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Liste des abréviations

EER : épuration extra-rénale

ESI : Electrospray ionization

FDA : Food and Drug Administration

LC-MS/MS : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem

MALA : acidose lactique associée a la metformine

MILA : acidose lactique induite par la metformine

PESI-MS/MS : probe electrospray ionization couplée a la spectrométrie de masse en tandem

XIC : extracted ion count
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Introduction

La toxicologie est définie comme étant la « Science traitant des substances toxiques, de leurs
effets sur I'organisme et de leur identification »(1).

La mise au point et 'amélioration de méthodes d’analyse toxicologique qui permettent de
rechercher et/ou doser des xénobiotiques ou des substances endogénes dans des matrices
biologiques ou non, font ainsi partie intégrante de la discipline. On parle de toxicologie
analytique. Permettant le plus souvent de détecter et/ou de quantifier une molécule toxique a
priori suspectée, les outils de toxicologie analytique permettent une meilleure orientation

diagnostique, et participent donc a une meilleure prise en charge du patient.

A I'heure actuelle, on peut considérer, de facon schématique, que les laboratoires de

toxicologie s’appuient sur deux types d’outils : I'immunochimie et les méthodes séparatives.

Les méthodes immunochimiques présentent les avantages d’étre simple d’utilisation et de
fournir un résultat rapide. Elles fonctionnent a I'aide de coffrets préts a I'emploi et reposent sur
le principe des réactions antigéne-anticorps. Ce sont ces méthodes qui permettent le plus
souvent d’offrir un panel d’analyses réalisables 24/24h dans les laboratoires hospitaliers, car
elles ne réclament ni technicité particuliére, ni retraitement ou interprétations particuliéres des
données produites. En revanche, elles ne permettent parfois qu'une recherche par famille de
molécules sans quantification possible (recherche d'une présence d’opiacés ou de
benzodiazépines, par exemple). Dans des contextes d’urgence, une telle réponse qualitative
peut étre suffisante pour la prise en charge immédiate du patient, mais nécessite tout de
méme, le plus souvent, une information plus compléte a posteriori par une méthode

quantitative, plus spécifique.

Les méthodes séparatives sont toutes les approches faisant appel a une étape de séparation
chromatographique en phase liquide ou en phase gazeuse. Elles peuvent étre associées a
divers types de détecteurs, les plus courant étant certainement la spectrométrie de masse ou
la détection UV. La premiére identifie les molécules en fonction de leur rapport masse sur
charge la ou les seconds caractérisent les molécules selon leur absorbance. En utilisant le
détecteur approprié, les méthodes séparatives permettent une identification et/ou une
quantification des composés. Si elles sont plus spécifiques et si elles d’accéder a un dosage
des molécules recherchées et identifiée, ces méthodes requiérent de grandes compétences
techniques et analytiques de la part de 'opérateur. La ou le délai de rendu d’un résultat par

une méthode immunochimique est usuellement de 15 & 20 min, ces méthodes qui nécessitent
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une préparation de I'échantillon, puis une séparation chromatographique avec détection, puis
un retraitement des données, ne sont généralement pas capables de fournir un résultat en

moins 90 minutes (dans le meilleur des cas).

Les médicaments, les drogues, les toxiques a rechercher et/ou doser sont de plus en plus
nombreux et de plus en plus variées. Mais on attend pour autant d’'un Laboratoire qu'il travaille
de plus en plus en vite avec des méthodes de plus en plus sensibles et spécifiques. En
particulier, les laboratoires de toxicologie clinique sont donc en permanence a la recherche de
nouvelles méthodes, a la fois plus rapides, plus simples de mise en ceuvre, mais performantes.
Bien qu’encore peu connue, la source de type Probe ElectroSpray lonization couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (PESI-MS/MS) semble pouvoir répondre a ces

problématiques.

Ce manuscrit présente une méthode développée a I'aide d’un couplage innovant entre une
source PESI et un spectrométre de masse de type triple quadrupole (MS/MS). Pour illustrer le
potentiel de cette approche, nous avons ciblé le cas d'une situation réclamant a la fois une
réponse rapide du laboratoire, et la mise en ceuvre d’'une méthode séparative : le dosage

plasmatique de la metformine.
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|. Toxicité de la metformine

La metformine est un antidiabétique oral de la famille des biguanides indiqué dans le traitement
du diabéte de type 2 lorsque les régles hygiéno-diététiques ne suffisent plus (2,3). La
metformine a plusieurs mécanismes d’action permettant de réduire la glycémie. Elle réduit
I'absorption intestinale du glucose, augmente I'absorption et I'utilisation du glucose par les

muscles et diminue la néoglucogénése hépatique (4).

En raison de ces mécanismes d’action, I'hypoglycémie n’est pas un effet indésirable attendu
lors de la prise de metformine a la différence des sulfamides, autres antidiabétiques oraux
utilisés dans le traitement du diabete de type 2. Par contre, I'acidose lactique est une
complication attendue et redoutée chez les patients surdosés (5). C'est ainsi qu’'une mesure
de la concentration plasmatique de la metformine est devenue légitime chez tout patient traité,
pris en charge en urgence en milieu hospitalier. Depuis quelques années, ce dosage est
devenu extrémement fréquent. Au CHU de Limoges, I'activité de dosage pour 'année 2022 a

représenté 520 dossiers.

A I'heure actuelle, aucun consensus n’a été établi concernant les concentrations souhaitables
a la suite de prises de doses thérapeutiques. Dans une revue de la littérature, Kajbaf et al.(6)
ont répertorié 65 intervalles de concentrations cibles différents. Cependant, la FDA a rapporté
gu’une concentration maximale < 5 mg/L était retrouvée lors des essais cliniques méme aux

doses maximales (7).

I.1. Metformine et acidose lactique

I.1.1. L’acidose lactique

L’acidose lactique est une acidose métabolique causée par une accumulation de lactates dans
'organisme. Elle est causée par une augmentation de la production des lactates pouvant étre
associée a une diminution de leur élimination. Le diagnostic biologique repose sur I'analyse
des gaz du sang artériel et de I'ionogramme sanguin. Il est alors attendu, une diminution du
pH sanguin en deca de 7,35 et une concentration en lactates supérieure a 45-54 mg/dL (5-6

mmol/L).
Deux types d’acidoses lactiques peuvent étre différenciées d’aprés la classification de Cohen-

Woods :
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- L’acidose lactique de type A : elle survient lors d’états ischémiques. On la retrouve

dans le cas dhypoperfusions globales comme lors de choc septiques ou
hypovolémiques. L’hypoperfusion hépatique induite empéche également le
métabolisme des lactates, aggravant I'acidose. Les lactates sont produits a la suite de
la mise en place du métabolisme anaérobie producteur d’ATP. C’est la forme la plus

sévére d’acidose lactique.

