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La LC-MS/MS apparait comme une nouvelle
méthode d'analyse pour le dosage de la vitamine B

Des methodes d'analyse pour le dosage des vitamines dans les aliments existent depuis plusieurs
décennies, notamment les méthodes de chromatographie liguide haute performance (HPLC) et de
dosage microbiologigue. Méme si ces derniéres méthodes demeurent des références pour le
dosage des vitamines, une nouvelle méthode est en train de se développer : la chromaiographle
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Des méthodes d'analyse pour le dosage des vitamines dans les aliments existent depuis plusieurs
decennies, notamment les methodes de chromatographie liquide haute performance (HPLC) et de
dosage micrabiologique. Méme si ces derniéres methodes demeurent des réferences pour le
dosage des vitamines, une nouvelle methode est en train de se développer : la chromatographie
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Des méthodes d'analyse pour le dosage des vitamines dans les aliments existent depuis plusieurs
decennies, notamment les methodes de chromatographie liquide haute performance (HPLC) et de
dosage micrabiologique. Méme si ces derniéres methodes demeurent des réferences pour le
dosage des wiamlnee- une nouvelle méthode est en train de se développer : 1a chromatographle
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La chromatographie liquide couplés
& |o spectrométrie de masse (LC/MS/MS) :
I'avenir du dosage des stéroides ?

Les méthodes do dodage des atéroldes oo plus utilissées
font appel & des immunodosages par compétition. 5iles
dosages développes au cours des annees 1060s élaiant
des technigues radio-immunologiques réalisées apras
sxtraction/purification, depuis los années 1980s dos
lrousses commarciales, sany exiraclion, non isolopiques
el maintenant tolalement aulomatisées sont dispanibles.
Ces irousses sont aclusiament largemant distiibuees et
ullisées mais ne sonl pas dénuees de dalauls, on |eur
reproche souvent un manque de spécificité (interféren-
cEs ) ol un manque da sensibiié lé souven! 4 une suras-
limation ded valeurs. La lechnique considérdée commae
technqua de référance, le « gold standard - des anglo-
sawons, esl = chromatographie an phase gazelse cou-
piée & [ spectromdlrio do masse (GC-MS). 5i elio a
l'mvantage de permelira @n une mesure de doser nan
pas un seul sidmide mais lout un specira do sléroides.
olle présonte linconvbnien! de nécessiter un volume
d'échantillon consequent &t d'étre longue 1 difficile &
mattre en place en dehors de laboratoires tres speciali-
sés. Des progrés lechniques importants ont pannis de
proposer |a LOMSMS pour e dosage des sléroides on
guis routing apportant automatisation, rapidité, spacili-
cité et sensibilté pour ke dosage de nombieux stéfoides.
De nombrauses pubbications récentes fonl &tal de =
supanonié de celle méthode sur les immunodosages &l
mul douté que cefte Technique @st amande A ooouper
une place privilégidée dans les aboratoies (Moal f a!,
2007 ; Rauh af al. 2008).

Chilab Lg
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| 1960:Techniques RIA

1980:Trousses
commerciales-
automatisées

Manque de sensibilité
et spécificité

Le gold-standard
anglo-saxon= GC-MS
(I_C-MS/MS: A
automatisation,
rapidité, spécificité et
sensibilité

N/

Nbrses publis sur la

supériorité de cette
méthode

La chromatographie liquide couplés
& |o spectrométrie de masse (LC/MS/MS) :
I'avenir du dosage des stéroides 7

Les méthodes do dodage des atéroldes oo plus utilissées
font appel & des immunodosages par compétition. 5iles
dosages développes au cours des annees 1060s élaiant
des technigues radio-immunologiques réalisées apres
sxtraction/purification, depuis los années 1980s dos
[rous=os commarciaies, sang axtrachon, non Isolopiques
el mainterant tolalement avlomatisdes sont disponibles.
Ces frousses sont aclusiament largemant distibuees et
ullisées mais ne sonl pas dénuees de dalauls, on |eur
reproche souvent un manque de spacificité {interféren:
caEs) of Un manque de sensibiié lé souven! 4 une suras-
timation des valeurs. Lo lechnigque considérde comma
lechmque de référance, le « gold standard - des angilo-
sawons, esl = chromatographie an phase gazelse cou-
plae a la spectromdirie do massa (GC-MS) 5l elle a
l'mvantage de permelira @n une mesure de doser nan
pas un seul sldioide mals lout un spectrs do sléroldes.
oflp présonte linconvéniant de nécoessiter un volume
d'échantillon conséquent &t d'éire longue- <1 difficile &

