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RESUME

Cet article passe en revue les procédures de screenings chro-
matographiques utilisant la chromatographie liquide cou-
plée a la spectrométrie de masse pour la détection simulta-
née (urine ou sang) de plusieurs classes de médicaments ou
de drogues importantes en toxicologie clinique, médico-
légale ou en analyse anti-dopage, a l'aide d’une détection
quadripolaire simple ou en tandem (LC-MS, LC-MS/MS).
Ces deux technigues sont devenues des compléments idéaux
a la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS), notamment pour la détection des sub-
stances plus polaires, thermolabiles et/ou actives & faible
dose, et ce, tout particuliérement dans le plasma. La frag-
mentation n’est cependant pas trés reproductible et I’ionisa-
tion peut étre fortement réduite par le phénomeéne de sup-
pression dii, entre autres, d la matrice co-éluante. Le coiit de
Uappareillage reste tres élevé.

MOTS-CLES
Screening, quantification, médicaments, drogues, chromato-
graphie liquide, spectrométrie de masse.

SUMMARY

This paper reviews chromatographic screening procedures
Jor simultaneous detection of several drug classes relevant to
clinical and forensic toxicology or doping control in urine or
blood using liguid chromatography coupled with a single
stage or tandem mass spectrometer (LC-MS, LC-MS/MS).
Both techniques have shown to be ideal supplements to gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), particularly
for detection of more polar, thermolabile and/or low-dosed
drugs, especially in blood plasma. However, the fragmenta-
tion is not reproducible, the ionization may markedly be
reduced by ion suppression caused e.g. by co-eluting matrix,
and the costs of the apparatus are still very high.
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mass spectrometry.

13

Article available at http://www.ata-journal.org or http://dx.doi.org/10.1051/ata:2005033



http://www.ata-journal.org
http://dx.doi.org/10.1051/ata:2005033

Annales de Toxicologie Analytique, vol. XVII, n° 1, 2005

Introduction

Une analyse toxicologique pertinente est la base d’un
jugement, d’une consultation et d’une expertise toxico-
logique de haute qualité. En toxicologie clinique, en
toxicologie médico-légale et en contréle anti-dopage,
les composés qui doivent étre analysés sont, la plupart
du temps, inconnus. Par conséquent, avant toute quan-
tification, la premiére étape est le dépistage (screening)
et I’identification des composés sur lesquels I’intérét va
se focaliser (1). Deux types de stratégies de screening
doivent étre différenciées : d’une part le «screening
ciblé» d’un nombre limité de composés connus
(groupes des drogues d’abus ou de substances
dopantes) et, d’autre part, le «screening général» d’un
nombre illimité de substances comprenant les médica-
ments communs et les poisons, les substances rares
et/ou inattendues voire méme des drogues jusqu’ici
inconnues (par exemple de nouvelles drogues de syn-
these). Pour de tels screenings, des techniques de chro-
matographie sur couche mince (2) et de chromatogra-
phie en phase gazeuse avec les détecteurs convention-
nels (3-6), ainsi que des techniques électrocinétiques
(7, 8) ont été décrites. Elles ne sont cependant prati-
quement plus employées. Actuellement, la chromato-
graphie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS) et la chromatographie liquide a haute
pression (HPLC) couplée & un détecteur a barrette de
diodes (DAD) sont utilisées (1). La GC-MS a un excel-
lent pouvoir de séparation et fournit des spectres de
masse riches en information, trés reproductibles, per-
mettant ['utilisation de différentes bibliothéques de
référence totalisant plus de 500 000 spectres. Les appa-
reillages peu coiiteux, de type benchtop, sont enticre-
ment adaptés au screening global effectué sur I’urine.
L'utilisation de I’"HPLC couplée & un spectrometre de
masse a simple quadrip6le ou en tandem (LC-MS, LC-
MS/MS) est encore assez limitée, mais quelques appli-
cations semblent prometteuses (1, 9-26).
Malheureusement, la LC-MS et la LC-MS/MS posse-
dent un pouvoir de séparation assez limité et il existe
un risque important de suppression d’ions. En raison
d’un contenu en information et d’une reproductibilité
assez variables, seules quelques bibliotheques spec-
trales «faites maison» sont disponibles en LC-MS.
D’autre part, cet appareillage reste trés coliteux.
Néanmoins, la LC-MS et la LC-MS/MS sont des tech-
niques idéales pour le screening ciblé et le dosage vali-
dé de médicaments et/ou de drogues (plutdt polaires)
dans le plasma.