- L’acidose lactique de type B : elle survient lors d’'une hypoxie tissulaire locale avec une

perfusion tissulaire normale. Elle est retrouvée dans les efforts physiques,
'hypothermie, ou peut étre d'origine toxigue ou médicamenteuse. Elle est

généralement de meilleur pronostic.

I.1.2. Mécanisme toxique

Le mécanisme responsable de I'accumulation de lactates induite par la metformine n’est pas
complétement élucidé. L’augmentation de la lactatémie serait la conséquence d’'une
diminution de la consommation des lactates et/ou d’'une augmentation de leur production.

Plusieurs hypothéses ont donc été émises (8).

Une hypothése propose une production splanchnique des lactates (9). Dans une étude menée
sur des rats, Bailey et al. ont mis en évidence une augmentation des lactates intestinaux
lorsque du glucose était administré en association a de la metformine. En temps normal ces
lactates sont éliminés par le foie, mais lorsque ses capacités sont dépassées, les lactates

s’accumulent.

Cependant, I'hypothése retenue a I'heure actuelle est que I'excés de lactates serait causé par
une inhibition de la respiration mitochondriale (10,11).

La metformine pénétre dans les cellules via le transporteur OCT-1 (Organic Cations
Transporter 1) largement retrouvés dans le foie, le rein et l'intestin. Elle favorise le transport
intracellulaire du glucose en potentialisant I'activité insulinodépendante de ses transporteurs
membranaires GLUT 1 et GLUT 4.

La metformine entrainerait une inhibition du complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale. Les conséquences seraient une diminution de la production d’ATP entrainant
une augmentation du rapport AMP/ATP conduisant a une activation des AMP kinases. Cette
activation amene a une inhibition de la néoglucogénese, utilisant notamment les lactates pour

produire du glucose.
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Egalement, l'inhibition du complexe 1 de la chaine respiratoire entrainerait le métabolisme du
glucose vers la voie anaérobie productrice de lactates. Il y aurait donc une diminution de la
dégradation des lactates couplée a une augmentation de leur production, responsables de

'acidose lactique.

Dans la plupart des cas, I'accumulation de metformine et de lactates survient lorsque les
conditions de prescriptions ne sont pas respectées, en particulier toutes les situations
favorisant une insuffisance rénale aigué, avec en particulier toutes celles créant une
déshydratation (diarrhées, vomissements...). La metformine qui est excrétée inchangée par

voie rénale, pourrait ainsi s’accumuler en cas de lésions rénales aigués.

Au total, comme I'expliquent Corchia et al. (12), deux situations doivent étre envisagées. La
premiére est celle d’'une acidose lactique imputable a la metformine. Dans ces situations ou il
est considéré que la metformine est un facteur prépondérant dans la survenue de l'acidose,
on parle d’acidose lactique induite par la metformine ou MILA (metformin induced lactic
acidosis). La seconde est celle ou la cause de I'acidose est autre, mais ol la metformine est
I'un des facteurs aggravant I'acidose lactique. On parle alors d’'une acidose lactique associée

a la metformine ou MALA (metformin associated lactic acidosis).

Quel que soit le type d’acidose lactique une prise en charge rapide des patients est bien

entendu nécessaire.

I.1.3. Prise en charge

La découverte d’une acidose lactique implique, dans un premier temps, en une prise en charge
symptomatique visant a traiter le facteur déclenchant de l'acidose (hypovolémie, choc

septique, etc.).

Aucun antidote n’existant pour la metformine, le traitement d’'une acidose lactique associée a

la metformine repose sur un traitement visant a corriger I'acidose et éliminer la metformine.

L’épuration extra-rénale (EER) est la méthode privilégiée pour éliminer la metformine de
l'organisme (8,13). Le groupe de travail EXTRIP (Extracorporeal Treatments in Poisoning
Workgroup) a recommandé la mise en place d’'une EER pour un pH<7,0 et une lactatémie >
20 mmol/L(14). Le poids moléculaire et la faible liaison aux protéines plasmatiques de la
metformine en font un candidat idéal a ce type de traitement. Si les protocoles mis en place

different selon les pays et les hopitaux, il semblerait qu'une EER continue ou discontinue
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répétée et prolongée, soit nécessaire. Cela s’explique par la distribution bi-compartimentale

de la metformine, pouvant entrainer un effet rebond des concentrations(8,15).

De nombreux rapports de cas ou séries de cas de MALA et/ou MILA ont été publiés (16). Outre
les concentrations de lactates sanguins, les valeurs de pH et I'évaluation de Iésions rénales
aigués, toutes ces publications soulignent le fait qu'une mesure rapide de la concentration
plasmatique de metformine est essentielle pour confirmer ou infirmer une MALA ou une MILA

et mettre en place le traitement le plus approprié.

I.2. Dosage de la metformine

Bien que le dosage de metformine requiére théoriquement d’étre réalisé 24/24, il n’existe

aucune méthode immunochimigue permettant le dosage de la metformine.

De nombreuses méthodes de dosage par chromatographie ont été proposées (17,18). La
majorité d’entre elles utilisent la chromatographie liquide couplée a un détecteur a barrette de
diode (LC-DAD) ou a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).

Comme rapporté par Patel et al. les limites de détection obtenues avec la LC-DAD sont le plus
souvent de l'ordre de quelques mg/L (11 pug/L a 5.9 mg/L) la ou la LC-MS/MS permet d’obtenir
des résultats 4 a 100 fois plus faibles (de 0,25 pg/L a 50 pg/L)(17). Ce point n’est toutefois pas

le plus important dans la mesure ou le dosage consiste & mettre en évidence un surdosage.

La figure 1 présente les résultats de dosages de metformine réalisés au CHU de Limoges
entre 2018 et 2022.
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Figure 1 : Résultats des dosages de metformine réalisés au CHU de Limoges entre 2018 et 2022
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Il. La source PESI

La source Probe ElectroSpray lonization (PESI) est une source d’ionisation a pression
atmosphérique. Décrite pour la premiére fois en 2007 par Hiraoka (19), ce systéme peut étre
assimilé a une miniaturisation d’'une source ElectroSpray classique. Cette méthode cumule les
avantages et la qualité dionisation d’une source de type Electrospray et la simplicité
d’utilisation d’une source a pression atmosphérique. Pour cela, la source PESI est placée en
amont du spectrométre de masse et permet de s’affranchir de I'étape de séparation

chromatographique.

Une aiguille en acier de quelques centaines de nanométres est placée perpendiculairement a
I'orifice d’entrée du spectrométre de masse. Des mouvements de va-et-vient vont permettre,

consécutivement le prélévement de I'échantillon et I'ionisation des molécules.

Lorsque l'aiguille est en position basse, I'échantillon se dépose en fine couche a sa surface.
Lorsque gu’elle est en position haute, I'application d’'un voltage d’environ 2 a 3 kV permet

l'ionisation des molécules (figure 1).

