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SUMMARY 

Adrenal 18hydroxycorticosteroids as MO-TMS derivatives have been analyzed by c.g.l.-MS and by mass 
fragmentography. Experimental conditions have been found where the equilibrium between the 20-0~0 
and the hernia&al form is completely shifted towards the 20-0~0 form so that each steroid gives only 
one c.g.1. peak identified as the 20-MO-1%TMS derivative. We have detected and quantitated with a high 
specificity, 18-hydroxy-ll-deoxycorticosterone, corticosterone and 18hydroxycorticosterone 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 Cl], en etudiant les activites 
d’hydroxylations enzymatiques au niveau du carbone 

11 et au niveau du carbone 18 de steroi’des surrenaliens 
de differentes souches de rat, precisent que des precau- 
tions ont et& prises pour kiter l’emploi de methanol et 
de chlorure de methylene afin d’emptcher un 
phenomene mis en evidence en 1965 par Dominguez 
[2]. Cet auteur decrivait deux formes interconvertibles 
de Ia lg-hydroxy-d~soxycorticost~rone qu’il separait 
en chromato~aphie sur couches minces et qu’il suppo- 
sait etre, dune part la forme (18 --+ 20) h~miac~~lique, 
d’autre part l’ester methylique correspondant (forme 
methylacktal) resultant dune methylation par l’action 
dun solvant tel que le methanol. Toutefois, la possibi- 
lite dune interconversion entre les formes 18-hydroxy- 
20-0~0 et (18+ 20) hemiacetalique n’etait pas totale- 
ment &cart&e; mais de nombreux arguments Ctaient 
avances contre cette hypothbe. La presence de deux 
formes interconvertibles de la I&hydroxy-l l-desoxy- 
corticosterone en particulier et des 18-hydroxycorti- 
costeroides en general peut &tre k priori g&ante pour 
une analyse correcte de ces composes dans les extraits 
biologique~ tant du point de vue qualitatif (inter- 
ference possible avec d’autres composes pouvant mas- 
qucr l’une ou I’autre forme) que du point de vue quan- 

titatif, par l’augmentation du pourcentage d’erreur qui 
en decoule. De plus, si certains solvants tels que le 
methanol ou le chlorure de methylene influencent la 
quantite relative de ces deux formes, les extractions de 
steroi’des et les dtlipidations employant ces solvants. 
puis l’analyse par chromatographie sur couches minces 
ne devraient pas Ctre favorables pour I’analyse des IX- 
hydroxycorticosterodides. Nous avons done aborde 
l’analyse des corticosteroi‘des hormonaux par la 
methode de chromatographie go-liquide-spectrom- 
etrie de masse (c.g.l.-SM) qui permet la separation des 
steroi’des de structures differentes et leur identi~cation; 

nous avons montre de plus que l’utilisation de la frag- 
mentographie de masse (FM) offrait une sensibilitt 
assez ilevee pour permettre leur detection au niveau 
physiologique (faibles echantillons de surrenale ou de 
plasma) et simultanement leur evaluation quantitative 
precise A l’aide de composes de reference deuteries 
[3,4]. Les possibilites de resolution offertes par ces 
methodes nous ont amen&s a envisager un type com- 
mun de derives pouvant permettre leur analyse a partir 
du mCme tchantillon biologique tout en gardant la 
structure entibre des steroi‘des 5 analyser. 

La 1%hydroxy-l l ~~soxycorticost~rone est le 
stirdide le plus abondant chez le rat aprbs la corticos- 
t&one [5.6] ; par ailleurs, la 18-hydroxycorticosterone 
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cst un precutscur important pour la synthesc de I’al- 
dosteronc dans la surri-nale humaine normale et 
tumorale [7]. Nous nous sommes done proposes d’cn- 
visager dans la mtme optique et de faGon compatible 
avcc 110s travaux precedents [3. 41 les possibilites 
d’analyser Its IX-hydroxycorticostiroi’dcs SOLIS forme 
de derives 0-methyloxime-ether de trimethylsilyl 

(MGTMS) par c.g.1. SM et par FM. En effet, les 
derivCs MO-TMS [X] sont stables en c.g.1. et permet- 
tent une bonnc separation chromatographique ou 
fragmentographique dcs principaux I7-desoxycorti- 
costCroides ct 17x-hydroxycorticosteroidcs [Y]. L’al- 

dosterone peut aussi Etre analys&e sous forme de MO- 
TMS [9 et IO]. Dans le c&s particulier des IX-hydroxy- 
corticostL;ro’ides nous avons etabli que la formation 
des d&iv&s MO-TMS pcrmet I’obtention dun produit 
unique et stable pour chaque steroi’dc. La formation 
dune 0-methylowime en position 30 conduit au depla- 
cement total dc I’Cquilibre forme ( IX ----t 20) hemiaceta- 
lique. formc I X-hydroxy-20-0x0. vurs cette dcrniere 
formc. L’emploi des reactifs silylants dcut&ies [I I] 

donne Ic moyen dc confirmer la structure des mol- 
eculcs analysees ct fournit dcs etalons intcrnes pow 
l’analyse quantitative [4]. 

Nous allon~ done prCscnter d’abord les resultats 
obtcnus sur Its composes de reference ct ensuite 
I’application h I’etude des 1XhydroxycorticostCro~des 
extrnits de la surr>nale de rats adultes et nouveau-n&s. 

