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Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements



3

Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Opérations réalisées par un spectromètre de masse :

1- Volatiliser
Séparer les molécules les 
unes des autres : passage 

à un état gazeux

2- Ioniser
Transformer les molécules en 

ions (grâce aux champs 
électriques et magnétiques)

3- Mesurer les rapports m/z
Calculer la masse moléculaire à 

partir du rapport 
masse (m) / charge (z)

Choix du spectromètre (source / analyseur) selon les 
applications souhaitées

Source d’ion Analyseur

Introduction 
de 

l’échantillon
Détecteur
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Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Critères de choix principaux de la source :

• la volatilité et la stabilité thermique du 
composé à analyser 
• les fonctions chimiques présentes et leur 
aptitude à induire une ionisation 
• la taille des molécules 
• les quantités de produits disponibles 

Critères de choix principaux de l’analyseur :

• la résolution
• la gamme de masse (m/z) analysée 
• la fréquence de balayage
• la sensibilité

Source d’ion Analyseur

Introduction 
de 

l’échantillon
Détecteur
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Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

1er exemple : Analyse qualitative

Exemple : identification de bactéries



6

Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Source d’ion Analyseur

Introduction 
de 

l’échantillon
Détecteur

Source MALDI 
(désorption-ionisation laser assistée par matrice)

Mélange matrice + 
échantillon co-cristallisé sur 

une surface métallique 

Energie du laser => ionisation de la matrice => 
dissociation + passage en phase gazeuse + 

transfert de la charge à l'échantillon => ionisation 
et volatilisation de l’échantillon
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Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Source d’ion Analyseur

Introduction 
de 

l’échantillon
Détecteur

ions de m/z différents = vitesses différentes 

Les ions de rapport m/z le plus petit 

parviendront au détecteur les premiers

TOF

Mesure d’un temps de vol (Time Of Flight)



8

Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Source d’ion Analyseur

Introduction 
de 

l’échantillon
Détecteur

Spectromètre MALDI-TOF

1er exemple : Analyse qualitative

Exemple : identification de bactéries
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Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

2èmeexemple : Analyse quantitative
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Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Source d’ion Analyseur

Introduction 
de 

l’échantillon
Détecteur

Source d’ionisation douce, à pression atmosphérique
Ex: ESI Electrospray ionisation

L’échantillon est évaporé par un courant gaz (N2) 
+ ionisé par application d’une ddp
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Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Source d’ion Analyseur

Introduction 
de 

l’échantillon
Détecteur

Classiquement : Analyseur de type Quadripôle
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Principe d’un analyseur quadripolaire :
Application potentiels électriques

=> parcours de l’ion selon m/z
=> sélection

Mais problème si des ions ont le même m/z…

… SM en tandem

Mais problème si des ions fils ont le même m/z…

… séparation chromatographique en amont

Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements

Analyseur
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Pour les « petites molécules » type hormones stéroïdiennes, 
acides aminés, toxico-pharmacologie etc.

Spectrométrie de masse en tandem + Chromatographie liquide
LC-MS/MS

Classiquement type triple quadripôle

Beaucoup d’applications… et beaucoup d’équipements
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La technologie

Introduction de l’échantillon

Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle
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Chromatographie liquide : 
séparation selon affinité phase 
mobile / phase stationnaire

Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle

La technologie
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Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle

Source d’ionisation :
Nébulisation / désolvatation / ionisation

molécules dans solvant => molécules ionisées désolvatées

La technologie
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Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle

1er quadripôle : sélection de l’ion parent
Sélection, successivement, d’1 ion parent selon son m/z

molécules ionisées => 1 ion parent de m/z choisi

La technologie
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Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle

2ème quadripôle : fragmentation de l’ion parent
Fragmentation de l’ion parent induite par collision

1 ion parent de m/z choisi => plusieurs ions fils

La technologie
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Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle

3ème quadripôle : sélection de l’ion fils
Sélection, successivement, d’1 ion fils selon son m/z

plusieurs ions fils => 1 ion fils de m/z choisi

La technologie
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Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle

Détecteur + traitement informatique
1 ion fils de m/z choisi => 1 chromatogramme

Détecteur

La technologie
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Quantification

Association : 
Chromatographie liquide + spectrométrie triple quadripôle

Permet de s’affranchir des variations d’ionisation, de matrices etc.

