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« The very nature of science is discoveries,  

and the best of those discoveries are the ones you don’t expect.» 
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Résumé 

Les stéroïdes anabolisants androgènes peu acides ou basiques ne permettent pas 

d’obtenir des signaux importants lors de leur analyse par spectrométrie de masse électrospray 

(ESI-MS), rendant ainsi leur détection compliquée par l’utilisation de cette technique. Bien 

que certains stéroïdes puissent être analysés de manière adéquate avec des méthodes 

d’analyse antidopage classiques comme la chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée à 

la MS avec une source d’ionisation électronique (EI), il reste un besoin pour le 

développement d’une méthode qui soit capable de détecter efficacement les composés plus 

difficiles, c’est-à-dire ceux qui sont moins susceptibles de s’ioniser en ESI. 

Pour résoudre ce problème l’approche envisagée se base sur l’addition d’anions (sous 

forme de sel d’ammonium) à des stéroïdes anabolisants comme principe pour le 

développement d’une méthode analytique de détection de ces composés. Il a été confirmé que 

les limites de détection instrumentales obtenues avec ces anions sont plus basses qu’en 

comparaison des mêmes analyses sans additif en ESI positif ou négatif. Les étapes de 

développement de cette méthode basée sur la chromatographie en phase liquide (LC) couplée 

à la MS en tandem sont également présentées. Les résultats obtenus sur des échantillons en 

matrice urinaire démontrent que l’attachement anionique apporte une nouvelle approche 

prometeuse pour la détection des stéroïdes en contrôle antidopage. 

De plus, des expériences sur des stéroïdes bifonctionnels comme la 5--pregnan-

3,20-diol ou la d4-17,21,21,21-pregnenolone réduite ont permis de mieux appréhender les 

facteurs qui permettent que l’attachement préférentiel d’un anion donné puisse se faire sur une 

région spécifique de la molécule, i.e. que l’attachement anionique soit « régiosélectif ». La 

fragmentation des adduits anioniques de stéroïdes bifonctionnels en MS en tandem a montré 

des voies de décomposition produisant des ions produits caractéristiques de chaque anion. La 

détermination d’acidités en phase gazeuse obtenues par des calculs de chimie théorique a 

également permis d’apporter une nouvelle lumière sur le comportement des adduits anion-

stéroïde. 

 

Mots clés : antidopage ; stéroïde ; anion ; électrospray ; fragmentation ; chromatographie. 
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1. Le dopage dans le sport 

1.1. Histoire du dopage 

Depuis les prémices du dopage et jusqu’à aujourd’hui, le contrôle antidopage est 

devenu une course incessante entre la création de nouvelles substances dopantes et 

l’adaptation des tests pour inclure chaque année plus de molécules et de méthodes 

frauduleuses (dopage sanguin en 1970, EPO en 1990, etc.).1 Les scandales liés au dopage des 

coureurs du Tour de France ont poussé à la création d’un organisme qui permettrait d’unifier 

les normes de la lutte antidopage, tout en coordonnant les actions des organisations sportives 

et des pouvoirs publics. Fondée à Lausanne le 10 novembre 1999, l’Agence Mondiale 

Antidopage (AMA, en anglais Word Anti Doping Agency WADA) remplit aujourd’hui ce 

rôle de référence dans l’antidopage sportif : elle émet les critères et les règles et accrédite les 

laboratoires susceptibles de mener à bien les analyses de contrôle. 

Dans le code mondial antidopage, l’AMA définit le dopage comme il suit : « La 

violation d’une ou plusieurs règles antidopage énoncée aux articles 2.1 à 2.10 du Code »2 Les 

articles sont : 

1. Présence d’une substance interdite, de ses métabolites ou de ses marqueurs 

dans un échantillon fourni par un sportif 

2. Usage ou tentative d’usage par un sportif d’une substance interdite ou d’une 

méthode interdite 

3. Se soustraire au prélèvement d’un échantillon, refuser le prélèvement d’un 

échantillon ou ne pas se soumettre au prélèvement d’un échantillon 

4. Manquements aux obligations en matière de localisation 

5. Falsification ou tentative de falsification de tout élément du contrôle du dopage 

6. Possession d’une substance ou méthode interdite 

7. Trafic ou tentative de trafic d’une substance ou méthode interdite 

8. Administration ou tentative d’administration à un sportif en compétition d’une 

substance interdite ou d’une méthode interdite, ou administration ou tentative 

d’administration à un sportif hors compétition d’une substance interdite ou 

d’une méthode interdite dans le cadre de contrôles hors compétition 

9. Complicité pour l’une des actions précédentes 
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10. Association, à titre professionnel ou sportif, entre un sportif ou une autre 

personne soumise à l’autorité d’une organisation antidopage et un membre du 

personnel d’encadrement du sportif 

En France, c’est le département des analyses de l’Agence Française de Lutte contre le 

Dopage (AFLD) qui est en charge d’analyser les échantillons de la grande majorité des 

compétitions se déroulant sur le sol français. En cas d’événement majeur (coupe du monde, 

jeux olympiques, etc.), un effort concerté entre tous les laboratoires accrédités par l’AMA, 

quelle que soit leur localisation, est mis en place. 

1.2. L’Agence Française de Lutte contre le Dopage 

L’AFLD est une autorité publique indépendante créée par la loi du 5 avril 2006 

relative à la lutte antidopage et à la protection de la santé des sportifs. Son budget provient 

principalement de l’enveloppe accordée par le ministère chargé des sports et du produit des 

prestations d’analyses ou de prélèvements réalisées pour des fédérations internationales. 

Divisé en plusieurs départements, le laboratoire d’analyses de l’AFLD où les expériences de 

ce doctorat ont été conduites est situé à Châtenay-Malabry dans les Hauts-de-Seine (92). 

Plusieurs activités s’y déroulent : 

 Les analyses en routine, qui consistent en la recherche de substances interdites dans les 

échantillons reçus. Les prélèvements obtenus des sportifs sont purifiés par des méthodes 

de préparation et analysés par diverses techniques en fonction des composés à identifier 

(analyses chimiques, biologiques). Un suivi très strict des échantillons depuis la réception 

jusqu’au rapport d’analyse final est mis en place de façon à assurer la traçabilité des 

opérations effectuées. 

 Recherche et développement : une partie des effectifs du laboratoire est affectée à la mise 

au point de nouvelles méthodes analytiques pour la détection de composés dopants qui 

viennent d’être découverts ou à l’amélioration de procédures qui ne produisent pas des 

résultats suffisants pour la validation par l’AMA. Comme pour les analyses, un contrôle 

qualité régule toutes les étapes de ces développements. 

L’AFLD est chargée de définir la stratégie des contrôles et de leur mise en œuvre 

opérationnelle, en ce qui concerne les compétitions et les entraînements se déroulant en 

France, à l'exception des compétitions internationales relevant des fédérations internationales. 

Elle est également compétente pour les contrôles antidopage animaux réalisés lors de 
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compétitions équestres, canines, et autres (bien que d’autres laboratoires existent 

spécifiquement pour les chevaux par exemple). Elle peut organiser des contrôles lors de 

compétitions internationales en coordination avec les fédérations internationales compétentes 

ou l’AMA. Elle devient alors prestataire des organismes qui demandent ces contrôles. 

1.3. Les substances interdites 

Chaque année, l’AMA publie un document officiel comprenant la liste détaillée de 

chaque molécule considérée comme substance interdite en compétition.3 Plusieurs familles de 

composés agissant avec des effets différents sur l’organisme font partie de ce document 

(Tableau 1).  
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Tableau 1. Les substances interdites en 20153 et leurs effets sur l’organisme.  

Famille Sous-catégorie Effet Exemple 

Agents 
anabolisants 

Stéroïdes anabolisants 
androgènes 

Stimule l'anabolisme, 
accroissent la masse 

musculaire 

1-testostérone 

Autres agents anabolisants 

modulateurs 
sélectifs des 

récepteurs aux 
androgènes 

Hormones 
peptidiques, 
facteurs de 
croissance 

Agonistes du récepteur de 
l’érythropoïétine 

Stimulation de la production 
de globules rouges 

érythropoïétines 
(EPO) 

Stabilisateurs de facteurs 
inductibles par l’hypoxie Stimulation de la construction 

protéique : performances 
améliorées et meilleure 

récupération 

cobalt 

Gonadotrophine 
chorionique  buséréline  

Corticotrophines corticoréline 
Hormone de croissance tésamoréline 

Bêta-2-agonistes Tous, y compris les 
isomères optiques 

Amélioration de la fonction 
respiratoire, augmentation de 
la masse musculaire, brûleur 

de graisses 

 salbutamol 

Modulateurs 
hormonaux et 
métaboliques 

Inhibiteurs d'aromatase 
Empêche la transformation 

d'hormones (ex : testostérone) 
en œstrogène 

testolactone 
Modulateurs sélectifs des 
récepteurs aux œstrogènes tamoxifène 

Autres substances anti-
œstrogéniques clomifène 

Agents modificateurs de(s) 
la fonction(s) de la 

myostatine 

Empêche l'expression de la 
myostatine, qui régule la 
croissance des muscles 

inhibiteurs de la 
myostatine 

Modulateurs métaboliques Agit sur la gestion énergétique 
pour améliorer l'endurance GW 1516 

Diurétiques et 
agents masquants Tous 

Permet d'altérer ou de 
dissimuler des substances 

prohibées dans l'urine 

desmopressine, 
métolazone 

Stimulants 
Stimulants non spécifiés Elimination ou diminution des 

sensations de fatigue 
benzylpipérazine 

Stimulants spécifiés isométheptène 

Narcotiques Tous Effet similaire aux stimulants 
ou cannabinoïdes morphine 

Cannabinoïdes Tous Sécrétion de dopamine, 
euphorie, relaxation cannabis 

Glucocorticoïdes Tous Empêche le processus 
inflammatoire cortisol 

Alcool   Dépresseur du système 
nerveux, relaxant éthanol 

Bêta-bloquants   Diminue l’anxiété et stabilise 
les performances motrices propanolol 
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Le document de l’AMA comprend également une partie sur les « méthodes 

interdites », qui constituent l’ensemble des moyens de dopage sans absorption directe d’un 

composé en particulier. Elles comportent : 

 La manipulation de sang ou de composés sanguins (ex : transfusion) 

 La manipulation chimique ou physique (ex : substitution d’urine) 

 Le dopage génétique (ex : utilisation de cellules normales ou génétiquement 

modifiées) 

On commence ainsi à percevoir toute la difficulté du contrôle antidopage : la diversité 

chimique et biologique des molécules à dépister oblige à mettre en place des procédures 

analytiques spécifiques, basées sur des méthodes radicalement différentes. Dans le cadre de ce 

travail de recherche, nous nous sommes particulièrement intéressés à l’analyse des stéroïdes 

anabolisants androgènes (SAA), notamment très présents dans les sports nécessitant une 

masse musculaire importante (haltérophilie par exemple).4 En 2013, sur 8553 échantillons 

prélevés sur des haltérophiles, 3,4% ont été contrôlés positif au dopage, notamment avec des 

SAA.5 Les autres scores importants se trouvent en lutte (2,3% sur 4331 prélèvements) et en 

équitation (2,3% sur 556 tests). Toutes les disciplines olympiques sont représentées quant aux 

résultats positifs obtenus lors des contrôles antidopage. Il a également été estimé que 3 

millions de personnes aux USA utilisent illégalement des stéroïdes.6 La généralisation de 

l’abus de substances dopantes est préoccupante et appelle à des mesures de développement 

analytique afin d’assurer la robustesse des tests. 

 

2. Les stéroïdes 

2.1. Structures 

Les stéroïdes sont des substances naturellement produites par l’organisme. Ces 

hormones endogènes (i.e. produite par le corps) jouent des rôles essentiels dans plusieurs 

voies physiologiques comme la croissance des os et des muscles,7,8,9 ou la production de 

protéines.10 La dérégulation de la synthèse ou de la métabolisation des hormones 

stéroïdiennes peut conduire à des problèmes importants de santé, tel qu’une différentiation 

sexuelle anormale.11,12 La masse totale journalière de testostérone synthétisée par un homme 

se situe entre 2,1 et 11 mg. Les niveaux plasmatiques se trouvent entre 3 et 10 ng/mL.13 Les 
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stéroïdes peuvent être catégorisés en 5 familles de fonction : androgène, œstrogène, 

progœstogène, anabolique, et catabolique. Les deux familles de fonction d’intérêt pour le 

contrôle antidopage sont les androgènes et les anaboliques. Les androgènes induisent des 

effets masculinisant sur le corps (croissance des muscles, développement de la pilosité et de la 

gravité de la voix), les anaboliques favorisent quant à eux la croissance. La testostérone est 

par exemple est un stéroïde androgène anabolisant : elle combine les effets de ces deux 

familles. 

Les stéroïdes font partie de la famille des lipides et représentent une des 8 sous-classes 

mises en place selon les définitions de l’IUPAC (International Union of Pure and Applied 

Chemistry) avec les acides gras, sphingolipides, glycolipides, etc.14 Tous les stéroïdes 

partagent une structure similaire composée d’un squelette carboné de base appelé noyau 

cyclopentanoperhydrophénanthrène (Schéma 1a). Il comprend 3 cycles de type cyclohexane 

accolés (A, B, C) comme dans le phénantrène (hydrocarbure aromatique polycyclique 

composé de trois anneaux de benzène), généralement de manière trans et un cyclopentane 

(D). Ce squelette carboné rend les stéroïdes « neutres », c’est-à-dire qu’ils ne sont ni acides ni 

basiques (cela peut cependant être modifié par la présence de groupes fonctionnels sur la 

molécule). Une sous-classification en plusieurs catégories a été mise en place en fonction des 

groupes carbonés présents sur la structure de base (Schéma 1b,c,d) et inclut :  

 Le tétracycle oestrane : ajout en sur le C13 d’un 18ème carbone 

 Le tétracycle androstane : ajout en C10 d’un 19ème carbone 

 Le tétracycle prégnane : ajout sur C17 d’un 20ème et 21ème carbone 

 

Schéma 1. (a) Structure carbonée commune aux stéroïdes et nomenclature des carbones, (b) 

cycle oestrane, (c) cycle androstane, (d) cycle prégnane. 
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La numérotation des carbones sur la structure a été réglementée en 1972 par 

l’IUPAC.15 Les noms systématiques des stéroïdes peuvent rapidement devenir très longs, 

ainsi, il est plus commun de se référer aux noms usuels. Par exemple, on utilisera 

« testostérone » pour évoquer la 17-hydroxy-4-androsten-3-one.16 L’addition de 

groupements fonctionnels supplémentaires (souvent hydroxyle et cétone) et des différences de 

saturation sur les cycles permettent une large variété structurale pour les composés de cette 

famille. 

2.2. Propriétés physico-chimiques et détermination de l’acidité en phase gazeuse 

Bien que l’ensemble des stéroïdes possèdent un squelette carboné commun, des 

variations importantes de leurs propriétés physico-chimiques (solubilité, acidité/basicité, etc.) 

peuvent être observées. Ces changements sont notamment dus à la présence de groupes 

fonctionnels sur la molécule. Dans le cas des stéroïdes les groupes de type hydroxyle, cétone, 

ou alkyle sont les plus fréquemment présents, bien que la diversité des groupements 

chimiques pouvant se trouver sur ces composés soit très importante.  

Un exemple concret de la modification des propriétés des stéroïdes par les groupes 

fonctionnels est la métabolisation (cf : §2.3.). Les stéroïdes sont des substances 

majoritairement hydrophobes et ne peuvent pas être éliminées par l’urine (milieu aqueux) 

dans leur forme libre (i.e. sans modification). La modification chimique de la structure des 

stéroïdes en combinaison avec leur conjugaison à des groupes fonctionnels hydrophiles 

permet d’augmenter l’affinité de ces molécules pour les phases aqueuses et facilitent leur 

élimination par l’urine. Ces conjugaisons peuvent également influer sur la polarité du stéroïde 

et donc améliorer leur solubilité dans l’eau. 

Dans le cadre de ces travaux, la propriété jouant le rôle le plus prépondérant est 

l’acidité/basicité en solution (pour l’ionisation en électrospray) et en phase gazeuse des 

composés étudiés. En effet, en spectrométrie de masse les analytes sont analysés sous forme 

gazeuse. La nature et la force des interactions inter- et intra-molécules ne sont pas les mêmes 

qu’en phase aqueuse du fait de l’absence de solvatation.17 L’acidité en phase gazeuse (GA) 

d’un composé correspond à Gr
0 (variation de l’énergie de Gibbs) pour la réaction en phase 

gaz : A-H -> A- + H+ et peut s’exprimer en kJ/mol. Ainsi, plus un groupement fonctionnel du 

stéroïde a une GA élevée, plus la réaction de déprotonation est défavorable, donc moins le 

proton porté par ledit groupement est acide. Afin d’évaluer ces valeurs, deux méthodes 
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peuvent être employées : la première est expérimentale18 et s’appuie sur la spectrométrie de 

masse pour déterminer les constantes d’équilibre des réactions de déprotonation, qui 

permettent ensuite de déduire les GA associées.19 On aboutit alors à des échelles relatives de 

GA.20,21,22,23 Cependant ces expériences sont difficiles à mettre en place et demandent une 

instrumentation spécifique et performante (cellule de résonance cyclotronique ionique en 

général). Les GA peuvent aussi être évaluées par la chimie théorique avec des calculs de 

structure électronique par des méthodes ab initio (résolution de l’équation de Schrödinger 

pour chaque électron) ou DFT (on considère la densité électronique dans son ensemble, les 

calculs sont beaucoup plus rapides).24 Dans le cadre de cette étude des calculs utilisant la 

fonctionnelle de densité B3LYP ont été effectués avec le logiciel GAUSSIAN. Dans un 

premier temps on effectue une optimisation de géométrie qui permet d’obtenir la structure la 

plus stable du composé étudié, puis un calcul plus précis est effectué pour obtenir l’énergie de 

la configuration trouvée. Pour cela, on utilise différents types de « bases »25,26 (en chimique 

quantique, cela représente un ensemble de fonctions qui permettent de modéliser les orbitales 

atomiques) qui permettent de décrire électroniquement chaque atome. Le calcul est effectué 

pour AH et A- (pour H+ on utilise des valeurs expérimentales connues) et permet de déduire la 

GA de AH.27 Pour estimer la précision des résultats, des GA connues expérimentalement sont 

calculés pour un ensemble de composés avec des fonctions chimiques proches de celles des 

stéroïdes. Les résultats théoriques sont comparés aux résultats expérimentaux et permettent de 

déduire un facteur de calibration qui est appliqué aux GA calculées des stéroïdes. Les 

développements du logiciel et des bases utilisées permettent de nos jours d’obtenir des 

résultats théoriques fiables et en accord avec les valeurs trouvées par l’expérience.28,29,30 Cette 

méthode de calcul a donc été utilisée pour l’évaluation des acidités en phase gazeuse de 

différents stéroïdes. Ces informations permettent d’évaluer les protons labiles de la molécule 

qui sont les plus à même de conduire à la déprotonation du stéroïde en présence d’une base ou 

d’un anion. En conséquence, on peut utiliser la théorie pour prédire sur quel site du composé 

on peut obtenir un départ de proton ou l’attachement anionique. 

2.3. Métabolisation et élimination 

Toute substance ingérée par l’organisme doit passer par des voies métaboliques avant 

d’être éliminée dans l’urine. Malgré des inconvénients bien connus (falsification, facteur de 

dilution ou stabilité) l’urine constitue une matrice adaptée pour le contrôle antidopage car le 

prélèvement est non-invasif (aucune effraction de la peau, au contraire du sang par 

exemple),31 les volumes obtenus sont importants et les analytes sont en phase aqueuse. Ces 
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transformations visent à rendre la molécule plus polaire, permettant en général de la 

désactiver et de faciliter son élimination. Les stéroïdes ne font pas exception à la règle et il est 

important de tenir compte du fait qu’ils seront trouvés dans l’urine sous leur forme 

métabolisée, rarement libre. De plus, la détection du composé parent ne peut se faire que sur 

une courte période après l’administration, alors que les métabolites permettent des analyses 

plus éloignées dans le temps.32 La métabolisation d’un composé est divisée en deux phases 

appelées Phase I et Phase II. 

Pour les stéroïdes androgènes anabolisants, la Phase I est constituée des réactions 

catalysées par des enzymes, principalement des oxydations et réductions sur plusieurs 

positions des cycles qui forment le stéroïde. Les réactions d’oxydation sont catalysées par les 

cytochromes P450.33 Les réactions principales sont : réduction de doubles liaisons aboutissant 

à des structures saturées en 5 et 5, réduction des cétones en position 3 ou 17, 1-2-

hydrogénation, 6-, 12- ou 16-hydroxylation, 6-7-déhydrogénation et oxydation du 17-

hydroxy.34 L’exemple ci-dessous (Schéma 2) illustre le processus de Phase I de la 

méthyltestostérone. Le groupe cétone en position 3 est réduit ainsi que la double liaison, 

conduisant à la protonation de la position 5. 

 

Schéma 2. Phase I de métabolisation de la méthyltestostérone. 

Les réactions de la Phase II du métabolisme sont des conjugaisons des stéroïdes (ou de 

leurs métabolites de Phase I) avec des molécules polaires, principalement l’acide 

glucuronique ou un sulfate. Ces réactions sont contrôlées enzymatiquement, respectivement 

par les uridine diphosphoglucuronosyl-transférases et les enzymes suflotransférase. Des voies 

alternatives mineures comme la conjugaison par une cystéine ou la N-acétylcystéine,35,36  et la 

formation de composés bi-conjugués ont également été observées.37 

Ces modifications structurales doivent ainsi être prises en compte lors du 

développement d’une méthode analytique pour l’analyse des stéroïdes utilisés en dopage. En 

effet, le composé ingéré subit plusieurs modifications avant d’être éliminé de l’organisme. La 
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préparation d’échantillons et les méthodes d’analyse doivent donc comprendre des étapes qui 

permettent de pallier ces changements. La connaissance des mécanismes de métabolisation de 

Phase I permet l’analyse directe de ces composés métabolisés, d’autant que les modifications 

structurales sont mineures. Cependant, la conjugaison à un groupement glucuronide pose plus 

de problèmes analytiques, notamment par des changements de structure, de masse et surtout 

de polarité importants de l’analyte. De ce fait, l’utilisation de l’enzyme -glucuronidase qui 

permet de couper les groupes glucuronides présents sur les molécules de l’échantillon est une 

étape courante en préparation d’échantillon. 

2.4. Enjeux du contrôle des stéroïdes anabolisants androgènes (SAA) 

Comme expliqué précédemment, les stéroïdes peuvent être utilisés comme substances 

dopantes de par leur capacité à accroître considérablement la masse musculaire et les 

performances physiques. L’utilisation de ces composés par les athlètes de haut niveau est 

souvent évoquée mais les sportifs pratiquant la musculation à titre de loisir constituent en fait 

la majorité des consommateurs. Les stéroïdes s’accordent avec le but généralement purement 

esthétique de cette démarche, en faisant gonfler les muscles tout en évitant une augmentation 

de la masse graisseuse. L’utilisation démocratisée de ces composés pose de ce fait un 

problème de santé publique. Bien que produits de manière endogène, la consommation en 

quantité anormale de ces composés (le plus souvent synthétisés en laboratoire) peut provoquer 

des problèmes à plusieurs niveaux. Le problème majeur de l’abus de SAA repose sur la santé 

des sportifs qui les consomment. Les dégâts infligés par ces substances peuvent être 

physiques, psychologiques, ou les deux.  

La consommation de stéroïdes peut influer sur beaucoup de mécanismes biologiques 

pouvant provoquer des effets plus ou moins graves, à court, moyen et long terme. Il a été 

prouvé à de nombreuses reprises que l’abus de stéroïdes est lié à des complications 

cardiovasculaires,38 comme la cardiomyopathie,39,40,41 l’infarctus du myocarde (nécrose d’une 

partie du muscle cardiaque secondaire à la suite d’un manque d’oxygénation),42,43,44,45,46  des 

accidents cérébro-vasculaires,47,48 des problèmes de conduction électrique dans le cœur,49,50,51 

et des défauts de coagulation.52,53,54,55 Ces changements peuvent causer des dégâts irréparables 

voire fatals. De manière générale, le taux de mortalité pour les utilisateurs de stéroïdes est 

estimé 4,6 fois plus élevé que pour une personne n’en consommant pas.56  

Les stéroïdes ont également un effet neurotoxique. En effet, des études ont montré que 

la consommation de ces substances provoquait des effets apoptotiques (mort cellulaire) dans 
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une grande variété de type de cellules,57,58,59,60 y compris les cellules neuronales humaines.61 

Une expérience pilote réalisée sur deux groupes (un d’utilisateurs de stéroïdes, l’autre 

d’haltérophiles sains) a permis de constater des déficits spatiaux-visuels dans le groupe 

consommateur.62  

 Les dégâts des stéroïdes ne se limitent pas à des conséquences physiques, ils exercent 

également une influence négative sur la psychologie des consommateurs. De nombreuses 

études ont corrélé des désordres psychiques avec l’utilisation de stéroïdes anabolisants, dont 

des troubles de l’humeur importants.63,64,65,66 De manière générale, ces expériences ont montré 

que certains utilisateurs montraient des signes d’hypomanie et de manie, caractérisés par 

l’irritabilité, l’agressivité, une confiance en soi démesurée, l’hyperactivité, un comportement 

dangereux, et parfois des symptômes psychotiques.  

 Ces effets sont particulièrement remarquables pour des doses ingérées importantes de 

stéroïdes, à partir de 1000 mg de testostérone par semaine ou plus.67 Il est important de noter 

pour que pour un dosage inférieur, il existe une grande variation de la sensibilité des individus 

à la prise d’anabolisants,68,69 ainsi qu’à leur sevrage,70,71 rendant peu probable une corrélation 

claire entre les troubles psychiques et la prise de ces substances dopantes. Parmi les effets qui 

viennent d’être présentés, l’un d’entre eux est particulièrement associé à la prise de stéroïdes : 

l’agressivité. Plusieurs résultats montrent que des sujets sans précédent de comportement 

violent ont commis (ou tenté de commettre) des meurtres sous l’influence des 

anabolisants.72,73,74,75 Il a également été mis en évidence la présence de comportements 

agressifs inhabituels pour les consommateurs de stéroïdes.65,76,77,78 

 

3. Méthodes de détection des stéroïdes et performances 

En contrôle antidopage, l’analyse en routine des stéroïdes repose principalement sur 

des méthodes de chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-

MS) ou à la spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS).79,80,81 Les échantillons subissent 

une première analyse via des méthodes permettant de détecter de nombreux composés. Cette 

procédure d’analyse initiale est appelée « screening ». Les méthodes utilisées sont rapides et 

sensibles mais peuvent manquer de spécificité. Lors d’une suspicion de présence de composé 

interdit, l’échantillon subit une analyse de « confirmation » qui est généralement effectuée par 

GC-MS/MS ou en chromatographie liquide couplée à la MS en tandem (LC-MS/MS).82,83 Les 
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techniques utilisées visent spécifiquement le composé sur lequel il y a un doute et sont de fait 

beaucoup plus précises. De plus, un seul composé est visé plutôt que des familles entières 

permettant d’obtenir des résultats sans ambiguïté. Les règles officielles déterminées par 

l’AMA fixent la limite minimale de performance requise pour les laboratoires d’antidopage 

(Minimum Required Performance Limit, MRPL) à 5 ng/mL. La LOD pour les stéroïdes ne 

doit pas dépasser la moitié de la MRPL, soit 2,5 ng/mL.84 Il est à noter que la détection d’un 

stéroïde exogène (i.e. substance étrangère à l’organisme) à des concentrations inférieures à la 

LOD constitue tout de même une suspicion de dopage. Les stéroïdes endogènes 

(naturellement produits par le corps humain et présents dans l’urine) demandent des 

procédures analytiques spécifiques telles que la chromatographie en phase gazeuse couplée à 

la spectrométrie de masse à ratio isotopique et ne seront pas abordés dans ces travaux. 

3.1. GC-MS et GC-MS/MS 

3.1.1. Principe 

En GC, les échantillons sont volatilisés et sont poussés par un gaz vecteur (inerte ou 

non réactif comme l’hélium ou l’azote, mais le dihydrogène peut également être utilisé) au 

sein d’une colonne chauffée contenant une phase solide permettant la séparation des analytes 

en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. Les molécules sortant de la colonne sont 

ensuite directement introduites dans un spectromètre de masse qui apporte des informations 

sur leur rapport masse-sur-charge. Les composés peuvent éventuellement être fragmentés en 

MS/MS pour obtenir des fragments qui fournissent des informations structurales. La GC-

MS(/MS) est très largement utilisée de par la sensibilité de la technique, la rapidité d’analyse, 

et la reproductibilité des résultats.  

3.1.2. Difficultés liées aux analyses en GC-MS(/MS) 

Un des inconvénients majeurs de ce système est la préparation d’échantillon. En effet 

la GC requiert des composés dont les propriétés physico-chimiques permettent une analyse 

fiable : ils doivent ainsi être volatils (l’analyse est effectuée en phase gazeuse) et 

thermiquement stables (pour se pas se décomposer lors de la volatilisation et dans la colonne 

chauffée). Peu de molécules sont donc naturellement adaptées à l’analyse par GC et il est 

nécessaire de trouver des solutions pour rendre un grand nombre de composés compatibles 

avec cette technique. 
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Une autre limitation de la GC apparaît lors de son couplage avec la spectrométrie de 

masse : les analytes éluent de la colonne sous forme gazeuse, et il faut donc utiliser une 

source d’ionisation (cf : Chapitre « Méthodologie » §3.2.) qui permet l’analyse de composés 

dans cette phase. Les choix sont de ce fait très limités, il existe actuellement 2 sortes 

principales de sources d’ionisation qui sont compatibles avec un système de GC : l’ionisation 

électronique et l’ionisation chimique (qui ne seront pas discutées en détails ici). Bien que cet 

inconvénient n’ait pas d’influence sur la technique en elle même, cela montre cependant un 

manque de flexibilité au niveau des possibilités analytiques qui sont offertes par la GC-MS.  

3.1.3. Solutions proposées pour l’analyse des stéroïdes en GC-MS(/MS) 

Fonctionnalisation 

De par leur structure chimique, la plupart des stéroïdes ne répondent pas à aux critères 

qui viennent d’être évoqués (volatilité, stabilité thermique). Bien que les groupements 

cétoniques ne présentent pas de difficulté en GC-MS(/MS), les fonctions hydroxyles 

nécessitent cependant une modification chimique avant l’analyse.85 Comme les SAAs 

possèdent généralement des combinaisons de ces deux groupes fonctionnels, il est nécessaire 

que la fonctionnalisation soit sélective aux groupes hydroxyles.86 Cela est généralement 

effectué en contrôlant les conditions réactionnelles : choix du dérivant, température, et temps 

de réaction.87 Les réactifs utilisés classiquement sont le pentafluorobenzyle (PFBr), le N,O-

bis(triméthylsilyle)trifluoroacétamide (BSTFA), le N-(tert-butyldiméthylsilyle)-N-

méthyltrifluoroacétamide (TBSMTFA), ou le N-méthyl-N-(triméthylsilyl)trifluoroacétamide 

(MSTFA) qui conduisent à la formation de dérivés triméthylsilyl (TMS) et tert-butylsilyl 

(TBS) à partir du proton actif des groupes hydroxyles (Schéma 3). En procédure d’analyse 

initiale c’est le MSTFA qui est plus utilisé, alors que différents dérivants (adaptés en fonction 

des SAAs analysés) sont employés pour les analyses de confirmation. Leur utilisation est 

courante car ils ont une stabilité de 30 minutes et permettent une amélioration de la 

sensibilité.88,89,90,91 
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Schéma 3. Fonctionnalisation de la testostérone par le BSTFA conduisant à un stéroïde 

triméthylsilylé compatible avec une analyse GC-MS. 

 

Analyses sans fonctionnalisation 

 

L’emploi de colonnes courtes en GC (3,5 m) a permis d’accélérer les temps d’analyse, 

mais surtout de ne pas avoir à fonctionnaliser les stéroïdes en amont de leur analyse. En effet 

la température de la colonne peut être baissée, leur séparation est plus rapide et ils sont donc 

moins susceptibles de se dégrader au sein de la colonne.92 Des développements ultérieurs 

basés sur la réduction de la température d’élution, l’augmentation du débit du gaz vecteur, et 

la diminution de l’épaisseur du capillaire ont également ouvert de nouvelles possibilités pour 

les composés thermo-labiles.93 

3.1.3. Performances analytiques de la GC-MS(/MS) pour les stéroïdes 

La GC a traditionnellement été développée pour la chimie du pétrole et il faut attendre 

les années 60 pour que Sweeley et Horning publient la première expérience de GC sur des 

stéroïdes94 puis quelques années plus tard le premier profil métabolique de stéroïdes en GC-

MS.95 Cette technique prend alors de l’ampleur pour analyses de routine en contrôle 

antidopage de par la rapidité et la capacité d’identification permise par la GC-MS, ainsi 

qu’une résolution chromatographique élevée.96 Une large étude de validation de méthode pour 

la détection des stéroïdes en GC a été publiée97 et comporte dans la liste des composés 

analysés des molécules également étudiées dans ces travaux de thèse. Les LOD obtenues pour 

ces molécules communes sont reportées à titre comparatif (Tableau 2). 
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Tableau 2. LOD obtenues en GC-MS par Jiménez et al.97 pour les stéroïdes également 

étudiés dans ces travaux de thèse. 

