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Notes

CHROM. 4204

Une méthode ultrasensible de mesure de Poestriol par chromatographie en
phase gazeuse avec capture d’électrons

Formation de 16,17-diheptafluorobutyrate de 3-méthyl-oestriol

La faible quantité d’oestrogénes contenue dans le plasma en dehors de la gros-
sesse humaine rend leur dosage trés délicat. Depuis quelques années cependant des
méthodes spécifiques et trés sensibles ont été public¢es pour 'oestrone et 'oestradiol
libres plasmatiques, ayant recours, soit & la double dilution isotopiquel:2, soit & la
chromatographie en phase gazeuze avec capture d’électrons®-3, soit a la fixation pro-
téique compétitivet—¥. Cependant & part quelques résultats publiés par Woriz et al®
aucun auteur n’a a notre connaissance mis au point de technique de sensibilit¢ équiva-
lente pour l'ocestriol plasmatique.

Préparation et identification du dérivé

Dans un premier temps, nous avons tent¢ d’obtenir et d'identifier des cristaux
d’un dérivé fluoré du méthyl-oestriol, le 16,17-diheptafiuorobutyrate de 3-mdéthyl-
oestriol (oestratriéne-38,16a,178-triol) (DHIFBMey). Ce dérivé a ¢té préparé selon la
mdéthode de VAN DER MOLEN et al.f: 100 mg de 3-méthyl-oestriol sont dissous dans
2 ml de tétrahvdrofurane auquel on ajoute 0.5 ml d’anhydride heptafiuorobutyrique
(Fluka) et quelques gouttes de pyridine. Aprés agitation le tube bouché est gardd 2 h
4 I'obscurité puis éyaporé sous azote a 45°. Le résidu scc aprés ¢vaporation est dissous
dans 3 ml de méthanol aqueux a 70 %, et extrait 5 fois par 2 ml d’hexane. Les fractions
hexane mélangées sont recristallis¢es 3 fois dans benzénc/hexane. On obtient ainsi
des cristaux blancs allongés se groupant en buisson et dont le point de fusion est de g2°.

L’ heptafluorobutyrate de testosterone (HFI3T) utilis¢ comme standard interne
est préparé de la méme maniére.

La nature exacte du composé formé a pu étre précisée. Les chromatographies
sur couche mince de gel de silice dans divers systémes n’ont montré qu’une seule
tache absorbant en UV,

La chromatographie en phase gazeuse avec capture d’électrons donne un seul
pic avec les colonnes 19, XE-60 ou 1% QI 1 sur Gas Chrom Q. De méme un seul
pic a été observé en ionisation de flamme aprés chromatographie sur une colonne de
2 %, XE-60 sur chromosorb WAWO-MC.

I.a spectrographie de masse réalisée a Utrecht griace au Dr. VAN DER MOLEN a
montré que le composé d’un poids moléculaire de 694 posséde 2 résidus heptafluoro-
butyriques. Il correspond donc a la formule C,,H,,OgF 4.

La microanalyse a indiqué une teneur en gramme pour 100 g de produit brut
de 46.61 pour C (calculée 46.65), 3.62 pour H (calculée 3.46), 37.37 pour I (calculée
38.30).
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Il s’agit donc incontestablement de 16,17-diheptafluorobutyrate de 3-méthyl-
oestriol (Fig. I).
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TFig. 1. Formation du 16,17-diheptafluorobutyrate de 3-méthyl-ocstriol (oestratriéne-38,16x,17f-
triol).

Pour la préparation de microquantités (de I'ordre du ng) de dérivé, la technique
est modifiée de la maniére suivante: ’extrait sec est repris dans 0.1 ml de tetrahydro-
furane - 10 ul d’anhydride heptafluorobutyrique et laissé la nuit 4 ’obscurité.

On obtient ainsi un dérivé qu'il est possible de mesurer par chromatographie en
phase gazeuse avec capture d’électrons de fagon trés sensible et précise.

Mesure par chromatographie en phase gazeuse
L.a mesure est effectuée dans un appareil I' et M Biomédical 402 équipé d’un
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Fig. 2. A, Courbe de calibration du 16,17-diheptafluorobutyrate de 3-méthyl-oestriol indiquant le
rapport des surfaces de diverses quantités de ce dérivé (0.1 & 5 ng) et d’une quantité fixe (x ng)
d’heptafluorobutyrate de testosterone. B, Surfaces exprimées en cm? des pics obtenus en réponse
a4 l'injection de quantités croissantes de 16,17-diheptafluorobutyrate de 3-méthyl-oestriol. La

sensibilité de I'appareil étant de 1/64 correspondant & un courant de 2.56+ 10-1° V pour une déflec-
tion compléte de la pointe de 'enregistreur.
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détecteur avec source de tritium et contenant une colonne de verre siliconé en U de
60 cm x 4 mm remplie de Gas Chrom Q imprégné de QIF 1 & 1 9. La température du
four est &4 170°, le flash-heater & 210°, le détecteur a 210°. L’intervalle de pulsation
est de 150 usec. Un mélange argon-méthane (95:5) est utilis? comme gaz vecteur avec
un débit de 75 ml/min et comme gaz de purge avec un débit de 225 ml/min.

On utilise comme standard interne 'heptafluorobutyrate de testosterone. Le
diheptafluorobutyrate de méthyl-oestriol (DHFBMe,;) a par rapport a celui-ci un
temps de rétention de 0.45 soit 8 et 17 min environ. La courbe de calibration (Fig. 2A)
montre que le rapport de surface des pics de DHIFBMe; et de HF BT est é¢gal 4 1 quand
la quantité de ce dernier dérivé est 3 fois supérieure a celle du précédent. Pour des
quantité¢s de o.1 & 5 ng de DHIFBMe, la réponse du détecteur est lin¢aire (IFig. 2B).
Une quantité aussi faible que o.1 ng de DHIFBMe, correspondant &4 1.8:-10~7 mmole
d’oestriol libre donne une réponse nettement supérieure aux variations de la ligne de
base et trés aisément mesurable.

Conclusion

Nous disposons ainsi d’une micro-méthode ultra-sensible et spécifique de mesure
de l'oestriol dans les milieux biologiques et plus particuliérement le plasma. Des
résultats préliminaires!® sur I’application de cette méthode aux extraits plasmatiques
ont déja permis de constater que cette technique donnait des résultats positifs ct
reproductibles au cours de la phase lutéale du cycle menstruel aussi bien que dansle
plasma des femmes enceintes.

La spectrographie de masse a été réalisée a Utrecht (Pays Bas) par le Docteur
VAN DER MOLEN, la micro-analyse a été effectuée par le service central de micro-
analvse du C.N.R.S.

Ce travail a été réalisé avec 'aide du C.N.R.S. (R.C.P. No. 150).
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