Ajout en quantité connue un standard interne, marqué d’un isotope stable,  
dans tous les échantillons 

=> Quantification relative de l’analyte : 

Pour s’assurer de la qualité des différentes étapes :

Standard interne

Analyte Standard interne

testostérone 2H5-testostérone

Aire pic analyte

Aire pic standard interne
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Ion quantifiant (97)

Ion qualifiant (109)

Standard interne deutéré

Analyte

Pour s’assurer de la qualité des différentes étapes :

Standard interne

Quantification
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Pour permettre la quantification :

Droite de calibration

Disposer de calibrateurs pour déterminer les droites de calibration

=> Quantification

Quantification
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Alors, quelles sont les 
sources de variations ?

Quantification
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Difficultés

Alors, quelles sont les sources de variations ?

Etalonnage Pré-analytique
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Schéma extrait de la présentation de Roche Diagnostics, Mass Spectrometry 

in Clinical Diagnostics Industry point of view Munich June 2012 

Perspectives

?Bientôt des modules de spectrométrie de masse 

embarqués sur les chaines automatisées ?

Fin de la 1ère partie…



2e partie :
Application de la spectrométrie 

de masse au dosage des stéroïdes

Diane Dufour

Laboratoire Médecine Nucléaire In Vitro, CHRU de Tours

27e journées nationales du CNBH 25 janvier 2018
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Immunoanalyse (automatisée ou non)
Gain de temps

Gain de reproductibilité
Affranchissement de la radioactivité 

Un peu d’histoire…

Dosages radio-immunologiques

Limites persistantes :

• Sensibilité : concentration faible de certains stéroïdes

• Spécificité : 
– homologie de structure au sein des stéroïdes
– présence potentielle de molécules interférentes

• Nécessité de volume conséquent pour l’ensemble du panel (stt si extraction 

préalable)
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Pour les « petites molécules » type hormones stéroïdiennes

Spectrométrie de masse en tandem + Chromatographie liquide
LC-MS/MS

Classiquement type triple quadripôle

La spectrométrie de masse, une alternative ?
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Application de la SM au dosage des stéroïdes

3β : 3β-hydroxystéroïde-déshydrogénase ; 11ß : 11ß-hydroxylase ; 11ßOHSD2 : 11ß-hydroxystéroïde-déshydrogénase type 2; 17α : 17α-

hydroxylase ; 21 : 21-hydroxylase

Cholestérol

Prégnénolone

Progestérone

11-désoxycorticostérone

DOC

Corticostérone

18-hydroxycorticostérone

Aldostérone

17-hydroxyprégnénolone

17-hydroxyprogestérone

11-désoxycortisol

Cortisol

Delta-4-androstènedione

Déhydroépiandrostérone

DHEA

Testostérone

Estrone

Estradiol

MINÉRALOCORTICOÏDES GLUCOCORTICOÏDES ANDROGÈNES ESTROGÈNES

21-désoxycortisol

2121

11β 11β
17α

17α

17α

17α

3β3β 3β

Cortisone

11βOHSD2

Sulfate de DHEA

SDHA

3β : 3β-hydroxystéroïde-déshydrogénase ; 11ß : 11ß-hydroxylase ; 11ßOHSD2 : 11ß-hydroxystéroïde-déshydrogénase type 2; 17α : 17α-

hydroxylase ; 21 : 21-hydroxylase

Cholestérol

Prégnénolone

Progestérone

11-désoxycorticostérone

DOC

Corticostérone

18-hydroxycorticostérone

Aldostérone

17-hydroxyprégnénolone

17-hydroxyprogestérone

11-désoxycortisol

Cortisol

Delta-4-androstènedione

Déhydroépiandrostérone

DHEA

Testostérone

Estrone

Estradiol

MINÉRALOCORTICOÏDES GLUCOCORTICOÏDES ANDROGÈNES ESTROGÈNES

21-désoxycortisol

2121

11β 11β
17α

17α

17α

17α

3β3β 3β

Cortisone

11βOHSD2

Sulfate de DHEA

SDHA

Intérêt de disposer du panel de stéroïdes
Mais structures proches +++
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Préparation des standards

