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La spectrométrie de masse en biologie et médecine

PAR

Laurent RIVIER 1 et Pierre BAUMANN 2

1. Introduction

Les analyses par spectrométrie de masse ont débuté vers 1950
essentiellement pour les déterminations quantitatives des produits pétroliers.
La première connexion d'un chromatographe en phase gazeuse avec
un spectromètre de masse date de 1957, et depuis, des progrès considérables

ont été accomplis, en particulier dans le domaine des sciences

biologiques. Le but de cet article est de présenter l'état actuel des possibilités

qu'offre cette combinaison dans le cadre de la biologie et de la
médecine.

La Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de

masse (GC-MS) est une technique extrêmement efficace lors de l'analyse
qualitative et quantitative de mélanges complexes de substances, à
condition qu'ils soient volatilisables. D'une part, la colonne du chromatographe

permet la séparation des composés à analyser; d'autre part, le

spectromètre de masse fournit des informations non équivoques sur la
structure moléculaire et la quantité de chaque substance, au fur et à

mesure qu'elles sortent du chromatographe. Une très grande quantité
d'informations est facilement obtenue à chaque injection. Si, en plus,
un ordinateur fait partie du système, le spectre obtenu est enregistré et
comparé automatiquement à des spectres connus, préalablement mémorisés:

l'identification est alors facilitée. De plus, en établissant une courbe
étalon, l'ordinateur calcule également les quantités de substances recherchées.

Dans la première partie de cet article, la description schématique du
fonctionnement d'un appareil de GC-MS moderne sera donnée. Puis,
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pour illustrer les capacités remarquables de cette technique, quelques
exemples d'applications seront présentés, choisis dans divers domaines
de la recherche biologique ou médicale. Enfin, les avantages et inconvénients

de l'utilisation de cet appareillage seront résumés pour s'arrêter à

une bibliographie élargie. Elle tiendra moins compte des travaux originaux

effectués dans ce domaine, que de revues d'applications pouvant
permettre à chacun d'approfondir rapidement le sujet qui l'intéresse,
en rapport avec la technique concernée.

2. Principes du fonctionnement du GC-MS (fig. 1)

En GC-MS, le gaz vecteur généralement utilisé est l'hélium. Sa pression

dans la colonne du chromatographe en phase gazeuse est de l'ordre
de 1 atm. Le spectromètre de masse fonctionne sous un vide de 10~7

Torr environ. C'est pourquoi il est nécessaire d'éliminer semi-quantati-
vement le gaz vecteur entre les deux appareils par un séparateur (1).
Il existe plusieurs types de séparateurs et leur principe de fonctionnement
est pratiquement semblable: il consiste à soumettre l'éluat du chromato-

Ordinateury X
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Fig. 1. — Schéma d'un chromatographe en phase gazeuse couplé à un spectromètre
de masse (GC-MS-COM) (d'après Varian MAT 112).

1. Séparateur
2. Pompes à diffusion
3. Source ionique
4. Systèmes d'introduction directe de

l'échantillon de référence
5. Champ magnétique
6. Champ électrostatique
7. Multiplicateur d'électrons secondaires

8. Amplificateur à courant continu
9. Oscilloscope

10. Enregistreur à plume
11. Système à détection d'ions multi¬

ples
12. Enregistreur pour système à détec¬

tion d'ions multiples
13. Enregistreur photosensible galva-

nométrique.
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graphe à un vide obtenu par une pompe à diffusion très efficace (2).
Le gaz vecteur — ayant un poids moléculaire plus petit que la substance
à analyser — est aspiré plus rapidement par la pompe et l'échantillon
enrichi, continuant sur sa trajectoire, passe dans la chambre de la source
ionique (3). D'un filament chauffé émanent des électrons qui bombardent
les molécules provenant du séparateur avec une énergie convenablement
choisie. Celle-ci est généralement réglable entre 5 et 100 eV. Les molécules

de l'échantillon passent alors à un état énergétique instable, puis
se fragmentent pour retrouver un état stable, donnant principalement
des ions positifs. Pour une valeur donnée de l'énergie d'ionisation (généralement

70 eV), le nombre de fragments et leurs abondances relatives sont
caractéristiques de la substance à analyser, fournissant ainsi « l'empreinte
digitale de la molécule ». Cela permet de l'identifier de manière non
équivoque. Cette propriété unique de spécificité montre tout l'intérêt que
peut avoir cette technique lors des analyses de mélanges complexes.

