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LA SPECTROMETRIE DE MASSE EN TANDEM APPLIQUEE A LA GENETIQUE

-

INTRODUCTION

Les techniques et instruments utilisés dans le but d’analyser
des marqueurs biologiques évoluent constamment. Dans cette
perspective, l'instrument idéal devrait permettre d’analyser
quantitativement, a partir d'une matrice complexe non purifiée,
une multitude de composés, et ce, avec de trés grandes sensi-
bilité et spécificité. Parmi les instruments actuellement
disponibles, qui tendent a se rapprocher de cet idéal, figure le
spectrometre de masse en tandem (SM/SM). En effet, avec cet
instrument, il est possible de déterminer la concentration de
plusieurs dizaines de composés en seulement quelques minutes
a partir d’'un échantillon biologique ayant été soumis a une pré-
paration simple et rapide. Une des principales applications du
spectrometre SM/SM se trouve actuellement en pharmacologie,
car il permet d’analyser des composés de structures chimiques
variées avec une grande sensibilité, tels que les médicaments et
leurs métabolites. De nombreuses autres applications ont été
développées, tant dans les domaines de la biochimie que de la
chimie, et de bons textes sur la spectrométrie de masse ont déja
été publiés (1-5). Le sujet de ce court texte portera uniquement
sur les applications de la spectrométrie SM/SM dans le domaine
de la génétique biochimique.

PRINCIPES DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE EN
TANDEM

Bien que les principes physiques de la spectrométrie de masse
remontent au début des années 1900, il faut attendre les années
1960 pour I'apparition de la spectrométrie SM/SM, puis la fin des
années 1980 pour le développement d’'un appareil permettant
I’ionisation efficace et rapide d’'un spécimen a partir d’'une phase
liquide. C’est véritablement a partir des années 1990, suite a la
mise en marché d’instruments relativement abordables faisant
appel a l'ionisation par électrovaporisation, que la spectrométrie
SM/SM a pris un essor fulgurant au niveau des applications
cliniques.

Le spectrométre SM/SM est un instrument qui peut étre frag-
menté en cing composantes principales : la source d’ionisation,
le premier spectrométre de masse, la cellule a collision, le
deuxieme spectrometre de masse et finalement le détecteur,
tout cela dans un instrument compact. Le principe de base de la
spectrométrie de masse implique que les molécules a analyser
doivent posséder une charge. En absence de charge, il sera
impossible de séparer et de concentrer les molécules dans le
spectrometre de masse et il sera conséquemment impossible de
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détecter ces composés. Afin d’ajouter une charge électrique aux
composés a analyser, différentes sources d’ionisation ont été
développées, chacune ayant ses forces et ses faiblesses (6).
Conséquemment, dépendant de la taille et du type de molécule
a analyser, une source d’ionisation peut étre préférée a une
autre. Les principes physiques permettant la séparation des
molécules selon leur masse sont également variés (secteur
magnétique, temps de vol, trappe ionique...), chacun présentant
ses forces et ses faiblesses. Comme les sources d’ionisation et
la technologie de spectrométrie de masse utilisées ne sont pas
aisément interchangeables d’un instrument a un autre, cela se
traduit par une série d’'instruments ayant une gamme d’applica-
tion spécifique et limitée. Par exemple, un spectrométre SM/SM
utilisé pour analyser des protéines pourra difficilement analyser
des petites molécules organiques, et inversement. Le spec-
trometre SM/SM est donc sélectionné en fonction du type de
molécules a analyser et du degré de précision et de sensibilité
recherché. Dans le cadre de ce court texte, I'instrument qui nous
intéresse plus particulierement est composé d’une source d’ioni-
sation par électrovaporisation (Figure 1) et de spectrométres de
masse a quadrupdles (Figure 2). C’est la configuration actuelle-
ment la plus utilisée pour les applications cliniques.

La source d’ionisation par électrovaporisation permet la vapo-
risation d’'un échantillon présent dans une phase liquide, par
exemple en provenance d’une colonne HPLC, en soumettant
I'échantillon & un jet de gaz chaud et en méme temps a un fort
courant électrique. Les grosses gouttelettes formées au départ
sont chargées par l'intermédiaire du courant électrique appliqué
et deviennent ainsi de plus en plus petites jusqu’a former des
ions moléculaires (2). Tel que montré a la Figure 1, lorsque les
conditions instrumentales sont sélectionnées pour que I'anode
soit située au niveau de I'échantillon liquide en provenance du
HPLC, une charge positive sera acquise par les molécules de
cet échantillon, si leur nature chimique le permet. Seuls les
cations ainsi formés seront attirés et accélérés vers la cathode,
et par un petit orifice présent dans cette cathode, ils pourront
pénétrer plus loin dans I'appareil pour étre analysés. Le reste de
I’échantillon est éliminé par une pompe a vide. |l est a noter que
si la nature chimique des molécules a analyser se préte davan-
tage a la formation d’anions, il est possible d’inverser le courant.
Ces ions peuvent ensuite pénétrer dans le premier spectrométre
de masse pour étre séparés en fonction de leur masse et de leur
charge. Le premier spectrométre de masse est le plus souvent
composé d’'une enceinte formée de quatre barres métaliques
(quadrupdle) ou plus (hexapdle, octapdle) auxquelles est
appliqué un courant électrique. Afin d’alléger le texte, seul le
terme quadrupdle sera utilisé dans les explications qui suivent.
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Figure 1
Principe de la source d’ionisation par électrovaporisation.