Application de la SM au dosage des stéroïdes

Kits « prêts à l’emploi », choix selon :
• Panel de stéroïdes proposé
• Volume échantillon nécessaire
• Accréditation souhaitée

Méthode « maison »
• Souplesse sur les analytes, 
• Souplesse du domaine de concentration etc.
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Préparation des échantillons

Ajout standards internes deutérés + 

solution d’extraction et précipitation

Récupération du surnageant

Evaporation

Reconstitution

Injection

Application de la SM au dosage des stéroïdes

Exemple 1- Extraction liquide / liquide et précipitation
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Préparation des échantillons

Application de la SM au dosage des stéroïdes

Exemple 2- Extraction sur colonne
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Chromatographie liquide

Application de la SM au dosage des stéroïdes

Séparation chromatographique sur colonne de silice de type C8 ou C18 
à l'aide d'un gradient d'élution 
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Application de la SM au dosage des stéroïdes

Spectrométrie de masse en tandem

Durée totale : 
3-10 min / échantillon
pour l’ensemble du panel
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Validation d’une série

• Aire standard interne

• Temps de rétention LC

• S/B suffisant

• Droite de calibration

• CIQ

Application de la SM au dosage des stéroïdes

Ion quantifiant (97)

Ion qualifiant (109)

Standard interne deutéré

Analyte
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Analyte
ex. 

Tr
(min)

ion 
moléculaire

(m/z)

ion 
quantifiant

(m/z)

ion 
qualifiant

(m/z)

Androstènedione 4,22 287 97 109

11-Désoxycortisol 3,37 347 97 109

Testostérone 4,53 289 97 109

17-OHP 5,0 331 97 109

Cortisol 2,10 363 97 121

Validation d’une série

Application de la SM au dosage des stéroïdes
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Qualités et limites de ces dosages par spectrométrie de masse ?

Les données ci-après sont issues des résultats obtenus au CHRU de Tours
(Spectromètre TQS (Waters®), Kit Stéroïdes (PerkinElmer®))

Application de la SM au dosage des stéroïdes
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Fidélité Intermédiaire

Spectrométrie de masse, qualités

niveaux C1 C2 C3

Concentrations 0,34 - 0,45 1,62 - 2,14 12 - 16

n 37 37 37

moyenne 0,39 1,87 13,86

écartype 0,02 0,08 0,70

CV% 5,81 4,19 5,04

moy-2DS 0,35 1,71 12,46

moy+2DS 0,44 2,02 15,26

Testostérone (nmol/L)

niveaux C1 C2 C3

Concentrations 1,15 - 1,51 5,49 - 7,29 40,0 - 52,8

n 38 38 38

moyenne 1,31 6,16 46,68

écartype 0,06 0,24 1,75

CV% 4,32 3,97 3,75

moy-2DS 1,19 5,67 43,18

moy+2DS 1,42 6,64 50,19

17-hydroxyprogestérone (nmol/L)
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Limites de linéarité et domaine de mesure

Spectrométrie de masse, qualités

Examen Seuil inférieur
(nmol/L)

Seuil supérieur
(nmol/L)

Val de ref adulte à 
titre indicatif

11 désoxy-cortisol 0,08 165 < 3. 9 nmol/L

17 hydroxy-progestérone 0,11 102 F: < 6.0 nmol/L
H: < 5.6 nmol/L

Delta-4-androstènedione 0,12 121 F: < 7.5 nmol/L
H: < 4.7 nmol/L

Testostérone 0,07 115 F: <1.9 nmol/L
H: 7.2-24.2 nmol/L
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Limites de linéarité et domaine de mesure

Spectrométrie de masse, qualités

Pur => hors du domaine de mesure
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Limites de linéarité et domaine de mesure

Spectrométrie de masse, qualités

Dilué 1/5 => soit 145 nmol/L (157 nmol/L pur hors gamme)
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Obtention d’un panel de stéroïdes
…en 1 analyse 

…sur un volume réduit d’échantillon
…selon méthode adoptée et standards disponibles…

