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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Depuis trés longtemps les humains s’intéressenplasi complexe des organes du
corps humain, le cerveau. Le centre de contréletodges les activités conscientes et
inconscientes, n'a pas encore dévoilé tous segtsedr gere chaque seconde des millions
d’'informations venues de chaque partie du corperioie autant de réponses a travers les
réseaux neuronaux. Les catécholamines et les mitda font partie de la famille des
neurotransmetteurs et jouent des roles importaarts th transmission de l'information dans
le cerveau. Des déséquilibres dans leurs concemisgbeuvent provoquer de graves maladies
neurodégénératives, telles les maladies de Parkimsa’Alzheimer, ou mémes des maladies
d’ordre psychiatrique, telles la dépression, lazmbhrénie ou les troubles anxieux. Dans ce
contexte des méthodes d’analyse trés précisesgbles sont nécessaires afin de détecter des
faibles difféerences de concentration de ces congpdséis les différents tissus et fluides
biologiques.

L'objectif de notre travail a été de développerveie de l'identification et le dosage
des catécholamines (noradrénaline, adrénaline gandime), indolamine (sérotonine), leurs
précurseurs (tyrosine, tryptophane et dihydroxyptemlanine) et leurs métabolites (acide
dihydroxyphényle acétique, acide homovanilliqueidac5-hydroxyindole acétique et 3-
metoxytyramine) dans un extrait de cerveau, de eless méthodes séparatives par
chromatographie en phase liquide (CPL) compatildeec une double détection par
spectrométrie de masse et par électrochimie. Darnsut il a fallu prendre en compte les
contraintes imposées par chacun de ces détecteassayer de trouver le compromis pour
atteindre notre objectif. Nous avons ainsi ideétifiune part des contraintes liées a I'exigence
de volatilité de la phase mobile et de volume maliohe modificateur organique dans celle-
ci, pour avoir un spray stable en spectrométriendesse (minimum de 10% de solvant
organique) et d’autre part la nécessité d’une stjoartotale des composés pour la détection
électrochimique «non spécifique». Une divergendeeases deux types de détecteurs apparait
au sujet de la concentration de sel nécessairel'pbtention de la sensibilité maximale. Si en
électrochimie une meilleure sensibilité est obteauwec des phases tres riches en sel, en
revanche en spectrométrie de masse une phase rpehilehargée en sel est préférable pour
éviter la contamination de I'appareillage et latpate sensibilité. Nous avons donc opté en
priorité pour l'utilisation d’'une quantité modérde sels dans les phases mobiles pour obtenir

la meilleure sensibilité en spectrométrie de maPsewr améliorer le seuil de détection en

19



Introduction générale

électrochimie il suffira alors d'introduire un ligle additionnel post-colonne pour augmenter
la quantité de sel avant la détection.

Le premier chapitre bibliographique de ce mémoirésente l'importance des
catécholamines dans l'organisme a travers leumsrdlns la neurotransmission et leurs
implications dans différentes maladies. Les dififge méthodes d’analyse actuelles pour
cette famille de composeés et plus particuliereneeties qui utilisent la chromatographie en
phase liquide sont également résumeées.

Dans le deuxieme chapitre sont présentés les aéswlbtenus au cours de la mise au
point de méthodes de séparation en chromatographige inverse (RPLC) et en appariement
d’'ions dans le but d’obtenir de nouvelles méthodempatibles avec une détection par
spectrométrie de masse. Nous montrons que I'utdisales acides perfluorés comme agents
d’appariement d’ions volatils et des supports geetynonolithe greffé C18 nous permettent
de réaliser la séparation de nos analytes.

La chromatographie d’interactions hydrophiles (HO)lest considérée comme une
alternative prometteuse a la RPLC pour la séparates composeés polaires, solubles dans
I'eau. Depuis ces cing dernieres années, de nomsdserplonnes compatibles avec le mode
HILIC ont été développées et sont maintenant comialéesées avec un nombre important
d’applications publiées. Malgré lintérét suscitar pcette technique, les mécanismes de
rétention des composés ne sont pas encore totalefueidés. C’est pourquoi le troisieme
chapitre de ce manuscrit sera dédié a la mise i ges séparations en mode HILIC pour
nos composés et a la comparaison et la classificates différentes phases stationnaires
disponibles afin de mieux appréhender les mécamsisieaétention.

Dans le quatrieme chapitre sont présentés lestaésualbtenus en couplage CPL-SM
des systémes les plus performants mis au point gsnshapitres Il et Ill. Les limites de
détection obtenues pour les deux systémes chromagtigues complémentaires ont été
comparés afin d’évaluer les avantages et inconaé&nige chacun des systémes vis a vis de
'analyse des catécholamines. Une étape de purditaet de pré-concentration de
I’échantillon s’est avérée nécessaire pour amélie® limites de détection lors de I'analyse
d’échantillons naturels. Les performances de diffegs cartouches d’extraction sur phase
solide (SPE) ont ainsi été évaluées et l'optimisatdes méthodes SPE fait I'objet du
cinquiéme chapitre de ce mémoire.

Enfin nous allons présenter des conclusions suatéljralité de ce travail et les

perspectives sur sa continuité.
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CHAPITRE I.
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES METHODES D’ANALYSE DE S
NEUROTRANSMETTEURS

I. Systeme nerveux — terminologie et définitions

[.1. Le systeme nerveux

Le systeme nerveux peut étre divisé en deux grapdeses: le systeme nerveux
périphériqgue (SNP) et le systeme nerveux centidiC)S Le SNP est composé de tous les
nerfs rachidiens et craniens, qui sont présents ttanes les parties du corps, transmettant les
messages du SNC. Le SNC est composé du cerveaoéfiileale), protégé par le crane, et de
la moelle spinale (ou épiniére), protégée par laroee vertébrale.

Le cerveau est composé de deux hémisphéres (gatidnit), du cervelet et du tronc
cérébral. Chaque hémisphere est divisé en lobesnstitué du cortex cérébral de coloration
grisatre, connu aussi sous le nom de matiére driseortex est formé des corps cellulaires de
neurones et de cellules gliales, et recouvre laémablanche qui est composée d’axones et

des cellules de la glie.

I.2. Le neurone

L'unité fonctionnelle de base du systéme nerveux l@scellule nerveuse ou le
neurone. Ce sont des cellules hautement spécilsd@ transmettre les informations aux
autres cellules nerveuses, aux muscles ou aux @sgae cerveau contient entre 1 million et
100 millions de neurones, en fonction de I'esp&te.nombre encore plus grand dans le
cerveau sont les cellules de la névroglie ou ldhiles gliales. Elles ne participent pas
directement au traitement de linformation, maisitserées importantes pour I'exécution
normale des fonctions nerveuses.

Les fonctions des neurones sont de recevoir etégjiier les informations entrantes
venant des récepteurs sensitifs ou d’autres nesirehale transmettre ces informations a
d’autres neurones ou organes effecteurs. Chaquenme@st une entité distincte, avec une
membrane cellulaire qui marque ses limites. Lesrinations sont transmises entre les
neurones au niveau des régions spécialisées apssiéapses ou les membranes des cellules

adjacentes sont en étroite relation.
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Il existe une grande diversité de forme et dedaik neurones dans les différentes
parties du systéeme nerveux, mais ils partagentdedaines caractéristiques communes [1].

Un neurone est constitué par le corps cellulaioengg, un axone et des dendrites. Le
corps cellulaire contient le nucleus et le cytopias L’axone (qui conduit I'influx nerveux)
part du corps cellulaire et la plupart du tempsasrifie en plusieurs branches avant de finir
par des terminaisons nerveuses. Les dendritesnpaatessi du corps cellulaire et elles
recoivent des messages d’autres neurones. Lessggapnt les points a travers lesquels les
neurones communiquent (Figure 1.1). Les dendritele €orps cellulaire sont en lien avec

d’autres neurones par I'intermédiaire des synafes

/i Extrémité pré-synaptique

Vésicule
synaptique
Espace synaptique

Celiule post-synaptique

Corps cellulaire
Dendrite

1

1
Myéline

Axone

Axone
collatéral

— Bouton
terminal

Figure I.1. Représentation schématique de la struste fondamentale du neurone et de la
synapse [1]

Le systeme nerveux autonome ou systeme nerveugralsest la partie du systéeme
nerveux responsable des fonctions automatiquesstglie la digestion ou la sudation. Ses
constituants sont présents aussi bien dans le SNGdgns le SNP. lIs se divisent en deux
parties distinctes sur le plan anatomique et foncigl: le systeme sympathique et le systéme
parasympathique, ayant généralement des effetsgamsdes sur les structures qu'ils
innervent. Le systéme autonome innerve les mu$iskess, le muscle cardiaque et les glandes
sécrétoires. Il intervient pour une part importadéss les mécanismes homeéostatiques qui

contrblent le milieu intérieur.
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|.3. La neurotransmission

La transmission d’informations d'un neurone, diggmaptique, a un autre, dit
postsynaptique, est assurée par des substances|wbsmappelées neurotransmetteurs. Dans
le systéme nerveux, il y a un systeme de transoms$buble: électrique et chimique. Il faut
mentionner le fait que la transmission électricaiedppel aux ions chimiques [3].

Les informations a lintérieur des neurones sortées par des variations d’énergie
électriqgue. Au repos, un neurone a un potentieitiédpie transmembranaire d’environ 70
millivolts, I'intérieur étant négatif par rapport’'axtérieur. Lors de I'excitation d’'un neurone
au-dessus d’'un certain seuil il se produit une draversion de son potentiel de membrane
(potentiel d’action). Le potentiel d’action se page le long de I'axone et envahit les
terminaisons nerveuses. L'invasion des terminaiso@s/euses par le potentiel d’action
entraine la libération de neurotransmetteurs [1].

Les neurotransmetteurs sont stockés dans les \&sides extréemités nerveuses, et ils
sont libérés dans la synapse ou ils diffusent jasgurécepteurs des cellules effectrices
auxquelles ils se lient. Les cellules cibles out@n ferment divers canaux ioniques, ce qui
permet de propager plus loin I'information. Ce sigpeut étre excitateur par dépolarisation

ou inhibiteur par hyperpolarisation [3].

1.4. Les neurotransmetteurs

Les neurotransmetteurs sont les messagers chimigegslus courants du systéme
nerveux et permettent le passage de l'influx nerventre deux neurones. Pour pouvoir étre
considérée comme neurotransmetteur, la substancmawotive doit remplir les criteres
suivants:

» elle doit étre dorigine neuronale et doit s’acalen dans les terminaisons
présynaptiques, d’'ou elle est libérée lors de fmtiFisation;

» lorsqu’elle est libérée, elle doit induire desetdfpostsynaptiques sur les cellules cibles;

 elle doit étre inactivée métaboliguement ou etié disparaitre de la fente synaptique
par un mécanisme de ré-assimilation;

» Son application expérimentale sur du tissu nendaiikproduire des effets comparables

a ceux induits par sa production naturelle.
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En fonction de leur nature chimique, les neurotratteurs peuvent étre divisés en

deux grandes classes: les amines biogéniquesatitess aminés (Figure 1.2) [4].

Neurotransmetteurs
Amines Acides aminés (GABA
biogéniques Glu, Asp, His et Gly)
A 4
Acétylcholine Monoamine Histamine
Sérotonin Catécholamins
Dopamint Noradrénalin Adrénaline

Figure 1.2. Classification des neurotransmetteurs en fonctionalleur structure chimique[4]

|.5. Les neuromédiateurs

Par rapport aux neurotransmetteurs, les neuromeédsa peuvent étre divisés en
plusieurs sous-classes, parmi lesquelles la plysontante est celle des neuropeptides.
D’autres neuromédiateurs sont représentés parirestaubstances gazeuses {ND CO)
actives du point de vue neurobiologique et certam®posés dérives du métabolisme des

acides gras tels I'acide arachidonique et les ainoigles.

Les neuropeptides sont synthétisés par les neureheals sont libérés, comme
neurotransmetteurs, par les terminaisons présynssti Comme ils ne réunissent pas tous les
criteres précédemment énoncés, ils ne font pasiepaits neurotransmetteurs. Les
neuropeptides sont fréquemment appelés « neurotedtesirs présumeés » (par exemple les
endorphines) [4].

Les neuropeptides n’influencent pas seulememedesones, mais aussi les tissus non-
neuronaux. De plus, il semble que les neuropepfaesent la liaison entre les activités du
cerveau et d'autres fonctions du corps, tel l'axaurn-immune. En conséquence les
neuropeptides sont impliqués dans divers procqasysologiques comme le développement,

la croissance, ’homéostasie du corps, le compatemu les réponses immunitaires.
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De la méme maniere que les neurotransmetteuss atduromédiateurs, les dérivés
neuroactifs des acides gras peuvent se lier auxbmares des récepteurs, ayant comme
résultat la transduction du signal en aval. Destglzles monoxydes de carbone ou I'oxyde

nitrique peuvent agir également comme des messalengjues. [4]

Il. Catécholamines et indolamines

Les catécholamines (la dopamine, la noradrénatitiadrénaline) (Annexel) sont des
neurotransmetteurs de la famille des monoaminesanti tous synthétisés a partir du méme
acide aminé (la tyrosine) et de ce fait, ont umecttire similaire constituée d’'un noyau
aromatique avec deux groupements hydroxyle (le unagtechol) et une éthylamine comme

chaine latérale (Figure 1.3) [3,4].

R
HO ' NH—R, R; R, Abréviation
Dopamine H H DA
Noradrénalinef, OH H NA
HO Adrénaline OH CH A

Figure 1.3. Structure générale des catécholamines

Elles sont importantes pour le pronostic, le diagicoet la thérapie de maladies
cardiovasculaires et en leur qualité de neurotrattears, elles sont des molécules cibles

pour I'étude de la neurotransmission.

La sérotonine (S) fait partie de la famille des meéansmetteurs de type indolique.
Elle est synthétisée a partir du tryptophane (T8gst le neurotransmetteur pour lequel il

existe le plus grand nombre de récepteurs.

Les catécholamines et les indolamines, ainsi guesimétabolites, sont des molécules
polaires, non-volatiles. Ce sont des substancesseasibles a la lumiere, a 'oxygéne, a la
température et au pH. C’est pourquoi elles doiv&ne conservées en milieu acide (pH
inferieur a 3), & I'abri de la lumiere et a bassapérature.

K. Miki et A. Sudo [5] ont réalisé une étude montréieffet du pH, du temps de
stockage et de la température sur la stabilité adéscholamines (DA, A et NA) dans les

urines. lls ont pu constater qu’a pH inférieur galé& 7, les urines conservées a moins de 4°C
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ne perdent pas de quantités significatives de kal&mines au moins pendant les 7 premiers
jours, tandis qu’a pH 10, elles se dégradent rap@d méme conservées a -20°C. Cette étude
met en évidence I'importance de la températurdasgonservation des catécholamines. Les
échantillons d’urine doivent étre rapidement coégel -80°C, en vue d’'une conservation sur
le long terme.

Dans I'annexe 1 sont présentées les structuresiguns de tous les analytes qui ont

fait 'objet de notre étude.

[I.1. L'adrénaline (ou épinephrine)

En 1921, Loewi découvre une substance qu’il appeliccelerace », et qui sera
identifiee comme étant I'adrénaline (A) en 1936Gadrénaline a un réle de premier plan dans
le systéme nerveux dit sympathique (systeme nenayant une action essentiellement
excitatrice). Dans le systéme nerveux périphérig(reeurones post-ganglionnaires
sympathiques), elle est moins répandue que la r@matine. Dans le systéme nerveux central
(SNC) elle est présente dans certains neuroneshgeothalamus et du bulbe rachidien
(Figure 1.4) [6].

Corps calleux

Cortex cerebralj{

-

= e

— :f(: —/

S

Thalamus / /f‘:ij%

Hypothalamus L Cervelet
Pont de s

\ —

Médulle Vers la moelle
Neurones epiniere

Varole

Figure 1.4. Distribution des neurones contenant déadrénaline (fleches bleues) [7]

L'adrénaline est aussi une hormone sécrétée paelkdes chromaffines de la glande
médullosurrénale. Cette hormone a une action sympamétique (mimant le systéeme
sympathique) et est sécrétée en réponse a unestditeds ou en vue d’'une activité physique.
Elle entraine une accélération du rythme cardiagige,la pression artérielle, dilate les
bronches et les pupilles et éleve la concentrationglucose sanguin. Elle est 'hormone

secrétée en cas de peur ou d'anxiété [6].
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Umegakiet al [8] a montré que dans le cas de femmes atteitetethence de type
Alzheimer, le taux d’adrénaline dans le plasmasgtificativement moins élevé que pour les
sujets sains. La quantité moyenne de A dans le ssinde I'ordre de 50 & 750 pmot.isoit
10 — 130 ng.mt.

[I.2. La noradrénaline (ou norépinephrine)

Comme la noradrénaline (NA) est le précurseur tide I'adrénaline, elle a
longtemps été considérée seulement comme un irdé@imedans la synthése de I'adrénaline.
C’est en 1940 qu’on découvre que la NA joue un sigmificatif comme neurotransmetteur
per se.

NA est un transmetteur majeur du SNC, elle estcgpalement présente dans les
neurones du locus coeruleus et subcoeruleus (FHid)rig].

Corps calleux

IR

Cortex cérébral

I8
=

“Cervelet

i
Pont%\é“": !
substantia nigra TVers | B
. Varole 4 ers la moe
le striatun Médulle o e

Figure 1.5. Distribution des neurones contenant dé&a noradrénaline (fleches rouges) [7]

D’une part, la libération de la NA a des effets ilmieurs et détermine une
décroissance dans I'activité spontanée des neurdrgfautre part, la NA semble augmenter
la réponse neuronale aux stimuli visuels, audiéfsnociceptifs (stimuli produisant la

douleur).

Dans la maladie de Parkinson, des pertes impogaiée neurones dans le locus

coeruleus ont été observées. Méme si I'implicatdarsysteme dopaminergique joue un role
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dominant dans cette maladie, les déficits noradgimees semblent spécialement
responsables des déficits de la fonction cognitive.

Pour les patients atteints de la maladie d’Alzheirf®D), une perte de neurones
noradrénergiques du locus cceruleus a été constatie, perte n'a pas été constatée dans
d’autres types de démence. Des liens forts entsgvarité de I'AD et la perte des neurones
noradrénergiques sont mis en évidence.

La NA semble impliquée aussi dans la schizophr@jijda dépression, I'épilepsie, les
troubles anxieux et les troubles de stress postratique [4].

La concentration dans le sang de la NA est deréod# 5 ng.mL et son élimination
urinaire est normalement inférieure & 100 pg pan.24

[1.3. La dopamine

La dopamine (DA) a été synthétisée pour la prenfigiseen 1910. Arvid Carlsson a
recu en 2000 le prix Nobel de physiologie ou méuegiour avoir démontré que DA n’est pas
seulement précurseur de NA et A mais égalementeunotransmetteur. DA intervient dans
les circuits neuronaux de l'appétence et du plagdirdonc dans leurs déréglements
(comportements d’addiction et dépendance aux dg)gles neurones dopaminergiques sont

principalement localisés dans la substantia nigla gtriatum (Figure 1.6) [4].
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Figure 1.6. Distribution des neurones contenant dé&a dopamine (fleches violettes) [7]

La distribution des divers systemes dopaminergidueisiue que la DA influence un
grand nombre de fonctions du cerveau. Par exentiplest impliquée dans la régulation de la

tension artérielle, la cognition, 'apprentissagées comportements liés a la peur [4].
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Les dysfonctionnements dans la transmission dopagioue sont impliqués dans une
multitude de maladies de nature neurologique ettpatrique. Certains dysfonctionnements
entrainent une augmentation de production de DAyperactivité des transmissions de DA
augmente la concentration de ce neurotransmetts h fente synaptique. Cet exces est
associé a des troubles décrits dans la schizogheinl'anorexie mentale (hallucinations,
délire, agitation) [4,10]. A l'inverse, le déficdle DA est associé principalement aux
dysfonctionnements moteurs et a des problemes meatement lieés a la motivation et aux
déséquilibres émotionnels [2]. Ce déficit est impé aussi dans les maladies

neurodégénératives de type maladie de ParkinsAiglaimer et de Huntington [11-13].

I1.4. La sérotonine

La sérotonine (S) (5-hydroxy-tryptamine) découvenel947 est un vasoconstricteur
puissant et stimulant la contraction des muscleses. Dans les années 50, il est devenu
évident que la S et la diéthylamine de l'acide Belgique (LSD), une des drogues
hallucinogéenes les plus puissantes, présentaiensidélitudes au niveau de leur structure
chimique (Figure 1.7), mais il a fallu encore dirsaavant l'identification de la S comme

neurotransmetteur [4,14].

o)
N

NH, / HN"

—

HO

N N
N N

S LSD

Figure 1.7. Structures de la sérotonine et du LSD

Les neurones sérotoninergiques sont principalenmalisés dans les noyaux du
raphé (Figure 1.8). Les noyaux du raphé sont urerabte de structures sous-corticales du

cerveau, présentes au niveau du bulbe rachidiepodiuet du mésencéphale [4].
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Corps calleux
'y

Cortex cé{ébr_a}[';_ ( T“*ﬁ‘?\ _j{\r‘:_
=X)L
g ‘f’?’_ - (- fd‘#/

\Cervelet

N X raphé e
oyauxraphe arole &~  Vers la moelle

Médulle  gpinjare

Figure 1.8. Distribution des neurones contenant d& sérotonine (fleches vertes) [7]

La sérotonine est impliguée dans une variété deepsus physiologiques, tels que la
contraction des muscles lisses, la régulation dadasion sanguine, et dans la transmission
de I'influx nerveux dans le SNC et le PNC. Ellduleince des processus liés a la mémoire et a

I'apprentissage, aux comportements sexuels etiouatnels [4,14].

L'implication de la sérotonine dans différentes ad#ds, telles que la dépression, la
schizophrénie, I'épilepsie, 'anorexie nerveuseddésnence ou le syndrome carcinoide a été
établie [15-17]. Par exemple pour les malades d’AR, densité des récepteurs
sérotoninergiques (5-HT1A et 5-HT2A) dans le cortiminue. De fagon similaire, la
maladie de Huntington est associée a une rédusigmificative des récepteurs 5-HT1D dans
la substantia nigra [4,14].

Le taux de S dans le sang est normalement de @BDa1g.mL.

11.5. Métabolisme des catécholamines et indolamines

[1.5.1. Voie de synthese des catécholamines

La tyrosine (Tyr) est le précurseur direct degdablamines et la tyrosine hydroxylase
est 'enzyme limitante de leur voie de biosynthésetyrosine hydroxylase agit comme une
oxydoréductase avec un cofacteur, la tétrahydrogtépour transformer la L-Tyr en L-
dihydroxyphénylalanine (L-DOPA). En suite la L-DOPR&st convertie en dopamine par
'intermédiaire de la DOPA décarboxylase. La dopsnp-hydroxylase catalyse la
conversion de DA en noradrénaline. La productionl’ddrénaline est catalysée par la
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phényléthanolamine N-méthyletransférase. La comwerde la Tyr en A est donc réalisée en
quatre étapes:

* hydroxylation du cycle;

» décarboxylation ;

* hydroxylation de la chaine latérale;

* N-méthylation.

Cette voie de biosynthese est représentée daiggifa 1.9 [18].

OH

HO
mOH HO Adrénaline
) NH2 /CH3
Tyrosine H

tyrosine hydroxylase i OH, . i
Phényléthanolamine N-méthyle

transférase
OH

OH
HO HO
mOH Noradrénaline
DOPA Nz NH,
OH
OH
DOPA décarboxylase Howne B-hydroxylase

NH,

Dopamine

Figure 1.9. Biosynthése des catécholamines

[1.5.2. Métabolisme des catécholamines

Les catécholamines sont rapidement inactivées pamapture neuronale et
extraneuronale ou par métabolisation par les engyagchol-O-méthyltransférase (COMT)
et monoamine oxydase (MAO) pour former des métmlinactifs O-méthyle et désaminés
(figure 1.10). Leurs effets physiologiques sont cfugaces.

La COMT catalyse l'addition d’'un groupement méthydée position 3 du noyau
aromatique. Selon le substrat, cette réaction pra#ul’acide homovanillique (HVA), de la
normétanéphrine (NMN) ou de la métanéphrine (MN).

La MAO est une oxydoréductase qui désamine lesoamimes. Les inhibiteurs de la
MAO ont été utilisés dans le traitement de I'hypedion et de la dépression, mais des
interactions avec des aliments ou d’autres meédingsnienitent leur utilisation.

Les métanéphrines sont des dérivés méthoxylésAdetl'de la NA, de méme I'acide

vanillyl-mandéliqgue (VMA) est le produit O-méthylle ces deux catécholamines. Plus de

Références bibliographiques : voir pages 72- 75 33



Chapitre I. Etude bibliographique sur les méthatlasalyse des neurotransmetteurs

95% des patients atteints de phéochromocytomesmis¥g une concentration élevée de
métanéphrines ou du VMA dans l'urine. C’est pouiquoutilise ces tests dans le diagnostic
de la maladie [18].
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Figure 1.10. Métabolisme des catécholamines par atéchol-O-méthyltransférase
(COMT) et monoamine oxydase (MAO)

[1.5.3. Voie de synthese de la sérotonine

Les neurones sont la seule source de sérotonireelel@NC. Le précurseur de la S
est le tryptophane (Trp) et la disponibilité de aetde aminé essentiel représente un facteur

limitant pour la synthése de la S. La Trp hydrosglaatalyse le passage de Trp en 5 hydroxy-
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bY

tryptophane, qui & son tour est transformé en et sous I'action de la L-aminoacide

décarboxylase (figure 1.11).

H H

N NH, N NH,

@Jv\ Trp hydroxylase w

COOH COOH
Trp HO 5 hydroxy-tryptophane
S
H / Aromatique L-amino acide décarboxylase
HO Sérotonine

Figure I.11. Biosynthése de la sérotonine

11.5.4. Le métabolisme de la sérotonine

L'inactivation de la sérotonine est réalisée paievenzymatique sous I'action
consécutive de deux enzymes: la monoamino oxydds®©j et I'aldéhyde déshydrogénase
(figure 1.12). Le métabolite résultant, I'acide $dhoxyindolique (SHIAA) est éliminé par

voie urinaire.

H
S N N
NH
Ob3 ro ij
~o
HO HO

Aldéhyde déhydrogénase

HO SHIAA

Figure 1.12. Métabolisme de la sérotonine

[1.5.5. Concentrations physiologiques des catéchatanes et indolamines

Dans les organismes vivants les processus d’asaimlsynthese) et de catabolisme
(dégradation) se passent de maniére continue. [dwoss pu voir dans les paragraphes
précédents que les catécholamines et les indolangpnat rapidement transformées sous

I'action de différentes enzymes (principalemenMAO et la COMT). En conséquence, les
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fluides biologiques se présentent comme des mélaogmplexes contenant entre autre des
catécholamines, indolamines et aussi leurs prégigst meétabolites.

Les concentrations d’'un analyte peuvent étre tréerentes selon I'échantillon
biologique. Par exemple la NA atteint dans les eginles concentrations de l'ordre de la
dizaine de ng.mt tandis que sa concentration dans le plasma e&tiénfe & 1 ng.mt
(Tableau 1.1).

Tableau I.1. Concentration des catécholamines, intBimines, précurseurs et métabolites
dans les urines, le plasma (humain ou animal) et teerveau (animal)

Concentration dans :
Composé . 4 Cerveau Plasma
Urine (ng.mL") (Lo.Y) (ng.mLY
Tyr 27100 [19] ~10[20] ~11000 [21]
DOPA ~ ~1,28° [22] ~1,3[21]
R 0,3 — 30 [23-26] o,og ggo*’63[c2)8'29]
12,6 [27] ) 69 [30]
0,32 [30]
6—100[23-26] | ~1,5[20] | 0,07 - 0,94 [28,29]
NA 777 [31] ~0,1" [32] 0,73" [30]
10,1 [27] ~ o,s;‘ [22] 0,38" [30]
~1,5 [20]
oA | 20-250[19,24-26] ~05" [32] o,og 289*’5 [28,29]
* o0 y [30]
34 [27] ~4°° [22] 0.27" [30]
4,6 [33] ’
5 — 45 [24]
MN 15.9 [27] - 0,01 — 0,06 [34]
2 — 25 [24]
NMN 20.8 [27] - 0,04 — 0,2 [34]
3-MT - - <0,03 [34]
DHPG - - 0,8-1[29]
MHPG - - 3,6 - 5,6 [28,29,35]
0,9 - 2,8 [29,35]
DOPAC 315 — 1500 [26] ~1°5[22] 1,4 [30]
3,97 [30]
HVA 1500 — 5000 [26] - 6,7 — 10,5 [29,35]
VMA - - 4 — 15 [29]
Trp 21600 [19] - (8 — 14)xFq36]
0,45° [22]
S 12-230[19.26] | 55 (33] -
5HIAA 300 — 6500 [26] ~0,8[22] -

" urine de porc

® cerveau de porc — quantité exprimée powsulastantia nigra
cerveau/ urine/ plasma de rat

*® cerveau de rat — quantité exprimée poBtratium

™ plasma de lapin

® cortex préfrontal des primates
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Dans le tableau 1.1, nous avons réuni des donreés Idtérature sur la concentration
des différentes catécholamines, indolamines etedes Iprécurseurs et métabolites dans les
urines et le plasma humain et animal, ainsi ques daicerveau animal. Le plus couramment
les dosages sont réalisés dans les urines camafigibbnnage est plus facile, les volumes
disponibles plus importants que pour les autresddhi biologiques et les teneurs en
catécholamines plus élevées.

Comme on peut le voir dans le tableau I.1 les aainggons des catécholamines dans
le cerveau sont trés faibles et pour la pluparériafires & 0,5 pugl ce qui nécessite de

disposer de méthodes trés sensibles pour leur €osag

[ll. Maladies associées a des désequilibres de @mi@ation des catécholamines et
indolamines

Comme nous avons pu le voir dans le paragraphégeat, les catécholamines et les
indolamines sont impliquées dans une multitude decgssus dans l'organisme et un
déséquilibre de leurs concentrations peut entraiegmaladies trés différentes, telles que des
tumeurs (neuroblastoma et pheochromocytoma), dekdma neurodégénératives (les
maladies de Parkinson, d’Alzheimer ou de Huntingtmndes maladies d’ordre psychiatrique
(dépression, schizophrénie, troubles anxieux, e®gur certaines maladies, comme la
pheochromocytoma, I'analyse des catécholaminedé&atutilisée pour le diagnostic [18,37].
Pour d’autres, la recherche est encore en couss,lides entre les concentrations des

catécholamines et la maladie ont été établis [8% mas encore validés.

[1l.1. La maladie d’Alzheimer (AD)

Dans le cas de I'AD il n’y a pas qu’'une seule fiiande neurotransmetteurs qui est
affectée. Les neurones produisant de l'acétylcbolidu glutamate, du GABA, des
neuropeptides aussi bien que ceux noradrénergmuagrotoninergiques sont altérés. Si on
considére que le diagnostic de I'AD ne peut actmedint étre confirmé qu’aprés la mort du
patient (par autopsie) on peut dire que la recteedels marqueurs de cette maladie reste tout a

fait d’actualité.
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I11.2. La maladie de Parkinson

Dans les troubles d’origine parkinsonienne, lesesodu cerveau atteintes sont les
groupes de cellules situées au milieu ou sur la lgas cerveau antérieur: les noyaux gris
centraux. Les connexions de ces noyaux sont étendticomplexes et font partie de
nombreux circuits mettant en jeux différents nivealu cerveau. L’activité neuronale a
I'intérieur de ces circuits fait intervenir la dopae, un neurotransmetteur dont I'épuisement
progressif est a l'origine de la maladie, désorgmmi d’abord et finissant par bloquer les
transmissions au sein de leurs voies. Les défcitaeurotransmetteurs ne sont pas limités a
celui de la dopamine. De nombreux neurones a nématine sont altérés, ainsi que certains
systemes sérotoninergiques. Il existe actuellemermertain nombre de traitements médicaux
qui peuvent aider les patients a retrouver I'équlibiochimique du systéme et restaurent une
fonction motrice normale [38]. Les médicaments atdstiés sont a base de L-DOPA, qui est
convertie en dopamine dans le cerveau. De nos,jdlagtre substances ont été associées a la
L-DOPA, par exemple la carbidopa qui réduit le rhéteme de DOPA avant son arrivée
dans le cerveau et ainsi permet a des teneursnphustantes de DOPA d’atteindre le cerveau

tout en réduisant les effets secondaires [2].

[11.3. La schizophrénie

Des autopsies ont permis de montrer que dans leogpttrénie chronique, de
nombreux récepteurs de la dopamine étaient augmeargs certains noyaux gris centraux.
Donc on peut dire qu'une hyperactivité du systenopathinergique entraine des effets
comportementaux proches de ceux de la schizophr&esn que I'hypothéese dopamine
demande encore a étre étayee, ce neurotransmettdercandidat le plus logique pour jouer
un role majeur dans cette maladie. Deux moléculeggnantent la libération de dopamine
dans le cerveau, 'amphétamine et le IévodapBQPA) [38-40].

[11.4. La dépression

Les premiers traitements médicamenteux de la dséjore sont apparus a la fin des
années 50. La plupart des antidépresseurs affdetemtradrénaline ou la sérotonine dans le
cerveau et corrigent les signaux anormaux qui otent '’humeur, les pensées et autres

sensations.
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[11.5. Le syndrome carcinoide

Dans le cas du syndrome carcinoide, I'organisraastorme 50% du tryptophane

alimentaire en sérotonine, au lieu de seulementldfs les organismes sains [41].

[11.6. Les phéochromocytomes

Les phéochromocytomes sont des tumeurs des celthi@maffines de la meédullo-
surrénale, qui produisent, stockent et métabolidestcatécholamines. Parmi les symptémes
de cette maladie, on note des maux de téte, deggtimins, de la fatigue, de la fievre, de
I'hypertension et de [I'hyperglycémie, mais le syame principal reste l'exces de
catécholamines [42]. Les tests biochimiques powr phéochromocytomes incluent les
mesures des catécholamines et métanéphrines (fodieii dégradation méthoxylées des
catécholamines) urinaires [43].

IV. Etat de I'art sur I'analyse des catécholaminesindolamines

Nous avons montré dans les paragraphes précétentSle important que les
catécholamines et indolamines jouent dans lorgaeis Dans ce contexte, on peut
comprendre lintérét majeur des analystes envessmngelécules. Le besoin de méthodes
sensibles et précises en vue de leur applicatios ttadomaine des analyses biomédicales
représente toujours un challenge d’actualité.

De nos jours, le perfectionnement continu des maldedétection, et en particulier le
développement de la spectrométrie de masse ottefaitcoup avancer la recherche au niveau

de la bioanalyse.

Dans les paragraphes suivants nous allons fairerefnrésumé des méthodes d’analyse
présentes dans la littérature. Nous allons nousrasser particulierement aux meéthodes
d’analyse qui n‘impliquent pas une dérivation. Efetela dérivation d’'une molécule en vue
de son analyse présente de nombreux désavantages |gsquels :

» l'augmentation du temps d’analyse (par ajout d'ésagupplémentaires) ;

» laugmentation de la complexité du milieu car leadements des réactions ne sont

pas toujours de 100% et I'agent de dérivation @stent introduit en exces.
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IV.1. Analyse par Chromatographie en Phase Gazeus€PG)

La CPG, chromatographie en phase gazeuse, esbda dianalyse adapté pour les
composés volatils. Les catécholamines n’étant passdbstances volatiles (leurs points de
fusion varient entre 130°C pour le DOPAC et plus3@6°C pour la Tyr), une dérivation sera

donc nécessaire pour rendre ces molécules volatiest leur analyse en CPG.

Pour I'analyse des catécholamines dérivées en @GP@stecteur le plus couramment
utilisé est la spectrométrie de masse. L'impaattédaique [44] et I'ionisation chimique [45]
sont couramment utilisés comme modes d’ionisatlan.mode d’acquisition des signaux
détectés le plus utilisé est le mode SIM (Seledbted Monitoring) [44,46], les limites de
détection dans ces conditions sont de I'ordre dmpg [47].

Les composés les plus utilisés pour la dérivaties catécholamines, en vue de leur
analyse par CPG sont: [lanhydride heptafluorobgtyei [48], I'aldéhyde
pentafluoropropionique [49], le chlorure de pentafbbenzoyle [44], le trifluoroacétyle [50],
le chloroformate de méthyle ou d’éthyle [51],tét-butylediméthylechlorosilane (TBDMS)
[52], [I'O-tert.-butyldimethylsilylN-formate  [53], le N-méthyleN-triméthylesilyl
trifluoroacetamide [44,54-58], leN-trifluoroacetylN-trimethylsilyl [59] ou le NO-
dipentafluoropropionyl [60].

Les réactions de dérivation sont la plupart dupemnéalisées en milieu anhydre, dans
des solvants organiques tels que I'acétonitrileledrifluoroéthanol [47] avec la pyridine
comme catalyseur pour certaines réactions [44gsHbleuvent étre lentes et durer plusieurs

heures. Par exemple la conversion en dérivés tnytsdtylés prend 3 heures a 60°C [47].

La CPG-MS est encore utilisée dans les analysegatécholamines en routine, pour
le diagnostic de la pheochromocytoma [61], graceal relativement réduit du matériel et a
la simplicité de la technique, mais le besoin davd&on pour cette technique reste un

désavantage majeur [47].
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IV.2. Analyse par Chromatographie en Phase Liquid€¢CPL)

A la fin des années 80, la chromatographie liq@&reL) est devenue un outil puissant
et indispensable en biochimie. Les méthodes chagra@phiques sont utilisées pour la

purification, la séparation et I'analyse quantitatdes composés chimiques.

Le besoin en analyse rapide a conduit a I'appariie nouveaux supports de type
monolithe, qui grace a leur structure macroporguesenettent de travailler a de hauts débits
tout en gardant des pressions dans des limitepiatdes pour les systemes classiques de
CPL. En paralléle des travaux ont été menés stablacation de supports de silice de trés
faible granulométrie (diamétre de particules, In7) @t des pompes capables de travailler a de
tres hautes pressions (UPLC — Ultra High Pressigq@d. Chromatography).

Dans l'optique de l'analyse de petits volumes dathlon et d’'une consommation
minimale de solvant (miniaturisation des systemdsy pompes capables de délivrer des
volumes de solvants de l'ordre du pL ou nL par rn@nat des colonnes de tres faibles
diamétres internes (inférieurs a 1 mm) ont été efgaht mises au point cette derniére

décennie. On parle dans ces conditions de la micmanoLC.

Pour couvrir un nombre important d’applicationsugpsurs modes d’interactions
HPLC ont été développés en fonctions des caraiitgres des molécules a analyser. Par
exemple: la chromatographie a polarité de phasessée (RPLC) est destinée a la séparation
des molécules apolaires, tandis que les ions emiggcules ionisables sont séparés par
chromatographie d’échange d'ions (IC) ou d’appaeeimd’ions. La chromatographie
d’interactions hydrophiles (HILIC) est plus adapi@@x molécules hautement polaires et

solubles dans I'eau.

Pour choisir le mode chromatographique le mieuptia une séparation donnée on
se base en premier lieu sur les caractéristiquesiutkytes : la masse molaire, la polarité et le
caractére ionique [62]. Pour I'analyse des catésholes, molécules de faible masse molaire,
tres polaires et trés solubles dans I'eau, priteipant trois approches chromatographiques
sont été envisagées jusqu’a présent. la chromatbigrad polarité de phases inversée, la
chromatographie d’appariement d’'ions et la chrogpatohie d’échange d’ions. Ces trois
types de chromatographie seront développés plaselois’appuyant sur des exemples pris

dans la littérature.
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IV.2.1. Modes de détection utilisés pour les catéotamines en CPL

Pour pouvoir analyser les solutés avant tout it faauvoir les détecter en sortie de
colonne chromatographique. Par rapport a la CPGPh offre 'avantage d’'un plus grand
choix possible de modes de détection. Le choix dderde détection est basé principalement
sur les propriétés caractéristiques des catéchoémPar exemple, la présence d’'un noyau
aromatique (groupement chromophore) justifie liséition d’'une détection par UV.

Les techniques les plus utilisées en matiere dectiéh des catécholamines sont la
détection UV, la détection par fluorescence, led#&n électrochimique et la spectrométrie
de masse. Parmi ces détecteurs, deux semblent radaptés grace a leurs sensibilité et

spécificité, a I'analyse de traces: le détecteectébchimique et la spectrométrie de masse.

IV.2.1.1. La détection spectrophotométrique

La spectrophotométrie UV-Visible (UV-Vis) permet tétection des molécules qui

absorbent dans le domaine de I'UV ou du visiblebisorbance (A) d’'une solution est donnée

par la loi de Beer-Lambert :

I
A= Iog[l—o} =dC (1.1)
Avec: I = intensité de la lumiére monochromatique incider@nvoyée sur
I'échantillon

| = intensité de la lumiere transmise
¢ = coefficient d’absorptivité molaire du soluté eééd de la longueur d’'onde)
| = longueur du trajet optique

C = concentration de I'espece détectée

La longueur d’onde du détecteur doit étre séleagenen fonction du chromophore de
la molécule a détecter. La plupart des solvantisésien CPL absorbent eux aussi aux faibles
longueurs d’onde, entre 170 et 230 nm (voir Ann&xeAfin de limiter les interférences et la
faible sensibilité liée a I'absorbance de la phaswbile, il est préférable de choisir pour
détecter les solutés, une longueur d’'onde supéri@ @30 nm. Comme on peut le voir sur le
spectre d’absorption de la dopamine présenté dafigure 1.13, les catécholamines ont un

maximum d’absorption inférieur a 220 nm et un maximspécifique autour de 280 nm.
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C’est cette derniére longueur d’'ondé ¢ui sera utilisée pour leur détection en UV, mé&ine
la valeur du coefficient d’absorbance est netteridétieure a 280 nm qu’a 220 nm.

Absorbance

250 ' 300 2 (nm)

Figure 1.13. Spectre d’absorption UV de la dopaming¢63]

Méme si la détection UV des catécholamines n’esttpzs sensible (LOD de I'ordre
du pg.mLY), cest le mode de détection le plus répandu erime car I'appareillage est

simple et peu colteux [64-66].

IV.2.1.2. La détection spectrofluorimétrique

La fluorescence est la proprieté d'une moléculen ditome, ou d'un ensemble
d'atomes d'émettre un photon suite a l'absorption dutre photon. Le principe de la
fluorescence est décrit par le diagramme de Jakilfigure 1V.14):

- La molécule fluorescente (ou fluorochrome) absodes photons dans I'UV et passe de
I'état fondamental (§ a I'état singulet excité (b

- L’énergie absorbée {Bpeut étre dissipée sous forme de chaleur ou gsrcdnversions
internes. Le fluorochrome perd en énergie intetnpasse du niveau,& un état singulet
excité de niveau plus faible (S

- La fluorescence est le retour de la molécule’émtl excité a son état fondamenta)(S

phénomene qui a lieu avec la réémission d’un phdeoplus faible énergie [67].
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Niveaux de vibrations

n

A absorption d’un photon

F : fluorescence

P: phosphorescence

CI : conversion interne

CIS : croisement intersystéme
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Figure 1.14. Diagramme de Jablonski [67]

Toutes les molécules ne fluorescent pas naturetigna’est le cas des catécholamines.
Pour ces molécules une étape de dérivation estsseice pour les transformer en des
composeés fluorescents et donc «visibles» pourtiectiur. La réaction de dérivation peut étre
réalisée avant ou apres la séparation chromatoguhdes catécholamines, on parle
respectivement de dérivation pré-colonne [22] owstqoolonne [19]. La dérivation pré-
colonne implique la modification définitive de lawcture de la molécule avant son analyse,
elle peut donc diminuer la polarité des moléculefaeéiliter leur séparation dans un systéeme

chromatographique de type phase inverse.

Les principaux agents de dérivation utilisés gumdétsentés dans le tableau 1.2. Les

longueurs d’ondes pour I'excitation et I'émissiadpdndent de I'agent de dérivation utilisé.

Tableau 1.2. Agents de dérivation utilises en HPLGlorimétrie

, xexcitation ,
Composés . Agent de Type de Réf
] Echantillon o L Aémission .
analyses dérivation dérivation biblio
(nm)
Trp, DOPA, CHO
_ L Post 280
DA, NA, NMN, Urine CHO [19]
v S o-Phtalaldehyde (OPA) 0lOMNe | 445
NA, A, NMN, N, O
DA, S, HVA, . O NH, Post 350
Urine [26]
DOPAC, MN, meso_l’z_diphénwe colonne 480
SHIAA éthylenediamine (DPE
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, xexcitation ,
Composés . Agent de Type de Réf
] Echantillon o o Aémission .
analyses dérivation dérivation biblio
(nm)
NH.
’ Pré- 345
NA Cerveau @ [68]
benzylamine colonne 480
NA, DA, S, .
benzylamine Pré- 345
DOPAC, Cerveau [22]
et DPE colonne 480
DOPA, 5HIAA
NA, A, DA,
_ . Post 300
DOPA, Urine Terbium-EDTA [69]
colonne 545
DOPAC
n7°
oH Post 285
SHIAA Urine [70,71]
colonne 320
1 nitroso-2 naphtol
CHO
CHO
x Pré- 442
NA, DA Cerveau haphtalene- 2,3- [72]
dicarboxaldehyde | €olonne 480
(NDA)
3.
)
NA, DA, A, (2 org 063
re-
MN, NMN, Urine Chlorure de [73]
DHBA fluorényl 9- colonne 313

methylchloroformiate

(FMOC-CI)

Ce mode de détection est nettement plus sensilde 'tV mais son principal

désavantage pour I'analyse des catécholaminesgmode la nécessité d’'une dérivation.

IV.2.1.3. La détection électrochimique

La détection électrochimique met a profit les prégis oxydoréductrices des analytes.

Les catéchols, les phénols et les amines aromatigoat des composés qui s'oxydent

facilement [62]. La réaction d’oxydation possiblaup les catécholamines est la suivante:
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Rl Rl
HO NH—R, o NH—R,
.
> +2H +2€
HO

Figure 1.15. Réaction d’oxydation des catécholamirse

Le détecteur électrochimique est constitué d’'ueltule de détection ou ont lieu les
réactions électrochimiques et comporte 3 électrag®s électrode de travail, une électrode de
référence et une contre électrode (ou électroddiaite). La réaction d’oxydation ou de
réduction a lieu a I'électrode de travail. L'élexte de référence est une électrode
argent/chlorure d’argent (Ag/AgCl) avec un potdntfixe. L'électrode auxiliaire est
constituée d’'une plague de platine incorporée tlansrps de la cellule, elle assure le retour
du courant généré par la réaction électrochimiqder7p]. Pour I'analyse des catécholamines
I'électrode de travail est en carbone vitreux gidéentiel appliqué entre I'électrode de travail
et I'électrode de référence est compris entre 580@ mV [35,76].

Pour étre compatibles avec le détecteur électraghim les phases mobiles de la
chromatographie doivent étre conductrices. Elle®t sonstituées en général, de tampons
aqueux avec de fortes concentrations de sel déréate 0,01 & 0,1 molL

Par rapport aux deux modes de détection présemtiEzdemment, le détecteur
électrochimique a l'avantage d’'étre spécifique lseuépondent les espéces oxydables au
potentiel de travail choisi) et trés sensible. D&3Ds trés faibles de l'ordre du pg-L
[28,35,77,78], voire du ng1[29,76] sont obtenues. La détection électrochimitpprésente

le mode de détection de choix pour I'analyse deesales catécholamines [28,77-79]
IV.2.1.4. La détection par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode d’'angpectrale capable de fournir la
masse moléculaire et des renseignements structw@ules molécules. C’est un mode de
détection spécifique et sensible, ce qui expligoarguoi c’'est devenu un des modes de
détection les plus populaires pour la chromatogeapurtout dans le domaine des
bioanalyses.

Le principe dun spectrometre de masse repose l&ation d'un champ
électromagnétique sur une particule chargée. Ly@egbar SM nécessite la formation d’ions

(a I'état gazeux) a partir de I'échantillon. Biemeqgles techniques mises en oceuvre en
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spectrométrie de masse soient nombreuses, le geinE I'appareillage reste globalement le
méme. Un spectrométre de masse est composé dpdrbes principales:

» la source d'ionsa le role de produire des ions a I'état gazeuk, [ I'ionisation

directe de I'échantillon, soit par la nébulisatetnla désolvatation des ions formés. Il
existe plusieurs techniques d’ionisation : la thediomisation (I'impact électronique et
I'ionisation chimique), la désorption (ex : le MALD= Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation, le FAB = Fast Atom Bombardat) et la nébulisation a
pression atmosphérique (ESI = Electrospray lomisathPCl = Atmospheric Pressure
Chemical lonisation, APPI = Atmospheric Pressuret@hlonisation) ;

» l'analyseur réalise le tri des ions en fonction de leurs rampmasse/charge (m/z).
Selon leur principe de fonctionnement, les analygspauvent étre divisés en plusieurs
catégories: les analyseurs a déflection magnétides, analyseurs a résonance
cyclotronique ionique, les filtres quadripolairéss piéges a ions et les analyseurs a
temps de vol.

» le détecteurrecueille tous les ions séparés par I'analyseupretuit un courant
électriqgue proportionnel au nombre d’ions. Il eshstitué d'un collecteur et d’'un

ensemble électronique d’amplification et de meslursignal [80].

L’analyse des catécholamines en couplage CPL-SMliqog donc toujours la
nécessité d’avoir des phases mobiles volatiles.type de couplage ne sera donc pas
compatible avec I'emploi d’agents d’appariemenbid de type octylsulfonate et des sels
non-volatils tels les tampons phosphates ou enkacile éthyléne diamine tétra acétique
(EDTA).

Le couplage CPL-SM permet lidentification des cas@s grace a deux types
d’informations: le temps de rétentiorg)(toffert par la chromatographie et les informations
structurales offertes par la SM. La complémentadiééces deux techniques rend possible
I'analyse des catécholamines dans différentes oeatrielles que les urines [81], le liquide
céphalorachidien (CSF) et le liqguide amniotique] [82 plasma [83], des cultures cellulaires

[84] ou le cerveau [20].

Le développement de cette technique couplée (QWL&progressé rapidement ces
derniéres années grace aux avancees techniquesau de la SM, ce qui permet maintenant
d’atteindre des limites de détection comparablescelles offertes par la détection

électrochimique. La SM offre en plus des informasio structurales qui facilitent
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lidentification précise des analytes. Des LOD dB 8 1 pg.L' sont maintenant obtenues
couramment pour les différentes catécholamines Mn23,32]. Des limites 100 fois plus
faibles ont méme été rapportées recemment parmpelal [34] (par ajout d’'une étape de

pré-concentration sur cartouche) et par Zhetra [33] (par le passage a la nanoLC).

La source d’ionisation utilisée pour I'analyse aesécholamines en couplage CPL-
SM, est la plupart du temps, I'electrospray (E85-B7], mais I'utilisation de 'APCI [24,88]
et de 'APPI [32,89] a aussi été rapportée, c’'estrguoi nous allons détailler par la suite leur

principe de fonctionnement.

Source d’ionisation de type ESI

Le mode d’ionisation par électrospray (ESI) est etev une des techniques
d’ionisation les plus importantes pour le coupldgs méthodes séparatives liquides avec la
spectrométrie de masse. C'est un mode d’ionisaginpeut étre utilisé pour des petites
molécules polaires comme pour les plus grandedr&aille a pression atmosphérique et a
une température modérée, et c’est probablemeathaigue d’ionisation la plus douce [90].

L’ionisation par électrospray est produite papphcation d’'un fort champ électrique,

a pression atmosphérique, sur un liquide qui padsavers un capillaire a faible débit (1-10
uL.min). Le champ électrique est le résultat de I'appiicad’une différence de potentiel de
3-6 kV entre le capillaire et une contre-électr@iteiée a une distance de 0,3 - 2 cm. Ce
champ cause une accumulation de charges a la suttatiquide en sortie de capillaire (le
cbne de Taylor) et induit la formation de petitesuttelettes chargées (figure 1.16.). Les
gouttelettes traversent ensuite un rideau de gaafighou un capillaire chauffé, dans le but

d’éliminer les dernieres traces de solvant [91].

pontre électrode
7

=
e 000 00 &
® POPECPD OO O 6 (DG @®®@®
Dp DOVHOD O By @ GO \

i)
Electrode (+) Céne de Taylor

Figure 1.16. Formation des gouttelettes chargées @tectrospray
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L'évaporation du solvant des microgouttelettes amme conséquence le
rapprochement des charges de méme signe. Pour isgnifas forces de répulsion de type
électrostatique, les charges ont tendance a remangesurface des gouttelettes. Quand ces
forces électrostatiques deviennent supérieuresemnsion de surface de la gouttelette, celle-ci
explose (explosion coulombienne) en gouttelettes metites. Ce processus se répéete un

grand nombre de fois jusqu'a la désolvatation céteples ions [91].

La production des gouttelettes et des ions en pi@seuse ne pose pas de problémes
tant que le débit de liquide, la concentration ketéolyte et la tension de surface ne sont pas
trop élevés. En revanche, une augmentation deléauved'un ou plusieurs de ces paramétres
peut défavoriser la production de l'aérosol. En CREme en divisant le flux de la phase
mobile, celui-ci reste parfois trop important pame performance optimale de I'électrospray.
Pour y remédier, une assistance pneumatique saus fdair comprimé a été ajoutée dans le
cas de I'lonSpray. Pour exalter I'évaporation duidie durant I'étape d'ionisation, certaines
sources ESI sont également équipées d'un gaz arithauffant, le gaz de désolvatation
(figure 1.17).C'est le cas de la source Turbolon Spray (PE-S&Rx300) ou de la source
Zspray (Micromass Quattro Ultima). Cela permet rdediller avec des solutions totalement

agueuses et avec des teneurs en sels plus imgsttant

(a) Turbolon SI]I‘:']_YTE\I capillaire en acier
(PE-Sciex API 300) sous haute tension
|
echantillon [ N
gaz de nébulisation I
: *& = | contre
électrode

sonde « cleanable baffle »
(b) Z.Spray“‘ (~plaque de récupération)
(Micromass Quattro Ultima) - gaz de purze

4 [El —( EVACUAtIOD

Ea%
] e
l I interface Fene

d’échantillonnage

| \
00 % 9001 _
g ¥
‘ o e sz de cone

gazde -
nebulisation

désolvatation

Figure 1.17. Représentation schématique des sourcds type ESI
(a) source Turbolon Spray™ (API 300 - Sciex)
(b) source Zspray™ (Quattro Ultima - Micromass)
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Source d’ionisation de type APCI

L’ionisation chimique a pression atmosphérique ¢ARest une technique d’ionisation
analogue a l'ionisation chimique sous vide (utdig@rincipalement en CPG). Des ions du
solvant sont formés par des décharges couronnée sspray, l'ionisation des analytes est
réalisée par le transfert d’'un proton du solvantisé. Cette technique est adaptée pour
I'lonisation des molécules polaires et peu polaites masse moléculaire inférieure a
1500 Da et on obtient principalement des ions mbamgs [91]. Les ions formés sont
transférés dans I'analyseur a travers des intesfaoas vide identiques a celles utilisées en
ESI, ce qui fait que ces types de source sontiaaht interchangeables [92].

La source APCI, représentée sur la figure l.18isatiun nébuliseur pneumatique a
azote pour former un aérosol a lintérieur d’'unarobre (le vaporisateur) chauffée a des
températures élevées (entre 350 C et 500 C). Ravaplorisateur, I'effluent de la colonne de
chromatographie est évaporé et il est mélangé lavg&z nébuliseur pour amener les analytes
vers ['électrode a décharge couronne constituéened’aiguille et d'une chambre de
nébulisation qui sert de contre-électrode. Unecdiffice de potentiel élevée (£2 - 3 kV) est
appliguée sur cette électrode, provoquant une dgehaouronne (décharge électrique
lumineuse) de ~2-BA. Cette décharge est une source constante d'@tecpour le processus
d’ionisation en APCI : elle ionise I'air ambiant@€e un plasma, i.e. un gaz ionisé, autour de
la pointe de l'aiguille. Les ions radicalaires diagma participent ensuite a des réactions

chimiques qui donnent lieu a l'ionisation des atedy[93].

Nébulisation (Air) Gaz Rideau
Aiguille de N,
A - décharge
Nébulisation Auxiliaire ﬂ
\§L+
(NS Y SCNNNNNNY id
' ;w%jeutre ionique Vide
A33333303303)))
Chauffage
Echantillon Pression atmosphérique Contre 1
électrode Orifice
Sonde
I i —

Interface

Figure 1.18. Représentation schématique d’'une souecde type APCI
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Source d’ionisation de type APPI

Introduite récemment la photo ionisation a pressionosphérique (APPI) représente
une alternative a I’APCI. La construction de la reeuest tres semblable a celle de I'APCI
(figure 1.19), la différence vient du fait que Biille de décharge couronne est remplacée par
une lampe UV [92]. L'ionisation est initiée par faisceau de photons émis par la lampe UV.
L’ionisation en APPI peut étre réalisée selon dewuxles:

* [|'APPI directe: I'analyte (M) absorbe directememt photon et éjecte un électron)(e
pour former un radical cation (équation 1.2). Eagance de solvants protiques (eau ou
méthanol), Iion observé est MH il se forme par la soustraction d'un atome
d’hydrogene au solvant (S) pM ™ (équation 1.3)

M+hy - M™ +¢e (1.2)

M* +S . MH* +(S-H) (1.3)

« [|'APPI a l'aide d'un dopant (Dopant assisted APPIDA-APPI) : un volume
important de dopant (D) (anisole, toluéne, acétdméf) est introduit dans la zone
d’ionisation. On forme d’abord les radicaux catiahs dopant par I'absorption des
photons (équation 1.4). Les analytes sont ensaitessés en une ou deux étapes. Pour
les molécules apolaires l'ionisation est réalisgéeli@change de charge directe avec le
dopant (équation 1.5). Le deuxieme mécanisme dsetion implique la participation
du solvant, c’est ce dernier qui va étre ionisélpatopant par le transfert d’'un proton
(équation 1.6) et ensuite il va céder ce protorfieeeur des analytes (équation 1.7). Ce
mécanisme est possible seulement si l'affinité @mojue du solvant est plus

importante que celle du dopant, mais plus faibke cplle de I'analyte [93].

D+hv - D" +¢€ (1.4)
D" +M -~ M*™ +D (1.5)
D" +S - SH"+(D-H) (1.6)
SH*"+M - MH*+S (1.7)
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Figure 1.19. Représentation schématique d’'une souecde type APPI

Les sources de type ESI (Turbolon Spray et ZSpmegvent étre directement
couplées avec des colonnes qui travaillent avecddsts inférieurs & 200 pL.nitn en
revanche, les sources APCI et APPI sont plus ada@é couplage avec des colonnes qui
travaillent avec des débits de phase mobile plymitants (0,8 — 2 mL.mi) sans nécessiter

de diviseur de flux.