Dans les paragraphes qui suivent, différentes procé-
dures de screening pour la détection simultanée de plu-
sieurs classes de -médicaments et/ou de drogues sont
passées en revue, afin d’en préciser la position actuelle
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et d’en évaluer la place future en toxicologie clinique et
médico-légale ou analyse anti-dopage. Les articles
publiés avant 2000 ont déja fait I’objet d’une revue (27)
et ne seront pas pris en compte ici. Pour des raisons de
place, seules ont été considérées les procédures portant
sur ’analyse simultanée de plusieurs classes de médi-
caments et/ou de drogues dans 1{urine ou le sang.

Choix de I’échantillon bio-
logique

Le sang (plasma ou sérum) est 1’échantillon de choix
pour toute détermination quantitative. Malgré tout, un
screening sur un dérivé sanguin peut étre envisagé et
réalisé, pour autant que les concentrations des analytes
soient suffisamment élevées. C’est particulierement
utile si I’on a uniquement acces a des échantillons san-
guins et/ou si les procédures permettent le screening et
la quantification simultanés (10, 15, 16, 18, 21, 24-26,
28). Cependant, dans la mesure ol les concentrations
des médicaments sont relativement élevées dans les
urines et, ou les échantillons biologiques peuvent étre
prélevés de maniére non traumatique, 1’urine reste tou-
jours un milieu de choix pour le screening et 1’identifi-
cation des médicaments ou des poisons inconnus par
GC-MS (1) mais également par LC-MS (1, 11, 12, 23,
29-31). Pour I’analyse anti-dopage, tant chez I’homme
que chez le cheval, I'urine est I’échantillon de scree-
ning (23). Dans le cas de la LC-MS ou de la LC-
MS/MS, la possibilité d’une suppression d’ions due a
la co-élution de la matrice urinaire doit tre investiguée
sinon exclue. Pour terminer, rappelons que I’analyse de
I’urine peut €tre inadéquate lors d’investigations de cas
médico-1égaux ou de cas de surdosages aigus pouvant
mener a une mort rapide.

Préparation de 1’échan-
tillon biologique

On a longtemps dit que la LC-MS était moins exigean-
te en termes de préparation de 1’échantillon biologique.
Cependant, une extraction plus ou moins sélective est
importante pour I’analyse en LC-MS (32), tout particu-
lierement pour éviter les effets de suppression d’ions
(33-38). Il .est étonnant de lire que certaines procédures
de screening urinaire par LC-MS ou LC-MS/MS
avaient recours a une longue hydrolyse enzymatique
des conjugués (20, 23, 31, 39). Une seule procédure de
screening est basée sur I'injection directe de I’urine
suivie d’une confirmation apres préparation par extrac-
tion en phase solide (SPE) (40). La préparation de
1’échantillon peut étre effectuée par extraction liquide-
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liquide (LLE) & un pH auquel I’analyte est non ionisé
ou par extraction en phase solide (SPE) précédée ou
suivie d’étapes de purification. Le pré-traitement de
I’échantillon pour la SPE dépend du type de liquide
biologique : le sang complet et les tissus (homogénéi-
sats) doivent &tre déprotéinisés et filtrés/centrifugés
avant chargement sur les colonnes de SPE. L’urine,
quant a elle, ne requiert habituellement qu’une étape de
dilution et/ou de centrifugation. De nouvelles procé-
dures d’extraction en phase solide pour 1’analyse toxi-
cologique systématique (STA) ont été décrites pour
LC-MS (32). Dans cette derniére référence, de nom-
breuses phases d’adsorption SPE ont été évaluées afin
de sélectionner la meilleure tant du point de vue du ren-
dement d’extraction que de la pureté des extraits. Selon
les auteurs, la phase d’adsorption Isolute C8 s’avére
étre la plus appropriée.