Exemple :
Patiente de 68 ans, non suivie régulièrement.
Son médecin suspecte une insuffisance surrénalienne, dans le cadre d’une forme 
non classique d’hyperplasie des surrénales.
Devant l’hypocortisolisme, le médecin demande un test au synacthène®

Cortisol à T+60 min après Synacthène® = 96,7 nmol/L (< seuil)

Spectrométrie de masse, qualités

100 à 500 µL de sérum 
selon la méthode utilisée

:) en pédiatrie

Intérêt d’un panel ?
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Obtention d’un panel de stéroïdes

Delta-4 >

Testostérone >

11C <

17 OH-P >>>>

NB: Valeurs de référence pour taux de base

Spectrométrie de masse, qualités
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Delta-4 >

Testostérone >

11C <

17 OH-P >>>> 3β : 3β-hydroxystéroïde-déshydrogénase ; 11ß : 11ß-hydroxylase ; 11ßOHSD2 : 11ß-hydroxystéroïde-déshydrogénase type 2; 17α : 17α-

hydroxylase ; 21 : 21-hydroxylase

Cholestérol

Prégnénolone

Progestérone

11-désoxycorticostérone

DOC

Corticostérone

18-hydroxycorticostérone

Aldostérone

17-hydroxyprégnénolone

17-hydroxyprogestérone

11-désoxycortisol

Cortisol

Delta-4-androstènedione

Déhydroépiandrostérone

DHEA

Testostérone

Estrone

Estradiol

MINÉRALOCORTICOÏDES GLUCOCORTICOÏDES ANDROGÈNES ESTROGÈNES

21-désoxycortisol

2121

11β 11β
17α

17α

17α

17α

3β3β 3β

Cortisone

11βOHSD2

Sulfate de DHEA

SDHA

3β : 3β-hydroxystéroïde-déshydrogénase ; 11ß : 11ß-hydroxylase ; 11ßOHSD2 : 11ß-hydroxystéroïde-déshydrogénase type 2; 17α : 17α-

hydroxylase ; 21 : 21-hydroxylase

Cholestérol

Prégnénolone

Progestérone

11-désoxycorticostérone

DOC

Corticostérone

18-hydroxycorticostérone

Aldostérone

17-hydroxyprégnénolone

17-hydroxyprogestérone

11-désoxycortisol

Cortisol

Delta-4-androstènedione

Déhydroépiandrostérone

DHEA

Testostérone

Estrone

Estradiol

MINÉRALOCORTICOÏDES GLUCOCORTICOÏDES ANDROGÈNES ESTROGÈNES

21-désoxycortisol

2121

11β 11β
17α

17α

17α

17α

3β3β 3β

Cortisone

11βOHSD2

Sulfate de DHEA

SDHA

Obtention d’un panel de stéroïdes

Spectrométrie de masse, qualités



3β : 3β-hydroxystéroïde-déshydrogénase ; 11ß : 11ß-hydroxylase ; 11ßOHSD2 : 11ß-hydroxystéroïde-déshydrogénase type 2; 17α : 17α-

hydroxylase ; 21 : 21-hydroxylase

Cholestérol

Prégnénolone

Progestérone

11-désoxycorticostérone

DOC

Corticostérone

18-hydroxycorticostérone

Aldostérone

17-hydroxyprégnénolone

17-hydroxyprogestérone

11-désoxycortisol

Cortisol

Delta-4-androstènedione

Déhydroépiandrostérone

DHEA

Testostérone

Estrone

Estradiol

MINÉRALOCORTICOÏDES GLUCOCORTICOÏDES ANDROGÈNES ESTROGÈNES

21-désoxycortisol

2121

11β 11β
17α

17α

17α

17α

3β3β 3β

Cortisone

11βOHSD2

Sulfate de DHEA

SDHA

3β : 3β-hydroxystéroïde-déshydrogénase ; 11ß : 11ß-hydroxylase ; 11ßOHSD2 : 11ß-hydroxystéroïde-déshydrogénase type 2; 17α : 17α-

