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RESUME

Cet article passe en revue les principaux constituants d’un
spectrométre de masse couplé a la chromatographie liquide
(sources d’ionisation a pression atmosphérique, cellules de
collision, filtres de masse) et, pour chacun, les principales
innovations des constructeurs, leurs avantages proclamés,
leur intérét et leurs applications potentielles en toxicologie.
Sont également abordés les modes opératoires généralement
utilisés pour les analyses qualitatives ou quantitatives en
toxicologie, ainsi que les rares recommandations internatio-
nales concernant le nombre d’ions ou de transitions de
masse a enregistrer et les variations acceptables de leurs
intensités relatives, permettant de profiter réellement de la
spécificité de la LC-MS et de la LC-MS/MS au cours d’ana-
lyses quantitatives. Il est rappelé a cette occasion que des
analyses toxicologiques fiables reposent non seulement sur
un matériel performant, mais aussi sur de bonnes pratiques
techniques et des opérateurs compétents.

MOTS-CLES
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SUMMARY

This paper reviews the main parts of a mass spectrometer
coupled to liquid chromatography (atmospheric pressure
ionisation sources, collision cells, mass filters) and, for each,
the main manufacturers’ innovations, their claimed advan-
tages and their potential interest and applications in toxico-
logy.

The operating procedures most frequently used in toxicology
for either qualitative or quantitative analysis are also dis-
cussed, as well as the rare international recommendations
about the number of ions or mass transitions to monitor and
the acceptable variability of their relative intensity, in order
to fully benefit from LC-MS or LC-MS/MS specificity during
quantitative assays. On this occasion, it is reminded that
reliable toxicology analyses not only rely on high-perfor-
mance devices, but also on good technical practices and
skilled operators.
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Introduction

Le couplage entre la chromatographie liquide (LC)
haute performance (ou haute pression) et la spectromé-
trie de masse (MS, nécessitant un vide pouss€) a tou-
jours été le maillon faible de la LC-MS, qui permet
théoriquement d’allier la quasi universalité de 'une et
de I’autre. Il s’agit, en effet, de résoudre deux problemes
majeurs : éliminer de larges volumes de gaz et de vapeur
produits par la phase mobile et transformer les molé-
cules en solution dans la phase mobile en ions en sus-
pension dans une phase gazeuse, sans dégradation ther-
mique (1). Les sources d’ionisation ou interfaces de
couplage historiques, telles que particle beam, thermo-
spray ou moving-belt ayant été abandonnées, nous nous
intéresserons ici aux principes et aux évolutions des
sources d’ionisation a pression atmosphérique.

Parallelement a 1’histoire naturelle de ces interfaces,
différents types de filtres de masse ont été progressive-
ment développés, puis certains ont connu une meilleu-
re fortune que d’autres. Les filtres de masse quadripo-
laires ont été trés largement diffusés et utilisés, en par-
ticulier en toxicologie, du fait probablement de leur
faible coiit. Les couplages de la LC avec des systémes
a triple quadrupole, dits « en tandem » (LC-MS/MS)
représentent aujourd’hui les plus fortes ventes dans
I’industrie pharmaceutique (en particulier pour les
études de toxicocinétique et de pharmacocinétique),
ainsi probablement que dans les laboratoires de toxico-
logie médicale ou de suivi thérapeutique pharmacolo-
gique. Toutefois, avec 1’avénement de la protéomique,
on voit actuellement fleurir ou refleurir d’autres types
de filtres de masse, de plus grande résolution, poten-
tiellement applicables 2 ]a toxicologie (en particulier &
I'identification de composés inconnus).

Cet article a pour but de présenter les principales tech-
nologies de LC-MS et LC-MS/MS existantes et de rap-
peler leur mode d’utilisation habituel ou recommandé
en toxicologie.

Les sources d’ionisation a
pression atmosphérique

Bien que leur description date de la fin des années 50, les
premiéres applications en toxicologie des sources & pres-
sion atmosphérique datent du début des années 90 (2).
Les applications plus récentes ont fait I’objet de plu-
sieurs articles de revue de littérature ces derniéres
années (3-6). Les interfaces & pression atmosphérique
regroupent différentes versions de sources : electros-
pray, APCI (Atmospheric Pressure Chemical
Tonisation) et, plus récemment, des sources de photo-
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ionisation ou APPI (Atmospheric Pressure Photo-
Ionisation). Leur caractéristique commune est la com-
binaison d’un systeme d’introduction du liquide, d’une
source a pression atmosphérique, d’un orifice d’entrée
des ions dans le spectrometre et d’une interface entre la
pression atmosphérique et le vide poussé du spectro-
meétre de masse, chacun de ces éléments présentant des
spécifications propres a chaque fabricant.

