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INTRODUCTION GENERALE

Depuis trés longtemps, I'humanité s’intéresse as pbmplexe des organes du corps
humain, le cerveau. L’étude des effets des hormearselles sur le systeme nerveux age a
révélé que les hormones femelles, et notammentdegogenes qui peuvent aussi étre
directement synthétisés dans le cerveau, pourraiait des effets bénéfiques sur certaines
anomalies liées a I'age (déclin mnésique, maladikztieimer). Les données expérimentales
obtenues chez Il'animal montrent une améliorationladeviabilité et de la capacité de
régénération des cellules nerveuses, ainsi qutimelation de la neurotransmission et des
fonctions cognitives lors d’'un apport en cestroge@ependant, il est difficile de doser de
faibles quantités d’cestrogénes dans une régiommdeé Pour une meilleure compréhension
de leur mécanisme d’action permettant d’apportsrsidutions thérapeutiques, des études de
leur biodisponibilité dans les tissus cérébrauxeatavent indispensables. Dans ce contexte, des
méthodes d’analyse précises et sensibles sont sadiees afin de détecter de faibles
concentrations de ces composés dans les difféisstis et fluides biologiques.

Le but de notre travail a été de développer uneveltms méthode d’analyse par
chromatographie liquide a haute performance (HRidtipléea la spectrométrie de masse en
tandem (MS/MS) afin d’identifier et de doser dedrogenes (Estrone, Estradiol et Estriol)
dans un extrait de cerveau, d’hippocampe et denalage souris. La difficulté de cette étude
reposait sur le fait que c’était un projet nouvaausein des deux équipes co-directrices de la
thése, nécessitant de mettre au point tous les@spesentiels au dosage (de la préparation de
I'échantillon a linterprétation des résultats)qte la littérature existante dans ce domaine
donnait des résultats trés différents. Afin de ¥eydes meilleures conditions analytiques pour
atteindre notre objectif, il nous a fallu prendrecempte la faible capacité de ces molécules a
s’ioniser et la difficulté d’extraire les cestrogem@ésents dans des échantillons biologiques.
Nous avons ainsi travaillé, d’'une part, sur l'iefhige des divers additifs ajoutés dans la phase
mobile et sur I'application de la dérivation chioecafin d’augmenter le rendement d'ionisation
des cestrogénes dans la source électrospray (E§peetrométrie de masse, et d’autre part, sur
la nécessité d'une préparation et d’'une purificatidaptées aux échantillons biologiques.

Le premier chapitre bibliographique de ce mémoioatre I'importance des cestrogenes
dans l'organisme a travers leurs rbles, leur méeoagid'action dans le cerveau et leur
implication dans différentes maladies neurodégéivésa Les différentes méthodes de dosage
actuelles pour ces composeés et plus particulierecales qui utilisent la chromatographie
liquide a haute performance couplée a la spectrieng¢é masse en tandem sont également

résumeées.
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Le deuxiéme chapitre présente les résultats obt@musurs de la mise au point de la
méthode chromatographique en phase inverse (RRetLCamélioration de la sensibilité de
détection par spectrométrie de masse en utilisanhdde Multiple Reaction Monitoring
(MRM). Nous montrons que l'utilisation de la trigtamine comme additif dans la phase
mobile et d'un support chromatographique de typ@ @kmettent de réaliser la séparation de
nos analytes. Une validation de la méthode déveélepggté réalisée afin de montrer la précision
et la robustesse des analyses effectuées. Cepeddartttapes de purification de I'échantillon
se sont avérées nécessaires pour améliorer lesedinie détection lors de Il'analyse
d’échantillons biologiques. La premiére étape cstaseén une extraction liquide-liquide puis,
lors de la deuxieme étape, les performances déreiffes cartouches d’extraction sur phase
solide (SPE) ont été évaluées pour augmenter Jedauécupération des cestrogenes a partir
de tissus cérébraux et de plasma de souris.

La dérivation chimique est considérée comme unerrative prometteuse pour
augmenter la capacité d'ionisation des cestrogémasue améliorer la limite de détection. La
synthese et la caractérisation de différents deroé 1PB-E> ont fait I'objet du troisieme
chapitre de ce mémoire. Un nouvel agent de déonadi été proposé et son efficacité a éte
étudiée. Cette nouvelle méthode de dérivation agpéquée pour le dosage dy3iE- dans le
cerveau de souris. Les limites de détection ob®mvec et sans dérivation, ainsi que les
concentrations dosées, ont été comparees afinldanias avantages et les inconvénients de
chacune des deux méthodes vis-a-vis de I'analyseaftrogénes dans le cerveau de souris.

Enfin, nous avons présenté des conclusions sutédiialité de ce travail et les

perspectives sur sa continuité.

-12-



CHAPITRE I: ETAT DE L'ART
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[.1 PRESENTATION GENERALE DES ESTROGENES

[.1.1 Structures et métabolisme

Les cestrogenes sont des hormones sexuelles feméplephiles, synthétisées
principalement au niveau des ovaires, mais égalerdans un moindre degré, par les tissus
périphérigues. Le mot «oestrogéene» dérive de laedatine gestrus, qui désigne chez les
mammiféres femelles la période ou l'ovulation e€lzeptivité vis-a-vis du male coincident.

Les cestrogénes naturels sont des hormones stégoilibesuit atomes de carborfe@dure
[.1), il s'agit principalement des d7et 1 B-Estradiol (14- et 1B-E>), de I'Estrone (B et de

I'Estriol (E3). Les cestrogénes sont générés a partir du chalesi@ la testostérone et

I'androsténediond~{gure 1.2) [1-3] dans les ovaires, le cerveau et les tissligeux.[4]

17p-Estradiol (17p-E2) 170-Estradiol (170-E2)
(1,3,5(10)-Estratriene-3,7diol) (1,3,5(10)-Estratriene-3, ti7diol)

nlllOH

Estrone(Ex) Estriol (Es)
(1,3,5(10)-Estratrien-3-ol-17-one) (1,3,5(10)-Estratriene-3, &6l 7B-triol)

Figure 1.1 : Structure des ocestrogenes

Au cours d'une premiere phase mitochondriale, |elediérol, apporté par les
lipoprotéines, subit I'action de I'enzyme de cligade la chaine latérale, la cholestérol-

monooxygénase (CYP11A1). La prégnénolone, le premigabolite, est ainsi forméAu
-15-



cours d'une seconde phase extra-mitochondrial@régnénolone subit I'action d’'uneB-3
hydroxystéroide-déhydrogénase3{3SD) pour devenir la progestérone. Celle-ci peut é
transformée en bFhydroxyprogestérone par la stéroide=tiionooxygénase (CYP17A) qui
peut également agir avant I'enzyme précédente pouwertir la prégnénolone en dt7
hydroxyprégnénolone. Cet intermédiaire sous l'actie la B-HSD est ensuite métabolisé en
170-hydroxyprogestérone.[5] Les quatre hormones fotrfeegroupe des progestagéenes a 21
atomes de carbone. Sous I'action d'une CYP17Al¥eshydroxyprogestagenes sont ensuite
transformés en déhydroépiandrostérone (DHEA) etrelnosténedione. Le dernier est ensuite
réduit en testostérone.[6] Ces stéroides appagigrau groupe des androgénes a 19 atomes de
carbone. Sous l'action de 'aromatase (CYP19)dlasténedione peut étre convertie aeretE
la testostérone en >, L'E1 est en equilibre avec le -E> : ils peuvent étre interconvertis
par les réactions d’oxydo-réduction en positiongar les enzymes B/HSD de type 1 et 2.
Les propriétés cestrogéniques da Bant 100 fois plus faibles que celles d-Ez. L’E1 peut
étre considéré comme une réserve inactive rapidedigronible de 1F-E>.[7] Cependant, il
existe un métabolisme irréversible dupde> et I'E:. Il est initié par I'hydroxylation de la
position Ge, ce qui résulte en la formation de 3’H’'E3 est un cestrogéne plus faible que le
17B8-E> d'action courte et d'élimination rapide. Par l#esu'introduction d'un groupement
hydroxyle en position £ou G aboutit a la formation de métabolites comme : {e 2
hydroxyestrone, le 4-hydroxyestrone ou le 2-hydestsadiol, le 4-hydroxyestradiol, qui
peuvent ensuite étre méthoxylés ou transformésxyatation en quinones cestrogéniques.[8]
Les trois cestrogenes peuvent étre convertis erboléts hydrosolubles par des réactions de
conjugaison (glucuronidation, sulfatation). Poureééliminées définitivement, ces formes
essentiellement inactives sont excrétées danad'wi/ou les matieres fécales. Elles peuvent
eégalement étre excrétées dans la bile pour pagtié@mn cycle entéro-hépatique.[9, 10]
L’introduction des groupements sulfate ou glucudens’effectue sur la fonction
hydroxyle des cestrogéndsdure 1.3). Le sulfate d'E1 est la forme circulante la @bsndante
a une concentration 10 fois plus élevée que cellkEd non conjuguée.[9-11]
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Figure 1.2 : La stéroidogénése humaine avec les principalesedabhormones stéroides, et les principales eogmatiques.[1-3]



Une hypothese actuelle soutient que le sulfateidd€tif est transporté aux tissus cibles
par l'intermédiaire du systeme vasculaire et irtélams les cellules cibles, probablement par
les polypeptides-transporteurs d'anions.[11, 12jDa cellule cible, il est ensuite hydrolysé
en & par des sulfatases intracellulaires liées a la Ionene, et puis réduit en i-E> actif par
la 173-HSD.[9-11] Le transport des conjugués des cestexméans les cellules cibles est assuré
par des transporteurs intracellulaires qui appanget a la famille des « Multidrug Resistence
Complex » et des transporteurs ABC pour « A Binddagsette ». Ces enzymes font partie des
enzymes dites de détoxification de phase Il . €mi$ la forte affinité de ces polypeptides-
transporteurs d'anions, pour les sulfates et lesugbnides des stéroides, a été mise en évidence
in vitro.[11, 12] Les glucuronides ont été moins étudiésroe précurseurs d'hormones
stéroidiennes, principalement en raison de leumdrei abondance et d’'une excrétion plus
rapide.[10]

E,-17-Glucuronide E,-17-Sulfate
HO

Uridine diphosphate
glucuronosyltransfrase

Sulfotransferase
——
~—
HOC o)

HO:

OH

Figure 1.3 :Les formes conjuguées dufiti; et I'E; [9]
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Les cestrogénes régulent les fonctions de la reptioduet sont impliqués dans la
régulation du développement et de la différentraties différentes cellules cibles dans le
systeme nerveux, cardiovasculaire, gastro-intdstimamunitaire... Les deux principaux
récepteurs des cestrogenes (REsS) sont les réecepBurset RE$.[13, 14] La fixation des
cestrogenes aux récepteurs favorise leur diménsatita translocation vers le noyau.

Les REs dimérisés peuvent moduler la transcripdiesn genes cestrogéno-dépendants
par interaction directe ou indirecte avec des sgcpge spécifiques d’ADN de la région du
promoteur des génes cibles. Ceci conduit a la a#igul de la transcriptior={gure 1.4).[15]

Les REs membranaires seulement activés par ladixaes cestrogenes peuvent également
déclencher des voies de signalisation de réactongascade dites non-génomiques, tres
rapides, qui provoquent des effets cytoplasmiqoesnee I'activation de certaines kinases, le
changement de concentration de calcium, la modulatiautres récepteurs.[16] Toutes ces
cascades de signalisation peuvent étre induitessaconcentrations d’hormones différentes,
avoir lieu en paralléle ou en série et entrainéédintes réponses cellulaires, telles que la
prolifération, la différentiation, ou encore la maation.[16, 17] Un nouveau médiateur des
effets non génomiques duftE> a été formellement identifié au début des annéé$ 2 il
s'agit du récepteur transmembranaire couplé autéimes G, GPR30.[18] Les récepteurs RE
different par leurs affinités et spécificités paes ligands et par leur distribution tissulaire,[19
20]
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Figure 1.4 : Les mécanismes putatifs de l'action des cestrog&ties|
ERK - Extracellular Regulated kinase; GF - Growtrcter ; GFR — Growth Factor Receptor ;

MNAR — Modulator of Non Genomic Action Receptor FF Transcription Factor ; ER - Estradiol
receptor
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1.1.2 Réle des cestrogenes dans le traitement ddadlies neurodégénératives

Bien que les cestrogénes soient connus depuis topgteomme des hormones qui
régulent les fonctions de reproduction chez lestas, ils ont également des effets protecteurs
sur les os, le systeme cardio-vasculaire et leceery22-24]

Les cestrogenes ont été couramment utilisés daasidtrie du médicament comme
contraceptif et dans I'hormonothérapie substitutile ont été recommandés pour la
ménopause, les symptdbmes de la ménopause, et algméviention de l'ostéoporose et les
maladies cardiovasculaires. Le r6le neuroprotectiirl'cestrogene naturel ftE, a été
découvert au début des années 90.[25-28] Depuiss @& 600 articles ont été publiés
confirmant ces observations.

Ces études ont ravivé l'intérét pour I'implicatidas cestrogenes dans les processus
mnésiques et notamment chez la femme.[29] Demssffets bénéfiques des cestrogenes sur
les processus d'apprentissage et de la mémoigté@ntontrés dans différentes études.[29-37]
La majeure partie de la recherche actuelle suratestrogenes et leurs fonctions dans
I'hippocampe se concentre sur la neuroprotectiamreole déclin cognitif au cours du
vieillissement normal ou pathologique surtout chex femmes. Mais d’autres pathologies
neurodégénératives semblent étre positivement if@pagar les cestrogénes en particulier la
maladie d'Alzheimer (MA) et la maladie de Parking@8-41] L'implication des cestrogenes
dans la sclérose en plaque, I'accident ischémiquschizophrénie et la dépression mentale
attire tout autant l'attention.[34, 42, 43] Toutsss études ont montré les effets néfastes du
vieillissement sur les systémes noradrénergiqudepaminergiques. Elles ont aussi démontré

I'importance de la préservation des fonctions gétéb au cours du vieillissement.

Neuropathologiquement, la MA se caractérise esd@rtient par le dépot
extracellulaire de la protéirfeamyloide (A) sous la forme de plagues séniles. B'Ast un
peptide qui résulte de la maturation protéolytigeda protéine précurseur d'amyloide (APP)
transmembranaire. De plus, I'hyperphosphorylatienadprotéine cytosquelettique Tau dans
les neurones conduit a la formation d'enchevétrésneeurofibrillaires au sein de certaines
régions du cerveau (y compris I'hippocampe et teegacérébrale). Ces lésions dégénératives
sont associées a l'activation des cellules gliédedystrophie neuritique, la perte des synapses
et enfin la mort des neurones. Par conséquentadeedr déterminant qui conduit a la

neurodégénération liée a la MA, est I'accumulatioormale d’'/4.[44]

Le réle protecteur des cestrogénes contre la MArpihgtexpliquer par plusieurs modes
d’actions, dont certains ont été également misvateéce dans les études d’autres pathologies.

Ces effets neuroprotecteurs se répartissent endatégories :
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1) l'amélioration de la cognition a travers la régolatde divers processus, y compris la
modulation de la densité et de la morphologie dégde, la plasticité neuronale, divers

systemes de neurotransmission [45-47] ;

2) la protection contre la mort des cellules neuranpbe les mécanismes mitochondriaux
[48] ;

3) le ralentissement de la progression de la MA narleseent par 'augmentation de la
résilience neuronale contre des lésions cérébmdesotoxiques ou inflammatoires
provoquées par son évolution, mais surtout panr@ndtion de I'accumulation des

plaques amyloides et de I'hyperphosphorylatiorederdtéine Tau. [36]

La capacité du I¥E. a réduire l'accumulation dA est l'une des actions
neuroprotectrices les plus intéressantes.[36] Sciora passe par la favorisation du
métabolisme non-amyloidogénique des protéines éats APP. En effet, les APPs peuvent
étre métabolisées par deux voies alternatives @pendent de la protéase impliqguée dans le
premier clivageKigure 1.5). La voie amyloidogénique responsable de la priimludu peptide
AP et des plaques séniles est initiee parflescrétases. L'utilisation de 'APP par les
sécrétases mene vers la production des petiteSimpestsAPRY, qui auraient des propriétés
neuroprotectrices et un réle utile dans la plastioeuronale.[49, 50] Il s’agit du métabolisme
physiologique le plus commun, dit voie non-amylgéoique. Dans plusieurs lignées
cellulaires, 1p-E> favorise la production de sARPee qui réduit par conséquent la quantité de
I'AB.[32, 51]

De plus, des données récentes indiquent queplEd peut moduler le métabolisme de
I’APPs par régulation de I'expression des sécrétaspliquéesKigure 1.5.[32, 52, 53] Il n'est
pas encore certain que cet effet dépende des REsstanédié par des actions génomiques

classiques, ou s'il est plutdt médié par la régometranscriptionnelle.
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Figure 1.5 :Les mécanismes de prévention d’accumuation desigdagmyloides par le f-E,. [53]

Le 173-E> réduit les Iésions ischémiques cérébrales, Idtsegt’ administré avant ou
méme apres la Iésion au sein d'une fenétre théigpelétroite de moins de trois heures.[54]
Le 170-E2 est considéré comme moins actif car il se lie anemns d’affinité aux récepteurs
des aestrogénes, mais il fournit également un eéfetoprotecteur positif.[55, 56] Les études
expérimentales chez les animaux ont mis en évidenagéle important de ces deux isomeéres
d’Estradiol dans le contrdle de la fonction du egs¢ nerveux central (SNC). [30, 57] Ceci
suggere qu'ils pourraient étre de bons candidais idaboration des stratégies (utilisation des
hormones ou de leurs analogues naturels ou deesgtapables de lier les récepteurs des
cestrogenes (SERM)) pour vaincre ou prévenir lesadied neurodégénératives et
psychiatriques.

Les cestrogenes ont démontré la capacité a moduteaturation des cellules neuronales
et la plasticité de la croissance axonale et deqde.[58] Dans les astrocytes, cellules de
soutien du SNC, les cestrogenes augmentent |'alsoghi glutamate afin de diminuer son
excitotoxicité et prévenir la perte des cellulesiroeales.[59] Le 1F-E> peut également
moduler la réponse immunitaire dans le SNC envetaant a différentes étapes inflammatoires
et niveaux d'interaction entre les cellules immuaduaiatrices telles que les microglies, les
astrocytes et les lymphocytes-T.[58] De plus, leB-EZ stimule la production de
I'apolipoprotéine E (ApoE) dans les astrocytes. goE& est essentielle a I'entretien et au

remodelage des membranes neuronales et est implitzus la croissance axonale.[60, 61]
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Les effets du 1F-E> peuvent également faire intervenir des récepteaedisés dans la
mitochondrie, petites organelles impliquées dassctmversions énergétiques résultant de la
respiration cellulaire.[62] La forme prédominanesdREs présente sur les membranes de cette
organelle est le RB; méme si les deux typea €t[3) sont capables de se lier directement a
'’ADN mitochondriale.[63, 64] Le cerveau humain répente seulement 2% de la masse
corporelle, pourtant il consomme 20% de I'énergitale de l'organisme utilisée pour la
respiration mitochondriale et la génération d'ATMmsi, le cerveau est particulierement
tributaire d’une fonction mitochondriale efficae#, si elle est altérée, rapidement menaceé de
détérioration bioénergétique. Les effets bénéfigdeslPB-E> sur I'ensemble du systeme
bioénergétique du cerveau passent par plusieuraniséees :

- la régulation de transport du glucoge le contrdle de I'expression des protéines
impliquées comme les transporteurs et les enzy6e$Hp] ;

- la stimulation de I'assimilation du glucose paragllyse aérobie [37, 58, 62, 67] ;

- la potentialisation de la production d’énergia I'augmentation d’expression des
enzymes impliquées dans le cycle de Krebs, dapsdaphorylation oxydative et la
production d'ATP [37, 58, 62, 67, 68] ;

- la protection contre le stress oxydatif par la préion des altérations de I'ADN et par
'augmentation de I'expression des enzymes antdaiifs.[69-72]

Comme la mitochondrie est la source principale désvés réactifs de I'oxygéne
(radicaux libres, peroxydes, ions oxygénés), elfiei@ht naturellement la premiere cible si la
surproduction a lieu. De ce fait, les mécanismegdalation du stress oxydatif par |eiEZ.
jouent un role essentiel dans le bon fonctionnerdert& mitochondrie, et, par conséquence, de
la cellule entiere.[68] Les données expérimentaiasvo confirment la diminution du stress
oxydatif par traitement avec dutE2 [73-75], et appuient théorie sur le réle des hormones
androgéenes et cestrogenes dans le vieillissemdrtrere santé et la longévité.[70, 72]

Des effets bénéfiques des cestrogenes ont étaragaledémontrés dans le modéle de
souris EAE (encéphalomyélite auto-immune expérialeht [76, 77] Chez ce modéle, le
traitement avec le B7E> entraine une altération de la production des ayésk des récepteurs
de chimiokines, des facteurs de croissance et &koiin moléculaire. Ceci conduit a des effets
anti-inflammatoires. Le I¥E. peut également exercer des propriétés anti-inflatoimes
indirectes, par modification des populations degimcytes T.[78] Le 1F-E> en diminuant
I'expression de la 9-métallopeptidase (MMP-9) peraux lymphocytes T de migrer dans le

SNC a travers la barriere hémato-encéphalique.[79]
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Par ailleurs, comme le 7>, I'E1 a également montré des effets bénéfiques dans le
modéle de souris EAE. Il prévient I'inflammationlatdémyeélinisatiorvia son effet sur les
cellules dendritiques et la moelle épiniére.[80-82]

Il est important de souligner qu’apres certainesl@s effectuées sur différents modeles
expérimentaux, dans des conditions physiologiguepa¢éhologiques, les changements de
concentration de stéroides neuroactifs dans lemglage refletent pas exactement les
changements qui ont lieu dans le SNC.[83-86]

Des études chez ’'homme montrent que la concemtrate stéroides neuroactifs est
modifiée par les maladies neurodégénératives dieaarhumain [87-91], ce qui corrobore les
résultats obtenus sur différents modéles animaB»8fB 92-94] Un certain nombre de données
concernant la maladie d'Alzheimer, la maladie d&iRson et la sclérose en plaque, obtenues
au cours des dernieres années indiquent des chantendans les voies de la
neurostéroidogenese a différent niveaux.[90, 9JLL.85 analyses par immunohistochimie des
taux protéiques et par PCR quantitative de 37 geo@ants pour des enzymes du métabolisme
des stéroides, des récepteurs hormonaux et nexronamontré que des changements ont lieu
des le début des maladies neurodégénératives ieindent plus prononcés dans les derniers
stades. Les corrélations entre toutes ces régugafiegatives ou positives) ne sont pas encore
bien comprises. Certains de ces changements pecertribuer a la pathologie, tandis que
d'autres, a l'inverse, peuvent plutot étre impligdiéns les mécanismes de compensation neuro-
hormonaux (« programme de sauvetage » tenté pareteeau malade). Ces données
soutiennent également la perspective d'utilisati@napeutique et préventive des stéroides ou
leurs analogues pour le traitement des maladiesodégénératives. L'utilisation d'un
cestrogéne moins ou non-cestrogénique lors d’uneapieérneuroprotectrice peut étre
avantageux étant donné qu’elle permettrait de rédes complications provoquées par les
effets secondaires indésirables (par exemple,seffehinisants mais aussi des effets pro-
thrombotiques).[96, 97]
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1.1.3 Mécanismes d'action des cestrogenes dans eeze!

Comme nous I'avons déja mentionné ci-dessus, lé®geses régulent des fonctions
de différents systemes et organes en se liant &depteurs spécifiques. Ces récepteurs sont
exprimés dans tout le SNC et en particulier dacetgeau, quel que soit le type cellulaire, et
pourraient servir de médiateur de la neuroprotedt8, 98] La distribution des REs est
différente dans le cerveau masculin et féminirg, eflange également durant la vie. [20, 59, 99-
101] Le maintien des fonctions cérébrales dépand&tjuilibre entre le taux des cestrogenes et
I'expression relative des REs. Méme si un recougrgnmportant de I'expression des REs est
observé dans de nombreuses régions cérébraleshdena de distribution spatio-temporelle
(Tableau 1.} et le niveau d’expression restent différents pthaque type de récepteurs. [53,
102]

Un fait important a noter est que les RIEt RES peuvent exister et agir non seulement
comme homodimeres,[14, 103] mais également soosefdthétérodimeéres, ce qui suggere une

AN

interaction fonctionnelle entre le REet le REB. Ainsi, un équilibre "approprié” entre les taux
de RE«a et de REB peut étre également nécessaire pour arbitrerdeopeotection induite par
les cestrogenes. Les modifications des rapporte ers récepteurs peuvent déterminer si le

17B-E2 joue un réle protecteur.[104, 105]

Dans le SNC, les RE-et REf sont largement présents et exprimés dans dedesellu
neuronales et non-neuronales. lls sont présentsldamoyaux cellulaires, les prolongements
dendritiques et les terminaisons axonales des nesrpyramidaux, dans les astrocytes et les
cellules glialesKigure 1.6). [106] Les REa et REf sont détectés dans tous les compartiments
cellulaires (membranes, cytoplasme, noyau, mitoghe tandis que le GPR30 se trouve
surtout sur les membranes des structures cytopagsmicomme, par exemple, le réticulum
endoplasmique (le lieu de stockage du calcium)eCGetalisation du GPR30 est associée a son
réle d’activation des voies de signalisation dépeels du calcium, responsables des effets
non-génomiques du B7E>.[107] Initialement identifié dans les cellules careuses, le GPR30
a été retrouvé dans plusieurs zones cérébralest eleeplus en plus associé avec les effets

neuroprotecteurs du f72.[108]
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Tableau I.1Distribution des REs dans différentes zones calébiadapté de [53, 109])

Type de Distribution dans le cerveau
récepteur - . _
aux Forte Modérée Faible Néant
cestrogéenes
RE-a Amygdale, Noyauy  Allocortex, Hippocampe, | Thalamus, Cerebellum
des stria Hypothalamus, Noyaux du Isocortex, Tegmentum
terminalis, Aire | Locus Cceruleus| Raphé, Région Noyau tegmental
pré-visuelle, Noyau gélatineux sous-thalamique antérieur, Aire ventrale
Substance grise de Rolando Tegmentale, Pallidum,
periagueductale Olive bulbaire, Noyaux
inférieur et supérieurs d
I'Olive. Substance noire
RE- Amygdale, Hippocampe, | Hypothalamus, Cervelet,
Noyaux du Allocortex, Olive bulbaire Sub-thalamus
Raphé, Substance Locus Cceruleus inférieure,
noire Tegmentum Isocortex,
Noyaux des stria| ventral, Aire pré- Thalamus,
terminalis visuelle, Globus| Tegmentum,
pallidus Substance grise
périaqueducale
Pontine nuclei,
Noyaux
trigéminés
GPR30 Allocortex, Substance grisel  Amygdale, Tegmentum ventral
Hippocampe, périaqueducale| Noyau des stria
Hypothalamus, terminalis,
Isocortex, Noyaux du
Cervelet, Aire Raphé,
pré-visuelle, Substance grise

Locus Cceruleus,
Pontine Nuclei,
Tegmentum,
Noyaux
trigéminés, Olive
bulbaire

supérieure
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Figure 1.6 :La diversité et la complexité de I'expression eledecalisation des REs dans les neurones

Cependant, les mécanismes moléculaires exactacevéition des REs par différents
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a clarifier le réle de chaque type de récepteusdas différents effets des cestrogenes.[108,
110, 111]

Dans l'hippocampe, les deux voies de signalisates REs, génomique et non-
génomique, ont été décrites dans plusieurs typedaiees.[110, 112] Par exemple, en 2014
Sellerset al, [110] décrivent les effets membranaires d@-E7 et leurs implications sur la
cognition. lls défendent l'idée selon laguelle &fets membranaires sont articulés avec les
effets nucléaires et qu’'un défaut dans cette datiicun pourrait étre a l'origine du déclin
mnésique lié a I'age. Cependant il n’est pas &#énence aux concentrations locales de By
qui pourtant sont probablement a l'origine de ladoiation d’une voie par rapport a l'autre.
Quoigu'il en soit, les effets restent complexesaadela du fonctionnement cellulaire, il faut
prendre en compte le fait qu’'une tache mnésiqudidgom dans la grande majorité des cas
plusieurs territoires cérébraux et plusieurs tygahilaires qui ne réagissent pas forcément de
la méme fagon aux cestrogenes. Ainsi I'effet d@-EZ sur une tdche mnésique n’est pas
forcément transposable a une autre tache. Il fant @tre prudent et le plus précis possible
lorsque I'on décrit les effets de cette molécule lsucerveau et au-dela sur les fonctions
cognitives.

Les REsa et B sont indispensables pour la médiation des tacteggprentissage
hippocampe-dépendantes. [112] Plusieurs étudegivo ont démontré que linactivation
génetique (knockout) d’'un seul récepteur (soitlecdRsoit le REB) détériore significativement
les performances des souris femelles dans I'appsage de la navigation spatiale ou dans les
conditions de stress.[113-115] Les deux Récst B, sont impliqués dans la neurogenése
stéroido-dépendante de 'hippocampe [116] et lacgmnese [117], méme si le rdle de chacun
des récepteurs n’est pas similaire.[118] En efffietjgnalisation par le RE-et le REB conduit
a l'expression différentielle de protéines synag] ce qui indique que ces deux récepteurs
ont des réles distincts. [119]

Des étudem vivoont également été realisées pour déterminerdede@tes récepteurs
aux cestrogenes dans la médiation de la neuropmtgandant le vieillissement.[105] Hah
al. ont montré que le maintien des fonctions mnésiquess I'hippocampe dépend de
I'équilibre entre le taux du B7E,, d’'un cbté, et le rapport des niveaux d’expressies deux
récepteurs, le R-et le REB de I'autre Figure 1.7). Le RE« est fondamental pour le maintien
des processus cognitifs, tandis que lefRfemble jouer un rdéle mineur. Avec le vieillissemen
les niveaux des cestrogenes diminuent et I'expresiios I'hippocampe du REpar rapport
au REP est réduite, ce qui diminue la capacité des ce=tesy a préserver la cognition.
L’augmentation de I'expression REpeut préserver la mémoire méme si la concentrahion

17B-Exreste faible. En méme temps, le disfonctionnemenrésigue da a I'inactivation des RE-
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a peut étre compensé par un traitement avec @eE17 la mémorisation est améliorée 72 h
aprés l'administration, ce qui suppose le déclemem# de mécanismes compensatoires,
probablementia le RE$.[105] Cependant, il faut rester prudent au regkrades analyses et

théories annoncées, car uniquement les récepté&iswseaRle RES ont été considéres.

Balance of estradiol and ER expression during aging

A Estradiol

ERB:ERa - Decreased estradiol-sensitive gene
expression and memory function

B

Estradiol ErRg:ERa
- Preserved estradiol-sensitive gene
A expression and memory function

Figure 1.7: Roéle des relations entre les taux d@-E7 et I'expression de ses récepteurs dans les
fonctions mnésiques hippocampo-dépendantes penelavitillissement. [105]A) La
diminution du taux de BfE; et de I'expression du Ré&-par rapport au RE-lors du
vieillissement perturbe les processus transcripgtsiindispensables pour le maintien des
fonctions cognitivesB) dans un contexte de faibles taux d’cestrogénegyri@ntation de
I'expression du REr par rapport au RB-peut préserver le bon fonctionnement de la
mémoire.

Dans différentes régions de I'hippocampe, le ragpBr. / RE{ change avec I'age. Chez
les rats jeunes et d'age moyen, le[R&st le récepteur dominant, tandis que ledREst présent
en faibles quantités. Avec le vieillissement, ledlisation nucléaire du R&caugmente dans le
gyrus denté et le CA3, mais diminue dans le CAD]J12

Récemment, Foster a défendu dans une revue laighggion laquelle I'équilibre de
concentrations entre les récepteurs Rt RE était la principale explication du déclin
cognitif lié a I'adge. [104] Son argumentaire seebaar plusieurs espéces (homme, singe, rat,
souris) qui n’expriment pas forcément les mémesptsurs au niveau hippocampique. Cette
expression peut étre modifiée de facons différeatefonction de I'age et suivant les especes.
Par ailleurs, il néglige la voie membranaire etnmentionne pas le réle de GPR-30 dans la
fonction neuronale hippocampique. Il évoque un®mép aux cestrogenes non monotonique
qui peut sans doute s’expliquer par la conjoncties voies nucléaires et membranaires qu’il
ne prend pas en compte. Il évoque les concentsatiérébrales et hippocampiques dp-E7
sans distinguer les rates des souris, s'intéressengellement aux femelles et reprend des
données que I'on peut juger contestables comptedestres faibles taux de récupération décrit
par les auteurs. Finalement bien que cette thé@appuie sur un certain nombre de données,
elle souffre essentiellement d’une absence de adsnpeecises sur les concentrations dg 17
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E2 au cours du vieillissement et s’appuie uniguersant’activité aromatase comme preuve de

la présence ou de I'absence d@-E2 au niveau local.

Amygdala

0.4 1.5
o—— |

0.8 15
D

-
eus accum

Figure 1.8: Exemple de distribution de I'aromatase dansédifiites zones de cerveau chez les singes
rhésus.[121] Le défradé de couleurs du bleu aueraaprésente la fonction linéaire
croissante de la concentration d’enzymest C : imagerie TEP alfC-cétrozole B etD :
imagerie ad'C-vorozole.

Avant la mise en évidence de l'activité aromatemesde cerveau, il a été généralement
admis que les effets neuroprotecteurs ditBxsont principalement dus auftE: produit dans
les ovaires.[122] Les cestrogenes peuvent traviadmrriere hémato-encéphalique, mais en
parallele, le cerveau peut produire des cestrogendegenes a partir du cholestérol.[53]
Certaines zones du cerveau présentent une expradsicee de I'enzyme considérée comme
génératrice du I¢E> - I'aromatase.[123] Par exemple, Takahaslsl. ont récemment mis en
évidence la distribution de l'aromatase dans lesditimns physiologiques chez les singes
adultes Figure 1.8).[121] Les plus fortes concentrations de I'aroreatant été observées dans
I'amygdale et I'hnypothalamus par imagerie TEP (tgnaphie par émission de positions) a
I'aide de traceurs faiblement radioactf-cétrozole (images A et C) 8C-vorozole (images
B et D). Les deux traceurs sont des analoguesntidsiteurs de I'aromatase développés pour
le traitement de cancers cestrogéno-dépendants!Q-eétrozole posséde une affinité plus
élevée vis-a-vis de I'enzyme et a permis égalemdertéceler son expression dans les noyaux
accumbens (image C par rapport a I'image D). Gatide illustre bien I'importance du choix
de la méthode de détection pour la mise en plaoeériences en neurosciences.

Stoffel-Wagneret al. ont utilisé les méthodes de dosage enzymatique pesurer
I'activité de 'aromatase vis-a-vis de I'un de efbstrats, I’Androsténedione, dans différentes
régions du cerveau humain (comparaison entre lesres et les femmes), telles que : le lobe
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temporal, le lobe frontal et I'hippocampe.[124] Bala région de I'’hippocampe, une
concentration élevée d’'aromatase a été démontréehyaridation in situ et l'analyse
immunohistochimique. [125, 126] Cela peut condaita production locale de concentrations
importantes de I¥E. qui peuvent étre équivalentes ou méme supérieunss taux
circulants.[125, 126] Il faut souligner que le exrtérébral exprime I'aromatase et produit ainsi
le 17B-E2endogéne, qui peut également réguler les fonctiortecales.[123, 127] L'inhibition
de l'aromatase par administration intracérébrake idkeibiteurs de l'aromatase entraine une
diminution du taux du I¥E>. Ainsi, des oligonucléotides spécifiques anti-samisété utilisés
chez des rates ayant subi une ovariectomie. Callest subi une ischémie induite afin
d’'observer la modification d'expression de l'arcasatet de la concentration locale d@-EZ
dans la région CA1l de I'hippocampe.[122] Lors éeliémie, le taux de 'aromatase et dp-17
E> augmentent localement. Parallélement, le traitérabronique avec les oligonucléotides
anti-sens atténue de maniere significative la cotnagon l'aromatase et le taux ddd> dans

la région CA1 de I'hippocampe. Selon les auteursudosé le 1§-E> in situpar ELISA, les
concentrations de B7E> passent de 35 a 20 fmoles par mg de protéine.[122]

Il est vrai qu’en raison des effets neuroprotedalur 1B-E> mis en évidence sur les
cultures cellulaires et chez les modéles animapa®e que I'aromatase est considérée comme
I'enzyme-clé de la biosynthése duBik, il est important de déterminer les circuits nexanax
spécifiques qui expriment I'aromatase dans le eerveimain. Il est également important de
déterminer si cette expression est modulée par dmwditions physiologiques ou
pathologiques.[123] Plusieurs approches décritescdaemment (dosages biochimiques,
immunohistochimie, techniques de réplication ciléeitro, imagerien vivo...) peuvent étre
utilisées pour obtenir la cartographie de I'arorsatdans le cerveau, cependant son activité
enzymatique ou son niveau d’expression ne peuanéfre directement transposés au taux de
17B-E>. L’aromatase est une enzyme polyvalente qui ptalion le substrat soit I'E1, soit le
17B-E2, d’'un coté et de l'autre, ’'homéostasie d-E5 est maintenue par différents processus

de régulationKigures 1.2etl.3).
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Figure 1.9: Stéroidogenése selon le type cellulaire du eervib3]A : les neurones et les astrocytes
expriment toutes les enzymes indispensables paumolduction locale du B7E2. B : la
synthése du ZI¥E. endogéne n’'est pas démontrée dans la microglielest
oligodendrocytes.

La récente revue de Cait al. résume I'activité et la présence des enzymes queés
dans la stéroidogenese selon le type cellulaireedeeau, comme les neurones, les astrocytes,
les oligodendrocytes et la microglie (ou microgjias) Eigure 1.9).[53] Les neurones et les
astrocytes de différentes régions cérébrales (bgppe, hypothalamus, amygdale, thalamus,
cortex cérébral etc...) expriment toutes les enzyimeispensables pour la production locale
du 1B-Ez> a partir du cholestérol. L’expression et I'activité 'aromatase n’ont pas pu étre
mises en évidence dans la microglie et les oligddmytes. Cependant, la microglie peut
exprimer la réductase gHSD, responsable de la synthése df-E7a partir de I'z et de la

BN

testostérone a partir de I’Androstenedione.[128}teCénegalité cellulaire vis-a-vis de la
production locale des cestrogenes suggere leur tergerimplication dans le fonctionnement
spécifique du cerveau a différents niveaux et déraajue leurs concentrations locales peuvent

étre tres différentes des taux circulants.
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Figure 1.10 : Schéma simplifié des éventuelles voies de sigriaisanodulées par les cestrogénes dans le cerv2QlHE cestrogenes ; cadre orange : effets néfastes ;
cadre bleu : effets neuroprotecteurs. La balanos gefond de I'image symbolise I'équilibre entes beux, lequel peut étre modifié par des circoss
particulieres.
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En résumé, le r6le neuroprotecteur ou I'effet nqangudiciable du 1F-E> dans le
cerveau dépend a chague moment donné de pluseraragitres : au niveau moléculaire, de sa
concentration locale (apport exogéene et productindogene) et de I'expression (totale et
relative) de différents récepteurs des cestrogdriialdres acteurs des voies de signalisation ;
du type cellulaire ; des zones cérébrales paréimasiet des connections entre elles ; du contexte
physiologique ou pathologique, de I'age, du gedss, conditions environnementales (stress,
infection, pollution), etc... Nous n’avons pas paidé des effets néfastes des cestrogenes
eégalement répertoriés dans la littérature scigpigfi[129] lls peuvent avoir lieu dans certaines
conditions particulieres et notamment dans le caspdsition a des concentrations supra-
physiologiques. A ce jour, les mécanismes molémgatonduisant a des effets différents ne
sont pas bien comprigigure 1.10. Tres peu de données existent sur les relatintie s
doses bioactives et biodisponibles des cestrogemes des zones cérébrales et les effets
observés. La possibilité de pouvoir doser Ip-E7Zet d’autres stéroides cestrogéniques de facon
fiable, sensible et spécifique dans différentesrioced biologiques pourrait nous apporter des

éléments de réponses.

* increased f-amyloid
Loss of estrogen * increased tau phosphorylation
rogesterone * increased neuron death
prog * decreased spine density
« impaired cognition

j——  Estrogen therapy, SERMs

1

Alzheimer’s disease

:

= Testosterone therapy, SARMs

Environmental, Normal aging

Genetic factors

* increased [3-amyloid

* increased tau phosphorylation
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* impaired cognition
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Figure 1.11: Les relations entre la perte hormonale liée a l'd@ele risque des maladies
neurodégénératives.[130] L'utilisation des hormooegie leurs analogues naturels ou
de synthése capables de lier les récepteurs desgéests (SERM) ou des androgénes
(SARM), dans une fenétre thérapeutique bien défpuarrait prévenir le vieillissement
pathologique.

Dans le contexte du vieillissement général de lpufaion, la question de ce que
pourrait étre un vieillissement réussi pour chagemous est posée. Ce processus inéluctable

et, dans un certain sens, normal, peut étre foriemmmpacté par des pathologies
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neurodégénératives. Les cestrogénes sont consiclemase des médiateurs importants des
fonctions cérébrales particulierement touchéesauscdu vieillissement physiologigque ou
pathologique, incluant la mémoire et les troublegnitifs et psychologiques. En méme temps,
la diminution des taux hormonaux au cours de laegieun processus naturel. L'exposition
durant la vie a la combinaison de différents factewe risques, génétiques et
environnementaux, interféere avec de nombreux chmagts dans le corps liés a l'age :
'ensemble de ces éléments pourrait provoquer umtaioe nombre de processus
neuropathologiques. L’idée d'utilisation thérapguéi et préventive des stéroides ou leurs
analogues de type SERMs ou SARMs (modulateurstgéldes récepteurs des cestrogenes ou
des androgenes, respectivement) peut s'avérer ipgaéfLes phyto-cestrogenes sont des
SERMSs d’origine alimentaire et sont considérés cemdes candidats potentiels. Il est essentiel,
lorsqu’'on évalue une substance SERM, d'appréaeactorité biologique dans les tissus cibles
des cestrogénes dans le contexte donné (commedantation locale des cestrogenes natifs,
par exemple) afin d'estimer ses avantages et destgds effets secondaires déléteres. Le
traitement appliqué au moment opportun et a desertdrations effectives pourrait restaurer
les effets neuroprotecteurs des cestrogenes et norélee développement des processus

neurodégénératifg-{gure 1.11).
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1.2 QUANTIFICATION DES (ESTROGENES

Afin de quantifier les cestrogénes dans des matrmeplexes, différentes méthodologies
analytiques ont été décrites dans la littératupmsant principalement sur des techniques de
dosage immunologique comme l'analyse radio-immugiglee (RIA) et des systémes de
chromatographie couplée a un spectrométre de nemstendem. La difficulté principale de
I'analyse est due a la faible concentration dest&®ides dans les échantillons biologiques (de
I'ordre de la pg.mt).

1.2.1 Dosages radio-immunologique (RIA)

La méthode RIA a été mise au point dans les ant@&3 par les américainBersonet
Yalow[131] C'est une technique trés précise de dosagsulestances biologiques telles que
les enzymes, les hormones et les stéroides, dasankg l'urine, la salive, ou tout autre
échantillon biologique dans lequel la formationaumplexe antigéne-anticorps est détectée
grace a l'utilisation de composés radioadfitgle 125).[132] La RIA classique repose sur le
principe d'une liaison compétitive, mettant en enée une quantité connue d'anticorps (Ac)
spécifique d'un antigene (Ag) donné a analysee ea@me antigene préalablement marqué par
un radioisotope. Un complexe anticorps-antigenéosme selon le schéma suivafiqure
1.12) :

La précipitation du complexe Ag-Ac
avec anti-immunoglobuline
{« Deuxiéme » = anticorps}

La radioactivité de précipité = antigéne lié

Q Q l IT— oo e
4 f/ — '?' . — .:. >_

* o ’
L’antigéne radioactif @& , déplacé I— L

par l'antigéne marqué &

s

a r tivité de sur = igéne libre

Mélange:
Antigéne radioactif ® + « Premier » anticorps “'

Figure 1.12 :Principe de la technique RIA

La quantification des cestrogenes par RIA directesda sérum a été décrite par
Abraham en 1970.[133] Dans le cas ou les cestrogardsprésents en faible quantité (de
I'ordre de la pg.mt}), la méthode RIA révéle un manque de spécifiditéns I'organisme
humain, les cestrogenes sont convertis en plus @engfabolites conjugués et non conjugués.
Certains cestrogenes conjugués, tels que le sutfastrone, ont des concentrations
plasmatiques trés élevées, et peuvent réagir da fapisée avec les anticorps, induisant une
surestimation brute des niveaux d’'cestrogenes. Baas, il est nécessaire d'éliminer tous les
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métabolites qui interferent, ce qui implique urepétde purification. Parallelement, est apparue
la RIA-conventionnelle, qui est caractérisée pae @ape d'extraction avec un solvant
organique et une purification sur une colonne clatographique. Dans le cas de la RIA-
directe, la limite de détection dufE; est de 5 pg.mt de sérum humain et dans le cas de la
RIA conventionnelle, 2 pg.mt.de sérum humain.[134]

Comme la technique RIA requiert I'utilisation dali@éléments, il y a un risque pour
I'expérimentateur. En méme temps, elle s'avere@tre complexe et moins sensible que les
autres méthodes existantes.

Comme alternative, I'utilisation de la spectrongétde masse (MS) couplée a la
chromatographie en phase gazeuse (GC) ou liqui@g, (lut au fil des années considérée
comme la technique de référence pour la quaniificaties neurostéroides comme la
Pregnénolone [135], et les cestrogenes dans le alfks36], le sérum [137], I'urine [138] et
'eau [139].