L’analyseur quadripolaire

En ce qui concerne les analyseurs, pour les cdtohes, les plus couramment
utilisés sont les analyseurs de type triple quaédeif82,84,89,94]. Un quadripdle et constitué
de quatre barres métalliques identiques et pagalldisposées sous forme de carré (figure
[.20). Idéalement, ces barres sont hyperboliqueais npour la commodité, des barres

parfaitement rondes sont acceptables.

o

Detecteur

+U-Yeoswt)

Source

N -V eoswt)
aions

Figure 1.20. Schéma d’un analyseur quadripolaire
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Les deux groupes de barres ont des polarités éppast sont soumis a une tension
ayant une composante continue (U) et une composaigenative (Vcoat). Quand le
quadrip6le ne fonctionne qu'en radiofréquencet-@@bre que la composante continue est
nulle (U=0), tous les ions sont transmis sans ohsoation. Tout le long de leur parcours
dans le quadripdle, les ions sont attirés parck@éde de signe opposé mais sont repousses
avant qu'ils ne l'aient atteinte a cause de somgdmaent de signe. Les ions rentrent en
résonance avec la radiofréquence appliquée ettememis par le quadripble. Quand on

appligue une composante continue (U) non nulleioles sont filtrés selon leur rapport m/z.

Parmi les avantages du quadripble, on compte : camstruction simple, pas trop
onéreuse, une bonne transmission des ions (tregrtamp pour les analyses quantitatives),
une grande vitesse de balayage (compatible av&Plg et la possibilité de travailler en

mode masse tandem si trois quadripbles sont nmegma [93].

IV.2.1.5. Bilan des modes de détection des catéchimines en CPL

Facile a mettre en ceuvre grace a la présence depagnents chromophores dans la
structure des catécholamines, la détection UV gsgnte pas la sensibilité et la spécificité
suffisantes pour étre utilisée lors de I'analysdrdees. Nettement plus sensible que I'UV, la
fluorimétrie présente cependant un désavantageumgje est la nécessité d’'une étape de
dérivation.

Parmi les modes de détection présentés, la déteggotrochimique et la SM sont les
plus intéressantes. Les meilleures LODs sont oktead’heure actuelle avec I'électrochimie,
c’est pourguoi c’est le mode de détection de cpoixr I'analyse des catécholamines.

La spectrométrie de masse offre, en plus de LODefa(proches de celles obtenues
par électrochimie), des informations structuralesfacilitent I'identification des composés et
leur quantification. Ce mode de détection spéc#iglievient de plus en plus utilisé pour
I'analyse des catécholamines. Ce sont ces 2 typeRbcteurs que nous avons retenus pour
la suite de notre étude.

Les exigences de l'analyse des catécholamines awec double détection par
spectrométrie de masse et par électrochimie sdiescd’'une séparation totale de tous les
composés pour le détecteur électrochimique et damaese mobile volatile pour la détection

en SM. Dans la suite de ce chapitre nous avonslo@er répertorier les différentes méthodes
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chromatographiques publiées jusqu’a présent dalittélature et qui pourraient satisfaire ces
exigences particulieres.

La majorité des composés d'intérét pharmaceutiduechimique, biologique et
biomédical sont ionisables. Il y a deux approch@scpales pour la séparation des ions sur
support apolaire de type phase inverse :

* le recul d’ionisation qui implique I'ajustement @il de la phase mobile de sorte a ce
gue les composés soient sous leur forme neutre,

* [|'appariement d’ions [62].

IV.2.2. Analyse par chromatographie liquide a polaité de phases inversée

Pour la séparation des catécholamines non déraréehase inverse on peut observer
deux grandes tendances dans la littérature. D'ane llgs séparations sur colonne C18 avec
des phases mobiles, pour la plupart, trés richesaar{95] et d’autre part, les séparations sur
colonne carbone graphite poreux (PGC) avec desphmasbiles plus riches en modificateur

organique [64].

a) L'approche C18

Les systémes chromatographiques sur colonne Cl8ciéss a la détection
électrochimique utilisent des phases mobiles awex guantités importantes de sels. Les
phases mobiles sont composées la plupart du terapsrbins 95% de solution aqueuse de
citrate de sodium et/ou d’acide citrique, et asple 5% de MeOH ou ACN. Kumarathasan
et Vincent [95] ont utilisé un tel systeme poursiparation de : NA, A, DA, DOPA et des
isomeres de la Tyr, mais la faible rétention deNld rend quasiment impossible son
identification dans un échantillon de plasma.

Des meilleurs résultats en terme de séparationduehus par Machideat al [76] en
utilisant une phase mobile semblable et une col@B®@ (plus apolaire que la C1&idgure
[.21). Dans ces conditions, une importante rétentidroleservée pour la NA, ce qui permet
son dosage dans le plasma avec des courbes dig®maans des gammes de concentrations
comprises entre 40 et 5000 pg.in{t® > 0,996).
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Figure 1.21. Chromatogrammes: (a) plasma artinicieldopé avec 0,5 ng.mt: de chaque
analyte; (b) blanc de plasma atrtificiel (c) échanlion de plasma d’un patient

Pour (a) et (c) DHBA (standard interne) ajouté encentration de 1 ng.mi[76]

Colonne : Deverosil RP Aqueous-AR-5 (L x @ 250 & iyim) Phase mobile : acide citrique
1,05% + EDTA 2Na 0,02% ajusté a pH 2,8 avec NaOKINA(98/2 v/v). Détection
électrochimique.

Ce systeme présenté par Machitaal impliquant l'utilisation de composés non
volatils dans les phases mobiles n’est pas conlpaNec un couplage LC — SM. D’autres
séparations ont été réalisées a l'aide de phasbgdem@omposées de MeOH ou ACN et de
différents acides volatils: acide acétique [84Jdadormique [97] ou acide trifluoroacétique
TFA [96] compatibles avec la SM.

Li et al.[83] ont présenté une étude de l'influence deataure de I'acide dans la phase
mobile sur l'intensité du signal en SM pour DOPAD&. Les meilleurs résultats sont obtenus
en présence d'acide formique et d’acide acéticare]is que la présence de TFA diminue la

réponse (figure 1.22). La suppression du signapeisence de TFA peut étre causée par la
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formation d’'une paire d’'ions entre les analytesqmés et I'anion carboxylé, mais aussi par la

volatilité plus faible et la conductivité plus impante de la phase mobile.

Peak Area

chogemmEne

o Acetic acid B8
Formic acid i
0.1 M HCI

0.5% Acctic noid BERS

1.5% Formic acid
0.1 M HCI04
25% TFA

2.5%
250

Figure 1.22. Influence de la nature de I'acide danta phase mobile sur le signal en SM [83]

T. Hasegawaet al. [98] proposent pour la séparation d'un mélange Gle
catécholamines et métabolites (NA, A, MN, NMN, DADEOPA) dans le plasma, un systeme
composé d’'une colonne C18 et d'une phase mobilstitoée d’'une solution aqueuse a 1%
d’acide formique et de MeOH contenant aussi 1% id&adormique en mode gradient
d’élution. Méme si la présence de I'acide danshiasp mobile est favorable a I'ionisation des
composés lors de leur analyse en SM comme l'onstatés Liet al. [83], les LODs
rapportées par T. Hasegawa sont plutot élevéeEomiee de 1 mg.[*, donc inacceptables
dans le cas d’'analyse de traces (les concentrafiems le cerveau, d’apres la littérature, sont
1000 fois plus faibles [22,32]).

G. B. Martin et al ont publié en 2007 [99] une méthode pour la sdjgearaen 8
minutes de la NA, I'A, la DA, la DOPA, la 5-S-cystgldopa et lao-methyldopa sur une
colonne C18 avec une phase mobile similaire a dellelasegawa, composée de MeOlDH
et 0,1% d'acide formique en gradient. Grace a &qancentration de I'échantillon sur des
cartouches d’extraction sur phase solide (SPByriigent a obtenir des LODs plus faibles de
I'ordre de 0,2 & 1,5 ng.mt

Un des avantages de la SM est lié au fait quyl @’'plus d’exigence de séparation
totale de tous les composés. Seuls les composés layméme masse molaire doivent étre
séparés. Pour les composés de masse molaire difénene quantification reste possible
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méme s’ils sont coélués, cela permet de réduiréeleps d’analyse. Bourciet al. [82] ont
ainsi réalisé la détection de 23 neurotransmettetunsétabolites en moins de 15 minutes, sur
une colonne C18 avec une phase mobile ACN/acideidore 0,1% en gradient d’élution.

En ce qui concerne notre problématique, ces dongdiine sont pas suffisantes car le
manque de sélectivité du détecteur électrochimipose le besoin d’'une séparation de tous

les composés.

b) L'approche PGC

Le PGC est un des supports les plus hydrophobesriides en chromatographie, il
est exclusivement composé de feuillets plans d’eode carbone hybridés’sfisposés selon
un motif hexagonal. La valence de ces atomes émplétement satisfaite, la surface du
PGC ne dispose pas de groupements fonctionnelst e@bmparable a une grande molécule
polycyclique aromatique.

La rétention sur PGC est la combinaison de plusienécanismes et ferait intervenir
différents types d’interaction:
* Des interactions dispersives (forces de LondomedatPGC et I'analyte d’'une part et
la phase mobile d’autre part ;
* Des interactions hydrophobes (entre la surface@Q Bt les noyaux aromatiques des
catécholamines);
* Des interactions de charge induite entre un anglyt&ire et la surface polarisable du

graphite [100].

Pour la rétention des anions, le PGC fait intenveem plus des interactions
électroniques (transfert de charge donneur-accgpatre les doublets d’électrons non liants
des anions et les zones appauvries en électrdasPGC.

La rétention est aussi déterminée par la surfaceot¢act entre I'analyte et le
graphite ainsi que par la nature et I'orientati@s @roupements fonctionnels du soluté par
rapport a la surface du PGC. La rétention est darggnentée pour les molécules planes et
diminuée pour les molécules trés structurées elasgqui ne peuvent entrer en contact avec le

graphite qu’avec une petite partie de leur surfao&culaire.

Grace a ses propriétés rétentives, le PGC fadditeouplage LC-SM car il permet
d’utiliser des phases mobiles avec une plus fereur en modificateur organique qu’avec un

support de type C18.
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Tornkvist et al [20] ont mis au point une méthode CPL-SM/SM aumusation
positive et négative dans une seule analyse. Larapn du mélange standard de 9
catécholamines (DA, NA, A, Tyr, VMA, HVA, DOPA, DOXC et ortho methyl DOPA) est
obtenue sur une colonne capillaire de PGC (Lx@=ml%c200 pm). L’élution est réalisée a
'aide d'une phase mobile composée de 60% de Me®HIO8% de tampon formiate
d’ammonium 50 mM, a pH 2,9.. Les auteurs ont gmsimettre en évidence la présence de
NA, DA et Tyr dans un extrait de substantia nigrgufe 1.23). On remarque cependant une
importante dérive de la ligne de base entre 105minutes (figure 1.23), qui pourrait
masquer des composés tels que VMA, DOPAC et DOPdntagles rétentions dans cet
intervalle de temps.
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Figure 1.23. Analyse d’un échantillon de substantianigra sur une colonne capillaire en
PGC en couplage avec la SM [20]

Colonne capillaire PGC (L x &= 15cm x 200 pm). hambile : MeOH / tampon formiate
d’ammonium pH 2.9, 0,05 M, (60/40 v/v). Débit : 3/min. Détection : SM/SM (ESI
positive)

En plus du fait que A et NA ne peuvent pas étparas dans ces conditions, un autre
point faible de la méthode a été mis en évidenceRi@neet al. [101] qui ont observé la

dégradation par oxydation des catécholamines sugdport PGC.

IV.2.3. Analyse par chromatographie liquide d’appaiement d’ions

Une alternative pour la séparation des ions ptnus en chromatographie de phases
inversée est la chromatographie d’appariement g'i@R-RPLC). Les phases stationnaires
utilisées pour ce type de chromatographie sonhi&ses que celles utilisées en phase inverse
et sont principalement représentées par les siligeffées C18. En général, les phases
mobiles sont constituées d’'un mélange de modificabeganique et d’'une solution aqueuse
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contenant un agent d’appariement d’ions [74]. Lgengs d’'appariement d’ions sont des
composeés qui ont un groupement ionique (une téi@rpyy de charge opposée a celle des
composés a separer, attaché a une chaine carbgukepliobe grace a laquelle ils

interagissent avec les colonnes apolaires.

Il existe plusieurs théories pour expliquer le arésme de rétention en
chromatographie de paire d’'ions, dont les prin@palont les suivantes:

1*" modéle: le partagda paire d’ions entre I'analyte chargé et 'agdiappariement

d’ions de charge opposée se forme d’abord dankdaegpmobile puis est adsorbée sur
la phase stationnaire;

Zéme

modele: I'échange d’iondans un premiers temps il y a adsorption de hHage
d’appariement d’ions sur la phase stationnaire sgutomporte par la suite comme un
échangeur d’ions;

3éme

modeéle: l'interaction d’ions avec formation d’'udeuble couche électrigue a

l'interface solide/liquide I'agent d’appariement d’ions s’adsorbe sur la sgha

stationnaire et entraine I'apparition d’'une difféze de potentiel entre la surface du
solide et la solution. Les solutés ionisés se autneet dans la couche liquide au
voisinage de la surface et forme la «couche diffuses ions de méme signe que
I'agent d’appariement d’ions sont repoussés delelte diffuse, alors que les ions de

signe contraire y sont attirés [102].

Pour I'analyse des catécholamines, la chromatogeapappariement d’'ions représente le
mode le plus utilisé [26,35,65,86,103]. Dans lesditions de pH acide correspondant a leur
domaine de stabilité, les catécholamines sont &wuse chargée positivement (voir les pka
des composés dans I’Annexe 1). Les agents de ghares utilisés sont alors des acides forts
qui forment la paire d’'ions avec le groupement apositivement chargé au pH de la phase
mobile (généralement pH inférieur & 3).

Les anions de type alkylsulfate et alkylsulfonatatdes plus utilisés pour I'analyse
des catécholamines. Avec une longueur de chaireadjii varie entre 6 et 12 atomes de
carbone, ils sont rajoutés dans la phase mobile favme d’acide [103] ou de sel de sodium
[104]. Les agents de paire d’ions les plus utilidass cette famille sont les composés avec 8
carbones: I'acide octylsulfonique (OSA) [79,103,11@®], I'octylsulfonate de sodium (OSS)
[97,107] et l'octylsulfate de sodium (SOS) [108]utilisation d’agents de paire d’ions a
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chaine plus courte (6 [65] ou 7 [109] atomes dbaa), et plus longues (10 [110] ou 12
[111] atomes de carbone), a aussi été rapport&ephases mobiles typiques sont composées
de tampons phosphates, avec des pH voisins de Présence d’'EDTA et d'un faible
pourcentage de modificateur organique (inférieli086). Les séparations sont réalisées sur
des colonnes de type C18 associées principalemen¢ aétection électrochimique. Le role
de 'EDTA est de complexer les impuretés afin désiit une meilleure ligne de base avec la

détection électrochimique.

Sur ce principe, Qeet al. [106] ont réalisé dans un extrait de cerveau ddepole
dosage de : NA, A, DA, DOPA, S, 5HIAA, HVA, DOPA@OE (deoxyépinephrine) en
présence d’isoprenaline comme standard interngys@&me chromatographique est constitue
d’une colonne BAS Phase Il ODS (Lx@ 100x3,2 mmj'ahe phase mobile composée d’'un
mélange d’ACN et d’'une solution aqueuse d’acide mcbioracétique 0,1 moll, de SOS
0,65 mmol.L* et ’EDTA 0,5 mmol.[* (pH ajusté & 3,05 avec NaOH) (2,9/97,1 v/v). Dans
ces conditions une séparation des 10 analytestabtg@e en moins de 25 minutes (Figure
[.24). Pour cette séparation, deux types de mérengont mis en jeu pour la rétention des
analytes. D’'une part, un mécanisme de type appariemions pour les composés aminés
protonés et d’autre part, un mécanisme classiqugpgephase inverse pour les composés qui
n’'ont pas de fonction amine (HVA, DOPAC) et ne spas$ chargés positivement.

Une faible rétention de DOPA, NA et DOPAC est ob&er avec coélution en début
de chromatogramme avec des composés endogenesgmbde la matrice (pics signalés par
les fleches rouges), ce qui rend impossible la tification précise de ces trois composés.
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Figure I. 24. Chromatogramme d’un homogénat de ceeau @rea ventralis)
Colonne et precolonne: Bas Phase Il ODS L x @ 18®xnm et respectivement L x @ 15 x
3,2 mm. Phase mobile: 0,1 mot.ld’acide monochloroacétique, 0,65 mmdl.BOS et 0,5
mmol.L'* EDTA, (pH ajusté a 3,05 avec NaOH 6 mad)l197,1% et 2,9% ACN. Détection
électrochimique.
(1) L-DOPA; (2) NA; (3) DOPAC;(4) A; (5) HVA; (6) B; (7) 5-HIAA; (8) DOE; (9) IS;
(10) 5-HT [106]

L'utilisation d’'un agent de paire d’ions de chaicarbonée plus longue peut

augmenter la rétention pour ces trois composésseti€gager du volume mort, comme le

montre Talwaset al[111] qui ont utilisé le dodecylsulphate de sodi{d$S) (figure 1.25):
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Figure I. 25. Profil chromatographique d’un extrait d’'urine
Colonne : Luna C18 (L x @ = 250 x 4,6 mm); Phasditea tampon dihydrogenophosphate
de sodium 50 mmol:t, 250 mg.[* EDTA, 500 mg.[* DSS, 200 ml..X ACN et 100 ml.[*
MeOH. pH ajusté a 2,9 avegPO, 6 mol.L* ; Détection électrochimique [111]
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La séparation proposée peut étre satisfaisantelutiisation des alkylsulfonates non
volatils rend incompatible la transposition direate couplage avec la SM. Pour contourner
cet inconvénient, Neubecket al [31] ont utilisé avec succeés l'acide heptafluonybique
(HFBA), acide perfluoré volatil, comme agent d’appaent d’ions pour I'analyse de la NA
dans les urines du rat avec une détection par SM.

De leur coté, A. T. Wooet al.[96] ont réussi a séparer en moins de 20 minutes u
mélange de 11 composeés (NA, A, DA, DOPA, Tyr, B@H Trp, S, octopamine, tyramine,
N-acetylsérotonine) sur une colonne C18 (Alteclgcanne phase mobile composée d’eau et

de méthanol contenant 0,05% de TFA, en mode gradiélution (Figure 1.26).
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Figure 1.26. Profil de la séparation d’'un mélangetandard des 11 composeés.

Colonne: Alltima C18 (L x @ =150 x 4,6 mm.). de &5 60% MeOH en 15 minutes.
Détection : fluorimétrique.

D. Thiebautet al [86] ont présenté une étude comparative sur lpaait@s rétentives
de différentes colonnes C18 et la colonne PGC wis-&’'un mélange de neurotransmetteurs
(parmi lesquels: NA, DA, A, DOPA, Tyr et S) en appment d’ions avec détection par SM.
lIs ont mis en évidence le fait qu'a concentraégrale de TFA dans la phase mobile (26,5 m
mol.L), si pour les colonnes C18, le pourcentage de ficatbur organique ne doit pas
dépasser 5% pour éviter d’éluer la NA dans le velumort, sur le support PGC un minimum
de 10% de solvant organique dans la phase mobhiteéesssaire pour I'élution des composeés.
lIs montrent aussi que le passage de TFA a HFBAS&L a comme effet 'augmentation de

la rétention de tous les composés et de ce faitanméioration de la résolution entre les
couples A/ NA et DOPA/ S peut étre observeée (figugy).
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Figure 1.27. Variations des facteurs de rétention g la colonne PGC en fonction du
pourcentage de MeOH avec (A) TFA et (B) HFBA commagent d’appariement d’ions
[86]

IV.2.4. Analyse par chromatographie d’échange d’ioa (IEC)

La chromatographie d’échange d’ions (IEC) est dasmdr un processus d'échange
d’ions entre la phase mobile et des groupementstitomels ionisés greffés sur le support
solide. Les anions sont séparés sur des phasdgegrele type ammonium quaternaire et les
cations sur des phases contenant des groupeméotsase, carboxyle ou phosphate [74].

Les catécholamines sont des composés facilemenisalles et donc Ia

chromatographie d’échange d’ions semble parfait¢meaptée pour leur séparation.

Il existe quelques exemples de séparation de lgalgnines par échange de cations
[66,112,113]. de Borba et Rohrer [112] ont utilis& colonne lon Pac C18 (Dionex) et une
phase mobile en gradient de concentration d’acié¢hyisulfonique de 3 mmoltl a 45
mmol.L%, pour la détermination des amines biologiques dassoissons alcoolisées.

De bons résultats ont été obtenus par Heidbredat. [113] pour le dosage de NA,
DA et S dans des microdialysats de cerveau d@aatine méthode qui utilise un échangeur
fort de cations (Capcell Paj SCX UG80 — Phenomeniea3 courbes d’étalonnage, tracées
entre 1 et 50 ng.mt, ont de trés bons coefficients de corrélation ésiepirs & 0,998). Les
LODs établies sont comprises entre 50 et 100 pg.rme mélange de catécholamines analysé
reste simple, il implique seulement des composeémtayn groupement amine primaire
protoné, qui interagit facilement avec la phastastaaire.

Récemment Luet al [66] ont présenté la séparation d’un mélangeat@éctiolamines
et métabolites sur une colonne phase inverse réedibiar I'addition d’'un groupement

sulfonate §O;-HC-Cs-L), pour faire de I'échange de cations. lls conepates performances
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séparatives de cette nouvelle colonne avec dewneges commerciales: une colonne C18
(Zorbax SB) avec l'utilisation d’hexanesulfonaterone agent d’appariement d’ions en phase
mobile et une colonne de type mixte mode: phasergevet échange de cations (Primsep 200)
(Figure 1.28). Méme en présence d’agent d’appanmtrdéons de faibles rétentions et une
séparation insuffisante sont observées sur le su@d®. Des meilleurs résultats sont obtenus
sur la colonne Primsep grace au mécanisme d’échdiiayes, mais la rétention reste encore
faible puisque 8 des 9 composés étudiés sont élags les 4 premiéres minutes avec la
coélution de HVA et DOPA. L'amélioration de la s&éon n’est pas envisageable car le
pourcentage d’ACN et la concentration de TFA saja daibles et ne peuvent donc pas étre

beaucoup plus réduits.
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Figure 1.28. Séparation des catécholamines sur défentes phases.

(A) Zorbax SB C18. Conditions chromatographiqud$/90 ACN/HO contenant 0,1% (v/v) TFA,
0,2 mmol.L™ EDTA et10 nmol.L™! hexanesulfonate de sodium, T=40°C
(B) Primesep 200. Conditions chromatographique8/9d ACN/HO contenant 0,02% (v/v) TFA,
T=40°C
(C) "SO—HC-C8-L. Conditions chromatographiques : 24/76 AGR contenant 0,02% (v/v) TFA
and 0,2 mol.L't EDTA, T=65°C
Autres conditions chromatographiques : colonnesx50046 cm, débit = 1,0 mL/min, détection : UV
barrette des diodes. 1. DOPAC, 2. HVA, 3. DOPATW, 5. NA, 6. A, 7. DA, 8. Phe, 9. 3-MT [66]
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Les meilleurs résultats en terme de rétention esémration sont enregistrés sur la
colonne modifiée SO;-HC-Cs-L. Cependant, l'augmentation de rétention entraime
élargissement des pics des composés aminés lesrgikeisus. Une augmentation de la
température de la colonne (passage de 40°C suauless supports a 65°C), n'a pas pu
améliorer I'efficacité des pics. Les composeés aiEOPAC et HVA, négativement chargés
et ne possédant pas de groupement aminé, sordrfaht retenus et élués en premier du fait
gu’ils subissent une répulsion électrostatique d@egroupements SOdu support. Les deux
composeés qui sont élués aprés sont deux acideabi@OPA et Tyr. La rétention plus
importante de la phénylalanine (Phe) par rappartautres acides aminés s’explique par sa
polarité plus faible (absence de groupement hydeosyr le noyau aromatique).

Les exemples d’analyse de catécholamines en échdiges ne sont pas trés
abondants dans la littérature. En effet, en échdhges, on ne peut séparer que les solutés de
méme signe et de charge opposée a celle du sugsmatatif. Les solutés de méme signe que
le support sont repoussés et sortent tres proahesldme mort. La plupart du temps, nous
avons besoin d’analyser les catécholamines en niémps que leurs métabolites or ces
composés dans les mémes conditions de pH, n‘onepagme état de charge et ne peuvent

donc pas étre séparés sur un méme échangeur d’ions.

IV.3. Analyse par électrophorese capillaire (EC)

L’électrophorése capillaire (EC) est une technigéparative puissante adaptée
spécialement a l'analyse des ions ou des molédol@sables. Les avantages de cette
technique sont les hautes efficacités et résolsitdes séparations, la rapidité de I'analyse et
le faible volume d’échantillon nécessaire pour&lyse [114].

L’électrophorése capillaire de zone (CZE) et kflephorése capillaire micellaire
(MEKC) sont les deux modes les plus répandus de. IlEe principe de la CZE est basé sur la
différence de mobilité électrophorétique des amalgt elle est principalement utilisée pour la
séparation des ions. Le principe de la MECK es¢ Isas la différence de partage des analytes
entre une phase micellaire et une phase aqueuse,teehnique est utilisée la plupart du
temps pour I'analyse des composés non-ioniques.

Pour la séparation des catécholamines, la CEZ $appliquer grace au fait que ces

composes sont chargés dans une gamme importamid ¢{fir le pKa dans TANNEXE 1)
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[115]. La MEKC est aussi utilisée et les micelleastsformées la plupart du temps a l'aide du
dodecylsulfate de sodium (SDS) [114,116].

Au début, le seul mode de détection disponibléleatrophorése capillaire était 'UV.
Les avancées technologiques permettent maintehdiisation en EC, du fluorimétre, du
conductimétre et de la SM. La figure 1.29 préselatereprésentation schématique d’un

appareil d’électrophorése capillaire avec détedtivh

Détecteur UY

Capillaire en silice
Tea
Ancde

Cathode

(D2)

Solution
conductrice

+ —
N

<3 ur%

<108

Figure 1.29. Représentation schématique d’'un apparkd’électrophorese capillaire avec
détection UV

Pour l'analyses des catécholamines en EC, différemodes de détection ont été
utilisés: I'UV [115], I'électrochimie (ED) [117,118 la chimiluminescence [119,120], la
fluorescence y compris la fluorescence induitelaser (LIF) [121], la conductimétrie (CD)
[122] et la SM [123].

EC-UV
Si en chromatographie liquide la longueur d’ontiisee pour la détection UV des

catécholamines est généralement 280 nm, en ECehlabsde solvants organiques dans le

tampon électrophorétique permet la détection ar2g20zone d’absorption maximale pour les

Références bibliographiques : voir pages 72- 75 66



Chapitre I. Etude bibliographique sur les méthatlasalyse des neurotransmetteurs

catécholamines comme on peut le voir sur le spadWfede DA (figure 1.13, paragraphe
IV.2.1.9).

La détection UV présente I'avantage de ne passséee de réactions de dérivation,
mais le désavantage d’étre peu sensible par rappdrt-, ED, CD ou SM.

Des limites de détection de l'ordre du pg:mpour les catécholamines et leurs
métabolites sont rapportées dans la majorité dblcations en EC-UV [116,124,125]. Par
exemple Sirén et al .[124] ont obtenu des LODs aisap entre 0,6 et 3 ug.niL

Une amélioration des LODs a été obtenue par Teeiad) [126] par modification de
charge de la surface du capillaire en utilisant foldes concentrations de chlorure de
poly(diallyldiméthylammonium) (PDDAC), ce qui erime une inversion du flux
électroosmotique (EOF). Cela a comme effet un aifffient des pics (Figure 1.30) et donc une
amélioration du rapporte signal/bruit. Dans cesditns les LOD varient entre 3 ng.mL
pour le SHIAA et 20 ng.mt: pour VMA.

20y

Absorbance (mAL

12 13 14

0 0 Temps (min) 0
Figure 1.30. Séparation simultanée des catécholanes, indolamines et metanephrines
avec une solution 1,2% PDDAC et inversion d’'EOF
Conditions électrophorétiques : longueur totalecdpillaire 60 cm (longueur effective 50
cm); tampon : 1.2% PDDAC et 5mM acide formique a 4M; voltage : 15kV; injection
hydrodynamique a 20 cm d’hauteur pendant 10 sectiéh UV a 220 nm. (1) VMA; (2)
HVA; (3) Trp; (4) 5-HIAA; (5) MN; (6) E ; (7) NMN;(8) 3-MT; (9) 5-HT; (10) DA; (11)
HMBA; (12) DHBA; (13) TA; (14) 3-IXS [126].
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EC-LIF

Grace a une sensibilité plus importante que adl€¢UV et un montage plus simple
que celui nécessaire pour une détection électrogbam le LIF est trés utilisé pour les
catécholamines [72,121,127-129]. Les LODs obtemwes le LIF sont de quelques ng.fL
Par exemple, Zhowet al [121] ont obtenu respectivement 4,3 ngmli8,1 ng.m[* et
12,4 ng.mL* pour A, DA et NA.

Les limitations de la détection LIF viennent dit fgue pour les catécholamines, une
réaction de dérivation avec un agent fluorophomamise. Les deux inconvénients majeurs
de ce fait sont liés d’'une part a la quantité madarde substrat nécessaire pour la réaction de
dérivation (les quantités de catécholamines préseatdns les échantillons sont tres faibles) et
d’autre part, a la présence de produits secondaiesla réaction («pollution» de
I’échantillon). Les solutions envisageables sorg pré-concentration de I'échantillon avant
la dérivation et une étape de purification apredéiavation [130].

Les agents de dérivation les plus utilisés sta#l:.chloro-7 nitro 2,1,3 benzoxadiazole
(NBD-CI) [121,128], le naphtaléne-2,3-dicarboxydigde (NDA) [72] et la fluorescin-5-
isothiocyanate (FTIC) [129].

Pour s’affranchir de I'étape de dérivation Hsethal [131] ont utilisé un détecteur a
fluorescence native induite par le laser (LINF) pbanalyse d’'un mélange standard de DA,
A, S, HVA, VMA, TA (tryptamine), Trp et SHIAA. Le< ODs obtenues pour ces analytes
varient beaucoup en fonction de la structure ded&cule et vont de 0,06 ng.mlpour Trp &
120 ng.mL* pour HVA, mais restent comparables & celles ofatemvec le LIF.

EC-SM

Pour 'EC comme pour la CPL, la SM est un modelétection sensible et spécifique.
La possibilité d’identifier les composés méme ekspnce d’'une matrice complexe représente
'avantage majeur que la SM offre par rapport asttes autres détecteurs disponibles a
I'heure actuelle. La figure 1.31 représente la camson entre un électrophérogramme EC-
UV et un EC-SM d’'une méme urine [132]. On peut \aiimsi la supériorité de la SM qui
permet l'identification des composés et rend pdssiéd quantification méme en présence

d’'une matrice complexe.
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Figure 1.31. Comparaison d’'une analyse EC-UV (A) eEC-MS (B) d’'un échantillon
d’urine
Conditions électrophorétiquedJV: longueur totale du capillaire 77 cm (longueureefive
70 cm); tampon: 50mmoltacétate d’'ammonium — 40 mmot.Idiisopropylamine & pH 4.0;
voltage : 20 kV; injection hydrodynamique 30 stedéion UV a 200 nm

SM: longueur totale du capillaire 80 cm; tampon: at®t
d’ammonium 50mmol.I* & pH 4.0; voltage : 20 kV; injection hydrodynamec@0 s; [132]

Méme si les LODs restent Iégérement supérieuresllas obtenues avec le LIF,
I'absence d’étape de dérivation et la spécificed’dnalyse sont a I'avantage de la détection
SM. Les LODs typiques pour la SM vont de 50 & 2§0nt.* [14,123,132-134].

En EC-ESI-SM, a cause des faibles débits de bdébte a I'entrée de la masse un
liquide additionnel doit étre ajouté pour augmengedébit. Le plus couramment, c’est un
alcool (méthanol, éthanol ou propanol) [133] quiwdgdisé. Une alternative plus intéressante
est représentée par la miniaturisation de la sdigmérce de type nanospray) compatible avec
de faible débit d'effluent, qui évite la dilutiored’échantillon par I'élimination du liquide
additionnel [123].

Le désavantage majeur de 'EC-SM par rapport ER4-SM vient du fait que les
LODs sont plus élevées du fait des petits volumgsiés en EC.
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V. Conclusions et perspectives

Dans ce chapitre nous avons pu voir I'importance des catécholamines, les
indolamines et leurs métabolites présentent potratesmission des informations a l'intérieur
du cerveau et du cerveau vers les organes effsctdous avons aussi présenté les voies de
synthese et le métabolisme des catécholaminesdaficomprendre comment ces composés
interagissent dans I'organisme.

Nous avons montré que les déséquilibres de comtemirdes catécholamines dans
I'organisme sont liés a plusieurs maladies et quddsage des catécholamines peut servir
pour le diagnostic de certaines d’entre elles.

Nous avons passé en revue les méthodes d’analysent) été employées pour la
détermination des catécholamines. Nous avons pu qu@ la chromatographie liquide
présente de nombreux avantages par rapport adenakwgraphie gazeuse ou I'électrophorése
capillaire. Ces avantages sont principalementdiéa durée des analyses, leur précision et
leur sensibilité (grace aux détecteurs plus peréonms).

En chromatographie liquide les méthodes décritess dh littérature ne sont pas toutes
adaptées a nos besoins d’analyser simultanémamnélange de catécholamines, indolamines
et de leurs précurseurs et métabolites dans umiexiu cerveau ou dans des milieux de
culture de neurones. Par exemple la chromatograpéahange d’ions n’est pas adaptée a
'analyse de mélanges complexes contenant a ladgscomposés acides et des composés
aminés car ils ne peuvent pas étre retenus pardeses supports.

La majorité des méthodes proposées en phase éngersn appariement d’ions sont
couplées a la détection électrochimique et de tteufdisent des phases mobiles avec des
concentrations trés importantes en sels, parfois vaatils, qui ne permettent pas une

compatibilité directe avec une détection par specftrie de masse.

Parmi les méthodes présentées, nous avons pgumila tendance actuelle va vers le
couplage CPL-SM. Grace aux informations structsradfertes par cette technique, les
identifications et les dosages des catécholamioesréalisés de maniére plus facile et plus
exacte. Pour linstant, les méthodes publiées réaff ni la sélectivité ni la sensibilité
suffisante pour une application directe a notreamgé d’analytes, c’est pourquoi les travaux

de cette thése vont se focaliser sur le développene nouvelles méthodes d’'analyse de
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catécholamines de charges différentes compatibles ane détection par spectrométrie de
masse.

Dans le deuxiéme chapitre de ce mémoire, noussalmésenter les méthodes que
nous avons mises au point en chromatographie phagerse et chromatographie
d’appariement d’ions et les avantages des phaaésrstaires de nouvelle génération (les
supports monolithes et les supports a noyau dwfosed core »).

Le troisieme chapitre est dédié au développemestathalyses en chromatographie
d’interactions hydrophiles (HILIC) et a une meilleucompréhension des mécanismes de
rétention dans ce mode chromatographique en pésior e

Les meilleurs systemes optimisés ont été ensoitplés a la spectrométrie de masse
puis appliqués a la détermination des limites deali®n et au dosage des catécholamines
dans un extrait de cerveau. Les résultats obtemigpsésentés dans le quatrieme chapitre.

Le dernier chapitre de ce mémoire est dédié atiftopation des méthodes de
purification et préconcentration des échantilloasgxtraction sur phase solide.
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CHAPITRE II.
DEVELOPPEMENT DE METHODES DE SEPARATION POUR LES
CATECHOLAMINES EN PHASE INVERSE ET APPARIEMENT
D’IONS

|. Introduction

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous sayoBsenté l'importance des
catécholamines pour le bon fonctionnement de I'oigyae ainsi que les méthodes que nous
avons a notre disposition a ce jour pour leur a®lpans le contexte que nous nous sommes
fixe :

- Analyse simultanée dans un échantillon biologiquepdnel des 11
composeés suivants : les 3 catécholamines (NA, A}, une indolamine (S), les
précurseurs (3 acides aminés : Tyr, DOPA et Trgys thétabolites acides (HVA,
DOPAC et 5HIAA) et un métabolite aminé (3-MT),

- Détection par spectrométrie de masse (SM) et patréchimie,

aucune des méthodes proposées dans la littéragatistaisant pleinement ces deux criteres.

Le choix de ces deux modes de détection s’expligae leurs performances
respectives. La spectrométrie de masse présentantage d’offrir des informations
structurales, facilitant ainsi l'identification desmposés présents a I'état de traces dans les
échantillons biologiques, mais reste une techniguéreuse. De son c6té, I'électrochimie
s'impose comme une technique de choix pour I'@iien en routine grace a sa grande
sensibilité et a ses meilleures limites de détacti®@ détecteur électrochimique implique des
colts moins élevés que la SM, une manipulation gilmple, mais reste moins spécifique que
la SM (pas de discrimination possible entre lesétdhtes molécules détectées dans des

conditions de potentiel données).

Dans ce but, il faut prendre en compte les cortgaiimposées par chacun de ces
détecteurs et essayer de trouver le compromis @us permettra d’atteindre notre objectif.
Nous avons donc :

- Pour la SM/J'exigence de volatilité de la phase mobile etrdpourcentage de

modificateur organique minimum pour augmenter feleanent d’ionisation des solutés.
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Pour avoir un spray stable en spectrométrie de enassis nous somme fixées une
teneur minimale de 10% de modificateur organiquesd&luant chromatographique.

- Pour la détection électrochimigué nécessité d’'une séparation totale des

composeés et l'utilisation d’'une phase mobile triehea en sels pour augmenter sa
conductivité.
Une incompatibilité apparait entre ces deux détestdiée a la concentration du sel
nécessaire pour obtenir les meilleures conditi@sehsibilité. Des phases mobiles tres riches
en sel permettent d’atteindre une meilleure selitsilen électrochimie mais sont défavorables

pour la SM.

Nous nous sommes fixées comme compromis l'utibsat’'une quantité modérée de
sels dans les phases mobiles pour obtenir la msligensibilité en masse, sachant que pour
améliorer la sensibilité en électrochimie, il séoajours possible d’introduire un liquide
additionnel, apres la séparation chromatographéguevant le détecteur, afin d’augmenter la

concentration en sel.

Dans le premier chapitre, nous avons vu qu’enrohtographie liquide il y avait trois
modes de séparation envisageables pour les caaéuhnels : I'échange d'ions, la phase
inverse et 'appariement d’ions, mais que I'échadgens n’était pas adapté pour I'analyse de
mélanges complexes contenant a la fois des compos@siques et cationiques. Nous nous
sommes donc intéressées a développer des sépamtionodes phase inverse et appariement
d’ions.

Apres avoir montré que l'analyse en milieu basigi&ait pas envisageable, nous
allons présenter, dans la premiére partie de cpitchales systemes que nous avons mis au
point en mode phase inverse en milieu acide. Neassamis au point des systemes avec des
phases mobiles composées d’'un modificateur organ{tleOH ou ACN) et d’'un tampon
volatil, sur trois types différents de supports :

* les colonnes « classiques » de la phase inver$8 eCPGC ;
* les colonnes perfluorées ;

* les colonnes de type mode mixte : phase inveréehetnge de cations.

La deuxieme partie du chapitre porte sur le déysdapent de systemes en

appariement d’ions, avec des agents d’apparienm@nrtsdvolatils de la famille des acides
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perfluorés. Les méthodes d’analyse ont d’abordrés&s au point sur des colonnes remplies
avec des particules poreuses classiques de plypsssd18 et PGC (diamétre des particules 5
Km), puis transposées sur des colonnes dédiées tasa LC ». Nous avons utilisé dans ce
but des phases C18 fabriquées selon deux techrufteentes :

* les colonnes monolith,

* les colonnes « fused core ».

Pour la totalité de ce travail de développementsystemes chromatographiques nous
avons :

- utilisé une détection UV a 280 nm (voir Chapitgatagraphe IV.2.1.1) et en vue d’un
dosage ultérieur,

- introduit dans le mélange standard des 11 solutékectionnés, la 3,4
dihydroxybenzylamine (DHBA). Ce composé a une s$tmgc tres proche de celle des
catécholamines, n’'est pas synthétisé par I'orgamist de ce fait, remplit les conditions
exigées pour un étalon interne. Il apparait pdewa dans la littérature comme le plus
souvent utilisé [1-5].

Par souci de simplification, le terme générique&dablamines sera utilisé dans la suite

de notre texte pour designer tous les composésatange.
II. Choix des conditions de pH pour I'analyse deatécholamines

Nous avons vu dans le chapitre précédent que téshedamines avaient un état de
charge variable en fonction des conditions de pHniieu dans lequel elles se trouvent, or
pour la séparation en mode phase inverse, l'idéat pvoir de la rétention serait de faire du
recul d’ionisation et ainsi d’avoir des composés shargés. Vu la composition du mélange
d’analytes que nous avons a séparer, qui contiemtathines primaires et secondaires, des
acides aminés et des acides, il ne sera pas posbtrouver des conditions de pH pour
lesquelles tous les solutés seront neutres (AnBgeXeeux stratégies ont alors été envisagées
pour avoir une uniformisation des charges appasendie ces molécules permettant de
simplifier 'analyse en impliquant le méme typendéractions entre les composeés et la phase
stationnaire : une en milieu basique et une autrendieu acide. C’est seulement dans les
conditions de pH extrémes que tous les composasnentharge apparente identique :

e apH < 2tous les composés sont positivement chargé
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* apH > 10,5 tous les composés sont négativemengehéAnnexe 3).

Nous avons également vu que les échantillons cantaes catécholamines doivent
étre conservés en milieu acide (pH<3), a I'abriadtumiére et a basse température (-80°C),
I'instabilité en pH supérieur a 7 ayant été miseitence par le travail de Miki et Sudo [6].

Nous avons voulu tester en premier lieu si la s#esle dégradation des
catécholamines n’empécherait pas I'analyse dansalgditions de phases mobiles basiques,
car le choix des colonnes commercialisées compativec des milieux trés acides est plus

limité que celui des colonnes compatibles avec ilieurbasique.

O H
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Figure II.1. Produits de dégradation de A, NA, DOPA DA, DOPAC et S en milieu
basique
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Parmi les différents supports de silice greffée8 @dsistants aux pH extrémes, nous
avons testé une colonne Nucleodur Gravity (125 mr, L x @), qui a un domaine de
stabilité annoncé compris entre pH 1 et 11. Lexspl mobiles utilisées sont constituées d’un
mélange de MeOH et de solution aqueuse d’acétatardonium 10 mM. Le pH de la phase
agueuse est ajusté a la valeur souhaitée (8 oan [1djle d’'une solution d’'ammoniaque 1N.

Les solutions de catécholamines injectées sontapgép extemporanément par
dilution 1/20 dans la phase mobile & partir de timhs méres a 1000 pg.ilpréparées en
milieu acide. Pour certaines solutions, nous avohservé avant méme linjection un
changement de couleur (passage de l'incolore ane)atlous avons verifié I'hnypothése d’'une
dégradation immédiate due au milieu basique ad'diel la spectrométrie de masse. Pour cela,
'analyse des solutions diluées de catécholaminég aéalisée par infusion directe dans la
source électrospray du spectrometre API 300 SCIEX.

Les spectres de masse mettent en évidence desedd®&s de 3 unités de masse par
rapport a la masse attendue pour le DOPAC; detéside masse pour la S, I'A, la NA et la
DOPA et de 6 unités de masse pour DA, ce qui aoefila dégradation des composés. Les
produits de dégradation que nous avons pu identéfigartir des spectres de masse et de la
littérature [7-9] sont répertoriés dans la figurd.llls correspondent tous a I'oxydation des
groupements phénol et a la cyclisation de la chigitéeale du cycle benzénique pour former
un hétérocycle a 5 atomes contenant un atome é@agotir : A, NA, DA, DOPA et S, ou un
atome d’oxygene dans le cas du DOPAC.

En conclusion, l'analyse en milieu basique n’ests panvisageable pour les
catécholamines, c’est la raison pour laquelle iteside nos développements de méthodes a

éte faite avec des phases mobiles acides.
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[ll. Analyse par chromatographie liquide a polaritde phases inverse (RPLC)

Par souci de stabilité des colonnes de silice ¢ee@18 et des composeés, nous allons
travailler a pH 3 mais une des difficultés pounblyse a ce pH vient du fait que les solutés
n‘auront pas tous la méme charge, certains sesitifs (A, DA, NA, 3-MT, DHBA et S),
d’autres neutres (Tyr, Trp et DOPA) ou encore riggétVA, 5HIAA et DOPAC) [10].

Parmi les systémes RPLC les plus simples, noussalvoavé dans la littérature ceux
pour lesquels sont utilisées une colonne octadetyine phase mobile composée d'un
mélange d’'un bon solvant (la plupart du temps I'AGNIe MeOH) et d’un mauvais solvant
qui peut étre une solution aqueuse de sel ou daéid¢ondition qu’ils soient volatils [11,12].

Nos premiers essais ont été faits a partir de ceséks.

[11.1. Analyse sur silice greffee C18

Compte tenu de la composition de notre mélanges mvons sélectionné pour notre
étude une colonne Discovery HS C18 (Supelco), (#50,1 mm L x &, diamétre des
particules 3 um, diamétre des pores 120 A) réppmégant permettre une excellente symétrie
de pic pour les composés acides et/ou basiqueghase mobile utilisée est constituée d’un
modificateur organique et de tampon formiate d’amimm. Les solutions injectées sont

toutes préparées dans la phase mobile.

[11.1.1. Choix du pourcentage et de la nature du mdificateur organique

Des essais avec une phase mobile composée d'unaf(OONH 10 mM, pH 2,9

en meélange avec MeOH comme modificateur organiqueété réalisés. Un pourcentage
inferieur a 10 % de MeOH est nécessaire pour abtinia rétention. La figure 11.2. présente
les meilleures conditions de séparation obtenuesnrie attendu en RPLC, l'ordre de
rétention est principalement fonction de I'hydropigodes molécules, la NA qui a la valeur
de log P la plus petite sort en premier et 'HVAj g le log P le plus élevé est élué en dernier
(Annexe 3). Malgré une grande différence entrddeteurs de rétention (k) de NA (k= 0,06)
et de HVA (k= 11,5), Tyr, DA, DOPA, NA, A et DHBAosit coélués en volume mort.
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Figure 11.2. Chromatogramme du mélange des catéchainines
Colonne : Discovery HS C18 (L x @ = 150 x 2,1 mmu®) ; Phase mobile : MeOH /
HCOONH, 10 mM, pH 2,9 (90/10 v/v) ; Débit : 0,2 mL.riin Détection UV.

Nous n’avons pas testé dans ces conditions ’ACNme modificateur organique car
il est connu qu'en RPLC c’est un solvant plus élugue le MeOH et, par conséquent, il
devrait étre introduit en proportion inferieure @4 ne respectant pas les exigences que nous

nous sommes fixées pour le couplage a la SM.

[11.1.2. Influence du pH de la phase mobile sur laétention

En chromatographie de phase inverse, la rétentigmante avec I'’hydrophobie du
produit. Les composés ionisables sont donc plehuost sous leur forme neutre que sous leur
forme ionique. L’ionisation étant un phénomene aép@t du pH, il est important de tester
I'influence de ce facteur sur la rétention des dadéamines. Pour cela nous avons utilisé une
phase mobile composée de 10% MeOH et 90% de fardiammonium 50 mM avec le pH
ajusté avec de l'acide formique pour obtenir ldewa suivantes de pH:2,5;3;3,5; 3,75;
4 et 5. Nous avons fixé 5 comme valeur maximaler peupH pour la dégradation des
produits. La figure 11.3 présente les variationsréention obtenues dans ce domaine de pH
pour 6 produits représentatifs.

Pour les composés (NA, A, DHBA, DOPA, TYR, D, SM3-) dont I'état de charge ne
varie pas dans le domaine de pH étudié (2,5 -d&@)s m'avons pas observé de modification
importante des facteurs de rétention. Par contnres de domaine de pH, I'état de charge des
composes acides (DOPAC, HVA et 5HIAA) et de l'acadeiné (Trp) varie beaucoup, ce qui
explique la variation plus importante des factelgsétention.
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Figure 11.3. Influence de la variation du pH sur lefacteur de rétention
Colonne : Discovery HS C18 (L x @ = 150 x 2,1 mmu@) ; Phase mobile : MeOH /
HCOONH,; 50 mM (10/90 v/v).

[11.1.3. Influence de la concentration en sels danla phase mobile sur la rétention des
analytes

Une quantité de sel trop importante dans la phas@lenpeut avoir des effets négatifs
sur I'abondance des ions formés en SM, mais uneertration trop faible n’est pas
compatible avec la détection électrochimique. Raauver un compromis, nous avons étudié
I'influence de la concentration en sels sur lesdfars de rétention.

Pour ces expériences, nous avons utilisé une phabde composée de MeOH et de
formiate d’ammonium en proportion (10/90 v/v), éaht le pH a 2,9 et en faisant varier la
concentration en sel entre 10 et 100 mM. De nouyveaws avons constatigure 11.4) que
pour NA, A, DHBA, DOPA, TYR, D, S, 3-MT, les factemude rétention restent constants
guelque soit la concentration. Une diminution dutdar de rétention liée a 'augmentation de
la concentration en sel est enregistrée pour lesposeés acides, elle est faible pour Trp,
DOPAC et 5HIAA et plus importante pour HVA, celaét di a la diminution de la solubilité
des composés avec l'augmentation de la concentraticels dans la phase mobile.
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Figure 11.4. Influence de la concentration en seldans la phase mobile sur le facteur de
rétention

Colonne : Discovery HS C18 (L x @ = 150 x 2,1 mmu@) ; Phase mobile : MeOH /
HCOONH,; (10, 30, 50, 75 et 100 mM) pH 2,9 (10/90 v/v).

[11.1.4. Bilan des conditions d’analyse sur C18

Nous avons constaté que dans les conditions phasese, la rétention n’est possible
que si le pourcentage de modificateur organiquecéde pas 10%. Dans ces conditions,
méme si plusieurs coélutions enregistrées ne pgsasnde probleme au niveau de la détection
par spectrométrie de masse, puisque les compogésescont des masses molaires ou des
transitions différentes, la séparation reste insarfite pour une détection électrochimique. A
la sélectivité insuffisante s’ajoute la rétentioapt faible des solutés élués en premiers, qui
risquent d’étre masqués par des composés endoganssles matrices biologiques. Nous

NOUS sommes en conséquence orientées vers urygérde phase stationnaire.

[11.2. Analyse sur support de carbone graphite porex (PGC)

Nous avons vu dans le premier chapitre de ce mahgse le PGC est une alternative
intéressante pour la séparation des catécholaneingtusieurs exemples de séparation de
cette famille de molécules ont déja été répertofi&s16]. Des mélanges plus ou moins
complexes ont été analysés dans difféerentes maicdogiques telles que le plasma [16] ou
le cerveau [15]. Ce type de support qui a des s rétentives si particulieres a été utilisé
avec difféerentes phases mobiles en association awec détection UV [13,16] ou par

spectrométrie de masse [15].
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[11.2.1. Analyse en mode isocratique

Pour nos premiers essais, nous avons repris lesglitoms de phase mobile
(MeOH/HCOONH, 50 mM pH 2,9 (60/40 v/v)) décrites pabrnkvistet al [15], mais en
divisant par 10 la concentration en sel (5 mBBns ces conditions, le mélange est mieux
résolu que sur la colonne C18 mais il reste tounm& coélution de la paire NA/A (comme
observée pafl 6rnkvist) et de la paire DA/DHBA. Nous avons pu remarquerP@GC des
inversions d’ordre d’élution pour certains composésamment pour les couples 3-MT, S et
5HIAA, HVA par rapport a la colonne C18.

Comme sur la colonne C18, ce sont les composéslasdog P les plus importants
(HVA, DOPAC, 5HIAA) qui sont les plus retenus. L& est un support plus rétentif que le
C18, des augmentations importantes de rétentiont eoregistrées sur PGC pour les
composes acides (Tyr, DOPA, DOPAC) et pour les am@ép indoliques (S, Trp et 5HIAA).
La rétention importante de ces composés peut sl par les particularités du PGC, qui
est un support offrant des interactions fortes d@scomposés anioniques et avec ceux ayant
une structure plane [17,18]. Ces composés ne samtéués avec des phases mobiles
contenant 10% de modificateur organique et méme @9& de MeOH dans la phase mobile,

les facteurs de rétention restent supérieurs aaleservés sur C18 avec 10% de MeOH.

Pour I'élution de 5HIAA, nous avons rencontré ddfadltés supplémentaires, liées
au fait que ce composé posséde une structurevestaint plane (noyau indolique) et qu’il est
sous sa forme anionique a pH 3. Des concentratiopsrtantes en sel (100-150 mM) et un
fort pourcentage de modificateur organique (plu$@# d’ACN) dans la phase mobile sont
nécessaires pour son élution (Figure 11.5).
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Figure I1.5. Le 5HIAA & 100 pg.L?
Colonne : PGC (L x @ =100 x 4,6 mm, 5um) ; Phasbita : ACN/HCOONH 100 mM, pH
2,8, (70/30 v/v) ; Débit : 1 mL.mih; Détection : UV.
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[11.2.2. Choix du modificateur organique

En remplacant les 60% de MeOH dans la phase mp#il€0% d’ACN, les temps de
rétention (tr) de tous les composés ont beaucammdé (figure 11.6) ce qui entraine la perte
de séparation entre les 7 composeés : A, NA, DHBA, B-MT, Tyr et DOPA, tous coélués
tres proche du volume mort (figure 11.7). Cette ifiodtion de phase mobile implique aussi
des inversions d’'ordre d’élution entre Trp et DOPAQGne part et 3-MT et le couple Tyr,
DOPA d’autre part.
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Figure 11.6. Influence de la nature et du pourcentge de modificateur organique sur la
rétention des analytes

Colonne : PGC (L x @ =100 x 4,6 mm, 5um) ; Phasbéila : MeOH ou ACN et HCOONH
5 mM, pH 2,9 ; Débit : 0,2 mL.mih

DHBA, DA, DOPA, TYR, 3-MT
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Figure 11.7. Profil de séparation des catécholamiresur PGC
Colonne : PGC (L x @ = 100 x 4,6 mm, 5u) ; Phasbilteo ACN/HCOONH, 5 mM, pH 2,8,
(60/40 v/v) ; Débit : 1 mL.mit}; Détection : UV.
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La figure 11.6 met en évidence, qu'une diminution pourcentage d’ACN dans la
phase mobile se traduit, comme attendu, par unmenigition de tr pour tous les analytes.
Cet effet est d’autant plus important que le trcdmposé est élevée. Vu les différences tres
importantes entres les temps de rétention des prencomposés €lués et ceux élués en
dernier (les acides), un gradient d’ACN peut étngisagé pour séparer un maximum de

composeés tout en maintenant un temps d’analysenrzable.

[11.2.3. Analyse en mode gradient

Pour faciliter la sortie des composés trop reteftis Trp, 5HIAA), nous avons
augmenté la concentration en sel dans la phaselanialiiale ainsi que la teneur en ACN
durant le gradient.

La figure 1.8 présente la séparation optimale doe peut obtenir en gradient
d’élution sur PGC. Si une bonne séparation de NADA, DHBA, TYR, DOPA et 3-MT
peut étre réalisée en 12 min, la séparation enege Bp n’est pas totale (pas de retour a la
ligne de base). De plus, dans ces conditions, I€ADdonne un pic déformé, tres large et
confondu dans la dérive de la ligne de base. QaarbHIAA, il reste non-élué dans ces

conditions.
DOPA

79000 A Trp
69000 -

A
59000 - NA
49000 - 3-MT HVA pic

DA S systéme
39000 -
DHBA ]‘

29000 4 Ty r
19000 -
9000 - u

| \ N DOPAC
-1000 —* ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25 30

Figure 11.8. Séparation des catécholamines sur PGEén gradient

Colonne : PGC (L x @ = 100 x 4,6 mm, 5um) ; Phaséila : A : ACN/HCOONH 50 mM
pH 3 (10/90 v/v), B : ACN/HCOONK100 mM pH 3 (70/30 v/v) selon le gradient suivant
de 0 a 30% de B en 15 min, de 30 a 100% de B emZtmaintenue a 100% B pendant 5
min puis & 0% B pour le rééquilibrage ; Débit : ll.min™; Détection : UV.
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Le gradient d’élution, en plus de permettre la s#ji@n des solutés les moins retenus,
offre la possibilité de réduire les coélutions @s colutés avec ceux indésirables présents
dans la matrice en introduisant initialement unigpainitial dont la composition serait

inferieur a 10 %.

[11.2.4. Bilan des conditions d’analyse sur PGC

Par rapport a la silice greffée C18, une plus fogtention et une meilleure séparation
des analytes sont obtenues sur PGC. Des phasedesngihus riches en modificateur
organique sont nécessaires pour I'élution des csggpsur cette colonne ce qui présente un
avantage pour la détection en SM (meilleure selitéibi

Les différences importantes de rétention entreplkesniers et les derniers analytes
élués en mode isocratique nous ont obligés a mattrpoint des gradients d’élution. En
gradient ACN/HCOONHK, nous avons obtenu pour la premiére fois une aéparentre la
NA et I'A. Sept analytes (NA, A, DA, DHBA, TYR, DOFet 3-MT) sur les 12 sont séparés
en 12 min. En revanche, la séparation entre Seblirl’élution de 5HIAA dans des délais
acceptables (moins de 40 min) n'ont pas pu étremniats par cette méthode. De plus, la
déformation importante du pic chromatographiqueo@ésau DOPAC nous a conduit a
'abandon de cette méthode d’analyse. Le couplageeal systéme a la SM ne sera pas

envisageé.

[11.3. Analyse sur colonnes perfluorées

Les colonnes pentafluoro phényle (PFP) sont résuéfre des colonnes offrant des
sélectivités complémentaires de celles des sup@dds C8 et phényle. Elles sont constituées
d’'un groupement pentafluoro phényle lié a la silp une chaine alkyle, le plus suivant
propyle (Figure 11.9). Elles offrent plusieurs tgpel’interaction pour la rétention des
COmMposSEés : reconnaissance stérique, interactiopstr@tatiques, liées aux doublets
électroniques des atomes de fluor et interactions liées a la présence des noyaux

aromatiques [19].
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Figure 11.9. Représentation schématique d’une phasstationnaire PFP

Les supports PFP sont recommandés pour la sépaiddls composés aromatiques,
tels les hydroquinones et des composés aromatifasgues d’intérét pharmaceutique
[20,21]. Des séparations de catécholamines sorseptées par difféerents fabricants des
colonnes PFP [22,23]. Pour exemple, la Figure Ipiésente la séparation isocratique de 5
catécholamines : NA, DOPA, A, Tyr et DA sur la aube Allure PFP Propyl avec une phase

mobile constituée d’une solution agqueuse de phasghiammonium 50 mM pH 3.