Stéroïde LOD (ng/mL) 

Epitestostérone 2 

Testostérone 1 

Bolastérone-m 10 

Fluoxymestérone-m 10 

Méténolone-m 10 

Méthyltestostérone-m 5 

Oxymestérone 10 

 

Dans ces travaux de 2002, on peut noter que seuls 3 composés sont en dessous de la 

MRPL fixé par l’AMA (5 ng/mL) et 2 en dessous de la LOD correspondante (2,5 ng/mL). Il 

est cependant important de noter que sur les 40 stéroïdes endogènes et exogènes testés, aucun 

composé n’a une LOD plus élevée que 10 ng/mL ce qui met en évidence les très bonnes 

performances de la technique employée. La GC-MS/MS permet d’apporter une dimension 

supplémentaire grâce à la fragmentation des analytes : les ions produits obtenus donnent des 

informations structurales supplémentaires en comparaison de la GC-MS simple. De plus la 

présence de fragments spécifiques augmente la confiance dans l’identification lors des 

analyses. Une étude plus récente datée de 2015 basée sur la GC-MS/MS a atteint des limites 

de détection entre 0,02 et 0,06 ng/mL pour 4 stéroïdes endogènes (testostérone, prégnénolone, 

dehydroepiandrosterone, et dihydrotestostérone).98 Cette méthode permet d’allier la sélectivité 

de la séparation en GC et la sensibilité d’une analyse par MS en tandem pour obtenir des 

LOD excellentes et une confiance élevée dans la capacité d’identification.99 Enfin, la GC-

MS/MS a permis de réduire les temps de séparation chromatographique en autorisant les co-

élutions grâce aux paires d’ions précurseur-produit spécifiques à chaque composé analysé. 

Les méthodes de GC-MS et GC-MS/MS offrent donc une puissance analytique 

intéressante de par la rapidité des analyses et les excellentes performances d’identification des 

stéroïdes  
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3.2. LC-MS/MS 

3.2.1. Principe 

Depuis plusieurs années la LC-MS/MS émerge comme une technique complémentaire 

à la GC-MS(/MS).100 A la différence de la GC, l’échantillon est séparé en solution (il est 

entrainé par des solvants, appelés « phase mobile ») dans une colonne composée d’une phase 

stationnaire. Lors de son élution de la colonne, le composé est donc en phase liquide ce qui 

offre un plus large choix de source pour l’instrumentation de MS (cf : Partie 

« Méthodologie » pour plus de détails sur la LC).101 Nous utiliserons dans cette partie le terme 

« LC » pour désigner la technique classique utilisée : l’HPLC (LC haute performance). 

3.2.2. Difficultés liées aux analyses en LC-MS/MS 

Le problème majeur avec l’utilisation de la LC-MS/MS est l’ionisation des composés 

pour leur analyse MS. En effet, la LC est très fréquemment couplée avec une source 

d’ionisation electrospray qui est un système versatile et communément utilisé. Cependant 

cette source ne fournit des charges qu’aux composés susceptibles de subir des réactions 

d’oxydo-réduction dans la source. Cela créé ainsi une disparité entre les composés, comme 

observé expérimentalement : certains ont une excellente efficacité d’ionisation alors que 

d’autres ne peuvent pas être détectés par cette technique (ou très mal). Comme expliqué 

précédemment, les SAA sont naturellement peu acides ou basiques et ne vont donc pas 

facilement s’ioniser par des réactions acido-basiques en solution. La présence d’un 

groupement fonctionnel acide ou basique, ou des caractéristiques structurales particulières (la 

stabilisation par résonance de la testostérone lui confère un caractère faiblement basique) 

permettent une meilleure détection en ESI, d’où les différences expérimentales observées. Les 

SAA « neutres » sont ceux qui posent le plus de problèmes en contrôle antidopage puisqu’il 

faut trouver des moyens alternatifs de fournir des charges à ces analytes afin pouvoir de les 

détecter aux concentrations fixées par l’AMA. 

Traditionnellement, la LC montre des temps de séparation plus élevés qu’en GC. 

Malgré des longueurs de colonnes beaucoup plus basses (dizaine de centimètres en LC contre 

dizaines de mètres en GC), les molécules éluent plus lentement lorsqu’elles sont poussées par 

une phase mobile liquide. On peut néanmoins noter que l’absence d’étape de dérivation en LC 

permet de gagner un peu de temps sur la préparation d’échantillons. 
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Au contraire de la GC-MS/MS, la LC-MS/MS avec source électrospray est une 

technique moins reproductible du fait de l’influence de nombreux facteurs sur l’aspect des 

spectres obtenus. Par exemple, la fragmentation de composés ionisés en source électrospray 

(communément utilisée en LC-MS/MS) est beaucoup moins reproductible qu’avec une source 

d’ionisation électronique (fréquemment couplée à la GC), avec laquelle des bases de données 

de spectres de fragmentation sont disponibles. De ce fait la mise en place d’une 

standardisation des analyses est un processus compliqué et limite la rapidité d’interprétation 

des résultats.102 

Enfin, une limitation très pragmatique est le coût des instruments : un système de LC 

est plus onéreux que son équivalent en GC, il est donc plus facile pour un laboratoire de 

s’équiper de ce dernier. Il est cependant à noter qu’une diminution importante des prix des 

appareils de LC a été observée ces dernières années et que les développements actuels 

gommeront bientôt la différence de coût entre ces deux systèmes de séparation. 

3.2.3. Solutions proposées pour l’analyse des stéroïdes en LC-MS/MS 

Diminution de la durée des analyses 

 Le développement de la chromatographie en phase liquide ultra-haute performance 

(Ultra-high Performance Liquid Chromatography, UPLC) a permis de réduire les temps 

d’analyses en LC. Elle est basée sur une colonne plus petite, une granulométrie faible et des 

pressions plus élevées qu’en HPLC. Ainsi, il faut compter 1,25-7 minutes pour une analyse 

complète en UPLC contre 3-30 minutes pour l’HPLC tout en gardant des performances 

élevées.103,104 L’utilisation de la LC permet également des analyses directes de composés 

biologiques, ce qui réduit la durée globale de l’analyse. Les développements dans 

l’automatisation du procédé analytique de LC-MS/MS (avec notamment une extraction « on-

line ») ont aussi permis de réduire considérablement le temps nécessaire pour effectuer les 

analyses en contrôle antidopage.105  

Un des principaux avantages de la LC est le peu de limitations qu’elle présente quant à 

la nature des molécules analysables. En effet, la LC ne nécessite pas de contrainte physico-

chimique particulière pour la stabilité du composé, autre que celle qui est choisie pour la 

séparation (dans le cas des stéroïdes elle se base sur des interactions hydrophobes, cf : 

« Méthodologie » §2. pour plus de détails). Cela ouvre ainsi la possibilité d’augmenter 

l’éventail de molécules analysables en comparaison de la GC, comme les composés de masse 
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élevée, polaires, et/ou thermo-labiles.106 Ainsi il n’est plus nécessaire de passer par une étape 

de dérivation avant les analyses rendant l’ensemble du processus analytique plus rapide et 

moins coûteux. 

Amélioration de l’ionisation 

 Dérivation chargée 

Pour les composés plus difficiles à analyser il est possible d’effectuer une étape de 

dérivation en LC dans le but d’améliorer l’ionisation et donc la sensibilité des analyses.83 Par 

exemple, l’utilisation de dérivants de type ferrocène conduit à des cations moléculaires 

radicaux donnant un signal intense pour les stéroïdes étudiés en LC-MS/MS.107 La 

fonctionnalisation peut enfin être utilisée pour apporter un groupement déjà chargé sur la 

molécule d’intérêt, lui permettant ainsi d’être analysée ; on parle de « dérivation chargée ».108 

 Formation d’oximes 

Une approche efficace pour l’amélioration de l’ionisation des stéroïdes en LC-ESI est 

la formation d’oximes (imine dont l’atome d’azote porte un groupement hydroxyle).109 Cette 

réaction de fonctionnalisation est actuellement très utilisée car elle permet d’atteindre des 

limites de détections pour certains composés qui sont 20 fois inférieures à celles obtenues 

pour le stéroïde non-modifié.110 La formation d’oximes de stéroïdes a également été reportée 

pour l’analyse d’esters de testostérone dans du plasma humain.111 Enfin, un avantage majeur 

de cette préparation est qu’elle permet d’effectuer des analyses quantitatives comme pour la 

détermination d’hormones naturelles dans du sérum bovin.112 

 Formation d’adduits 

En spectrométrie de masse la présence de sels dans les échantillons est souvent 

indésirable car leur présence peut provoquer la formation d’adduits avec les molécules 

d’intérêt, décalant leur rapport masse-sur-nombre de charges par rapport à la valeur attendue 

et créant potentiellement des effets de suppression d’ion (donc une ionisation moins efficace). 

Cependant, l’ajout contrôlé de sels peut permettre d’ioniser des composés peu acides ou 

basiques par la formation de ces mêmes adduits.113 Par exemple, le sodium peut remplacer un 

proton sur la molécule et aboutir à un excellent signal pour l’espèce [M+Na]+. Ce principe a 

été démontré pour la détection de 34 stéroïdes exogènes en LC-MS/MS.114 En mode positif, 

les espèces [M+NH4]+ et [M+H+MeOH]+ ont été sélectionnées et ont permis d’atteindre des 
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limites de détection inférieures à 10 ng/mL, valeur qui n’a pas été atteinte sans ces adduits. En 

ESI négatif, l’adduit [M+CH3COO]- a permis l’ionisation des composés les plus difficiles. 

Cette technique a ensuite été appliquée à l’analyse de SSA en matrice urinaire pour des 

applications de médecine légale.115 L’attachement anionique sur lequel se base les travaux de 

ce doctorat est une formation d’adduit en ESI négatif à partir d’anions soigneusement 

sélectionnés. 

Ces techniques utilisées individuellement ou en combinaison les unes des autres 

permettent de surmonter les difficultés de certains SAA à s’ioniser en LC-MS, et d’obtenir 

des performances analytiques adaptées aux analyses en contrôle antidopage.  

3.2.4. Performances analytiques de la LC-MS/MS pour les stéroïdes 

La combinaison d’un temps de rétention chromatographique, de transitions de 

fragmentations spécifiques pour un composé, et d’une sensibilité élevée offre une confiance 

importante dans les résultats obtenus.116 L’application de cette méthode sur une série de 11 

stéroïdes en matrice urinaire a été reportée117 et les LODs obtenues sont de l’ordre de 0,2 

ng/mL ce qui se situe largement en dessous des valeurs réglementées par l’AMA. Les 

solvants utilisés pour la phase mobile (méthanol et eau) sont les mêmes que ceux choisis dans 

ces travaux et malgré une instrumentation différente, ces valeurs de LOD constituent donc 

une bonne comparaison pour la performance de la méthode analytique présentée dans cette 

thèse. Des travaux similaires ont été effectués sur le cortisol, la cortisone et leurs dérivés.118 

Les résultats obtenus montrent des LODs entre 0,2 et 0,5 ng/mL ce qui est conforme avec les 

valeurs reportées précédemment. L’étude de la reproductibilité des analyses a abouti à des 

coefficients de variation inférieures à 2 % pour des échantillons de contrôle qualité. Ces 

travaux démontrent la robustesse et les performances élevées de la LC-MS/MS pour l’analyse 

des stéroïdes en contrôle antidopage. Cette méthode d’analyse est très efficace pour la 

détermination d’un grand nombre de composés simultanément, comme montré par une étude 

de 2011 sur 44 stéroïdes exogènes.119 Les 29 stéroïdes parents ainsi que les 15 métabolites ont 

tous été analysés à des LODs comprises entre 0,1 et 10 ng/mL ce qui prouve une nouvelle fois 

la puissance analytique de la LC-MS/MS. 

Il a été évoqué précédemment que la métabolisation des stéroïdes implique une étape 

d’hydrolyse enzymatique lors de la préparation d’échantillon afin de couper les groupements 

glucuronide possiblement liés aux analytes. La LC-MS/MS offre la possibilité d’une analyse 

directe de ces métabolites conjugués, comme démontré par A. Fabregat et al. en 2013.120 La 
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détection de 13 stéroïdes glucuro-conjugués peut être effectuée jusqu’à 30 ng/mL ce qui se 

situe en dessous des LODs obtenues pour les mêmes composés analysés après hydrolyse 

enzymatique. La LC-MS/MS permet également d’obtenir des profils stéroïdiens en urine pour 

les composés sulfo-conjugués.121 On voit ainsi que la préparation d’échantillon peut être une 

nouvelle fois écourtée en retirant l’étape donnant leur forme libre aux stéroïdes. 

Enfin, au même titre que la GC, la LC-MS/MS est adaptée pour la quantification des 

stéroïdes.122 Bien que l’antidopage se base principalement sur des considérations qualitatives, 

cette possibilité de quantification ouvre des perspectives intéressantes pour la compréhension 

des mécanismes biologiques associés aux stéroïdes.34 La LC-MS/MS se présente donc comme 

une technique complète et performante qui offre des avantages inégalés pour le contrôle 

antidopage tout en restant une piste d’étude intéressante puisque son potentiel analytique est 

immense et qu’il reste beaucoup d’aspects à explorer pour son développement.  

 

4. Présentation et objectifs du projet 

4.1. Limitations actuelles 

Les nombreuses méthodes de détection disponibles pour l’analyse des stéroïdes 

permettent d’identifier la majorité  de ces composés, même lorsqu’ils sont présents à l’état de 

traces. En analyse antidopage, un échantillon d’urine passe toujours par une étape d’analyse 

initiale appelée « screening » : une procédure rapide et complète qui permet de cribler un très 

grand nombre de composés à la fois. Si il y a suspicion de dopage (c’est-à-dire si on obtient 

un signal au delà de la concentration autorisée pour un composé endogène, ou n’importe quel 

signal pour un composé exogène), alors l’échantillon en cause est analysé une seconde fois, 

c’est la confirmation. Pour cette procédure, on utilise une préparation d’échantillon et une 

méthode combinant chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse en tandem, 

spécifiquement optimisée pour l’analyse du composé. Ainsi, on obtient sans ambiguïté un 

résultat définitif qui confirme ou non la suspicion de dopage. 

Si la grande majorité des stéroïdes se détecte bien en screening, il en est autrement 

pour la confirmation, qui nécessite plus d’informations analytiques et de robustesse. En effet, 

pour l’analyse en screening, un ou deux signaux caractéristiques par composé suffisent. En 

confirmation, un minimum de 3 (voire 4) fragments MS/MS est nécessaire pour que 
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l’identification du stéroïde soit assurée. Du fait de ces contraintes qui se combinent avec des 

limites de détection très basses et une ionisation difficile des stéroïdes, le développement de 

méthodes de confirmation est une tâche souvent compliquée.   

Certains SAA présentent des difficultés à s’ioniser en LC-MS/MS de par leurs 

propriétés physico-chimiques. Ces composés représentent un défi intéressant dans le 

développement de procédure permettant d’améliorer leur ionisation et leur détection pour le 

contrôle antidopage. Une liste de SAA comprenant certains de ces composés difficiles à 

analyser a été sélectionnée pour les travaux de cette thèse (Tableau 3). Les noms complets de 

ces stéroïdes ainsi que les informations sur leur provenance se trouvent en Annexe A page 

144. 

 

 

 

Tableau 3. Liste des stéroïdes étudiés lors des travaux de ce doctorat. 

 

Nom Code 
AFLD 

Masse molaire 
(g/mol) Structure 

1-testostérone H117 288,42 

 

3OH-androsténone H129 288,40 

 

6-oxo-androstènedione HOR18 300,39 
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bolastérone-m H058 320,51 

 

calustérone H068 316,48 

 

calustérone-m H069 320,51 

 

desoxytestostérone H146 288,47 

 

epitestostérone-d3 SI 291,40 

 

fluoxymestérone-m H035 354,44 

 

furazabol H028 330,47 

 

furazabol-m H062 346,47 
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méténolone-m H055 302,45 

 

methyltestostérone-m H021 306,50 

 

norbolétone H073 316,48 

 

norbolétone-m H119 320,48 

 

oxymestérone H027 318,45 

 

testolactone-m2 HOR20 304,42 

 

turinabol-m H056 350,89 

 
  

Il est à noter que la 6-oxo-androstènedione et la testolactone-m2 ne sont pas classifiés 

par l’AMA comme des SAA à proprement parler, mais leur structure est très proche de celle 

des stéroïdes anabolisants. De plus, la d3-épitestostérone est intégrée dans ce tableau car elle 
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est utilisée comme standard interne mais ne présente aucune difficulté de détection dans les 

conditions d’analyse de routine en antidopage. Enfin, la nomenclature ‘SAA’-m (où ‘SAA’ 

est le nom du stéroïde) est utilisée dans un but de simplification de la notation et représente un 

seul des possiblement nombreux métabolites de Phase I du composé en question.  

4.2. Attachement anionique 

4.2.1. Principe 

L’attachement anionique est un processus chimique qui correspond à l’interaction d’un 

anion avec une molécule neutre (par exemple un stéroïde). En fonction de certaines propriétés 

physico-chimiques des composés en interaction (acidité, nucléophilie, …), deux voies de 

réactions sont possibles : (i) l’anion arrache un proton à la molécule neutre menant à l’ion [M-

H]- (Schéma 4a) ou (ii) un adduit anionique est formé de type [M+A]- (Schéma 4b) où A 

représente l’anion utilisé et M la molécule neutre. On parle alors d’attachement anionique. Ce 

phénomène est d’essence intéressant pour la spectrométrie de masse, étant donné qu’il permet 

d’ioniser une molécule en lui procurant une charge négative, que cela soit par le retrait d’un 

proton ou la formation d’un adduit anionique. 

 

Schéma 4. Principe de l’attachement anionique avec formation (a) d’une espèce déprotonée  

et/ou (b) d’un adduit. 

…..�…..� �A-�H�

[M+A]-�:�a achement�anionique�

-�

+����AH�

[M-H]-�:�déprotona on�

+����A-�

1-testostérone�

a.�

b.�



 33 

Il a précédemment été évoqué que l’acidité des stéroïdes joue un rôle important dans 

cette étude. En effet c’est un paramètre important pour l’attachement anionique : c’est le 

différentiel des valeurs d’acidité des groupements fonctionnels portés par le stéroïde et de 

l’anion qui guide la formation de [M-H]- et [M+F]- et leurs abondances relatives. Ainsi, un 

stéroïde possédant un groupement fonctionnel plus acide que la forme protonée de l’anion 

(HA) choisi va céder facilement un proton et l’espèce déprotonée sera majoritairement 

obtenue. Au contraire, si les valeurs d’acidités sont proches, le proton est « partagé » entre le 

stéroïde et l’anion, et l’on forme alors principalement l’adduit anionique.  

4.2.2. Etat de l’art 

Afin de surmonter les problèmes posés par la faible efficacité d’ionisation des 

stéroïdes, l’utilisation d’adduits anionique a été étudiée. En spectrométrie de masse positive 

l’introduction de cations tels que Na+ dans l’échantillon de stéroïde a conduit à la formation 

d’adduits comme [M+Na]+ , [M+Na+MeOH]+, ou [M+H+CH3CN-H2O]+.113 Une autre 

approche utilise l’argent comme cation pour l’adduit [M+Ag]+ a également été mise au 

point.123 La formation de ces composés a permis une amélioration notable du signal obtenu 

lors des analyses. Pour le mode négatif il est normalement nécessaire que l’analyte possède un 

site moyennement ou fortement acide afin de céder un proton et de former l’espèce [M-H]-, ce 

qui n’est pas le cas pour la plupart des stéroïdes. Il a précédemment été montré que l’acétate 

et le fluorure permettent la formation abondante des adduits [M+CH3COO]- et [M+F]- 

lorsqu’ils sont mélangés dans un échantillon contenant un stéroïde.124 Il est ainsi possible 

d’observer des molécules qui ne peuvent pas se déprotoner ou obtenir une charge négative 

d’elles mêmes. Une étude a mis en lumière que si la valeur de l’attraction du stéroïde pour un 

proton situé sur un site de sa structure et celle de l’anion s’attachant sur ce même site sont 

proches, l’adduit formé est alors plus stable et a une durée de vie plus longue.125 Bien que 

cette méthode soit performante et offre des avantages uniques pour l’analyse des stéroïdes, il 

n’existe pas actuellement de protocole d’analyse l’utilisant en contrôle antidopage. 

4.3. Objectifs du projet 

Le but de ce projet de recherche est de développer une méthode basée sur 

l’attachement anionique afin de fournir une procédure analytique permettant d’améliorer les 

limites de détection des composés ayant des structures basées sur le squelette stéroïdien et 

s’ionisant mal en LC. Il est donc nécessaire d’étudier l’influence de l’ajout d’anions sur la 

réponse du stéroïde en spectrométrie de masse, puis d’optimiser chaque étape de la méthode 
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d’analyse. Dans un premier temps, la préparation de l’échantillon a été étudiée afin de choisir 

la méthode la plus efficace : choix des techniques d’extraction, des solvant utilisés, du temps 

de préparation, etc. Puis c’est la technique d’analyse en elle-même qui est optimisée : 

paramètres instrumentaux en spectrométrie de masse, choix des solvants de phase mobile, 

mise au point du gradient LC, détermination des paramètres expérimentaux et de la méthode 

de suivi de réaction sélectionnée (Selected Reaction Monitoring, SRM). Cette thèse présente 

le travail effectué dans ce contexte afin d’aboutir à une méthode viable et robuste qui peut être 

intégrée dans les procédures utilisées par l’AFLD, et de fournir une alternative pour les 

stéroïdes répondant moins bien aux méthodes d’analyse classiques. 

Un autre aspect de ce travail de recherche est d’étudier de manière plus fondamentale 

l’attachement anionique et les phénomènes qui entrent en jeu lorsqu’une molécule est mise en 

présence d’un anion. On s’intéressera particulièrement à la région du composé où l’anion va 

venir interagir, ainsi qu’à l’influence de cet anion sur les voies de décompositions du stéroïde.  
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La détection des stéroïdes pour le contrôle antidopage nécessite une puissante capacité 

analytique ainsi qu’une méthode de préparation d’échantillons pouvant concentrer les analytes 

et purifier une matrice complexe contenant un grand nombre de contaminants. Pour ce travail, 

les échantillons sont préparés avec des techniques utilisant l’extraction liquide-liquide et/ou 

l’extraction sur phase solide. Pour l’analyse, un système utilisant la chromatographie en phase 

liquide couplée à la spectrométrie de masse a été utilisé. La méthodologie utilisée lors de ce 

doctorat est présentée dans cette partie. 

1. Préparation des échantillons 

1.1. Extraction liquide-liquide 

L’extraction liquide-liquide (Liquid-Liquid Extraction, LLE) est une technique de 

séparation simple et commune qui permet de purifier un mélange complexe en extrayant 

sélectivement un analyte désiré.126 Le principe est le suivant (Schéma 5) : un échantillon 

contenant le composé d’intérêt et des impuretés est agité en présence d’un solvant 

d’extraction qui n’est pas miscible avec la matrice de l’analyte. Une fois que le mélange 

échantillon/solvant a eu le temps de reposer après l’agitation, deux couches de liquides sont 

observables dont l’une contient la majeure partie de l’analyte d’intérêt. Une nouvelle agitation 

permet de s’assurer que toute la surface de l’échantillon entre en contact avec le solvant 

d’extraction. L’équilibre est déterminé par le coefficient de partage de l’analyte,127 qui 

représente le rapport des concentrations du composé dans les deux liquides à l’équilibre. Il est 

possible de déterminer sa valeur par des calculs,128,129 mais il est plus courant de l’estimer 

expérimentalement. Le solvant d’extraction est choisi de manière à ce que le coefficient de 

partition soit le plus élevé possible, c’est-à-dire que l’analyte possède une affinité largement 

supérieure pour le solvant que pour la matrice d’échantillon. Ainsi, le composé est transféré 

dans le solvant, laissant la majorité des impuretés et des contaminants dans la matrice. La 

dernière étape consiste en la séparation des deux liquides, et la conservation de celui 

contenant l’analyte pour la suite des expérimentations. 
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Schéma 5. Principe d’une extraction liquide-liquide. 

En contrôle antidopage, la LLE offre une technique de purification et de concentration 

de l’échantillon peu sélective mais rapide. Elle est souvent utilisée en complément d’autres 

techniques d’extraction afin de retirer quelques impuretés supplémentaires. Il est cependant 

important de bien choisir le solvant d’extraction car une faible ou moyenne affinité du 

stéroïde pour celui-ci peut provoquer des pertes importantes et un rendement d’extraction 

faible. 

1.2. Extraction sur phase solide 

L’extraction sur phase solide (Solid Phase Extraction, SPE)130 se base sur les mêmes 

principes que la LLE, à l’exception que le solvant d’extraction est substitué par une phase 

solide et que l’état d’équilibre n’est jamais atteint.131,132 Le procédé se déroule en plusieurs 

étapes séquentielles (Schéma 6) : 

 le conditionnement de la cartouche contenant la phase solide,  

 la rétention de l’échantillon,  

 le rinçage permettant l’élimination des impuretés, 

 l’élution de l’analyte étudié. 

Matrice d’échantillon 
   = analyte 
      = contaminants 

Ajout du solvant 
d’extraction (jaune) 

non miscible 

Agitation Repos du mélange et 
récupération de la 
phase contenant 

l’analyte  
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Schéma 6. Principe de l’extraction sur phase solide. 

Conditionnement 

Le conditionnement consiste à passer un solvant à travers la phase solide contenue 

dans la cartouche de façon à remplir ce milieu poreux de liquide. Cette étape est nécessaire 

afin d’assurer l’homogénéité de l’environnement dans lequel l’échantillon est déposé. La 

présence de bulles d’air ou un mouillage incomplet peut aboutir à une rétention et une élution 

faussées lors de la procédure. 

Dépôt de l’échantillon 

La matrice liquide contenant l’analyte d’intérêt ainsi que les contaminants indésirables 

est chargée dans la cartouche. L’analyte ainsi que la plupart des impuretés sont retenus dans la 

phase solide sur la surface ou par la pénétration de la couche externe des molécules de cette 

surface. Il se créé alors un équilibre de distribution (de la même manière que pour la LLE), 

caractérisé par un coefficient Kd qui indique quelle fraction de l’analyte est restée en solution, 

et quelle fraction a été adsorbée par ou a pénétré  la phase solide. Par souci de praticité, Kd est 

couramment exprimé en fonction des concentrations selon la formule : 

Conditionnement de la 
phase solide (  ) 

Chargement de l’échantillon 
= analyte 

       = contaminants 

Rinçage des impuretés Elution de l’analyte 
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𝐾𝑑 =
[𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒]𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑖𝑑𝑒

[𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒]é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛
 

Ainsi, lorsque l’échantillon est en quasi-totalité retenu par la phase solide, le 

coefficient de partition est très élevé. La SPE en phase inverse implique une matrice 

d’échantillons polaire (généralement aqueuse) ou modérément polaire et une phase 

stationnaire apolaire (dans le cas de ces travaux, une phase C18). La rétention dans la 

cartouche des composés organiques en solution polaire est principalement due aux forces 

attractives entre les liaisons carbone-hydrogène de l’analyte et les groupes fonctionnels de la 

surface de la phase solide. Ces interactions apolaire-apolaire sont communément appelées 

forces de van der Waals, forces de dispersion, ou effet hydrophobe. Les composés polaires 

présents dans l’échantillon ne sont pas retenus lors du chargement de l’échantillon et éluent 

avec la matrice (composé noir dans le Schéma 6). 

Lavage 

 Pendant la phase de rétention, de nombreux composés présents dans la matrice 

complexe d’échantillons ont été retenus par la phase solide (composé orange Schéma 6) au 

même titre que l’analyte d’intérêt (composé rouge Schéma 6). Une élution effectuée 

directement après le passage de l’échantillon dans la cartouche pourrait alors conduire à la co-

élution de contaminants et impuretés avec le composé étudié. Ainsi, afin de minimiser les 

interférences que cette pollution indésirable serait susceptible de créer lors de l’analyse 

suivant l’extraction, un ou plusieurs rinçages sont effectués entre le chargement de 

l’échantillon sur la phase solide et l’élution. Chaque étape de rinçage implique un solvant 

soigneusement choisi de façon à mettre en place un équilibre dans lequel le coefficient de 

partition est élevé pour l’analyte ciblé (il reste alors dans la phase solide) et faible pour les 

impuretés qui sont de ce fait éluées avec le solvant. Des expériences d’efficacité d’extraction 

permettent de déterminer les solvants optimaux pour cette opération. Au terme de ces lavages, 

il ne reste idéalement dans la phase solide que le composé que l’on souhaite analyser. 

Elution 

 La dernière étape de la SPE consiste à éluer l’analyte de la phase solide et le collecter 

pour qu’il se trouve dans un milieu permettant son analyse. Lorsqu’un liquide fournit un 

environnement plus favorable pour l’analyte que la phase solide, le composé d’intérêt est élué 

par le solvant qui est alors recueilli à la sortie de la cartouche : c’est l’étape d’élution. Dans ce 
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cas, le solvant est choisi afin d’obtenir un Kd très faible, c’est-à-dire que l’échantillon a une 

préférence largement plus marquée pour le solvant que pour la phase stationnaire. La SPE 

apporte un avantage intéressant par rapport à la LLE ; en effet le solvant d’élution utilisé a la 

possibilité d’être miscible avec l’échantillon de départ car ces deux liquides ne sont jamais en 

contact direct du fait de la séquentialité du procédé. Ainsi, il est possible d’éluer un 

échantillon aqueux avec du méthanol (miscible dans l’eau), une combinaison qui ne serait pas 

possible à mettre en place dans une LLE. 

 La SPE est une technique de préparation d’échantillons couramment utilisée pour son 

efficacité, sa simplicité et sa possibilité d’automatisation.133,134 Elle offre également un 

éventail d’avantages analytiques : 

 Concentration de l’échantillon : il suffit d’utiliser un volume faible de solvant 

d’élution afin d’obtenir une solution concentrée de l’analyte. Une solution alternative 

est de choisir un solvant organique volatile lors de l’élution, permettant une 

concentration facile à la suite de la SPE. 

 Lavage : la rétention sélective de l’analyte après les étapes de rinçage permet de 

diminuer le nombre et la quantité de contaminants au sein de l’échantillon. Ainsi les 

analyses peuvent être conduites sur un liquide plus propre où l’analyte pourra donner 

un signal avec des interférences limitées. 

 Echange de solvant : les analyses en spectrométrie de masse requièrent des 

échantillons dans un environnement spécifique. La SPE offre la possibilité de 

convertir la matrice de départ en un solvant compatible avec de telles analyses. 

En contrôle antidopage, les échantillons sont fournis dans une matrice urinaire (milieu 

aqueux), contenant un grand nombre de contaminants et des analytes souvent à l’état de trace. 

Une SPE lors de la préparation d’échantillon permet de nettoyer l’échantillon, concentrer les 

analytes ciblés et les placer dans un milieu optimisé pour une analyse par spectrométrie de 

masse, faisant de cette technique une étape indispensable pour la méthode analytique de 

détection des stéroïdes.135 

1.2. Analyse des stéroïdes en matrice simple (solvant) 

1.2.1. Infusion directe 

L’infusion directe correspond à l’introduction d’un échantillon liquide présent dans 

une seringue connectée directement à l’instrument utilisé pour l’analyse, donc dans le cas de 
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ce travail un spectromètre de masse. L’emploi de ce mode d’introduction permet d’optimiser 

les paramètres instrumentaux du spectromètre de masse. Les solutions de stéroïdes sont 

préparées en solvant MeOH/H2O 90/10 (v/v) à une concentration de 10 g/mL en analyte de 

façon à obtenir un signal important pour le composé et de voir rapidement l’influence de 

chaque paramètre qui est modifié. La solution d’échantillon contient du fluorure d’ammonium 

(NH4F) en ratio molaire 100:1 par rapport au stéroïde. La solution finale est directement 

infusée dans l’instrument pour analyse.  

1.2.2. Injection directe par HPLC 

De la même manière que l’injection directe des stéroïdes préparés en solvant permet 

d’optimiser les paramètres instrumentaux du spectromètre de masse, l’introduction par 

chromatographie liquide à haute performance (High Performance Liquid Chromatography, 

HPLC) d’échantillons en solvant offre un moyen de travailler sur le gradient 

chromatographique et tous les paramètres associés sans se soucier d’éventuelles interférences. 

Les concentrations nécessaires pour l’injection par HPLC sont beaucoup plus faibles 

que celles utilisées pour l’optimisation en infusion directe. Pour les premiers tests sur un 

composé une valeur de 100 ng/mL a été utilisée, permettant ainsi d’obtenir avec certitude un 

signal. Cela est crucial car dans le cas où le composé n’est pas détecté, il est impossible de 

déterminer son temps de rétention (tr), et de manière générale, son comportement 

chromatographique. Une fois que le temps de rétention et les fragments MS/MS choisis sont 

validés, on peut analyser des concentrations plus faibles. Il est important de noter que ces 

échantillons en solvant ne contiennent aucune contamination, et qu’il est donc peu utile de 

passer trop de temps à les analyser à faible concentration, car ils ne sont pas représentatifs 

d’un échantillon réel en matrice urinaire. Un exemple de préparation d’une solution à 10 

ng/mL de 6-oxo-androstenendione est donné en Annexe B page 145. 