Schéma reproduit avec la permission de John Wiley & Sons Inc.

Etant donné la spécificité de I'informa-
tion obtenue sur chaque composé, la
préparation préalable de I'échantillon

se limite souvent a une seule extraction
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ionisées, toute interférence dans
I’échantillon susceptible de diminuer
I'efficacité de lionisation (sels, protéi-
nes...) affectera négativement le seuil

La Figure 2 illustre que lorsqu’une molécule pénétre dans une
enceinte soumise a une radiofréquence précise, elle va adopter
une trajectoire ondulatoire propre a sa masse et a sa charge. On
peut constater que les mouvements oscillatoires réguliers de
I'ion résonnant vont lui permettre de traverser toute la distance
du spectrométre de masse et lui permettre ainsi de passer dans
I'orifice de sortie. Par contre, a cette méme radiofréquence, I'ion
non résonnant de masse différente adopte une trajectoire qui ne
lui permet pas de sortir du quadrupdle et il sera évacué par les
pompes créant le vide de I'appareil. En changeant rapidement
les radiofréquences sur un intervalle de quelques millisecondes,
on peut ainsi analyser des composés de masse différente. Si on
s’arrétait ici, on aurait un spectrometre de masse simple. L'utilité
de cet instrument resterait limitée, car de nombreux composés
possédent la méme masse atomique, et une purification impor-
tante de I'échantillon ou séparation chromatographique préala-
ble serait nécessaire afin de se débarrasser des contaminants.
En ajoutant une cellule a collision et un deuxiéme spectrometre
de masse, on obtient un spectroméetre SM/SM qui permet
d’obtenir beaucoup plus d’informations sur la nature du com-
posé. La cellule a collision et le deuxieme spectrométre de
masse sont des quadrupdles, tout comme le premier spectro-
metre de masse, ce qui fait que ce type d’instrument est souvent
appelé triple quadrupdle. Aprés leur sortie du premier spectro-
metre de masse (premier quadrupdle), seules les molécules
d’une masse moléculaire précise pourront poursuivre leur
chemin dans la cellule a collision (deuxieme quadrupdle) ou
elles seront fragmentées en entrant en collision avec des
molécules d’argon. Dans des conditions instrumentales parti-
culieres, le profil des fragments qui ont conservé une charge est
habituellement unique a un composé. Comme il n'y a pas de
séparation de masse dans la cellule a collision, I'analyse de la
masse et de l'intensité relative des ions fragments se fait dans
le deuxieme spectrometre de masse (troisieme quadrupdle),
donnant un profil qui est en quelque sorte un empreinte digitale,
permettant d’identifier a partir d'un mélange complexe une ou
plusieurs molécules, et ce avec une grande précision. C’est ce
qui fait la force de la spectrométrie SM/SM.

de détection. Conséquemment, si un

composé est particulierement affecté
par ces interférences et que sa concentration est plus faible que
le seuil de détection, il faudra purifier davantage ou concentrer
I'échantillon avant de pouvoir I'analyser. En ce qui concerne la
capacité a discriminer certaines molécules, il faut mentionner
que les isomeéres, ayant par définition une masse moléculaire
identique, ne sont conséquemment pas séparés par le premier
spectrométre de masse, et comme les fragments qu’ils pro-
duisent dans la cellule a collision sont souvent identiques, il peut
s’avérer impossible de les quantifier isolément. De plus, la com-
plexité du mélange biologique est parfois si grande que la pro-
babilité d’obtenir les mémes ions fragments de la part de deux
composés différents peut étre élevée. Dans ces situations, une
purification plus grande de I'échantillon ou une étape chroma-
tographique HPLC préalable pour séparer les isoméres peut
s’avérer nécessaire afin d’obtenir I'information désirée.

