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SUMMARY

Adrenal 18-hydroxycorticosteroids as MO-TMS derivatives have been analyzed by c.gl-MS and by mass
fragmentography. Experimental conditions have been found where the equilibrium between the 20-0x0
and the hemiacetal form is completely shifted towards the 20-oxo form so that each steroid gives only
one c.gl. peak identified as the 20-MO-18-TMS derivative. We have detected and quantitated with a high
specificity, 18-hydroxy-11-deoxycorticosterone, corticosterone and 18-hydroxycorticosterone in newborn
and adult rat adrenals.

The described mass fragmentographic method is compatible with the analysis of other adrenal steroids

on the same sample.

INTRODUCTION
En 1972, Rapp et Dahl [1], en étudiant les activités
d’hydroxylations enzymatiques au niveau du carbone
11 et au niveau du carbone 18 de stéroides surrénaliens
de différentes souches de rat, précisent que des précau-
tions ont été prises pour éviter 'emploi de méthanol et
de chlorure de méthyléne afin d’empécher un
phénoméne mis en évidence en 1965 par Dominguez
[2]. Cet auteur décrivait deux formes interconvertibles
de la 18-hydroxy-désoxycorticostérone qu’il séparait
en chromatographie sur couches minces et qu’il suppo-
sait étre, d’une part la forme (18 — 20) hémiacétalique,
d’autre part l'ester méthylique correspondant (forme
méthylacétal) résultant d’'une méthylation par I'action
d’un solvant tel que le méthanol. Toutefois, la possibi-
lité d’une interconversion entre les formes 18-hydroxy-
20-oxo0 et (18 — 20) hémiacétalique n’était pas totale-
ment écartée; mais de nombreux arguments étaient
avancés contre cette hypothése. La présence de deux
formes interconvertibles de la 18-hydroxy-11-désoxy-
corticostérone en particulier et des 18-hydroxycorti-
costéroides en général peut étre & priori génante pour
une analyse correcte de ces composés dans les extraits
biologiques, tant du point de vue qualitatif (inter-
férence possible avec d’autres composés pouvant mas-
quer I'une ou Pautre forme) que du point de vue quan-
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titatif, par 'augmentation du pourcentage d'erreur qui
en découle. De plus, si certains solvants tels que le
méthanol ou le chlorure de méthyléne influencent la
quantité relative de ces deux formes, les extractions de
stéroides et les délipidations employant ces solvants,
puis 'analyse par chromatographie sur couches minces
ne devraient pas étre favorables pour U'analyse des 18-
hydroxycorticostéroides. Nous avons donc abordé
Panalyse des corticostéroides hormonaux par la
méthode de chromatographie gaz-liquide-spectrom-
¢trie de masse {c.g.1.-SM) qui permet la séparation des
stéroides de structures différentes et leur identification;
nous avons montré de plus que ['utilisation de la frag-
mentographie de masse (FM) offrait une sensibilité
assez élevée pour permettre leur détection au niveau
physiologique (faibles échantillons de surrénale ou de
plasma) et simultanément leur évaluation quantitative
précise a l'aide de composés de référence deutériés
[3,4]. Les possibilités de résolution offertes par ces
méthodes nous ont amenés & envisager un type com-
mun de dérivés pouvant permettre leur analyse & partir
du méme échantillon biologique tout en gardant la
structure enticre des stéroides a analyser.

La 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone est e
stéroide le plus abondant chez le rat aprés la corticos-
térone [ 5, 6]; par ailleurs, la 18-hydroxycorticostérone



134 M. ProsT ¢t B. F. MaUMr

est un precurseur important pour la synthese de lal-
dostéronc dans la surrénale humaine normale et
tumorale [7]. Nous nous sommes donc proposés d’en-
visager dans la méme optique et de fagon compatible
avee nos travaux précédents [3.4] les possibilités
d’analyser les 18-hydroxycorticostéroides sous forme
de dérives O-méthyloxime-éther de  triméthylsilyl
{(MO-TMS) par c.gl-SM et par FM. En effet, les
dérivées MO-TMS [§] sont stables en c.g.l. et permet-
tent une bonne séparation chromatographique ou
fragmentographique des principaux 17-désoxycorti-
costéroides ¢t 17z-hydroxycorticostéroides [9]. L'al-
dostérone peut aussi étre analysée sous forme de MO-
TMS [9 et 10]. Dans le cas particulier des 18-hydroxy-
corticostéroides nous avons établi que la formation
des dérivés MO-TMS permet 'obtention d’un produit
unique et stable pour chaque stéroide. La formation
d’une O-méthyloxime en position 20 conduit au dépla-
cement total de I'equilibre forme (18 — 20) hémiacéta-
lique. forme 18-hydroxy-20-ox0, vers cette derniére
forme. L'emploi des réactifs silylants deutériés [11]
donne le¢ moyen de confirmer la structure des mol-
écules analysées ct fournit des étalons internes pour
I'analyse quantitative [4].