Le chromatographe utilise est un instrument Pack- 
ard de type 7400: il est equipe de deux colonnes et de 
dcux dL:tcctcurs ;i ionisation de flamme et dote de deux 
enregistrcurs Sefram de type Servotrace. Les colonnes 
en verre silanise ont une longueur de 4 m et un diametre 
de 2 mm. Ccs colonnes sont remplies de support Gas 
Chrom P (Supelco). de granulometrie IO@120 mesh 
tamise. lave aux acides, silanise et impregne de phase 
stationnairc. soit OV-I, soit Dexsil-300 (Supelco Inc.). 
La mCthode de preparation des supports impregnes cst 
celle decrite par Horning er ul. [ 121. Le taux d’impreg- 
nation est de I”,,. Les separations sont effect&es en 
programmant la tempkrature de la colonnc ;‘I I’ Cimn 
1‘1 partir de I80 C avcc un debit d’azote de 30 li 
40 mlimn. La temperature de I’injecteur est de 260 C 
et celle du detecteur dc 290 C. Le nombre de plateaux 
thtiortquea est de I‘ordrc de 7000 ;i 230 C pour la n- 
oCtOCOS8llc. 

Nous employons le chromatographc en phase 

gazeuse couple a un spectrometre de masse LKB 9000. 
La colonne chromatographique cst une colonne spir- 
alee en verre silanisr5 de 4 m x 2 mm rcmplie avec une 
phase OV-I impregnee h I” o sur un support lave aux 

acides. tamist; et silanise dc type Gas Chrom P 
(Supclco). La temperature de I’injccteur cst dc 260 C. 
celle du scparateur cst dc 270 C‘ et ccllc dc la source 

ionique est de 290 C. Lc dibtt dc gat vecteur est de 
30 mlmn. Le voltage d’acceleration cst de 3.5 kV et le 
courant de trappe est dc 60 /tA. Lcs spcctres de masse 
sont cffectues aux knergies d’ionisation de 20. 2X et 
70 eV. LJn alternateur de voltage d’acceleration est 
utilise pour Its analyses en dCtcction d-ions multiples. 
II pcrmet la detection de fragments dont la masse peut 
Etre jusqu’a 20” (, superieurc 5 la tnasse la plus basse 
d&&c. Nous utilisons aussi un nouveau dCtecteur 
d’ions multiples couplL; h LI~I “peak matcher” (LKB) 

d&-it par Hamtnar et Hessling [ 131. Ce dispositif per- 
tnet la detection simultanee de quatre fragments dont 

la masse peut Etre jusqu’a W’,, superieure a la masse 
la plus bassc detectee ou a W’,, inferieure :t la masse 
la plus haute detectec. L’Cnergie d’ionisation est de 20 

ou 28 cV pour la detection d-ions multiples. 

La I X-hydroxy- I I -dCsoxycorticostCrone* et la 1% 
hydroxyprogesttrone provicnnent de chez Searle 
(Mexico). La I X-hydroxycorticosterone ainsi que la 
corticosterone viennent de chez Ikapharm (Ramat- 
Gan. Israel). Les rbactifs bis(trimethylsilyl)-a&amide 
(BSA). trimethylchlorosilane (TMCS). chlorhydrate de 
0-methyloxyamine (MO. Cl) viennent de Pierce 
Chemical. Les reactifs silylants marques au deuterium. 
BSA D, R et TMCSD,, viennent de Merck, Sharpe et 

Dohmc (Montreal). La corticost&one 4-‘“C 
(50 mCi:‘mmol) tious a ete fournie par le Centre 
d’Etude Atomique de Saclay. 

Lcs composes sont analyses en chromatographie 
gaz-liquide sous forme de derives MO-TMS. Du 
chlorhydrate d’O-methyloxyamine recristallise est 
utilise comme reactif pour la formation des derives O- 
methyloxime a la concentration de I6 mg/ml de pyri- 
dine (Merck) bidistillee sur ninhydrine et conservee sur 
potasse. On utilise 0. I ml de cctte solution pour 0, I mg 
dc substance de reference: les conditions employees 
pour la formation des derives MO--TMS sont dif- 
ferentes suivdnt les experiences: 

Iere methode: les derives MO sont form& en 2 h a 
temperature ambiante, puis la pyridine est evaporee. 
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~~chantillon est silyIC par BSA seul ou BSA D, s dans 
la pyridine (SO:50 v,iv) pendant 16 h a 65°C. 

Z&me mbthode: les d&ids MO sont form& ri 65°C 
pendant 3 h, puis la pyridine est CvaporCe: (a) l’ichan- 
tillon est silylb par BSA et TMCS (80:2Ov/v) pendant 
16 h ti 65°C; (b) la silylation est effectuee par BSA-D,s 
dans la pyridine (SO: 50 v/v) pendant 16 h ii 65°C. Dans 
la mCthode numkro 2 m2me les hydroxyles encombrts 
sont silylb. 

Prkparation des Cchantillons biologiques 

Les surrt%ales de rats mtles adultes de race Wistar 
sont prblevt?es aussitht sur des animaux decapitts apr& 
une anesthCsie rapide & Ether. 