’ - ' - ’. :. JORNTL m

Position initiale Prélevement de I'échantillon Aiguille soumise a un voltage :

par 'aiguille formation de gouttelettes chargées

=) Répétition de cette séquence sur un temps défini

Figure 2 : Représentation schématique du fonctionnement de la PESI
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Le signal résultant est alors une succession de « pics » reflétant le mouvement de l'aiguille
dans la source. Lorsque laiguille est en position basse, dans I'échantillon, il n'y a pas
d’ionisation, le signal est au niveau de la ligne de base. Lorsque l'aiguille est en position haute,
l'ionisation a lieu et les ions sont détectés par le spectrométre de masse. Cette séquence étant
répétée durant un temps défini, le signal obtenu prend la forme d’un « peigne » (figure 2). Le
signal utilisé pour la quantification est I'aire totale des pics acquis durant le temps d’analyses,

0,06 a 0,31 min dans le cas présent.

Max Intensity : 708,443
Time 0.085 Inten. 555,248
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4uuuuu—§ rr A
300000—5 rj

200000+

100000+

0.d7s 0.100 0.125 0.150 0.175 0.200 0225 0.250 0375 0.300

Figure 3 : Extracted ion count (XIC) obtenu pour la metformine a 0,5 mg/L
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Les premiers travaux utilisant la source PESI, réalisés par Zaitsu et al. (20) ont permis son
application en recherche fondamentale et notamment a la métabolomique. Ainsi, cette équipe
a été en mesure de suivre en temps réel la formation de métabolites cérébraux chez une souris
anesthésiée a l'isoflurane. La méme équipe a utilisé la PESI pour mesurer 26 métabolites
endogénes du foie de souris, dont des acides aminés, des acides organiques et des
saccharides (21).

Outre ces travaux, la PESI-MS/MS a été appliquée au diagnostic clinique. Johno et al. (22) ont
proposé un systéme de diagnostic automatique des troubles athéroscléreux en mesurant
plusieurs composés dont le sulfate de cholestérol et un phospholipide, qui sont des

biomarqueurs de I'athérosclérose.

Usui et al. ont développé des applications de toxicologie clinique en utilisant la PESI-MS/MS
comme une méthode de quantification du paracétamol (23) ou lors d’intoxication aigués par

des pesticides (6).

Pauline GRIFFEUILLE | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2023 22
Licence CC BY-NC-ND 3.0



lll. Travaux personnels : dosage de la metformine par PESI-MS/MS

lll.1. Stratégie

L’'objectif des travaux étaient de développer une meéthode ultra-rapide de dosage de la
metformine en minimisant le volume d’échantillon nécessaire et en obtenant un délai de rendu

de résultat extrémement court.

Pour cela, la metformine et son étalon interne deutéré (metformine-D6) ont d’abord été infusés

afin d’obtenir leur spectre de masse respectifs et les paramétres optimaux d’ionisation.
Ensuite la préparation d’échantillon a été optimisée afin d’étre la plus simple possible.

Une étape de « désoptimisation » des paramétres du spectrométre de masse a ensuite été
nécessaire. Cette étape est indispensable pour I'application d’'une quantification par dilution

isotopigque. Elle a pour but de trouver des paramétres permettant un équilibre entre :
- Une intensité des signaux suffisantes
- Des ionisation et fragmentation répétables

- Des aires moyennes similaires entre la metformine et son étalon interne.

I11.2. Méthode développée

I11.2.1. Préparation d’échantillon

Dix microlitres de plasma sont dilués dans 1 mL d’'un mélange éthanol/ formiate d’'ammonium
10 mM (1 :1, v/v). Dix microlitres d’'une solution méthanolique de metformine-D6 & 5 mg/L sont

ensuite ajoutés. Enfin, 10 pL de ce mélange sont déposés sur les plagues de PESI.

l11.2.2. Conditions analytiques
Source PESI

La metformine et la metformine-D6 ont été analysées en mode d’ionisation positif. Les
mouvements verticaux de l'aiguille étaient répétés selon une fréquence de 3,1 Hz (184
mouvements/min) durant 0,31 min. Les parameétres étaient les suivants : temps de cycle de
l'aiguille = 150 ms ; tension appliquée a l'aiguille = 2,3 kV ; température de la « desolvation

line » = 250 °C ; température du « heat block » = 30 °C.
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Spectrometre de masse

La méthode de dosage a été développée sur un spectrométre de masse triple quadripdle 8060
(Shimadzu, Marne-la-Valée, France).

La metformine et la metformine-D6 ont été analysées selon un mode Multiple Reaction
Monitoring (MRM)

Les transitions de quantification utilisées étaient 130,15 > 71,10 pour la metformine et 135.95
> 77,15 pour la metformine-D6. Et les transitions de confirmation étaient 130.15 > 60.05 pour
la metformine et 135,95 > 60,05 pour la metformine-D6.

Afin de permettre une quantification par dilution isotopique, les paramétres du spectrométre
ont été optimisés afin d’obtenir une intensité similaire pour les 2 transitions de quantification.
Pour la metformine et la metformine-D6, Pour ces deux transitions, CE, Q1 et Q3 étaient
respectivement de -23eV, -17V et -15V, et de -23eV, -20V et -22V.

111.2.3. Validation de méthode

Selon le principe de la dilution isotopique, toutes les concentrations ont été calculées en
utilisant le rapport entre 'aire du signal de la metformine et la metformine-D6 multipliée par sa

concentration (5 mg/L dans le cas présent).

Aire de l'analyte X [Etalon interne]

Analyte] =
[Analyte] Aire de l'étalon interne

Cing niveaux de concentrations ont été utilisés pour la validation de méthode : 0,5; 2,5; 5;
10 ; et 50 mg/L. Les étapes suivies respectent une procédure interne du laboratoire approuvée

par le comité frangais d’accréditation.
Cette procédure comprend une étude de :

- La répétabilité : analyses le méme jour de 6 plasmas dopés, pour toutes les

concentrations
- La reproductibilité : analyse tous les jours pendant 6 jours de chaque concentration

- La spécificité : 6 plasmas vierges ont été dopés avec un mélange de contraceptifs

hormonaux, co-traitements potentiels, molécules de masse proche de la metformine
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(tableau 1). L'absence de composant interférent est validée si le rapport moyen entre

les aires des blancs et celles & la limite de quantification est inférieur a 5%.

by

- L’effet matrice : évalué & 10 mg/L, consiste a analyser 6 plasmas différents et 6

échantillons d’eau purifiée le méme jour. La comparaison des aires obtenues permet

la mise en évidence d’'une suppression ou d’'une augmentation du signal due a la

matrice biologique.