Nous allons donc présenter d’abord les résultats
obtenus sur les composés de référence ct ensuite
application a I'étude des 18-hydroxycorticostéroides
extraits de la surrénale de rats adultes et nouveau-nes.

MATERIEL ET METHODES
Chromatographic gaz- liquide (c.g.1.)

Le chromatographe utilis¢ est un instrument Pack-
ard de type 7400: il est ¢quipé de deux colonnes et de
deux détecteurs A ionisation de flamme et doté de deux
enregistreurs Sefram de type Servotrace. Les colonnes
en verre silanisé ont une longueur de 4 m et un diamétre
de 2 mm. Ces colonnes sont remplies de support Gas
Chrom P (Supelco). de granulométrie 100-120 mesh
tamisé, lavé aux acides, silanis¢ et imprégné de phase
stationnaire, soit OV-1, soit Dexsil-300 (Supelco Inc.).
La méthode de préparation des supports imprégnés est
celle décrite par Horning er al. [12]. Le taux d'imprég-
nation est de 17,. Les séparations sont effectuées en
programmant la température de la colonne a 1'C/mn
a partir de 180 C avec un débit d'azote de 30 a
40 mi/mn. La température de I'injecteur est de 260°C
et celle du détecteur de 290°C. Le nombre de plateaux
theoriques est de lordre de 7000 a 230°C pour la n-
octocosane.

* Nous remercions fe Dr. J. R, Pasqualini. (Fondation de
Recherche en Hormonologie. France) pour nous avoir égale-
ment donnd un cehantillon de ce steroide.

Chromatographie gaz liquide- spectrométrie de masse

(c.g.l—SM)

Nous employons le chromatographe en phase
gazeuse couplé a un spectromeétre de masse LKB 9000.
La colonne chromatographique cst une colonne spir-
aléc en verre silanis¢ de 4 m x 2 mm remplic avec une
phase OV-1 imprégnée a 1, sur un support lavé aux
acides, tamis¢ et silanis¢ de type Gas Chrom P
(Supclco). La température de Tinjecteur est de 260 C.
celle du separateur est de 270 'C et celle de la source
ionique est de 290 C. Le¢ débit de gaz vecteur est de
30 mi/mn. Le voltage d’accélération cst de 3.5kV et le
courant de trappe st de 60 pA. Les spectres de masse
sont cffectués aux énergies d'ionisation de 20, 28 et
70eV. Un alternateur de voltage daccélération est
utilis¢ pour les analyses en détection d'ions multiples.
Il permet la détection de fragments dont la masse peut
¢tre jusqu'a 20°, supérieurc & la masse la plus basse
détcctée. Nous utilisons aussi un nouveau détecteur
d’ions multiples couplée d un “peak matcher” (LKB)
décrit par Hammar et Hessling [13]. Ce dispositif per-
met la détection simultanée de quatre fragments dont
la masse peut étre jusqu’a 33°; supérieure a la masse
la plus basse détectée ou a 25, inférieurc a la masse
la plus haute détectéc. L'¢nergie d'ionisation est de 20
ou 28 ¢V pour la détection d'ions multiples.

Composés de réference

La 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone* et la 18-
hydroxyprogestérone proviennent de chez Searle
(Mexico). La 18-hvdroxycorticostérone ainsi que la
corticostérone viennent de chez lkapharm (Ramat-
Gan, Israél). Les réactifs bis(triméthylsilyl)-acétamide
(BSA), triméthylchlorosilane (TMCS). chlorhydrate de
O-méthyloxyamine (MO, Cl) viennent de Pierce
Chemical. Les réactifs silylants marqués au deutérium,
BSA-D, g et TMCS-D, viennent de Merck, Sharpe et
Dohme  (Montréal). La  corticostérone  4-1#C
(50 mCi/mmol) nous a éte fournie par le Centre
d’Etude Atomique de Saclay.

Derivés

Les composés sont analysés en chromatographie
gaz-liquide sous forme de dérivés MO-TMS. Du
chlorhydrate d’O-méthyloxyamine recristallisé est
utilisé comme réactif pour la formation des dérives O-
meéthyloxime a la concentration de 16 mg/ml de pyri-
dine (Merck) bidistillée sur ninhydrine et conservée sur
potasse. On utilise 0,1 ml de cette solution pour 0,1 mg
de substance de référence; les conditions employées
pour la formation des dérivés MO-TMS sont dif-
férentes suivant les expériences:

lere méthode: les dérivés MO sont formés en 2h a
température ambiante, puis la pyridine est évaporée.
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L’échantillon est silylé par BSA seul ou BSA D, dans
la pyridine (50:50 v/v) pendant 16 h a 65°C.

2¢me méthode: les dérivés MO sont formés a 65°C
pendant 3 h, puis la pyridine est évaporée: (a) 'échan-
tillon est silylé par BSA et TMCS (80: 20 v/v) pendant
16 ha 65°C; (b) la silylation est effectuée par BSA-D, 4
dans la pyridine (50: 50 v/v) pendant 16 h & 65°C. Dans
la méthode numéro 2 méme les hydroxyles encombrés
sont silylés.