Dans le compartiment de la source ionique se trouvent également
divers systèmes d'introduction directs des échantillons (4). Ils permettent
d'étalonner l'appareil par exemple.

Il existe plusieurs manières de séparer les fragments chargés, mais il
ne sera fait état ici que du type le plus courant, où un champ magnétique
est utilisé. Grâce à des électrodes convenablement chargées, les
fragments de la molécule sont projetés dans une direction bien définie;
ils passent ensuite dans un champ magnétique (5) où ils sont déviés en
fonction de leur masse m et de leur charge e. La formule suivante s'applique

à ce système :

m/e H2 r2/2V

Dans les appareils à deflection magnétique, le potentiel d'accélération
V est maintenu constant, tandis que le champ magnétique H varie. Le

rayon r de la trajectoire des ions est fixé par la géométrie de l'appareil,
si bien que, en modifiant le champ magnétique de sa valeur minimale à
celle maximale, le rapport m/e passera de la valeur 1 à 1000 ou plus,
permettant d'enregistrer un spectre de masse complet. Le balayage d'un
tel intervalle de masses nécessite seulement une dizaine de secondes avec
les appareils récents. Il est également possible de maintenir le champ
constant et de faire varier le potentiel V cette fois. C'est ce qui est utilisé
en fragmentographie de masse, en particulier (cf. § 3). Dans l'instrument
présenté à la fig. 1, les fragments passent encore par un champ
électrostatique. Cette double focalisation est destinée à améliorer le pouvoir
de séparation de l'appareil, ce qui est nécessaire pour des applications
bien précises. Par exemple, on utilisera un spectromètre de masse de ce

type, c'est-à-dire à haute résolution, pour différencier les fragments CO+
(m/e 27,9949) du CH2 CH£ (m/e 28, 0313). Mais dans la grande



4 L. rivier et p. baumann

majorité des cas, un appareil à focalisation simple est suffisant, comme les

applications présentées plus loin le montreront.
Au niveau de la détection des fragments, un multiplicateur d'électrons

secondaires (7) et un amplificateur à courant continu (8) augmentent le

signal produit par les ions. Le spectre peut être visualisé sur un oscilloscope

(9) et sur un enregistreur galvanométrique à papier photosensible
(13). De plus, il est souvent utile de mesurer au cours du temps l'évolution
du flux total des ions pendant la Chromatographie (10). Finalement, un
ordinateur peut compléter avantageusement le système pour enregistrer,
présenter, trier et comparer les données obtenues par le GC-MS.

3. Quelques techniques particulières

3.1. Fragmentographie de masse

En utilisant le spectromètre de masse comme détecteur spécifique
de certains ions de fragmentation bien choisis et en nombre limité, la
sensibilité du système est considérablement augmentée. Cette technique
est particulièrement utile lorsque la quantité de substance à analyser est
extrêmement petite. Elle est appelée également « détection spécifique de

ions multiples ». Elle se prête spécialement bien pour des mesures
quantitatives. L'utilisation de ce procédé implique la connaissance préalable
du spectre de masse de la ou des substances à analyser. On n'enregistrera
alors que les ions les plus importants et caractéristiques des composés
(11 et 12 de la fig. 1). Certains appareils permettent d'enregistrer
simultanément jusqu'à 8 ions; avec un ordinateur, il est possible d'augmenter
ce chiffre à 18.

3.2. Ionisation chimique

Un spectre de masse est souvent très complexe et ne permet pas
toujours de déterminer le poids moléculaire de la substance recherchée.