La micro-extraction en phase solide (SPME) est une
alternative récente a la SPE et a la LLE. La SPME est
une technique exempte de solvant qui convient particu-
lierement pour les analytes relativement volatiles. Elle
est basée sur 1’adsorption de 1’analyte sur une phase
stationnaire recouvrant une fine tige de silice fondue.
Elle a déja été utilisée comme technique de préparation
pour la détermination des phénothiazines dans les
liquides biologiques par LC-MS/MS (41).

Procédures de screening en
LC-MS

L’HPLC couplée a un spectrométre de masse simple
quadripdle ou en tandem est un appareil de plus en plus
utilisé€ en routine, tout particuliérement pour I’analyse
d’échantillons sanguins et plasmatiques (1, 10, 13-18,
21, 24, 25, 28, 30, 42-44). Cependant, le développe-
ment de procédures de screening par LC-MS doit inté-
grer plusieurs limitations, comme indiqué par tous les
experts dans le domaine (1, 13, 15, 43, 45, 46). Le
contenu informatif des spectres obtenus en ionisation
électrospray (ESI) et/ou en ionisation chimique a pres-
sion atmosphérique (APCI) est plus limité que celui
des spectres obtenus par impact électronique (EI). La
dissociation induite par collision (CID) obtenue en
augmentant le voltage dit d’orifice ou du fragmenteur,
permet d’obtenir des fragments structurellement inté-
ressants. Les appareils modernes permettent d’alterner
tres rapidement I’acquisition de données spectrales
obtenues sous des voltages différents au cours d’une
méme injection. De la sorte, des composés aux pro-
priétés tres différentes peuvent €tre analysés dans la
méme injection chromatographique sans perte d’infor-
mation spectrale. La fragmentation peut cependant
varier considérablement d’un appareil a I’ autre (45-48).

Weinmann et coll. (45) ont montré que différents types
d’appareils pouvaient générer des spectres de masse
électrospray obtenus par dissociation induite par colli-
sion (CID) relativement reproductibles et comparables,
si chaque appareil avait été préalablement testé et réglé
a I'aide de composés-tests tels que 1’halopéridol, le
paracétamol, le métronidazole ou le métamizole. Ils en
ont conclu que I'utilisation d’une librairie spectrale
(électrospray-CID-MS) obtenue sur un ou deux instru-
ments €tait transposable & un autre instrument aprés
ajustement des parameétres énergétiques de la dissocia-
tion induite par collision (CID) a I’aide d’au minimum
deux composés-tests. D’autre part, Gergov et coll. (49)
ont étudié la reproductibilité des spectres de masse
d’ions-fils obtenus & I’aide de différents appareils de
LC-MS/MS en concluant, qu’aprés normalisation des
conditions expérimentales, les bibliotheéques spectrales
LC-MS/MS de médicaments et de drogues étaient
échangeables entre différents laboratoires. Les critéres
d’identification de composés par HPLC-MS a simple
quadrip6le ou en tandem ont été récemment passés en
revue par Rivier (46). L’ auteur de cette revue partage la
conclusion finale de Rivier : la responsabilité finale
incombe au toxicologue analyste de décider, selon les
cas, des critéres minimums nécessaires a la confirma-
tion de I'identité d’un composé.