Préparation des échantillons biologiques

Les surrénales de rats méles adultes de race Wistar
sont prélevées aussit6t sur des animaux décapités aprés
une anesthésie rapide a P'éther.

Elles sont pesées immédiatement et stockées dans le
méthanol & —30°C jusqu’a ce que P'on effectue Pextrac-

tion qui peut avoir licu plusieurs semaines plus tard.

sans affecter I'analyse future des stéroides et en parti-
culier celle des 18-hydroxycorticostéroides. La pre-
miére étape de I'extraction des corticostéroides est le
broyage des glandes {68 surrénales) dans un homog-
énéiscur de Potter. Le milieu de broyage est le
méthanol de départ auquel on ajoute 309 d’eau tridis-
tillée et de la corticostérone-4-1*C pour calculer le ren-
dement de 'extraction. Le broyat est centrifugé, le sur-
nageant est recueilll puis le culot est mis en suspension
avec un mélange méthanol-eau (70:30 v/v) et centri-
fugé a nouveau. Nous répétons la manipulation 3 fois
et les surnageants sont mis ensemble et laissés une nuit
4 ~20°C. Les lipides précipités partiellement sont cen-
trifugés a — 15°C et a 4000 tours/mn. Le culot obtenu
est resuspendu dans du méthanol & —50°C de fagon a
ne pas redissoudre les lipides précipités. On centrifuge
de nouveau a — 15°C. Le méthanol est alors évaporé
sous un courant d’azote a 60°C et Pextraction propre-
ment dite est effectuée sur le milieu aqueux par le
chlorure de méthyléne (3 fois) et par acétate d’éthyle
(3 fois). Les solvants sont évaporés sous courant d’a-
zote apres avoir déshydraté les extraits sur sulfate de
magnésium. Les dérives MO-TMS sont alors formés
sur le résidu sec dans les conditions données ci-dessus
pour les composés de référence selon la méthode
numéro 2. Le volume final du milieu réactionnel est de
200 ul. Le rendement d’extraction est alors calculé sur
une partie aliquote de I’échantillon biologique en fai-
sant le rapport du comptage de la radioactivité de
départ avec celui de la radioactivité retrouvée. Ce ren-
dement est de 80-90% pour la corticostérone. Les
dérivés des extraits stéroidiens sont alors analysés dir-
ectement en c.g.l.-SM sans autre purification ou sépa-
ration préalable, mais on ajoute avant l'injection dans
le chromatographe 100 ng de stéroides de référence
sous forme de MO-TMS-D, préparés suivant la
méthode 2b. Les analyses en chromatographie gazeuse
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Fig. 1. (1) {I'): réaction avec MQ, Cl, 2h a température
ambiante ou | ha 65°C.
{2): réaction avec MO,Cl, 2 h a température ambiante {réac-
tion partielle} ou 2 h a 65°C (réaction totale}.
(3} {3'): réaction de silylation avec BSA, 15h 4 65°C: pour
la voie (3), Ja réaction de 'hydroxyle tertiaire en 20 est in-
compléte et conduit au mélange du composé II et du
composé 20-hydroxy n’ayant pas réagi. Pour la voie {3) la
silylation est compléte (les groupes hydroxyles peu ou
moyennement encombrés ont réagi rapidement) et conduit
au seul composé II1.

(4): déshydratation thermique du groupe hydroxyle tertiaire
dans la chambre d’injection du chromatographe conduisant
au compose 1.

N.B. L’hypothése ol le composé I serait chromatographié
sans déshydratation et perdrait une molécule d’eau sous I'ef-
fet du bombardement électronique dans la source ionique
du spectrometre de masse et donnerait 'ion M-~18 a été envi-
sagée; mais un argument en faveur de la déshydratation
dans la chambre d’injection du chromatographe est apporté
par la chromatographie gazeuse du composé¢ sur deux
phases de polarité différente, OV-1 et Dexsil-300. En effet ce
composé est élué sur OV-1 et Dexsil-300 avec prés de 2
unités d’indices de méthyléne en moins que la forme hémiac-
étalique triméthylsilylée en 20 alors que sur Dexsil-300 le
composé 20-hydroxy libre serait plus retenu donc élué sur

cette phase polaire aprés le dérivé triméthylsilylé en 20.

Pour la 18-hydroxyprogestérone R, = CH;, R, = H et
R} = CH,. Dans ce cas, le composé I a une masse molécu-
laire de 341, le composé II de 431 et le composé 111 de 460.
Pour la 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone ou ses dérivés,
R; = CH,0H ou CH,0TMS, R, =H et R = CHOH ou
CHOTMS. Le composé I a alors une masse de 429, le

compose 11 de 519 et le composé HI de 548,
Pour la ‘18-hydroxycorticostérone ou ses dérivés, R, =
CH,0H ou CH,;0TMS, R, = OH ou OTMS ¢t R| =
CHOH ou CHOTMS. Le composé I a alors une masse
moléculaire de 517, le composé 1I de 607 et la composé HI
de 636.
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sont effectuées sur des quantités d’échantillons variant
de 14 6yl cest a dire sur les stéroides de 1/3 4 2 surr-
énales. Nous sommes bien au-dessus de la limite de
détection de lappareillage pour la [8-hydroxy-11-
désoxycorticostérone ; mais ces quantités permettent la
mesure simultanée de composés comme la 18-hydroxy-
corticostérone existamt normalement en quantité beau-
coup plus faible dans le méme échantillon biologique.