Elies sont pesCes immkdiatement et stockkes dans le 
mttthanol B - 30°C jusquP ce que l’on effectue l’extrac- 
tion qui peut avoir lieu plusieurs semaines plus tard. 
sans affecter I’analyse future des st&ro’ides et en parti- 
culier celle des 18-hydroxycorticostCroi’des. La pre- 
miere &tape de l’extraction des corticosteroi’des est le 
broyage des glandes (68 surrknales) dans un homog- 
iin&eur de Potter. Le milieu de broyage est le 
methanol de d&part auquel on ajoute 30”/, d’eau tridis- 
till&e et de la corticost&one-4-‘4C pour calculer le ren- 
dement de l’extraction. Le broyat est centrifugb, le sur- 
nageant est recueilli puis le culot est mis en suspension 
avec un melange mt-thanol-eau (70:30 v/v) et centri- 
fug& B nouveau. Nous rkpetons la manipulation 3 fois 
et les surnageants sont mis ensemble et lais&s une nuit 
h - 20°C. Les lipides prtcipitCs partiellement sont cen- 
trifugCs a - 15°C et g 4000 tours/mn. Le culot obtenu 
est resuspendu dans du mkthanol & - 50°C de fqon g 
ne pas redissoudre les lipides prCcipitbs. On centrifuge 
de nouveau g - 15°C. Le m&than01 est alors &vapor& 
sous un courant d’azote Q 60°C et l’extraction propre- 
ment dite est effect&e sur le milieu aqueux par le 
chlorure de mkthylline (3 fois) et par l’adtate d’&hyle 
(3 fois). Les solvants sont &vapor& sous courant d’a- 
zote aprts avoir d&hydratC les extraits sur sulfate de 
magn&sium. Les dCrivts MO-TMS sont alors form&s 
sur Ie rCsidu set dans les conditions don&es ci-dessus 
pour les compos& de r&f&ewe selon la methode 
numtro 2. Le volume final du milieu reactionnel est de 
200 Gil. Le rendement d’extraction est alors calculk sur 
we partie aliquote de 1’Cchantillon biologique en fai- 
sant le rapport du comptage de la radioactivitk de 
d&part avec celui de la radioactiviti: retrouvbe. Ce ren- 
dement est de 8Cr900/, pour la corticost&one. Les 
d&iv& des extraits stkroi’diens sont alors analys&s dir- 
ectement en c.g.I.-SM sans autre purification ou &pa- 
ration prCalable, mais on ajoute avant I’injection dans 
le chromatographe IOOng de stkroi’des de rtf&ence 
sous forme de MO-TMS-D9 prCparCs suivant la 
m&hode 2b. Les analyses en chromatographie gazeuse 

Fig. 1. (1) (1’): r&action avec MO, Cl, 2h B tempkature 
ambiante ou 1 h ti 65°C. 

(2): r&action avec MO,Ci, 2 h k tempkature ambiante (rkac- 
tion partielle) ou 2 h 1 65°C (reaction totale). 

(3) (3’): rkaction de siiylation avec BSA, 15 h g 65°C: pour 
la voie (3), la r&action de l’hydroxyle tertiaire en 20 est in- 
complkte et conduit au mlfilange du compose II et du 
composk 20-hydroxy n’ayant pas rkagi. Pour la voie (3’) la 
silylation est compkte (les groupes hydroxyles peu ou 
moyennement encombrCs ont riagi rapidement) et conduit 

au seul composk III. 
(4): dkshydratation thermique du groupe hydroxyle tertiaire 
dans la chambre d’injection du chromatographe conduisant 

au compost 1. 
N.B. L’hypothhse oh le composC I serait chromatographik 
sans dkshydratation et perdrait une moltcule d’eau sous l’ef- 
fet du bombardement Clectronique dam la source ionique 
du spectrom&re de masse et donnerait l’ion M-18 a ktt envi- 
sag&e; mais un argument en faveur de la d~shydratatiorl 
dans la chambre d’injection du chromatographe est apporti: 
par la ~hromatographie gazeuse du composk sur deux 
phases de polarit& diffkente, OV-1 et Dexsil-300. En effet ce 
compost est t71ut’ sur OV-1 et Dexsil-300 avec prks de 2 
unit& d’indices de mithylkne en moins que la forme htmiac- 
ktalique trimCthyk.ilylte en 20 alors que sur Dexsil-300 le 
compost? 20-hydroxy libre serait plus retenu done 6lui- sur 
cette phase polaire aprks le dtrivC trimkthylsilyk en 20. 
Pour la IGhydroxyprogestkrone R, = CH,, Rz = H et 
R’, = CH,. Dans ce cas, le composi: I a une masse mokcu- 
laire de 341, le compoi II de 431 et le compod III de 460. 
Pour la 1%hydroxy-1 l-dttsoxycorticostkrone ou ses dtrivks, 
R, = CH,OH ou CHZOTMS, Rz = H et R; = CHOH ou 
CHOTMS. Le composi: I a alors une masse de 429. le 

compost II de 519 et le compost III de 548. 
Pour la is-hydroxycorticost~rone ou ses d&iv&, R, = 
CH,OH ou CH,OTMS. R, = OH ou OTMS et R; = 
CHOH ou CHOTMS. Le compost I a alors une masse 
mol~culaire de 517, le composk II de 607 et la composk III 

de 636. 
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sont effectukes sur des quantitks d’kchantillons variant 
de 1 B 6 ltl, c’est a dire sur les stkroi’des de l/3 A 2 surr- 
knales. Nous sommes bien au-dessus de la limite de 
dt-tection de l’appareillage pour la 18-hydroxy-I I- 
dt-soxycorticostkrone; mais ces quantitks permettent la 
mesure simultanke de composks comme la I %hydroxy- 
corticostkrone existant normalement en quantitk beau- 
coup plus faible dans le mime tchantillon biologique. 