LS |

Temps (min

Figure 11.10. Séparation de NA (1), DOPA (2), A (3)Tyr (4) et DA (5) sur une colonne
PFP [22]

Colonne : Allure PFP Propyl (L x &= 150 x 4,6 mmyu#f) ; Phase mobile : Phosphate
d’ammonium 50 mM, pH 3. Débit : 1 mL.mtn Détection : UV & 266 nm.

En partant de cet exemple, nous avons adapté dsepmobile pour avoir des

conditions compatibles avec la SM, c’est a direplagement du phosphate d’ammonium par
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'acétate d’ammonium pour obtenir une phase mobilatile et aussi ajout d’ACN ou de

MeOH dans la phase mobile pour améliorer la stk spray.
[11.3.1. Influence de la nature et du pourcentage d modificateur organique

Bell et Jones [24,25] ont remarqué que pour l'gswlde composés basiques d'intérét
pharmaceutique, les colonnes de type PFP monteela tétention en présence aussi bien de
faibles que de forts pourcentages de modificategaroque dans la phase mobile. Des
mécanismes de type phase inverse et de type pbhasala sont respectivement mis en ceuvre
selon la valeur (faible ou élevée) du pourcentagealvant organique. La combinaison de ces
deux mécanismes est a l'origine d’'une relation @mé de « U » liant la rétention et le
pourcentage de modificateur organique. Sur la c@dPursuit PFP, que nous avons utilisée,
nous n'‘avons pas pu mettre en évidence ce type atapartement vis-a-vis des
catécholamines. On n’observe pas de rétention desotutés au fort pourcentage de
modificateur organique (MeOH et ACN), seul un mésae de type phase inverse est
constaté. Nous avons donc travaillé avec des phasédes riches en solutions aqueuses,
caractéristiques des séparations de composésgmairphase inverse.

La rétention reste faible quand I’ACN est utils@mme modificateur organique dans
la phase mobile, méme a faible pourcentage (10%gu(E 11.11). La séparation des composes
est insuffisante puisque la moitié des composés, (NAPA, A, DHBA, DA et Tyr) sont
coélués au voisinage du volume mort. L'utilisatthnMeOH a la place de I’ACN a pour effet
une augmentation importante (2 a 5 fois) des fastde rétention de tous les composés et
s’accompagne d’'une amélioration de la sélectiviR@ure 11.11). Le MeOH est donc le

modificateur organique qui est le plus intéresganir la suite de notre étude.
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Figure 11.11. Influence de la nature du modificatew organique sur les facteurs de
rétention des catécholamines

Colonne : Pursuit PFP (L x @= 150 x 2,1 mm, 5 plhase mobile : ACN ou MeOH et
CH3COONH,; 20 mM, pH 2,9, (10/90 v/v).

Nous veérifions sur la figure 1.11 que les catéaaihes sont éluées selon un ordre
croissant de log P, comme attendu en RPLC.

Sachant que nous nous sommes fixées un seuil mmideul0% de solvant organique
dans la phase mobile, il reste a étudier I'inflleedle la nature du sel et de sa concentration

dans la phase mobile pour essayer d’améliorer éyuarations.

111.3.2. Influence de la concentration et de la naire du sel

Nous avons étudié linfluence sur la rétention desels différents : le citrate du
sodium, le dihydrogénophosphate d’ammonium, le diibgénophosphate de sodium et
'acétate d’ammonium, afin de vérifier si des iatgions électrostatiques intervenaient ou
non dans le mécanisme de rétention des catéchaaraur le support PFP. Le choix des ces
sels a été fait de sorte a modifier et leur pactigionique (N&et NH;") et leur partie
anionigue (dihydrogéne phosphate, citrate et axétat

Comme nous pouvons l'observer sur la figure Il.tB2nature du sel introduit a la
concentration de 10 mM n’a pas d’influence surdier d’élution mais modifie la rétention
des catécholamines. Parmi les 4 sels étudiés, 8amforces d’élution comparables (citrate
de sodium, dihydrogénophosphate d’ammonium et ddgéhophosphate de sodium) et un se
distingue (acétate d’'ammonium) en étant nettemiest gluant pour tous les composés. Pour

les trois composés acides (DOPAC, HVA et 5HIAA),r&éention la plus importante est
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obtenue avec le dihydrogénophosphate d’ammoniupoet le reste des composés avec le
citrate du sodium. Entre un sel d’ammonium et Urdsesodium (dihydrogénophosphate), les
différences de rétention ne sont pas tres sigtifiea et ne permettent pas de quantifier
l'importance de la part des interactions électitagi@s exercées par les fluors dans le

mécanisme de rétention des catécholamines sur PFP.
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Figure 11.12. Influence de la nature du sel sur laétention des catécholamines
Colonne : Pursuit PFP (L x @= 150 x 2,1 mm, 5 phase mobile : MeOH/ tampon 10 mM,
pH 3, (10/90 v/v).

L’influence de la concentration en sel dans lasphanobile a été étudiée pour deux
sels: le dihydrogénophosphate de sodium et l'te&étdammonium. Si, pour le
dihydrogénophosphate de sodium, il n'y a pas d@érdifices significatives entre les facteurs
de rétention des composés aux différentes contemsaétudiées (5, 10, 20 et 50 mM)
(Figure 11.13 a.), pour l'acétate d’ammonium, orsetve une augmentation de la rétention
avec la diminution de la concentration en sel darmhase mobile (Figure 11.13 b.). Le méme
phénomeéne a été rapporté par Ballal [25] dans le cas de I'analyse de composés de la

famille de I'éphédrine et en présence d’acétatendianium dans la phase mobile.
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Figure 11.13. Influence de la concentration en sedur la rétention des catécholamines
Colonne : Pursuit PFP (L x @= 150 x 2,1 mm, 5 um) ;
Phase mobile : a. MeOH/ NaPiO, pH 3, (10/90 v/v).

b. MeOH/ CHCOONH, pH 3, (10/90 v/v).

La meilleure séparation obtenue sur le support B&Pespond a l'utilisation en
isocratique d'une phase mobile MeOH/{CHDONH, 10 mM, pH 2,9 (10/90 v/v) (Figure
[1.14). On peut constater sur la figure que les picromatographiques pour tous les composés

ne sont pas symétriques avec une trainée plus amsnmoportante selon la rétention. Aucune
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amélioration de la symétrie des pics n'est obsemmechangeant la nature du sel ou sa

concentration.

A, DOPA, DHBA

Intensite (UA)
DA, Tyr

SHIAA A

0 T T T

0 5 10 15
Temps (min)

Figure 11.14. Séparation des catécholamines sur leolonne Pursuit PFP
Colonne : Pursuit PFP (L x @= 150 x 2,1 mm, 5 pmhase mobile : MeOH/GGEOONH,
10 mM, pH 2,9, (10/90 v/v); Débit : 0,2 mL.min Détection : UV

[11.3.3. Influence de la température

L'influence de la température sur la séparatioriéaréalisée avec une phase mobile
composeée de 10% MeOH et de 90% BRE, 10 mM, pH 3 et la colonne a été thermostatée
aux températures suivantes : 15°, 25°, 35°, 450%E.

La figure 11.15 met en évidence une diminutionl@eétention avec 'augmentation de
la température. La décroissance linéaire de Inf&r &inverse de la température exprimée en
kelvins (K) démontre un comportement typique deréon en mode phase inverse. A l'aide
de l'équation de Van't Hoff gquation 1.} et du graphique In(k) en fonction de la
température, on peut calculer I'enthalpie de tramsu soluté de la phase mobile vers la
phase stationnaire car le rappaH°/R de chaque composé est égal a I'opposé denke e

la droite.
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-AH® | AS°
+

Ink = +In® (11.1)

k = facteur de rétention ;

AH° = enthalpie (J.md}):;

AS°® = entropie (J.K.mol™);

T = température (K) ;

R = constante des gaz (J-iol%);

@ = rapport des phases (volume de la phase statrerfmalume de la phase mobile).

Comme les pentes des droites pour nos composégasitives, nous obtenons des
enthalpies négatives ce qui veut dire que les ceggpmnt plus d'affinité pour la phase

stationnaire que pour la phase mobile.
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Figure 11.15. Influence de la température sur la réention des catécholamines
Colonne : Pursuit PFP (L x @= 150 x 2,1 mm, 5 Phase mobile : MeOH/ NgRO; 10
mM, pH 3, (10/90 v/v).

[11.3.4. Bilan des séparations sur colonne perflucge

Les résultats obtenus sur cette colonne ne somtsptisfaisants car les premiers
composés élués (NA, A, DOPA) sortent trop prochesy@ume mort ce qui ne permet pas
d’éviter des interférences probables dans cette ddflution avec des composés endogenes

de la matrice lors de lI'analyse par SM d’échantdldiologiques. La non-résolution entre
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NA, A, DOPA, DHBA, DA et Tyr rend impossible leurdentification et quantification par
électrochimie.

La non-symétrie des pics chromatographiques et lgainées n’ayant pas pu étre
supprimées, ni par la modification de la concemnaen sel de la phase mobile, ni par

'augmentation de la température, les essais stoltmne perfluorée n'ont pas été poursuivis.
[11.4. Analyse sur colonne mixte mode (Stability IB

Nous avons pu voir dans le premier chapitre q@esdparations satisfaisantes peuvent
étre obtenues pour les catécholamines porteuses dharge positive (DA, NA, A, 3-MT et
DHBA) par chromatographie d’échange de cations,[2BJrs que ces mémes composeés sont
peu retenus et €lués en premier en mode phasesénMez mode échange de cations n’est
cependant pas adapté pour des séparations de e®langtenant a la fois des produits
positivement chargés et négativement chargés,qtesDOPAC, HVA et 5HIAA. Malgré
tout, ces derniers analytes sont ceux qui ont lies jortes rétentions en RPLC. Dans cette
optique, nous avons voulu tester les colonnes e ¢ymode mixte » qui offrent la possibilité
d’avoir simultanément des interactions de typesagghur de cations et phase inverse. Les
premiers résultats présentés par H. laioal [27] pour la séparation d’un mélange de 9
catécholamines contenant a la fois des composéséandt des composés acides sur la
colonne mode mixte Primsep 200 sont prometteurs.

Nous avions a notre disposition une colonne Stgdit qui est une colonne de type
silice greffée phase inverse avec un groupementleaéncorporé dans le greffage
(Figurell.16.). Ce dernier est responsable de tantidn des cations par un mécanisme

complémentaire d’échange d’ions.

A

Figure 11.16. Représentation du greffon de la colone Stability IP

[11.4.1. Influence de la nature et pourcentage du radificateur organique

La figure 11.17 illustre le comportement tres peutier du support Stability IP par

rapport aux supports classiques de la phase inveisere de rétention est complétement
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modifié. Les composés acides (DOPAC, HVA et 5HIAR) étaient les plus retenus sur les
colonnes précédemment étudiées sont maintenard éluéébut de chromatogramme avec
une séparation insuffisante dans des conditiorghdse mobile ACN/formiate d’ammonium

20 mM (10/90 v/v). Cette faible rétention peut ghguer en partie par un effet de répulsion
électrostatique entre ces composés chargés négativet la charge portée par le greffon du
support. A I'opposé, les composés positivementgdsa(S et 3-MT) sont les plus retenus ce
qui confirme des interactions complémentaires paport a un mécanisme simple de type
RPLC. Parmi les 3 acides aminés du mélange, lee3tre soluté le plus hydrophobe et celui
qui a la rétention la plus élevée, mettant ainsée@dence qu’un mécanisme de rétention de
type phase inverse intervient également sur ceastp@es interactions hydrophobes sont
confirmées par 'augmentation de la rétention destles composés avec la diminution du

pourcentage d’ACN (de 10% a 5%) dans la phase mobil

5/95
10/90
3-MT S
L " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " ]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Temps (Mmin)

Figure 11.17. Influence du pourcentage d’ACN sur la séparation de catécholamines
Colonne : Stability IP (L x @ = 150 x 2,1 mm, 5urRhase mobile : ACN / HCOONHbH 3
(20 mM), (10/90 et 5/95 v/v) ; Débit : 0,2 mL.riin Détection : UV.

La Figure 11.18.a met en évidence que sur cettenoe, 'ACN a un pouvoir éluant
plus important que le MeOH, ce qui a été précédemaigservé en phase inverse (C18, PGC
et PFP). De méme, une augmentation de la réteegorenregistrée avec la diminution du

pourcentage de modificateur organique dans la phasde (Figure 11.18.b).
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Figure 11.18. Influence de la nature du modificatew organique sur la rétention des
catécholamines
Colonne : Stability IP (L x @ = 150 x 2,1 mm, 5um)
Phase mobile : a. ACN ou MeOH / HCOONED mM, pH 3 (20/80 v/v).
b. MeOH / HCOONH 20 mM, pH 3

Pour la suite des manipulations, le MeOH sera pggfémme modificateur organique
afin d’'avoir une rétention plus importante qui nodsnnera plus de souplesse pour

I'optimisation des parametres suivants.
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111.4.2. Influence de la concentration et de la naire du sel

Une augmentation de la concentration en sel gapbdse mobile conduit a des effets
différents selon I'analyte. Si les facteurs de méte des acides (DOPAC, 5HIAA, HVA)
varient trés peu avec la concentration, pour léseawnalytes qui ont des amines dans leurs
structures, la rétention diminue avec 'augmentatie la force ionique de la phase mobile,
comme attendu lorsque la rétention est gouvernéermpanécanisme de type échange d’ions
(figure 11.19). Cette différence de comportemerit@ne un ordre d’élution qui est dépendant
de la concentration en sel et on peut donc jouelasiorce ionique de la phase mobile pour
moduler la sélectivité entre les composés en fonctles besoins lors de l'analyse des

échantillons biologiques.

1,8000

—6—DOPA
—#—DOPAC
—A—TYR
—¥—=5HIAA
—A—NA
1,3000 - ——HVA
—+—A
—8—DHBA
D
——TRP
0.8000 - ——3-MT
——S

log k

0,3000 -

-0,2000 -

-0,7000

Concentration en sel (ml

Figure 11.19. Influence de la concentration en setlans la phase mobile sur la rétention
des composés

Colonne : Stability IP (L x @ = 150 x 2,2 mm, 5uriobile phase : MeOH/HCOONHoH
3,0 (10/90, viv).

Quand on remplace le formiate d'ammonium par l'aigte sodium, les effets sur la
rétention ne sont pas les mémes selon I'analygergill.20). On observe deux tendances

contraires :
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- pour les composés acides et les 3 acides aminé®PADOOPAC, HVA,
5HIAA et Trp), la rétention diminue en présenceN&H;COO.

- pour les composés aminés (NA, A, DA, S, 3-MT et D¥%)Bchargés
positivement, le sel de sodium est moins éluantlgsel d’ammonium. On retrouve I'effet

attendu en échange de cations, avec I'ion ammopluméluant que I'ion sodium.

18,00
k16,00 | 0 HCOONH4
B CH3HCOONa

14,00 ¢
12,00 -

10,00 ¢
8,00 -
6,00 r
4,00
2,00 r
0,00

DOPA DOPAC  TYR 5HAA  HVA NA A DHBA TRP D 3-MT S

Figure 11.20. Influence de la nature du sel sur laétention des catécholamines
Colonne : Stability IP (L x @ = 150 x 2,1 mm, 5unHhase mobile : ACN/ solution saline pH
3, 20 mM, (10/90 v/v).

Pour la suite, nous avons choisi d'utiliser, dut & sa volatilité, le formiate

d’ammonium comme sel dans la phase mobile a uneeotration de 20 mM.

[11.3.3. Optimisation du gradient d’élution

Les différences importantes entre les facteursétention des solutés, qui vont de la
valeur 1,5 pour DOPA a 31 pour S (pour une phasglextleOH/HCOONH 20mM, pH 3,
(10/90 v/v)) impose la mise au point d'un gradidi@ution, afin de diminuer le temps total
d’analyse tout en gardant la séparation des prera@nposés.

La bonne séparation des composés obtenue en délthtrdmatogramme avec une
phase mobile MeOH/HCOONH20mMM, pH 3, (10/90 v/v) (éluant A) (Voir Figure.2ll)
nous a conduit a choisir comme conditions initiadesgradient un palier de 5 min a cette
composition avant d'augmenter le pourcentage de WleOa figure 11.22 montre les

meilleures conditions de gradient obtenues sunppart Stability IP.
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Figure 11.21. Séparation des catécholamines sur leolonne Sability IP
Colonne : Stability IP (L x @= 150 x 2,1 mm) ; Paasobile : MeOH / HCOONIH20mM pH
3 (10/90 v/v) ; Débit : 0,2 mL.mih; Détection : UV
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Figure 11.22. Séparation des catécholamines en graht

Colonne : Stability IP (L x @= 150 x 2,1 mmiPhase mobile : A : MeOH/HCOON}20

mM, pH=3 (10/90 v/v) et B : MeOH/HCOON20 mM, pH 3, (50/50 v/v), avec 100% A de
0 a 5 min, suivi par une montée a 20% de B en I0atnpuis en 2 min a 70% de B et
maintenue pour 8 min ; Détection : UV
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[11.4.4. Bilan sur les séparations en mode mixte

Une nouvelle sélectivité est obtenue sur cetters® par rapport aux colonnes phase
inverse classiques (PGC et C18) car un mécanisp@ésuentaire de rétention, I'’échange de
cations, est disponible sur ce support.

Pour la premiere fois, une bonne séparation desposés de notre mélange est
obtenue, a I'exception de la paire 3-MT/S, surdérne mode mixte Stability IP avec un
gradient d’élution. Le gain de temps apporté pagridient est tres important, la durée de
I'analyse est réduite de moitié par rapport a Ihgs®isocratique.

Le couplage de ce systéme avec la SM doit po@imrune solution pour I'analyse du
mélange des 12 catécholamines. La faible résolutienla paire 3-MT/S n’est pas un
probleme pour la détection en spectrométrie de enasisque ces deux composés n’'ont pas la
méme masse molaire et ne fragmentent pas de la rfa@me. Cependant, c’est un systeme

qui ne sera pas adapté pour une quantification awvet®tecteur électrochimique.

[11.5. Conclusions sur les séparations en mode phasnverse

Dans cette premiére partie du chapitre I, nouma\présenté les méthodes que nous
avons mises au point pour la séparation des cdtunhes en mode phase inverse. Nous
avons étudié l'influence des différents parameswsia séparation des catécholamines tels
que la nature de la phase stationnaire, la natule pourcentage de solvant organique, la
nature et la concentration en sel dans la phasdentebpH ou la température.

Nous avons pu voir que sur les supports typiquemsilisés pour ce mode
chromatographique, les silices C18 et le PGC, @parsition de tous les analytes n’a pas pu
étre obtenue en mode d’élution isocratique. De lmes résultats en termes de séparation
sont obtenus en mode gradient d’élution sur laro®oPGC, mais la mauvaise efficacité
observée pour certains solutés (DOPAC) et I'élution-reproductible de 5HIAA nous ont
conduit a ne pas poursuivre les analyses sur desres.

La colonne fluorée de type PFP n’a pas apporté,nelin plus, la séparation désirée
pour les composés de notre mélange. Encore une faisnon-symétrie des pics
chromatographiques, sans amélioration possibleapgmentation de la concentration en sel
dans I'éluant ou par modification de la températdes la colonne, ne nous permet pas

d’envisager le couplage de ce systéme avec la SM.

Références bibliographiques : voir pade®t-135 105



Chapitre II. Développementle methodes de separation pour les catecholammeghase
inverse et appariement d’ions

La colonne mode mixte, Stability IP, est la segue nous a permis I'obtention d’'une
séparation complete, en 30 minutes, de 10 de nasrhposés en gradient d’élution. Le début
de séparation entre les deux derniers composés 89vd) nous permettra au moins une
analyse qualitative de ces composeés en électroehiPair contre, en spectrométrie masse, la
guantification de tous les composés sera possaneScet 3-MT ont des masses molaires
différentes. Le couplage de ce systéeme avec lasMamc envisageable.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre nous alfmésenter les résultats plus

prometteurs que nous avons obtenus en chromatogradjpippariement d’ions.

IV. Séparation des catécholamines par chromatograpliquide d’appariement d’ions

Nous avons vu dans le chapitre | de ce mémoire Rguechromatographie
d’appariement d’ions représente une alternativerésisante pour la séparation des composés
ionisables et est tres développée pour I'analysecd&cholamines. Les agents d’appariement
d'ions les plus utilisés sont les acides 1-octarie ledécane sulfoniques [28-32].
L’inconvénient majeur de ces produits est leur no@nade volatilité qui les rend incompatibles
avec la détection par spectrométrie de masse. destsad’appariement d’ions volatils de la
famille des acides perfluorés ou de la famille eles alkylamines constituent une alternative
possible pour les détecteurs ayant besoin d’unsepimmbile volatile. A pH 3, la majorité des
composeés que nous analysons porte une chargevpositin'ont donc pas la possibilité de
former une paire d’ions avec les «n» alkylaminesu$N\nous sommes donc tournées vers les

acides carboxyliques perfluorés pour la préparat®nos phases mobiles.

Les acides perfluorés sont des acides forts, \®ladiont la formule générale est
CnF2n+1COOH. lIs peuvent étre classifiés en fonction déorggueur de leur chaine carbonée
en:

* agent achaine courte, sin=1ou 2,
* agent a chaine moyenne, sin=3, 4 ou 5,
* agent a chaine longue, sin > 5.

Les acides a courte chaine forment les paires sl'iesm moins hydrophobes avec les
composés polaires ce qui se traduit parfois paretentions insuffisantes, mais I'utilisation
d’agents perfluorés a longue chaine implique de lwags temps d’équilibrage de colonnes
pouvant aller jusqu'a 3 heures [33]. Le choix dmyént d’appariement d’ions est donc un

parametre important a prendre en compte dansiugdtion des analyses.
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IV.1. Appariement d’ions sur colonnes conventionnéts (3 a5 um)

IV.1.1. Analyse en appariement d’ions sur support €8

Parmi toutes les colonnes de type C18 que nousi@motre disposition, nous avons
sélectionné la colonne Supelcosil ABZ + Plus (1506kmm L xd) pour nos premiers essais.
Cette colonne a donné de trés bonnes séparatiomdgsoacides aminés et les petits peptides
en appariement d'ions [34,35], et son comportemeésta-vis des acides perfluorés,
notamment les temps nécessaires pour I'équilibdada colonne, nous était connu.

Nous avons tout d’abord choisi le modificateur migae. Ensuite, nous avons testé
I'influence de la longueur de la chaine de l'agdi@ppariement d’ions sur le facteur de
rétention et enfin, nous avons choisi la phase ladlfirant la meilleure séparation.

IV.1.1.1. Influence de la nature et du pourcentagde modificateur organique

Pour nous assurer une rétention suffisante etrapgel’équilibrage pas trop important
sur la colonne Supelcosil C18, nous avons sélastionn agent a chaine de longueur
moyenne, I'acide nonafluoropentanoique (NFPA), ptudier I'influence de la nature et du
pourcentage de modificateur organique dans la pimadde. La figure 11.23 met en évidence
gue I'ACN est beaucoup plus éluant que le MeOHugt ipéme avec un faible pourcentage
d’ACN (5%) dans la phase mobile, la rétention deslbités élués en premier est insuffisante.
Pour obtenir une séparation totale de nos compases rétention plus importante de ces
solutés nous laissera davantage de possibilités fpoe varier d’autres parametres en vue
d’'une optimisation. Nous avons donc choisi d'ugifispar la suite le MeOH comme

modificateur organique.
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Figure 11.23.
Influence de la nature du modificateur organique sules facteurs de rétention

Colonne : Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150x4,6 mnkPhase mobile : NFPA pH 2,9 et
MeOH ou ACN (95/5 v/v).

La variation des facteurs de rétention en fonctiedaugmentation du pourcentage de
solvant organique est reportée sur la figure III28us constatons une diminution continue
des facteurs de rétention (k) des analytes avegr@ntation du pourcentage de MeOH. La
pente des courbes log k=f (%0MeOH) est plus élewér Prp et 3-MT, plus douce pour HVA,
5HIAA, S et DOPAC et tres faible, voire nulle, poDA, Tyr, DHBA, A et NA. Ces
variations de pentes entrainent des ordres d’'é@difiérents selon le pourcentage de MeOH.
Par exemple, avec 5% de MeOH, le Trp est le compogdus retenu et est donc €élué en

dernier, tandis qu’avec 10% de MeOH, il est éluéndieu du chromatogramme.

log k —¥%—3-MT
—+—DOPAC
1,1 s
0,9 = —&—HVA
0,7 1 5HIAA
051 —o—Trp

0,3 1

0,1

0,1 4 5 10 15 \2

037 %MeOH

Figure 11.24. Influence du pourcentage de MeOH sute facteur de rétention
Colonne :Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150x4,6 mm) ; Phasebile : MeOH/NFPA pH
2,9

A partir de 20% de MeOH, les coélutions se mukiplj les produits sortent groupés
en fonction de leur logP : le premier pic regrolp®, A, DHBA, Tyr et DA, le deuxieme,
DOPAC, Trp et S et le dernier, HVA et 5HIAA.
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L'influence du pourcentage de MeOH sur le factdarséparationo] n’est pas la
méme pour les différents couples de solutés. Lawallea est maximale a 5% de MeOH
pour la paire S/5HIAA, a 10 % pour HVA/S5HIAA et 3TVS et a 20 % pour DOPAC/S
(Figure 11.25).
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Figure 11.25. Influence du pourcentage de MeOH surla sélectivité entre différents

couples de catécholamines
Colonne : Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150 x 4n8n). Phase mobile : NFPA pH 2,9 et

MeOH ((100-x)/x viv).
Méme si avec 10% MeOH, on n’obtient pas une sépardbtale de tous les
composes, ce pourcentage de modificateur organmpearait cependant le meilleur

compromis pour la séparation sur cette colonne.

IV.1.1.2. Choix de I'agent d’appariement d’ions

En se basant d’'une part sur les travaux de Wab@di[36] qui montrent une séparation
de catécholamines avec l'utilisation du TFA danglease mobile, et d’autre part sur les
travaux de Neubeckeat al [37] qui utilisent avec succés l'acide heptaflumrtyrique pour
I'analyse de la NA dans des urines, nous avoné téstiuence de trois agents d’appariement
d’'ions avec des longueurs de chaine carbonée elitigs : I'acide trifluoroacétique (TFA),
I'acide nonafluoropentanoique (NFPA) et I'acide taelecafluorooctanoique (PDFOA). Les

résultats obtenus sont reportés dans la figur@.11.3
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Figure 11.26. Influence de la longueur de la chainearbonée de I'agent d’appariement
d’ions sur les facteurs de rétention

Colonne : Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150 x 4nén) ; Phase mobile : ACN et TFA ou
NFPA ou PDFOA 1,25 mM, pH 2,9 (10/90 v/v).

Si pour les catécholamines ayant un groupementapristonné a pH 2,9, l'influence
de la longueur de la chaine carbonée de I'agempipdidement d’ions est bien celle attendue
en chromatographie d’appariement d’ions (augmaeoriatie la rétention des solutés avec la
longueur de la chaine), pour les trois composéieadDOPAC, 5HIAA et HVA) n'ayant pas
de fonction amine primaire dans leur structure,camportement inverse est observé. Pour
ces trois composeés, la rétention la plus élevéebssirvée avec le TFA dans la phase mobile.

Pour les composés aminés pouvant former une paimesdcontrairement a Wooet
al [36], nous mettons en évidence que sur le suppm¢lSosil, la paire d’'ions formée avec le
TFA n’est pas suffisamment hydrophobe pour augmdateétention de ces composés par
rapport a celle observée en RPLC. En revanchedees perfluorés avec des chaines plus
longues, tels le NFPA et le PDFOA, apportent undrdyyhobie suffisante pour augmenter la
rétention de ces catécholamines.

Pour les 3 composés acides, la paire d’ions negupas se former, leur rétention ne
peut étre assurée que par un mécanisme type phassd (rétention basée sur I’hydrophobie
de la molécule). Comme rappelé au chapitre |, eanchtographie d’appariement d’ions, une
des hypothéses pour expliquer le mécanisme detigrieast basée sur I'adsorption sur le
support des chaines carbonées de I'agent d’appamiediions pour obtenir un échangeur
d’ions dynamique. Petritist al. [33] ont confirmé que I'adsorption des acides Iperes sur
les colonnes C18 est proportionnelle a la longualeula chaine carbonée et a la concentration
de l'agent d’appariement d’ions utilisé. Dans cesditions, il est pertinent de supposer que
ce phénomene d’adsorption diminue le nombre ddarefC18 libres a la surface du support.
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Il reste alors moins de possibilités pour les comégoacides d’interagir avec le support et de
plus, l'introduction de charges négatives a laaefdu support entraine des interactions
électrostatiques répulsives vis-a-vis des comppsésnt la méme charge. Ceci peut donc
expliquer la diminution de rétention des compos#des lorsque I'on utilise le PDFOA a la
place du TFA dans la phase mobile.

Pour vérifier notre hypothése, nous avons étudidluence de la concentration de
I'acide pentadécafluoroctanoique (PDFOA) sur l&mébn. Les concentrations de PDFOA
pour cette étude sont les suivantes : 0,25, 0/%, & 1 mM. Il faut mentionner que la valeur
du pH de la phase mobile (2,9) varie trés peu dattt gamme de concentration, ce qui
n’'impliqgue pas de modification significative detbé de charge des composés.

Les résultats que nous avons obtenus sont présgamnédsla figure 11.27. Il apparait
bien une augmentation de la rétention avec l'augatiem de la concentration du PDFOA
dans la phase mobile pour les composes susceplibliesmer des paires d’ions (DA, NA, A)
et une tres faible diminution de rétention pourdesposés acides.

14

12

00,25 mM||
m0,5 mM
000,75 mM|]
H1mM

10

NA A DHBA DOPAC HVA S5HIAA

Figure 11.27. Influence de la concentration de PDF@ en phase mobile sur les facteurs
de rétention
Colonne : Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150 x 4#@n) ; Phase mobile : ACN et PDFOA
(10/90 viv).

Cette derniére expérience confirme donc I'hypothgse nous avons formulée pour
expliquer la différence de comportement des congasiles vis-a-vis des autres solutés. Le
choix du NFPA comme agent d'appariement d’ions egpaencore comme un bon

compromis pour retenir 'ensemble des solutés daasonditions chromatographiques.
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Figure 11.28. Séparation des catécholamines avec AFcomme agent d’appariement
d’ions

Colonne : Daisogel C18 B (Lx@= 250 x 4,6 mm) ; Rhambile : MeOH/ TFA 0,1% (10/90
v/v) ; Débit : 1 mL.mif'; Détection : UV.

La figure 111.28. montre la séparation des catéahvhes obtenue avec le TFA comme
agent d’appariement d’'ions sur la colonne de sifjoeffée Daisogel C18. Le choix de la

nature de I'agent d’appariement d’ions est donluerfcé par le support de silice greffée C18
utilisé.
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IV.1.1.3. Bilan sur I'appariement d’ions sur C18

En mode isocratique, une séparation suffisante poerdétection par spectrométrie de
masse est obtenue a I'aide d’une phase mobile cadepde MeOH/NFPA pH 2,9 (10/90 v/v)
avec un temps d’analyse total d’environ 18 min.s0et ces conditions chromatographique
qui ont été utilisées pour les premiers essais”RIN-CSM/SM (figure 11.29).

NA

XIC

Intensité(cps)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1

Temps (min)

Figure 11.29. Chromatogramme d’'un mélange de 11 coposés

Colonne : Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150 x #én) ; Phase mobile : MeOH/NFPA pH
2,9 (10/90 v/v) ; Détection : SM (Sciex API 300uste Turbo lon Spray) ; Débit : 1 mL.min
!+ Concentration des solutés : 10 pg-hL

Nous voyons sur cette figure que la résolutionesnértains composés (par exemple
NA, A, DHBA) n’est pas suffisante pour une détect@ectrochimique puisque ce détecteur a
besoin d’un retour a la ligne de base entre chaglugé pour une analyse quantitative précise.
Il parait aussi évident que les premiers compoméisedués trop proches du volume mort avec
tous les inconvénients que cela implique dansdaded’analyse d’échantillons réels.

Pour compléter notre démarche, nous avons vouliertasn autre support plus
hydrophobe que les silices C18, le support PG@, diiugmenter la rétention et d’améliorer
si possible la séparation entre les composés.
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IV.1.2. Analyse en appariement d’ions sur PGC

En chromatographie de polarité de phase inverses aeons constaté que le PGC était
un support plus rétentif qu'un support de silicefffre C18 et de ce fait, nécessitait d’utiliser
des quantités plus importantes de modificateurroggee dans la phase mobile pour éluer les
composes. Des travaux réalisés antérieurementridres laboratoire sur I'analyse des acides
aminés en appariement d’ions [33,38,39] ont mogtré le PGC gardait cette rétention plus
importante également dans ce mode chromatographigueeffet, sur le support PGC, le
NFPA, un agent d’appariement d’ions de chaine ¢a&bale longueur moyenne (5 atomes de
carbone), offre des rétentions comparables a celiésnues sur C18 avec le PDFOA, un
agent d’appariement d’ions plus long (8 atomes aidane) et une sélectivité différente.
Thiébautet al [13] confirment lors de I'analyse comparée dee@irntransmetteurs (NA, A,
DA, DOPA, Tyr, S) avec le méme agent d’appariemd#dans (HFBA) sur PGC et sur
différentes colonnes C18 cette différence de gelext lls suggérent que les différences
d’ordre d’élution entre C18 et PGC sont le résulfatteractions différentes entre les solutés

et les deux types de support.

Les exemples de séparations de catécholamindB@&Ura l'aide d’acides perfluorés
comme agents d’appariement d’ions volatils, ne @@t nombreux [13]. Nous allons donc
réaliser une étude sur l'influence des différerdeametres, tels que la nature, le pourcentage
de modificateur organique et la nature d’agent pkai@ment d’ions dans la phase mobile sur
la séparation des catécholamines, en vue d’ameglilarerétention des composeés trop

faiblement retenus dans les systemes précedents.

IV.1.2.1. Influence de la nature et du pourcentagde modificateur organique dans la
phase mobile

La figure 11.30 met en évidence que I'ACN est pielsiant que le MeOH et ce
phénomeéne est plus accentué pour les composésénanpent un groupement fonctionnel
carboxyle au sein de leur structure (DOPA, Tyr,, TDOPAC, HVA et 5-HIAA). |l est
probable que pour la rétention de ces composéesdes mécanismes de rétention soient
différents de ceux des autres analytes, d’autars gle DOPAC, HVA et 5HIAA n’'ont pas
de groupement amine dans leur structure et ne pedesc pas former de paire d’ions avec

les acides perfluorés. La rétention de ces compasiéles est probablement le résultat des
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interactions hydrophobes et des interactions de &fpctroniques spécifiques de ce support,
vis-a-vis des composés négativement chargés.

Des sélectivités difféerentes sont observées lor$§iEN est remplacé par le MeOH
dans la phase mobile. En présence de MeOH, latictetles acides aminés (Tyr et DOPA)
est plus importante que celle des amines possédamtyau catéchol (NA, A, DA, DHBA, 3-
MT), tandis qu’en présence d’ACN, la rétention de & DOPA reste comparable a celle des
amines. Par ailleurs, avec le MeOH comme modificaterganique, on constate des
différences de rétention trés importantes entredesposés méme avec 50% de MeOH. Pour
réduire les temps d’analyse, il semble plus prosoett’'utiliser ’TACN comme modificateur
organique pour la suite de notre travail.

(i)
40 4 OACN 50%
35
20 4 B MeOH 50%

25 4
20 +
15 -

10 -

NA A TYR DHBA DOPA DA 3-MT S TRP  DOPAC HVA

Figure 11.30. Influence de la nature de modificateu organique sur la rétention et la
sélectivité des catécholamines sur PGC
Colonne : PGC (L x @= 100 x 2,1 mm) ; Phase mob#e&N ou MeOH / HFBA pH 2,9
(50/50 viv).

La diminution du pourcentage d’ACN de 50% a 40%sda phase mobile (Figure
[1.31) n’entraine pas de différences importantesédention des solutés, on constate toujours
une trop faible rétention pour la plupart de noslges (NA, A, Tyr, DA, DHBA, DOPA, 3-
MT, S et Trp) élués dans le volume mort. La dimioutde la concentration d’ACN dans la
phase mobile a 20% se traduit, comme attendu, pRaugmentation desdes analytes mais
la séparation n'est pas améliorée pour autant : NAA et DHBA restent coélués au début
du chromatogramme et dans ces conditions, les augtiens de tpour S, Trp, HVA et
5HIAA sont trés importantes. Par exemple, SHIAAH3@ 30 fois plus retenue.
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Figure 11.31. Influence du pourcentage d’ACN sur larétention des catécholamines
Colonne : PGC (L x @=100 x 2,1 mm) ; Phase mobileN/ HFBA pH 2,9.

Ces différences de rétention sont expliquées mamgtandes différences en ce qui
concernent les structures chimiques de nos anatyiedeur donnent des comportements
chromatographiques différents, surtout sur un sapparticulier comme le PGC. La forte
rétention de 5HIAA, composé élué en dernier, pé&rpdiquer par I'action conjointe de sa
planéité (liée au motif indole de sa structureleesa charge globale négative. D’une maniere
générale, I'apport d'une charge négative dansritsire entraine une tres forte rétention du
composé sur support PGC, ce qui explique que DORAYA et 5HIAA sont €lués en
dernier.

Vue la large gamme des valeurs des facteurs datigt méme en utilisant I'ACN
comme modificateur organique, il faut envisageguadient d’élution pour homogénéiser les

temps d’analyse.

IV.1.2.2. Choix de I'agent d’appariement d’ions

La rétention des composés aminés (Figure 11.32)m@mte avec la longueur de la
chaine carbonée de l'acide perfluoré utilisé comauditif dans la phase mobile
(trrea<trursa<trnepa). Ces résultats sont en concordance avec ceuarpéssdans la littérature
[13]. Le remplacement de HFBA par NFPA n’est cearnigpas suffisant pour améliorer de
facon satisfaisante la résolution en début du catogramme entre : NA, A, Tyr, DA, DHBA
et DOPA.
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Figure 11.32. Influence de la nature de I'acide pefluoré sur la rétention des composés
aminés

Colonne : PGC (L x @= 100 x 2,1 mm) ; Phase mobileCN/HFBA ou NFPA pH 2,73
(20/80 v/v).

Sur PGC, les effets de la nature de I'agent d’dppent d’ions ne sont pas les mémes
pour les composeés acides que pour les composégaprotonés (Figure 11.33), comme nous

I'avons précédemment montré sur support C18 et pela les mémes raisons.

K 5.

18-

16-

14

12-

101 OTFA
N ENFPA
6.

2l
2
0.
3-MT s TRP DOPAC HVA

Figure 11.33. Comparaison de l'effet nature de I'agnt d’appariement d’ions sur le
facteur de rétention des composés aminés et des qmseés acides
Colonne : PGC (L x =100 x 2,1 mm) ; Phase mobAN/TFA ou NFPA pH 2,9 (10/90
vIv).
Comme nous avons obtenu des résultats comparaldedeaHFBA et le NFPA, nous

avons testé ces deux agents d’appariement d’'iomsoele gradient d’élution afin d’améliorer

les séparations.

Références bibliographiques : voir pade®t-135 117



Chapitre II. Développementle methodes de separation pour les catecholammeghase
inverse et appariement d’ions

IV.1.2.3. Mise au point du gradient d’élution

Dans un premier temps, nous avons testé sans sdesésonditions d’élution par
gradient en utilisant une phase mobile composéaedsplution aqueuse de HFBA et de
MeOH. La proportion de MeOH est augmentée progressnt de 20 a 80% dans des
conditions de gradient linéaire selon différentestps. De meilleurs résultats sont obtenus

avec '’ACN. Les conditions optimales sont présentians la figure 11.34.

—~

n
o
(&)
N
N
=
(73]
C
(D)
o
E

Trp, S, SHIAA

I
NA |
B A . ‘ A
16 18 20 22 24

Tim e, min

Figure 11.34. Chromatogramme de mélange : NA, A, DADOPA, Tyr, 3-MT, DHBA,

Trp, S, SHIAA
Colonne : PGC (L x @= 100 x 4,6 mm); Phase mobil@CN/HFBA pH 2,7 gradient

d’élution : 5% d’ACN de 0 a 5 min, de 5 a 15% d’A@N 5 a 9 min, de 15 a 25% d’ACN de
9 & 20 min, 70% d’ACN entre 20.1 et 26 min ; DékitmL.min"; Détecteur : SM (Sciex,

source Turbo lon Spray API 300)

Des résultats comparables en termes de séparatitntemps d’analyse sont obtenus
avec une phase mobile composée d’ACN et de NFPgradient d’élution (figure 11.35). I
est & noter cependant que de meilleures intensigéssignal en SM sont obtenues
spécifiguement pour : NA, Tyr, Trp, S et 3-MT avedNFPA comparé au HFBA. Ces mémes
observations ont été rapportées précédemment daoasl de I'analyse des acides aminés

protéigues avec ces mémes agents d’appariemensd46)].
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Figure 11.35. Chromatogramme du mélange : NA, A, DADOPA, Tyr, 3-MT, DHBA,

Trp, S, SHIAA

Colonne : PGC (L x @= 100 x 4,6 mm) ; Phase mabA€N/ solution NFPA a pH 2,9 : 10%
ACN pendant 5 min, puis 12% ACN en 5 min, 15% AGNsemin enfin augmentation a 70%
ACN en 5 min ; Débit : 1 mL.mih; Détecteur : SM (Sciex APl 300, source Turbo |@na$)

IV.1.2.4. Bilan sur l'appariement d’'ions sur PGC

La séparation des catécholamines sur le PGC aéalésée a I'aide d’'un agent
d’appariement d’ions perfluoré (HFBA ou NFPA) eiliséint ’TACN comme modificateur
organique. Pour diminuer le temps d’analyse etrobte meilleure séparation, nous avons eu
besoin de mettre au point un gradient d’élution. feible pourcentage d’ACN en début de
gradient nous permet de dégager NA et A du volurod st ainsi de limiter les suppressions
de signal liées a la coélution avec des composknis matrice.

Les meilleures intensités des signaux massiqugzégence de NFPA comme agent
d’appariement d’'ions dans la phase mobile nousiét@rminées a adopter cet acide perfluoré
pour les études ultérieures de limites de déteetioocouplage avec la SM.

Les séparations obtenues sont compatibles esanféis pour une détection SM mais
ne permettent pas d'envisager un couplage avecétectdur électrochimique car des

coélutions sont encore enregistrées (S, Trp).
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IV.1.3. C18 vs PGC pour l'appariement d’ions

Que cela soit sur un support C18 ou PGC, la chimgnaphie d’appariement d’ions
offre plus de rétention pour nos solutés que la®PL

Sur ces deux types de support, le méme phénomésté abservé, a savoir, des
meécanismes différents de rétention pour les congpagént un groupement amine protonable
par rapport a ceux n‘ayant pas cette fonction. dfé&rences s’expliquent par le fait que pour
les composés aminés (NA, DA, A, 3-MT, Tyr, DOPA, BA, S, Trp), les acides perfluorés
jouent le rdéle d’'agent d’appariement d’ions tandig, pour les composés n'ayant pas le
groupement amine (DOPAC, HVA, 5HIAA), les acidesfluerés jouent le réle d’ions
compétiteurs.

Dans les mémes conditions de phase mobile, latigtedes composés est nettement
supérieure sur PGC que sur C18 (Figure 11.36). debes de sortie des composés sont
légerement changés sur PGC par rapport a C18. @state des inversions pour les paires
DA, Tyr d'une part et Trp, SHIAA d’autre part. Cd#férences sont probablement causées

par I'affinité plus importante du PGC vis-a-vis desnposés porteurs d’une charge négative.

aci18
BPGC
NA A TYR

DHBA DA

=~

o [ N w B (&) ()] ~ [ee] ©
I I I I

Figure 11.36. Différences de rétention entre C18 ePGC dans les mémes conditions de
phase mobile

Colonnes : Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150 x fmfh) et Hypercarb PGC (L x @ = 100 x
2,1 mm) ; Phase mobile : ACN/NFPA pH 2,9 (10/90)v/v

De meilleures résolutions sont obtenues pour larséipn des catécholamines sur

PGC par rapport au C18 mais pour cela, un gradiéhition a été nécessaire sur PGC. De
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meilleures séparations sont obtenues sur PGC pAuANDHBA, DA, Tyr et DOPA mais
sans gain sur le temps d’analyse malgré 'emplondjradient d’élution.

Aucun des deux supports ne nous offre la posshilé réaliser une double détection
électrochimie et SM car les séparations restentuffisantes pour le détecteur
électrochimique. De plus, sur les deux systemeaspies chromatographiques sont larges et
présentent une asymétrie. Dans le but d’amélicefficacité des séparations de nos solutés,
nous nous sommes intéressés a l'utilisation desnoek destinées a la chromatographie

rapide (fast chromatography) dont les supports sgmités tres efficaces.

IV.2. L’appariement d’ions sur colonnes a résolutio rapide (fast chromatography)

L'utilisation de colonnes avec des diameétres deiquées inférieurs a 2 um est
devenue une approche de choix dans le but d’augmientitesse, la résolution ou l'efficacité
des analyses en CPL. Toutefois, comme la pressigoreportionnelle au carré de l'inverse de
la taille des particules, I'utilisation de ces ftiparticules nécessite souvent |'utilisation de
systéemes HPLC ultra-performants et spécifiquesgmgdement capables de supporter des
pressions qui peuvent dépasser 1000 bars. Parecaiton veut garder les équipements
classiques congus pour supporter au maximum 4086, lwux solutions sont a notre
disposition pour faire de la chromatographie rapide

* les colonnes monolithiques,

« les colonnes avec des particules « fused core ».
Ces colonnes permettent de travailler a des détlits élevés qu’avec les colonnes
conventionnelles de méme diametre et ceci sane p&ftficacité des pics, ni augmentation
trop importante de la pression.

A notre connaissance, il n’'y a pas d’exemples garstions des catécholamines en
chromatographie d’appariement d’ions sur les cadsrmmonolithique ou « fused core ». Nous
avons donc essayé de transposer sur ces coloneeséathode que nous avons mise au point
précédemment pour la séparation isocratique déstuwamines en appariement d’ions, sur la
colonne conventionnelle Supelcosil ABZ + Plus (fgli.29).
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IV.2.1. Analyses sur colonnes monolithiques
IV.2.1.1. Généralités sur colonnes monolithiques

Les colonnes monolithiques ne contiennent pas depi@s de silice fines comme les
colonnes conditionnées de maniére traditionnelles @ composent d'un barreau continu de
matériau.

En fonction de la nature du matériel avec leqliesesont construites, les colonnes
monolithiques peuvent étres classifiées en coloaresse de polymére organique et colonnes
a base de silice. Les premieres a avoir été catestrsont les colonnes a base des polymeéres
organiques mais ces polymeres étaient instablas plint de vue mécanique. Ces derniers
gonflent ou rétrécissent en fonction du solvantaoigue utilisé, avec des conséquences
néfastes sur leurs performances chromatographidiesiéveloppement des monolithes a
base de silice par un processus sol-gel a repgésempoint de départ pour un nouveau type
des colonnes chromatographiques [41]. Cette teabrpgrmet la formation de deux types de
pores au sein de la phase stationnaire : des nmefarges pores) et des mésopores (pores
de taille intermédiaire). D’'une part, les macrogaf@enéralement 2 pm) donnent a la colonne
une faible perte de charge et rendent possiblealait & haut débit et d’autre part, les

mésopores (généralement 12 nm) (figure 11.37) assume surface de contact suffisante pour

la réalisation de la séparation des analytes [42].

Figure 11.37. Colonne monolithe — macropores et mepores (document Merck)

L’équation de Van Deemter (équation II.1) reliefficacité des pics (a travers la
hauteur équivalente a un plateau théorique (HR &itesse linéaire moyenne de la phase
mobile dans la colonnet(). Cette équation montre qu’il y a un débit optimppalur chaque
colonne, correspondant a une valeur minimale deftitécité optimale).
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H=A+S+ca (I.1)
u

A — terme de remplissage de la colonne ;
B — terme de diffusion longitudinale;

C — terme de transfert de masse.

La courbe de Van Deemter présentée dans la figld@ montre que pour les colonnes de
type monolithique la hauteur équivalente a un platéhéorigue n‘augmente pas aussi
rapidement avec l'augmentation de la vitesse Ieédie la phase mobile que pour les
colonnes conventionnelles (colonnes remplies aescparticules de phase stationnaire). On
peut donc augmenter le débit de la phase mobile lagecolonnes monolithiques sans perdre

au niveau de l'efficacité des pics chromatograpésqu

0,05
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10 pm particles
E 003
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Figure 11.38. Courbes de Van Deemter [43]

La plupart des travaux publiés sur les colonnesatitbiques traitent de la préparation
des colonnes mais des exemples d’application de @tuplus nombreux sont publiés. lls
traitent entre autres de la séparation des impdd’héroine [44], de§-caroténoides [45],
des pesticides et de leur métabolites [46], desstitaants de différentes préparations
pharmaceutiques [42,47] ou des bases et des nideleate 'ADN [48].
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IV.2.1.2. Séparation en appariement d’ions sur coltne monolithique

Nous avons transposé, sur une colonne monolithiQueyx, Lx@=100x4 mm), les
conditions chromatographiques qui nous ont perriobtenir les meilleurs résultats sur la
colonne C18 (Supelcosil ABZ + Plus Lx@=150x4,6 mutilisée lors de nos premiers essais
en appariement d’ions. La phase mobile est compdsé¢FPA 1,25 mM, pH 2,9 et MeOH
(90/10 viv)). La figure 11.39 montre les analyséalisées sur la colonne monolithique.

Dans ces conditions de phase mobile, nous n'avass qonstaté de différences
significatives de temps d’équilibrage entre lesxdeystemes.

Le fait que la surface spécifique de la colonne O(B00 m2.g") soit presque deux
fois plus importante que celle de la colonne SugE¢170 m2.g) a comme premier résultat
une augmentation importante de la rétention deécbatamines au débit de 1 mL.ijn
méme avec une longueur de colonne plus courte. Pemgonditions, la durée de I'analyse
du mélange des 12 catécholamines est de 55 mi©®syx et de 18 min sur Supelcosil.
Malgré cette importante augmentation de temps taea on n’observe toujours pas de
séparation totale des 12 catécholamines. Il resteéfutions : d’'une part, DA et 5HIAA et
d’autre part, S et 3-MT (ces composés sont panfate séparés sur la colonne Supelcosil
Figure 11.29). Les pics que nous obtenons sur larce monolithique sont plus fins donc plus

efficaces que ceux obtenus sur la colonne convamtite.
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Figure 11.39. Séparation des catécholamines sur leolonne monolithique a deux débits
differents (1 et 2 mL.min™)

Colonne : Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm) ; Phase n®biMeOH/NFPA 1,25 mM, pH 2,9
(10/90 v/v) ; Détection : UV

1. NA, 2. DOPA, 3. A, 4. DOPAC, 5. DHBA, 6. Tyr, BHIAA, 8. DA, 9. HVA, 10. S, 11. 3-
MT, 12. Trp

Pour raccourcir les temps d’analyse, nous avons danpremier temps augmenteé le
débit de la phase mobile de 1 mL.thia 2 mL.min*. Malheureusement, méme si I'efficacité
des pics est peu affectée par 'augmentation dit,datséparation, quant a elle, est affectée et
la résolution entre les premiers pics élués (NAPBOA, DOPAC, DHBA et Tyr) diminue
(Figure 11.39).

Pour améliorer la séparation en début de chromatuge & 1 mL.mif, nous avons
testé une phase mobile contenant moins de MeOHs Nwons observé qu'avec 5% de
MeOH dans la phase mobile, les résolutions entepiemiers composeés élués (NA, DOPA,
A, DOPAC, DHBA et Tyr) étaient meilleures (FiguteiD).
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Figure 11.40. Evolution de la résolution en fonctim du pourcentage de MeOH dans la
phase mobile

Colonne : Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm) ; Phase n®biMeOH/NFPA 1,25 mM, pH 2,9,
(x/(100-x) v/v) ; Débit : 1 mL.mit\.

Afin de diminuer le temps d'analyse, il nous resamme alternative un mode
d’élution par gradient en maintenant un débit dasehmobile de 1 mL.mih Les meilleurs
résultats en termes de séparation et de tempslgsansont obtenus avec le gradient suivant :
5 % de MeOH de 0 a 5 min, augmente augmentatidn &0% de MeOH de 5 a 8 min et
augmente augmentation de 29 a 40% MeOH de 8 arl2Dans ces conditions optimisées, le
temps d’analyse est réduit & seulement 16 minpé&uton entre DA et 5HIAA est résolue

mais il reste le couple 3-MT/S non résolu (Figuréll).
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Figure 11.41. Séparation des catécholamines sur laolonne monolithique en gradient
d’élution

Colonne : Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm) ; Phase mobiMeOH/NPFA 1,25 mM, pH 2,9, 5% de
MeOH de 0 a 5 min, de 5 a 20% MeOH de 5 a 8 mirz@a 40% MeOH de 8 & 12 min, et en 0,1 min
retour aux conditions initiales pour le reéquiltmade la colonne ; Débit : 1 mL.rlin Détection :
UV. 1. NA, 2. DOPA, 3. A, 4. DOPAC, 5. DHBA, 6. Tyr. 5HIAA, 8. DA, 9. HVA, 10. S, 11. 3-
MT, 12. Trp

Références bibliographiques : voir pade®t-135 126



Chapitre II. Développementle methodes de separation pour les catecholammeghase
inverse et appariement d’ions

IV.2.1.3. Bilan sur la séparation en appariement dons sur colonne monolithique

Pour I'analyse des catécholamines en chromatogragappariement d’ions sur la
colonne monolithique, nous avons pu constater aqu'@ugmentation de deébit (1 a
2 mL.min%) n'était pas favorable & la séparation (multiglma des coélutions).

Nous avons mis au point une méthode en mode gtadiélution avec un agent
d’appariement d’ions volatil. Dans ces conditiote, séparation des catécholamines est
obtenue en 16 min avec une seule coélution (SWTB-De ce fait, le couplage de ce systeme
avec une détection électrochimique ne pourra pasudilisée pour l'identification et/ou la
quantification des ces deux composés. Par corgreydthode est parfaitement compatible
avec la SM puisque les deux composeés coélués smhdsses molaires et des fragmentations
différentes. Les pics plus efficaces obtenus stie @®lonne par rapport a ceux obtenus sur la
colonne conventionnelle devront nous permettre tdiob de meilleures limites de détection.
Par ailleurs, le premier composé élué (NA) estisarfiment retenu pour envisager que son
signal massique ne soit pas affecté par les aatmestituants de la matrice élués en volume
mort.

Ce systeme est le plus prometteur parmi tous caux mpus avons optimisés
auparavant, il sera donc intéressant de le coagkedétection par SM.

IV.2.2. Analyse sur les colonnes « fused core »

IV.2.2.1. Généralités sur les colonnes « fused cose

Les colonnes avec des particules «fused core ya(nsolide) sont des colonnes
remplies avec des particules de petit diametre &1y, qui ont un noyau dur solide (non-
poreux) de 1,7 um de diametre qui présente a Fiextéun enrobage poreux de 0,5 pum
d’épaisseur, par rapport aux particules convengabes qui sont totalement poreuses. La voie
de diffusion plus courte des particules « fusea eoréduit la dispersion axiale des solutés et
minimise I'élargissement des pics. Les particuléssed core » ne disposent que d'une voie
de diffusion de 0,;,um par rapport a 1,bm pour des particules totalement poreuses de méme

diametre (~3 um) (figure 11.42).
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Figure 11.42. Différence d’épaisseur des voies déftlsion pour les particules totalement
poreuses et les particules « fused core » (documgr@upelco)

La possibilité de réaliser des séparations rap(f@es LC) sur les colonnes de ce type
ne vient pas seulement de la petite taille de @des mais aussi de la fabrication des
particules. Sur les colonnes conventionnelles (aescparticules totalement poreuses), quand
on augmente le débit de la phase mobile pour aerdiséparation, la lenteur du transfert de
masse des solutés a l'intérieur des particulesdlilairésolution. Les particules « fused core »
répondent a cette limitation en fournissant un pleist chemin (0,5um) pour la diffusion des
solutés dans et hors de la phase stationnaireuiceeduit le temps passé par les solutés a
I'intérieur des particules. Grace a la technolegfased core », 'augmentation de débit de la
phase mobile implique une augmentation moins ingobet de la pression pour ces colonnes
par rapport aux particules totalement poreusesiataeedre comparable (3um) (figure 11.43).
Dans ces conditions, les colonnes sont compatéoles les systémes chromatographiques

conventionnelles qui résistent a une pression maleirahe 400 bars.

700 A 1,7 pm

400 4

300 4

200 4 sed core
100 —— Al

——

Pression (bar)

0 1 2 3 4 5 G

Vitese de la phase mobile (mm/sec)

Figure 11.43. Variation de la perte de charge en foction de la vitesse de la phase mobile
pour des particules de diametre et de type différdn
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Dans la littérature, on retrouve des exemples Iation des colonnes « fused core »
pour lI'analyse des caroténoides [49], des éthoaylat'alcools gras [50], des composés

pharmaceutiques [51,52].
IV.2.2.2. Analyse en appariement d’ions sur colonne fused core »

Nous avons utilisé pour ces essais la colonne Ba® Lx@d = 50x4,6 mm avec de
particules « fused core » de 2,7 um de diamétrdgriglaine surface spécifique pour cette
colonne (150 m2:§) comparable & celle de la colonne remplie avegadeticules totalement
poreuses Supelcosil ABZ + Plus (170 rif3.@t malgré sa longueur 3 fois plus courte (5 cm
pour la colonne « fused core » et 15 cm pour larowé conventionnelle), dans les mémes
conditions de composition de la phase mobile (59%Md®H et 95% d’une solution aqueuse
de NFPA 1,25 mM) et de débit (1 mL.ritn une rétention plus importante et une plage de
rétention plus étendue sont enregistrées sur Iposup fused core ». Si pour le premier
composeé élué, le temps de rétention est inférieBrnain, pour le dernier composé, il est
supérieur a 70 min, dans ces conditions.

Pour diminuer la durée d’analyse, nous avons augirlendébit de la phase mobile.

Ces analyses sont reportées dans la figure 11.44.
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Figure 11.44. Analyse isocratique d'un mélange de &atécholamines sur la colonne
« fused core » a 3 débits différents

Colonne : Halo C18 (L x @ = 50 x 4,6 mm) ; Phaséitleo. MeOH/NFPA 1,25 mM, pH 2,9
(5/95 viv) ; Détection : UV.

1. NA, 2. DOPAC, 3. DOPA, 4. A, 5. DHBA, 6. Tyr, 3HIAA, 8. DA

Sur la colonne « fused core », 'augmentation chitd#e la phase mobile entraine des
pertes moins importantes de résolution que celtserwées sur la colonne monolithique
(Figure 11.44).