Ces interfaces a pression atmosphérique et les sources
d’ionisation correspondantes permettent de couvrir une
trés large gamme de polarité et de masse moléculaire :
les interfaces electrospray permettent la détection de
molécules polaires a trés polaires, jusqu’a des masses
moléculaires de plusieurs milliers de daltons (peptides,
protéines) ; la source APCI permet la détection de
molécules relativement apolaires et la source APPI la
détection de molécules encore plus apolaires (figure 1).
Ces interfaces sont généralement facilement interchan-
geables sur un méme instrument, comme par exemple
sur le systtme LC-MSD 1100 Series Agilent (7), ou
combinés en une seule source comme la «Dual-source»
de la société Applied Biosystems-Sciex (8), combinant
les modes d’ionisation electrospray et APCI, permet-
tant ainsi un passage quasi instantané de I’un a 1’autre
au cours d’une acquisition.
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Figure 1 : Domaines de polarité et de masse moléculaire
compatibles avec les différents types de sources a pression
atmosphériques [d’apres (8)]. PAH’s : hydrocarbures poly-
aromatiques ; steroids : stéroides ; proteins : protéines.

Les sources de type electrospray pneu-
matiquement assistées

La nébulisation et I’ionisation de la phase mobile chro-
matographique sont effectuées simultanément, par

application d’un champ électrique intense (plusieurs
milliers de volts) entre 1’aiguille de nébulisation et le
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corps de la source. L’axe de I'aiguille de nébulisation
est généralement décentré par rapport a I’orifice du
spectrométre de masse, de facon a éviter le passage de
liquide ou de molécules neutres dans le vide de 1’appa-
reil. Certains constructeurs ont ainsi proposé des
sources orthogonales, dans lesquelles le spray et 1’axe
du spectrometre de masse sont a angle droit. La désol-
vatation des ions dans la source est assistée par un cou-
rant de gaz (air ou azote), concentrique & I'effluent
liquide, ainsi parfois que par un courant de gaz (éven-
tuellement chauffé) perpendiculaire au spray. Les gout-
telettes de phase mobile ionisée s’€vaporent progressi-
vement pendant le trajet dans la source, conduisant a
une augmentation de la densité des charges a leur sur-
face. Les forces électrostatiques de surface finissent par
les faire exploser, libérant des ions désolvatés, positifs
ou négatifs, éventuellement polyatomiques (clusters)
(6). Les ions d’une seule polarité (positifs ou négatifs)
sont extraits du spray par un champ électrique dirigé
vers le spectromeétre de masse. Chez certains construc-
teurs, un rideau de gaz sépare la source du spectrométre
de masse, permettant d’éviter I'entrée de molécules
neutres ou d’ions parasites, ainsi que de fragmenter les
ions polyatomiques (processus de « declusterisation »)
ce qui présente 1’avantage de favoriser les molécules
protonées plutdt que les adduits sodium, potassium ou
ammonium, classiques dans le mode d’ionisation posi-
tif. Ce gaz rideau peut égalément participer au proces-
sus de fragmentation induite dans la source, utilisé pour
générer des fragments qui serviront & confirmer 1’iden-
tité de I’espece chimique a analyser. Cette fragmenta-
tion s’opere essentiellement dans la zone de pression
intermédiaire entre la source et le vide primaire, par
accélération des ions a ’aide d’une tension électrique
afin de provoquer des collisions avec les molécules de

gaz résiduelles. Les systemes électroniques utilisés par
tous les constructeurs permettent & 1’heure actuelle de
faire varier et donc d’optimiser, les différents para-
metres d’ionisation et de fragmentation pour chacun
des ions utilisés en mode de quantification, ce qui assu-
re une sensibilité optimale. En effet, aprés fragmenta-
tion, les différents ions et fragments peuvent étre identi-
fiés en mode balayage (scan) ou servir 4 la mesure de la
concentration des espéces chimiques dans I’effluent
chromatographique en mode d’ions sélectionnés (SIM) :
généralement un ion de quantification, majoritaire, et
deux ions de confirmation par molécule étudiée. La
figure 2 présente un schéma global d’ionisation, de
fragmentation et de sélection des ions dans un filtre de
masse quadripolaire.