1.3. Analyse des stéroïdes en matrice complexe (urine) 

Le passage d’une matrice simple à une matrice urinaire pose de nombreux problèmes 

du fait de la complexité de l’environnement urinaire.136 L’ensemble des molécules et 

composés biologiques rejetés par l’organisme dans l’urine est présent dans l’échantillon. En 

plus de ces interférences importantes, les stéroïdes se trouvent naturellement dans l’urine à 

des concentrations très faibles (de l’ordre de l’unité de ng/mL). Il devient alors nécessaire de 

mettre en place des procédures de préparation d’échantillon permettant de purifier et 
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concentrer ces échantillons urinaires. Trois protocoles d’extraction/purification/concentration 

classiques utilisés dans les laboratoires d’antidopage ont été testés pour l’analyse des stéroïdes 

en matrice urinaire. 

1.3.1. Procédure 1 : « Hydrolyse et SPE » 

La méthode « Hydrolyse et SPE » est une procédure de préparation d’échantillons 

utilisée pour le screening de stéroïdes en routine. Elle est basée sur une hydrolyse par la -

glucuronidase (-Glu) produite par la bactérie E.Coli, qui permet de rompre les liaisons entre 

un stéroïde et un groupement glucuronide qui y est attaché suite à la Phase II de 

métabolisation. On obtient ainsi des stéroïdes sous forme libre (structure de base ou 

métabolisés par la Phase I),137 qui sont ensuite purifiés par SPE avec une cartouche Bond Elut 

contenant une phase solide C18 avec des lavages au cyclohexane et une élution avec du 

méthanol. Une reconstitution finale dans une phase optimisée pour la séparation HPLC 

conclut la procédure. Les détails complets de cette méthode sont donnés en Annexe C page 

145. 

1.3.2. Procédure 2 : « Hydrolyse et LLE » 

Cette préparation est basée uniquement sur l’extraction liquide-liquide pour la 

purification de l’échantillon après l’hydrolyse enzymatique par la -Glu. C’est une méthode 

rapide qui ne nécessite pas de SPE et qui est utilisée pour préparer les stéroïdes pour une 

confirmation. Le TBME qui est utilisé comme solvant d’extraction n’étant pas très spécifique, 

on obtient généralement un bruit de fond assez important, dû aux contaminants présents dans 

l’urine. Les étapes détaillées sont consultables en Annexe C page 145. 

1.3.3. Procédure 3 : « SPE, hydrolyse et LLE » 

Cette technique de préparation est également une méthode de confirmation, qui 

combine cette fois une extraction sur phase solide qui prend place avant l’hydrolyse, 

permettant une meilleure action de l’enzyme, et un mélange post-digestion plus propre. 

L’extraction liquide-liquide à la fin de la procédure permet d’apporter une purification 

supplémentaire, notamment lorsque le n-pentane est utilisé comme solvant d’extraction, car 

moins de contaminants dans l’urine ont une affinité pour ce solvant. Les détails de cette 

procédure sont donnés en Annexe C page 145.  
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Les extractions sur phase solide réalisées lors de la préparation des échantillons en 

matrice urinaire ont été réalisées par les robots d’extraction de type « ASPEC » 

commercialisés par la société Gilson. Le procédé est réalisé sur des cartouches Bond Elut C18, 

200 mg/3 mL avec bouchons d’étanchéité. Les tableaux 13a et 13b (Annexe C page 145) 

récapitulent chaque étape du programme de SPE. 

En matrice urinaire, le problème posé par le nombre de contaminants est trop 

important pour être entièrement résolu à travers la préparation de l’échantillon. Il est 

nécessaire d’inclure une étape de séparation avant l’analyse par spectrométrie de masse. Dans 

cette étude, il s’agit de la chromatographie en phase liquide. 

 

2. Chromatographie en phase liquide 

2.1. Principe 

La chromatographie en phase liquide (Liquid Chromatography, LC) est une technique 

analytique utilisée pour séparer, identifier et quantifier les différents composés présents dans 

un mélange complexe.138 L’échantillon est entrainé par une phase mobile liquide à travers une 

colonne contenant une phase solide (phase stationnaire) qui va retenir de manière plus ou 

moins importante les composés en fonction des interactions physico-chimiques qui se créent 

avec ces phases. Les toutes premières méthodes de chromatographie reposaient sur un 

phénomène de gravitation pour le passage du liquide dans la colonne, ce qui demandait un 

temps de séparation important. Actuellement,  la technique la plus employée est la 

chromatographie en phase liquide à haute performance (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC)139 où la phase mobile est poussé par des pompes dans une colonne 

adaptée aux fortes pressions. Cette amélioration offre des temps de séparation beaucoup plus 

courts et la possibilité d’utiliser des quantités d’échantillons plus faibles.103 Les récents 

développements tendent cependant vers une popularisation de la chromatographie en phase 

liquide ultra-haute performance (UPLC, ou U-HPLC) permettant de réduire d’autant plus les 

temps de séparation : 1,25-7 minutes pour l’UPLC contre 3-30 minutes pour l’HPLC. De 

plus, il a été montré que l’utilisation de l’UPLC induit une meilleure sensibilité qu’en 

HPLC.140 Le principe général de la LC est illustré dans le Schéma 7. 
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Schéma 7. Principe de la chromatographie en phase liquide. (A) : injection de l’échantillon, 

(B) séparation dans la colonne avec une rétention dépendant des propriétés physico-chimiques 

des composés, (C) élution du premier composé, (D) élution du second composé. 

2.2. La phase stationnaire 

En LC, la rétention des composés est effectuée par l’intermédiaire de la force des 

interactions qu’ils ont avec la phase stationnaire (solide) qui se trouve dans la colonne et avec 

la phase mobile.141 Ces interactions peuvent se baser sur : 

 La taille moléculaire (chromatographie d’exclusion stérique)142 

 La charge (chromatographie d’échange ionique)143 

 L’hydrophobicité (chromatographie d’interaction hydrophobe)144 

 Des interactions spécifiques (chromatographie d’affinité)145 

 Une combinaison des points précédents (chromatographie multimodale)146 

Pour l’analyse des stéroïdes qui sont de petites molécules organiques hydrophobes, la 

technique employée est la chromatographie de partage à polarité de phase inversée où la 

phase stationnaire est constituée de billes de silices fonctionnalisées à leur surface par des 

groupements alkyls C8 (Figure 1).147 Lorsque la phase stationnaire est hydrophobe et retient 

principalement les composés hydrophobes de la phase mobile, on se réfère communément à 

(A) (B) (C) (D) 

Support 
poreux 

Sens du 
solvant 

Temps 

Signal 
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l’appellation « phase inverse », en opposition à la « phase normale » hydrophile utilisée 

historiquement.148 

 

Figure 1. Représentation de la surface d’une bille de silice dans une colonne de 

chromatographie phase inverse C8.149 

Lors de la séparation, les analytes se partagent entre les deux phases (phase mobile 

liquide et phase stationnaire solide). L’élution est effectuée par un gradient commençant par 

un haut pourcentage de solvant aqueux et progressant vers une proportion croissante de 

solvant organique. Lors de l’analyse de stéroïdes, la totalité des composés est retenue dans la 

colonne de manière plus ou moins forte et l’élution se fait par ordre d’hydrophobicité 

croissante au fur et à mesure que la quantité de solvant dans la phase organique augmente. La 

chromatographie en phase inverse est adaptée en couplage avec la spectrométrie de masse car 

les solvants aqueux et organiques de la phase mobile donnent de bonnes performances même 

sans addition de sels. 

2.3. Paramètres expérimentaux 

Deux types de colonnes de phase inverse ont été utilisés pour la séparation par 

chromatographie en phase liquide couplée à la MS : Zorbax SB-C8 et Zorbax Eclipse XDB 

C8, commercialisées par Agilent. Les caractéristiques de ces colonnes sont compilées dans le 

Tableau 14 en Annexe D page 149.  

La phase mobile est constituée d’eau ultrapure (voie A) et de méthanol (voie B), avec 

ou sans des concentrations variables de NH4F. Chaque colonne présentant des caractéristiques 
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très différentes, les gradients utilisés le sont également. Les gradients ont été optimisés afin de 

fournir une séparation optimale des composés, tout en faisant en sorte que les stéroïdes 

d’intérêt n’éluent pas dans les zones où les concentrations de contaminants sont les plus 

élevées. Les gradients pour chaque colonne sont présentés dans le Tableau 15 (Annexe D 

page 145). 

La détection des composés éluant de la colonne de chromatographie s’effectue par un 

couplage à un spectromètre de masse. Ainsi les analytes sont caractérisés à la fois par leur 

temps de rétention chromatographique, mais également leur masse, et les fragments qu’ils 

produisent en MS en tandem. Cette combinaison permet une identification spécifique des 

stéroïdes d’intérêt. 

 

3. Spectrométrie de masse 

3.1. Fondamentaux 

De toutes les techniques analytiques actuelles, peu se montrent aussi polyvalentes que 

la spectrométrie de masse. Grâce aux développements des spectromètres de masse lors des 

dernières décennies, la spectrométrie de masse fournit des performances inégalées en terme de 

sensibilité, limites de détection, facilité d’utilisation et rapidité d’analyse. Les applications 

sont très variées et vont de l’analyse de nanoparticules à l’étude de ribosomes intacts. 

Lors d’une analyse MS, les ions introduits sont séparés dans l’instrument en fonction 

de leur ratio masse-sur-nombre de charges (m/z) et détectés proportionnellement à leur 

abondance.150 Les données collectées sont présentées sous forme d’un spectre de masse, où 

l’abscisse est une échelle de m/z et l’ordonnée l’intensité relative. L’axe y peut également 

représenter le compte d’ions total (Total Ion Count, TIC) dans certaines représentations. Pour 

que l’analyte puisse être détecté, il doit se présenter sous forme d’ion en phase gazeuse. C’est 

la source d’ionisation qui permet de vaporiser et d’ioniser les composés. Après cette première 

étape, les ions sont dirigés et séparés par l’analyseur de masse, qui discrimine les ions en 

fonction de leur m/z. Ils atteignent finalement le détecteur qui compte le nombre d’ions pour 

chaque valeur de m/z et envoie un signal électrique interprété par l’ordinateur (Schéma 8).151 
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Schéma 8. Représentation des différentes étapes pour une analyse en MS ainsi que les 3 

parties principales d’un spectromètre de masse. La source d’ionisation peut être sous vide ou 

à pression atmosphérique. 

Les spectromètres de masse fonctionnent sous vide (avec une pression de 10-3 à 10-6 

torr généralement)152 afin d’éviter la perte des ions par collision. La source est parfois à 

pression atmosphérique (mais toujours pour le couplage HPLC), et un gradient de pressions 

(appelé pompage différentiel)153 fait la transition entre la pression atmosphérique de la source 

et le vide de l’instrument. De très basses pressions assurent un libre parcours moyen plus 

long, qui est la distance qu’un ion peut voyager sans provoquer de collision avec une autre 

particule. Il est nécessaire pour l’instrument d’avoir un important libre parcours moyen de 

façon à ce que les ions puissent atteindre le détecteur. 

3.2. Sources à ionisation 

Une analyse en spectrométrie de masse repose sur une séparation des composés en 

fonction de leur m/z grâce à l’application de champs électromagnétiques (selon l’analyseur 

utilisé). Pour cela, les particules doivent être chargées en phase gazeuse (car l’instrument 

fonctionne sous vide). La source d’ionisation est ainsi la première étape d’une analyse MS et 

permet la formation d’ions en phase gazeuse. De nombreuses sources sont disponibles et sont 

plus ou moins adaptées à la nature physico-chimique des composés à étudier, comme 

l’ionisation électronique (EI),154 l’ionisation chimique (CI)155,156 et ionisation chimique à 

pression atmosphérique (APCI),157,158 la photoionisation à pression atmosphérique 

(APPI),159,160 la désorption ionisation laser assistée par matrice (MALDI),161,162 etc. Dans le 
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cadre de ce projet, la source principalement utilisée est l’électronébuliseur (electrospray 

ionization ESI).163,164,165,166 

3.2.1. Bref historique du développement de l’ESI 

Les scientifiques britanniques William Gilbert167 et quelques années plus tard Sire 

Thomas Browne168 ont observé la formation d’un cône lors de l’attraction électrostatique de 

gouttelettes d’eau. Le chimiste anglais Stephen Gray169,170 a été le premier à noter des 

émission depuis le cône mais il faut remonter au XVIIIe siècle avec Jean-Antoine Nollet pour 

trouver le premier rapport d’une vraie expérience d’ESI. Cet Abbé et physicien français a été 

le premier à étudier le comportement des liquides à travers un capillaire électrifié (Figure 

2).171 

 

Figure 2. Abbé Nollet montrant la forme spécifique d’un liquide passant à travers un 

capillaire électrifié.172 

 Le développement de l’ESI tel qu’il est utilisé de nos jours en spectrométrie de masse 

est le fruit du travail de Malcolm Dole et John Fenn. Dans les années 1960, Dole était 

intéressé par l’analyse de polymères qu’il souhaitait observer intacts. Il eut l’idée de nébuliser 

une solution très diluée de polymère en fines gouttelettes. Le procédé ne fut pas très efficace 

mais, alors qu’il travaillait comme consultant pour une compagnie de peinture,173 il remarqua 
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que la peinture pour la carrosserie de voiture était vaporisée en utilisant un procédé appelé 

électrospray. Il appliqua cette technique à des solutions de polystyrène et mit en place la 

première expérience d’ESI en MS.174 Quelques années plus tard, Fenn et son équipe 

appliquèrent l’ESI à l’analyse de peptides et protéines en le couplant avec un analyseur 

quadripolaire.175 Ce travail débuta la révolution de l’ESI et valu à Fenn le prix Nobel de 

chimie en 2002. 

3.2.2. Principe de l’ESI 

En ESI, l’échantillon passe à travers un capillaire électrifié (généralement 2-5 kV) qui 

va former à son extrémité des gouttelettes chargées de taille relativement importante.176 Cette 

haute tension produit un champ électrique entre le capillaire (anode) et la contre-électrode 

(cathode) située à l’entrée de l’instrument (Schéma 9). Lorsque la solution sort du capillaire, 

le champ induit une accumulation de charges sur la surface du liquide à la pointe du capillaire 

résultant en la formation d’un cône de Taylor, suivi par une dispersion en aérosol contenant 

des gouttelettes hautement chargées. L’évaporation du solvant dans la zone de désolvatation 

conduit à une réduction de la taille des gouttelettes, jusqu’à ce qu’elles atteignent la limite de 

Rayleigh, c’est-à-dire lorsque la force de répulsion coulombienne (due à la répulsion des 

charges positives à proximité les unes des autres) est exactement égale à la tension 

superficielle de la gouttelette. La  condition pour l’instabilité coulombienne est définie par 

l’équation de Rayleigh :177 

𝑄𝑅𝑦 = 8𝜋(𝜀0𝛾𝑅3)
1
2 

où QRy est la charge de la gouttelette, la tension superficielle du solvant, R le rayon 

de la gouttelette et 0 la permittivité électrique. Toute évaporation de solvant d’une gouttelette 

à cette limite entraine une explosion coulombienne : la goutte se scinde alors en plusieurs 

gouttelettes de plus petit rayon. Ce processus se répète jusqu’à obtenir des ions solvatés (une 

molécule d’analyte entourée de solvant). Enfin, une fois l’ensemble du solvant évaporé 

l’analyte est sous forme ionique mono- ou multi-chargée et peut être envoyé vers l’analyseur. 
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Schéma 9. Principe d’une source ESI opérée en mode positif. 

La différence de potentiel cône-skimmer est appliquée entre le skimmer et le cône de 

l’instrument. Sa valeur est cruciale lors d’une analyse puisque si elle est trop faible les ions 

restent solvatés et ne peuvent possiblement pas atteindre l’entrée de l’instrument créant une 

perte de signal importante, ou bien être détectés sous forme d’adduit de solvant, décalant leur 

m/z par rapport à la valeur attendue. Au contraire si elle est trop élevée, les ions récupèrent 

une énergie trop importante et ils peuvent se fragmenter dans la source ; de plus, une valeur 

de cône de désolvatation trop élevée peut briser les complexes non-covalents ou adduits. Il est 

important de noter que le mécanisme de formation des ions en phase gazeuse dans une source 

ESI n’est pas entièrement connu. Deux modèles différents proposent une explication : celui 

qui est expliqué précédemment et repose sur des explosions coulombiennes consécutives est 

celui de Dole.174 Iribarne et Thomson ont postulé que lorsque les gouttelettes ont une densité 

de charge suffisante, elles ne subissent plus de fission mais émettent directement des ions en 

phase gazeuse.178 Ce deuxième modèle (évaporation ionique) propose une alternative à celui 

de Dole (charge résiduelle). 

3.2.3. Propriétés de l’ESI 

Par son mécanisme de formation des ions, l’ESI permet d’obtenir des espèces 

multichargées de forme [M+nH]n+ en mode positif ou [M-nH]n- en mode négatif. Plus le 

composé a une masse (ou surface) importante, plus ils sera capable de contenir de charges. 

Ainsi les protéines analysées en ESI peuvent facilement atteindre des états de charge élevés. 

C’est un avantage majeur dans l’analyse de composés de masse molaire importante puisque 

l’augmentation de leur état de charge permet d’obtenir des m/z compatibles avec la plupart 
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des analyseurs. Cependant la présence de plusieurs états de charge sur un spectre pour le 

même composé peut rapidement compliquer l’analyse des données. Dans le cas des stéroïdes 

qui sont de petites molécules, il n’est pas attendu plus d’une charge lors de leur ionisation en 

ESI ce qui simplifie l’analyse du spectre. Une autre propriété intéressante de la source ESI est 

qu’elle fait partie de la catégorie des sources d’ionisation dites « douces ». Ce terme se réfère 

aux sources qui permettent la formation d’ions avec une énergie interne plutôt faible et qui 

ainsi ne se fragmentent pas (au contraire de sources dites « dures » telle que l’ionisation 

électronique par exemple). Enfin, l’ESI est une source qui opère à pression atmosphérique 

permettant des designs instrumentaux variés. La source ESI classique est placée en 

alignement de l’entrée de l’instrument (Schéma 10a) mais des développements ont abouti à 

d’autres conformations de la source, comme l’ESI orthogonal où le capillaire est placé 

perpendiculairement à l’ouverture du spectromètre (Schéma 10b). Cette dernière, chargée 

négativement, va attirer les ions positifs qui sortent du capillaire et dont la trajectoire va être 

déviée. Les ions négatifs et des molécules neutres continuent leur chemin droit et ne pénètrent 

pas dans l’instrument. Pour obtenir le même résultat on peut également utiliser une 

conformation « spray-Z » (Schéma 10c) où le capillaire est parallèle à l’entrée de 

l’instrument, mais pas en face. Les ions d’intérêt sont déviés par l’attraction électrostatique et 

la trajectoire des analytes a une forme de « Z », d’où le nom de ce design. On obtient ainsi dès 

la source une sélection des ions d’intérêt et une augmentation des performances de 

l’instrument puisque moins d’analytes sont présents. 

 

Schéma 10. Principaux designs d’une source ESI. (a) source en ligne (b) source orthogonale, 

(c) source en Z.179 

(a)	 (b)	 (c)	
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3.3. Analyseur quadripolaire 

L’analyseur est la partie du spectromètre de masse qui permet de séparer les ions en 

fonction de leur m/z. Différents types d’analyseurs sont disponibles commercialement, chacun 

présentant des caractéristiques spécifiques et des modes de fonctionnement qui permettent 

d’adapter leur utilisation en fonction de l’analyte.180 Il existe deux grandes catégories 

d’analyseurs selon leur principe de fonctionnement : i) les analyseurs à balayage, qui ne 

laissent passer que les ions ayant un m/z spécifique (ex : quadripôle)181 et ii) les analyseurs à 

transmission simultanée dans lesquels tous les ions sont transmis en même temps (ex : temps 

de vol).182 Dans le cas des expériences sur les SAA présentées ici, l’analyseur employé 

principalement est de type quadripolaire.  

L’analyseur quadripolaire simple (Q) est un dispositif composé de 4 électrodes 

métalliques de section hyperbolique ou cylindrique parallèles les unes aux autres.183,184 Ces 

électrodes sont connectées deux à deux et subissent un champ ±Q0 = ±(U + Vcos(t)) où U 

est une tension constante (DC) et V une tension alternative (radiofrequency voltage RF). La 

polarité de chaque barre bascule de positif à négatif de manière cyclique, avec un décalage de 

180° entre chaque paire d’électrodes. Le principe du quadripôle est que ces électrodes créent 

un champ électrique oscillatoire dans lesquels seuls les ions ayant un m/z défini sont stables. 

Lorsqu’un ion positif entre dans le quadripôle, il est attiré par l’électrode négative du fait des 

interactions électrostatiques. Si l’électrode change de polarité avant que l’ion ne l’atteigne, ce 

dernier est repoussé et continue d’avancer vers la sortie de l’analyseur (Schéma 11). Dans le 

cas contraire, il percute la barre, devient neutre et n’est pas détecté. La modulation des 

courants (intensité, fréquence, oscillation, etc.) permet de balayer une large gamme de valeurs 

de m/z. L’avantage de l’utilisation des analyseurs à balayage comme le quadripôle est que 

seuls les ions ayant des m/z très proches sont transmis et atteignent le détecteur en même 

temps. Cela permet d’obtenir une bonne sensitivité puisque le détecteur reçoit que peu d’ions 

simultanément. 
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Schéma 11. Principe de fonctionnement d’un analyseur quadripolaire.185 

Les quadripôles sont peu chers, ont une longue durée de vie et sont utilisés 

couramment. Cependant, leur inconvénient principal est qu’ils sont limités à l’analyse de 

molécules dont le m/z est inférieur à 5000 (contrairement à l’analyseur temps-de-vol par 

exemple, qui peut analyser une gamme de m/z en théorie illimitée). La combinaison avec une 

source ESI qui produit des espèces multichargées (et donc avec un m/z faible même si la 

masse est importante) est donc souvent employée pour l’analyse de molécules lourdes avec un 

quadripôle. Ces analyseurs sont considérés comme des analyseurs basse résolution. Les 

quadripôles, lorsqu’ils ne sont pas utilisés comme analyseurs peuvent également servir de 

guides ioniques à l’entrée des spectromètres de masses afin de faire converger les ions et leur 

assurer une trajectoire stable (mode RF uniquement).186 Dans le cas des triples quadripôles, le 

deuxième d’entre eux sert de cellule de collision pour la fragmentation des analytes (cf : § 

3.4.1.). 

3.4. MS en tandem : principes de la fragmentation CID 

Pour aboutir à la fragmentation d’un ion (pour obtenir des informations structurales), il 

existe différentes méthodes dites « d’activation », c’est-à-dire que l’on augmente l’énergie 

interne de l’ion pour le rendre instable et le pousser à se casser en plusieurs fragments. Une de 

ces méthodes est la dissociation induite par collision (Collision-Induced Dissociation, CID) 

qui est basée sur une activation collisionnelle.187 En effet, lorsqu’un ion percute un atome ou 

une molécule neutre, une partie de l’énergie cinétique de l’ion est convertie en énergie 
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interne. Lorsque l’énergie interne est assez importante, les liens chimiques se cassent et l’ion 

se décompose. Expérimentalement, la cellule de collision est pressurisée avec un gaz neutre 

(en général azote ou gaz rare) dans laquelle les ions sont accélérés afin de créer des collisions. 

La relation entre l’énergie interne de l’ion (Ecm) et son énergie cinétique (Elab) est donnée par : 

𝐸𝑐𝑚 = 𝐸𝑙𝑎𝑏 × 
𝑚2

(𝑚1 +  𝑚2)
 

où m1 est la masse de l’ion et m2 la masse du gaz de collision. On voit ainsi que l’on 

peut moduler la quantité d’énergie récupérée par l’ion en modifiant son énergie cinétique (i.e. 

son accélération au sein de la cellule de collision) et la masse du gaz de collision.188 

Il existe deux types de fragmentations CID qui sont classifiés en fonction de l’énergie 

fournie aux ions. Avec des analyseurs comme le secteur magnétique ou le temps de vol, 

l’énergie fournie aux ions en CID est très élevée. Au contraire, dans le cas d’un quadripôle ou 

d’une trappe ionique, on parle de CID basse énergie puisque les analytes reçoivent une 

énergie plus faible pour leur fragmentation. La quantité d’énergie accumulée par les ions est 

un paramètre crucial en CID puisqu’elle va influencer très fortement les mécanismes de 

fragmentation et les ions obtenus. Il existe plusieurs modes de MS en tandem basés sur la 

fragmentation CID avec un triple quadripôle. 

3.4.1. Balayage d’ions produits 

En MS simple, les analytes entrent dans l’instrument, sont séparés dans l’analyseur et 

sont détectés pour produire un spectre de masse. On a alors un aperçu de l’ensemble des ions 

présents dans la source d’ionisation. Le balayage d’ions produits présente 3 étapes (Schéma 

12) : i) la sélection d’un m/z désiré (ions précurseurs) qui permettra de ne laisser passer que 

les molécules ayant ce rapport et offrant donc une sélection en masse parmi toutes les 

molécules présentes au départ, ii) la fragmentation des analytes sélectionnés, on obtient alors 

des « morceaux » de la molécule de départ (ions produits), et iii) l’analyse des fragments, 

cette dernière étape est similaire à une analyse en MS simple, à la différence que ce n’est pas 

la molécule intacte qui est analysée mais ses fragments. 
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Schéma 12. Principe d’une analyse par spectrométrie de masse en tandem (balayage d’ion 

produit). 

Sur le Schéma 12, la MS/MS est représentée sur un instrument à triple quadripôle, qui 

est constitué de 3 quadripôles simples alignés les uns après les autres (cf : § 3.3.).189 Le 

premier quadripôle (Q1) sert de filtre et ne laisse passer que les ions ayant le rapport m/z établi 

par l’utilisateur. Le deuxième quadripôle (q2) n’est pas utilisé comme analyseur, mais comme 

cellule de collision : c’est là que la fragmentation des ions précurseurs va se produire par un 

mécanisme de CID.190 Enfin les ions produits obtenus sont analysés en masse par le 3e 

quadripôle (Q3) pour aboutir à un spectre de masse. Cette méthode de MS/MS est appelée 

balayage d’ions produits puisque Q3 scanne l’ensemble des fragments qui sont produits par un 

ion précurseur donné. 

3.4.2. SRM 

Il existe également un autre mode de MS/MS appelé suivi de réaction sélectionnée 

(Selected Reaction Monitoring, SRM).191 Le principe est similaire au balayage d’ions produits 

à la différence que Q3 agit de la même manière que Q1 : il ne laisse passer que les fragments 

de m/z donné (Schéma 13). Ainsi l’utilisateur peut créer des méthodes basées sur des 

« transitions » qui correspondent à des paires de m/z, un pour l’ion précurseur, et l’autre pour 

l’ion produit. Lorsque cette technique est couplée à une introduction de l’échantillon par LC, 

on obtient en sortie de l’instrument un chromatogramme représentant l’intensité du signal 

SRM (combien d’ions ont effectué la transition m/zprécurseur  m/zproduit) en fonction du temps. 
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Schéma 13. Principe d’une analyse SRM. 

Ce mode de MS/MS est utilisé à la fois en analyses de screening et de confirmation 

pour le contrôle antidopage des stéroïdes du fait de sa puissance identificatoire et sa 

spécificité. Chaque stéroïde possède des transitions spécifiques (elles sont choisies parmi tous 

les fragments possibles de façon à être propres à un stéroïde donné) et la réponse d’un 

échantillon à ces transitions révèle de manière non-ambiguë la présence de ce dopant. En 

combinant ces informations avec un temps de rétention chromatographique également 

répertorié pour chaque stéroïde, les chances de faux positifs sont très faibles.192 

3.5. Détecteur 

A la sortie de l’analyseur où ils ont été séparés selon leur m/z, les ions rencontrent le 

détecteur qui va permettre leur comptage.193,194 Un détecteur enregistre le courant produit ou 

bien la charge induite lorsqu’un ion passe près de sa surface ou la touche. Le but principal du 

détecteur est d’amplifier le signal qu’il reçoit et de le convertir en message électrique qui sera 

interprétable par un ordinateur. Les principales caractéristiques d’un bon détecteur sont une 

amplification importante, un temps de réponse rapide, peu de bruit, une collecte des ions 

efficace, une réponse constante quelle que soit la masse et une grande gamme dynamique. De 

nombreux types de détecteurs sont disponibles et au même titre que l’analyseur, c’est le 

composé d’intérêt qui va dicter lequel sera le plus adapté. Les principaux détecteurs trouvés 

dans les instruments de MS sont : 

 L’électromultiplicateur195 

 La cavité de Faraday196 

temps	

intensité	

Echantillon 
dans la source 

Q1 
Sélection en 

masse de l’ion 
précurseur 

q2 
Cellule de 
collision : 

fragmentation de 
l’ion précurseur 

Q3 
Sélection en 

masse de l’ion 
produit 

Signal	
SRM	



 57 

 La plaque photographique197 

 Le détecteur à scintillation198

 Le détecteur à anode résistive 

 Le détecteur à hautes masses 

A titre d’exemple, le principe de l’électromultiplicateur (electron multiplier, EM) sera 

brièvement décrit de façon à mieux comprendre les enjeux et le fonctionnement d’un 

détecteur de MS. L’EM est le détecteur le plus utilisé, particulièrement quand à la fois des 

ions positifs et négatifs doivent être détectés sur le même instrument. Le système est composé 

de plusieurs dynodes (une électrode ayant des capacités d’émission secondaire) la première 

étant à 0 V, puis les suivantes à des potentiels croissants allant jusqu’à +1500/+3500 V en 

fonction de l’âge et du type d’EM. Lorsqu’un ion frappe la première dynode, elle produit 

quelques (1, 2 ou 3) électrons secondaires qui sont accélérés vers la seconde dynode. Comme 

celle-ci est à potentiel plus élevé, elle produit en retour plus d’électrons secondaires et le 

procédé se poursuit pour aboutir à une cascade d’électrons secondaires (Schéma 16). 

L’amplification finale est de l’ordre de 1 million pour 1. 

 

Schéma 14. Principe de fonctionnement d’un détecteur électromultiplicateur. 

3.6. Paramètres expérimentaux de MS 

Les expériences de développement de méthode ont été réalisées sur les instruments de 

l’AFLD de façon à ce que le résultat final puisse être utilisé en l’état sans avoir besoin de 

mettre en place une procédure d’adaptation sur un instrument différent. En confirmation, pour 

la LC-MS/MS, ce sont des triples quadripôles équipés d’une source électrospray (ESI-TQ) qui 

sont utilisés. La majorité des essais a été réalisée sur un Quattro Premier de Waters (Milford, 

1 ion 

Signal sortant 
(x 106) 
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MA) équipé d’une HPLC Acquity. La source d’ionisation est un électrospray « Z-spray » 

opéré en mode négatif. 

Les paramètres expérimentaux utilisés ont été optimisés en fonction de l’analyse 

effectuée. Pour l’infusion directe, la méthode « MS » a été utilisée pour la MS simple et 

« MS/MS » a servi pour la fragmentation. En couplage LC-MS, les valeurs expérimentales 

sont drastiquement différentes, dû au débit important de la LC qui nécessite une désolvatation 

plus puissante, i.e. une température de source plus élevée et un débit du gaz de désolvatation 

beaucoup plus important. Ainsi, la méthode « LC » est la référence pour toutes les 

expériences nécessitant une injection. Les paramètres de ces différentes méthodes sont 

regroupés dans le Tableau 4. 

Tableau 4. Paramètres expérimentaux (source et analyseur) des 3 méthodes utilisées. 

 MS MS/MS LC 

Capillaire (kV) 2,5 2,5 2,5 
Cône de désolvatation 

(V) variable variable variable 

Température source (°C) 80 80 120 
Température de 

désolvatation (°C) 200 200 450 

Débit du gaz de 
désolvatation (L/h) 200 200 800 

Débit du gaz de cône 
(L/h) 2 0 50 

Energie de collision (V) 0 variable variable 
Multiplicateur 

d’électrons 650 650 650 

Les spectres et chromatogrammes enregistrés avec le Quattro Premier sont analysés 

grâce au logiciel « MassLynx » v4.1 fourni avec l’instrument. Les spectres de MS sont 

collectés sur une période de 30 secondes à raison d’un scan par seconde et sont présentés sans 

transformation (aucun lissage ou soustraction de ligne de base). Les spectres MS/MS sont une 

moyenne de 120 scans individuels enregistrés au rythme de 1 scan/s ; ils ne subissent aucune 

modification post-enregistrement. Les transitions SRM sont visualisées et évaluées avec le 

logiciel « QuanLynx » fourni avec l’instrument. 
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1. Site de l’attachement anionique sur des stéroïdes bifonctionnels 

1.1. Réduction de la 3β-hydroxypregn-5-en-20-one (pregnénolone) et d4-17,21,21,21-

pregnénolone 

D’après un postulat de R. Cole et al., l’attachement anionique conduit à des adduit 

stables en phase gazeuse lorsque l’anion et le groupe fonctionnel impliqué ont des valeurs 

d’acidité en phase gazeuse (gas-phase acidities, GA) qui sont proches.125 Ainsi, deux anions 

distincts (par exemple F- et CH3COO-) peuvent s’attacher préférentiellement sur des sites 

différents d’un stéroïde bifonctionnel. Pour cela,  les groupes fonctionnels doivent être 

séparés dans l’espace et offrir des valeurs de GA qui ne sont pas égales.  