A nouveau, afin de pouvoir obtenir une séparatiptintale avec une durée d’analyse
plus courte, nous avons fait appel a un gradiedtutibn. En ayant toujours en vue un
couplage possible de notre systeme chromatograplsigec la SM, le débit que nous avons
retenu pour la mise au point du gradient est unptomis (1,5 mL.mift), ceci afin de limiter
les quantités de composés perdus lors de la divioflux a I'entrée de la source ESI. Dans
ces conditions, nous avons réussi, pour la prenfidése une séparation des 12 composés de
notre mélange en moins de 20 min (Figure 11.45).

Bien que les résolutions ne soient pas systématigoe supérieures a 1,5, ceci ne
représente pas d’inconvénient pour une identificatiies composés en spectrométrie de
masse aussi bien que par détection électrochimiejueevanche, la quantification de tous les

COMpPOSES ne sera précise qu’en SM.
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Figure 11.45. Séparation des catécholamines sur leolonne « fused core » en gradient
Colonne : Halo C18 (L x @ = 100 x 4,6 mm) ; Phassbite : MeOH/NPFA 1,25 mM, pH
2,9, de 0% a 7% de MeOH en 10 min, de 7% & 30% Me®# min. Débit : 1,5 mL.mih;
Détection : UV. 1. NA, 2. DOPAC, 3. DOPA, 4. A, BHBA, 6. Tyr, 7. 5HIAA, 8. DA, 9.
HVA, 10. S, 11. 3-MT, 12. Trp

IV.2.2.3. Bilan sur I'analyse en appariement d’'ionsur colonne « fused core »

La colonne Halo C18 nous a permis de séparer lpgquemiéere fois les 12 composés
de notre mélange et d’obtenir enfin une méthodepatiinle avec une double détection SM et
électrochimie. La séparation est réalisée en mpgareement d’ions avec le NFPA comme
agent d’appariement d’ions volatil et le MeOH commedificateur organique a l'aide d’'un
gradient d’élution.

Pour réduire le temps d’analyse, nous avons pmantgr le débit de la phase mobile
sans pertes importantes au niveau de la séparationde [efficacité des pics
chromatographiques.

Le seul inconvénient de cette méthode est lié ad&ormation du pic

chromatographique de NA (pic no 1) pour lequel n@asons aucune explication.

IV.2.3. Monolithe vs « fused core »

L'utilisation des colonnes de nouvelle génératam type monolithique et « fused

core » nous a permis I'obtention d’'une meilleuricatité pour I'analyse de I'ensemble de
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nos composés. Les pics chromatographiques fingyraétsiques pourront nous donner de
meilleures LODs par rapport a celles obtenues kgcolonnes conventionnelles.

Des gradients d’élution ont été nécessaires pgeparation des catécholamines sur
ces deux types de colonnes. Les durées d’analysecemparables sur les deux systémes
mais avec un débit de 1,5 mL.rlipour la colonne « fused core » et de 1 mLour la
colonne monolithique. Dans ces conditions, seuke ag€lution (S et 3-MT) est observée sur
la colonne monolithique alors qu’une séparatioaléopour les 12 composés est obtenue sur
la colonne « fused core ».

Sur la colonne «fused core », 'augmentation @bitdde la phase mobile de 1 a
2 mL.min* n'affecte pas autant la séparation des composgésuyula colonne monolithique,
tandis que 'augmentation de pression est plus itapte.

Dans le cas de la séparation sur la colonne ntorplie, les premiers composés sont
suffisamment retenus, ce qui pourra représenteravantage dans le cas de l'analyse
d’échantillons réels pour lesquels un certain namde constituants endogénes sont élués
dans le volume mort.

Ces deux systemes devront étre couplés a la SMdafdéfinir celui qui donnera les

meilleures LODs en vue de I'analyse d’échantilloteds d’extrait de cerveau.
V. Conclusions

Ce chapitre présente les résultats que nous awbtenus pour la séparation des
catécholamines par chromatographie en mode phases@éet en mode appariement d’ions,
dans le but d’obtenir une méthode compatible avecdouble détection par électrochimie et
spectrométrie de masse.

La premiére partie du travail a été consacréeradaerche de méthodes d’analyse en
phase inverse en milieu basique et en milieu atidestabilité de plusieurs solutés (NA, DA,
A, DOPAC, DOPA et S) en milieu basique a rendu isgiale leur analyse a des pH > 8.

Pour les analyses en milieu acide, plusieurs tglgesolonnes ont été testés afin de
trouver un systeme séparant tous les composeésda thune phase mobile composée d’un
minimum de 10% de modificateur organique (ACN ouMb et un maximum de 90% d’une
solution aqueuse de sel volatil. Les supports sestit ceux couramment utilisés pour la
chromatographie en phase inverse : silice greffé8 & PGC, mais aussi d'autres moins
courants tels que le pentafluorophényle et un stippode mixte phase inverse et échange de

cations. Sur ces supports, nous avons étudiéuéntte de différents facteurs, tels que la
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nature et le pourcentage de modificateur organilgueature et la concentration en sel, le pH
ou la température, sur la séparation des catécimdgam

Les meilleurs résultats sont obtenus avec la celeam mode mixte, qui permet la
séparation des 12 catécholamines (une seule awgl(8i et 3-MT)) avec une phase mobile
composée de MeOH et de formiate d’ammonium 20 mM, 3pen gradient de solvant

organique. Ce sera le seul systéme pour lequebuplage a la SM sera envisagé.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre nous noumss intéressés a la mise au point
de méthodes d’analyse pour les catécholamines mmalographie d’appariement d’'ions
avec des agents d’appariement d’ions volatils dartdlle des acides perfluorés.

Nous avons d’abord étudié l'influence de la natetreu pourcentage de modificateur
organique ainsi que la nature de l'agent d’appagm@md’ions sur la séparation des
catécholamines sur support C18 et PGC. Les dewosigpont permis des séparations de nos
composés compatibles avec une détection SM, uneoche&ien isocratique a été mise au point
sur C18 et en gradient d’élution sur PGC.

Pour finir, la méthode optimisée sur le suppor8 @%té transposée sur deux colonnes
de méme greffage C18 dédiées a la chromatogragbiger : une colonne monolithique et une
colonne avec des particules « fused core ». Latiéteplus importante des composés sur ces
deux supports par rapport a la colonne conventim@4.8 nous a obligées a mettre au point
des gradients d’élution de solvant organique.

De bons résultats sont obtenus sur ces deux desn@Elonnes puisque pour la
premiere fois, nous avons obtenu une séparati@etoes 12 composés de notre mélange
standard, sur la colonne « fused core », avec mpdeal’analyse inférieur a 20 min. Ce sont

aussi ces deux systemes qui offrent la meilleureaeité pour les séparations.

Les LODs déterminées lors du couplage de cesréliffé systémes avec la SM nous
permettront de choisir le meilleur systeme, quirppwensuite étre utilisé pour les analyses

d’échantillons réels.
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CHAPITRE III.
ANALYSE DE NEUROTRANSMETTEURS PAR
CHROMATOGRAPHIE D'INTERACTIONS HYDROPHILES (HILIC)

|. Introduction

La chromatographie d’interactions hydrophiles (H3)LI est un mode
chromatographique approprié pour la séparationatiégep molécules polaires sur une phase
stationnaire polaire, a I'aide d'une phase mobjlérb-organique [1]. Le mode HILIC connait
depuis environ 5 ans un développement trés ragidmgortant. Le nombre de colonnes
dédiées au mode HILIC et proposées par les faliscd® supports chromatographiques a
augmenté considérablement ainsi que le nombre litagpns.

Des mécanismes de rétention partiellement élucetésin nombre de colonnes
disponibles en hausse, sans aucune classificaispordble, sont des difficultés auxquelles

les opérateurs sont confrontés pour le choix dp@u@pproprié a leur analyse.

La polarité des composés que nous analysons (teflont des log P < 1, Annexe 1)
nous autorise a penser que leur séparation en MdE est envisageable. Un avantage de
ce mode chromatographique provient de sa grandepatdmiité avec une détection par
spectrométrie de masse avec ionisation par elgcapsiu fait de la proportion importante de
solvant organique dans la phase mobile [2].

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéresséesentgment a la séparation des
neurotransmetteurs mais aussi a I'élucidation désamsmes de rétention des composes en
mode HILIC et a une proposition de classificatioes dcolonnes commercialement
disponibles. Dans ce but, plusieurs supports caoivies principaux types de phases
stationnaires disponibles a I'heure actuelle sundeché ont été testés.

Enfin, pour confirmer nos propos, nous avons dajpel aux outils chimiométriques,
principalement a I'Analyse en Composantes PrinepdACP). Les résultats de 'ACP ont
mis en évidence les groupes de supports présatgarsimilitudes de comportement.

Pour conclure ce chapitre, nous présentons un goigtopour I'optimisation des
séparations en mode HILIC. Le protocole propost @&isuite appliqué a I'optimisation de la

séparation de neurotransmetteurs de la familledeles aminés (Asp, Glu, GABA et Gly) et
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de quelgues homologues organophosphorés utiliséameo herbicides (glufosinate

d’ammonium, glyphosate et ethephon).

Il. Etat de I'art sur la Chromatographie d’Interadgbns Hydrophiles (HILIC)

L’acronyme HILIC, pour chromatographie d’interactsohydrophiles a été introduit
par Alpert en 1990 [1] pour décrire une technigheomatographique qui utilise une phase
stationnaire polaire et une phase mobile hydro+ocgee pour la séparation de petites
molécules trés polaires (acides aminés, peptidebphydrates, acides nucléigues), mais cette
technique avait été utilisée depuis 1975 pour pasdion des sucres.

Le mode HILIC combine les avantages de la chrommapdge a polarité de phases
normale (NPLC) (rétention et séparation des congopélaires) avec ceux de la
chromatographie a polarité de phases inverséeisatiin de phases mobiles hydro-
organiques). L'HILIC résout ainsi les problemes sfparation des composés polaires et
hydrophiles qui n’ont pas de rétention sur les sugpapolaires de la RPLC et qui ont une
solubilisation difficile voire impossible dans lgthases mobiles 100% organiques de la
NPLC.

Le développement de I'HILIC est di au besoin @i d’analyses de composeés
polaires dans des matrices complexes [3] et altage représenté par l'utilisation de phases
mobiles compatibles avec une détection ESI-MS [2,8]popularité importante de I'HILIC
est illustrée par le nombre croissant d’'articlebli@s. Si en 2003 il y avait moins de 20
publications sur ce sujet, en 2007 il y en avavirem 5 fois plus (figure 111.1). Par ailleurs, en
2008 le Journal of Separation Science a sorti emm@r volume spécial dédié intégralement

au mode HILIC (vol 31, issue 9), avec plus de 2Qies et articles.

100

ry @ @
S =1 =1

Nombre des publicatio

_ .—|_|—|ﬁﬁ|—||_||_||7

1991 1995 1999 2003 2007

Année

Figure Ill.1. Evolution du nombre de publications s rapportant aux séparations en
mode HILIC d’apres SCOPUS (mots clés : « HILIC » ouxphase normale aqueuse») [4]
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[I.1. Mécanisme principal de rétention en mode HILIC

Le mécanisme de la chromatographie en mode HIldCque décrit par Alpert [1],
impligue un partage des solutés entre une coucheghdse mobile enrichie en eau
partiellement immobilisée a la surface de la phsts¢ionnaire et une phase mobile plus
hydrophobe. La chromatographie en mode HILIC siificie de la NPLC par le fait que la
présence de I'eau dans la phase mobile est crymalela mise en place de la couche enrichie
en eau adsorbée a la surface de la phase statenBaiHILIC, le mécanisme de rétention est
basé sur le partage du soluté tandis qu’en NPL&3tilbasé sur I'adsorption du soluté a la

surface de la phase stationnaire [5].

La chromatographie en mode HILIC est basée sulidation d’'une phase stationnaire
polaire en silice vierge ou silice/polymeére grefmide, amino, diol, etc. avec une phase
mobile de type hydro-organique (eau/méthanol odaegtonitrile), contenant un pourcentage
d’eau compris entre 2 et 40%. Dans ce mode de a#parles composés polaires seront plus
retenus que les composés non polaires (Figure).llD2 ce fait, des ordres de rétention

inversés par rapport a la RPLC ont été rapport&$ (Eigure 111.3).

Phase mobile A
A

1Y

Couche deat = <
) @5

Figure Il1.2. Principe de la chromatographie d'interactions hydrophiles (HILIC)
O molécules trés polairess»  molécules moyemmampolaires A molécules apolaires

Références bibliographiques : voir pags - 205 141



Chapitre Ill. Analyse de neurotransmetteurs paorlatographie d’'interactions
hydrophiles (HILIC)

PolyHydroxy- PolySulfo- RPC (pH 2.0) SCX on
ethyl A ethyl A in peptides PS-DVB
Asn Asn Trp Trp
Ser Gly Phe Phe
Gln % Ser Leu Tyr
Gly GIn Ile Leu
Asp Asp Met Ile
Thr Ala Val Met
Ala >< Thr Tyr Val
Glu Glu Pro Ala
Pro Val Ala Gly
Val ? Tyr Glu Pro
Tyr Pro Thr GIn
Met Ile Asp Glu
Ile Trp GIn Asn
Leu Met Ser Ser
Trp Leu Gly Thr
Phe Phe Asn Asp

Figure I11.3. Comparaison de l'ordre d’élution des acides aminés sur différents supports
[1]

Supports HILIC : Polyhydroxyethyl A et PolysulfogthA (L x @ = 200 x 4,6 mm). Phase
mobile : ACN/ TEAP 10 mM (pH 2,8) (80/20 v/v).

Support RPLC : gradient d’eau a ACN (0,1% TFA dahaque composante de la phase
mobile).

Support échangeur de cations (SCX) : gradient tigglLen concentration en sel et en pH.

I1.2. Mécanismes secondaires de rétention en moddlHC

Dans leur revue sur I'HILIC, P. Hemstrom et K.ung [5] contestent le mécanisme de
partage proposé par Alpert [1] et approuvent pllgdimécanisme basé sur I'adsorption
proposé par Yoshida [7]. En se basant sur I'égnatidisée en phase normale (équation 111.1)
pour décrire la relation entre la rétention desitgsl et la composition de la phase mobile,
Yoshida a mis en évidence une dépendance linéaitegarithme du facteur de rétention de
différents peptides avec le logarithme de la faactrolumique de I'eau dans la phase mobile
et conclut a un mécanisme pour le mode HILIC, peode celui de la phase normale

(mécanisme d’adsorption) (Figure 111.4).
log k(®) = logky — S.logd (11.1)

- @ fraction volumique du solvant polaire dans la gha®bile
- ko facteur de rétention podr égale ou tres proche de O

- S, pente de la droite = - d[lddy d[log @] pour un soluté donné et un solvant polaire.
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100

el =2 A3 x4 x50064+7 =8 =90010

Figure Ill. 4. Variation du facteur de rétention des différents peptides avec la fraction
volumique d’eau dans la phase mobile [7]

1=FY; 2=FGGF; 3=FLEEI; 4=DYMGWMDP-NH2; 5=NFTYGGF=AGSE;
7=WAGGDASGE; 8=YGGFMTSQKSQTPLVT;9=ASTTTNYT,
10=VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKH.KTEAE

Il est certain que méme si on considére que l@agardes solutés entre la couche d’eau
immobilisée et la phase mobile est le mécanismecipal en HILIC, il y a des mécanismes
secondaires qui impliquent des interactions solph&se stationnaire telles que des
interactions électrostatiques [8-10] ou liaisonslrbgene [7,11]. L’existence d’interactions
entre les solutés et la phase stationnaire estit@sgar plusieurs auteurs [8,12,13] et ces
interactions complémentaires sont mises en évidearcdes différences de sélectivité offertes
par les différents supports dans des conditionsaélesmde phase mobile (Figure 111.5) [8,13].
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Figure 1l1.5. Analyse de 6 acides organiques sur fférents supports [14]

(@) TSK-gel Amide-80, (b) Polyhydroxyethyl A, (c) IHC Silica, (d) ZIC-HILIC,
(e) YMCPack NH

Phase mobile : ACN/HCOONH(85/15 v/v). Débit: 1 mL.mih. Température : 30°C.
Détecteur : UV a 228 nm. acide salicylique, 2. acide gentisique, 3. acidatydsalicylique,
4. acide salicylurique, 5. acide hippurique, 6daca-hydroxyhippurique
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[1.3. Parametres influant sur la séparation en modeHILIC

A partir des données de la littérature nous avdestifié plusieurs parameétres a
prendre en compte pour I'optimisation des séparatien mode HILIC, parmi lesquels : la
nature de la phase stationnaire, la nature et lecpatage de modificateur organique, la

nature et la concentration en sel dans la phaséderabsi que le pH.
[1.3.1. Choix de la phase stationnaire

Le nombre de colonnes dédiées au mode HILIC estr@ssance mais les types de
phases stationnaires restent limités aux : silieege, silice ou polymeres greffés amino,
silice greffée amide, diol, polysuccinimide, cyasalfobetaine (figure 111.6.) et les supports a

base de cyclodextrines.

0 o

Poly(succinimide)- L0 L0
ANy
n

oL Tl T

NH

NH
I-I2N\<O 2 2 S Sulfoalkylbetaine-
\
Ry OI

Amide L . /_f “
S +
0 S ®) o _/—N
R, 0
HzN{ (a) (3]

HO
Cyanopro I- / \ DIO|
yanopropy C ]Dﬁoﬂ

Amlnopropyl

S0y

Figure I11.6. Représentation des greffages les plugtilisés en HILIC [2]

Le tableau lll.1 répertorie les colonnes commeesia@t leurs principales applications
HILIC.
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Tableau Ill.1. Supports compatibles avec le mode HIC et applications s’y référant

Support Greffage corrlm\ln(:gcial Applications
Silice Pas  de Atlantis HILIC, | Pesticides organophosphorés [8],
greffage | ChromolLith, aminométhylepyridine [13], aniline, pyridine
Betasil, et leurs dérivés [15], miglustate [16], acides
Kromasil, organiques [14], zanavir [17], xanthines | et
Atlantis HILIC, | nucléotides [18-20], sucres [20], flavonoides
Ascentis [21], paroxetine [22], levosulpiride [23],
Express HILIC, | fluconazole [24], fentanyl [25], composgs
Halo HILIC, basiques [26], posaconazole [27], impuretés
Supelcosil SI | de mildronate [28], acides aminés [2P],
peptides [29], composés d’Amadori [29],
métabolites cellulaires [30], ions inorganiques
[31], epirubicin et ses analogues [3R],
composeés organophosphoreés [33], carbadox et
olaquindox [34], pseudoephedrine [35]
Silice Diol Luna Diol, Nucléosides et nucléotides [11], hydrazines
YMC Pack [12], aminométhylepyridine [13], xanthines |et
Diol, Inertsil nucléotides [18], vitamines [36], acide urique
Diol, [37], acides aminés et sucres [38], impuretés
Lichrospher d’'un produit pharmaceutique [39], choline|et
Diol acétylcholine [40]
Silice ou| Amino Astec apHera Hydrazines [12], aminométhylepyridine [13],
polymére NH,, Zorbax acides organiques [14], impuretés |de
NH,, Luna NB, | mjldronate [28], métabolites cellulaires [30],
YMC pack N, | t3rine  [41], sulfonamide [42], acide
Nucleosit NB | ichioroacétique [43], iminosaccharides [44]
Silice Amide TSK gel Amide| Pesticides organophosphorés [8], hydrazines
80 [12], aminométhylepyridine [13], acides
organiques [14], xanthines et nucléotides [18],
sucres [20], nucléosides [20], métabolites
cellulaires [30], iminosaccharides [44],
protéomique [45], acides aminés [4p],
proanthocyanidines [47], toxines [48]
Silice ou| Sulfo- ZIC HILIC Pesticides organophosphorés [8], hydragin
polymeére betaine [12], aminométhylepyridine [13], acides
organiques [14], xanthines et nucléotides [18],
impuretés de mildronate [28], toxines [48],
métallomique  [50], oseltamivir  [51],
aminohydroxyphénylalanine [52], opioides| et
leurs glucuronoides [53], glucosinolates [54],
métabolites urinaires [55]
Silice Cyano Kromasil Aminométhylepyridine [13], impuretés de
Cyano, mildronate [28], métabolites cellulaires [30],
Modulocart CN | catécholamines [56]
Silice Triazole | CosmosilHILIC | Pesticides organophosphorés [8]
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Support Greffage corrl:lrgg‘rcial Applications
Silice Polysucci| PolyCATA, Sucres [1], aminométhylepyridine [13], acides
nimide PolySulfoethyl, | organiques [14], iminosaccharides [44],
PolyHydroxy- | toxines [48], avoparcin [57], acides aminés
ethyl A, Poly- | [1,58,59], peptides [1,58-60], urée [61],
Glycoplex allantoine [61], lysine pyroglutamate [61],
choline et acetylcholine [62]
Silice Cyclo- Cyclobond 1 2000 | Nucléotides [19], flavonoides [21],
dextrines
Silice Penta- Varian PFP, Aminométhylepyridine [13], phenylephrings
fluoro- Discovery HS F5| [63]
phényle
Dioxyde de| Pas de Nucléosides et métabolites [64]
titane greffage

Ce tableau met en évidence que ce sont les silieeges qui restent les supports les

plus utilisés. Par ailleurs, la figure 111.7 illuet que la qualité de la silice joue un role

important dans les séparations en intervenantesuteimps de rétention et les efficacités de

pics [10,15,65].
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Figure Ill.7. Séparation des pyrimidines (a) et pumes (b) sur colonnes en silice

Phase mobile : ACN/D+H;PO, 5 mM (70/30 v/v) pour les pyrimidines et (75/25/)vpour les
purines. Détection : UV a 275 nm [10]
Pyrimidines : 5-fluorouracil, uracil, 5-fluorocytiog, cytosine; purines : acyclovir, guanine
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[1.3.2. Nature et pourcentage des solvants dans fdnase mobile

En HILIC, le pouvoir éluant des solvants est ingepar rapport a celui connu en
RPLC, I'eau étant le solvant le plus éluant. Il ppéuwe schématisé de la fagon suivante selon
un ordre croissant :

acétonitrile < acétone < tétrahydrofurane < isopropnol < éthanol < méthanol < eau

En HILIC, les alcools sont des meilleurs solvantge d'acétonitrile grace a leur
aptitude a établir des liaisons hydrogéne (Figlirg)I[13,32]. De plus, il a été démontré que
le MeOH pouvait étre utilisé comme bon solvant @lkce de I'eau dans une phase mobile
pour réaliser des séparations en mode HILIC nomax{10,11,66]. Malgré sa polarité plus

faible, le THF est lui aussi plus éluant que I'’A@N fait de sa possibilité d’étre accepteur de
liaisons hydrogene.

140

14+3+2+4
43

120 T+

100H

L methanol

80 Vi

isopropanol

601 ,-”LJ

40

Absorbance(mAU)

THF 3

4
20 H
o _Jk acetonitrile

0 s 10 15 20 25 30
Time{min)

Figure 11.8. Effet de la nature du modificateur organique sur la séparation de
I'epirubicin et de ses analogues.

Colonne : Kromasil KR100-5SIL (5 pm). Phase mobitampon formiate de sodium (20
mM, pH 2,9) avec différents modificateurs organgg((E0/90 v/v). Détection : UV
(1) epidaunorubicin, (2) daunorubicin, (3) epirubjd4) doxorubicin [32]

Le pourcentage de solvant organique dans la phabéarest un des facteurs les plus
importants pour l'optimisation de la séparation. [Bhe augmentation de la rétention des

composés est associée a une augmentation du ptageete modificateur organique [8-
10,66] comme l'illustre la figure 111.9.
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Figure 1I1.9. Influence du pourcentage du modificakur organique sur la séparation de
l'uracile et la cytosine [10]

Colonne : Zorbax NE, Phase mobile : ACN/AO ; Détection : UV; Solutés : uracile et

cytosine.

0 120 240

[1.3.3. Nature et concentration des sels dans la pse mobile

La présence de sel dans la phase mobile est a@eckss de I'analyse de composés
ioniqgues en mode HILIC, pour le contrle de I'&utides composés et 'amélioration de
I'efficacité de leurs pics chromatographiques. Lgpprt des sels utilisés en RPLC ne peuvent
pas étre utilisés en HILIC a cause de leur faiblatslité dans les phases mobiles riches en
ACN. Les sels qui sont compatibles avec les phasdsles du mode HILIC sont le formiate
et I'acétate d’ammonium, les sels de bicarbona&eyHosphate de triethylammonium et le
perchlorate de sodium. Ces deux derniers ne satvpkatils et de ce fait ne sont pas
compatibles avec un couplage SM [9].

En mode HILIC, le comportement attendu est uneragation de la rétention des
solutés avec l'augmentation de la concentratiosedrdans la phase mobile (figure 111.10.a)
[8,9,13]. Ce phénoméne est lié au fait que le titéplus soluble dans I'eau que dans la
phase mobile riche en solvant organique, va preéfidleement se diriger vers la couche d’eau
immobilisée a la surface de la phase stationne@eajui se traduit par une augmentation soit
du volume d’eau a la surface du support, soit lkagdrophilie de la couche immobilisée [37].
Pour les composés ionisés une diminution de lantiéte est cependant possible avec
'augmentation de la concentration en sel quandriesactions électrostatiques induisent des

meécanismes de rétention de type échange d'ions€figl.10.b) [9,10,12,65].
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Figure 111.10. Influence de la concentration en setlans la phase mobile

a. sur la rétention de trométhamine et 2-aminohgtetl,3-propandiol [67]

Colonne : Zorbax NK; Phase mobile: ACN/G#OONH, (80/20 v/v) ; Détection :
réfractométrique ;

b. sur la rétention de I'oxamide, I'acide oxamiagid'acide oxalique [10]

Colonne : Zorbax NK; Phase mobile : ACN/tampon phosphate de potaspidn?, (60/40
v/v) ; Détection : UV a 205 nm.

La figure IlIl.11. montre que dans certains casdiaentation de la concentration du
sel dans la phase mobile a comme effet en plusdiiminution de rétention, I'amélioration
de I'efficacité des pics due a la diminution vdigimination des interactions électrostatiques
soluté — phase stationnaire au bénéfice exclusfidieractions ion développeur — phase
stationnaire [68].

1.7e6 4
e
1 5=l

1405

1,325 1
126
1. Les
I

#las

20 mhd
15 mM
10 mhM
5 m3d
L mi

BN

B.0a%

T.0eS |

5005 1 =
50a% 4

& 1e% | F!.I

v I 1 AW A

3 < 5 &8

Vimve, min

Figure 111.11. Influence de la concentration en setlans la phase mobile sur l'efficacité
du pic chromatographique de la dipeptidyl peptidasg68]

Colonne : Atlantis HILIC silica ; Phase mobile : NG(HCOONH, 1-20 mM (90/10 v/v) ;
Débit : 1 mL.mif". Détection : SM.
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[1.3.4. pH de la phase mobile

Le pH de la phase mobile peut jouer sur I'état l@rge des analytes, mais aussi du
support chromatographique. Différents comportementsté rapportés dans la littérature en
fonction des solutés et des supports utilisés [gsuanalyses.

Par exemple, Let al[32] ont mis en évidence I'effet du pH dans I'ivt&lle 2,4 — 6,5
sur la séparation de I'epirubicin et de ses anasgur une colonne de silice vierge (Figure
[11.12). La rétention des composés augmente juspd'd,2, puis diminue jusqu'a pH 6,5. Cet
effet est d0 a la variation de I'état de charge cmmposés analysés. lls sont positivement
chargeés entre pH 2,4 et 4,2 et sont donc reterde® @ux interactions électrostatiques avec la
silice négativement chargée (ionisation des si@ndu dela de pH 4,2, méme si le nombre
de charges négatives présentes a la surface dicéaaigmente, la rétention des solutés
diminue car leur protonation diminue également et ag fait I'apport des interactions
électrostatiques dans la rétention est moins impartUn comportement similaire a été
rapporté aussi par Gat al. [56] pour la rétention des catécholamines (DOPATA, VMA,
DOMA, MHPG) sur une colonne silice greffeé cyangme.
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Figure 111.12. Effet du pH sur le facteur de rétenion de I'epirubicin et de ses analogues
Colonne : Kromasil KR100-5Sil (L x @ = 250 x 4,6 mpPhase mobile : ACN/HCOONa
20 mM (90/10 v/v).
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[1.3.5. Température

La température de la colonne est un facteur imporemm CPL, elle modifie la
diffusion des solutés, la viscosité de la phaseil@@ I'enthalpie de transfert du soluté entre
la phase mobile et la phase stationnaire.

En phase inverse, la relation entre logt la température de la colonne est souvent
représentée par I'équation de van't Hoff (équatldh chapitre Il, page 98). Si la rétention en
mode HILIC est gouvernée principalement par desrattions de partage alors on doit
observer une variation linéaire de logn fonction de 1/T.
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Figure 111.13. Courbes de van't Hoff pour I'aspirin e () et la cytosine (b) sur différentes
colonnes [9]

Colonnes : €) TSKgel Amide-80, §) YMC-Pack NH, (A) HILIC Silica, et (x) ZIC HILIC ;
Phase mobile : ACN/C4#€OONH; 10 mM (90/10, v/v).

Dans leur étude, Guet al [9] ont montré que pour la cytosine sur les 4oooks et
pour l'aspirine sur 3 colonnes (exception YMC p&td2), la rétention diminue lorsque la

température augmente de 20°C & 70°C (Figure 1lID8)plus, la relation est linéaire @ntre
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0,960 et 0,998) comme habituellement observé en(RRles pentes étant positives, les

valeurs négatives calculées pour I'enthalpie demigorité des composés peuvent étre
interprétées comme traduisant de faibles intemastgpluté-phase stationnaire et de ce fait,
viennent confirmer le mécanisme de partage propmitsi&lement par Alpert [1].

Le comportement singulier de I'aspirine sur suppontnopropyle peut s’expliquer par
des interactions secondaires de type échange diiesdortes au pH de la phase mobile. Ce

phénomene est également observé avec d’'autresdsaleylique, 4-aminosalicylique).

[1.3.5. Importance du solvant d’injection

Il est un fait bien connu en chromatographie liguigue le solvant d'injection doit étre
moins éluant que la phase mobile ou de méme cotposifin d'avoir une distribution
rapide des solutés entre la phase stationnaire ghdse mobile. En général, en RPLC une
petite différence de composition entre le solvdimjettion et la phase mobile n'entraine pas
de perturbations notables, l'effet le plus commstrreprésenté par la diminution du temps de
rétention si le solvant d’injection est plus élugoe la phase mobile. En mode HILIC, I'effet
de diminution de temps de rétention est exacerbpeat étre provoqué par la moindre
différence dans la proportion du solvant organiguae rapport a I'eau entre le solvant
d'injection et la phase mobile (Figure Ill.14.abgt Dans le cas de l'analyse de composés
ioniques (figure 111.14. c et d) un phénoméne séppntaire peut également étre observé : si
la concentration de sel dans la phase mobile gsrigure a celle du solvant d'injection, la
forme du pic chromatographique du soluté peut §tevement affectée. On observe un
élargissement et un début de dédoublement pouc léep'analyte anionique (Gluf). Ainsi, il
ne suffit pas uniquement de respecter la propoditre solvant organique et eau de la phase
mobile pour le solvant d'injection, il est impéfate respecter aussi la concentration en sel

dans le but d'obtenir la meilleure efficacité ptauséparation.
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= F

Gluf
Gluf

J N . —h AW

a. b C d

Figure 111.14. Influence de la composition du solvat d’injection sur I'efficacité des pics
[69]

Analyse d'un mélange de sucrose (S), glucose (Buetose (F).

Colonne : Astec apHera NHPhase mobile : ACN/ @ (75/25 viv) ; Solvant d’injection : a. eau etldbphase
mobile ACN/HO (75/25 viv) ;

Analyse du glufosinate (Gluf)

Colonne : ZIC HILIC. Phase mobile : ACN/ GEOONH, 20 mM (70/30 v/v) ; solvant d’injection : ¢c. ACN/
H,O (70/30 v/v) et d. MeCN/ C}]€OONH, 20 mM pH 6,7 (70/30 v/v)

Détection : DEDL.

I1.4. Résumeé des deux références se rapportant atialyse des catécholamines en mode
HILIC

A notre connaissance, il y a un nombre trés faielgublications concernant I'analyse
des catécholamines par chromatographie d’'intenastiydrophiles.

En 2007, Zhanget al. [70] ont réalisé des essais pour la séparation6de
neurotransmetteurs, parmi lesquels S et DA, surcotanne capillaire concue par les auteurs
en silice greffée polyhydroxyéthyle aspartamide.pbease mobile composée d’ACN et de
HCOONH, 20 mM en mode gradient en vue d’'un couplage CPLeSMcompatible avec une
détection par spectrométrie de masse. Comme origeair sur la figure 111.15, la séparation

entre S et DA n’est pas complete (pas de retoailigrie de base).

XICS &
W . JJ\'&H\ ,-MAA-'
XIC DA
*
, /\ i
0 2 4 6 8
Temps (Min)

Figure 111.15. Chromatogrammes de courants ioniquesextraits pour S et DA dans le fluide
cérébral extracellulaire de primate

Colonne : silice greffée polyhydroxyéthyle aspaitten(L x @ = 30 cm x 200 pm); Phase mobile :
ACN/HCOONH, 20 mM en mode gradient. Détection : ESI-SM/SM
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Gu et al. [56] ont publié en 2008 des travaux sur I'analgee8 catécholamines (NA,

Tyr, DOPA, A, DA, 3-MT, MN et NMN) sur une colonnemmerciale de silice greffée
cyanopropyle (Kromasil Cyano). La figure IIl.16 ntanla séparation qu’ils ont obtenue en
mode d’élution isocratique, avec une phase mobONAICOOH pH 3 (60/40 v/v). Le fort
pourcentage de solution agueuse de HCOOH dansakephobile entraine les coélutions de

plusieurs solutés : DOPA et Tyr, ou encore: A, NEINDA.

4
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0 3 5] 9 12 15 - 0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
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0 572 4000 10000 391
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Figure 111.16. Chromatogrammes de courants extraitgpour un mélange standard
Colonne : Kromasil Cyano (L x @ = 150 x 2,1 mm);aB& mobile : ACN/HCOOH pH 3

(60/40 v/v). Concentration des solutés : 0,5 ug-mbDétection : ESI-SM/SM.

Ces deux études montrent que la rétention et paraton des catécholamines est
envisageable en mode HILIC. Cependant les faibgmrations obtenues dans les deux
exemples montrent qu’'une optimisation des diffé&@epirametres reste nécessaire et

prometteuse dans le cadre de I'analyse des casuhmds en mode HILIC.

I1.5. Conclusions

Nous avons vu dans cette premiére partie du akagite le mode HILIC est devenu
une technique de choix pour l'analyse des comppsésres. Des études ont été réalisées
pour expliquer les mécanismes de rétention des aségpdans ce mode chromatographique.
Il apparait que le partage n’est pas le seul méoamide rétention des composés en HILIC,

des interactions électrostatiques et des liaisgdsolgene jouent aussi un réle important.
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A partir des données de la littérature, nous avamnsiégager les facteurs les plus

importants pour I'optimisation des analyses.

Malgré le nombre important d’applications déja Ipds pour I'analyse en mode
HILIC d’'un certain nombre de familles de solutédapes (Tableau Ill.1), les applications
faisant référence aux catécholamines restentitnégés.

Nous allons dans la suite de ce chapitre préseoterésultats sur I'optimisation sur
différents colonnes HILIC commercialement dispoesbte la séparation du mélange des 12
catécholamines sélectionnées. Les informationsnabte nous permettront de discuter les

mécanismes de rétention et de proposer une ctadgifi des supports testés.

[ll. Approche détaillée pour la sélection des sysies HILIC — Application a la séparation

des catécholamines

Pour l'optimisation de la séparation en mode HIld€s catécholamines nous avons
testé linfluence des parametres suivants: la reaet le pourcentage de modificateur
organique, la nature et la concentration en sepHeet la température, sur 12 colonnes

différentes.

[11.1. Comparaison des performances de phases statinaires HILIC

Les phases stationnaires commerciales que nous &stées peuvent étre divisées en
trois groupes : neutres (cyano, amide et diol),itpesnent (triazole et amino) ou
négativement (silice) chargées ou chargeablesretiém du pH de la phase mobile. Un cas
particulier est représenté par la colonne de typ#erionique, de charge globale nulle, bien
gu’'ayant toujours sur son greffage une charge igeseét une charge négative (colonne
greffée sulfobetaine). Les principales caractéuss de ces colonnes sont rassemblées dans

le Tableau Ill.2.
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Bien gu’initialement considérées comme secondalesscaractéristiques des phases

stationnaires jouent un rdle important dans la sdjwm des solutés tels que les
catécholamines, méme en mode HILIC comme [lillud&efigure 111.17. Des sélectivités
différentes sont obtenues en utilisant une mémeeph@bile (ACN/ HCCOONH, 20 mM,

pH 3, (80/20 v/v)) sur 4 supports: TSK gel Amidepsmosil HILIC; ZIC HILIC et
Uptisphere CN. Cette observation est confirmée 4wutres supports Uptisphere Silice,
Uptisphere NH, Ascentis HILIC et Luna Diol avec une autre phasebile (ACN/
HCOONH, 150 mM pH 3 (85/15 v/v))Ceci démontre une fois de plus que le partage des
analytes entre la couche d’eau qui entoure la psias@nnaire et la phase mobile n'est pas le
seul mécanisme qui assure la séparation des sa@ntéHLIC. Les interactions secondaires
possibles entre la phase stationnaire et les asatigiivent étre prises en considération pour le
choix de la colonne.

La présence de charges sur la surface de la phasensaire offre la possibilité
d'interactions électrostatiques (attraction ou Igpo) avec les solutés chargés (Figure
[11.17). Ainsi, nous avons pu observer ce type wiactions sur la plupart des supports
testés :

- sur la colonne de silice vierge porteuse de chamggstives, liées a la déprotonation
de sa surface (-SiOH devient Sides répulsions électrostatiques sont responsable
de la faible rétention des composés chargés négagint (DOPAC, HVA, 5HIAA),

- al'opposé, sur la colonne positivement chargéarosg HILIC (greffée triazole), ce
sont les analytes positivement chargés (S, 3-MTDA, NA) qui sont peu retenus et
mal séparés.

On constate que les forces d’interactions éledtiogtes secondaires ont des
intensités différentes d’'un support a l'autre. Ajss colonnes testées peuvent étre divisées
en deux groupes en fonction de la quantité deaseifroduire dans la phase mobile, pour
moduler ces interactions et ainsi obtenir les e résultats de séparation en termes de
résolution et d’efficacité des pics :

» les colonnes qui nécessitent de faibles conceotigmin sel (< 50 mM) sont les
suivantes : ZIC HILIC, TSK gel Amide 80, CosmosilLKC, Uptisphere CN (Figure I11.17.a)

* les colonnes qui nécessitent de fortes concemisagm sel (> 100 mM) sont
les suivantes : Astec apHera NHJptisphere NKH Uptisphere HILIC Silica, Ascentis
Express HILIC et Luna Diol (Figure 111.17.b).
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Figure 111.17. Comparaison des performances de cotmes HILIC

a. Phase mobile : ACN/ GBOONH, 20 mM, pH 3, (80/20 v/v) ; Débit : 0,2 mL.mirpour
TSK gel Amide et Cosmosil HILIC ; 0,5 mL.minpour ZIC HILIC et 1 mL.mift pour
Uptisphere CN

b. Phase mobile : ACN/ HCOONHL50 mM pH 3 (85/15 v/v); Débit : 0,2 mL.min

Détection : UV. 1. HVA; 2. 5HIAA; 3. DOPAC; 4. 3-MT5. S; 6. DA; 7. Trp; 8. A; 9.
DHBA ; 10. NA; 11. Tyr ; 12. DOPA.

La colonne Ascentis Express HILIC se différencietdgtes les autres colonnes en

raison de la nature et la géométrie des particdessilice (2,7 um de diametre) qui la
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constituent. Ces dernieres sont partiellement paeparticules « fused core ») et enrobées

d’un film poreux (0,5 um d'épaisseur) déposé sunayau dur (non poreux). Cependant, son
comportement vis-a-vis des catécholamines ne ldindise pas des autres colonnes
conventionnelles de silice vierge, puisque des ewoinations importantes de sel (>100 mM)
sont également nécessaires pour obtenir des piedtsgues pour les composés basiques (S,
DA, NA, A, 3-MT, DHBA). Contrairement aux résultaisbtenus en chromatographie
d’appariement d’'ions (Chapitre 11), en mode HILI€s|colonnes « fused core » n'apportent
pas de gain d’efficacité pour les séparations.

Devant les grandes différences de rétention ofqute les 12 colonnes testées, nous
avons cherché a évaluer de facon plus approfordiesimilitudes et I'orthogonalité entre
elles. Dans ce but, nous avons réalisé des graghilqk - In k en reportant les facteurs de
rétention des solutés dans les mémes conditionzhdse mobile sur les colonnes groupées
deux par deux. La similitude de rétention est darésge dans ces conditions par le
positionnement de tous les points sur la diagonalge autre disposition traduit une rétention
plus importante sur I'une ou l'autre des colonngsrthogonalité totale entre les deux
colonnes est caractérisée par une dispersion mexahea points dans le plan.

Nous avons comparé en premier lieu d'une partdiffiérentes silices vierges entre
elles et d’autre part les différents supports g@ef@minopropyle entre eux. Les graphiques
In k - Ink (Figure 111.18. a et b) montrent des similitudedgre le comportement de la colonne
Uptisphere Si et celui de la colonne Ascentis odadeolonne Pursuit Si (colonnes de silice
vierge) vis-a-vis de la plupart des composés (uximam des points est sur la diagonale). La
colonne Uptisphere Si pourra donc étre remplacéd’yp@e des deux autres colonnes sans
grande modification des sélectivités. La comparade la colonne Ascentis Si a la colonne
Pursuit Si (Figure 111.18 c) met en évidence untnmton plus faible des solutés sur la
premiére (tous les points sont situés sous la delgd Quelles que soient les colonnes
comparees, les trois composés acides (DOPAC, HVaHEAA) s’éloignent toujours de la
diagonale mettant en évidence des interactionstréstatiques répulsives d’'importance

inégale selon le support considéré (les pointsugétoen rouge).
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Figure 111.18. Orthogonalité entre différentes coloanes en mode HILIC

Colonne : Ascentis Express HILIC (L x @= 150 x &yfin), Uptisphere HILIC Silica (L x @= 250 x
2,1 mm), Pursuit Silica (L x &= 150 x 2,1 mm), AstgpHera NH (L x &= 150 x 2,1 mm),
Uptisphere 12 AA NH(L x @= 250 x 2,1 mm), Polaris NHL x &= 150 x 2,1 mm) ; Phase mobile :
ACN/ HCOONH, 150 mM, pH 3, (85/15 v/v)

Les 3 colonnes aminopropyle offrent des sélecsvééréetentions tres différentes de
'une a l'autre, comme présenté sur la figure 14,8 et f. En effet, on peut voir que les 12

solutés se répartissent en 3 sous-groupes : legl8saaminés (points entourés en vert) sont
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ceux qui ont des rétentions les plus comparablesesu3 supports, les 3 composés acides

(points entourés en rouge) et les 6 composés m@lies Les 3 acides sont moins retenus sur
les colonnes a base de silice (Uptisphere,Nrdlaris NH) que sur la colonne polymérique
(Astec apHera Nb. A linverse, les 6 composés cationiques sonfs pletenus sur les
colonnes a base de silice, probablement a causmtéesctions électrostatiques (répulsives
pour les acides, attractives pour les cations) ig&sépar la présence de silanols résiduels
uniquement présents sur les colonnes a base de. $lh général, nous avons constaté des
meilleures efficacités de pics sur la colonne & lwspolymere que sur celles a base de silice
probablement a cause de I'absence d'interactie@wréktatiques sur polymeére.

La figure 111.19. traduit que d’un fabricant a uatee les différences de rétention entre
un support de silice vierge et un support de stiaffée NH2 ne sont pas les mémes. Pour
les supports Varian, on observe une dispersionigibf des points (solutés cationiques plus
retenus sur silice et supports anioniques que bia),ar contre pour les supports Interchim,
tous basés sur la méme silice Uptisphere, beaudsusimilitudes de rétention sont

observées.

347 : : : : ‘ -3 -2 1 0 1 2

0 1 2
In k Polari¢ NH,

_In k Pursuit £

N

In k Uptisphere NH2

In k Uptisphere Si

Figure 111.19. Orthogonalité entre différentes coloanes en mode HILIC

Colonne : Uptisphere HILIC Silica (L x @= 250 x &yim), Pursuit Silica (L x @= 150 x 2,1
mm), Uptisphere NK(L x @= 250 x 2,1 mm), Polaris NHL x &= 150 x 2,1 mm) ; Phase
mobile : MeCN/ HCOONH 150 mM, pH 3 (85/15 v/v)

Au vu du nombre important de données obtenuetgralyse des 12 catécholamines
sur les 12 colonnes HILIC, une analyse statistideg résultats (Analyse en Composantes
Principales) s’'est avérée nécessaire pour obtersrrdnseignements plus complets. Cette
étude est présentée dans le paragraphe I11.7 deagstre.
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[11.2. Influence de la nature et du pourcentage denodificateur organique

Sur tous les supports testés, 'augmentation duceotage du modificateur organique
a eu comme résultat pour I'ensemble des solutéaugmentation des temps de rétention, ce
qui est attendu en mode HILIC (figure 111.20). Ddifférences de rétention importantes sont
enregistrées pour une modification méme faible dergentage de solvant organique. Par
exemple, sur la colonne TSK gel Amide 80 (figure2D.a), les facteurs de rétention de
presque tous les composés doublent leurs valearsdoqon passe de 85 a 90% d’ACN. Sur 4
colonnes parmi les 12 étudiées (ZIC HILIC (figuhe2D.b), Uptisphere CN, TSK gel Amide
80 et apHera N}J, cette augmentation de rétention n'est pas aogsirtante pour tous les
composes ce qui génere des ordres d’élution différeelon le pourcentage d’ACN dans la
phase mobile. Ces 4 colonnes apparaissent intatessdu fait qu’une simple modification
du pourcentage de modificateur organique entra@sesédlectivités modulables.

2 5
. TSK gel amide a E
1 : 4

0 70%MeCN 34 @ 60%MeCN
0

8 80%MeCN k B 70%MeCN
0

0 85%MeCN

O 80%MeCN
90%MeCN 2
| 2 H .

NA A DOPA S Tyr MT Trp DOPAC

ZIC HILIC

Figure 111.20. Influence de pourcentage de modificeeur organique sur la rétention

a. Colonne : TSK gel Amide 80 ; Phasebile : ACN/ HCCOONH, 20 mM, pH 3. Débit :
0,2 mL.min*

b. Colonlne : ZIC HILIC ; Phasmobile : ACN/ HCCOONH, 40 mM, pH 4 ; Débit : 0,5
mL.min’

Nous avons mis en évidence que la nature de matific organique a également de
'influence sur la rétention des composés. En commala force éluante des solvants
organiques les plus utilisés (MeOH, éthanol (EtONEN et acétone) sur les difféerents
supports, nous avons obtenu des résultats en aaro® avec ceux que nous avons publiés
dans le cas des pesticides organophosphorés [8¢wet de la littérature [13,32]. Parmi
I'ensemble des modificateurs organiques, les afceont les plus éluants, suivis par I'acétone

et enfin 'ACN (Figure I11.21). Nous confirmons, ewv I'étude de cette nouvelle famille de

Références bibliographiques : voir pags - 205 165



Chapitre Ill. Analyse de neurotransmetteurs paorlatographie d’'interactions
hydrophiles (HILIC)

solutés, que les alcools, spécialement le MeOH, des solvants tres éluants pour le mode

HILIC du fait de leur caractere fortement donneailidisons hydrogene (comme I'eau).

41,4,5,6,8,10

12
2 5 2 MeOH

4511136, -
ﬁ 8-10 /

Intensité (cps)

J MJ S et

H\

Mi \fﬁ/ "  ACN

3Temps (min) 4

Figure 1I1.21. Influence de la nature du modificataur organique sur la sélectivité entre
les catécholamines

Colonne : Astec apHera NHPhase mobile : modificateur organique / HCQQHO mM, pH
2,7, (85/15 v/v). Débit : 0,2 mL.nmit Détection : ESI-SM/SM.
1. HVA; 2. 5HIAA; 3. DOPAC; 4. 3-MT; 5. S; 6. DA;.Trp; 8. A; 9. DHBA ; 10. NA;
11. Tyr; 12. DOPA

La figure 111.21 montre, de plus, que la nature dadificateur organique influence
non seulement la rétention des composés mais boghe d’élution sur la colonne Astec
apHera NH (cette étude n’'a pas été faite sur les autres nek)n Si le remplacement du
MeOH par 'EtOH n’influence pas l'ordre d’élutioresl composeés, I'utilisation de I'acétone
ou de 'ACN a comme résultat de nombreuses invessidélution. Le choix du solvant
organique est un critere primordial & prendre empte pour I'optimisation des séparations

en mode HILIC car il peut intervenir a plusieursgaux.
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I11.3. Influence de la nature et de la concentratio en sel

Pour I'analyse des composés ioniques, la préseaceld dans la phase mobile est
indispensable afin d’obtenir de bonnes efficacitéspics. En ce qui concerne I'analyse des
catécholamines, la présence de sels dans les pmad@les a des effets différents selon le
compose et le support teste.

Nous avons vu dans la partie introductive de c@itigaque le nombre de sels volatils
qui peut étre utilisé en mode HILIC est limité et r@duit principalement a I'utilisation de
formiate d’'ammonium et d’acétate d’ammonium. P@umiajorité des colonnes (Luna Diol,
Cosmosil HILIC, Uptisphere HILIC Silica, Uptisphef@N, Astec apHera NK TSK gel
Amide 80 et ZIC HILIC) peu de difféerences ont étiservées quand I'un ou l'autre de ces
sels a été utilisé. Par exemple, sur la colonne §8KAmide, nous avons pu observer des
inversions de I'ordre d’élution pour les couples/My et Trp/DA (résultats non montrés).

La colonne Ascentis Express HILIC (figure 11l.22ua comportement trés spécifique
vis-a-vis du choix du sel en phase mobile, ce guistingue de tous les autres supports. Sur
cette phase stationnaire et pour une concentratiosel donnée, on constate que I'acétate
d’ammonium est moins éluant que son homologue femet que les sélectivités dépendent

du choix du sel.

30+

25+

OHCOONH4

k 201
B H3COONH4

154

10+

‘33747 L, <)o,% SR Y 7 » M %
o

Figure 111.22. Influence particuliére de la nature du sel sur les facteurs de rétention des
catécholamines sur la colonne Ascentis Express HICI(L x @ = 150 x 2,1 mm).
Phase mobile : ACN/ HCOONtbu CHCOONH,; 150 mM, pH 3, (90/10 v/v).
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Pour I'ensemble des colonnes, la variation de lacentration du sel dans la phase

mobile a des effets plus prononcés que ceux liésclmngement de nature du sel.
Typiquement en HILIC, une augmentation de la rébenést associée a 'augmentation de la
concentration en sel de la phase mobile [12]. LaalLDiol est la seule colonne sur laquelle

nous avons observé ce type de comportement positdasiwcomposeés (Figure 111.23.a).

k 91 a. Luna Diol K, b. TSK gel Amide 80
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Figure 111.23. Influence de la concentration en sel sur la rétertin des analytes
a. Colonne : Luna Diol ; Phase mobile : ACN/ HCOQiH 3, (90/10 v/v).

b. Colonne : TSK gel Amide 80 ; Phase mobile : AENVOOH, pH 3, (80/20 v/v).
c. Colonne : Astec apHera NHPhase mobile : ACN/ HCOQHbH 3, (80/20 v/v).
d. Colonne : Uptisphere Si ; Phase mobile : ACNO@EH, pH 3, (85/15 v/v).
Débit : 0,2 mL.mift

Pour les autres colonnes, les interactions éldgetiqaes (attraction/répulsion) entre le
support et les solutés jouent un réle importantsdarnrétention. De plus, des comportements
de type échange d’ions sont enregistrés (Figur23lb, c, d). Cela implique la diminution de

la rétention des composés de charge opposée aualgpport lorsque la concentration en sel
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augmente. Sont concernés par ce phénomene, lesosémpositivement chargés (NA, A,
DA, DHBA, 3-MT, S) sur les colonnes négativemenarggées (Uptisphere HILIC Silica,

Ascentis Express HILIC, TSK gel Amide 80, ZIC HIDI@t les composés négativement
chargés (DOPA, DOPAC, 5HIAA, Tyr, Trp, HVA) sur leplonnes de charge opposée
(Cosmosil HILIC, Astec apHera NHUptisphere NH). Par ailleurs, sur ces deux types de
colonnes (positivement et négativement chargéasythentation de la concentration en sel
implique 'augmentation de la rétention des compasgant la méme charge que le support.
Ces résultats sont en accord avec ceux obtenuSyzset al.[9] pour I'analyse de I'aspirine,
la cytosine et de I'acide salicylique (voir parggra 11.3.3 de ce chapitre).

Les résultats de ces analyses ont révélé quedam®ITSK gel Amide 80 se comporte
de facon similaire aux colonnes négativement clegd.J. Alpert [71] a fait le méme
constat (décroissance de la rétention avec l'autatien de la concentration en sel) lorsqu'il
a analysé les acides aminés basiques sur la coltBkegel Amide. Comme le greffage de
cette phase stationnaire ne présente pas de 8jpestanables, la mise en évidence de charge
négative a sa surface pourrait étre liée soit @niation des silanols résiduels, comme
constaté par Quimingt al.[37] pour une colonne diol, soit a une délocalmatil’électrons
au niveau du greffage avec I'apparition d’'une zengchie en électrons. La comparaison de
la rétention de I'acide 4-aminosalicylique et decitle acétylsalicylique sur 3 colonnes : ZIC
HILIC, TSK gel Amide et une silice vierge a perraissuoet al.[9] de mettre en évidence un
ordre d’élution identique sur les supports TSK gfeZIC HILIC et inverse sur la colonne de
silice. Ces travaux laissent alors penser quetldgda charge de la colonne TSK gel Amide

serait associé au greffage et non a la silice.

[11.4. Influence du pH

Nous avons vu dans la partie introductive de ceittegaque le pH de la phase mobile
peut influencer I'état de charge des analytes etdousupport chromatographique. Pour
I'étude de I'influence du pH sur la rétention degécholamines sur les différents supports,
nous avons utilisé une phase mobile composée d’AAENJd’'une solution aqueuse de
HCOONH, dont le pH est ajusté a une valeur comprise éhee 6,5 avec une solution de
HCOOH 1M. Nous avons constaté que la tendance g@énéorrespond a une augmentation
de la rétention avec 'augmentation du pH.

Sur les supports positivement chargés : CosmodillGHlet Uptisphere Nbl la

rétention augmente nettement pour les produitsepwst d'une charge négative (HVA,
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5HIAA et DOPAC), tandis qu’elle reste quasiment stante pour les autres composés du

mélange (Figure 111.24.a). De ce fait, des séla@gsvdifférentes apparaissent en fonction du
pH de la phase mobile. Sur la troisieme colonneitigement chargée, Astec NH
'augmentation du pH se traduit par une sévereridéstion de la forme des pics de tous les

composes ce qui limite son utilisation a pH acide.
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Figure 111.24. Influence du pH sur la rétention descatécholamines
a. Colonne : Cosmosil HILIC ; Phase mobile : ACNMBIONH, 30 mM (80/20 v/v) ;
b. Colonne : ZIC HILIC ; Phase mobile : ACN/@EDONH, 40 mM (80/20 v/v) ;
c. Colonne : TSK gel Amide 80 ; Phase mobile : ACN/COONH,; 20 mM (90/10 v/v).

L’étude de l'influence du pH met en évidence a reauwque la colonne TSK gel Amide

présente un comportement proche de celui des cedonégativement chargées : Uptisphere
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Silica, Ascentis Express HILIC et ZIC HILIC. En effsur tous ces supports, la rétention de

tous les composeés est plus importante lorsqueléuvdu pH augmente (Figure 111.24. b et
c). Sur la colonne Ascentis Express HILIC, nouseobsns plus particuliéerement des pertes
d’efficacités de pics pour les composés basiques.

Les catécholamines présentent des comportemefésedifs sur les deux supports non
chargés, Luna Diol et Uptisphere CN. Si sur |la oo greffée diol la rétention des analytes
restent constante quel que soit le pH, sur la caogreffée cyano trois comportements
différents ont été remarqués pour les trois cladsaOmposeEs :

- pour les acides aminés : DOPA, Tyr et Trp, la réberest constante ;
- pour les amines: 3-MT, A, NA, DA S et DHBA, la eétion augmente avec

'augmentation du pH ;

- pour les acides : HVA, 5HIAA et DOPAC, la rétentidiminue avec I'augmentation
du pH.
Ce phénomene est probablement di a la déprotordg®msilanols résiduels qui est d’autant
plus importante que la valeur du pH est élevéequieinduit I'apparition d’'une charge
négative au niveau du support et crée de ce faiirderactions d’attractions électrostatiques
avec les amines et de répulsion avec les acidssatides aminés se trouvent sous une forme
tres peu positive voire globalement neutre dansirtetvalle de pH, ils ne sont donc pas

affectés par les modifications de charge au niwkasupport.

[11.5. Influence de la température

Nos expériences nous ont permis de constater dguiduénce de la température
(comme pour les autres parametres) était fonctehadature des solutés et des interactions
soluté-phase stationnaire comme précédemment rigpgems la littérature [4].

Sur quatre colonnes, Uptisphere HILIC Silica, Lub@l, Uptisphere NH et ZIC
HILIC, tous les analytes donnent des réponses henesy. soit toutes les rétentions
augmentent avec la température (pour les 3 premia@iennes) soit elles diminuent toutes.

Sur toutes les autres colonnes la température affigs différents selon le soluté. Sur
les deux colonnes positivement chargées : AstecempHNH et Cosmosil HILIC,
'augmentation de la température a comme effefghaentation des facteurs de rétention des
composés acides (DOPAC, HVA, 5HIAA), tandis que mpl@s autres composés la rétention
reste constante. Sur la colonne TSK gel Amide 80sant seulement pour les 3 composés
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aminés (DA, DBHA et S) que l'on observe une augmon de la rétention avec

'augmentation de la température.

La figure Ill.25 montre que l'augmentation de lanfgérature a comme effet des
inversions d’ordre d’élution pour les solutés. &ucolonne « fused core » Ascentis Express
HILIC, comme la rétention de Trp et de S augmentrd'augmentation de la température,
alors que celle de NA, A, DA, DHBA, DOPA et Tyr déit, des sélectivités différentes sont

obtenues en faisant varier la température.
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Figure 111.25. Influence de la température sur la gparation des catécholamines
Colonne :Ascentis Express HILIC ; Phase mobile : ACN/HCOQNI0 mM, pH 3 (90/10
v/v), Débit : 0,5 mL.mift. Détection : UV

1. 5HIAA, 2. HVA, 3. DOPAC, 4. S, 5. MT, 6. DA, BHBA, 8. A, 9. Trp, 10. NA

Controler la température lors de I'analyse en mdtldC est donc important pour la
répétabilité des rétentions et de plus dans le dead’analyse des catécholamines, une

augmentation de la température ne semble pas appéamélioration pour la séparation.
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[11.6. Systemes retenus en vue d’un couplage aux @&teurs SM et électrochimique

Aucun des systemes testés parmi les 12 envisaggsennis la séparation totale des
12 composés de notre mélange modele. De ce fagyltemes HILIC ne seront donc pas
compatibles avec une détection par électrochinhoes gue la majorité des systemes le seront
avec une détection par spectrométrie de masseguue flll.26 montre les systémes que nous
avons retenus en vue d’un couplage avec la SM.