RESULTATS ET DISCLSSION 

La cinktique de formation des di_rivCs MO sur les 
fonctionscCtoncsen 3 et en 20 des corticostkroiiles a ktt: 

ktudike dans le cas de 21-hydroxystkroi’des, de 17~ 
hydroxystkoi’des et de 1 I/?-hydroxystkroi’des: dans 
tous les cas la formation des d&-iv&s MO est complkte 
en 2 h A temptrature ambiante [9]. Ce temps de rCac- 

tion est aussi compatible avec l’obtention quantitative 
des d&iv& 3,2O-di-MO de l’aldostkrone [9]; dans ce 
dernier cas le tcmps de r&action de 2 h ne peut ktre 
dkpassk sans qu’il y ait apparition de dkrivC 3,18,20-tri- 
MO conduisant B la prksence de multipics [lo]. Dans 
le cas des l&hydroxycorticostCroYdes, 2 h de r&action 
li tempt-rature ambiante ne suffisent pas pour d&placer 

totalement la forme hkmiacktalique en forme 3, 20-di- 
MO. 

Dans une premikre expkrience, nous avons effect& 
sur la 18-hydroxyprogestkrone la riaction de forma- 
tion des dtrivks MO dans les conditions habituelles 
(tempkature ambiante, 2 h) suivie d’une silylation 

dans des conditions oti les hydroxyles primaire et 
secondaire en position 1 l/j sont convertis totalement 
en d&iv& TMS. L’analyse en c.g.1. conduit a l’obten- 

tion de trois pits (1, II, 111) bien s&par&, d’indice de 
mkthylkne sur phase OV-1 27.50. 29.35 et 30.15 respec- 
tivement ; l’analyse c.g.l.- SM donne respectivement les 

ions mokculaires g 341, 431 et 460. Ceci laisse prkvoir 
trois types de dCrivCs diffkrents: un d&iv6 mono-MO 
ayant d’apris son comportement chromatographiquc 

vraissemblablement perdu une molkcule d’eau. un 
dkrivk mono-M&TMS et un dkrivt- di-MO-TMS res- 
pectivement. 

Dans une deuxikme skrie d’expkicnces la tempkra- 
ture de la riraction de formation des 0-mkthyloximes 
est portke A 65°C et des parties aliquotes sont prklevkes 
aprks 1, 2 et 3 h de r&action. On effectue les d&iv& 

TMS dans les mgmes conditions que prkckdemment: 

I’analyse c.g.1. de la premikre partie de l’kchantillon (1 h 
de formation des MO) donne trois pits identiques B 
ceux de la premkre expkrience, le pit III ayant aug- 
mentC au dktriment des deux prtddents; dans les deux 
derniers Cchantillons (2 et 3 h de formation des MO) 
on constate la disparition complkte des pits I et II au 
profit d’un seul pit III. 

L’interprktation de ces rtsultats est r&urn&e dans le 
schCma de la Fig. 1: les composks I et II correspondent 
B la forme ( 18 + 20)-hCmiacCtal-3-MO, le compost- I 
Ctant vraissemblablement dkshydratt: en 20 et le 
composk II Ctant 20-TMS. Le composi: III est la 3,20- 
di-MO-1%TMS-progestkrone. 

Ces expkriences rip&es pour la 18-hydroxy-ll- 
dksoxycorticostkrone et la 1 %hydroxycorticostkrone 
conduisent B des rksultats similaires. Les trois types de 
d&iv& pour chaque composi Ctudik ont t-tt: carac- 
t&is& en c.g.1. par leurs indices de mkthylkne report& 
au Tableau 1. 

Les structures on it6 confirm&es par l’ktude des frag- 
mentations de chaque composk et des d&iv&s perdeu- 

Tableau 1. Indices de mtthylkne des d&iv& MO-TMS de la l&hydroxyprogestCrone. 
1%hydroxy-1 I-dksoxycorticosttrone, 1%hydroxycorticostkrone 

Composbs ov-I I’?,, Dexsil-300 I”,, 

IX-HydroxyprogestPronc 
-3-MO-XI-ine 
-3-MO-20-trimkthylsilyloxy 
-X20-di-MO-1%trimithylsilyloxy 

1%Hydroxy-I 1-disoxycorticostkrone 
-3-MO-20-kne-21.trimkthylsilyloxy 
-3.MO-20,21-di-trimithylsilyloxy 

-3,20-di-MO-l&21-di-trimkthylsilyloxy 

18-HydroxycorticostCrone 
-3-MO-20-tne-1 l/L 21-di-trimCthylsilyloxy 
-3.MO-1 lp,20, 21-tri-trimithylsilyloxy 
-3,20-di-MO-1 18.18, 21-tri-trimbthylsilyloxy 

* Pit mineur (environ 10’7”) isomkre du pit principal. 

27,50 
29,35 
30,15 31,OO 

31,15 
31.65 

(32,60)* 
31,66 31,95 

(32,30)* 

32.05 
32,85 
33,28 33.35 
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Tableau 2. Abondances relatives des principaux fragments des d&iv& des 18-hydroxycorticostkroides 

Ion moltculaire Pit de base Masses et intensitks relatives () des 

Composts et types de d&rids M B autres fragments* 

18-Hydroxyprogest&onc 
-3-MO-20-Pne 

-3-MO-20-trimt?thylsilyloxy 

-3-MO-20-tri(perdeut6riomtthyl) 
silyloxy 

-3,20-di-MO-18-trimithyl- 
silyloxy (a)$ 

-3,20-di-MO-18-tri(perdeutirrio- 
mCthyl)silyloxy (a) 