RESULTATS ET DISCUSSION

Recherche des conditions optimales de formation des
dérives MO TMS

La cinétique de formation des dérivés MO sur les
fonctions cétonesen 3 et en 20 des corticostéroides a été
étudiee dans le cas de 21-hydroxystéroides, de 17a-
hydroxystéroides et de 11f-hydroxystéroides: dans
tous les cas la formation des dérives MO est compléte
en 2 h a température ambiante [9]. Ce temps de réac-
tion est aussi compatible avec 'obtention quantitative
des dérivés 3,20-di-MO de T'aldostérone [9]; dans ce
dernier cas le temps de réaction de 2h ne peut étre
dépassé sans qu’il y ait apparition de dérivé 3,18,20-tri-
MO conduisant a la présence de multipics { 10]. Dans
le cas des 18-hydroxycorticostéroides, 2 h de réaction
4 température ambiante ne suffisent pas pour déplacer
totalement la forme hémiacétalique en forme 3, 20-di-
MO.

Dans une premiére expérience, nous avons effectué
sur la 18-hydroxyprogestérone la réaction de forma-
tion des dérivés MO dans les conditions habituelles
(température ambiante, 2h) suivie d’une silylation
dans des conditions ol les hydroxyles primaire et
secondaire en position 11 sont convertis totalement
en dérivés TMS. L'analyse en c.g.l. conduit a 'obten-

tion de trois pics (I, I, 1H) bien sépares, d'indice de
méthyléne sur phase OV-1 27.50, 29.35 et 30,15 respec-
tivement; I'analyse ¢.g.1—SM donne respectivement les
ions moléculaires a 341, 431 et 460. Ceci laisse prévoir
trois types de dérivés différents: un dérivé mono-MO
ayant d’aprés son comportement chromatographique
vraissemblablement perdu une molécule d’eau, un
dérivé mono-MO-TMS et un dérive di-MO-TMS res-
pectivement.

Dans une deuxiéme série d’expériences la tempéra-
ture de la réaction de formation des O-méthyloximes
est portée a 65°C et des parties aliquotes sont prélevées
aprés 1, 2 et 3h de réaction. On effectue les dérivés
TMS dans les mémes conditions que précédemment;
Panalyse c.g.l. de la premiére partie de I'échantillon (1 h
de formation des MO) donne trois pics identiques &
ceux de la premiére expérience, le pic ITT ayant aug-
menté au détriment des deux précédents; dans les deux
dernters échantillons (2 et 3 h de formation des MO)
on constate la disparition compléte des pics I et II au
profit d’un seul pic III.

L’interprétation de ces résultats est résumée dans le
schéma de la Fig. 1:les composés 1 et I correspondent
4 la forme (18— 20)-hémiacétal-3-MO, le composé 1
¢tant vraissemblablement déshydraté en 20 et le
composé 1T étant 20-TMS. Le composé III est la 3.20-
di-MO-18-TMS-progestérone.

Ces expériences répétées pour la 18-hydroxy-11-
désoxycorticostérone et la 18-hydroxycorticostérone
conduisent & des résultats similaires. Les trois types de
dérivés pour chaque compos¢ étudié ont été carac-
térisés en c.gl. par leurs indices de méthyléne reportés
au Tableau [.

Les structures on ¢té confirmées par ’¢tude des frag-
mentations de chaque composé et des dérivés perdeu-

Tableau 1. Indices de méthyléne des dérivés MO-TMS de la 18-hydroxyprogestérone,
18-hydroxy-11-désoxycorticostérone, 18-hydroxycorticostérone

Composés OV-11%  Dexsil-300 1%,
18-Hydroxyprogestérone
-3-MO-20-éne 27,50
-3-MO-20-triméthylsilyloxy 29,35
-3.20-di-MO-18-triméthyisilyloxy 30,15 31,00
18-Hydroxy-11-désoxycorticostérone
-3-MO-20-éne-21-triméthylsilyloxy 3415
-3-MO-20,21-di-triméthylsilyloxy 31,65
(32,60)*
-3,20-di-MO-18,21-di-triméthylsilyloxy 31,66 31,95
(32,30)*
18-Hydroxycorticostérone
-3-MO-20-¢ne-118, 21-di-triméthylsilyloxy 32,05
-3-MO-118,20, 21-tri-triméthylsilyloxy 32,85
-3,20-di-MO-114,18, 21-tri-triméthylsilyloxy 33,28 33,35

* Pic mineur (environ 10%;) isomére du pic principal.
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Tableau 2. Abondances relatives des principaux fragments des dérivés des 18-hydroxycorticostéroides