Ce travail nous a permis de mettre en évidencpdemmetres qui sont importants pour
I'optimisation des séparations en mode HILIC : tuentage et la nature du modificateur
organique, la concentration en sel et le pH. Ertion de la phase stationnaire utilisée, I'un
ou l'autre de ces parameétres joue un réle plus itapbpour I'optimisation des séparations.

En raison des difficultés d’interprétation de nésultats et le nhombre important de
données de rétention chromatographique recueiliesjs avons fait appel aux outils
statistiques (I'analyse en composantes principa@€?) pour nous aider a avoir une vision

plus générale sur les similitudes de comportemesitcdlonnes testées.
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Figure 111.26. Systémes retenus en vue d’'un couplage aux détectei8M
a. Colonne : TSK gel Amide, Phase mobile : ACNACBONH, 20 mM (80/20 v/v), pH 3.
b. Colonne : Luna Diol, Phase mobile : ACN/HCOONIOO mM (90/10 v/v), pH 3.
c. Colonne : Pursuit Si, Phase mobile : ACN/HCOQNBO mM (85/15 v/v), pH 3.
Détection : UV; Débit : 0,2 mL.mif. 1. HVA, 2. 5HIAA, 3. DOPAC, 4. 3-MT, 5. S, 6. Trp,
7. DA, 8.A, 9. DHBA, 10. Tyr, 11. NA, 12. DOPA
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[11.7. Traitement des résultats par I'analyse en composantes principale®\CP)

111.7.1. Généralités sur les ACP

L'étude d'une population statistique de taillexxpasse le plus souvent par le recueil
d'un nombre élevé « p » de données par élementvébdeanalyse de ces données doit tenir
compte de leur caractére multidimensionnel et sfvés liaisons existantes entre leurs
composantes. L'analyse en composantes princip&@B)( introduite en 1901 par K. Pearson
et développée par H. Hotelling, est une méthode fitessante pour explorer la structure de
telles données. Chaque donnée étant représentéeudaaspace (R) a «p » dimensions,
l'ensemble des données forme un "nuage de n padiats$ R. Le principe de 'ACP est
d'obtenir une représentation approchée du nuage wlasous-espace de dimension faible k
par projection sur des axes bien choisis. Une méridans R étant choisie (en général
normalisée par I'utilisation de variables centréesduites), les k axes principaux sont ceux
qui maximisent l'inertie du nuage projeté, c'eslira-la moyenne pondérée des carrés des
distances des points projetés a leur centre det§rawes composantes principales sont les n
vecteurs ayant pour coordonnées celles des prajsctirthogonales des n éléments du nuage
sur les k axes principaux (Figure 111.27). C'estpgu comme faire une photo d'un objet : on
passe de 3 a 2 dimensions. Le but de I'ACP egtodedr I'endroit ou poser I'appareil photo
pour que l'on reconnaisse le mieux le sujet. L’AG#struit ainsi de nouvelles variables,
artificielles, et des représentations graphiquesnpttant de visualiser les relations entre
variables, ainsi que I'existence éventuelle de ggeud’éléments et de groupes de variables.
L’interprétation de ces représentations est déieatdoit respecter une démarche rigoureuse
[72].

RP

Projection du nuage
de n clients dans R2

Z,

-
Montant du découvert

Solde moyen
Figure I11.27. Projections des points sur le meillar plan factoriel [72]
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[11.7.2. Interprétation des ACP a I'analyse des catcholamines sur les 12 colonnes HILIC

Les ACP ont été réalisées a l'aide du programme tati @ partir de données
recueillies sur toutes les colonnes et dans tdasesonditions chromatographiques testées et
pour lesquelles nous avions des données vis-aegisadentions de tous les solutés.

Pour I'ACP, les calculs ont été effectués a patés logarithmes des facteurs de
rétention apres avoir centré et réduit leurs valg@aour donner a toutes les variables la méme
importance. De ce fait, cette opération garanti lguposition des colonnes dans le graphique
de I'ACP est bien liée a leurs propriétés séparatiles graphiques de I'ACP basée sur les
données brutes non centrées et non réduites aurfaknapparaitre les differences de
rétention des colonnes.

Nous avons réalisé une premiére ACP en combinaiegdes données concernant la
rétention des 12 catécholamines de notre mélairgeds 111.28). Pour nous assurer que les 6
solutés cationiques, plus nombreux que les audesifles et 3 neutres) ne pesaient pas trop
sur les résultats de cette premiere ACP, nous asalnslé une deuxieme ACP en réduisant le
nombre de solutés cationiques a 3 (A, DA, et S).pEmant en compte tous les résultats
obtenus sur les 12 phases stationnaires avec tiestesnditions de phases mobiles étudiées
pour lesquelles les données étaient disponibles lmsemble de ces 9 composes, le calcul
de cette deuxieme ACP est basé sur 87 donnéesddies axes principaux PC1-PC2 du
graphique d’observations pour les deux ACPs sogsgmtés figures 111.28 et 111.29 a,
respectivement, et la représentation graphiqueati@bles de la deuxieme ACP est donnée
dans la figure 111.29 b. On peut voir sur les figsirlll.28 et 111.29a que la réduction du

nombre de solutés n’a pas entrainé de perte nalabfermation.

Références bibliographiques : voir pags - 205 176



Chapitre Ill. Analyse de neurotransmetteurs paorlatographie d’'interactions
hydrophiles (HILIC)

Observations PC1 & PC2: 84.7 %)
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Figure 111.28. Analyse en composantes principaleggaphique d’observations) basée sur
la rétention des 12 catécholamines sur les 12 phasstationnaires et dans toutes les

conditions chromatographiques testées
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Observations (axes F1 et F2 : 82,66 %)
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Figure I11.29. Analyse en composantes principales dsée sur la séparation des 9
catécholamines sélectionnées (A, DA, S, HVA, DOPAGHIAA, DOPA, Tyr, TRP) sur
les 12 phases stationnaires et dans toutes les cibiotds chromatographiques testées

a. PC1-PC2 graphique d’observations

b. PC1-PC2 graphique de variables.
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Les deux axes principaux PC1 et PC2 couvrent enseemviron 85% de la variance

et peuvent étre considérés comme une représentasser complete de I'ensemble des
résultats, donc les graphes PC1-PC2 se prétemtarprétation. Comme nous pouvons le
voir sur la figure 111.29.b, les trois groupes d#utés (anioniques, cationiques et neutres) se
distinguent clairement sur le graphique de vargbte qui révele gu'ils se comportent d'une
maniere différente sur les phases stationnairésees

En combinant les informations données par les deaghiques de la figure 111.29, on
peut noter que sur le coté gauche du graphiquesdiwhtions (figure Il1.29a), les phases
stationnaires cationiques (Cosmosil HILIC, Astec 2\HUptisphere NH2 et Polaris NH2)
sont, bien celles responsables de la rétentioncdegposés anioniques (HVA, 5HIAA,
DOPAC), a I'opposeé sur le coté droit du graphiqtebservations, les phases stationnaires
anioniques (Ascentis Express HILIC, Pursuit SI gitisphere SI), neutres (Luna DIOL,
Pursuit DIOL, TSK-gel Amide et Uptisphere CN) etiterionique (ZIC-HILIC) sont celles
responsables principalement de la rétention desposés cationiques. Les colonnes ZIC-
HILIC et Uptisphere CN se distinguent cependantaidgses colonnes adaptées a la rétention
des composés cationiques, par leur position relgtar rapport a I'axe PC2, et aussi par le fait
gu'elles sont les plus éloignées du centre degssinr le graphique PC2-PC3 (résultats non
montrés). Tout ceci indique un comportement réteyitibal par rapport aux composes que
I'on peut schématiser de la fagon suivante :

(1) sur les phases stationnaires anioniques et ne(arésxception de la colonne
Uptisphere CN), les composés anioniques sont meitenus que les composés
cationiques, eux-mémes moins retenus que les ca@wppgitterioniques (les
acides aminés);

(i) sur les phases stationnaires cationiques, les cagsprationiques sont moins ou
autant retenus que les composés acides, et moémuiseque les acides aminés;

(i)  la phase zwitterionique (ZIC-HILIC), vue sa pogitipar rapport a I'axe PC2, se
distingue des autres phases. Sur cette phasejitesaont moins retenus que les
acides aminés et moins ou également retenus quaatiess ;

(iv)  sur la colonne Uptisphere CN, les anions sont mog@tsnus que les acides
aminés, moins retenus que les cations.

A Tlintérieur de chaque groupe de phases statioesaoffrant des ordres d’élution

semblables quelques différences sont trouvées. dabbrd, entre les phases stationnaires
cationiques, une importante dispersion est trolevdeng de I'axe PC2, principalement liée a

la rétention des acides aminés. Il est clair quer ges phases la concentration en sel a un
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effet important sur la rétention des composes, limngportante dispersion des points sur le

graphique d’observations (par exemple pour CosmékilC et Astec NH2). Sur la phase
zwitterionique (ZIC-HILIC), le pH a une grande iméince sur la séparation, puisque les
points correspondant aux retentions observées:apblont éloignés de ceux a pH 4. Cela est
probablement di a la variation de I'état d'ionmatdes solutés avec 'augmentation du pH,
qui influe sur leur rétention et leur séparation.

Pour obtenir une vision plus claire sur la sépanaties différents composés sur les
différentes phases stationnaires, nous avons effdaiis nouvelles ACP : la premiére repose
uniquement sur la séparation des trois composémignes (HVA, 5HIAA et DOPAC),
graphique d’observations présenté dans la figur80ll la deuxieme uniquement sur la
séparation des six composeés cationiques (A, DA3-®IT, NA et DHBA), graphique
d’observations présenté dans la figure 111.31 etiridsieme, sur la séparation des trois
composés zwitterioniques (Trp, Tyr et DOPA), graplei d’observations présenté dans la
figure 111.32. Ces trois graphiques sont réalisésjdurs a partir des valeurs qui ont été

centrées et réduites, et reposent donc sur lesigrép seéparatives des colonnes testées.

Observations PC1 & PC2: 100.00 %)

Pursuit DIOL
1 + TSKgel Amide
- A® 4 AR ..~
0.\
o %Q
‘%%

*
ZIC-HILIC *

X

A

PC2 (43.59 %)

w

& Cosmosil HILIC

Polaris NH2

=]

-5 -4 -3 -2 1 (] 1 2 3 4 5

PC1 (56.41 %)

Figure 111.30. Analyse en composantes principaleggaphique d’observations) basée sur
la rétention des composés anioniques (HVA, 5HIAA, OPAC) sur les douze phases
stationnaires testées dans toutes les conditionsramatographiques
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Observationslot (PC1 & PC2: 67.81 %)

TSKgel Amide |

a o xy
Cosmosil Hlm% Pursuit DIOL

o050 40—

@
Polaris NH2  ZIC-HILIC 2 ¢

°® L4

PC2 (28.18 %)

-1 0
PC1 (39.63 %)

Figure 111.31. Analyse en composantes principaleggaphique d’observations) basée sur
la séparation des 6 composés cationiques (A, DA, BMT, NA et DHBA) sur les douze
phases stationnaires testées dans toutes les coiwtis chromatographiques
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Observations PC1 & PC2: 100.00 %)

ZIC-HILIC
salt conc. effect

°

(S

PC2 (10.15 %)
4

%0 ZIC-HILIC
*

‘\ Cosmnosil HILIC

TSKgel Amide
Pursuit DIOL%\ 9 ¢

) L)
D A
Polaris NH2 T

PN A

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

PC1 (89.85 %)

Figure 111.32. Analyse en composantes principaleggaphique d’observations) basée sur
la séparation des 3 composés zwitterioniques (DOPAyr, Trp) sur les douze phases
stationnaires testées dans toutes les conditioniromatographiques

Nous pouvons noter d’'une part, que les propriédééantives des composeés ayant la
méme charge étant similaires et d’autre part, gueombre de ces composés étant petit, les
deux axes PC1 et PC2 réveélent toutes les informatfou une majorité pour les composés
cationiques, qui sont plus nombreux). Les graptscaant facilement interprétables, puisque
aucune des informations ne manque (avec quelqumscaes cependant pour les composés
cationiques).

On peut voir a partir de ces trois figures quedparation des composés appartenant a
une méme famille n’est pas toujours celle qui giglvue en se basant sur les observations de
la figure 111.29 :

(1) La colonne Uptisphere CN se distingue pour la séjmer des cations et des
anions, mais pas pour celle des acides aminés (@o&si les graphiques
d’observations sur la rétention présentés danfgeses 111.38 — 111.40) ;

(i) les phases diol et les phases silice vierge sofaucs séparées les unes des autres,

ce qui indique qu'elles fournissent des ordresuti@ différents pour les solutés
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(iii)

(iv)

(v)

d'une méme famille, ou, lorsque les ordres d'éutspnt identiques, les
sélectivités sont différentes. Par exemple, les@haliol fournissent des faibles
séparations entre HVA et 5HIAA, tandis que les pBade silice permettent leur
séparation. Au contraire, les phases de silicenfesent des faibles séparations
entre TYR et DOPA, alors que ces deux composés généralement mieux
sépareés sur phases diol.

la colonne ZIC-HILIC est généralement située eldsephases diol et les phases
silice vierge, tout en étant trés proche des prarsie

on peut aussi remarquer des différences entrehleseg cationiques vis-a-vis de la
séparation des composés anioniques et zwitteriemigua colonne Polaris NH2
offre une mauvaise séparation des anions, alordeggapport Uptisphere NH2,
tout en offrant des retentions plus faibles qudet®ues autres colonnes amino
réussit a les séparer (Figure 111.33 a [11.35). d@onne Astec NH2 se distingue
particulierement pour la séparation des acides ésnince constat est en
concordance avec les données de la littérature [41]

pour la séparation des acides aminés la concenmtrath sel semble avoir une
grande influence puisque pour les colonnes: ZICHE Astec NH2 et
Uptisphere SlI, sur lesquelles l'effet de la cormedion en sel a été étudie, on

observe une trés large dispersion sur le graphdtpeservations.
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Observations (axes F1 et F2 : 99,20 %)
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°
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F1 (97,57 %)

Figure 111.33. Analyse en composantes principaleggaphique d’observations) basée sur
la rétention des composés anioniques (HVA, 5HIAA, OPAC) sur les douze phases
stationnaires testées dans toutes les conditions ramatographiques (données non

centrées non réduites)
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Observations (axes F1 et F2 : 97,97 %)
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Figure 111.34. Analyse en composantes principaleggaphique d’observations) basée sur
la rétention des 6 composés cationiques (A, DA, $MT, NA et DHBA) sur les douze
phases stationnaires testées dans toutes les coiudis chromatographiques (données non
centrées non réduites)

Observations (axes F1 et F2 : 98,45 %)
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Figure 111.35. Analyse en composantes principaleggaphique d’observations) basée sur
la rétention des 3 composés zwitterioniques (DOPALyr, Trp) sur les douze phases
stationnaires testées dans toutes les conditions ramatographiques (données non
centrées non réduites)
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[11.7.3. Procédure proposée pour I'optimisation d’'une séparation en mode HILIC

Les résultats de notre étude en ACP montrent gesile difficile voire impossible de
proposer une démarche globale qui permettrait @¢sdmier essai d’obtenir une séparation
satisfaisante en mode HILIC pour n'importe quel ange de solutés. Néanmoins, nous
pouvons proposer une démarche meéthodologique edestieptimisation d’'une séparation en
mode HILIC en se basant sur les principales comaigsde nos traitements de données en
ACP. Cette démarche est résumée dans I'arbre dsiaréceporté sur la figure Figure 111.36.

Vue l'importance des interactions secondaires feuétention des composés en mode
HILIC, et particulierement des attractions/réputsiclectrostatiques vis-a-vis des composeés
ioniques, le type de support doit étre choisi erction de I'état de charge de la majorité des
composés recherchés dans I'échantillon a analysesi, il est préférable de choisir une
colonne positivement chargée pour I'analyse desposds négativement chargés et pour les
composes positivement chargés il est plus utilwadfaune colonne négativement chargée
comme point de départ. Pour les composés neutrgseut envisager l'utilisation, en premier
lieu d’une colonne diol ou d’'une colonne zwitteigure. Comme composition initiale de
phase mobile a tester, nous proposons un mélantito@ de 75% d’ACN et de 25% d’une
solution aqueuse de formiate d’ammonium a 10 mMa$étention ou la séparation ne sont
pas suffisantes il faudra suivre les étapes d&cdéms I'arbre de décision de la figure I11.36.
Si par contre, une rétention trop importante despmsés est obtenue dans ces conditions de
phase mobile il sera possible d’envisager le recgptent de '’ACN par le MeOH, solvant de
force éluante plus éleveée.

Pour obtenir de la rétention, le premier facteurp@ndre en compte sera
'augmentation du pourcentage d’ACN et sinon, damsleuxieme temps, il faudra envisager
de tester une autre phase stationnaire de la mamée.

Pour améliorer la séparation le parametre prioetai modifier sera la concentration
en sel, puis si cela n'est pas suffisant il fauenaisager de changer la nature du sel. Le
changement de valeur du pH de la phase mobile testd en dernier lieu puisque cette
variation pourra modifier a la fois I'état de charmes solutés et celui de la surface de la phase

stationnaire entrainant alors des variations dmtién difficilement prévisibles.
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Figure 111.36. Arbre de décision pour I'optimisation d’'une séparation HILIC

IV. Application du modele proposé a I'optimisatiaie la séparation d’'une autre famille de

composés tres polaires

En nous appuyant sur le raisonnement établi emrésdans I'arbre de décision ci-
dessus, nous avons pu réaliser avec succes |'endgs3 herbicides organophosphorés

particulierement polaires et de leurs métabolitemnalogues de la famille des acides aminés
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(Glu, Asp, GABA). Ces résultats ont fait objet deupublication parue en 2008 dans LC/GC

en francais que nous reportons ci-apres.

IV.1. Performances comparées de différents supportpolaires en vue de l'analyse
d’herbicides organophosphorés par chromatographie ‘thteractions hydrophiles
LC/GC en francais juin 2008 8-14

Résumé

La capacité rétentive de 5 phases stationnairesipgd commerciales différentes
(amino, amide, silice HILIC, sulfobétaine et trikedoa été évaluée en vue de développer une
méthode d’analyse de 3 herbicides organophosph@igphosate, glufosinate, ethephon) et
de leurs métabolites et analogues par chromatogeapfinteractions hydrophiles (HILIC).
L'effet sur la rétention et la sélectivité de diffigts parameétres expérimentaux tels que la
nature et la proportion du solvant organique en ghanobile, la nature et concentration du
sel, le pH de la phase mobile ainsi que I'effetadeempérature de colonne ont été étudiés en
détail. Les données expérimentales montrent clanéngue la nature des groupements
fonctionnels greffés sur le support de silice iafitisur la sélectivité par l'intermédiaire

d’interactions secondaires supplémentaires (de 8lpetrostatique) avec les solutés.

IV.1.1. Intoduction

Le glyphosate (N-(phosphonomethyl)glycine) (Glygh)e glufosinate (homoalanine-
4-yl(methyl) phosphonate d’ammonium) (Gluf) (sturets présentées Figure 111.37) sont deux
herbicides non sélectifs parmi les plus utiliséasdee monde. Bien que ces composés ne
soient pas considérés comme présentant de risqajesindipour la santé humaine, des études
ont montré gqu’'une exposition a ces composés powariser des désordres neurologiques
[73]. Leur utilisation intensive en agriculture pogles problemes de contamination
environnementale et nécessite de suivre leur teamsi que celle de leurs principaux
métabolites ('acide aminomethylphosphonique (AMPA) l'acide 3-
methylphosphinicoproprionique (MPPA) et le N-acdalifosinate) (NAGIuf), dans les eaux

potables, les sols, les fruits et légumes, lesatéséainsi que dans les fluides biologiques.
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Figure 111.37. Structure des différents solutés

Différents décrets fixent les limites maximales résidus de pesticides et de leurs
produits de dégradation, admissibles dans les dersmentaires [74], les eaux potables
(teneur limite inférieure & 0,1 ng.nlpour chacun de ces pesticides) [75].

Dans ce contexte, développer des méthodes d’analyeples, rapides, sensibles et
spécifiqgues pour quantifier a I'état de tracesrkspnce simultanée de ces résidus dans 'eau
ou les milieux biologiques représente un challesgaytique intéressant. Ces molécules sont
tres polaires, ioniques sur toute la gamme de @4, folubles dans I'eau, peu solubles dans
les solvants organiques et non volatiles. Paruagleelles ne possedent pas de groupement
chromophore ou fluorescent pour faciliter leur déos.

Les méthodes d’analyse décrites le plus souvert R@alittérature pour Glyph, Gluf et
leurs métabolites [76], font appel aprés une éugalérivation, a la chromatographie en
phase gazeuse (CPG), a la chromatographie en figase (CPL) ou a I'électrophorese
capillaire (EC). En CPL, une dérivation précolorest principalement utilisée pour réaliser
une séparation en mode phase inverse sur des eslalentype C18 associée a une détection
UV [76,77] ou par spectrométrie de masse [78-80jnd un contexte d’analyse sans
dérivation de résidus d’herbicides organophosphetéte leurs métabolites, I'électrophorese
capillaire combinée a la spectrométrie de masseB28lou a la détection indirecte par
fluorescence [83,84] a été évaluée mais, un madgqueensibilité et/ou de sélectivité de ces
méthodes, limite leurs applications. Quelques ndghahromatographiques se basant sur la
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chromatographie ionique ou la chromatographie diapment d’ions couplées a la

spectrométrie de masse associée a la torche a®l@&i-MS) ont également été décrites
[85-87] mais c’est l'utilisation de la chromatoghae d’interactions hydrophiles (HILIC)
particulierement adaptée a la séparation des caspods polaires [5] qui apparait comme
une alternative prometteuse en vue du couplagetdidieL-SM. En 2007, Coutinhet al [88]

ont mis en évidence une limite de détection denfiglL* pour le dosage du glyphosate dans
des jus de fruit en mode HILIC couplé a une débactioulométrique.

La chromatographie en mode HILIC associe a unee#ationnaire polaire, une
phase mobile hydro-organique contenant classiquemmen40 % d’eau en mélange avec de
I'acétonitrile ou du méthanol [1]. Dans le cas drigs ionisables, la présence en plus, de sel
dans la phase mobile sera nécessaire pour I'élutiermode HILIC est caractérisé par un
partage du soluté polaire entre la phase mobilegchgthanique et une fine couche d'eau
immobilisée a la surface de la phase stationnais,a&omme en chromatographie a polarité
de phases normale, plus un soluté sera polaire galuetention sera importante en mode
HILIC. Dans le cas de I'analyse de composés paasre couplage avec la spectrométrie de
masse, le mode HILIC offre des conditions d’ionmatpar electrospray nettement plus
favorables que le mode phase inverse dans la meaues phases mobiles utilisées en mode
HILIC sont trés riches en solvant organique. Le enblLIC est donc potentiellement mieux
adapté aux besoins de sensibilité de détectionseatre pour le dosage de traces de résidus
[2].

Pour répondre a la demande croissante d’analyseod®osés polaires dans des
milieux biologiques de plus en plus complexes, ssiste actuellement a un regain d’intérét
pour le mode HILIC qui se traduit par une miselsumarché de nouveaux supports polaires
de plus en plus diversifiés. Dans ce contextejd'ctif du travail présenté ici, est d’évaluer la
capacité rétentive de 5 phases stationnaires corratesr fonctionnalisées avec des
groupements polaires variés (amino, amide, sillt@pure, sulfobétaine et triazole) vis-a-vis
de 3 herbicides organophosphorés (glyphosate, gihéte, ethephon), de leurs métabolites et
analogues afin d’'une part, de mieux comprendrénémpmene de rétention en mode HILIC et
d’autre part, d’apporter des informations facilitan choix raisonné de phase stationnaire en
fonction de la nature des solutés d'intérét. Cettéthode HILIC optimisée pourra
ultérieurement étre couplée a la spectrométrie desmafin d’évaluer les seuils de détection

limite et de les comparer a ceux fixés par le®diifites réglementations.
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IV.1.2. Partie expérimentale

Le glufosinate sous la forme de son sel d’ammonilenglyphosate et I'ethephon
proviennent de chez Riedel-de-Haén (Sigma-Aldri€iajnt Quentin Fallavier, France).
L’acide aspartique (Asp), I'acide 4-amino-n-butyreg(GABA) et I'acide glutamique (Glu)
ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Querdita¥ier, France). L'acétate d’'ammonium
et le formiate d’ammonium ainsi que I'acide formegat 'acide acétique sont de marque
Fluka (Saint Quentin Fallavier, France). L'acétoldt (ACN), le méthanol (MeOH) et
'acétone, sont de pureté analytique et achetég dfeBaker (Noisy le Sec, France). Les
phases mobiles et les solutions d’étalons ont ekpapées en utilisant de I'eau purifiée et
déionisée dans notre laboratoire au moyen d’'urésystJHQ Il (Elga, Antony, France). Pour
chacun des solutés, une solution mére a 1000 tng.&té préparée dans I'eau déionisée et
stockée au réfrigérateur a 4 °C. Les solutionssfilhjectées ont été préparées a partir de ces
solutions meres par dilution dans la phase moh#s. dilutions sont faites dans la phase
mobile afin que le solvant d’injection soit de carsjion la plus proche possible de celle de
I'éluant. Un mélange standard contenant le glypteosala concentration de 200 mg.kt
chacun des 6 autres solutés & la concentratioreatesp de 100 mgt a été également
préparé dans la phase mobile juste avant I'analyse.

Le systéme chromatographique comprend une pomptergaae Merck Hitachi
(Darmstadt, Allemagne) modele Lachrom L-7100, uaene d’injection Rheodyne (Cotati,
Californie, USA) modele 7725 munie d’'une bouclenpiction de 10uL et un détecteur
evaporatif a diffusion de la lumiére (DEDL), mod&edex 85 (Sedere, Alfortville, France)
(température de nébulisation 50°C, pression dungbaliseur 2,3 bars, gain 8). Le choix d’'un
mode de détection par DEDL est lié au fait questdatés sont non volatils et pourront donc
étre détectés directement sans dérivation. Pauesll le DEDL ayant les mémes contraintes
de volatilit¢ pour la phase mobile que la spectitoméde masse, celui ci facilite la
transposition directe du systeme chromatographmptéenisé avec le DEDL au couplage
ultérieur avec la spectrométrie de masse. Les nesont thermostatées a 25°C a 'aide d’'un
four Jetstream Il Plus (Jasco, Nantes, Francetduisition des données est effectuée a l'aide
du logiciel EZChrom Elite version 3.1.7 (Merck, Destadt, Allemagne).

Les 5 supports testés sont les suivants : une melpolymérique Astec apHera NH2
(150 x 4,6 mm) (Whippany, New Jersey, USA), uneogpé ZIC HILIC (150 x 4,6 mm)
(SeQuant AB, Umea, Suéde) via (A.l.T., Houillesarige), une colonne TSKgel Amide 80
(250 x 2 mm) (Tosoh Biosciences, USA), une colo@uwsmosil HILIC (150 x 2 mm)
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(Nacalai Tesque, Japon) et une colonne Uptisph&egy HILIC HSI (250 x 2 mm)

(Interchim, Montlucon, France). Les caractéristgpéysico-chimiques de ces colonnes sont

répertoriées dans le Tableau III.3.

Tableau 111.3. Propriétés physico-chimiques des plees stationnaires polaires

Di . Diameétre Taille S
Colonne unension des des Grouperent fonctionnalise !n. ace Fournisseur
s{mmy) \ spécifique
particules pores
Tptisphere Strategy A . . 4 2

HILIC 2502 3 pm 100 Silice sphérique ultra pure Mmiig Interchum

Advanced

L , . Zeparation
Astec apHera MHZ 1504 6 3 pm Gel polymérnique greffé polyamine Technologies

Inc.
R{
H—4 CH-CH 4 CH,-CJ—H
TS gel & =0 R, 2 Tosoh
Amide 20 230=2 3 um 100 & | 300 wiig Biosciences
NH, R-Si-R,
Groupe carbamoyl ran iomigue greffé sur la silice
N ™~
_ &
Cosmestl HILIC 150=2 5 pm 120 & \N_J" 300 miig Macalai teseue
Groupement triazale greffé surla sdice
? e,
) C~0-CH#CH N~ CH;-CH;-CH SO,
ZIC HILIC 15034 6 3 pm 200 A S e o 140 miig ZeQuant AB
Groupement zuatteronigque 2reffé surla sdice

IV.1.3. Résultats et discussion

Pour développer une nouvelle méthodologie d’anatiseésidus de pesticides dans
des échantillons plus ou moins complexes — notarhdwrs le cas d’échantillons biologiques
— il est nécessaire (i) que la séparation chronmapdgque permette d’exclure suffisamment
les composés d’intérét du volume mort, zone dagselde sont élués la plupart des autres
constituants de la matrice mais également etiiglp offre une sélectivité satisfaisante entre
les composés d’intérét, leurs métabolites et lboraologues tels que certains acides aminés
présents conjointement dans la matrice. 7 composésinsi été sélectionnés pour notre
étude : 3 herbicides organophosphorés (le gluftsima glyphosate et I'éthephon), un résidu
du glufosinate (le N-acétyl-glufosinate) et 3 asideninés de structure proche et présents en
guantité importante dans les tissus cérébrauxidkaglutamique, I'acide aspartique et I'acide

y-aminobutyrique).
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Afin de trouver les meilleures conditions chromasqdpiques en terme de séparation

mais aussi en terme de durée d’analyse, 5 colquoiases représentatives de la diversité des
phases stationnaires HILIC commercialisées, ontsétéctionnées pour notre étude. Ces
colonnes ont des propriétés similaires en termefiadeetre des particules et taille de pores (a
I'exception de la colonne ZIC HILIC qui a des pop#ss gros), mais des surfaces spécifiques
et des groupements fonctionnels différents tels igeésentés dans le Tableau II1.3. La
colonne Uptisphere Strategy HILIC HSI est consétule silice vierge ultrapure de haute
densité. Selon les conditions de pH de la phaseilepab faudra prendre en compte la
possibilité d’avoir des charges négatives a laasarde la silice du fait de la déprotonation de
certains silanols. La colonne Astec NH2 est unesphaolymérique aminopropyle qui sera
plus ou moins chargée positivement selon le pHagihhse mobile. La phase TSK gel Amide
80 est constituée de groupements carbamoyles misakdes, greffés a la surface de la silice
via une chaine carbonée aliphatique. C'est uneeplogs ne présentera pas de ce fait,
d’interactions électrostatiques secondaires avecstdutés ioniques. La colonne Cosmosil
HILIC est constituée d’'un support de silice gref@d&c un groupement triazole qui pourra
plus ou moins étre chargé positivement en fonaiopH de la phase mobile. La colonne ZIC
HILIC est zwitterionique avec des groupements sdfaines greffés de fagcon covalente a la
surface de la silice. Les charges négatives duaogréftant situées a I'extrémité de la chaine
carbonée, seront plus accessibles que les chargegivgs pour des interactions
électrostatiques complémentaires avec les solagsfp.

La Figure 111.38 présente I'analyse des 7 solut@ssdes mémes conditions de phase
mobile (ACN/solution aqueuse d’acétate d’ammoniuth MM 70/30) sur les différents
supports. Les temps de rétention et les sélediviiépendent du choix de la phase
stationnaire. Quel que soit le support polaireadtjlc’est toujours le glyphosate qui est élué
en dernier et I'ethephon qui est le composé ayanmobins d’interactions avec la phase
stationnaire neutre (TSK gel Amide), la phase asithique (ZIC HILIC) et la phase de
silice ultra pure (Uptisphere HILIC). La Figure.88 illustre le fait que la séparation en mode
HILIC ne se résume pas seulement a un partageotigésentre la couche d’eau immobilisée
a la surface de la phase stationnaire et la phadslenDes interactions secondaires sont a
considérer pour justifier les différences imporésntle rétention et de sélectivité. Dans ces
conditions de phase mobile, tous les solutés dumaigés négativement et malgré la présence
de sel dans I'éluant (12 mM globalement dans leang# ACN/eau), il n’est pas possible de
les éluer sur la phase aminopropyle (résultats montrés). Cet effet important d’échange

d’ions de la phase amino vis-a-vis des composékes@vait déja été rapporté precédemment
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par d’'autres auteurs [5,10]. Ces résultats confitnropie ce type de greffage n’est pas

approprié a I'analyse en mode HILIC d’un certaimtwe de solutés anioniques. La colonne
Cosmosil dont les groupements triazoles peuvenieggamt se charger positivement, offre
une rétention importante pour les solutés maisraoement au support aminopropyle, permet
leur élution. Les pics chromatographiques sonttivgment larges avec des trainées (le
glyphosate est élué aprés 45 min et son pic s’étalés min). La présence de groupements
triazoles protonnés a la surface de la silice rdesic pas favorable a une distribution rapide
des solutés entre la phase mobile et la phaserstaire. Une absence de sélectivité entre les
2 acides aminés Asp et Glu dont la structure rférdifque par un groupement méthyléne, est
par ailleurs observée sur ce support. En comparaisar la colonne TSKgel Amide-80,
colonne non chargée, les rétentions sont beaudogdaibles mais c’est la colonne la moins
résolutive de toutes les colonnes testées dansorebtions de phase mobile : les 3 acides
aminés Asp, Glu et GABA, sont coélués avec le Nydgi@fosinate a plus de 10 minutes. Les
meilleures séparations sont observées avec lesrmdoprésentant des charges négatives
accessibles. Ceci met en évidence qu’en mode HIld€ interactions secondaires de type
électrostatiques qui peuvent avoir lieu entre ledutés ionisés et les groupements
fonctionnels a la surface du support sont largemesponsables des différences de
sélectivité. La colonne ZIC-HILIC offre une séparatdes 7 solutés en moins de 20 minutes
et une seule coélution (Glu et Asp). Mais cett®goé est aussi celle pour laquelle le bruit de
fond enregistré par le DEDL est le plus importamijquant de ce fait un faible relargage du
greffage ou de la phase stationnaire au fur etsureede la percolation de la phase mobile. La
meilleure séparation du mélange est obtenue sualdamne Uptisphere Strategy HILIC HSI et

c’est sur ce support que sont observes les pigdusdins et symétriques.
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Figure 111.38. Analyse des solutés test sur 4 coloes de silice différentes

Phase mobile : ACN/ C#£OONH, 40mM (70/30 v/v). Débit : 0,2 mL mihsauf pour la
colonne ZIC-HILIC (débit 1 mL min). Détection : DEDL

Ordre d’élution : 1 = GABA, 2 = Glu, 3 = Asp, 4 4ug 5 =Eth, 6 =NAGIuf, 7 = Glyph

IV.1.3.1. Influence du pourcentage et de la naturdu modificateur organique

En mode HILIC, la phase mobile contient habituebainentre 5 et 50 % d’eau pour
éluer les composes sur les différents types dewstgppolaires et le solvant organique le plus
couramment utilisé est Il'acétonitrile mais d'autreslvants tels que le méthanol,
I'isopropanol, le THF ou l'acétone ont été utilisg2]. Toutes les colonnes testées ont
présenté un méme comportement propre au mode Hkl€avoir, une augmentation du
facteur de rétention avec I'augmentation de la pridgn d’acétonitrile dans la phase mobile.
Comme lillustre la Figure 111.39, la teneur en \&mht organique est un des parameétres les
plus influents sur la rétention puisque I'on obseanne diminution de moitié des temps de
rétention en modifiant le pourcentage d’acétomitdans la phase mobile de 70 a 50 %. La
Figure 111.40 met en évidence le comportement clatmgraphique des 7 solutés avec des
phases mobiles incluant, le méthanol, I'acétone I'agétonitrile comme modificateur

organique en présence de 30 % de solution aquéasgate d’ammonium.
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Figure 111.39. Effet du pourcentage d’acétonitrile sur la rétention des solutés

Colonne : Cosmosil HILIC (L x @ = 150 x 2 mm). Paasobile : CHCOONH, 40 mM avec
x% d’ACN. Détection : DEDL

1. GABA, 2. Glu, 3. Asp, 4. Gluf, 5. Eth, 6. NAG|uf. Glyph

Sur la colonne TSKgel Amide (Figure 111.40.a), I@ssolutés analysés avec du
méthanol n'ont qu’une tres faible rétention et anecgélectivité entre eux n’est observée. Ces
résultats sont également représentatifs de ceusnobtsur les colonnes ZIC-HILIC et
Uptisphere Strategy HILIC HSI. Ce comportement #kgmnt du méthanol est celui observé
habituellement en mode HILIC et s’explique par tetfcaractere donneur de liaisons
hydrogéne du méthanol. L’acétone présente une f@iiante intermédiaire entre celle tres
forte du méthanol et celle plus faible de I'acétidiei. L’'acétone peut donc constituer une
alternative intéressante pour diminuer les rétestidout en gardant une sélectivité
comparable a celle de I'acétonitrile. La force dti&n des solvants sur le support Cosmosil
semble plus difficile a établir (Figure 111.40.ln effet sur cette colonne, pour 2 solutéd\ le
acetyl-glufosinate et le glyphosate, une importaauigmentation de rétention est observée
lorsque l'on remplace I'acétonitrile par du méthar{&igure [11.40.b) tandis qu’une
diminution de rétention, comme attendue en modelEllest constatée pour les 5 autres

solutés dont les 3 acides aminés (Asp, Glu et GABA)
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Figure 111.40. Comparaison de la force éluante de 8odificateurs organiques.

a. Colonne : TSKgel Amide 80 (L x @ = 250 x 2 mmjhaBe mobile : solvant organique/
solution aqueuse d’'acétate d’ammonium 10 mM (70/8}

b. Colonne Cosmosil HILIC (L x@ = 250 x 2 mm)150x2nn Phase mobile : solvant
organique/ solution aqueuse d’acétate d’ammoniumM@70/30 v/v).

Détection : DEDL. 1. GABA, 2. Glu, 3. Asp, 4. GId, Eth, 6. NAGIuf, 7. Glyph

IV.1.3.2. Influence de la nature et de la concenttan du sel

Beaucoup de sels utilisés en chromatographie pinsese ne conviennent pas au
mode HILIC en raison de leur faible solubilit¢ damse phase mobile riche en solvant
organique. Par ailleurs, les contraintes liéegxidence de volatilité des phases mobiles pour
une détection aussi bien par DEDL que par spectraange masse, limitent le choix de ces
sels. En se basant sur ces considérations, nouns aampare la force d’élution de 2 sels
volatils : l'acétate et le formiate d’ammonium. kemplacement d’'un sel par l'autre ne
modifie pas I'ordre d’élution des composés et ks de rétention sont tres comparables
d'un sel a l'autre. La force d’élution de l'acétalammonium est cependant Iégérement

supérieure a celle du formiate d’ammonium pour teasolutés et sur toutes les colonnes.
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Guoet al.[9] ont constaté que pour les composés acides|teld’acide salicylique et

ses homologues, la rétention augmentait avec I'en¢ggtion de la concentration en sel dans
la phase mobile sur les supports négativement éeang neutres, mais diminuait sur les
supports positivement chargés. Le méme phénoménebssrvé pour le mélange des 7
solutés anioniques étudiés. La réetention augmeotsqlie la concentration en acétate
d’ammonium passe de 10 a 40 mM dans la phase agseuda colonne neutre (colonne
TSKgel Amide 80) (Figure 111.41) et sur les deudames porteuses de charges négatives
(colonnes ZIC HILIC et Uptisphere Strategy HILIC Bi§ésultats non présentés). Par contre,
sur la colonne greffée triazole (colonne Cosmogirteuse d’'une charge positive, le
phénomene inverse est observe, la rétention dinamae I'augmentation de la concentration
en sel. Ceci peut s’expliquer par des interactiseasondaires de type échange d’anions
spécifiques au support chargé positivement. L'augai®n de la concentration en sel dans la
phase mobile est alors équivalente, comme en éehdiigns, a une augmentation de la
quantité d’'ions développeurs en phase mobile csegtiaduit par une élution plus rapide. La
Figure .41 met en évidence par ailleurs que ptarcolonne TSKgel Amide, une
augmentation de rétention des solutés par ajoutedquantité plus importante de sel dans
I'éluant n'est pas toujours synonyme de meillewedivité. Une meilleure résolution entre
les composés est obtenue avec une phase mobilenaont10 mM plutét que 40 mM

d’acétate d’'ammonium.

10 mM

7 40 mM

Figure 111.41. Effet de la concentration en sel
Colonne : TSK gel Amide 80. Phase mobile : ACN/3;CBONH, 10 mM ou 40 mM (70/30
v/v). Détection : DEDL. 1. GABA, 2. Glu, 3. Asp, @luf, 5. Eth, 6. NAGIuf, 7. Glyph
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IV.1.3.3. Influence du pH de la phase mobile sur leétention

Pour effectuer cette étude, le pH de la phase ma@bété ajusté aux valeurs désirées
par ajout soit d'acide acétique lorsque le selsdtibtait 'acétate d’ammonium soit d’'acide
formique dans le cas du formiate d’ammonium. Pegr 3 colonnes ZIC HILIC, TSKgel
Amide et Cosmosil HILIC, la tendance générale (Fegill.42.a—c) montre une augmentation
des facteurs de rétention avec la diminution duapkéxception prés du GABA. En ce qui
concerne la colonne Cosmosil HILIC, les augmentiatide rétention sont si importantes que
le glyphosate, le glufosinate et son métabolite deg temps de rétention supérieurs a une
heure. La colonne Uptisphere Strategy HILIC HSI g(ffe [1l.42.d) présente un
comportement singulier. La diminution du pH enteaime diminution du facteur de rétention
pour I'ethephon, GABA et le glyphosate, tandis au@uaugmentation de rétention est
observée pour les 4 autres composés (Glu, Asp,éa6NAGIuf). De ce fait, sur ce support, la
variation du pH de la phase mobile constitue urefaccomplémentaire pour modifier I'ordre

de rétention des solutés.
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Figure 111.42. Effet du pH sur les facteurs de rétation:

a. Colonne : ZIC HILIC. Phase mobile : ACN/solutiagueuse d’acétate d’ammonium 10mM (70 :30
v/v) pH 6,7 ou pH ajusté a 4 avec I'acide acétique.

b. Colonne : TSKgel Amide 80. Phase mobile : ACN/toh aqueuse d’'acétate d’ammonium 10mM
(70 :30 v/v) pH 6,7 ou pH ajusté a 4 avec I'acidétmue.

c. Colonne : Uptisphere Strategy HILIC. Phase mobNE€N/solution aqueuse d’'acétate d’'ammonium
40mM (70 :30 v/v) pH 6,7 ou pH ajusté a 4 avecitlaacétique

d. Colonne : Cosmosil HILIC. Phase mobile : MeOH/solu aqueuse de formiate d’ammonium

40mM (70 :30 v/v) pH 6,5 ou pH ajusté a 4 avecitiadormique.
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IV.1.3.4. Influence de la température

L'effet de la température dépend du support polaiilesé. Sur les colonnes Cosmosil
HILIC et TSKgel Amide, 'augmentation de la tempéra a comme effet une diminution
globale des facteurs de rétention. Par contreJesudeux colonnes négativement chargées
I'effet de la température n’est pas prévisible. Busupport zwitterionique, ZIC-HILIC, les 2
solutés GABA et ethephon ont des temps de rétemitwon modifiés par 'augmentation de
température de 25 a 50 °C tandis que les 5 audhet®s sont plus retenus a 50°C qu'a 25°C.
Dans ces conditions chromatographiques a 50 %&paration est moins bonne qu’a 25°C car
un nombre plus important de coélutions est obseBug. la colonne Uptisphere Strategy
HILIC HSI (Figure 111.43), I'effet d'une augmentat de température sur la rétention des 3
acides aminés (GABA, Asp et Glu) est quasimenttandlis que I'on observe une trés nette
augmentation de rétention pour le glyphosate, cadglué en dernier, et un élargissement
du pic chromatographique correspondant. Pour ldogjliate et son métabolite, le N-
aceétylglufosinate, un effet d'augmentation de riébenest également observé mais de facon
plus atténuée dans le cas du glufosinate. Pounepdton, soluté élué en premier, une
diminution de rétention est constatée lorsque fiaptature de la colonne passe de 25°C a
50°C. A la difféerence du support ZIC HILIC, l'augntation de température sur la colonne
Uptisphere Strategy HILIC HIS ne conduit pas a pede de sélectivité entre les solutés mais
entraine une perte d’efficacité de la séparatidamment pour le glyphosate.

Globalement, il apparait que pour les 4 types depau différents testés,
'augmentation de température de colonne n’entrpéreed’amélioration de séparation. Il reste

préférable de travailler avec une température tnoe de 25°C.

~ L i

25 30 35
Temps (min)

Figure 111.43. Influence de la température de la ctonne
Colonne : Uptisphere Strategy HILIC. Phase mobilkkCN / CH;COONH, 40mM (70/30
v/v). Détection : DEDL. 1. GABA, 2. Glu, 3. Asp, @luf, 5. Eth, 6. NAGIuf, 7. Glyp
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IV.1.4. Conclusions

Cette étude de la rétention de 3 herbicides ordaogghorés, d’'un métabolite et de 3
acides aminés sur différents supports de chromegpbge HILIC confirme que le mécanisme
de rétention en chromatographie d’interactions tydiles ne se résume pas a un simple
partage des composeés entre la phase mobile etithea’'eau immobilisée a la surface de la
phase stationnaire. Les mécanismes secondaireterditions électrostatiques ou de type
échange d’ions jouent un rdle important dans lentén et la sélectivité.

A la lumiére des résultats obtenus sur les diffiSresnpports polaires, nous pouvons
proposer deux systemes chromatographiques promset#awue d’'un couplage ultérieur avec
la spectrométrie de masse avec ionisation parremiay : en premier lieu, le systeme
constitué de la colonne Uptisphere Strategy HILIE!I ld 25 °C associée a une phase mobile
constituée d'un mélange (70/30 v/v) d'acétonitrié de solution aqueuse d’acétate
d’ammonium 40 mM. Dans ces conditions chromatogrp@s, tous les solutés sont séparés
et dégagés du volume mort, ce qui correspond acdaditions favorables a I'analyse
d’échantillons complexes telle que I'analyse das<ezu celle d’échantillons biologiques. Le
deuxieme systeme adapté a la problématique estamgistitué de la phase stationnaire TSK
gel Amide 80 associée a une phase mobile constitu@emélange (70/30 v/v) d’acétonitrile
et de solution aqueuse d'acétate d’ammonium 10 miZ5a&C. Ce systeme est moins
performant que le premier en terme de séparatids prasente I'avantage de nécessiter un
temps d’analyse 2 fois plus court que le premisté&sye.

Des travaux complémentaires en couplage CPL-SM peuasettront d’évaluer les
limites de détection des systemes proposés etalsirchi besoin est, le systeme d’extraction
sur support solide (SPE) le plus approprié pour pnéeconcentration et/ou une purification

des échantillons.

V. Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons réalisé une étudeofapdie des mécanismes de
rétention en chromatographie en mode HILIC. Apnedref état de I'art des connaissances
actuelles du mode HILIC, concernant les mécanishea®tention et les paramétres jouant un
réle prédominant pour les séparations HILIC, nousna présenté les résultats que nous

avons obtenus pour la séparation des catécholasimd® colonnes commerciales.
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L'influence des parametres tels que la natureeepdurcentage de modificateur

organique, la nature et la concentration en sefHeet la température, a été étudiée afin
d’évaluer le r6le de chacun dans la séparationcdéscholamines, et d’'une maniére plus
générale pour les séparations en mode HILIC. Ngassaainsi vu que trois de ces facteurs :
le pourcentage de modificateur organique, la canagon en sel et le pH de la phase mobile,
ont une contribution plus marquante pour optimissiséparations HILIC.

L'utilisation de I'analyse en composantes prinogsaa permis de mettre en évidence
des similitudes entre les colonnes vis-a-vis détiantion et la séparation des composeés.

Enfin, nous avons proposé une procédure simple paptimisation des séparations
en mode HILIC, cette procédure a été ensuite apgdica I'optimisation de la séparation
d’herbicides organophosphorés.

En ce qui concerne I'analyse des catécholaminesinagdies systémes HILIC optimisés
n'offre de séparations suffisantes pour permettee douplage avec le détecteur
électrochimique, par contre la majorité des systesomt compatibles avec une détection SM.
Les 3 systemes offrants les meilleures séparatiohgté couplés a la spectrométrie de masse
afin d’établir les limites de détection et de commpaa sensibilité des systemes HILIC-
SM/SM a celle des systémes en appariement d'ionk$SBMCes résultats sont présentés dans

le chapitre V.
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CHAPITRE IV.
ANALYSE DES CATECHOLAMINES PAR COUPLAGE CPL-SM/SM

|. Introduction

Dans ce chapitre sont présentés les couplages SBPEM des systémes
chromatographiques les plus performants en appanediions et en mode HILIC en vue du
dosage de traces de catécholamines dans des mati@terelles. Pour ce travail trois
spectromeétres de masse ont été utilisés :

- 2 spectrometres Sciex de deux générations diftése I'’AP1 300 (le plus ancien) et
I’API 3000 ;

- 1 spectrométre Micromass Quatro Ultima.

Les trois appareils sont équipés d'une source dbadion de type electrospray (ESI). Les
deux spectrometres Sciex ont des géométries deesdrgs similaires et possedent une
interface a rideau de gaz entre la source et apak. L'appareil Micromass présente une
source orthogonale de type Z spray (voir Figuré Chapitre 1).

Apres l'optimisation des différents parametres Haque spectrometre, les limites de
détection (LOD) des différents systemes ont étérdénhées afin de distinguer le systéeme le
plus sensible, pour chacun des deux modes chronagtuques.

L’'analyse directe de l'extrait de cerveau par CGNI/SM a permis d’identifier la
présence de deux composés parmi ceux du mélangentigosés standards : Tyr et Trp. A
I'aide du spectrometre de masse APl 3000 un dopagéa méthode des ajouts dosés a été
réalisé afin de déterminer les quantités de TyFrptprésentes dans cet extrait. Nous avons
eégalement réalisé des courbes d’étalonnage expeurechaque composé du mélange afin de
vérifier si la méthode que nous avons mise au poitt étre utilisée pour le dosage des
catécholamines. Une pré-validation des méthodemsage a ainsi été réalisée.

II. Etude des paramétres de production et de tramssion des ions

En spectrométrie de masse, pour obtenir la medisansibilité (intensité maximale du
signal), une optimisation des parametres les phygortants est nécessaire pour chaque
appareil utilisé. Les valeurs optimales de cesrpatees peuvent étre différentes d’un appareil
a un autre et méme pour des appareils de méme enodel

Le premier paramétre important a optimiser estdeit de phase mobile envoyé vers

le spectrometre. Dans le premier chapitre de ceairémous avons en effet mentionné le fait
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que les sources de type electrospray peuvent éfitssées en couplage avec la
chromatographie liquide avec des débits de phadelenen entrée de source ESI n’excédant
pas 200 pL.mifh. Pour les colonnes chromatographiques de diamiétieene 2 mm pour
lesquelles le débit optimal de phase mobile e2GfepuL.mint, le couplage direct a pu étre
réalisé. Pour les autres colonnes de diametre iptpsrtant une division (split) du flux
d’entrée a di étre mise an ceuvre, de maniere ayenwers le spectrometre seulement
200 pL.min".

Pour I'étude de l'optimisation des parametres @grfrentation et ceux de la source
des solutions standards préparées pour chaqueé solatconcentration de 20 pg.h(Sciex
APl 3000) ou 50 pg.mt (Sciex APl 300 et Micromass Quatro Ultima) ont étRisées
directement dans la source du spectrométre de raasselébit de 20 pL.miiha l'aide d'un
pousse seringue. Ces solutions ont été préparées diiérents mélanges de solvants :
ACN/HCOONH,; 20 mM (50/50 v/v) et MeOH/ NFPA 1,25 mM (10/90 vbe composition
proche de celle des phases mobiles utilisées darsystemes chromatographiques optimisés
(HILIC et appariement d’ions). Si le premier mélange solvants est compatible avec un
mode d’ionisation aussi bien positif que néga&fdeuxieme mélange, du fait de la présence
de I'agent d’appariement d’ions (NFPA), n’est comiila qu’avec le mode positif.

L'objectif de notre travail étant de doser descésa de catécholamines, nous ne
reporterons dans la suite de ce chapitre que Rdtaés que obtenus en spectrométrie de

masse tandem.

II.1. Etude des spectres de masse et de la fragmation

Les analyses de masse par infusion ont mis enrésédgue les molécules a analyser
sont tres fragiles et qu’elles fragmentent déjaubeap dans la source. Une mauvaise
ionisation, en mode positif, pour les moléculeglesia également pu étre observée: elle est
faible pour 5HIAA et pratiquement inexistante pélWA et DOPAC. Pour ces deux derniers
composes de meilleurs résultats ont été obtenosoele d’ionisation négative.

Sur les trois spectrométres de masse utilisés rawess observé que les 12
catécholamines du mélange standard conduisentigmlement aux mémes fragments et ceci
quelque soit le solvant utilisé. Seules les intéssrelatives des fragments pour certains
composes (A, 3-MT, S, DA et DOPA) sont difféerentles, spectres de masse correspondant
sont reportés dans I'’Annexe 4. Le tableau IV.1eadsde les principaux fragments obtenus
pour chaque composeé.
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Tableau IV.1. Principaux ions fragments obtenus poules catécholamines en ESI

Soluté lon parent Fragments observeés

m/z m/z

[M+H] "
DHBA 140 123; 105; 95; 77
DA 154 137;119; 82
3-MT 168 151; 119; 91, 136
DOPAC 169 123,77
NA 170 152; 135; 107
S 177 160; 143;132; 115
TYR 182 165; 136;123,119;147
HVA 183 137;122; 95
A 184 166; 152; 135; 123; 107
5HIAA 192 383, 146; 118
181; 152; 139; 135; 163;
DOPA 198 111: 107
TRP 205 188; 159; 146; 132; 118
[M-H]-

DOPAC 167 123, 107
HVA 181 137, 107

Nous constatons que la plupart du temps le fraggmeyoritaire en mode d’ionisation
positive correspond a une perte du groupement (SHDA, DHBA, Tyr, Trp, DOPA, 3-MT).
La figure IV.1 récapitule les chemins de fragmeaatatles plus importants pour chaque
catécholamine. L'interprétation des fragments asaeord avec les données présentées dans

la littérature [1,2].

DHBA
HOD/\ +HZO
m/z=140 m/z=123
DA
NH; =~ ~
HO HO CI—E \CHZ
‘NH; ‘D/ CHOH
HO HO +Hzor
m/z=154 m/z=137 m/z=119

Figure IV.1. Schémas de fragmentation des catéchaotenes
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DOPA

o OH*

o
HO < HO \/~<
OH -NH;3 o OH
NH: " m/z=181
HO m/z=198
-CH,CO
O l o \
-CO -CO
HO \/Nl_g HO \CH+
- @/\ @/
HO HO m/z=135

m/z=152 m/z=139
Tyr
Ho N o
-NHs3 o -HO
NHg \
m/z=182 m/z=165 OH m/z 147
H,O -H,O -CH,CO
CcO -CO
HO HO HO
(o9 <,
/\N — C* éOH+
_ s - m/z=123
m/z=136 m/z=119
A
g H,O o -CHs [O\@v -NH, ”f\@\/
N cHy S ch 2 N /CH
m/z=184°" m/z=166 m/z=15: m/z=135
NA
OH
HO X
-HzO —, —> s,
2 =
. m/z=107
miz=170"" m/z=152 m/z=135
3-MT
NH; C \C
— HC—O — ~=
H,C OD/\/ -NH;  ° FE-CHsOH >©/ e
Ho 0 m/z=119
m/z=168 m/z=151

Figure IV.1. Schémas de fragmentation des catéchahanes (suite)
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Trp
NH;
_/
-HCOO N
NH
m/z=159
-NH3 \fo
m/z=205 A\ o
NH;
m/z=188
HO | NH \H HO \CHZ CH HO
H " ¥
m/z=177 m/z=160 " m/z=132 Hz
5HIAA
HO
—»
m/z=192 m/z—146 m/z= 118
DOPAC
(@]
on > >
HO -CO, HOKJ/'CHQ,OH -
m/z=167 m/z=123 m/z=107
HVA
m/z=181 =137 m/z=107

Figure IV.1. Schémas de fragmentation des catéchahanes (suite)

L’étude de fragmentation des molécules nous mogtre pour une détection par
spectrométrie de masse la séparation chromatogaphi’est pas indispensable. En effet
pour les paires de catécholamines dont la massa@mnole differe que d’une unité : (3-MT et
DOPAC), (DOPAC et NA) et (Tyr et HVA) la différence fait aisément puisque les deux
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acides DOPAC et HVA sont détectés en mode négatdis que les trois autres solutés sont
détectés en mode positif.

[1.2. Optimisation des parametres de la source etalla cellule de collision

[1.2.1. Spectrométre de masse Sciex APl 300

Les premieres analyses de masse ont été effecawréesin spectrometre de masse
Sciex APl 300doté d’'une sourcdurbo lon Spray. Apres une étape d’optimisation par
infusion (composés solubilisés dans la phase moéilpar FIA (Flow Injection Analysis —
injection dans le systéme chromatographique saltnme) les parametres optimaux pour
I'analyse en SM/SM sont les suivants:

- Tension du capillaire : + 5800 kV ;

- Gaz de collision : Ma 6 L.min" ;

- Gaz de nébulisation : 2 8 L.min' ;

- Température de la source : 300°C ;

- Potentiel de focalisation (Focusing potential FPQO V.
En ce qui concerne le potentiel d’entrée (Entrgoatential EP), le « declustering potential »
(DP — potentiel pour éliminer les clusters de safy@t I'énergie de collision de la chambre
de collision (Collision energy CE), leurs valeurgtimales sont spécifiques pour chaque

soluté et sont répertoriées dans le tableau IV.2.