18-Hydroxy-11-dtsoxycorticostkrone 
-3-MO-20-ine-21-trimkthyl- 

silyloxy 
-3-MO-20-tne-21_tri(perdeutirio- 

mtthyl) silyloxy 
-3-MO-20,21-di-trimkthyl- 

silyloxy 

-3-MO-20,21-di-tri(perdeu- 
ttriombthyl) silyloxy 

-3.20-di-MO-18.21-di-tri- 
mkthylsiloxy (a) 

-3,20-di-MO-18,21-di-tri(per- 
deuttriomtthyl) 

silyloxy (a) 

18-Hydroxycorticosthone 
-3-MO-20-he-1 I/?, 21-di 

trimtthylsilyloxy 
-3-MO-20-2me-llP,21-di-tri 

(perdeutkriomtthyl) silyloxy 
-3-MO-lip, 20,21-t&trim& 

thylsilyloxy 

-3,20-di-MO-llp,18,21-tri- 
trimkthylsilyloxy (a) 

-3,20-di-MO-1 l/3,18,21-tri-tri 
(perdeutkriomkthyl)silyloxy (a) 

341(88) 125 

431(13,8) 125 

44q1539t 1250 

460(2,9) 

469(2,4)9 

370’ 

3701 ‘0 

429( 100) 429 

438(1OOjJ 4389 

519(0,8) 41616 

537(0,7)18 425”9 

548( 19) 5172 

566(18,5)18 535218 

517(100) 517 

535(100)18 53518 

607(0,5) 517’ 

636(4,5) 6052 

663(4,5)27 632=27 

326l(9,6), 3102(24), 298(4), 295“(3,3), 266(5), 
216(14), 189(7,8), 153’(45), 1516(44), 137(50) 
4161(18,8),4002(5), 341’(75,5), 310*(50), 2983(69,5), 
266(32,4), 1535(65,5), 1 516(50,5). 137(48), 1039(56) 

425l(11,1)9, 422’“(9,3), 409’(4,9)9, 341”(75,5)0. 
310’2(52,8)0,29813(73)0, 266(34,6)0, 1535(71)U, 
lS16(55,5)0, 137(53)0, 1 1214(49)9 
429’(28,4), 339*(68,5), 29815(10,4), 266(9,6), 
t535(12.6), 1039(5.4). lOo(4) 
438’(31,8)9, 339”(72,6)0, 29815(9,5)0, 
266(9.2)0, 1535(14,3)0. I 1214(5,2)9. 100(3,7) 

504l(l,S), 489(0,8), 488’(0,4), 429’(26), 399(4,7), 
386(5,2), 357(2,6), 2983(2,9), 266(1,6), 1535(6,2), 
1516(4,5), 125(6.3), 117(8,4), 1039(9) 
5191”(1,3)f5, 507(1)I8, 506’(0,5)/8, 438”(31)Y, 
408(5,2)9, 395(5,2)9, 366(2,7)9, 29818(3)0, 266(2,6) 
0, 1535(5,6)o, 1516(4,8)0, 1535(5,6)o, 117(8)0. 
1 I 214(8.2)9 
458’(17), 4278(38), 414’9(9,5), 39624(93), 
36820(36), 3372(9,5), 29722(38), 266(31,5), 1535(26), 
103’(83) 
467”(13,5)9, 43612(42)5’, 42323(4)9, 40525(98,5)9, 
36826(34,2)o, 337”(10,8)0, 297=(47,2)0, 266(19)0, 
1535(18,3)o, 11214(86)9 

592’(l), 504’(52), 487( 16,4), 474(1 l), 42720(47), 
4142g(97), 32430(12,1), 2963’(35), 264(38,4), 
1535(17,6), 1516(15,4), 117(49,5), 1039(79) 
546’(18,8), 515*(45,6), 50219(6,1), 48424(94), 
45620(22,8), 4252’(45), 36635(31), 295=(67,5), 
264=(33), 1535(17,8), 1039(98) 
564”(17,1)28, 53312(45)18, 520z3(3,7)18, 50225(91) 

46526(20,5)9, 43427(50)9, 366=(26,6)O, 
::534(69 6)O 
1 1214(87:2)9’ 

2643’(24,5)0, 1535(13,7)0, 

I. M-15 = M-CH,; 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. 
+CH20TMS = 103; 10. M-CD, = M-18; 11. M-(90+9) = M-silanol deutkrit sur 3 methyl; 12. M-31-(90+9); 13. 
M-(h+H +9) (h Porte un TMS deutCriC); 14. ‘CH20-Si(CD,), = 112; 15. M-chaine la&ale -90 = M-CL-90; 16. 
M-+CH,OTMS = M-103; 17. M-+CH,0Si(CD3)3 = M-112; 18. M-(h+H+ 18) (h Porte 2 TMS deutkriks); 19. M-103-31; 
20. M-2(90); 21. M-2(90)-31; 22. M-(CL+H)-90; 23. M-31-112 = M-31-+CH20Si(CD3)s; 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(90); 31. M-(h+H)-90; 32. 
M-(CL + H)-2(90); 33. M-(CL + H)-2(90)-3 1; 34. M-(CL + H)-2(99); 35. M-3(90); 36. M-3(99); 37. M-(CL + H)-2(99)-3 1. 