Pour tester cette hypothèse, les fragmentations de plusieurs adduits anioniques de la 

pregnénolone réduite ont été étudiées. La pregnénolone possède deux fonctions chimiques 

différentes : un groupe hydroxyle à la position 3 et une cétone sur le carbone 20 (Schéma 

15a). Bien que les deux sites soient candidats pour l’attachement anionique (le proton en 

position  d’une cétone est labile), il a été décidé de réduire la cétone pour obtenir un stéroïde 

bifonctionnel avec le même groupe fonctionnel (hydroxyle) à chaque extrémité de la 

molécule. Les deux groupements hydroxyle ont la même fonction chimique (alcool tertiaire) 

mais un environnement légèrement différent. On s’attend donc à ce que leurs valeurs de GA 

soient distinctes, bien que proches. Afin d’obtenir des informations pertinentes sur les 

schémas de fragmentation de la pregnénolone réduite, les expériences ont également été 

menées sur la d4-17,21,21,21-pregnénolone réduite. Les analogues avec isotopes lourds sont 

communément utilisés en spectrométrie de masse pour différentier les décompositions 

pouvant impliquer deux sites différents de la molécule. La réaction de réduction à partir de la 

d4-17,21,21,21-pregnénolone pour aboutir à son analogue réduit est présentée dans le Schéma 

15b (procédure complète Annexe E, page 150). La stéréochimie du centre chiral formé en 

position 20 du produit est inconnue, mais n’est pas critique dans le but de cette expérience. 

L’analyse par MS du produit final a révélé une conversion de 100 % pour cette réaction (i.e. 

on n’observe aucun signal pour la pregnénolone sur le spectre). 
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Schéma 15. (a) Rappel de la numérotation des carbones sur le squelette stéroïdien et (b) 

réaction de réduction de la d4-17,21,21,21-pregnénolone. 

1.2. Etude des décompositions de la pregnénolone, pregnénolone réduite et d4-

17,21,21,21-pregnénolone réduite. 

En utilisant un seul stade de MS (Figure 3), il est difficile d’estimer l’emplacement 

d’attachement de l’anion sur le stéroïde. La régiosélectivité de l’attachement anionique peut 

être mise en évidence par l’observation de décompositions régiospécifiques d’un site 

particulier d’attachement de l’anion, ces voies n’étant pas accessibles aux adduits résultant 

d’un attachement sur un autre site du stéroïde. Pour cela, des expériences MS/MS CID sont 

nécessaires afin d’étudier les mécanismes de fragmentation mis en jeu et déterminer lesquels 

sont résgiospécifiques. 
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Figure 3. Spectres de masse pour la pregnénolone réduite en mélange avec un ratio molaire 

1:100 de (a) NH4F et (b) NH4CH3COO 

Les expériences de MS sur la pregnénolone réduite ont révélé que parmi l’ensemble 

des anions testés, de bons signaux d’ions négatifs pouvaient être obtenus à la fois pour [M+F]- 

(Figure 3a) et [M+CH3COO]- (Figure 3b). L’acidité en phase gazeuse de ces anions est 

connue : GA(HF) = 1530 kJ/mol199,200 et GA(CH3COOH) = 1429 kJ/mol201,199 et ces valeurs 

sont assez éloignées pour envisager que chaque anion s’attache préférentiellement à un site 

distinct du stéroïde (notamment ici sur un des deux groupements hydroxyde, sous réserve que 
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ces deux sites présentent des GA suffisamment distinctes).124,202 La fragmentation de ces 

adduits a été étudiée par CID et les spectres MS/MS obtenus sont présentés sur les Figures 4a 

et b.  

 

Figure 4. Spectres MS/MS CID de l’ion adduit issu de la pregnénolone réduite avec (a) 

CH3COO- et (b) F-, et (c) de la d4-17,21,21,21-pregnenolone réduite avec F-. Les énergies de 

fragmentation sont optimisées pour l’obtention d’une intensité maximale du pic m/z 43/45. 
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Les profils de fragmentation sont notablement différents pour les deux espèces. La 

fragmentation de l’adduit de fluorure (m/z 337) conduit à la formation de plusieurs ions 

fragments dont les plus abondants sont m/z 315, 299, et 285 (Figure 4b). Au contraire, le 

spectre CID de l’adduit d’acétate ne présente que peu de fragments avec une faible abondance 

pour des conditions expérimentales identiques (Figure 4a). Pour les deux adduits, la perte de 

HA (où A est l’anion utilisé) conduit à la formation des fragments [M-H]- (m/z 317). Bien que 

le rendement soit faible pour l’adduit d’acétate, cela prouve que les deux anions sont capables 

de capturer un proton du stéroïde, comme prouvé par la présence des espèces déprotonées sur 

les spectres de masse des adduits fluoré et d’acétate de la pregnénolone réduite (Figure 3). 

Parmi les fragmentations possibles des adduits anioniques [M+A]-, on s’attend à 

observer une perte neutre de HA ou la formation de A- (Schéma 16). Les intensités relatives 

de ces deux ions peuvent donner des informations sur les valeurs d’acidité des espèces mises 

en présence. Nous émettons ici l’hypothèse que les fragments obtenus lors de la 

décomposition par CID des adduits anioniques découlent tous de la forme déprotonée, qui est 

toujours le premier fragment. Cela peut être prouvé par la comparaison des spectres CID de 

[M+A]- et [M-H]- : si les mêmes fragments sont présents, alors l’hypothèse est correcte. 

Cependant le but de ces expériences étant la régiosélectivité de l’attachement anionique, seuls 

les adduits ont été étudiés en fragmentation. Bien que cette considération n’ait pas été étudiée 

spécifiquement, l’optimisation des transitions de 14 stéroïdes (cf : chapitre suivant) a révélé 

que l’on observe pas de fragment présent sur le spectre MS/MS CID de l’adduit fluoré qui 

n’est pas également présent sur le spectre MS/MS CID de l’espèce déprotonée. Nous 

considérons donc ici que l’hypothèse est, si ce n’est correcte, non réfutée par l’expérience. 

 

Schéma 16. Voies de dissociation possibles pour un adduit anionique de stéroïde. M 

représente le stéroïde neutre et A- l’anion. 

Ainsi, la présence de l’ion m/z 59 comme pic de base du spectre MS/MS CID de 

l’adduit d’acétate de la pregnénolone réduite indique que l’acide acétique a une acidité plus 

grande que le stéroïde (i.e. une valeur de GA plus petite). L’anion acétate cède facilement le 

[M+A]-	
[M-H]-	+	HA	

M	+	A-	
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proton partagé au stéroïde ce qui est illustré par le très faible signal correspondant à l’ion [M-

H]-. Cette observation contraste fortement avec le comportement de F- qui arrive à capturer au 

moins un proton du stéroïde et forme ainsi une espèce déprotonée avec un rendement 

beaucoup plus important qu’avec l’acétate. On peut noter que l’ion [M-H]- (m/z 317) produit 

ne présente pas un signal très élevé par rapport à m/z 315 (Figure 4b). Cela est attribué 

notamment à l’oxydation de cet ion menant à la formation de l’ion m/z 315 par perte de H2. 

L’ion m/z 315 possède vraisemblablement la structure de la pregnénolone déprotonée. En 

effet, cet ion a été étudié par attachement anionique et il a pu être montré que l’ion [M-H]- 

menait majoritairement à l’ion m/z 299 par perte de CH4 (Figure 5).124 

 

Figure 5. Spectres de fragmentation CID de l’adduit fluoré de (a) la pregnénolone et (b) la d4-

pregnénolone. Reproduit de la référence 109.124 

a.	

b.	
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Certains ions du spectre de la Figure 4b proviennent au moins en partie de cette espèce 

oxydée, comme les ions m/z 299, 161, 123, 57 et 41. Cette comparaison est intéressante à 

faire puisqu’elle permet d’identifier les fragments spécifiquement issus de la pregnénolone 

réduite tels que les ions m/z 285, 147, 109 et 43. Ainsi, en plus d’avoir une première 

indication de l’acidité du stéroïde en comparaison de l’acide fluorhydrique (i.e. le stéroïde 

possède au moins un site plus acide que l’acide fluorhydrique), il peut être possible d’obtenir 

des détails sur le site d’attachement de l’anion grâce à cette fragmentation spécifique.  

 

Avant d’aller plus loin dans cette analyse, des expériences avec un isotope marqué de 

la pregnénolone réduite ont été effectuées. Comme pour la pregnénolone réduite, l’adduit 

fluoré et l’espèce déprotonée sont tous deux observés sur le spectre de masse. Les résultats 

obtenus sont présentés sur la Figure 4c (spectre MS/MS CID de l’adduit fluoré de la d4-

17,21,21,21-pregnénolone réduite). La première observation sur le spectre de l’analyte 

deutéré est que l’ion [M+F]- (m/z 341) présente un déplacement de +4 unités de masse 

correspondant bien à l’ajout de 4 atomes de deutérium, non concernés par la déprotonation 

(m/z 337 -> m/z 341). On observe le même déplacement pour l’espèce déprotonée [M-H]- (m/z 

317 -> m/z 321). Cet ion subit, comme son analogue non-deutéré, une réaction d’oxydation se 

traduisant par une perte de HD majoritaire (par rapport à une perte de H2 ou D2) en accord 

avec le mécanisme présenté sur le Schéma 17. 

 

Schéma 17. Proposition de mécanisme pour la perte de 3 Da observée lors de la 

fragmentation de la d4-17,21,21,21-pregnénolone réduite. 

 Cette première observation permet de montrer sans ambiguïtés que la réaction se fait 

sur le site portant les atomes de deutérium et aussi que l’un des sites avérés de déprotonation 

de la prégnénolone réduite est le groupe hydroxyle du cycle D (en haut de la molécule).  

  

Ensuite parmi les autres ions observés sur le spectre de masse de la Figure 4c, on peut 

voir l’ion m/z 299 qui s’est totalement déplacé à m/z 301 (+ 2 deutériums). La formation de 
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cet ion peut s’expliquer par la perte de CH3D consécutive à partir de l’ion m/z 318 (de façon 

similaire à la perte de CH4 pour l’ion m/z 315), comme proposé sur le Schéma 18. 

 

Schéma 18. Proposition de mécanisme pour la perte consécutive de 17 Da à partir de l’ion 

m/z 318 observée lors de la fragmentation de la d4-17,21,21,21-pregnénolone réduite. 

Par ailleurs, l’ion m/z 285 est observé sans déplacement sur la Figure 4c. Cet ion est 

vraisemblablement formé par perte de CH3OH (respectivement CD3OD) à partir de l’ion [M-

H]- m/z 317 de la pregnénolone (respectivement m/z 321, [d3-M-H]- pour l’analogue deutéré). 

Cette transition est spécifique à la pregnénolone réduite car cet ion produit n’est pas observé 

sur le spectre CID de la pregnénolone (Figure 5). Son mécanisme de formation est proposé 

dans le Schéma 19. 

 

Schéma 19. Mécanisme proposé pour la perte de 36 Da à partir de l’ion m/z 321 observée lors 

de la fragmentation de la d4-17,21,21,21-pregnénolone réduite conduisant à la formation de 

m/z 285. 
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Concernant les fragments de plus basse masse, les ions m/z 161, 109 et 57 ne subissent 

pas de déplacement de masse lorsque l’analogue deutéré est étudié, contrairement aux ions 

m/z 123 et 43 qui présentent un déplacement quantitatif (i.e. total) de +3 et +2 Da, 

respectivement. Nous avons d’abord porté notre intérêt sur la formation de l’ion m/z 126. Le 

déplacement observé (+3 Da) par rapport au même fragment de l’analogue non-deutéré 

suggère que le mécanisme de formation a lieu au niveau du cycle D contenant les atomes de 

deutérium (car l’ion m/z 126 en contient 3). Une proposition de mécanisme est présentée pour 

la formation de cet ion sur le Schéma 20. 

 

 

Schéma 20. Proposition de mécanisme pour la formation de l’ion fragment m/z 126 lors de la 

fragmentation de la d4-17,21,21,21-pregnénolone réduite. 

 Dans une première étape, l’ion fluorure abstrait un proton du groupe hydroxyle porté 

par le carbone 20, résultant en la perte de HF. Un transfert de proton a ensuite lieu depuis le 

site alcoolate en  C16, qui conduit à une série de décompositions induites par la charge qui 

aboutissent finalement à la formation d’un anion aromatique (cycle à 5 carbones stabilisé par 

résonance) à m/z 126. L’ion produit m/z 123 (Figure 4b) est formé par un mécanisme similaire 

où les deutériums sont remplacés par les protons.  

 

Concernant ensuite l’ion m/z 45 (déplacement de +2 Da par rapport à l’ion m/z 43), on 

peut envisager un mécanisme de formation tel que celui présenté sur le Schéma 21. 
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Schéma 21. Mécanisme proposé pour la formation de l’ion fragment m/z 45 obtenu par 

décomposition de l’adduit fluoré de la d4-17,21,21,21-pregnénolone. 

Lorsque l’adduit précurseur m/z 341 [d4-M+F]- est fragmenté par CID, la première 

étape consiste en l’abstraction d’un proton du groupe hydroxyle porté par le carbone en 

position 20 du stéroïde par le fluorure, résultant en la perte d’acide fluorhydrique HF. Cela est 

confirmé par la présence de [M-H]- et l’absence de l’espèce [M-D]- dans le spectre CID de la 

Figure 4c. A la suite de cette première étape, la molécule peut être amenée à se réarranger par 

mésomérie avec un départ initial de CD3CHO, mais ce fragment neutre reste dans les environs 

du stéroïde négativement chargé, formant un intermédiaire appelé complexe ion-dipôle (ou 

complexe ion-neutre).203 Le carbanion en position 17 sur le cycle D récupère ensuite un cation 

D+ du groupement CD3 du fragment neutre formant ainsi le composé [CD2CHO]- (m/z 45) 

stabilisé par résonance. Ce mécanisme permet d’expliquer à la fois la formation du fragment 

m/z 45 depuis le précurseur deutéré et la formation de m/z 43 lors de l’expérience sur la 

pregnénolone réduite non-deutérée. Le déplacement de m/z 43 à m/z 45 étant quantitatif 

lorsque le composé deutéré est utilisé, l’hypothèse du mécanisme proposé qui implique une 

interaction du fluorure avec le groupe hydroxyle présent sur le cycle D du stéroïde est 

renforcée. 
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Concernant les ions fragments ne présentant pas de déplacement d’unité de masse, on 

peut tout d’abord observer l’ion m/z 109 pour lequel le Schéma 22 présente le mécanisme 

proposé pour sa formation. Cet ion n’est pas observé sur le spectre de masse de la 

pregnénolone alors qu’on pourrait s’y attendre car le site impliqué y est également présent. 

Cette observation permet ainsi de renforcer l’hypothèse d’un attachement régiosélectif du F- 

sur la pregnénolone : bien que présent sur cette molécule, le site hydroxyle ne peut pas avoir 

de déprotonation et ainsi l’ion fragment m/z 109 n’est pas observé. 

 

Schéma 22. Mécanisme proposé pour la formation de l’ion fragment m/z 109 lors de la 

fragmentation de la d4-17,21,21,21-pregnenolone réduite passant par une réaction retro Diels-

Alder. 

Certains ions fragments présentent un déplacement partiel tels que les ions : m/z 161 

(Figure 4b) -> m/z 161 et 164 (Figure 4c), ainsi que m/z 57 (Figure 4b) -> m/z 57 et 59 (Figure 

4c). Il apparaît que ces fragments peuvent être produits par des voies de décompositions 

impliquant des atomes de deutérium, ou pas. Leur mécanisme de formation est donc plus 

ambigu. Le cas de l’ion produit m/z 161 est intéressant à étudier car dans la fragmentation de 

la pregnénolone (Figure 5), le déplacement observé est quantitatif : m/z 161 -> 164 lorsque 

l’analogue deutéré est utilisé. On en conclut que la formation de cet ion provient d’une voie 

de décomposition provenant du cycle D du stéroïde où les atomes de deutérium sont localisés. 

Or dans les expériences réalisées sur la pregnénolone réduite et la pregnénolone deutérée 

réduite, l’ion m/z 161 ne présente qu’un déplacement partiel (m/z 161 -> 161 et 164). De 

façon similaire à la pregnénolone, ce fragment m/z 164 est vraisemblablement formé à partir 

du cycle D. Au contraire, l’ion produit m/z 161 (Figure 4c) n’implique par d’atomes de 

deutérium dans son mécanisme de formation, ce qui indique qu’il est produit par une voie de 
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décomposition prenant origine sur le cycle A du stéroïde. Cette observation met en lumière la 

différence de comportement de la pregnénolone et de son analogue réduit (deutérés ou non) 

face à l’attachement anionique. Dans le cas de la pregnénolone, on obtient un déplacement 

quantitatif ce qui montre qu’il y a un seul mécanisme de formation de l’ion, et que 

l’attachement est régiosélectif. Cela est probablement dû à la grande différence de valeur de 

GA entre le groupement cétone du cycle D et l’hydroxyle du cycle A. Au contraire, dans le 

cas de la pregnénolone réduite, l’expérience indique qu’il y a 2 mécanismes intervenant pour 

la formation de cet ion produit : l’un provenant du cycle D et impliquant les deutériums, et 

l’autre ayant pour origine le cycle A (fragment de même masse pour la pregnénolone réduite 

et son analogue deutéré). Deux sites d’attachement du fluorure sont donc impliqués pour la 

pregnénolone réduite (attachement non régiosélectif) et un seul pour la pregnénolone, pour 

laquelle l’attachement anionique est régiosélectif. 

 

Enfin, le dernier ion produit spécifique à la pregnénolone réduite est m/z 147. 

L’intensité de cet ion pour la fragmentation du composé deutéré est trop faible pour évaluer 

son déplacement. Il n’est donc pas possible de tirer de conclusions quant au mécanisme 

formation de ce fragment ou la position de l’attachement du fluorure qui conduit à cette 

décomposition. 

 

L’analyse des spectres de masse de la pregnénolone réduite deutérée et non-deutérée et 

leur comparaison avec le spectre de masse de la pregnénolone ont permis de montrer que ces 

2 stéroïdes possèdent des fragments en commun, ce qui est une information importante dans 

le choix des transitions SRM permettant l’analyse de ces composés. Ainsi, pour la 

pregnénolone réduite, les ions fragments m/z 285, 147, 109, et 43 semblent être les plus 

indiqués puisqu’ils sont formés spécifiquement par le composé réduit et non par son analogue 

oxydé. Les composés de départ n’ont certes pas la même masse mais ils sont proches (m/z 315 

vs. m/z 317 pour les ions [M-H]- de la pregnénolone et de la pregnénolone réduite, 

respectivement), ce qui peut éventuellement entrainer une séparation LC moins efficace 

qu’avec des composés de masse très différente. De plus la pregnénolone réduite subit une 

oxydation massive qui produit l’ion m/z 315 dans son spectre de masse. Il est donc important 

de choisir des transitions bien spécifiques à chaque stéroïde. 

 

Par ailleurs, l’analyse des spectres de masse a pu confirmer que l’attachement du 

fluorure se fait de façon régiosélective sur la pregnénolone contrairement à sa forme réduite 

où des fragments issus des deux sites de déprotonation sont observés. Afin de valider ces 
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hypothèses, des calculs d’acidités en phase gazeuse de différents sites de ces stéroïdes ont été 

effectués, ainsi que l’étude d’un troisième stéroïde, la 5--pregnan-3,20-diol. 

1.3. La 5--pregnan-3,20-diol, un analogue avec une acidité en phase gazeuse réduite 

En collaboration avec Héloïse Dossmann 

Afin de renforcer les résultats expérimentaux de la pregnénolone réduite, un autre 

stéroïde a été étudié pour l’attachement anionique régiosélectif : la 5--pregnan-3,20-diol 

(5--pregnane). Elle partage une structure similaire avec la pregnénolone réduite, à la 

différence que la double liaison en position 5 de cette dernière est saturée sur la 5--pregnane 

(Schéma 23). 

 

Schéma 23. Structure de la 5--pregnan-3,20-diol 

Le stéroïde est analysé dans MeOH/H2O (90/10 v/v) après ajout d’un excès de NH4F 

ou NH4OAc. Les adduits des deux anions sont observés avec une bonne intensité et sont 

sélectionnés comme précurseurs pour fragmentation CID. Les spectres MS/MS de ces espèces 

sont montrés en Figure 6. 
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Figure 6. Spectres obtenus par fragmentation CID de la 5--pregnane avec (a) NH4F et (b) 

NH4OAc. 

 
La comparaison des deux spectres CID issus des adduits anioniques de la 5--

pregnane conduit à des observations similaires à celles obtenues pour les décompositions de 

la pregnénolone réduite. Alors que l’espèce [M+F]- donne des ions fragments de grande 

intensité à m/z 319, 317 et 303, l’adduit d’acétate produit un spectre avec un rapport signal-

sur-bruit faible avec peu de fragments identifiables. On remarque notamment dans la Figure 
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6b la présence d’un ion fragment m/z 43 comme observé dans la Figure 4b pour la 

décomposition de [M+F]- de la pregnénolone réduite. Un mécanisme de décomposition 

similaire à celui décrit dans le Schéma 21 peut aussi être proposé pour la 5--pregnane. On en 

déduit alors que le fluorure s’attache sur le groupe hydroxyle du cycle D de ce composé. 

 

Une autre observation intéressante est l’absence complète de fragment [M-H]- pour les 

décompositions de [M+CH3COO]- de la 5--pregnane, même à faible rendement (Figure 6a), 

ce qui contraste avec le résultat obtenu pour la fragmentation de la même espèce avec la 

pregnénolone réduite (Figure 4a), où [M-H]- est observé (bien qu’à faible abondance). La 

différence structurale entre ces deux composés, bien que faible, semble donc avoir une 

influence sur les valeurs de GA des différents sites de la molécule et aussi la capacité du 

stéroïde à former [M-H]-. Afin d’expliquer les différences observées sur les spectres de masse, 

des calculs de structure électronique ont été effectués pour obtenir une estimation des valeurs 

de GA de plusieurs sites de la pregnénolone, pregnénolone réduite et 5--pregnane (Figure 7 

et Annexe F page 151).  

 

 

Figure 7. Acidités calculées en phase gazeuse (Gacide) en kJ/mol de (a) la pregnénolone 

réduite,  (b) pregnénolone réduite, et (c) la 5--pregnan-3,20-diol obtenues au niveau de 

théorie B3LYP/Def2TZVP//B3LYP/Def2-SVP. Les doubles valeurs pour la pregnénolone 

réduite correspondent aux stéréochimies R ou S sur le site 20. 

 

La seule différence entre la pregnénolone et son analogue réduit et que ce dernier 

possède un groupe hydroxyle en position 20 à la place d’un groupement cétone. Cette 

modification induit une grande variation sur les valeurs de GA pour ces deux stéroïdes. Les 

résultats montrent que des différences jusqu’à 24 kJ/mol peuvent être observées entre les deux 

sites les plus acides de la pregnénolone alors que les valeurs de GA sont beaucoup plus 

prégnénolone	 prégnénolone	réduite	 5-a-pregnan-3a,20b-diol	

a.	 b.	
c.	
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proches pour les sites les plus acides de la pregnénolone réduite et de la 5--pregnane 

(respectivement 10 et 4 kJ/mol). Cette considération permet d’apporter une explication sur les 

phénomènes observés expérimentalement : la régiosélectivité plus marquée de la 

pregnénolone est très probablement due à une importante différence de GA entre ses deux 

groupes fonctionnels, favorisant un site préférentiel pour l’attachement du fluorure. Ce même 

comportement n’est pas observé avec la pregnénolone réduite dont les deux groupes 

hydroxyle ont des valeurs de GA proches. Ainsi il n’y a pas de site principalement 

préférentiel sur cette molécule quant à l’attachement du fluorure. Un autre paramètre à 

prendre en compte est que la production de [M-H]- lors de la décomposition d’un adduit 

anionique est favorable thermodynamiquement quand Gacide(groupe fonctionnel) < 

Gacide(anion protoné), sachant que Gacide(AcOH) = 1427 kJ/mol et Gacide(HF) = 1529 

kJ/mol. Les valeurs de GA obtenues par les calculs montrent que pour la pregnénolone 

réduite, les protons des deux groupes hydroxyle remplissent cette condition et peuvent donc 

potentiellement être arrachés pour produire l’espèce déprotonée. Dans le cas de la 

pregnénolone, les protons en de la cétone ont des GA qui permettent également de former 

[M-H]-. Cependant, le proton du groupe hydroxyle sur le groupe A a une valeur de GA de 

1521 kJ/mol, soit une faible différence (de 8 kJ/mol) avec l’anion fluorure. Dans un cas, la 

réaction est exothermique (GA(McycleA)-GA(A) = 8 kJ/mol), dans l’autre elle est très 

exothermique (GA(McycleD)-GA(A) = 30 kJ/mol), la voie majoritaire de la réaction de 

déprotonation est donc la seconde, qui correspond à un attachement du fluorure sur le cycle 

D. Ces considérations apportent une explication supplémentaire sur la régiosélectivité 

observée avec la pregnénolone. 

 

Si l’on s’intéresse à présent à la comparaison de la pregnénolone réduite avec la 5--

pregnane, il est intéressant de noter que la présence de la double liaison en position 5 a une 

influence marquée sur les GA des protons des groupes hydroxyle : la saturation de la liaison 

en position 5 induit une augmentation globale des valeurs de GA, i.e. une réduction de 

l’acidité des protons. Les résultats révèlent que l’acétate est une base trop faible pour 

déprotoner un hydroxyle sur la 5--pregnane, étant donné que Gacide(AcOH) = 1427 kJ/mol, 

ce qui est en dessous de toutes les valeurs trouvées (idem pour la pregnénolone réduite, mais 

l’écart entre les valeurs est plus faible). Cela explique pourquoi le CID de [M+AcO]- de la 5-

-pregnane a conduit à une perte significative d’anion acétate et à l’absence de [M-H]- dans le 

spectre. De plus, Gacide(HF) = 1529 kJ/mol, montrant que la déprotonation du groupe 

hydroxyle porté par le cycle A de la 5--pregnane n’est en théorie pas possible. Même en 



 76 

mettant ces données en relation avec les résultats expérimentaux de fragmentation (Figure 6), 

il apparaît qu’il est difficile de tirer des conclusions définitives quant à l’attachement 

anionique sur la 5--pregnane. En effet, le spectre de fragmentation de l’adduit d’acétate ne 

produit qu’un seul fragment correspondant à la perte de l’anion. Quant aux tests avec le 

fluorure, on obtient uniquement des ions produits issus de décompositions depuis le cycle D : 

perte de HF pour à partit du précurseur pour m/z 319 (= [M-H]-), perte de H2 à partir de m/z 

319 pour m/z 317, perte de CH4 à partir de m/z 319 pour m/z 303, et m/z 43 est formé par le 

mécanisme présenté sur le Schéma 21. Etant donné qu’aucun fragment ne provient d’une voie 

de décomposition débutant par une déprotonation du cycle A, il n’est pas possible de conclure 

sur le site d’attachement du fluorure. 

 

Cette étude met en lumière la difficulté de prouver la régiosélectivité de l’attachement 

anionique, puisque l’absence de fragments provenant de décompositions partant d’une région 

précise de la molécule n’implique pas forcément que l’anion ne s’y attache pas. Nous avons 

cependant obtenu plusieurs résultats qui tendent vers les mêmes conclusions : (i) 

l’attachement anionique sur la prégnénolone est régiosélectif, mais (ii) il ne l’est pas sur son 

analogue réduit (attachement du fluorure sur les cycles A et D, comme montré par les ions 

déplacés partiellement) et (iii) l’expérience et la théorie ne permettent pas de conclure sur les 

sites d’attachement du fluorure sur la 5--pregnane. 

 

2. Double attachement anionique 

Afin d’aller plus loin dans la compréhension du phénomène d’attachement anionique, 

des expériences supplémentaires ont été réalisées. 

Le test consiste à ajouter deux anions distincts (fluorure et acétate) dans une solution 

MeOH/H2O (90/10 v/v) à 10 M de d4-17,21,21,21-pregnénolone réduite. Le ratio molaire 

anion:stéroïde est de 100:1. La solution est analysée en MS simple (Figure 8). Il est important 

de préciser que la différence de m/z obtenu pour [M+F]- (Figure 4 : m/z 341 et Figure 8 : m/z 

340,4) est due à un décalage de la calibration de l’instrument utilisé (TQ avec source ESI). 
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Figure 8. Spectre MS d’une solution de 10 M d4-17,21,21,21-pregnénolone réduite en 

présence de NH4F et NH4OAc en ratio 100:1 avec le stéroïde. 

Le postulat est que si les anions s’attachent à des sites du stéroïde différents, il devrait 

être possible d’obtenir une espèce avec double attachement anionique du fluorure et de 

l’acétate. Expérimentalement, le spectre exhibe des pics importants pour les deux adduits de 

[M+F]- et [M+AcO]-. L’examen du reste du signal obtenu révèle l’absence de pics à l’état de 

charge -2 ce qui prouve que le stéroïde avec les deux anions attachés n’est pas formé ou 

détecté.  

 

Plusieurs facteurs peuvent être évoqués pour expliquer la non-observation de l’espèce 

recherchée : 

 L’attachement anionique n’est pas assez spécifique pour avoir les deux anions sur la 

même molécule. Le même site est préférentiel pour les deux anions et on n’observe de 

ce fait que les adduits classiques avec un seul anion à la fois. 

 La structure moléculaire du stéroïde est petite il est donc possible que des phénomènes 

de répulsion électrostatique entre les deux anions chargés négativement entrent en jeu. 

Une fois qu’un anion s’est attaché au stéroïde, l’environnement devient trop 

défavorable pour que l’autre puisse venir dans les environs de la molécule. Cette idée 

[M+F]-	

[M+AcO]-	
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peut être étendue au fait que le stéroïde est de manière générale trop petit pour être 

doublement chargé. Il n’a pas été possible de trouver dans la bibliographie actuelle de 

rapport de la formation d’un stéroïde doublement chargé en ESI. 

 L’espèce est présente mais en faible quantité et n’est donc pas détectée par 

l’instrument. Son signal est trop faible en comparaison de celui des adduits 

(notamment [M+F]-). 

 Les paramètres instrumentaux (cône de désolvatation, tension du capillaire, etc) ont 

été optimisées pour cette analyse, mais d’autres facteurs n’étaient peut-être pas assez 

adaptés pour la détection d’une espèce doublement chargée à faible m/z : 

concentration des anions en solution, gamme de masse scannée par le quadripôle, 

paramètres de guidage optique, etc. 

 

 

3. Conclusions de l’étude de la régiosélectivité de l’attachement 

anionique 

Bien qu’une étude précédente ait mis en évidence la régiosélectivité de l’attachement 

anionique sur la pregnénolone,202 les expériences menées au cours de ce doctorat apportent 

des nouvelles informations quant à ce phénomène. 

La pregnénolone réduite possède deux groupements hydroxyle à chaque extrémité de 

la molécule, dont les protons sont tous deux susceptibles d’être un site pour l’attachement 

anionique. L’utilisation d’acétate et de fluorure en mélange avec ce composé a révélé qu’il 

était possible de former les adduits [M+AcO]- et [M+F]- à bonne intensité. La fragmentation 

de l’adduit d’acétate ne permet pas d’apporter beaucoup d’informations si ce n’est que 

l’adduit est très peu stable, comme mis en évidence par la présence d’un pic de base 

correspondant à cet anion. L’adduit fluoré est plus intéressant puisque l’on a réussi à identifier 

des fragments qui sont spécifiques à la pregnénolone réduite et qui ne sont pas observés lors 

de la fragmentation de son analogue non-réduit. Ces ions produits spécifiques sont 

primordiaux pour la mise en place de méthodes SRM dans lesquelles les transitions sont 

spécifiques aux stéroïdes analysés. 

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la production des 

fragments de la pregnénolone réduite, son analogue deutéré (la d4-17,21,21,21-prégnénolone) 
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a également été étudiée et fragmentée en CID. Comme pour la pregnénolone réduite, le 

spectre CID de l’adduit d’acétate ne permet pas de tirer de conclusion satisfaisante. L’analyse 

des déplacements en masse des fragments a permis de les catégoriser en 3 groupes : ceux qui 

sont totalement déplacés, ceux qui ne le sont pas du tout, et ceux qui le sont partiellement. Ce 

dernier groupe est compliqué à comprendre du fait qu’un même fragment peut être produit à 

la fois par un mécanisme impliquant les atomes de deutérium, et par un autre ne les faisant 

pas intervenir. Pour les deux autres catégories, il a été possible de rationnaliser la plupart des 

mécanismes de formation de ces ions. Dans le cas des fragments totalement déplacés, il a été 

conclu qu’ils proviennent de voies de décompositions débutant par une déprotonation du 

groupe porté par le cycle D, où les atomes de deutérium sont localisés. Au contraire, les 

fragments restant au même m/z même lorsque l’analogue deutéré est fragmenté sont de ce fait 

engendrés par une déprotonation de l’hydroxyle du cycle A. Ces expériences ont donc montré 

que l’attachement anionique du fluorure et de l’acétate n’est pas régiosélectif sur la 

pregnénolone réduite. 