Les sources d’ionisation chimique a
pression atmosphérique (APCI)

Dans une source APCI, I’effluent chromatographique
est nébulisé et désolvaté par vaporisation a travers un
tube en quartz chauffé, ce qui provoque dans le méme
temps une ionisation douce (principe de la source ther-
mospray, aujourd’hui abandonnée). Une ionisation chi-
mique plus intense peut &tre obtenue a 1’aide d’une
décharge électrique (ou décharge corona) dans la phase
vapeur. Ce sont alors essentiellement les molécules
d’eau et de solvant qui sont ionisées, puis qui trans-
mettent leur charge aux molécules a doser (figure 3).

Les sources APCI se distinguent des sources electros-
pray par I’ionisation de molécules plus apolaires, leur
compatibilité avec des débits de phases mobiles élevés
(Jusqu’a 1 mL/min) et leur moindre sensibilité au phé-
nomene de suppression d’ions 1ié a la matrice.
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Figure 2 : Principe de la LC-MS avec source électrospray, collision induite dans la source et sélection d’ions.
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Figure 3 : Vue éclatée [d’aprés (9)] et schéma de principe d’une source APCI.

Les sources de photo-ionisation a pres-
sion atmosphérique (APPI), ou photo-

spray

Les sources photospray différent des sources APCI par
le mode d’ionisation du solvant : la décharge corona est
ici remplacée par une lampe UV qui permet d’ioniser
une molécule dopante photosensible, rajoutée 4 la phase
mobile. Cette molécule dopante transfere elle-méme sa
charge anx molécules a doser, soit directement soit en
ionisant d’abord les molécules de solvant. Une molécu-
le dopante classiquement utilisée est le toluene.

Cette source d’ionisation bénéficie d’un trés faible
bruit de fond chimique, contrairement a I’ APCI. Elle
convient particulierement aux molécules trés apolaires,
pour lesquelles sa sensibilité est supérieure a celle de
I’ APCI ou de ’electrospray, mais elle est limitée a des
molécules de 1000 a 2000 daltons. La nébulisation
assistée par la chaleur peut induire, comme pour
I’APCI, une décomposition des molécules thermola-
biles. Son champ d’application se rapproche donc de
celui du couplage chromatographie en phase gazeuse -
spectrométrie de masse. Les exemples classiques d’ap-
plications d’intérét toxicologique concernent les sté-
roides naturels ou exogenes, les hydrocarbures poly-
aromatiques, les vitamines apolaires, etc.

A noter enfin que I'utilisation systématique d’une molé-
cule dopante alourdit I’étape chromatographique dans la
mesure ou sa concentration doit rester constante, y com-

pris si un gradient de phase mobile est appliqué, et ou sa
présence peut interférer sur la séparation chromatogra-
phique, en particulier lorsqu’il s’agit de toluéne.

Les cellules de collision

Principe de la spectrométrie de masse en
tandem de quadripoles (MS/MS)

Les sources d’ionisation & pression atmosphérique pro-
voquant une ionisation douce, sans fragmentation, et
donc avec une information structurale limitée, la spec-
trométrie de masse en tandem utilise une cellule de col-
lision pour fragmenter les ions sélectionnés dans le pre-
mier filtre quadripolaire. Cette cellule de collision com-
porte souvent elle-méme un quadrip6le permettant de
focaliser les ions ; elle est remplie d’un gaz neutre
(généralement de I’argon, parfois de 1’azote) & travers
lequel les ions sont accélérés pour provoquer une frag-
mentation par collisions. Les fragments ainsi produits
sont admis dans un deuxiéme filtre de masse dans
lequel ils peuvent étre analysés séquentiellement en
mode balayage ou sélectionnés en mode de quantifica-
tion (figure 4). Il existe d’autres modes MS/MS, perte
de neutre et recherche d’ions parents, essentiellement
utilisés pour I'identification structurale. De multiples
variantes existent sur la base ou en dehors de ce sché-
ma classique. Différentes configurations de cellules de
collision sont étudiées dans les paragraphes suivants.
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Figure 4 : Principe de la LC-ES-MS/MS quadripolaire.

Solutions techniques des constructeurs

Chez Thermo-Electron, la cellule de collision des spec-
trometres de masse en tandem de la série TSQ-
Quantum décrit un quart de cercle (9), tandis que dans
le systeme Varian 1200 L, elle décrit un demi-cercle
(10). Le but de ces deux configurations est d’éviter le
passage de molécules neutres vers le deuxieme filtre
quadripolaire pour réduire le bruit de fond chimique
parvenant au détecteur. Ces configurations présentent
également I’intérét d’un encombrement réduit et de
'utilisation d’une seule pompe turbomoléculaire a
deux étages pour évacuer les deux filtres quadripo-
laires, contrairement aux systémes classiques qui
nécessitent généralement deux pompes.