Tableau 1 : Liste des molécules utilisées pour I'étude de la spécificité

Co-traitements potentiels (1 mg/L)

Acide acétylsalicylique
Acide mycophénolique
Acide salicylique
Allopurinol
Amphétamine

Bromphéniramine

Enalapril
Flucytosine
Ganciclovir
Ibuprofene
Ketoproféne
Lansoprazole

Phenyléphrine
Phloroglucinol
Pralidoxime
Prednisone
Prednisolone
Pseudoéphédrine

Caféine Loratadine Ramipril
Candesartan Losartan Ranitidine
Captopril Méthylprednisone Taurine
Cétirizine Naproxene Trimétoprime et
Cotinine Nicotine sulfaméthoxazole
Dextromethorphan Oméprazole Uracile
Dimenhydrinate Paracétamol Valsartan
Diphénhydramine Périndopril Vigabatrin
Contraceptifs hormonaux (1 pg/L)

Drospirenone Norethindrone Etonorgestrel
Ethinyl Estradiol Cyproterone Acetate Estradiol

Levonorgestrel

Medroxyprogesterone Acetate

Desogestrel

Norgestimate
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[11.2.4. Application & des échantillons hospitaliers

La méthode développée a été comparée a deux méthodes de référence. Pour cela, des
échantillons provenant de l'activité de routine de deux hopitaux extérieurs ont été transmis
anonymement a notre laboratoire. Ainsi, 11 échantillons, ont été analysés par le laboratoire de
Pharmacologie et Toxicologie du CHU d’Amiens Picardie utilisant une méthode de LC-DAD
(19) et 18 échantillons ont été analysés par le laboratoire de Pharmacologie, Toxicologie et
Pharmacogénétique du CHU de Rouen, utilisant une méthode de LC-MS/MS. Cette méthode
LC-MS/MS consiste en une précipitation des protéines avec de I'acétonitrile et est basée sur
un systéme UFLC Prominence Shimadzu (LC-20, Shimadzu®, Prominence, Japon) en
combinaison avec un 4000QTRAP équipé d'une source ESI fonctionnant en mode d’ionisation
positif (Sciex®, Canada). Elle a été entierement validée pour la pratique clinique
conformément aux directives de I'Agence européenne des médicaments (EMA), de I'US Food
and Drug Administration (FDA) et de la norme 1SO15189, pour une gamme d'étalonnage allant
de 0,1 & 10 mg/L.

I11.3. Résultats

Les résultats obtenus pour la répétabilité et la reproductibilité sont présentés dans le tableau
2. Les coefficients de variation étaient compris entre 14,01 % et 17,24 % pour la reproductibilité
et compris entre 1,01 % et 1,60 % pour la répétabilité. Les biais mesurés allaient de -12,13 %
a 13,86 % pour la reproductibilité et de -16,42 % a 15,88 % pour la répétabilité.

Tableau 2 : Parameétres de validation de la méthode

Reproductibilité Répétabilité
Concentrations (mg/L) CV (%) Biais (%) CV (%) Biais (%)
0,5 14,01 -1,94 1,60 -0,98
2,5 14,56 -0,42 1,11 -8,93
5 17,12 -12,13 1,11 15,88
10 17,24 13,86 1,01 6,06
50 15,42 4,53 1,35 -16,42
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Concernant l'effet matrice, le signal obtenu pour la metformine dans les plasmas était en
moyenne augmenté de 57 % par rapport au signal obtenu dans I'eau purifiée. Cependant, cet
effet matrice est complétement compensé par I'utilisation d’'un étalon interne deutéré et de la

dilution isotopique. Le biais moyen obtenu sur les concentrations n’est alors plus que de 1 %.

L’étude de la spécificité a également donné de bons résultats. Aucune interférence n’a été
détectée pour les 52 molécules testées. Les rapports d’aires calculés entre le blanc et la limite
de quantification basse étaient systématiquement inférieurs a 5% pour la metformine (entre
2,52 % et 4,79 %), et la metformine-D6 (entre 0,13 % et 1,67 %).

Les résultats obtenus lors de la comparaison aux méthodes de référence sont présentés dans
le tableau 3. Les figures 3 et 4 rapportent les droites de régression obtenues entre la PESI-
MS/MS et les deux méthodes de référence, ainsi que les représentations de Bland-Altman.
Dans cette population représentative, 55% des patients présentaient une concentration
inférieure a 5 mg/L, 38% avaient une concentration supérieure a 5 mg/L et 7% étaient non
détectés. Une bonne corrélation a été observée avec la LC-DAD (r2=0,99, n = 11) ainsi qu’avec
la LC-MS/MS (r2=0,99 ; n=18)
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Tableau 3 : Concentrations obtenues avec les différentes méthodes de dosage

LC-DAD PESI-MS/MS LC-MS/MS  PESI-MS/MS
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0,61 0,60 ND ND
1,40 1,40 ND ND
1,67 1,70 0,55 0,66
2,79 2,40 0,62 0,73
3,38 3,30 0,74 0,73
5,75 6,25 0,82 1,03
8,10 10,00 0,88 0,95
8,86 9,35 1,00 1,12
15,81 19,90 1,27 1,16
16,23 18,10 1,82 2,26
55,30 53,60 3,50 3,59
3,90 4,86
4,27 4,55
7,01 8,04
18,17 17,70
27,97 27,68
30,93 33,01
44,72 39,10
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Figure 4 : Droites de régression obtenues pour les concentrations de metformine mesurées par PESI-
MS/MS et LC-DAD (A) ou LC-MS/MS (B)
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Figure 5 : Représentation de Bland-Altman des concentrations obtenues en PESI-MS/MS et LC-DAD
(A) ou LC-MS/MS (B)
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Discussion — Conclusion

Ces travaux ont permis le développement d’'une méthode de dosage de la metformine,
extrémement rapide et fiable. La source PESI couplée a un protocole de dilution isotopique
permet, a partir de 10 uL de matrice, de quantifier, dans un échantillon plasmatique, la

metformine en 30 secondes environ.

Le dosage de la metformine dans le plasma dans des contextes d’'urgence est nécessaire pour
les patients suivant ce traitement. De multiples études ont exploré les relations possibles entre
la concentration en metformine, I'acidose lactique et/ou la mortalité. Si leurs conclusions
difféerent légérement, il est admis qu’une élévation de la concentration plasmatique de
metformine peut induire ou étre associée a une acidose lactique(12,16). Dans le premier cas,
aucun facteur ne permet d’expliquer I'acidose lactique, si ce n’est la présence de metformine.
En revanche, dans le second cas de figure, I'acidose lactique peut étre expliquée par des

causes autres (sepsis, hémorragie, convulsions...) (24).

Dans une étude multicentrique regroupant 173 patients présentant une acidose lactique dans
un contexte d’insuffisance rénale, Corchia et al. (12) ont observé qu’'une mortalité due a une
acidose réfractaire pouvait étre imputée a une accumulation de metformine (n=109). Chez les
64 autres patients, la mortalité pouvait étre attribuée a des troubles sous-jacents, la metformine

étant alors un facteur aggravant de I'acidose lactique.