Bien qu’inattendus, ces résultats soulèvent la question de l’acidité des groupements 

présents sur une molécule. La réduction du groupe cétone de la pregnénolone a totalement fait 

perdre la régiosélectivité de l’attachement anionique. Pour élucider ce phénomène, des calculs 

théoriques d’acidités en phase gazeuse ont été effectués et ont révélé que i) la réduction de la 

cétone a entrainé une baisse globale de l’acidité des protons du stéroïde, ii) la différence 

d’acidité entre les deux groupes fonctionnels est beaucoup plus importante entre un hydroxyle 

et une cétone qu’entre deux hydroxyles. Cette deuxième observation n’est pas surprenante 

mais elle permet d’apporter un éclairage sur la perte de la régiosélectivité : on peut émettre 

l’hypothèse que l’attachement anionique n’est régiosélectif que s’il y a une différence 

d’acidité en phase gazeuse assez importante entre les deux groupes fonctionnels. 

Pour mieux évaluer l’effet de la structure du composé étudié, la 5--pregnane a 

également été fragmentée en utilisant comme précurseurs les adduits d’acétate ou de fluorure. 

Ce composé possède la même structure que la pregnénolone réduite à la différence d’une 

saturation en position 5. Les spectres CID obtenus n’ont pas permis de tirer de conclusions : 

celui de l’acétate ne montre que le précurseur et la perte de l’anion. Quant à celui du fluorure, 

des fragments identiques à ceux obtenus lors de la fragmentation de la pregnénolone réduite 

sont observés, mais il n’apporte pas d’informations supplémentaires. Il a cependant été noté 

que l’absence de la double liaison provoque une baisse d’acidité sur l’ensemble de la 
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molécule. Il est postulé que de ce fait, l’acétate est lui même plus acide que le proton le plus 

acide de la 5--pregnane et ne peut donc pas former l’espèce [M-H]-. 

Enfin, d’autres tests ont été réalisés pour essayer de comprendre plus en profondeur 

comment se passe l’attachement anionique. La pregnénolone deutérée a été préparée en 

mélange avec à la fois le fluorure et l’acétate dans le but de former une espèce doublement 

chargée. Dans le cas où l’attachement anionique est régiosélectif, il devrait être possible de 

former une espèce où chaque anion est attaché à une extrémité de la molécule. Cependant ce 

composé n’a pas pu être observé. 

L’attachement anionique présente donc des propriétés intéressantes en spectrométrie 

de masse pour la fragmentation des composés bifonctionnels. Une perspective pour mieux 

comprendre ce phénomène serait les analyses de plusieurs stéroïdes bifonctionnels dont les 

différences de GA entre les deux sites les plus acides sont variables. Cela permettrait ainsi 

d’évaluer quel écart de GA est nécessaire pour que l’attachement anionique soit régiosélectif. 
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L’attachement anionique a été étudié dans son aspect fondamental, mais sa capacité à 

fournir une charge par la formation d’un adduit anionique ou en favorisant la déprotonation 

d’une molécule en fait un bon candidat pour ioniser les composés pas ou peu acides. Les SAA 

font typiquement partie de cette catégorie de composés, et une méthode d’analyse de ces 

dopants basée sur l’attachement anionique a été mise en place. Les travaux présentés dans ce 

chapitre présentent les étapes d’optimisation de la méthode de façon à obtenir les meilleures 

performances possibles, ainsi qu’une évaluation de ses performances analytiques. 

1. Optimisation des conditions expérimentales 

1.1. Choix de l’anion 

La première étape du développement de l’application de l’attachement anionique à 

l’analyse des SAA a été de choisir un anion qui offre des performances optimales pour le plus 

grand nombre de composés. Comme expliqué dans l’introduction, la présence d’un anion en 

mélange avec l’analyte peut conduire soit à la déprotonation de la molécule soit à la formation 

d’un adduit anionique. L’anion choisi doit présenter les caractéristiques suivantes : signal 

élevé pour [M-H]- et/ou [M+A]- (où M est le stéroïde d’intérêt et A l’anion utilisé), faible 

contamination, et possibilité de fragmentation CID avec des rendements élevés d’ions 

produits apportant des informations structurelles pertinentes. 

Plusieurs anions ont été testés avec différents stéroïdes : le fluorure d’ammonium 

(NH4F), l’hydrogénocarbonate d’ammonium (NH4HCO3), l’acétate d’ammonium 

(NH4CH3COO), et le cyanure d’ammonium (NH4CN). La première série d’expériences sur la 

testostérone et la 1-testostérone a montré que le fluorure et le bicarbonate étaient les meilleurs 

candidats en terme d’intensité des ions [M-H]- et [M+A]- formés. L’acétate et le cyanure ne 

produisent pas un signal suffisant, que cela soit pour le stéroïde déprotoné ou l’adduit.  

L’ensemble des stéroïdes sélectionnés a ensuite été testé avec ces deux anions. Pour 

chaque composé, 3 solutions à 5 mg/mL sont préparées dans MeOH/H2O (9:1 v/v) : une sans 

anion, une avec du fluorure en ratio molaire 8:1 et la dernière contenant de 

l’hydrogénocarbonate en ratio molaire 8:1 avec le stéroïde. Toutes les solutions sont 

analysées en infusion directe et les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 5. Pour 

chaque ion, une appréciation qualitative de 1 à 5 est donnée, basée sur l’abondance et la 

stabilité de l’espèce formée (dans le cas de l’adduit), où 5 représente un excellent signal. Ces 
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expériences préliminaires de « preuve de concept » ont pour but de comparer les données 

obtenues dans des conditions identiques avec ou sans l’anion, montrant ainsi son influence. 

Tableau 5. Intensité (échelle de 1 à 5) des ions produits par différents stéroïdes en analyse 

avec ou sans fluorure et hydrogénocarbonate. Nd = non détecté 

  Avec NH4F Avec NH4HCO3 

 Sans anion [M-H]- [M+F]- [M-H]- [M+ HCO3]- 

1-testostérone 2 5 4 4 Nd 

Bolastérone-m 1 4 4 2 Nd 

Oxymestérone 4 5 2 1 Nd 

Norbolétone 3 5 3 5 Nd 

Norbolétone-m 2 4 4   

Furazabol 2 4 4   

Furazabol-m 4 5 Nd   

Calustérone 3 4 3 3 Nd 

Calustérone-m Nd 2 5 2 1 

Méténolone-m 2 4 4   

Fluoxymestérone-m 5 3 4 4 1 

Turinabol-m 4 5 4 4 1 

Ces données qualitatives sont suffisantes pour tirer plusieurs conclusions. Tout 

d’abord, le fluorure apparaît comme anion de choix dans l’analyse des stéroïdes. 

Contrairement à l’hydrogénocarbonate, il permet d’obtenir des signaux d’ions élevés pour 

l’ensemble des composés ([M-H]- et/ou [M+F]-). Il est également intéressant de noter la 

variété des comportement des stéroïdes suite à l’ajout d’anion : dans le cas du furazabol-m, on 

obtient un excellent signal pour l’espèce [M-H]- alors que l’adduit n’est pas détecté, ce qui 

peut être dû une très forte acidité du stéroïde ou un manque de stabilité de l’adduit. Au 

contraire, le métabolite de la calustérone forme un adduit très stable qui permet d’obtenir une 

réponse élevée ce qui inhibe la formation du [M-H]-. Ce composé a également la particularité 

d’être le seul à ne pas être détectable sans ajout d’anion en électrospray négatif. 

On peut également observer que l’ajout du fluorure permet d’obtenir un meilleur 

signal pour l’ensemble des stéroïdes analysés, à l’exception de la fluoxymestérone-m qui a 

aussi une excellente réponse en ESI négatif.  
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1.2. Effet de la concentration d’anion 

1.2.1. Cas de la norboléthone-m 

Les expériences décrites précédemment se basent sur une étude précédente,204 

indiquant que le ratio molaire optimal entre l’anion et le stéroïde est de 8 pour 1. Afin de 

maximiser le signal sur les instruments de l’AFLD et de vérifier que ce résultat publié 

s’applique effectivement à ces expériences, une étude de l’influence de la quantité d’anion 

présente dans l’échantillon a été effectuée. La série de test consiste en l’analyse en infusion 

directe (sans phase mobile) de solution de norboléthone-m à concentration fixe (1 g/mL, 3.1 

M), en faisant varier la quantité de NH4F ajoutée à chaque échantillon, avec des 

concentrations allant de 0 à 310 mM, correspondant à des ratios molaires stéroïde:anion de 

1:0 à 1:500, respectivement. Les intensités expérimentales de l’espèce déprotonée [M-H]- et 

de l’adduit anionique [M+A]- (si détecté) ont été enregistrées en triplicat pour chaque 

échantillon de norbolétone-m. Dans la deuxième partie du protocole, le fluorure d’ammonium 

a été remplacé par l’hydroxyde d’ammonium et le procédé complet a été exécuté à nouveau. 

Comme aucun attachement anionique n’a été observé avec l’hydroxyde, seules les intensités 

de [M-H]- ont été enregistrées. Tous les protocoles et paramètres expérimentaux ont été 

conservés à l’identique entre les deux séries d’expériences. Les résultats obtenus sont 

présentés Figure 9. 
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Figure 9. Intensité du signal (a) de la norbolétone-m déprotonée et (b) de l’adduit fluoré en 

fonction de la concentration d’anions. Les barres d’erreur représentent l’écart type sur les 

mesures en triplicat. 

Les résultats montrent que l’augmentation de la concentration de fluorure dans les 

échantillons entraine une amélioration du signal à la fois de la molécule déprotonée (courbe 

bleue, Figure 9a) ainsi que l’adduit anionique (courbe bleue, Figure 9b). Il apparaît clairement 

que l’addition de fluorure a un effet bénéfique sur la quantité d’ions formés en électrospray 

négatif. Les signaux de [M-H]- and [M+F]- augmentent avec la concentration de l’anion, 

jusqu’à un maximum de 300 M (log 2,5 Figure 9a) ce qui correspond à un ratio molaire 

anion:stéroïde de 100:1. Au-delà de ce palier, ajouter plus d’anion n’augmente (ou ne 

diminue) pas l’intensité du signal obtenu. C’est une propriété intéressante d’un point de vue 

applicatif, car des concentrations plus élevées de fluorure (un large excès par exemple) 
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n’induisent pas d’effet de suppression d’ion dans cet exemple précis. Dans des échantillons 

biologiques (urine, plasma), les concentrations de stéroïdes peuvent varier sur plusieurs ordres 

de grandeur. Si un ratio d’anion précis était nécessaire pour obtenir un signal maximal, 

l’optimisation des analyses s’en serait trouvée extrêmement plus compliquée. En utilisant la 

solution anionique en excès, le signal maximal peut être obtenu pour une grande variété de 

concentrations d’analytes présents dans l’échantillon. 

En ESI, les ions doivent être formés en solution et l’ajout d’acide ou de base dans 

l’échantillon est une technique commune pour former des espèces chargées par des réactions 

acido-basiques. Il doit être noté que la valeur du pKa d’un groupe hydroxyle sur un stéroïde se 

trouve autour de 16,5 dans l’eau,205,206 ce qui les rend peu susceptibles à la perte d’un proton 

en solution. L’ion hydroxyde est trop basique pour l’attachement anionique car son affinité 

protonique est très élevée comparée à celle des groupes fonctionnels du stéroïde. De ce fait, 

l’ion hydroxyde n’aura donc qu’un effet de déprotonation. Ainsi, l’utilisation de HO- permet 

d’évaluer si l’amélioration de l’ionisation observée avec le fluorure est purement due à ses 

propriétés basiques conduisant à des réactions de déprotonation en solution ou si un autre 

phénomène est en jeu. La comparaison des expériences où F- et HO- ont été utilisés comme 

anions révèle de manière intéressante que l’effet de l’hydroxyde est négligeable en 

comparaison à celui du fluorure. Pour un ratio anion:stéroïde de 500:1, l’échantillon contenant 

le fluorure a vu son signal multiplié par 10, alors que celui du [M-H]- de la solution de HO-  a 

moins que doublé (par comparaison respective avec l’échantillon analysé sans anion). Au 

contraire du fluorure (G0
acide = 1530 kJ/mol),199,200 l’ion hydroxyde a une acidité en phase 

gazeuse (G0
acide = 1635 kJ/mol)207 trop élevée pour former un adduit stable avec le stéroïde ; 

à la place, il arrache un proton de l’analyte ce qui conduit à la formation exclusive de l’espèce 

[M-H]-. Cette expérience permet de démontrer que l’augmentation du signal obtenue avec le 

fluorure est bel et bien une conséquence de l’attachement anionique (processus en phase gaz) 

et ne peut pas être attribué à des effets acido-basiques qui ont lieu en solution. Ainsi, comme 

montré avec NH4OH, lorsque l’on ajoute une base dans une solution aqueuse de stéroïde 

(dont le groupe le plus acide est un hydroxyle), on ne s’attend pas à une amélioration 

drastique de la déprotonation du stéroïde. 

1.2.2. Cas du furazabol-m 

La même étude a été répétée avec le stéroïde anabolisant furazabol-m, dont l’efficacité 

d’ionisation en ESI négatif est bonne même sans anion (comparé à la norbolétone-m), dû en 

particulier à la présence de la fonction hydroxyle en position 16 (Schéma 1 p. 14). Ces deux 
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stéroïdes ont des comportements divergents quant à leur réponse à l’ionisation et ont été 

sélectionnés pour tester si l’effet du fluorure est significatif à la fois sur des composés faciles 

et difficiles à ioniser (Figure 10).  

 

Figure 10. Intensité du signal (a) du furazabol-m déprotoné et (b) de l’adduit fluoré en 

fonction de la concentration de fluorure. Les barres d’erreur représentent l’écart type sur les 

mesures en triplicat. 

Les tests sur le furazabol-m ont abouti à des profils différents de ceux de la 

norbolétone-m. On voit que pour l’espèce déprotonée (Figure 10a) l’augmentation est plus 

régulière mais moins importante globalement que pour la norboléthone-m. On a cependant un 

gain de signal en augmentant la concentration d’anion comme précédemment. Pour l’adduit 

fluoré la tendance est très similaire à celle observée en Figure 10b, à la différence que l’on 
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n’atteint pas de palier à partir duquel le signal est constant. Ces tests montrent que la 

différence structurale entre les différents stéroïdes étudiés peut mener à des comportements 

variables avec le fluorure. Néanmoins la tendance générale est la même pour les deux 

composés testés : l’ajout de fluorure permet une augmentation des ions détectés, que cela soit 

pour [M-H]- ou [M+F]-. 

Plusieurs conclusions peuvent être tirées de ces expériences : i) l’intensité du signal 

des adduits anioniques de stéroïdes augmente avec la concentration d’anion jusqu’à un certain 

palier, ii) l’augmentation du signal induite par l’addition de fluorure n’est pas dûe à des 

réactions acido-basiques en solution auquel cas l’effet de HO- aurait été beaucoup plus 

marqué, iii) le ratio molaire anion:stéroïde optimal est de 100:1 (ou plus) et cette valeur est 

utilisée pour toute la suite du développement de méthode, iv) comme aucun effet de 

suppression d’ion n’a été observé, même avec un large excès d’anion, cette méthode peut être 

facilement adaptée pour des applications pratiques où la concentration des différents stéroïdes 

peut varier drastiquement (par exemple, dans le contrôle antidopage). 

1.2.3. Influence de la quantité d’anion sur la qualité du signal : exemple de la 

calustérone-m 

La quantité d’anion est optimale lorsqu’il est présent à une concentration 100 fois plus 

élevée que celle du stéroïde. Les études présentées précédemment ne permettent pas de 

visualiser l’influence de cette optimisation sur la qualité des spectres obtenus. Dans ce but, la 

calustérone-m (qui n’est pas détectée en l’absence d’anion) a été analysée en infusion directe 

dans MeOH/H2O (9:1 v/v) avec différentes concentrations de fluorure, correspondant à des 

rapports anion:stéroïde de 0:1 à 100:1. Les spectres obtenus sont présentés dans la Figure 11. 
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Figure 11. Spectres MS de la calustérone-m analysée (a) sans anion, avec un ratio molaire 

stéroïde:F- de (b) 1:8 et (c) 1:100. 

 Les spectres obtenus pour la calustérone-m sont révélateurs de l’effet de l’attachement 

anionique sur la détection des stéroïdes. Ce stéroïde n’est pas du tout détecté en ESI négatif 

lorsqu’il n’y a pas d’additif dans l’échantillon comme observé sur la Figure 11a. Cependant, 

lorsque l’on ajoute du fluorure en mélange avec le stéroïde à un ratio molaire de 1:8 

(stéroïde:anion), on observe un pic pour l’adduit fluoré à m/z 339,3 avec un rapport signal-

sur-bruit assez faible. L’augmentation de la concentration d’anion jusqu’à un ratio 1:100 

aboutit à un spectre où le pic de l’analyte est le pic de base, avec un rapport signal-sur-bruit 

(S/N) très élevé et une intensité multipliée par environ 10. L’attachement anionique apporte 

donc un vrai gain de sensibilité pour la détection des stéroïdes.   

1.2.3. Cas du fluoxymestérone-m en LC-MS 

En collaboration avec Mariana Bárcenas 

Les expériences précédentes réalisées en infusion directe sont prometteuses mais ne 

prennent pas en compte l’influence de la LC, qui est un aspect important de la procédure 

analytique. Afin de comprendre si l’augmentation du signal est la même ou non en ajoutant 

l’étape de LC, des tests ont été réalisés sur des solutions de fluoxymestérone-m à 2,7 M. Les 

calustérone-M sans anion 

calustérone-M avec F- 1:8 

calustérone-M avec F- 1:100 

[M+F]&'

a.	

b.	

c.	
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échantillons injectés en LC contiennent également des concentrations variables de fluorure 

d’ammonium (de 0 à 2,7x104 M). Les intensités de [M+F]- et [M-H]- sont obtenues par 

spectrométrie de masse (Figure 12). 

 

Figure 12. Intensité du signal du fluoxymestérone-m déprotoné et de l’adduit fluoré en 

fonction de la concentration de fluorure après séparation LC. Les barres d’erreur représentent 

la déviation standard sur les mesures en triplicat. 

Les résultats obtenus confirment la tendance déjà observée avec les expériences 

précédentes pour [M+F]- : une augmentation de la concentration d’anion induit une 

augmentation du signal qui se stabilise pour des quantités importantes de fluorure. On 

remarque qu’il est nécessaire d’ajouter plus d’anion (ratio molaire anion:stéroïde de 10000:1) 

pour obtenir le palier à partir duquel le signal n’augmente plus ou peu. Cela peut être expliqué 

par deux facteurs :  

 Les conditions instrumentales utilisées pour la LC sont moins douces qu’en infusion 

directe. En effet, le débit sortant de la colonne (0,4 mL/min) est beaucoup plus 

important que celui de la seringue servant à introduire l’échantillon en infusion (10 

L/min). De ce fait, il est nécessaire d’utiliser des valeurs de température de source et 

de désolvatation beaucoup plus importantes afin d’assurer une évaporation totale du 

solvant. La dureté de ces conditions peut entrainer la perte de l’adduit (interaction 

non-covalente), d’où la nécessité d’une quantité d’anion plus importante. 

 Les effets de dilution prenant place lors d’une analyse LC. En effet en infusion les 

concentrations d’analytes dans les échantillons sont plus élevées que celles utilisées 
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pour la LC. De plus, le passage des molécules dans le système de LC et dans la 

colonne peut conduire à des pertes. Le même phénomène entre en  jeu pour l’anion : 

comme le fluorure se retrouve sous forme libre, il est nécessaire d’en ajouter en plus 

grande quantité de façon à ce que les stéroïdes se trouvent dans un environnement 

riche en F- pour former les adduits anioniques. 

Une autre observation intéressante est le comportement de l’espèce déprotonée. Sans 

surprise, en l’absence d’anion, le seul signal obtenu est celui de [M-H]-. L’augmentation de la 

quantité de fluorure présent dans l’échantillon provoque la diminution du signal de cette 

espèce jusqu’à la disparition complète du signal de l’espèce déprotonée. Une explication 

possible serait que les concentrations d’anion utilisées pour les dernières mesures sont 

tellement élevées que l’omniprésence de fluorure dans l’échantillon et la colonne déplace la 

réaction vers la formation de l’adduit au détriment de la déprotonation. En considérant que le 

signal global de l’échantillon est plus important que celui sans anion (à 2,7x104 mM de NH4F, 

soit log([anion]) = 4,5, on obtient 4 fois le signal sans anion), la disparition du stéroïde 

déprotoné ne pose pas de problème. Il est important de noter que le fluoxymestérone-m est un 

cas un peu particulier puisque qu’il forme l’un des adduits fluorés le plus stable. On obtient 

donc naturellement très peu de [M-H]-, ce qui renforce la conclusion précédente. Ces 

expériences confirment donc qu’une augmentation de la quantité d’anion, même présent en 

excès, ne se fait pas au détriment de la qualité du signal obtenu. 

1.3. Paramètres d’instrumentation 

Afin de développer une méthode LC-SRM, il est nécessaire d’optimiser les paramètres 

expérimentaux qui permettront d’obtenir un signal maximal pour chaque composé étudié (ce 

qui se traduit par une meilleure sensibilité). Deux paramètres sont en particulier cruciaux : la 

tension de cône de désolvatation de la source ESI en MS qui influe fortement sur l’abondance 

des ions détectés et l’énergie de collision en CID MS/MS qui joue un rôle important dans la 

nature et l’intensité de la fragmentation.  

1.3.1. Cône de désolvatation 

Pour optimiser ces paramètres, chaque stéroïde étudié est infusé en solution à 10 

g/mL en mélange avec NH4F (ratio molaire anion:stéroïde 100:1, soit une concentration de 

fluorure de l’ordre de plusieurs unités de mM en fonction de la masse du stéroïde) et plusieurs 

valeurs de tension de cône sont testées successivement puis comparées afin de garder celle qui 
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permet d’obtenir la plus grande intensité pour l’ion d’intérêt. La valeur de la tension de cône 

reste la même en infusion et en LC (elle varie en fonction de la méthode SRM pour cette 

dernière). Il est à noter que la grande majorité des stéroïdes présentent la capacité de former à 

la fois [M+F]- et [M-H]- et que la présence et l’abondance de ces espèces sont intimement 

liées à la valeur de la tension de cône. Ainsi, une basse tension de cône va privilégier la 

formation de l’adduit, plus fragile et moins stable, alors que l’énergie apportée par une valeur 

plus élevée va induire une perte plus importante d’anions, conduisant à la déprotonation du 

stéroïde (Figure 13). Pour chaque composé, deux valeurs de cônes optimales indépendantes 

sont gardées : l’une pour l’adduit et l’autre pour [M-H]-. 

 

Figure 13. Spectres MS de l’épitestostérone-d3 à différentes valeurs de tension de cône : (a) 

20 V, (b) 30 V, (c) 40 V, et (d) 70 V. 

On voit dans cet exemple que l’intensité de l’adduit fluoré (m/z 310) est maximale 

pour une tension de cône de 20 V, alors qu’à 30 V cet ion n’est presque plus visible. La valeur 

de tension de cône de désolvatation à 20 V est donc choisie pour travailler avec l’adduit 

[M+F]-. Cela est en accord avec le fait qu’une augmentation de la tension de cône donne plus 

d’énergie aux ions, ce qui peut provoquer des ruptures de liaisons non-covalentes (comme 

dans le cas d’un adduit). En faisant varier la tension de cône entre 30 et 70 V, l’aspect du 

cône	20	V	

cône	30	V	

cône	40	V	

cône	70	V	

[M-H]-	

[M+F]-	

a.	

b.	

c.	

d.	
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spectre change peu. Le signal de l’ion [M+F]- décroit progressivement jusqu’à disparaitre à 40 

V. L’ion majoritaire est dans tous les cas l’ion [M-H]-. Le rapport signal-sur-bruit s’améliore 

en augmentant la tension de cône (le nombre d’ion total augmente passant de 3,42 x107 à  

5,93x107 u.a.) Au delà de 70 V, le nombre d’ion total diminue. Ainsi la valeur optimale de 

tension de cône pour observer [M-H]- est choisie à 70 V. 

1.3.2. Transitions et énergies de collision 

Une fois l’optimisation de la tension de cône effectuée, les deux précurseurs (adduit et 

déprotoné) sont fragmentés par CID en faisant varier l’énergie de collision dans la cellule de 

fragmentation. On cherche ici les conditions permettant d’obtenir les fragments les plus 

intenses tout en conservant le signal de l’ion précurseur. La Figure 14 présente les spectres 

obtenus pour la fragmentation de la forme déprotonée de l’épitestostérone-d3 avec une valeur 

de tension de cône fixée à 70 V. Dans ce cas, les fragments les plus intenses sélectionnés pour 

la méthode SRM sont m/z 288 (énergie de collision 30 eV) et 144 (énergie de collision 45 

eV). Ces ions présentent un rapport signal-sur-bruit élevé et sont présent sur l’ensemble des 

spectres MS/MS, ce ne sont donc pas des artéfacts dus à du bruit électronique. Il est à noter 

que l’augmentation de l’énergie de collision entraine une diminution très forte du signal 

global (perte d’un facteur 10 entre l’intensité du spectre à 30 eV et celui à 45 eV). Il faut donc 

être attentif car un fragment ayant une intensité relative élevée à une énergie de collision 

donnée peut présenter une intensité absolue plus importante à une autre énergie de collision, 

même si il paraît moins intense que sur le premier spectre (par exemple l’ion m/z 272). 
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Figure 14. Spectres de fragmentation CID de l’épitestostérone-d3 à différentes énergies de 

collision : (a) 30 eV, (b) 35 eV, (c) 40 eV, et (d) 45 eV. 

Ce travail a ainsi été répété pour l’ensemble des stéroïdes étudiés, afin d’obtenir pour 

chaque composé les valeurs de tensions de cône et les transitions optimales, associées aux 

énergies de collision correspondantes. Une situation particulière est à noter : pour un même 

composé (à l’exception de l’oxymestérone qui ne forme pas d’adduit fluoré), les transitions 

obtenues ont deux ions précurseurs : l’adduit [M+F]- et  l’espèce déprotonée [M-H]-. Les 

résultats obtenus sont compilés dans le Tableau 6. Les paires d’ions en gras représentent les 

transitions dont l’ion précurseur est l’adduit fluoré du SAA. Les autres correspondent à un ion 

précurseur [M-H]-. 

 

 

 

 

 

collision	30	eV	

collision	35	eV	

collision	40	eV	
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Tableau 6. Tensions de cône et transitions optimales pour les stéroïdes d’intérêt.  

Nd = non-détecté 

 

Stéroïde Masse 
molaire 

Tension de 
cône optimisée 
pour [M-H]- 

(V) 

Tension de 
cône optimisée 
pour [M+F]- 

(V) 

Transitions 
Energie de 

collision  
(eV) 

6-oxo-
Androstenendione 300,4 60 10 

299,3 > 160,0 35 
299,3 > 172,8 35 
299,3 > 271,1 30 
299,3 > 284,1 30 
319,4 > 299,0 10 

Bolastérone-m 320,5 50 40 

319,4 > 301,4 35 
319,4 > 303,4 30 
339,4 > 301,2 35 
339,4 > 303,2 25 
339,4 > 319,1 20 

Calustérone 316,5 60 20 

315,3 > 56,9 39 
315,3 > 144,8 37 
315,3 > 299,5 35 
335,2 > 315,1 10 

Calustérone-m 320,5 60 40 

319,3> 301,3 30 
319,3 > 303,4 20 
339,4 > 301,1 35 
339,4 > 319,1 20 

Epitestostérone-d3 291,4 70 20 
290,4 > 144,9 45 
290,4 > 288,3 30 
310,4 > 290,4 10 

Fluoxymestérone-m 354,4 40 30 

353,4 > 245,1 28 
353,4 > 297,2 25 
353,4 > 315,1 20 
353,4 > 333,2 15 
373,3 > 178,9 29 
373,3 > 245,1 29 
373,3 > 315,1 25 
373,3 > 333,2 18 
373,3 > 353,2 15 

Furazabol 330,5 60 30 
329,5 > 302,0 20 
349,5 > 313,3 25 
349,5 > 329,3 20 

Furazabol-m 346,5 50 15 

345,5 > 90,7 40 
345,5 > 313,3 35 
365,5 > 313,1 45 
365,5 > 329,1 35 
365,5 > 345,1 20 
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Norbolétone 316,5 50 10 

315,5 > 71,1 40 
315,5 > 161,3 40 
315,5 > 313,1 35 
335,5 > 71,1 40 
335,5 > 315,5 20 

Norbolétone-m 320,5 60 25 

319,5 > 70,7 30 
319,5 > 82,8 32 
339,5 > 82,9 35 
339,5 > 319,5 20 

Oxymestérone 338,5 60 Nd 
317,5 > 257,3 35 
317,5 > 273,1 35 
317,5 > 301,3 30 

Testolactone-m 304,4 30 20 

303,4 > 108,7 34 
303,4 > 229,5 34 
303,4 > 273,1 35 
323,4 > 303,1 10 

Testostérone-d3 291,4 50 10 

290,4 > 145,0 40 
290,4 > 272,1 42 
290,4 > 288,4 40 
310,4 > 290,3 10 

Turinabol-m 350,9 40 20 

349,3 > 298,1 25 
349,3 > 313,4 20 
369,3 > 313,4 25 
369,3 > 349,2 15 

On remarque au premier abord une diversité importante dans les valeurs 

expérimentales obtenues pour les valeurs de tension de cône. Cela implique une grande 

disparité dans la stabilité relative des adduits. Ce n’est pas un résultat surprenant puisque les 

stéroïdes étudiés ont une variété de structures importante, avec des groupes fonctionnels très 

disparates selon les composés. On peut néanmoins noter une tendance générale qui est la 

même pour tous les stéroïdes : la valeur de tension de cône optimale pour [M+F]- est toujours 

plus faible que celle pour [M-H]-. En effet, l’adduit anionique repose sur des liaisons non-

covalentes plus ou moins fortes mais qui seront les premières à se briser lorsque de l’énergie 

est fournie à l’ion. Un autre aspect intéressant de ces expériences est qu’elles permettent 

d’évaluer la stabilité de l’adduit. Un adduit « solide » avec des liaisons fortes demandera plus 

d’énergie avant de se fragmenter. On en déduit que plus la valeur de cône optimale pour 

l’adduit est faible, plus il est fragile (i.e. moins il faut d’énergie pour que l’anion arrache un 

proton de la molécule pour former [M-H]-). Il est intéressant de noter que l’oxymestérone est 

le seul composé à ne pas former d’adduit avec F-. En effet, cette molécule possède plusieurs 

protons labiles : i) en position  du groupe cétone (base conjuguée stabilisée par mésomérie 

avec formation d’un énolate) et ii) sur le groupe hydroxyle du cycle A (base conjuguée 
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stabilisée par résonance avec la double liaison). De ce fait l’oxymestérone ne peut pas former 

d’adduit puisque la présence du fluorure entraine la capture d’un de ces protons acides. 

Pour le développement d’une méthode de confirmation, il est nécessaire d’avoir 3 (ou 

mieux, 4) transitions intenses et spécifiques pour un composé. On voit d’ores et déjà une 

disparité sur la quantité d’informations obtenue en CID en fonction des composés. Ainsi, 

alors que le furazabol ne donne que 3 transitions, le fluoxymestérone-m possède 9 fragments 

susceptibles d’être utilisés dans la méthode SRM. Cela offre de plus grandes possibilités 

d’analyse quant à la sélectivité, bien que la présence de nombreux fragments entraine le risque 

d’une diminution de leurs intensités individuelles. On voit donc dès cette étape quels sont les 

composés qui vont pouvoir donner de meilleurs résultats en LC-MS/MS. 

3.2.3. Mécanismes de fragmentation 

Afin de valider les transitions sélectionnées pour la méthode SRM il est important de 

comprendre les mécanismes de formation des fragments. En effet, les transitions doivent être 

spécifiques au stéroïde pour éviter que des composés isobariques au précurseur du stéroïde 

étudié puissent se fragmenter de la même manière. Si tel est le cas, les analyses peuvent 

aboutir à des faux positifs, c’est-à-dire que l’on obtient un signal pour le stéroïde visé alors 

qu’il n’est pas présent dans l’échantillon analysé. Dans cette optique les voies de 

fragmentation des deux stéroïdes donnant le meilleur signal (fluoxymestérone-m et furazabol-

m) ont été étudiées. Il aurait idéalement été nécessaire d’effectuer ce travail pour l’ensemble 

des fragments des composés du tableau précédent mais par souci d’efficacité et de clarté il a 

été décidé de se concentrer sur les deux stéroïdes les plus prometteurs. Les mécanismes 

proposés sont présentés dans les Schémas 24 et 25. 
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Schéma 24. Mécanisme proposé pour les transitions du fluoxymestérone-m. 