Tableau 1V.2. Valeurs optimisées des paramétres dsource et cellule de collision pour
les catecholamines analysées sur I'appareil ScieXPA300

Soluté [M+H] " | Transitions CE EP DP
m/z suivies (eV) (V) (V)
DHBA 140 140<123 12 10 20
DA 154 154<137 13 10 15
168<151 12
3-MT 168 168<91 59 2 10
DOPAC 169 169<123 14 10 60
170<152 13
NA 170 170<135 25 2 10
177<160 14
S it 160<115 30 10 20
182<165 14
TYR 182 182<136 18 10 45
182<123 22
HVA 183 183<137 14 10 70
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Soluté [M+H] * Transitions CE EP DP
m/z suivies (eV) (V) (V)
A 184 184<166 14 2 10
5HIAA 192 192<146 20 10 40
198<181 13
DOPA 198 198<152 17 10 50
198<139 20
205<188 14
TRP 205 505<146 53 10 10

[1.2.2. Spectrometre de masse Sciex APl 3000

Pour I'appareil Sciex API 3000, compte tenu desilgudes de construction avec
'API 300, les valeurs optimisées des différentsapgtres sont trés proches de celles
obtenues pour I'API 300 :

- Tension de cbne : + 5800 kV ou - 4200 kV (pour dmneégatif)

- Gaz de collision: Ma 6 L.min* ;

- Gaz de nébulisation : /8 L.min';

- Température de la source: 300°C.
Pour le reste des parametres (CE, DP, EP et FRplesrs optimales sont spécifiques pour
chaque soluté et reportées dans le tableau 1V.3.

Tableau 1V.3. Valeurs optimisées des paramétres dsmurce et cellule de collision pour
les catecholamines analysées sur I'appareil ScieX?A3000

Soluté | miz Transitions CE  pp)|FP (V) |EP (V)
suivies (ev)
[M+H]
DHBA 140 140<123 10 5 70 5
DA 154 154<137 15 20 110 10
3-MT 168 168<151 14 25 150 2
DOPAC |169 169<123 8 30 150 10
NA 170 170<152 11 15 120 2
S 177 177<160 15 20 130 7
TYR 182 182<165 13 40 200 2
HVA 183 183<137 20 25 100 7
A 184 184<166 14 25 160 5
5HIAA 192 192<146 20 25 160 10
DOPA 198 198<152 20 25 130 10
TRP 205 205<188 17 25 150 5
[M-H] -
DOPAC |[167 167<123 -12 -20 -140 -10
HVA 181 181<137 -11 -30 2140 | 5
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[1.2.3. Spectrometre de masse Micromass Quatro Ultia

Pour le Micromass Quatro Ultima, comme pour lesesuippareils, les valeurs des
paramétres pour obtenir la valeur optimale de remignal/bruit sont les suivantes :

- Tensionde cone: +35Vou—-35V;

- Tension du capillaire : + 3,5 kV ou— 3,4 kV ;

- température de la source : 100°C ;

- température de désolation : 400°C ;

- débit du gaz de cone : 70 LLh

- débit du gaz de désolvatation : 650t.h

Le gaz de collision est I'argon (Ar). Les valeuss ItEnergie de collision optimisée

pour chague soluté sont présentées dans le taMehu

Tableau IV.4. Valeurs optimisées des parametres de cellule de collision pour les
catecholamines analysées sur I'appareil Micromassu@tro Ultima

Soluté lon moléculaire (m/z) Transitions suivies | CHeV)
[M+H] "
DHBA 140 123 >95 20
DA 154 137 >91 20
3-MT 168 151 >91 20
NA 170 152 > 107 15
S 177 160 > 115 25
TYR 182 182 > 136 15
A 184 166 > 123 25
SHIAA 192 192 > 146 15
DOPA 198 198 > 152 15
TRP 205 205 > 188 10
[M-H]”
DOPAC | 167 123 > 94 20
HVA 181 181> 123 15

11.2.4. Choix des transitions suivies

Les transitions suivies (ion parent > ion fragmesunt sélectionnées pour chaque
soluté a partir de son spectre de masse afin diolite meilleure intensité du signal détecté
par SM/SM. Sur les appareils Sciex, la transitiarpit pseudo moléculaire vers son principal
fragment a été retenue pour six composés (DA, DHBAGHIAA, HVA et DOPAC). Pour
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les autres composés (3-MT, NA, DOPA, Tyr, Trp eb8)observe plusieurs ions fragments
d’abondance comparable (Annexe 5), ce qui permetswlgre pour chacun plusieurs
transitions en méme temps (tableau 1V.2). Au cales analyses réalisées par la suite nous
avons constaté que le suivi d'une seule de cessiti@ams n’entrainait pas de perte
d’'information. La possibilité de suivre simultanémelusieurs transitions pour un méme
soluté reste néanmoins un avantage dans le cawarddyse des matrices naturelles pour
confirmer I'identification effectuée a partir detlansition principale.

Nous avons constaté qu’'avec I'appareil Micromass fuagmentation plus importante
avait lieu dans la source orthogonale de type Zamment pour A, NA, DA, DOPAC, S,
DHBA et 3-MT. Pour ces 7 composés, I'ion molécwairtest plus le pic de base (pic le plus
intense) de leur spectre de masse. Dans ces amdita transition suivie avec cet
appareillage sera celle du pic de base (généria parte d’eau ou d’'ammoniaque) vers le pic
fragment le plus important (tableau IV.4) et nonspla transition a partir de l'ion pseudo

moléculaire comme sur les appareils Sciex.

[1.2.5. Bilan sur I'optimisation des parametres enSM

Au cours de cette étude nous avons mis en évidgmedes fragmentations dans la
source sont plus abondantes pour I'appareil Micstpue pour ceux de la marque Sciex, ce
qui s’expligue par la géométrie différente des sesid’ionisation.

Dans le but d'obtenir le meilleur rapport signalbren SM nous avons créé des
méthodes d’acquisition du signal a partir des valeptimisées des parametres de la source et
de la cellule de collision pour réaliser ensuite &malyses en couplage CPL-SM/SM. Les
transitions suivies sont celles du pic de basehdgue composé vers son fragment principal.

Le couplage de la chromatographie d’appariememtnd’iavec la SM ne pourra se
faire qu’en mode d’ionisation positif. En effet, emode négatif, I'anion NFPA présent en
permanence dans la phase mobile peut entrer darayseur, contrairement au mode positif.
Malgré la volatilité de cet anion organique l'augraion du bruit du fond et la pollution
rapide de I'appareil sont observées dans ces ¢onslitie fonctionnement. Il ne sera donc pas
possible d’analyser dans ces conditions chromapbggaes, les deux acides (HVA et
DOPAC), puisqu’ils ne donnent un signal SM qu’end@mégatif. En revanche, le couplage
de la chromatographie en mode HILIC avec la SM étv# compatible avec les deux modes
d’ionisation, puisque la phase mobile ne contiarg du solvant organique de l'eau et un sel

volatile.
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[ll. Couplage des systémes en appariement d’ionsla spectrométrie de masse

Dans ce paragraphe nous présentons les résutizisus en couplage CPL-SM/SM
des systemes optimisés en chromatographie d’appamie d’ions et choisis pour leurs
capacités séparatives par rapport aux exigencesied'double détection SM et
électrochimique. lls ont été décrits dans le deugi€hapitre de ce mémoire et sont rappelés

dans le tableau IV.5.

Tableau IV.5. Conditions chromatographiques des sy@mes optimisées en appariement
d’ions
Colonne Phase mobile

ACN/ solution NFPA 1,25 mM, pH 2,9 en gradient dié&n : 10% ACN
PGC de 0 a 5 min, de 10 & 12% ACN de 5 a 10 min, d& 12% ACN de 10 a
15 min et de 15 a 70% ACN de 15 a 20 min

MeOH/NPFA 1,25 mM, pH 2,9, en gradient d’élutiote: 0% a 7% de

Halo C18 . .
MeOH en 10 min, de 7% a 30% MeOH en 8 min
Supelcosil o _
MeOH/NFPA pH 2,9 (10/90 v/v) élution isocratique ;
ABZ + Plus

MeOH/NPFA 1,25 mM, pH 2,9, en gradient d’élutios? de MeOH de
Onyx C18 0 a5 min, de 5 a 20% MeOH de 5 a 8 min, de 20°a H@OH de 8 a 12

min ;

Pour la colonne Halo C18 la division de flux enréatde la source d’'ionisation est de
1/5 car le débit de la phase mobile est de 1,5 rim’ret pour les trois autres colonnes, le
débit de la phase mobile étant de 1 mL:fia valeur du split est de 1/3.

Ces systemes ont été évalués du point du vue ohtedi de détection (LOD) en
couplage avec la spectrométrie de masse, afin fierdé systéme le plus approprié pour
I'analyse d’un extrait de tissu cérébral. Dans Eange standard de catécholamines préparée
pour cette étude, nous avons éliminé les deux add®¥A et DOPAC) puisque dans ces

conditions chromatographiques l'ionisation négatiegoeut pas étre envisagée.
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[1l.1. Evaluation des limites de détection (LOD) ds différents systéemes en appariement
d’ions couplés a la spectrométrie de masse

Les valeurs des LODs ont été déterminées a patimélanges standards préparés
dans la phase mobile (solution agqueuse de NFPA mRf. Pour cela, des injections
successives de solutions diluées & partir d’'unmgéla 5 pg.mt pour chaque soluté, ont été
réalisées. Les LODs correspondent aux concentsaponr lesquelles la valeur de rapport
signal/bruit est égale a 3. Le tableau V.6 présées$ résultats obtenus avec les différentes

colonnes dans les conditions de phase mobile cg#@siantérieurement.

Tableau IV.6. LODs (ng.mL?) des 10 catécholamines qui répondent en ionisation
positive

Systéme '
Lc PGC| HALOC18 Supelcosil ABZ + ONYX C18
SM Sciex Sciex Sciex Sciex Micromass | Sciex
Solut 2(':; API 300 | API3000 | API300 API 3000 API300 | Quatro ultima| API 3000
DHBA | 800 50 25 10 2,5 2,5 100 2
DA 500 | 1000 100 10 5 2,5 2,5 1
3-MT 5 20 2,5 5 3 2,5 1 0,5
NA 1000| 100 50 S 10 5 5 10
S 5 |>1000, 100 5 10 2 10 1
TYR 40 10 5 10 2,5 4 5 3
A 1000 75 50 1 5 3 2,5 2,5
5HIAA | 500 | >1000| 300 100 50 10 50 5
DOPA | 100 | 250 50 10 25 5 5 10
TRP 5 * * 10 5 * * *

* . pour les systemes chromatographiques Onyx G18aéo C18 les conditions de gradient
ont conduit a I'apparition d'un pic systeme détest# les transitions sélectionnées pour le
Trp et au temps de rétention de Trp. Ce qui empéchitermination de la LOD pour ce

soluté.

La premiere évaluation des LODs a été réalisée lgsuyjuatre systemes sur I'appareil

Sciex API 300. Comme le montre le tableau IV.6,rpmat appareil, les moins bonnes valeurs
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de LODs, pour la majorité des solutés, ont étéral#e avec le systeme PGC, tandis que les
meilleures sont obtenues avec la colonne monolithiOnyx C18). Malgré les bonnes
efficacités des pics chromatographiques obserges dteme « fused core » Halo C18 conduit
a de moins bonnes limites de détection que les datnes systemes employant des colonnes
de type C18 (colonne conventionnelle ou monolite)quCela pourrait s’expliquer par la
division de flux plus importante réalisée en entiéesource SM pour ce systeme (en lien
direct avec le débit plus élevé utilisé) et/ou leafait que c’est le seul systeme dans lequel la

composition initiale du gradient ne contient pasdant organique.

De Personet al [3] ont montré que pour les acides aminés, agalysn
chromatographie d’appariement d’ions, des amélmmaten ce qui concerne les valeurs de
LODs sont enregistrées en remplacant le spectrenadtant une source Turbo lon spray
(Sciex API 300) par un spectrometre ayant une godrspray (Micromass Quatro Ultima).
Dans ces conditions nous avons couplé le systemhksesensible avec I'API 300 (systéme
Onyx C18) au spectrometre Micromass Quatro Ultihas LODs obtenues pour les
catécholamines sont similaires a celles obtenugsedemment sur I'appareil Sciex APl 300
(tableau IV.6), excepté pour DHBA, 5HIAA et S pdasquels une perte de sensibilité est
remarquée.

En conclusion, pour I'analyse des catécholaminesheomatographie d’appariement
d’ions, une source de type Turbo lon spray semhle pdaptée qu’'une source de type Z
spray puisqu’on obtient de meilleures LODs et daswrs plus homogenes pour I'ensemble
des solutés. Par ailleurs, la nouvelle acquisitiannotre laboratoire, d’un spectrometre Sciex
a source Turbo lon spray d'une génération plus ntécdAPI 3000), nous a permis

d’améliorer légerement ces LODs (Tableau IV.6).

[11.2. Analyse qualitative de I'extrait de cerveauen couplage appariement d’ions-
SM/SM

Pour les premieres analyses de l'extrait de cer(pagparation Annexe 6.a) nous
avons choisi d'utiliser parmi les systemes les pledormants celui qui était le plus facile a
mettre en ceuvre, a savoir le systéme Supelcosil ldZitilise une phase mobile en mode
isocratique. La figure IV.2. montre I'analyse eftig&e avec la colonne Supelcosil ABZ + Plus
couplée au spectrométre Sciex APl 300. Pour cettdyse plusieurs transitions ont été

suivies pour chaque composé afin d’avoir une cordiron de lidentification effectuée a
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partir de chaque transition principale. Parmi |8scatécholamines qui donnent des réponses
en ionisation positive, seules deux ont été désatidns I'extrait de cerveau de mouton : Trp
et Tyr. La détection de constituants de la maiicés en début de chromatogramme (avant 3
min) et donnant un signal sur certaines des tiansitsuivies pour NA et DA, empéche une
possible mise en évidence de la présence des 3os@sglués dans ce laps de temps (A, NA
et DOPA).

Matrice

5.5e4—§ MW Tyr

Figure 1V.2. Superposition des courants extraits por I'analyse isocratique de I'extrait
de cerveau par LC en appariement d’ions -SM/SM

Colonne: Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150 x 4,6wb um) ; Précolonne: Supelcosil ABZ + Plus
(Lxg = 10 x 4,6 mm, 5 um) ; Phase mobile: MeOH/NRiA= 2,9 (10/90 v/v) ; Détection : SM Sciex
API 300. Extrait de cerveau: 20 mg de tissu podr |10 de HCIQ 0.2 M. Solution injectée : 20 pL de
I'extrait de cerveau dilué 1/1 avec NFPA 1,25 mM.

Dans ces conditions il est apparu intéressantide ae analyse en gradient d’élution
pour augmenter la rétention de NA, A et DOPA etialas séparer des constituants de la
matrice. La figure 1V.3 montre que dans les cood#i de gradient optimisé pour I'analyse
d’'un échantillon de cerveau, dopé avec le mélamgel® catécholamines il est bien possible
de distinguer les trois solutés (A, NA, DOPA) papport aux autres constituants de la

matrice.
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5.9e4 1 Tyr

3-MT

Figure 1V.3. Analyse de I'extrait dopé de cerveau\&ec le mélange de 10 catécholamines

par LC en appariement d’ions -SM/SM
Colonne: Supelcosil ABZ + Plus (L x @ = 150 x 4,6wb um) ; Précolonne: Supelcosil ABZ + Plus

(Lx@ = 10 x 4,6 mm, 5 um) ; Phase mobile: MeOH/NFBA= 2,9, de 0 a 5 min 0% MeOH, de 5 a
10 min de 0 a 10 % MeOH, de 10 a 10,1 de 10 a 28%lelOH, et de 10,1 & 20 min 20% MeOH;
Détection : SM Sciex APl 300. Extrait de cerveaQ:rdg de tissu pour 100 pL de HGIO.2 M.
Solution injectée : 20 pL de I'extrait de cervedud@1/1 avec NFPA 1,25 mM dopé a 10 pgnL

L’'analyse dans ces conditions de gradient de kdéxle cerveau non-dopé révéle
I'absence de NA, A et DOPA et confirme la seuleedéon possible de Tyr et Trp.

La figure IV.4. montre que méme dans les conditidi@alyse les plus sensibles
(avec le systeme Onyx — API 3000) les seuls solptésents dans I'extrait de cerveau de
mouton en quantités supérieures au LODs sont les deides aminés : Trp et la Tyr. On
observe également qu’entre 1,5 et 3,5 min, destitwasts de la matrice sont élués et donnent
des signaux sur deux des transitions suivies pdu(ddurbe rouge) et pour DA (courbe bleu
clair). Leur potentielle présence dans I'échamiillwaffecterait cependant pas l'analyse de

NA et DA puisque NA, soluté élué en premier, aemps de rétention supérieur a 4,5 min.
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Composants de la

matrice Tyr
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Figure IV.4. Superposition des courants extraits par I'analyse de 'extrait de cerveau
de mouton en CPL-SM/SM ionisation positive
Colonne : Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm) ; Phase mobiMeOH/NFPA 1,25 mM, pH 2,9, 5% de

MeOH de 0 & 5 min, de 5 a 20% MeOH de 5 a 8 mirR@a 40% MeOH de 8 & 12 min; Débit: 1
mL.min™ ; Détection : Sciex APl 3000. Extrait de cerve2d:mg de tissu pour 100 pL de HGI®2
M. Solution injectée : 20 pL de I'extrait de ceruedilué 1/1 avec NFPA 1,25 mM

111.3. Evaluation des LODs dans I'extrait de cervea

Les grandes spécificité et sensibilité de détagtar spectrométrie de masse sont les
raisons pour lesquelles des méthodes avec peusodeparéparation d’échantillon ont pu étre
mises au point pour lI'analyse de différents compad@ns des matrices complexes [4,5].
Cependant, les constituants endogenes de la mgtriaéluent avec les composés d'intérét
peuvent influencer leur ionisation en causant sog suppression, soit une exaltation de
signal. Ceci a comme effet des difféerences de mpqrour des composées analysés en
présence ou en absence de matrice [6]. En consggukn détermination des limites de
détection en présence de matrice s'impose.

Pour déterminer ces LODs, des injections de mattapgée avec le mélange des 10
catécholamines ont été effectuées selon le prird#péat pour cette méme détermination dans
la phase mobile (dilutions successives). Bien ehtda présence de Tyr et de Trp dans la
matrice rend impossible la détermination de lel@®k.
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Tableau IV.7. Comparaison des LODs pour des mélangegréparés dans la phase mobile
ou dans la matrice

Supelcosil C18 (API 300) Onyx C18 (API 3000)
[ LOD en phase LOD dans la LOD en phase LOD dans la
Soluté mobilfe1 matric_(le mobil_el matric_(la
(ng.mL") (ng.mL") (ng.mL") (ng.mL")
DHBA 10 100 2 5
DA 10 50 1 1
3-MT 5 50 0,5 1
NA 5 25 10 50
S 5 - 1 1
A 1 25 2,5
5HIAA 100 100 5 7
DOPA 10 200 10 10

Comme on peut le voir dans le tableau 1V.7, lagmés de la matrice a comme effet
une suppression de signal pour certains ions (x@l@arquées en rouge), ce qui se traduit par
des valeurs plus élevées des LODs pour ces compbsetsffet a été remarqué sur les deux
appareils Sciex (APl 300 et APl 3000) et confirm@@des systemes chromatographiques
différents (colonne conventionnelle Supelco ABZ @18olonne monolithique Onyx C18).

Les valeurs des limites de détection obtenues donhéme ordre de grandeur que
celles données dans la littérature pour 'analyseeattains de ces solutés en couplage CPL-
SM/SM [4,7-10] dans différentes matrices biologguet avec d'autres systémes

chromatographiques associés a la SM.

[11.3. Analyse quantitative de catécholamines danBextrait de cerveau par couplage
chromatographie d’appariement d’'ions-SM/SM

Le dosage des 10 catécholamines, répondant esatmm positive (A, NA, DA,
DOPA, DHBA, S, Tyr, Trp, 3-MT et 5HIAA) a été résdi sur le systeme le plus performant :
colonne monolithique Onyx C18 couplée au spectrmm@tiex APl 3000. Ce systéme est
satisfaisant aussi bien du point de vue de la aéiparde catécholamines (une seule coélution
entre S et 3-MT) (Figure 1V.5.) que de celui deleues de LODs obtenues.
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Figure IV.5. Superposition des courants extraits dumélange des catécholamines en ESI
positive

Colonne: Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm); Phase mobilMeOH/NFPA 1,25 mM, pH 2,9, en
gradient : 5% de MeOH de 0 a 5 min, de 5 a 20% Me®r a 8 min, de 20 & 40% MeOH de 8 a 12
min; Débit : 1 mL.mift ; Détection : Sciex APl 3000. Volume d’injectior20 pL d’'un mélange
standard des 12 catécholamines & la concentragidrudy.mL' chacune

Le dosage a été réalisé par deux méthodes : eellétdlonnage externe et celle des
ajouts dosés. Le but de ce travail est de pré-aalal méthode afin de doser ces composeés

dans d’autres échantillons que celui que nous aapalkysé jusqu’a présent.

[11.3.1. Méthode de I'étalonnage externe

Pour le dosage des catécholamines par la métrmtétalonnage externe nous avons
réalisé des gammes d’étalonnage a partir de sotutstandards préparées dans la phase
mobile. Deux plages de concentrations ont été veteren fonction des valeurs de LODs pour
chaque composé : 10 - 35 ng.thpour les solutés ayant les meilleures LODs (A, BAJT,

S, 5HIAA) et 25 - 200 ng.mt pour DOPA et NA. Pour Trp et Tyr les gammes ot ét
choisies de sorte a encadrer leurs teneurs damrfaltede cerveau. Les gammes de
concentration, les équations de régression linégtirkes coefficients de détermination (r?)
associés a chague catécholamine dosée sont redarngde tableau IV.8. Comme on peut le
constater, les valeurs de la majorité des coeffiside détermination sont supérieures a 0,99,

démontrant ainsi une bonne linéarité de réponge &t aires des pics chromatographiques et
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la concentration des catécholamines. Pour les gtdderecouvrements nous avons préparé
deux échantillons contréle :
- un melange des 10 catécholamines préparé dans &se pmobile aux
concentrations théoriques suivantes : 15 ngtmbur : A, DA, 5HIAA, S et 3-
MT ; 100 ng.mL* pour : NA, DHBA, Trp et DOPA et 1000 ng.filpour : Tyr
(valeurs en noir dans le tableau) ;
- un échantillon de cerveau de mouton dopé avec I@scdtécholamines
(concentrations identiques a celles du mélangeapgéépans la phase mobile)
(valeurs en rouge dans le tableau).
Le taux de recouvrement pour un soluté donné est ag rapport de la valeur de
concentration recalculée a partir de I'équationréigression linéaire correspondante sur la

valeur connue de concentration. Il est expriméairgentage.

Tableau IV.8. Parametres des droites d’étalonnager@parées dans la phase mobile

. "Gamme Equation de Recouvrement | CV*
Solute | d'étalonnage | <. ocsion fingaire | (%) (%)
(hg.mL™) g
10246 4,0
_ = 4 '
DA 10-30 y = 780x + 2880 0,989 127411 68
] 96+2 2,5
. _ = - D6 '
3-MT 10-35 y =2415,5x - 6047, 0,99 10624 35
B 96+10 8,2
— = 30 ;
NA 25 -200 y =963,9x + 11490 0,98! YY) 71
90+1 1,7
— = - o+ '
S 10-30 y =1833,3x - 6411/6 0,9 10716 5.9
90+7 7,9
— = - 40 '
A 10-35 y = 3401,4x - 6090, 0,98 11542 22
97+7 5,8
— = 20 '
SHIAA |  15-35 y=188,6x+259 | 0,99 96:13 10,8
~ 95+15 12,6
DOPA 25 -200 y =451,07x + 2313,3,9954 9548 6.8
TRP 25— 200 y = 1830,6x + 22409 0,9992 9516 2,9
TYR 250 —-2000 | y=737,33x - 1533|]3 0,9994 105+2 2,0

*les CV ont été calculés pour n = 3 analyses deéene solution

La fiabilité de la méthode est mise en évidenadgsabonnes valeurs de recouvrement
pour les échantillons contrdle préparés dans lag@ha@obile (entre 90 et 105 %). Néanmoins
les valeurs des coefficients de variation pour\@dsurs sont relativement importants, ceci
peut s’expliquer par le fait que nous avons utippgéir nos calculs les valeurs absolues des

aires de pic et non pas les valeurs corrigéesaieg e I'étalonne interne. En effet, il est bien
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connu que le signal en spectrométrie de masse raeselectrospray tend a décroitre ou a
s’accroitre avec le temps suivant les situatioretteCvariation de signal met en évidence le
probleme de la justesse et de la fidélité des apalguantitatives. L'utilisation d’'un composé
jouant le role d'étalon interne est indispensalderpcompenser l'instabilité du signal au
cours du temps. Malheureusement ['étalon classignénutilisé pour le dosage des
catécholamines (DHBA) et que nous avons utilisér gablir ces droites d’étalonnage n'a
pas bien compensé ces différences de signal vodrg@rainé des résultats incohérents, c’est
pourquoi nous avons préfére utiliser les valeusohles des aires pour cette premiere étude,
tout en sachant que pour valider la méthode il fagélectionner un autre étalon interne plus
approprie.

Les différences importantes constatées entre |eEsungade recouvrement calculées
pour I'échantillon de cerveau dopé et celles ol@smour le mélange préparé dans la phase
mobile, pour un nombre important de composés (NADA et S) mettent en évidence,
encore une fois, I'important effet matrice que cesposés subissent. Dans ces conditions, il
est évident que le dosage de ces solutés ne ppasr&tre réalisé en utilisant des droites
d’étalonnage préparées dans la phase mobile. Eangke, pour 5HIAA et DOPA, des
valeurs de recouvrement similaires sont observ@aspeut, donc, envisager pour ces deux
composés un dosage a partir des droites d’étalenmagpareées dans la phase mobile.

Nous avons utilisé les droites d’étalonnage extel@ Trp et Tyr pour quantifier ces
deux acides aminés dans I'extrait non dopé. Lesuvalobtenues rapportées a un gramme de
cerveau sont de 0,56 pg.gour le Trp et de 13 pg'gour la Tyr. Par la suite nous avons
réalisé un dosage de ces deux solutés par la nmeétded ajouts dosés pour vérifier

I'exactitude de ces résultats.

[11.3.2. Méthode des ajouts dosés

La méthode des ajouts dosés a été applique aedardaation de Tyr et de Trp qui
sont les deux seuls composés détectés dans cediamdlans I'extrait de cerveau de
mouton. Cette méthode le dosage est réalisée ggaut’de quantités connues de Tyr et Trp
directement dans I'échantillon & analyser ce quinge de prendre en compte I'effet matrice.
Les résultats obtenus doivent étre plus juste gu& obtenus par I'étalonnage externe.

Trois ajouts de 50, 100 et 150 % de la valeur estipar la méthode de I'étalonnage
externe pour Tyr et Trp ont été réalisés pour trécelroite des ajouts doseés. La figure IV.6

présente les droites obtenues pour les deux compaissi que leurs équations et leurs
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coefficients de détermination (R2). On peut comstau’'une excellente valeur de R2 a été
obtenue pour la Tyr (0,9995), tandis que pour [gl@rvaleur est moins bonne (0,9774).

a. 250000 Acomposé
*
y = 1732x + 100300
2
R°=0,9774 200000 -
*
150000 -
10000!
50000 -
75 -~ -55 -35 -15 5 25 45 65 185
ng.mL
b . 2000000 Acomposé

1800000 -

1600000 -
y = 748,4x + 750200

R? =0,9995

1400000 -
1200000 -
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400000 -
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o

‘ ‘ 6 ‘ ‘ ‘ ‘
-1600 /ﬂgo -600 -100 400 900 1400 1 1900
ng.mL

Figure IV.6. Dosage de Trp (a) et Tyr (b) de cervaade mouton par ajout dosées

Par cette méthode nous avons pu établir quenesite des deux acides aminés dans le
cerveau de mouton sont respectivement de 0,58 g le Trp et de 10 pg'gour la Tyr.
Si pour le Trp la valeur de la concentration caeypar cette méthode est trés proche de celle
obtenue a partir de la droite d’étalonnage exte@éadisée dans la phase mobile, pour la Tyr
des différences plus importantes sont observéepe@hdonc conclure que I'effet matrice est
plus important vis-a-vis de la Tyr. Pour son dosagde il sera préférable d'utiliser la
méthode des ajouts doseés.

Les teneurs que nous avons déterminées pour Thpesont, par ailleurs, du méme
ordre de grandeur que celles données dans latiitér[4] pour le dosage de Tyr dans le
cerveau de porc (tableau I.1 du Chapitre ).
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[11.4. Bilan de I'analyse de catecholamines en chroatographie d’appariement d’ions en
couplage avec la spectrométrie de masse

Parmi les systemes en appariement d’ions testés aeons vu que les meilleurs
résultats du point de vue des LODs sont obtenus Ipatouplage de la colonne monolithique
avec le spectrometre Sciex APl 3000. En conséquengs avons utilisé ce systeme pour le
dosage des catécholamines dans I'extrait de cerveau

Nous avons pu réaliser le dosage des deux acdiees (Tyr et Trp) présents dans la
matrice par étalonnage externe et par ajouts dds&s.résultats obtenus par les deux
méthodes sont concordants et comparables aux salleumées dans la littérature pour les
traces de ces mémes solutés dans le cerveau d'avdiramiferes.

Lors de ces analyses nous avons observé un impeffat matrice qui se manifeste
principalement par un effet de suppression d’'idbans ces conditions il parait évident
gu'une méthode de préparation d’échantillon perané¢ttune purification et/ou une
préconcentration de I'’échantillon doit étre déveleg pour gagner en exactitude de dosage.

L'inconvénient majeur de l'analyse de catécholasinpar chromatographie
d’appariement d’ions vient de son incompatibilit®@le mode d’ionisation négative en SM,
du fait de la présence de l'agent d’appariemernindiacide (NFPA) dans la phase mobile.
Cette incompatibilité rend impossible la détectilms deux solutés acides (HVA et DOPAC)

qui répondent mieux en ionisation négative.

IV. Couplage des systémes en mode HILIC avec la SM

Un avantage du mode HILIC vient de sa grande calnfitit avec une détection par
spectrométrie de masse avec ionisation par elgcapsiu fait de la proportion importante de
solvant organique dans la phase mobile hydro-oggenitilisée [11].

Avant de coupler a la spectrométrie de masse,siestéemes HILIC optimisés
précédemment et répertoriés dans le Tableau IVOis ravons réalisé une étude sur
l'influence des différents paramétres chromatogpds (nature et pourcentage de

modificateur organique, nature et concentratiosednpH) sur l'intensité du signal en SM.
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Tableau IV.9. Description des systemes HILIC coupka la SM

. Appareil SM :

Colonne Phase mobile Micromass Quatro Ultima  Sciex API 3000
TSK gel | ACN/CH;COONH, 20 mM oui oui
Amide 80 | (80/20 v/v), pH 3.
Luna Diol ACN/HCOONH, 100 mM oui oui

(90/10 viv), pH 3.
Pursuit Si ACN/HCOONH, 150 mM non oui

(85/15 viv), pH 3.

Nous avons ensuite déterminé les LODs des systeptaBisés sur deux appareils et
avons réalisé le dosage :
- des 9 catécholamines (DA, DOPA, A, NA, 3-MT, S, ,Tipr et 5 HIAA) par la
meéthode de I'étalonnage externe : couplage TSKAgetle — Micromass ;
- du Trp et de la Tyr par la méthode des ajouts doséaplage Pursuit Si — Sciex
API 3000.

IV.1. Influence de la composition de la phase molalIHILIC sur l'ionisation des solutés

Compte tenu du peu d’'informations disponibles danstérature au sujet du couplage
de la chromatographie en mode HILIC a la spectroe@e masse, nous avons évalué
I'influence de la composition de la phase mobileufigentage et nature du modificateur
organique, nature et concentration en sel, pHYistensité du signal massique. Tous les tests
ont été réalisés en mode FIA (flow injection analys sans colonne), les solutions injectées

contiennent les 12 catécholamines a une concenmirdé5 ng.mL* dans la phase mobile.

IV.1.1. Influence de la nature et du pourcentage dmodificateur organique

L'influence sur lintensité du signal en SM de 4vsmts organiques différents (MeOH,
EtOH, ACN et acétone) en mélange avec de I'eau@poptions (70/30 v/v) a été évaluée dans un
premier temps (figure 1IV.7). Les meilleures corah d’ionisation sont obtenues avec le MeOH
comme modificateur organique, a I'exception de DAMT pour lesquels des intensités plus
importantes sont notées en présence d’ACN. Ledsités les plus faibles sont obtenues en

présence d’acétone comme modificateur organique.
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Figure IV.7. Influence de la nature du modificateur organique dans la phase mobile sur
I'intensité du signal en SM
Analyses en FIA. Débit : 0,2 mL.nifn Phase mobile: ACN ou MeOH ou EtOH ou Acétone

IH,0 (70/30 VIV).

Méme si du point de vue de lintensité du signalssigue, le MeOH donne les
meilleurs résultats, les séparations chromatogoagisi des catécholamines obtenues en mode
HILIC avec le MeOH dans la phase mobile sont insafftes quelque soit la phase
stationnaire polaire utilisée (Chapitre 1ll. patggne :111.2. Influence de la nature et du
pourcentage de modificateur organique’est 'ACN qui a été néanmoins retenu comme
solvant organique dans la phase mobile pour la glét notre étude en couplage HILIC-
SM/SM.

Pour les tests concernant I'influence du pourcentdg solvant organique, la phase
mobile a été composée d’eau et d’ACN, avec un mmtage d’ACN variant entre0 et 90%.

En général 'augmentation du pourcentage d’ACNramme effet une diminution de l'intensité du
signal massique des catécholamines (figure 1V.8}.dffet est plus marqué pour certains solutés
tels que 3-MT et DA. Ces résultats sont en conftiravec ceux présentés par &wal.[12] pour
certains solutés de cette famille. Le 5SHIAA présdatparticularité d’avoir une intensité de signal
qui tend plutét a augmenter avec le pourcentag€NA

Entre deux systéemes HILIC offrant une séparatidisfedsante d’'un méme mélange, |l
sera donc préférable de coupler a la SM le systéitigant le plus faible pourcentage d’ACN en

phase mobile, pour avoir une intensité de signa plevée en SM.
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Figure IV.8. Influence du pourcentage d’ACN dans la phase mobilsur I'intensité de la

réponse SM
Analyses en FIA. Débit : 1 mL.mif split 1/3 ; Phase mobile : ACN#B (X/(100-X) V/v) ;

IV.1.2. Influence de la nature et de la concentradin en sel

En ce qui concerne la nature du sel, seuls le &demét I'acétate d’ammonium ont été
testés pour des raisons de volatilité et solubdaés les phases mobiles riches en ACN. Nous
n‘avons pas remarqué de différences notables msurdndements d’ionisation entre ces deux
sels. Comme la plupart du temps nos phases maiptamisées en mode HILIC contiennent du
formiate d’'ammonium, c’est ce sel qui a été refeowr la suite de ce travail.

L’influence de la concentration en sel a été testéatilisant une phase mobile composée
de 70 % d'’ACN et 30% d’'une solution aqueuse de i@en d’ammonium a pH 3, en
concentration variant entre 10 et 150 mM (corredpaha une variation de concentration globale
en sel dans la phase mobile comprise entre en@ireind5 mM). La figure 1V.9. montre qu’une
diminution de I'intensité du signal SM est enregistavec 'augmentation de la concentration en
sel dans la phase mobile. Cette diminution est phportante entre 10 et 40 mM, et beaucoup
moins au dela de cette valeur (40 - 150 mM). Dass aonditions, les systemes HILIC qui ne
nécessitent pas de fortes concentrations de sal ldaphase mobile pour la résolution de la
séparation devraient étre plus sensibles. Powyemes HILIC qui ont besoin de concentrations
importantes en sel (100 a 150 mM, voir chapitrg illvaut mieux privilégier I'obtention de la
meilleure efficacité de pic plutdt que de diminigeconcentration en sel dans I'optique d’avoir un

meilleur rapport signal / bruit.
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Figure IV.9. Influence de la concentration en sel dans la phaseobile sur I'intensité de
la réponse SM

Analyses en FIA. Débit : 0,2 mL.niln Phase mobile: ACN/HCOONHLO & 150 mM, pH 3
(70/30 viv),

IV.1.3. Influence du pH

Pour les tests de l'influence du pH de la phaseilmsur l'intensité du signal SM
nous avons utilisé une phase mobile composée d’&CHNe solution aqueuse de formiate
d’ammonium a 50 mM (70/30 v/v). Comme on peut le 8ar la figure 1V.10. une tres faible
augmentation de l'intensité du signal avec le pBriént entre 3 et 6,5) est remarquée pour
tous les solutés (excepté A). L'effet du pH surtBinsité du signal SM des catécholamines est
donc moins important que celui du pourcentage ddlifinateur organique ou de la

concentration en sel.
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&) 4
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Figure IV.10. Influence du pH de la phase mobile sur l'intensitéle la réponse SM
Analyses en FIA. Débit : 0,2 mL.mifry Phase mobile: ACN/HCOONH0 mM, pH 3 (70/30
vIv).
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IV.1.4. Analyse des données par ACP

Pour avoir une vue plus synthétique de I'enserdbkeeffets de tous les paramétrées de
la phase mobile I'intensité du signal massique clgcholamines nous avons réalisé des
analyses en composante principale.

Nous avons réalisé une premiere ACP en combindotdété les données concernant
I'intensité des signaux SM pour les 12 catécholasian fonction de la composition de la
phase mobile (les valeurs ont été centrées et tesju{Figure 1V.11). Les deux axes
principaux PC1 et PC2 couvrent ensemble environ 88%a variance et peuvent donc étre
considérés comme une représentation assez congaéfensemble des résultats. On peut
ainsi, s’appuyer uniquement sur ces figures pougr ild@erprétations, sans perdre trop
d’'information. Le pourcentage de variance assogiaxe PC1 (axe des abscisses) étant tres
élevé (72%), on s’attachera essentiellement adgrdiices sur cet axe pour l'interprétation.
L’information manquante, présente sur les axesasuig/(non représentés) est essentiellement
portée par le DOPAC. On voit en effet, sur la Fgglw.11 b que c’est le seul point éloigné de
la périphérie du cercle. On voit que la nature divat favorise l'ionisation de certaines
especes au détriment d’'autres : le MeOH donne glamdent les meilleures intensités, sauf
pour certains composés (DA, 3-MT) pour lesquelIMdonne des résultats meilleurs. C’est
ce qui explique que les points MeOH et ACN soiémartis de part et d’autre de I'axe des

abscisses, selon la position des variables coéestpar les composes.
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Observations (axes F1 et F2 : 87,72 %)
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Figure 1V.11: ACP réalisée sur toutes les mesuresidtensité du signal en MS effectuées
dans les différentes conditions. (a) graphique d’aervations (b) graphique de variables

En tenant compte du fait qu'a I'exception de I'etude I'influence de la nature du
modificateur organique, tous les autres pointsébatréalisés avec 'ACN comme co-solvant,
nous avons calculés une deuxieme ACP excluant déstspobtenus avec les solvants :

MeOH, EtOH et Acétone (Figure IV.12).
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Observations (axes F1 et F2 : 90,93 %)
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Figure 1V.12. ACP reéalisée sur toutes les mesuresudsignal en MS effectuées dans les
différentes conditions avec 'ACN
(a) graphique d’observations (b) graphique de varibles

Comme pour la premiére ACP, le pourcentage de nvagiassocié au graphique est
élevé (91%), avec un important pourcentage de nveei§82%) associé a 'axe PC1 (axe des
abscisses). On peut voir que DOPAC a, encore urg fm comportement légerement
différent de celui des autres composés puisqueditedeliant le centre du graphe a ce point
(figure IV.12. b) forme un angle significatif avees autres, qui reste d’importance limitée, si
on tient compte du fait que le pourcentage de madgassocie a I'axe des ordonnées n’est que

de 9%.
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Si on classe les différents parametres en fonad®i'importance de leur effet sur

I'lonisation, on peut dire sans ambigiité que larrpentage de solvant organique est le

facteur qui a le plus d’influence, suivi ensuiter @ concentration en sel (bien que sa

variation ne provoque d’effet significatif que dales faibles valeurs, entre 0 et 30 mM).

Enfin, la nature du sel et le pH n’ont que tres génfluence.

Pour préciser un peu plus l'importance des effetais avons réalisé une troisieme

ACP, qui inclut les valeurs centrées et réduitesrda concentration de sel, le pH et le
pourcentage d’ACN (Figure IV.13).

Variables (axes F1 et F2 : 78,43 %)
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Figure IV.13. ACP réalisée sur toutes les mesuresigignal en MS effectuées dans les
différentes conditions (graphique de variables)

On voit clairement que :

'augmentation de pH favorise I'ionisation puisgaedroite qui relie le point pH
ne forme pas d’angle avec le plan formé par lembhas-composées ;
'augmentation de la concentration de sel défaeolisnisation puisque la droite
qui relie le point « concentration en sel » estitmmsée a 180° des variables-
composées ;

'augmentation du pourcentage d’ACN a des effesulbeup moins nets : le fait
gue ce point soit positionné a 90° des variablespasées indique que son effet
sur l'ionisation ne peut pas étre généralisé a teascomposés. Ce fait est en

cohérence avec les courbes présentées antériedrerffigure [1V.8).
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L’augmentation du pourcentage d’ACN provoque urukete l'ionisation pour
certains composeés (ceux qui se trouvent plutotemsalis de I'axe des abscisses en
opposition avec la variable %ACN) mais favorisenisation des autres composés
comme NA et 5HIAA (plutdt ceux qui se trouvent aasdsus de l'axe des
abscisses, en corrélation positive avec %ACN).
Les conclusions de 'ACP sont en total accord awetes les observations que nous
avions pu faire lors de I'étude de l'influence de domposition de la phase mobile sur

I'lonisation et nous ont permis de mieux cernefféedu pH.

IV.1.5. Conclusions

L’étude de l'influence des différents parametresmatographiques sur I'intensité du
signal en SM nous a montré que les meilleures tiondi d’'ionisation en SM pour les
catécholamines, seront obtenues avec des phasdesmantenant de faibles concentrations
en sel, le MeOH comme modificateur organique epdnsupérieur a 6. En revanche, nous
avons vu dans le chapitre précédent que ces comslile phase mobile ne sont pas les plus
favorables du point du vue de la séparation chrogmaphique. Dans ces conditions un
compromis doit étre trouvé entre les conditionsrogles pour la séparation et celles pour
I'intensité du signal SM.

Pour la suite des analyses en couplage nous guéféxré privilégier les conditions
chromatographiques offrant la séparation optimaderpes 12 catécholamines de notre
mélange standard au détriment de l'ionisation exlagg en mémoire que l'objectif final de
notre travail reste de proposer un systeme d’aeatgsnpatible avec une double détection

SM/électrochimie.

IV.2. Evaluation des LODs des systemes HILIC

Comme nous l'avons dit precédemment les conditidasphase mobile HILIC
conduisent a la méme fragmentation que les comdittte phase mobile en chromatographie
d’appariement d’'ions. En mode HILIC comme en ampadant d’ions on retrouve que les
intensités relatives des fragments pour certaimsposés (A, 3-MT, S, DA et DOPA) sont
différentes selon le type de source. Les transtie@lectionnées pour I'étude des LODs en
mode HILIC sont celles du tableau 1V.4 pour I'appbMicromass et du tableau 1V.3 pour
I'appareil Sciex API 3000.
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Pour déterminer les LOD des systemes en mode Htolplés a la SM tandem, la
méme approche que celle utilisée en chromatogragshjgpariement d’'ions a été mise en
ceuvre (paragraphe 1l11.1.). Seuls les deux spectreside masse : Micromass Quatro Ultima
et Sciex APl 3000 ont été couplés. Pour des questiborganisation du laboratoire, les
premieres manipulations exploratoires ont été séal sur I'appareil Micromass (LODs et
dosage) et aprés l'acquisition de l'appareil Schdxl 3000 les méthodes ont ensuite été

transposées pour gain de sensibilité, sur cet appar

IV.2.1. LODs dans la phase mobile

Le tableau IV.10 présente les LODs obtenues pesrmdélanges standards préparés

dans chacune des phases mobiles optimisées potroiessystemes chromatographiques

HILIC testées en couplage Tableau IV.9.

Tableau 1V.10. LODs dans la phase mobile des 12 catécholamines podifférents
systémes HILIC-SM/SM

Systém¢ TSK gel Amide 80 Luna diol Pursuit SI
(ng.mL?Y) (ng.mL?) (ng.mL?) Mode
Micromass Sciex Micromass Sciex Sciex diionisation
Quatro Ultima| API 3000 | Quatro Ultima| API 3000 API1 3000

DHBA 50 10 30 5 1 ESI +
DA 10 10 30 5 1 ESI +
3-MT 1 2,5 0,5 1 1 ESI +
DOPAC >5000 500 500 1000 >1000 ESI -
NA 10 10 40 10 5 ESI +
S 2,5 2,5 10 1 0,5 ESI +
TYR 10 5 50 7,5 10 ESI +
HVA >5000 500 1000 1000 1000 ESI -
A 10 7,5 10 2,5 0,5 ESI +
SHIAA 5 25 100 30 20 ESI +
DOPA 100 30 500 50 50 ESI +
TRP 2,5 2,5 10 5 1 ESI +

Le mode HILIC nous permet la détection simultanég 2 solutés du mélange grace

a sa compatibilité avec les deux modes d’ionisapositif et négatif. Les deux solutés
DOPAC et HVA qui ne s’ionisent qu'’en mode négabhs détectés mais avec les moins

bonnes LODs (de 'ordre du pg.m) tandis que les solutés détectés en positif catl@Ds
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de l'ordre de la dizaine de ng.ml(environ cent fois plus sensible). Quelque sokystéme
utilisé la détection de 3-MT est la plus sensible.

Les premieres manipulations réalisées en couptage le Micromass mettent en
évidence que le systéme Luna Diol est moins pedatmue le systeme TSK gel en ce qui
concerne les LODs (1 — 10 ng.fhlpour le systéme TSK gel et 10 — 50 ng-hour le
systéme Luna Diol). Cela est en accord avec leglgsions faites lors de I'étude de
I'influence de la composition de la phase mobilel$sonisation des solutés en SM, puisque le
systeme Luna Diol utilise une composition de phaséile plus riche en sel que le systeme
TSK gel.

Comme dans le cas de la chromatographie d’appantedtiens, nous avons confirmé
que pour la majorité des solutés la meilleure &ditgi est obtenue en couplage avec le Sciex
API 3000.

IV.2.2. LODs dans la matrice

Les LODs ont été évaluées en dopant la matricadelprotocole décrit en Annexe 6,
les résultats sont résumés dans le tableau IV.11.

Tableau 1V.11. LODs (ng.mL?) obtenus pour les 10 catécholamines en couplageeav
I’API 3000 et le Micromass Quatro Ultima

. Micromass Quatro Ultima Sciex AP1 3000
YSEeME 5K el Amide Luna Diol PURSUIT SI
Soluté Phase Matrice Phase Matrice Phase Matrice
mobile mobile mobile
A 10 5 10 7 0,5 0,3
DA 10 200 30 - 1 5
DOPA 100 35 500 - 50 10
DHBA 50 200 30 25 1 1
S5HIAA 5 0,5 100 50 20 40
3-MT 1 0,5 0,5 0,5 1 0,5
NA 10 1 40 500 5 0,5
S 2,5 1 10 5 0,5 0,5
HVA 1000 200 1000 >1000 1000 -
DOPAC 500 250 500 500 >1000 -

Globalement, en mode HILIC, on constate un effexdltation du signal plus ou
moins intense lors de la détermination des valdersODs dans la matrice. En revanche pour

DA une extinction est observée sur tous les systePaur les autres composes des effets de
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matrice plus ou moins marqués selon le systemealysm ont été observés, les valeurs en
rouge marquent I'exaltation du signal et celleblen les quelques extinctions.

Les valeurs de LODs dans la matrice confirmentpreni les systemes couplés avec
I'appareil Micromass, le systeme TSK gel est lesphypproprié pour la détection de traces.
C’est ce systéeme qui a été retenu pour évaluandarité de la méthode en couplage. Par
ailleurs, le systéme Pursuit Si en couplage avepéetromeétre Sciex APl 3000 est le systéeme

le plus prometteur pour une analyse plus sensible.

IV.3. Dosage des catécholamines par couplage HILIGM/SM
IV.3.1. Analyse d’un extrait de cerveau

Pour assurer la détection des 12 composés de mé@ege une méthode avec une
alternance mode positif / mode négatif pour l'iatien du soluté a été utilisée. La figure
IV.14. montre les deux chromatogrammes correspdradianalyse d’'un meélange standard

des 12 catécholamines en ionisation positive ehtingg
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Figure IV.14. Courant ionique total (TIC) pour l'analyse d’'un mélange standard de

catécholamines préparé a 1 pug.mt pour chaque composé dans la phase mobile
Colonne : TSK gel Amide 80 (L x@ = 250 x 2 mm); B&anobile : ACN/CHCOONH,;, 20

mM (80/20 v/v), pH 3 ; Détection : SM/SM Micromass
Suivi de dix transitions en mode positi2: 5HIAA, 4. 3-MT, 5. S, 6. Trp, 7. DA, 8.A, 9.

DHBA, 10. Tyr, 11. NA, 12. DOPA
Suivi de deux transitions en mode négatif HVA, 3. DOPAC

Pour I'identification des catécholamines présendtass I'extrait de cerveau, la

solution injectée correspond a la solution d’extdiliuée par un mélange eau+sel/ACN, afin
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d’avoir une composition de solvant d’'injection Iag proche possible de celle de la phase
mobile (Annexe 6b) et ainsi ne pas affecter la & des catécholamines [13].
En couplage HILIC-SM/SM, comme en couplage chrogyatohie d’appariement d’ions-
SM/SM, les seuls solutés identifiés dans I'extdmt cerveau sont le Trp et la Tyr (figure
IV.15). Si I'on compare cette figure IV.15 a ladig IV.4 (page 223) 'intensité du signal SM
des deux solutés détectés en HILIC-SM/SM apparaguboup plus faible que dans le
systeme d’appariement d’ions-SM/SM, mais il fautitecompte que pour I'analyse d'un
méme extrait de tissu, en mode HILIC, il est néaiesle faire une dilution plus importante
de I'échantillon (exigence du solvant d’injectiolgn mode HILIC on constate des pics
détectés sur les transitions suivies pour DHBA AtaDdes temps de rétention qui ne sont pas
ceux attendus pour ces solutés, ceci met en éwvdangrésence d’'autres composés polaires
dans la matrice puisqu’ils présentent une rétentiomin et 6,7 min) dans ces conditions
chromatographiques. Les transitions pour lesqueltesbserve des pics correspondant a des
composés de la matrice ne sont pas les mémes glfematographie d’appariement d’ions
(NA et DA pour ce type de chromatographie).

Une fois encore cette analyse illustre la compléarég de la chromatographie et de
la spectrométrie de masse pour I'analyse de matgoeplexes, les solutés étant identifiés
par leur temps de rétention (CPL) et leur transispécifique (SM/SM).

+ Composants de la

matrice

Xic-Trp

Intensité (cps

T T T T T T T T T T T T
2.50 5.00 F.80 000 n2.50 15.00 1

Temps (min)

Figure 1V.15. Courent ionique total (TIC) pour I'analyse d’extrait de cerveau

Colonne : TSK gel Amide 80 (L x@ = 250 x 2 mm); B&anobile : ACN/CHCOONH, 20
mM (80/20 v/v), pH 3 ; Détection : SM/SM Micromass

Extrait de cerveau: 20 mg de tissu pour 100 puL 6834 0.2 M. Solution injectée : 20 uL de
I'extrait de cerveau dilué 20/80 avec I'ACN.
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IV.3.2. Méthode de I'étalonnage externe

Les solutions utilisées pour les droites d’étalgenant été préparées dans la phase
mobile. Les droites d’étalonnage de 9 solutés earll0 qui s’ionisent en mode positive
(DHBA sert d’étalon interne), ont été établies epartant le rapport (aire du soluté / aire du
DHBA) en fonction de la concentration correspondadé soluté, selon la méthode des
moindres carrés. Les gammes de concentration p@ague composé ainsi que les équations

des droites et leurs coefficients de déterminatmmt reportés dans le tableau 1V.12.

Table IV.12. Parametres des droites d’étalonnage pparées dans la phase mobile

. , 'Gamme Equation de Recouvrement| CV  (%)*
Solute | d'étalonnage régression linéaire r (%) (n=3)
(hg.mL™) g B
DA 100 — 300 y = 0,0004x+0,01 0,9953 105+2 1,2
3-MT 10-100 y = 0,0254x+0,0942,9956 11246 2,8
NA 50 - 200 y = 0,0114x+0,0818,9974 97+4 4,3
S 25 -200 y = 0,0051x+0,1559,9979 10315 5,3
TYR 50 — 250 y = 0,0022x+0,0222,9972 105+15 14,7
A 50 — 200 y = 0,0066x+0,1528),9969 99+4 4,5
SHIAA 50 - 200 y = 0,0042x+0,604440,9941 62+3 1,2
DOPA 300 - 800 y = 0,002x+0,097/90,9758 103+6 1,1
TRP 25 -200 y = 0,007x-0,03370,9830 9616 55

* les CV ont été calculés pour 3 analyses d’une enéahution contréle (n = 3)

La majorité des coefficients de détermination é$) supérieure a 0,99 (a I'exception

de ceux pour Trp et DOPA) mettant, ainsi, en éwdeuane relation linéaire entre les aires
relatives des pics chromatographiques et la coret@n des catécholamines. Les
recouvrements calculés (comme décrit a la 22§ pour des échantillons contrbles préparés
dans la phase mobile a différentes concentrationgpdses dans la gamme (Annexe 7b), sont
généralement compris entre 96% et 112% (exceptoum PHIAA, 62%) et la plupart des
CVs correspondant sont inférieurs ou égaux a 5gadht donc acceptables du point du vue
des normes STP Pharma [13] pour la validation d&thades. La forte valeur de CV calculée
pour Tyr dénote une compensation insuffisante de$atons de signal massique de ce

compose par le signal de I'étalon interne.
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Les recouvrements calculés pour I'échantillon prépdans la matrice (Annexe 7b)
sont inferieurs & 70% (excepté pour A), ce quiqudiun important effet matrice que I'étalon
interne ne compense pas suffisamment pour ces g@apBour I'adrénaline coéluée avec le
DHBA un recouvrement supérieur a 90% est cepenclamgtaté. Ceci confirme que lors de
I'analyse d’un échantillon naturel le choix d’uralén interne est primordial. Il doit avoir un
temps de rétention le plus proche possible de adluicomposé a doser et l'idéal est
evidemment, de disposer d’'un étalon correspondamh@&me composeé marqué aux isotopes

stables.

Les droites d’étalonnage ont été également réalidées la matrice avec des points de
gamme prépares selon le protocole décrit dans B&ar. Comme on peut le voir dans le
tableau 1V.13, de bons coefficients de détermimagont observés dans la matrice comme
dans la phase mobile, mettant en évidence a nouweauelation linéaire entre les aires
relatives des pics chromatographiques et la coratért des catécholamines. Les valeurs de
recouvrement obtenues pour I'échantillon contrééendatrice dopée sont comprises entre
81% et 101% pour les 7 catécholamines analyséex; des coefficients de variation

inferieurs a 5% (sauf pour Trp et S).

Tableau 1V.13. Parametres des droites d’étalonnagaréparées dans la matrice

. ,,Gamme Equation de Recouvrement| CV*

Solute | d'étalonnage| .. ocsion lingaire| " (%) (%)
(ng.mL™Y) g

3-MT 10 - 100 y = 0,0184x-0,2364,9961 95+1 3,9
NA 50 — 200 y = 0,0083x-0,13620,9955 81+5 5,1
S 25 -200 y = 0,0043x+0,0864,9927 101+7 7
A 50 — 200 y = 0,0080x+0,09060,9975 97+2 2,2
5HIAA 50 - 200 y = 0,0067x+0,15280,9588 93+4 3,6
DOPA 300-800 | y=0,0005x+0,06370,954 87127 4,9
TRP 25 - 200 y = 0,0021x+0,292D,9943 9348 7,7

* les CV ont été calculés pour n = 3 analyses

En conclusion, les meilleurs résultats en termeedeuvrement sont obtenus lorsque
les droites d’étalonnage sont préparées dans lacmaf défaut de disposer de standards
internes marqués aux isotopes stables, il seréfém@mble de disposer d’'une matrice blanche

pour améliorer la justesse des dosages.
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IV.3.3. Méthode des ajouts dosés

L’'analyse de l'extrait de cerveau de mouton pamkthode des ajouts dosés a été
effectuée en utilisant le systeme HILIC-SM/SM legpkensible du point du vue des limites
de détection : colonne Pursuit Si associée au rspeétre de masse Sciex APl 3000 . La
figure IV.16 confirme la présence du Trp et Tyr sldfextrait de cerveau, ainsi que

I'interférence des composants de la matrice sutrdesitions de la DA et 3-MT.

Lown)
n
o
(&)
N
NO)
=
n
[
]
)
£
Tyr
Trp
6.61 6.94 791 '~8.30 _9.03 10.34 11.27 12.30 13.%
=T ; AN g 0
N4 Temps (min)

Figure IV.16. Superposition des courants extraits gur 'analyse de I'extrait de cerveau

de mouton en CPL-SM/SM ESI positive

Colonne : Pursuit Si (L x @ = 150 x 2 mm) ; Phassbite : ACN/HCOONH 150 mM, pH 3
(85/15 viv) ; Détection : SM/SM Sciex API 3000

Extrait de cerveau: 20 mg de tissu pour 100 puL @434 0,2 M. Solution injectée : 20 uL de
I'extrait de cerveau dilué (15/85 v/v) avec 'ACN.

Trois ajouts de 50, 100 et 150 % de la valeur éstipar le dosage de I'extrait en
chromatographie d’appariement d’ions couplée aMia @t été effectués pour tracer la droite
des ajouts dosés. La figure 1V.17 présente ledafr@btenues pour les deux composés ainsi
que leurs équations et leurs coefficients de détation (R2). On peut constater que de tres

bonnes valeurs pour les R?, supérieures a 0,99 étéwmbtenues dans les deux cas.
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Figure IV.17. Dosage de Trp (a) et Tyr (b) dans umxtrait de cerveau par la méthode
des ajouts dosés

Les concentrations calculées a partir des équatiessdroites des ajouts doseés et
rapportées a un g de cerveau (0,6 figrour le Trp et 11 pg-gpour la Tyr) sont trés proches
des valeurs obtenues antérieurement en chromatogrdfappariement d’ions selon les deux

méthodes de dosage.

IV.4. Bilan de l'analyse de catécholamines en modellLIC en couplage avec la

spectrométrie de masse

L'avantage principal de la chromatographie d’iat#ions hydrophiles est sa
compatibilité avec l'ionisation en mode positifretgatif, ce qui permet la détermination de

tous les composés de notre mélange.
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Les meilleures valeurs de LODs ont été obtenues panalyse des catécholamines
sur la colonne en silice vierge, Pursuit Si, enptage avec le spectrometre de masse Sciex
API 3000.

Lors de la détermination des LODs dans la maeicdu dosage des catécholamines
par la méthode de I'étalonnage externe un impogtet matrice a été mis en évidence. En ce
qui concerne les LODs, un effet d’exaltation denalga été mis principalement en évidence
en présence de matrice.