* Les chiffres not&s en exposant correspondent a la nature probable du fragment consid& (voir code en fin de tableau). 
t Les chiffres en italique repksentent le d&placement en masse du fragment considtrk marquk au deuttrium par rapport 

B la masse du fragment proton& correspondant. 
$ Pour les d&iv&s not& (a), I’knergie de bombardement des klectrons est de 20eV, condition utiliske pour la 

fragmentographie de masse; pour tous les autres, l’knergie de bombardement est de 70 eV. 
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terio-TMS correspondants. Le Tableau 2 donne les 
principaux fragments d’importance structurale: outre 

les fragmentations bien ctablies pour les derives O- 
methyloximc (perte du groupe OCH,) et les derives 
TMS (perte de methyle et de silanol). d’autres frag- 

mcnts caractcristiques (x et M-/I) pcuvcnt s’cxpliquer 
par le schema de fragmentation propose ci-dessous. 

Les derives 3.20-di-MO- 1 X-TMS sont les plus favor- 
ables pour l’analyse quantitative par c.g.1. et c.g.l.PFM. 
En effet, dans les conditions que nous avons definies il 
est possible d’obtenir un seul pit chromatographique 
par steroi’de Ctudie; par ailleurs. la stabilite de ces 
derives est excellente et l’on peut reproduire le mime 
trace chromatographique a partir d’un echantil?on 
laisse plusieurs semaines i la temperature ambiante; 
leurs proprietes chromatographiques sont satisfai- 
santes: la Fig. 2 montre la separation entre l&hydrox- 
yprogesterone, 1%hydroxy-I I-desoxycorticosterone et 

1 &hydroxycorticosterone sur une colonne remplie de 
phase OV-1. Les coefficients de reponse (ki) du detec- 
tcur en ionisation de flamme de ces derives ont ete cal- 
culks par rapport li un carbure sature. le n-triacontane 
et a un sterciidc-di-MO (la progesterone) comme 
references (k, = I) (Tableau 3). 11s sont du mCme ordre 
de grandeur que ceux des 1%desoxycorticostero’ides 
correspondants. Le deuxieme pit mineur de 1%hyd- 

roxy-I 1-desoxycorticosterone observe sur le chroma- 
togramme. Figure 2, n’est pas un reste de forme 
hemiacetalique: par contre, if a le m&me spectre que le 
compose identific comme di-MO-per-TMS; un pit 
mineur existe egalement chez les derives MGTMS de 
la I I-desoxycorticosterone. Le pourcentage de ce pit 
mineur ne depasse pas 12:; et reste constant au tours 
du temps. Enfin. les spectres de masse dttailles des 

derives 3,20-di-MO-per-TMS conlirment Ieurs struc- 
tures comme le montrent les Figs. 3. 4 et 5. Ils pcrmct- 
tent aussi de reperer les fragments speciliques Its plus 
intenses qui seront choisis pour I’analysc par fragmen- 
tographic dc masse. 

Dans cette methode, lc spcctrometre de masse pcr- 
mot une detection sensible des effluents de la colonne de 

chromatographie gazeuse en enregistrant cn fonction 
du tcmps I’intensite d’un ;‘I quatre fragments detcrmincs 
au prealable; par cxemple, les fragments 5 I7 ct 54X. le 
rapport de lcur intensite iS4Ci517 = k et I’indicc de 

18 OH Cortlcosteroldes 

di-MO-per-TMSi 

II 

I% OV T.P I”/mln 
18 OH Progesterone 

(2209 

18 OH Corticosterone 

180H DOC 

(1) 

J 

(2) 

I 
40 

I 
30 

Temps, min 

I 
20 

Fig. 2. Chromatogramme montrant la s&ration de la IX- 
hydroxy-1 I-dtsoxycorticostt-rone et de la I X-hydroxycorti- 

cost&one sous forme de d&-iv&s 3,20-di-MO-perTMS SUI 
une colonne de 4 m et sur phase OV-I l”,,. la temperature 
etant programmee de l”C/mn A partir de 220 C. Le pit 
mineur (2) est un isomttre 3,20-di-MO-perTMS de la IX- 
hydroxy-I I-dksoxycorticostkrone (1). On a utilist- un ditec- 

teur A ionisation de flammc. 

Tableau 3. Coefficient de rkponse des d&iv& 3,20-di-MO-per-TMS de trois 1%hydroxycorticostkoldes 

ComposCs 

C 30 
Progesttrone 
IX-Hydroxyprogestkrone 
I I(-Hydroxy- I I -dCsoxycorticostkrone 

I X-Hydroxqcorticostkrone 

Coefficient de rtponse 
rkfkrence = n-triacontane 

1 
1,5 

I,5 
3,8 (pit 1) 
3.3 (pit I et 2) 
3.7 

RC-fkence = progestkone-di-MO 

0.66 
I 
I 
1.9 
1.6 
1.8 
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18 OH Progesterone MO-TMSi M-9 
280 % 370 

3 100 150 200 250 300 350 400 45c 

~oMW=460 

J 0 

i 

z 

!5t? 
W 

18 OH Progesterone MO- Deutero-TMSi MWs469 

Fig. 3. Spectres de masse a 70eV des derives 3,20-di-MO-1%TMS (spectre superieur) et 3,20-di-MO-l% 
deuterio-TMS (spectre inferieur) de la 1%hydroxyprogesterone. Pour le derive MO-deutirio-TMS l’ion 
moleculaire a une masse augment&e de 9 par rapport au derive protone. Les valeurs encadrtes indiquent 

le deplacement positif de masse des ions consideres par rapport aux ions protones correspondants. 

200 % 18 OH Corticosterone MO-TMSi MW = 636 

-2 

a? 