Dans une population de 194 patients traités par metformine admis aux urgences ou en soins
intensifs, Bennis et al. ont rapporté qu’'une concentration en metformine >9,9 mg/L était
fortement associée a la présence d’une acidose lactique (25). Plus précisément, dans cette

population, cette valeur seuil présentait une spécificité de 92,6 %.

D’autres études cliniques ont rapporté une association entre I'élévation des concentrations
plasmatiques en metformine et I'acidose lactique (15,26) ou avec la sévérité des atteinte

rénales aigués (27,28).

Tous ces éléments justifient I'identification rapide d’'une accumulation de metformine chez les
patients admis en service d’urgence ou de soins intensifs. La confirmation d’'une augmentation
significative de la concentration plasmatique en metformine est donc essentielle afin d’aider
les cliniciens & poser un diagnostic de MILA ou de MALA et ainsi adapter leur prise en charge.
Cela est d’autant plus important que I'évolution de I'acidose lactique dépend de la mise en
place précoce d’une épuration extra-rénale et ce, méme si les concentrations toxiques ne sont
pas clairement établies.
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Plusieurs méthodes de dosage de la metformine dans les matrices biologiques ont été
décrites. Les revues de la littérature proposées par Patel et al.(17) et Fachi et al.(18) ont
montré que la majorité des méthodes de dosage reposaient sur la chromatographie liquide
couplée a des détecteurs a barrette de diodes ou de la spectrométrie de masse, avec une
tendance allant vers une démocratisation de la seconde (29-31). Quelle que soit la méthode,
une préparation d’échantillon et une droite de calibration sont nécessaires, ce qui implique un

délai dans le rendu de résultat.

Dans des travaux précédents utilisant la PESI-MS/MS, Usui et al. ont montré la possibilité de
doser le paracétamol en moins de 2 min (23). Cependant, leur méthode nécessite 7 points de
calibration ainsi que 3 contréles qualité. Un résultat de patient peut donc théoriguement étre
rendu dans un délai de 15 min. Ce temps est donc, finalement, de I'ordre de celui des analyses
immunochimiques. C’est pourquoi nous avons souhaitons introduire une approche par dilution
isotopigue. Dans nos ftravaux, nous avons montré qu'une détermination précise de la
concentration en metformine était possible par simple calcul prenant en compte le rapport
entre la surface du signal de metformine et metformine-D6. Le paramétrage des conditions
d’acquisition spectrale a été fait de sorte que, pour une méme concentration, les aires de la
metformine et de son étalon interne soient similaires. Ce paramétre est la clef de voute de la
dilution isotopique. Dans des études préliminaires, de nombreux tests ont été réalisés afin de

s’assurer de la stabilité de ces parameétres.

Dans un groupe représentatif de patients, nous avons observé une trés bonne corrélation entre
la PESI-MS/MS et deux méthodes chromatographiques. Ces données confirment le fait que
la PESI-MS/MS peut réduire considérablement le temps d’analyse nécessaire tout en
conservant la qualité de résultat. D’un point de vue pratique, dans un contexte d’urgence, nous
proposons d’analyser un blanc, un contrdle de qualité interne a 5 mg/L et I'’échantillon patient.
En tenant compte de toutes les étapes de préparation d’échantillon (dilution, dopage de
I'échantillon et dépbt sur la plaque), moins de 5 minutes sont nécessaires pour doser la

metformine chez un patient.

Cette approche permet de s’affranchir des étapes d'extraction et de séparation
chromatographique. Aucune compétence technique n’est nécessaire car l'opérateur doit
simplement diluer I'échantillon dans un tampon éthanol/formiate, ajouter I'étalon interne et
déposer la plaque dans la source PESI. De plus, il n’est pas nécessaire de posséder un
systeme dédié a la source PESI. Cette derniére peut étre facilement interchangée avec une

source ESI classique sans éteindre le systeme.

Pauline GRIFFEUILLE | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2023 32
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Malgré tout, la PESI présente quelques inconvénients. En raison de [l'absence de
chromatographie, les composés ayant les mémes masses et méme fragments

(isobares/isoméres) peuvent interférer.

Egalement, a 'heure actuelle, les aiguilles et les plaques sont & usage unique. Cela implique
la présence en permanence d’un opérateur pour déposer les échantillons les uns aprés les

autres.

Cependant la rapidité d’analyse, couplée a la sensibilité et la spécificité de la spectrométrie de
masse, place I'approche PESI-MS/MS comme un outil analytique prometteur dans toutes les
situations ou un dosage rapide est nécessaire pour aider au diagnostic et aiguiller la prise en
charge. D’autres travaux que nous avons menés ont confirmé cette faisabilité pour la
recherche et le dosage de drogues (opiacés, amphétamines et dérivés de la cocaine) et le

dosage de benzodiazépines.
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Abstract

Metformin (MtF) is a treatment used for type 2 diabetes. Lactic acidosis (LA) is a frequent complication that can be either induced by or
associated with elevated MtF plasma concentrations. When coupled with a mass spectrometry (MS) system, the probe electrospray ionization
(PESI) method allows direct and rapid analysis of different types of matrices without pretreatment. In this study, we developed a PESI-MS
method for the determination of MtF in plasma. We used a tandem mass spectrometer equipped with a PESI source in the reaction monitoring
mode for the quantitation of MtF. MtF-D6 was chosen as the internal standard, following an isotope dilution (ID) approach. The method was fully
validated with six concentration levels (0.5-50 mg/L). The matrix effect was evaluated for each level, and the specificity was tested with a mix
of potential co-medications. Using patient samples, the performance was compared with two classical LC-MS-MS and LC—diode array detector
(DAD) methods used in external labs. Sample preparation consisted in mixing 10 uL plasma in 1,000 uL ethanol/ammonium formate buffer
including MtF-D6 at a fixed concentration of 5 mg/L. The total run time was 0.31 min. ID gave satisfactory results of accuracy and precision (min—
max: —12.1 to 15.8% and 1.0-17.1%, respectively). The matrix effect was fully corrected by the internal standard (bias < 1%). The specificity study
also reported satisfactory results. Finally, in a representative group of 29 patients (55% with a concentration <5 mg/L, 38% with a concentration
>5 mg/L and 7% not detected), we observed almost identical results when comparing LC-DAD and LC-MS-MS to PESI-MS (r 2 > 0.99). We
propose a specific, sensitive, accurate and ultrafast solution for the measurement of MtF in patient plasma, with no sample preparation or

calibration curve building. This could be helpful in a core lab when rapid diagnosis of LA is needed.