Pour I'échantillon contréle de matrice dopée de va@itaux de recouvrement ont été
enregistrés pour des calculs effectués en utilintroites d’étalonnage préparées dans la
phase mobile. Des résultats satisfaisants ontl#tnos pour des calculs réalisés a partir des
droites d’étalonnage préparées dans la matrice.

Les droites d’étalonnage externe préparées aiggsilans la phase mobile que dans la

matrice mettent en évidence une bonne linéariléd deéthode.

V. Comparaison des systéemes en appariements d'&rmen mode HILIC

Du point de vue de la séparation chromatographjqles systemes les plus

performantes ont été obtenus en chromatographippdiment d’ions : une séparation
complete des 12 catécholamines est observée stmldane «fused core » et une seule
coélution (S et 3-MT) sur la colonne monolithig@es systemes offrent aussi les meilleures
symétries et efficacités des pics. Ces performaségaratives n'ont pas été atteintes en
chromatographie HILIC. Un autre avantage de la miatographie d’appariement d’'ions par
rapport au mode HILIC est la meilleure robustesssesystemes. Tous ces avantages font que
les systémes optimisés en chromatographie d’appanid’ions sont les meilleurs candidats

pour le couplage avec la détection électrochimique.

Du point du vue de la détection en SM, mode HILIC offre des séparations

suffisantes et I'avantage majeur d’étre compatésec une ionisation en mode positif et en
mode négatif. La détection en une seule analyda tgalité des composés sélectionnés est
ainsi possible en mode HILIC. La chromatographi@pgariement d’ions n’étant pas

compatible avec l'ionisation négative, I'analyse@@PAC et HVA ne peut pas étre réalisée
dans ces conditions, a cause de l'utilisation dicide (le NFPA) comme agent d’appariement

d’ions.
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Du point du vue des limites de détection en cowl@BL-SM/SMguand on compare

les systemes les plus sensibles de ces deux mbdesatographiques (Tableau 1V.14), on
observe que les meilleures valeurs de LODs, pomd@rité des composés, sont obtenues en
mode HILIC.

Tableau 1V.14. Comparaison des LODs obtenues poure$ meilleurs systémes en
appariement d’ions et en mode HILIC

Systéme Appariement d’ions HILIC
Onyx Monolith C18 (ng.mL) Pursuit SI (ng.mL)
Solute Phase mobile Matrice Phase mobijle Matrice
DHBA 2.0 5.0 1.0 1.0
DA 1.0 1.0 1.0 5.0
3-MT 0.5 1.0 1.0 0.5
NA 10.0 50.0 5.0 0.5
S 1.0 1.0 0.5 0.5
TYR 3.0 Déja présent 10.0 Déja présent
A 2.5 5.0 0.5 0.3
SHIAA 5.0 7.0 20.0 40.0
DOPA 10.0 10.0 50.0 10.0
TRP ? Déja présent 1.0 Déja présent

De plus, l'effet matrice mis en évidence en mod&l® correspond plus a une
exaltation qu’a une suppression de signal massigoetrairement au mode appariement
d’ions. Pour toutes ces raisons le mode HILIC est alternative plus prometteuse pour

I'analyse des catécholamines en couplage CPL-SM/SM.

VI. Conclusions

Dans ce chapitre nous avons présenté les résdiatsystemes chromatographiques
optimisés en appariement d’ions et en mode HILIGpbés a la détection par spectrométrie
de masse en mode tandem. Les systémes ont ét@&®wiutermes de LODs, linéarité de
réponse et exactitude (justesse et précision). Nmass vu que pour les deux types de

chromatographie, des LODs comparables ont été obtavec toutefois, une meilleure
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sensibilité pour le systéme HILIC. Ces valeurs stuntméme ordre de grandeur que celles
données dans la littérature pour le couplage CBM{SM.

Quelque soit le systeme utilisé pour I'analysel’eetrait de cerveau de mouton les
seuls composés observés sont Tyr et Trp. Nous guoméaliser leur dosage par la méthode
des ajouts dosés dans les deux méthodes chromgatiagras (appariement d’ions et HILIC).
Les valeurs calculées pour les concentrations dedeax acides aminés dans les deux cas,
sont trés similaires ce qui met en évidence lailfidldes systéemes que nous avons mis au
point.

Pour les deux types de chromatographie nous awbssrvé des effets matrice
opposées sur l'ionisation des solutés en SM: péappariement d’ions c'est de la
suppression de signal, tandis que pour le mode®tést principalement une exaltation du
signal qui est remarquée.

L'effet matrice mis en évidence lors de ces armlysourra étre limité de plusieurs
facons différentes :

- realisation des gammes d’étalonnage dans la métacehe ;

- utilisation de standards internes marqués auxpeststables ;

- purification de I'échantillon par extraction surgse solide avant injection en CPL.
Les deux premieres propositions sont plus difficile mettre en ceuvre : d’'une part, c’est
quasiment impossible d’obtenir des matrices bigjogs blanches (sans les composés
d’intérét) et d’autre part les standards internesqués aux isotopes stables sont, en général,
trés onéreux et pas tous commercialement dispanible

La troisieme proposition semble plus facile a nee#tn ceuvre. Nous allons donc
aborder dans le dernier chapitre de ce mémoirdrdietion sur phase solide, méthode qui a
'avantage de pouvoir aussi bien convenir pour uperification, que pour une
préconcentration des échantillons. Ce qui devraitdaire au final a une amélioration des

conditions de détection.
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CHAPITRE V.
OPTIMISATION D’'UNE METHODE D’EXTRACTION SUR PHASE S OLIDE (SPE)
POUR LES CATECHOLAMINES

|. Introduction

En tenant compte des difficultés que nous avonsordgrées dans le chapitre précédent
vis-a-vis des limites de détection et de I'effettmeca, dans ce chapitre nous nous sommes
intéressées aux méthodes de purification et préerdration des catécholamines par
extraction sur phase solide (SPE) en vue de laalyse dans des échantillons biologiques.

Actuellement on estime que la préparation de I'éthan représente environ 60% du
temps nécessaire pour une analyse par chromatograpfin de réduire ce temps une
optimisation laborieuse est souvent nécessaire.tels@ance actuelle pour les analyses
réalisées en routine est de coupler la SPE av€®lapar des systemes d’analyse « on line »
ce qui permet un gain important de temps gracaudmatisation.

La purification de I'échantillon permet de protégdiune part, les colonnes
chromatographiques et ainsi prolonger leur duréevideet d’autre part, de protéger le
détecteur SM en limitant son encrassement. Deital&s résultats plus fiables et un nombre
plus grand d’analyses entre deux nettoyages sasilpes.

Nous nous sommes d’abord intéressées aux méthoéssnpees dans la littérature se
rapportant a I'analyse des catécholamines, méthodes nous avons résumeées dans la
premiére partie de ce chapitre. Nous avons pu aongu’aucune des méthodes proposées
n'était directement applicable pour la purificatienla pré-concentration de notre mélange
standard non dérivé contenant a la fois des corsps@és et acides.

Dans ce chapitre nous avons essayé de mettre auysa methode simple et rapide
pour I'extraction de toutes les catécholaminesupaseul passage sur cartouche SPE. Dans ce
but nous avons testé plusieurs cartouches SPE camateenent disponibles : des supports
échangeurs d’ions, des supports hydrophile-lipephikes supports greffés C18 et le support
PGC. Ces supports ont été utilisés ensuite poxirdietion des catécholamines d’un extrait de

cerveau dopé.
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II. Etat de I'art sur I'extraction sur phase soliddes catécholamines
[1.1. Principe de I'extraction sur phase solide

L’extraction sur phase solide (SPE) est devenugel'des techniques les plus utilisées
pour la préparation d’échantillon. Le principe deSPE est similaire a celui de I'extraction
liquide-liquide (LLE), mais implique le partage deslutés entre deux phases : une solide et
une liquide [1]. L'extraction solide-liquide d'uncéantillon a pour but d’extraire certains
composes présents dans des échantillons compleaeslaur analyse par CPL, CPG ou EC.
Cette démarche permet de remédier a I'absenceleldigiéé du systeme de séparation entre
les constituants de la matrice et les composés$éddt) ou a la faible sensibilité du détecteur
dans le cas de solutions diluées ou d'un effetiogatEnfin, I'extraction solide-liquide permet
de purifier I'échantillon avant son injection, ete dpréserver ainsi le matériel
chromatographique.

Parmi les avantages de la SPE, les plus imporsantses suivants :
- la consommation plus faible de solvants organiqueesrapport a I'extraction liquide-
liquide ;
- etla grande variété de supports disponibles cowiaiement [2].
En revanche un probléeme clé de la SPE est liéndida au point de protocoles adaptés aux
composes a extraire. Une premiere difficulté gstésentée par le choix du support (nature et

quantités d’adsorbant) le mieux adapté a I'échantil parmi les différents adsorbants

= o,
. O composantes « indésirables »
molécule « 0_AD P de | iri

cible A Q2 =2 e la matrice

disponibles sur le marché.

phase
mobile
h o
phase A R R
stationnaire = [k N
séche L] L] L] L] =] L]
o D P EI- l|:| #
conditionnement dépot lavage élution

Figure V.1. Etapes de la SPE
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Une méthode SPE est composée la plupart du teengséthpes successives illustrées
dans la figure V.1. :

1*" étape :le_conditionnementil correspond au passage d’un solvant appropié p

mouiller la cartouche, suivi par le passage d’uaxgeme solvant de méme composition que
celui dans lequel est dissous I'échantillon a dépo€ette étape a pour but d’assurer la
solvatation des groupements fonctionnalisés du @tpp’éliminer l'air et les impuretés
eventuelles présentes sur la cartouche. Il estme@ndé de ne pas sécher la cartouche avant
I'étape suivante, afin d’assurer une bonne rétardes solutés.

2°™M étape :le_dépdt il correspond a la percolation de I'échantilid@n fonction du
systéme (volume disponible pour échantillon et ¢jtéarm’adsorbant) les volumes déposés
varient de quelques pL a 1 L. La vitesse de passaij€tre suffisamment faible pour assurer
la rétention des solutés. La plupart du temps panciette étape, les solutés sont concentrés
sur l'adsorbant, certains composants de la mapegvent étre retenus, eux aussi, sur le
support, et d'autres passer a travers. On rédliseane purification de I'échantillon.

3°M gtape e lavage il correspond au passage de solvants appropoés giminer
les composants de la matrice qui ont pu étre retesom le support, mais sans affecter la
rétention des solutés. Ces solvants doivent dooa ane faible force d’élution par rapport
aux solutés. Le séchage de la cartouche lors de éetpe peut étre envisagé, spécialement
dans le cas de matrices aqueuses, afin d’élimaseirdces d’eau du support.

4°™® gtape I'élution: elle correspond & I'élution spécifique des salaél’aide d’un
solvant appropri€, tout en évitant I'élution desnpmsants de la matrice qui seraient encore
retenus sur le support. Le volume de solvant dét @timisé de maniere a éluer l'intégralité
de la quantité de soluté retenu sur le support éoutimitant au maximum la dilution. La
vitesse de passage du solvant doit étre ajustémaéere a assurer I'élution efficace des
solutés [1].

La SPE est utilisée pour la purification des édians complexes tels les fluides
biologiques et aussi pour leur concentration, dioéictement par I'élution des solutés dans un
volume de solvant plus petit que le volume d’écitlant déposé initialement, soit par
I’évaporation de la fraction récupérée lorsquedtime d’élution est égal ou plus grand que

celui déposé.
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I1.2. SPE des catécholamines

Nous avons montré dans le premier chapitre de ceainé que les concentrations
physiologiques des catécholamines sont tres faibtegue généralement les limites de
détection en spectrométrie de masse ou en élentrecne sont pas suffisantes pour
permettre l'analyse directe des échantillons biojogs. De plus la complexité de ces
échantillons alourdit I'analyse. Dans ce contextenambre important d’auteurs font appel a
des procédures de purification et de pré-conceotrgar extraction sur phase solide [3-6].

Dans une revue de 2001 sur l'analyse des catéchmdanurinaires, Nikolajesen et
Hansen [7] mettent en évidence le fait qu'’il exiptencipalement trois types de procédure
pour la purification des catécholamines :

- les méthodes qui utilisent la complexation paritiaghénylboronique ;

- celles qui utilisent I'échange d’ions ;

- et celles qui utilisent I'extraction sur alumine.
Le tableau V.1. récapitule les principaux exemplesupports utilisés dans la littérature pour
la SPE des catécholamines, ainsi que les protoaskeciés. Il montre ainsi une évolution des

supports utilisés pour la purification des échdomi contenant des catécholamines.
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Tableau V.1. Résumé des protocoles SPE présentésisida littérature

Echan-

Solutés

Recouvre-

Cartouche| - recherchés Procédure SPE ment (%) Réf
o - C:1mLMeOH ;1mLHO
c L=z D : 1 mL urine (pH 6,5)
S| £22 |L:1mLhO 91-114 | [6]
E : 1 mL de MeOH
DA, A C:1mL MeOH ; 1 mL tampon
NMN, phosphate 0,5 M (pH 7)
2 MN, | D :urine +0,5mL tampon 96-104 | [48
m 5 DHBA, | phosphate 0,5 M (pH 7) 10]
T HMBA, |L:1mLHO
0 NA, 3-MT | E : 1 mL MeOH
ég . C:1mLMeOH;2x1mLHKO
g < &E) 8 D : 400 pL extrait de plasma dans
9 > 0a T |HCIO, 95-103 [11]
e | TS |L:3xImLHO
E : 200 pL MeOH
g - C:1mL MeOH ;1 mL HO
o Z D : 1 mL plasma
é g % L -2 mL KO 96-100 [12]
E : 1 mL MeOH
C : 2x1 mL MeOH, 5x1 mL kO,
ISC?BL;\JT g A, NA, |1 mL tampon phosphate pH 7,4
(cartouche g DA, D : 500 pL plasma, 600ul@+IS| 79-90 [3]
WXC) o DHBA |L :1mLHO+0,1 mL HCIQ
E : 250 uL HCIQ
VMA, | 1* passage sur HLB suivis par
HVA, dérivation avec DPBA et passage
Oasis HLB| & | DOPAC, |surC18
et % | DA, NA, 64-86 [5]
Ci18 = DHBA,
MHPG,
A, DPHG
C:1mLMeOH;1mLHO;0,5
mL DBAE"
NA D : (500 pL plasma+
Oasis © DHP’G metabisulphite de sodium 1,9 &L
HLB,C30,| & | SLga  |*05mLDBAE) 91120 | [13]
MFC18 ‘_g_ DA " | L:1mL (MeOH 20%+ TBA2?
DOPA A | 0:4% + EDTA2Na 5 mg.t+
’ NH4CI-NH4,OH 0,2 M pH 8,5)
E : 500 pL MeOHY/(Acide citrique
10,5 g.L* + EDTA 2Na 20 mg.L})
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Cartouche

Echan-

tillon

Solutés
recherchés

Procédure SPE

Recouvre-
ment (%)

Réf

Oasis HLB
et
IST 101
mixte
mode

urine

SHIAA,
HVA,
VMA,

DOPA et
V'MA

1 mLMeOH ;1 mLHO
: 1 mL urine

: MeOH /H0 5/95

: MeOH

mr Qoo

[14]

urine

DA,
DOPA,
NA, A

C:2mL MeOH ; 2 mL (NHCI-
NH,OH 0,2 M pH 8,5)

D :1,5mL (urine + agent
complexant DPBA)

L1: 2 mL (NH,CI-NH,OH 0,2 M
pH 8,5)

L2: 2 mL MeOH/(NH,CI-NH,OH
0,2 M pH 8,5) 20/80
E:1,5mLCHCOOH 1M

99-104

[15]

C18

urine

DA, A,
NA,

C :5mL MeOH ; 5 mL (NHCI-
NH,OH 0,2 M pH 8,5 + EDTA
0,05%)

D : 5 mL (urine + agent
complexant DBAE?)

L1: 5 mL (NH,CI-NH,OH 0,2 M
pH 8,5)

L2: 15 mL MeOH/(NHCI-
NH,OH 0,2 M pH 8,5) 30/70

E : 2x0,5 mL CHCOOH 6 M

98-107

[16,17]

C18 **

urine

NA, A

D : urine

E: (NaH,PO, 0,1 M +
octylsulphonate de sodium 5mM
azide de sodium+ {P0O,
20%)/MeOH 8/2

+91-100

[18]

ICT lIsolute
(échangeur
des
cations)

Plasma

HMBA,
NMN,
MN

C : 3x5mL MeOH+NH

2,5 mL MeOH + KOH (1g/L)
D : plasma + eau acidifiee
L1 : 6 mL MeOH+CHCOOH
5mL H,O, 5mL phosphate
d’ammonium 10 mM (pH 7.8)
L2: 2x5mL 5mL HO
: 3,5mL vol MeOH+NH

90-105

[19]

Bond elut
SAX

Plasma

HVA

: 5x1 mL MeOH ; 5x1 mL kO
: plasma +HO

1 mL HO; 1 mL MeOH

;1 mL MeOH avec 5% NiDOH

I'I'll_UOITI

97-99

[20]
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Echan-| Solutés . Recouvre- .
Cartouche| - recherchés Procédure SPE ment (%) Réf
o C:1mLMeOH ;1mLHO
ggé D : urine pH 7
. o -+ —> |L:1-2mLHCIO0,AM;1-2mL
Oasis c <™ Z
MCX = << % Mc?OH 75-93 [21]
m® < |E:1, 4 mLMeOH avec 5%
a % < | NH4,OH (dans des vials avec 30pL
CH3COOH glacial
o C:1mLACN;2mLHO
- D : urine pH 7
Oasis 2 S |LL:1mLHO 7499 | [22]
WCX ** ) < = L2: 1 mL ACN/HO 9/1
4 E : ACN/HCOONH, 100 mM
= gradient
C:1mLMeOH ;1 mLHO
Strata X- D : 2mL urine pH 6,5-7
CW (weak “E’ ANA |L:1mLCHCOONH25MMPH | 104100 | g
cation -) 6,5
exchanger) 1 mL MeOH
E : 300pL MeOH +5% HCOOH
HySphere C:ACN; HO
Resin D : urine
GP* 2 ! L : HCOONH, 10mM pH 3 a108 | 124
(polydivi- =) E E : 200uL phase mobile (HCOOH i [24]
nyl 0,2%/ACN gradient)
benzene) 1
HySphere| o < & g : ﬁrci:nl\é' HO, EDTAS gL
Resin = L | E (KH.PQ: 50 mMY (KILP 91-104 | [25]
SH** -} T o ( 2O45m)(HzO4.
50 mM/ MeOH 70/30) en gradient
Une résine Passage sur la résine échangeuse
échangeuse de cations et puis sur la résine
s de 2 NA, A, échangeuse d’anions
cationset| S DA, 54-80 [26]
DHBA
une
d’'anions
, D : (5 mL urine + 400 pL IS + 100
B'g'éiﬁ]xezo . | NAA |ULEDTANaO1gmL +100 uL
. c DA, MN, | metabisulphite de sodium 0,1
echangeuse = 1 69-84 [27]
s des ) MNM, g.mL
cations) DHBA |L:10mLHO
E: 7 mLHCOOH 4M
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Echan-

Solutés

Recouvre-

Cartouche| - recherchés Procédure SPE ment (%) Réf
(500 pL plasma+500 nL IS+ 1 mL
tampon tris 1 M + 50 mg alumine
— agitation pendant 10 min
© Centrifugation et elimination de
= NA surnagent 97-100 [28]
> Lavage de I'alumine avec 5 mL
H>0 - vortex
Désorption : 1 mL HCOOH 1M -
agitation 10 min - centrifugation
(100 pL plasma+25 pL 1S+25 puL
solution aqueouse de
metabisulphite de sodium 10%-+
© 300 pL (tampon TRIS 2 M +
c DA EDTA 5%)+ 30 mg alumine) —
3 DOF;A agitation pendant 10 min 54-68 [29]
[a ¥ Elimination de surnagent
Extraction Lavage de I'alumine avec 4 x 300
a I'alumine uL HO
Désorption : 100 pL HCOOH
2,5% - vortex 10 min
8 20 mg alumine pour 1 mL plasma
< DHPG Procédure similaire aux 56 [30]
o précédentes
A, NA,
g DOPA, m | 30 mg alumine pour 1 mL plasma
& ,0 et
g PTYR, Procédure similaire aux 71-103 [(31]
DA, précédentes
nitroTyr
© NA, DA, |5 mg alumnie pour 0,5 mL plasma
% SHIAA, 52-90 [32]
£ | A,VMA, | Procedure similaire aux
DOPAC, | precedentes
Crown <
ether ) 0 C:3 mL MeOH; 1 mL HO
sorbant = % < D : 1 mL urine 79-95 [33]
(Polymere| = <Z |E:1mLCHCOOH6 M
avec PBA) a
cat- | 2 | N | etapH a7 etetionapHas 9507 (3435
PRA** = DHB’A epot a pH 8,7 et élution a p -9 [34,35]
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Echan-| Solutés . Recouvre- .
Cartouche| - recherchés Procédure SPE ment (%) Réf
C : 15 mL MeOH/NH 1/3; 2 mL
KOH 10g.L* dans MeOH
D : 1mL plasma
éﬁﬁ:ﬁggur 2 | MM |L1:5mL CHCOOH 10 mM
3 : /MeOH 9/1 54-68% | [36]
des 2 MHPEA, L2: 5 mL phosphate d’ammoniun
cations) HMBA '

10 mM
L3: 5 mL HO
E:2mLMeOH+NR

* C= conditionnement ; D = dép6t ; L = lavage s Elution
** SPE on line
'DBAE = ester 2-aminoethyle de I'acide diphénylerbigue
2 TBA = bromure de tetrabutylammonium

3DPBA = acide diphényle bromique

En analysant le tableau V.1. on peut constater lggeextractions sur alumine

correspondent aux protocoles les plus lourds et ramdements d’extraction les moins

satisfaisants. Les méthodes de purification sur deBangeurs d’'ions, résines [25] ou

silices/polyméres greffés [21], ne sont utiliséeg gour la purification des mélanges de

catécholamines qui portent la méme charge. Pounélange contenant des composeés acides

et aminés, comme le noétre, les solutés sont dawtidnnés en deux groupes: cations d’'une

part et anions d'autre part. Une de ces fractiamgient toujours d'autres constituants de la

matrice (en fonction de la nature de I'’échangeiong).

Les méthodes qui utilisent l'acide phenylboronigge;il soit immobilisé sur un

support [34] ou rajouté dans I'échantillon pouris&a une dérivation des solutés [15], ne sont

adaptées que pour les catécholamines ayant deakidios hydroxyle vicinale sur le noyau

aromatique. La figure V.2 montre le mécanisme dmé&ion des complexes entre un diol et

I'acide phenylboronique. Le complexe formé est Istam milieu basique, c’est pourquoi le

dépot et le lavage sont réalisés dans ce cas aapigue. Pour détruire le complexe et éluer

les catécholamines il suffit alors de passer eremadcide.
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Figure V.2. Mécanisme en trois étapes de complexati/décomplexation d’un diol par
I'acide phenylboronique

Cette méthode d’extraction n’est pas adaptée pesircomposés n'ayant qu’un
groupement hydroxyle (Tyr, S et 5HIAA) ou pas duttQTrp) sur le noyau aromatique, ni
pour les métabolites pour lesquels un des groupenferoxyle est methoxylé (HVA, 3-
MT). De ce fait, cette méthode n’est pas adaptéaseexigences d’extraction.

Les mécanismes de rétention des solutés en SREdatiques a ceux mis en ceuvre
en CPL, si on connait le comportement des compssesn support chromatographique on
pourra alors anticiper celui observé sur une calteude méme phase stationnaire. Nous
avons vu dans le chapitre | que la rétention deschalamines sur support C18 n’est possible
gue si les solutés sont dérivés, pour augmentehladrophobie. S’ils ne sont pas dérivés on
ajoute un agent d’appariement d’'ions dans la pmaskile pour augmenter leur rétention.
Pour I'extraction des catécholamines sur suppof @1 fait ainsi appel soit a la dérivation
des solutés avec le DPBA ou le DBAE [5,13,15-17] ad’ajout d’'un agent d’appariement
d’ions (octylsulfonate de sodium) lors du condinement [18]. La dérivation avec le DPBA
présente, en plus des inconvénients habituels d'éaetion de dérivation (voir Chapitre 1),
les inconvenients mentionnés antérieurement vis-ales molécules qui ne peuvent pas étre
complexées par le DPBA. De leur c6té les méthodeappariement d’ions avec des agents
d’appariement d’ions acides assurent la rétentisriascartouche des solutés aminés chargeés
positivement a pH 3 uniquement. Les mélanges cantedes composés acides et des
composés aminés ne peuvent donc pas étre extiraidtanément par un seul passage sur

cartouche C18.
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Une alternative prometteuse est représentée pasupgport hydrophile/lipophile
proposé par la société Waters : OASIS HLB (figur8.) Ce support universel est adapté,
d’apres le fabricant, pour étre utilisable ausenhpour I'extraction des composeés acides, que
pour celle des solutés basiques et neutres. dogstitué d’un copolymere réalisé a partir des
deux monomeres suivants : un hydrophile, Navinylpyrolidone, et un lipophile, le
divinylbenzéne. Sa surface spécifique trés imptetganviron 800 m2) lui confére des
capacités réetentives plus importantes que cellss sug@ports en silice greffees C18. Par
exemple, le facteur de rétention du catéchol ast figis plus important sur support HLB que

sur support C18 [2].

Oasis® HLB
[ &
unité hydrophile—~"<"" J—J -
rétention des unité lipophile
solutés polaires ~_ .~ rétention des solute
hydrophobes

Figure V.3. Structure du support Oasis HLB (documets Waters)

Le tableau V.1 présente quelques exemples d'didraaces catécholamines sur
support Oasis HLB. Deux types de protocoles sossiptes :
- un protocole avec un dépét a pH neutre (6,5-7) [6,8
- et un protocole avec un dépot a pH acide [11].
On peut voir dans les exemples résumés dans keataM.1. que ce support a été utilisé pour
I'extraction des solutés aminés [4,12] aussi biaa pgour celle des solutés acides [11] avec
des rendements d’extraction supérieurs a 90%, jaaiais pour I'extraction simultanée de

ces deux familles de solutés.
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[ll. Optimisation d’'une méthode SPE pour le mélangke 12 catécholamines sélectionné

Pour I'optimisation de la méthode d’extraction dasécholamines nous avons utilisé

différents types de cartouches SPE :

des supports de type hydrophile/lipophile (Oasi8HL

des supports échangeurs de cations:
o fort (Oasis MCX et Bond Elut Plexa PCX) ;
o faible (Oasis WCX) ;

- un support mode mixte contenant un échangeur fortations et un échangeur fort
d’anions (Bond Elut AccuCat) ;

- un support acide boronique (Bond Elut PBA) ;

- des supports en silice greffée C18 (Chromabondef Ripelco C18) ;

des supports carbone graphite poreux (Hyper SEfetdgrb).
Les caractéristiques de ces supports sont présaidés I'’Annexe 8.

Pour l'optimisation des protocoles d’extractionsdeatécholamines les différentes
fractions recueillies ont été analysées par CPL-Dahs ces conditions nous avons eu besoin
de sélectionner une méthode chromatographique paathels que nous avons précédemment
optimisées pour offrir la résolution maximale d&cbmposés. Nous avons utilisé une des
meéthodes chromatographiques optimisées en appanieieons, utilisant la colonne
monolithe Onyx C18 et une phase mobile composédal@H et d’'une solution aqueuse de
NFPA selon le gradient mis au point dans le chapit(page 126).

En partant des informations de la littérature nausns essayé en premier lieu de
mettre au point un protocole pour I'extraction d@scomposés de notre mélange standard de

catécholamines sur cartouche Oasis HLB.

[11.1. Cartouche de type hydrophile/lipophile (Oass HLB)
[11.1.1. Protocole type phase inverse

Nous avons testé d’'abord le protocole proposéledabricant pour une cartouche
Oasis HLB 30 mg de phase. Ce protocole que noossalippeler par la suite Protocole | est
le suivant :

Protocol | Oasis HLB :
- conditionnement2 mL MeOH suivis par 2 mL $D;

- dép6t 1 mL solution standard préparée a 10 pg'rdans HCIQ 0,2 M;
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- lavage 3 mL H0;
- élution: 0,5 mL MeOH.

La fraction récupérée apres I'élution est évap@ré&ec sous flux léger d’azote, puis reprise

avec 0,5 mL de phase mobile et injectée dans lermsgs chromatographique. Dans ces

conditions, sur les 12 solutés du mélange standaas 5 sont retrouvés dans la fraction

d’élution : DOPAC, Trp, HVA, 5HIAA et S. Les autreemposés de notre mélange ne sont
pas retenus sur le support et ils sont retrouviéslans les fractions réecupérées apres le dépot
et/ou apres le lavage.

On remargue que les 5 solutés retenus sur laucdieoHLB sont les plus hydrophobes
(log P > 1) (Annexe 1) et ils ont des charges dhffées, ce qui implique qu’un mécanisme de
rétention de type phase inverse est principalemesgonsable de la rétention de ces solutés
dans ces conditions.

Pour les 5 solutés retenus nous avons réalisétude de répétabilité des rendements
d’extraction, dont les résultats sont présentéss dantableau V.2. Pour DOPAC, HVA,
5HIAA et Trp on peut voir que de tres bons rendesdiextraction (supérieurs a 90%) et des
coefficients de variation (CV) acceptables (la plupgnferieurs a 5%), ont été obtenus. En
revanche pour S le rendement d’extraction est igiéra 75% avec une variabilité plus
importante (CV supérieur & 8%). Ces résultats santoncordance avec ceux présentés dans

la littérature pour des composés et des protocimesaires [11,12].

Tableau V.2. Répétabilité des rendements d’extraan sur cartouche Oasis HLB

Rendement d’extraction (%) Moyenne| Ecart- | CV
Soluté 1 2 3 4 5 6 (%) type (%)
DOPAC| 97,0 | 102,4| 100,9 93,9 950 91B 96,8 3.1 3,9
HVA 96,7 | 103,6  100,9 95,0 954 90, 97,0 4,3 4,3
5HIAA | 91,3 95,2 839 89,0 947 872 90,2 4, 4,4
TRP 90,0 | 100,20 97,9 880 91,8 88) 92,6 4.\ 51
S 68,1 83,6 71,9 81,9 681 73F 74,5 6,p 8,3

Dans le but de retenir un nombre plus importantsdkités présents dans notre

mélange nous avons essayé trois autres protocgfes phase inverse, basés sur un

conditionnement et un dép6t non plus en milieuechis a pH neutre (tableau V.3). Nous

avons choisi, pour tester ces protocoles, la NA mensoluté modéle des composés non
retenus sur la cartouche HLB avec le protocolegutént. Dans ces nouvelles conditions les
résultats restent insatisfaisants, puisque la NEApas pu étre retenue. Un protocole de type

phase inverse ne permet donc pas la rétentiondleatécholamines.

Références bibliographiques : voir pagdl-292 267



Chapitre V.Optimisation d’'une méthode d’extraction sur phasiels (SPE) pour les
catécholamines

Tableau V.3. Protocoles d’extraction sur Oasis HLB

Etapes Protocole I Protocole llI Protocole IV
Oasis HLB Oasis HLB Oasis HLB

Condition- | 2 mL MeOH 2 mL MeOH 2 mL MeOH

nement 2 mL CHsCOONH, 2 mL CHCOONH,; | 2 mL tampon phosphate
05M 05M pH7,05M

Dépbt 1 mL solution NA a | 1 mL solution NA a | 1 mL solution NA a
5 pg.mL* dans 5 pg.mL* dans 5 pg.mL* dans tampon
HCIO, 0,2 M CH3;COONH, 0,5 M | phosphate 0,5 M

Lavage 3 mL HO 3 mL HO 3 mL HO

Elution 1 mL MeOH 1 mL MeOH 1 mL MeOH

[11.1.2. Protocole type appariement d’'ions

Dans le deuxiéme chapitre de ce mémoire nous antmmdré que la rétention des
amines est augmentée, sur les deux types de ssppstés (silice greffée C18 et PGC),
guand on rajoute des agents d’appariement d’igipe (&cide carboxylique perfluoré) dans la
phase mobile. Dans cette optique, nous avons esda@gmenter la rétention des
catécholamines sur la cartouche HLB par ajout cigent d’appariement d’ions dans le
solvant de conditionnement de la cartouche. LesnebBahydrocarbonées présentes sur le
support (figure V.3.) pourront alors assurer laafian des chaines fluoro-carbonées des
agents d’'appariement d’ions perfluorés (Protocqle V
Protocole V Oasis HLB :

- conditionnement :2 mL MeOH suivis par 5 mL de solution aqueuse idac
perfluoré a 1% ;

- dépot: 1 mL solution standard préparée a 10 pgrdans HCIQ0,2 M ;

- lavage :3 mL H,O ;

- élution: 1 mL MeOH.

Les acides perfluorés que nous avons utilisés EoiiFPA, le TDFHA et le PDFOA.
Malheureusement la présence d’aucun de ces agémppadement d’ions n'a permis
d’augmenter significativement les interactions alesupport des sept solutés non retenus
dans les conditions précédentes. Les solutés rnigpasmieux retenus qu’avec les protocoles

antérieurs.
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[11.1.3. Bilan sur les méthodes d’extraction sur spport de type hydrophile/lipophile

Sur la cartouche Oasis HLB nous avons réussirfieibn des 5 solutés les moins
polaires: S, HVA, DOPAC, Trp et 5HIAA par un protde simple qui n’implique que
I'utilisation de MeOH et d’eau. Les rendements tfagtion obtenus pour ces 5 solutés sont
pour la plupart supérieurs a 90 %. Aucune autrécbaiamine de notre mélange n’a pu étre
retenue sur la cartouche HLB par aucun des autoégqoles testés.

En conséquence cette cartouche ne peut pas diséaipour I'extraction simultanée
de toutes les catécholamines de notre mélange.pBliera cependant, étre utilisée si les
solutés d'intérét sont les 5 composés retenus aomibinaison avec une autre cartouche qui

sera capable d’assurer la rétention des solutésatenus sur support Oasis HLB.

[1l.2. Cartouche de type échangeur de cations

Deux échangeurs forts de cations porteurs de groapts S@ ont été testés, un
échangeur faible de cations type acide carboxyleua échangeur mode mixte (cations et

anions).

[11.2.1. Echangeurs forts de cations
[11.2.1.1. Cartouche Oasis MCX

La cartouche Oasis MCX (Waters) est constituéendme squelette que celui de la
cartouche Oasis HLB avec en plus des groupemeiiisnates greffés (figure V.4). Sa
capacité d’échange d'ions est donnée égale a 1gtece qui lui offre un caractére mode
mixte échangeur fort de cations et phase inver&prBs le fabricant, ce support est adapté
pour I'extraction des composés basiques, aussi duenpour celle des composés acides et
neutres. Toutefois, deux protocoles différents tlamtion sont proposés: un pour les solutés
basiques et un autre pour les solutés neutresdetsac

unité lipophile echangeur fort
rétention des solu/ des cation:
hydrophobes
Figure V.4. Structure du support Oasis MCX (documehWaters)
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Nos premiers essais ont été effectués a partir pfatocole d’extraction basé sur celui
proposé par le fabricant pour I'extraction des wdubasiques sur une cartouche contenant
200 mg de phase :

Protocole | Oasis MCX :
- conditionnement 6 mL MeOH,;

6 mL HCOONH a 5% dans le MeOH;

6 mL HO;
- dép6t: 3 mL solution standard préparée a 10 pg'rdans HCIQ 0,2 M;
- lavage: 3 mL solution aqueuse de HCIO,1 M;

3 mL MeOH ;

- eélution: 3 mL HCOONH a 5% dans le MeOH.
La fraction récupérée apres I'élution est évaparsgec sous flux léger d’azote. Nous avons pu
constater qu’une quantité importante de sel net gas évaporée mais a cristallisé sur les
parois du flacon d’évaporation. Le résidu récummes I'évaporation est repris avec 0,5 mL
de solution aqueuse de NFPA 1,25 mM, puis analgsé tk systéme chromatographique. La
présence d’'une quantité importante de sel dansllgi@n reconstituée apres I'évaporation a
comme effet une modification des temps de réterdies solutés. Ainsi pour la DA (soluté
choisi comme modeéle représentant les composés anti@énotre mélange) nous avons
enregistré une difféerence de 1,5 min entre son sedgprétention comme standard préparé
directement dans une solution aqueuse de NFPAMME7,72 min) et celui de sa solution
reconstituée dans une solution agueuse de NFPAmMMmpres élution sur la cartouche et
évaporation a sec (6,17 min).

Les résultats d’analyse mettent en évidence quamdement d’extraction modeste
(seulement 60%) est obtenu pour I'extraction d’'sokition standard de DA préparée a une
concentration de 10 pg.ritlet pour laquelle le rendement est calculé en nag@pol’aire du
pic chromatographique obtenue pour la solution nstituée a l'aire du pic obtenu pour la
solution standard avant le dép6t. En revanchessidéculs de rendement sont faits par rapport
a une solution de DA préparée dans une solutiohanétique de HCOONHa 5%, et ayant
subi une étape d’évaporation puis une reconstitutians 0,5 mL de NFPA, de meilleurs
rendements d’extraction sont obtenus (supériel@s%). En tenant compte de ces résultats
nous avons conclu qu'une perte importante des é&oldvait lieu pendant I'étape
d’évaporation. Par conséquent, pour la suite deenétude en échange d’ions, tous les
rendements d’extraction ont été calculés par rdppox solutions standards évaporées et

reconstituées.
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Nous avons testeé l'influence sur les rendementstidietion de 3 concentrations en sel

(1, 2,5 et 5 %) dans le solvant d’élution. Commepent le voir dans la figure V.5. il n'y a
pas de différences significatives entre les rendésnd’extraction obtenus, on peut donc
réduire la concentration en sel dans le solvanutid a une valeur minimale de 1%. Le
protocole 1l que nous avons utilisé par la suiterdgales trois premieres étapes
(conditionnement, dépot et lavage) identiques @adatent, un seul changement intervient au
niveau de la derniére étape, I'élution est réaleséec 3 mL d’'une solution méthanolique de
HCOONH; a 1 %.
Protocole Il Oasis MCX :
- conditionnement 6 mL MeOH,;

6 mL HCOONH a 5% dans le MeOH;

6 mL HO;
- dépot: 3 mL solution standard préparée & 10 pg'rdans HCIQ 0,2 M;
- lavage: 3 mL solution aqueuse de HCIO,1 M;

3 mL MeOH ;

- élution: 3 ML HCOONH a 1 % dans le MeOH.

108,4
110 4 102,5

100 ~

99

90 ~
80 +
70
60 -
50

Rendemnet d'extraction

5% 2,50% 1%

Concentration en sel

Figure V.5. Evolution du rendement d’extraction enfonction de la concentration en
HCOONH, dans le solvant d’élution

Ce nouveau protocole a été utilisé pour I'extactie DOPA et DOPAC, sélectionnés
comme solutés modele pour représenter respectitdegacides aminés (DOPA, Trp, Tyr)
et les composés acides (DOPAC, HVA et 5HIAA) daeobélange. Nos résultats montrent
gue ce protocole convient pour I'extraction de DQRAlisque nous obtenons un bon
rendement d’extraction (97%). Par contre I'extattde DOPAC pose des problémes, ce

composé négativement chargé est bien retenu suipf@rt mais récupéré dans la fraction de
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lavage au MeOH. En fait ce composé ne serait retereupar les parties hydrophobes du
support par un mécanisme de rétention de type phasese semblable a celui observé sur la
cartouche Oasis HLB (méme polymere a la base pegideux cartouches), ainsi le MeOH
utilisé comme solvant de lavage provoque commedasgartouche Oasis HLB I'élution du
DOPAC.

En tenant compte de ces résultats nous avonsnélinke notre mélange les trois
composeés acides, et réalisé I'extraction d’'un ng#astandard de 9 composés (NA, A,
DOPA, DHBA, Tyr, DA, Trp, 3-MT et S) potentiellemeretenus sur le support Oasis MCX.
La figure V.6. montre le chromatogramme obtenu gdauwolution récupérée aprés I'élution
en SPE (courbe verte) et pour comparaison les ditogrammes de deux mélanges standard
des 9 solutés préparés soit directement dans ungosoaqueuse de NFPA (courbe noire),
soit dans une solution méthanolique de HCOQNH1% évaporé puis repris avec une
solution de NFPA (courbe rose).

Comme on peut le voir sur la figure V.6. la prégede sel dans I'échantillon injecté a
comme effet une diminution des temps de rétentaur fes 5 solutés élués en premier, et une
perte de symétrie pour ces pics chromatographigeeesjui rend difficile les calculs de
rendement d’extraction (problémes d’intégration ges) pour ces composés. En revanche,
pour les 4 composés élués en dernier (DA, S, 3-MTIre) on observe une parfaite
superposition des pics chromatographiques quel spie le mode de préparation. Les

intégrations de pics pourront étre réalisées daadnnes conditions.
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Figure V.6. Analyse d'un meélange de 9 catécholamisepréparé de trois facons
différentes: mélange standard préparé dans le NFPAnélange standard préparé avec
ajout de sel et solution récupérée apres I'élutioan SPE

Colonne : Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm). Phase mobuieOH/NFPA 1,2 mM pH 2,9 en
gradient d’élution : 5% de MeOH de 0 a 5 min, d&Z0% MeOH de 5 a 8 min, de 20 a 40%
MeOH de 8 a 12 min, et en 0,1 min retour aux caonktinitiales pour le reéquilibrage de la
colonne. Débit : 1 mL.mih Détection : UV.

1. NA, 2. DOPA, 3. A, 4. DHBA, 5. Tyr, 6. DA, 7. 8, 3-MT, 9. Trp

Le systeme chromatographique utilisé étant celacdequel nous avons obtenu les
meilleurs résultats en couplage CPL-SM, la méthddatraction optimisée doit donc étre
compatible avec ces conditions chromatographig&es.conséquence afin d’adapter nos
conditions d’extraction, nous avons testé l'infloersur la rétention et la symétrie de pics des
différents sels volatils (acétate, formiate et eamhte d’ammonium) et solubles dans le
MeOH. Les résultats sont reportés dans la figuie V.
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Figure V.7. Influence de la nature du sel présentahs le solvant d’injection sur la
rétention et la symetrie des pics des catécholamme

Colonne : Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm). Phase mobildeOH/NFPA 1,2 mM pH 2,9 en
gradient d’élution : 5% de MeOH de 0 a 5 min, d& 2% MeOH de 5 a 8 min, de 20 a 40%
MeOH de 8 a 12 min, et en 0,1 min retour aux caomst initiales pour le reéquilibrage de la
colonne. Débit : 1 mL.mih Détection : UV.

1. NA, 2. DOPA, 3. A, 4. DHBA, 5. Tyr, 6. DA, 7. 8, 3-MT, 9. Trp

On peut observer que des profils chromatograpbicimilaires sont obtenus en
présence de formiate et d’acétate d’ammonium, cefilpétant différents, par ailleurs, de
ceux obtenus pour la solution injectée sans selrfeonoire). Des résultats semblables sont
obtenus en présence de carbamate d’ammonium, meads ume détérioration encore plus
marquée pour les pics des composés €lués en preNveis avons aussi remarqué en
présence de formiate de triéthylammonium une dégiadimportante de la symétrie des pics
et des rétentions des solutés, a I'exception deétatonine. On peut donc conclure que le
remplacement de l'acétate d’ammonium par un au@e sels testés n’entrainera pas
d’améliorations des conditions de séparation.
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111.2.1.2. Cartouche Bond Elut Plexa PCX

Nous avons aussi testé un autre support échafgyéde cations le support Bond Elut
Plexa PCX commercialisé par Varian. Le support aesistitué d’'un polyméere avec une
couche externe hydroxylée, ce qui permet I'accutiariade I'eau a la surface du polymeére,
permettant un bon transfert des solutés vers leecdn polymeére.

Nous avons utilisé le méme protocole que sur ttogahe Oasis MCX en réduisant
seulement les volumes de solvant puisque la qeaiditphase (60 mg) était plus faible pour
la cartouche Bond Elut Plexa PCX dont nous dispssio
Protocole Bond Elut Plexa PCX :

- conditionnement3 mL MeOH ;
3 mL HCOONH a 2,5% dans le MeOH,;
3 mLHO;
- dépot 1,5 mL solution standard prépare a10 pg'miec HCIQ 0,2 M;
- lavage 1,5 mL solution aqueuse de HGIQ®,1 M;
1,5 mL MeOH ;
- élution: 1,5 mL HCOONH a 2,5% dans le MeOH.
Dans ces conditions nous avons mis en évidencdegudeux cartouches (Oasis MCX et
Plexa PCX) donnaient des résultats similaires wgsale la rétention des catécholamines et
des rendements de leur extraction. Aucune améboratans les performances d’extraction

n’'est observée.

[11.2.2. Echangeurs faibles des cations

Lors de I'étude des supports échangeurs forts tilensanous avons constaté qu’il était
nécessaire d'utiliser des quantités importantesete pour éluer nos composés. Ces quantités
n'arrivent pas a s’'évaporer et se retrouvent canées dans I'échantillon injecté. Pour
minimiser la proportion de sel nécessaire pouutiéh nous avons voulu tester un échangeur
faible de cations offrant la possibilité de modier le pH de la phase mobile le nombre de
sites actifs sur le support. Dans la gamme Oas&el propose aussi une cartouche avec un
support échangeur faible des cations, pour ce stipjgst un groupement acide carboxylique

qui est greffé sur le méme support polymériqueu(igv.8).
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\échangeur faibl

unité lipophile des cation:

rétention des solut
hydrophobes

Figure V.8. Structure du support Oasis WCX (documehWaters)

Le protocole que nous avons appliqué pour I'eximacti’'un mélange standard de Trp, NA,
DOPA et HVA sur la cartouche WCX (30 mg de phast¢)essuivant :
Protocole Oasis WCX :
- conditionnementi mL MeOH ;

2 mL HCOOH a 2 % dans le MeOH ;

2 mL HCOONH5 % ;

ImL HO ;
- dépot 1 mL solution standard préparée a 10 pg-rdans HCIQ 0,2 M ;
- lavage 1 mL HCOONH, 5 %;
- eélution: 1 mL MeOH ;

1 mL HCOOH a 2% dans le MeOH.
Dans ces conditions sur les quatre solutés tedédss ne sont pas retenus du tout (NA et
DOPA) et se retrouvent dans la fraction récupéreelépdt et deux (HVA et Trp) ont été
récupérés lors de I'élution avec le MeOH avec @ex tde recouvrement de 80% et 103%
respectivement. La rétention de HVA et Trp sur éatauche est donc plutbt le résultat
d’interactions lipophiles avec le polymere, commeslle cas de I'échangeur MCX.
Nous avons aussi testé le méme protocole maisdesedépdts a pH plus élevé (pH 5

et 6). Non seulement NA et DOPA ne sont toujours ngéenus mais encore les rendements
d’extraction de HVA et Trp ont sensiblement dimin@&tte approche échangeur de cations

faible a donc été définitivement abandonnée.
[11.2.3. Cartouche mode mixte échangeur d’anions ede cations (Bond Elut AccuCAT)
Nous avons vu que les supports échangeurs fortsatlens testés offrent de la

rétention pour les composés ayant un groupememteaptbtoné dans leur structure (DOPA,
DA, S, DHBA, NA, A, Tyr, Trp et 3-MT), mais une #gition insuffisante pour les trois
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acides de notre mélange (DOPAC, HVA et 5HIAA). Daes conditions nous avons testé la
cartouche Bond Elut AccuCAT (Varian), support desiavec un greffage mixte échangeur
de cations (acide benzene sulfonique) et échardjanions (amine quaternaire). Ce support
est présenté par le fabricant comme efficace pextraction des composeés acides, neutres et
basiques, cependant avec des étapes de lavagélaiod’ différentes selon la charge du
soluté.
En se basant sur des protocoles proposeés pdrledat et par Lendeset al [36] pour

les composés basiques, nous avons réalisé I'extnadiun mélange standard contenant le 3-
MT, composé aminé, et le HVA, composé acide, seraartouche AccuCAT avec 200 mg de
phase, selon le protocole suivant :
Protocole | AccuCAT
- conditionnement5 mL HCOONH a 2,5% dans le MeOH;

2 mL NaOH a 1% dans le MeOH;

2 mLHO ;
- dép6t 1 mL solution standard préparée & 10 pg'rdans HCIQ 0,2 M;
- lavage 5 mL solution aqueuse de GEOONH,; 10 mM et MeOH (9/1 v/v);

5 mL solution aqueuse de (WsPO; 10 mM pH 6;
5 mL HO;
- eélution: 2 mL HCOONH a 2,5% dans le MeOH.
L’analyse CPL des différentes fractions récupéeeemontré que le HVA n’est pas retenu par
la cartouche dans ces conditions (récupérationizean du lavage), mais que le 3-MT est
bien retenu et qu'il est récupéré avec un renderdernt02% apres I'étape d’élution. Nous
avons ainsi veérifié que les composeés acides negmenivpas étre retenus dans des conditions
de protocole favorables a la rétention des compais@ses.
Nous avons alors évalué si une rétention des coéspa®inés pouvait étre envisagee

en appliquant un protocole adapté a I'extraction stgutés acides :
Protocole Il AccuCAT
- conditionnement9 mL solution aqueuse de NaHCOO 100 mM, pH 6;

4 mL MeOH,;

4 mL HO;
- dépdt 1 mL solution standard préparée a 10 pg-rdans HCIQ 0,2 M;
- lavage 4 mL acétone;
- eélution: 4 mL HCOOH a 200 mM dans le MeOH.
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Dans ces nouvelles conditions, malheureusementéiantion simultanée des solutés acides

et basigues n’a pas pu étre mise en évidence.

[11.2.4. Bilan sur I'extraction sur support échangeur d’ions

Dans ce paragraphe nous avons pu voir que sesliport polymérique échangeur
fort de cations permet la rétention par échangend’ide toutes les catécholamines ayant dans
leur structure un groupement amine protonable. dasposés acides de notre mélange ne
sont retenus sur ce support que par des interactipaophiles, puisqu’ils sont élués de la
cartouche lors de I'étape de lavage au MeOH. Ndagons donc pas réussi a trouver un
protocole unique permettant I'extraction simultaés composés aminés et acides de notre
mélange de 12 catécholamines sur support échadijens.

Par ailleurs, un probléme important dans I'extoactsur support échangeur fort de
cations est lié aux quantités importantes de sétegsaires pour I'élution des composés
aminés, quantités qui n'arrivent pas a s’évaporerse retrouvent concentrées dans
I’échantillon reconstitué et injecté entrainant déformations des pics et une quantification
difficile dans le systeme chromatographique. Nowsisn sommes donc orientées vers
I'utilisation d’autres types de supports.

[11.3. Cartouche de type C18

Dans le chapitre Il nous avons vu que les catéchioles étaient retenues et séparées
sur support C18 seulement en présence d’agentpatiament d’ions. Comme nous l'avons
mentionné précédemment les mécanismes de rétamiSIPE sont trés similaires a ceux de la
CPL, nous avons donc testé les capacités d'exdractes cartouches C18 en ajoutant du
NFPA comme agent d’appariement d’ions lors des énpmres étapes (conditionnement,
dépot et lavage) pour favoriser la rétention desudstés sur ce support de type C18.

Le protocole suivant a été testé sur une cartouetmplie d’'un polymere greffé C18
(100 mg de phase) pour I'extraction d’'un mélangeaard de 8 catécholamines (A, NA,
DHBA, DOPA, DA, Tyr, Trp et S) qui détiennent urogpement fonctionnel aminé capable
de former la paire d’'ions avec l'acide perfluorgéien qu’il détienne un groupement amine
primaire dans sa structure, le 3-MT ne fait pasipale ce mélange car ce composé coélue

avec la S en CPL (pas de quantification possibleg¥én
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Protocole C18 en appariement d’ions :
- conditionnement6 mL MeOH ;
8 mL solution aqueuse NFPA 10 mM;
- dép6t 1 mL solution standard préparée & 10 pg'rdans HCIQ0,2 M et NFPA 5 mM:;
- lavage 4 mL solution aqueuse de NFPA 1,25 mM;
- élution: 0,5 mL TFA 0,1% dans MeOH.

Ce protocole ne nous a pas permis de reteniastartouche 4 solutés (NA, A, DHBA
et DOPA) récupérés dans le déepbét et le lavage.dnastités importantes de DA et Tyr ont
aussi été perdues lors de I'étape de lavage. Eancke S et Trp sont extraits avec des
rendements satisfaisants (supérieurs a 85%).

Cette approche d’'une rétention sur support C18 trenation de paire d’'ions ne s’est
pas aveérée satisfaisante puisque seules deux cktéthes peuvent étre retenues, nous nous
sommes donc orientées vers le support PGC quilestrétentif que le support C18 en CPL
[37].

[11.4. Cartouche de type PGC
[11.4.1. Optimisation d’un protocole SPE en apparianent d’ions

Rinneet al [38] ont déja testé pour I'extraction de NA, DA,et S une précolonne
capillaire en PGC sur un systeme SPE-CPL en liBoer le dépbt sur la précolonne, ils ont
utilisé une phase mobile aqueuse contenant 0,1%idd'gpentafluoropropionique (PFPA)
comme agent d’appariement d’ions.

En se basant sur les résultats que nous avonsiusbten chromatographie
d’appariement d’'ions sur support PGC et sur ceuRimeet al [38], nous avons testé le
protocole suivant pour une cartouche PGC avec 28enghase pour un mélange standard de
Trp, DHBA et 5HIAA. Ces solutés sont choisis comreprésentants des trois classes des
composes de notre mélange : les acides aminémiegs et les acides, respectivement.
Protocole | PGC :

- conditionnement3 mL MeOH,;
4 mL solution aqueuse NFPA 20 mM;
- dép6t 1 mL solution standard préparée & 10 pgtrdans HCIQ 0,2 M;
- lavage 4 mL H0;
- élution: 0,5 mL TFA 5% dans MeOH;
0,5 mL TFA 5% dans ACN.
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Si la rétention et I'élution de Trp, dans ces ctinds, ne posent pas de problémes en ce qui
concerne le DHBA une partie importante est perdus tlu dép6t et seulement une petite
partie est récupérée lors de I'élution. De plusne® nous l'avions déja observé en CPL,
I'élution de 5HIAA du support PGC n’est pas possiélicause de sa structure plane associée a
son caractere anionique. Dans le site de notreegtacbHIAA ne sera plus introduit dans le
mélange déposé, du fait de sa trop grande rétemtiosi que les deux autres composés acides
(HVA et DOPAC).

Nous avons ensuite modifié le conditionnement deddouche en augmentant la
concentration de la solution de NFPA de 20 mM arhd0. Avec ce nouveau protocole nous
avons essayé l'extraction d’un mélange de 6 soluB#4BA, Tyr, DA, 3-MT, NA et A. De
nouveau une partie des composeés n’'est pas bignuesseir la cartouche : DHBA, NA, DA et
une quantité importante de A est récupérée dafraddon de lavage. L’augmentation de la
concentration de I'agent d’appariement d’ions, uement lors du conditionnement, n'ayant
pas amélioré la rétention des solutés test noussagealué I'effet des agents d’appariement
avec une chaine carbonée plus longue (TDFHA et PO)F@®ais sans succes. Nous avons
donc conservé le NFPA pour nos essais ultérieurs.

Pour favoriser la formation de la paire d’'ionsrenhos solutés et I'acide perfluoré
nous avons, d'une part, ajouté l'agent d’apparigntéions directement dans la solution
déposée sur la cartouche (solution de dépdt) eyt part, remplace le lavage a l'eau
(Protocole | PG par un lavage avec une solution aqueuse de N&f#A\de garder un pH
acide durant I'extraction. Le nouveau protocole goes avons appliqué au mélange des 6
composeés sélectionnés est le suivant:

Protocole Il PGC
- conditionnement3 mL MeOH;

5 mL solution aqueuse NFPA 1,25 mM,;
- dépdt 1 mL solution standard préparée a 10 pgtndans HCIQ 0,2 M/NFPA 1,25 mM
(50/50 viv);
- lavage 2 mL solution aqueuse NFPA 1,25 mM;
- élution: 2 x 0,5 mL TFA 0,1% dans MeOH.
Dans ces conditions la rétention des 6 compos#s @éenue, sans perte au niveau des étapes
de dépbt et de lavage. Nous avons pu observer qusdia deuxiéme élution (0,5 mL TFA
0,1% dans MeOH) n’était pas nécessaire, étant dgoi@icun pic n’était détecté dans ce
deuxieme volume d’élution. A I'exception de la NAgur tous les autres composés les

rendements de récupération excedent 60%. La favmate paire d’ions entre le soluté et
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T'agent d'appariement d’ions avant le dépét susupport est donc indispensable pour obtenir
de la rétention.

Afin d’améliorer les rendements d’extraction noasons étudié l'influence de la
concentration en NFPA aussi bien dans la solutidisée pour le conditionnement de la
cartouche que dans la solution de dép6t. La fiyu@e récapitule les résultats obtenus.

Pour l'influence de la concentration de NFPA dinsolution de dépdt, nous avons
gardé constante la concentration de NFPA dans liati@o de conditionnement de la
cartouche (1,25 mM). Les rendements d’extractiomibdent trés peu affectés par
'augmentation de la concentration de NFPA (ent&5 kt 50 mM) dans la solution de dépbt
(figure V.9.a). L'essentiel est donc la présencel’dgent d’appariement d’ions dans le
solvant de dép6t pour que la paire d’'ions aveacéscholamines se forme. Toutefois nous
pouvons constater que le rendement maximal esholateec 5 ou 10 mM de NFPA (selon le
composeé). Au-dela, une perte de rendement est geaouobservée pour tous les solutés.
Nous avons donc retenu pour la suite de notreitrama concentration de 5 mM en NFPA
dans la solution de dépot.

La figure V.9.b met en évidence linfluence de lancentration de NFPA dans la
solution de conditionnement. Méme en I'absence BEA la rétention des catécholamines
est suffisante, ce qui prouve que la paire d’iostseajoritairement formée dans la phase
mobile au moment du dépot, avant de s’adsorbefasphase stationnaire. A I'exception de
NA, pour tous les autres composés les meilleurderents d’extraction sont obtenus avec

une concentration de10 mM de NFPA dans la sold®nonditionnement.
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Figure V.9. Influence de la concentration de NFPALs les rendements d’extraction
a. concentration de NFPA dans la solution de dépot
b. concentration de NFPA dans la solution de conddnnement de la cartouche

En conclusion de ces études, les conditions optsngiie nous avons retenues pour le
protocole sont les suivantes (cartouche PGC, 28emghase):
Protocole Il PGC :

- conditionnement3 mL MeOH;
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5 mL solution aqueuse NFPA 10 mM;
- dép6t 1 mL solution standard préparée & 10 pg'nans HCIQ 0,2 M/INFPA 5 mM
(50/50 viv);
- lavage 2 mL solution aqueuse NFPA 1,25 mM;
- élution: 0,5 mL TFA 0,1% dans MeOH.

