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Une m&hode ultrasensible de mesure de I’oestriol par chromatographie en 
phase gazeuse avec capture d’dlectrons 

Formation de 16,17=diheptafluorobutyrate de 30m&hyl-oestriol 

La faible quantitk d’oestrog&nes contenue clans le plasma en dehors de la gros- 
sesse llumaine rend leur dosage t&s cli!licat. Dcpuis quelques anndes cependant des 
m~thodcs specifiques et tr&s sensibles ont ct.6 publicks pour l’oestrone et l’oestracliol 
likes plnsmatiques, ayant recours, soit 5 la double dilution isotopiquel’ 2, soit A la 
cllrc.)illato~rapllie en phase gazeuze avcc capture cl’dlectrons”-5, soit in la fixation pro- 
tiaique (l conipdtitive - n. Cepenclant Zl part quelques kultats publi& par Wo*rIz ct nl.$ 
aucun auteur n’a h notre connaissance nlis au point cle techniclue de sensibilitc kluiva- 
lente pour I’oestriol plasmatique. 

Dans un premier temps, nous avons tentd cl’obtenir et cl’iclentifier cles cristaux 
d’un dCrivd fluor du mC~thyl-oestriol, le x6,17-diheptafluorobutyrate de 3-m&tllyl- 
oestriol (oestratrihne-3P,160c,17/Y-triol) (DHFBMe,,). Ce ddrivd a bt4 @par6 selon la 
nli:thode de VAN I>ER MOIXN et nLO: IOO mg de 3-mfthyl-oestriol sont dissous dans 
z ml de tL:trahydrofurane aucluel on ajoute 0.5 ml cl’anhydride heptafluorobut~~rique 
(Fluka) et quelques gouttes de pyricline. Apr&s zg’itation !e tube bouchd est garcl<b 2 II 
:Lt l’obscuritk puis dy,zpord sous azote A 45”. Le rdsidu SK aprt% L:vaporation est clissous 
clans 3 ml cle m&thanol aclueus h 70 5:, et estrait 5 fois par z ml d’hesnne. Les fractions 
hesane nielangdes sont recristallisi!es 3 fois clans lxxk?ne/hesane. On obtient ainsi 
des cristaus blancs allong& se groupant en buisson et clont le point de fusion est de 92”. 

L’heptafluorobutyrate de testosterone (HT;13T) utilisc comme stnnclarcl interne 
est pkpard de la mSme mani&re. 

La nature esncte clu coniposd form& a pu Stre prdciske. Les chromato~raplAes 
sur couche mince de gel de silice clans divers systknes n’ont montr& qu’une seule 
tache absorbant en UV. 

La chromatographie en phase gazeuse avec capture d’Clectrons clonne un seul 
pit avec les colonnes I “//o SE-60 ou I % QF I sur Gas Chrom Q. De r&me un seul 
pit a ctd observ@ en ionisation de flamme apr&., c chromatographie sur une colonne de 
2 “/” SE-60 sur chromosorb WAWO-MC. 

La spectrographic de masse r~alisde k Utrecht @ice au Dr. VAN DER MOLEN a 
montrC que le composd cl’un poids moldculaire de 694 poss&de z Aidus heptafuoro- 
butyriques. 11 correspond done h la formule C,,H,,O,F,,. 

La microanalyse a indiqud une teneur en gramme pour IOO g de produit brut 
de 46.61 pour C (calculde 46.65), 3.62 pour H (calculde 3.46)’ 37.37 pour I; (calculde 

38.30). 
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11 s’agit done incontcstablement de IG,I 7-diheptafluorol~utyrate de 3-mdthyl- 
ocstriol (Fig. I), 

C&sh*lol -3.~6i-hy ether 

THF 
f 

AHFB 

. . . . . 

-ls,l~_dihepka Fluorobutyrate 
3. m6thyl aestciol 

Iiig. I. 1;ormation du 16, r 7-dihcptafluorobutyratc de 3-mdthyl-ocstriol (oestratri<!nc+3P, 1 GK, I7fI- 
triol). 