Un autre probléme important de 1'ionisation électro-
spray (ESI) est la suppression d’ions, a savoir la réduc-
tion de I’ionisation d’un analyte par les composés co-
€luants (33-38, 50, 51). Dans ce type de situation, un
toxique important pourrait s’avérer indétectable. A
I’extréme, ce probléme pourrait mener indirectement
au déces du patient. La suppression d’ions résulte de la
présence de composés moins volatils qui peuvent affec-
ter I’efficacité de formation ou I’évaporation des gout-
telettes de phase mobile. Au final, ce phénomene affec-
te la quantité d’ions chargés en phase gazeuse a2 méme
d’atteindre le détecteur. Les sels, les composés formant
des paires d’ions, les substances endogénes, les médi-
caments et drogues ainsi que leurs métabolites de
méme que les standards internes deutérés sont respon-
sables de suppression d’ionisation (33, 34). La sup-
pression d’ionisation peut affecter négativement la
limite de détection (LOD), augmenter le risque de
résultats faussement négatifs, diminuer la précision et
augmenter ainsi I’incertitude de mesure.

Dams et coll. (35) ont évalué la synergie entre type
d’ionisation, technique de préparation de 1’échantillon
et type de liquide biologique (urine, salive et plasma)
sur la survenue des effets de matrice. Ils ont constaté
que les deux techniques d’ionisation, ESI et APCI, pré-
sentent des effets de matrice, ’ESI y étant malgré tout
beaucoup plus sensible. La préparation de 1’échantillon
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pourrait elle-méme sinon réduire (purification), sinon
amplifier (préconcentration) les effets de matrice.
Liang et coll. (34) ont montré que les neuf composés
testés et leurs standards internes deutérés respectifs se
suppriment 1’un 1’autre en ionisation électrospray
(ESD). Au contraire, en mode d’ionisation APCI, sept
des neuf composés ont vu leur ionisation augmentée
par leurs propres standards internes. La suppression ou
I’augmentation mutuelle de 1’ionisation peut influencer
les paramétres de sensibilité, de reproductibilité,
d’exactitude et de linéarité en analyse quantitative par
LC-MS ou LMC-MS/MS. Selon I’auteur, les procé-
dures bio-analytiques utilisant I’ESI LC-MS ne
devraient étre employées en routine et acceptées pour
publication dans les journaux scientifiques qu’a la
condition que des études de suppression d’ions aient
été réalisées. De telles investigations doivent inclure au
minimum la comparaison des signaux obtenus d’une
part avec I’analyte pur et, d’autre part, ’analyte ajouté
a I’échantillon biologique préparé. Une approche plus
compléte passe par I’injection post-colonne de I’analy-
te afin d’évaluer les effets prolongés de la suppression
d’ionisation (33). Si une suppression d’ions importante
est détectée, des modifications doivent étre apportées a
la procédure (purification de 1’échantillon, conditions
chromatographiques, changement de réactifs, standar-
disation interne).

Plusieurs concepts ont été développés pour le screening
et la détection en LC-MS. Afin de simplifier le choix
d’une méthode adaptée et a méme d’apporter des solu-
tions & un probléme analytique réel, les caractéristiques

de base des procédures pour le screening urinaire
sont reprises dans le tableau I, pour le screening san-
guin/sérique dans le tableau II et pour le screening plas-
matique avec quantification validée dans le tableau III.
Bogusz (52}, Rittner et coll. (44), Marquet et coll. (24,
43), et Maurer et coll. (16, 21, 25, 26, 53) ont dévelop-
pé des procédures de screening 'sanguin basées sur un
appareillage LC-MS a simple quadripdle, tandis que
Gergov et coll. (18), Marquet et coll. (22) ainsi que
Decaestecker et coll. (29) ont développé des procé-
dures utilisant la LC-MS/MS. Gergov et coll. (18) ont
décrit un screening plasmatique multi-composé en uti-
lisant la LC-MS/MS triple quadrip6le classique, tandis
que Marquet et coll. (22), dans une étude préliminaire,
ont comparé une procédure plus sensible utilisant un
couplage quadripdle linéaire a trappe d’ions (Q-IT), &
leur propre procédure en simple quadripdle mentionnée
plus haut. Decaestecker et coll. (29) ont développé une
procédure de screening urinaire en utilisant un coupla-
ge spectrometres de masse quadripdlaire et a temps de
vol (Q-TOF). Gergov et coll. (30) ainsi que Pelander et
coll. (31) ont développé des procédures de screening
urinaire & 1’aide d’un spectrometre de masse & temps de
vol (TOF), procédure basée sur la mesure de la masse
exacte et des temps de rétention et leur comparaison
avec des données de référence, comme ce qui avait été
réalisé sur GC-MS vingt cing ans auparavant. Les
auteurs ont conclu que la procédure était bien adaptée
a I’identification provisoire sans substances de référen-
ce. Les quelques faux positifs soulignent 1’importance
et la nécessit€ de chacun des trois paramétres que sont