APPLICATIONS EN GENETIQUE

Les applications de la spectrométrie SM/SM sont particuliere-
ment importantes en pharmacologie et en endocrinologie, mais
également dans d’autres domaines comme la génétique. La pre-
miere application clinique importante de la spectrométrie SM/SM
en génétique fut 'analyse des acylcarnitines. La carnitine est
une molécule de taille similaire aux acides aminés et jouant un
réle important dans la B-oxydation des acides gras (7). En pré-
sence d’'un désordre métabolique de la B-oxydation, de certains
autres désordres métaboliques ou dans certaines conditions
physiologiques, il se produit une accumulation des acides
organiques produits par I'organisme. Afin de s’en débarrasser,
'organisme dispose de plusieurs voies et mécanismes de
détoxification et 'un d’entre eux est la conjugaison a la carnitine
produisant des esters de carnitine appelés acylcarnitines. Ainsi,
une élévation plasmatique des acylcarnitines peut entre autres
suggérer la présence d’un désordre génétique du métabolisme.
Bien que la mesure des acylcarnitines totaux soit utilisée dans
les désordres du métabolisme, ce test est peu spécifique car de
telles élévations peuvent également étre observées dans
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Figure 2 tromeétre SM/SM reste un instrument
Mouvement ondulatoires des ions résonnants et non résonnants soumis a une dispendieux qui ne peut se faire une
radiofréquence précise. place que dans les laboratoires ayant
Schéma reproduit avec la permission du Dr Paul Gates, School of Chemistry, University un grand volume d’analyses spéciali-
of Bristol, UK.
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justifiée que dans les grands centres
de génétique ou dans les centres de

TO taille moyenne par un partenariat avec
DETECTOR d’autres départements pour que soient
aussi effectuées des analyses de phar-
macologie et d’endocrinologie. De plus,
certaines limitations inhérentes a la
spectrométrie SM/SM font quelquefois
en sorte qu'une étape d’extraction de
I’échantillon doive étre effectuée, que

exit slit certaines molécules thermiquement
(to detector) instables ne puissent étre quantifiées

adéquatement ou que des isomeres ne
puissent pas étre quantifiés sans une
étape préalable de chromatographie.

DEPISTAGE NEONATAL

plusieurs autres conditions. A titre d’exemple, un individu en
état de jelne prolongé produira une grande quantité de corps
cétoniques dont une partie se condensera a la carnitine pour for-
mer de l'acétylcarnitine et du butyrylcarnitine, augmentant ainsi
les niveaux d’acylcarnitines plasmatiques totaux a un niveau
similaire a celui qui pourrait étre observé chez un patient avec
désordre génétique du métabolisme. Etant donné que de nom-
breux patients admis a I'urgence sont en état de jeline prolongé,
il devient donc tres difficile d’interpréter adéquatement un résul-
tat élevé d’acylcarnitines totaux. La solution a ce probléme serait
de déterminer les concentrations spécifiques des différents
acylcarnitines. C’est la qu’entre en jeu le spectrometre SM/SM.

En faisant appel au pouvoir de résolution de cet appareil, on
arrive a déterminer précisément les concentrations d’une
trentaine d’acylcarnitines en moins de deux minutes. Chez un
enfant produisant une quantité importante de corps cétoniques,
on détermine que les élévations se concentrent au niveau des
acylcarnitines secondaires a la cétose (acétylcarnitine et butyryl-
carnitine) et on peut du méme coup diminuer grandement la
possibilité d’'un désordre métabolique. Par contre, la présence
d’autres acylcarnitines spécifiques permettra de déterminer avec
une grande sensibilité et une grande spécificité la présence d’un
désordre du métabolisme, et méme le type précis de ce désor-
dre. Cet outil s’avére donc trés utile en génétique et est main-
tenant utilisé de fagon courante dans I'’évaluation de nombreux
patients chez lesquels les cliniciens soupgonnent la présence
d’un désordre métabolique.

Les applications de la spectrométrie SM/SM a la génétique ne se
limitent pas a I'analyse des acylcarnitines, mais également a
plusieurs autres molécules importantes telles que les acides
aminés, les purines et pyrimidines, les porphyrines, ’lhomocys-
téine, les oligosaccharides et glycolipides, et I'acide méthyl-
malonique. Cependant, dans la plupart des laboratoires, ces
autres analyses sont le plus souvent toujours effectuées a I'aide
d’instruments plus classiques tels que le HPLC ou le GC/MS, et
cela pour plusieurs raisons. La raison principale est que le spec-

.

Plusieurs maladies génétiques asso-

ciées a une perturbation du métabo-
lisme se traduisent cliniquement par une période initiale plus ou
moins longue ou le patient ne présente pas d’atteinte sévere.
Par la suite, surviennent les crises métaboliques pouvant con-
duire a des dommages irréversibles. Conséquemment, I'identifi-
cation de ces patients des la naissance et leur traitement
présymptomatique sont susceptibles de leur permettre d’avoir
un développement normal. C’est le principe de base du
dépistage néonatal dont 'exemple classique est le dépistage de
la phénylcétonurie. Pour effectuer ce dépistage, un échantillon
de sang sur papier buvard est utilisé, ce dernier étant plus pra-
tigue et moins colteux a prélever et a transporter qu’'un échan-
tillon de plasma. Plusieurs principes analytiques peuvent alors
étre utilisés pour détecter la phénylalanine ou d’autres com-
posés. Le principal désavantage de cette approche est qu’il faut
effectuer un dosage spécifique pour chaque composé a détecter,
en limitant ainsi le nombre, et conséquemment, les pathologies
différentes qu’un programme de dépistage néonatal peut se
permettre de cibler. C’est a ce niveau qu’entre encore une fois
en jeu le spectrométre SM/SM.

