visualisation 

de tous les ions fils à 3 

CE différentes) 

MTS: 

Suivis de 2 transitions 

MRM + 3 spectres de 

masse complets 

Sensibilité 

+ 

- GUS : 

identification basée sur 

l’intensité 

MRM, MRM spectrum 

mode et MTS : 

identification basée sur 

le suivi d’une transition 

MRM 

* Méthode qualitative 

* Recherche sans à 

priori 

* Méthode qualitative 

et quantitative 

* « on ne trouve que 

ce que l’on cherche » 

MRM spectrum 

mode : suivis de 6 

transitions MRM 

(visualisation de 6 ions 

fils) 



  

43 
 

VIII) Choix de la méthode d’extraction 

Fort de l’expérience du service, une méthode d’extraction basée sur les sels QuEChERS a 

été choisie (Dulaurent et al.). QuEChERS est un acronyme de Quick (rapide), Easy (facile), 

Cheap (peu cher), Effective (efficace), Ruggest (robuste) et Safe (sûr)). La méthode se veut 

donc rapide, robuste et pas cher ! 

Les sels QuEChERS permettent une extraction liquide/liquide des molécules partir de 

matrices biologiques telles que le sang, l’urine, le sérum ou le plasma. 

Le principe de l’extraction est résumé dans la figure 31 ci-dessous. 

 

 

 

  

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 phases mobile en 
début de gradient 

- Echantillon prêt à être analysé  

Figure 30 : principe de fonctionnement d’une extraction par les sels QuEChERS 
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B) Résultats 

 

I) Construction d’une librairie de spectres de masse et de 

transitions MRM pour plus de 1 250 composés 

Cette étude a fait l’objet de la rédaction d’une note d’application de la part de Shimadzu,  

présentée ci-dessous. 

Une 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). 

La librairie de spectres de masse 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. 

Cette base de données contient donc tous les outils nécessaires pour le développement de 

méthodes de screening ciblées ou non ciblées. 
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II) Evaluation de la méthode GUS 

 

Evaluation de la méthode pour les principales molécules médicamenteuses 

rencontrées en toxicologie hospitalière 

Poster présenté à: 

64th ASMS Conference, June 5 – 9, 2016, San Antonio, Texas 

 

Dans cette étude, nous avons testé la capacité de la méthode GUS a détecté et à quantifier 

les principales molécules médicamenteuses détectées lorsque des demandes de screening 

parviennent au laboratoire de pharmacologie-toxicologie du CHU de Limoges. 

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 de la méthode d’extraction). 

Pour l’acquisition spectrale, les PIS (MS2) étaient déclenchés sur la base de la transition 

MRM de rang 1. On obtenait ainsi trois spectres de masse complets pour les 3 énergies de 

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

 

Parmi les 24 molécules, 21 ont été détectées à la plus faible concentration. 

Même à une concentration élevée (500 µg/L), cette méthode GUS ne permettait pas de 

mettre en évidence l’oxazépam. 

Les performances quantitatives étaient excellentes, les fortes concentrations entraînant 

toutefois une saturation du signal nécessitant une dilution des échantillons. 
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III) Evaluation de la méthode MTS 

L’évaluation de la méthode MTS a fait également l’objet d’une note d’application de la part 

de Shimadzu présentée ci-dessous. 

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

composés comprenant 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, validées selon la norme 15189 et utilisées en routine dans le 

laboratoire : la première dédiée à la quantification des « CAO » et la seconde à la 

quantification des benzodiazépines.  

24 échantillons sanguins de patients 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). 

Les résultats quantitatifs obtenus entre ces deux approches sont proches de l’identique. 

Une méthode MTS générique a donc été développée permettant d’identifier et quantifier à la 

fois les « CAO » et les benzodiazépines en une seule analyse (gain d’efficacité). De plus, la 

méthode MTS permet de réduire les faux négatifs et d’augmenter le niveau de confiance 

dans l’identification des composés en fournissant à la fois des informations provenant de 

l’acquisition MRM et des products ion scan. 
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Discussion - Conclusion 

 

Mes travaux de thèse ont entamé un chantier important : développer une ou plusieurs 

librairies contenant l’information spectrale d’un très grand nombre de xénobiotiques afin de 

mettre au point différentes procédures de screening. 

Dans un premier temps, sur la base d’un panel représentatif de molécules, nous avons pu 

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 10 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 important 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.  

Nous avons développé une méthode d’extraction sur la base de sels QuEChERS. Cette 

méthode est de plus en plus appliquée dans les laboratoires de pharmacologie-toxicologie. 

Fort d’une bonne expérience pour des applications telles que la recherche et le dosage de 

pesticides, de stupéfiants et de benzodiazépines au sein du laboratoire, nous avons décidé 

de tester cette approche sur un panel représentatif de molécules, notamment les principales 

molécules médicamenteuses détectées en toxicologie hospitalière. 

Cette méthode 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. 

Au total, la préparation nécessite moins de 45 minutes, même pour un opérateur peu 

expérimenté. Couplé un temps de chromatographie de 15 minutes, la procédure permet 

donc de rendre des résultats au bout d’un peu plus d’une heure pour l’analyse d’un 

échantillon de patient. 

Schématiquement, il existe des screening dits « ciblés » pour lesquels seules les molécules 

appartenant à une liste prédéfinie sont recherchées, et des screenings dits « non ciblés » qui 

tentent de détecter tout composé présent dans l’échantillon. Quelle que soit l’approche, une 

fois le composé détecté, son information spectrale est comparée à une information spectrale 

déjà contenue dans une bibliothèque. 