Chez Applied-Biosystems/Sciex (8), la cellule LINAC
(linearly accelerated ion) est un quadripdle dans lequel
deux barres opposées somnt convergentes et les deux
autres barres opposées divergentes (figure 5). L'intérét
est de créer un gradient électrique entre I’entrée et la
sortie de cette cellule de collision, permettant d’éva-
cuer plus rapidement les ions générés et d’éviter un
effet de tralnage d’un ion parent sur le suivant, appelé
effet cross-talk.

Ligne de champs
centrale + 5,75 V

Ligne de champs
centrale + 425V

Figure 5 : Cellule LINAC (“linearly accelerated ions”),
Applied-Biosystems/Sciex [d’apres (8)].

Chez Waters (11), I’évacuation de la cellule de colli-
sion est encore plus rapide grice a la technologie T-
Wave réalisée par une succession de dizaines de len-
tilles ioniques délimitant la source de collision, parcou-
rues par un train d’ondes électriques qui chassent les
ions produits devant elles (figure 6). Couplé a la chro-
matographie a ultra-haute pression (UPLC), ce systéme
permet de conserver une bonne résolution malgré les
pics chromatographiques trés fins obtenus avec des
séparations de moins d’une minute.

Les filtres de masse

Les filtres quadripolaires

La théorie des filtres de masse quadripolaires repose
sur I'assemblage de 4 barreaux paralléles de section
hyperbolique. En réalité, la plupart des quadripdles
fabriqués, aussi bien pour les couplages GS-MS que
LC-MS, sont des montages de barreaux cylindriques,
ce qui conduit a une perte de résolution en masse. La
société Thermo-Electron (9) propose des quadripdles
de section hyperbolique (HyperquadTM) qui permet-
tent d’obtenir des pics de masse mieux résolus (largeur
a mi-hauteur de 0,2 ou de 0,1 U) avec une transmission
satisfaisante des ions (figure 7).

La Société Applied-Biosystems-Sciex a été la premiere
a proposer un nouveau concept : la trappe d’ions qua-
dripolaire (8), consistant a utiliser le deuxiéme filtre de
masse quadripolaire comme une trappe d’ions, par fer-
meture de 'entrée et de la sortie par des barriéres
magnétiques et confinement des ions au centre du qua-
dripdle. Les ions ainsi piégés peuvent étre accumulés
pendant un certain temps chromatographique et éjectés
séquentiellement vers le détecteur, sans perte (figure 8).
La résultante est une augmentation de la sensibilité
dans le mode balayage d’ions fils (product ion scan ou
daughter ion scan), potentiellement utile pour le scree-
ning d’inconnus en toxicologie (12, 13). Par ailleurs,
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Figure 6 : Technologie de cellule de collision “T-Wave” (Waters) et couplage a la chromatographie ultra-haute pression (UPLC)
[d’aprés (11)].
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Figure 7 : Hyperquads (série TSQ-QUANTUM, Thermo-Electron) et précision en masse [d’apreés ( 9)].
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Figure 8 : Piégeage et éjection des ions dans la trappe d’ion quadripolaire d’un appareil MS/MS QTRAP Applied-
Biosystems/Sciex [d’aprés (8)].
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les ions accumulés dans la trappe peuvent étre a nou-
veau fragmentés par résonance, permettant ainsi une
analyse MS®. Un systeéme similaire est également pro-
posé par la Société Thermo-Electron, mais basé sur un
simple quadripble (systtme LTQ) (9).

Couplages quadripoles - temps de vol
(Q-TOF)

Les détecteurs de masse a temps de vol offrent 1’avan-
tage d’une grande résolution et d’une bonne sensibilité
(puisque tous les ions générés sont conservés pour la
détection, contrairement aux filtres quadripolaires qui
n’en conservent qu’un a chaque instant). Les systémes
hybrides comportant un premier filtre de masse quadri-
polaire permettent 1’identification de molécules par
sélection (éventuellement automatique) d’ions parents
intenses, fragmentation et identification des formules
atomiques les plus probables pour les fragments géné-
rés, en fonction de leur masse exacte. Cette technologie
a connu un renouveaun avec I’avénement de la protéo-
mique, mais peut également se révéler intéressante
pour des méthodes de screening d’inconnus en toxico-
logie (14). La Société Waters propose un tel appareil
sous le nom Q-TOF ultima API (11). De son c6té, la
Société Agilent commercialise un spectrométre a
temps de vol simple, sous le nom LC/MSD TOF (7).

Couplage quadripole a trappe d’ions
linéaire - cyclotron.