mattre en place en dehors de laboratoires tres speciali-
st Dos plogies [echniques Impoltanis ont penmis de
proposer |a LOMSMS pour e dosage des sléroides on
guis routing apportant automatisation, rapidité, spacili-
cité et sensibilté pour ke dosage de nombieux stéfoides.
De nombrauses pubbications récentes fonl &tal de =
supenonié de celle mélhode sur les mmunodosages el
mul douté que cefte Technique @st amande A ooouper
une place privikgide dans les aboraioires (Moal of a!,
2007 ; Rauh of al, 2008).
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Get Your LC-MS/MS Multimedia Pack
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Anal Bioanal Chem (2014) 406:2289-2301
DOI 10.1007/s00216-013-7542-5

REVIEW

LC-MS/MS in the routine clinical laboratory:
has its time come?

Kelvin Sze-Yin Leung - Bonnie Mei-Wah Fong
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4 )

eIntroduction aux immunodosages

eAvantages-Inconvénients

-

4 )
eLe virage vers la spectrométrie de masse
eApplications- avantages- limitations

- _/

-

eComparaison des différentes techniques
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Technique immunochimique dépendant d’

ANTIGENE et ANTICORPS.

ANTIGENE: “ toute substance étrangere a |'organisme capable de

”

déclencher une réponse immunitaire visant a I'éliminer

ANTICORPS : “une immunoglobuline capable d’une

combinaison spécifique avec un antigene”.
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Un immunodosage est un test utilisant des complexes

antigene-anticorps pour générer un signal mesurable

1,0 V{Q}W J{GKA(G

Un complexe antigene-anticorps s’appelle aussi immunocomplexe

anticorps

‘x\‘}}

antigéne
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L'intéraction entre un anticorps et un antigene est:

> Non covalente

Anti body

X

__Antigen

> Réversible

» Forces intermoleculaires
Intéraction coulombienne
Intéraction hydrophobe
Forces de Van der Waals

> Variation clonale
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Classification des différents types d’ immunodosages

4 )

*Précipitation

(Méthodes avec marqua \

» mmunodiffusion ge

» Immunoélectrophorese » Compétition

N /

> Sans compétition

/ eDispersion de la lumiere \ \ /

»Néphélometrie

> Turbidimétrie
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Les plus utilisées en chimie clinique...

»Marquage radioactif
Radioimmunodosages (RIA)—> IRMA
»Margquage fluorescent
Fluoroimmunodosages (FIA)=2> IFMA
»Marquage enzymatique
Enzymoimmunodosages (EIA) = ELISA
»Marquage chemiluminescent

Chemiluminescentimmunodosages (CIA)

KMéthodes avec marquage\

Compétition

*Sans compétition

& J
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Evolution des immunoessais...
4 e 4z s )
1¢'¢ genération
RIA, EIA, FIA, LIA: ces dosages sont souvent “faits-maison” et manuels. Dosages a
\ deux anticorps, dosages en phase solide, kits commerciaux ... )
\

2¢me génération

automates a acces aléatoire,...)

Dosages non compétitifs (IRMA, ELISA, dosages a flux latéral, dosages automatiques,

\ J
( . yé Vé . \
3¢Me géneration
Systemes a microtaches (microspot analysis), biopuces (biochips arrays),
\_ tests a parametres multiples )
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Facteurs impactant les performances analytiques

» Anticorps: spécificité, avidité, type.
»Marquage: sensibilité de détection, taille, stabilité, interférences, bruit de fond.
»Format : par compétition ou non.

> Systéme de séparation: en phase hétérogeéne.

> Automatisation: élimine I'erreur humaine.
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Les + et les — des immunodosages

Les principaux avantages ...