Les méthodes « ciblées » (MRM et MTS) ont longtemps été limitées par les performances 

propres aux spectromètres et par les performances des logiciels de retraitement des 

données. Longtemps, elles se sont limitées à quelques dizaines de molécules, au mieux. En 

l’état, les approches « MTS » ou  « MRM spectrum mode » que nous avons développées sur 

un système LC-MS/MS de dernière génération sont susceptibles de recherchées, 

simultanément, des centaines de molécules. 

Il demeurera cependant toujours un avantage précieux pour l’approche « non ciblée » 

(GUS) : elle peut détecter une substance qui ne figure dans aucune bibliothèque. Dans ce 



  

78 
 

cas de figure, d’autres analyses peuvent être envisagées pour identifier une molécule. Ce 

point est important en toxicologie médico-légale. 

Historiquement, un screening sert à détecter une molécule avant que ne soit mise en œuvre 

une méthode de dosage spécifique. Par exemple, classiquement au sein du laboratoire, un 

antidépresseur peut être détecté au screening, puis une méthode de dosage par LC-MS/MS 

est réalisée. 

Nous avons développé des méthodes d’acquisition permettant de quantifier des molécules 

d’intérêt dès lors que celles-ci sont détectées. Les premiers résultats obtenus pour un panel 

représentatif de molécules d’intérêt sont très encourageants. 

Une telle approche permet de diminuer considérablement le temps de rendu des résultats, 

dans la mesure où la quantification peut être réalisée dès le retraitement des données. 

Nos résultats n’ont fait l’objet d’aucune validation, au sens « Assurance Qualité » du terme. 

Le but était, jusqu’ici, d’étudier la faisabilité de construire des méthodes d’acquisition et 

d’évaluer leurs performances. Pour valider ces méthodes, il sera nécessaire de travailler sur 

un encore plus large panel de molécules présentant des caractéristiques très diverses en 

termes de polarité/apolarité, classes pharmacologiques, mode d’ionisation, masses 

moléculaires, etc… Il s’agit, bien entendu, de s’imposer des contraintes pour évaluer au 

mieux la sensibilité et la spécificité des méthodes d’acquisition. Ce panel servira également à 

évaluer la répétabilité et la reproductibilité de la méthode d’extraction ainsi que les effets de 

matrice, les limites de quantification, les limites de détection des molécules…. 

La question de la qualification opérationnelle du système (c’est-à-dire la vérification de ses 

performances avant chaque utilisation) doit être également posée. Cette dernière pourrait 

être évaluée par l’injection quotidienne du mélange de référence des 16 molécules que nous 

avons initialement choisies. Cela nous permettra notamment de déterminer à quelle 

fréquence les droites de calibration doivent être réalisées pour assurer une quantification 

suffisamment précise des molécules détectées. 

 

Enfin, à ce jour nous avons reçu un nouveau système automatisé de préparation 

d’échantillons doit également être testé : le CLAM-2000 (Shimadzu). Ce système est capable 

de réaliser une extraction à partir d’un échantillon biologique liquide et d’injecter directement 

l’extrait dans le système LC-MS/MS. D’autres méthodes d’extractions seront donc à 

développer sur le CLAM-2000. 
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Mise au point d’une méthode de recherche large de xénobiotiques par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem. 

 

Dans de nombreux contextes, 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 (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 de méthodes 
quantitatives spécifiques. 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). Notre objectif était de développer des méthodes de screening sur un spectromètre de 
masse en tandem de dernière génération (modèle 8060 ; Shimadzu). 
Une bibliothèque regroupant les paramètres spectraux et chromatographiques d’environ 
1 300 molécules a été construite. Sur la base de cette bibliothèque, trois méthodes 
d’acquisition ont été développées : une méthode MRM classique, une méthode MRM dite 
« spectrum mode » (permettant de construire un spectre de masse où chaque ion fils a été 
obtenu à une énergie de collision optimale) et une méthode MTS. Une méthode d’extraction 
commune basée sur l’utilisation des sels QuEChERS a été développée pour permettre 
l’analyse d’échantillons sanguins et urinaires. Pour les trois méthodes d’acquisition, de très 
bonnes performances qualitatives (capacité à détecter les molécules), mais également 
quantitatives (mesure des concentrations après acquisition) ont été démontrées pour un très 
large panel de molécules d’intérêt.  
 
Mots-clés : screening, chromatographie, spectromètre de masse en tandem, MTS, MRM, 
MRM spectrum mode, QuEChERS 
 
Development of a screening procedure using chromatography-tandem mass 
spectrometry for forensic and clinical application. 
 
A screening is the first analysis carried out when the nature or the presence of a drug is 
totally unknown, which is often the case in clinical and forensic toxicology. Usually, a 
screening precedes more specific analyses allowing the quantitation of the molecules. When 
using LC-MS/MS, screening can be “targeted” (multi-target screening; MTS) or untargeted 
(General Unknown Screening ; GUS). The purpose of this project was to develop different 
screening approaches using a modern tandem mass spectrometer (model 8060, Shimadzu). 
A library with spectral and chromatographic parameters of about 1300 compounds was built. 
Using this library, three acquisition methods were developed : a MRM (Multiple Reaction 
Monitoring) method, a MRM spectrum mode method (which allows to obtain spectral 
information acquired at multiple collision energies), and a MTS method. A QuEChERS 
extraction was developed to analyze blood and urine samples. The three methods gave 
pretty good qualitative and quantitative results for various classes of compounds (illicit drugs, 
medecines, pesticides…). 
 