Ion moléculaire Pic de base Masses et intensités relatives () des
Composés et types de dérivés M B autres fragments*
18-Hydroxyprogestérone
-3-MO-20-éne 341(88) 125 3261(9,6), 310%(24), 298(4), 295%3,3), 266(5),
216(14), 189(7.8), 1535(45), 151°(44), 137(50)
-3-MO-20-triméthylsilyloxy 431(13,8) 125 416'(18,8), 400%(5), 3417(75,5), 310%(50), 298%(69,5),
266(32,4), 153%(65,5), 151%(50,5), 137(48), 103°(56)
-3-MO-20-tri(perdeutériométhyl) 440(15)9+ 1250 425Y(11,1)9, 422'°(9,3), 409%(4,9)9, 341%(75,5)0.
silyloxy 31013(52,8)0,29813(73)0, 266(34,6)0, 1535(71)0,
1515(55,5)0, 137(53)0, 112" 4(49)9
-3,20-di-MO-18-triméthyl- 460(2,9) 3707 429%(28.4), 339%(68,5), 298'%(10,4), 266(9,6),
silyloxy (a)f 153%(12,6), 103%(5.4), 100(4)
-3,20-di-MO-18-tri(perdeutério- 469(2,4)9 37010 438%(31,8)9,  339'4(72,6)0, 298'3(9,5)0,
méthyl)silyloxy (a) 266(9.2)0, 153°(14,3)0, 11214(5,2)9, 100(3,7)
18-Hydroxy-11-désoxycorticostérone
-3-MO-20-¢ne-21-triméthyl- 429(100) 429
silyloxy
-3-MO-20-éne-21-tri(perdeutério- 438(100p 4389
méthyl) silyloxy
-3-M0-20,21-di-triméthyl- 519(0,8) 4161 5041(1,8), 489(0,8), 488%(0,4), 4297(26), 399(4,7),
sityloxy 386(5,2), 357(2,6), 298%(2,9), 266(1,6), 153%(6,2),
1515(4,5), 125(6,3), 117(8,4), 103%(9)
-3-M0-20,21-di-tri(perdeu- 537(0,7)18 425'79 51919(1,3)15, 507(1)i8, 506%(0,5)18, 438'!(31)9,
tériométhyl) silyloxy 408(5,2)9, 395(5,2)9, 366(2,7)9, 298!8(3)0, 266(2,6)
0, 153%5,6)0, 151%(4,8)0, 153°(5,6)0, 117(8)0.
11214(8,2)9
-3,20-di-MO-18,21-di-tri- 548(19) 5172 4587(17),  427%(38),  414'%(9,5),  396%%(93),
méthylsiloxy (a) 368;"(36), 337%(9,5), 297%*(38), 266(31,5), 153%(26),
103°(83)
-3,20-di-MO-18,21-di-tri(per- 566(18,5)18 535218 467'1(13,5), 4361%(42p9, 423%3(4)9, 40525(98,5)9,
deutériométhyl) 36825(34,2)0, 33727(10,8)0, 297%5(47,2)0, 266(19)0,
silyloxy (a) 1535(18,3)0, 11214(86)9
18-Hydroxycorticostérone
-3-M0-20-éne-118, 21-di 517(100) 517
triméthylsilyloxy
-3-MO-20-¢ne-118,21-di-tri 535(100)18 53518
(perdeutériométhyl) silyloxy
-3-MO-118, 20,21-tri-trimeé- 607(0,5) 5177 5921(1), 504°(52), 487(16,4), 474(11), 427%°(47),
thylsilyloxy 4142°997), 324%°(12,1), 29631(35), 264(38,4),
1535(17,6), 1515%(15,4), 117(49,5), 103°(79)
-3,20-di-MO-118,18,21-tri- 636(4,5) 605* 5467(18,8), 5158(45,6), 502'%(6,1), 48424(94),
triméthylsilyloxy (a) 4562°(22,8), 425%1(45), 366°°(31), 295°%(67,5),
26433(33), 153%(17,8), 103°(98)
-3,20-di-MO-115,18,21-tri-tri 663(4,5)27 632227 564'1(17,1)18, 533'%(45)18, 520%3(3,7)18, 5022%(31)
(perdeutériométhyl)silyloxy (a) 18, 465%°(20,5)9, 43427(50)9, 366°(26,6)0,
2953%(69,6)0, 264%7(24,5)0, 153%(13,7)0,
1121487,2)9