1.2.2 Chromatographie en Phase Gazeuse (GC)

La GC est un mode d'analyse adapté pour les caapodatils. Les cestrogenes n’étant
pas des substances volatiles (leurs points d'ébnlkont de I'ordre de 450°C), une dérivation
sera donc nécessaire avant leur analyse en GCI'Roalyse des cestrogénes dérivés, la GC
est couplée a un spectrometre de masse (GC-M®hikation électronique est couramment
utilisée comme mode d’ionisation.[140, 141] Lesiten de détection dans ces conditions sont
de l'ordre du pg.mt de plasma.[142]

Les composés les plus utilisés pour la dérivadiesmoestrogénes, en vue de leur analyse
par GC, sont I'anhydride pentafluoropropioniquedJi4e N-(triméthylsilyl) imidazole [140],
l'alkylation et la silylation avec le pentafluoramobenzene (PFBBr) et IN,O
bis(triméthylsilyhtrifluoroacétamide (BSTFA).[14143] Les réactions de dérivation sont la
plupart du temps réalisées en milieu anhydre, ddes solvants organiques tels que
I'acétonitrile ou I'éthanol, avec du KOH comme baaur pour certaines réactions. Elles
peuvent étre lentes, de 40 minutes a plusieursebgeat peuvent nécessiter une température
élevée, jusqu’a 60°C.

La GC-MS est encore utilisée pour les analysesogstsogenes présents dans I'eau et
dans l'urine.[144] Cela est dU a la grande quad#®eéhantillons, au co(t relativement réduit du
matériel et a la simplicité de la technique. Cepemdle besoin de dérivation pour cette
technique reste un désavantage majeur en raislancdenplexité de la méthode, de I'obtention
de produits de dérivation instables et sensibldsuanidité, ce qui peut augmenter les risques

d'erreurs de mesure.
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1.2.3 Chromatographie en phase liquide a haute pmrhance (HPLC)

L'HPLC est I'une des méthodes les plus efficacegr pa séparation de mélanges
complexes. Elle est largement utilisée en chimadigue.

Pour atteindre une sensibilté maximale avec unsaromation minimale de solvant,
des pompes capables de délivrer des volumes dangslde I'ordre du pL ou nL par minute et
des colonnes de tres faibles diameétres internési@ars a 1 mm) ont été mises au point lors
de cette derniere décennie (hano-LC).

En fonction des caractéristiques des molécules alysar, plusieurs modes
d’interactions ont été développés en HPLC. Par @kenta chromatographie en phase inverse
(RP-HPLC) permet de séparer des composeés en fardgideur caractere hydrophobe, tandis
que les ions et les molécules ionisables sont phé&parés par chromatographie d’échange
d’ions (IC). La chromatographie d’interactions hypgliles (HILIC) est plus adaptée aux
molécules hautement polaires et solubles dans.|Rawr 'analyse des cestrogénes, molécules
de faible masse moléculaire, tres peu polaires agdileiment solubles dans l'eau, la
chromatographie en phase inverse est le plus sbutiksée.[145, 146]

Le couplage HPLC-MS permet lidentification des quweés grace a deux types
d’'informations : le temps de rétentiom, (le temps que met l'analyte a traverser la colpnne
offert par la chromatographie et les informatiotracturales offertes par la MS. La MS étant
une technique sensible utilisée pour détecter tiftlemet quantifier les molécules en fonction
de leur masse et de leur charge/4. La complémentarité de ces deux techniques tacili
'analyse des cestrogénes dans différentes matcoemplexes telles que le cerveau ou le

plasma.

1.2.4 Chromatographie liquide en phase inverse (RIRLC)

C'est une chromatographie d'adsorption liquidedsolidans laquelle la phase
stationnaire est apolaire. Elle est constituéplupart du temps, par des silices greffées par des
chaines alkyles. Il existe des greffons apolaieetadle différente, de 4 a 18 atomes de carbone
(C4 a C18), donc de polarités différentég(re 1.13. Le facteur de capacit&)augmente en
fonction de la densité de greffage et de la surfissegreffons alkyles (log k’ varie linairement
avec le produit NS, N densité de greffage, S sarthes greffons.[147] Le facteur de capacité
K caractérise la rétention d’'un analyte, indépendammmie nombre de plateaux de la colonne

(Equation 1J.
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k' = R )

ou :

t'r — le temps de rétention réduit, c'est le tempséppasun analyte dans la phase stationnaire ;
tw — le temps mort, c'est le temps passé dans Eephabile.

\si—om Silanol libre résiduel

—

o Ether, source de silanol

| [ Greffon
/’—;»l—’."—;‘—- :'-;@—C—g n=17,Cis
[ SHe —

( CHy n= 7,Cs
\ CHs n= 3,Cs

\
S —'3—?—3”: Groupe terminal
(Capping group)

~]

CHa,

Figure 1.13 :Exemple de phase greffée

La phase mobile joue aussi un rble important etnpérde jouer sur deux propriétés
distinctes :

* la force éluante qui influe sur la séparation. lfasteurs de capacité des
molécules a séparer doivent étre entre 2 et S5ypoomrélange simple et entre 0,5
et 20 pour un mélange complexe ;

» la sélectivité qui doit étre optimale pour le caufd plus difficile a séparer. Le
facteur de sélectivitto= k'2/k's mesure la difference de distribution
thermodynamique des deux composeés.

L'augmentation du pourcentage de solvant orgartiepue a augmenter la solubilité de
I'analyte dans la phase mobile, conduisant & unendition dutr. Les solvants sont classés
selon leur force éluante qui va dans le méme seaseqr polarité {Tableau 1.2)

Des additifs peuvent étre utilisés pour stabilisepH de I'éluant (acide formique, acide
trifluoroacétique, triéthylamine, acétate d'ammamietc...) et modifier les interactions avec
les chaines alkyles. De maniére usuelle, si lesposés étudiés possedent des groupements
acides, ils seront analysés a un pH = pKa - 27 ebs de groupements basiques, a un pH = pKa
+ 2.[148]
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Tableau 1.2 :Propriétés des quelques solvants utilisés en UgQ][1

Solvant UV cutoff,  Viscosité, Point d'ébullition Indice de Polarité,
nm cP (Te), °C miscibilité, M (P)
Isooctane 215 0.50 99 29 0.1
Hexane 195 0.31 69 29 0.1
Toluéne 284 0.59 111 23 24
Méthyl-t-butyléther 210 0.27 55 - 25
Dichlorométhane 233 0.44 40 20 3.1
Propanol-1 210 2.30 97 - 4.0
Tétrahydrofurane 212 0.55 66 17 4.0
Chloroforme 245 0.57 61 19 4.1
Ethanol 210 1.08 78 - 4.3
Acétate d’éthyle 256 0.45 77 19 4.4
1,4-Dioxane 215 1.37 101 17 4.8
Acétone 330 0.36 56 15 5.1
Méthanol 205 0.55 65 - 5.1
Acétonitrile 190 0.38 82 11 5.8
Eau 190 1.00 100 - 10.2

Plusieurs paramétres concernant la colonne infer@ntéa séparation, comme le
diamétre et la longueur de la colonne et la taide particules du support. Plus la taille des
particules sera faible, plus I'efficacité sera glgnmais la pression au sein de la colonne sera
plus élevée (loi de Darcy).

La théorie des plateaux (N) établit qu'apres utageparcours dans la colonne, les pics
d'élution peuvent étre assimilés a des courbesals<zdont |'écart type (exprimé en unité de
temps) est lié au nombre de plateaux théoriquepaus, selon la relatiofEquation 2:

-

o

ou :

tr— temps de rétention
o — variance du pic d'élution

En LC, il existe pour la phase mobile plusieursaims possibles a travers les particules
de la phase stationnaire et les vitesses instaggate la phase mobile en divers points d’une
méme section droite sont différentes. Tandis quen®s de rétention est régulé par la vitesse
moyenne et ces différences entrainant un certalamdent du profil de concentration du soluté
(étalement du pic). Cependant, ce phénomeéne sestaiténué par le fait que les molécules de
soluté ne sont pas prisonnieres d’'une veine liquidas au contraire peuvent changer de veine

par diffusion transversale. Ceci contribue a udaxegion du profil des vitesses et limite la
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dispertion du soluté. Knox a montré que le calaladcontribution du spectre de vitesses de

ce couplage a la hauteur de plateau réduite pegtpéis avec une bonne approximation
(Equation 3. [147]

hflux ~ A 171/3 (3)
ou :

A— linfluence de la diffusion turbulente due auxéhégénéités dans I'écoulement
v — vitesse réduitde la phase mobile

La valeur de la constantd dépend beaucoup de la régularité du remplissagde et

I'uniformité de la répartition granulométrique dedhase stationaire utilisée.

Finalement la hauteur de plateau réduite (HEPTievavec la vitesse réduite selon
'Equation 4

HEPT = Av'3+B/v+ Cv  (4)
ou:
B/v - l'influence de la dispersion des molécules pifmsion longitudinale

Cv- l'influence de la résistance au transfert deseas peut étre diminué en réduisant les distances
a parcourir par le soluté dans chaque pftisenution du diamétre des particules)

La variation de HEPT en fonction de la vitesse alphase mobile, avec les valeurs
A=1,B=2etC=0,1, est représentée en coordonnées bilogagthea{Figure 1.14) Aux
faibles valeurs de, le termeB/v prédomine et explique la perte d'efficacité vessttes faibles
vitesses. Aux grandes vitesses réduites, le t&pmarédomine et explique la perte d’efficacité
aux trés grandes vitesses. Dans la région inteaitédie termed v!/3 est prépondérant et
h passe par un minimurh,,;,= 2,4, pour une = 2,7. Pour une vitesse réduite comprise entre
1 et 10,h varie peu.[147]
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Figure 1.14 : Variation de la hauteur de plateau rédiiten fonction de la vitesse réduiteavec :
A=1,B=2,C=0,1.[147]

Cependant, pour augmenter la résistance au tradsfenasse qui est le facteur limitatif a
la cinétique des échanges, il faut diminuer au manr la distance que doit parcourir le soluté

entre les différents sites, ce qui est possibléignuant la taille des particuleBigure 1.15.

HEPT (um)

60

40

Débit{mL.min1)

Figure 1.15 :Influence du diameétre des particules sur HEPT

La figure ci-dessus illustre le gain d'efficacitéagd on passe d'une silice aveed.Oum
a ¢ = 3um. L’equation Smontre que la mise en ceuvre de fine particules gedratiliser des
grandes vitesses de phase mobile (ce qui perméindeuer d'autant la durée de séparation)

tout en conservant une efficacité maximale.
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3D
Voptimal = d_m 5)
p

ou :

Dnm - le coefficient de diffusion du soluté dans lapé mobile
d, - diametre des particules

Actuellement, les performances sont encore amesfi@vec I'apparition de la
chromatographie liquide a ultra haute performangeL(C) permettant des temps d’analyse
encore plus courts avec des pressions élevéese§taldl a I'utilisation des colonnes avec des
phases stationnaires de fine granulométrie (diasétn dessous de 2 pm) qui entrainent une

augmentation importante de l'efficacité, donc dedtaplution.

1.2.5 Détection par spectrométrie de masse

Ce travail a été effectué en utilisant le specttoende masse de type QTRAP 5500
(SCIEX), composé d’'une source d'ionisation de t@tectrospray d’'un premier analyseur
quadripolaire et d'un deuxieme analyseur de typ@pe ionique linéaire, permettant de

travailler en mode « Multiple Reaction MonitoringMRM).

D'une maniere générale, un spectrometre de masdiwieé en quatre parties distinctes

qui sont :

a) La source qui est le lieu ou les ions sont générésnis dans la phase gazeuse;

b) L’interface qui assure la transmission et la déstaltron des ions entre la source
et I'analyseur;

C) L’analyseur qui sert a mesurer le rapport massegehfn/2 des ions générés;

d) Le détecteur, qui est équipé d’'un multiplicateuglectrons pour amplifier le

signal.

La MS est une méthode d’analyse destructrice qunee d'obtenir des données
structurales caractéristiques. Cette méthode méssir@pportsn/zde molécules ionisées, et
fournit ainsi des informations qualitatives et dutatives sur la composition atomique et
moléculaire. Une information de structure peut égent étre obtenue au moyen de I'analyse
d’ions fragments issus des especes moléculaires.

En ESI, l'introduction de I'échantillon peut étféeetuéevia deux méthodes: infusion
directe ou couplage avec une technique de sépartgile que 'HPLC. Typiquement, une
infusion directe implique l'introduction progressigtans la source ESI d'une solution d'analyte
a l'aide d’'une pompe a seringue a une vitesse de3D pL.min'. L'échantillon doit étre

suffisamment concentré et pur, permettant a Batidur de détecter lion de l'analyte en
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présence éventuelle d'ions interférants. L'infusitimecte est principalement utilisée pour
identifier les ions précurseurs et effectuer lactrisation des fragments de l'analyte avant la
séparation. Elle est également utilisée pour ogeniiintensité du signal et d'autres conditions
opératoires.

Le processus ESI est tres complexe. Les interditésignal dépendent de la valeur de
pKa des analytes, des parametres instrumentawa dedurce lors de l'infusion et de la
composition de la phase mobile. La volatilité, kEngion superficielle, la viscosite, la
conductivité, la force ionique et le pH influencéatprocédé d'ionisation. La sensibilité est
également influencée par les propriétés chimiqupbkysiques de la substance a analyser, telles
que I'hydrophobie et la capacité de la molécul&ohiser, ainsi que par des parametres de
fonctionnement, tels que le débit, la températtita ension appliquée sur les lentilles dans la
source ESI.[150]

L'ESI est une méthode largement utilisée en spmétie de masse (MS) a cause de sa

simplicité et de la facilité de couplage avec la LC
1.2.5.1 Source d’ionisation electrospray (ESI)

L'ESI a été décrite pour la premiéia@s par Doleet al. comme une technique
d'ionisation dans les instruments d'analyse en .JB&8 Plus tard, au début des années 80,
Yamashita et Fenn ont réussi a combiner ESI et M&][mais la vraie percée a eu lieu en 1988
quand Fenn et ses colléegues [152] ont démontréd’fG¢ est particulierement adaptée aux
macromolécules. Ce travail a été honoré par le Rolxel en chimie en 2002.

L’ESI est considérée comme un processus électrépoe [153-155] qui se réalise en
trois étapes distincte&igure 1.16 :

» La nébulisation- production de gouttelettes gias a partir de I'analyte en solution

par I'application d’'une haute tension sur un cap# métallique.

» La désolvatation - fission des gouttelettes cbesgen gouttelettes de plus en plus

petites appelées gouttelettes filles par explosioodombiennes.

* L’émission d’ions désolvatés en phase gazeuse.
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PRESSION ATMOSPHERIQUE VIDE

Rideau de Gaz
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N 3. Transfert desions

1. Formation des 2. Explosions
Li id R P z
P B chargées Coulombiennes
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en phase gazeuse

Rideau de Gaz

Figure 1.16 :lllustration de la production des ions par le métetrospray

I.2.5.1.a La production de gouttelettes chargées

L’ESI est produite par application a pression afph@sique d’un fort champ électrique
sur un liquide traversant un tube capillaire m@a# avec un faible débit (d’une dizaine de
nL/min & quelques centaines de/min). Le champ électrique est obtenu en appli¢juene
difféerence de potentiel de plusieurs kilovolts @l& 6 kV) entre le capillaire et la contre-
électrode. Ce champ électrique va entrainer larigation du liquide et la séparation des
charges positives et négatives. En mode d’ionisgtmsitive, le capillaire métallique chargé
positivement joue le réle d’anode, attire et ndiseales charges négatives par oxydation de
I'électrolyte, du solvant ou du capillaire métalley Par conséquence, les charges positives vont
se concentrer a la pointe du capillaire. Le liquidealors avoir tendance a s’allonger et former
un cone appelé « le cone de Taylor ». Ce cOnediimes’ jusqu’a éclater en minces gouttelettes

enrichies en ions positif§igure 1.17).
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Figure 1.17 :Schéma de la formation du céne de Taylor dans ounes électrospray

Le procédé d’ionisation peut conduire a la formatiions mono-chargés protoneés :
[M + H]" en mode positif ou d'ions déprotonés [M-Elh mode négatif mais également a des
ions de charges multiples appelés ions multi-cleadg type [M + nHJ ou [M-nH]™, en
fonction de la polarité des molécules analyséesllx des cations tels que Na K™ peuvent

venir se substituer aux protons.

1.2.5.1.b Fission des gouttelettes chargées, I'dapion coulombienne

Le solvant contenu dans les gouttelettes chargégsogressivement s’évaporer sous

I'effet de chaleur fournie dans la source (chawdfag 60°C par exemple) et du gaz de
nébulisation, entrainant une diminution de la ¢ailes gouttelettes. La densité de charge de la
gouttelette va augmenter jusqu’a atteindre le ragotique appelé le rayon de Rayleigh
(Equation §, moment ou les forces de répulsion électrostaigeont égales aux forces de
tension de surface.

Q = 8n(syRD?  (6)

ou :

Q - charge de la gouttelette

R - rayon critique de Rayleigh

go - permittivité du vide
y -tension du surface
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Au moment ou les forces de répulsion électrostaqleviennent supérieures aux forces
de cohésion du liquide, la gouttelette, alors inistava exploser en gouttelettes filles, qui
subiront & leur tour le méme processus et ce@lssreurs générations de gouttelettes filles qui

deviendront de plus en plus petites, jusqu’a dodesrions complétement désolvatés.

[.2.5.1.c Emission des ions en phase gazeuse

Le principe du passage des ions en phase gazeduse gcessus controverseé : deux
théories sont proposées pour en expliquer le méeemniLa premiére théorie est le modele de
la charge résiduelle proposé par Deleal[156], la deuxieme est le principe de I'évaporation

ionique d’Iribarne et de Thomson.[157, 158]

A. Modeéle de Dole

An

Ce mécanisme est connu sous le nom du "modélesdiuréhargé” (CRM), il propose
une succession d’explosions coulombiennes jusghtanar une gouttelette fille ultime ne
contenant qu’un seul ion. Les dernieres molécugesalvant comprises dans cette gouttelette

s’évaporent afin d’aboutir & un ion completemersaiéaté Figure 1.18.

/ N
/ \
( + +\‘\ Etape 1 Etape 2 +
mn ) —> s 0
\ +/
~—— Gouttelette fille lon désolvaté
Gouttelette mére ne contenant plus

qu’un seulion

Figure 1.18 :Modéle du résidu chargé (CRM)
B. Modéle d'Iribarne et de Thomson

Ce modele propose que lors du processus d’évapomi solvant, la densité de charge

est suffisante pour émettre directement les ionshaise gazeus€ifure 1.19.

£+ \’
AT e +
[+ * \  Etape1 R 3 Etape 2 © of
+ [+ .
\+ 5 > \+ " +
\ +/ \ %/ @)
Nt r+

Figure 1.19 :Modele de I'évaporation des ions (IEM)
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Le modele de Dole est appliqué plutét pour explidaeprocessus de désorption des
gros ions (macromolécules, protéines,...) alors quenbdéle d’'lribarne et de Thomson

s’appliquerait plutdt aux petites molécules.[159]
[.2.5.2 Analyseur

L'analyseur a pour réle de mesurer un rappaiz Le principe physique d'une telle
détermination dépend du type d’analyseur utilisétuBllement, de nombreux analyseurs sont
disponibles : quadripolaire (Q), piége ionique (l&lectromagnétique, temps de vol (TOF),
orbitrap et a résonance cyclotronique (ICR). Conmentionné ci-dessus, ce travail a été

réalisé sur un spectrometre de masse comportaalgseur Q et un IT.

[.2.5.2.a Les analyseurs de type quadripdle

Ces types d'analyseurs ont été développés initalerpar le groupe de Paul et
Steinwedel au milieu des années 50. Le princip@etionnement décrit en 1953 [160] a été
appligué a la spectrométrie de masse quelques aiphéetard.[161] La pertinence des travaux
de Paul a été récompensée par le prix Nobel dedrigysen 1989.[162]

Un quadripdle (Figure 1.20) est constitué de quatre électrodes cylindriques ou
elliptiques couplées deux a deux selon un poteélgeitrique ¢o, +/-) composé d’une tension

continue (U) et d’'une tension alternative (¥&g(ation 7:
®y= U+Vcoswt (7)
ou:

w — fréquence angulaire
t —temps

Les ions générés en source entrent dans I'ana)ysedts sont soumis a une force

résultante de deux champs électriques, définisksmzones de stabili(Bigure 1.21)[163]
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Figure 1.20 :Schéma d’un analyseur de type quadripolaire

Selon les valeurs de U et de V, certains ions ahbpates trajectoires centrées au sein de
I'analyseur et peuvent étre détectés, alors quatrds ions, instables pour ces valeurs de V et
U, sont collectés par les barres du quadripOleeesont pas détectés. En effet, tant que les
coordonnées x et y de lion, qui mesurent la degtgrar rapport au centre des barres, restent
inférieures a g (moitié de la distance entre deux barres opposées) pourra traverser le
guadrip6le sans toucher les barfgigigre 1.21). Dans le cas contraire, il s'y décharge et ne ser

pas détecté.

a) X 4 b) b ¢ c) X ’
L 9 A [
2 77z -
74;— X / - —_7-—4—» v
Instabilité des petits ions dans la plan XZ Instabilité des gros ions dans la plan YZ Stabilité d’une certaine valeur m/z séléctionnée

Transmission
Transmission
Transmission

Mass —» Mass —= Mass —»

Figure 1.21 :Résultante de stabilité des ions dans un analygeadripblaire

Ce type d'analyseur a certains avantages, comme :
* Le contrble des tensions U et V qui est aisé eanpeune grande vitesse de balayage
(de l'ordre de la milliseconde) ;
» Le passage de l'ionisation positive a l'ionisatiégative (ou l'inverse) qui est facile et
rapide (50 ms sur le QTRAP 5500) ;
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» Lavitesse de balayage qui peut étre tres élevée.

Ces avantages font de I'analyseur quadripOlairappareil excellent pour le couplage de
la LC avec la MS et un outil trés efficace pouspeectrométrie de masse en tandem (MS/MS).
Le principal inconvénient de I'analyseur quadrip@aest sa faible résolution (liée a sa vitesse

de balayage en m/z, qui est tres élevée et lautsolunitaire).

1.2.5.2.b Les analyseurs de type piege ionique &aire (LIT)

La structure des LITHigure 1.22 est basée sur celle d'un quadripdle fermé par des
électrodes d’entrée et de sortie. L'applicationnéateau de ces électrodes d’'une tenspon
superposition d’'une tension U et d’'une tension VitBame signe permet de piéger les ions
étudiés. Plus la tension appliquée est importgites, les ions sont comprimés au centre du
piege. Les ions réalisent des allers-retours dagréélectrodes terminales suivant I'axet,
simultanément, oscillent dans le playnpar I'application d’'une radio-fréquence (RF) ses |

barres du quadripdle.[164]

N Piégeage Radiale

Piégeage Radiale

Figure 1.22 :Schéma d’un analyseur de type LIT (QTRAP 5500,3cie

Autrement dit, les ions sont piégés dans un piégéaire dans lequel ils circulent
linéairement et sont sépares par la stabilité uiettajectoire dans le champ de radio-fréquence.
Les ions sont stables tant que les accélératiorils qubissent les maintiennent sur des
coordonnées inférieures@enr et az enz. Les ions piégés sont ensuite libérés successivieme
suivant leur rappormn/zsuite a leur déstabilisation.[165]

[.2.5.3 Spectrometre de masse en tandem (MS/MS)

L’ionisation electrospray produit essentiellemess dons stables (de faible énergie
interne) et I'information obtenue ne peut étre gelle qui est déduite de la mesure du rapport
m/zd’especes pseudo-moléculaires. Pour obtenir dagation de structure d’analytes, il faut
pouvoir disposer d’ions fragments, qui sont obtead®ide d’'un spectrométre de masse en

tandem (MS/MS). La spectrométrie de masse en tamdesiste a sélectionner un ion par un
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premier analyseur, a le dissocier par collisions pueffectuer un balayage des ions fragments
ainsi générés dans un deuxieme analyseur. La p@pudas spectrométres de masse en tandem
s'explique principalement par leur facilité relatig'utilisation, leur spécificité et leur bonne
linéarité et reproductibilité pour des applicatiogsantitatives. Le développement des
technigues de la MS/MS a permis une multiplicatden ses domaines d’applications, en
particulier dans les sciences du vivant.

Sur notre instrument (QTRAP 5500), le spectromé¢renasse en tandem comporte un
filtre quadripolaires, @ et un piege ionique linéaires(LIT), séparés par une cellule de
collision, Q. Cette derniére est construite initialement aipdhtin quadripdle, qui opére en
radio-fréquence uniqguememf(only (Figure 1.23.

Le capillaire
Cellule de collision
“Skimmer” Co Q Q, Q; Détecteur

]

ESI

N— |:|@I

4radio— /Q,H—HE
fréquence radiofréquence
1l 1
Q3
uT
Détecteur - ~ -

Guided'ions

.

Q1
Quadripole

Figure 1.23 : Schéma général d’'un spectrométre de masse (hagppetrométre de masse en tandem
(QTRAP 5500, Sciex) utilisé pour cette étude (bas)

Q: et @ fonctionnent comme des filtres de masse. La eetlelcollision représente une
chambre ou les ions isolés pargQnt fragmentés par collision avec un gaz (diadates le cas

du QTRAP). Ensuite, ces ions fragments sont anslyaé Q.[166]
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Différentes méthodes de fragmentation existentr Baunéme échantillon, les profils
de fragmentation dépendent de la méthode utiliséemode le plus répandu est appelé
dissociation induite par collision (CID, Collisidnduced Dissociation) car les ions parents sont
activés suite a leur collision contre une ou pluiienolécules de gaz neutre (gaz de collision).
La dissociation par capture d’électrons (ECD, EtettCapture Dissociation) ainsi que la
dissociation par transfert d’électrons (ETD, ElentiTransfert Dissociation), reposent sur une
activation des ions par la capture d’un ou de plursi électrons.

Par la suite, on va s'intéresser uniquement au nMDe seul mode disponible sur
I'instrument QTRAP 5500.

[.2.5.3.a La dissociation induite par collision (@D)

Cette méthode de fragmentation est basée sur unaten des ions parents par
transfert d’énergie a la suite de collisions inédges contre un gaz neutre (Hélium, Azote,
Argon...). Ce processus s'effectue en deux étdpigsire 1.24), la premiére correspond a la
collision entre l'ion et le gaz cible convertissane partie de I'énergie cinétique de l'ion en
énergie interne et conduisant l'ion a un état datien. La deuxiéme étape correspond a une
décomposition unimoléculaire de l'ion active : tegffage vibrationnel global de la molécule

induit la fragmentation de la molécule.

Application

M2+
de 'énergie ‘
Y,
Sélection Collisioncontre Détection des ions

un gazneutre fragments

d’un ion parent
B et la fragmentation

Figure 1.24 :Principe du mode MS/MS de type CID

Au cours des collisions avec les molécules de ga#ra de la molécule ionisée et
sélectionnée dans le premier analyseur, une pgtl&nergie cinétique de cette molécule est
convertie en énergie interne. Il s’agit de colli@dnélastiques, au cours desquelles I'énergie
cinétique n’est pas conserveée.

Les transferts d’énergie cinétique en énergie meteyont régis par les lois des collisions
d’'un mobile (I'ion) contre une cible statique (lezgde collision). Dans une collision inélastique,

la conservation de I'énergie et de la quantité denement implique que seule une partie de
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I'énergie cinétique est transformée en énergierneteCette fraction d’énergie-ku est donnée

par I'’équation suivanteeguation § :

m,

E = Ejp———— 8
CoM labm1+ m, ( )

ou:

m. - masse de l'ion

my, - masse du gaz cible

Ean - €énergie cinétique de I'ion dans le référerdiglaboratoire
Ecom - €nergie maximale qui peut étre convertie engiaénterne.

Pour que I'énergie disponible a la conversion augmel faut soit augmenter I'énergie
cinétique de I'ion sélectionné, soit utiliser urzgéble ayant une masse plus importante.

Il existe deux types de CID, a haute et a bassmgi@ddans un triple quadripdle les
ions pénetrent dans la cellule de collision avee vtesse relativement faible, et ce type de
spectrometre opere donc en mode CID a basse énengte une énergie de collision
correspondant a quelques dizaines d'électronvolisyissant a l'ion des énergies cinétiques de
104100 eV.

1.2.5.3.b Parameétres de la source

L'optimisation des conditions d’ionisation demateleeglage des différents parametres,
comme:

1. lonSpray Voltag€g(lS) - la tension appliquée entre l'aiguille et I'orificmii
"ionise" et "nébulise" le flux de liquide. En nwgdositif elle est généralement
de 4000 a 5500V ; en mode négatif de 3000 a 4000V.

2. lon Source Gas 1GS)) - la pression du gaz de nébulisation, qui facilite la
formation de gouttelettes.

3. lon Source Gas BGS2) - le gaz chauffant aide a I'évaporation des solvams,
qui contribue a renforcer I'ionisation de I'échéloti.

4. Curtain Gas(CUR) - le gaz rideau est composé d'azote de haute puseté q
circule entre l'orifice et la « curtain plate »pérmet d’éviter les contaminations.

5. TemperaturdTEM) etPression ces deux paramétres influent sur la formation
d'agrégats dans la source et, par conséquenta milision et sur le taux de
fragmentation. La température et la pression du dsauffant favorise la
désolvatation. Le réglage de ces parametres astispten fonction du débit et

de la composition de la phase mobile.
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6. Declustering PotentialDP) - Des études concernant la CID dans la source ont
été réalisées en faisant varier la tension appticpué le cone d'échantillonnage

(V¢) ou sur l'orifice plate (M), équivalents du DRF{gure 1.25.

Plaque a orifice
Capillaire

Orifice (Vop)

H Plaque rideau (V)

Figure 1.25 :Représentation schématique de la source Turboransp QTRAP
5500

L'augmentation de you Vop induit une accélération des ions dans la région de
pression intermédiaire qui permet la CID au contée$ molécules de gaz
résiduel dans la source. Le taux de fragmentatépead de I'énergie cinétique
que les ions peuvent acqueérir par collisions agegak résiduel. Plus la:\du le
Vop Sera élevé, plus le taux de fragmentation serartapt. [167, 168]

7. Entrance Potentia(EP) - ce parametre contrdle le potentiel d'entrée, gidegu
et focalise les ions a travers la région a hautegion du Q

8. Collision Energy(CE) - le contréle du potentiel d'entrée de la cellule de
collision, qui est la différence de potentiel ereet Q.

9. Collision Cell Exit Potentia(CXP) - différence de potentiel entre la sortie de la
cellule de collision et &

10.Phase mobile la composition et la circulation de la phase n®fpourcentage
de solvant organique, pH) a un réle important sudésorption de l'ion. La
composition de la phase mobile ne semble pas dinfluence sur le processus
de fragmentation lorsqu'il s'agit de solvants dtpgss tels que l'acétonitrile, le
méthanol ou I'eau, mais I'augmentation de la teee@au et du débit nécessitera

des valeurs de pression, de température et delgmglpvees.
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1.2.5.3.c Les modes de balayage disponibles en WM&

En plus de l'obtention de spectres d’ions fragmertdroduct lon scan», scan
descendant), la mise en ceuvre de quadripdles pdiafietctuer plusieurs modes d'acquisition
supplémentaires : le mode de balayage des ionsigetas («Precursor lon scams, scan
ascendant), la perte de neutre (« Neutral Los$ b mode de balayage sélectif de plusieurs
ions issus de la fragmentationNkkM, Multiple Reaction Monitoring). Ces différents modes

d’acquisition sont décrits et illustrés ci-dessous.
+ Le mode «Product lon scam

Le mode «Product lon scan> permet I'acquisition de tous les ions de fragaten
produits (ou ions produits ou ions fils). Les igmrécurseurs (ions parents) sont envoyés dans
le premier quadripdle ou ils sont sélectionnés fraigmentés dans la cellule de collision. Tous
les ions de fragmentation passent dagav@nt d’étre détectésigure 1.26. Ce mode de
détection est tres sélectif car deux ions précusseyant le méme rappani'zne se fragmentent

pas forcément de fagcon identique et peuvent coa@uifes ions fils différents.

— po ’ Détecteur

Source / y © P >
» @ O
d’ions @ i ;: I > " I | |
= ’ LV 2>

0; Cellule de 0;

Collision

Figure 1.26 :lllustration schématigue du mode « Product lon scan

* Le mode «Precursor lon scam

Ce mode permet de rechercher les ions moléculpiesnts capables de se fragmenter

en un ion fils donnéFigure 1.27).

T " vy © ’ Détecteur
- 7 > O ’
» 7/
Source s S - T
d’ions O S O > P > tl
’ . - > /
> se 5 <
0, Cellule de Qs

Collision

Figure 1.27 :lllustration schématique du mode « Precursor l@msc
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Tous les ions précurseurs sont balayés sur une gatenmasse donnée dans le premier
quadriplle, et alors fragmentés dans la cellulecoléision. L'ion fragment d'intérét est
sélectionné par £ Par conséquent, seuls les ions de fragmentatsus ides ions précurseurs

qui ont traversés le premier quadrip6le serontaiése
¢+ Le mode «eutral Loss»

En mode perte de neutre, les deux analyseurst @ balayent une gamme de masse
simultanément et avec un décalage de masse can€ite difference de masse, si elle
correspond a la masse de la molécule neutre pérckidu processus de décomposition d’un

ion filtré par Q, permettra a 'ion de traverseg Figure 1.28.

@ 4 —_ ’ e Détecteur
7 ’ CDimmmas pemm—= » O
/7 v /
Source /e : @ ¢ > |
d’ions O /) e @ / I
’ " -t > @ =
‘e i 7 O @
0; Cellule de 0s

Collision

Figure 1.28 :lllustration schématique du mode « Neutral Loss »

Le spectre présentera alors tous les ions paraptbtes de se fragmenter en générant un
neutre de masse égale au décalage imposé. Laispedié cette technique est que la sélection
ne s'effectue pas sur une valeur de masse d’upaoent ou fils mais sur la nature d’'un

processus de décomposition.
¢+ Le mode “<MRM »

Le mode MRM permet le suivi des transitions patigres entre les ions parents et leurs
ions de fragmentation. L'ion précurseur est sd@naog dans le premier quadripble, puis
fragmenté dans la cellule de collision. Seulsdes ide fragmentation choisis sont sélectionnés

dans le troisieme quadripble pour étre détedtigife 1.29.

= . ’ Détecteur

N 7 /
7/ /
Source o / vy @ ‘ >
A 7 » OS> ; ¥
d’ions ’ e 4

0, Cellule de 03

Collision

Figure 1.29 :lllustration schématique du mode « MRM »
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Ce mode présente donc une double sélectivité séleetion de I'ion parent et une de
I'ion fragment. La sensibilité et la spécificité\a@ent ainsi considérablement améliorées par
rapport a d'autres modes de balayage, faisant deIRM un mode de choix pour la

quantification.

1.2.6 La dérivation chimique - amélioration de laessibilité de détection des
cestrogenes

L’analyse des cestrogénes en mode ESI est rendii@lalien raison de la faible
efficacité d’'ionisation de ce type de moléculesdéaivation chimique permet d’améliorer la
sensibilité de détection en augmentant le tauxhdation suite a I'introduction de groupements
facilement ionisabled={gure 1.30) De nombreux réactifs de dérivation ont été emifliableau
[.3) pour améliorer la limite de détection des cestneg.[146, 169-172]

i { i i
0=s=0 0=$=o0 0=—5=0 0=3=0
99 g %
~ e
Chlorure de el
ne Sen Pyridine-3-sulfonyl : s N
3 hi 3 d (PS-Cl) Chlorure de N
. Chlorure de 1,2-Dimiithyl-1H- \
N, N-dimethylaminonaphtalenesulfonyl imidazole4-sulfonyle
(Dansyl-Cl) (DMIS-C)) Chlorure de

4-(1H-pyrazol1-yl) benzinesulfonyle
(PBS-CI)

N | A
\ 0
> N OH
N3 o)
Azide d'isonicotinoyle Acide picolinique

Figure 1.30 :Structures chimiques des agents de dérivation

La dérivation chimique a été largement utiliséerpmméliorer la réponse en MS de
molécules qui contiennent des fonctions hydroxiifghatiques et phénoliques. Le chlorure de
dansyle (Dns-Cl) contient une fonction chlorosujfienqui peut facilement réagir avec des
phénols. De plus, la fonction amine tertiaire eseatielle dans cette structure de molécule et
aide a la pré-formation d'ions dans une phase mabite. Le Dns-Cl est I'agent de dérivation
le plus souvent utilisé pour le dosage des cestesg@partir des échantillons biologiques.[137,
146, 173, 174]

Toutefois, d'autres réactifs portant également fametion chlorosulfonyle tels que les
chlorures de pyridine-3-sulfonyle (PS-Cl), de lig@wlyhyl-1H-imidazole-4-sulfonyle (DMIS-
CI), de 4-(1H-pyrazol-1-yl)-benzénesulfonyle (PBB-a@nt été utilisés pour la dérivation des
cestrogenes.[170] Tous ces réactifs permettentdigreéla rétention en RP-LC. Xat al. ont
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comparé les trois chlorures cités ci-dessus au@es: LC-ESI(+)-MS/MS.[170] lIs ont trouve
que le dérivé PS du B+E> avait le temps de rétention le plus faible. Desple spectre MS/MS

du dérivé PS 1F-E; est riche en ions de fragmentations spécifiquesaliyte, ce qui augmente
la spécificité de I'analyse.[170]

La sensibilité peut étre de I'ordre d’un fg.rhlorsque I'azide d'isonicotinoyle est utilisé.
Ce réactif de dérivation est cependant moins sétpet le chlorure de dansyle qui est le réactif
le plus souvent utilisé. L'azide d'isonicotinoyl@té utilisé principalement pour la dérivation
de dihydroxystéroides, car la présence de groupgdys dans sa structure induit une haute
affinité protonique.[175, 176]

Yamashitaet al. ont décrit la synthese de dérivés de type pyridembdoxylate pour
certains hydroxystéroides.[171, 177, 178] lls omhstaté que la réaction de dérivation se
déroule trés simplement, en une seule étape psuntmo- et dihydroxystéroides, et que ce
type de dérivé augmente la sensibilité de détectemnhydroxystéroides.

Un autre type de réactif utilisé pour augmentetalex d'ionisation et l'efficacité de
séparation des stéroides isomeres esgttt@uenesulfonyl isocyanate1SI).[179, 180] Les
auteurs ont constaté que la dérivation a lieu ssideux fonctions hydroxyle (aliphatique et
phénolique) et que la séparation des formes is@esteaméliorée.

Ayciriex et al. ont transformé les fonctions hydroxyle phénoliques stérols et
oxystérols en dérivés de type carbamate en utilisad-(diméthylamino)-phényl isocyanate
(DMAPI).[181] Le DMAPI possede deux groupements rasi tertiaires qui induisent une
haute affinité protonique. En présence de la tyiathine, le DMAPI réagit facilement avec les
stérols et oxystérols, et donne des dérivés careastables. Comme dans le cas dp-E7 les
oxystérols contiennent deux fonctions hydroxylejsnadiphatiques (une cycle et l'autre sur la
chaine latérale). Les auteurs montrent par I'éiedspectre RMN que la dérivation est produite
uniquement sur ’hydroxyle sur le cycle. Il pard@nc intéressant d'appliquer ce réactif sur les
cestrogenes.

Bien que I'utilisation de la dérivation suivie pare analyse en LC-MS semble étre une
méthode sensible et efficace, il faut noter sesriménients, tels qu’une augmentation du temps
de préparation d’échantillon di a I'étape de déivaet des effets de matrice plus importants
dds aux exces de réactifs de dérivation et des aségpde la matrice pouvant étre dérivés. De
plus, les produits issus de la dérivation peuvéneti@stables et sensibles a I'humidité, ce qui

peut augmenter les risques d'erreurs de mesure.
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Analyte Matrice Type de reaction Réactif de derivaibn Mode d'ionisation Référence
178-E, Sérum humain Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [182]
Ey,176-E> Sérum humain Dansylation Chlorure de dansyle APCI(+ [183]
E.,176-E> Plasma et cerveau de Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [184]

souris
E.,175-E> Sérum et urine humain Esterification 4-Nitrobenzeienyl chloride (4- APCI(-) [185]
NBSC)
E.,175-E>, AN, &- Solution standard Esterification Azide d'isonicotite ESI(+) [186]
androstane-g, 175-diol
E,176-E3, Es, Eau Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [187]
Ethinylestradiol
E,175-E> Sérum humain Formation d’ether 1-(2,4-Dinitro-5eftaphenyl)- ESI(+) [188]
4,4-methylpiperazine
E.,175-E> Sérum humain Esterification Acide picolinique ESI(+ [171]
E1,176-E>, Solution standard Esterification Acide picolinique ESI(+) [177]
Dihydroepiandrosterone,
Testosterone
E1,178-E> Sérum humain Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [189]
178-E, Sérum humain Esterification Chlorure de pyridinst®onyle ESI(+) [170]
178-E, Sérum et cerveau de rat Dansylation Chlorure dsydan ESI(+) [190]
178-E, Tissu prostatique Formation d’ether Bromure de pentafluorobenzyl et ESI(+) [191]
2-fluoro-1-méthylpyridiniunp-
toluenesulfonate

E1,178-E;, 170-E> Sérum humain Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [192]
E1,178-E> Sérum humain Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [193]
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E1,175-E,, Testosterone, Sérum humain Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [194]
Dihydrotestosterone,
Dihydroepiandrosterone,
Androstenedione, J7diol
E1,175-E», Es, Bisphenol A Plasma et fluide séminal Dansylation Chlorure de dansyle ESI(+) [195]
humaine
17j-E2, 16-hydroxy (OH)- Sérum humain Esterification Chlorure de pyridinstBfonyle ESI(+) [196]

E2, 4-methoxy (MeO)-2-
MeO-E, 4-OH-E, 2-OH-
E2

et lodomethane
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[.2.7 Validation et évaluation des résultats de mes

Une validation de méthode analytique consiste @néher certains criteres concernant

le dosage d'une substance dans un substrat. Depui®mbreuses années, I'approche des

analystes a été de caractériser et I'évaluer Ifsmpeances des méthodes d’analyse. Il existe

plusieurs définitions et modes de calcul des difiés paramétres liés a la validation d’'une

méthode.[197-199] Voici les paramétres les pluysotucités :

*

La sélectivité €’est la capacité a différencier et a quantifiandlyte-cible en
présence d’interférence de la part des autres itwenstis de I'échantillon (par
exemple, impuretés de la dégradation du prod@ytdis analytes, etc...) Elle

est représentée par la pente dariSdare 1.3%;

La fidélité (ou degré de dispersion des résultatg)le est définie comme la
variation entre les valeurs mesurées obtenuesgsandsures répétées du méme
objet ou d’objets similaires dans des conditiorécHjges. (Guide ISO/CEI 99)

Selon les conditions d’exécution de I'essai, capetre s’exprime sous forme

x Reéplicabilité— correspond a la variation entre les résultatwvidaels

successifs obtenus sur le méme échantillon sourtisssai dans le
méme laboratoire et dans les conditions suivant@&me analyste,
méme appareil, méme jour. La valeur sera détermiangmartir de

I'équation suivante :

L(0,975:n-1)x S,

Vn

ou : t,975; n-1)— valeur t de Student pour un intervalle bilatéral a un
niveau de confiance de 95 % pougchantillons. Pour
n < 30, il faut se référer a un tableau statistiqada
distribution det pour connaitre la valeur d@ d7s; n-1)
s1— écart type d’'une série de mesures se référant &plicabilité
n— nombre de données sur lesquelles s’appuiectlesls

x Répétabilité- correspond a la variation entre les résultads/iduels

obtenus sur le méme échantillon soumis a l'essas da méme

laboratoire et dont au moins I'un des élémentsanigs est différent :
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I'analyste, I'appareil, le jour. La valeur sera eféinée a partir de
I’équation suivante :
t(0,975:n-1)x S,

Vn

7N 71

ou : s — écart-type d’'une série de mesures se réfédantpétabilité

x Reproductibilité — correspond a la variation entre les résultats

individuels obtenus sur le méme échantillon soumigssai dans des
laboratoires différents et dans les conditions anfi#s : analyste
différent, appareil différent, jour différent ou mé jour. La valeur sera

déterminée a partir de I'équation suivante :

£(0,975:n—1)x S

Vn

ou :s3— écart type d’'une série de mesures se référant a |
reproductibilité

L’intervalle de confiance bilatéral de la moyenmighanétique d’'une

série de mesures a un niveau de confiance de 3% &&#ni par la double

inégalité suivante :

£(0,975;n-1)x S5

- Vn

X

ou :x — est la moyenne arithmétique menesures

La linéarité — caractérise la courbe de réponse d’'une méthoalgtue. Le
principe consiste a vérifier la linéarité d'une hogle, a valider que la fonction
mathématique qui relie le signal instrumental aultét analytique, est bien une
droite pour un intervalle de valeurs définies (Giigpe 1). Le coefficient de
corrélation doit étre supérieur a 0,995 pour regpde critére de la limite de

linéarité.

La sensibilité- est la capacité de la méthode a distinguer tiepelifférences
dans la concentration ou la masse de la substan@stganalysée. En pratique,
la sensibilité est la pente de la courbe d'étalgartpi est obtenue en tracant la
réponse de mesure en fonction de la concentratiotheda masse de I'analyte
(Figure 31).

-63-



*

*

La capacité de détectionest caractérisé par :

v La Limite de DétectioLD) — qui est le point auquel la valeur mesurée

est supérieure a l'incertitude qui lui est assodiézagit de la plus faible
concentration d'analyte dans un échantillon qui p&e détectée, mais
pas nécessairement quantifiée. La LD est souvemfbodue avec la
sensibilité de la méthode.

En chromatographie, la LD de la quantité inject&éraduit par un
signal avec une hauteur au moins trois fois plesé&d que le niveau de
bruit de la ligne de base (S/N = 3).