M- 31 

M-90-(31), 605 - ’ $ 

w 

6 2 0 % MW = 663 
I 0 I % 

.g IOO- ’ 

112 -3 

B 

18 OH Corticosterone MO-Deutero-TMSi 

>; - 8182 

El 

Fig. 4. Spectres de masse a 70eV des derives 3,20-di-MO-l&21-di-TMS (spectre superieur) et 3,20-di- 
MO-18.21 -perdeuterio-di-TMS (spectre inferieur) de la I R-hydroxy-1 l-dtsoxycorticosterone. 



18 OH Deoxycorticosterone MO-TM51 MW=54% 

$ 
100 

0) 
.> 
+ M-CL-90-H 

_? 

H 

El 18 OH Deoxycorticosterone MO-Deutero-TMSi MW=566 

/ II2 

Fig. 5. Spectrcs de masse B 70 eV des d&iv&s 3,20-di-MO-Ii, i&21-tri-TMS (spectre supirieur) et 3.20-di- 
MO-1 1.18,21 -perdeutCrio-tri-TMS (spectre infkieur) de la l&hydroxycorticostkone. 

mCthylt!ne lM,v_ 1 = 31,66. permet une identification 
non ambigui; de quantitk voisine du ng de 1 %hydroxy- 
1 I-d&soxycorticostCrone. 

Comme pour t’analyse de ia ~orticost~rone [4,9]. le 
dbivk perdeutkrio-TMS introduit simuitarkment avec 
1’Cchantillon non marquk peut fournir un &talon in- 
terne pour I’t-valuation quantitative dans les milieux 
biologiques: il suffit de selectionner un ion du d&iv& 
perdeutkrik (par exempk ie fragment 535 du dkrivk 
3,~0-di-MO-1~.2l-di-TMS D, de la lo-hydroxy-lo- 
dksoxycorticosttkone) qui n’interfk pas avec un frag- 

ment du d&rive non mar&. 

La Fig. ha montre Ia skpdration chromatographique 
des stko’ides libres d’un extrait surrknaiien de rat 
Wistar m;ile de trois mois. A c&i- du cholestkrol, on a 
identitii- par c.g.1: SM la 1%hydroxy-I l-dkoxycorti- 
cost&one (en mklange avec la 11 -dkhydrocorticos- 
t&one et la 38,l I/~,2l-trihydroxy-5r-pregnan-2O-one), 
la corticostkrone et Ic /I-sitostkrol. La prksence dans la 
surrCnale de mktabolitcs rbduits de la corticostkrone 
[9] ~onfirmant I’action d’une Sr-rkductase surrkna- 
lienne [14, 15, 161 et de p-sitostkol montrant l’accu- 
mulation de stt-rols vkgktaux dans cet organe, fait l’ob- 
jet d’une discussion dCtaillCe dans des articles &parks 
(9 et rttsultats non publks). La fragmentographie de 
masse (Fig. 6b) permet la dktection spkifique de la 1% 
hydroxy- I I -~~~soxycorticost~rone surr~naliel~ne; en 

&et, les fragments ionisks 548 (M) et 517 (M-31) sent 
caractkristiques de ce stkrdide car ils sont absents dcs 

spectres des deux autres stkrriides &.ks sous le m&me 

pit chromatograph~que: la I I-d~hydrocorticost~rone- 
MO-TMS (M = 474) et la 38.1 l/%21-trihydroxy-k- 
pregnan-20-one (MO-TMS). De plus. le rapport des 
intensitks des ions 517 et 548 est trouvk Cgal ~~ 5 dans 
le pit de la 1%hydroxy-1 I -dCsoxycorticostt-rone dc 
I’extrait comme dans le compost- de rkfkrence. Le frag- 
Inentog~drnrn~ de la Fig. Gb montre aussi que I’on peut 
dktecter simultankment la corticostkrone, isomkre de 
position de la 1%hydroxy-1 I-dksoxycorticostt-rone 
mais qui en est skparte chromatographiyuement et 
dont le rapport des intensitks des ions 517 et 548 cst 
&gal & 1, et le a-sitostkrol par son ion mol~culaire :I mie 
486; ce dernier fragment est aussi utifisk comme carac- 
tkristique suppltmentaire pour la corticostkrone et ia 
1%hydroxy-1 I -dt-soxycorticostkrone: ii correspond it 
M-2 x 31. 

Aucun pit chromatographique correspondant h la 

I Ghydroxycorticostkrone n’est dktectt- en courant 
d’ionisation total (TIC) pour une injection d’extrait 
correspondant & 2 surrknaies de rat (Fig. 7a); nous 
avons alors enregistri: en DIM tes masses 636 corres- 
pondant g l’ion mokculaire de la l%hydroxycorticos- 
t&one-3,20-di-MO-per-TMS et l’ion 605 correspon- 
dant h Ron M-31 (M-OCH,). La 3&me masse 548 
nous permet de dktecter la 1 %hydroxy- 11 -d&w! -car- 
ticostkrone et la corticost~rone-MO-T~S sur ie m&me 
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Fig. 6. Analyse par c.g.l.-SM et par FM d’un extrait surrenalien total de rat male ad&e: (a) detection 
par courant d’ionisation total: A = 1 l-dehydrocorticosterone, 1%OH-DOC = I &hy&oxy_l I-d&xycor- 
ticosttrone, THB II = 3/?,11/3,21-trihydroxy-5~pregnan-3,20-dione, corticosterone (1) = pit principal, (2) 
= pit mineur; (b) detection d’ions multiples (DIM) effect&e simultanement: trace continu = ion a m/e 

5 17, trace discontinu = iona m/e 548, trace en pointill~s = ion a m/e 486. Les pits fragmentographiqu0s sor- 
tant de l’tchelle de plus haute sensibilite (x IO) sont report& sur une tchelle 10 fois moins sensible (x 1). 