1. M-15 = M-CHj3; 2. M-31 = M-OCH,; 3. M-(h + H); 4. M-15-31; 5. x + 2H; 6. x; 7. M-90 = M-silanol; 8 M-31-90; 9.
*CH,OTMS = 103; 10. M-CD,; = M-18; 11. M-(90+9) = M-silanol deutéri¢ sur 3 méthyl; 12. M-31-(90+9); 13.
M-(h+H+9) th porte un TMS deutérié); 14. *CH,O-Si(CD;); = 112; 15. M-chaine latérale -90 = M-CL-90; 16.
M-*CH,O0TMS = M-103; 17. M-*CH,08i(CD;), = M-112; 18. M-(h+ H + 18) (h porte 2 TMS deutériés); 19. M-103-31;
20. M-2(90); 21. M-2(90)-31; 22. M-(CL+H)-90; 23. M-31-112 = M-31-"CH,0S8i(CD,);; 24. M-2(31)-90; 25.
M-2(31)-(90+9); 26. M-2(99); 27. M-2(99)-31; 28. M{CL + H)-99; 29. M-103-90; 30. M-103-2(50); 31. M-(h+H)-90; 32.
M-(CL + H)-2(90); 33. M<(CL + H)-2(90)-31; 34. M(CL + H)-2(99); 35. M-3(90); 36. M-3(99); 37. M-(CL + H)-2(99)-31.

* Les chiffres notés en exposant correspondent a la nature probable du fragment considéré (voir code en fin de tableau).

t Les chiffres en italique représentent le déplacement en masse du fragment considéré marqué au deutérium par rapport
4 la masse du fragment protoné correspondant.

1 Pour les dérivés notés (a), I'énergie de bombardement des électrons est de 20eV, condition utilisée pour la
fragmentographie de masse; pour tous les autres, I’énergie de bombardement est de 70eV.
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terio-TMS correspondants. Le Tableau 2 donne les
principaux fragments d’'importance structurale: outre
les fragmentations bien établies pour les dérivés O-
méthyloxime (perte du groupe OCH;) et les dérivés
TMS (perte de méthyle et de silanol), d’autres frag-
ments caractéristiques (x ¢t M-h) peuvent s'expliquer
par le schéma de fragmentation propos¢ ci-dessous.

Ry

Les dérivés 3,20-di-M O-18-TMS sont les plus favor-
ables pour 'analyse quantitative par c.gl. et c.gl-FM.
En effet, dans les conditions que nous avons définies il
est possible d’obtenir un seul pic chromatographique
par stéroide étudié; par ailleurs. la stabilité de ces
dérivés est excellente et lon peut reproduire le méme
tracé chromatographique a partir d'un échantilton
laissé plusicurs semaines a la température ambiante;
leurs propriétés chromatographiques sont satisfai-
santes: la Fig. 2 montre la séparation entre 18-hydrox-
yprogestérone, 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone et
18-hydroxycorticostérone sur une colonne remplie de
phase OV-1. Les coefficients de réponse (k;) du détec-
teur en ionisation de flamme de ces dérivés ont éte cal-
culés par rapport a un carbure saturé, le n-triacontane
et 4 un stéroide-di-MO (la progestérone) comme
références (k; = 1) (Tableau 3). Ils sont du méme ordre
de grandeur que ceux des 18-désoxycorticostéroides
correspondants. Le deuxiéme pic mineur de 18-hyd-
roxy-11-désoxycorticostérone observe sur le chroma-
togramme. Figure 2, n'est pas un reste de forme
hémiacétalique; par contre, il a le méme spectre que le
composé identifi¢ comme di-MO-per-TMS; un pic
mineur existe également chez les dérives MO-TMS de
la 11-désoxycorticostérone. Le pourcentage de ce pic
mineur ne dépasse pas 129; et reste constant au cours
du temps. Enfin. les spectres de masse détaillés des

derives 3,20-di-MO-per-TMS confirment leurs struc-
tures comme le montrent les Figs. 3, 4 et 5. {Is permct-
tent aussi de repérer les fragments spécifiques Ies plus
intenses qui seront choisis pour I'analyse par fragmen-
tographie de masse.

Dans cette méthode. le spectrométre de masse per-
mct une détection sensible des effluents de la colonne de
chromatographie gazeuse en enregistrant en fonction
du temps I'intensité d’un i quatre fragments déterminés
au préalable; par exemple, les fragments 517 et 348, le

rapport de leur intensité 1548/i517 = 4 ¢t I'indice de

18 OH Corticosteroides
di-MO-per-TMSi

I8 OH|[Progesterone
1% OV T.R I°/min

(220°)

18 OH Corticosterone

18 OH DOC
n
(2)
| ] !
40 30 20
Temps, min

Fig. 2. Chromatogramme montrant la séparation de la 18-
hydroxy-11-désoxycorticostérone et de la 18-hydroxycorti-
costérone sous forme de dérivés 3,20-di-MO-perTMS sur
une colonne de 4 m et sur phase OV-1 1°,, la température
étant programmée de 1°C/mn & partir de 220°C. Le pic
mineur (2) est un isomére 3,20-di-MO-perTMS de la 18-
hydroxy-11-désoxycorticostérone (1). On a utilisé un détec-
teur & ionisation de flamme.