Réponse
A

Intervalle de linearite

Pente= Sensibilite

S/N >10

SIN >3

\ 4

Quantite

Figure 1.31Représentation graphique

v' La Limite de QuantificatiofLOQ) — est le plus faible niveau d'analyte

qui peut étre mesuré de fagon exacte et précise.(QQ@ est souvent
reliée a la concentration de lI'analyte qui dormsignal avec S/N =10
(Figure 1.31).

Pour les méthodes chromatographiques, la LOQ peué§alement
déterminée en comparant les signaux mesurés a gestéchantillons a
des concentrations basses connues de lanalyte esar des
échantillons blancs. Ceci établit la concentratimimale a laquelle

l'analyte peut étre quantifié de maniere fiable.

La robustesse est la mesure de la capacité d’'une procédwalytigue de rester
non affectée par de petites variations délibéréess abnditions opératoires

(comme la pression atmosphérique, 'humidité, etc...)
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+ Le coefficient de variation (C\V@xprimé en pourcentage - est I'écart-type divisé
par la moyenne et multiplié par 100. Il permet demparaisons lorsque les
unités de mesure different. Le CV s'avere acceptabla valeur obtenue est

inférieure a 20%.
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.3 EXTRACTION DES ESTROGENES D'UNE MATRICE BIOLOG IQUE

L’'analyse par LC-MS/MS des cestrogenes présents bamdasma et le cerveau
nécessite la mise en ceuvre d'une étape d’extraatode purification. Trois types de
préparation d’échantillons sont frequemment usliséla précipitation de protéines (PP),

I'extraction liquide-liquide (ELL) et I'extractioan phase solide (SPE).

[.3.1 Introduction

Les stéroides sont essentiellement des molécplgsthiiles : logP = 3,94 (B7E>), logP
= 343 (B) et logP = 2,8 (B.[200, 201] Ills sont constituées d'un noyau
cyclopentanoperhydrophenanthrene, modifié surripipérie du noyau ou sur la chaine latérale
par l'ajout de groupes hydrophiles. Cette partie amcentrée principalement sur la
méthodologie d'extraction et de purification dedroggnes trouvés dans les échantillons
biologiques.

Au cours du métabolisme, les stéroides devienr@rédrglement plus hydrophiles aprés
réduction et aprés hydroxylation et estérificat{foanjugaison) avec l'acide glucuronique ou
I'acide sulfurique. L'ajout de ces groupes polaipesmet I'extraction de ces métabolites avec
le milieu aqueux.

La non-polarité essentielle (hydrophobe) des sdémosignifie qu'ils sont tous, a des
degrés divers, solubles dans des solvants organigjupeuvent donc étre extraits du milieu
aqueux par un solvant ou un mélange de solvanpeldeité appropriée.

La préparation des échantillons biologiques esmaniliale dans le cas des
déterminations bioanalytiques. Les étapes typigques: I'homogénéisation d'échantillon, la
précipitation de protéines, l'extraction et la poaition de I'extrait. La précipitation des
protéines vise a éliminer I'ensemble des protgmésentes dans I'échantillon a analyser avec
des solvants organiques (éthanol, acétone, ett.extraction des stéroides est généralement
effectuée a l'aide de solvants organiques. L'é@eapgruirification est presque toujours nécessaire,
parce que les échantillons biologiques, étant dasices complexes (notamment le cerveau),
comportent un grand nombre de composeés (protéseés, lipides, etc...) pouvant influencer
la qualité de mesure. La purification qui est kaspdouvent utilisée est la ELL et/ou la SPE. La
ELL permet de s'affranchir des composants hydrephjrotéines, sels, etc...). L'avantage de
la ELL est sa simplicité, mais il s'agit d'un prdééde purification peu spécifique, qui est
généralement utilisé pour lisolation d’'un groupe domposés similaires. La SPE permet
I'isolation d’'une classe particuliere de compos&sr(me les stéroides) en éliminant les lipides.

La SPE est la méthode la plus sélective et peatfatilement automatisée. Cependant, par
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rapport a la ELL, elle demande plus de temps podéleloppement. De grandes quantités de
lipides dans les extraits de tissus cérébraux pelh@ucher la colonne LC et provoquer des
changements au cours du temps, voire empéchehl&maCertains lipides peuvent également

supprimer l'ionisation des stéroides en LC-MS.

Broyage

ELL {3

ﬂ )
Concentration §

Purification (SPE)

Analyse par LC-MS/MS

Figure 1.32 :Protocole de préparation d’échantillons biologig(eesveau et plasma)

Beaucoup de procédés actuels d'analyse de stédadssles échantillons biologiques
comprennent plusieurs étapes de purification ssogespar SPE (combinaison des cartouches

d'échange d'ions et de polarité de phase inveosepar LC Tableau 1.5.

1.3.2 Extraction liquide-liquide (ELL)

La ELL repose sur la difference d'affinité d'un lgteaentre deux phases liquides non-
miscibles. Le solvant enrichi en soluté est appetait. Le mélange qui est appauvri en solutés
est appelé&affinat (Figure 1.33. Cette opération permet de séparer des prodyést ales
propriétés physico-chimiques différentes.

Par exemple, considérons un analiten solution dans I'eau a extraire par une phase
organique non-miscible a I'eau. Lorsque les dewases liquides sont en contact, il s'établit

I'eéquilibre de partage suivant poir
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[Aorg]

Aaa = Aoro o = 3]

Cet équilibre est caractérisé par une constantentitdynamique Kappelée coefficient de
partage. L'extraction sera plus efficace avec ffargation du coefficient de partage.

Le solvant
organique Extrait
d'extraction
La matrice
Biologique / Raffinat
dans ’eau

Ajout dusolvant  Agitation afin de permettre Séparation
non miscible la partition des molécules des phases

Figure 1.33 :lllustration du principe de la ELL

La combinaison de la ELL avec la SPE va notammegim&nter la sélectivité de

I'extraction d’'un composé détermingigure 1.32.

1.3.3 Purification - extraction sur phase solide PE)

La SPE est une technique ayant un large spectppldtations et est de plus en plus
utilisée en raison de sa rapidité, de son effiéacie sa possibilité d’automatisation et de son
cout relativement faible.

Le principe de cette méthode est la séparatioraptation d’'un analyte (ou d’analytes)
d’'un mélange de composés par une partition sekec®s composes entre une phase solide
(adsorbant — cartouchEjgure 1.39 et une phase liquide (solvant). Une substancerbée
peut étre récupérée (désorbée) en augmentantgpeesda force d’élution. La SPE permet de
prolonger la durée de vie d'un systeme HPLC, d'@anél les analyses qualitatives et

quantitatives.[202]
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A

Adsorbant

T— Embout

Figure 1.34 :Représentation schématique d'une cartouche SPE

Filtre

Les adsorbants SPE sont le plus souvent classda pature du mécanisme de leurs
interactions primaires avec I'analyte d’intérétslimis types de mécanisme les plus utilisés en
SPE sont: la phase inverse (RP), la phase nor(hé®¢ et I'échange d'ions (IEX). Les
cartouches ayant des adsorbants en Rfufe .35 sont utilisées le plus souvent pour la
purification des stéroides a partir des matricespexes.[146, 203, 204] Il faut souligner que

les adsorbants garnissant les cartouches songa us&jue.

Cation fort Anion fort

groutl
‘{;at 09“‘“

Cation faible Stable a pH 0-14

Figure 1.35 :Exemple d’adsorbants RP en SPE

Les types de mécanisme de rétention en SPE sont :
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+ Interactions apolaires - qui sont a la base desadntions hydrophobes {CCis,
Phenyl etc.);

+ Interactions polaires - les interactions par foiorate liaisons hydrogéne et
dipGle-dipble (CN, NH, silice etc.);

+ Echangeurs de cations - les interactions entredage de I'analyte et le groupe
fonctionnel de I'échangeur de cations (cation MICX, cation fort MCX);

+ Echangeurs d’anions - les interactions entre lagehde I'analyte et le groupe

fonctionnel de I'échangeur d’anions (anions falMAX, anions fort SAX etc).

Cependant, il faut noter qu'en SPE les interactiddsrites ci-dessus peuvent étre
multiples. Par exemple, les gels de silice modifiésvent conserver des groupements silanols

libres, pouvant entrainer des interactions secoesai

L’adsorbant choisi doit avoir une excellente afénipour les composés cibles.

Notamment, il doit présenter un minimum d’affinétéec la matrice.
Un protocole SPE est constitué de quatre étapesmales Figure 1.36 :

1. Conditionnement fadsorbant est activé avec un solvant organiqueromélange
de solvants pour éliminer des contaminants et fs@orles échanges dans
I'adsorbant. Apres I'étape de conditionnement, d@tbant ne doit pas dessécher

sinon I'imprégnation ne serait plus garantie ;

2. Dépbt de I'échantillon (Percolation) +échantillon est déposé sur la partie
supérieure de I'adsorbant. Pour apporter un maxiiefficacité a la purification,

la vitesse d’écoulement d’échantillon doit étretcdliée ;

3. Lavage - cette étape permet [I'élimination dimpuretés poasédmoins
d’interactions avec I'adsorbant. Les solvants sé&#i doivent avoir plus d’affinité

avec les impuretés qu’avec les composés d’intérét ;

4. Elution —la récupération des composés d’intérét s’effectee an éluant adéquat,
capable de rompre les interactions entre analydamiort adsorbant.
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1. Conditionnement 2. Dépot 3.Lavage 4.Elution
Equilibration
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Figure 1.36 :Principe de I'extraction sur phase solide

Pour toutes les étapes, le débit dépend de la diovede la cartouche et de la quantité
d’adsorbant (dans notre cas, pour des cartouchregegade 10 a 50 mg d’adsorbant, environ
1 mL.min%).

Il est important de noter que, pour une extraatimecte par SPE, la matrice biologique
doit répondre a trois criteres : elle doit étrauite avec une faible viscosité, les particules
solides doivent étre éliminées de la matrice liguati'adsorbant doit permettre la rétention de
I'analyte.

Les avantages d'utilisation de la SPE comme étapepdrification sont :
1. La faible consommation de solvants ;
2. La possibilité d’automatisation ;
3. La haute uniformité dans le traitement des échansl;

4. La sélectivité élevée en raison d'un grand choeddbrbants et de différents
mécanismes de rétention ;
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5. L'optimisation de I'extraction par la possibilité daire varier ou ajuster la phase
solide et les conditions d’élutioreX : débit, différents mélanges de solvant,
etc...).

L’avantage de cette méthode par rapport a la Etll'@ugmentation de l'efficacité de
purification des échantillons complexes et par égasnce I'amélioration de la sélectivité du

dosage.

1.3.4 Extraction sur phase solide : application &8 échantillons biologiques

La purification des composés a doser est une giapeulierement importante en
analyse chimique. Dans la littérature, on peut rgoer que les méthodes de préparation
d’échantillons dépendent surtout de la nature etadquantité accessible des échantillons
biologiques. Des exemples de procédés de prépanatior I'analyse des stéroides dans des
matrices biologiques sont présentés danddéleau 1.5 Traditionnellement, les phases
stationnaires de polarité inverse de type polynuérigu a base de silice sont utilisées comme
support SPE.

La purification des cestrogenes par SPE peut cordpeties étapes séquentielles,
comme par exemple la combinaison d'échange d'aBibkqélimination des stéroides neutres)
avec d'échange de cations WCX, [191] ou la putificasur support en phase inverse et
d’échange d’anions faible WAX avec une phase «ibdghphospholipide SPE » (élimination
des lipides).[203]

Les matrices biologiques les plus souvent étudiées le plasma et le sérum. Dans la
plupart des cas, comme ce sont des matrices fla@des une faible quantité de lipides, les
cestrogenes sont séparés en utilisant uniquemiapd'ée LLE. Les solvants d'extraction les
plus souvent utilisés sont I'acétate d’éthyle [192ther méthylet-butylique [189], I'éther
diéthylique [136] ou le mélange hexane / acétadé¢hgle [205].

Pour isoler les cestrogénes a partir d'échantiluns visqueux et riches en lipides tels
que les testicules, le cerveau, le foie, il estartgnt de combiner la ELL et la SPE. L'utilisation
de la ELL offre souvent une séparation partielle deamposés hydrophobes (ex: les lipides) et
hydrophiles (ex: les protéines). L'élimination digédes qui sont habituellement co-extraits
avec les cestrogenes reste difficile, mais il y@lques méthodes décrites a ce sujet.ebeb.
ont fait une étude intéressante sur la solubildésddes solvants organiques d’hormones
stéroides présentes dans divers tissus muscutkrbsvins.[206] Cette étude a proposé une
nouvelle méthode de délipidation en utilisant unlamge méthanol-eau comme solvant
d'extraction, suivie par I'élimination par filtrati des lipides congelés, basée sur la différence

entre les points de congélation des lipides (enwd®°C) et des hormones  (environ -60°C)
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dans le méthanol (-98°C). La séparation des lipid@scentrifugation est simple, permettant
I'élimination d’environ 90% des lipides sans pestgnificative d'hormones. La délipidation
était ensuite finalisée grace a une SPE de typeCRfe methode est efficace si on dispose de
grandes quantités d'échantillons pour l'analyse.

Chaoet al ont évalué l'efficacité de la combinaison de ld_Et de la SPE pour la
purification du 1B-E> a partir de différentes zones du cerveau de Diamandarin.[207] Les
concentrations du B7E> dans le cerveau et le plasma de Diamant mandaminrgférieures a
600 pg.mt, la ELL étant effectuée avec de I'éther diéthydiogt la SPE sur des cartouches en
phase inverse a base de silicg.C

La sensibilité de la méthode de dosage varie dlicieaa I'autre, restant dépendante du
type et de la quantité de la matrice biologiqudietmode de purification utilisé (PP, ELL et
SPE).

1.3.5 Effets de matrice (MES)

La LC-ESI-MS/MS est devenue une technique couranmnmdisée dans I'analyse des
cestrogenesT@bleau 1.5. En effet, I'analyse directe par infusion en B&3-des échantillons
biologiques est problématique, en raison de la®gson ionique provoquée par la présence
d’especes interférentes qui proviennent de la o&af#i08, 209] Il existe deux problémes
principaux associés a ces MEs. Le premier estriati@an de la composition de la matrice et le
deuxieme est la différence de concentration eagr@terférences endogenes et les cestrogéenes.
La variation de la composition des matrices biajags est liee a la complexité des
échantillons, la variabilité entre les individust la présence des diverses classes et
concentrations des especes endogenes dans lesilenisa[189] Les échantillons biologiques
contiennent généralement des quantités importalggwotéines, de glucides, lipides et sels,
dont les concentrations varient en fonction du tgjgehantillon. Par exemple, les protéines
sont abondantes dans le sérum / plasma, tandideguguantités considérables de lipides sont
présentes dans le cerveau. Ces interférences tdtadatyse plus difficile, en raison de la faible
présence des cestrogénes (pghnkt des concentrations plus élevées de difféseptpéces
présentes dans les matrices.

Bonfiglio et al. ont signalé que la nature chimique d'un compase effet significatif
sur le degré d'effets de la matrice. Cette étudqusaire composés de polarités différentes, dans
les mémes conditions MS, a montré que les compueapolaires exerce une suppression du
signale plus importante en ESI que les composésgmmlaires.[210] Ces constatations de
MEs différentielles sont importantes en particulaes du choix d'un étalon interne approprié a

des fins de quantification.
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L'importance des MEs sur la fiabilité de la LC-B8&/MS a été démontrée en termes
d'exactitude et de précision,[211] et lorsqu’ungpsassion ionique se produit, la sensibilité et
la LOD d'une méthode peuvent étre largement a#sd&l2] Ainsi, pour développer une
méthode en LC-ESI-MS/MS fiable, il est nécessaitudier ces MEs.

King et al. ont montré par une série d'expériences que les $dBsle résultat de la
compétition entre les composants de la matricevutattils et les ions d'analyte pour l'acces a
la surface des gouttelettes et pour le transfestiagphase gazeuse.[213] Selon I'environnement
dans lequel les processus d'ionisation et d'évapord'ions a lieu, cette compétition peut
diminuer ou augmenter l'efficacité de la formaties ions souhaités présents aux mémes
concentrations a l'interface. Ainsi l'efficacité ld€formation des ions est tres dépendante de la
matrice qui entre dans la source ESI.

Selon Matuszewslat al.,l'efficacité du processus de récupération (PE)lreésle I'effet
de matrice (ME) et de la récupération de la mokulanalyser apres I'étape d'extraction
(Ré).[214] Il pense que les standards devraiert &butés apres I'extraction pour I'étude de
I'effet de matrice et avant I'extraction pour ldEude 'efficacité du processus. L'utilisation des
standards internes deutérés peut compenser ladtian de la reprise au cours des étapes de
préparation des échantillons; par conséquent, méribation relative de la récupération des
analytes apres extraction serait négligeable pgorara a I'efficacité de récupération.

Voici un exemple de calcul de l'efficacité du preses de récupération en présence de
plasma humainT@ableau 1.4, selon Buhrmart al[212] Ces données sont adaptées a I'étude
des diverses quantités d'effet de matrice qui pguse produire en utilisant des méthodes

différentes de préparation des échantillons.

Tableau 1.4 :Calcul des MEs, la et le PE selon Buhrmaat al.

Expérience Intensité, cps Paramétre Données, %
Solution Standard (SSd) 8580 ME [(6390-8580)/858/x 100 = 26
SSd ajoutée dans plasma 6390 Ré 4050/6390x 100 = 63

aprées la ELL
SSd ajoutée dans plasma 4050 PE 4050/8580x 100 = 47

avant la ELL

L'efficacité du processus de récupération obteraide cette étude est de 47%. Ainsi,
53% du signal est perdu : 26% de la perte totdlelis a I'effet matrice et 27% est dle aux

pertes au cours de I'étape d'extraction.
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Une technique plus dynamique pour déterminer letsefle matrice est I'analyse en
ligne.[213] Un extrait d'échantillon (sans ajouardilyte) est injecté dans les conditions
chromatographiques souhaitées. La technique ema figmmet de suivre l'influence de la matrice
sur la réponse de l'analyte pendant la totalitéaedyses chromatographiques. Les résultats
des expériences permettent de déterminer l'inflieglecdifférentes techniques d'extraction sur
les MEs, la colonne analytique appropriée, ou I&sMont présents ou absents au cours d'une
analyse chromatographique et l'influence des dddié la phase mobile sur la réponse.

Nguyenet al.ont évalué et comparé différentes matrices sba&e de la pente et de la
linéarité des courbes de régression de- ¥t 1B-E2.[215] Les matrices étudiées sont de
I'albumine de sérum bovin dans le tampon phoss#dite, du sérum de cheval castré, du sérum
et du cerveau de souris. Lorsqu'ils ont comparéesltats entre les matrices biologiques et la
solution standard, dans le cas du tampon phosphatelu sérum de souris, les MEs n'étaient
pas significatifs. Cependant, une suppression feggtive du signal, en particulier dans
l'analyse du 1fF-E>, avec le sérum de cheval castré et le cerveawudssa été observée.
Comme présenté dansHgure. 1.37A la pente pour le cerveau de souris dopée avg&3, 7
ne différent pas enormemente de la pente obtenuel@sérum du cheval castré, tandis que
celle obtenue pour 7E> differe significativement. lls ont attribué ce wétat au temps de
rétention de 1a-E> plus important par rapport a celui dgi et de I'utilisation de la SPE
comme |'étape de préparation de I'échantillon.

A 72 B 175-E2 MaE2

Slope: 0.5140.02 Slope: 0.9640,08 Slope: 0.77+0.07 Slope: 0.83+0.10
1.2 3 TR

o8 08—

Results in mouse brain

04— 04—
.
.

Results in gelded horse serum

o 0 1 0— r v v 0 1
] 04 08 1.2 16 0 0.4 08 12 (] 1 2 ] 0 1 2 3

Results in pure solution standards Results in pure solution standards

Figure 1.37 :Les effets de matrice basés sur les pentes desldstrégression pourd-&t 1B-E, dans
(A) le cerveau de souris, (B) le sérum du chevsirégd215]

Dans le cas du sérum de cheval cadtigufe 1.37B, le coefficient de corrélation était
significativement différent de 1 pour les deux gted. Cela s’explique par l'utilisation de la
ELL et de l'absence de I'étape de purification $BRE. Donc, l'application des étapes de
prétraitement des échantillons, comme la précipitades protéines, la ELL et la SPE, joue un

r6le important dans I'élimination des MEs.
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L'évaluation de l'effet de matrice devrait étreéldment obligatoire de la procédure de
validation de toutes les méthodes LC-MS. Le conserar la fagon dont ces MEs devrait étre

évaluées est evidemment nécessaire pour la vaditliiatégrité des données quantitatives.
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|.4 INTERET DE LA HPLC-MS/MS AVEC OU SANS DERIVATIO N POUR
L’ANALYSE DES ESTROGENES

Au cours des dernieres années, la chromatographide a haute performance couplée
a la spectrométrie de masse (HPLC-MS) est devemge technigue majeure dans les
laboratoires d'analyse, en particulier dans les ustrttes pharmaceutiques et
biotechnologiques.[145, 205] Pour améliorer la guiite et la spécificité d'analyse, une étape
de dérivation est souvent appliquée.[8]

Les cestrogénes peuvent étre présents en faiblastgealans de nombreuses matrices
biologiques. Ce type de molécules ne présenteg@psopriétés élevées d'absorption en UV ou
d'ionisation efficace en MS qui permettent de léeder facilement sans une forme de pré-
concentration ou dérivation.[171, 207, 216] La Laliglée a la MS est souvent utilisée pour la
détection des cestrogénes.[217] Par rapport a &bié de la RIA et de la GC-MS pg.ril
la LC-MS/MS peut atteindre des limites de détectlerf’ordre du fg.mt:. Notamment, si la
dérivation chimique est utilisée en conjonctiona@Mgtilisation d'une source ESI,[169, 170] et
une approche par MRM, les limites de détection patiétre améliorées malgré les étapes
supplémentaires de préparation de I'échantilloelques études de dosage des cestrogenes sont
présentées de maniére synthétique damalideau 1.5 Ce tableau met en évidence la diversité
des méthodes de préparation des échantillonsdétdesité des conditions analytiques qui ont

été utilisées au cours des derniéres années.

La GC-MS était la plus utilisée pour la quantifioatdes cestrogenes dans le plasma et le
sérum, grace au co0t relativement réduit du matéria la simplicité de cette méthode.[138,
140-142] Cette méthode n'est pas appliquée palmdage des cestrogenes dans le cerveau ou
dans des zones cérébrales (ex: I'hippocampe). &3¢elaraisemblement di a la faible masse
d'échantillon disponible, a la faible concentnatdes cestrogenes dans une matrice d’origine
cérébrale et a la nécessité de la dérivation quiesente parfois un désavantage, comme
I'obtention de produits de dérivation instableseastsibles a I’humidité, ce qui peut augmenter

les risques d'erreurs de mesure.

Au cours des dernieres années, plusieurs méthadeldg LC-MS/MS ont été décrites
dans la littérature pour la quantification des oggines.[146, 191, 192] Actuellement, les
cestrogénes peuvent étre ionisés par différentbeitpes d'ionisation. Il y a une diversité des
documents décrivant l'utilisation de : I'ESI en m@asitif [191, 205, 218, 219] et négatif, [145,
205]; lionisation chimique a pression atmosphearigdPCIl) en mode positif [83, 220] et
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négatif [221] et la photoionisation a pression api@rique (APPI) en mode positif [222] et
négatif [223, 224].

La dérivation des cestrogenes a également été elqooiir améliorer l'efficacité
d'ionisation en mode positif, en utilisant le phagivent comme agent de dérivation le chlorure
de dansyle (Dns-Cl).[146, 174, 189, 192, 193, 22%] Cependant, de nombreux laboratoires
essaient d'éviter cette étape qui risque d’affdeteobustesse du dosage.[145, 205, 224] En
effet, les produits de dérivation étant pour lapplit instables et sensibles a I'humidité, des
problemes de répétabilité et reproductibilité dewlyses apparaissent. Deux études
indépendantes décrivent l'analyse d@-EZ dans le sérum humain a l'aide d'un spectrometre
de masse identique a celui que nous utilisons (&iBxS QTRAP 5500).[137, 205] La LOQ
décrite est de 0.5 pg/mL (2 pmol/L) avec I'ESI eodm négatif sans dérivation,[205] et avec
I'ESI en mode positif aprés dansylation.[137]

L’'analyse quantitative des cestrogenes présentdelaas/eau nécessite une treés grande
sensibilité, largement liée au type de spectromedria technique d'ionisation et a la matrice
biologique. Cependant, il est difficile de compates mérites des différentes techniques
d'ionisation disponibles. Il existe des comparassentre les techniques d'ionisation LC-MS
pour le dosage du B+E>, mais elles ont été effectuées sur des solutitersdards.[227]
L'application de ces méthodes a des matrices bepleg induit des effets de la matrice, ce qui
conduit le plus souvent a une perte de sensibilite.

Keski-Rahkoneret al. ont effectué une étude de comparaison entre mitgues
d'ionisation : ESI, APCI et APPI dans les deux nsod'@nisation en analysant leftE2 non
dérivé dans des extraits de sérum humain et de ésdométrial.[228] En paralléle de la
comparaison de la sensibilité des techniques dabion, I'effet matrice et la spécificité des
transitions MRM de chaque méthode ont été égalememiués. La configuration LC-MS
classique, un MS triple quadripbéle API 5000 (ABe&Xgia haute sensibilité et une colonne LC
en phase inverse ont été utilisés. Pour des spfustandards du B+E>, ils ont obtenu en
ESI(+) une LOD de 0,33 pmol.imi(90 pg.mLY). L'ESI(-) était beaucoup plus efficace, avec
un faible bruit de fond et une LOD de 0,013 pmolh{8,5 pg.mLY). L'APCI en mode positif
a produit une meilleure réponse que I'ESI, mais anebruit de fond tres élevé qui a eu un effet
direct sur la sensibilité (0,03 pmol.nmL(8,2 pg.mLY)). L'APCI en mode négatif a donné une
LOD (0,013 pmol.mt (3,5 pg.mLY)) comparable avec I'ESI(-). Dans le cas de I'APhode
positif, la LOD était identique a celles obtenueskSl et en APCI en mode négatif. Avec
I’APPI(-) la réponse était plus faible, mais ersoa d’un trés faible bruit de fond et d’un rapport
S/N élevé, une LOD de 0,007 pmol.rh(1,9 pg.mLY) a été obtenue. Ainsi, en I'absence de
matrice biologique, I'APPI en mode négatif a dolenéneilleur résultat. Dans des extraits de
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sérum et homogénat de tissu endométrial, I'ESHpatré une importante suppression ionique,
alors que l'efficacité d'ionisation des deux aus@sces, I'APPI et 'APCI, n'a pas été affectée
par la présence de la matrice biologique. Keskik@abnet al.ont affirmé que I'APPI a plus
de potentiel et peut étre utilisée avec succesldardeux modes d'ionisation pour le dosage du
17B-E> dans des matrices biologiques.

La sensibilité d'analyse des estrogenes diffene afticle a I'autre. Par exemple, dans
le cas du dosage des cestrogénes présents dangnelgénain, la sensibilité varie selon les
quantités d'échantillon de départ, la méthode diigation et la dérivation chimique. La LOD
obtenue pour 200L de sérum, avec un LC-ESI(-)-MS/MS sans dérivatast de 2 pg.nmt
(0,007 pmol.mtY) (Guo et al) [145] et 50 pg.mt* (0,2 pmol.mL?) (Keski-Rahkoneret
al.)[228]. En utilisant la dérivation avec le Dns-8uU( la méme quantité de sérum), Kustetir
al .ont obtenu une LOD de 0.5 pg.mi(0,002 pmol.mtY), tandis que Szarket al. 2 pg.mlL?
(0,007 pmol.mtY). Par conséquent, il apparait bien que la dansglateut étre utilisée pour
augmenter l'efficacité d'ionisation du tE> quand on dispose de petites quantités
d'échantillonSur 500uL de sérum, avec une source ESI et la dansylatiomrt al.ont obtenu
une sensibilité de 8 pg.rmi(0,03 pmol.mtY), Jasujeet al.2 pg.mL?* (0,007 pmol.mt?) alors
que Zhacet al./ Ke et al. présentent une valeur de 1 pg:i(0,004 pmol.mtY). Parfois, la
guantité de sérum n'est pas notée,[170] il essaldficile de faire une comparaison avec
d'autres méthodes.

Concernant le dosage des cestrogenes dans le calveaa pas beaucoup d’exemples
dans la littérature. En 2002, Miramuwetal.sont arrivés a doser les cestrogénes dans le cerveau
du rat par GC-MS/MS, mais sans indiquer la sengihile la méthode.[229] Plus tard, Caruso
et al. ont dosé 1d- et 1 B-E> dans le cerveau du rat.[83, 220] En utilisanteleghhique LC-
MS/MS avec une source APCI, et sans dérivation icjue) ils ont obtenu une LOQ de 0.02
pg.mg! (0.8 pg.mitou 0,003 pmol.mt).

Malgré une grande diversité des dimensions de oelnanalytiques utilisées,
l'utilisation de phase stationnaire inverse (C&Ad8) reste prépondérante. Les phases mobiles
utilisées pour l'analyse chromatographique sordgrdas. Les phases mobiles les plus utilisées
sont le méthanol et I'acétonitrile combinées asatétion aqueuse. Selon le mode d'ionisation,
différents additifs, tels que l'acide formiquecite acétique, l'acétate d'ammonium ou le
formate d'ammonium, peuvent étre ajoutés a la pimad®le. LeTableau l.5montre que la

source d'ionisation ESI est la plus souvent ugligéur I'analyse des cestrogenes.
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Tableau 1.5 :Exemples d'analyses des cestrogénes et de seguEmjlans des tissus et les liquides biologiques

Analytes Type Préparations des échantillons Technique de | Dérivation Colonne Récupération LOD/LOQ Réf.
d’échantillon separation chromatographique (%)
(quantité)
Les cestrogénes, Plasma derat | Homogénéisation, PP (acétone) ZB5 MS : 30m x 0.25 LOD [142]
catecholestradiol et (non indique) Evaporation, GC-CI(-)MS Oui mm - 0,25 ng.mt!
methoxyestradiol Dérivation (anhydride
pentafluoropropionique/ACN)
Les cestrogenes | Sang, testicule§  Homogénéisation (ACN), ELL [203]
libres et conjugués| et fois de rat (ACN/Hexane), SPE Oasis WAX LC-ESI(+) et Non L-C18 2.1 x 150 mm, 99-112 LOD
(500 pL et 1g) | (CHsOH) et hybride phospholipide  ESI(-)-MS/MS 2um 24,2 fmol.g*
SPE (ACN/2% Ac. Citrique), et L-C18 2.1 x 150 mm 5 (0,2 fg.mL?)
Evaporation LC-ESI(+)-QTOF 3um
Cerveau de Homogénéisation (solution tampgn [207]
Les cestrogenes Diamant phosphate), ELL (ED), SPE C18- EIA Sans objet - - -
mandarin SD (CHOH/H20), Evaporation
(non indigue)
178-E2, Eret &S Plasma humain ELL (Et20), Purification sur XTerraPhenyl - 2.1 x [136]
(A mL) immunosorbents, Evaporation HPLC- Non 150 mm, 5um 47-69 LOD
ESI(-)-MS/MS Symmetry C18 2.1 x 1 0,23 ng.mt*
avec RIA mm, 3.5um
17B-E2, PREG et Hippocampes, Homogeénéisation (solution Silica gel — 0.46 x 15 [230]
DHEA cerveau et tampon : PK/IEDTA/PhMSF), ELL HPLC-RIA Non cm, 0.45um 50 LOD 0,68-
plasma de rat (EtOAc/Hexane), Evaporation 1,35 fmol.mg
(non indique)
Les cestrogenes | Sérum et urine Dilution (H20/HCOOH), SPE Phase inverse, Luna [146]
libres et conjugués humains Oasis HLB SPE LC-ESI(+)-MS/MS Oui C18 — 2.0 x 100 mm, - LOD
(500 pL) (CH3OH/H20/HCOOH/EtOAC), LC-ESI(-)-MS/MS 3um 1 pg.mL!
Evaporation, Dérivation (Dns-Cl)
178-Ez, 170-Ez et B | Sérum humain ELL (EtOAc), Evaporation, 50% [140]
(non indique) Dérivation : N-(trimethylsilyl) GC-EI-MS/MS Oui phenylpolysilphenylene 80-90 LOQ11-21
imidazole] -siloxane pg.mL?
Les cestrogénes {E| Urine humain 125 mg de NaHC¢&Y KoCOz(2: [138]
17B-Ez, Es), les (2.5 mL) 1)-pour ajuster le pH a 8 ; ELL (4]
progestagenes mL de diethyl éther et 1,5 g de GC-APPI(+)- Oui TR-5MS (25 x 0.25 58-70 LOD 0,02-0.1
(PREG, PROG, 17- sulfate de sodium anhydre) ; MS/MS m, 0.25 mm), ng.mL?
OH-Preq), les Evaporation TR-50MS (15 x 0.25
m, 0.25 mm)
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androgenes (DHEA, Dérivation :N-méthyl-N- LOQ 0,2-0,5
AN, T, DHT) triméthylsilyl-trifluoroacétamide ng.mL?
(MSTFA)
17B-Ez, T, DHT, Fluide Homogénéisation (standard X-Terra C18 — - [204]
3a-Diol testiculaire de interne), Dérivation HPLC-ESI(+)- Oui 1 x 150mm, 3um LOD
rat (picolinoylchloridehydrochloride), MS/MS 0,2 pg.mLt
(10 pL) SPE Bond-Elut LRC C18 (ACN,
CH3OH, H0), Evaporation
Tissus Homogénéisation (standard Xterra MS-C18 — 2.1 x [191]
17B-E2 prostatiques interne), ELL (EtOAc) et SPE LC-ESI(+)-MS/MS Oui 100 mm, 3.5 pym 88-110 LOD
(50-100 mg Oasis MAX (CHOH, H0) ; 0,15 pg.tubg
d'’homogenate) Dérivation (PFB) — extraction
InertSep Sl cartridge, ajouter du 2-
fluoro-1-methylpyridinium
p-tolensulfonate dans 1 ml de
dichloromethane; SPE Oasis WCKX
(ACN, CHsOH, H.0, HCOOH)
178-Ez, 170-Ezet B |  Sérum humain ELL (EtOAc), Evaporation, Synergi Max-RP [192]
(200uL) Dérivation HPLC-ESI(+)- Oui (PSM-RP) — 2.1 x - LOD
(Dns-CI/ACN/NaHCQ) MS/MS 150mm, 4pm 2 pg,mL?!
Kinetex Phenyl-Hexyl
(PK-PH) —
2.1 x50mm, 2.6 um
178-Ezet B Sérum humain| ELL (éther méthyle t-butylique), GerminiPhenyl — [189]
(200 pL) Evaporation, Dérivation (Dns-Cl/| LC-ESI(+)-MS/MS Oui 2.0 x 100mm, 3um 95 LOD
ACN/NaHCQ) 0.5-1 pg,mt*
12 stéroides Sérum humaip Extraction (ACN) Phase invers€8 [222]
(760 pL) LC-APPI-MS/MS Non (Supelco LC-8-DB) - - LOD
3.0mm x 3.3cm, 3um 10 pg,mL?
17B-Ez, Es, E1 et 16-| Sérum humain Extraction (ACN) Phase invers€sg [145]
Hydrohyestrone (200 pL) LC-ESI-MS/MS Non (Supelco LC-8-DB) - 88-108 LOD
3.0mm x 3.3cm, 3um 2 pg,ml?
PREG, PROG, Cerveau de rat| Homogénéisation, ELL (C¥DH/ Inertsil ODS-2 RP-C18 [83]
DHP, THP, T, DHT, (100 mg) Acide acétique), Evaporation, SPE  LC-APCI(+) et Non —4.6mm x 150cm, 5pum 100-105 LOD
173-Ez et 1H-E2 (CH3OH/H:0) APCI(-)-MS/MS 0,02 pg.md
T, DHT, 1B-Ezet Sérum et tissus Homogénéisation (EDTA/ tampon Supelcosil LC-8-DB [223]
E1 reproductifs de phosphate), ELL, on-line SPE LC- Non 95-120 LOQ
souris APPI(+)MS/MS 5 pg,mL?
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(100 pL et
200 pL
d'homogenate),

E1, 17-Ez, E1-3G,

Sérum humain

Homogénéisation (tampon

Luna-Phenyl-Hexyl [231]
E:i-17G, B-3S, 1B- (2 mL) phosphate), ELL, SPE StratX | LC-ESI(-)-MS/MS Non 4.6mm x 75cm, 3um 90-111 LOD
E2-3G, 1B-E2-17G (CHsOH/ tampon phosphate / 5 pg,mL?
H20/NH4OH), Evaporation
178- E2 Sérum humain Homogénéisation, ELL, Luna-Phenyl-Hexyl [170]
Comparaison entre|  (non indique) Evaporation ; LC-ESI(+)-MS/MS Oui 2mm x 150cm, 3um - LOD
différents agents de Dérivation 10 pg,mL?
dérivation : Dns-Cl, (PS-Cl/Acétone/NaHC§)
PBS-CI, DMIS-CI et
PS-Cl
178- E2 et PREG, Cerveau, Homogénéisation, ELL Hypersil Gold [220]
PROG, DHP, THP,| moelle épiniére (CHsOH/Acide acétique), LC-APCI(+)- Non 3mm x 100cm, 3um - LOD
Iso-PREG, DHEA, et nerfs Evaporation, SPE (CG®H/H20) MS/MS 0.02 pg,mg
T, DHT, 17-diol, périphériques de
rat
(non indique)
178- E2, 170-E2 et Sérum humain Hydrolyse f- ZB-5MS [143]
Ex (non indique) glucuronidase/tampon acétate | GC-CI(-)-MS/MS Oui 25 LOQ
pH=5,2), ELL (EO), Evaporation, 2 pg,mLt
1) SPE ChromP (C¥OH/EtOAc/
H20/Hexane/E), Evaporation;
2) SPE SiOH (DCM/Hexane/
EtOAc), HPLC separation
(alkylamino-silica gel);
Dérivation : (Alkylation et
silylation avec PFBBr et BSTFA)
178- B2, B et Cerveau de rat| Homogénéisation (EtOH 10%), Mini-colonne de silica- [229]
Guaiacol-& (600 mg) ELL (EtOAc), Evaporation, SPE gel
ISOLUTE C18 (EC) (Hexane/ GC-ElI(+)MS/MS Oui 65 -
EtOAc)
Dérivation
(dimethylethylsilylimidazole-
DMESI)
173-Ez et Sérum humain ELL (Et20), Evaporation, Cadenza CD-C18 [171]
(0,25-1mL) Dérivation (acide Picolinique) HPLC-ESI(+)- Oui 2 mm x 50 mm, 3um - LOQ
MS/MS 0.5 pg,mL!
173-Ez et Sérum humain| PP et ELL (Hexane/EtOAc), onling Phase inverse C8 [205]
(450 pL) SPE (C8) HPLC- Non 2.1 mm x 3.3cm, 3um 95-105 LOQ
ESI(-)-MS/MS 1 pmol.L?
(3,7 pg.mLY)
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173-Ez et Sérum humain ELL (éther méthyla-butylique GerminiPhenyl C6 [193]
(200 pL) (MTBE)), Evaporation, online SPE ~ HPLC-ESI(+)- Oui 2.0 mm x 100mm, 3u - LOD
(CL), MS/MS 2 pg.mL:!
Dérivation (Dns-Cl/
ACN/NaHCQO)
Les cestrogenes | Sérum humain ELL (DCM), Phase inverse C18 [232]
libres et conjugués (500 pL) Dérivation (Dns-ClI) HPLC-ESI(+)- Oui 2.0 mm x 150mm, 4pum - LOD
MS/MS 8 pg.ml?!
Les cestrogenes | Sérum humain Hydrolyse, ELL (DCM), C18 [226]
libres et ses (2 mL) Dérivation (Dns-Cl) HPLC-ESI(+)- Oui - LOQ
métabolites MS/MS 1-2 pmol.L!
(3,7-7,3
pg.mL™)
Les cestrogenes et Sérum humain Hydrolyse et SPE (ChromP et ZB-5MS [141]
androgenes (2 mL) Silica), ELL (EeO/n-pentane), GC-CI(+) et Oui - LOD
HPLC séparation (alkylamino- CI(-)-MS/MS 1 pg.mL?t
silica gel);
Dérivation (Alkylation et silylation
avec PFBBr et BSTFA-
cestrogenes ; MSTFA, TMIS et
DTE - androgénes)
Les cestrogenes ef  Sérum humain PP ou ELL (EtOAc/Hexane), HPLC-APPI(+) et Non Supelcosil LC-8-DB [224]
androgéenes (200 pL) online SPE (C8) APPI(-)-MS/MS 3.0 mm x 7.5cm, 3um - LOQ
2,5 pg.mlt
178-E2, PROG et T Plasma humai PP (ACN) Xterra C18 [225]
(500 pL) HPLC- Non 2.1mm x 100mm, 98 LOD
ESI(-)-MS/MS 3.5um 0,1 pg.mL!
Ei, 173-E2 et Liquide ELL (EtOAc), [174]
170-E2, E3 cérébrospinal Evaporation, Dérivation (Dns-Cl/| LC-ESI(+)-MS/MS Oui Polaris amide C18 91-104 LOD
humain Acétone/NaHC®) Shim-pack C18 XR- 26 pg.ml?t
(2 mL) OoDS
170-E2 Sérum humain,| Homogénéisation (solution tampgn AgilentPoroshell 120 LOD: [228]
tissu phosphate), ELL (éther méthyte LC-MS/MS Non SB-C18 ESI(+)
endométrial butylique), Evaporation Comparaisons entrg 2.1 x 50mm, 2.idm 91 -120 1,1 pg.mit
(150 pL) différentes ESI(-)
techniques 0,05 pg.mt!
d'ionisation : APCI(+)
ESI(+/-), APCI(+/-) 0,11 pg.mt!
et APPI(+/-) APCI(5)
0,05 pg.mt*
APPI(+)
0,05 pg.mt*
APPI(+)
0,03 pg.mt!
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PREG, PROG, Sérum humain plague SPE (96) Chromolith RP-18e [219]
DHP, THP, T, DHT, (500 pL) DCM, CHsOH/H20 HPLC-ESI(+)- Non 100 mm x 3.0 mm 88-90 LOD 0,01 - 32
17B-E2, 170-E2, etc. MS/MS ng.mL?
LOQ 5 - 8000
ng.mL?
a-zearalanol, Sérum de bovin Homogénéisation : Tampon Hypersil ODS [221]
B-zearalanol, (5mL) Acétate 2M (pH =5,2), ELL LC-APCI(+) et Non 150 mm x 4.6 mm, 5 78 -88 LOD 0,02 - 12
a-trenbolone, (CHsOH), SPE Oasis HLB (60 mg, APCI(-)-MS/MS mm ng.mL?
B-trenbolone, 3 ml) (CHsOH/H20/NH4OH/
methyltestostero-ne Acétone), Evaporation
170-E2, 17B-E>,
ethynylestradiol,
a-boldenone,
B-boldenone,
a-nortestosterone e
B -nortestosterone
17B-Ez, E1, T, DHT, Sérum humain| Homogénéisation (Tampon acétdte Poroshell 120 SB-C18 [194]
androst-5-enef8 (500 pL) d'ammonium 0,2M), ELL (1- UPLC-ESI(+)- Oui 2.1 x30 mm, 2.7 mm
17B-diol (5-diol), chlorobutane), Evaporation MS/MS (Qtrap Poroshell 120 EC-C18 72.1-84.7 LOD 1 pg.-mL
DHEA and Dérivation (Dns-Cl/acétone/0.2M 6500) 3.0 x 50 mm, 2.7 mm 1
androstenedione NaHCG) Zorbax SB-C18 Rapid
On-line SPE Resolution HD
2.1x50 mm, 1.8 mm
178-E2 Sérum humain Homogénéisation (tampon de Phenyl C6 [137]
(150 pL) dialyse, pH=7,28+0,01), ELL HPLC-ESI(+)- Oui 100 mm x 2.1 mm, 3 - LOQ
(éther méthyle t-butylique), MS/MS (Qtrap um 0,5pg.mL*
Dérivation (Dns-Cl) 5500)
Ei, B2, Eset Plasma et Homogénéisation (solution Kinetex C18 [195]
Bisphenol A (BPA) | liquide séminal | physiologique-NaCl), ELL (éther| UHPLC-ESI(+)- Oui 100mm x 3.0 mm, 1.7 96-104 LOD 3,4 —
(500 pL et méthylet-butylique), MS/MS mm 12,7 pg.mtt
1mlL) Dérivation (Dns-ClI)
AED androstenedione APCI ionisation chimique a pression atmosphérique BSTFA N,O-bis(triméthylsilyltrifluoroacétamide
3a et 1B-Diol 5a-Androstane-g,173-diol APPI photoionisation & pression atmosphérique Cl ionisation chimique
DHEA dehydroepiandrostérone Dns-Cl chlorure de dansyle DCM dichlorométhane
DHP dihydroprogestérone DMIS-CI chlorure de 1,2-diméyhyl-1H-imidazole-dHonyle  El impact électronique
DHT dihydrotestostérone ESI electrospray EDTA acide éthyléne diamine tétraacétique
Ex estrone LOD limite de détection PFBBr pentafluorobromobenzéne
170 etB-E2 estradiol ELL extraction liquide-liquide RIA analyse radio-immunologique
Es estriol LOQ limite de quantification
PREG prégnénolone PBS-CI chlorure de 4-(1H-pyrazol-1-yl)-benzénesmjfe
PG progestérone PP precipitation des protéines
T testostérone PS-CI chlorure de pyridine-3-sulfonyle
THP tétrahydroprogestérone SPE extraction sur phase solide
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Comme c’est illustré dans le tableau, les volumisux d’échantillon sont tres supérieurs
a la quantité dont nous disposons (10 mg d’hipppeade souris). Dans certains cas, les
volumes d’échantillon ne sont pas indiqués. D’aypinet, tous les parameétres permettant de
reproduire les expériences ne sont pas toujoursdgerits. En effet, souvent soit la LOD soit
la LOQ est indiquée, ces valeurs étant expriméas das unités différentes en fonction des
auteurs. Tous ces parametres rendent ainsi trésildifla comparaison des différentes

méthodes utilisées.
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CHAPITRE II:
LES ESTROGENES DANS LE CERVEAU ET LE PLASMA :
PREPARATION DES ECHANTILLONS ET ELABORATION DE LA
METHODE D’ANALYSE PAR LC-MS/MS
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1.1 INTRODUCTION

La molécule cible de notre étude est leB-E8. Toutefois, pour évaluer les
concentrations du B7E> biodisponible dans différentes régions cérébralésut se rappeler
gu’'il peut non seulement étre synthétisé localer(leritB-E> endogene) ou étre apporté par le
sang (le 1B-E2 exogéne) mais peut aussi étre facilement métabelid et & dans la cellule.