La detection des trois stero’ides analyse, en particulier de la 18-OH-DOC est specifique (voir texte). 
Colonne de SE-3Oa 1%; temperature programmee a l”C/mn a partir de 180°C; Cnergie de bombardement 

des electrons = 20eV; la DIM est obtenue a l’aide dun alternateur de voltage d’acckltration. 
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Corticosterone I Cholesterol 

Corticosterone 

I 
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Temps. m,n 

XI 
Cortlcosterone 

18 OH DOC r-----4 
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Fig. 7. Analyse par c.g.l.--SM et par FM d’un extrait surrknalien total de rat m$le adulte montrant la dktec- 
tion spkcifique de la l&hydroxycorticost&one: (a) dt-tection par courant d’ionisation total: m&mes 
stkroi’des que dans la Fig. 6; la place oli est klu&e la IS-hydroxycorticostkrone (l&OH corticostt‘rone) 
est indiquke par un trait en pointilk; (b) dktection d’ions multiples effect&e simultankment: track con- 
tinu = iona m/e 548, tract discontinu = ion $ m/e 605, track en pointilk = ion B m/e 636; ces deux derniers 
tracks permettent la mise en t-vidence de la IS-OH corticostkrone avec des sensibilitts 10 (X 10) et 
100 (X 100) fois plus kledes que pour la dktection de la corticostkone et de la 18-hydroxycorticosttrone 

(x I). 
Memes conditions chromatographiques et fragmentographiques que pour la Fig. 6. 
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Fig. 8. Fragmentogramme de masse montrant I’analyse 
quantitative de la 18-OH DOC et de la corticosterone 
extraites de deux surrenales de rat male age de 15 jours. 
Detection des hormones de l’extrait par l’ion a m/e 517 
(trace continu); detection de 200ng de chaque hormone 
deuterite de reference correspondante (Et.Int.1 et Et.Int.2) 
jouant le role d’etalon interne, par l’ion a m/e 535 (trace dis- 
continu). La DIM est obtenue a I’aide du nouveau DIM 
couult a comoarateur de oic (LKB 9060) f141: l’eneraie de 
bombardement des electrons kst de 28 eV.‘La-sensibifite de 
detection de l’ion a m/e 517 ( x 600) est 3 fois plus tlevee que 
celle de l’ion a m/e 535 (X 200). Memes conditions chroma- 

tographiques que la Fig. 6. 

fragmentogramme. La Fig. 7b montre la detection de la 

1 %hydroxycorticostCrone: le rapport des fragments 

636/605 = l/22 est le meme pour le compose de l’ex- 

trait que pour le compose de reference; les indices de 
methylene sur OV-1 sont aussi concordants. 

La Fig. 8 montre un exemple devaluation quantita- 
tive de la 1%hydroxy-11-desoxycorticosterone et de la 
corticosterone extraite de surrenales de rat male de 15 
jours. On a utilise comme etalons internes les hor- 
mones de reference correspondantes, sous forme de 
derive MO-di-TMS D,. Leurs temps de retention sont 
voisins de ceux des sttroi’des a analyser, mais ils peu- 
vent etre detect& specifiquement en utilisant le mcme 
fragment ionise, par exemple M-31, mais deplace de 18 
unites de masse par la presence des atomes de deu- 
terium. A l’Pge de 15 jours, la surrenale de rat male 
contient un taux eleve d’hormones, respectivement 
30ng et 18ng de corticosttrone et de 18-hydroxy-ll- 
desoxycorticosterone par mg de tissu. Cette methode 

I 
2. 

3. 

4 

10 

11 

12 

a Cte utiliske pour Cvaluer l’evolution de la stCroi’- 
dogedse chez le rat en fonction de l’age et du sexe [9]. 

Meme lorsque le contenu de la glande surrenalienne en 
hormones est minimal a l’Pge de 7 jours chez le male, 
il correspond a 3 ng de corticosterone et a 1,5 ng de 18- 
hydroxy-11-desoxycorticosterone par mg de tissu. La 
methode decrite permet une evaluation quantitative 
aisee de ces hormones sur quelques milligrammes de 
tissu surrenalien. 

En conclusion, les derives 3.20-di-mithyloxime- 
11,18,21-trimethylsilyloxy des 18-hydroxycorticos- 
teroi’des sont bien appropries pour l’analyse en phase 
gazeuse. La fragmentographie de masse permet le 
dosage de la 18-hydroxy-l l -desoxycorticosterone et de 
la l&hydroxycorticosterone jusqu’a des quantites voi- 
sines du ng dans des extraits surrenaliens. La specificite 
de la methode due a I’alliance de la separation chroma- 
tographique et de la detection de fragments ionises 
propres a chaque 18-hydroxystero’ides permet d’eviter 

toute interference avec les autres steroi’des presents 
dans l’extrait surrenalien, tels que la corticosterone, la 
1 1-dehydrocorticosterone, l’aldosterone, la desoxycor- 
ticosterone, les isomeres de la tetrahydrocorticos- 
t&one et la progesterone. 

La methode d&rite est compatible avec l’analyse par 
fragmentographie de masse de ces autres corticos- 
teroldes sur le m&me extrait steroi’dien. 
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