La première transition observée pour le fluoxymestérone-m est 373 > 353, soit une 

perte de 20 Da. Cela correspond à une perte neutre de HF. Nous avons choisi un attachement 

du fluorure sur le groupe hydroxyle porté par le cycle C (position 11) du stéroïde car l’effet 

inductif du fluorure en  du groupe hydroxyle rend le proton de ce groupement fonctionnel 

relativement labile. Le départ de HF conduit à l’espèce [M-H]- à m/z 353, depuis laquelle une 

autre perte de 20 Da est observée pour aboutir à un fragment à m/z 333. Le fluoxymestérone-

m possède naturellement un atome de fluore dans sa structure et il a été montré précédemment 

que celui-ci peut capturer un proton de la molécule.208 Nous proposons ainsi une deuxième 

perte de HF qui permet la formation d’une espèce stabilisé par mésomérie avec un ion énolate 

comme indiqué sur le Schéma 24. Enfin, la fragment m/z 315 correspond à une perte de 18 Da 

par rapport à m/z 333, soit une perte d’eau. Bien que la perte de H2O ne soit pas considérée 

comme spécifique, cette étape intervient en succession de deux autres fragmentations 

précédentes et peut donc être considérée comme une étape spécifique dans le mécanisme 

global de fragmentation du fluoxymestérone-m. Les mécanismes présentés sont tous induits 

par la charge mais il est à noter qu’on peut également expliquer la formation des fragments 

sans faire intervenir la charge (aussi appelés mécanismes de « charge piégée »). Les fragments 

obtenus ont donc été expliqués et permettent d’identifier ce stéroïde. 
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Schéma 25. Mécanismes proposés pour les transitions du furazabol-m. 

 Dans le cas de la fragmentation CID du furazabol-m, la première étape est similaire 

avec un départ de HF. Entre les deux groupes hydroxyle présents sur la molécule, la 

déprotonation a été choisie sur l’alcool tertiaire dont le proton est légèrement plus labile. On 

observe ensuite une perte de 16 Da qui est caractéristique du départ d’une molécule de 

méthane. On note la perte du centre chiral en position 17 du cycle D lors de ce processus. A 

nouveau la molécule perd un CH4 pour aboutir à l’ion m/z 313. Le dernier fragment est trouvé 

à m/z 91. Cet ion a précédemment été trouvé lors de la fragmentation de stéroïdes en ESI+ et 

correspond à l’ion tropylium, cation de formule brute [C7H7]+ qui est la base conjuguée du 

cycloheptatriène. Il n’est cependant pas possible de trouver son équivalent en ESI-. 

L’utilisation de ChemCalc209 (outil de détermination de formule à partir de la masse) a 

conduit aux formules brutes C7H7 (cation tropylium) ou C6H3O. Le seul composé 

correspondant à cette seconde formule est l’ion quintuplement chargé négativement 5-

(hydroxyméthyl)-1,3-cyclopentadiène-1,2,3,4,5-pentaide. Le fragment d’intérêt ne possédant 

qu’une seule charge négative, il apparaît que cet anion ne peut pas lui correspondre. La 

détermination de ce fragment n’a pas donc pas pu être effectuée. 
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2. Limites de détection instrumentales 

Les tests qui viennent d’être présentés ont mis en évidence l’intérêt de l’ajout de 

fluorure pour l’amélioration du signal des stéroïdes en ESI négatif. Afin d’apporter une vision 

plus quantitative des bénéfices de l’attachement anionique, une série d’analyses a été réalisée 

pour déterminer les limites de détection instrumentales, c’est-à-dire celles obtenues par 

infusion directe d’étalons en solution dans de solvants classiques d’électrospray (méthanol 

notamment). A l’occasion de ces expériences, les paramètres instrumentaux ont été optimisés 

de façon à trouver les valeurs qui maximisent le signal des stéroïdes à la fois pour l’adduit et 

l’espèce déprotonée, permettant ainsi d’atteindre les limites de détection les plus faibles 

possibles. 

2.1. Cas général 

Afin d’obtenir la vision la plus globale possible des performances de la méthode, 

plusieurs stéroïdes avec des comportements et réponses d’ionisation variés ont été choisis. Par 

exemple, le métabolite de la fluoxymestérone est analysable en LC-MS/MS et s’ionise 

facilement en ESI positif. La calustérone a des propriétés similaires, cependant son métabolite 

ne donne aucun signal en électrospray positif ou négatif et est de ce fait difficile à analyser en 

LC-MS/MS. Quant au métabolite de la norbolétone, il n’est, lui, pas détecté en ESI négatif. 

Enfin, le furazabol donne un bon signal dans tous les modes d’ionisation. Les tests ont été 

conduits sur un triple quadripole équipé d’une source électrospray. Des tests complémentaires 

ont été effectués par Mariana Bárcenas sur un spectromètre de masse Orbitrap couplé à une 

source de photo-ionisation à pression atmosphérique (APPI). Les résultats de ces tests sont 

présentés dans ce chapitre et permettent une comparaison des LODs pouvant être obtenues par 

une source ESI ou APPI. Comme l’APPI a permis d’obtenir des limites de détection 

exceptionnellement basses pour certains stéroïdes,210,211,159 les résultats du TQ ont été 

comparés à ceux obtenus sur un Orbitrap avec une source APPI. Les expériences sur 

l’Orbitrap ayant été réalisées par une personne tierce, cette technique ne sera pas décrite ici. 

Une description détaillée de l’Orbitrap et de la source APPI peuvent être trouvées dans la 

littérature.212,213 

Pour les expériences sur le TQ, deux séries de solutions ont été préparées dans un 

mélange MeOH/H2O (9:1 v/v) pour chaque composé testé. La première série sans additif et la 

seconde avec du fluorure d’ammonium (ratio molaire anion:stéroïde de 100:1). Deux séries de 

solutions ont également été préparées : une première dans MeOH/H2O (9:1 v/v) avec 5% de 
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toluène pour l’analyse APPI et une seconde avec du fluorure d’ammonium présent à un ratio 

molaire anion:stéroïde de 100:1 (valeur ayant donné le signal le plus intense lors des étapes 

d’optimisation de la quantité d’anion). La série de dilution a été analysée par ordre croissant 

de concentrations afin d’évaluer les limites de détection instrumentales pour les stéroïdes 

analysés (rapport signal-sur-bruit > 3). Les résultats de cette étude sont présentés dans le 

Tableau 7. 

Tableau 7. Limites de détection instrumentales (LOD) pour une variété de stéroïdes ionisés 

par ESI ou APPI en présence ou absence de NH4F. Les LOD sont présentées en ng/mL. Nd = 

non-détecté. 

Stéroïde m/z ESI+ ESI- ESI- et F- APPI + ESI- et F-  
Instrument  TQ TQ TQ Orbitrap Orbitrap 

Calustérone 315,5 25  50  25  100  100  
Calustérone-m 339,5 250  Nd 25  Nd 100  

Furazabol 329,5 25  100  25  1000  100  
Norbolétone-m 319,5 250  Nd 25  Nd 100  

Fluoxymestérone-m 353,4 25  25  10  2500  50  

La comparaison des résultats obtenus pour l’ESI- et F- entre le TQ et l’Orbitrap montre 

que ce dernier possède une sensibilité moins élevée. Cela est notamment dû au fait que 

l’instrument sur lequel les analyses ont été effectuées est un Orbitrap de première génération, 

pour lequel les performances n’étaient pas encore optimales. Il faut donc analyser les résultats 

en sachant que l’instrument joue un rôle non-négligeable sur les valeurs obtenues. 

Il doit être noté que même pour les composés donnant de bons résultats en ESI positif 

(sans additif), comme la fluoxymestérone-m, la LOD est améliorée lorsque le stéroïde est en 

présence de NH4F. La calustérone s’ionise très bien en ESI positif et peut être détectée à des 

concentrations de 25 ng/mL. Cette LOD est également celle obtenue en ESI négatif avec 

addition de fluorure. Quant à la fluoxymestérone-m, qui présente également une LOD de 25 

ng/mL en ESI positif, l’ajout d’anion permet de faire descendre cette valeur à 10 ng/mL, soit 

un gain de 2,5 en sensibilité pour le même composé. Il est intéressant de voir que c’est le 

signal de l’ion déprotoné [M-H]- qui permet d’atteindre les LODs obtenues, alors que l’adduit 

fluoré pour ces deux composés n’est pas ou peu détecté. Ces observations peuvent être 

rationnalisées en regardant les structures de ces stéroïdes. En effet, la calustérone possède un 

proton en position 2 (Schéma 26), qui se trouve en  du groupe cétone. La base conjuguée 

produite par le départ de ce proton est stabilisée par mésomérie avec formation d’un ion 

énolate, ce qui rend ce proton relativement labile. Ce mécanisme est également possible pour 
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le proton en position 4, également en  du groupe cétone. Pour la fluoxymestérone-m, l’effet 

inductif du fluorure en  du groupe hydroxyl en position 11 rend le proton de ce groupement 

fonctionnel également relativement labile. Dans le cas de ces deux stéroïdes l’anion favorise 

donc l’ionisation en augmentant la déprotonation. 

 

Schéma 26. (a) Rappel de la nomenclature du squelette carboné des stéroïdes, (b) structures 

des stéroïdes étudiés pour la détermination des LODs instrumentales, (c) stabilisation de la 

base conjuguée de la calustérone après déprotonation. 

Pour les composés faiblement acides et apolaires difficiles à ioniser (i.e. tous sauf le 

fluoxymestérone-m et la calustérone), l’utilisation de l’attachement anionique aboutit 

systématiquement à une amélioration du signal. Les résultats présentés dans le Tableau 7 

montrent que la LOD instrumentale obtenue par spectrométrie de masse d’attachement 

anionique est toujours égale à, voire meilleure, que celle obtenue en ESI positif ou négatif 

sans anion. Dans le cas des composés les plus difficiles à ioniser (calustérone-m, norbolétone-

m), aucun signal n’est enregistré en ESI négatif conventionnel, mais après l’addition de 

NH4F, il devient possible de détecter les adduits anioniques de ces composés à des 

concentrations aussi basses que 25 ng/mL, ce qui représente 1/10 de la LOD obtenue en ESI 

positif. Au contraire de la fluoxymestérone-m et la calustérone, c’est le signal de l’adduit 

[M+F]- qui reste visible aux faibles concentrations alors que le stéroïde déprotoné n’est plus 

détecté. La Phase I de métabolisation de la calustérone pour aboutir à la calustérone-m se 

traduit par une réduction de la cétone sur le cycle A en alcool. Le proton en position 2 devient 

beaucoup moins labile ce qui explique les LODs plus élevées obtenues en ESI positif et 

négatif sans additif. En ce qui concerne la norboléthone-m, on voit qu’aucun groupe 
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fonctionnel ou atome présent sur la molécule ne permet d’augmenter la labilité des protons. 

On obtient donc le même cas de figure ou l’adduit est nécessaire pour détecter le stéroïde. 

Enfin le furazabol est un cas intermédiaire : un signal est obtenu en ESI- sans anion, ce qui 

montre qu’il possède une acidité quoi que très faible comme montré par une LOD très élevée. 

En présence d’anion, on divise par 4 la LOD obtenue. La MS d’attachement anionique montre 

ainsi une grande efficacité avec les stéroïdes ne présentant pas ou peu de sites acides, 

principalement grâce à la formation de l’adduit fluoré. Une précision importante est que 

l’acidité du composé étudié ne va pas avoir d’influence sur le signal obtenu (et donc par 

extension la LOD) mais uniquement sur l’espèce qui va permettre de détecter le stéroïde : [M-

H]- pour les molécules relativement acides (calustérone et fluoxymestérone) et [M+F]- pour 

celles qui le sont peu ou pas (calustérone-m et norboléthone-m). 

Les résultats montrent que tous les stéroïdes étudiés dans cette série d’expériences ne 

peuvent pas s’ioniser en APPI. La calustérone s’ionise facilement en APPI pour former 

[M+H]+, un comportement qui s’accorde avec l’observation de molécules protonées en ESI 

positif. Le furazabol produit aussi [M+H]+ en APPI, mais en comparaison avec l’adduit formé 

grâce à l’attachement anionique en ESI, on voit que l’APPI est moins sensible d’un facteur de 

100 (1000 ng/mL contre 10 ng/mL). Le métabolite de la fluoxymestérone forme le cation 

radical (M+•) par analyse en APPI, mais ne permet d’obtenir qu’une LOD qui est 50 fois plus 

haute que celle de l’attachement anionique. 

Les conclusions de ces expériences sont prometteuses car elles montrent que 

l’approche de spectrométrie de masse d’attachement anionique aboutit à une détection 

améliorée de tous les stéroïdes faiblement acides, difficiles à ioniser, comme montré par les 

valeurs de LOD instrumentales. Cette méthode nécessite des quantités très faibles d’analytes : 

une acquisition de 30 secondes d’une solution de 10 ng/mL de stéroïde, infusée dans 

l’instrument à 10 L/min, consomme seulement 50 pg d’échantillon, soit 0,141 pmol. 

L’infusion d’étalons en solvant n’est cependant pas représentative des conditions d’analyse 

d’un échantillon réel qui requiert une séparation par LC avant MS, est analysé dans matrice 

très polluée (urine), nécessite une lourde préparation d’échantillon, etc. Les étapes suivantes 

du projet ont donc visé à se rapprocher graduellement de cette complexité en augmentant 

point par point la difficulté des échantillons. 

2.2. Cas des stéroïdes conjugués à la glucuronide 

En collaboration avec Mariana Bárcenas 
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L’analyse de stéroïdes conjugués par MS est souvent compliquée du fait de la 

sensibilité insuffisante. Dans les protocoles utilisés dans ces travaux, les stéroïdes conjugués 

par la Phase II de métabolisme, comme ceux trouvés sous forme glucuronide ou sulfate, sont 

sujets à un clivage enzymatique avant l’analyse par GC-MS(/MS) ou LC-MS/MS. Les 

développements actuels tendent néanmoins vers une analyse directe de ces composés, comme 

préconisé dans la littérature.214,215,216 Nous espérons améliorer la détection de ces composés 

en utilisant l’attachement anionique. En plus d’améliorer la sensibilité, une méthode directe 

d’analyse basée sur l’attachement anionique peut simplifier la préparation d’échantillons en 

éliminant le besoin d’une hydrolyse enzymatique. Cela permet de contribuer à l’élimination 

des faux négatifs provenant d’une hydrolyse incomplète. Pour tester la viabilité d’une telle 

procédure basée sur l’attachement anionique, l’épitestostérone-glucuronide a été sélectionnée 

comme composé modèle pour les expériences (Schéma 27).  

 

Schéma 27. Structure de l’épitestostérone-glucuronide 

Dans un premier temps, l’hydroxyde d’ammonium a été utilisé pour évaluer 

l’influence de l’addition d’une base sur l’ionisation de l’épitestostérone-glucuronide étant 

donné que l’hydroxyde n’induit pas d’attachement anionique dû à sa haute basicité (il arrache 

un proton du stéroïde plutôt que de rester dans ses environs). Les résultats montrent que 

l’addition d’hydroxyde n’a pas d’effet significatif sur la formation de la molécule déprotonée 

comme observé dans la Figure 15, indiquant que l’épitestostérone-glucuronide s’ionise 

facilement en mode négatif pour former l’espèce [M-H]-. 
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Figure 15. Intensité du signal de [M-H]- de l’épitestostérone-glucuronide en présence 

d’hydroxyde. Les barres d’erreur représentent l’écart type sur les mesures en triplicat. 

Il a été précédemment montré que les ions chlorure217 et nitrate sont particulièrement 

adaptés à l’attachement anionique pour une variété de monosaccharides. Ainsi, il est probable 

que ces anions s’attachent au groupe glucuronide avec un rendement élevé. L’effet de la 

concentration d’anion a été évalué pour maximiser la sensibilité de l’attachement anionique. 

Pour l’épitestostérone-glucuronide, le signal obtenu pour l’adduit chloré est moins intense que 

celui de l’adduit nitré : 1,4x1010 contre 3,2x1010 respectivement (Figure 16). Les limites de 

détections ont été étudiées avec l’anion le plus performant, c’est-à-dire le nitrate. Une série 

d’expériences a été effectuée dans laquelle la quantité d’épistestostérone-glucuronide est 

maintenue constante (1 µg/mL, 2,15 µM), tandis que sont ajoutées des concentrations de plus 

en plus importantes de nitrate, allant de 0 à 4300  µM (de 0 à 3,6 log([anion]) soit un ratio 

molaire stéroïde:anion de 1:0 à 1:2000 respectivement. 
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Figure 16. Intensité du signal de (a) [M+Cl]- et (b) [M+NO3]- de l’épitestostérone-

glucuronide. Les barres d’erreur représentent la déviation standard sur les mesures en triplicat. 

La formation de l’adduit de nitrate commence à augmenter lorsque la concentration de 

l’anion est 100 fois supérieure à celle du stéroïde, atteignant un maximum pour un ratio 

stéroïde:nitrate de 1:500 (log([anion]) = 3), au delà duquel l’intensité reste constante (Figure 

16b). Les limites de détection de l’épistestostérone-glucuronide en présence et absence de 

nitrate ont été évaluées. Deux séries de solutions ont été préparées : une sans additif et l’autre 

avec un ratio molaire de 1:1000 (stéroïde:nitrate). Les solutions contenant le stéroïde à 

différentes concentrations ont été analysées par ordre croissant de concentration afin de 

déterminer la limite de détection instrumentale de l’épitestostérone-glucuronide (S/N > 3). 

Les résultats montrent une limite de détection de 5 ng/mL pour le stéroïde sans additif et de 

25 ng/mL pour l’adduit nitré. Ainsi, ces expériences montrent que la formation de l’adduit de 

nitrate n’améliore pas l’intensité du signal en comparaison avec le composé seul ou en 
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présence d’hydroxyde (la LOD obtenue avec le nitrate est même plus faible que celle sans 

anion). La glucuronide possède un groupement acide carboxylique dont le pKa est de 2,9 

(+0,10, -0,05) dans l’eau.218 Cela implique qu’un stéroïde glucuro-conjugué est ionisé (perte 

d’un proton) lorsqu’il est placée en solution ce qui explique les très bonnes LODs obtenues 

sans ajout d’anion. On voit que non seulement le nitrate n’améliore pas la sensibilité des 

analyses, mais au contraire entrave les performances et aboutit à de moins bonnes valeurs de 

LOD. L’ajout d’un anion sur une molécule qui est déjà capable de former [M-H]- en 

abondance par elle même peut potentiellement bloquer le site de déprotonation et réduire 

l’ionisation du composé. Ce résultat est intéressant à mettre en relation avec les expériences 

précédentes (Tableau 7) puisqu’il permet de voir que l’attachement anionique favorise la 

déprotonation uniquement si le composé est faiblement acide (comme la fluoxymestérone-m). 

Dans le cas de molécules très acides comme l’épitestostérone-glucuronide, l’ajout d’un anion 

se fait au contraire au détriment de la déprotonation. On conclut donc que pour l’analyse des 

stéroïdes conjugués à la glucuronide en ESI négatif, l’attachement anionique n’est pas la 

méthode de choix pour l’amélioration des performances analytiques. 

 

3. Développement expérimental de la méthode SRM basée sur 

l’attachement anionique 

3.1. Analyses préliminaires en matrice simple (solvant) 

Les expériences de LOD ont montré des performances intéressantes pour la méthode 

basée sur l’attachement anionique, il a donc pu être possible d’augmenter la complexité des 

analyses en intégrant une séparation chromatographique en phase liquide couplée à une 

méthode SRM. Les premiers tests de LC-MS/MS ont été effectués en utilisant une colonne 

utilisée pour les analyses de confirmation des stéroïdes : la Zorbax SB-C8 de Agilent (cf : 

Annexe D, Tableau 14 page 149). Chaque composé a été préparé dans un mélange 

MeOH/H2O en proportion égale à celle de la phase mobile à t = 0 (10% MeOH, 90% H2O 

v/v). La solution à 50 mM de NH4F contenue dans une seringue est mélangée au flux de la LC 

à la sortie de la colonne avant la source d’ionisation grâce à un montage en « T » (Schéma 

28). La formation des adduits prend donc place post-colonne. Le débit de la seringue est de 10 

L/min, et celui de la LC 0,4 mL/min. 
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Schéma 28. Montage expérimental des analyses préliminaires par LC-MS/MS. 

Chaque composé est analysé individuellement par la méthode SRM de façon à obtenir 

son temps de rétention (i.e. le temps que met le soluté à sortir de la colonne, soit le temps 

écoulé entre l’injection et le maximum du pic du composé élué) et son comportement 

chromatographique : intensité du signal, forme du pic, etc. Sur l’ensemble des composés, 

certains n’ont pas pu être gardés pour le développement chromatographique du fait des profils 

inexploitables, c’est par exemple le cas de l’oxymestérone qui présente de nombreux pics sur 

le chromatogramme ainsi qu’un bruit de fond très important (Figure 17) malgré une 

concentration d’échantillon élevée (50 fois la concentration de la LOD visée). 

 

Figure 17. Chromatogramme d’une solution de 125 ng/mL d’oxymestérone dans MeOH/H2O 

10/90 (v/v) analysée en LC-MS/MS. 
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Pour le reste des composés donnant un pic distinct et identifiable avec un temps de 

rétention précis en chromatographie, les temps de rétention ont été relevés. Bien que les 

transitions permettent de différencier deux composés qui co-éluent, il est tout de même 

préférable d’avoir des élutions espacées dans le temps afin d’obtenir la meilleure séparation 

chromatographique possible. Les donnés obtenues sont récapitulées dans le Tableau 8. 

Tableau 8. Temps de rétention des stéroïdes sur la colonne Zorbax SB-C8 dans les conditions 

présentées Tableau 15 Annexe D. 

Composé Temps de rétention (min) 
Fluoxymestérone-m 1,09 

Turinabol-m 4,29 
Furazabol-m 7,95 

Testostérone-d3 8,00 
Furazabol 9,32 

Bolastérone-m 9,34 
Calustérone 9,34/9,59 

Calustérone-m 9,36 
Norboléthone 9,57 

Norboléthone-m 9,62 

Bien que tous les composés donnent du signal, plusieurs problèmes se sont posés lors 

de ces analyses : 

 La calustérone affiche 2 pics non résolus par LC-MS/MS (Figure 18, cercle noir). Cela 

est dû à la sélection de transitions non-spécifiques : la méthode donne une réponse 

lorsqu’un autre stéroïde élue de la colonne. 

 Le même temps de rétention (9,36 min) a été observé pour la bolastérone-m, 

calustérone-m et calustérone (Figure 18, *). La bolastérone-m et la calustérone-m sont 

des isomères et il apparaît donc que les conditions utilisées ne permettent pas de faire 

la distinction entre deux composés n’étant différenciés que par leur stéréochimie 

(Schéma 29). Cependant la calustérone est structuralement différente et n’est pas 

isobare aux deux composés précédents. Il se pose ici le problème de transitions non-

spécifiques, c’est-à-dire que certains composés répondent aux mêmes transitions que 

la calustérone, conduisant potentiellement à des faux positifs (un pic est obtenu même 

si le composé n’est pas présent dans l’échantillon analysé). 
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Schéma 29. Structure de la calustérone-m et bolastérone-m, des stéroïdes isomères. 

 La plupart des composés éluent à des compositions en solvant de la phase mobile très 

proches, aboutissant à des temps de rétention quasi-similaires. 

 La granulométrie de la colonne étant très faible (1,8 micron), la pression dépassait 

occasionnellement le seuil limite de l’instrument à 1030 bar causant l’arrêt de toute la 

machine. 

 

Figure 18. Chromatogrammes du mélange de 10 stéroïdes en solvant à 100 ng/mL analysés 

par LC-MS/MS avec une injection de 20 L et un débit de phase mobile de 0,4 mL/min 

(Tableau 15 Annexe D). 

Plusieurs tentatives d’optimisations du gradient ont été réalisées de façon à résoudre 

ces problèmes mais si une meilleure séparation des composés a été obtenue (temps de 

rétention plus distincts les uns des autres), le reste des problèmes exposés ci-dessus n’a pas pu 

*	

*	

*	
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être résolu. La plupart des complications rencontrées avec la première colonne proviennent 

principalement de sa faible granulométrie. Les composés sont retenus trop longtemps et 

éluent sur une période très restreinte du gradient (à partir de 1 minute avant la fin du gradient 

de 10 minutes) et la pression est trop haute pour une reproductibilité des analyses. Il a donc 

été décidé d’utiliser la colonne Zorbax Eclipse XDB-C8 qui est plus longue, composée des 

billes de taille plus importante et a une granulométrie plus élevée (cf : Annexe D, Tableau 14 

page 149).  

La première conséquence a été une diminution drastique de la pression dans le 

système : elle est passée de 800-1000 bar à 70-90 bar ce qui se situe très largement en dessous 

de la limite maximale. Ainsi, le problème de surpression a été réglé. Les propriétés de la 

nouvelle colonne étant différentes de celles de l’ancienne, le gradient a été optimisé (cf : 

Annexe D, Tableau 15 page 149). Les composés ont été à nouveau analysés individuellement 

afin d’obtenir leurs nouveaux temps de rétention (Tableau 9). On peut voir que l’élution 

s’étale sur une période temporelle plus importante que précédemment ce qui permet une 

distinction plus claire entre les composés (Figure 19). La bolastérone-m et calustérone-m sont 

toujours co-élués (Figure 19, *) mais le reste des stéroïdes ont des temps distincts les uns des 

autres. Avec l’erreur expérimentale, des tr différant de 0,1 min sont considérés comme 

distinguables, ce qui n’est pas le cas si l’écart n’est que de 0,01 min. 

Tableau 9. Temps de rétention des stéroïdes sur la colonne Zorbax Eclipse XDB-C8. 

Composé Temps de rétention (min) 
Fluoxymestérone-m 4,05 

Turinabol-m 5,73 
Epitestostérone-d3 8,11 

Furazabol-m 8,32 
Calustérone 8,96 

Norboléthone 9,50 
Furazabol 10,03 

Bolastérone-m 10,20 
Calustérone-m 10,20 

Norboléthone-m 10,30 

Une fois ces informations obtenues, la solution contenant les 10 stéroïdes a de 

nouveau été analysé par LC-MS/MS (Figure 19). Tous les composés donnent un pic 

chromatographique avec un signal variable mais plus élevé qu’avec la précédente colonne. 

Avec les nombreux avantages qu’elle apporte, la Zorbax Eclipse est donc conservée pour la 

suite des tests. 
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Figure 19. Chromatogrammes du mélange de 10 stéroïdes en solvant à 100 ng/mL analysés 

par LC-MS/MS après le changement de colonne. 

3.2. Analyses en matrice semi-complexe (urine synthétique) 

Les expériences en solvant ont montré un potentiel intéressant de l’attachement 

anionique pour l’analyse des stéroïdes bien que les analyses réalisées se situent dans des 

conditions éloignées d’un échantillon réel : matrice simple (solvant) sans contaminants et 

concentrations élevées, ce qui évite les étapes de purification/concentration à effectuer. La 

suite du développement de la méthode consiste à se rapprocher des paramètres d’analyse d’un 

contrôle antidopage, notamment en utilisant de l’urine comme matrice d’échantillon. 

La première étape est de mettre en place la procédure de préparation d’échantillon qui 

permet d’éliminer une partie des nombreuses interférences présentes dans l’urine (protéines, 

autres petites molécules organiques, etc). La procédure « Hydrolyse et SPE » (Annexe C page 

145) est utilisée pour la purification des échantillons d’urine afin de les analyser en screening 

GC-MS/MS. C’est une méthode de sélectivité moyenne basée sur une hydrolyse enzymatique 

(-glucuronidase) et une SPE qui a l’avantage d’éliminer rapidement la plupart des impuretés 

de l’échantillon. Les stéroïdes ne sont plus analysés en mélange mais individuellement 

calustérone,

calustérone-m,

bolastérone-m,

fluoxymestérone-m,

furazabol,

furazabol-m,

norboléthone,

norboléthone-m,

turinabol-m,

épitestostérone-d3,

*	

*	
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comme il en serait le cas dans une analyse de confirmation dans laquelle on cherche 

spécifiquement un stéroïde. Des échantillons de stéroïdes (furazabol-m et fluoxymestérone-m) 

sont préparés en urine synthétique. Cette matrice est à mi-chemin entre un solvant et l’urine, 

elle n’est pas aussi contaminée que cette dernière mais possède des impuretés qui ne sont pas 

présentes dans un solvant analytique. La raison de l’utilisation d’un tel médium pour les 

analyses est qu’il permet de tester que la procédure de préparation d’échantillon fonctionne 

correctement pour les composés (efficacité de l’extraction, rendement général). Les résultats 

obtenus pour 4 transitions du furazabol-m et fluoxymestérone-m sont présentés Figure 20. Les 

données observées correspondent au signal SRM obtenu pour chaque transition du stéroïde. 

Le pic grisé est celui que l’ordinateur sélectionne pour le composé, en fonction des 

informations qui lui ont été données (tr et transition).  

Le signal est très bon pour l’ensemble des transitions du fluoxymestérone-m (Figure 

20b). Le furazabol-m donne des pics moins intense et sa transition Q3 (365.2 > 329.1) ne 

donne aucune information qui permet de caractériser le composé (Figure 20a). Si la présence 

de 4 transitions est l’idéal pour une méthode de confirmation, il est possible d’en utiliser 

seulement 3 si elles sont spécifiques, ce qui est le cas pour le furazabol-m (pas de pic 

d’interférence lors des analyses en mélange). Ces expériences révèlent que la procédure 

« Hydrolyse et SPE » permet d’obtenir du signal à des concentrations basses (10 ng/mL) et 

qu’elle est donc applicable à la méthode LC-MS/MS basée sur l’attachement anionique. 

 

Figure 20. Transitions SRM du (a) furazabol-m et (b) fluoxymestérone-m à 10 ng/mL en 

matrice d’urine synthétique. 

a.	

b.	
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3.3. Analyses en matrice complexe (urine) 

3.3.1. Evaluation du processus analytique sur 3 stéroïdes 

 

Schéma 30. Rappel des structures des 3 stéroïdes étudiés en matrice urinaire. 

Les expériences en matrice urinaire ont été effectuées sur les volumes d’urine humaine 

supplémentée en stéroïde, i.e. des standards de stéroïdes sont ajoutés à l’urine à la 

concentration désirée. Ces échantillons sont ensuite traités par la procédure « Hydrolyse et 

SPE » et analysés en LC-MS/MS. Les premières expériences ont montré des résultats peu 

satisfaisants pour certains composés. Il a été décidé de se concentrer particulièrement sur les 

stéroïdes ayant fourni les résultats les plus prometteurs et qui se trouvent être ceux s’ionisant 

le moins bien avec les méthodes classiques : le fluoxymestérone-m et furazabol-m. Un autre 

composé a également été étudié : la 6-oxo-androsténendione (Schéma 30). Les transitions 

SRM obtenues pour ces 3 composés à 20 ng/mL en urine sont montrées dans la Figure 21. 
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Figure 21. Transitions SRM obtenues par LC-MS/MS de solutions à 20 ng/mL de (a) 

furazabol-m, (b) fluoxymestérone-m, et (c) 6-oxo-androsténendione en matrice urinaire après 

préparation par la méthode « hydrolyse et SPE ». 

 Les 3 stéroïdes analysés présentent un signal pour chacune des 4 transitions intégrées 

dans la méthode SRM. Le furazabol-m a le meilleur profil avec des pics bien définis et 

relativement intenses, un bruit de fond bas et peu d’interférences (Figure 21a). Seule la 

transition Q2 montre un S/N plus faible avec un petit pic de contamination à 6,5 min. 

Cependant il est résolu temporairement par rapport au pic du stéroïde ce qui montre qu’il 

n’interfère pas avec le signal recherché. Si l’on compare ces résultats avec ceux de l’urine 

synthétique pour le même stéroïde, on voit que les transitions sont plus intenses et mieux 

définies. Cela est dû à la concentration plus importante du composé lors des analyses en 

matrice urinaire par rapport à l’urine synthétique (20 ng/mL contre 10 ng/mL, 

respectivement). Le fluoxymestérone-m présente des chromatogrammes plus contaminés 

(Figure 21b). Les transitions Q0 et Q3 possèdent les plus grands pics d’interférence, qui sont 

dus à des composés ayant des transitions communes avec le composé d’intérêt mais n’éluant 

pas en même temps. Ces transitions correspondent à une perte de -20 Da (373.4 > 353.2 pour 

Q0 et 353.4 > 333.2 pour Q3) ce qui représente un départ de HF. Certaines molécules 

présentes dans l’urine ayant le même m/z que les ions précurseurs ([fluoxy-m+F]-) de ces 2 

a.	

b.	

c.	
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transitions peuvent récupérer un fluorure lors de la rencontre avec le flux de la seringue 

contenant la solution d’anion et se déprotoner avec perte de HF, aboutissant à un fragment à -

20 Da. Elles apparaissent ainsi sur le chromatogramme du fluoxymestérone-m (Figure 21b, 

ellipses rouges). Bien que ces contaminations soient importantes, elle ont un temps de 

rétention bien distinct de celui du stéroïde et n’entravent pas la détection du composé. Enfin, 

la 6-oxo-androsténendione donne un signal correct pour ses 4 transitions avec cependant un 

bruit de fond assez élevé. On remarque également un dédoublement du pic du stéroïde qui a 

été étudié plus en détails (cf : Annexe G page 152). Les expériences réalisées pour expliquer 

ce phénomène n’ont pas abouti à des conclusions satisfaisantes. 

3.3.2. Gamme de dilution 

Par la suite, les échantillons ont été préparés avec différentes concentrations afin 

d’évaluer la sensibilité de la méthode. Les tests ont été réalisés sur des solutions urinaires à 

20, 10, et 5 ng/mL, ainsi qu’un standard à 20 ng/mL préparé en solvant et ne passant pas par 

la procédure « Hydrolyse et SPE » (Figure 22). 
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Figure 22. Analyse en LC-MS/MS (a) d’un standard de furazabol-m à 20 ng/mL, et d’une 

gamme de solutions de furazabol-m en matrice urinaire après traitement « Hydrolyse et SPE » 

à (b) 20 ng/mL, (c) 10 ng/mL et (d) 5 ng/mL. 