Afin de pallier ces désavantages, la technique de l'ionisation chimique est

complémentaire à l'ionisation électronique utilisée dans la spectrométrie
de masse classique. Le méthane ou le butane — parfois l'ammoniac —
sont utilisés comme gaz vecteurs pour la partie de chromatographic
Comme ces gaz ne sont pas totalement éliminés par le séparateur, une
quantité importante de ceux-ci arrive jusqu'à la source ionique, où ils
sont ionisés. Ces fragments se recombinent alors avec les molécules
de l'échantillon. Ces recombinaisons sont instables et forment le plus
souvent des ions MH+ (la molécule à analyser non fragmentée et
combinée à un proton provenant du gaz vecteur « ion quasi-moléculaire »)

en grande quantité. D'autres fragments apparaissent aussi, mais leur
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nombre est restreint. 11 s'agit d'une méthode complémentaire à la spectrométrie

de masse usuelle, dont la sensibilité serait augmentée. Elle serait
utile essentiellement lors du dosage de substances situées dans un mélange
complexe peu purifié.

3.3. Ionisation par désorption de champ

Un des obstacles majeurs de la GC-MS est l'obligation de travailler
avec des substances volatilisables. En fait, un échantillon possédant une
pression partielle de vapeur de IO-13 Torr peut être détecté et identifié.
C'est un cas extrême, et généralement, on cherche à améliorer la volatilité

des substances par la formation de dérivés divers (estérification,
acylation, etc.). Pourtant cela n'est pas toujours possible et l'échantillon
peu volatil doit être introduit directement dans la chambre d'ionisation.
Lors de la désorption de champ, la substance est soumise à un champ
électromagnétique très fort qui va l'ioniser. Un tel champ est normalement
produit en appliquant un haut potentiel (approximativement 10 kV)
à un filament ou à une lame de rasoir. Cette méthode, appelée ionisation

par désorption de champ, produit principalement des ions moléculaires.

Elle trouve application lors de l'analyse de molécules de poids
supérieur à 600 environ et lors de l'analyse d'extraits biologiques peu
purifiés.

3.4. Chromatographie liquide —¦ spectrométrie de masse

Avec quelques années de retard sur la Chromatographie en phase

gazeuse, la Chromatographie liquide à haute pression a pris un essor
considérable depuis l'introduction de supports capables de supporter
200 atm. D'emblée, on a essayé de coupler un chromatographe à un
spectromètre de masse (Arpino et coll., 1974; Horning et coll., 1974;
Me Lafferty et coll.. 1975). Mais l'élimination du solvant après la
Chromatographie n'a pas été réalisée de manière satisfaisante. Pour l'instant
donc, cette technique ne peut pas rivaliser avec la GC-MS, mais il est
certain que la perspective de pouvoir analyser comme en GC-MS des

substances polaires, sans les transformer, et des composés de haut poids
moléculaire, tels que les peptides, est extrêmement séduisante en biologie.

4. Quelques exemples d'applications de la GC-MS en biologie et
médecine

Les trois exemples qui suivent ont été choisis dans le but d'illustrer
d'une manière significative les techniques présentées plus haut dans des

domaines biologiques et médicaux.
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A
DERIVE DE L ACIDE INDOLYL- 3-ACETIÇUE

x
<

-z.
o
tf)
m
o

60 -

40 -

20 -

129

^_CH2-C00CH3

C0C3F7

CF,
J^4-

C3F7 276.

326/

385

100 200 300
M/e

—r
400

DERIVE DE L ACIDE 5-METHY-IND0LYL-3-ACETIÇUE

80 r

* 60

<i—
o

O

40 -

w 20-
LU
Q

ô* o

H3crQ"

143

CH2-C00CH3

C0C3F7

,^3, |„ C3F7
LJ i__ lb tt t-I

290,

340

399

100 200 300 M/e 400

B

Fig. 2. — Spectre de masse des dérivés heptafluorobutyl, ester de méthyl de l'acide
indolyl-3-acétique (A) et de l'acide 5-méthyl-indolyl-3-acétique (B). D'après Rivier et
Pilet (1974).
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4.1. Quantification d'une hormone de croissance végétale par fragmento-
graphie de masse