~

N
® @

» Dosages peuvent étre réalisés trés rapidement < analyse de routine
» Facile a mettre en ceuvre, pas de qualifications particulieres

> Faible consommation de solvants

Les principaux inconvénients ...
» Manque de spécificité

- Précision et exactitude

> Réactions croisées avec d’autres métabolites
- Faux positifs

» Manque de reproductibilité entre différents lots et différents fabricants
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o]
Controle externe(piasma)
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Cas clinique

* Femme 30 ans
e Service procréation—> infertilité depuis 8 ans

e Bilan complet
— PRL: 126 ng/mL (N<27)
— FSH: 49.1 mUI/mL (N= 3.8-8.8)
— LH: 73mUI/mL(N=2.1-10.9)
— Qestradiol: 34 pg/mL (N=25-100)
— Testo Tot: 0.62 ng/mL (N<0.8 RIA)

=» autre laboratoire
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Résultats des différents dosages hormonaux d

la patiente

Type de dosage Anticorps utilisés  Date du dosage PRL FSH LH TSH
ng/mL mUl/mL mUl/mL uUl/mL

Chimiluminescence Chevre Janvier 2005 126 49,1 730 78

ICMA Unicel DxI 800 Souris

Access”®

Beckman Coulter

Chimiluminescence Chévre Mars 2005 127 52,8 78,3 78

ICMA Unicel DxI 800 Access® Souris

Beckman Coulter

Chimiluminescence Souris Juillet 2005
Architect®

Abbott
Chimiluminescence Souris Juillet 2005 @ @
Immulite 2000

DPC

Chimiluminescence Souris Février 2006
Immulite 2000%
DPC

Interférences hétérophiles: une cause d’erreur a ne pas méconnaitre, Médecine thérapeutique, Vol 8, 5, 2006
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Résultats des différents dosages hormonaux d

la patiente

Abbott

Chimiluminescence Souris Juillet 2005 @
Immulite 2000%

DPC

Chimiluminescence Souris Février 2006

Immulite 2000®

DPC
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LC-MS/MS

Décrite la 1ere fois fin du XIX eme par Sir Joseph J.Thomson

Calutron
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LC-MS/MS

1918: premier instrument développé a Chicago par A.J.
Dempster.

—> Utilisation limitée a la mesure des masses et de leur
abondance isotopique.

e 1938: A.O. Nier utilisa la MS pour I'analyse de mélange
complexe 2> production commerciale de MS.

 Avant 1990: techniques d’ionisation seulement pour les
molécules de bas MW et thermostables

e Apres 1990: techniques innovatives pr 'ionisation comme ESI et
MALDI (J.B. Fenn et K.Tanaka)=2 utile pour les composés
polaires ou de haut MW.
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LC-MS/MS

e Ces 20 dernieres années—>gros développements
technologiques

 Selon un sondage de Vogeser et Seger
— 1999: 2% des labos cliniques utilisaient la SM

— 2010:>25% des labos cliniques

—>endocrinolgie (hormones stéroidiennes,
thyroidiennes).

=2 nutrition ( vitamines liposolubles et hydrosolubles).
=2 métabolisme ( acides organiques, lipides).
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Principe du MS

( )
Interface

lon source |—— to —> Mass analyzer ——> Detector
vacuum

L HIGH VACUUM
J
‘ LC- Separation I lonization Mass Separation Abundance
Electrospray ionization Quadrupole Measuremag)
Atmospheric pressure chemical ionization lon trap Electr

Atmospheric pressure photo Time

ion
Mﬂtrix daslsll =,

ionizat

Anal Bioanal Chem(2014) 406:2289-2301
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LC-MS/MS : que peut-on faire?

Aldosterona-d4
Aldosterons
Cortisol-d4
Corfiso
Corfisons-dB

WY L Lad P

B. Corficosierone
9. 11-Deonycorfisol-d5

) -leoxycorfisn

Negaiive ES| : Posiive ESI

/A |

Steroid Panel 1

B 70
e L3S

P r 1 r-r-r=r=r-r-rrroron e e ettt ] LI
L FH RD 32 34 38 08 L0 &7 44 486 48 L0 52 54 3.6 4H 4D &2 6.4 &4 &H SO0 L3 S4 S5 FB B0 BHE B4 BS BE ] HI 94 RS

Tima, min
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LC-MS/MS : que peut-on faire?