hydroxylase ; 21 : 21-hydroxylase

Cholestérol

Prégnénolone

Progestérone

11-désoxycorticostérone

DOC

Corticostérone

18-hydroxycorticostérone

Aldostérone

17-hydroxyprégnénolone

17-hydroxyprogestérone

11-désoxycortisol

Cortisol

Delta-4-androstènedione

Déhydroépiandrostérone

DHEA

Testostérone

Estrone

Estradiol

MINÉRALOCORTICOÏDES GLUCOCORTICOÏDES ANDROGÈNES ESTROGÈNES

21-désoxycortisol

2121

11β 11β
17α

17α

17α

17α

3β3β 3β

Cortisone

11βOHSD2

Sulfate de DHEA

SDHA
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Delta-4 >

Testostérone >

11C <

17 OH-P >>>>

X X +++

Si Hyperplasies congénitales des surrénales par déficit en 21-hydroxylase

+++

+++

Obtention d’un panel de stéroïdes

Spectrométrie de masse, qualités
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Spécificité & Recherche d’interférences

HSA’s advisory

Healthcare professionals are advised to indicate if their 
patient is on fulvestrant when requesting blood tests that 
include E2 levels and to consider alternative methods 
such as liquid chromatography-mass spectrometry 
instead of immunoassays to detect E2.

Spectrométrie de masse, qualités
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Spécificité & Recherche d’interférences

Spectrométrie de masse, qualités

Chromatographie

Spécificité assurée par :

Spectrométrie de masse

Seules des molécules qui auraient les mêmes temps de rétention en chromatographie 
(pas de séparation HPLC), isobares et donnant les mêmes fragments (pas de 
séparation SM) ne pourraient être séparées.
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Matrices variées

Spectrométrie de masse, qualités

Possibilité d’adapter les protocoles d’extraction pour les différentes matrices 
(sang, urine, salive, buvard etc.)

…mais pas sans difficultés pré-analytiques…
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= Peu de possibilités d’intervention par les techniciens en cas de panne

Spectrométrie de masse, … mais aussi limites

Technologie délicate ++

Vide poussé, si ouverture 4 à 48h nécessaire pour recréer le vide…Exemple :
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Spectrométrie de masse, … mais aussi limites

Technologie délicate ++

= Formation ++ du personnel

surtout si développement de nouvelles méthodes ou matrices

Favoriser un passage fréquent sur le poste
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Spectrométrie de masse, … mais aussi limites

Technologie délicate ++

= Coût ++ des équipements

Alors… intérêt de la mutualisation des équipements

=> compromis sur le choix des équipements et des méthodes
=> plages dédiées par activité



53

Spectrométrie de masse, … mais aussi limites

Pré-analytique à standardiser

Nécessiter d’homogénéiser les protocoles et de se comparer … car…

http://blog.ove.asso.fr/echoblog/files/2013/12/15.jpg
http://www.designtour.fr/lieux/mairie-bordeaux/
//commons.wikimedia.org/wiki/File:Loire_Maine_Angers2_tango7174.jpg
https://www.google.fr/url?q=http://www.impots-locaux.net/tag/paris/&sa=U&ei=4EpyU6alM8Ha0QX434GQAw&ved=0CDIQ9QEwAg&usg=AFQjCNF3jNyEeHW0EfP3Oy_Eqf2ShLmP6Q
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Spectrométrie de masse, … mais aussi limites

Pré-analytique à standardiser
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Spectrométrie de masse, … mais aussi limites

Pré-analytique à standardiser

Mais aussi…
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Spectrométrie de masse, … mais aussi limites

Pré-analytique à standardiser

SM
Toutes 

méthodes

Incertitude de mesure :
(exemple de la delta-4-androstènedione)



57

Spectrométrie de 
masse

Spécificité

Sensibilité

Reproductibilité

Panel d’intérêt

Volume d’échantillon

Rapidité de réalisation

Adaptation aux matrices

Pré-analytique

Coût

Formation

La spectrométrie de masse, en conclusion

Application de la SM au dosage des stéroïdes
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Toute utilisation des éléments présentés doit être soumise à l’autorisation de l’organisation

Je vous remercie de votre attention

Application de la spectrométrie de masse au dosage 
des stéroïdes
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Toute utilisation des éléments présentés doit être soumise à l’autorisation de l’organisation
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