Dans le cadre des analyses des phytohormones de croissance, il
n'est plus possible d'utiliser actuellement des méthodes d'analyses
traditionnelles, tels les tests biologiques. En effet, ils se sont révélés peu
spécifiques, bien que relativement très sensibles, même si on procède à une
séparation chromatographique préliminaire. Il était alors nécessaire de

développer une nouvelle méthode de dosage aussi sensible que les tests

biologiques, mais qui soit plus spécifique.
L'acide indolyl-3-acétique est très répandu dans le règne végétal

(Pilet, 1961). Cette hormone de croissance joue en particulier un rôle
dans le contrôle de l'élongation des racines, et semble être liée à la réaction

géotropique de ces dernières (Pilet, 1972). Afin de préciser le taux
de cette hormone le long de l'axe de la racine, une méthode de fragmen-
tographie de masse a été développée (Rivier et Pilet, 1974). Elle a
permis d'identifier de manière non équivoque et de doser l'acide indolyl-
3-acétique, en particulier dans la coiffe de la racine. Cette assise cellulaire
terminale de la racine, longue de 0,5 mm, pèse 0,2 mg environ. Il n'est
pratiquement possible de rassembler qu'un nombre limité de coiffes.
Dans ce cas la méthode choisie (la fragmentographie de masse) s'est
avérée environ 1000 fois plus sensible que la Chromatographie en phase

SUBSTANCES DE REFERENCE

100

5-MG-AIA
/B0

AIA60

40 340

20-
385 / VAIA

</> 0

1,5 2,5 3,5

TEMPS (MIN.)

EXTRAIT DECOIFFES

+ STANDARD INTERNE

100 i

80

60-
340

t.0 AIA
326

385-i 20
AIA

5-Me-AIA

1,5 2,5 3,5 B
TEMPS (MIN.)

Fig. 3. — Fragmentogrammes de masse des dérivés d'extraits des substances de
référence (A) et de coiffes de racines de Zea mays (B). D'après Rivier et Pilet (1974).
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gazeuse (détecteur à ionisation de flamme) ou que la GC-MS classique.
Avant l'injection dans le GC-MS, la molécule d'acide indolyl-3-acétique
a subi plusieurs modifications afin d'obtenir une volatilité et une
fragmentation favorables (fig. 2A). Le choix d'un standard interne convenable

permet de limiter les erreurs inhérentes aux manipulations de

l'analyse. Idéalement, ce standard pourrait être la molécule deutérée
elle-même, mais son emploi est restreint par la difficulté de se procurer
ou de synthétiser ce dérivé. Ici, c'est l'acide 5-méthyl-indolyl-3-acétique
qui a été utilisé (fig. 2B). Son comportement au cours de l'extraction
et de la purification des extraits est semblable à celui de l'hormone, mais,
dans les conditions chromatographiques utilisées, son temps de rétention
est plus grand (fig. 3A). En choisissant les ions les plus abondants dans
les spectres de masse des deux composés, et en enregistrant au cours du
temps leur intensité, on obtient un chromatogramme caractéristique
pour les substances de référence (fig. 3A) et pour l'extrait de coiffes
(fig. 3B).

Le rapport des surfaces ou des hauteurs des pics de l'ion correspondant
à l'acide indolyl-3-acétique d'une part, et celles des pics correspondant

au standard interne, d'autre part, permet de déterminer le taux
en hormone de chaque extrait, grâce à une courbe étalon.

Les preuves de l'identité du pic sont données par les trois éléments
suivants :

1. Le temps de rétention du pic correspond à celui de la substance de
référence ;

2. Le pic est obtenu sur certaines valeurs de m/e qui correspondent spé¬

cifiquement à la substance à analyser, et
3. Le rapport entre les hauteurs des deux pics correspondant à la subs¬

tance est semblable à celui des mêmes ions dans le spectre de masse.

Par cette méthode, deux lots de mille coiffes ont été préparés et
la teneur en acide indolyl-3-acétique a pu être déterminée de manière
non équivoque. Une coiffe contient 93,6 picogrammes de cette
hormone.