Pour les laboratoires les plus riches (c’est-a-dire essen-
tiellement ceux faisant de la protéomique), la Société
Thermo-Electron (9) a mis au point un couplage entre
sa trappe d’ions linéaire LTQ et un spectrometre de
masse cyclotronique avec transformée de Fourrier, de
haute résolution. Il s’agit du systéme LTQ-FTMS, per-
mettant d’obtenir une résolution en masse de moins
d’l ppm, le plus souvent utilisé pour déterminer la
séquence en acides aminés des peptides multichargés
issus d’étapes de protéolyse. L'utilité d’un tel systtme
en toxicologie, outre le screening de composés incon-
nus, pourrait étre 1’analyse de familles complexes telle
que celle des dioxines.

Recommandations  pour
I’1dentification des sub-
stances en LC-MS ET LC-
MS/MS quantitatives.

Dans la plupart des cas, les méthodes quantitatives uti-
lisées en LC-MS et LC-MS/MS utilisent les modes
d’ions sélectionnés (SIM), ou de transitions sélection-
nées (SRM ou MRM). Comme en GC-MS, la spécifi-
cité de I’analyse repose alors sur la sélection de plu-
sieurs ions ou de plusieurs transitions pour chaque ana-
lyte et sur la vérification que ces ions ou transitions
sont coélués et dans un rapport d’intensité identique au
standard. Pourtant, aucune directive concernant le
nombre d’ions qualifiants ou les limites d’acceptabilité
des rapports d’intensité n’avait été édictée pour la LC-
MS et 1la LC-MS/MS jusqu’a une époque récente. C’est
en 2003 que I’Agence Mondiale Anti-Dopage a propo-
sé€ les régles suivantes (15) :

- au moins 3 ions diagnostiques (dont 1 ion de quanti-
fication), avec un rapport signal-sur-bruit toujours
supérieur a 3 pour 1’ion le moins intense ;

- rapports d’intensité entre ces ions dans des limites
strictes, dépendant de leur intensité relative (tableau I).

Lors d’un atelier consacré a la LC-MS au cours du
congrés de 'TATDMCT a Bale en 2003, nous avons
proposé de sélectionner au moins 2 transitions par ana-
lyte en mode LC-MS/MS, en nous appuyant sur
quelques exemples de transitions majoritaires iden-
tiques pour 2 molécules non apparentées (ex. amanta-
dine et paracétamol). Ce phénomeéne est d’autant plus
dangereux en LC-MS/MS que la séparation chromato-
graphique est généralement réduite au minimum (16).

Conclusion

Dans tous les domaines d’application, le couplage de la
chromatographie liquide a la spectrométrie de masse
fait actuellement appel, dans la trés grande majorité des
cas, a des sources a pression atmosphérique : électros-
pray, APCI ou APPI. Par ailleurs, I’évolution des
ventes et des gammes de produits montre que la spec-

Tableau 1 : Tolérance sur Uintensité relative des ions pour assurer une incertitude d’identification acceptable en LC-MS et LC-

MS/MS [d’apres les recommandations de 'AMA (12)].

>50 % + 15 % absolue (ex. 55-85 % pour une abondance attendue de 70 %)
<50 % et>25% + 25 % relative (ex. 30-50 % pour une abondance attendue de 40 %)
<25 % + 10 % absolue (ex. 10-30 % pour une abondance attendue de 20 %)
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trométrie de masse en tandem devient la régle, aux
dépens de la spectrométrie de masse simple. En toxico-
logie, les tandems de filtres quadripolaires sont actuel-
lement les plus utilisés, permettant aussi bien I’identifi-
cation que la quantification des molécules, mais des
systtmes avec une meilleure résolution en masse pour-
raient se révéler utiles pour les procédures de scree-
ning, d’identification de composés inconnus ou les
études de métabolisme.

Pour I’heure, le premier critére de choix d’un systéme
(en dehors du prix) reste probablement sa sensibilité,
dans la mesure o la LC-MS est utilisée en toxicologie
pour la recherche et le dosage de molécules faiblement
concentrées (buprénorphine, LSD, benzodiazépines,
neuroleptiques, etc.). Au-dela des progreés techniques
en cours et & venir, qui devraient ouvrir encore de nou-
velles perspectives, de bonnes pratiques d’utilisation de
ces systémes et des critéres stricts de validation des
techniques doivent étre appliqués pour assurer la fiabi-
lité des analyses. En effet, la sensibilité et la spécificité
intrinséques des couplages LC-MS et LC-MS/MS ne
garantissent pas a elles seules 1’absence d’erreurs,
d’autant que leur utilisation est généralement accompa-
gnée d’une simplification des étapes d’extraction et de
séparation chromatographique.
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