Aldasterone-dd Sfﬂrﬂid PﬂhE' 1

Aldosterons
Cortisol-d4
Corfiso
Corfisons-dB

Chilably

WY L Lad P

Negaiive ESI | Positive ESI

B. Corficosierone
9. 11-Deonycorfisol-d5

) -leoxycorfisn

5 stéroides en 10.5 min

Tima, min
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"-Lize Applications de la LC-MS/MS
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Analytes Biological matrix Sample preparation lonization References
mode
Drug monitoring and toxicology
Cocaine, benzoylecgonine, MDMA, MDEA, MDA, Unine LLE ESI (+) [23]
methamphetamine, diacetylmorphine, 6-MAM,
morphine, and A(9)-THC
Cyclosporine, tacrolimus, sirolimus, everolimus DBS LE ESI (+) [24]
Benzodiazepines Unne LLE ESI (+) [25]
Synthetic cannabinoid metabolites Urnine Salting-out ESI (+) [26]
assisted LLE
v-Hydroxybutyrate and metabolites Blood SPE ESI (+/-) [27]
Mevalonic acid Serum SPE ESI (+) [28]
Drugs of abuse Oral fluid SPE ESI (+) [29]
Common drugs involved in drug-induced seizures: Serum/plasma SPE ESI (+) [30]

bupropion, citalopram, cocaine, diphenhydramine,

isoniazid, lamotrigine, methamphetamine,
MDMA, quetiapine, tiagabine, tramadol,
and venlafaxine

Anal Bioanal Chem(2014) 406:2289-2301
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*Endocrinologie

Endocrinology

Testosterone

Synthetic glucocorticoids: prednisolone, dexamethasone,

betamethasone, and beclomethasone dipropionate
Androgenic steroids
. . : ; : .
3-Methoxytyramine, normetanephrine and metanephrine
Metanephrine
Cortisol and dexamethasone
Metanephrine and catecholamines
Aldosterone

Testosterone

Serum

Urine

Urine
Plasma
Plasma
Plasma
Urine
Plasma

Serum

LLE
LLE

ILE
SPE
SPE
SPE
SPE
PPT followed by SPE
PPE

ESI (+)
ESI (+)

ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)
ESI (—)
ESI (+)
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*Erreurs innées du métabolisme- Lipides, lipoprotéines- Protéomique

L-Arginine, ADMA. SDMA, L-citrulline, L-omithine,

and L-proline

o-Glucosidase, oc-galactosidase A, and o-/-iduronidase

Alloisoleucine and branched amino acids
Enzyme activity for lysosomal storage disorders
5-Aminolevulinic acid and porphobilinogen
Acylglycine

N-Acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase

Carnitine and acylcamnitine

SmTHF, hmTHF, FA, 5fTHF, pABG, and apABG
Lipids and lipoproteins

Phosphatidylethanol

Sphingosine 1-phosphate, sphinganine 1-phosphate,

and lysophosphatidic acid
Apolipoprotein A-1 and apolipoprotemn B
Proteomics and protein markers
Peptide
Cholinesterase activity

Cholme

High density lipoprotein

Plasma

DBS

DBS

DBS

Urne, plasma
Urine

DBS

Urine, blood |
plasma, muscle
Serum

Whole blood

Plasma

Plasma

Plasma
Serum

Plasma and
whole blood
Plasma

LLE

[1LE

LE

LE

SPE

SPE

LE followed by SPE
LE followed by SPE

PPT

LLE
LILE

LE followed by SPE
SPE

PPT
PPT

Ultra-centrifugation.
trypsin digestion

Ailadb Lg.

ESI (+)

ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)
ESI (+)

ESI (+)
ESI ()
ESI ()
ESI (+)
ESI (+)

ESI (+)
ESI(+)

ESI (+)



H

de Licge Preparation d’echantillons: ©nilablg
Lesquelles et pourquoi?

— Essentiels en bioanalyse—>éliminer les interférences
pour assurer robustesse, sélectivité et sensibilité.

Lesquelles?
—PP

—LLE

—SPE

—Commutation de colonnes
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RIA: préparation wrine)

+1 mlHCI0.1N 50 ul urine
+1125
500u|
100 pl
Urine E

Control
Acid hydrolysis for 18-22 h
at 30°c
7
Incubation
20 h at RT

aldosterone 18-glucuronide=>» aldosterone
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s ' 100 pl
e : Urine
r F ' Control
|

RIA: préparation (urine)

+1 ml HC| 0.1N

:>.