Des essais récents ont montré que cette technique ne se limitait pas
au dosage de cette hormone uniquement, mais qu'elle pouvait également
s'appliquer à d'autres composés endogènes, pour autant que l'on soit
en possession de la substance de référence. Par exemple, on sait qu'une
hormone de régulation de croissance différente de l'AIA est liée également

au géotropisme de la racine (Pilet, 1975). Cet inhibiteur, l'acide
abscissique, a pu être dosé récemment dans ce même matériel végétal
(Rivier et coll., en préparation).
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4.2. Analyse d'un médicament thymoleptique dans Furine par ionisation
chimique

Dans les cas d'intoxication volontaire et accidentelle, il peut être
vital d'analyser les metabolites d'un médicament dans l'urine si celui-ci
est dégradé très rapidement par l'organisme. Foltz et ses collaborateurs
(1974) ont développé une méthode de GC-MS par ionisation chimique
afin de déterminer les metabolites d'un médicament antidépressif,
l'amitriptyline.

Après extraction de l'urine, ils soumettent le résidu à la GC-MS en
utilisant le méthane comme gaz vecteur. Avec l'enregistrement du flux
ionique total, le médicament et ses metabolites apparaissent en fonction
de leur temps de rétention respectif (fig. 4). Cette mesure ne permet pas
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tr 40- I x\\_i / i N

| 20-
< _J liCftyft___

i

50
1 1

100 150
1 1 1

200 250 300

NUMERO DU SPECTRE

Fig. 4. — Chromatogramme reconstitué par ordinateur du flux total ionique provenant
de l'injection d'un extrait d'urine d'un patient qui a reçu une dose d'amitriptyline.
D'après Foltz et coll. (1974).

l'identification de la structure des metabolites, mais détermine le temps
de rétention de chacun d'eux. A cette fin, une nouvelle injection est
effectuée afin d'enregistrer un spectre de masse complet au moment où
la substance intéressante émerge du chromatographe. L'élucidation de

la structure de chaque metabolite est alors possible et la figure 5 donne
le spectre de masse par ionisation chimique de chacun des composés.
Bien que très simple, chaque spectre est caractéristique d'une substance

et, malgré la grande similitude de structure des molécules, la distinction
des spectres est aisée. De cette manière, et en une seule injection, il a été

possible de déterminer les trois metabolites de l'amitriptyline: la
nortriptyline (fig. 5A), l'hydroxynortriptyline (fig. 5B) et l'hydroxyamitrip-
tyline (fig. 5C).
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Du point de vue méthodologique, il apparaît donc que :

1. L'élucidation de la structure de chaque metabolite a été facilitée par
un nombre relativement restreint de pics dans les spectres de masse.

2. Le pic MH+, ou pic pseudo-moléculaire, n'est pas le plus abondant
dans tous les cas, comme il serait souhaitable théoriquement. En
effet, comme les metabolites hydroxylés sont facilement déshydratés
dans la source elle-même, ce sont les pics MH+-HaO qui sont les

plus abondants, dans le spectre de ces substances.

3. Dans certains cas, des recombinaisons plus nombreuses peuvent avoir
lieu, compliquant ainsi la lecture du spectre de masse. Dans le cas
de la nortriptyline, l'ion MC2H5+ provient de la condensation de
deux molécules de gaz vecteur, le méthane, avec une molécule du
metabolite.

Par cet exemple, on se rend compte que l'élucidation de structure
de molécule inconnue n'est pas simple, mais que l'utilisation de la GC-
MS, et particulièrement la technique de l'ionisation chimique facilitent
le problème.

4.3. Utilisation d'isotopes stables pour la détermination d'une voie
métabolique

L'emploi d'isotopes radioactifs en biologie humaine a toujours été

problématique pour des raisons éthiques évidentes. Par contre,
l'administration de composés marqués par des isotopes stables est possible,
à condition de pouvoir disposer de méthodes judicieuses pour les détecter
et les doser. La spectrométrie de masse est la méthode qui fournit le plus
de renseignements sur les molécules marquées, puisque, par son spectre
de masse, elle rend possible la détermination de la position de chaque
atome substitué. Par ailleurs, les isotopes stables ont l'avantage de ne

pas modifier de manière significative le comportement biologique de la
substance (Peng et coll. 1972). Par leur caractère quasi-inoffensif pour
l'organisme, ces molécules particulières sont un outil idéal pour suivre
le métabolisme in vivo de substances exogènes. Leur utilisation permet
également de connaître le métabolisme de substances endogènes. Dans
ce cas, il faut compter sur la présence naturelle de l'isotope stable choisi
dans l'organisme même. Pour l'azote par exemple, ainsi que pour
l'oxygène et le deuterium, la proportion d'isotope stable naturel est
négligeable par rapport à celle de la substance synthétisée. Par contre,
si on choisit le C13, il faudra tenir compte de son abondance naturelle,
puisqu'elle excède 1 %.