Ainsi, suite au développement du dosage des acylcarnitines
par spectrométrie SM/SM, la méthodologie a rapidement été
appliqguée a la quantification simultanée des acylcarnitines et
des acides aminés, en utilisant du sang séché sur papier buvard
comme échantillon. Bien que certains isoméres des acylcar-
nitines et des acides aminés ne puissent étre quantifiés séparé-
ment dans les conditions analytiques utilisées pour le dépistage
néonatal, ces limitations restent mineures comparativement aux
forces de la spectrométrie SM/SM. Etant donné la capacité
d’analyser aisément une centaine de composés en une seule
injection, et de produire rapidement les résultats, il devenait pos-
sible d’augmenter considérablement le nombre de pathologies
pouvant étre incluses dans un programme de dépistage. Il est
donc possible de détecter par spectrométrie SM/SM la phényl-
cétonurie, mais aussi de nombreux autres composés reliés
aux désordres du métabolisme des acides aminés et de la
B-oxydation des acides gras (8). Ainsi, avec un délai de deux
minutes entre chaque injection, il est possible d’analyser les
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spécimens de plus de 300 patients par jour sur un seul instru-
ment et de quantifier dans ces spécimens des dizaines de com-
posés permettant d’identifier plus d’'une trentaine de désordres
du métabolisme. Cette approche a littéralement révolutionné la
fagon de faire le dépistage néonatal et la majorité des pro-
grammes de dépistages néonataux utilisent déja ou envisagent
I'utilisation du spectrometre SM/SM. Encore une fois, il ne
faudrait cependant pas croire que le spectrometre SM/SM est un
instrument miraculeux qui regle tous les problémes. Il existe
toujours une certaine zone de chevauchement entre les distri-
butions des concentrations normales et pathologiques de la
majorité des métabolites mesurés, ce qui se traduit par la
présence de faux négatifs et de faux positifs. Cette restriction
n’est cependant pas spécifique a la spectrométrie SM/SM et est
inhérente a la trées grande majorité des tests diagnostiques utili-
sés en clinique.

CONCLUSION

Le développement de la spectrométrie SM/SM a permis de faire
avancer considérablement le domaine de la génétique biochi-
mique, principalement par le dosage des différentes espéces
d’acylcarnitines présentes dans une matrice complexe, mais
également en révolutionnant le dépistage néonatal. A cet égard,
la spectrométrie SM/SM est maintenant utilisée dans la majorité
des laboratoires de dépistage néonataux aux Etats-unis et
occupe une place moindre, mais de plus en plus importante,
dans les laboratoires de dépistage canadiens et européens. La
souplesse du spectrométre SM/SM avec source d’ionisation
électronique permet également son utilisation dans des centres
de référence plus petits par partage de l'instrumentation pour
d’autres applications, telles que les dosages d’hormones ou de
médicaments et ce, en ne changeant que les parameétres de la
méthode au niveau de I'instrument. Plus spécifiquement en ce
qui concerne le Québec, les grands centres universitaires
(CHUS, CHUM et CUSM) disposent déja ou disposeront sous
peu de spectrometres SM/SM utilisés a des fins cliniques. Bien
que seul le CHUS utilise jusqu’a maintenant cet instrument pour
des analyses de génétique, ces trois centres I'utiliseront égale-
ment pour des analyses pharmacologiques (principalement les
immunosuppresseurs) et le dosage d’hormones stéroidiennes.
Le faible niveau de purification de I'échantillon habituellement
requis, la capacité a analyser un large spectre de molécules
avec un minimum d’interférences et la rapidité d’analyse souvent
réduite a quelques minutes par échantillon, font du spectrometre
SM/SM un instrument performant et recherché. Avec la popula-
risation et I'évolution de cette technologie, il est probable que les
codts vont diminuer permettant a des centres de plus petite taille
d’y avoir acces.
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ABREVIATIONS

CHUM Centre hospitalier de I'Université de Montréal

CHUS Centre hospitalier de I'Université de Sherbrooke

CUSM Centre hospitalier de santé McGill

GC/MS chromatographie phase gazeuse/spectrométre de
masse

HPLC chromatographie liquide a haute performance

SM/SM masse en tandem
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