De plus, le 1B-E> peut étre stockeé sous forme d'Et, en cas de besoin, rapidement reconverti
en 1B-Ex.[7] Lorsque les neuroscientifiques cherchent apemdre les mécanismes d’action
du 1B-E>dans le cerveau, il devient essentiel de pouvogumes les variations locales de tous
les cestrogénes présents. Ceci peut les aider @irdéfirle du 1B-E> dans les processus
cérébraux : sa fonction d'hormone ou de neurotrattenr serait dépendante de son lieu de
production et/ou d'action, de la concentration l®ckans une zone particuliere (a laquelle ses
effets sont observés) et des éventuels mécanisongzensatoires. Ces derniers pourraient étre
compris en considérant I'équilibre entre tous letrogenes présents. Afin de comparer les
concentrations circulantes, biodisponibles et lives, il est également tres important de
pouvoir doser les molécules d’intérét dans le pkagtles tissus cérébraux (dans notre cas
I’hippocampe et le cerveau entier (sans hippocampe)

D’autre part, il ne faut pas oublier une autre fewhe I'Estradiol fabriquée naturellement
dans le cerveau de la femme et de I’'homme, éeBstradiol (14-E>). Il est moins actif vis-a-
vis des récepteurs nucléaires que la forme hdlgitueais peut également étre a l'origine de
certains effets neuroprotecteurs.[55] De plus, geuwdonnées sur sa concentration dans le
plasma et différents tissus et sur les voies deasynthese existent dans la littératUureg(re
[1.1).[56] Sa synthése a partir de I'épitestostérom@éamise en évidence [238] un certain
nombre de données font penser que PEut étre également considéré comme un éventuel
précurseur du TFE2.[192] C’est un isomere optique du (itE,, et, par conséquent, la
différence entre les deux Estradiols ne peut péaisepar des spectres MS et MS/MS (mémes
fragmentations, intensités, transitions de quanatifon et de validation). Seules les conditions
chromatographiques et I'utilisation des standardsiroerciaux pourront nous aider a les

différencier selon leur temps de rétention.
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Figure Il.1 : Lesvoies de biosynthése dudtE, sont complexes et incomplétement caractériségs [56

C’est pourquoi nous avons décidé de développemétbode d’analyse simultanée de
ces quatre cestrogenes B1ét 17~ Estradiol, Estrone et Estriol. Pour évaluer latgele
substance a analyser au cours de la préparatik@ctantillon plusieurs standards internes (SI)
ont été testés : P7E--db, 17B-E>-ds et 1PB-E>-'°Cs. Nous avons remarqué un échange
iIsotopique important pour les standardg-EZ-dz et 1B-E2-ds. Pour cette raison, ce sont les
17B-E>-1°Cs et B-13Cs qui ont été utilisés comme standards internes. stegctures et les
propriétés physico-chimiques de eestrogenes et des Sl sont indiquées dafisldeau 1.1

La spécificité analytique de la méthode est valigiglen quatre criteres : le temps de
rétention chromatographique, la valeurrd& de l'ion pseudo-moléculaire de la molécule a
doser (ion précurseur) et deux transitions MRMegpondant aum/zdes deux fragments les
plus intenses. L'ion fragment le plus abondantuéitisé pour la quantification et l'autre pour
la validation.
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Tableau II.1 :Structures et propriétés physico-chimiques desoggstes et des Standard Interne (SI)

Propriétés physico-chimiques
Composé Structure Formule Synonymes Masse molaire,

moléculaire g/mol To°C Amae M pKa
17p-Estra-
17p-Estradiol Ci1gH2402 1,3,5(10)-triene- 178-179 280 10,71
(17B-E>) 3,17-diol;
~2,
HO’
17a0-Estra-
17a-Estradiol C1gH240, 1,3,5(10)-triene- 272,39 178-179 280 10,71
(170-E») 3,17-diol;
~2,
Estrone CigH20: 1,3,5-Estratriene- 270,37 254-256  283-285 10,77
(Ex) 3-0l-17-one;
1,
Estriol Ci1gH2405 1,3,5-Estratriene- 288,39 282 280 10,46
(E) 3B,160,17B-triol;
3,
17B-E2-13Cs 13C4CisH240,  1,3,5-Estratriene- 275,36 178-179 - 10,71
3-17B-diol-*3C;3
1,3,5(10)-
E1-13C3 13C4CysH200,  Estratrien-3-ol-17- 273,34 258-260 - 10,77
one®C;

* Valeurs de pK d'aprées Lewis et Archer [234]
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11.2 OPTIMISATION DES CONDITIONS DE DETECTION PAR M S/MS

L’'un des principaux objectifs de ce travail consigtoptimiser les conditions de dosage
de certains cestrogéenes [f1@ét 1%- Estradiol, Estrone et Estriol) par MS en tandimessort
de I'étude bibliographique (chapitre 1) que les lileares sources d’ionisation pour ce type de
molécules, peu volatiles et thermiquement labiesit les sources ESI, APPI et APCI. Ces
analyses ont été effectuées en mode ESI, en utilisee chaine HPLC UltiMate 3000 (Thermo

Fisher) couplée a un spectrométre QTrap 5500 (Hciex

I1.2.1 Optimisation des parametres MS : le modeatiisation et 'augmentation de
I'intensité du signal

En ESI, I'état d’ionisation et de solvatation deslgtes est fortement influencé par le
le pKa des analytes, le pH de la phase mobile, la fan&ue et la composition du solvant.
Puisque la plupart des composés analysés contieaneou plusieurs groupes fonctionnels
acides ou basiques, la plupart des phases moBitessitent un contréle du pH. La composition
de la phase mobile présente des effets notablela $armation d'especes ioniques en phase
gazeuse. Une phase mobile aqueuse avec un adgliti¢oisi doit avoir un pH tamponné entre
2 et 8 et le potentiel pour masquer tous les gregpanols résiduels de la surface de I'adsorbant.
Le choix d’'un pH de phase mobile est notammengdietr le fait qu'un acide en solution a 2
unités de pH en dessous de son, pRest ionisé qu’a raison de 1% (les bases ont le
comportement opposeé).

Enkeet al.ont proposé le modele de partition d'équilibrepprimet de comparer I'effet
de la concentration de tampon sur la réponse daly® en ESI-MS a une valeur prédite. Le
modele prédit que la réponse de I'analyte est ptiopoelle a la concentration, et que le facteur
de réponse diminue avec l'augmentation de la coratem d'additif.[235, 236] Les auteurs ont
montré que la plupart des écarts de la valeur fgédint dus au fait que la désolvatation et/ou
la transmission des ions sont significativementidirées avec les plus fortes concentrations de
tampon. Les auteurs ont également observé des emmamgs dans la forme et le diamétre du
spray en fonction de la concentration du tampon. Ce piméme a été attribué au fait que
l'augmentation de la densité de charge a des ctratiens élevées de tampon conduit a des
forces de répulsion qui provoquent une dispersioa abondante des ions. L'augmentation du
diamétre duspray réduit la densité des ions en son centre et, aséguent, moins d'ions
arrivent jusqu’au détecteur, provoquant une dinamutle la réponse. Ainsi, la diminution de
la réponse indique une perte de l'efficacité desfiext des ions ou une perte de I'efficacité de

désolvatation (ou les deux en méme temps).
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Mirza et Chait ont étudié les effets de différemtdditifs acides sur I'efficacité
d'ionisation d'un peptide en mode ESI.[237] Trodusons acidifiées (acides acétique,
trifluoroaceétique ou trichloroacétique) dans 50%na&hanol ont été testées a un pH ajusté a
2,2.

P+ a S+ o
73000 CF,COOH
. 15000 -
No acid 2+
(M+2H+TFA)**
1 4+ 1
[ l kl 2+ PR 5 NP T e
N 0 Lo 0
Z 45000
fu 34 D 2+
Z 300000
CH,COOH CCl;COOH
1
1
(M+2H+TCA)**
3+
2+
0 IA’L 2 'A - , . 0 = .' Ad J' L
200 500 800 200 500 800

m/z

Figure 11.2 : Effet des différents additifs acides sur la forimad'ions en ESI(+) [237]

La comparaison des spectres inregistrés a révéél’'éiat de charge le plus élevé est
obtenue a partir de la solution sans ajout d'affdgure 11.23), puis en présence de l'acide
aceétique Frigure 11.2b), de I'acide trifluoroacétiquer{gure 11.29 et trichloracétiqueRigure
[1.2d). Les pics supplémentaires dang-lgure Il.2c et I1.2d proviennent de la fixation des
anions carboxylates sur le peptide. Ces donnééguiaist que les changements de I'état de
charge de l'ion sont principalement le résultatcdangement dans les principales espéces
anionigues présentes dans les différentes soluiarss la méme étude, les auteurs ont montré
gue lors de l'addition de sel de sodium (pH 6,3) acides correspondants (EOONa,
CRCOONa et CGICOONa), la réponse ESI diminue également. La ditianude la réponse
en ESI s’est révélée étre dépendante uniquemena dmsicité de l'espéce anionique et
indépendante de la source d'anion (le sel ou éxcid

Voyksneret al. ont étudié l'influence du pkde I'analyte et le transfert de protons en
phase gazeuse en ESI sur la sensibilité d'ionisatés nucléotides et nucléosides.[238] En
particulier, les auteurs ont étudié l'influencel'deétate d'ammonium et de la tripropylamine
sur l'intensité du signal des ions [M+H]e la thymine, la guanine et I'adénine. lls orgenbé
la méme chose que Tang et Kebarle, c’est-a-diravegg’ I'augmentation de la concentration

d'acétate d'ammonium, lintensité des ions moléeslaprotonés [M + H] présente une
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décroissance linéaire. Pour les composés ayanKexBpl'addition de l'acétate d'ammonium
(0,5 mM) peut favoriser les réactions de trandfierjprotons en phase gazeuse et augmenter
l'intensité des ions [M + H] D’autres auteurs ont observé le méme effet dendimon de
I'intensité et l'influence de la distribution deétét de charge avec l'augmentation de la
concentration d’additifs.[239, 240]

Les cestrogenes ne sont pas chargés dans desrsolatjoeuses a proximité du pH
neutre en raison de leur p&eveé et de leur pKfaible. Cole et Rannulu ont effectué une étude
sur différents anions et leurs capacités a forrasradlduits ioniques avec les stéroides contenant
deux groupes fonctionnels afin d'améliorer la ré&ggoen ESI(-)-MS/MSTableau 11.3.[241]

Le 17B-E2 est faiblement ionisé en ESI-MS en mode négatifuisant une faible abondance
des ions pseudo-moléculaires [M --Hfomme 1B-E> possede un hydrogéne phénolique, il
peut avoir une acidité élevée par rapport a d'adi€roides. L'ajout d'acétate d'ammonium ou
de fluorure d'ammonium génére facilement des iMsA]", permet d'augmenter le taux

d'ionisation du 1f-E; et produit des spectres riches en ions fragmenid®MS.[241]

Tableau 1.2 :Intensité des signaux des stéroides comportarddthsts avec les anions inorganigues
[M+A] - et des ions moléculaires [M-H¥elon Cole et Rannulu.[241]

Steroid F HCOs™ CH;CO0™ cr

GB*=1530%4%¢ GB=1458"" GB=1429°4%¢ GB=1373*

[M-H]™® [M=A]™ [M-H]™ [M+AT™ [M-HJ™® [M=AT™ [M-H]™ [M+AJ™
Sa-pregnane i ++ +++ ++ + ++ nd -+
Estradiol f— f— — p— - - p— —
Progesterone ++ +H++ ++ -+ ++ +-+ nd +++
Lupcol e TN 5 . T +r TrT nd TrT
Pregnenolone +H+ +++ ++ 2 ++ -+ nd ++-+
Pregnenolone acetate n i +++ =+ ++ i nd ++

* Valeurs de la basicité en phase gazeuse (GBba&ss conjuguées donnés en kJ/mol

@ Sels d'ammonium sont utilisés comme source dianio

b Intensité du pic [stéroide-H]

¢ Intensité du pic [stéroide+anién]

* Intensité absolue > }0*intensité absolue > $0** intensité absolue > 10*** intensité absolue > §hd = non-détecté

Sur la base des publications citées plus haut [28%], nous avons décidé d'étudier les
effets de divers additifs de la phase mobile stau& d'ionisation des cestrogénes dans la source
ESI. A cette fin, une solution de 100 fmoles’de 1B-E, dans un mélange acétonitrile : eau
(80/20, v/v) a été utilisée avec un ajout de divamditifs a différentes concentrations. Les
additifs sont l'acétate d'ammonium (€EDONH,), le fluorure d'ammonium (NifF), le
chlorure d'ammonium (N4CI), le formiate d'ammonium (HCOONM la triéthylamine (TEA,
(CoHs)3N), l'acide formique (HCOOH) et l'acétate de lithiu (CHsCOOLI), a des
concentrations de 0,1, 0,5 et 1%. L'analyse a #¢€taée par infusion directe dans la source
ESI dans les modes d'ionisation positive et négalties intensités observées sont illustrées sur
lesFigures 11.3etll.4.
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Figure 11.3 : Signal du 1B-E. en fonction de I'additif dans la phase mobile Idesl'infusion d’une
solution a 100 fmoles.yl, en ESI(-)-MS ; L'ajout de HCOOH et GEOOLI n'ont pas
d'influence sur l'intensité du signal.

1,20E+06 [M-H,0+H] *, m/z= 255.30

@ HCOOH

B CH,COOLi
1,00E+06

®  CH,COONH,

8,00E+05
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4,00E+05

Intensité du 17B-E, (cps)

2,00E+05

0,00E+00

01 0,5 1

17B-E,

-1
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Figure 11.4 : Signal du 1B-E> en fonction de I'additif dans la phase mobile Idesl'infusion d’une
solution a 100 fmoles.ul, en ESI(+)-MS ; L'ajout des sels d'ammonium etad@EA
n'ont pas d'influence sur l'intensité du signal.

La variation de l'intensité observée souligne lugince significative de la composition
de la phase mobile sur I'ionisation du3i.. Nous avons observé en ESI(-) le méme effet que
les auteurs cités précédemment : avec l'augmemtadi® la concentration de TEA,
CH3COONH;, NH4F et NHiCl, l'intensité des ions moléculaires déprotonésHMprésente
une décroissance linéaire. La méme tendance ab&t¥vée pour le formiate d'ammonium,

mais I'ajout de cet additif ne permet pas d’augreele signal du 1#-E,. La phase mobile avec
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0,1% de TEA augmente d’un facteur six le taux asation du 1p-E2 par rapport au BZE.
sans ajout d’additif. En analysant les pH des swilgf le pk de I'analyte Tableau 1.} et les
pKades additifs testéS &bleau 11.3, on peut expliquer ce résultat par le fait que lq g& la
TEA (10,72) est proche du pilu 1B-E2(10,71). L'intensité du signal est maximale dans le
cas ou le pH de la solution est le plus procheKu(® 0,1% TEA, pH = 11,2). En raison de
leur pKaélevé, les cestrogenes ne sont pas chargés dasslulesns aqueuses a proximité du
pH neutre. Or, les solutions d’autres additifs amipH compris entre 6,2 et 8, ce qui explique

une augmentation modérée du signal.

Tableau I1.3 :Propriétés physico-chimiques des additifs

Propriétés physico-chimiques

Additif (A) Formule Masse

moléculaire  molaire, g/mol % A dans Solubilité
80% ACN
0,1 8 eau et solvants
Acétate CH;COONH,; 77,08 0,5 7.3 4,76 pkl organiques
d'ammonium 1 6,8 9,2 pk2
0,01 6,6 eau et peu dans
Fluorure NH4F 37.04 0,05 6,5 9,2 pkl solvants
d'ammonium 0,1 6,4 10,8 pk2 organiques
0,5 6,3
1 6,2
0,1 6,5
Chlorure NH4CI 53,49 0,5 6,4 9,24 eau et alcool
d'ammonium 1 6,3
0,1 6.4 Solvants
Formiate HCOONH, 63,06 0,5 6.3 3,8 pKl organigues et eau
d'ammonium 1 6.2 9,2 pk2
0.01 10,6 Solvants
Triéthylamine (CHs)sN 101,19 0.05 11,0 10,72 organigues et eau
(TEA) 0,1 11,2
0,5 11,6
1 11,9
0,1 2,6 Solvants
Acide HCOOH 46,03 0,5 2,2 3,8 organiques et eau
formique 1 2
0,1 6,2
Acétate de CH;COOLi 65,98 0,5 6,4 4,8 eau et alcool
lithium 1 6,5

* Valeurs de pl d’aprés [242]

En ESI(+), on observe une légére tendance de argiesde l'intensité du signal avec
'augmentation de la concentration d’acétate d'amiom et d’acétate de lithium dans la phase

mobile Figure 11.4), tandis que le signal obtenu avec de I'acide iiumreste assez stable et
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n'améliore pas le signal du i-E> obtenu sans ajout d’additif (cela peut étre ex@ipar le fait
que le 1B-E> n'est pas chargé dans des solutions aux pH neuéeide).

En ESI(-), notamment pour la TEA, il est intéressadm voir si la diminution de la
concentration d’additif augmente ou diminue le tali@nisation du 1#-E>. En comparaison,
un des sels d’ammonium, le N a été egalement évalué. Une solution de 100sfrjol! de
178-E> a été infusée dans I'acétonitrile : eau (80/20,) vdwec l'ajout de différentes
concentrations de ces deux additifs (0,01, 0,d5,M5 et 1%).

1,20E+07 [M-H]-, m/z=271.30
NH,F

1,00E+07 TEA
%) I
o
O
N

~ 8,00E+06
u
=2 I
— I
S 6,00E+06
S
e e I
)
S 4,00E+06 [
Q
E I
=
2,00E+06 T |
x
0,00E+00 j . .
17B-E, 0,01 0,05 0,10 0,50 1,00
100 fmol.uL* % additifs

Figure 11.5 : Signal ESI(-)-MS du 1#-E; en fonction de la nature d’additif, TEA ou MH ajouté dans
la phase mobile lors de I'infusion d’'une solutioh@D fmoles.u L.

La Figure 11.5 montre que lintensité d’'ion déprotonés [M-lugmente Iégerement
jusqu'a la concentration des additifs égale a OpLs,une décroissance linéaire a été observée.
L'intensité du signal du B7E> est maximale dans le cas ou le pH de la solusbeégal & 11,2.

En conclusion, le meilleur taux d’ionisation dupii; est obtenu avec 0,1% TEA, cet
additif a été choisi pour le développement de lthode LC-MS/MS en mode négatif.

11.2.2 Détermination des ions précurseurs et dessdragments

Le choix des transitions entre ions précurseuiastfragments est déterminant pour la
suite des études car il affecte a la fois la géal# I'analyse, notamment la sensibilité, mais
aussi la fiabilité des résultats. La déterminaties ions précurseurs se fait par infusion directe
dans la source ESla un pousse-seringue, d’une solution du mélange’fidel 17a-E», E; et

Es & 100 fmoles.ut (débit de 7 pL.mirt) pour permettre un dosage de ces quatre cestrogénes
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dans la suite de notre étude, méme si [gHxfest I'espéce qui nous intéresse le plus dans un
premier temps.

En mode positif, les BFE>, 170-E2, E1 et &z donnent des signaux correspondant a un
ion précurseur sous forme protonée [M+&f]a un ion qui a perdu une molécule d’eau [M+H-
H.O]" (Figure 11.6). En mode négatif, le signal correspond a un i@cyrseur sous forme
déprotonée [M-H](Figure I1.8). Les ions fragments issus de ces ions pseudoenialées et
les parametres instrumentaux permettant la MRM ieg@rtoriés dans [Eableau 11.4 Comme
'isomerela-E> donne le méme ion pseudo-moléculaire et les méomssde fragmentation

que le 1B-E», ses spectres ESI-MS et ESI-MS/MS ne seront peseptés.
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Figure 11.6 : Les spectres ESI(+)-MS et MS/MS des cestrogengsl E; et &
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En mode positif, la dissociation induite par cadlis (CID) de l'ion [M+H]" du 1B-E>
conduit a un ion fragment abondanh& 159 et un fragment moins abondam/a133. Pour
les standards internes, ces ions se retrouvem/a135 et 161 pour PBFE>-d2, m/z138 et 164
pour 1B-E>-ds etm/z136 et 162 pour BFE»-13Cs. Comme le montre IRigure 11.6, ces ions
fragments sont communs a tous les cestrogenes £tDdids la voie de dissociation d3i,
une perte d'eaun(/z 255), résultat de la protonation sur le groupdrtiyyle de la position G,

a ete observéd-jgure 11.7).

-H,0

/
|

HO HO +

m/z 273

m/z 159 m/z 133

Figure II.7 : Fragmentation de la molécule protonée [M*Hiu 1PB-E>

La formation de l'ion &n/z159 a partir den/z255 correspond a une perte d¢lg. L'ion
am/z 133 se formerait par élimination d’acétylene dipde I'ion am/z159. Il ne s’agit que

d’hypotheses ; aucune description dans la littéeatia été trouvée a I'appui de ce schéma.
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En mode négatif, la CID sur I'ion [M-Hflu 1B-E> conduit a un ion fragment abondant
am/z145 et a deux autres ions fragments moins abos@dantz 143 et 183 (respectivement
décalés am/z 146, 148 et 186 pour R7E2-3Cs) (Figure 11.9). Ces ions fragments sont

communs a tous les cestrogenes étudiés Tatiteau 11.4.

m/z 239

O

oy, QM
_—

_—
O -0

m/z 145 m/z 143

= O‘b
_—
O

m/z 183

Figure 11.9 : Fragmentation de la molécule déprotonée [Mei] 1 B-E- proposée par Swet al[243]

La formation de ces ions fragments est induitel'pétérocyclisation, combinée avec
une perte de ¥ L'ensemble de ces ions est stabilisé par dedeklibisons conjuguées et un

cycle aromatique.

Tableau Il.4: Les ions précurseurs, les ions fragments correfgus aux cestrogenes et les parametres
instrumentaux utilisés en MRM

Composés Mode lon précurseur Transition DP (V) | CE (V) CXP
d’ionisation (m/2) MRM (m/2 V)
ESI(+) 255,30 [M+H-HO]* 133,00 76 25 10
159,10 76 25 10

17B-E;
ESI(-) 271,30 [M-H] 145,10 -190 -55 -15
183,10 -190 -55 -15
170-E; ESI(-) 271,30 [M-H] 145,10 -190 -55 -15
183,10 -190 -55 -15
E: ESI(-) 269,30 [M-H] 143,00 -160 -70 -10
145,00 -160 -70 -10
Es ESI(-) 287,30 [M-H] 143,00 -190 -70 -10
145,00 -190 -55 -10
17B-E>-13Cs ESI(+) 258,1 [M+H-HO]* 136,00 76 25 10
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162,10 76 25 10

ESI() 274,3 [M-H} 146,00 -170 -50 -10

148,00 -170 -50 -10

186,10 -170 -50 -10

17B-Ex-ds ESI(+) | 260,10 [M+H-HOJ* | 138,10 75 30 10
164,10 75 30 10

ESI() 276,30 [M-H] 145,10 - 150 -55 -15

147,10 - 150 -55 -15

187,20 - 150 -55 -15

17B-Ex-ds ESI(+) | 257,20 [M+H-HO]* | 135,10 76 25 10
161,10 76 25 10

145,00 -155 -55 -15

ESI() 273,30 [M-H] 147,00 -155 -55 -15

185,10 -155 -55 -15

E,-15Cs ESI() 272,30 [M+HT 146,10 -160 71 -10
148,10 -160 -53 -10

Les ions fragments les plus abondants sont les pongaires, et la transition «ion
précurseur— ion primaire » est utilisée lors de la quantificat Les ions secondaires, moins

abondants, permettent de définir une transitionadielation.
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I1.3 MISE AU POINT DE LA METHODE D’ANALYSE PAR LC-M S/MS

Les additifs qui ont donné les meilleurs résultats ESI(-)MS (0,1% de TEA,
CH3COONHs, NH4F et NHCI), et ESI(+)MS (0,1% HCOOH et GBOOLI), ont été testés en
chromatographie liquide a polarité de phase inegrgéur évaluer la sensibilité de détection
MS/MS apres le couplage avec la LC-MS. Trois tygescolonne en phase-inverse ont été
testées : Gemini C6 Phenyl (50 x 1,00 mm d.i., 3 Bhenomenex), Gemini C18 (100 x 1,00
mm d.i., 3 um, Phenomenex) et Luna Phenyl-Hexy0d (43,00 mm d.i., 3 um, Phenomenex).
Apres avoir fait le choix de la colonne chromat@drigue et de la composition de la phase
mobiles sur une solution de-E2, I'étude a été poursuivie par I'élaboration d’'um&thode de

séparation en HPLC-ESI-MS/MS commune pour tousdsgogenes.

[1.3.1 Conditions analytiques

Les analyses ont été réalisées en appliquant fektmmns opératoires mentionnées dans
le Tableau II.5(pour le mode positif) et I&ableau 11.6(pour le mode négatif) pour des
parametres fixes du spectrométre de masse (passmestrumentaux en MRM rapportés dans
le Tableau 11.4).

Tableau I1.5 :Paramétres instrumentaux en ESI(+)-MS/MS

Phase mobile H20 et Acétonitrile, acidifiés 3
0,1 % d’acide formique
Débit de phase mobile 50 pL.mint
Source d'ionisation ESI
Tension 5500 V
Gaz séchant 25 u.a.
Gaz auxiliaire 20 u.a.
Température Capillaire 100°C
Pression du gaz de Medium
collision

u.a.: unité arbitraire

Tableau 11.6 :Paramétres instrumentaux ESI(-)-MS/MS

Phase mobile H20 et Acétonitrile, avec
0,1 % de TEA
Débit de phase mobile 50 pL.mint
Source d'ionisation ESI
Tension -4500 V
Gaz séchant 25 u.a.
Gaz auxiliaire 20 u.a.
Température Capillaire 100°C
Pression du gaz de Medium
collision

u.a.: unité arbitraire
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Les premieres analyses ont été effectuées avesolutéon standard du B7E2 (avec la
méme concentration qu’en infusion, soit 100 fm@ies). Le volume injecté est de 3 pL. Le

gradient d’élution qui a été retenu dans cetteectagd détaillé dans Teableau 11.7

Tableau I1.7 :Gradient d’élution appliqué lors de I'analyse d-Es par HPLC-ESI-MS/MS

Colonne analytique Phase mobile Gradient d’élution
Temps
(min) %B
Gemini C6 Phenyl
(50 x 1,00 mm d.i., 3um) 0 35
Eluant A : 0.1% X dans 0 35
— H20 3 35
Gemini C18_ 9 50
(200 % 1,00 mm d.i., 3pm 15 60
Eluant B : 0.1% X dans 17 100
Luna Phenyl-Hexyl Acétonitrile 19 100
(150 x 1.0 mm d.i., 3um) 20 35
30 35
X—additive

L'analyse dure vingt minutes, suivie par une miBécilibre de la colonne analytique
d’'une durée de dix minutes. Celle-ci est nécesgamn@ revenir aux conditions initiales
d’analyse et reste indispensable pour une bonmedegtibilité des résultats.

Les conditions chromatographiques sont représenl@es leTableau 11.8 la colonne
et le temps de rétentioq)( dépendant du type d’additif. En mode négatif; ks 1B-E> n'est
pas influencé par la nature des additifs§,00 min dans le cas de la colonne Gemini C18 et
t=3,31 min pour la colonne Gemini Phenyl). Par agritutilisation de la TEA comme additif
dans la phase mobile diminue le temps de rétemtiodB-E>: t-=6,00 min pour la colonne
Gemini C18 et;=2,28 min pour la Gemini Phenyl. En mode posiifiyléme temps de rétention
(tr =13.67 min) a été observé pour lefd avec la colonne Phenyl-Hexyl quelque soit
I'additif : acide formique ou acétate de lithium.

En conclusion, en HPLC-ESI(-)-MS/MS, les meilleuapports signal sur bruit (S/N)
ont été obtenus avec la colonne Gemini C18 et &€kEA dans la phase mobile, mais
également avec la colonne Gemini Phenyl et aved\Nl&F dans la phase mobile.
En HPLC-ESI(+)-MS/MS, les meilleures conditions tsobtenuesvec la colonne Phenyl-
Hexyl et avec un ajout de HCOOH dans la phase mol#lour ces trois conditions

chromatographiques, des courbes d’étalonnage @tablies.

-105-



11.3.2 Principe des courbes d’étalonnage en HPLC-K\ES

Une courbe d’étalonnage en LC-MS/MS s’effectue mjectant plusieurs solutions
contenant la molécule étudiée a une concentratigale et un étalon interne (souvent nommé
Homologue marquéu Sl) a une concentration fixe. L'étalon interne a ewmi@ation fixe, qui
est de maniére idéale la molécule d’intérét marquéBeutérium ou au Carbone 13, permet de
corriger la perte de substance a analyser au deui@nalyse. En général, en chimie analytique,
le modele d’étalonnage recherché est linéaire. élnde de linéarité vérifie que les solutions
d'échantillon sont dans un intervalle de conceiotmatd'analyte ou la réponse est linéairement
proportionnelle a la concentration. Pour les métisade dosage, cette étude est généralement
réalisée en préparant des solutions standardgjantieaux de concentration. Les normes sont
évaluées en utilisant les conditions chromatogppds déterminées au cours des études de la
spécificité. Les standards doivent étre préparéanalysés au moins trois fois. Dans la
procédure finale, une gamme plus étroite et unecarmnation de ['étalon unique sont
généralement utilisées.

L’acceptabilité des données de linéarité est sayjugie en examinant le coefficient de
corrélation, qui est un indice statistique pernmgtthexpliquer le sens (positif ou négatif) de la
relation linéaire entre deux variables quantitativea valeur du coefficient de corrélation de
0,999 est généralement considérée comme une pr¥aceeptabilité pour la droite de
régression. Cependant, il est nécessaire d’utiigartres indicateurs ou tests statistiques pour

valider le modele d'étalonnage.

[1.3.3 Gamme d'étalonnage sur la solution standadd 173-E>

Le modele d’étalonnage a été étudié sur une ganenimelitl concentrations du £,
comprises entre 0,5 et 100 fmolesju0,5/1,0/2,5/5,0/ 10,0/ 25,0 /50,0 / D)Ppour
'HPLC-ESI(-)-MS/MS. Pour 'HPLC-ESI(+)-MS/MS, laagnme était comprise entre 10 et
3000 fmoles.ut (10 / 25/ 50 / 100 / 500 / 1000 / 2000 / 3000)elle que soit la solution
d’étalon considérée, la concentration de la mokeunbhrquée I¥E>-13Cs est fixée a 100
fmoles.ul?. Les graphes d’étalonnage pour 'HPLC-ESI(-)-MS/m&c 0,1% de TEA dans la
phase mobile et avec la colonne RP Gemini C18j qures0,1% NHF et la colonne RP Gemini
Phenyl sont représentés dand-igure 11.10. Le graphe d’étalonnage pour 'HPLC-ESI(+)-
MS/MS avec 0,1% de HCOOH dans la phase mobilecgtltmne RP Phenyl-Hexyl est montré
dans laFigure 11.11
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Figure 11.10 : Rapport des intensités dufti; et du 1B-E>-*C; en fonction de la concentration du
178-Ez injecté, en HPLC- ESI(-)-MS/MS, n =3

Transition MRM 255,3 - 159,1

- 3,50E+01 -
N (82 0, .
i&) 3006401 | € 0.1% HCOOH dans la phase mobile
— HIN
3 i 2,50E+01 -
Q
o
S 3 2,00E+01 - y = 9.8097x - 0.1074
g 2 R2 = 0.9995
© I 1,50E+01
=3

0
® O 1,00E+01
o3
c v
g 2 5,00€+00
[¢]
@ 0,00E+00 ; ; ; . . . )

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Concentration du 17-E,injecté (fmol.ul)

Figure 11.11 : Rapport des intensités duftiZ, et du 1B-E--*C; en fonction de la concentration du
17B8-E; injecté, en HPLC- ESI(+)-MS/MS, n =3

Les modeles d’étalonnage ont été caractérisésguaraltion de la régression linéaire et
le coefficient de corrélation, qui sont présentéssdleTableau 11.8 Concernant la sensibilité
de la méthode, la méthode avec la phase mobilercant la TEA et la colonne Gemini C18
donne le meilleur résultat avec une LOD de 2.5 &ngil! et une LOQ de 10 fmol.pt Par
la suite, ces conditions chromatographiques oniitdiéées pour optimiser certains parametres
en HPLC-ESI(-)-MS/MS.
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Tableau 11.8 :Conditions chromatographiques et les paramétreslitation du modéle d’étalonnage

du 1B-Ez

* le temps de rétention pour 0.1% d’additif - EEOONH:;, NH4F, NH,Cl, HCOOH, et CHCOOLI

Colonnes
RPLC

Transition
MRM

Mode

Equation de la

Coefficient de

Le modéle d'étalonnage pour la solution standard da7p-Ez

LOD

LOQ

m/2) régression corrélation
oz Ii%éaire (R?) (fmoles.uL?)  (fmoles.pL?)
ESI(-) 145.10 C18 8.00 6.9 y =9.1325x + 0,9995 2.5 (TEA) 10
yOo—>
183.10 0.0061
Phenyl 3.31 2.28 y =9.076x + 0.9988 5 (NHF) 25
0.0452
ESI(+) 159.10 Phenyl- 13.67 y =9.8097x - 0.9995 10(HCOOH) 50
255,3—
133.10 Hexyl 0.1074

** temps de rétention pour 0.1% TEA
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11.3.4 Etude de l'influence des paramétres en HPLESI(-)MS/MS sur la réponse du
17p-E> : le volume d’échantillon injecté et le «Dwell tie»

Au cours du développement de la méthode d’'analy$tR. C-ESI-MS/MS, l'influence
du volume d’échantillon injecté et du temps dévla mesure de chaque transition de MRM
(dwell time T) sur la réponse du pg7E2 a été étudiée (le terntwell timesera utilisé par la
suite). Les tests ont été menés avec une soluti®® dmoles.u ! dans CHOH : H,O (50:50
v/v). L’évolution de la réponse du f-E2 en fonction du volume de I'échantillon injectédet
T est représentée dans Hgure 11.12 La meilleure réponse est obtenue avec un volume
d'injection de 20 pL et uh de 600 millisecondes (en raison du diametre ietérdes colonnes

utilisées (1 mm), un volume d’injection supériel®au L conduit a un élargissement de pic).

Transition MRM 271,3 - 145,0

4,00E+04 B T=100 msec

3,50E+04 B T=200 msec
'-'.j\‘ 3,00E+04 T= 400 msec
E" 2,50E+04 B T=600 msec
>
g 2,00E+04
S
> 1,50E+04
©
n
.g 1,00E+04
<

5,00E+03

0,00E+00 -+

3uL 5uL 10 pL 20 puL
volume d'échantillon injecté
T : dwell time
Figure 11.12 :Réponse du B?E; en fonction du volume injecté et dien HPLC-

ESI(-)MS/MS, concentration de 0,01 pmol:hln = 3.

Cependant, il faut souligner que le pic chromatplgigue doit représenter un nombre
de points définissant le pic qui ne doit pas é&tférieur a dix. Le pic n’est défini que par quatre
points pour ul de 400 et 600 mse€igures 11.13Cetll.13D), ce qui n'est pas admissible. Le
pic est défini avec un peu plus de points (six)larigure 11.13B avec unl de 200 msec. Le
pic obtenu avec uil de 100 msec est le plus représentatif avec un reonh treize points
(Figure 11.13A.
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Figure 11.13 : Chromatogrammes correspondants a la transition MRM3-> 145,0 du 1B-E; avec
un volume d’injection constantiy/de 20 pL A — T = 100 msecB — T = 200 msec ;
C —T =400 msec @ — T = 600 msec.

Pour le développement de la méthode en HPLC-EBIEMS commune a tous les
cestrogenes et utilisée par la suite pour le dodage des échantillons biologiques, un volume

d'injection de 20 pL et un T de 100 msec ont étésth

[1.3.5 Conditions analytiques et gamme d'étalonnager les solutions standards des
cestrogenes

Les analyses ont été réalisées en appliquant leditmms chromatographiques et
instrumentales mentionnées dan3 ébleau 11.6 et les paramétres en MRM rapportés dans le
Tableau 11.4.Le gradient d’élution qui a été retenu pour cetithode est détaillé dans le
Tableau 1.7 La séparation des cestrogénes en HPLC- ESI(-)-N8S#bt représentée dans la
Figure 11.14.
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Figure 11.14 : Chromatogramme obtenu par HPLC- ESI(-)-MS/MS awee solution composée d’'un
mélange des cestrogénes a 1 pmot.uL

Le modéle d’étalonnage a été étudié sur une ganenmedf concentrations de quatre
cestrogénes (h7E2, 17B-Ez E1 et Bs), comprises entre 0,01 et 5 fmolesi(D,01 /0,025 /0,05
/0,1/0,25/0,5/1,0/2,5/5,0) en soluti@msl CHOH : H.O (60:40 v/v). Quelle que soit la
solution d’étalon considérée, les concentratiorssndelécules marquéespEEx-°Cs et £-1°C3
sont constantes et fixées a 6 fmolest|{0,3 pmole). Les modeéles d'étalonnage étaientigtab
en utilisant une phase mobike constituée d’eau avec 0,1% de TEA et une phaselenBbi
constituée d’'acétonitrile avec 0,1% de TEA. La ool® chromatographique retenue pour cette

analyse était une Gemini C18.

=

0
n O
oQ 035 4
c 3
poea 21
S5 ¢ E//E-BC y = 0.0566x + 0.0044
S E 031 WM 17B-E,/ 17B-E,1C R?=0.9991
Do 2 2 0.0545x + 0.0025

=0. X+ 0.
8o . 170-E,/ 17B-E,15C, S s
S0 02 1 i
s 9 E;/ 17B-E,-13C, y = 0.0398x + 0.0068
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Figure 11.15 : Rapport des intensités des cestrogénes et des mheslénarquées en fonction de la
concentration injectée en HPLC- ESI(-)MS/MS, n =3

Les droites d’étalonnage obtenues en mode MRM E8dFespondant au suivi des
transitions ions précurseurs ions de fragmentation pour chaque cestrogéne sés¢mées
sur laFigure 11.15 Visuellement, la droite passe au plus pres deggpexpérimentaux. Les
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valeurs des coefficients de corrélation sont trésches de 1. Afin de confirmer cette
observation, des tests de validation du modelalbBhage ont été effectués (voir paragraphe
11.3.7).

11.3.6 Gamme d'étalonnage sur la matrice biologique

Le 173-E> endogéne étant présent dans les matrices biolagiqumis avons choisi
d’emblée d'utiliser la méthode des ajouts dosés@e les cestrogenes ont des structures assez
proches les uns des autres, on peut supposer goritsse comporter de la méme facon dans
les échantillons biologiques dans le cas d'ajoasggsl Pour cette raison, le modeéle d'étalonnage
n'a été représenté que pour lg3¥p. Les droites d'étalonnage ont été préparées ayeatl'a
dosé d'une gamme de concentration dg-Bxdans deux cas d’échantillons biologiques, le
plasma et le cerveau de souris placebo. Pour dentdiutes les pertes qui ont lieu pendant les
étapes de préparation des échantillons (ELL et &REtes dans le paragraphé), le 1B-E>
et le1B-E--13Cs sont ajoutés dés le début des analyses. L'ajoét mlersnet aussi d’estimer la
sensibilité de la méthode analytique dans le cagdeantillons biologiques, d’estimer le taux
de récupération et d’étudier I'effet matrice.

Le graphe d’étalonnage a été réalisé en utiliantdnditions analytiques indiquées dans
la partie 11.3.5. Les échantillons, 10 mg de cerveaux ou 100 pL denph de souris méle, ont
été dopés avec une gamme de cing concentrationsrises entre 0,5 et 10 fmoles:f(0,5 /
1,0/ 2,5/ 5,0/ 10,0). La concentration de laéoole marquée B7E2-1°C; était fixée a 6
fmoles.uL* (0.3 pmole). Les solutions méres dg-E3 et de 1B-E»>-1°Cs ont été stockées dans
I'éthanol.

La droite d’étalonnage obtenue en mode ESI(-)MRMespondant a la méthode de
I'ajout dosé dans le plasma est représentée gtiglae 11.16, et la droite pour le cerveau est
illustrée dans l&igure 2.17 ainsi que leurs équations et leurs coefficieetsatrélation (R?).
Comme on peut le constater, les valeurs de R2spdrieures a 0,99, démontrant ainsi une
bonne linéarité de réponse entre le rapport dess ales pics chromatographiques et la

concentration de PBfEo.
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Figure 11.16 : Rapport des intensités dufitZ, et du 1B-E--*Csdans la solution standard et dans le
plasma dopé en fonction de la concentration injea@g HPLC- ESI(-)-MS/MS, n = 3
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Figure 11.17 : Rapport des intensités dufti. et du 1B-E»-1*Cs dans la solution standard et dans le
cerveau dopé en fonction de la concentration iégatn HPLC- ESI(-)-MS/MS, n = 3

Sur laFigure 11.16,0n peut constater qu’'une bonne valeur de R2 al#thoe pour le
178-E> dopé dans le plasma (0,9979), et que les droitesmondantes a des solutions
standards et au plasma dopé ave-Hxsont presque superposées. Dans ces conditions, le
dosage pourra étre réalisé en utilisant des drditgdalonnage préparées a partir des solutions
standards de l'analyte. Cependant, dans le casiheau, la valeur de R2 est moins bonne
(0,9947), et les droites qui correspondent a diesisos standards et au cerveau dopé avfe 17
E> (Figure 11.17) sont paralleles. Dans ce cas, une légére suidstime eté observée. Cela peut

étre expliqué par le fait que le cerveau est unticegplus complexe que le plasma, ce qui met
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en évidence, encore une fois, I'importance dedeffiatrice. Dans le cas ou une surestimation

ou une sous-estimation au niveau des droites di@talge est observée, le dosage ne pourra
pas étre réalisé en utilisant la droite établieagtipdes solutions standards de l'analyte. Le

dosage pourra étre réalisé en utilisant la drod#éatbnnage établie a partir des échantillons

dopés.

Il est important de noter que la limite de détet{ioOD) de la méthode n’est pas affectée
en présence de la matrice biologique. L'influened'effet matrice sera discutée dans la partie
Préparation des échantillons (chapitre 11.4).

Les taux de récupération (Ré) sont montrés dahslieau I1.9et représentent le rapport,
exprimé en pourcentage, des réponsef-EL7L7B-E.-1°C3) obtenues pour le plasma ou le
cerveau dopé sur les réponses obtenues pour tosadtandard. La fiabilité de la méthode est
mise en évidence par les bonnes valeurs de réc¢igréra0# 11 % dans le cas du plasma et
109+ 12 % pour le cerveau, avec des coefficients datan ayant des valeurs admissibles,

comprises entre 3,2 et 9 %.

Tableau 1.9 :Le taux de récupération @Rdu 1PB-E, aprés I'ajout dosé dans le plasma et le cerveau
des souris placebo.

Echantillon C, Moyenne Moyenne
biologique (Eb)  fmoles.uL? Aire du pic Aire du pic
Solution standard Eb dopé
(n=3) (n=3)
Plasma 0.5 2.35E-02 2.81E-02 119,6 3,6
1 4.79E-02 5.16E-02 107,7 3,2
2.5 1.27E-01 9.52E-02 74,7 9,0
5 2.16E-01 2.33E-01 107,6 8,4
10 4.33E-01 4.43E-01 102,4 5,2
Cerveau 0.5 1.56E-02 1.78E-02 107,8 6,4
1 3.35E-02 3.27E-02 94,8 4,6
2.5 8.73E-02 1.05E-01 119,3 5,6
5 1.64E-01 1.94E-01 117,4 6,3
10 3.53E-01 3.37E-01 98,4 6,1

11.3.7 Validation de la méthode HPLC-ESI(-)-MS/MS

La validation d'une méthode d'analyse est une étdghgatoire qui confirme les
caractéristiques de la méthode pour satisfaireedégences du domaine d'application. Elle
entraine la détermination de plusieurs parameti@dimite de détection (LOD), la limite de
guantification (LOQ), la linéarité, la fidélité @kcabilité, répétabilité, reproductibilité), la
justesse, la sensibilité et la récupération.