Tableau 3. Coefficient de réponse des dérivés 3,20-di-MO-per-TMS de trois 18-hydroxycorticostéroides

Coefficient de réponse

Composés référence = n-triacontane Réference = progestérone-di-MO
30 1 0.66
Progestérone 1.5 1
18-Hydroxyprogestérone 1,5 1
18-Hydroxy-11-désoxycorticostérone 3,8 (pic 1) 1.9
33 (pic l et 2) 1.6
18-Hydroxycorticostérone 3.7 1.8
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Fig. 3. Spectres de masse a 70eV des dérivés 3,20-di-MO-18-TMS (spectre supérieur) et 3,20-di-MO-18-

deutério-TMS (spectre inférieur) de la 18-hydroxyprogestérone. Pour le dérivé MO-deutério-TMS I'ion

moléculaire a une masse augmentée de 9 par rapport au dérivé protoné. Les valeurs encadrées indiquent
le déplacement positif de masse des ions considérés par rapport aux ions protonés correspondants.
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Fig. 4. Spectres de masse a 70eV des dérivés 3,20-di-MO-18,21-di-TMS (spectre supérieur) et 3,20-di-
MO-18,21-perdeutério-di-TMS (spectre inférieur) de la 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone.
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Fig. 5. Spectres de masse a 70eV des dérivés 3,20-di-MO-11,18,21-tri-TMS {spectre supérieur) et 3.20-di-

MO-11,18,21-perdeutério-tri-TMS (spectre i

méthyléne IMgy - ; = 31,66, permet une identification
non ambigué de quantité voisine du ng de 18-hydroxy-
I I-désoxycorticostérone.

Comme pour analyse de la corticostérone [4,97, le
dérivé perdeutério-TMS introduit simultanément avec
I’échantillon non marqué peut fournir un étalon in-
terne pour évaluation quantitative dans les milieux
biologiques; il suffit de sélectionner un ion du dérivé
perdeutérié¢ {par exemple le fragment 535 du dérivé
3,.20-di-MO-18.21-di-TMS D, de la 18-hydroxy-11-
désoxycorticostérone) qui n'interfére pas avec un frag-
ment du dérivé non marqueé.

Analyse des 18-hydroxycorticostéroides surrénaliens

La Fig. 6a montre la séparation chromatographique
des stéroides libres d'un extrait surrénalien de rat
Wistar mile de trois mois. A ¢6t¢ du cholestérol, on a
identifié par cgl-SM la 18-hydroxy-11-désoxycorti-
costérone (en mélange avec la 11-déhydrocorticos-
térone et la 3f,116,21-trihydroxy-5x-pregnan-20-one),
la corticostérone et le fi-sitostérol. La présence dans la
surrénale de métabolites réduits de la corticostérone
[9] confirmant Taction d’une S5x-réductase surréna-
lienne [14, 15, 16] et de S-sitostérol montrant Paccu-
mulation de stérols végétaux dans cet organe, fait l'ob-
jet d’une discussion détaillée dans des articles séparés
(9 et résultats non publiés). La fragmentographie de
masse (Fig. 6b) permet la détection spécifique de la 18-
hydroxy-11-désoxycorticostérone surrénalienne; en

nférieur) de la 18-hydroxycorticostérone.

effet, les fragments ionisés 548 (M) et 517 (M-31) sont
caractéristiques de ce stéroide car ils sont absents des
spectres des deux autres stéroides élués sous le méme
pic chromatographique: la {1-déhydrocorticostérone-
MO-TMS (M = 474) et 1a 38.118.21-trihydroxy-5x-
pregnan-20-one (MO-TMS). De plus, le rapport des
intensités des ions 517 et 548 est trouvé égal a 5 dans
le pic de la 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone de
Pextrait comme dans le composé de référence. Le frag-
mentogramme de la Fig. 6b montre aussi que 'on peut
détecter simultanément la corticostérone, isomére de
position de la 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone
mais qui en est séparée chromatographiquement ct
dont le rapport des intensités des ions 517 et 548 est
égal a 1, et le B-sitostérol par son ton moléculaire & m/e
486 ce dernier fragment est aussi utilisé comme carac-
téristique supplémentaire pour la corticostérone et la
18-hydroxy-11-désoxycorticostérone; il correspond a
M-2 x 31.

Aucun pic chromatographique correspondant a la
18-hydroxycorticostérone n'est détecté en courant
d’ionisation total (TIC) pour une injection d'extrait
correspondant a 2 surrénales de rat (Fig. 7a); nous
avons alors enregistré en DIM les masses 636 corres-
pondant a I'ion moléculaire de la 18-hydroxycorticos-
térone-3,20-di-MO-per-TMS et Iion 605 correspon-
dant & 'ion M-31 (M—QOCH,;). La 3éme masse 548
nous permet de détecter la 18-hydroxy-11-désoxy-cor-
ticostérone et la corticostérone-MO-TMS sur le meme
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Fig. 6. Analyse par c.gl-SM et par FM d’un extrait surrénalien total de rat méile adulte: (a) détection
par courant d’ionisation total: A = 11-déhydrocorticostérone, 18-OH-DOC = 18-hydroxy-11-désoxycor-
ticostérone, THB I = 38,118,21-trihydroxy-5«¢-pregnan-3,20-dione, corticostérone (1) = pic principal, (2)
= pic mineur; (b) détection d’ions multiples (DIM) effectuée simultanément: tracé continu = ion a m/e
517, tracé discontinu = iona m/e 548, tracéen pointillés = ion a m/e 486. Les pics fragmentographiques sor-
tant de Péchelle de plus haute sensibilité ( x [0) sont reportés sur une échelle 10 fois moins sensible {x 1),
La détection des trois stéroides analysé, en particulier de la 18-OH-DOC est spécifique {voir texte).