Acid hydrolysis for 18-22 h
at 30°c

Aspiration
Tube washer

50 ul urine

Chilab g

+1125
1 500u!

D

Incubation
20 h at RT

aldosterone 18-glucuronide=>» aldosterone



CH./

de Liége A ’ﬂ‘b ’_9

LC-MS/MS: préparation (urine)

"“ CHO OH
L]

| D Me| H DD
_ "~ et 100 pl D H
. 14-'! ! : s 1ou|
e —\..1 ~—— Urine ,
- e Control
F
J

) m
@ Acid hydrolysis for 18-22 h :>

at 30°c | +100 pl NaOH 0.1 N

VANR%

aldosterone 18-glucuronide=>»aldosterone
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LC-MS/MS: prépa ratlon (urine)

-

I
. "~ et 100 pl
; ﬁ' B Urine

j Control

@ Acid hydrolysis for 18-22 h
at 30°c

aldosterone 18-glucuronide=>»aldosterone

O ilab Lg

Me

oj:;ij 10|J.|

:>$‘

| +100 wl NaOH 0.1 N

VANRZ
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Extraction online: |’avenir
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LC-MS/MS VS IA

eReproductibilité-répétabilité *Reproductibilité-répétabilité

Ailad Lg.

(LC-MS/MS) (I1A)

—>Concentration: 1.5-750 ug/L > Concentration: 51.8-287ug/L
—2>CV%:0.4-3% —->CV%:5.1-11%

e LOQ:1.5pg/L e LOQ: 3.6 pg/L (fabricant)

¢ LOD:1.1 ug/L e LOD:3.62 ug/L

Valeurs de référence: Valeurs de référence:

e <45 pg/24h e <70 ug/24h
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Urine

 Reproductibilité-répétabilité

(LC-MS/MS)
—>Concentration: 2.7-112 pg/L
—->CV%: 5.1-8.6
e LOQ: 2.7 ug/L
« LOD: 0.7 ug/L

Valeurs de référence
<32 pg/L

e Reproductibilité-répétabilité
(1A)

- Concentration: 1.7-36.6pug/L

—->CV%: 3.5-29.5

e LOQ:6.5pg/L

e LOD:0.27 pg/L

Valeurs de référence
3-30pg/L
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LC-MS/MS vs IA

Plasma
e Reproductibilité-répétabilité * Reproductibilité-répetabilité
(LC-MS/MS) (1A)
- Concentration: 20-795 ng/L - Concentration: 19.2-610.1 ng/L
—->CV%:5.1-7.3 2>CV%: 4.1-24.3%
e LOQ:20ng/L e LOQ:75ng/L
e LOD:4.9ng/L e LOD:10.3 ng/L
Valeurs de référence Valeurs de référence
Debout Debout :35-300 pg/ml
Homme: <115ng/L Couché : <150 pg/ml

Femme: <229 ng/L
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Cas clinique

Mr KHBN (28/12/75)

e Crise de paludisme—2>IR de grade V et HTA
(200/120 mmHg)

e Asthénie et céphalées
e GFR a 6ml/min et Cr=4.68 g/L
e Protéinurie=3044 mg/L—>700 mg/g Créatinurie
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Cas clinique

Dosage de 'aldostérone

» RIA>1000 ng/L
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Cas clinique

Dosage de I'aldostérone pour confirmation

» RIA>1000 ng/L
» LC-MS/MS pour confirmation
= 65.72 ng/L
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Cas clinique
Dosage de I'aldostérone pour confirmation

» RIA>1000 ng/L
» LC-MS/MS pour confirmation
= 65.72 ng/L
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HPLC électrochimie

e Répétabilité:

—NM:CV 4.4 et 2.2% (52 et 1085 pg/24h)
—M:CV 3.5 et 2.8 % (21 et 137 pg/24h)

e Reproductibilité:

—NM:CV 6.3 et 5.2 % (52 et 1085 ug/24h)

—M:CV 8.3 et 7% (21 et 137ug/24h)
e LOQ

—NM<50ug/24h

—M<20ug/24h

e Linéarité:

—NM 850ug/24h

—M 350pug/24h

LC-MS/MS

eRépétabilité:

—NM:CV 6.8% (71-853ug/24h)
—M:CV 8.4% (71-781 pg/24h)
eReproductibilité:

—NM: CV 11.8% (71-853ug/24h)
—M:CV 12.5% (71-781 pg/24h)
eLOQ

—NM <14.5ug/24h

—M< 33.8ug/24h

eLinéarité:

—NM 858 pg/24h

—M 781pg/24h

Valeurs de référence

NM:500 pg/24h
M:400 pg/24h
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HPLC électrochimie LC-MS/MS
e Répétabilité: *Repétabilite:
—NM:CV 4.4 et 2.2% (52 et 1085 pg/24h) —NM:CV 6.8% (71-853ug/24h)
~M:CV 3.5 et 2.8 % (21 et 137 ug/24h) ~M:CV 8.4% (71-781 ug/24h)
* Reproductibilite: eReproductibilité:
—NM:CV 6.3 et 5.2 % (52 et 1085 ug/24h) —NM: CV 11.8% (71-853ug/24h)
—M:CV 8.3 et 7% (21 et 137ug/24h) _M:CV 12.5% (71-781 pg/24h)
e LOQ LOQ
—NM<50ug/24h
—M<20ug/24h —NM <14.5ug/24h
e Linéarité: —M< 33.8ug/24h
—NM 850ug/24h eLinéarité:
—M 350ug/24h —NM 858 pg/24h

—M 781pg/24h

Valeurs de référence
NM:500 pg/24h
M:400 pg/24h
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LC-MS/MSvs IA

LC-MS/MS (Chromsystems®) 1A
- Concentration:2-250 pg/L - Concentration: 8-108 pg/L
2>C\V%: 2>CV%:

— intra-assay:<5% — intra-assay:<4.8%

— Inter-assay:<7% — Inter-assay:<5.2%
e LOQ:2 pg/L ¢ LOQ: 2.4 pg/L

Valeurs de référence: 30-60 ng/ml
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Intensity, cps

Vitamine D en LC-MS/MS
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Cavalier et al., Technical and clinical evaluation of the VITROS Immunodiagnostic Products 25-OH Vitamin D Total Assay - comparison with marketed automated immunoassays and a liquid

chromatography - tandem mass spectrometry method, CCLM, 2013,51, 1983-1989
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Exemples DEQAS
LC-MS/MS
e 25 0H VitD2=7.06 pg/L

e 25 OH VitD3= 22.55 pg/L } 29611/l [ 1A=25.62 ug/L

LC-MS/MS

° 250HVitD2=27.3 pg/L :|- 48.05 ug/L |:> 1A= 43.75 pg/L
e 25 0H VitD3= 20.75 pg/L
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Wien Med Wochenschr (2012) 162:499-504
DOI 10.1007/s10354-012-0147-3 W m W

Wiener Medizinische Wochenschrift

Usage and limitations of liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) in clinical
routine laboratories

Christoph Seger
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Limitations

o Sélectivite:
— Interférences isobariques
e Sensibilité

— Effets matrices (suppression ou amplification de
"ionisation)

Enhancement

e

signal

e Stabilité des SI
* Préparation des échantillons

 « In house method » et hétérogénicité des
configurations des instruments

e Mangue de tracabilité (standardisation méthode-
matériaux de références)

/ suppression
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=» Standardisation +++

Dosage de la vitamine D Jj
Un kit standardisé avec la méthode
LC-MS/MS et tracable par rapport
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Avantages-lnconvenients

Avantages Inconvénients

Faible colt/ analyse Prix des instruments

Moins d’interférence Prix des maintenances
annuelles

Méthode de référence Développements+++

Pas de variabilité de lots a lots  Personnels qualifiés
Sensibilité Bruyant, chaleur+++

Spécificité Générateur d’'N2 et
compresseur d’air

Haut débit Vérifier pic par pic
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 Le chemin est encore long...

— Validation stricte=> harmonisation/standardisation
— Nouvelles approches en matiere de dosage

e Laformation et le soutien sont vitaux!
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Merci pour votre attention
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