Dans un premier temps, nous avons regroupé letatssd’analyse obtenus avec les
solutions standards, sur lesquels nous avons peoaéxl différents tests de validation de la
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méthode. Une fois la méthode validée, nous avoasépé a I'évaluation des résultats des

analyses des échantillons biologiques.
Limites de détection (LOD) et de quantification ()

La connaissance des valeurs LOD et LOQ est nécesdai d’évaluer les performances
d’'une méthode analytique et de vérifier sa capacié@antifier les analytes présents en faible
concentration dans le plasma et le cerveau dessd@les valeurs obtenues a partir des solutions

standards sont représentées dai@ldeau 11.10

Tableau 11.10 .LOD et LOQ obtenues a partir des solutions stargjam HPLC- ESI(-)-MS/MS

Solution
Standard
E: 0,01 0,05
178-E; 0,5 2,5
17a-E> 0,5 2,5
Es 0,025 0,1

D’apres leTableau 11.10le 1B-E> et 1%-E2>ont une limite de détection de 0,5 fmoluL
1 et une limite de quantification de 2,5 fmolesil limite la plus basse étant observée pour
I'E1 (LOQ de 0,05 fmole.ut). Comme mentionné ci-dessus, la présence de laiceat
biologique n'affecte pas la LOD et la LOQ de la mée analytigue pour les analytes

considérés.
Linéarité

Comme définie dans le Chapitre 1, la linéarité cease le graphe des valeurs du signal
analytique en fonction de la concentration de lzst&ance a analyser. Le critére de linéarité est
la validation de la fonction mathématique qui die une droite pour un intervalle de valeurs
définies. Le coefficient de corrélation doit étegérieur a 0,995 pour respecter le critere de la
limite de linéarité.

Pour représenter la linéarité, le jeu de donnépgrarentales a été constitué avec 9
concentrations pour liEet I'Es (n = 3 pour chaque), et 6 concentrations pour e &7le 14-

E>. La gamme d’étalonnage a été analysée trois fomsjours différents.
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Tableau 11.11 :Modéle d'étalonnage pour les solutions standantEdedu 1B- et 1%-E,, et I'Es, en
HPLC-ESI(-)-MS/MS, réalisées durant trois jourdéhénts.

Analytes

Equation de la régression linéaire

Coefficient de corrélation (F)

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 1 Jour 2 Jour 3
E: y=0.0412x +0.0013 y=0,041x+0,001  y=0,058001 0,9996 0,9990 0,9980
178-E, | y=0.0566x +0.0044 y=0,053x+0,008 y=0,036002 0,9991 0,9975 0,9986
170-E> | y=0.0545x+0.0025 y=0,063x+ 0,008 y=0,040001 0,9992 0,9980 0,9982
Es y=0.0398x + 0.0068 y=0,037x+0,008 y=0,041%008 0,9976 0,9970 0,9978

La majorité des coefficients de corrélation estésigure a 0,99 mettant ainsi en
évidence une relation linéaire entre les airestivela des pics chromatographiques et la
concentration des cestrogen@alfleau 11.11).Pour confirmer cette observation, des tests de
validation du modéle d’étalonnage ont été effegtatsplus précisément, I'évaluation des

parametres qui caracterise la précision et laif@des analyses effectuées.
Précision

Les parameétres qui caractérisent la précision dagme d’'analyse sont : le coefficient
de variation (CV), la déviation standard (SD), &vidtion standard relative (RSD), ainsi que
l'intervalle de confiance. Sur les analyses efféet pendant trois jours différents, les
précisions intra- et inter-jours ont été établiesjeau AL Les données obtenues se retrouvent
dans l'intervalle de confiance calculé pour un éedg liberté de 95%. Les CV se retrouvent
dans un intervalle de 0,4 — 15,8% en intra-jowteet ,2 — 20% en inter-jours. Cela nous indique
gu’il y a des variations significatives entre lembyses inter-jours. La méme observation peut
étre réalisée pour les SD et RSD qui montrent dé=uys acceptables intra-journaliéres et qui
sont a la limite de la valeur acceptée pour ledyaasa inter-jours. Ces parametres nous
indiquent qu’on a une bonne précision intra-jourgue la précision inter-jours est a la limite

de I'acceptation.
Fidélité

La fidélité des analyses est exprimée par I'égaet (S), la variance {sou le CV. Elle
mesure l'erreur aléatoire liée a une procedureyagaé, c'est-dire la dispersion des résultats
autour de leur valeur moyenne. Le test consisterifier si la part de la variance due a I'erreur
de modele n’est pas supérieure a la variance delleexpérimentale.

L’analyse de la variance effectuée par ANOVA perahettester I'influence d’'une ou

plusieurs variables qualitatives sur une variabiangjitative, a un risque donné, et d’observer
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la répétabilité ou la fidélité des analyses réalséPar la suite, les calculs de différents
parameétres nécessaires a I'analyse de la variamtgresentés dans Tableau 11.12,0u lep
est le nombre de niveaux du facteur de varialelitén est le nombre total des niveaux :

¢ Degré de liberté (DDL)

ki
=

DDLggctenr = 1=n-1

i

1l
[N

p
DDLyesigy = Z(nl -—1)=n-p
i=1

¢+ Sommes des carrés des écarts (SCE)
14

SCEfaCteur = Zni (}_]1 - }7)2
i=1

p n

SCEresiau = ZZ(yij - yi)z

i=1 j=1
+ Les variances s'obtiennent en faisant le rappde demme des carrés des écarts
sur le nombre de degrés de liberté:

Sz _ SCEfacteur
facteur DDLfacteur

2 _ S CEresidu
residu DDLresidu

+ Le test de Fisher étant défini comme le rappodelex variances :

2
_ Sfacteur
Fops = Sz

residu

Tableau I1.12 :Analyse de la variance pour le modele d’étalonnage

Sources de variation Degré de liberté Somme des Variance
carrés des écarts
Inter groupes 2
group DDLfacteur SCEfacteur Sfacteur Fobs
Intra groupes DDLresidu SCEresidu Szesidu
Totale DDLtotal SCEtotal

Les regles de décision sont effectuées en dewe®tgpi consistent a vérifier la
conformité du test de Fisher (F), qui montre limpoce de la variance inteérie en

comparaison avec la variance de répétabilité :
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> Fobs<Fgs%)indique que les variances sont identiques etejoeoldéle est linéaire
> Fobs>Feswyindique que les variances sont différentes (lewodppe suit pas la loi
de Fisher-Snedecor).

Si Fons€est plus grand que la valeur théorique, on peutlace a un probléme de variabilité
de la procédure analytique dont les résultats pguarier d'une série a une autre, amenant
ainsi a revoir I'optimisation de la méthode.

Le Tableau I.13 présente les résultats obtenus pour les modeléwlahinage des
aestrogenes. Il n'existe pas de différence sigrifiednter- et intra-groupes, et les valeurs du

Fobs SoNt inférieures audsw), ce qui confirme la linéarité du modéle.

Tableau 11.13 :Analyse des variances pour les modeéles d'étalanétabplis

EJ/E;-1°Cs
Inter-groupes 8 1,32E-05 1,65E-06 0,01 2,115
Intra-groupes 54 1,19E-02 2,21E-04
Total 62 0,1193
17-Eo/17p E-13Cs
Inter-groupes 8 4,05E-02 5,06E-03 0,02 2,152
Intra-groupes 45 11,55 2,57E-01
Total 53 11,59
170-Eo/17p E-13Cs
Inter-groupes 8 1,35E-03 1,68E-04 0,0014 2,152
Intra-groupes 45 5,494 1,22E-01
Total 53 5,495
Eo/17p Ex-°C;
Inter-groupes 8 1,51E-05 1,88E-06 0,01 2,115
Intra-groupes 54 1,54E-02 2,85E-04
Total 62 0,0154

Des graphiques "BoxPlot" (aussi appelés "Boite a udthches") viennent
automatiquement illustrer ces résultats. Les "BokFont surtout utiles pour indiquer si une
distribution est asymétrique et s'il y a des obs@oms inhabituelles dans I'ensemble des
données. Ce type de diagramme sert a montrer i@efdee la distribution, sa valeur centrale
(médiane) et sa variabilit&igure 11.18).

Intervalle non-aberrant

\

Médiane
l Points atypiques
] 100 =y
Valeurs extrémes
25% 50% des valeurs 5%
des valeurs des valeurs

Figure 11.18 : Les composants du "BoxPlot"
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Ces diagrammes permettent de comparer objectiveleemieuf séries de statistiques.
La Figure 1.19représente les valeurs obtenues pour les gam#étatodhage des cestrogenes,
constituées de trois réplicas durant trois jouff@dints. On voit clairement que la dispersion
des neuf groupes pour les quatre analytes difféeeu. Les médianes sont assez proches dans

les "BoxPlot"a, b etc, une dispersion Iégérement augmentée est obsgavnéde casd.

a b
1,5F = 1F 3
12 - 08 — —
09 . 06F .
06 . 04F ]
o 030 1 o2f 3
£ C 1
o 0 ok J
(-3
]
[
[
005 F 9 006F 3
004 F 1 005 3
003 F ] oosf 3
. ] 003F =
0,02 F E E E
2 ] o002 ]
apt e 3 ootf 3
0E g 0 E E
i % 3, 1 % 3,1 % 3., o % 3,1 % 3 .1 % 3,
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 1 Jour 2 Jour 3

Figure 11.19 : "BoxPlot" sur les mesures réalisées aprées I'anabysetrois jours différents) 17B-
E2/17B-E2-1303; b) 17(1-E2/17B-E2-13C3; C) El/E1-13C3; d) E’;/l?ﬁ-Ez-lacs

Mais dans ce cds, la place de la médiane est plus proche du cergrgui rapproche le
modele de la symétrie. DansHagure 11.19d,la dispersion des valeurs est prononcée, avec des
médianes variables. Pour les quatre modeéles, nauns abservé une distribution asymétrique,
mais sans la présence de valeurs atypiques et nedré
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1.4 PREPARATION D'ECHANTILLON : OPTIMISATION DE LA METHODE SPE

Les techniques de préparation des échantillonsdimlies retenues lors de cette étude
sont la ELL et la SPE. La SPE est une étape suppitaine de purification et de pré-
concentration. La purification de I'échantillon pest, d’'une part, de protéger les colonnes
chromatographiques et ainsi de prolonger leur dde&ie et, d’autre part, de protéger le
détecteur MS en limitant son encrassement.

Nous nous sommes d’abord intéressés aux méthodssrnpées dans la littérature se
rapportant a I'analyse des cestrogenes, méthodesangeavons réesumées dans le premier
chapitre Tableau 1.5. Vu la diversité des méthodes existantes sowsrites avec I'omission
de précisions sur le choix de la méthodologie etadaature des phases utilisées et sans
caractérisation complete de taux de récupérations mvons décidé d'élaborer notre propre
méthode de purification avec le controle de tauxéteipération des cestrogenes a toutes les
étapes.

Dans cette partie, nous avons essayé de mettreiauuyme méthode simple et rapide
pour I'extraction des cestrogénes par SPE. Cefpe @até réalisée a I'aide d’'un Automate SPE
GILSON GX 271 ASPE®'. Dans ce but, nous avons testé plusieurs cartouSRE
commercialement disponibles : des supports échasgéons, des supports a caractére mixte
hydrophile-lipophile et des supports greffés C1Belfbis les conditions d’extractions fixées et
le support choisi, les essais ont été transposésssmatrices biologiques : le plasma, le cerveau

et I'hippocampe de souris.

[1.4.1 Choix du support d’extraction et du solvauitélution

Le choix d'un support SPE est une étape clef da@sbbration du procédé
d’extraction ; ce choix est évidemment orienté antve type de matrice a analyser et la nature
des analytes a extraire. Pour I'optimisation dentthode d’extraction des oestrogénes, nous
avons testé différents types de cartouches SPE,degcapacités de I'adsorbant polymérique

différentes :

- des supports avec des phases polymériques a baskvidglbenzéne etN-
vinylpyrrolidone, soit hydrophile-lipophile, telsiq les cartouches Oasis®HLB de
10 et 30 mg (Waters) ainsi que Strata X de 30 nigehg (Phenomenex).

- le support de silice greffée par du C18, StrataiB de 50 mg.

- des supports échangeurs de cation faible Oasis®W&C2X0 mg (Waters) a base de

silice, et de cation fort Oasis®MCX de 10 et 30 fpters) constitués du méme
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squelette que celui de la cartouche Oasis®HLB are@lus des groupements
sulfonates greffés.

Des tests ont été menés sur une solution standalddpeE, a 1 pmole.ut:, en utilisant
deux solvants a différents pourcentage, I'acéitm{thCN) et le méthanol (C¥OH) dans I'eau.
La premiére étape est de déterminer le pourcentagelvant organique dans I'eau qui permet
une élution totale de I'analyte et le pourcentageiléser lors de I'étape de lavage (qui ne doit
pas éliminer I'analyte). Pour cela, apres le dégj@0,5 mL de solution standard duBie,
chaque cartouche SPE a été percolée par un méandgsolvant organique en augmentant le
pourcentage de solvant organique par pas de 10%olume de chaque solution d’élution est
égal a 1 mL, cette fraction étant ensuite évaparsgec, reprise dans la solution d’injection et
analysée par LC-MS/MSF{gure 11.20 et 11.21). Pour 'ACN et pour toutes les cartouches
testées, nous avons retenu 50% ACN dans I'eaul’gtape d’élution et 20% ACN pour I'étape
de lavage. Dans le cas du méthanol, les solutiontenant 70% pour I'étape d’élution et 30%
pour I'étape de lavage ont été choisies.

Transition MRM _271,3 - 145,0
3,50E+06 W Strata X 10mg
M Strata X 30mg
3,00E+06
W Strata-E 50mg
N M Oasis®HLB 10mg
w 2,50E+06
El' M Oasis®HLB 30mg
ic®

_g 2,00E406 - W Oasis®MCX 10mg
o Oasis®MCX 30mg
o
_g 1,50E+06 4 Oasis®WAX 10mg
(73}
g
< 1,00E+06

5,00E+05 -

0,00E+00 - T T T

30 40 50 60 70 80 90 100
% Acétonitrile dans H,0

Figure 11.20 : Aire du pic du 1B-E; en fonction du pourcentage d’ACN utilisé lors @tdpe d’élution
SPE, en HPLC- ESI(-)-MS/MS, n = 3
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Aires du pic du 17B-E,

3,50E+06 Transition MRM 271,35 145.0 mstrata X 10mg

W Strata X 30mg
3,00E+06

W Strata-E 50mg

M Oasis®HLB 10mg
2,50E+06

M Oasis®HLB 30mg

M Oasis®MCX 10mg
2,00E+06

Oasis®MCX 30mg

Oasis®WAX 10mg

1,50E+06

1,00E+06

5,00E+05

0,00E+00 T ==, I T
30 40 50 60 70 80 90 100

% Méthanol dans H,0

Figure 11.21 : Aire du pic du 1B-E. en fonction du pourcentage de Méthanol utilisé ide I'étape

d’élution SPE, en HPLC-ESI(-)-MS/MS, n =3

Les protocoles que nous allons appeler par la Budtocole | et 1l sont les suivants:

Protocole | :

conditionnement2 mL ACN suivis par 2 mL kD ;

dépot:0,5 mL solution standard préparée a 1 pmol@.dans 10% ACN ;
lavage:2mL 20% ACN dans bD;

élution :2mL 50% ACN dans kD (pH = 6,2).

Protocole Il :

conditionnement2 mL CHOH suivis par 2 mL kD ;

dépot:0,5 mL solution standard préparée a 1 pmolé.dans 10% CEDH ;
lavage:2 mL 30% CHOH dans HO;

élution :2 mL 70% CHOH dans HO (pH = 6,5).

77

Le débit lors de toutes les étapes de SPE a &téajul mL.mir. La fraction récupérée

apres I'élution est évaporée a sec (Speedvac 8,306 reprise dans 0,1 mL de méthanol a

60% et injectée dans le systéme chromatographique.

Une fois le choix des pourcentages fait pour cbkagplvant, les deux protocoles sont

appliqués pour définir le solvant qui permet d'awni meilleur taux de récupération. Les essais

ont continué sur la solution standard d-E2 de 1 pmol.utl. Afin d’évaluer les taux de

récupération, les signaux obtenus en LC-MS/MS tintémparés avec le signal de la solution

standard qui n'a pas subi I'étape de SRgufe 11.22).
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Transition MRM 271,35 145,0
1,40E+06
Protocole |
1,20E+06 :[ Protocole Il
N
L 1,00E+06
= I
—
T I
=} I I
S 800E+05 | M1 - - o — I
3 = NS I I
2 ) <
3 6006405 — — 4 — 4 — 4 — o4 — oA — 4 — 4 — 4 —
(%)
g
< 4,00E405 +—— —— — _— I - | | | |
2,00E+05 +—— —— — — — — — — —— L
0,00E+00
S < ¥ ¥ e < ¥ ¥ ¥
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) ) S O,b‘-; o,z;'-; Q’b@\ O’Z? S '8"’\

Figure 11.22 : Aire du pic du 1B-E> en fonction des cartouches SPE pour les deuxrssleaganiques,
ACN et CHOH, en HPLC- ESI(-)-MS/MS, n =3

Pour les huit cartouches SPE, nous avons réaliséétude de répétabilité des taux de
récupération, I'extraction étant effectuée trois f&ur chaque type de cartouche. Dans le cas du
Protocole I, les taux de récupération obtenus founajorité des cartouches sont entre 60 et
70%, avec les écart-types et les coefficients dietan inférieurs et égaux a 5 % pour les
cartouches Strata X et Oasis®HLB 10mg et Oasis®MB0fng. Pour les cartouches
Oasis®HLB 30mg, Oasis®MCX 10mg et Oasis®WAX 10mag écart-types et les CV sont
supérieurs a 5 %. Cependant, avec le méme protdentaction, le taux de récupération pour
la cartouche Strata-E 50mg est de 75% avec ungpartet un CV inférieurs a 5 %.

En analysant les résultats obtenus avec le deexpotocole, nous avons observé que
les taux de récupération sont moins bons. Pouesdas cartouches Oasis® (Oasis®HLB 30mg
et Oasis®MCX 10mg), la récupération est inférieamiecgale a 60%, avec des CV supérieurs
a 5 %. Dans le cas des cartouches Strata, lesi@mov&cupération sont de 70%, avec des CV
inférieurs a 5 %. Apres 'analyse de ces résultasis avons décidé de développer d’autres
protocoles SPE en n'utilisant que des cartouchdgpeStrata afin de trouver les causes de la

perte d’analyte et d’améliorer le taux de récupénat

[1.4.2 Choix du pH d’extraction

Dans cette partie, nous avons comparé les praedatt || avec d'autres protocoles
d'extraction menés a des pH différents. Dans ogtigue, nous avons essayé, dans un premier
temps, de faire varier le pH des solutions et di@rda variation du taux de récupération. De

plus, un protocole SPE trouvé dans la littératomelique I'utilisation de I'hexane lors de I'étape
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de lavage et de l'acétate d'éthyle lors de I'édagdation [143, 206]. Vu la faible quantité des
cestrogenes dans les matrices biologiques, nouss asamtinué les tests sur une solution
standard de B?E. de 0,1 pmole.ut. Les essais ont été effectués en utilisant letopotes

décrits dans l@ableau 11.14

Tableau I1.14 :Description des protocoles SPE

Etapes SPE Protocoles
P-lll P-IvV P-v P-VI P-VII P-VIII P-IX
Conditionnement | 2 mL CHOH 2 mL CHOH 2 mL ACN 2 mL ACN 2 mL 2 mL CHOH 2 mL CHOH
Equilibration suivis par 2 mL| suivis par 2 mL|  suivis par 2 suivis par 2 CH:OH suivis par 2 suivis par 2
H20, 2 mL H20, 2 mL mL H20, 2 mL | mL H0, 2 mL suivis par 2 mL H20,2mL | mL H20, 2 mL
0,1% HCOOH | 0,1% NHOH 0,1% HCOOH | 0,1% NHOH mL H20 0,1% HCOOH | 0,1% NHOH
dans HO dans HO dans HO dans HO dans HO dans HO
Dépét 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
solution - dans | solution - dans | solution - dans| solution - dans solution - solution - dans| solution - dans
10% CHOH 10% CHOH 10% ACN 10% ACN dans 10% 10% CHOH 10% CHOH
avec 0,1% avec 0,1% avec 0,1% avec 0,1% CHsOH avec 0,1% avec 0,1%
HCOOH NH4OH HCOOH NH4sOH HCOOH NH4OH
Lavage 2mL 0,1% 2mL 0,1% 2mL 0,1% 2mL 0,1% 1 mL HO et 1mL0,1% 1mL0,1%
HCOOH dans NH4OH dans HCOOH dans NH4OH dans | 1 mL Hexane| HCOOH dans NH4OH dans
30% CHOH 30% CHOH 20% ACN 20% ACN H20 et H20 et
1 mL Hexane | 1 mL Hexane
Elution 2 mL0,1% 2mL0,1% 2 mL 0,1% 2 mL 0,1% 2 mLAcétate 2mL0,1% 2 mL 0,1%
HCOOH dans NH4OH dans HCOOH dans | NH4OH dans d'éthyle HCOOH dans | NH4OH dans
70% CHOH 70% CHOH 50% ACN 50% ACN Acétate Acétate
pH=25 pH =10,8 pH=2,2 pH=11,0 d'éthyle d'éthyle

Le débit lors des étapes de conditionnement/égadio et lavage a été ajusté a

1 mL.min, tandis que pour le dépot et I'élution, le débiitéde 0,1 mL.mir. La fraction
récupérée apres I'élution est évaporee a sec ad$pe puis reprise dans 0,1 mL de méthanol
a 60% et analysée. Les taux de récupération sdoulés en rapportant l'aire du pic
chromatographique obtenue pour la solution rectugstia I'aire du pic obtenu pour la solution
standard avant le dépot. Les résultats d’analyséenteen évidence la variation des taux de
récupération : tres mauvais pour les supports &iafseulement entre 20 et 60%) et bien
meilleur pour le Strata C18 (83% P-lll, 90% P-I\7%% P-V, 82% P-VII). En revanche, si les
calculs de récupération sont faits par rapportésotution standard, et ayant subi une étape
d’évaporation puis une reconstitution dans 0,1 mingéthanol a 60%, de meilleurs rendements
d’extraction sont obtenus (supérieurs a 95% po@ttata C18 P-IIl, P-1V et P-VIIRigure
[1.23). En tenant compte de ces résultats, nous avarcducgu’une perte importante des solutés
avait lieu pendant I'étape d’évaporation. Par cqneét, pour la suite de notre étude, tous les
rendements d’extraction ont été calculés par rdpgox solutions standards évaporées et

reconstituées.
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Figure 11.23 : Taux de récupération du fi-E; sur les trois supports SPE, pour les neuf proéscol n
=3

Les tests effectués sur les supports Strata Xéseptent pas d’aussi bons résultats que
ceux fournis par les cartouches Strata-E. Celagteaid( a la petite capacité de I'adsorbant qui
n'est pas suffisante pour retenir I'analyte etiindies pertes au cours des étapes du dépot et de
lavage.

La composition du solvant d'élution influence fament I'efficacité de récupération
d'analyte. Nous avons observeé I'effet déja évoquésde paragrapHe2.1. de ce chapitre. En
raison de leur pKélevé, les cestrogenes ne sont pas totalementalaéaune solution ayant
un pH neutre ou acide (P-I pH = 6,2, P-ll pH = &5lll pH = 2,5, P-V pH = 2,2), tandis
gu’avec une solution d’'un pH proche du pKa de l\geaune récupération presque totale du
178-E2 (P-IV pH = 10,8) a été obtenue. C’est donc le supftrata-E avec le P-IV qui sera
utilisé par la suite pour réaliser les extractias phase solide a partir des échantillons
biologiques.

11.4.3 Influence de I'étape d’évaporation sur le tix de récupération

Vu les pertes importantes du composé constatégesit’évaporation, l'influence de
cette étape sur le taux de récupération a égatedb@mevaluée. Les essais ont été menés sur
une gamme de concentrations comprise entre 5 efmo@s.ult (5, 10, 25, 50 et 100), en
utilisant les P-1 et P-VIl. Ces deux protocoles été choisis pour évaluer l'influence de la
nature du solvant sur le temps d’évaporation et'sfiicacité de récupération. Dans le cas du
protocole |, I'étape d’évaporation dure longtemp2 f) en raison de la quantité importante
d’eau (50%). De plus, pour assurer I'évaporatiomgiéte, I'échantillon est chauffé a 40°C, ce
qui peut induire des pertes supplémentaires. RoRfVII, la durée de cette étape est réeduite a
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une demi-heure et le chauffage n’est pas nécessasesolutions sont évaporées a sec au
Speedvac, puis reprises dans 0,1 mL de méthand?% & injectées dans le systéme

chromatographique.

100,00 Evaporation SSd-EtOAc
P-Vil

T Evaporation SSd - 50% ACN

80,00 +— = T = P-l

90,00

70,00 +— 1’ I I

60,00 — — — — — I-

50,00 +— — — — — —

40,00 +— _— _— _— _— —

Récupération, %

30,00 +— — — — — —

20,00 +— — — — — —

10,00 +— — — — — —

0,00 T T T
5 10 25 50 100

Concentration du 17-E, (fmol.ul-%)

Figure 11.24 : Comparaison des taux de récupération ditHxobtenus a différents niveaux de
concentration, pour les deux protocoles (P-I etlIP-d"vec des solutions
standards (SSd) du fi-Ez et les SSd préparées dans les solvants utilisesléor
I'étape d'élution et évaporée, n = 3

En analysant les résultats obtenus pour le PRigjure 11.24), une perte de 18% aprés

I'évaporation de la solution standard de 25 fmples$.de 1B-E. préparée dans le solvant

utilisé lors de I'étape d'élution (EtOAC) est olger; en revanche, seulement 2% de I'analyte

sont perdus lors de I'étape de SPE. Dans le cpeotlacole P-1, la perte est plus significative :

32% pour la SSd de 25 fmoles:fde 1PB-E; préparée dans le solvant d'élution (50% ACN) et

4% lors de I'étape SPE. Ces pertes importanteggeuat provenir du systeme d’évaporation,

ce qui nous a amené a comparer |'évaporation aed8ae avec |'évaporation sous flux d'azote

(Figure 11.25) en utilisant les mémes conditions (températuéeaporation de 40°C pour le P-

| et température ambiante pour le P-VII). Au caled'étape d'évaporation sous flux d'azote, le

taux de récupération s’améliore considérablemémppsochant de 100% pour les deux types

de solvants utilisés lors de I'étape d'élution (582N pour le P-I et EtOAc pour le P-VII).

Néanmoins, I'évaporation sous flux d’azote est beap plus longue (24 h) que I'évaporation

au Speedvac.
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Figure 11.25 : Comparaison des taux de récupération df-H.7obtenus a différents niveaux de
concentration, pour les SSd préparées dans leargslutilisés lors de I'étape d'élution
(P-I et P-VII) avec I'évaporation au Speedvac etssitux d’'azote, n = 3

Comme I'évaporation sous flux d’azote est plus legu’'au Speedvac, nous avons
convenu pour la suite de notre étude de calcules ks rendements d’extraction par rapport
aux solutions standards évaporées au Speedvac oeinstiuées dans le solvant
chromatographique.

I1.4.4 Le prétraitement des échantillons biologigsie homogénéisation et ELL

Pour la préparation des échantillons biologiquesSRE, le support Strata-E C18 (50
mg) utilisé avec le P-IV a été retenu : cette caraision présente le meilleur taux de
récupération du IB¢E> (Figure 11.23). Cependant, vu la complexité de la matrice bigjog a
analyser, des étapes supplémentaires de prétraitesia@erent nécessaire. Dans le cas des
échantillons de tissus, tout d’abord il s'agit d'éape d’homogénéisation. Plusieurs types de
dispositifs peuvent servir a briser les cellulesurpdibérer leur contenu. Pour assurer
I’'homogénéisation normalisée, uniforme et cohérelgdissu nous avons choisi d'utiliser le
dispositif Precellys® qui broie, lyse et homogéaégssqu’aux 24 échantillons biologiques
simultanément par un mouvement spécifique, ditgeggion. Habituellement, cette opération
s'effectue dans un milieu liquide dans lequel $sui baigne. Les composantes cellulaires se
retrouvent donc libérées dans un solvant et le @eixécupération des analytes d’intérét
dépendra de sa composition et de sa nature. Uzrdiatt particuliere devra étre apportée a sa
composition, pH, etc. Compte tenu du caractére dpliybe des cestrogenes, une fois
’'homogénéisation réalisée, une étape d'extracligmde-liquide (ELL) avec le mélange
cyclohexane / acétate d'éthyle (50/50, v/v) estotfiée avant I'étape de SPE.[205, 224, 230]
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Nous avons d’abord étudié l'influence du tamporodibgénéisation sur le taux de
récupération. Dans un premier temps, les extraction été réalisées a partir des échantillons
d’extrait de cerveau (10 mg) et de plasma (100prayenant de souris placebo et dopée (avec
10 fmoles.ukt (0,0002 pmole) de B7E: et le SI 1B-E»-1°Csfixé a 0,3 pmole) afin de vérifier,
d’'une part, I'influence de la matrice sur les ta@xrécupération et, d’autre part, I'efficacité de
la SPE pour éliminer les interférences.

Le réle d'une solution tampon est de limiter lagations de pH. Beaucoup de bactéries
sont sensibles aux variations de pH ce qui peutwom a la dégradation des échantillons
biologiques. Il est bien connu que le tampon phatptsalin (di-hydrogénophosphate de
potassium / di-sodium hydrogénophosphate a 0,1M) l@ssolution tampon qui a la
concentration en sels la plus proche de celle dosdoumain. Ainsi, le tampon phosphate peut
étre utilisé comme diluant pour assurer le stocldage échantillons. Cependant, nous avons

décidé de faire varier le pH du tampon pour voir sdluence sur les taux de récupération.

120,00

100,00

80,00 -

60,00 -

Récupération, %

40,00 -

20,00 -

0,00 - . .
pH =2,0 pH =5,0 pH=7,2

pH de la solution tampon

Figure 11.26: Variation des taux de récupération d-E2obtenus a différents pH des tampons : Citrate
de phosphate pH = 2, Citrate de phosphate pH débRitosphate pH = 7,2 ; pour une
concentration de 10 fmal.* (0,0002 pmole) du B?E, dopé dans 10 mg de cerveau
provenant de souris placebo

Les tests ont été effectués en utilisant troispams a des pH différents : le tampon le
phosphate a pH 7,2, le tampon citrate de phosibitate de sodium) a pH 5, et le citrate de
phosphate a pH Fi{gure 11.26). Dans le cas du pH 2, une perte de 12 % d'anal§té observée,
tandis que le tampon citrate de phosphate a phh&usba une récupération totale. Néanmoins,
pour le tampon phosphate, une petite perte (2%)kesstrvée. En analysant les résultats, nous
avons décidé d'utiliser pour la suite de I'étudeaiepon citrate de phosphate a pH 5 comme
tampon d'extraction. Cependant, on peut noter tpiéampon phosphate, en raison de son
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isotonicité, a été choisi comme tampon pour pemmdtstockage des aliquots du cerveau entier

aprées broyage dans des conditions biologiques.

L'analyse des chromatogrammes obtenus pour le@e®t le plasma dopé avec l'analyte

(Figure 11.27) a démontré que le Protocole SPE P-1V n'est gasaeé pour sa purification a

partir du cerveau. Comme le cerveau est une matoioglexe, visqueuse et riche en lipides,

le P-IV ne permet pas I'élimination totale desdgs, qui sont co-extraits avec I'analyte. La

présence de ces constituants dans la matrice @eduter difficile la quantification et conduire

rapidement a la perte de l'efficacité de la coloome@matographique et a lI'encrassement du

spectromeétre de masse.
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Figure 11.27 : Chromatogrammes pour les échantillons biologiquepéds avec 10 fmolgd.?
(0,0002 pmole) de  B7E; purifié avec le protocole SPE P-IX: 100uL de plasma ;
B. 10 mg de cerveau de souris placebo.

Une alternative possible est I'utilisation du peale SPE P-VII qui implique un lavage

intermediaire avec de I'hexane. Grace a son caeaaflaire, I'hexane possede une grande

affinité pour les lipides.
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Figure 11.28 : Chromatogramme pour le cerveau de souris placelp#® dwvec 10 fmolesl ™
(0,0002 pmole) de B7E,, en utilisant le protocole SPE P-VII.

Dans le cas du cerveau, le protocole le plus padat en terme de purification est le
Protocole P-VII, incluant une étape de lavage axbBime. En effet, la quasi-totalité des
interférences est éliminée lors de I'étape de lavgmyure 11.28) démontrant ainsi I'efficacité
du systeme SPE en ce qui concerne la purificatolédhantillon.

Ainsi, pour la suite de I'étude, le P-IV a été dgiour la purification de PBFE2 a partir

du plasma et le P-VII pour la purification a padir cerveau et de I'hippocampe.

11.4.5 Effet matrice

L'analyse des échantillons biologiques est rendilieale en raison de la suppression
ionique provoquée par des especes interférenteprguiennent de la matrice. Dans les
échantillons biologiques, il y a généralement deantjtés de protéines, de glucides, de lipides
et de sels, dont les concentrations varient entifimclu type d'échantillon. Dans cette partie,
nous avons tenté d’évaluer I'efficacité du procesdel récupération (PE), de I'effet matrice

(ME) et de la récupération de la molécule & analgpees |'étape d'extraction (RE).

Tableau I1.15 Calcul des ME, Ré et PE

Cajouts, Aire moyenne du pic, (n=3) Parametre, %

-1
fmoles.puL Solution SSd ajouté dans le  SSd ajouté dansle  ME
Standard plasma apres la plasma avant la
(SSd) ELL et la SPE ELL et la SPE
1,0 4,52E-03 5.03E-03 4.75E-03 11,4 94,3 105,0
15 5,60E-03 6.45E-03 6.38E-03 15,2 98,9 114,0
2,5 1,13E-02 8.66E-03 9.44E-03 23,5 109,0 83,4
5,0 1,55E-02 1.87E-02 1.86E-02 20,7 99,4 119,9
10,0 3,66E-02 3.41E-02 3.29E-02 6,8 96,6 90,(
25,0 7,05E-02 8.46E-02 7.91E-02 20,0 93,5 1122

Les tests ont été effectués sur une gamme d’étadndu 1B-E> dopé dans le plasma
provenant de souris placebo. L'évaluation se faitudir de la réponse obtenue pour la solution

standard, la solution standard ajoutée dans lenalagprés toutes les étapes de purification et
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avant toutes ces étapdxableau 11.15.[212] L'efficacité du processus de récupératibteou
lors de cette étude est de 83-120%, soit un tresdrultat. Ainsi, une petite perte de signal est
observé, due aux pertes induites par l'effet maif7c21%) et aux pertes au cours de I'étape
d'extraction (94-109%).

11.4.6 Application biologique : hippocampe, cerveat plasma de souris

La méthode développée a été appliqguée sur destéicmende plasma, de cerveau et
d'hippocampe prélevés sur des animaux (souris rdéléd4 semaines) traités avec des quantités
connues de I#E> (5 animaux par conditions). Deux procédures d'adstmation ont été
comparées : 'administration par voie sous-cutahBadministratiorvial'eau de boisson. Dans
le cas d'administration par voie sous-cutanéarenaux placebos ont été comparés aux souris
auxquelles 3, 10 et 150 pg deiE> ont été injectés et qui ont été sacrifiées uneehapres
injection. Avec l'augmentation de la quantité itge; une augmentation de la concentration du
17B-E> a été observée dans I'hippocampe et le cervear @rgure 11.29). La concentration
du 1B-E> dans I'hippocampe était de 0,003 + 0,001; 0,084042; 0,084 + 0,029 et 0,927 +
0,416 pmole.md aprés l'injection respective de 0, 3, 10 et 150deglB-E:; elle est
comparable a celle observée dans le ceni@auméme, une augmentation de la concentration
de I'E: (dans I'hippocampe placebo 0,003 + 0,001 pmol&.etg,021 + 0,018 pmol.migpour
le traitement avec 3 pg de ftE2) et de I' (dans I'hippocampe placebo 0,004 + 0,002
pmole.mg'et 0,007 + 0,002 pmole.rigvec 3 g de BFE,) a été observée, tandis que le-17
E>n'était pas détecté (Annexe lll). De la méme fat@epncentration plasmatique dupit.
était de 0,0112 + 0,0006; 0,037 + 0,002; 0,131 @0B,et 1,39 + 0,15 pmole. aprés
I'injection respective de 0, 3, 10 et 150 pug d@¢-EZ Dans le cas de I'E une légere
augmentation de la concentration plasmatique aliérvée, tandis que ER’était pas détecte
dans le plasma des souris placebos et des soans Bcu une injection de 3 pug defis
(Figures Alll.4etAlll5). En effet, dans tous les tissus une grande \irgainter-individuelle
a eté observé. Contrairement a ce qui a été rappartMukaiet al[244] pour des rats males,
la concentration plasmatique dupiF, était proche des concentrations du3-EZ dans
I'nippocampe. Ceci peut étre expliqué par le fai¢ des animaux ont été placés dans des
conditions pharmacologiques (150 pg dg-E%). Les résultats d'analyse montrent que & 17
E- périphérique peut pénétrer dans le cerveau en mialssharriere hémato-encéphalique en
quantités significatives. Grace a la grande sditsilie la méthode, il a été possible de doser
le 173-E2 chez les males du groupe placebo (par exemple8 3:00,001 pmole.mgdans
I'hippocampe).
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Figure 11.29 : Concentration du B?E, dans les tissus de jeunes souris apres injecionge sous-
cutanée de différentes concentrations d-Bx Souris de 4 mois Placebo(n=5) —
jeunes souris placebd3,ug(n=5),10 ug (n=5) etl50 ug (n=5) — jeunes souris ayant
regues une injection par voie sous-cutanée de 3,etld50 pg du I¥E:;

5 analyses HPLC-ESI(-)-MS/MS pour chaque souties barres d'erreurs refletent la
variabilite inter-individuelle

Dans le cas d'animaux ayant recus une injectioh5@eug de 1§-E>, deux types de
résultats sont apparus. Tout d'abord, des niveaswariables entre les souris de concentration
du 1B-E>dans le cerveau entier ont été trouvés. Cettehilirdgpeut étre expliquée par la forte
hétérogénéité de cet organe, avec différents dasajncompris les ventricules, contenant un
liquide céphalo-rachidien. En outre, lors du prélaent du cerveau, les ventricules et leur
contenu liquide en BFE> peut étre perdu. De plus, d'un individu a I'auteztaines différences
anatomiques et physiologiques peuvent égalementodservées. D'autres différences inter-
individuelles peuvent étre observées au niveadeffichcité des transporteurs de la barriere
hémato-encéphalique. Par contre, les concentrat@ssirées dans I'hippocampe et le plasma
sont beaucoup moins variables. Encore une fois, r&multat reflete une situation

d’administration de type pharmacologique.

La méthode LC-MS/MS mise au point ne permet de rdgee les formes libres des
cestrogenes. Comme cela a déja été mentionné, tsusoceposeés existent également dans le
cerveau et le plasma sous la forme de conjugués$nidibles (glucuronides et sulfates).
L’introduction d’'une étape supplémentaire de digesénzymatique (DE),e. une réaction de
déconjugaison avec lI'enzynfieglucuronidase / arylsulfatase (incubation pendard nuit a

37°C de I'eéchantillon biologique), permettra d’élla contribution des formes conjuguées.
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On peut remarquer que la concentration ditBExn'augmente pas aprées I'hydrolyse des
conjugués glucuronides et sulfates. Cela suggétenient que le I#E> est principalement

présent dans le cerveau sous forme libre, a lardifice d'autres tissus.

0.045 M Hippocampe
T H Cerveau
0.04
Cerveau_DE* Totale
0.035 I M Plasma
5 Plasma_DE* Totale
= 003
©
S
=
< 0.025
[
£
o 0.02
U x
0.015
0.01 = — —
0 -
P JE2 JE2=3pg
a) pmol/mg - cerveau et hippocampe
b) pmol/uL - plasma
* DE - digestion enzymatique

Figure 11.30 : Comparaison entre les souris jeunes ayant recuemijattion par voie sous-cutanée de
3ug du 1B-E, et les souris jeunes traitées avec une eau dedyocontenant 1 uMp7
E.. JP (n=5) — jeune placebo, JE2 (n=6) — jeunessstraitées avec du g7, dans leur
eau de boisson, JE2=3ug (n=5) — jeunes souris eg@ums une injection par voie sous-
cutanée de 3 pdu 1B-E>;
5 analyses HPLC-ESI(-)-MS/MS pour chaque soutiss barres d'erreurs reflétent la
variabilite inter-individuelle

Avec le protocole d'administration dans l'eau aésdon Figure 11.30), une faible
augmentation du BfE: (et de I'Ex) a été observée dans tous les tissus de sournis$ i@gal ce

traitement. L'augmentation n'est pas significatiaes le cas de kBfFigure Alll.8). Les niveaux

I+

atteints apres administration dans I'eau de boigpan exemple, dans le cerveau 0,0101
0,0004 pmolegiL? pour 1B-E) sont inférieurs aux niveaux obtenus avec les sltese plus
basses injectées (dans le cerveau, 0,026 + 0,0dble i pour 3pg du 18-E: injecté). Dans

tous les cas, l'augmentation reste faible et prlebadnt dans une gamme physiologique.

-133-



[1.5 CONCLUSIONS

Au cours de ce chapitre, le développement d'unédaaét LC-MS/MS des cestrogenes
a été entrepris, de la recherche des conditionsalgis de détection MS/MS a la préparation
des échantillons biologiques. L'importance du pHadphase mobile sur la sélectivité de la
séparation et la qualité de la détection par LC¥tS/a été mise en évidence. Les résultats
obtenus ont montré l'influence des additifs & dasurs tres faibles et I'amélioration du signal
pour les solutions a un pH proche du pKa des amly0,1% TEA, pH = 11,2). Le
développement d'une méthode d'analyse impliquei aaisshoix des transitions pour la
quantification et la validation, et l'optimisatiates parameétres instrumentaux pour chaque
transition MRM (DP, CE et CXP). Il apparait clairemt qu’il est également nécessaire
d’optimiser difféerents parametres tels que le vauaféchantillon injecté et well timequi

ont une influence sur les intensités et l'allure pies.

La méthode HPLC-ESI(-)-MS/MS a été validée seloatigcritéres :

* |e choix de lion pseudo-moléculaire [M-Hjui est spécifique aux molécules a
analyserin/z271,3 pour 1f- et 1%-E>, m/z269,3 pour Eetm/z287,3 pour B) ;

» une transition pour la quantification (27158145,1 pour 1B-E2). L'ion fragment
choisi pour cette transition provient de I'ion pdetmoléculaire (dans notre cas, cet
ion fragment est commun a tous les cestrogenes8judi

* une autre transition pour la validation (27158 183,1 pour 1fF- et 1%-Eo,
269,3- 143,0 pour et 287,3> 143,0 pour B);

* |e temps de rétention des analytes : dans nostoamgli t = 8,95 min pour E t; =

6,9 min pour 1B-E, tr = 8,09 min pour 1d-E>et t = 2,6 min pour &

D'autre part, le systeme chromatographique a étémigg. La séparation
chromatographique a été réalisée sur une colonmenG€18 en phase inverse. L'élution étant
réalisée par gradient, en utilisant 'eau + 0,1%ATEomme é€luant A et l'acétonitrile
+ 0,1% TEA comme éluant B. Afin de valider la méthple systéme a été évalué en termes de
LOD (0,5 fmole.ul! pour 1B-E2 et 1%-E2; 0,01 fmole.ut* pour &; 0,025 fmole.utt pour
Es) et LOQ (2,5 fmole.ut pour 1B-Ez et 1%-Ez; 0,05 fmole.ut! pour &; 0,1 fmole.u}
pour B), linéarité de réponse (> 0,99) et reproduct®di{itV = 0,4 — 15,8% en intra-jour et de
1,2 — 20% en inter-jours). Ces valeurs sont du mérdee de grandeur que celles recensées
dans la littérature pour d’autres dosages desidgEs@n HPLC-MS/MS.
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La derniere partie de ce chapitre présente la migeoint d’'une méthode d’extraction
des cestrogénes. Dans le but de réaliser I'extradgs analytes en utilisant une seule cartouche
SPE, plusieurs types de support ont été testéammaent les supports échangeurs de cations,
les supports hydrophiles-lipophiles et le suppgdrbphobe C18. Comme malheureusement
aucun des supports testés ne nous a offert labidésde réaliser I'extraction totale des
cestrogénes, nous avons choisi les cartouches Stt8tet Strata X qui offrent une récupération
léegerement meilleure que les autres cartouchesotditions optimales, les meilleurs résultats
sont obtenus sur le support C18. Cependant, naussaemarqué que I'étape d'évaporation
était une cause majeure de perte de l'analytelst aoons essayé d'améliorer cette étape en
comparant deux types d'évaporation. Finalements ramons décidé d'évaluer les taux de
récupération09 + 12%)a partir de solutions standards apres leur évaparat

La cartouche sélectionnée a été testée avec spmoeextraction d’'un échantillon de
cerveau souris dopé avec lefiH et de plasma de souris placebo. La méthode SPEamise
point permet une bonne purification a partir dwspia. Cette méthode n’est pas valable pour le
cerveau, qui est une matrice plus visqueuse et goHipides. L'alternative a été I'utilisation de
I'nexane lors de I'étape de lavage qui permet liménétion plus rigoureuse des interférences.

La méthode a été validée sur des échantillons @@, de cerveau et d'hippocampe
prélevés sur des animaux traités avec des quarmtim@sues de PFE,. Deux procédures
d'administration ont été comparées : 'adminigirapar voie sous-cutanée et I'administration
via l'eau de boisson. Les résultats d'analyse ontréngoe le 13-E> périphérique peut pénétrer
dans le cerveau, en passant en quantités sighiisda barriere hémato-encéphalique. Grace
a la grande sensibilité de la méthode, il a mérdgeéssible de doser le dE> chez les méles

du groupe placebo (0,003 + 0,001 pmolelrdgns I'hippocampe).
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CHAPITRE 1lI:
ANALYSE DE L’ESTRADIOL PAR LC-MS/MS APRES
DERIVATION CHIMIQUE
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1.1 SYNTHESE ET CARACTERISATION DE NOUVEAUX DERIV ES DU 18-E2

Comme nous l'avons évoqué dans le premier chapggagestrogénes ne présentent pas
de fortes propriétés d'absorption dans I'UV ourdation efficace en spectrométrie de masse.
Pour cette raison, de nombreux laboratoires utitiedérivation chimique afin d’améliorer la
sensibilité de détection et d’augmenter le tauxord§ation suite a lintroduction de
groupements facilement ionisables. La dérivatiopligue la modification définitive de la
structure de la molécule, ce qui peut égalemenngdrasa polarité et faciliter son
isolement/séparation par chromatographie de typsegmverse.