 Les chromatogrammes du standard préparé en solvant sont excellents ce qui montre 

qu’il n’y pas eu de dysfonctionnement de l’instrument lors des analyses (Figure 22a). La 

comparaison de l’échantillon en matrice urinaire à 20 ng/mL (même concentration que le 

standard) montre que les intensités sont plus faibles du fait de : i) la procédure de préparation 

d’échantillon qui n’assure pas une extraction totale du stéroïde (pertes lors de la SPE 

notamment) et ii) l’effet de la matrice qui augmente le bruit de fond (donc diminue S/N) et 

peut provoquer un effet de suppression d’ionisation par la présence de contaminants (Figure 

22b). Le signal reste néanmoins très bon et tout à fait exploitable pour l’identification du 

a.	

b.	

c.	

d.	
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composé : tr constant pour les 4 transitions et S/N élevé (à part pour Q2). La diminution en 

concentration provoque une diminution attendue du signal mais le ratio signal-sur-bruit reste 

tout à fait correct (Figure 22c). A 5 ng/mL, les transitions n’ont plus S/N > 3. On note que la 

transition Q2 est celle qui donne le signal le plus faible et où les interférences y sont les plus 

grandes. La transition Q0 est également contaminée par un très grand pic à 7,9 min (Figure 

22c et 22d). Q0 correspond au fragment obtenu par le départ de HF, ce qui explique la plus 

grande contamination comme expliqué précédemment pour le fluoxymestérone-m. 

 Les mêmes gammes ont été réalisées pour le fluoxymestérone-m et la 6-oxo-

androsténendione et sont consultables en Annexe H page 157. Les mêmes tendances sont 

observées pour ces deux composés  avec des intensités plus faibles pour les signaux SRM et 

un bruit de fond un peu plus important. 

3.3.3. Ajustements expérimentaux 

Les résultats obtenus à ce point ne sont pas mauvais, mais il faut rappeler que si la 

MRPL officielle déterminée par l’AMA est fixée à 5 ng/mL, une méthode n’est validée que si 

elle atteint une LOD de 2,5 ng/mL. Ainsi, il est nécessaire de modifier certains paramètres 

expérimentaux pour que la méthode d’attachement anionique atteigne des LODs plus basses 

de façon à ce qu’elle remplisse les conditions fixées. Pour cela plusieurs aspects de la 

procédure ont été étudiés successivement. 

Ajout et concentration de la solution de NH4F 

 Jusqu’à ce point, la solution de NH4F contenue dans une seringue était mélangée à 

l’échantillon en sortie de colonne grâce à un montage en « T ». Deux problèmes sont 

apparus : i) un manque de praticité du montage : il faut remplir la seringue régulièrement et 

on ne peut donc pas passer de nombreux échantillons à la suite les uns des autres, ii) les effets 

de mélange dans le « T » et la différence de débit (10 L/min pour la seringue et 400 L/min 

pour la LC) rendent la quantité d’anion ajoutée peu reproductible. Une solution a été 

d’introduire l’anion en amont de la colonne en le mélangeant directement avec l’échantillon 

lors de la dernière étape de sa préparation. Ainsi le fluorure est présent dans les vials et il 

n’est plus nécessaire de recourir au montage en « T ». Cela permet également l’analyse 

consécutive d’un nombre illimité d’échantillons. Le signal obtenu est également légèrement 

augmenté mais sans différence significative à l’erreur expérimentale près. 
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 L’ajout de l’anion dans la vial marque les premiers tests où le NH4F est introduit avant 

la colonne ouvrant un questionnement sur la stabilité des adduits stéroïde-fluorure lors de la 

séparation chromatographique. Cet aspect a été étudié lors des expériences sur la LOD en LC 

en fonction de la concentration d’anion (§1.2.3. de ce chapitre), et le risque de la dissociation 

des adduits fluorés dans la colonne (et donc une baisse du signal final) est bien réel. Une 

alternative contournant ce problème a alors été testée : l’intégration du fluorure directement 

dans la phase mobile de LC. L’utilisation de fluorure dans la phase mobile de LC a été 

reportée dans la littérature pour d’autres applications.219,220 Les solvants H2O et MeOH sont 

préparés avec 1 mM de NH4F permettant ainsi un apport uniforme en anion tout au long de 

l’analyse. Une étude comparative du signal obtenu pour une solution de fluoxymestérone-m à 

20 ng/mL lorsque l’anion est dans la vial ou dans la phase mobile a été effectuée (Figure 23). 

 

Figure 23. Comparaison des transitions SRM d’une solution de 20 ng/mL de 

fluoxymestérone-m avec le fluorure présent dans (a) la vial ou (b) la phase mobile. 

 On note une augmentation du signal d’un facteur environ 3 lorsque l’anion est présent 

dans la phase mobile (Figure 23b). De plus, le bruit de fond de l’ensemble des transitions 

(notamment visible sur Q2) est diminué. Un autre facteur important est que les deux formes 

du stéroïde (adduit fluoré et espèce déprotonée) éluent au même temps de rétention à 4,0 min. 

Le contraire aurait été problématique puisqu’il aurait été nécessaire de créer des méthodes 

indépendantes pour un même stéroïde, compliquant les analyses et augmentant le temps de 

calcul du système informatique. En considérant l’amélioration des performances, l’anion est 

conservé dans la phase mobile pour la suite des expériences. Le test a été réalisé à une 

a.	

b.	
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concentration de 1 mM qui a été choisie suite à une publication O. Yanes et al. dans laquelle 

il est déterminé que cette valeur est optimale lors de leurs analyses.219 Dans le but de 

maximiser le signal, d’autres concentrations ont été testées de façon à garantir l’optimisation 

de toutes les conditions expérimentales. Un échantillon de 10 ng/mL de fluoxymestérone-m 

en solvant a été analysé en LC-MS/MS avec une phase mobile contenant successivement 10 

mM, 1 mM, 0,5 mM, et 0,1 mM de NH4F (Figure 24). 

 

Figure 24. Comparaison du signal des transitions SRM d’un échantillon de 10 ng/mL de 

fluoxymestérone-m analysé en LC-MS/MS avec différentes concentrations de NH4F dans la 

phase mobile de LC. 

A l’observation de l’aspect général des transitions et de l’intensité des signaux, il 

apparaît que l’anion permet d’obtenir un signal optimal (i.e. intensité la plus élevée, peu de 

bruit de fond) lorsqu’il est à la concentration de 0,1 mM dans la phase mobile. Des 

concentrations plus élevées d’anion provoquent un bruit de fond plus important et donc une 

détection moins efficace du stéroïde. Cette conclusion est à mettre en relation avec l’étude de 

l’optimisation d’anion en LC discutée précédemment. Les expériences présentées au §1.2.3. 

10	mM	

1	mM	

0,5	mM	

0,1	mM	
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de ce chapitre montraient que des concentrations importantes de fluorure permettaient 

d’obtenir un signal élevé pour le stéroïde. Nous voyons ici qu’une concentration trop élevée 

d’anion permet effectivement d’obtenir une intensité plus importante pour le stéroïde, mais 

cela entraine aussi une augmentation notoire du bruit de fond. Ainsi, la valeur 0,1 mM de 

fluorure offre un bon compromis entre un bon signal pour l’analyte et une limitation du bruit 

de fond. 

Méthode de préparation d’échantillon 

 La procédure « Hydrolyse et SPE » se démarque par un bon équilibre entre la rapidité 

d’exécution et la capacité de purification. Cependant c’est une procédure qui vise à préparer 

les échantillons pour du screening où les exigences sont plus basses (il ne faut par exemple 

qu’une seule transition SRM pour identifier le stéroïde). Dans le cas d’une méthode de 

confirmation qui demande 3-4 transitions et une identification sans ambigüité il est nécessaire 

d’analyser un échantillon le plus propre possible. Dans cette optique deux autres méthodes de 

préparation d’échantillon ont été évaluées : l’une basée sur des extractions liquide-liquide 

(« Hydrolyse et LLE ») et l’autre sur une SPE puis une LLE (« SPE, hydrolyse et LLE »). Les 

détails étape par étape de ces procédures sont consultables en Annexe C page 145. Des 

échantillons de 6-oxo-androsténendione et fluoxymestérone-m à 20 ng/mL ont été préparés en 

matrice urine et purifiés avec la méthode « Hydrolyse et LLE » (Figure 25). L’anion est 

présent dans la phase mobile à 0,1 mM. 

 

Figure 25. Transitions SRM suite à l’analyse d’échantillons de (a) fluoxymestérone-m et (b) 

6-oxo-androsténendione à 20 ng/mL en matrice urine préparés avec la méthode « Hydrolyse 

et LLE ». 

a.	

b.	
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 Les résultats d’analyses montrent que la technique de préparation d’échantillon basée 

uniquement sur des séparations liquide-liquide ne convient pas pour la détection des stéroïdes 

avec l’attachement anionique. Cette constatation n’est pas surprenante puisque bien que la 

préparation soit la plus rapide de celles testées, la purification est très faible et il reste 

beaucoup d’interférences dans la matrice. Ainsi, aucun signal n’est obtenu pour les deux 

composés, et le bruit de fond est extrêmement élevé (Figure 25). La méthode « Hydrolyse et 

LLE » n’est donc pas retenue. La seconde méthode testée repose sur deux procédures 

d’extraction : une SPE avant l’hydrolyse enzymatique et une LLE après. On attend de cette 

méthode des échantillons plus propres du fait de la double extraction des stéroïdes. Afin de 

tester cette hypothèse, une comparaison a été effectuée en préparant deux échantillons de 

fluoxymestérone-m en urine à 10 ng/mL, l’un avec la méthode « Hydrolyse et SPE » et l’autre 

avec la méthode « SPE, hydrolyse et LLE » (Figure 26). L’anion est présent dans la phase 

mobile à 0,1 mM. 

 

Figure 26. Transitions SRM d’échantillons de fluoxymestérone-m à 10 ng/mL en matrice 

urinaire préparés avec la méthode (a) « hydrolyse et SPE » et (b) « hydrolyse, SPE et LLE ». 

 Les chromatogrammes obtenus avec les deux méthodes de préparation n’ont pas un 

aspect satisfaisant et l’intensité des transitions est faible. La technique « Hydrolyse et SPE » 

ayant fait ses preuves dans les expériences précédentes il apparaît que la mauvaise qualité des 

résultats est due à des problèmes instrumentaux ponctuels. Les tests sont effectués sur des 

échantillons préparés en même temps et analysés le même jour dans les mêmes conditions. 

Ainsi les résultats obtenus, bien que peu satisfaisants de manière absolue, permettent une 

comparaison relative des deux méthodes. De ce fait les expériences ne sont pas répétées 

a.	

b.	
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malgré les problèmes rencontrés. On voit néanmoins une amélioration de l’information 

lorsque l’on utilise la méthode « SPE, hydrolyse et LLE », notamment pour la transition Q1. 

Cette méthode présente en effet plusieurs avantages : 

 La double purification par SPE et LLE permet de retirer la grande majorité des 

interférences dans l’échantillon. 

 A la différence de la méthode « Hydrolyse et SPE », la SPE se fait avant 

l’hydrolyse enzymatique par la -glucuronidase ce qui permet une meilleure 

sélectivité et la diminution de résidus dans l’échantillon à la suite à la digestion. 

 La filtration par centrifugation avant la mise en vial pour la LC permet une 

nouvelle fois de se débarrasser des impuretés résiduelles 

L’inconvénient majeur de la technique « SPE, hydrolyse et LLE » est le temps de 

préparation assez important. Cependant il n’est pas dépendant du nombre d’échantillons (à 

part à l’étape de mise à pH et la SPE, mais qui est automatisée) offrant ainsi la possibilité de 

préparer une grande quantité d’échantillons à la fois. Il est à noter que cette méthode est 

utilisée pour les stéroïdes analysés en confirmation, ce qui correspond au but de ces travaux et 

est donc plus adaptée pour le développement de la procédure d’analyse utilisant l’attachement 

anionique. Pour l’étape de LLE, deux solvant sont conseillés : le méthyl tert-butyl éther 

(TBME) dans lequel la quasi-totalité des stéroïdes étudiés est soluble mais qui récupère 

également des impuretés, ou le n-pentane qui est beaucoup plus sélectif (échantillon plus 

propre) mais ne permet pas à tous les stéroïdes d’être extraits. Ces deux solvants ont été testés 

pour l’extraction du fluoxymestérone-m et de la 6-oxo-androsténendione (Figure 27). L’anion 

est présent dans la phase mobile à 0,1 mM. 
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Figure 27. Transitions SRM d’un échantillon de fluoxymestérone-m à 20 ng/mL en matrice 

urinaire extrait par LLE avec du (a) TBME ou (b) n-pentane et d’un échantillon de 6-oxo-

androsténendione à 20 ng/mL en matrice urinaire extrait par LLE avec du (c) TBME ou (d) n-

pentane. 

 En ce qui concerne le fluoxymestérone-m il apparaît clairement que le n-pentane n’est 

pas une option pour l’extraction liquide-liquide : le stéroïde a un coefficient de partition trop 

faible avec ce solvant (il reste donc dans sa matrice actuelle et n’est pas du tout extrait), 

aucune transition n’est observée (Figure 27b). Le TBME permet au contraire de l’extraire et 

produit des chromatogrammes corrects malgré la présence de quelques fortes interférences, 

notamment pour Q0 (Figure 27a). Pour la 6-oxo-androsténendione on observe du signal lors 

des analyses résultant des extractions par les 2 solvants (Figure 27c et 27d). Le choix se porte 

donc sur la qualité des résultats obtenus. On voit que, comme attendu, le n-pentane produit 

des chromatogrammes avec moins d’interférences et un meilleur signal, ce qui est expliqué 

n-pentane	

a.	

b.	

c.	

d.	
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par le fait que c’est un solvant plus sélectif avec qui les composés indésirables vont avoir un 

coefficient de partition faible. Pour la 6-oxo-androsténendione, le solvant LLE choisi est donc 

le n-pentane. 

Usure de la colonne de LC 

 Le dernier aspect étudié pour maximiser les performances de la méthode est 

l’évaluation de l’altération de la colonne. En effet, la colonne LC peut subir une dégradation 

au fil des échantillons et sur la durée. C’est un problème d’autant plus pertinent que l’anion 

présent dans la phase mobile peut provoquer un vieillissement prématuré de la colonne. Un 

même échantillon de 10 ng/mL de fluoxymestérone-m a donc été testé sur la colonne Zorbax 

Eclipse XDB-C8 ayant servi à l’ensemble des expériences (9 mois et environ 250-300 

injections) et une colonne identique n’ayant jamais servi à l’exception de son 

conditionnement pour sa mise en service. Les résultats (Figure 28) montrent que l’utilisation 

d’une colonne neuve entraine seulement une très légère augmentation du signal. On observe 

également un faible déplacement du temps de rétention du composé. Des aspects intéressants 

de cette expérience sont que : i) la colonne n’est pas dégradée par la présence continue 

d’anion dans la phase mobile (pas de déplacement important du tr, de perte majeure de signal, 

ou d’élargissement ou de déformation des pics) et ii) bien qu’il y ait une petite amélioration 

du signal du composé d’intérêt avec une colonne neuve la différence n’est pas importante 

(environ 1,2 fois les intensités de l’ancienne colonne) ce qui montre la robustesse de la 

colonne face à l’usure dans les conditions de la méthode. 
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Figure 28. Transitions SRM d’un échantillon de fluoxymestérone 10 ng/mL en solvant sur un 

colonne LC Zorbax Eclipse (a) usagée ou (b) neuve. 

 

4. Validation de la méthode SRM basée sur l’attachement anionique 

Chaque paramètre d’analyse a été optimisé et étudié de façon à obtenir un signal 

maximal et des informations significatives pour l’identification des stéroïdes. La dernière 

étape pour la mise en place de la méthode SRM basée sur l’attachement anionique est sa 

validation, i.e. l’évaluation de ses performances (LOD, sélectivité, répétabilité, effet de 

matrice, etc) pour s’assurer de sa robustesse. 

4.1. Rendement d’extraction 

Le rendement d’extraction permet d’évaluer les pertes lors de la procédure de 

préparation d’échantillon. Expérimentalement, on compare un échantillon surchargé en 

stéroïde qui subit l’ensemble de la procédure à un autre échantillon où seule la matrice est 

préparée, et l’on surcharge en stéroïde (à la même concentration que le premier échantillon) 

juste avant l’analyse par LC-MS/MS. La comparaison des signaux obtenus pour les deux 

échantillons permet de déterminer le rendement de la procédure d’extraction. Les résultats de 

ce test pour des échantillons de furazabol-m à 10 ng/mL extraits avec TBME ou n-pentane 

sont présentés Figure 29. 

a.	

b.	
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Figure 29. Comparaison des signaux SRM observés pour des échantillons de furazabol-m à 

10 ng/mL avec surcharge en stéroïde extrait au TBME (a) après et (b) avant la procédure de 

préparation d’échantillon, et extrait au n-pentane (c) après et (d) avant la procédure 

d’extraction. 

 Si l’observation des transitions individuelles permet d’évaluer la qualité du signal, 

pour le calcul du rendement d’extraction il est plus pertinent de considérer l’ensemble du 

signal obtenu. Les intensités en compte d’ion total sont donc présentées dans le Tableau 10. 

Tableau 10. Intensité du signal d’échantillons de furazabol-m à 10 ng/mL surchargés avant 

ou après la procédure d’extraction. 

Solvant TBME n-pentane 

Surcharge Post-extraction Pré-extraction Post-extraction Pré-extraction 

Intensité (TIC) 1,13 x 104 1,26 x 104 1,42 x 104 1,21 x 104 

 

On obtient un rendement d’extraction de 111% pour le TBME et de 85% pour le n-

pentane. La valeur obtenue pour le n-pentane, qui est un solvant très sélectif, est très 

satisfaisante et l’observation des transitions montre que ce solvant peut être utilisé dans la 

procédure de préparation d’échantillon. Le rendement pour le TBME était attendu à une 

TBME	

n-pentane	

a.	

b.	

c.	

d.	
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valeur plus élevée que celle du n-pentane puisque le TBME est moins sélectif et récupère à la 

fois plus d’analyte mais aussi d’impuretés. Cependant une valeur supérieure à 100% est le 

signe d’une erreur expérimentale ou d’une fluctuation du signal du composé lors de l’analyse. 

Ce résultat confirme cependant que les pertes liées à la procédure de préparation d’échantillon 

sont faibles. Dans le cas du furazabol-m il est donc possible de choisir entre le TBME et le n-

pentane pour la LLE. 

4.2. Effet de matrice 

Comme il a été évoqué à plusieurs reprises dans les paragraphes précédents, une 

matrice complexe comme l’urine peut poser de nombreux problèmes lors d’une analyse à des 

concentrations faibles (analyte de l’ordre de plusieurs unités de ng/mL). On trouve dans 

l’urine un grand nombre de composés allant de la petite molécule organique aux protéines à 

des concentrations extrêmement variables. La haute sélectivité de la LC-MS/MS ne garantit 

pas l’élimination efficace des interférences liées aux impuretés endogènes. De ce fait, les 

analyses par ESI peuvent être affectées par des effets de suppression d’ionisation causés par la 

présence de la matrice. Ce phénomène est appelé « effet matrice » et peut être responsable de 

données erronées et non reproductibles.221  

Afin d’évaluer l’effet matrice sur la détection des stéroïdes d’intérêt, un protocole 

décrit dans la littérature a été appliqué.222 Un blanc d’urine a été préparé selon la méthode 

« SPE, hydrolyse et LLE » et injecté en LC. A l’aide d’un montage en « T » (cf : Schéma 28 

page 107), une solution de stéroïde introduite à l’aide d’une seringue rencontre le flux de la 

LC contenant l’échantillon d’urine. On obtient ainsi un signal où le composé est toujours 

présent et qui varie en fonction des impuretés présentes dans la matrice. Si la matrice ne 

contient aucune interférence, on aboutit donc à une ligne plate correspondant au signal de 

stéroïde étant détecté en continu. Toute déviation de cette ligne continue correspond à un 

composé de la matrice interférant avec les transitions du stéroïde étudié. Cette expérience a 

été réalisée avec le fluoxymestérone-m à 10 ng/mL dans la seringue et une extraction de 

l’urine avec TBME (Figure 30).  
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Figure 30. Chromatogramme TIC montrant l’effet de la matrice extraite au TBME sur le 

fluoxymestérone-m à 10 ng/mL. 

On observe des contaminations très abondantes à des temps de rétention de 5,50 min, 

7,25 min, 7,92 min, et 8,95 min. Ces signaux sont très intenses et montrent que des espèces 

présentes dans la matrice répondent aux transitions du fluoxymestérone-m. Cependant les 

temps de rétention observés pour ces interférences sont éloignés de celui du stéroïde et celles-

ci ne créent donc pas d’effet de suppression de signal lorsque le fluoxymestérone-m élue de la 

colonne (d’où le suivi en mode TIC). L’effet matrice est ici clairement visible mais ne pose de 

pas de problème pour l’analyse de ce composé. L’expérience est répétée avec la 6-oxo-

androsténendione à 10 ng/mL avec deux échantillons de la matrice : une fois extrait avec du 

TBME et l’autre avec du n-pentane (Figure 31). 

tr(fluoxy-m)	=	4,0	min	



 130 

 

Figure 31. Chromatogramme TIC montrant l’effet de la matrice extraite au (a) TBME et (b) 

n-pentane sur la 6-oxo-andronsténendione à 10 ng/mL. Les flèches indiquent les temps de 

rétention du signal dédoublé de la 6-oxo-androsténendione. 

 Le cas de la 6-oxo-androsténendione est intéressant puisqu’il apporte non seulement 

des informations sur l’effet matrice mais également sur l’influence du solvant d’extraction 

lors de l’étape de LLE. On peut voir que lorsque la matrice a été préparée et extraite avec le 

TBME, le signal observé est important ce qui dénote la présence de contaminants dans la 

matrice qui se fragmentent de manière identique au stéroïde, induisant du signal pour les 

transitions sélectionnées (Figure 31a). Il faut noter que ces interférences sont bien moins 

intenses que celles observées avec le fluoxymestérone-m. Un pic d’interférence matricielle 

important élue à 5,26 min soit quasiment en même temps que le premier pic de la 6-oxo lors 

de l’extraction TBME. Cela pose problème puisque la présence de ce contaminant peut 

induire une suppression de l’ionisation du stéroïde et réduire son signal, donc la sensibilité de 

la méthode. Si l’on s’intéresse au chromatogramme obtenu avec la matrice extraite au n-

pentane (Figure 31b), on voit que le signal est très homogène (la représentation est normalisée 

ce qui peut induire en erreur mais un compte d’ion total (Total Ion Count, TIC) de 323 

correspond essentiellement à du bruit de fond) et que la matrice ne créé pas d’interférences 

avec la détection du stéroïde. Cela prouve encore une fois la sélectivité du n-pentane qui, 

tr(6-oxo)	=	5,30	et	5,60	min	

a.	

b.	
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lorsqu’il peut être utilisé, produit des échantillons beaucoup plus propres. Comme la 6-oxo-

androsténendione est extraite avec le n-pentane elle ne subit pas non plus d’effet matrice. 

Enfin la même procédure a été répétée pour le furazabol-m à 10 ng/mL. Deux 

échantillons de matrice sont extraits respectivement avec TBME et n-pentane pour l’injection 

en LC (Figure 32). 

 

Figure 32. Chromatogrammes montrant l’effet de la matrice extraite au (a) TBME et (b) n-

pentane sur le furazabol-m à 10 ng/mL. 

 On voit que la matrice a un effet prononcé sur la réponse du furazabol-m avec un 

grand nombre de pics d’interférences sur les chromatogrammes. Les profils sont très 

similaires que l’extraction soit réalisée avec le TBME ou le n-pentane, cependant on peut 

noter que le pic de contamination coïncidant avec le temps d’élution du stéroïde (8,49 min) 

est plus faible dans le cas du n-pentane. Ce solvant est donc plus adapté lors de l’étape de 

LLE pour réduire l’effet matrice lors des analyses du furazabol-m. Il est à noter que 

l’interférence éluant à 9,41 min est généralement observée dans la transition Q0 du composé 

mais que celui-ci donne un signal assez intense pour compenser l’effet matrice. 

TBME	

n-pentane	

tr(furazabol-m)	=	8,45min	

a.	

b.	
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Ces expériences montrent que la méthode employée au niveau de la préparation 

d’échantillon et le choix des transitions SRM permettent d’éviter des effets indésirables liés à 

la présence d’une matrice complexe. Cet avantage est également le résultat de l’utilisation de 

l’ESI en mode négatif qui ionise plus difficilement les molécules et aboutit à un bruit de fond 

souvent moins élevé qu’en mode positif. 

4.3. Détermination de la « capacité d’identification » 

La capacité d’identification est définie comme la combinaison du temps de rétention et 

des abondances relatives pour un stéroïde donné analysé avec la méthode à valider. Ces 

facteurs sont caractéristiques de l’identité du stéroïde et la méthode doit donc permettre 

d’obtenir les mêmes valeurs pour chacun d’entre eux d’une analyse à l’autre. Pour tester la 

reproductibilité des résultats obtenus, 20 échantillons contenant 15 ng/mL de furazabol-m 

sont préparés à partir d’urines de densités variables, représentant la distribution statistique 

trouvée naturellement chez l’humain. Les densités sont comprises entre 1,002 et 1, 029. Sur 

les 20 urines analysées, 18 d’entre elles ont donné des résultats exploitables. Les deux autres 

ont une transition qui n’a pas donné de signal, empêchant les données de ces échantillons 

d’être significatives. 

Répétabilité du temps de rétention chromatographique 

 La tolérance fixée par l’AMA pour les temps de rétention est de ±2% ou ±0,1 min (le 

plus petit des deux). L’analyse des données obtenues pour les 18 échantillons montre une 

variation des tr entre 8,40 min et 8,49 min avec une moyenne de 8,45 min (cf : Tableau 17 

Annexe I page 159). En appliquant la fourchette définie par l’AMA, on obtient une limite 

inférieure de 8,35 min et une limite supérieure de 8,55 min. Tous les tr sont donc bien inclus 

dans la tolérance fixée. Le coefficient de variation est de 0,3 % pour cette expérience. La 

répétabilité du temps de rétention pour le furazabol-m est donc validée. 

Intensités relatives des transitions SRM 

 Un des critères d’identification d’un stéroïde en contrôle antidopage est la stabilité des 

intensités relatives entre les différents ions obtenus par fragmentation. On compare l’intensité 

relative des ions à partir de la transition la plus intense, dans ce cas 365 > 345. Les tolérances 

fixées par l’AMA sont présentées dans le Tableau 11. 
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Tableau 11. Tolérances fixées par l’AMA pour les intensités relatives des transitions SRM en 

validation de méthode.223 

 

La première transition étudiée est 345 > 313. Les valeurs obtenues sont comprises 

entre 6,4 et 11,1 % et l’intensité relative moyenne de 9,2 % par rapport à 365 > 345. 

L’application de la tolérance de l’AMA (5 % en absolu) conduit à une fourchette comprise 

entre 4,2 et 14,2 %. Une nouvelle fois les valeurs expérimentales sont donc bien incluses dans 

les limites de validation. Pour la seconde transition 365 > 329, les résultats obtenus sont 

également conformes avec une moyenne à 4,1 % de l’intensité de la transition la plus intense. 

L’ensemble des données obtenues peut être consulté Tableau 18 Annexe I page 159.  

Déviation standard relative de l’abondance 

Le dernier paramètre étudié pour la capacité d’identification est le coefficient de 

variation de l’abondance des ions fragments. Les valeurs sont de 34 % (m/z 354), 42 % (m/z 

313) et 40 % (m/z 329). Bien qu’il n’existe pas de tolérance définie pour ce critère, il est 

généralement accepté qu’une déviation standard relative de 20 % est acceptable pour une 

validation. On voit donc que les valeurs obtenues ici sont assez élevées et traduisent une 

variation importante du signal d’un échantillon à un autre. Cependant la stabilité des intensités 

relatives des transitions et le fait que les 18 échantillons ont permis d’identifier le composé 

montrent tout de même l’applicabilité de cette méthode pour la capacité d’identification. 

4.3. Calcul de la limite de décision CC 

Plusieurs méthodes statistiques existent pour évaluer de la sensibilité d’une méthode 

analytique. Le choix s’est porté sur la détermination de la limite de décision, CC, qui 

détermine le niveau de concentration le plus bas auquel la méthode peut distinguer avec une 

certitude 1- égale à 99% si une substance est présente dans un échantillon.224 La valeur est 

prise égale à 1% et représente la probabilité de faux « non-conformes » ou « faux positif ». 

Un faux positif est lorsqu’on obtient un signal pour un composé qui n’est pas présent dans 

l’échantillon, à cause d’interférences de la matrice par exemple. Concrètement,  = 1% veut 

Abondance relative

>50% 10 absolue

25 - 50 20 relatif

1 - 25 5 absolue

Tolérance (%)

Tolérance AMA
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dire qu’à la concentration CC trouvée, il y a statistiquement 99% de confiance que le 

stéroïde est détecté si présent dans l’échantillon. Expérimentalement, cette valeur est 

déterminée par l’analyse de 20 témoins négatifs (urine) et une gamme d’étalonnage du 

stéroïde effectuée selon 0 fois, 0,5 fois, 1 fois, 1,5 fois, 2 fois et 2,5 fois la MRPL pour le 

composé en question (dans ce cas 5 ng/mL). Le test est réalisé avec le furazabol-m avec une 

gamme d’étalonnage à 2,5 ; 5 ; 7,5 ; 10 ; et 15 ng/mL. 

Traitement des données 

Pour chaque échantillon d’urine analysé, un bruit de fond moyen statistique est calculé 

sur une plage temporelle correspondant à 3 fois la largeur du pic de l’analye à sa base (une 

largeur de pic avant et une après). Cette opération est effectuée 3 fois pour les 20 urine : une 

fois pour chaque transition SRM, car elles donnent chacune un bruit de fond différent. On 

relève ensuite les abondances de chaque transition SRM du composé pour toutes les 

concentrations de la gamme d’étalonnage. Ces résultats sont entrés dans une feuille de calcul 

qui permet d’établir les valeurs de CC, ainsi que la linéarité de la réponse pour chaque 

transition du composé. Les transitions obtenues pour la gamme d’étalonnage (Figure 33) ont 

révélé que l’échantillon à 2,5 ng/mL n’a pas donné de signal (non-inclus dans la figure). Aux 

autres concentrations, le stéroïde donne une réponse élevée pour l’ensemble de ses transitions. 

On note un léger décalage du temps de rétention lors de ces analyses, en comparaison de celui 

normalement observé (8,45 minutes). L’étalon en solvant analysé avant ces tests présente 

également cette caractéristique, et l’on peut donc exclure un mauvais rééquilibrage de la 

colonne entre chaque échantillon. 
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Figure 33. Transitions SRM des échantillons de furazabol-m pour la gamme d’étalonnage 

servant au calcul des CC analysés par LC-MS/MS avec la méthode de chromatographie 

présentée en Annexe D Tableau 15. 

Résultats 

Les bruits de fond statistiques pour les 3 transitions obtenus avec les 20 échantillons 

d’urine sont compilés dans le Tableau 12. 
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Tableau 12. Données expérimentales et calcul pour la détermination du CC pour les 

transitions SRM du furazabol-m. FR = facteur de réponse. 

 

 Plusieurs remarques peuvent être tirées de ces données. Tout d’abord il faut noter que 

le calcul des valeurs de CC tient normalement compte de la réponse du standard interne 

présent dans les échantillons. Dans le cas de cette analyse, les résultats obtenus pour 

l’épitestostérone-d3 n’ont pas permis de reporter les abondances de ce composé. Les calculs 

ont donc été effectués en prenant une valeur de 1 pour la réponse du SI (i.e. il n’est pas pris en 

compte). Si l’on s’intéresse aux valeurs obtenues, on peut remarquer que la transition 365 > 

345 est celle qui donne à la fois le meilleur signal pour le furazabol-m, mais aussi le plus de 

bruit de fond, notamment à cause de la présence d’un important pic de contamination à 9,4 

mon (déjà observé lors des expériences d’effet matrice). Pour cette raison on obtient le CC 

le plus élevé des 3 transitions avec une valeur de 4,38 ng/mL. Cela reste une très bonne 

performance qui est conforme au signal observé pour les transitions SRM à 5 ng/mL (Figure 

33). Pour les deux autres transitions, les CC sont beaucoup plus bas bien que le signal du 

composé le soit également. Cela est dû au très faible bruit de fond relevé dans les échantillons 

matrices, et ne sont pas représentatifs des LODs réelles. Cela est prouvé par le fait qu’aucun 

signal n’est obtenu pour l’échantillon de la gamme d’étalonnage à 2,5 ng/mL. 

densité  Bruit FR  Bruit FR  Bruit FR

U1 1,002 281 281,0500 51 50,7000 86 86,35000

U2 1,006 860 859,5000 60 60,4000 114 114,00000

U3 1,010 524 523,9500 79 78,5000 89 88,55000

U4 1,011 410 409,5000 98 98,0200 122 122,10000

U5 1,012 331 330,5000 47 47,4000 42 42,30000

U6 1,013 2 447 2447,1000 64 63,6900 127 126,75000

U7 1,014 563 562,5000 46 45,7500 96 96,00000

U8 1,016 1 165 1165,2200 33 33,2000 225 224,80000

U9 1,017 2 150 2149,8500 72 71,7500 141 141,00000

U10 1,019 795 794,7500 78 78,2400 91 90,50000

U11 1,020 3 800 3800,0000 107 106,5000 124 124,20000

U12 1,021 1 254 1254,4000 102 102,1500 136 136,40000

U13 1,021 3 125 3124,5500 87 86,5000 73 73,35000

U14 1,022 4 553 4553,3500 131 130,8000 137 136,80000

U15 1,023 9 595 9595,0000 97 96,8000 262 261,75000

U16 1,024 1 737 1737,0000 68 67,6000 51 51,45000

U17 1,026 3 720 3720,2000 103 103,2000 120 119,66000

U18 1,027 8 730 8729,5500 87 86,9000 397 396,80000

U19 1,027 12 475 12475,4000 60 60,0300 327 327,24000

U20 1,029 662 662,2000 71 70,5000 112 112,22000

Moyenne du bruit : FR(µN) 2958,77850 76,93150 143,61100

Ecart type du bruit : sN 3455,79042 24,57128 90,93952

Resultat du calcul de CCa : CCa = 4,38 ng/mL 0,28 ng/mL 2,41 ng/mL

epitesto-d3 365 > 329

ion du SI ?