Pour la prdparation de microquantitds (de l’ordre du ng) de ddrivd, la technique 
est modifide de la man&z suivante: l’extrait set est repris dans 0.1 ml de tetrah.ydro- 
furane + IO ,A d’anhydride heptafluorobutyrique et laiss6 la nuit 1~ l’obscuritd. 

On obtient ainsi un d&-iv& qu’il est possible de mesurer par cllromatograpllie en 
phase gazeuse avec capture d’dlectrons de faGon t&s sensible et prkise. 

Mesvwe fiar chromatogva~lzie e32 @ase gazeuse 
La mesure est effect&e dans un appareil I? et M l3iomGdical 402 dquip@ d’un 

I;@. 2. A, Courbe de calibration clu rG,17-clihcptafluorobutyratc dc 3-mdthyl-oestriol incliquant le 
rapport cles surfaces de cliverscs quantitds clc cc cldrivci (0.1 B 5 118’) et cl’unc qunntitd fixc (I ns) 
cl’heptafluorobutyrate de testosterone. B, Surfaces exprimdes cn cm 2 des pits obtenus en r+onse 
B l’injection clc quantitds croissantes de IG, T 7-diheptafluorobutyratc clc 3-mdthyl-oestriol. La 
sensibilitd de l’appareil &ant de I/G~ correspondant B un courant clc 2.56~ ro-l” V pour UIIC cldfcc- 
tion complbtc clc la pointe dc l’etuqistreur. 
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dhxteur ac’ec source de tritium et contenant une colonne de verre silicon6 en U de 
Go cm x 4 mm remplie de Gas Chrom (2 impr6gn6 de (217 I A L (I/:; La tempdrature du 
four est it 170", le flash-heater h ZIOO, le detecteur h 210'. L’intervalle de pulsation 
est de 150 k~scc. Un nii-large argon--m6thane (95 : 5) est utilis? comme gaz vccteur avec 
un cltihit de 75 ml/min et comme gaz de purge avec un debit de 225 ml/min. 

On utilise comme stanclard interne l’heptafluorobutyrate de testosterone. Le 
dilwptafuorobutyrate de mdthyl-oestriol (DHFBMe,) a par rapport h celui-ci un 
temps de ktention de 0.45 soit 8 et 17 min environ. La courbe de calibration (Fig. 2A) 

montre clue le rapport de surface des pits deDHFBMe:, et cle HFBT est 6gal h I quand 
la quantiti de ce dernier cl&-iv& est 3 fois suphieure ZL celle du prkkdent. Pour des 
cluuntitcis de 0.1 k 5 ng de DHFBMe:, la rhponse clu ddtecteur est lincaire (Fig. zB). 
Une quantite aussi faible que 0.1 ng de DHl?BMe:: corresponclant h 1.S. IO-' mmole 
cl’oestriol libre donne une rdponse nettement sup&-ieure aus variations de la ligne cle 
base et trt:s aishiient mesurable. 

Nous disposons ainsi cl’une micro-mdthode ultra-sensible et spkifque de mesure 
de l’oestriol clans les milieus biologiques et plus particulihement le plasma. Des 
r&ultnts pr61iniinaires10 sur l’application de cette mdthode aus extraits plasmatiques 
ont cldjh permis de constater quc cettc? technique clonnait cles r&ultats positifs ct 
reprc~cluctibles au tours de la phase luthle clu cycle menstruel aussi bien que clans le 
plasma cles Cemmes enceintes. 

La spectrographic de masse a kti? rdaliske h. Utrecht (Pays Bas) par le Docteur 
Vl\s DER MOLEN, la micro-analyse a dtC effectuke par le service central de micro- 
analyse clu C.N.R.S. 

Ce travail a dtd rCalis6 avec l’aide clu C.N.R.S. (R.C.P. No. 150). 
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