Nous avons cherché a élaborer une méthode de ti@niwhimique applicable au 7
E> et a déterminer le choix du meilleur agent de vdéion pour sa quantification par
spectrométrie de masse dans des échantillons makg Le produit résultant de cette
dérivation doit avoir des caractéristiques fiabdesLC-ESI-MS/MS (signal intense et ions
fragments spécifiques). Une fois I'agent de dérvachoisi et la méthode mise au point, nous
pourrons comparer les deux analyses LC-ESI-MS/M&; au sans dérivation, sur les mémes
standards et échantillons biologiques. Il nous akna possible de faire un choix entre les deux
méthodes afin de n'utiliser, dans nos applicatiomsres, que la méthode la plus adaptée a la
sensibilité requise.

Les principaux agents de dérivation utilisés paudérivation des cestrogénes ont été
présentés dans le Chapitre | de ce manuscrit (phg 1.2.6.). Le 1¥E> possede a la fois un
groupement hydroxyle phénolique et un groupemedtdxyle aliphatique. Dans ce cas, il est
possible d'appliquer une dérivation des deux gnmgmés ou spécifiquement de I'un d’eux.
Pour les composés phénoliques tels Ig-EZ la réaction d'estérification est en général les pl
utilisée. A ce jour, un nombre restreint d’agents deérivation a été décrit dans la
littérature.[170, 171, 182, 186, 188, 191, 196] éul parmi eux a trouvé une application
relativement large dans le dosage des échantitimhsgiques. Il s’agit du chlorure de dansyle
(Dns-Cl) Figure 111.1). Ainsi, dans le cas du >, la sensibilité de I'instrument pour le dérivé
dansylé s’est avérée 8 fois supérieure que paublécule non dérivée.[245] Le Dns-Cl est un
agent de dérivation intéressant car il contientfonetion chlorosulfonyle qui peut facilement
réagir avec des phénols. De plus, la présence @ientdion amine tertiaire facilite la pré-
formation d'ions dans une phase mobile acide etdgf diméthylamino-naphtyle fournit un
ion de fragmentatiom{/z171) tres intense souvent utilisé pour la quamaifon. Cependant,
'analyse MS/MS du dérivé B7E>-Dns fournit surtout des ions fragments principadam
caractéristiques du motif structural du chlorureldesyle. De plus, le chlorure de dansyle étant

hautement réactif vis-a-vis des composés compodestgroupements hydroxyle et amine,
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d’autres composés présents dans I'échantillon pmnt étre modifiés et interférer avec la
détection de 1FE>. Ceci impose la mise en place d’une méthodologieptEparation
d’échantillon bien spécifique.

Le début de ce travail a été inspiré par les travBuXuet al. sur 'utilisation d’autres
agents chlorosulfonylés, tels que les réactifs DKaB(1,2-diméthylimidazole-4-sulfonyl
chloride), PBS-CI (4-(1H-pyrazol-1-yl) benzenesualftchloride) et PS-CI (pyridine-3-sulfonyl
chloride) Figure 111.1).[170] Apres comparaison des trois agents de dtoiv, les auteurs ont
déterminé que le PS-CI était le plus approprié14&-E>-PS a montré un taux d’ionisation
supérieur aux autres dérivés en ESI et a présestédagments spécifiques en MS/MS. |l a été
ensuite utilisé pour I'analyse deftE> dans le sérum humain par LC-MS/MS en mode MRM.

Nous avons donc décidé de réaliser des tests deatilén de 1p-E. avec les quatre
agents chlorosulfonylés connus, ainsi qu'avec lerahe de quinoline-8-sulfonyle (Q8S-ClI)
qui n'avait jamais été testé auparavant dans & Mbus avons également recherché de
nouveaux agents de dérivation potentiellement egples au dosage des cestrogénes. Notre
choix s’est arrété sur six composés de plus qut smums des réactifs commercialement
disponibles et bon marché&igure 111.1). lls appartiennent a d'autres classes chimiqties e
peuvent fonctionnaliser le g7> de facon différente. Il s’agit d'un sulfonylisoaate -
ToluénesulfonylisocyanateTSl)), de quatre isocyanates (4-Nitrophényl isoeyariNQPhI),
Phenylisocyanate (Phl), 4-(Diméthylamino)phenylisoate (DMAPI) et 4-Fluorophenyl
isocyanate (FPhl) et dun chlorure d’acide (chlerude (4-diméthylamino)-benzoyl
(DMABC)). Certains d’entre eux ont déja été décdemns la littérature pour la dérivation
d’autres stéroides.[180, 181, 246]

Dns-Cl PS-CI DMIS-CI PBS-CI Q8s-Cl

O\/ \\/ \\/ O\\/C|

~ SANGANE¢ A

pTSI NO,PhI Phl DMAPI FPhI DMABC

PEOR Y

Figure 11l.1 : Structure des agents de dérivation utilisés datte éide
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Tout d’abord, les conditions optimales de dérivatat été recherchées a partir dg-17
E2 en solutions modeéles. Il est bien connu que ldeament de réaction chimique dépend de
plusieurs parametres tels que la nature de sadtdmtatalyseur choisis, le nombre d'équivalent
d'agent de dérivation ou encore le temps et la éeatpre de réaction. Ici, il ne s’agit pas
forcement des conditions optimales pour le traitetnakes échantillons biologiques, I'objectif
premier était la rapide obtention de tous les dérigibles avec un minimum de purification.
Apres la réaction, les produits de synthése ontigstes et purifiés si nécessaire, puis
caractérises par des méthodes d’'analyse structifateexe 1V). Le but final de ce travail en
synthése chimique était d’avoir des dérives deHapurs (+95%) et en quantité suffisante pour
pouvoir évaluer leurs propriétés en spectrométeiendsse et leur stabilité en solution non
anhydre.

Finalement, la synthese des dérivés dirExa été realisée en utilisant trois protocoles,

développés a partir des données de la littératuinécapitulés dans [Eableau IIl.x

Protocole A [170]: La quantité de stéroide choisie est diluée dasslieant (acétone
pour les chlorures de sulfonyle et acétonitrilerdes isocyanates) puis introduit dans un bicol.
Le méme processus de dissolution est répété agamt' de dérivation dans le méme solvant.
La deuxiéme solution est ajoutée a la premiéres f[mimélange est mis sous agitation. Une
solution de carbonate de sodium {86s2M) est ajoutée jusqu'a I'obtention du pH = 10.1Pou
le PS-CI, la base triéthylamine a été utilisée.réaction est réalisée a 60°C sous agitation
pendant 40 min. Une fois ce temps écoulé, uneisalat 0,1 % d'ammoniaque (MBIH) est
ajoutée dans le ballon uniguement pour les isodganae solvant organique est évaporé sous
pression réduite, puis le produit est extrait adecl'acétate d'éthyle (EtOAc). Les phases
organiques sont rassemblées, puis lavées aveolut®s aqueuse saturée en NaCl. La phase
organigue est séchée sur MgSfiltrée et évaporée sous pression réduite. Lieluégcupéré
est séché sous vide.

Protocole B [247]:La quantité de stéroide choisie est introduitesdanballon a fond
rond avec du dioxane. La solution est placée sgitation et refroidie a 10-15°C. Une fois
cette température atteinte et la dissolution cotepdé stéroide observée, 2-3 gouttes de TEA
sont ajoutées. Apres 5-10 min, l'isocyanate, pbéataent dissout dans un mélange dioxane
anhydre et toluéne anhydre (1:1), est introduitsdén ballon. L'agitation est maintenue
deux/trois heures a 10-15°C, puis une nuit a teaipér ambiante. La solution est évaporée et
le résidu récupéré est seché sous vide. Le solitieno est alors dissout dans la quantité
minimale de méthanol puis de I'eau est ajoutépgiites portions pour faire précipiter le réactif.
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Le produit solide est alors récupéré par filtratdrséché dans un dessiccateur sous vide.

Protocole C [246, 248].La quantité de stéroide choisie est introduite damsube
Eppendorf et dissoute dans de l'acétone. Le mémeepsus de dissolution est répété avec
I'agent de dérivation (DMABC) dans le méme solvaatréaction est effectuée a 55-60°C sous
agitation pendant 10 min. L'ajustement du pH rgest nécessaire. La solution est ensuite

évaporee et séchée.

+ Syntheése des dérivés de type ester sulfonique

Les chlorures de sulfonyle (R2@QI) réagissent rapidement avec I$I5 ; la réaction
est conduité 60°C dans un mélange acétone/eau (50/50, v/pyésence de bicarbonate de
sodium (2M, pH=10).

Acétone, Na,CO3_H,0O
+  RSOC] —————————
pH=10, 60°C, 40min
chlorures de sulfonyle :
Dns-Cl
PS-Cl
DMIS-CI
PBS-CI SO,R
Q8S-Cl

Figure II.2 : Synthése des sulfonates d¥
Dans ce cas, la dérivation se fait préférentiell@rsar le groupement hydroxyle phénolique
(Figure 111.2). Aucune purification n'a été nécessaire poudé@s/és 1B-E>-DMIS et 1B-E»-
Q8S compte tenu de la pureté des produits bruhabt@/érifiée par RMN). Pour les trois autres
dérives (1B-E>-Dns, 1P-E>-PS et 1B-E>-PBS) la réaction n'était pas totale dans ces
conditions et une purification par chromatographie silice a été nécessaire pour isoler les

dérivés purs.

+ Synthése du dérivé tosyl carbamate
Les sulfonylisocyanates (R-SOICO) sont des composés avec une tres forte axtivit
nucléophile. Avec des alcools et des phénolsgdgissent de maniére similaire aux isocyanates
pour donner des dérivés uréthane. En généraladio@ est instantanée et ne nécessite pas de
catalyseur.[249] Le sulfonylisocyanate peut régilement avec I'eau et générer le sulfamide.

Ainsi, I'excés de réactif est éliminé par hydroljse0]

ACN
TA, 1h
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Figure 111.3 : Synthése du dérivé tosyl carbamate
Contrairement a la dérivation avec les chloruresuléonyle, la synthése se fait sur le
groupement hydroxyle aliphatiquEigure 111.3). Dans nos conditions, la réaction n'était pas
totale et une purification par chromatographiesilice a été nécessaire pour isoler le dérivé

pur.

+ Synthese des dérivés carbamate

L'utilisation des isocyanates (R-NCO) pour la déatien des stéroides a été décrite dans
la littérature pour la premiere fois en 2012. [18¢¢iriex et al. ont employé le DMAPI pour
la quantification du cholestérol et d’autres oxysi®e dans le cerveau du rat. Dans le
dichlorométhane et en présence de la TEA (2h a)pt@érivation s’effectue uniquement sur
une fonction hydroxyle aliphatique. Il n’était gasssible d’appliquer le méme protocole pour
la dérivation du 1f-E> a cause de sa faible solubilité dans le solvaligéif250] Pour trouver
les conditions adaptées aupito, les premiers tests ont été menés avec |lePRD Les
protocoles A et B ont été appliqués. Pour le prog, I'acétonitrile (ACN) a été choisi pour
sa miscibilité avec I'eau qui est forcément préselains les échantillons biologiques et pour
améliorer la solubilisation des réactifs. Dans fetqcole B, trouvé dans la littérature, la
combinaison de deux solvants de polarité distingiesxane/toluéne) a été utilisée pour assurer
la solubilisation totale de différents mélangesysmate/phénol [247].

Comme le 1B-E> a deux fonctions hydroxyle, une phénolique et uiighatique,
I'isocyanate peut agir avec l'une et l'autre, etnder un mélange de plusieurs produits
d’addition (positions 3- et/ou 17-). Lutilisatiate la TEA comme base favorise la substitution
de I'hydroxyle phénolique du fp#>. En l'absence de catalyseur (TEA), l'addition sur
I'nydroxyle aliphatique est plus présente, ce ghiea été observé avec le protocole A. Dans

les deux protocoles (A et B), la synthése se féit§pentiellement sur I'hydroxyle phénolique.

Dioxane/Toluine, TEA
+ R-NCO

—_ e .
3ha 10-15°C, 24l TA
Isocyanates : o
NO,PhI
Phi e
Hl\‘l (0]
R

DMAPI
FPhl

Figure Ill.4 : Syntheése des dérivés carbamate di+Hx/

Pour les autres isocyanates, Phl, DMAPI et FPhijeseles dérivations dans les
conditions B ont pu étre réalisées. Tous les ptedaolés ont été substitués en position 3-,
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(Figure 111.4). Comme la réaction n'était pas complete dansdeditions utilisées (qui peuvent
étre améliorées par exemple par utilisation d’unésxd’isocyanate), une purification par

chromatographie sur colonne ou par recristallisedi@té nécessaire pour isoler le dérivé pur.

+ Synthese du dérivé benzoyle

Dans ce cas, leB7E> réagit rapidement (10 min) et dans des conditinodérées avec
le groupe chlorure d'acide DMABC (Protocole C).G2248]Cette réaction a été réalisée dans
les conditions de dérivation d’échantillon biologgq le produit de synthése n’a pas été isolé
pour la caractérisation structurale plus détaill&eproduit brut de la réaction a été directement
utilisé pour les analyses MS et MS/MS en infusion.

cocl

Acétone

R ——
55-60°C, 10 min

Figure II.5 : Synthése du dérivé benzoyle
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Tableau IIl.1 :Conditions des syntheses et caractéristiques desiipg obtenus

Agent de |PS-CIxHCI | Dns-Cl | DMIS-CI | PBS-CI Q8S-ClI pTSI NO2PhI Phl DMAPI FPhI DMABC
dérivation
M (g.mof?) 214,07 269,64 194,64 242,69 227,67 197,21 164,22 9,121 162,19 137,11 183,63
Protocole A A A A A A AetB B B B C
Quantité du 0,5 mmoles 2 umoles
17p-E>
Nb d'éq 5éq 5éq 5éq 5 éq 5éq 1,5 éq 1,5¢eq 1,5€éq ql,5 é 1,5 ¢éq 1,5€éq 1éq
d'agent de
dérivation
Base TEA N&COs N&COs N&COs N&COs - - TEA TEA TEA TEA -
Solvant Acétone Acétone /|| Acétone /| Acétone /| Acétone/ ACN ACN Dioxane / Dioxane / Dioxane / Dioxane /| Acétone
H.O H.O H.0 H20 Toluéne Toluéne Toluéne Toluene
Conditions | 3ha60°C 40 mina| 3ha60°C| 4ha60°C 40mina 1haTA lhaTA | 2/3h a10-159Q/3h a 10-15°C 2/3h a 10-15°C 2/3ha 10-| 10 mina
de réaction 60°C 60°C puis 24h a TA| puis 24h a TA| puis 24h a TA| 15°C puis| 55-60°C
24haTA
Purification C (dépot C (dépot C (dépot C C R R C R
solide) solide) _ solide) _ EtOAc/P | E®LO/P MeOH/H,O MeOH/H,O | DCM/MeOH | MeOH/ _
DCM DCM DCM 70:30 70:30 98:2 H20
/MeOH 98:2| /MeOH /MeOH
98:2 98:2
Caractéristiques des produits obtenus
M (g.mof?) 413,20 505,50 430,50 478,50 463,64 469,32 436,51 1,589 434,58 409,40 419,40
Aspect Solide Solide Solide Solide Solide Solide Solide jaune vif Solide blanc Solide blanc Solide Solide
jaune péale | jaune pale| jaune péle| jaune péle| jaune péle| jaune péle blanc Jaune
R-tion sur le 3 3 3 3 3 17 3 3 3etl7 3 -
176-E>
Rdt, % 66 76 72 62 88 98 66 72 74 62 66 ND
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[11.2 CHOIX DE L’AGENT DE DERIVATION

Comme mentionné dans le Chapitre Il, la détermomaties ions précurseurs et des ions
fragments reste déterminante pour le développememe méthode LC-MS/MS, car elle
affecte la spécificité et la sensibilité de I'arsdyDe ce fait, le travail de synthése des dérivés
du 1B-E> se poursuit par I'analyse en MS et MS/MS en irdnsdont le but est de trouver le
produit de dérivation qui augmente le plus le tdlignisation du 1p-E>. L'autre critére de
sélection est la génération des ions fragmentsfapées a la molécule dérivée entiére et non
seulement aux motifs présents sur les réactifsépart (le 1B-E> ou I'agent de dérivation

uniquement).

[11.2.1 Détermination des ions précurseurs

La premiere étape est la détermination des ionsupséurs spécifiques a chaque
composé selon le mode d'ionisation. L'analyse aeffgctuée sur des solutions de produits
dérivés dissouts dans acétonitrile : eau (80/20, &/concentration de 100 fmoles:filLes
tests ont été réalisés dans les deux modes d'tmnsavec ajout de 0,1 % d’acide formique
(HCOOH) en mode positif et de 0,1 % de triéthylaenfTEA) en mode négatif. L'analyse a
été effectuée par infusion directe dans la sou8kvia un pousse-seringue, a un débit de 7
puL.min?. Les intensités des ions des dérivés obtenusikmttées sur l&igure 111.6.

s00es06 | 2) IMHHI' b) [M-H]
8,00E+06 I
7,00E+06
«»  6,00E+06 - I T
a 1
o
@ 500E+06 - ||
=
w
€ 4,00E+06 - —
8
[=
= 3,00E+06 - —
2,00E+06 | —
1,00E+06 - — =
1,00E+01 T T T T T T —— =T T L
17B-E, Dns PS DMIS PBS Q8s DMAB Ph TS FPh DMAP NO,Ph  17B-E, 5 DMAP DMAB
Dérivés du 17B-E,
Figure 111.6 : Capacité d'ionisation des dérivés d¥ par rapport & I¥E; non-dérivé, en

a) ESI(+)MS etb) ESI(-)MS

La majorité des dérivés sont facilement ionisésnede positif et conduisent a un ion
précurseur sous forme protonée [M+Hles dérivés avec Dns, PS, DMIS, Q8S et DMAB
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augmentent considérablement l'intensité du sigmahede positif (environ un facteur 30) par
rapport au signal du B7E> sans dérivation. L'intensité a été également amé&ien mode
positif apres la dérivation avec les agents PB22MAPI et NO:Phl, mais dans une moindre
mesure. En mode négatif, 'analyte génere un i@eypseur sous forme déprotonée [M:H]
Seuls les dérivés B7E>-TS, 1B-E>-DMAP et 1B-E-DMAB sont ionisés, le IFE>-TS étant
l'unique dérivé qui augmente l'intensité de sigred rapport a celui du B7E> non-dérivé.
Comme le 1B-E>-Q8S n'a jamais été testé auparavant (contraireawenautres dérives g+
E>-Dns, 1B-Ex>-PS, 1B-E>-DMIS et 1 B-E>-DMAB) et qu’il augmente considérablement le
signal de I'Estradiol, il semble étre le dérivéplas intéressant a étudier par la suite.

[11.2.2 Détermination des ions fragments

Les 11 dérivés synthétisés précédemment ont étditenstudiés par MS/MS. En
analysant tous les ions fragments générés par ehamu précurseur, il est possible de
sélectionner le dérivé qui a produit des ions fragta spécifiques et de forte abondance.
Comme la fragmentation des ions précurseurs doeséods fils dont 'abondance dépend de
I'énergie de collision appliguée, nous avons redi@rd’abord a optimiser les parameétres
instrumentaux. Les spectres de fragmentation degédédu 1P-E> sont représentés dans la
Figure IIl.7 pour le mode positif et dans REigure I11.8 pour le mode négatif. Les ions
précurseurs, leurs ions fragments et I'énergieatlesion appliquée sont répertoriés Annexe
V. Ensuite nous tenterons d’expliquer les ions fragmesus de la dissociation induite par

collision (CID) sur les ions protonés et déprotodéshaque dérivé.
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Figure 111.7 : Spectres ESI(+)MS/MS des dérivés d@-E3, a) PS,b) Dns,c) DMIS, d) PBS,e) Q8S,
f) Ph,g) TS, h) FPh,i) DMAP etj) NO,Ph

* Les ions moléculaires [M+H]sont differenciés par le fond rose
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Figure 111.8 : Spectres ESI(-)MS/MS des dérivés d-E5: a) DMAB, b) pTS et c) DMAP

* Les ions moléculaires [M-HFont differenciés par le fond rose

En mode positif, la CID sur I’ion protoné [M+H]" du 17B-E>-Dns (Figure II1.9) conduit

a un ion fragment significatif abondant a m/z 171, représentant le groupement 5-

(diméthylamino)naphtyle, formé aprés la coupure homolytique de la liaison C-S entre le

naphtaléne et le groupe sulfonyle.[251, 252]

OH

3 Sle} - |
. o
. ‘ X° A

OH

_/N Y% m/z 506
H m/z 442
+
N
e | ~
H -ChHg
..
;
N
- | ~ e}
H
m/z 171
m/z 427
Nt
Ny

Figure I1.9 : Fragmentation de la molécule protonée du 17p-E>-Dns [251]

Un autre fragment spécifique de la molécule dérivée a m/z 442 résulte de la perte de SO»

suivie d’un réarrangement. Cette perte a €té observée dans les spectres MS/MS des dérivés

dansyle de certains composés phénoliques [252, 253]. Cette perte de SO, est caractéristique de

la majorité des dérivés sulfonates. Un autre ion a m/z 427 a été observé, provenant certainement
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de la perte d'un groupement méthyle lié a 'amargdire du dérivé.

La CID en mode positif sur la molécule protonée-Hii* du dérivé 1pB-E>-PS Figure
[11.10) donne un fragment abondantndz 350 qui est spécifique de la molécule dérivéeuet q
provient de la perte de S8uivie d’'un réarrangement. Un fragment moins irgeasn/z272,
correspondant au B7E2, est le résultat de la perte du groupe PS, généiam [M + H-
CsHuaNSQO]*. Un autre fragment assez abondant dans notréacak, 79, est attribué a l'ion
radical pyridinium formé par clivage homolytique lddiaison entre le cycle pyridine protoné
et le groupe sulfonyle. D'autres ions fragmentstmabondants sont observés, notamment ceux
am/z244, 213, 186, 172 et 146, provenant de la matédul 1 B-E: et issus de clivages du

noyau stéroide.
OH OH
/@5)\':§ o / m O ,

m/z 244

3o
m % miz 414 ‘

. i

% Mo .

H miz 272

HO
m/z 213

~ |

B\ o

o
H s ©
miz 79 | . m/z 186
~ +
’I\‘+ m/z 350 —| +"
H s
HO
HO

m/z 146

m/z 172
Figure 111.10 : Fragmentation de la molécule protonée dg-EZPS proposée par Xet al [170]

Le spectre MS/MS de l'ion précurseur [M +'Hdu dérivé 1B-E>-DMIS (m/z431) est
dominé par les ions fragmentsnd/iz 159, 144 et 96, qui proviennent du motif DMIS,
diméthylimidazole et méthylimidazolesulfonylEigure 111.11). Comme cela a été démontré
par Xuet al[170, 254], ces ions sont formés par clivage hétégue de la liaison S-O entre
le DMIS et le 1B-E>, et le clivage homolytique de la liaison C-S em¢reycle imidazole et le
groupe sulfonyle. D'autres fragments moins aborsdant également été observés : un/a
367 (perte du SgXkuivie d’'un réarrangement) et d’autremfz 272 etm/z213 spécifiques du
17B-E>.
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Figure 111.11 : Fragmentation de la molécule protonée dg-EZDMIS [170, 254]

La CID en mode positif de I'ion [M+H]du dérivé 1B-E>-PBS §igure 111.12) donne
des fragments abondantsndz 159 etm/z144 ainsi qu’un fragment moins abondant/a207;
ils sont tous spécifiques de la partie PBS de |Eoute dérivée. Xt al. ont proposé que le
fragment an/z207 se forme par clivage hétérolytigue de ladiaiS-O entre les groupes PBS

et le 1B-Ex. L'ion am/z159 se forme apres le clivage de la liaison S-@ starrangement du

m/z 272
m/z 213

m/z 479 OH

groupe sulfonyle.

H
|+
N

e N P
{d o' e

m/z 207 m/z 159 m/z 144
Figure 111.12 : Fragmentation de la molécule protonée dg-EZPBS [170]

Xu et al.ont également proposé que l'iomé& 144 soit un ion radical pyrazolylbenzyle,
résultant du clivage homolytique de la liaison @rire le fragment pyrazolylbenzene protoné
et le groupe sulfonyle. Les autres fragments mabmndants qui ont été observés sont/a
415 (perte du Sget réarrangement) eindz272 etm/z213, spécifiques du B7E>.

Dans le cas du dérivé A-E>-Q8S figure 111.13), la CID sur I'ion [M+H] donne un
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ion fragment abondant &n/z 129 qui représente la quinoléine, formé aprésdapare
homolytique de la liaison C-S entre la quinoléiheulfonyle. L'autre ion fragment abondant
am/z 400 est spécifique de la molécule dérivée et pravd’'une perte de SQuivie d’'un
réarrangement. Lion fragmentra/z 382 qui provient de la perte d'une molécule deate
également observé. Les autres fragments moins ahtsan/z272 etm/z213 sont spécifiques
du 1B-Ez.

oH

m/z 272

m/z 213

H |
| 0=S=0 miz 464

/N \ OH
b \
s
+ N *
N z
Z (;@ miz 400
\ \

m/z 129

Figure 111.13 : Fragmentation de la molécule protonée dp-EFQ8S

La CID en mode positif du [M+H]du dérivé 1B-E>-TS généere des ions fragment
abondants &n/z255,m/z159 etm/z133, spécifiques du B7E> (Figure 111.14). L'ion am/z159
se forme a partir de l'ion@/z255 et peut étre expliqué par I'élimination d¢i@. L'autre ion
fragment an/z133 se forme grace a un réarrangement qui meabnaimation de l'acétyléne
a partir de l'ion an/z159. Pour ce composé, on n'a pas observé d’iagsnients spécifiques

de la molécule dérivée.

HO

m/z 470 m/z 255

_C7V
—_—
HO HO'

m/z 159 m/z 133

Figure 111.14 : Fragmentation de la molécule protonée dgrEZTS

De facon identique au dérivé}E.>-TS, la CID sur la molécule protonée du dérivp-17
E>-Ph Figure 111.15) ne génére pas d’ions fragments spécifiques. Niessions fragments a

m/z273,m/z255 etm/z159 qui proviennent du B7E> sont observés.
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Figure 111.15 : Fragmentation de la molécule protonée dg-EZPh

La CID en mode positif sur I'ion [M+H]du dérivé 1B-E>-FPh Eigure 111.16) donne
un ion fragment abondant ra/z 273 qui est caractéristique dufii., ainsi que les ions
fragments an/z255 etm/z159. L’ion fragment de plus faible intensiténé 392 est spécifique

a l'analyte et provient de la perte d'une molécdigau.

OH .
s miz 273
I —> m/z255

(¢}
, m/z 159
c

F

Figure 111.16 : Fragmentation de la molécule protonée dp-EZFFPh

Dans le cas du dérivé A-E>-DMAP (Figure 111.17), la CID sur 'ion [M+H] donne un
ion fragment abondant i/z 148 qui représente le groupement DMAP, formé alagzerte
d’'un méthyle. Un autre ion fragment moins abondeanatis spécifique au produit de dérivation,
am/z420 provient certainement de la perte d’'un méthdyeyroupe DMAP. Comme pour les
autres dérives, les ions fragments moins abon@amiz272,m/z255 etm/z213, spécifiques

du 1B-E>sont observés.
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Figure 111.17 : Fragmentation de la molécule protonée dgrEZDMAP

La CID en mode positif de I'ion [M+H]du dérivé 1B-E>-NO.Ph génére des ions
fragment am/z273,m/z255 etm/z159, spécifiques duB7E (Figure 111.18). De plus, un ion
fragment spécifique @/z419 est bien détecté malgré sa faible intenglitgrovient de la perte
d'une molécule d'eau par le produit dérivé.

OH OH
miz 273
- H,0
—_— —> m/z255
[0}

C,’ | m/z 159
o=c m/z 437 o=(|: m/z 419
* ll\l— H “N—H
NO, NO,

Figure 111.18 : Fragmentation de la molécule protonée dg-EXNO,Ph

Concernant le dérivé B7E>-DMAB, le spectre MS/MS ne fournit pas d’ions fragmts
dans la gamme den/z 350-400 qui soient spécifiques de I'analyii@g(re 111.19A), et ceci
quelle que soit I'énergie de collision appliqguéesNésultats sont en désaccord avec ceux
décrits par Kohling [246] qui a obtenu en ESI(+)MS pour le méme dérivé quatre ions
fragments assez abondants dans cette gamme de (ffigsse 111.19B). Comme l'analyse est

faite dans les mémes conditions, il est diffickeadmprendre la raison de cette variation.
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Figure I11.19 : Spectres ESI(+)MS/MS du dérivé 17B-E>-DMAB A. dans notre cas et B. présenté
par Kohling [246]

En mode négatif, seuls les dérivés 17B-E>-TS, 17B-Eo>-DMAP et 17B-E>-DMAB sont
ionisés. Dans le cas du dérivé 17B-Ex-TS (Figure 111.20), 1a CID sur I’ion précurseur déprotoné

[M-H] génére un ion fragment abondant a m/z 196 qui provient du motif introduit par le TSI
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Figure 11120 : Fragmentation de la molécule déprotonéedu 17B-E>-TS

Un ion fragment moins intense a m/z 271 correspond a 1’ion [M-H-CsH7NSO3]™ qui résulte
de la perte du groupe TS. Un ion fragment a m/z 269 correspond certainement a une perte de
deux hydrogénes, conduisant a la formation d’un cycle insaturé (équivalent d’une double liaison

conjuguée avec le cycle aromatique).

La CID sur l'ion [M-HJ du dérivé 1p-E>-DMAP conduit a un ion fragment abondant
am/z120, formé aprés la coupure de la liaison C-Nedletdiméthylamino-phényl et le groupe
cyano Figure 111.21). Un autre ion fragment moins intense&271 qui correspond a g,

résulte de la perte du groupe DMAP.
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Figure 111.21 : Fragmentation de la molécule déprotonée di+E./DMAP

Les autres ions fragments moins abondants soiirnesam/z239 résultant de la perte des
groupes méthyle et hydroxyle suivie par la formatibune double liaison entre les carbones
13 et 17 de la molécule du FE,, et les ions a m/z 183 eh/z 145 provenant de
I'nétérocyclisation.

Dans le cas du dérivé f-E>-DMAB, la CID sur I'ion déprotoné [M-H](Figure 111.22)
conduit & des ions fragments moins abondant¥z403 etm/z 374. Ces ions proviennent
certainement de la perte d'un groupe méthyle & gerte totale du groupe diméthylamino.

O OH

_CH

O
o_'C m/z 418

H N
PLNG - GHg

m/z 271

m/z 403

m/z 253

0O—0Q

o= m/z 374

Figure 111.22 : Fragmentation de la molécule deprotonée di+BE./DMAB

Des ions fragments plus abondants ont été obsam#g 271 etm/z 255, spécifiques du
17B-Ez. Cependant, un ion fragment abondant/a164 a été observé, mais non expliqué.

Apres l'analyse des ions fragments de tous leposés, uniguement trois dérivespi7
E>-Q8S, 1B-E>-Dns et 1B-E>-DMIS ont été sélectionnés pour la suite de notueled lls

génerent tous un ion fragment spécifique de la aubtdédérivée pouvant étre utilisé pour la la
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transition de validation, et un autre ion fragmahbndant provenant du motif de I'agent de
dérivation pouvant étre utilisé pour la transitida quantification. Pour ces dérivés, les

parametres instrumentaux utilisés en MRM ont étéroges Tableau ll1.2.

Tableau lll.2: lons parents, ions fragments correspondants ainédét B-E»-Q8S, 1B-E»-Dns, 1B-
E>-DMIS et paramétres instrumentaux utilisés en MRM

Composés Mode lon parent (m/2) Transition DP (V) CE (V) CXP (V)
d’ionisation MRM (m/2)

129.00 120 76 7

213.20 120 45 15

178-E2-Q8S ESI(+) 464.30 [M+HT 272.20 120 43 15
400.20 120 47 20

178-E>-Dns 171.00 120 46 9
ESI(+) 506.30 [M+H] 427.20 120 44 10

442.30 120 37 10

178-E>-DMIS 159.00 120 40 7
ESI(+) 430.30 [M+HT 213.00 120 50 15

272.30 120 37 15

367.30 120 44 15
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[11.3 MISE AU POINT DE LA METHODE D’ANALYSE PAR LC- MS/MS

Suite aux résultats obtenus en MS/MS, nous avoossides dérivées I¥E>-Dns, 1P-
E>-DMIS et 1B-E>-Q8S pour le développement de la méthode LC-MS/M&halyse a été
réalisée en appliquant les conditions opératoiremtimnnées dans |&ableau 111.3 Les

parametres instrumentaux en MRM sont rapportés léarebleau I11.2.

Tableau l11.3 :Conditions chromatographiques et parameétres ingtntemx en ESI(+)MS/MS

Phase mobile H20 et Acétonitrile acidifiés a
0,1 % d’acide formique
Débit de phase mobile 50 pL.mint
Source d'ionisation ESI
Tension 5500 V
Gaz séchant 25 u.a.
Gaz auxiliaire 20 u.a.
Température Capillaire 100°C
Pression du gaz de Medium
collision

u.a.: unité arbitraire

Les conditions chromatographiques ont été étabéiks Xuet al [170] (Tableau I11.4.
L'analyse LC-MS/MS a été effectuée en utilisant colenne Luna Phenyl-Hexyl (150 x 1.0
mm d.i., 3um; Phenomenex). Le volume d'injectiaitéte 20 uL. Le débit de la phase mobile
était de 50 pL.min et la colonne était & température ambiante. Laedde I'analyse était de

vingt-cing minutes.

Tableau lIl.4 :Gradient d’élution appliqué lors de I'analyse duwi&par HPLC-ESI(+)-MS/MS

Colonne analytique Phase mobile Gradient d’élution
Temps
(min) %B
Eluant A :0.1% HCOOH 0 50
dans HO 1 50
Luna Phenyl-Hexyl 9 50
(150 x 1.0 mm d.i., 3um) 15 90
Eluant B :0.1% HCOOH 22 90
dans 95% Acétonitrile et 25 50
5% HO 45 50
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La séparation des dérivés en HPLC-ESI(+)-MS/MSeagstésentée sur Eigure 11.23
Le 17B-E>-DMIS est élué en premier @ = 7,99 min, suivi par le dérivé g£2>-Q8S a
t- = 13,86 min, et en dernier le E>-Dns at; = 23,65 min.

17B-E,-Dansyl

4000 17p£,-Q85 23.65

3500

17B-E,-DMIS

3000 7.99

2500

2000

Intensity, cps

1500

1000

2 2667
15.80 16.88 1873 2057, 21852275 2568

2763 3032

Time, min

Figure I11.23 : Chromatogramme obtenu par HPLC-ESI(+)-MS/MS avec une solution composée d’un
mélange des dérivés a 10 fmoles.pL™!

Des courbes d'étalonnage (Figure AVII) ont été réalisées pour ces trois dérivés grace a une
gamme de huit concentrations, comprises entre 0,025 et 5 fmoles.uL! (0,025/0,05/0,1/0,25
/0,5/1/25/5,0) dans CH30H : H2O (60:40 v/v). Dans un premier temps, les limites de
détection et de quantification de chaque dérivé a de faibles concentrations ont été établies sans
standard interne. Puis, dans un second temps, pour le dérivé qui a donné la meilleure sensibilitg,
le standard interne marqué correspondant a été synthétisé a partir du 17p-Ez-13Cs.

Comme les homologues marqués des dérivés n'ont pas été utilisés, les coefficients de
corrélation des courbes d’étalonnage se situent entre 0,997 et 0,991. Malgré ces valeurs quelque
peu €loignées de la valeur acceptée (0,999), les LOD et les LOQ ont tout de méme été estimées
pour chaque dérivé. La LOD est de 0,1 fmole.uL™! pour la transition de quantification (430,3
- 159,0) du dérivé DMIS et 0,25 fmole.uL! pour celle utilisée lors de la validation (430,3 -
367,3), avec une LOQ de 0,5 fmole.uL™! (quantification) et de 2,5 fmoles.uL"! (validation).
Dans le cas du dérivé dansyle, la LOD est de 0,05 fmole.uL! pour la transition de quantification
(506,3 > 171,0) et 0,1 fmole.uL! pour celle utilisée lors de la validation (506,3 - 442,3) et la
LOQ est de 0,25 fmole.uL™! (quantification) et 1,0 fmole.pL"! (validation). Pour le dérivé QS8S,
la LOD est de 0,025 fmole.uL! pour les deux transitions (464,3 > 129,0 ; 464,3 - 400,3) et
la LOQ de 0,05 fmole.uL! pour les deux transitions également. Les chromatogrammes
représentés dans la Figure I11.24 ont été obtenus pour un mélange des dérivés a 0,05 fmole.puL”
. ils montrent que les transitions spécifiques choisies pour la validation ne sont pas

exploitables dans le cas des dérivés DMIS et dansyle.
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Figure I11.24 : Chromatogrammes obtenus par HPLC-ESI(+)-MS/MS avec une solution composée d’un
mélange des dérivés a 0,05 fmole.ulL': A. Transition 430,3 > 3673
(17B-E>-DMIS), B. Transition 464,3 - 400,3 (17B-E2>-Q8S), C. Transition 506,3 -
4423 (17B-E»-Dns)

Suite a I’analyse de ces résultats, notre choix s’est porté sur la dérivation du 17B-E; avec
le Q8S-CI qui semble produire la meilleure LOD avec les deux transitons.

Comme nous I’avons vu dans le Chapitre II, une courbe d’étalonnage en LC-MS/MS
s’effectue en injectant au moins trois fois des solutions contenant la molécule étudi¢e a des
concentrations variables et un étalon interne (Standard Interne - SI) a une concentration fixe.
Pour I’analyse du 17B-Ez avec dérivation, le SI 17B-E»-'>C3-Q8S a été synthétisé selon le
Protocole A avec une quantité de 2 umoles dul7p-Ez-'2C; et 10 pmoles de Q8S-CI. L’ion

précurseur et les ions fragments de ce SI sont présentés dans les Tableaux I11.2 et I11.5.

Tableau 1115 :lon parent, ions fragments correspondants au &6 7p-E,-13C5-Q8S,
parametres instrumentaux utilisés en MRM

Sl Mode lon parent Transition MRM DP (V) CE (V) CXP (V)
d’ionisation (m/2) (m/2)
129.20 120 76 7
17B-E2-13Cs- Q8S ESI(+) 467.30 [M+H} 216.20 120 45 15
275.20 120 43 15
403.20 120 47 20
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La courbe d'étalonnage a été réalisée sur une gamenséx concentrations du dérivé
17B-E>-Q8S, comprises entre 0,025 et 1 fmole!{0,025/0,05/0,1/0,25/0,5/ 1) en solution
dans CHOH : HO (60:40 v/v). Quelle que soit la solution d’étatmmsidérée, la concentration
de Sl est constante et fixée a 1 fmole!|(Q,05 pmole).

1,80 4 -
4 Transiton MRM 464,3> 129,0

1,60 - M Transiton MRM 464,3> 400,0 y=1,512x+ 0,022
R? =0,995
*

y =1,543x+ 0,051
R?=0,994

Rapport des aires du pic du 1B-E,-Q8S/
des aires du pic de SI

0,00

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration injectées (fmol.pit)

Figure 111.25 : Rapport des intensités dufti,-Q8S et de Sl en fonction de la concentration iBgc
en HPLC-ESI(+)-MS/MS, n =3

Les droites d’étalonnage, obtenues en mode ESIRMMcorrespondent au suivi des
deux transitionsKigure 111.25). Les valeurs des coefficients de corrélation s@s proches de
1. Les coefficients de variation pour ces valeunst €ntre 3 et 15% et donc situés dans le
domaine d’acceptation. La LOD est estimée a 0,688d.p1L-* pour les deux transitions (464,3
- 129,0 et 464,3> 400,3) et la LOQ de 0,05 fmole.ftL

Nous avons ensuite utilisé la méthode des ajoutesig@our établir une courbe
d’étalonnage a partir d’'un extrait de cerveau deis@lacebo. Cette méthode est réalisée par
I'ajout de quantités connues deBi? (et de Sl 1B-Ex-13Cs) directement dans I'échantillon a
analyser, ce qui permet de prendre en compte t'effatrice. La dérivation est réalisée
directement dans I'extrait de cerveau, en utilidarRrotocole A de synthéese. Les échantillons
(10 mg de cerveau) ont été dopés avec la méme gadeneoncentrations utilisée
précédemment, c’est-a-dire avec six concentratibmsl B-E>, comprises entre 0,025 et
1 fmole.uL* (0,025 /0,05/0,1/0,25/0,5/ 1). Les écHiamis biologiques pouvant contenir
des composeés susceptibles de réagir avec l'aget@ration (comme par exemple les autres
stéroides), un excés de 1000 équivalents d'agedériation par rapport a la concentration
estimée de I¥E: a été utilisés.
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Figure 111.26 : Rapport des intensités obtenu pour les échantilenserveau dopé avec d3i#>-Q8S
et de Sl en fonction de la concentration injectéen HPLC-ESI(+)-MS/MS,
n =3 ;La droite d’étalonnage correspondant a la dérinatitectuée directement
dans l'extrait de cerveau apres ELL

Les valeurs des coefficients de corrélation (R} sapérieures a 0,99, démontrant ainsi
une bonne linéarité de réponse entre le rapporiages des pics chromatographigues et la
concentration de BFE,-Q8S. Dans ce cas, la LOD est estimée a 0,05 fmiolepour les deux
transitions (464,3» 129,0 et 464,3» 400,3) et la LOQ de 0,25 fmole.ftLce qui indique qu'il

y a un important effet matrice.

Tableau 1.6 : Récupération du PBFE»-Q8S aprés dérivation dans l'extrait de cerveau simgis

placebo.
Echantillon C, Moyenne Moyenne Ré, % CV, %
biologique fmole.uL? Aire du pic Aire du pic
(Eb) Solution standard Eb dopé
(n=3) (n=3)

Cerveau 0,025 2.72E-03 2.14E-03 78,8 8,3

0,05 7.60E-03 7.36E-03 96,9 12,0

0,1 1.11E-02 1.08E-02 97,2 11,0

0,25 3.29E-02 3.40E-02 103 5,7

0,5 6.81E-02 6.62E-02 97,2 6,4

1 1.53E-01 1.39E-01 90,8 6,2

* Les CV ont été calculés pour n = 3 analyses digisns préparées differemment

Les taux de récupération sont montrés damgskdeau lll.6et représentent le rapport des
réponses (IFE2-Q8S/1PB-E»-13C3-Q8S) obtenues pour le cerveau dopé (corresporadémt
Figure 111.26) sur les réponses obtenues pour la solution atdrn@orrespondant a FEgure
[11.25), exprimé en pourcentage. La récupération esttdeBP, et les coefficients de variation

sont a des valeurs admissibles. En comparant ¢esrsavec celles obtenues pour la méthode
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sans dérivation, on constate gu’ils sont moins bGe$a peut étre expliqué par la complexité
d’'un extrait de cerveau et par le fait que l'agdmtdérivation est relativement instable, car

capable de s’hydrolyser rapidement.
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I11.4 PREPARATION D'ECHANTILLON : SPE

Dans cette partie, nous avons essayé de mettreoiati gne méthode rapide de
purification de 1p-E> extrait du cerveau apres la dérivation chimigpae,un seul passage sur
cartouche SPE.

Pour cela, nous nous sommes basés sur les testtués sur le BZE2 présentés dans le
deuxieme chapitre. Comme les meilleurs résultat€tinobtenus sur la cartouche Strata C18,
nous avons appliqué certains protocoles SPE, dégéitsl dans le chapitre 1l pour cette
cartouche, et estime le taux de récupération & plarsolutions standards duptE>-Q8S. Puis,
le protocole qui permet d’obtenir la meilleure néération a été appliqué pour effectuer les
analyses sur le cerveau.

Les résultats d’analysd-igure 111.27) mettent en évidence la variation des taux de
récupération selon le protocole SPE appliqué. laex tde récupération sont calculés en
rapportant I'aire du pic chromatographique obtepmer la solution reconstituée a I'aire du pic
obtenu pour la solution standard avant le dépaisTes protocoles SPE sont décrits dans le
chapitre Il paragraphe 11.4.1 et 11.4.2.

100,00

90,00 +— I

80,00 +—

70,00 —

——

60,00 —

50,00

-
40,00 —
30,00 ——
20,00
10,00 +—
0,00 T T T T T
| 1l 1\ Vv Vi VII

Les protocoles SPE

Récupération, %

Figure 111.27 : Taux de récupération du i-E,-Q8S a 0,1 pmol.ksur le support SPE Strata C18 (50
mg, 1 mL), pour les différents protocoles SPE,3 =

De mauvais taux de récupération sont obtenus &geprbtocoles P-1ll (seulement 34 £
3%), P-V (38 £ 5%) et P-VII (42 £ 2%). La récupévatdu dérivé 1B-E»-Q8S est meilleure,
mais pas suffisante, avec le P-VI (59 = 6%) et-I¥ F70 = 4%). Seul le P-l permet d’obtenir
le taux de récupération satisfaisant (94 + 3%)PLlie(conditionnement avec 2 ml ACN suivi
par 2 mL d'eau / chargement de 500dans 10% ACN / lavage avec 2 ml de 20% ACN /
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élution avec 2 ml de 50% ACN) sera utilisé pardiespour réaliser les extractions a partir des
échantillons biologiques.
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I11.5 APPLICATION DE LA DERIVATION CHIMIQUE A L'ANA LYSE
D’ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

La méthode d’analyse du fI-E; avec dérivation a été testée sur les échantillens d
cerveaux prélevés sur des animaux traités parsonis-cutanée avec des quantités connues de
178-E> (3, 10 et 150 pg). Il s’agit des prélevements déj&és pour I'analyse sans dérivation,
développée dans le chapitre Il. Les cerveaux (8&mhrs hippocampes) ont subi I'étape de pré-
purification (homogénéisation, ELL) dont les comatis sont les mémes que pour I'analyse
sans dérivation (paragraphe Ill.La dérivation est ensuite réalisée en adaptarddeditions
expérimentales du protocole A utilisé précédemrpent la synthese des dérivés sulfonates, a
I'exception du nombre d’équivalents d'agent dewddion par rapport a la concentration de
17B-E2 (1000 équiv. au lieu de 5).