•4 Fig. 5. — Spectres de masse par ionisation chimique (Méthane) des trois metabolites
de l'amitriptyline: la nortriptyline (A), l'hydroxynortriptyline (B) et l'hydroxyamitrip-
tyline (C). D'après Foltz et coll. (1974).
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L'exemple qui suit a été réalisé par Curtius en pédiatrie (Curtius
et coll., 1972 a et b): Si on administre à un enfant sain de la phenylalanine

deutérée, on trouve dans l'urine les metabolites marqués tels
la tyrosine et l'acide p-hydroxyphényl-lactique par exemple (fig. 6).
Si l'expérience est répétée avec un sujet atteint de phényl-cétonurie.

PHENYLALANINE

ACIDE p-HYOROXY
PHENYL- LACTIOUE

Fig. 6. — Métabolisme de la phenylalanine chez
un enfant sain. D'après Curtius et coll. (1972b).

on n'observera aucune excrétion d'acide p-hydroxy-phényl-lactique
marqué, mais paradoxalement une production plus forte de ce metabolite
non marqué. Or, chez ce malade, la phenylalanine ne peut pas être méta-
bolisée en tyrosine. Comment expliquer alors ce phénomène? C'est
justement par l'utilisation judicieuse d'isotopes stables que Curtius a
démontré finalement que la phenylalanine inhibe la formation de DOPA
à partir de la tyrosine, cette dernière provenant de la nutrition. Comme
cette voie métabolique est bloquée, une autre voie devient prépondérante
et la tyrosine est alors dégradée en acide p-hydroxy-phényl-lactique.

5. Quelques principes de méthodologie

Lors d'analyses par GC-MS, il est essentiel de procéder à un certain
nombre de contrôles, afin de s'assurer que la mesure effectuée corresponde

effectivement à ce qui doit être analysé. Il est bien connu que les

extraits biologiques (sang, plasma, extraits végétaux,...) renferment une
quantité très grande de substances les plus diverses. Si elles ont un temps
de rétention identique, elles sont capables d'interférer parfois avec le

composé que l'on désire analyser. Dans ce cas, il est certain que les

mesures ne correspondent pas à la réalité in vivo.
Dans cette optique, il n'est pas rare que l'enregistrement de spectres

de masse au moment de l'émergence d'un pic de Chromatographie
apparemment pur (c'est-à-dire, de forme gaussienne), ne laisse
apparaître, après dépouillement, qu'un mélange de substances. 11 est alors
impossible de déterminer les structures des composés en présence.
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Lorsqu'un dosage est envisagé, il est absolument nécessaire de tester
minutieusement les méthodes d'extraction et de purification utilisées.
Premièrement, les valeurs m/e (paramètres choisis pour la fragmento-
graphie de masse), doivent correspondre, dans le spectre de référence, à

une intensité relative suffisante. De cette manière une détection précise
et sensible du composé recherché est réalisable. Deuxièmement, la valeur
m/e doit, en règle générale, être la plus grande possible. Cela permet
d'éviter également le risque d'interférence avec d'autres substances.
En effet, les fragments de rapport m/e élevé ne seront pas contaminés

par ceux qui proviennent d'impuretés de poids moléculaire inférieur. Il est
aussi important de contrôler si les ions produits par les substances appartenant

à la colonne du chromatographe et aux impuretés des solvants
d'extraction et de dérivatisation, n'interfèrent pas sur les canaux choisis.