Colonne de SE-304 1%; température programmée & 1°C/mn a partir de 180°C; énergie de bombardement

des électrons == 20eV; la DIM est obtenue a I'aide d’un alternateur de voltage d’accélération.
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Fig. 7. Analyse par c.g.l.-SM ¢t par FM d'un extrait surrénalien total de rat male adulte montrant la détec-
tion spécifique de la 18-hydroxycorticostérone: (a} détection par courant d’ionisation total: mémes
stéroides que dans la Fig. 6; la place ou est ¢luée la 18-hydroxycorticostérone (18-OH corticostérone)
est indiquée par un trait en pointitlés; (b) détection d’ions multiples effectuée stmultanément: tracé con-
tinu = ionamy/e 548, tracé discontinu = ion & m/e 605, tracé en pointillés = ion a m/e 636; ces deux derniers
tracés permettent la mise en évidence de la 18-OH corticostérone avec des sensibilités 10 (x 10) et
100 (x 100) fois plus élevées que pour la détection de la corticostérone et de la 18-hydroxycorticostérone
(x 1)
Mémes conditions chromatographiques et fragmentographiques que pour la Fig. 6.
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Fig. 8. Fragmentogramme de masse montrant P'analyse
quantitative de la 18-OH DOC et de la corticostérone
extraites de deux surrénales de rat male 4gé de 15 jours.
Détection des hormones de l'extrait par I'ion & m/e 517
(tracé continu); détection de 200 ng de chaque hormone
deutériée de référence correspondante (Et.Int.] et Et.Int.2)
jouant le role d’étalon interne, par I'ion 4 m/e 535 (tracé dis-
continu). La DIM est obtenue a 'aide du nouveau DIM
couplé a comparateur de pic (LKB 9060) [14]; I'énergie de
bombardement des électrons est de 28 eV. La sensibilité de
détection de I'ion & m/e 517 ( x 600) est 3 fois plus élevée que
celle de I'ion a m/e 535 (x 200). Mémes conditions chroma-
tographiques que la Fig. 6.

fragmentogramme. La Fig. 7b montre la détection de la
18-hydroxycorticostérone: le rapport des fragments
636/605 = 1/22 est le méme pour le composé de I'ex-
trait que pour le composé de référence; les indices de
méthyléne sur OV-1 sont aussi concordants.

La Fig. 8 montre un exemple d’évaluation quantita-
tive de la 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone et de la
corticostérone extraite de surrénales de rat mile de 15
jours. On a utilis¢ comme étalons internes les hor-
mones de référence correspondantes, sous forme de
dérivé MO-di-TMS D, Leurs temps de rétention sont
voisins de ceux des stéroides a analyser, mais ils peu-
vent étre détectés spécifiquement en utilisant le méme
fragment ionisé, par exemple M-31, mais déplacé de 18
unités de masse par la présence des atomes de deu-
térium. A 'age de 15 jours, la surrénale de rat male
contient un taux ¢levé d’hormones, respectivement
30ng et 18 ng de corticostérone et de 18-hydroxy-11-
désoxycorticostérone par mg de tissu. Cette méthode

a été utilisée pour évaluer I'évolution de la stéroi-
dogéneése chez le rat en fonction de I'age et du sexe [9].
Méme lorsque le contenu de la glande surrénalienne en
hormones est minimal & I'dge de 7 jours chez le male,
il correspond a 3 ng de corticostérone et a 1,5 ng de 18-
hydroxy-11-désoxycorticostérone par mg de tissu. La
méthode décrite permet une évaluation quantitative
aisée de ces hormones sur quelques milligrammes de
tissu surrénalien.

En conclusion, les dérivés 3,20-di-méthyloxime-
11,18,21-triméthylsilyloxy des 18-hydroxycorticos-
téroides sont bien appropriés pour 'analyse en phase
gazeuse. La fragmentographie de masse permet le
dosage de la 18-hydroxy-11-désoxycorticostérone et de
la 18-hydroxycorticostérone jusqu’a des quantités voi-
sines du ng dans des extraits surrénaliens. La spécificité
de la méthode due a I'alliance de la séparation chroma-
tographique et de la détection de fragments ionisés
propres a chaque 18-hydroxystéroides permet d’éviter
toute interférence avec les autres stéroides présents
dans lextrait surrénalien, tels que la corticostérone, la
1t-déhydrocorticostérone, I'aldostérone, la désoxycor-
ticostérone, les isoméres de la tétrahydrocorticos-
térone et la progestérone.

La méthode décrite est compatible avec 'analyse par
fragmentographie de masse de ces autres corticos-
téroides sur le méme extrait stéroidien.
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