0.7 1 Transiton MRM 464,3-» 129,0
B Transiton MRM 464,3- 402,2
0,6 -
. 0s 0,05 -
oo ,5 -
£ 0,04 I
g
0,03
T 04
& 0,02
=
= 0,01 s
03 - i, -
0 I .
S Placebo 3ug 10pg
0,2 -
0,1 1
0 = T = T - T

Placebo 3ug 10pg 150pg

* Souris Jeunes (4 mois), n=5 par groupe

Figure 111.28 : Concentration du BE. dans les cerveaux de jeunes souris apres injguiovoie sous-
cutanée des différentes concentrations di+BE.Z Souris de 4 mois : Placebo(n=5) —
jeunes souris placebddug(n=5),10 ug (n=5) etl50ug (n=5) — jeunes souris ayant
recues une injection par voie sous-cutanée de 3,etld50 pg du I¥E;;

2 analyses HPLC-ESI(-)-MS/MS avec dérivation au @3%our chaque souris
Les barres d'erreurs reflétent la variabilite Hitelividuelle

Les résultats d’analyse LC-MS/MS de ces échangllsont présentés dansHagure
[11.28. Les animaux placebos ont été comparés aux sayaist recu une injection par voie
sous-cutanée de 3, 10 et 150 pug deBxet sacrifiées une heure apres. De facon idenaque
dosage du I¥E, sans dérivation (chapitre 1l, paragraphe I.4.6ne augmentation de la
concentration du PFE, a été observée dans le cerveau avec l'augmentdgida quantité
injectée. La concentration dufE, dans le cerveau placebo était de 5,2 + 0,5 frmolgset
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passe a 10,2 + 3,5 apres l'injection de 3ug @eEL7cette concentration était de 43,4 + 4,3 et
482,3 *+ 159,4 fmoles.mgaprés linjection respective de 10 et 150 pg dg-B7 Il est
important de noter que les concentrations dp-Hxcalculées a partir des deux droites de
calibration basées sur deux transitions différeated comparables. Les données ci-dessus ont
été calculées a partir de la courbe de calibratiianue pour la transition MRM 464,3 129,0
utilisée pour la quantification. Dans le cas deveau placebo, la concentration dipd était

de 5,3+0,5 et 9,3 + 3,4 fmoles.thapres l'injection de 3ug def-E: puis 43,5 + 2,4 pour 10

ug et de 511,3 + 160,0 fmoles.thgpour 150 pg injectés Dans ce cas, les valeurs de
concentration ont été calculées a partir de lalmoude calibration obtenue pour la transition
MRM 464,3— 400,2 utilisée pour la validation. Pour l'injectide 150 pg de B7E>, des
niveaux trés variables de [i-E> ont été observés dans les deux cas, ce qui esttdlpar les

barres d’erreur plus importantes.
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[11.6 DETERMINATION DE LA CONCENTRATION DU 17 pB-E2 DANS LE
CERVEAU DE SOURIS — REALISEE AVEC ET SANS DERIVATIO N CHIMIQUE

Dans cette partie, nous allons comparer les réswleadosage du g+E2dans les mémes
échantillons biologiques, obtenus avec et sanvatén chimique. Nous allons également
essayer d'estimer les avantages et les inconvérdarilisation de la dérivation chimique. La
méthode avec dérivation a permis d’améliorer la L@R5 fmole.utl) par rapport a la
méthode sans dérivation (2,5 fmoles)Lmais elle inclut une étape supplémentaire de

manipulation qui peut affecter la qualité d’analyse

B Dosage sans dérivation
1,4 -

0,16 - = Dosage avec dérivation
0,14 -
1,2 10,12 +
0,1
o , |008 -
£ 0,06 -
g 0,04 -
2 0,8 10,02
§ 0 -
§ 06 - Placebo 3ug 10pg
c
]
[=
S 04 -
0,2 -
0 ‘ - . L

Placebo 3ug 10ug 150ug
* Souris Jeunes (4 mois), n=5 par groupe

Figure 111.29 : Comparaison des dosages d3-Eg réalisés avec et sans dérivation chimique, dans le
mémes échantillons de cerveaux de jeunes sougs apection par voie sous-cutanée
des différentes concentrations du3ds; Les barres d'erreurs refletent la variabilite
inter-individuelle

En comparant les concentrations d@3-E2 déterminées a l'aide des deux méthodes, sans
et avec dérivationHigure 111.29), sur les échantillons de cerveaux prélevés ssiradémaux
traités par voie sous-cutanée avec des quantitésies de 1F-E (échantillons identiques pour
les deux méthodes), on observe une tres grandativariLes concentrations dosées dans tous
les échantillons de cerveau avec la méthode quiigom la, sont plus faibles qu’avec la
méthode sans dérivation. Dans le cas des cerveasrudis placebo (faible taux depit),
une chute de 35% de valeur de concentration @eEba été observée pour le dosage réalisé
avec la dérivation en comparaison avec le dosagetdirandis que pour les cerveaux de souris

traités par voie sous-cutanée avec 3, 10 et 15@d@-E>, la différence entre les deux dosages
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est plus marquante : elle augmente avec la comatmret est de l'ordre de 60% pour
I’échantillon le plus concentré.
Cette perte peut étre influencée par plusieurgfast comme :

+ [instabilité de l'agent de dérivation. En effequs avons remarqué lors de
précédentes expériences que les chlorures de gl@fame fois mis en solution,
se dégradaient trés vite au cours de la journédgridemploi de diverses
précautions (utilisation d’'un flacon neuf d’agerg dérivation pour chaque
expérience, ou bien utilisation de hotte en pressiégative et stockage de
'agent de dérivation sous un gaz inerte, maniputatapide de l'agent de
dérivation), il se peut que I'agent de dérivatierdégrade en cours d’expérience.
Ceci est en accord avec la tendance observeertlagntre les deux dosages est
moindre pour les placébos (35%) comparées auxionecde 3 g, 10 ug et 150
Hg (55-65%) ;

+ |e temps de réaction qui n'était pas suffisammemng l(actuellement 40 min)
pour que la réaction soit complete, ce qui impligitequ’'une grande quantité
du 1B-E> présent dans I'échantillon de cerveau reste swuasef non-dérivée ;

+ le nombre d'équivalents d'agent de dérivation ¢giait pas suffisant (1000
équivalents) pour couvrir la quantité totale d@-E8 méme si I'exces la quantité
de réactif parait importante ;

+ la présence dinterférences (lipides, autres sdémoi) qui peuvent réagir
facilement avec l'agent de dérivation, induisané wonsommation rapide,

indésirable et peut-étre totale de celui-ci.

Apres analyse de ces résultats, le seul avantadge méthode qui utilise la dérivation
chimique en comparaison a la méthode sans dénivagsi sa sensibilité. Avec la dérivation,
on gagne un facteur dix pour la LOD (0,05 fmolefukt la LOQ (0,25 fmole.ut). Pour
rappel, sans dérivation, la LOD est de 0,5 fmolé.ptla LOQ de 2,5 fmoles. L Dans tous
les cas, la comparaison des valeurs de taux i€ @btenus pour chaque échantillon par les
deux dosages met en évidence la perte d’analyte der I'étape de dérivation, qui est
certainement liée au mauvais rendement de la ofaetiou a la présence d'interférents. De
plus, comme les réactifs de dérivation se sontésvétre instables et sensibles a I'humidité,
nous avons également rencontré des problémes dtabdjié et de reproductibilité des
analyses. Il faut noter aussi qu’il s’agit ici desultats préliminaires, car la mise au point du
dosage avec dérivation demande encore des améimates performances de la méthode,

dont plusieurs possibilités n'ont pas encore étplosges (purification plus avancée de
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I'échantillon avant la dérivation, optimisation standardisation de la réaction-méme de
dérivation, préparation des solutions de réactds ¢.

L’inconvénient majeur de la dérivation chimique kgbut d’'une étape supplémentaire,
ce qui augmente la durée de l'analyse et qui, dansformat actuel, apporte également un
parametre aléatoire en fonction de I'échantillooldgique analysé méme si les échantillons
proviennent de matrices similaires. En effet, siamalyse des échantillons provenant de
cerveaux des difféerentes expériences biologiquesieopeut savoir a I'avance la quantité de
17B-E> a doser. Néanmoins, méme s'’il ne sera pas posiabkele futur d’optimiser la réaction
de dérivation jusqu’a la conversion compléte daedlgte en produit dérivé, la méthode avec
dérivation restera toujours plus sensible en coaipan avec le dosage direct. Le paramétre a
contrdler et a standardiser est le rendement dEaldion de dérivation, qui peut étre inclus par

la suite dans les calculs des concentrations @tE27
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[11.7 CONCLUSIONS

Dans ce chapitre, nous avons présenté la synthdaecaractérisation structurale de
dérivés 1B-E>-Dns, 1B-E>-PS, 1B-E>-DMIS, 17B-E>-PBS, 1B-E»-Q8S, 1B-Ex>-TS, 1B-Ex-

Ph, 1B-E>-DMAP, 17B-E>-FPh, 1B-E>-NO-Ph et 1B-E>-DMAB. Certains dérivés ont déja
été deécrits dans la littérature et utilisés pouddsage du I¥E>, tandis que les autres sont
nouveaux. Les produits dérivés obtenus ont été&desh ESI-MS dans les deux modes
d’ionisation, et les signaux obtenus ont été coggpavec le signal donné par I sans
dérivation. La majorité des produits de dérivatsmmt facilement ionisés en mode positif : la
dérivation avec les agents DMABC, Dns-Cl, PS-CIl, IBMCI et Q8S-Cl a augmenté
considérablement l'intensité du signal d@-E2 par rapport & son signal sans dérivation. En
mode négatif, seuls les dériveBIL-TS, 1 B-E>-DMAP et 1 B-E.-DMAB ont été ionisés et
le 1B-E>-TS est l'unique dérivé qui a permis d’augmentetehsité du signal du B7E2 par
rapport au 1f-E> non-dérivé. Apres l'analyse des spectres MS/M®uleles composés, nous
avons sélectionné trois dérivés qui génerent dggrfents spécifiques : les dérivé$-Es-Dns

et 1B-E>-DMIS, déja décrits dans la littérature, et le @& B-E>-Q8S qui n'a jamais été testé
auparavant. Nous avons donc choisi de nous ingrplss particulierement au dériveiiF-
Q8S. La meilleure LOD a été obtenue avec ce ddripéeE>-Q8S, elle est de 0,025 fmole.uL
1 etla LOQ est de 0,05 fmole.ftL

La derniére partie de ce chapitre présente lessedsamise au point de |'étape de
purification par SPE pour I'application au dosagecadérivation au Q8S-Cl. Une cartouche
Strata C18 a été utilisée comme support SPE, quesie P-I pour la purification par SPE, ce
qui assure une bonne récupération d’'analyte (9%o} [@ur la solution standard deftE,-
Q8S.

Finalement, la dérivation a été appliquée pourdeade du 1¥E> dans le cerveau de
souris traitées par voie sous-cutanée avec desitfisaconnues de B7E>. Les deux méthodes
d'analyse par LC-ESI-MS/MS, sans et avec dérivattbimique, ont été comparées. Les
résultats ont montré une perte de 35 a 60% denleecration du 1F-E> apres le dosage réalisé
avec la dérivation. A ce stade de développementdadage du IFE, avec dérivation, la
méthode LC-MS/MS sans dérivation reste plus préstisgbuste pour le dosage did> dans
des matrices biologiques en routine. Cependantréssltats préliminaires de dosage avec
dérivation sont tout a fait encourageants, unentite particuliere devant étre portée a

I'optimisation et la standardisation de I'étapedéeivation.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avamgelé le réle important des
cestrogenes (Estrone, Estradiol et Estriol) dassnecau, et notamment, dans la préservation
de la mémoire et des fonctions cognitives dansasedes maladies neurodégénératives. Nous
avons également présenté le spectrometre de maks@éeuors de nos études. Enfin, nous
avons fait un récapitulatif des différentes méttsode dosage des cestrogénes existantes. Lors
de cette partie introductive, nous avons aussiyéssasouligner les différents problémes posés
par I'étude des cestrogéenes (la faible capacitéedenwlécules a s’ioniser et la difficulté
d’extraire les cestrogenes présents dans des draiologiques). Puis, nous avons présenté
I'utilisation de la dérivation chimique afin d’anigéler la sensibilité de détection et d’augmenter
le taux d’ionisation suite a l'introduction de gpmments facilement ionisables.

La seconde partie de ce manuscrit est consaceépradentation des résultats obtenus
lors de ce travail sous forme de deux chapitres.

Le premier point abordé concerne la quantificati@s cestrogenes sans dérivation
chimique. Dans ce contexte, nous nous sommes $st&sea l'influence du pH de la phase
mobile sur la sélectivité de la séparation et lalitgi de la détection par LC-MS/MS. Les
résultats obtenus ont montré l'influence des ddditides teneurs trés faibles et I'amélioration
du signal pour les solutions a un pH proche du gésanalytes (0,1% TEA, pH = 11,2). Nous
avons mis en évidence I'importance de différentampatres techniques tels que le volume
d'échantillon injecté et le «<Dwell time». La sp@&iié analytique de la méthode a été validée
selon quatre criteres : le temps de rétention chtognaphique des cestrogenes, la valeun/de
de I'ion pseudo-moléculaire de la molécule a desdeux transitions MRM correspondant aux
m/z des deux ions fragments les plus intenses. Unetrdesitions est utilisée pour la
quantification et I'autre pour la validation, learpmétres instrumentaux ayant été déterminés
pour chaque transition MRM (DP, CE et CXP).

Le systeme chromatographique composé de la colarp@arité de phases inversée
(Gemini C18) couplé au spectrometre de masse (Sgieap 5500) a été optimisé et validé
par la determination les limites de détection (31,5 fmoleuL* en fonction de I'cestrogéne
dosé) et des limites de quantification (0,05 afthbleul?), par la linéarité de réponse (>
0,99) et la reproductibilité (CV = 0,4 — 15,8% etra-jour et de 1,2 — 20% en inter-jours).

Compte tenu de la complexité des matrices analytggairification des échantillons
biologiques a demandé une attention particulie@sNavons mis au point une méthode de
purification par extraction liquide-liquide suiviBune extraction sur phase solide. Plusieurs

types de support d’extraction sur phase solidectntestes, tels que les supports échangeurs



de cations, les supports hydrophiles-lipophileseesupport hydrophobe C18. Le meilleur
résultat a été obtenu sur la cartouche C18. Cepéndaus avons remarqué que |'étape
d'évaporation entrainait une grande perte de yemaNous avons essayé d'améliorer cette
procédure en comparant deux types d'évaporatiois, enafin compte, le processus le mieux
adapté était plus long. En revenant a I'évaporatiassique (sous pression réduite au speed-
vac) la solution d’'ajout de standard interne desldbut de préparation a été adoptée pour
corriger les pertes des analytes lors de cettetap

La méthode RPLC-ESI(-)-MS/MS (apres l'extraction ¢élla SPE) a été validée sur des
échantillons de plasma, de cerveau et d'hippocarédevés sur des animaux traités avec des
quantités connues de [FE.. Deux procédures d'administration ont été comparge
I'administration par voie sous-cutanée et I'adntiatson dans I'eau de boisson. Grace a la
grande sensibilité de la méthode, il a méme étsilplesde doser du B7E> chez les males du

groupe placebo (0,003 + 0,001 pmolehagns I'hippocampe).

Le deuxieme point de ce travail de these a étéda en place d'une nouvelle méthode
qui implique la dérivation chimique, afin d'estingit y a une influence sur la sensibilité de
détection du 1F-Eo.

Nous avons commencé par synthétiser et caract@asdRMN les composeés purs afin
de déterminer sur le quel groupement hydroxylehaliique ou phénolique, la dérivation a lieu.
Onze dérivés ont été synthétisés-Es-Dns, 1 B-E>-PS, 1B-E>-DMIS, 17B-E>-PBS, 1B-E»-

TS, 1 B-E>-DMAP, 17- E.-DMAB, 17B-E2-Q8S, 1B-E2-Ph, 1B-E2-FPh et 1B-E>-NO2Ph,

les quatre derniers n'‘ayant jamais été testés agar La majorité des produits de dérivation
ont été facilement ionisés en mode positif. Le tadfionisation du 1f-E> a été
considérablement amélioré par rapport au sign&mbsans dérivation dans le cas des dérivés
: DMAB, Dns, PS, DMIS et Q8S. En mode négatif, sées dérives I¥E>-TS, 1B-E>-DMAP

et 13-E>-DMAB ont été ionisés et le B7E>-TS a été I'unique dérivé qui a permis d’augmenter
I'intensité du signal du BfE> (par rapport au signal obtenu sans dérivationyegpanalyse
des spectres MS/MS de tous les composés, noussaoouses intéressés plus particulierement
au dérivé 1p-E»>-Q8S.

Pour ce dernier, la séparation chromatographigéi aéalisée sur une colonne Luna
Phenyl-Hexyl en phase inverse. La méthode a éiééebpar la limite de détection (0,025
fmolepL™) et de quantification (0,05 fmoje.™) pour 1B-E2 uniquement.

Nous avons poursuivi la mise au point de dosageld4E, avec cette nouvelle
dérivation par des essais de purification par $REartouche Strata C18 a été utilisée comme
support SPE, ainsi que le P-l employé dans la gnenpiartie de ce travail. Dans ces conditions,

une bonne récupération d’analyte (94 + 8%) a étémie pour la solution standard df}-E5-
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Qs8sS.

La méthode a été appliquée pour la quantificatiod §-E> dans les échantillons déja

utilisé pour le dosage directe étudié en premiartigpde ce travail. En comparant les deux

méthodes d’analyse, sans et avec dérivation chemigous avons observé une perte de 35 a

60% du 1B-E2 apres le dosage réalisé avec la dérivation. L'iménient majeur de la méthode

qui implique la dérivation est I'ajout de cettepaupplémentaire, ce qui augmente la durée et

le colt de I'analyse, implique I'utilisation d’'ugent de dérivation pas toujours stable et donne,

des rendements de synthése du dérivé dépendaliéstantillon biologique et pas toujours

reproductibles. D'apres ces résultats, nous avetisi@ que la méthode LC-MS/MS sans

dérivation reste plus précise et robuste pour $age du 1F-E> dans des matrices biologiques.

Le dosage avec dérivation chimique présente tosjane alternative intéressante, mais des

efforts supplémentaires sur I'optimisation des doas de réaction de dérivation sur I'extrait

d’échantillon biologique et sur la standardisasomt encore nécessaires.

En conclusion, ce travail de thése a permis désg¥dh mise au point d’'une nouvelle

méthode de préparation d’échantillons biologiqued’'ene nouvelle méthode de dosage des
cestrogenes avec HPLC-ESI(-)-MS/MS.

b)

Les résultats de cette thése permettent aussif@emnouvelles perspectives, comme :
la validation de la méthode en vue d’une utilisaten routine pour le dosage des
cestrogenes. En effet, I'équipe Physiopathologie lalemémoire déclarative du
Neurocentre Magendie, dirigée par Dr. Aline Marigheest demandeuse d'un tel
dosage pour étudier I'effet mnésique lié a I'agmuers le dosage de I'Estradiol

le test du dérivé BFE>-TS en HPLC-ESI(-)-MS/MS. Le travail a déja comm&(apres
les premiers essais, une LOD de 0,005 fmalé.et LOQ de 0,05 fmolgL™ ont été
obtenus), mais il reste a valider la LOD et la L&@ des solutions standards, et a
appliguer la dérivation sur des échantillons biajags;

I'étude de la localisation des cestrogenes aveadierie par spectrométrie de masse.
Cela permettrait d’'observer la distribution de wedécules dans chaque région du tissu
cérébral et de comparer les profils moléculairegadjes) entre les tissus normaux et
pathologiques de différentes structures cérébrédas.la suite, cela pourrait aider a

localiser la région cérébrale la plus affectée dacas des maladies neurodégénératives.
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ANNEXES

Annexe | La précision du dosage des stéroides, B 7B-E2, 17a-E2, Essans dérivation
Annexe |l Protocole de préparation des échantillons
Annexe Il Application du dosage LC-MS/MS des cestigénes (sans dérivation) aux

échantillons biologiques

Annexe IV  Caractérisation des molécules obtenues KRN)

Annexe V Les ions précurseurs et les ions fragmeniss plus abondants et spécifiques
des dérivés synthétisés

Annexe VI Gamme d'étalonnage sur les solutions stdard des dérivés 1B-E2-Dns,
17p-E2>-DMIS et 17p-E>-Q8S

Annexe VII. Communications écrites et orales réalises durant la thése
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Annexe |. La précision du dosage des stéroides,B 7B-E2, 17a-E2, E3 sans dérivation

Les parameétres qui caractérisent la précision d'sége d’analyse, a savoir le
coefficient de variation (CV), la déviation standd8D), la déviation standard relative (RSD)

et I'intervalle de confiance, sont calculés posrdeatre cestrogenes.

Les précisions intra- et inter-jours ont été é&bbur les analyses effectuées pendant
trois jours différents sur les solutions standatels analytes de neuf concentrations différentes
(Tableau Al).

En résumé, les données obtenues se retrouvent’odms/alle de confiance calculé
pour un degré de liberté de 95%. Les CV se retmaudans un intervalle de 0,4 — 15,8% en
intra-jour et de 1,2 — 20% en inter-jours. PourS&set RSD des valeurs intra-journaliéres sont

acceptables et sont a la limite d’acceptation pemianalyses inter-jours.
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Tableau Al :Précision des analyses intra- et inter-
jour

Précision intra-day

Jour C, Moyenne Aire de pic (n=3) CV, % SD, % RSD, % Intervalle de confiance,
fmol.pL "t degré de liberté de 95%
E1 175-E2 170-E2 Es 175-E2 = 175-E2 E1 17-E2 170-E2 Es E1 17-E2 170-E2 Es

1 0,01 2.33E-03 - - 5.35E-03 0,002 0,8 - - 4,1 2.28E-03 - - 4.71E-03
2.38E-03 5.98E-03

0,025 3.54E-03 - - 6.69E-03 - 0,01 3,2 - - 3,7 3.21E-03 - - 5.97E-03
3.87E-03 7.42E-03

0,05 4.45E-03 - - 8.71E-03 - 0,01 2,5 - - 3,0 4.13E-03 - - 7.94E-03
4.77E-03 9.48E-03

0,1 6.00E-03 2.35E-02 2.70E-02 1.32E-02 7,9 0,02 3,4 4,6 4,4 4,4 5.40E-03 2.04E-02 2.35E-02 1.15E-02
6.60E-03 2.66E-02 3.05E-02 1.49E-02

0,25 1.07E-02  4.79E-02 4.21E-02 2.03E-02 4,2 0,07 6,6 2,4 0,8 4,1 8.63E-03 4.78E-02 4.11E-02 1.79E-02
1.28E-02 4.79E-02 4.31E-02 2.28E-02

0,5 2.29E-02 1.27E-01 1.34E-01 3.52E-02 6,0 0,09 4,1 35 9,1 4,5 2.02E-02 1.27E-01 9.84E-02 3.06E-02
2.57E-02 1.28E-01 1.70E-01 3.99E-02

1,0 4.22E-02 2.16E-01 2.77E-01 5.18E-02 4,0 0,24 5,8 2,4 0,5 4,7 3.51E-02 2.16E-01 2.73E-01 4.47E-02
4.93E-02 2.17E-01 2.80E-01 5.89E-02

25 1.02E-01 4.33E-01 4.70E-01 1.08E-01 3,4 0,39 3,9 1,9 1,1 54 9.03E-02 4.31E-01 4.55E-01 9.13E-02
1.13E-01 4.35E-01 4.85E-01 1.26E-01

5,0 2.09E-01 9.53E-01 9.34E-01 1.92E-01 0,4 0,94 4,5 0,2 0,9 4,2 1.81E-01 9.52E-01 9.11E-01 1.69E-01
2.36E-01 9.54E-01 9.57E-01 2.16E-01

2 0,01 2.12E-03 - - 5.40E-03 0,006 2,8 - - 1,9 1.95E-03 - - 5.11E-03
2.29E-03 5.69E-03

0,025 3.48E-03 - - 6.94E-03 - 0,004 1,1 - - 1,8 3.37E-03 - - 6.56E-03
3.59E-03 7.31E-03

0,05 4.24E-03 - - 8.13E-03 - 0,005 1,2 - - 0,6 4.09E-03 - - 7.99E-03
4.38E-03 8.27E-03

0,1 5.87E-03 3.57E-02 2.57E-02 1.43E02 10,0 0,02 3,3 57 2,2 55 5.31E-03 2.98E-02 2.41E-02 1.20E-02
6.43E-03 4.17E-02 2.74E-02 1.66E-02

0,25 1.04E-02 5.23E-02 4.34E-02 2.33E02 10,3 0,04 4,1 6,0 2,3 55 9.21E-03 5.22E-02 4.04E-02 1.96E-02
1.17E-02 5.24E-02 4.63E-02 2.70E-02

0,5 2.27E-02 1.17E-01 1.64E-01 3.19E02 2,6 0,07 3,1 15 1,2 0,7 2.07E-02 1.17E-01 1.58E-01 3.13E-02
2.48E-02 1.22E-01 1.70E-01 3.25E-02

1,0 4.14E-02 3.05E-01 2.37E-01 4.75E02 3,0 0,14 3,3 1,7 2,8 3,2 3.74E-02 3.05E-01 2.17E-01 4.31E-02
4.55E-02 3.06E-01 2.56E-01 5.19E-02

2,5 1.02E-01 5.74E-01 4.43E-01 1.20E-01 6,1 0,14 1,2 3,5 4,1 1,8 9.85E-02 5.67E-01 3.90E-01 1.14E-01
1.06E-01 5.81E-01 4.96E-01 1.26E-01

5,0 2.29E-01 1.35E+00 9.57E-01 2.06E-01 2,3 0,94 4,1 1,3 0,7 3,8 2.01E-01 1.33E+00 9.37E-01 1.83E-01
2.57E-01 1.36E+00 9.77E-01 2.29E-01

3 0,01 2.45E-03 - - 4.93E-03 - 11,3 0,007 2,7 - - 6,6 2.26E-03 - - 3.99E-03
2.64E-03 5.88E-03

0,025 3.62E-03 - - 6.33E-03 - 0,007 1,8 - - 1,8 3.43E-03 - - 6.00E-03
3.81E-03 6.66E-03

0,05 4.48E-03 - - 8.86E-03 - 0,008 1,8 - - 2,1 4.24E-03 - - 8.32E-03
4.72E-03 9.41E-03

0,1 5.90E-03 3.03E-02 2.74E-02 1.46E-02 5,6 0,03 5,0 3,3 2,5 4,9 5.05E-03 2.74E-02 2.53E-02 1.25E-02
6.75E-03 3.32E-02 2.94E-02 1.68E-02

0,25 1.24E-02  5.18E-02 4.54E-02 1.94E-02 8,0 0,04 3,0 4,6 2,5 4,4 1.13E-02 5.17E-02 4.22E-02 1.69E-02
1.35E-02 5.19E-02 4.87E-02 2.19E-02

0,5 2.14E-02 1.31E-01 1.29E-01 3.59E-02 8,4 0,03 1,6 4,9 3,6 3,9 2.04E-02 1.31E-01 1.15E-01 3.18E-02
2.24E-02 1.32E-01 1.43E-01 3.99E-02
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1,0 4.51E-02 2.88E-01 2.57E-01 5.17E-02 5,8 10,4 2,6 4,0 0,15 7 1, 0,40 0,12 3,4 6,0 1,5 2,3 4.07E-02 2.86E-01 2.45E-01 4.82E-02
4.96E-02 2.91E-01 2.68E-01 5.53E-02
25 1.36E-01 5.24E-01 5.17E-01 1.25E-01 6,6 9,0 1,0 9,8 0,52 2,7 0,28 0,71 3,8 52 0,6 5,7 1.21E-01 5.15E-01 5.08E-01 1.05E-01
1.51E-01 5.33E-01 5.25E-01 1.46E-01
5,0 2.70E-01 1.40E+00 9.83E-01 2.07E-01 6,6 2,3 0,4 11,3 1,00 1,9 0,22 1,35 3,8 1,3 0,2 6,5 2.39E-01 1.38E+00 9.76E-01 1.68E-01
3.00E-01 1.41E+00 9.89E-01 2.47E-01
Précision inter-day \
0,01 2.30E-03 - - 5.23E-03 7,3 - - 4,9 0,01 - - 0,01 4,2 - - 2,8 2.02E-03 - - 4.80E-03
2.58E-03 5.66E-03
0,025 3.55E-03 - - 6.65E-03 2,0 - - 4,6 0,004 - - 0,02 1,2 - - 2,7 3.43E-03 - - 6.14E-03
3.58E-03 7.17E-03
0,05 4.39E-03 - - 8.57E-03 3,0 - - 4,5 0,008 - - 0,02 1,8 - - 2,6 4.17E-03 - - 7.92E-03
4.61E-03 9.22E-03
0,1 5.92E-03 2.98E-02 2.67E-02 1.40E-02 1,2 20,0 3,2 55 0,004 ,4 0 0.001 0,04 0,7 11,9 1,8 3,2 5.81E-03 1.95E-02 2.53E-02 1.28E-02
6.04E-03 4.01E-02 2.81E-02 1.53E-02
0,25 1.12E-02 5.07E-02 4.36E-02 2.10E-02 9,3 4,8 3,9 9,7 0,06 0,1 0,001 0,12 54 2,8 2,2 5,6 9.41E-03 4.66E-02 4.08E-02 1.76E-02
1.29E-02 5.47E-02 4.65E-02 2.44E-02
0,5 2.24E-02 1.25E-01 1.42E-01 3.43E-02 3,7 6,0 13,2 6,2 0,05 4 0, 0,01 0,12 2,2 3,4 7,6 3,6 2.10E-02 1.13E-01 1.11E-01 3.08E-02
2.38E-02 1.38E-01 1.74E-01 3.79E-02
1,0 4.29E-02 2.70E-01 2.57E-01 5.03E-02 4,6 17,5 7,7 4,9 011 7 2, 0,01 0,14 2,6 10,1 4,5 2,8 3.96E-02 1.90E-01 2.23E-01 4.62E-02
4.62E-02 3.50E-01 2.90E-01 5.45E-02
2,5 1.13E-01 5.10E-01 4.77E-01 1.18E-01 17,4 14,0 7,8 7,2 1,14 2 4 0,02 0,49 10,1 8,1 4,5 4,2 8.00E-02 3.89E-01 4.14E-01 1.04E-01
1.47E-01 6.32E-01 5.39E-01 1.32E-01
5,0 2.36E-01 1.23E+00 9.58E-01 2.02E-01 13,2 19,7 5 2 41 1,80 14,0 0,01 0,48 7,6 11,4 1,5 2,4 1.83E-01 8.23E-01 9.17E-01 1.88E-01
2.88E-01 1.64E+00 9.99E-01 2.16E-01
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Annexe Il. Protocole de préparation des échantillos.

All.1. Protocole de préparation des solutions stamds

Divers mélanges d’'cestrogenes ont été préparéd'pptimisation des parametres MS et

la construction des droites d’étalonnage:

(1) Optimisation des paramétres MBa solution de 100 fmol.ut de 1P-E- dans
acetonitrile : eau (80/20, v/v) a été utiliséedaiuelle ou avec un ajout de divers
additifs a différentes concentrations. Les conegiains testées correspondent a 0,1,
0,5 et 1% d’additifs, provenant des solutions mdtadditifs (dans le méme mélange
de solvants) ayant des concentrations de 1mM @oGHCOONH;:, NHsF, NH4Cl,
HCOONH; et CHCOOLi, 7,2M pour la TEA et 26,5M pour le HCOOH alnalyse
a ete effectuée par infusion directe dans la solSé dans les deux modes
d'ionisation, positif et négatif (en utilisant uoysse-seringue a un débit de 7 pL:min

1)_

(2) Préparation des solutions standards pour les deod&talonnagePour chacun des
9 points de gamme, 50 puL de mélange des cestrogahé préparés dans gbH :
H20 (60:40 v/v). Les concentrations de quatre cestregyél 6-E» 17B-Ex E:1 et B),
ont été comprises entre 0,01 et 5 fmoles.|@,01/ 0,025/ 0,05/ 0,1/ 0,25/ 0,5/1,0/
2,5/ 5,0). Quelle que soit la solution d’étalon sid@ré, les concentrations des
standards internes f-E,-13Cz et B-13Cs étaient constantes et fixées a 6 fmoled.uL

(0,3 pmole au total dans la solution d’injection5@g1L).

(3) Préparation des solutions pour établir les droitBétalonnage a partir de I'extrait
de cerveau et de plasma dopés échantillons, 10 mg de cerveaux ou 100 uL de
plasma de souris méle, ont été dopés avec une gaenw@ng concentrations
comprises entre 0,5 et 10 fmoles}u0,5/ 1,0/ 2,5/ 5,0/ 10,0). La concentration des
molécules marquées -E>-1°Cs et B-1°Cs était fixée a 6 fmoles. gt (0.3 pmole dans
la solution d’injection, V=50uL)Les solutions méres de tous les cestrogénes et de
17B-E>-1°C3 ont été stockées dans I'éthanol a -20°C. Le domsgyeaéalisé avant

I'étape d’extraction liquide-liquide et de puriftcan par SPE.
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All.2. Protocole de préparation des échantillons obbgiques pour le dosage direct des
cestrogenes (sans dérivation)

Les hippocampes ont été séparés des cerveauxchastd#lons cérébraux ont été pesés
(précision de 0,01 mg), placé dans les flaconsefgpéciaux pour Precellys, CK14 - 2 mL avec
des billes de 1,4 mm de diametre en céramique @xigdzirconium), référence : KT03961-1-
003.2, Bertin Technologies, Ozyme - France) porg l@toyés et homogénéisés dans 600 uL de
tampon phosphate (pH 7,2) a laide d'un homogéndisa Precellys 24. Le temps
d'’homogénéisation est d’une minute au total (dgales de 30s avec un intervalle de 30s entre les
deux pour limiter la surchauffe de I'’échantilloa)2800G et a température ambiante. Les tubes
sont immédiatement refroidis et stockés dans uriee ki glace. Les volumes d’homogénat
correspondant a 10 mg de tissu (cerveau ou hippgeerou 100 pL de plasma sont prélevés dans
les Eppendorfs de 1,5 mL ol les standards intefi#sE.-13Cs et B-3Cs (0,3 pmol par
échantillon) sont ajoutés. Aprées I'addition de 300de tampon citrate phosphate (pH = 5), les
échantillons sont vortexés pendant 30s et endoit&és pendant 15 minutes a 4°C. Les cestrogenes
sont extraits avec 500 pL d'un mélange acétatehyd&t cyclohexane (50/50, v/v). Aprés
centrifugation a 4800G pendant 3 min a 4°C, lesaggants sont récupéres et |'extraction est
répétée encore deux fois. Les phases organiquegesésont séchées au Speedvac a température
ambiante et stocké a -80°@squ’a I'étape SPE.

Si nécessaire, la digestion enzymatique (DE) topmat étre réalisée. Cette étape
intervient apres l'ajout du standard interne. Lezaétillons sont homogénéisés dans 300 pL de
tampon acétate (pH = 5). A cette solution, 5 plnziyene de déconjugaisofi-glucuronidase /
arylsulfatase, Sigma-Aldrich) sont ajoutés. Le mgkaest incubé pendant une nuit a 37°C, puis le
méme procédé d'extraction liquide-liquide est ajpmi

La purification par SPE des extraits séchés esé&aa I'aide d’'un extracteur automatisé
(Gilson GX-271 ASPEC™), avec les cartouches Sttdtd-E (50 mg, 1 mL, Phenomenex). Les
échantillons sont dissouts dans 0,5 mL d'eau cantet0% de méthanol (v/v). Les cartouches SPE
sont ensuite lavées avec 2 mL (débit 1 mL:Hhite méthanol, et équilibrées avec de I'eau dans le
mémes conditions. Aprés chargement de la totakgéhdntillon 50QuL (débit 0,1 mL.mirt), les
cartouches SPE sont lavées avec 1 mL d'eau, paislawml d’hexane (débit 1 mL.min Les
cestrogénes sont élués avec 2 mL d'acétate d'ét@de 0.1 mL.min'), puis les cartouches sont

séchées. La derniére solution récupérée est évamp@ec au Speedvac a température ambiante.

All.3. Protocole de préparation des échantillonsolbgiques pour le dosage du g-E>

avec dérivation au Q8S-ClI
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Les cerveaux (séparés des hippocampes) ont été (méé€ision de 0,01 mg), broyés et
homogénéisés dans 600 puL de tampon phosphate @Hlans les conditions décrites dans la
partie All.2. Les volumes d’homogénat correspon@ah® mg de cerveau sont prélevés dans les
Eppendorfs de 1,5 mL ou le standard interng-BE#3Cs (0,3 pmol par échantillon) est ajouté.
Apres I'addition de 200 pl du tampon citrate phagph(pH = 5), les échantillons sont vortexés
pendant 30 s et ensuite stockés pendant 15 miauté€. Le 1B-E. est extrait avec 500 pL d’'un
mélange acétate d'éthyle : cyclohexane (50/50, swes centrifugation a 4800G pendant 3 min
a 4°C, les surnageants sont récupérés et I'extnasé répete deux fois. Les phases organiques
réunies sont séchées au Speedvac a températurandenbt stocké a -80°fasqu’a I'étape de
dérivation.

Ensuite, 20Q.L de solution de chlorure de quinoline-8-sulfon§@8S-Cl) (100 fmoles.pL
1 dans I'acétone) ont été ajouté dans chaque édoantib quantité de Q8S-Cl utilisée pour chaque
réaction correspond approximativement a 1000 étpriva par rapport a la quantité defd
(estimée pas le dosage sans dérivation). Le mélestgmis sous agitation pendant deux minutes.
Puis, 200uL de NaCOs a 100 pmol.utt ont été ajoutés pour ajuster le pH a 10. La réacit
réalisée a 60°C sous agitation pendant 40 min. fdisece temps écoulé, les solutions sont
refroidies a -20°C pendant 3 min, ensuite évapaéex au Speedvac a température ambiante. Par
la suite, elles sont resolubilisées dans 0,5 mhudt®ntenant 10% d’acétonitrile (v/v).

La purification par SPE a été réalisée a l'aidendixtracteur automatisé (Gilson GX-271
ASPEC™), avec les cartouches Strata C18-E (50 nmgl.,JPhenomenex). Les cartouches SPE
sont lavées avec 2 mL (débit 1 mL.mjnd’acétonitrile, et équilibrées avec de I'eau. espte
chargement de la totalité de I'échantillon (pQ0a un débit de 0,1 mL.mib, les cartouches SPE
sont lavées avec 2 mL de 20% d’ACN (débit 1 mL:HirLe dérivé 1B-E»-Q8S est élué avec
2 mL de 50% d’ACN (débit 0,1 mL.mi), puis les cartouches sont séchées. Les solutions
récupérees sont évaporees a sec au Speedvac aaemgambiante. Les extraits sont repris dans
50 uL de solution CHOH : H:O (60/40, v/v) et analysés en LC-MS/MS.
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Annexe III. Application du dosage LC-MS/MS des cstrogénes (sans dérivation) aux
échantillons biologiques

Pour comprendre les résultats présentés ci-dessous il faut avoir en téte le schéma

métabolique suivant :

o
0’ 3-conjugué i
: -conjugués de I'E
— HO E (glucuronide, sulfz:te)

Estrone (E,)

17B-Estradiol (17B-E,)

\ 4

OH
3- et/ou 17B-conjugués ""°" 3-,16-ou 17
jug -~ OL — -, 16- ou 17-

du 17B-E, glucuronide de I'E;
(glucuronide, sulfate) Estriol (E;)

Figure AIll. 1 : Voies métaboliques permettant la réduction de I’activité des cestrogenes.

L’Estradiol (17B-E2) peut étre désactivé de plusieurs fagons différentes. Il peut étre
directement conjugué en position 3- ou 173-. La formation des deux formes mono-conjuguées
(glucuronide ou sulfate) est possible pour chaque hydroxyle. Des dérivés du 17B-E> doublement
conjugués ont également été identifiés, il s’agit des formes diglucuronidées (deux motifs
glucuronide, 1I’un aprés I’autre, uniquement en position 173-) ou disulfatées en position 3- et 173-.
Il existe également des formes mixtes, ¢’est-a-dire glucuronidée en position 3- et sulfatée en 173-,

ou l’'inverse.

Le 17B-Ez est inclus dans une chaine métabolique complexe. ! Le 17B-E» peut aussi étre
désactivé par une métabolisation en Estrone (E1) et en Estriol (E3). Ces composés sont beaucoup
moins cestrogéniques que le 17B-E2; I’'un des deux est considéré actuellement comme une forme

de stockage. En effet, la réaction métabolique est réversible dans le cas de I’E; et permet la

! http://Isresearch.thomsonreuters.com/maps/850/ ;
http://Isresearch.thomsonreuters.com/maps/849/
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mobilisation de la forme active en cas de besdly ést déstockée par la formation de conjugués
de type glucuronide ou sulfate. Notons que I'hyggelenzymatique effectuée lors des analyses
présentées ici réduit 'ensemble de ces composgsgiees en composes analysables. Lorsque I'on
parle de composeés totaux il faut entendre I'ensendel toutes les formes libres et conjuguées
gu’elles soient glucuronidées ou sulfatées. Laatad de couleur du rouge au jaune et passant
par 'orange indique une échelle décroissante dagshéicité (Figure Alll.1).

Afin d'estimer les variations possibles, toutesli@snées ont été analysées statistiquement
par le test dANOVA (outil StatGraphics) pour uneirvalle de confiance de 95%. L'échantillon
« cerveau » signifie : le cerveau entier sans ligpgpe. Toutes les données présentées ici sont

originales car elles ne sont pas encore dispondaas la littérature.

Alll.1. Variation de la concentration du 17p-E> dans le cerveau et I'hippocampe
en fonction de I'age

17B‘E2

0.014

M Hippocampe

M Cerveau
0.012

Cerveau_DE*Totale

0.01

0.008 -

0.006 -

Concentration, pmol/mg

0.004 -

0.002 A

J AM A

Souris méle placebos (n=6) : J - jeune (4 mois), AM - Gge moyen (12 mois), A - Ggées (24 mois)
* DE - digestion enzymatique

Figure Alll.2: Variation de la concentration duftE; en fonction de I'age

L'étude de la variation de la concentration d@-E2 a éte realisée sur trois groupes d'age
de souris males placebos (n = 6 par groupe) : g@henois), age moyen (12 mois) et agées (24
mois). Ces dosages avaient pour but d’analyserolléon naturelle de I'hormone dans
I’hippocampe et le cerveau.

HippocampeAvec I'age, une augmentation d’un facteur deuxadeohcentration du B7
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E> dans I'hippocampe a été observée entre les stmidsmois et celles de 12 mois. Précisément,
les concentrations hippocampiques ont évoluéesd@20 + 0,0002 pmole.migh 0,0043 + 0,0004
pmol.mg*chez les souris jeunes et d’age moyen respectivigiifiguire Alll.2). De la méme fagon,

la concentration du B7E2 dans I'hippocampe a encore augmenté avec |'aggt eie 0,009 + 0,001
pmole.mg' chez les souris agées de 24 mois. Ainsi, danspidiampe, si 'on compare les souris
jeunes et agées, il apparait que la concentratiadhifg+E2 a augmenté d’'un facteur quatre chez les

souris agees.

Cerveau.Dans le méme temps, la concentration dgrEx dans le cerveau entier (sans
hippocampe) est restée stable : 0,0095 + 0,0014.mgd et 0,011 + 0,001 pmole.m@pres la
digestion enzymatique totale. La comparaison dexeamrations du BFE, dans le cerveau
obtenues avec (en vert) ou sans (en rouge) digestipymatique totale révele le faible niveau de

conjugaison : la forme dominante est I§-E2 libre.

Alll.2. Concentration des cestrogenes apres l'injgion par voie sous-cutanée des

différentes concentrations du 1B-E>

Une partie de ces résultats est présentée et ééscans la partie principale de thése
(Chapitre 11.3). Il s’agit surtout des donnéeslsartaux de 1F-E», trouvés dans les tissus cérébraux
et le plasma des souris apres differents modesrirastration du 1B-E> (injection sous-cutanée
ou par voie orale dans I'eau de boisson). Les deadkes d’administration sont couramment utilisés

au laboratoire pour les expériences biologiques.

Apres lI'administration par voie sous-cutanée (npabgroupe), les souris males placebo
ont été comparées aux animaux ayant recu uneionede 3, 10 et 150 pug detE> et sacrifiés
une heure aprés. La méthode de dosage sans darigadié appliquée a tous les échantillons pour
rechercher les taux des quatre cestrogén@sel1t-E, E1 et E3. La présence dend> n'a été

détectée dans aucun échantillon analysé.