C'est ainsi seulement qu'un dosage spécifique et sensible pourra
s'effectuer dans de bonnes conditions par fragmentographie de masse.
De plus, des fragmentogrammes « propres » permettent d'utiliser une
température de Chromatographie plus élevée, puisque aucune substance

étrangère, ni même le solvant, ne vient perturber la ligne de base. Il en
résulte un gain de temps appréciable. Ainsi donc, si toutes les exigences
particulières à cette méthode sont respectées, les techniques de GC-MS,
et particulièrement la fragmentographie de masse, atteignent une très
haute capacité d'analyse.

6. Comparaison avec d'autres méthodes

Dans le tableau, la sensibilité de diverses méthodes utilisées couramment

en biologie et en médecine est reportée. Quelques remarques
s'imposent à son propos.

Il est certain que, lorsqu'ils existent, les procédés utilisant une réaction

immunologique sont rapides, sensibles et simples à exécuter. De
cette manière, même à des sensibilités proches de la limite, ces tests
donnant un résultat négatif, permettent d'exclure la présence de la
substance recherchée dans le spécimen. Pourtant, ce sont certaines particularités

structurales de la molécule à analyser qui déterminent la spécificité

de la méthode. Or ces caractéristiques peuvent être communes à

plusieurs metabolites de cette molécule, ainsi qu'à d'autres composés. La
spécificité de cette méthode est donc variable, et une réaction immunologique

positive devra être confirmée par d'autres tests non sérologiques.
Les méthodes spectrophotométriques (absorption et fluorescence)

n'offrent sensibilité et spécificité que dans des cas bien limités. Ce n'est
qu'après un contrôle minutieux que ces techniques pourront être utilisées

en routine.
La Chromatographie en phase gazeuse est plus sensible que la

Chromatographie sur couche mince ou sur papier d'un facteur 10 environ.
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Tableau: Sensibilité approximative de quelques systèmes analytiques utilisés en
biologie et médecine (déterminations quantitatives)

Méthode Concentration Quantité Volume
minimale minimale minimal
(mole/litre) (mole) (microlitre)

Tests immunologiques 10-' - io-8 io-11 -10 -12 10-100
Spectrophotométrie IO"6 io-10 100

Fluorimetrie io-9 io-13 100

Chromatographie en phase gazeuse
Détecteur à ionisation de flamme io-4 io-10 1

Détecteur au phosphore IO"9 io-15 1

Détecteur à capture d'électrons io-7 10-13 1

GC-MS IO"6 io-10 10

Fragmentographie de masse io-9 io-14 10

Son application est limitée aux composés volatilisables. Des détecteurs
spécifiques peuvent augmenter la sensibilité de cette technique jusqu'à
1000 fois (détecteur à capture d'électrons ou détecteur au phosphore).

Si un spectromètre de masse est utilisé comme détecteur spécifique
(fragmentographie de masse), alors la sensibilité du système est comparable

à celle du détecteur à capture d'électrons. De plus, et contrairement
à cette dernière, toutes les classes de composés chimiques peuvent être
analysées par fragmentographie de masse. L'utilisation d'un standard
interne idéal est alors possible.

Le coût relativement élevé de l'investissement de départ ainsi que
celui de l'utilisation d'un GC-MS semblent représenter un sérieux
handicap. Il est pourtant amplement compensé par la rapidité avec
laquelle des résultats de qualité sont obtenus. Une cinquantaine d'échantillons

peuvent être analysés en une journée de 8 heures.

Conclusion et perspectives d'avenir

Comme il a été montré tout au long de cet article, la capacité d'effectuer

des mesures qualitatives et quantitatives par GC-MS est applicable
à un éventail très large de composés. La qualité des résultats obtenus
démontre la validité de ces techniques dans les domaines de la biologie
et de la médecine. Il est pourtant nécessaire que l'utilisation et le maintien

de cet appareillage soient simplifiés à l'avenir. A cette condition,
ces techniques seront utilisables hors du domaine exclusif de la recherche.
D'ailleurs il est significatif que la tendance du marché actuel va vers la
simplification et le contrôle par mini-ordinateur des différents organes du
spectromètre de masse. Il est alors possible d'imaginer que prochainement
la GC-MS pourra être utilisée en routine, dans les hôpitaux par exemple.
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