Tableau I : Procédures de LC-MS pour le screening ciblé de médicaments/drogues et/ou de leurs métabolites dans I'urine (U), le

sang (S) et les cheveux (Ch).

Composés | EchantillonPréparation  [Modededétection _ |Réf.
i3 - Bloquants U SPE ESI +, MS-MS, MRM (54)
f3 - Bloquants U Hydrolyse enzymatique, LLE | APCI +, MS-MS, suivi de réactions multiples (MRM) | (39)
f3 .. Agonistes U Hydrolyse enzymatique, LLE | ESI +, MS-MS, MRM (23)
Neuroleptiques | U, S, Ch B et cheveux : SPE ESI +, MS-MS, MRM (20)

U : Hydrolyse enzymatique,

pas d’extraction
637 médicaments | U Hydrolyse enzymatique, SPE | TOF, HRMS (31
433 médicaments | U SPE TOF, HRMS (30)
Phénothiazines | U, S SPME ESI +, MS scan, MS-MS, MRM 41
Diurétiques U SPE ESI -, MS-MS, MRM (11)
Diurétiques U LLE ESI +/-, MS scan (12)
Drogues d’abus | U LLE Q-TOF, ESI +, MS et MS-MS alternées (29)
Drogues d’abus | U Screening : injection directe | APCI +, MS-MS, MRM (40)

Confirmation : SPE

16



Annales de Toxicologie Analytique, vol. XVII, n° 1, 2005

Tableau 11 : Procédures LC-MS pour le screening ciblé de médicaments/drogues et/ou de leurs métabolites en sang total (ST) ou
sérum (S).

mosés _- ledétection _ [Reét
Amphétamines, benzodiazépines ST, S SPE APCI +, SIM pour le screening (52)
hallucinogenes, opiacés, cocaine, U)
Olanzapine
Amphétamines, benzodiazépines, S SPE ESI +, MS scan (44)
hallucinogenes, opiacés, hypnotiques,
Neuroleptiques ~
Médicaments s€rotoninergiques ST LLE APCI +, MS scan (19)
Drogues d’abus ST SPE Q-TOF, ESI +, MS et MS-MS alternées (29)
Antihistaminiques ST LLE ESI +, MS-MS, MRM (18)
238 médicaments ST LLE ESI +, MS-MS, MRM (18)
Antagonistes du calcium S SPE ESI +, MS-MS, MRM (55)
Antidépresseurs, benzodiazépines, S SPE ESI +/-, MS scan (24 ; 43)
médicaments cardiaques, opiacés
hypnotiques, neuroleptiques
Myorelaxants - curarisants ST Déprotéinisation | ESI +, SIM pour la quantification (56)

Tableau 111 : Procédures LC-MS validées pour le screening ciblé et la quantification de médicaments/drogues dans le plasma (P).