Introduction

Metformin (MtF) is an oral antihyperglycemic agent widely used
for type 2 diabetes when lifestyle modifications are insuf- ficient
(1, 2). It reduces the absorption of glucose by the intestine,
increases the uptake and use of glucose by the mus- cle and
decreases the hepatic production of glucose. Although
hypoglycemia is not an expected toxic effect of MtF, lactic
acidosis (LA) is of great concern in overdosed patients. The
mechanism responsible for this lactate accumulation is not fully
understood. It could be caused by an inhibition of mito-
chondrial respiration (3), but the relationships between MtF
and LA remain unclear. MtF is excreted unchanged in the urine
and could accumulate in case of acute kidney injury. As
explained by Corchia et al. (4), two situations must be consid-
ered. The first one is when LA is induced by MtF or when MtF
is essential to lead to LA, namely, MtF-induced LA (MILA). The
second one is when MtF is one of several factors that may favor
LA, namely, MtF-associated LA (MALA). Both have a different
prognosis and treatment.

Numerous case reports or case series of MALA and/or
MILA have been published (5). Along with blood lactate
levels, pH values, and KDIGO criteria (evaluation of acute

kidney injury), all of these publications highlight the fact that
a rapid measurement of plasma MtF concentration is essen-
tial for clinicians to diagnose MALA or MILA and initiate the
most appropriate treatment. Consequently, multiple ana- lytical
methods have been proposed so far. These have been recently
reviewed by Patel et al. (6) and Fachi et al. (7). Meth- ods using
high-performance liquid chromatography (HPLC) are mainly
used. HPLC can be coupled with a diode array detector (DAD)
that gives accurate results at a low cost or with a mass
spectrometer (HPLC-mass spectrometry (MS)-MS), which is
more sensitive and more selective.

Recently, Usui et al. applied a probe electrospray ion-
ization (PESI)-tandem MS (PESI-MS) for the detection of
acetaminophen in <2 min (8). The same team also proposed
a similar approach for the diagnosis of acute intoxications by
glyphosate (9). The principles of PESI have been exten- sively
detailed by Hiraoka et al. (10). Briefly, PESI can be seenasa
miniaturization of electrospray ionization (ESI) where the
capillary of the nanoelectrospray converges on asolid needle
with a tip of several hundred nanometers. This probe was
developed to be coupled directly to a mass spec- trometer
without the need for chromatographic separation,
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allowing ultrafast analysis with minimal sample preparation.
In addition to the works of Usui etal. (8, 9), PESI-MS has been
applied to the analysis of biological samples, from basic
research to clinical settings such as clinical toxicology, foren- sic
science, food science, or metabolic profiling. Zaitsu et al. applied
PESI to measure 26 endogenous metabolites of mice liver,
including amino acids, organic acids, and saccharides (11). The
same team was also able to monitor eight cere- brum
metabolites related to central energy metabolism in an
isoflurane-anesthetized mouse (12). Johno et al. proposed an
automatic diagnosis system of atherosclerotic disorders by
measuring metabolites including cholesterol sulfate and a
phospholipid, which are biomarkers of atherosclerosis (13).

In the present study, our objective was to develop a PESI-MS
method for an ultrarapid determination of MtF in plasma by
using an isotope dilution (ID) approach.

Material and Methods

Chemicals and reagents

MtF and MtF-D6 were supplied by Alsachim. Ammonium
formate was purchased from Carlo Erba and methanol from
Fisher Chemical. Pure water was obtained using a Millipore
Integral purification system. Drug-free plasma was obtained
from Etablissement frangais du sang.

Sample preparation

Ten microliters of plasma was mixed with 1,000 uL of an
ethanol/ammonium formate 10 mM (1:1v/v) buffer. Then, 10
UL of a solution of MtF-D6 at 5 mg/L was added. Finally,10
ML of this mixture was spiked on the dedicated plastic sample
plate and placed into the PESI ion source.

Five MtF working solutions (0.5, 2.5, 5, 10, and 50 mg/L)
were prepared in methanol and stored at -20°C to perform the
method validation tests. Internal control solutions were pre-
pared daily at concentrations of 0.5,2.5,5, 10,and 50 mg/L by
spiking plasma with working solutions.

PESI-MS/MS conditions

A Shimadzu 8060 triple quadrupole mass spectrometer
(Marne-la-Vallee, France) was used in positive ionization
mode for MtF and MtF-D6 detection.

The vertical movement of the needle was repeated with a
frequency of 3.1 Hz (184/min) for a run time of 0.31 min. The
parameter settings were as follows: time for probe movement
= 150 ms; probe voltage = 2.3 kV; desolvation line
temperature = 250°C; and heat block temperature = 30°C.

MtF and MtF-D6 were detected with a multiple reac-
tion monitoring method. The selected transitions were m/z
130.15 > 71.10 for quantitation and m/z 130.15 > 60.05 as
qualifier ion for MtF. The transitions were m/z 135.95 > 77.15
and m/z 135.95> 60.05 for MtF-D6.

To apply an ID protocol (as mentioned later), the main MS
parameters were optimized to obtain the same intensity for
the m/z130.15 > 71.10 (MtF) and m/z 135.95 > 77.15 (MtF-D6)
transitions. For these two transitions, CE, Q1 and Q3 were
-23 eV, -17 V and -15 V, and -23 eV, -20 V and -22V,
respectively.

Validation of the method

According to the ID principle, each concentration level was
determined using the ratio between the peak area of MtF

Griffeuille et al.

and MtF-D6 multiplied by its concentration, which was fixed
at 5 mg/L. Five concentration levels (0.5, 2.5, 5, 10 and 50
mg/L) were considered for the validation of themethod.

Each concentration was prepared and analyzed each day
for 6 days, and the inter-day precision (coefficient of vari- ation
(CV)) and accuracy (bias) were determined for each
concentration level using the ID approach.

The intra-day precision and accuracy were assessed for each
level (n = 6 for the same day).

Acceptance criteria were intra- and inter-day precision and
accuracy <20% for each level.

The limit of detection and the limit of quantification (LOQ)
were arbitrarily fixed at 0.5 mg/L, which was the lowest
calibrator concentration.

The matrix effect was evaluated at 10 mg/L using six dif-
ferent plasma and six purified water samples. The signals
obtained in plasma were compared to those in pure water to
reveal a potential ion suppression or enhancement.