17p-Estradiol

Avec l'augmentation de la quantité injectée, urgvantation de la concentration dys17

E> a été observée dans toutes les matrices étudiiggsg Alll.3).
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17B'E2 M Hippocampe

2 9 0,05 ~ M Cerveau
18 1 004 Cerveau_DE* Totale
i |
1,6 0,03 - I Plasma
1,4 - |
§ L 0,02
- ’ T
© 0,01 A I
€ 1
2 0
g 08 Placebo 3ug
(&) 0,6
0,4 -
0,2 - -
O J— . [ eeenien : ﬂ -
Placebo 3ug 10ug 150ug

a) pmol/mg - cerveau et hippocampe
b) pmol/ul - plasma
* DE - digestion enzymatique

Figure Alll.3: Concentration du BFE, dans les échantillons cérébraux et le plasma eatiém des
concentrations injectées. Souris de 4 mdR (n=5) — jeunes souris placeb831g(n=5),
10 pg (n=5) et150 ug (n=5) — jeunes souris ayant recues une injectamvpie sous-
cutanée de 3, 10 et 150 pg d@-E5

Hippocampe.La concentration du BfE> dans I'hippocampe était de 0,003 + 0,001
(placeb0) 0,034 +0,012; 0,084 + 0,029 et 0,927 + 0,416 pmole.mg' aprés l'injection respective de
3, 10 et 150 pg. Ainsi, méme l'injection de la phasble concentration de B7E, augmente
considérablement son taux dans I'hippocampe (fadf@par rapport au taux normal). La tendance
s’accentue de facon spectaculaire avec l'augmentdis quantités injectées, atteignant apres

I'injection de 150 pg, un niveau 300 fois supériaurtaux basal.

Cerveau.Dans le cerveau (sans hippocampe), la concentrdtiol B-E: libre était de
0,0080 + 0,0004 pmole.migplacebo), 0,026 + 0,011 pmole.mg3 pg); 0,125 + 0,024 pmole.mg
1(10 pg) et 1,07 + 0,45 pmole.m@l50 pg). L'évolution du niveau de f-E; suit la méme
tendance que celle de I'hippocampe, arrivant ghaentation d’'un facteur 130 pour l'injection de
150 pg. Pour cette injection, la présence des fercoajuguées devient également tres importante

et représente autours de 30% d@-EZ total.

Pour l'injection des trés fortes doses, des nivégsxwariables du B7E; ont été observés

pour les deux types d’échantillons (cerveau etdipmpe).

Plasma De méme, la concentration plasmatique df-BEx était de 0,0112 + 0,0006
pmoleuL™? (placebo) 0,037 + 0,002 pmolel™t; 0,131 + 0,003 pmoleuL™ et 1,39 + 0,15

-187-



pmoleuL™ aprés linjection respective de 3, 10 et 150 pgl@eE,. Linjection de 150 pg
augmente le taux circulant duftE: libre d'un facteur 124 (pratiquement le méme qoerge
cerveau). Malheureusement, compte tenu des guairigéffisantes de plasma, I'analyse avec la

digestion enzymatique n’a pas pu étre réalisée.
Estrone

Avec l'augmentation de la quantité injectée, urgmantation de la concentration deil'E

a été observée dans toutes les matrices étudiiepsd Alll.4).

E,
19 0,06 - M Hippocampe
0,9 0,05 - M Cerveau

0,8 - 0,04 1 Cerveau_DE* Totale

07 - 0,03 1 M Plasma
’ 0,02 - i

0,6 1 0,01 A =

0,5 - 0 -

0,4

Concentration

0,3
0,2

0,1 -

0 -
Placebo 3ug 10ug 150ug

a) pmol/mg - cerveau et hippocampe
b) pmol/uL - plasma
* DE - digestion enzymatique

Figure Alll.4: Concentration de I'Een fonction des concentrations injectées. Sowri4 thois JP (n=5)
— jeunes souris placebd@ug(n=5),10 ug (n=5) etl50 ug (n=5) — jeunes souris ayant
recues une injection par voie sous-cutanée de 8t 180 ug du I¥E,

Hippocampeles concentrations mesurées pout BHivent toujours la méme tendance :
elles passent progressivement de 0,003 + 0,001 gamgt pour leplacebo a 0,021 + 0,018
pmole.mg’; 0,023 + 0,009 pmole.mg' et 0,66 * 0,52 pmole.migaprés l'injection de 3, 10 et 150

pg de 1B-E2 respectivement.

Cerveau La concentration de I'Eétait de 0,003 + 0,001 pmole.rh¢placebo) 0,018 +
0,014 pmole.mg(3 pg); 0,033 + 0,011 pmole.mig10 pg) et 0,43+0,14 pmole.m@L50 pg). On
remarque la présence importante des formes corgsgiens tous les échantillons, excepté celui

qui correspond a l'injection de 10ug.

Une grande variabilité interindividuelle dans les ¢es échantillons d’hippocampe et du
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cerveau a été observée.

Plasma La concentration plasmatique de i’Etait de 0,0033 + 0,0017 pmale:?
(placebo); 0,014 + 0,012 pmoleuL™; 0,016 + 0,008 pmolepLtet 0,11 + 0,03 pmolgL™ aprés
I'injection respective de 3, 10 et 150 pg dp-EZ. Quel que soit la quantité duf}E: injectées, le
taux de 'k dans le plasma reste inférieur a ses concentsatians les échantillons d’origine
cérébrale.

Estriol

Avec l'augmentation de la quantité injectée, urgmantation de la concentration des'E
a été également observée dans toutes les mattgees Figure Alll.5). Cependant, cette

tendance est moins prononcée pour ce métaboliiendiétion définitive du 1B-Ex.

0,035 - 3

B Hippocampe
0.03 1 B Cerveau
0,025 A Cerveau_DE* Totale

M Plasma

0,015 A :[

0,01 - I

0’005 _j -
0 - T

Placebo 3ug 10ug 150ug

Concentration

a) pmol/mg - cerveau et hippocampe
b) pmol/ul - plasma
* DE - digestion enzymatique

Figure Alll.5: Concentration de I'=en fonction des concentrations injectées. Sowi4 thois :JP (n=5)
— jeunes souris placebd@ug(n=5),10 pug(n=5) etl50 pug(n=5) — jeunes souris ayant
recues une injection par voie sous-cutanée de 8t 150 pg du I1¥E;

Hippocampe. Une légére augmentation a été observée dans I'téopoe: la
concentration était de 0,004 + 0,002 pmotrfglacebo) et 0,007 + 0,002 pmole.f@,009 +
0,004 pmol.mg et 0,023 + 0,009 pmole.im@prés l'injection respective de 3, 10 et 150 uyyie
E>. Pour la dose 50 fois supérieure (150 pg contpay lu 1B-E- injecté), le taux de I'Eest
seulement 3 fois plus important.

Cerveau La concentration de I'volue de méme fagon dans le cerveau : elle &ait d
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0,007 + 0,004 pmole.miyplacebo), 0,008 + 0,003 pmole.mg3 pg); 0,010 + 0,003 pmole.mg
1(10 pg) et 0,020 + 0,004 pmole.* @50 L g). La comparaison des valeurs obtenues(anecrt)

et sans (en rouge) digestion enzymatique indiqueoldribution trés importante des formes
conjuguées dans tous les échantillons. Elles reptést presque la moitié du taux total de (&

I'exception des souris traitées avec la quantitgimale du 1B-E).

Plasma L'Es n'a pas été détecté dans le plasma des sourishpla@t des souris ayant
recu une injection de 3 pg defti. Il apparait en tres faible concentration apiagkltion de 10
ug de 1B-E2 (0,0023 + 0,0014 pmolel ) et sa concentration circulante devient plus impaeta
aprés l'injection de 150 ug defE; (0,017 + 0,006 pmolgL™).

Alll.3. Comparaison entre les souris jeunes et a@s placebos et les souris jeunes et

ageées traitées avec de I'eau de boisson contenamtM du 17p-E>

Dans cette expérience, les souris males placebases$ (4 mois) et agées (24 mois), ont
été comparés aux animaux de méme age ayant ragudkeboisson contenant 1 uM d@-Ez de
boisson pendant dpours avant le sacrifice. La méthode de dosage d@nmgation a été appliquée
a tous les échantillons (avec digestion enzymatmue le cerveau et le plasma en plus) pour
rechercher les taux des quatre cestrogéen@sel1t-E, E1 et E3. La présence dendE> n'a été

détectée dans aucun échantillon analysé.

17p-Estradiol

Hippocampe Une analyse des histogrammes montre que les nwatens de 1§-E>

dans I'hippocampe de souris de 4 mois (barre bléigeire Alll.6) ne sont pas significativement
modifiées par un traitement a 1uM depid= dans l'eau de boisson. Pour ces souris, la
concentration du B#E> baisse de fagcon non significative dans 'hippocarfge 0,0023 + 0,0002

a 0,0020 + 0,0004 pmole.mg(p< 0,05, intervalle de confiance 95%). Si I'otamine a présent
I'effet du traitement chronique a 1uM deBi¥- par I'eau de boisson chez les animaux agés de 24
mois, on observe que paradoxalement, I'ajout df-Eb7conduit & une diminution de la
concentration de B7E> dans I'hippocampe. Précisément, cette concentriaijggpocampique passe

de 0,006 + 0,001 a 0,0035 + 0,0008 pmolelmgotons ici que cette baisse de la concentration
hippocampique de B7E> raméne la teneur de ’hormone a celle que I'orepleschez les animaux

jeunes.
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17p-E,

0,02 M Hippocampe
I M Cerveau
0,018
= Crveau_DE* Totale
0,016
M Plasma
0,014 Plasma_DE*Totale

0,012

0,01

Concentration

0,008 ~
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Figure Alll.6: Concentration du B¢E.. Souris :JP (n=5) — jeunes souris placebos de 4 mii, (n=6) —
jeunes souris de 4 mois traitées al/é¢:E, dans I'eau de boissoii? (n=5) — souris agées
placebos de 24 mois AE2 (n= 6) —souris agées placebos de 24 mois traitésrs Bp-
E> dans I'eau de boisson.

Cerveau Contrairement a ce qui se passe dans I'hippocatapteaitement induit une
augmentation des concentrations dg-E7 dans le cerveau entier des souris jeunes agéesdss.
Cette augmentation trés significative (p<0,05,rvale de confiance 95%) est surtout visible aprés
digestion enzymatique des échantillons révélant quesurplus de BFE> est essentiellement
présent sous des formes conjuguées, d’éliminatipdeocirculation, qui sont inactives. Dans le
détail, les concentrations defit#: libres passent de 0,0079 + 0,0005 a 0,0101 + @,p6tble.mg
! chez les animaux jeunes lors du traitement a 1g MI-E2 par I'eau de boisson. Dans le méme
temps, la concentration defitE> total mesurée dans le cerveau passe de 0,0102@%a 0,0190

+ 00,0005 pmole.mgchez les animaux jeunes (p<0,05).

L'examen des données obtenues sur le cerveau dai@mimaux agés de 24 mois montre
un profil similaire a celui observé chez les animguines. Le traitement a I'eau de boisson n’induit
pas de changement significatif dans les conceotstie 1B-E: libre dans le cerveau. Précisément,
ces concentrations passent de 0,0080 + 0,0005308®M; 0,0002 pmole.mig En paralléle, les
concentrations de PB7E> total incluant les composés conjugués évalueegsagigestion
enzymatique, augmentent de facon trés significdpw®,05) passant de 0,01 + 0,0002 a 0,0173 +
0,0002 pmole.nmg
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Plasma Les concentrations du i-E> mesurées dans le plasma avec ou sans digestion
enzymatique sont beaucoup moins variables. LesdaukXp-E: libre sont entre 0,007 et 0,008
pmol.uL?! selon le type d’échantillon. Les formes conjuguégsésentent entre 10 et 3@b la

concentration totale.

Estrone
0,014 1 .
I - M Hippocampe
0,012 M Cerveau
Cerveau_DE* Totale
8 0,01 1 M Plasma
=
© Plasma_DE* Totale
+ 0,008
c
[7]
2
o 0,006
o
0,004 —= —
0,002_—I4II4li4II_
o J [ i .

JP JE2 AP AE2
a) pmol/mg - cerveau et hippocampe

b) pmol/ul - plasma
* DE - digestion enzymatique

Figure Alll.7 : Concentration de I'E Souris :JP (n=5) — jeunes souris placebos de 4 miis (n=6) —
jeunes souris de 4 mois traitées al@g-E, dans I'eau de boissofP (n=5) — souris agées
placebos de 24 mois AE2 (n= 6) —souris &gees placebos de 24 mois traitéees Bp-E,
dans l'eau de boisson.

Hippocampe La concentration de I'Elibre dans I'hippocampe (barres bleuEgyure
Alll.7) ne varie pas beaucoup entre les groupes. La aeglaentation significative (p<0,05) de la
concentration de |I'Hibre apparait chez les souris agées traitées ybtde 1B-E> dans I'eau de
boisson. Précisément, la concentration hippocanepiguks libre passe de 0,0006 + 0,0001 chez
les animaux agés de 24 mois placebos, a 0,0016004,pmole.mg chez les individus agés de

24 mois traités avec 1uM d@&p-E, dans I'eau de boisson.

Cerveau Les concentrations diElibre dans le cerveau augmentent de maniere
significative (p<0,05) par rapport a celles dahgppocampe et de maniere faible dans le cerveau
des animaux traitégs les animaux placebos. Ceci s’observe a la foig td® animaux jeunes et
ageés. Précisément, chez les animaux de 4 moisheectrations d’Elibres passent de 0,0017 £

0,0001 a 0,0020 + 0,0002 pmole.rdans le cerveau. Chez les animaux agés de 24 omsis,
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concentrations passent de 0,0020 + 0,0001 a 06030003 pmole.ng

En paralléle, les concentrations d'Ebtales (obtenues apres digestion enzymatique)
augmentent de fagons tres significatives chezdasssjeunes et agées, placebos et soumises au
traitement de 13-E> dans l'eau de boisson. Ceci montre que la partcdegosés conjugués
inactifs et préts a étre éliminés augmente. Ceite fe graphe ci-dessus montre que la prise du
17B-E> dans I'eau de boisson augmente les concentratiBngotale (incluant les conjugués) de
0,0103 + 0,0001 a 0,0136 * 0,0004 pmolenofpez les souris jeunes placebos et traitées
respectivement (p<0,05). En paralléle, la prisd geE> dans I'eau de boisson chez les animaux
agés se traduit par une augmentation statistiquiesiggmificative (p<0,05) des formes conjuguées
d’E1 dans I'hippocampe. Plus précisément, ces condmmsgpassent de 0,0103 = 0,0007 a 0,0133

+ 00,0002 pmole.mgchez les souris agées placebos et traitées respaetit.

Ceci indique que lors d’'un apport exogéne d& Bz, dans des conditions physiologiques,
le cerveau oriente les voies métaboliques veroimdtion d’une forme de stockagei)Eet
d’élimination (formes conjuguées) qui permettent maintenir I’homeostasie cérébrale en

cestrogenes.

Plasma Les concentrations de kEmesurées dans le plasma avec ou sans digestion
enzymatique sont beaucoup moins variables. Ellsteme pratiguement les mémes chez les
animaux placebos : 0,0022 +0,00002 pmoletrogez les souris jeunes et 0,0019 +0,00003
pmole.mg' chez les souris agées. Les taux de #Egmentent I[égérement avec le traitement par
le 17B-E> dans l'eau de boisson : 0,0030 + 0,00005 pmoléchgz les souris jeunes et 0,0031
+0,00005 pmole.m§chez les souris agées. La forme dominante est litEe, les formes

conjuguées représentent entre 24 et 37% de laaten totale.
Estriol

Hippocampela concentration de I'Hibre varie peu dans I'hippocampe des souris gune
et gées, apreés le traitement avec 1uM @uEfans I'eau de boissdrigure Alll.8). Précisément,
les concentrations hippocampiques des lfiassent de 0,00064 + 0,00005 a 0,0007 + 0,0002
pmole.mg' chez les animaux jeunes placebos et traités riagpeent. En paralléle, chez les
animaux ages, les concentrations de BBnt identiques chez les animaux jeunes et agés ma
augmentent légerement chez les animaux agés awaitéenent. Précisément, les concentrations
d’Es libre varient de 0,00064 + 0,0002 & 0,0008 + 0200Mole.m¢} chez les animaux agés de 24

mMois sans et avec une supplémentation @eEk@ans I'eau de boisson respectivement.
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Figure Alll.8 : Concentration de I'E Souris :JP (n=5) — jeunes souris placebos de 4 miis (n=6) —
jeunes souris de 4 mois traitées al/@ég-E, dans I'eau de boissolP (n=5) — souris agées
placebos de 24 mois AE2(n= 6) —souris agées placebos de 24 mois traitéms 1ap-E-
dans I'eau de boisson.

Cerveau. Parallelement, dans le cerveau, une diminutiomifsdgtive (p<0,05) des
concentrations d'Ea été observée dans le cas des souris jeunesig) tnaitées avec le B7E
dans I'eau de boisson. Dans ce cas, les concemsgiassent de 0,0014 + 0,0001 a 0,0010 + 0,0002
pmole.mg' respectivement chez les individus jeunes placatiosaités. Si 'on examine en
revanche les concentrations gtetales incluant les formes conjuguées inactivaspbserve une
augmentation statistiquement significative (p<0,d85 concentrations chez les jeunes souris
supplémentées en fi-E,. Précisément, les concentrations passent de 0;003803 a 0,0036 +
0,0002 pmole.md aprés traitement. Ceci semble indiquer une adtivatle la voie de la
conjugaison des cestrogenes.

Chez les animaux &agés de 24 mois, la concentratienl’Ez libre augmente
significativement dans le cerveau passant de 0,&@1,8001 a 0,0018 + 0,0002 pmole:fad E3
total (associant I’'hormone libre et conjuguée) aegta également, passant de 0,0030 + 0,0003 a
0,0050 + 0,0003 pmole.rig

Ceci semble indiquer que lorsque I'on supplémentanimal en 1F-E> & des doses qui
restent dans la gamme physiologique, le cerveaéfemd en activant des voies métaboliques qui

permettent de transformer cet cestrogene en forrstodkage peu actives puis de les éliminer par
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les réactions de conjugaison non-réversible etumdtabolisation définitive. Ceci permet de

conserver ’homeéostasie cestrogénique du cerveau.

Plasmala présence de I'Hlibre ou conjugué) n'a été détectée dans aucsigaripes
de souris étudiés.

DISCUSSION

Avis généralles résultats que nous présentons ici sont @igiret apportent des données

intéressantes au champ d’études des neurosciences.

Initialement, ce qui nous a conduit a la mise antpe cette technique de dosage a la fois
sensible, précise et délicate est un constat bopleg L'analyse initiale de la bibliographie
scientifique concernant les effets dd&- sur le cerveau, sur I'hippocampe et sur la ménmire
particulier nous a semblé pleine de contradictibas.effets semblaient a la fois positifs et ndgati
et parfois en contradiction en fonction des dosesaltement utilisées (Chapitre 1.1). Ceci nous a
conduit & penser que la dose d@-Eg intra-cérébrale et intra-hippocampique était fiésment
régulée et était vraisemblablement la clé du mgsten effet, il est connu qu’en fonction des doses,
les cestrogenes au sens large, peuvent activeoissde signalisations intra-cellulaires différante
conduisant a des effets cellulaires puis physiolegs différents. Nous savons aussi que les
territoires cérébraux contiennent des neuroneérdifts qui n’expriment pas les mémes voies de
signalisation. Nous nous attendons donc a deseoéadifférentes des neurones d’aires cérébrales
différentes en réponse a un méme traitement. Lersgus avons initié ce travail, le consensus
tournait autour d’une diminution du fi-E> dans le cerveau et I'hippocampe avec I'age. Cette

hypothése consensuelle reposait essentiellemedeswrfaits avéerés :

(1) On pouvait restaurer ou amplifier certains effeds & la plasticité neuronale (poussée des
épines dendritiqgues, fonction mnésique spatialen.)sepplémentant en B+, des

animaux déprivés d’'aestrogenes. Ces effets n’étpmntant pas systématiques.

(2) On observait chez les animaux et 'lhomme une réalucte I'expression de I'aromatase

(ARNm et protéine) dans le cerveau et I'hippocarmpec I'age.

L'aromatase est un des enzymes majeurs qui coatlubiosynthése de .. L'activité
de cet enzyme est down-régulée par la présencendergduit c'est-a-dire par la présence:dg
de 1PB-E.. Elle transforme la testostérone enB-Es et I'androsten-dione eniESelon les

principaux spécialistes, la disparition progressieel’aromatase avec I'dge ne pouvait conduire
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qu'a une réduction de la teneur locale efi-EZ. Pourtant, cette hypothése bien que séduisante
n'expliquait pas I'ensemble des données recueiligke n’était qu'une preuve indirecte de la
carence en PBfE». La littérature suggeérait également une régulafiloe de la concentration du
173-E> cérébrale et hippocampique, montrant des eévolsitian la fois structurales et

comportementales chez les jeunes souris femelleswas du cycle.

L'Estradiol dans le cerveau et ses effets sur lanmiée. Afin de construire ensuite un
travail sur des bases solides, nous avons décidésir directement le 7> dans le cerveau et
dans I'hippocampe. Les résultats que nous obtermndien qu’'en désaccord complet avec
I'hypothese de départ, sont d’'une trés grande eoicér Nous observons en effet une augmentation
du 1B-E2 hippocampique avec I'age. Cette augmentationesdtainte, dans notre approche, a
I’hippocampe dans la mesure ou si 'on considérede/eau entier (sans hippocampe), les
concentrations de B7E. restent stables. Ceci montre que méme si la ctratiem de 1p-E>
augmente dans I'hippocampe, tout concourt a un tieainle I’hnoméostasie cérébrale dBE.
Nous savons gu’en conditions normales, les anindgés éprouvent des difficultés a realiser les
tests de mémoire que nous leur proposons et quihgpmocampe-dépendants. Cela signifierait
qu’un surcroit de 1¥-E> dans I'hippocampe a naturellement un effet dédésér la mémoire des

animaux.

Nous observons sur le plan comportemental qu’utetreent avec 1uM de B7E> dans
I'eau de boisson améliore la mémoire des anima@és.&Qr ici, nous voyons que ce traitement, au
lieu d’augmenter la concentration hippocampiquero@non aurait pu I'attendre, la diminue. Ceci
concorde bien avec I'observation précédente. Cst pas la carence deftE> qui est délétere
pour la mémoire des animaux agés mais son augnwent@eci étant établi, on doit s’interroger
pour comprendre comment une supplémentation §AE1peut conduire a la réduction de sa

concentration hippocampique chez les animaux jeehagés.

A ce stade, les dosages d@& d'E ainsi que I'estimation des conjugués par la diffee
qui peut étre faite entre les composés dosés awame digestion enzymatique nous sont d’un trés
grand secours. Bien que nous soyons conscientsogisan’avons fait qu’estimer les concentrations
de conjugués et que le dosage spécifique de cepas@® doit encore étre développé, nous
observons que lorsque lefitE; est apporté dans I'eau de boisson a des dosesatibfep avec la
physiologie, ce surcroit de -2 semble étre pris en charge par le cerveau poielison impact.
Toutes les voies possibles conduisant a son iraditiivsemblent alors étre recrutées : celles qui
conduisent a la formation de3E, conjugué (voifFigure Alll.3etAlll.6) et celles qui conduisent
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a la formation d’E; et ses conjugués et d’E; et ses conjugués (voir Figure AIIl.4, AIILS, AIIL.7 et
AIILS).

Notez que cette analyse vaut essentiellement pour les animaux agés pour lesquels il est
connu de fagon certaine que le taux de I’aromatase décline avec I’age. Chez les jeunes souris en
revanche, il est possible que la régulation des concentrations intra-hippocampique et intra-cérébrale
de 17B-E: passe aussi par la régulation de la vitesse d’aromatisation de la testostérone (T) et de

I’androsténedione (A) (Figure AIIL.9).

Aromatase *
[ k)
o) 7 HO
Androsténedione (A) Estrone(E,)
17B-hydroxy-stéroide 17B-hydroxy-stéroide
deshydrogénase deshydrogénase
4
r Aromatase *

() =—
(T

Testostérone (T) Estradiol (E,)

O

* Diminution de I'expression génomique et protéiqueavec I'age

Figure AIIl.9 : Schéma métabolique liant le 17B-E; aux androgénes.

En effet, dans ce travail nous avons essentiellement pu discuter de la désactivation des
cestrogenes par la formation d’E; et d’E3 ainsi que par la formation des conjugués que nous avons
mesurés. Chez les souris jeunes et d’dge moyen, chez qui I’aromatase est trés active, cette voie de

« dés-cestrogenisation » doit aussi étre envisagée. Dans ce cas, I’augmentation locale du produit de

la réaction enzymatique aurait pour effet de freiner, voire de bloquer I’activité de I’aromatase. Pour
la confirmer, il faudrait doser les androgeénes T et A dans le cerveau des animaux jeunes et agés
suite a un traitement a 1puM de 17B-E> dans I’eau de boisson. Si notre hypothése est exacte, on
s’attend a une augmentation de la T et de la A dans I"’hippocampe et dans le cerveau des souris
jeunes. Chez les animaux agés, en revanche, compte tenu de la faible expression de I’aromatase, le
méme traitement avec du 17B-E» devrait conduire a une faible augmentation de la T et de I’ A locale.
On doit aussi pouvoir observer une augmentation des conjugués de ces hormones dans tous les
tissus cérébraux. Notons ici que le déclin de 1’activité aromatase dans I’hippocampe avec 1’age

pourrait étre une conséquence et non pas une cause du vieillissement. Ce serait alors 1’augmentation
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intra-hippocampique du B7E> qui rendrait I'activité aromatase superfétatoinesgue son produit
de réaction serait déja abondamment présent. Tuble se passer comme si au cours du

vieillissement les voies métaboliques d-E5 sont modifiées dans I'’hippocampe.

Globalement, les teneurs plasmatiques qui ont égurdes sont peu variables dans le cas
des faibles quantités du-E> administré. Cela indique que la dose de 1uM dens de boisson,
bien gu’active, reste dans la gamme des dosesgibgijues. Les teneurs plasmatiques sont
inférieures aux concentrations hormonales cérébgriléon considére les formes totales que nous
avons estimées. Ceci est en accord avec la litérgHojoet al, 2009). Toutefois, il faut noter
qgue nos estimations indiquent que la part des goégl dans le cerveau, méme si elle peut étre
modulée en cas d’apport exogéne est relativemésiefa notre connaissance cette information
est nouvelle. Elle est cohérente avec la nature lippphile du tissu cérébral. Ce dernier ne

concentrerait pas en temps normal des composasgu@y présentant un fort caractére hydrophile.

Nos résultats montrent que les concentrations @eE hippocampiques n’évoluent pas
avec I'dge comme les concentrations cérébralefa &gulation des concentrations du3E>
semble efficace dans le cerveau, la concentratpobampique quant a elle augmente de maniéere
significative. Ceci montre que I'hippocampe esttigsu particulier vis-a-vis du B7E>. Cela
n'exclut pas que d’autres territoires cérébrauwsgemt aussi avoir un comportement particulier
vis-a-vis du 1B-E>. Nous ne les avons pas analysés. La synthése laicedi que le métabolisme
du 1B-E2 sont particuliers dans I'hippocampe. Comme naagidns anticipé, la régulation de la
concentration de cette hormone est trés fine an Keut rester dans un fonctionnement
physiologique normal. Il semble que 'homéostasiecbrale du 1F-E> soit essentielle. Cela

démontre a quel point cette hormone est cruciale lgofonctionnement du cerveau.
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Annexe V. Caractérisation des molécules obtenueRKIN)

Les spectredH, 13C et 2D (COSY, HSQC, HMBC) ont été réalisés grace BRUKER
DPX 300 MHz. Les déplacements chimiquésdt les constantes de couplage (J) sont exprimeés
respectivement en ppm et en Hz. Les abréviations [gomultiplicité dans l'interprétation des
spectres : s singulet; d = doublet; dd= doublet de doublets ; t = triplet; q = quadruplé ; qt =
quintuplet; m = multiplet.

17B-E>-Dns

IH NMR (300 MHz, Acétone-d6y 0,78 (s, 3HCHSs -18), 1,69-1,97 (m, 13H;H2 — 7,9, 11,
12, 15, 16, CH — 8 14), 2,68 (m, 2HCH2 — 6), 2,94 (s, 3HCH3 — 12), 3,14 (s, 3HCHs — 13),
3,70 (m, IHCH - 17), 6,63 (d, 2H, J=3,7 HGH - 2 4), 7,30(d, 1H, J = 9,6 HzCH — 1), 7,17
(d, 1H, J = 8,3 HzCH — 5), 7.39 (d, 1H, J = 7,4 HCH — 10), 7,63 (m, 1HCH — 4), 7,77 (m,
1H,CH-9), 8,45 (d, 1H, J = 8,6 HCH — 3), 8,70 (d, 1H , J = 7,6 HGH - 8).

17B-E2>-PS

H NMR (300 MHz, Acétone-d6y (ppm) 0.80 (s, 3HZH3 -18), 1,08-2,36 (m, 13H;H, — 7,
9,11, 12, 15,16, CH — 8 14), 2,80 (m, 2HCH> — 6), 3,69 (m, 1HCH — 17, 6,79-6,84 (m, 2H, J
=7,5Hz,CH-24),7,30(d, 1H, J=9,6 HzCH - 1), 7,74 (m, 1H, J = 8,1 HH - 3), 8,28 (m,

1H,J=8,1 HzCH - 4), 8,97 (m, 2H, J = 5,0 HCH - 2, 6).
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17p-E>-DMIS

IH NMR (300 MHz, MeOH-d4)d 0,78 (s, 3HCHs -18), 1,27-1,76 (m, 13HCH. — 7,9, 11,
12, 15,16, CH — 8 14), 2,03 (SCH3 - 6, 2,63 (SCH3 - 7, 2,79 (m, 2HCH: — 6), 3,80 (m, 1H,
CH-17, 6,80 (M, 2H, J=7,5 HGH — 2 4), 7,24(d, 1H, J = 8,8 HzCH — 1), 7,65 (d, 1H, J =
11,9 Hz,CH — 4).

17p-E»-PBS

IH NMR (300 MHz, MeOH-d4) 0,78 (s, 3HCH3 -18), 1,14-2,07 (m, 13H;H2 — 7,9, 11,
12, 15,16, CH — 8 14), 2,76 (m, 2HCH, — 6), 3,66 (m, IHCH — 17), 6,61 (d, 1H, J = 8,8 Hz,
CH-1),6,73 (m, 2H, J=7,5HEH -2 4), 7,24 (m, IHCH — 10), 7,81 (d, IHCH — 9), 7,92
(d, 2H, J = 1,6 HzCH — 2, 3", 7,92 (d, 2HCH - 5, 6'), 8,41 (d, 1H, J = 2,6 HGH — 11).
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17B-E2>-Q8S

IH NMR (300MHz, MeOH-d4) 5 0,73 (s, 3H, CH-18),1,25-2,18 (m, 13HCH2 — 7, 9, 11,
12, 15,16, CH — 8, 14), 2,62 (m, 2H, CH- 6), 3,67 (m, 1H, CH - 17), 6,61 (q, 2H, J = 85,
J=2,6 Hz, CH - 2, 4), 7,09 (d, 1H, J=2,59 Hz, CH); 7,71 (q, 2H, J=8,3 Hz, J=7,4 Hz, CH - 2/,
6, 8,33 (q, 2H, J=3,4 Hz, J=1,5, CH - 5', 758 (dd, 1H, J=8,4 Hz, J=1,8 Hz, CH - 3", 9,14
(dd,1H, J=4,3 Hz, J=1,8 HCH — 1.

17B-E2-TS

IH RMN (300 MHz, Acétone-d6) 0,76 (s, 3H, Ck18), 1,17-2,05 (m, 13H, G+, 9, 11, 12,
15, 16, CH-8, 14), 2,45 (s, 3H, GH"), 2,74 (m, 2H, CK6), 4,56 (dd, J=9,2 Hz, 7,3 Hz, 1H, CH-
17), 6,52 (d, J=2,5 Hz, 1H, CH-4), 6,59 (dd, J=812, 2,7 Hz, 1H, CH-2), 7,06 (d, J=8,4 Hz, 1H,
CH-1), 7,45 (d, J=7,8 Hz, 2H, CH-3',5'), 7,91 (&7J8 Hz, 2H, CH-2',6").

13C NMR (100 MHz, Acétonel6) : § 156,09, 145,46, 138,41, 138,08, 131,78, 130,48,812

127,13, 116,05, 113,73, 85,64, 50,26, 44,67, 438,70, 37,60, 29,55, 29,36, 28,05, 27,04, 23,76,
21,60, 12,38.
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178-E2-NO2Ph

IH RMN (300 MHz, MeOH-d4)3 0,80 (s, 3H, Ck+18), 1,06-2,48 (m, 13H, GH, 9, 11, 12,
15, 16, CH-8, 14), 2,88 (m, 2H, Gid), 3,68 (t, J = 8.5 Hz, 1H, CH-17), 6,89 (d, J52z, 1H,
CH-4), 6,94 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H, CH-2), 7.83J = 8.5 Hz, 1H, CH-4), 7,72 (d, J=9,3 Hz,
2H, CH-2',6'), 8,22 (d, J=9,3 Hz, 2H, CH-3'5)).

17B-E2-Ph

o
3 2
18 -
4" N (0]
H 4 6
5 6'

IH RMN : (300 MHz Acétone-d6):0,80 (s, 3H, Ckt18), 1,19-2,39 (m, 13H, G+, 9, 11,
12, 15, 16, CH - 8, 14), 2,76 (m, 2H, €6), 3,68 (m, 1H, CH-17), 6.88 (d, J = 2,5 Hz, TBH-
4), 6,94 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H, CH-2), 7,09J& 8.5 Hz, 1H, CH-4), 7,32 (m, 3H, C-3', 4, 5'),
7,61 (ddJ = 8.7, 1.0 Hz, 2HCH-2', 6).

17-E>-DMAP

o
3 2
N Ly s
N—2 NT T o
/ H 4 6
o
5 6

1H RMN (300 MHz, MeOH-d4)3 0.79 (s, 3H, CH-18), 1,26-2,26 (m, 13H, £, 9, 11, 12,
15, 16, CH-8, 14), 2,78 (m, 2H, G#8), 2,87 (s, 3HCH=8"), 2,89 (s, 3HCH=-9"), 3.67 (t, J=8,5

Hz, 1H, CH-17), 6.85 (d, J = 2,5 Hz, 1H, CH-8)78 (d,J = 9,1 Hz, 2HCH-3',5’), 6,89 (dd, J =
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8.5, 2.5 Hz, 1H, CH-2), 7,08 (d, J = 8.5 Hz, 1H,4@}17.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H, CH-2',6).

17-E>-FPh

1H RMN (300 MHz, MeOH-d4)d 0.79 (s, 3H, CH- 18), 1,22-2,32 (m, 13H, GH 7, 9, 11,
12, 15, 16, CH - 8, 14), 2,85 (m, 2H, £+B), 3.67 (t, 1H, J=8.5 Hz, CH - 17), 6,86 (d,, 114 2,4

Hz, CH -2, 4), 6,92 (dd, 1H3<B,6 Hz, 3=2,5Hz, CH - 1), 7.05 (m, 2H, CH - 2', 6'), 7,30 2#,
J=8,4 Hz, CH - 2', 6') 7.41 (m, 2H, CH - 5', 3)58 (s, 1H, NH- 8.
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Annexe V. Les ions précurseurs et les ions fragmenes plus abondants et spécifigues des

dérivés synthétisés

Dérivés ESI (+) ESI ()
du 17B-E> MS MS/MS CE MS MS/MS CE
PS 414,3 [M+H] |172,1;213,2:272.3:350,2| 47 - -
Dns 506,2 [M+H] 171,0; 427 3; 4423 47 - -
DMIS | 431,3[M+HJ |144,1;159,0; 213,1;367.2| 40 - -
PBS 479,2 [M+H] |144,1; 159,2; 207,1; 213,1;| 47 - -
272,2; 4152
Q8sS 464,2 [M+H] |129,2;213,1; 272,2: 400,3| 47 - -
Ph 392,3[M+H] | 149,0;159,2; 255,1; 30 - -
273,3;2952
pTS 470,2 [M+H] |133,2;159,1; 255,3;: 341,5| 30 | 468,2[M-H] | 132,0; 170,0; =40
196,0; 269,1; 271,1
FPh 410,2 [M+H] |135,0; 159,1: 255,1; 273,1;| 20 - -
392,3
DMAP | 4353 [M+HJ |148,1; 181,2;255,3; 272.2;| 40 | 433,4 [M-H] |120,0; 145,1; 253,3;| -35
420,3 271,2; 283,4
NOPh | 437,2[M+H] |107,0; 159,1; 255,2; 273,3;| 30 - -
313,4; 419,0
DMAB | 420,3 [M-HJ 166,2; 151,1; 134,1 10 | 418,3[M-H] [164,0;253,2; 271,1;| - 40
374,1; 4033
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Annexe VI. Gamme d'étalonnage sur les solutions stdards des dérivés 1ff-E>-Dns, 1-
E2>-DMIS et 17B-E2-Q8S

5,00E+05 1
Transition MRM 464.3- 129.0 1B-E,;-Q8S
asoewos 1 ¢ e 83000x + 15067
" v= X+
m Transition MRM 430.3- 159.0 1B-E,-DMIS * R2=0.9947
4,00E405 { A Transition MRM 506.3- 171.0 1B-E,-Dns
% Transition MRM 464.3>402.2 1B-E,-Q8S A = 7o363ns S84
3,50E405 - "
X Transition MRM 430.3- 367.3 1B-E,-DMIS
® Transition MRM 506.3- 442.3 1B-E,-Dns
3,00E+05
o
o
3
o 2P0EX05 1 y=46498x+ 11814
o R?=0.9925
<<
2,00E+05 -
1,50E+05 -
1,00E+05 -
y=57449x+1296
5,00E+04 - y=7571.3x + 1907 o
00013 R2=0.9918
y=1096.9x+732.31
- R?=0.9457
0,00E+00 : o ‘ : } ‘
0 1 2 3 4 5 6
Concentration injecté (fmol.ut?)

Figure AVI: Aires de pic des dérivés : FE,-Dns, 1B-E,-DMIS et 1B-Ex-Q8S en fonction de la
concentration injectée en HPLC-ESI(+)-MS/MS, n =3
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Annexe VII. Communications écrites et orales réalées durant la thése

Publications en cours

(1) “Quantitative measurement of A-gstradiol in mouse brain and plasma after oral and
subcutaneous administraton by a derivatization e freLC-MS/MS  method”
Ecaterina Lozan, Svitlana Shinkaruk, Alice SharmABéd, Catherine Bennetau-Pelissero, Jean-
Marie Schmitter, Corinne Buré

(2) “Novel derivatization reagents to enhance ionizadficiency of 1 -Estradiol in LC-MS/MS”.

Ecaterina Lozan, Corinne Buré, Catherine Bennetdigsero, Jean-Marie Schmitter, Svitlana
Shinkaruk

Communication orale

“High Performance LC-MS/MS method for quantificabdh7$-Estradiol in mouse plasma and brain”,
Journées scientifigues de CBMN, 23-24 Octobre 2Bérjeaux, France

Ecaterina Lozan, Svitlana Shinkaruk, Catherine BennPelissero, Jean-Marie Schmitter, Corinne Buré
Communications par affiches

Locale

(1) Etude de la dérivation chimique @tE, en vue de développement d’'une methode de dosage de
oestrogenes dans les tissus cérébraux par LC-MZBIS Journée Chimie Grand Sud-Ouest
de la Société Chimique de France (GSO 2012), 3@ibre 2012, Bordeaux, France

Carine Tchakounté, Ecaterina Lozan, Svitlana ShikkaCorinne Buré,Catherine Bennetau-
Pelissero, Jean-Marie Schmitter

(2) La dérivation chimique du 1f-cestradiol en vue de son dosage par LC-MS/BéBtnée
Scientifique de I'Ecole Doctorale et Rencontres tiraots Entreprise, 25-26 Avril 2013,
Bordeaux-Talence, France

Ecaterina Lozan, Svitlana Shinkaruk, Corinne Buath€ine Bennetau-Pelissero, Jean-Marie
Schmitter

(3) Development and performance evaluation of a liqutromatography/tandem mass
spectrometry assay for JfEstradiol’ 4°™ Symposium du Neurocentre Magendie, 24-25
Octobre 2013, Bordeaux — Talence, France

Ecaterina Lozan, Corinne Buré, Svitlana Shinkadakn-Marie Schmitter, Catherine Bennetau-
Pelissero

(4) Development and performance evaluation of a liqubromatography/tandem mass
spectrometry assay for JZEstradiol" 16°™ Journée de I'Ecole Doctorale des sciences
chimiques, 17 Avril 2014, Bordeaux-Talence, France
Ecaterina Lozan, Corinne Bure, Svitlana Shinkatakn-Marie Schmitter, Catherine Bennetau-
Pelissero

(5) High Performance Liquid Chromatography-Tandem MaSpectrometry method for
quantification of 175-Estradiol in mouse plasma and braia"Journée Scientifique de I''SM, 3
Juillet 2014, Bordeaux-Talence, France
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Ecaterina Lozan, Svitlana Shinkaruk, Corinne Buath€&ine Bennetau-Pelissero, Jean-Marie
Schmitter

(6) “Novel derivatization reagents to enhance ionizadficiency of 1 -Estradiol in LC-MS/MS;
la Journée Scientifique de I'ISM, 2 Juillet 2015r&eaux-Pessac, France
Ecaterina Lozan, Corinne Buré, Chloé Papin, CatbeBennetau-Pelissero, Jean-Marie
Schmitter, Svitlana Shinkaruk

Nationale

(1) “Novel derivatization reagents to enhance ionizagdficiency of 1 -Estradiol in LC-MS/MS;
Congres francais de Spectrométrie de Masse et lgsndrotéomique (SMAP), 15-18
Septembre 2015, Ajaccio
Ecaterina Lozan, Corinne Buré, Chloé Papin, CatbeBennetau-Pelissero, Jean-Marie
Schmitter, Svitlana Shinkaruk

Internationale

(1) Etude de la dérivation chimique du g#estradiol en vue de son dosage dans les tisstlzragr
par LC-MS/MSTECB Young Scientist Symposium (Journées JeuhescBeurs - IECB), 27-28
Mai 2013, Bordeaux-Pessac, France
Carine Tchakounté, Ecaterina Lozan, Svitlana ShikkaCorinne Buré,Catherine Bennetau-
Pelissero, Jean-Marie Schmitter

(2) Analysis of 175-Estradiol by LC-MS/M3EUPA 2013 Scientific Meeting (European Proteomics
Association), 14-17 Octobre 2013, Saint-Malo, Feanc
Ecaterina Lozan, Corinne Buré, Svitlana Shinka@atherine Bennetau-Pelissero, Jean-Marie
Schmitter

(3) High Performance Liquid Chromatography-Tandem MaSpectrometry method for
quantification of 175-Estradiol in mouse plasma and braifihe 20" International Mass
Spectrometry Conference, 24-29 Aolt 2014, Genauss&
Ecaterina Lozan, Svitlana Shinkaruk, Catherine BenPelissero, Jean-Marie Schmitter,
Corinne Buré
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Ecaterina LOZAN

Analyse quantitative de I'Estradiol dans les tissusérébraux et le plasma de souris

Résumé :Les cestrogénes font partie de la famille des n&énaisles. Notamment, I'Estradiol (3-E;) pourrait avoir
des effets bénéfiques sur certaines anomaliesdig&ge (déclin mnésique et cognitif, maladie Zh&limer). Le dosage
de tres faibles teneurs duft#; et de ces métabolites (Estrone, Estriol), dansdsess cérébraux et le plasma, constitlie
un outil indispensable pour estimer la variationedgs niveaux avec I'age et dans différentes paghas.

Tout d'abord, nous avons élaboré une méthode eHREE-ESI(-)-MS/MS de quantification des cestrogesass
dérivation chimique. La sélectivité de la séparagdla sensibilité de la détection de ces moléooid été améliorées
aprés optimisation des paramétres MRM et chromagdgques.

Puis, différents agents de dérivation ont été tités et évalués afin d’augmenter le taux d’'idieagpour améliorer
la sensibilité de détection. Aprés I'analyse ESI-M$MS/MS de onze dérivés dufit,, nous nous sommes intéresses
plus particulierement au dérive ftE,-Q8S.

Afin de réduire les interférences, une méthoderdparation de I'échantillon biologique (tissus téed, plasma de
souris) a été développée. Les deux dosages (samscetiérivation) ont été comparées en termesrbgodeé, limites
de détection et de quantification (LD et LQ), liri&et reproductibilité. Puis, elles ont été agpéies a I'analyse des
échantillons de cerveau, d'hippocampe et de plgsélavés sur des animaux jeunes et agés traitédagequantités
connues de BFE,. La méthode qui nous est apparue la plus robgstia enéthode sans dérivation avec une LD e
0,5 fmole.pl*.

Mots clés :Estradiol, neurostéroides, spectrométrie de m&§e, HPLC, MRM, ESI, dérivation

Quantitative analysis of Estradiol in brain tissueand plasma of mouse

Abstract : Estrogens are neurosteroids, especially EstrétigtE;) which is considered to be the most biologically
active form. 1B-E; could have positive effects on some age-associtemalies (memory and cognitive impairmernt
Alzheimer's disease). For elucidating and betteletstanding the molecular and cellular mechanisras underlie
the effects within the brain, it is necessary tamtitate 1p-E.> and its metabolites (estrone and estriol) in beaid
plasma.

First, the RP-HPLC-ESI(-)-MS/MS method without datization was developed. The selectivity of thpasation
and the sensitivity of detection of the estrogess lbeen improved after optimization of MRM and chatographic
parameters.

Secondly, the various derivatization agents weruated after their synthesis in order to imprdve sensitivity,
selectivity and signal enhancement. After studyihg eleven synthesized derivatives of3-Ez in ESI-MS and
MS/MS, promising results were obtained with th@-Eg-Q8S derivative.

A simple purification method using liquid-liquid teaction followed by C18 solid phase extraction basn optimized
in order to minimize assay interferences. The tasags (with and without derivatization) were thempared in
terms of efficiency, detection and quantificatiomits (LOD/LOQ), calibration linearity and reprodhiity. Then,
both methods were validated on biological sampbesif, hippocampus and plasma) collected from alsitneated
with known amounts of JB¢E,. Finally, the more robust method was the methatiaut derivatization with a LOD
of 0.5 fmol.pLL.

Keywords : Estradiol, neurosteroids, mass spectrometry, SPECHHMRM, ESI, derivatization
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