Dans les conditions de ce nouveau protocole de temEements d’extraction (excédant 60%)
sont obtenus pour la majorité des solutés. Pourl®&Aendement reste inferiéur a 50%.
L'utilisation d’'une cartouche PGC contenant 50 negpthase au lieu de 25 mg conduit & une
amélioration du rendement d’extraction pour NA @lains ces conditions, dépasse 80%.
Nous avons réalisé une étude de répétabilité detenmeents d’extraction pour les 7
solutés suivants : A, NA, DA, DHBA, Trp, Tyr et &es résultats sont présentés dans le
tableau V.4. Pour NA, DA, DHBA, Tyr et Trp on pewbir que de trées bons rendements
d’extraction (supérieurs a 90%) et des coefficietgsvariation (CV) acceptables (la plupart
inferieurs a 5%), ont été obtenus. Par contre paus et A des rendements d’extraction

inferieurs a 80% sont observeés avec une varialplits importante (CV supérieur 7%).

Tableau V.4. Répétabilité des rendements d’extraain sur support PGC

Produit Rendement d'extraction Moyenng Ecartype| CV
1 2 3 4

A 64,00 60,2 77,6/ 86,1 72,0 10,4 14,5
DA 96,5 88,5 97,5 99,8 95,6 4,3 4,5
NA 97,00 919 97,3 964 95,7 2,2 2,3
TYR 102,4 96,4 106,00 92,9 99,4 51 51
TRP 100, 93,1 100,7 98,8 98,3 3,1 3,1
S 76, 87,6 75,6 70,7 77,6 6,2 7,9
DHBA 102,3] 98,3 103,8 102,6 101,7 2,1 2,1

* les rendements d’extraction ont été calculés iagaport aux aires des pics obtenus lors de I'analys
CPL-UV de la solution déposée sur la cartouche

111.4.2. Bilan sur I'extraction sur PGC

La cartouche PGC utilisée dans des conditions pdlapment d’ions offre une
rétention pour les composés ayant un groupemenmieadans leur structure. Ce systéme ne
convient pas pour I'extraction des composés acichsils ne peuvent pas étre €lués dans ces
conditions.

Ce systeme de préparation d’échantillon, mémen&t pas adapté a I'ensemble de
nos 12 catécholamines, est complémentaire du sgst@ms au point sur la cartouche
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polymérique hydrophile-lipophile Oasis HLB pourAteaction des composés acides. Une
combinaison de ces deux systémes pourra assugatdon de tous les solutés sélectionnés.

IV. Application des 2 protocoles SPE optimisés anlalyse d’'un échantillon biologique

(extrait de cerveau de mouton)

Pour I'analyse d’échantillons biologiques nous avogtenu les deux supports (Oasis
HLB et PGC) qui ensemble devraient assurer I'extsacde tous les solutés du mélange
standard.

A I'appui des protocoles différents d’extractiour $es deux cartouches et en vue de
leur couplage, il apparait évident de placer emee la cartouche HLB, car cette cartouche
assure la rétention des composeés acides que lanve pas a éluer de la cartouche PGC et
ne nécessite pas de conditionnement particulier.

Nous avons réalisé d’abord séparément sur les darruches, des extractions de
catécholamines dans des échantillons d’extrait digp€éerveau de mouton afin de vérifier
d’'une part l'influence de la présence de la matsigeles rendements d’extraction et d’autre
part I'efficacité de la SPE pour éliminer les catosints « indésirables » de la matrice. Puis
nous avons ensuite réalisé la préparation d’édlmangn couplant les 2 cartouches.

IV.1. SPE de l'extrait du cerveau du mouton sur suport Oasis HLB

Dans un premier temps nous avons réalisé la SBk ektrait de cerveau non dopé
pour veérifier si les constituants de la matricereaitque les catécholamines sont éliminés
avant I'étape d’élution.

L’extraction a été réalisée selon le Protocoleaki® HLB (page 266). Les fractions
récupérées apres chaque étape de la SPE ont Bigeaseen HPLC-UV a 2 longueurs d’onde
(1) différentes : 280 nm\fax des catécholamines) et 254 ninnfoins specifique). La figure
V.10. présente les chromatogrammes (enregistr&&0am) des différents fractions de la

SPE.
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Figure V.10. Analyses des différentes fractions cogspondant aux étapes de la SPE d’'un
extrait de cerveau sur support Oasis HLB

Colonne : Onyx (L x @ = 100 x 4,6 mm). Phase mobuieOH/NFPA 1,2 mM pH 2,9 en
gradient d’élution : 5% de MeOH de 0 a 5 min, d&Z0% MeOH de 5 a 8 min, de 20 a 40%
MeOH de 8 a 12 min, et en 0,1 min retour aux caonktinitiales pour le rééquilibrage de la
colonne. Débit : 1 mL.mih Détection : UV & 280 nm.

Sur le chromatogramme de la matrice non-extrarseét bleue) on peut voir qu’une
partie importante des constituants de la matritélase entre 1 et 4 min. La quasi-totalité des
ces composeés est éliminée lors des étapes de eegétlavage démontrant ainsi l'efficacité
de notre systéme SPE en ce qui concerne la puigicale I'échantillon. Dans la fraction
obtenue lors de I'élution principalement un picGg61lmin est apparu, son temps de rétention
correspond au temps de rétention du 5HIAA, maisté&anné que l'intensité de ce pic a 254
nm (donnée non présentée) est deux fois plus igp@tgu’a 280 nm, il ne s’agit pas d’'une
catécholamine, mais d’'un autre constituant de l&riogaretenu par la cartouche dans les
conditions d’extraction de nos solutés.

Nous avons procédé ensuite a I'extraction d’'un étilhan d’extrait de cerveau dopé a
10 ug.mL* avec DOPAC, 5HIAA, HVA, TRP et S. Le tableau V.®mire les résultats que
nous avons obtenus en termes de rendements dixtrdes catécholamines pour une méme

solution déposée sur deux cartouches en parallele.
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Tableau V.5. Rendements d’extraction de la matricdopée sur support Oasis HLB
RendementRendement
Produit Série 1 Série 2 | Moyenne Ecartype CVv
(%) (%)
DOPAC 94,8 94,1 94,4 0,4 04
HVA 94,1 91,8 92,9 1,1 1,2
5HIAA 105,9 104,7 105,3 0,6] 0,5
TRP 84,6 81,1 82,9 18] 2.2
S 63,7 59,5 61,6 2,1 34

* les rendements d’extraction ont été calculés i@gaport aux aires des pics obtenus pour l'injection
d’'une solution standard préparée dans le NFPA In#8 a la méme concentration que la matrice
dopée déposée sur la cartouche

On peut voir que les rendements d’extraction de RORBt HVA sont trés proches de
ceux obtenus pour I'extraction d'un mélange statd@r %) (Tableau V.2). Pour SHIAA un
rendement supérieur a celui obtenu pour le mélatayelard est tres probablement causé par
le pic parasite qui est élué au méme temps detid@terLa présence de la matrice n'a pas
d’effet négatif sur la rétention attendue des cas@paacides du mélange. Pour S et Trp des
rendements inférieurs d’au moins 10% par rappadux observés en mélange standard sont
observés, ce qui traduit une perte de ces molépaledant la SPE, probablement entrainées
par des constituants de la matrice éliminés deattoache au moment du dépoét et/ou du
lavage. Ce phénomene n’'est pas dommageable daneslare ou ces deux composés sont

retenus aussi sur la cartouche PGC.

IV.2. SPE d’'un extrait de cerveau de mouton sur syport PGC

Comme sur cartouche Oasis HLB, nous avons d’abéalisé I'extraction de la
matrice non-dopée sur support PGC. Nous avonsteffedeux SPE selon le protocole
optimisé sur PGCRrotocole Ill PGC page 282). Pour la premiére SPE nous avons déposeé
directement 1 mL d’extrait de cerveau préparé dauwsde perchloriqgue 0,2 M et pour la
deuxieme SPE le dépbt a été effectué aprés avdangé 500 pL d’extrait de cerveau
préparé dans I'acide perchlorique et 500 puL d’'uolet®n aqueuse de NFPA 10 mM. La
figure V.11 présente les chromatogrammes des diftés fractions obtenues apres les deux

SPE.
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Figure V.11. Analyses des différentes fractions corspondant aux étapes de la SPE d’un extrait
de cerveau sur support PGC :

a. premiere SPE (dép6t 1 mL extrait de cerveau)

b. deuxiéme SPE (dépbt 1 mL extrait de cerveau dilugllavec NFPA)
Colonne: Onyx C18 (L x @ = 100 x 4,6 mm). Phasebiro MeOH/NFPA 1,2 mM pH 2,9 en
gradient d’élution : 5% de MeOH de 0 a 5 min, die Z0% MeOH de 5 a 8 min, de 20 & 40% MeOH

de 8 & 12 min, et en 0,1 min retour aux conditiaitiles pour le rééquilibrage de la colonne. Débi
1 mL.min*. Détection : UV & 280 nm.

Les deux figures V.11 a et b mettent en évidenaigethent que 'ajout de NFPA dans
I’échantillon avant son dépdt ne modifie pas glebant la composition des différentes

solutions analysées (aucun pic supplémentaire ldafigure V.11. b par rapport a la figure
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V.11. a. n'est observé), seul I'effet de dilutist eemarqué. Par rapport au support HLB ou la
plupart des constituants de la matrice sont élimlogs du dépobt et du lavage, sur le PGC ces
constituants sont complétement retenus sur le sypgmasqu’on ne les retrouve qu’en tres
faible proportion dans la fraction d’élution et dg’'ne sont pas présents dans la fraction de
dépbt ou dans la fraction de lavage. Trois grougegpics d’intensité non négligeable sont
identifiés dans la fraction d’élution : le premgmoupe élué dans le volume mort n’entraine
pas de difficultés lors de I'analyse de I'extradpé puisque dans les conditions d’analyse
chromatographique les catécholamines ont des tefepsgétentions supérieurs. Les deux
autres groupes correspondent a des solutés gdesmntentions comparables a celles de NA,
Tyr et DHBA. La présence de ces constituants danmatrice pourra rendre difficile la
quantification de ces trois catécholamines lor§atealyse CPL-UV de la matrice dopée due
a des déformations probables de pics pour lesuBéso(NA, Tyr et DHBA). Les rendements
d’extraction de NA, DHBA et Tyr ne pourront paseétralculés avec précision (intégration
difficile des pics chromatographiques pour ces aoggp). Le tableau V.6 montre les résultats
gue nous avons obtenus en termes de rendementad®om des catécholamines de la matrice
dopée & 10 pg.mtavec NA, A, DOPA, DA, DHBA, S, Tyr et Trp, sur tartouche PGC
avec analyse en CPL- UV.

Tableau V.6. Rendements d’extraction de la matricdopée sur support PGC

Produit Rer}g;)e)ment
NA 120,5
DOPA 61,2
A 78,2
DHBA 128,9
TYR 123,4
DA 90
S 86,6
Trp 93

* les rendements d’extraction ont été calculés fagoport aux aires des pics obtenus pour I'analyse
CPL-UV d'une solution standard préparée dans le KFE25 mM a la méme concentration que la
matrice dopée déposée sur la cartouche

Pour 5 catécholamines (A, DA, Trp, DOPA, S) lesdements d’extraction obtenus
sont semblables a ceux du meélange standard indiquas bonne récupération de ces
composes et I'absence d’effet matrice. Comme atitdesl rendements d’extraction dans la
matrice dopée pour NA, Tyr et DHBA sont supérieargeux obtenus pour le mélange
standard (tableau V.4), l'interférence avec lessple la matrice est bien confirmée. Une
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analyse SM devrait nous permettre de nous afframehl'influence de ces constituants de la
matrice pour une quantification plus exacte. Noasohs vu dans le chapitre précédent,
parmi ces trois solutés (NA, DHBA, Tyr) seule Tyt erésente dans I'extrait du cerveau du

mouton.

IV.3. SPE d’'un extrait de cerveau de mouton sur ledeux supports Oasis HLB et PGC

En dernier lieu nous avons procédé a I'extractiam extrait dopé de cerveau de
mouton & 10 ppm avec les 12 catécholamines de mo#fange sur les deux cartouches
sélectionnées : I'Oasis HLB et la PGC. 1 mL d'eixtce cerveau dopé a été déposé sur la
cartouche Oasis HLB, les fractions récupérées dprdépobt (~1 mL) et aprées le lavage (~3
mL) ont été réunies et mélangées avec 4 mL deigolaiqgueuse de NFPA 10 mM avant
d’étre déposées sur la cartouche PGC. Les extractint été réalisées sur chaque cartouche
selon le protocole optimisé pour chacune, les ifvast d’élution étant récupérées dans un
méme flacon et ensuite évaporées sous flux d’azote.

Le tableau V.7 présente les rendements d’extractioyens obtenus pour I'extraction
sur les deux supports. La coélution de 3-MT et deedant impossible le calcul de
rendement d’extraction de chacun de ces solutéableau V.7 présente un rendement global
pour ces deux COMpOSES.

Tableau V.7. Rendements d’extraction de la matricelopée sur les deux supports Oasis
HLB puis PGC

Produit | Rendement (%)
NA 34,0
DOPA 66,3
A 69,6
DOPAC 94,7
DHBA 149,5
TYR 207,9
DA 86,0
SHIAA 99,1
HVA 106,7
S

IMT | 76,4
Trp 92,3

* les rendements d’extraction ont été calculés goport aux aires des pics obtenus pour I'analyse
CPL-UV d'une solution standard préparée dans le KFE25 mM a la méme concentration que la
matrice dopée déposée sur la cartouche

A l'exception de la NA pour laquelle un faible dament d’extraction est obtenu

(perte de NA lors du lavage sur PGC), pour le redds composés des rendements
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d'extraction semblables & ceux obtenus pour les BREsées séparément sur chacune des
cartouches ont été obtenus. Comme remarqué préagetgmla coélution de la DHBA et de
la Tyr avec d’autres composants de la matrice rembssible leur dosage en LC-UV. La
spécificité de la spectrométrie de masse pourraudés ce probleme ainsi que celui de la

guantification de S et 3-MT (composés coélués).
V. Conclusions

Ce denier chapitre présente nos essais concelaanise au point d’'une méthode
d’extraction des catécholamines. Dans le but dkse#d’extraction de tous les solutés en
utilisant une seule cartouche SPE, plusieurs tggesupport ont été testés, parmi eux : des
supports échangeurs de cations, des supports tyl®sfipophiles, des supports C18 et des
supports PGC.

Nous avons vu que les cartouches échangeuses figbkations n’offrent pas une
rétention suffisante pour les catécholamines, magspar contre, la rétention trop importante
des supports échangeurs forts de cations nousedbligtilisation de fortes concentrations en
sel dans le solvant d’élution avec des effets mé$asur I'allure du chromatogramme de la
fraction d’élution.

Les supports hydrophiles-lipophiles offrent uneeméon suffisante seulement pour les
composes ayant des log P >1 (DOPAC, HVA, 5HIAAL Srp).

Les supports de type C18 et PGC n’'offrent de lant&n qu’en mode appariement
d’'ions. Dans ces conditions des meilleurs résulats obtenus sur la cartouche PGC qui
assure la rétention d’'un nombre plus importantateposés que la C18.

Comme malheureusement aucun des supports testemusen offert la possibilité de
réaliser I'extraction des 12 catécholamines deenatélange standard, nous avons choisi
d’utiliser un couplage de deux cartouches difféentOasis HLB et PGC qui ensemble,
assurent I'extraction de tous les composés du mélamec des bons rendements d’extraction
et avec des protocoles simples.

Les cartouches sélectionnées ont été testées swmes pour l'extraction dun
échantillon dopé de cerveau du mouton avec lesatecleolamines de notre mélange. La
méthode SPE que nous avons mise au point perrpatifecation des échantillons (une partie
importante des composants de la matrice est élanloés de cette étape) et aussi une

préconcentration des échantillons.
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Conclusions générales

CONCLUSIONS GENERALES

Les neurotransmetteurs sont des substances clEsguu assurent la transmission de
I'information a I'intérieur du cerveau. Les catéldrmines et les indolamines font partie de la
famille de neurotransmetteurs. Des déséquilibres tiurs concentrations ont été associés a
difféerentes maladies neurodégénératives tellesmddadie d’Alzheimer et la maladie de
Parkinson, ou bien a des troubles psychiques tésschizophrénie, la dépression et les
troubles anxieux.

La mise au point de méthodes d'analyse rapides;ige® et sensibles pour les
catécholamines et les indolamines dans les fluiitdsgiques a fait I'objet de ce travail. De
nouveaux systémes compatibles avec une détectiorspgmrtrométrie de masse ont été
développés. Pour la séparation chromatographigeecdmposés d’intérét, deux approches
ont été explorées : la chromatographie d’appari¢rdéons (IP-LC) et la chromatographie
d’interactions hydrophiles (HILIC).

La chromatographie a polarité de phases inverséedss supports couramment
utilisés, de type silice greffée C18 et PGC, maissasur d’autres moins courants tels le
support pentafluorophényle ou un support mode nypki@se inverse et échange de cations,
n'a pas permis d’obtenir de séparations satisfeésapour le mélange de catécholamines
sélectionnées.

Dans ce contexte nous nous sommes intéresséesheolaatographie d’appariement
d’ions avec des agents d’appariement d’ions velad la famille des acides perfluorés. Ainsi
nous avons étudié l'influence de la nature et durgentage de modificateur organique et
l'influence de la nature de I'agent d’appariemeinrgs sur la séparation des catécholamines
en utilisant divers supports C18 et carbone grappitreux (PGC). Ces deux supports ont
permis des séparations de catécholamines compsatibée une détection SM.

Nous avons transposé, ensuite, sur deux colonndgedea la chromatographie
rapide : une colonne monolithique et une colonnecades particules « fused core », la
méthode optimisée sur le support C18 conventiorides. bons résultats ont été obtenus sur
ces colonnes en mode gradient d’élution, étant é@ue, sur la colonne « fused core », nous
avons obtenu une séparation totale des 12 compeséstre mélange standard. Ce sont aussi

ces deux types de supports qui offrent la meillefiieacité pour les séparations.
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Les systemes optimisés en appariement d’ions tént@uplés a la spectrométrie de
masse et leurs limites de détection ont été déteémsi Les meilleures valeurs de LODs (1 a
50 ng.mLY) ont été obtenues pour le systtme composé deldamne monolithique C18
couplée au spectrometre de masse Sciex API 3000.

Ces systéemes IP-LC présentent le désavantage @iétmpatibles avec l'ionisation
négative en SM a cause des acides utilisés comemtsag’appariement d’ions. Dans ces
conditions la détection de DOPAC et HVA ne peutapas étre réalisée.

Une solution a ce probleme a pu étre apportée geckn chromatographie
d’interactions hydrophiles. Dans le but de mieurmnpeendre les mécanismes de rétention en
mode HILIC, I'influence des paramétres tels quedéure et le pourcentage de modificateur
organique, la nature et la concentration en sepHeet la température, a été étudiée afin
d’évaluer le r6le de chacun dans la séparationcdéscholamines, et d’'une maniére plus
générale pour les séparations en mode HILIC. Neassamis en évidence le fait que trois de
ces facteurs : le pourcentage de modificateur agganla concentration en sel et le pH de la
phase mobile, ont une contribution importante daimisation des séparations en mode
HILIC. Des similitudes entre les colonnes vis-a-de la rétention et la séparation des
composeés étudiés ont été mises en évidence a baideaitements statistiques (analyse en
composantes principales). Grace a ce travail ngaesapu proposer une procédure simple
pour 'optimisation des séparations en mode HILIC.

Les 3 systemes HILIC offrant les meilleures sépamat ont été couplés a la
spectrométrie de masse afin d’établir les limitesidtection et de comparer la sensibilité des
systémes HILIC-SM/SM a celle des systemes en agpent d’'ions-SM/SM. Ainsi, nous
avons mis en évidence le fait que la meilleureibéiié est obtenue pour le systeme en mode
HILIC composé de la colonne Pursuit Si et le spacétre Sciex AP1 3000.

Les meilleurs systémes (IP-LC et HILIC) ont étédisés pour I'analyse d’un extrait de
cerveaude mouton. La présence de Tyr et de Trp a été tdétatans cet extrait. Par la
méthode des ajouts dosés la concentration de cescdeposés dans le cerveau de mouton a
été évaluée a 0,6g.g* pour le Trp et & 1Qug.g* pour la Tyr. Le dosage des autres
catécholamines a été réalisé par chromatograpappdiiement d’ions et par HILIC pour des

échantillons dopés de cerveau.

Ces études ayant mis en évidence un important efétice ainsi que des LODs
insuffisantes pour I'analyse directe des catéchimlasdans I'extrait de cerveau, nous avons

mis au point une méthode de purification et préeatration par extraction sur phase solide.
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Plusieurs types de support d’extraction ont ét&separmi eux : des supports échangeurs de
cations, des supports hydrophiles-lipophiles, dggpsrts C18 et des supports PGC. A défaut
d’'un support capable de retenir tous les solutéaadee mélange, nous avons opté pour le
couplage de deux cartouches difféerentes: Oasis HLBPGC qui ensemble, assurent
I'extraction de tous les composés du mélange aeseddns rendements d’extraction et avec
des protocoles simples.

Les cartouches sélectionnées ont été testées swmes pour l'extraction dun
échantillon de cerveau de mouton dopé avec lesalétiolamines de notre mélange. La
méthode SPE que nous avons mise au point permet:

(i) la purification des échantillons (une partiepiontante des composants de la matrice est
éliminée lors de cette étape);

(ii) une préconcentration des échantillons.

En conclusion, ce travail de thése a permis désa¥dh mise au point d’'un systeme de
préparation d’échantillons ainsi que celle de nauxesystemes d’analyse des catécholamines

compatibles avec une détection par spectrométrieatese.

A la suite de ce travail plusieurs perspectived savisageables :

i) le couplage SPE-CPL-MS/MS et 'automatisationsysteme par la réalisation de la
SPE en ligne avec la CPL ;

i) le couplage de la méthode SPE — CPL optimisée & détecteur électrochimique
par I'ajout d’'un liquide additionnel & la sortie Gecolonne chromatographique, pour pouvoir
réaliser une détection électrochimique ;

iii) la validation de la méthode en vue d’'une saliion en routine pour le dosage des
catécholamines ;

iv) tester la méthode sur d’autres fluides biologis;
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ANNEXES Annexe 1. Structures chimiques des catécholaminesidiées

Masse . .
Nom (abréviation) Structure chimique | molaire pKa Log P
(g.mol")
OH
o -~ . HO
Adrénaline ou épinephrine o 183 pKa;= 8,66 033
(AouE) = N pKa= 9,95 ’
oH
OH
Noradrénaline ou HO _
norépinephrine @ 169 DE;; 834 -0,08
(NA ou NE) T P !
OH
Dopamine HO pKay= 8,9
(DA) @w 153 pka=106 | O
NH,
OH pKay= 2,32
Dihydroxyphényle alanine | HO COOH pKay= 8,72
(DOPA) 97 | bkag=9096 | 08
NH, pKas= 11,79
Acide dihydroxyphényle | HO OH
acétique o 167 pKa= 4,4 1,11
(DOPAC) HO
3-méth _ MeO NH,
-mét gxl\%tl)_/ramlne @N 167 | - 0.88
(3-MT) HO
Acide h ill Meo on pKa= 4,43
cide homovanillique | y= 4,
(HVA) . Om 181 | bkap=7,85 | L%
HO _
. COOH pKa= 2,20
T>ErT°Sr')”e m 181 |pKa=911 | 087
y NH, pKas= 10,13
Tryptophane ~_ _NH pKa= 2,43
(Trp) 204 pKa= 9,44 1,25
NH,
Sérotonine HO pKa;= 9,80
(S) N\ 176 oKap= 111 1,23
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Masse X N
Nom (abréviation) Structure chimique | molaire pKa Log P
(g.mol")
N
Acide 5 hydroxyindole T pKag= 4,51
acétique o 191 | pKa=15,59| 1,49
(BHIAA) g pKag= 9,92
OH
Dihydroxybenzyle amine HO
(DHBA) " 139 0,59
2

" Valeurs de pKa d’aprés :
- D. Thiébaut, J. Vial, M. Michel, M.-C. Hennion, Greibrokk, J. Chromatogr. A
1122 (2006) 97
- R. Rosset, M. Caude, A. Jardy, Chromatographgshases liquide et supercritique,
3°Meédition, Masson, Paris, 1991, pp 397-399
- Heli Sirén, Marjo Mielonen, Mare Herlevl. Chromatogr. A, 1032 (2004) 289

* Valeurs de Log P calculées par le logiciel Madih.11
P (coefficient de partage eau — octanol)sgdeolCeau
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Annexe 2. Valeur cut off en UV pour les solvants $eplus utilisés*

Solvant UV cut off (nm)
Acétone 330
Acetonitrile 200
Acétate d’éthyle 265
Benzene 280
Chloroforme 245
Cyclohexane 210
Diéthyle éther 220
Diméthyle sulphoxyde 270
Ethanol 210
Hexane 255
Méthanol 200
Pentane 210
1-Propanol 200
Tétrachlorure de carbone 210
Tetrahydrofurane 215
Toluéne 285

* Lough, W. J., Wainer, I. W. — High Performance Lé&j@hromatography - Fundamental

principles and practice, 1996, Blackie Academicr&fBssional
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Annexe 3. Charges apparentes {jzde certains solutés en fonction du pH

_zn|A7]

n — charge de I'espéce'A

[a]

pH DA NA A Trp s Tyr DOPA | DOPAC
0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 0,00
0,1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,99 0,99 0,00
0,2 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 0,99 0,99 0,00
0,3 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 0,99 0,99 0,00
0,4 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 0,98 0,99 0,00
0,5 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 0,98 0,99 0,00
0,6 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 0,98 0,98 0,00
0,7 1,00 1,00 1,00 0,98 1,00 0,97 0,98 0,00
0,8 1,00 1,00 1,00 0,98 1,00 0,96 0,97 0,00
0,9 1,00 1,00 1,00 0,97 1,00 0,95 0,96 0,00
1 1,00 1,00 1,00 0,97 1,00 0,94 0,95 0,00
11 1,00 1,00 1,00 0,96 1,00 0,93 0,94 0,00
1,2 1,00 1,00 1,00 0,95 1,00 0,91 0,93 0,00
13 1,00 1,00 1,00 0,94 1,00 0,89 0,91 0,00
14 1,00 1,00 1,00 0,92 1,00 0,86 0,89 0,00
15 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 0,83 0,87 0,00
16 1,00 1,00 1,00 0,88 1,00 0,80 0,84 0,00
17 1,00 1,00 1,00 0,85 1,00 0,76 0,81 0,00
18 1,00 1,00 1,00 0,82 1,00 0,72 0,77 0,00
1,9 1,00 1,00 1,00 0,78 1,00 0,67 0,72 0,00
2 1,00 1,00 1,00 0,74 1,00 0,61 0,68 0,00
2,1 1,00 1,00 1,00 0,70 1,00 0,56 0,62 0,00
2,2 1,00 1,00 1,00 0,65 1,00 0,50 0,57 -0,01
2,3 1,00 1,00 1,00 0,59 1,00 0,44 0,51 -0,01
2,4 1,00 1,00 1,00 0,53 1,00 0,39 0,45 -0,01
2,5 1,00 1,00 1,00 0,48 1,00 0,33 0,40 -0,01
2,6 1,00 1,00 1,00 0,42 1,00 0,28 0,34 -0,02
2,7 1,00 1,00 1,00 0,37 1,00 0,24 0,29 -0,02
2,8 1,00 1,00 1,00 0,31 1,00 0,20 0,25 -0,02
2,9 1,00 1,00 1,00 0,27 1,00 0,17 0,21 -0,03
3 1,00 1,00 1,00 0,22 1,00 0,14 0,17 -0,04
3,1 1,00 1,00 1,00 0,19 1,00 0,11 0,14 -0,05
3,2 1,00 1,00 1,00 0,15 1,00 0,09 0,12 -0,06
3,3 1,00 1,00 1,00 0,13 1,00 0,07 0,09 -0,07
34 1,00 1,00 1,00 0,10 1,00 0,06 0,08 -0,09
3,5 1,00 1,00 1,00 0,08 1,00 0,05 0,06 -0,11
3,6 1,00 1,00 1,00 0,07 1,00 0,04 0,05 -0,14
3,7 1,00 1,00 1,00 0,05 1,00 0,03 0,04 -0,17
3,8 1,00 1,00 1,00 0,04 1,00 0,02 0,03 -0,20
3,9 1,00 1,00 1,00 0,04 1,00 0,02 0,03 -0,24
4 1,00 1,00 1,00 0,03 1,00 0,02 0,02 -0,28
41 1,00 1,00 1,00 0,02 1,00 0,01 0,02 -0,33
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pH DA NA A Trp s Tyr DOPA | DOPAC
42 1,00 1,00 1,00 0,02 1,00 0,01 0,01 -0,39
43 1,00 1,00 1,00 0,01 1,00 0,01 0,01 -0,44
44 1,00 1,00 1,00 0,01 1,00 0,01 0,01 -0,50
45 1,00 1,00 1,00 0,01 1,00 0,00 0,01 -0,56
46 1,00 1,00 1,00 0,01 1,00 0,00 0,01 -0,61
47 1,00 1,00 1,00 0,01 1,00 0,00 0,00 -0,67
438 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,72
49 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,76
5 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,80
5,1 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,83
52 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,86
53 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,89
54 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,91
55 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,93
5,6 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,94
57 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,95
58 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,96
59 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,97
6 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,98
6,1 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,98
6,2 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,98
6,3 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,99
6,4 1,00 0,99 0,99 0,00 1,00 0,00 0,00 -0,99
6,5 1,00 0,99 0,99 0,00 1,00 0,00 -0,01 -0,99
6,6 1,00 0,99 0,99 0,00 1,00 0,00 -0,01 -0,99
6,7 0,99 0,99 0,99 0,00 1,00 0,00 -0,01 -1,00
6,8 0,99 0,99 0,99 0,00 1,00 0,00 -0,01 -1,00
6,9 0,99 0,98 0,98 0,00 1,00 -0,01 -0,01 -1,00
7 0,99 0,98 0,98 0,00 1,00 -0,01 -0,02 -1,00
7.1 0,98 0,97 0,97 0,00 1,00 -0,01 -0,02 -1,00
7.2 0,98 0,96 0,97 -0,01 1,00 -0,01 -0,03 -1,00
7.3 0,98 0,96 0,96 -0,01 1,00 -0,02 -0,04 -1,00
7.4 0,97 0,95 0,95 -0,01 1,00 -0,02 -0,05 -1,00
75 0,96 0,93 0,93 -0,01 1,00 -0,02 -0,06 -1,00
7.6 0,95 0,92 0,92 -0,02 0,99 -0,03 -0,07 -1,00
7.7 0,94 0,90 0,90 -0,02 0,99 -0,04 -0,09 -1,00
7.8 0,93 0,87 0,88 -0,02 0,99 -0,05 -0,11 -1,00
7.9 0,91 0,84 0,85 -0,03 0,99 -0,06 -0,13 -1,00
8 0,89 0,81 0,82 -0,04 0,98 -0,07 -0,16 -1,00
8,1 0,86 0,77 0,78 -0,05 0,98 -0,09 -0,20 -1,00
8,2 0,83 0,72 0,73 -0,06 0,98 0,11 0,24 -1,00
8,3 0,80 0,67 0,68 -0,07 0,97 -0,14 -0,29 -1,00
8,4 0,76 0,61 0,63 -0,09 0,96 -0,17 -0,34 -1,00
8,5 0,71 0,54 0,57 -0,11 0,95 -0,21 -0,40 -1,00
8,6 0,66 0,47 0,50 -0,13 0,94 -0,25 -0,46 -1,00
8,7 0,61 0,39 0,43 -0,16 0,93 -0,30 -0,53 -1,00
8,8 0,55 0,31 0,36 -0,20 0,91 -0,36 -0,60 -1,00
8,9 0,49 0,23 0,29 -0,24 0,89 -0,42 -0,67 -1,00
9 0,42 0,14 0,22 -0,28 0,86 -0,49 -0,75 -1,00
9,1 0,36 0,06 0,15 -0,33 0,83 -0,57 -0,82 -1,00
9,2 0,30 -0,03 0,08 -0,38 0,79 -0,65 -0,90 -1,00
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pH DA NA A Trp s Tyr DOPA | DOPAC
9,3 0,24 -0,11 0,00 -0,44 0,75 -0,73 -0,97 -1,00
9.4 0,18 -0,20 -0,07 -0,49 0,71 -0,82 -1,05 -1,00
9,5 0,13 -0,28 0,14 -0,55 0,65 -0,91 -1,12 -1,00
9,6 0,08 -0,36 -0,21 -0,61 0,59 -1,00 -1,20 -1,00
9,7 0,03 -0,44 -0,28 -0,66 0,53 -1,09 -1,27 -1,00
98 | -003 -0,51 -0,36 -0,71 0,46 -1,17 -1,35 -1,00
99 | -008 -0,58 -0,43 -0,76 0,39 -1,26 -1,42 -1,00
10 -0,13 -0,64 -0,50 -0,80 0,32 -1,35 -1,50 -1,00
101 | -0,18 -0,70 -0,56 -0,83 0,25 -1,43 -1,57 -1,00
102 | -0,24 -0,75 -0,62 -0,86 0,18 -1,50 -1,64 -1,00
103 | -0,30 -0,79 -0,68 -0,89 0,11 -1,57 -1,70 -1,00
10,4 | -0,36 -0,83 0,73 -0,91 0,04 -1,64 -1,76 -1,00
105 | -042 -0,86 0,77 -0,92 -0,04 -1,70 -1,82 -1,00
10,6 | -0,49 -0,89 -0,81 -0,94 -0,11 -1,75 -1,87 -1,00
10,7 | -055 -0,91 -0,85 -0,95 -0,18 -1,79 -1,92 -1,00
108 | -061 -0,93 -0,87 -0,96 -0,25 -1,83 -1,96 -1,00
109 | -0,66 -0,94 -0,90 -0,97 -0,32 -1,86 -2,01 -1,00
11 0,71 -0,95 -0,92 -0,97 -0,39 -1,89 -2,06 -1,00
11| -0,76 -0,96 -0,93 -0,98 -0,46 -1,91 -2,10 -1,00
112 | -0,80 -0,97 -0,95 -0,98 -0,53 -1,93 -2,15 -1,00
13| -0,83 -0,98 -0,96 -0,99 -0,59 -1,94 -2,20 -1,00
114 | -0,86 -0,98 -0,97 -0,99 -0,65 -1,95 -2,26 -1,00
15| -0,89 -0,98 -0,97 -0,99 0,71 -1,96 2,31 -1,00
116 | -091 -0,99 -0,98 -0,99 -0,75 -1,97 -2,37 -1,00
17| -093 -0,99 -0,98 -0,99 -0,79 -1,98 -2,43 -1,00
118 | -094 -0,99 -0,99 -1,00 -0,83 -1,98 -2,50 -1,00
119 | -095 -0,99 -0,99 -1,00 -0,86 -1,98 -2,56 -1,00
12 -0,96 -1,00 -0,99 -1,00 -0,89 -1,99 -2,61 -1,00
121 | -097 -1,00 -0,99 -1,00 -0,91 -1,99 -2,67 -1,00
122 | -098 -1,00 -0,99 -1,00 -0,93 -1,99 2,72 -1,00
123 | -098 -1,00 -1,00 -1,00 -0,94 -1,99 2,76 -1,00
124 | -098 -1,00 -1,00 -1,00 -0,95 -2,00 -2,80 -1,00
125 | -0,99 -1,00 -1,00 -1,00 -0,96 -2,00 -2,84 -1,00
126 | -0,99 -1,00 -1,00 -1,00 -0,97 -2,00 -2,87 -1,00
127 | -099 -1,00 -1,00 -1,00 -0,98 -2,00 -2,89 -1,00
128 | -0,99 -1,00 -1,00 -1,00 -0,98 -2,00 2,91 -1,00
129 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -0,98 -2,00 -2,93 -1,00
13 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -0,99 -2,00 -2,94 -1,00
131 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -0,99 -2,00 -2,95 -1,00
132 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -0,99 -2,00 -2,96 -1,00
133 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -0,99 -2,00 2,97 -1,00
13,4 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -2,00 -2,98 -1,00
135 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -2,00 -2,98 -1,00
136 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -2,00 -2,98 -1,00
13,7 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -2,00 -2,99 -1,00
13,8 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -2,00 -2,99 -1,00
139 | -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -2,00 -2,99 -1,00
14 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 -2,00 -2,99 -1,00
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Annexe 4. Exemples de spectres de masse obtenuslsur ou l'autre des spectromeétres

de masse en mode ESI (source turbolonspray Sciexsgturce en Z Micromass)
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Annexe 4b. Spectre de masse de la 3- metoxytyrami(8&MT)
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Annexe 4c. Spectre de masse de la sérotonine (S)
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Annexe 4d. Spectre de masse de la dopamine (DA)
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Annexe 4e. Spectre de masse de la Dihydroxyphenglanine (DOPA)
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Annexe 5. Exemples de fragmentation de catécholangg en fonction de I'énergie de
collision Sciex API 3000
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Annexe 5 c. Fragmentation de DOPA en mode ESI posit
plusieurs fragments d’intensités comparables
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Annexe 6. Protocole de préparation de I'extrait deerveau pour la détermination des
LODs et les analyses qualitative et quantitative

Annexe 6.a. Extrait de cerveau non dopé

L’extrait de cerveau a été préparé selon le pra¢éosoivant : I'encéphale de mouton a
été retiré du crane (immédiatement aprés la mort'aiémal) et a été séparé selon les
différentes régions qui ont été peseées, puis iméesrgdans l'acide perchlorique froid
0,2 mol.L, dans la proportion de 5 ml d’acide pour 1 g dsui Le tissu cérébral a été
ensuite homogénéisé par sonication ou a l'aide djyvareil de Potter. L'homogénat de tissu
a été centrifugé a 20 000 g pendant 1 h a 4 °Guibeageant a été utilisé comme l'extrait de

cerveau et il a été stocké a -80 °C.

Annexe 6.b. Solution analysée non dopé de I'extraie cerveau (dosage de Tyr et Trp)
Au moment de l'analyse, I'extrait de cerveau dséfsur un filtre seringue 0,4&m,
puis le volume de filtrat est dilué soit:
- 1:1 avec la solution de NFPA 1,25 mM avant spjedtion dans le systeme
chromatographique en appariement d’ions ;
- soit 1:5 ou 1:10 avec un mélange ACN - solutimueuse de sel (formiate ou
acétate d’'ammonium) avant son injection dans lé&sys chromatographique HILIC

pour étre au plus pres de la composition de lagohasbile du systeme utilisé.

Annexe 6.c. Solution analysée dopé de I'extrait derveau (étude des LODs)
Pour obtenir 1 mL d’extrait dopé & 1 pg.thtle chaque standard, I'un des protocoles
suivants est appliqué en fonction du systeme chiagraphique utilisé:

- mode Chromatographique d’appariement d'iors500 pL de filtrat + 10 puL de

chacune des solutions méres & 100 ud-més 10 catécholamines s'ionisant en mode
positif (au totatl00 pL) + 400 pL de solution de NFPA 1,25 mM;
- mode HILIC:

- TSKgel Amide 80 100 pL de filtrat + 10 pL d’'un mélange des 12
catécholamines a 100 pg.ththacune, préparé dans HGIM2 M+90 pL de solution
aqueuse de G@OONH; 20 mM (pH 3) +800 pL ACN;

- Luna Diol: 100 pL de filtrat +10 pL d’'un mélange des 12 catécholamines a

100 pg.mL* de chacune préparé dans une solution aqueuse G®NE, 100 mM
(pH 3) +890 uL d’ACN
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- Pursuit Si: 100 uL de filtrat +10 pL d’'un mélange des 12 catécholamines a
100 pg.mL* de chacune préparé dans une solution de HGJ® M +40 pL d’uen
solution aqueuse d’'HCOONH.50 mM (pH 3) 4850 uL ACN

Pour la détermination des LODs, ces solutions dep@#d pg.mt ont été diluées
successivement avec la solution correspondantetrdiexde cerveau non dopé (préparée

selon I'annexe 6b), jusqu’a obtenir un rapport @ghbruit voisin de 3.

Annexe 6.d. Préparation de solutions standard poufes droites d’étalonnage établies
dans la matrice
Pour la préparation des différents mélanges ayami a la construction des droites
d’étalonnage nous avons préparé plusieurs mélatmeatécholamines a partir des solutions
meéres préparées & 1000 pg-hdans HCIQ 0,2 M:
1) deux mélanges de A, NA, DA, Tyr et 5HIAA : un a1g.mL* et un & 20 pg.mtde
chaque soluté;
2) deux solutions de 3-MT : un & 10 pg.thét un & 20 pg.mit;
3) trois mélanges de Trp, S: un & 5 pgmun & 10 pg.mt et un & 20 pg.mtde
chaque soluté;
4) deux solutions de DOPA : un & 50 pg.imét un & 100 pg.mt;
5) une solution de DHBA & 40 pg.ritL
Pour chacun des 6 points de gamme, 10 mL de méllegyeatécholamines ont été préparés

selon le protocole décrit dans le tableau suivant :

Point Composition et
de concentration du mélange Mode de préparation du mélange
gamme standard
1 200 ng.mt* DHBA 8 mL ACN ;
50 ng.mL* A, NA, DA, 1 mL filtrat ;
Tyr et 5SHIAA 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt:
10 ng.mL* 3-MT; 50 pL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 10 pg.mL
25 ng.mL* Trp, S ; 10 pL solution 3-MT & 10 pg.mi;
300 ng.mL* DOPA 50 uL mélange Trp, S &5 pg.thL
60 pL solution de DOPA & 50 pg.mL
Ramené a 10 mL avec une solution de;CEONH, 50mM pH 3
2 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
75 ng.mL* A, NA, DA, Tyr | 1 mL filtrat ;
et SHIAA 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt:
20 ng.mL* 3-MT; 75 puL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 10 pg.mL
50 ng.mL* Trp, S ; 20 pL solution 3-MT & 10 pg.mL;
400 ng.mL' DOPA 100 pL mélange Trp, S a5 pg.ii
80 pL solution de DOPA a 50 pg.mL
Ramené a 10 mL avec une solution;C®ONH, 50mM pH 3
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Point Composition et
de concentration du mélange Mode de préparation du mélange
gamme standard
3 200 ng.mC* DHBA 8 mL ACN ;
100 ng.m* A, NA, DA, | 1 mL filtrat;
Tyr et 5SHIAA 50 L solution DHBA & 40 pg.mt;
50 ng.mL* 3-MT; 50 uL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 20 pg.mL
75 ng.m* Trp, S ; 50 pL solution 3-MT & 10 pg.mt;
500 ng.mL* DOPA 75 puL mélange Trp, S & 10 pg.ihi
50 L solution de DOPA & 100 pg.fL
Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
4 200 ng.mC* DHBA 8 mL ACN ;
150 ng.m* A, NA, DA, | 1 mL filtrat;
Tyr et 5SHIAA 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt;
75 ng.mL* 3-MT; 75 uL mélange A, NA, DA, Tyr et 5SHIAA & 20 pg.mL
100 ng.mL* Trp, S ; 75 pL solution 3-MT & 10 pg.mt;
600 ng.mL' DOPA 50 uL mélange Trp, S & 20 ug.ti
60 pL solution de DOPA & 100 pg.thL
Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
5 200 ng.mt* DHBA 8 mL ACN ;
200 ng.m* A, NA, DA, | 1 mL filtrat ;
Tyr et 5SHIAA 50 L solution DHBA & 40 pg.mt;
100 ng.mL* 3-MT; 100 pL mélange A, NA, DA, Tyr et 5SHIAA & 20 ug.mtk
150 ng.mL* Trp, S ; 50 pL solution 3-MT & 20 pg.mt;
700 ng.mL' DOPA 75 uL mélange Trp, S & 20 pg.miL
70 pL solution de DOPA & 100 pg.thL
Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
6 200 ng.mC* DHBA 8 mL ACN ;
250 ng.m* A, NA, DA, | 1 mL filtrat ;
Tyr et 5SHIAA 50 L solution DHBA & 40 pg.mt;
150 ng.mL* 3-MT; 125 pL mélange A, NA, DA, Tyr et 5SHIAA & 20 ug.mtk
200 ng.m* Trp, S ; 75 pL solution 3-MT & 20 pg.mt;
800 ng.mL' DOPA 100 pL mélange Trp, S & 20 pg.mL
80 pL solution de DOPA & 100 pg.fhL
Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
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Annexe 7. Préparation de points de gamme dans la abe mobile

Annexe 7a. Systeme Onyx C18 couplé au spectromeBeiex API 3000
Pour la préparation des différents mélanges ayamissa la construction des droites

d’étalonnage nous avons prépares plusieurs méladgsescatécholamines a partir des

solutions méres préparées a 1000 ug‘méans le HCIQ:

1) un mélange aux concentrations suivantes : 10 ug. ik, 1 pg.mL* NA, 1 ug.mt?

Trp et 1 pg.ml* DOPA =mélange A

2) un mélange aux concentrations suivantes : 1 ug.Bw, 1 pg.m* A, 1 pg.mL* S,
1 pg.mL* 3-MT et 1 pg.mL* 5HIAA = mélange B

3) une solution de DHBA & la concentration de 1 pg'mL

Pour chaque point de gamme 10 mL de mélange déshmd@mines ont été préparés selon le

protocole décrit dans le tableau suivant :

Zc;rr:rg: Concentration des catécholamines Mode de préparatiodes mélanges
1 100 ng.mlLl DHBA 1 mL solutionde DHBA 1 ug.mL*;
25 ng.mL _;I'rp, NA; DOPA 250 uLmélange A
250 ng.mLC" Tyr 100 pLmélange B
10 ng.mL* DA, A, S, 3-MT, S5HIAA | Ramené a 10 mL avec une solution NFPA 1
mM
2 100 ng.mlLl DHBA 1 mL solutionde DHBA 1 ug.mL*;
50 ng.mL _;I'rp, NA; DOPA 500 uLmélange A
500 ng.nﬂ_ Tyr 150 uLmélange B
15 ng.mL DA, A, S, 3-MT, S5HIAA | Ramené a 10 mL avec une solution NFPA 1
mM
3 100 ng.m* DHBA 1 mL solutionde DHBA 1 ug.mL*;
100 ng.mL* Trp, NA; DOPA 1 mLmélange A
-1 b
1000 ng.mL Tyr 200 uLmélange B
20 ng.mL" DA, A, S, 3-MT, SHIAA | Ramené a 10 mL avec une solution NFPA 1
mM
4 100 ng.mt* DHBA 1 mL solutionde DHBA 1 pg.mL';
125 ng.ml;l Trp, NA; DOPA 1,25 mLmélange A
-1 ,
1250 ng.mL Tyr 250 uLmélange B
25 ng.mL" DA, A, S, 3-MT, SHIAA | Ramené a 10 mL avec une solution NFPA 1
mM
5 100 ng.mt* DHBA 1 mL solutionde DHBA 1 ug.mL*;
150 ng.mL* Trp, NA; DOPA 1,5 mLmélange A
-1 ,
1500 ng.mL Tyr 300 uLmélange B
30 ng.mL" DA, A, S, 3-MT, SHIAA | Ramené a 10 mL avec une solution NFPA 1
mM
6 100 ng.mt* DHBA 1 mL solutionde DHBA 1 ug.mL*;
200 ng.mL* Trp, NA; DOPA 2 mLmélange A
-1 ,
2000 ng.mL Tyr 350 uLmélange B
35ng.mL" DA, A, S, 3-MT, SHIAA | Ramené a 10 mL avec une solution NFPA 1

mM
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Point de
gamme

Concentration des catécholamines

Mode de préparatioddes mélanges

EC*dans
la phase
mobile

Identique au 3™ point de gamme

EC*dans
la
matrice

100 ng.mL" DHBA

100 ng.mL* Trp, NA; DOPA

1000 ng.mL* Tyr

20 ng.mL* DA, A, S, 3-MT, 5HIAA

1 mL solutionde DHBA 1 pg.mL;

1 mLmélange A

200 uLmeélange B

5 mL filtrat (Annexe 6)

Ramené a 10 mL avec une solution NFPA 1
mM

*EC = échantillon contrble

Annexe 7b. Systeme TSK gel Amide 80 couple au spechétre Micromass

Point de Concentration des Mode de préparation des mélanges
gamme catécholamines
1 200 ng.mL' DHBA 8 mL ACN ;
50 ng.mL* A, NA, DA, 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt:
Tyr et 5SHIAA 50 pL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 10 pg.mL
10 ng.mL* 3-MT; 10 pL solution 3-MT & 10 pg.mi;
25 ng.mL* Trp, S ; 50 uL mélange Trp, S a5 ug.mL
300 ng.mL* DOPA 60 pL solution de DOPA & 50 pg.mL
Ramené a 10 mL avec une solution;C®ONH, 50mM pH 3
2 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
75 ng.m* A, NA, DA, | 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt;
Tyr et 5SHIAA 75 puL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 10 pg.mL
20 ng.mL* 3-MT; 20 pL solution 3-MT & 10 pg.mL;
50 ng.mL* Trp, S ; 100 pL mélange Trp, S & 5 pg.ii
400 ng.mL! DOPA 80 pL solution de DOPA a 50 pg.mL
Ramené a 10 mL avec une solution;C®ONH, 50mM pH 3
3 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
100 ng.m* A, NA, DA, | 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt;
Tyr et 5SHIAA 50 pL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 20 pg.mL
50 ng.mL* 3-MT; 50 pL solution 3-MT & 10 pg.mi;
75 ng.mL* Trp, S ; 75 puL mélange Trp, S & 10 pg.iL
500 ng.mL* DOPA 50 pL solution de DOPA & 100 pg.thL
Ramené a 10 mL avec une solution;C®ONH, 50mM pH 3
4 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
150 ng.m* A, NA, DA, | 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt;
Tyr et 5SHIAA 75 puL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 20 pg.mL
75 ng.mL* 3-MT; 75 pL solution 3-MT & 10 pg.mL;
100 ng.mL* Trp, S ; 50 uL mélange Trp, S & 20 ug.ti
600 ng.mL* DOPA 60 pL solution de DOPA & 100 pg.thL
Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
5 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
200 ng.m* A, NA, DA, | 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt;

Tyr et SHIAA

100 ng.mL* 3-MT;

150 ng.mL* Trp, S ;
700 ng.mL* DOPA

100 pL mélange A, NA, DA, Tyr et 5SHIAA & 20 ug.mtk
50 pL solution 3-MT & 20 pg.ni;

75 puL mélange Trp, S & 20 pg.iL

70 pL solution de DOPA & 100 pg.thL

Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
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Point de Concentration des Mode de préparation des mélanges
gamme catécholamines
6 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
250 ng.m[*'A, NA, DA, | 50 pL solution DHBA & 40 pg.nit;
Tyr et 5SHIAA 125 puL mélange A, NA, DA, Tyr et 5SHIAA & 20 ug.mk
150 ng.mL* 3-MT; 75 pL solution 3-MT & 20 pg.mt;
200 ng.mL* Trp, S ; 100 pL mélange Trp, S & 20 pg.mL
800 ng.mL' DOPA 80 pL solution de DOPA & 100 pg.hL
Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
EC*dans| 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
la phase| 100 ng.m* A, NA, DA, | 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt;
mobile | Tyr et 5SHIAA 50 uL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 20 pg.mL
20 ng.mL* 3-MT; 20 pL solution 3-MT & 10 pg.mt;
100 ng.mL* Trp, S ; 50 uL mélange Trp, S & 20 ug.ti
600 ng.mL' DOPA 60 pL solution de DOPA & 100 pg.thL
Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3
EC*dans| 200 ng.mL* DHBA 8 mL ACN ;
la 100 ng.ml;l A, NA, DA, | 1 mL filtrat (Annexe 6)
matrice | Tyr et SHIAA 50 pL solution DHBA & 40 pg.mt;

20 ng.mL* 3-MT;
100 ng.mL* Trp, S ;
600 ng.mL' DOPA

50 pL mélange A, NA, DA, Tyr et SHIAA & 20 pg.mL
20 pL solution 3-MT & 10 pg.mL;

50 uL mélange Trp, S & 20 ug.mi

60 pL solution de DOPA & 100 pg.thL

Ramené a 10 mL avec une solutionzCBONH, 50mM pH 3

*EC = échantillon contrble
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Annexe 8. Caractéristiques des supports utilisés pol'extraction sur phase solide

Oasis HLB (Waters)

Support : polymérique

Surface spécifique: 810 mZ.g
Diameétre des pores :

Volume total des pores : 1,3 &
Stabilité entre pH 1 et 14

Oasis MCX (Waters)

Support : polymérique

Diametre des particules : 60 um
Diamétre des pores : 80

Volume total des pores : 1,3 tmji*
Stabilité entre pH 0 et 14

Capacité d’échange d'ions : 1 mmal.g

Bond Elut Plexa PCX

Support : polymérique

Surface spécifique: 450 m?.g
Diametre des particules : 45 um
Diameétre des pores : 1

Stabilité entre pH 1 et 14

Capacité d’échange d'ions : 1 mmal.g

Oasis WCX (Waters)

Support : polymérique

Diametre des particules : 30 um
Diamétre des pores : 80
Stabilité entre pH 0 et 14

Bond Elut Plexa AccuCAT (Varian)

Support : polymérique

Surface spécifique: 450 mZ.g
Diametre des particules : 45 um
Diamétre des pores : 120

Stabilité entre pH 1 et 14

Capacité d’échange d’ions : 1 mmdl.g
Taux de carbone : 7%
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C18 (Sigma Aldrich - Supelco)

Support : polymérique

Surface spécifique: 475 mZg
Diametre des particules : 45 um
Diamétre des pores : 60
Volume total des pores : 0,8 tumji*
Taux de carbone : 17%

Stabilité entre pH 2 et 8

Chromabond C18 (Macherey — Nagel)

Support : Silice

Surface spécifique: 500 m#g
Diametre des particules : 45 um
Diameétre des pores : 60

Taux de carbone : 14%

PGC (Thermo Fisher)

Support : graphite poreyGC)
Diametre des particules : 30 um
Diameétre des pores : 250
Stabilité entre pH 0 - 14
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Annexe 8. Communications écrites et orales réalisgdurant la thése

Publications dans des revues internationales

A. mode HILIC

(1) Development of a hydrophilic interaction liquid ommatography tandem mass
spectrometry method for determination of catechalash and related molecules in brain
extract,R. Chirita, A. Finaru, T. Hevor, C. Elfakir — soumis a JourobBeparation Sciences
en octobre 2009

(2) A Comprehensive Approach to Appropriate HydripHnteraction Chromatography
Column selection: Application to Neurotransmittérsalysis,R. Chirita, C. West, A. Finaru,
C. Elfakir — soumis a Journal of Chromatographynfaedt 2009

(3) Simultaneous analysis of taurine and caffeine energy drink using hydrophilic
interaction chromatography with UV and evaporatiight scattering detection in lineR.

Chirita, C Dascalu, A. FinarlC. Elfakir —soumis a Revista de Chimie en aodt 2009

(4) Performances comparées de différents suppaitrps en vue de I'analyse d’herbicides
organophosphorés par chromatographie d’interactiomydrophiles R. Chirita, P.
Chaimbault, A. Finaru, C. Elfakir — LC-Génh francais juin 2008, 8-14

B. Validation des méthodes

(5) Development of a LC-MS/MS method to monitor payipeptides content in anti-
wrinkle cosmeticsR. Chirita, P. Chaimbault, J-C. Archambault, I. Rob&t Elfakir, -
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Raluca-loana CHIRITA

Développement de nouvelles méthodes séparatives @atibles avec une détection par spectrométrie de
masse et par électrochimie pour I'analyse de traceie catécholamines et molécules apparentées

Les catécholamines et les indolamines font pagiedamille des neurotransmetteurs. Un déségeitilans leur
concentration peut étre associé a différentes nesaelles les maladies de Parkinson et Alzheitaetépression ou
la schizophrénie. C’est pourquoi le développemenndthodes de dosage spécifiques et trés sendibfag de
leurs trés faibles teneurs dans les fluides biglogs est nécessaire.

Dans un premier temps nous avons développé uneodetbhromatographique en appariement d’ionsLOp
utilisant des colonnes C18 de nouvelle génératimanplithique et « fused core ») et I'acide nonafty@ntanoique
comme agent d’appariement d’ions volatil. Cette hude est compatible avec une déwctSM en mod
d’ionisation positive.

Dans un deuxiéme temps, différents systemes en mibld€C ont été évalués. Le choix raisonné de lasgha
stationnaire offrant la meilleure séparation du ange de catécholamines a pu étre réalisé aprés BeghE
l'influence sur la séparation des différents graupats fonctionnels disponiblegroupement soit neutre (greffg
diol, amide, ou cyano), soit positivement charg&ffgge amino ou triazole) soit négativement chdsijice vierge
avec particules totalement poreuses ou partiellenmreuses «fused core ») ou zwitterionique (go
sulfobetaine). La méthode HILIC présente I'avantd@tre compatible aussi bien avec une détectioneBMnode
d’ionisation positive que négative.

Les deux méthodes (IP-LC et HILIC) ont été compsurée termes de résolution, efficaciilimites de détectic
(LOD), linéarité et répétabilité. Les LODs obtensest comprises entre 1 et 100 ng:mL

Pour pouvoir doser des teneurs plus faibles, urtbodé de pré-concentration de I'échantillon a é+éetbppée e
associant 2 supports différents (Oasis HLB et PG&)néthode optimisée SPE-CPL-MS/MS a été enfitiquoge 3
un extrait de cerveau de mouton.

Mots clés: Neurotransmetteurs, chromatographie d’appari¢diieams, HILIC, ACP, SPE, spectrométrie de masse

—
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Development of new chromatographic methods compaties with mass spectrometric detection and
electrochemical detection for catecholamines and leted molecules

As neurotransmitters, catecholamines play an imaportole in the control and regulation of numerdarain
functions. They are also believed to be implicatedifferent neurodegenerative disorders.

First an ion pairing chromatography method usingafiooropentanoic acid as volatile ion paring agess
developed on the new generation of C18 columns ¢fitonand fused core)This method is compatible with M
detection in positive ionization mode.

Secondly an HILIC method was optimized using défércommercially available HILIC supports, they dae
classified as follows: neutral (diol, amide, andamy bounded), positively charged (amino, triazoteirfaed)
negatively charged (bare silica as wholly poroustigdas or fused core particles columns) and zwitec
(sulfobetaine bounded). Our studies lemdto a better understanding of the HILIC retentitechanism and also
the selection of the most appropriated column fdecholamine analysis. Only the HILIC system wasgatible
with both positive and negative ionization modes.

The two chromatogrdpc systems were then compared in terms of resoluéfficiency, detection and quantificat
limits (LOD/LOQ), calibration linearity and repeattty.

The LODs obtained were in the range of 1-100 ng-nmA simple pre-concentration method using Oasis HinB
PGC solid phase extraction cartridges has beemizgtil in order to enhance the LODs.

Finally the optimized SPE-LC-MS/MS method has bapplied to the identification of these compoundsspnt in
brain extracts.

Key words : neurotransmitters, ion pairing chromatography,|&, PCA, SPE, mass spectrometry
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