Composés getontC % e RO TR

Anesthésiques, hypnotiques actifs | P LLE APCI +, MS Scan pour le screening, (53)

faible conc. et opiacés MS en mode SIM pour la quantification

Benzodiazépines P LLE APCI +, MS Scan pour le screening, (25)
MS en mode SIM pour la quantification

Antidiabétiques sulfonylurées P LLE APCI +, MS Scan pour le screening, (16)
MS en mode SIM pour la quantification

f3 - Bloquants P SPE APCI +, MS Scan pour le screening, (26)
MS en mode SIM pour la quantification

Neuroleptiques P SPE APCI +, MS Scan pour le screening, (21)
MS en mode SIM pour la quantification

la masse exacte, le temps de rétention et le schéma
métabolique, pour permettre une identification définiti-
ve. Parallélement a ces procédures générales, certaines
procédures en LC-MS ou LC-MS/MS sont plus spéci-
fiques pour le screening d’une classe de médicaments
et de drogues d’abus (29, 40), médicaments sérotoni-
nergiques (19), phénothiazines (41), neuroleptiques
(20), B,-agonistes (23), B-bloquants (39, 54), antago-
nistes du calcium (55), diurétiques (11, 12), et myore-
laxants-curarisants (56).

Maurer et coll. ont développé des procédures univer-
selles en LC-MS simple quadripdle pour le screening,
I’1dentification via librairies spectrales et, contraire-
ment aux autres procédures de screening, la quantifica-

tion plasmatique entiérement validée de nombreuses
classes de médicaments (16, 21, 25, 26, 53). Cette pro-
cédure générale en LC-MS est basée sur 1’extraction
liquide-liquide (LLE) standard (16, 25, 28, 53) ou SPE
(21, 26) des auteurs. Ces procédures sont également
utilisées pour les analyses en GC-MS (57-59). La sépa-
ration standard est basée sur un gradient rapide condui-
sant a des analyses d’une durée de 5 2 10 minutes. Le
mode d’ionisation APCI a été préféré au mode élec-
trospray pour les raisons évoquées ci-dessus.
D’ailleurs, I’appareillage LC-MS utilisé avait une sen-
sibilité plus importante en mode d’APCL. Les spectres
de masse ont été enregistrés a deux voltages de frag-
menteur (100 V et 200 V) avec un cycle trés court d’ac-
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quisition de données. Cependant, comme il en a déja
été discuté ci-dessus, nous devons garder a 1’esprit que
les mémes voltages de fragmenteur utilisés dans des
appareils différents peuvent induire des fragments
d’abondances différentes (45-48). Par conséquent,
chaque utilisateur doit choisir le(s) voltage(s) de frag-
menteur le(s) plus adapté(s) & son propre appareil de
maniére a générer des spectres de masse les plus riches
en information et les plus proches de ceux publiés (16,
21, 25, 26, 53). Selon I’expérience de 1’auteur sur trois
différents appareils du méme type simple quadripdle
(LC-MS), cette démarche a permis I’utilisation correc-
te de la procédure de screening. En général, aprés
screening et identification en mode scan a I’aide de la
nouvelle librairie spectrale LC-MS des auteurs (60), les
composés des classes de médicaments étudiées peuvent
étre quantifiés en mode d’ions sélectionnés (16, 21, 25,
26, 53). Toutes les procédures de quantification ont été
entierement validées conformément aux recommanda-
tions internationales (61-63). Seules ces données de
validation peuvent convaincre le lecteur de la fiabilité
d’une procédure. Chaque méthode de dosage s’est avé-
rée étre spécifique et linéaire pour des concentrations
allant du sub-thérapeutique au supra-thérapeutique et
ce, pour la plupart des composés.

Conclusions et perspectives

La LC-MS se présente donc comme le complément
idéal au standard analytique actuel qu’est la GC-MS,
tout particulierement pour la détection dans le plasma
de médicaments plus polaires, instables ou faiblement
dosés. Elle pourrait devenir un standard analytique en
toxicologies clinique et médico-légale ainsi que dans
I’analyse anti-dopage, pour autant que I’appareillage
soit nettement moins coiteux, que les inconvénients
actuels comme le manque de reproductibilité de la
fragmentation, la réduction d’ionisation par la matrice,
etc...solent surmontés, et pour terminer, qu'une seule
des différentes techniques d’ionisation devienne le
standard 2 utiliser.
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