Table I. List of Co-Medications and Hormonal Contraceptives Spiked in
Blank Samples for Specificity Testing

Hormonal contraceptives

Potential co-medications(1 mg/L) (1 pg/L)

Acetaminophen
Acetylsalicylic acid

Drospirenone
Ethinyl estradiol

Allopurinol Levonorgestrel

Amphetamine Medroxyprogesterone acetate
Brompheniramine Norethindrone

Caffeine Cyproterone acetate
Candesartan Desogestrel

Captopril Etonogestrel

Cetirizine Estradiol

Cotinine Norgestimate
Dextromethorphan

Dimenhydrinate
Diphenhydramine
Enalapril
Flucytosine
Ganciclovir
Ibuprofen
Ketoprofen
Lansoprazole
Loratadine
Losartan
Methylprednisone
Mycophenolic acid
Naproxen
Nicotine
Omeprazole
Perindopril
Phenylephrine
Phloroglucinol
Pralidoxime
Prednisone
Prednisolone
Pseudoephedrine
Ramipril
Ranitidine
Salicylic acid
Taurine
Trimethoprim and sulfamethox-
azole

Uracil

Valsartan
Vigabatrin
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Figure 1. Extracted ion count for MtF in plasma spiked at 0.5mg/L.
Specificity was tested by analyzing six blank plasma sam- Table Il. Validation Parameters of the Method
ples collected from healthy volunteers, each spiked with Inter-d Intra-d
potential co-medications, hormonal contraceptives, and drugs nter-day ntra-day
with a molecular weight close to that of MtF (Table ). The Concentrations (mg/L) CV (%) Bias(%) CV (%) Bias (%)
absence of interfering components was validated for a mean 05 14.01 ~1.94 1.60 ~0.98
ratio of <5% between the peak areas measured in blank and 2.5 14.56 -0.42 141 -8.93
the peak areas in the lower LOQ (LLOQ) samples for MtF 5 17.12 -12.13 1.11 15.88
and MtF-D6. 10 17.24 13.86 1.01 6.06
50 15.42 4.53 1.35 -16.42

Application to real samples
Samples obtained from the routine activity of two external

laboratories were analyzed. All these samples were anony-
mously transmitted to our lab. Precisely, 11 samples were
measured by the Laboratory of Pharmacology and Toxicol- ogy
at Amiens-Picardie University Hospital (France) using a
previously published LC-DAD method (14), and 18 sam- ples
were measured by the Laboratory of Pharmacology, Toxicology
and Pharmacogenetic at Rouen University Hos- pital (France)
using an LC-MS-MS method. This LC-MS-MS method consisted
of a protein precipitation extraction with acetonitrile and was
based on a Prominence Shimadzu UFLC system (LC-20,
Shimadzu®, Prominence, Japan) in combi- nation with a
4000QTRAP equipped with an ESI source operating in positive
ion mode (Sciex®, Canada). This method was fully validated for
clinical practice according to European Medicines Agency, U.S.
Food & Drug Administration (FDA) and ISO15189 guidelines,
for a calibration range from 0.1 to10 ng/mL.

Results

An extracted ion count of MtF in a plasma spiked ata concen-
tration of 0.5 mg/L (the lowest point of a calibration curve) is
presented in Figure 1. As represented in this figure, the signal
that is considered for the quantitation corresponds to the sum
of all peak areas acquired in a 0-0.31 min interval.

The method’s validation parameters are summarized in
Table II. The values of inter- and intra-day precision were
between 14.01% and 17.24%, and 1.11% and 1.78%,
respectively. The accuracy was between -0.42% and 13.86% for
inter-day and between -16.42% and 15.87% for intra- day.

Concerning the matrix effects, we observed an average
enhancement of 57% between MtF signal obtained in the six
different plasma and those obtained in purified water sam-
ples. However, this matrix effect was fully corrected by the IS
(bias of 1% between plasma and water after correction). The
study exploring the specificity with a solution of 52 molecules
reported satisfactory results: the ratio between the peak areas
measured in blank and the peak areas in the LLOQ samples
was systematically <5% for MtF (from 2.5% to 4.7%) and MtF-
D6 (from 0.13% to 1.67%).

The concentrations of MtF measured in 29 patients with
PESI-MS and two other analytical methods (LC-MS-MS or LC-
DAD) are presented in Table III. Figures 2 and 3 reportthe
regression analyses between PESI-MS and these two meth-ods,
and Bland-Altman representations. In this representative group
of patients (55% with a concentration <5 mg/L, 38% with a
concentration >5 mg/L and 7% not detected), excellent
agreements were observed with either LC-DAD (r2 = 0.99;
n=11) or LC-MS-MS (2 = 0.99; n = 16).
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Table Ill. Concentration Obtained in 29 Patients Measured by PESI-MS-
MS and either LC-DAD or LC-MS-MS

LC-DAD PESI-MS/MS
(mg/L) (mg/L)
0.61 0.6

1.4 1.4
1.67 1.7
2.79 2.4
3.38 33
5.75 6.25
8.1 10
8.86 9.35
15.81 19.9
16.23 18.1
55.3 53.6
LC-MS-MS PESI-MS-MS
(mg/L) (mg/L)
ND ND
ND ND
0.55 0.66
0.62 0.73
0.74 0.73
0.82 1.03
0.88 0.95

1 1.12
1.27 1.16
1.82 2.26
35 3.59
39 4.86
4.27 4.55
7.01 8.04
18.17 17.7
27.97 27.68
30.93 33.01
44.72 39.1
Discussion

A method for an ultrafast measurement of MtF in plasma was
developed and validated using a PESI-MS approach. Using only
10 pL of plasma, this method provides an accurate
determination of MtF in about 30s.

The measurement of plasma MtF concentration in an emer-
gency hospitalization context is necessary for patients treated
with this drug. Multiple studies have explored the associa-
tions between this parameter and LA and/or mortality. If their
conclusions are slightly different, it is consensually accepted
that elevated concentrations of MtF are associated with LA
(MALA) or could induce LA (MILA). In other terms, MILAis
a situation where no possible documented explanation forLA
other than MtF can be found, while MALA is a situ- ation
where causes other than MtF can trigger LA (sepsis, seizures,
hemorrhage, etc.) (15). In a multicenter study of 173 diabetic
patients presenting LA in a context of acute kid-
ney injury, Corchia et al. observed that MILA (n = 109) was
associated with death due to severe refractory acidosis that
could be attributed to MtF accumulation. In MALA patients (n
= 64), they observed that death was mainly attributed to
underlying conditions and that MtF accumulation increased
LA. In a population of 194 MtF-treated diabetic patients
admitted to an emergency or intensive care unit (ICU), Bennis
et al. reported that an MtF plasma concentration of >9.9 mg/L
was strongly associated with the presence of LA (16). More
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precisely, in this population, this threshold value had a
specificity of 92.6%. Other clinical studies have reportedan
association between elevated MtF concentrations and LA (17,
18) or an association with the severity of acute kidney injury
(19, 20).

All of this supports the fact that MtF accumulation must
be rapidly identified in patients admitted to emer- gency or
ICUs. The confirmation of an elevated MtF plasma
concentration is essential to help clinicians establish the
diagnosis of MALA or MILA and consequently to initi- ate
an adequate treatment. In particular, the evolution ofLA
depends on the early initiation of renal replacement therapy.

Nevertheless, it remains unclear what a normal or usualMtF
plasma concentration in a diabetic patient should be. Kajbaf et
al. performed a review that identified 65 different proposed
concentration ranges (21). However, the FDA’s pre- scribing
information reported that concentrations of <5 mg/L were
observed during controlled clinical trials, even at maxi- mum
doses (22).

Multiple techniques are available for the analysis of MtF in
biological samples. However, the review articles by Patel et al.
(6) and Fachi et al. (7) highlighted that most are HPLC meth-
ods coupled with either DAD or MS, with a migration toward
MS in the recent years (23-25). Whatever the approach, sam-
ple preparation and the construction of a calibration curve are
necessary. This implies a delay in the measurement of MtF. In
a previous study in which a PESI-MS approach was applied
to the measurement of acetaminophen, Usui et al. reported the
possibility of determining this toxic agent in <2 min. However,
the procedure included a 7-point calibration curve and three
different quality control samples. This means that the actual
time it took to measure a patient was probably not <15 min.
Even if short, such a delay is not significantly better than that
of a classical immunoassay. Here, we have demonstratedthat
an accurate determination of MtF can be performed bya
simple calculation taking into account the ratio between the
peak area of MtF and MtF-D6. When developing the MS
conditions, we have verified that both the ion transitions of
MtF and MtF-D6 produced the same intensity. This is a key
point when applying ID. In preliminary studies, multiple tests
were performed to check the stability of this parameter (data
notshown). This was also confirmed during the validation of the
method.

In a representative group of patients, we observed a very
good agreement of PESI-MS with two methods of chromatog-
raphy.

This supports the fact that PESI-MS can significantly shorten
the time necessary to obtain a result along with an accurate
measurement. Practically, in a clinical emergency set- ting, we
propose to analyze an MtF control quality sample spiked at 5
mg/L together with the patient sample. When tak- ing into
account all the manual steps (dilution and spiking of the sample
on the plate), <5 min is needed to measure MtF ina patient.

With this PESI-MS approach, there is no sample extrac- tion
and no column separation process. No particular skill in LC-
MS is needed as the operator simply has to dilute the plasma in
an ethanol/formate buffer, add the IS solution and then set the
sample plate into the PESI source. Additionally,it is not
necessary to dedicate an MS system to the PESI tech- nology. In
fact, the PESI source can be easily installed and
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Figure 2. Passing and Bablok regression analysis for MtF concentrations measured by PESI-MS-MS and either LC-DAD (A) or LC-MS-MS (B).
removed in front of the MS system and is interchangeable with have chromatographic separation, compounds with the same
a classical ESI source without shutting down the system. molecular ions (isobars/isomers) can theoretically interfere.
However, PESI-MS has some drawbacks. First, as it does not However, in the present study, the experiments performed
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Figure 3. Bland-Altman analysis for MtF concentrations measured by PESI-MS-MS and either LC-DAD (A) or LC-MS-MS (B).

with a solution containing a mix of potential co-medications Conclusions

or hormonal compounds revealed no interferences. Second, The PESI-MS approach needs no sample preparation. Com-
needles and the dedicated plastic sample plates are of singleuse.  bined with an ID protocol that requires no calibration curve
This implies that the operator has to analyze the sam- ples one building, it offers the best possibility to design specific, sen-
after the other. However, each analysis only takes sitive, accurate and ultrafast solutions. Our study presents
0.31 min. a method which allows an accurate determination of MtF
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Ultrafast Measurement of Metformin in the Clinical Setting

in about 30 s that will be helpful in a core lab when rapid
diagnosis of LA is needed.
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Source de type Probe ElectroSpray lonization couplée a la spectrométrie de masse :
application au dosage de la metformine

La metformine est un antidiabétique largement utilisé dans le traitement du diabéte de type 2.
Bien que rare, I'acidose lactique est une de ses complications les plus préoccupantes. La
metformine peut étre la source directe de I'acidose, soit étre un facteur aggravant d’'une
acidose préexistante. Chaque contexte a une prise en charge et un pronostic différent. Il est
donc nécessaire pour les laboratoires de fournir une méthode de dosage rapide de la
metformine. La source de type Probe ElectroSpray lonization couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (PESI-MS/MS) répond a cette problématique en permettant I'analyse directe
et rapide, sans prétraitement.

La metformine est analysée selon un mode « Multiple Reaction Monitoring ». La quantification
est possible sans gamme de calibration grace a [I'utilisation d’'un étalon interne deutéré
(metformine-D6) et Il'application d’'un protocole de dilution isotopique. La préparation
d’échantillon consiste a mélanger 10 uL de plasma, 1000 uL d’'un mélange d’éthanol/formiate
d’ammonium et 10 yL d’étalon interne a une concentration de 5 mg/L.

La méthode a été entierement validée avec 6 niveaux de concentrations allant de 0,5 mg/L a
50 mg/L. La dilution isotopique a permis d’obtenir des résultats de biais et coefficients de
variation satisfaisants (min-max : -12.1 a 15.8% et 1.0-17.1%, respectivement). L’effet
matrice a été totalement compensé par l'utilisation d’'un étalon interne deutéré et le protocole
de dilution isotopique (biais < 1%). L’étude de spécificité n’a pas mis en lumiére d’interférence
significative et la comparaison a des méthodes de référence a rapporté une bonne corrélation
(r=>0.99).

Le temps d’analyse total est alors de 19 secondes. La méthode permet donc un dosage
sensible, rapide et précis de la metformine plasmatique, sans préparation d’échantillon ni
droite de calibration. Elle ouvre la voie a une nouvelle approche toxicologique permettant un
rendu de résultat quasi instantané et devra étre extrapolé a d’autres contextes afin de montrer
son utilité clinique.

Mots-clés : Metformine, spectrométrie de masse, probe electrospray ionization, toxicologie

Probe ElectroSpray lonization coupled with mass spectrometry: application to
metformin assay.

Metformin is an antidiabetic agent widely used in the treatment of type 2 diabetes. Although
rare, lactic acidosis is of great concern in patients treated with metformin. It can either directly
induce acidosis or be an aggravating factor for pre-existing acidosis. Each context has different
management and prognosis. Therefore, it is necessary for laboratories to provide methods for
the rapid detection of metformin. The Probe ElectroSpray lonization Source coupled with
tandem mass spectrometry (PESI-MS/MS) responds to this problem by allowing the direct and
rapid analysis of various matrices, without pretreatment.

Metformin is analyzed using a “Multiple Reaction Monitoring” mode. Quantification is possible
without a calibration range thanks to the use of a deuterated internal standard (metformin-D6)
and the application of an isotopic dilution protocol.

Isotope dilution gave satisfactory quantitative results as the accuracy and precision were within
acceptable ranges (min-max: -12.1-15.8% and 1.0-17.1%, respectively). Excellent agreements
were observed with either LC-DAD or LC-MS/MS (r2 >0.99).

We propose a specific, sensitive, accurate and ultra-fast solution for the measurement of
metformin in patient plasma, without sample preparation or calibration curve construction. This
could be helpful in a core lab when rapid diagnosis of lactic acidosis is needed.

Keywords : Metformin, mass spectrometry, probe electrospray ionization, clinical toxicology