1

1

1

1

1

1

1

345 > 313

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

365 > 345
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 La linéarité de la réponse du signal est également un facteur important pour la 

validation de la méthode, et les données obtenues ont permis d’évaluer ce facteur (Figure 34). 

 

 

 

Figure 34. Linéarité de la réponse du furazabol-m pour la gamme d’étalonnage étudiée. 
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 On voit sur  les tracés du facteur de réponse du stéroïde en fonction de la concentration 

de surchage dans l’échantillon que la réponse est linéaire pour l’ensemble des transitions (R2 

> 0,9). Il peut néanmoins être notée que la linéarité diminue avec l’intensité du signal de la 

transition : la transition 365 > 329 est celle qui a les facteurs de réponse les plus faibles, et elle 

a également le coefficient de corrélation le plus bas. 

Cette étude de 20 matrices et de la gamme d’étalonnage a permis de mettre en lumière 

les bonnes performances de la méthode pour l’analyse du furazabol-m, tant au niveau des 

limites de détection que de la linéarité de la réponse du composé en fonction de la 

concentration. Le manque de données du standard interne est à prendre en compte et il faut 

mettre en perspective ces résultats. Néanmoins, on voit ici une des forces de l’utilisation du 

mode négatif de l’ESI : bien que le signal pour l’analyte soit plus faible qu’il ne pourrait l’être 

en positif, l’efficacité d’ionisation plus faible de ce mode permet également de réduire 

considérablement le bruit de fond et de garder des rapports signal-sur-bruit très bons jusqu’à 

des concentrations basses. 

5. Conclusions de l’étude 

Les résultats obtenus au cours de ce doctorat montrent que l’attachement anionique est 

un bon candidat pour répondre aux problématiques posées par l’analyse des stéroïdes en 

contrôle antidopage. L’utilisation du fluorure d’ammonium dans la phase mobile en LC-

MS/MS offre non seulement une solution pour ioniser ces composés faiblement acides ou 

basiques en ESI négatif, mais permet également d’obtenir des voies de fragmentations 

aboutissant à la caractérisation des analytes. 

Nous avons vu que la méthode de confirmation basée sur l’attachement anionique est 

applicable dans les conditions standards de contrôle antidopage : les techniques de préparation 

d’échantillons sont utilisées en routine à l’AFLD et la méthode a été développée sur les 

instruments déjà présents au laboratoire. A l’exception du fluorure d’ammonium, tous les 

autres produits utilisés proviennent également de l’AFLD. L’ajout de l’anion se fait lors de la 

préparation de la phase mobile de LC et n’augmente pas la durée du processus analytique. 

Nous voyons donc que la mise en place de cette méthode est facile et peut tout à fait s’intégrer 

dans les stratégies analytiques des laboratoires antidopage. 

En ce qui concerne les performances de la méthode, il a été démontré que 

l’attachement anionique a permis de réduire les LODs obtenues pour les composés les plus 
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difficiles (comme le furazabol-m), bien que les valeurs puissent être encore améliorées pour 

être totalement conformes aux exigences définies par l’AMA. Cependant, les autres 

paramètres de validation de méthode qui ont été testés ont tous été respectés pour les 

composés étudiés (fluoxymestérone-m, 6-oxo-androstènendione et furazabol-m), qu’il 

s’agisse du rendement d’extraction, de l’effet matrice, de la répétabilité des temps de rétention 

et intensités relatives des transitions SRM. Des améliorations sont cependant nécessaires, 

notamment sur le nombre de stéroïdes validés pour cette méthode. L’optimisation de certains 

paramètres plus fin qui n’ont pas pu être explorés ici (par exemple le pH de la phase mobile 

de LC) pourrait également conduire à une augmentation de la sensibilité de la méthode afin 

d’atteindre les MRPL et LODs imposées par l’AMA. 

En conclusion, l’attachement anionique est une technique prometteuse pour l’analyse 

des SAA en contrôle antidopage, qui a déjà fait ses preuves sur certains composés et peut 

aboutir à une alternative robuste pour les molécules s’ionisant mal en LC-MS/MS avec 

quelques développements supplémentaires. 
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 Les travaux de ce doctorat ont mis en lumière plusieurs aspects de l’attachement 

anionique en spectrométrie de masse ESI négatif.  

 

L’étude fondamentale de ce phénomène a été effectuée dans un premier temps afin de 

mieux appréhender les considérations de régiosélectivité lorsqu’un anion est mis en mélange 

avec un stéroïde bifonctionnel. Des études précédentes ont montré que l’utilisation de fluorure 

et d’acétate conduisait à des décompositions régiospécifiques de la pregnénolone, prouvant 

ainsi que selon l’anion utilisé le site d’attachement sur l’analyte n’était pas le même. Le 

fluorure s’attache sélectivement sur les protons portés par le cycle D du stéroïde (groupement 

cétone), alors que l’acétate vient interagir préférentiellement avec les protons du cycle A 

(groupement hydroxyle). Nous avons sélectionné un stéroïde bifonctionnel (la pregnénolone 

réduite) qui possède deux groupements chimiques identiques de type hydroxyle. Le choix de 

ce composé traduit la volonté d’étudier le comportement de l’attachement anionique lorsque 

les sites d’attachement ont des valeurs d’acidité en phase gazeuse distinctes mais proches. La 

décomposition CID de la pregnénolone réduite et de son analogue quadruplement deutéré a 

produit des résultats intéressants avec l’obtention de fragments spécifiques à la pregnénolone 

réduite qui ne sont pas observé lors de la fragmentation de la pregnénolone. L’analyse des 

résultats du composé deutéré en mélange avec le fluorure a révélé que certains fragments 

découlaient d’une déprotonation du cycle D du stéroïde (où les atomes de deutérium sont 

localisés), avec l’intégration de deutérium dans les fragments. Au contraire, certains ions 

fragments ne comportent aucun atome de deutérium, indiquant que leur décomposition a pour 

origine le cycle A. Le fluorure s’attache donc de manière non-sélective au cycle A ou D de la 

pregnénolone réduite, montrant qu’un certain différentiel entre les valeurs de GA des groupes 

fonctionnels est nécessaire pour que l’attachement soit régiosélectif. 

 

 Des calculs théoriques d’acidité en phase gazeuse sont venus renforcer ces 

considérations expérimentales. En effet, les valeurs obtenues ont permis de conclure que dans 

le cas de la pregnénolone, le fluorure s’attache sur le site portant le proton le plus labile, c’est 

à dire celui en position  du groupe cétone. Dans le cas de la pregnénolone réduite et de la 5-

-prégnane, les modifications structurelles de ces composés induisent une « uniformisation » 

des valeurs de GA pour les groupes fonctionnels et les différences ne sont pas assez grandes 

pour provoquer une régiosélectivité de l’attachement anionique. Pour valide l’hypothèse que 

le fluorure et l’acétate s’attachent sur deux sites différents, nous avons essayé de produire une 

espèce où les deux anions sont présents simultanément, mais sans succès. 
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Par la suite, une étude de l’applicabilité de l’attachement anionique pour 

l’amélioration de la détection des stéroïdes anabolisants androgènes en contrôle antidopage a 

été effectuée en collaboration avec l’AFLD. Une liste de SAA présentant des difficultés 

d’ionisation en LC-MS/MS a été sélectionnée pour évaluer l’apport de l’attachement 

anionique pour la détection de ces composés difficiles. Les analyses préliminaires ont révélé 

que parmi les anions testés, le fluorure présente les meilleures performances pour la plus 

grande variété de composés, bien que l’hydrogénocarbonate ait montré de bons résultats pour 

quelques stéroïdes. Dans le but de développer une méthode globale et applicable pour une 

majorité de SAA le fluorure a donc été choisi comme candidat pour tous les tests postérieurs. 

 

Les premières expériences de LOD instrumentale ont révélé l’intérêt de l’ajout d’anion 

dans les solutions d’échantillons, comme montré par les LOD obtenues en ESI- et F- qui sont 

au moins égale (ou plus basses) que celles obtenues en ESI+ et ESI- sans additif pour les 

mêmes composés, qu’ils présentent des difficultés d’ionisation ou non. Ces expériences ont 

également permis d’observer que l’acidité du stéroïde étudié influe sur l’espèce 

majoritairement formée : les composés faiblement acides (pour le fluoxymestérone-m) se 

déprotonent plus facilement et l’espèce [M-H]- est abondante. Au contraire, pour les stéroïdes 

très peu acides, l’ajout du fluorure permet d’ioniser le composé via la formation d’un adduit 

[M+F]- où le proton reste partagé entre la molécule et l’anion. 

 

Chaque stéroïde de la liste a été étudié en MS et MS/MS afin de définir les conditions 

optimales de cône de désolvatation et d’énergie de collision pour maximiser les signaux 

obtenus. Ces valeurs ont permis la création d’une méthode SRM basée sur des transitions 

intenses et spécifiques pour chaque stéroïde. La suite de l’optimisation s’est ensuite portée sur  

les paramètres expérimentaux de la méthode LC-MS/MS : gradient LC, méthode de 

préparation d’échantillons, ajout et concentration de l’anion. Il a été montré que les meilleures 

performances sont obtenues lorsque le fluorure est présent dans les solvants de la phase 

mobile à 0,1 mM (et c’est également la configuration la plus facile à mettre en place 

expérimentalement).  

 

Enfin, des tests de validation de méthode ont été conduits pour le furazabol-m, un 

composé particulièrement difficile à ioniser. Le rendement d’extraction de la procédure de 

préparation d’échantillons est élevé et montre que les solvants/procédures choisis pour la SPE 

et la LLE sont adaptés et spécifiques. L’évaluation de l’effet matrice a cependant révélé que 

les contaminants présents naturellement dans l’urine ne sont pas purifiés en totalité par les 
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extractions et peuvent perturber l’ionisation des analytes. Pour les 3 composés étudiés 

(furazabol-m, fluoxymestérone-m, et 6-oxo-androsténendione), les résultats montrent que 

l’effet matrice n’est pas prépondérant aux temps d’élution visés. Les expériences de capacité 

d’identification réalisées ont montré que la méthode développée est reproductible pour le 

temps de rétention et les intensités relatives des transitions SRM d’un échantillon à l’autre. 

Enfin, la détermination du CC pour les 3 transitions du furazabol-m a conduit à des valeurs 

inférieures à 5 ng/mL, même en prenant en compte un important pic d’interférence 

matricielle. De manière générale les expériences de validation, bien que partiellement 

incomplètes du fait de l’absence de résultats pour le standard interne, montrent la robustesse 

de la méthode et ouvrent des perspectives très intéressantes pour l’application de 

l’attachement anionique pour la détection des stéroïdes difficilement ionisables en LC-

MS/MS. 

 

En conclusion, l’attachement anionique se présente comme à la fois comme un 

phénomène fondamental intéressant permettant de déclencher des décompositions 

régiospécifiques sur des composés bifonctionnels, mais a également un intérêt applicatif dans 

sa capacité à ioniser des composés pas ou peu acides. Cette propriété en fait un bon candidat 

pour la détection des stéroïdes en LC-MS/MS pour le contrôle antidopage, et peut avec 

quelques développements supplémentaires, devenir une méthode alternative de choix pour les 

composés ne répondant pas aux méthodes classiques utilisées en confirmation. 
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Annexe A : Description des composés utilisés 

Solvants 

Tous les solvants utilisés pour ces travaux sont de qualité HPLC ou supérieure. Le 

méthanol utilisé au CSOB provient de Sigma-Aldrich ; celui de l’AFLD est acheté chez 

Biosolve ou VWR. Le n-pentane et TBME proviennent de la société Biosolve. L’eau 

ultrapure (H2O milli-Q) à résistance de 18,2 M est produite par un système Integral 10 

commercialisé par Millipore. 

Stéroïdes 

La prégnenolone et 5--prégnane-3,20-diol ont été achetées chez Sigma-Aldrich. 

La d4-17,21,21,21-prégnenolone deutérée a été obtenue de Cambridge Isotopes. 

Tous les autres stéroïdes utilisés ont été achetés par l’AFLD, et sont livrés avec un 

certificat d’analyse confirmant la structure et la pureté du composé. Les stéroïdes sont 

conservés sous forme de solution mère dans du méthanol ou de l’éthanol à -20°C. Les 

composés étudiés sont les suivants :  

 17β-hydroxy-5α-androst-1-en-3-one (1-testostérone),  

 17β-4,17-dihydroxy-17-méthylandrost-4-en-3-one (oxymestérone),  

 1-méthylène-5-androstan-3-ol-17-one (métabolite de la méténolone),  

 7,17-diméthyl-5-androstan-317-diol (métabolite de la bolastérone),  

 6-hydroxy-fluoxymestérone (métabolite de la fluoxymestérone),  

 17α-méthyl-5α-androsta-2,3-furazan-17β-ol (furazabol),  

 16-hydroxy-furazabol (métabolite du furazabol),  

 13-éthyl-17-hydroxy-18,19-dinorpregn-4-en-3-one (norboléthone),  

 13,17-diéthyl-5-gonane-3,17-diol (métabolite de la norbolethone),  

 7β,17α-diméthyltestostérone (calustérone) 

 7,17-diméthyl-5-androstan-3,17-diol (métabolite de la calustérone),  

 4-chloro-6,17-dihydroxy-17-méthyl-androsta-1,4-dièn-3-one (métabolite du 

turinabol),  

 d3-epitestostérone, d4-5α-Androstan-3α-ol-17-one (d4-adrostérone),  

 androst-4-ène-3,6,17-trione (6-oxo-androsténendione). 
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Autres produits 
 

Tous les produits utilisés sont de qualité analytique ou plus pure (méthanol absolu). Le 

fluorure d’ammonium (NH4F), l’acétate d’ammonium (NH4CH3COO), l’acide chlorhydrique 

(HCl), l’hydroxyde d’ammonium (NH4OH), et l’hydroborure de sodium (NaBH4) ont été 

achetés chez Sigma-Aldrich. 

L’enzyme -glucuronidase (E.Coli) est achetée chez Roche Applied Science. 

 

Annexe B : Procédure de préparation d’un échantillon en solvant de 6-

oxo-androsténendione à 10 g/mL pour introduction par HPLC 

 Prélèvement de 40 L de la solution diluée à 10 g/mL et introduction dans un tube à 

essai 13x75 mm 

 Si l’anion n’est pas présent dans la phase mobile, ajout de 10 L de 200 mM NH4F 

 Evaporation dans un bain à sec avec soufflettes à azote jusqu’à séchage complet 

 Reprise du résidu dans 150 L de MeOH/H2O 70/30 

 Agitation par vortex 

 Transfert dans un flacon 

 

Annexe C : Détails expérimentaux des procédures de préparation 

d’échantillons 

« Hydrolyse et SPE » 

 Introduction de 4 mL d’urine dans un tube à essai 16x100 mm 

 Ajout de 10 L d’épitestostérone-d3 (standard interne) 

 Ajout de la surcharge de stéroïde à la concentration désirée 

 Mise à pH = 7 en utilisant du papier pH 0-14 et des solutions diluées de K2CO3 et 

CH3COOH 

 Ajout de 1 mL de tampon pH = 6,5 

 Ajout de 2 gouttes de l’enzyme -glucuronidase 
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 Incubation à 55°C pendant 60 minutes (hydrolyse) 

 Retour des échantillons à température ambiante 

 Ajout de 100 L de tampon pH = 11 

 Mise à pH = 9 avec du papier pH 7-14 et des solutions diluées de K2CO3 et 

CH3COOH 

 Centrifugation à 4000 tr/min pendant 5 minutes 

 Transfert du surnageant (4 mL) dans un tube à essai 12x100 mm 

 Extraction par SPE sur Gilson ASPEC avec la méthode LCH (Tableau 13a) 

 Evaporation à sec à l’azote dans un bain à sec à 60°C à soufflettes 

 Reconstitution dans 150L de phase mobile LC à t = 0 

 Conditionnement dans des flacons polypropylène 200L à sertir 

Tout ajout est suivi d’une agitation par vortex pendant au moins 2 secondes. 

« Hydrolyse et LLE » 

 Comme précédemment, l’ajout de toute substance dans l’échantillon est suivi par une 

agitation par vortex. 

 Prise d’essai de 4 mL d’urine dans un tube à essai 13x100 mm 

 Ajout du standard interne à la concentration souhaitée 

 Ajout de la surcharge de stéroïde à la concentration souhaitée 

 Ajustement à pH = 7 avec du papier pH 7-14 et des solutions diluées de K2CO3 et 

CH3COOH 

 Ajout de 1 mL de tampon pH = 6,5 

 Ajout de 2 gouttes de l’enzyme -glucuronidase 

 Incubation à 55°C pendant 60 minutes (hydrolyse) 

 Ajout de 100 L de tampon pH = 11 

 Mise à pH = 9 avec du papier pH 7-14 et des solutions diluées de K2CO3 et 

CH3COOH 

 Ajout de 3 mL de TBME  

 Extraction pendant 10 minutes par rolling 

 Centrifugation à 4000 tr/min pendant  5 minutes 

 Récupération de la phase organique grâce à une pipette pasteur et transfert dans un 

tube à essai 13x100 
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 Seconde extraction, récupération de la phase organique et regroupement avec la 

première obtenue. 

 Evaporation à sec jusqu’à séchage complet 

 Reprise dans 150 L de phase mobile (composition initiale du gradient) 

 Centrifugation à 4000 tr/min pendant 1 minute 

 Transfert des 150 L dans un filtre à centrifuger 

 Centrifugation à 4000 tr/min pendant 1 minute 

 Conditionnement en flacon pour injection 

« SPE, hydrolyse et LLE » 

 Prise d’essai de 4 mL d’urine dans un tube à essai 13x100 mm 

 Ajout du standard interne à la concentration souhaitée 

 Ajout de la surcharge de stéroïde à la concentration souhaitée 

 Centrifugation à 4000 tr/min pendant 5 minutes 

 Transfert du surnageant dans un tube à essai 13x100 

 Extraction par SPE sur Gilson ASPEC avec la méthode I-EX-05C (Tableau 13b), 

récupération dans un tube à vis 13x100 mm 

 Evaporation jusqu’à séchage complet dans un bain à sec à 60°C sous soufflettes 

d’azote 

 Ajout de 1 mL de tampon pH = 6,5 

 Ajout de 2 gouttes de -glucuronidase 

 Incubation à 55°C pendant 60 minutes (hydrolyse) 

 Retour à température ambiante 

 Ajout de 100 L de tampon pH = 11 

 Mise à pH = 9 avec du papier pH 7-14 et des solutions diluées de K2CO3 et 

CH3COOH 

 Ajout de 4 mL du solvant d’extraction dans le tube (TBME ou n-pentane selon le 

stéroïde à analyser) 

 Extraction pendant 10 minutes (rolling) 

 Centrifugation à 4000 tr/min pendant 2 minutes 

 Récupération de la phase organique à l’aide d’une pipette pasteur dans un tube 13x75 

 Evaporation jusqu’à séchage complet 

 Reconstitution dans 150 L de phase mobile LC (composition initiale du gradient) 
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 Centrifugation pendant 1 minute à 4000 tr/min 

 Transfert dans un filtre individuel à centrifuger 

 Centrifugation 1 minute à 4000 tr/min 

 Conditionnement en viale 200 L à sertir 

Programmes SPE sur les machines ASPEC 

Deux méthodes SPE ont été utilisées pour la préparation des stéroïdes en urine : 

« LCH » et « I-Ex-05C ». 

Tableau 13. Détail des étapes effectuées lors de la SPE sur Gilson ASPEC avec la 

méthode (a) « LCH » et (b) « I-Ex-05C ». Les cartouches contiennent une phase stationnaire 

C18. 

a. 

Etape Solvant/Fluide Volume/Temps Débit (mL/min) 

Rinçage aiguille Eau ultra pure 2 mL 20 

Conditionnement cartouche Méthanol 2 mL 4 

Conditionnement cartouche Eau ultra pure 2 mL 8 

Dépôt de l’échantillon Echantillon 5,5 mL 2 

Rinçage aiguille Eau ultra pure 6 mL 20 

Rinçage cartouche 
Mélange eau/méthanol 

90/10 (v/v) 
2 mL 4 

Séchage Azote 3 min  

Rinçage cartouche Cyclohexane 3 mL 6 

Séchage Azote 2 min  

Elution TBME 6 mL 3 
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b. 

Etape Solvant/Fluide Volume/Temps Débit (mL/min) 

Rinçage aiguille Eau ultra pure 2 x 2 mL 40 

Conditionnement cartouche Ethanol 3 mL 4 

Conditionnement cartouche Eau ultra pure 3 mL 8 

Dépôt de l’échantillon Echantillon 4,5 mL 2 

Rinçage cartouche Eau ultra pure 4 mL 4 

Séchage Azote 3 min  

Rinçage cartouche Cyclohexane 4 mL 2 

Elution Ethanol 2 mL 3 

Elution Ethanol 2 mL 3 

Rinçage aiguille Ethanol 2 x 2 mL 6 

 

Annexe D : Détails expérimentaux de LC 

Caractéristiques des colonnes utilisées 

Tableau 14. Caractéristiques des colonnes LC. 

 Zorbax SB-C8 Zorbax Eclipse XDB C8 

Type de phase Inverse (C8) Inverse (C8) 

Dimensions 2,1x100 mm 4,6x150 mm 

Granulométrie 1,8 m 5 m 

Plateaux théoriques 17998 9000 

Sélectivité 1,52 1,58 – 1,66 

K’ 2,84 0,97 

Les valeurs de plateaux théoriques, de K’ et la sélectivité sont basées sur un test de 

performance fourni par le constructeur. Elles sont données dans un but de comparaison des 

performances des deux colonnes, les valeurs absolues ne s’appliquant pas aux expériences 

réalisées dans ces travaux. 
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Gradients optimisés de LC 

Tableau 15. Gradient d’eau (A) et de méthanol (B) pour la séparation des stéroïdes en LC-

MS/MS. Le débit utilisé est de 0,4 mL/min. 

Zorbax SB-C8 Zorbax Eclipse XDB C8 

Temps (min) %A %B Temps (min) %A %B 

0 50 50 0 30 70 

7 35 65 3 20 80 

9 15 85 12 0 100 

10 0 100 13 0 100 

11 50 50 14 30 70 

13 50 50 17 30 70 

 

Les lignes sur fond gris correspondent au rinçage et à l’équilibrage de la colonne et 

sont des étapes nécessaires lors de l’analyse de plusieurs échantillons à la suite dans une 

même séquence. 

 

 

Annexe E : Procédure de réduction de la d4-prégnénolone 

La réaction qui permet de réduire le groupe cétone de la prégnénolone-d4 en hydroxyle 

a été effectuée selon la méthode décrite dans une publication par Stastna et al.225 La procédure 

est la suivante : la prégnénolone-d4 solide (16,7 mg, 52 µmol) est placée dans un tube de 

polypropylène de 1,5 mL et dissoute dans 0,85 mL d’un mélange 2 :1 (v/v) MeOH/THF. Le 

mélange est agité par vortex jusqu’à dissolution complète du composé. On ajoute ensuite 1,9 

mg de NaBH4, ce qui provoque immédiatement un dégagement gazeux. Le mélange 

réactionnel est agité à température ambiante par vortex pendant 10 minutes. La réaction est 

quenchée par l’ajout de 3,5 L de solution aqueuse de HCl à 5 %, provoquant à nouveau un 

dégagement gazeux. Lorsque celui-ci s’arrête, cela marque la fin de la réaction. On obtient 

une concentration finale du stéroïde réduit de 61,0 mM. L’analyse de la solution est effectuée 

sans purification supplémentaire. 
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Annexe F : Paramètres pour les calculs théoriques d’acidité en phase 

gazeuse 

Les calculs ont été effectués en utilisant les programmes GAUSSIAN 09.226 L’optimisation de 

la géométrie est réalisée avec la fonction B3LYP227,228 couplée à la base de valence séparée 

Def2-SVP.229 Les energies ponctuelles sont obtenues par l’emploi de la même base 

fonctionnelle Def2-TZVP. Le protocole mis en place par Ho and Coote230 a été employé pour 

le calcul des acidités en phase gazeuse des steroïdes. La précision de l’approche informatique 

est évaluée par la comparaison des GA calculées pour certaines molécules sélectionnées avec 

les valeurs expérimentales trouvées dans la littérature. Les données sont présentées dans le 

Tableau 13. L’accord entre l’expérience et la théorie est très bon : les GA calculées montrent 

une déviation standard d’environ 5 kJ/mol. 

Tableau 16. Acidités en phase gazeuse (kcal/mol) calculées et expérimentales de molécules 

sélectionnées. 

 Acidité en phase gazeuse (kcal/mol) 
 Calculéa Expérimentalb 
Acide acétique 341,4 341,1 
4-méthyl-Benzèneméthanol 362,8 363,9 
2,4-diméthyl-3-Pentanol 364,1 364,1 
2,2-diméthyl-1-Propanol 366,7 366,0 
Alcool ipropylique 370,6 368,7 
Phénol 342,0 342,3 
Acide propanoïque 339,9 340,4 
Alcool vinylique 348,6 359,0 
Propen-2-ol 349,3 361,9 
Alcool 4-méthyl-
Phénylméthylique 362,5 363,1 

Alcool Phénylmethylique 362,0 363,4 
t-butyl 365,2 365,3 
Cycloheptane 369,0 366,1 
n-propanol 370,8 369,4 
t-butanol 369,5 368,1 
1,3-Benzènediol 340,9 339,8 
4-Isopropylphénol 339,5 340,0 

a Obtenu au niveau B3LYP/Def2-TZVP//B3LYP/Def2-SVP de théorie. 
b Obtenu du NIST (P.J. Linstrom and W.G. Mallard, Eds., NIST Chemistry 
WebBook, NIST Standard Reference Database Number 69, National 
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg MD, 20899, 
http://webbook.nist.gov, 07/09/14) 

http://webbook.nist.gov/
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Annexe G : Etude de la 6-oxo-androstènedione 

La 6-oxo-androstènedione est un stéroïde qui a été rajouté tardivement à la liste des 

composés posant des difficultés d’analyse avec les méthodes de routine de l’AFLD. 

L’optimisation des tensions de cône et transitions SRM a révélé un composé donnant un 

signal intense et des fragments abondants. La première analyse par LC-MS/MS (Figure 35) a 

également été encourageante avec un beau profil chromatographique. 

 

Figure 35. Chromatogramme de la 6-oxo-androstènedione à 20 ng/mL en solvant obtenu par 

analyse LC-MS/MS. 

 On remarque un pic satellite à 5,19 minutes proche du pic principal mais son intensité 

est faible. Les analyses suivantes ont posé plus de problèmes puisque ce pic secondaire a pris 

de l’importance puisque, lors de la deuxième analyse du même échantillon en LC-MS/MS, les 

intensités relatives des deux pics étaient égales (Figure 36). 
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Figure 36. Deuxième chromatogramme de la 6-oxo-androstènedione à 20 ng/mL en solvant 

obtenu par analyse LC-MS/MS. 

 Les spectres de masse correspondant aux deux pics observés sont parfaitement 

identiques et les ions précurseurs se fragmentent de la même manière pour les 4 transitions 

suivies. A partir d’un échantillon contenant un seul stéroïde on obtient donc deux composés 

qui sont séparés par LC, isobares, et produisant les mêmes fragments en CID. La première 

hypothèse envisagée pour expliquer ce phénomène a naturellement été celle d’une 

dégradation du produit avec le temps lorsqu’il est conservé dans un solvant. Des tests ont 

donc été réalisés sur un échantillon fraîchement préparé de 6-oxo-androstènedione avec une 

analyse chaque jour pendant 3 jours (Figure 37). 
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Figure 37. Analyses LC-MS/MS d’un échantillon de 6-oxo-androstènedione (a) le jour de la 

préparation, (b) après 1 jour, (c) après 2 jours. 

 De manière surprenante, l’échantillon venant d’être préparé a donné un profil à 

l’opposé de ce qui avait été vu précédemment : c’est le pic à 5,2 min qui donne le plus de 

signal, alors que le second n’est qu’à environ 25% de son intensité. Les analyses suivantes ont 

révélé que la détection devient plus mauvaise avec le temps, mais il ne semble pas y avoir de 

corrélation entre l’âge de l’échantillon et les intensités relatives des deux pics sur une période 

de quelques jours. L’AFLD possède des solutions de référence pour chaque stéroïde dans un 

congélateur à -20°C à partir desquels sont prélevées quelques millilitres qui constituent à leur 

tour des solutions mères pour la préparation des échantillons. Ces dernières sont conservées à 

-4°C pendant plusieurs mois. L’étape suivante a été de comparer le profil d’un échantillon 

préparé à partir d’une solution mère ancienne et un autre préparé à partir d’un prélèvement 

frais de la solution de référence à -20°C. Le but est d’évaluer si la conservation à des 

températures plus chaudes a une influence sur le profil (Figure 38).  

jour	0	

jour	1	

jour	2	

a.	

b.	

c.	



 156 

 

Figure 38. Analyses LC-MS/MS d’un échantillon de 6-oxo-androstènedione préparé à partir 

d’une solution de référence (a) ancienne ou (b) neuve. 

Dans le chromatogramme obtenu pour la solution de référence fraiche les deux pics 

ont une intensité quasiment égale alors qu’à partir de la solution plus ancienne le second pic 

(5,47 min) est à environ 70 % du premier.  Cela montre que si il semble y avoir une légère 

influence de la fraîcheur de la solution mère, cet effet n’est pas déterminant puisque le 

deuxième pic n’est pas majoritaire (au contraire ce qui a été observé Figure 35) même avec 

une référence sortant du stockage à -20°C. L’hypothèse de la dégradation avec le temps a 

donc été mise de côté. L’éventuelle dégradation du composé n’est pas temporelle mais elle 

pourrait être thermique. L’étape de séchage sous azote se fait dans des bains à sec à 60°C et le 

temps de séchage a été varié pour évaluer son effet (Figure 39). 
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Figure 39. Analyses LC-MS/MS d’un échantillon de 6-oxo-androsténendione avec temps de 

séchage (a) normal, (b) lent ou (c) rapide. 

 Une nouvelle fois aucune tendance ne se dégage des chromatogrammes. Le temps de 

séchage semble avoir un effet mineur lorsqu’il est plus long ou plus court que ce qui est 

normalement utilisé lors de la procédure mais n’influe pas de manière directe sur les intensités 

relatives des pics. 

 D’autres tests n’ont pas été effectués afin de mieux comprendre le comportement de ce 

stéroïde par faute de temps. Un paramètre plausible permettant d’expliquer le phénomène 

observé pourrait être l’influence du pH des solutions avec lesquelles la 6-oxo est en contact 

(dans le flacon et phase mobile notamment). D’autres stéroïdes ont également présenté des 

dédoublements de pics lors du développement de leur méthode de confirmation à l’AFLD, 

problème corrigé en adaptant le pH. 

séchage	normal	

séchage	lent	

séchage	rapide	

a.	

b.	

c.	
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Annexe H : Analyses LC-SRM des gammes de dilutions pour le 

fluoxymestérone-m et la 6-oxo-androstènedione 

 

Figure 40. Analyse en LC-MS/MS (a) d’un standard de fluoxymestérone-m à 20 ng/mL, et 

d’une gamme de solutions de fluoxymestérone-m en matrice urinaire après traitement LCH à 

(b) 20 ng/mL, (c) 10 ng/mL, et (d) 5 ng/mL. 

a.	

b.	

c.	

d.	
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Figure 41. Analyse en LC-MS/MS (a) d’un standard de 6-oxo à 20 ng/mL, et d’une gamme 

de solutions de 6-oxo en matrice urinaire après traitement LCH à (b) 20 ng/mL, (c) 10 ng/mL, 

et (d) 5 ng/mL. 

 

 

 

 

a.	

b.	

c.	

d.	
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Annexe I : Résultats et calculs pour la détermination de la capacité 

d’identification du furazabol-m 

Tableau 17. Données obtenues pour l’étude de la répétabilité du temps de rétention 

chromatographique du furazabol-m. 

 

Tableau 18. Données obtenues pour l’étude de la répétabilité des intensités relatives des 

transitions SRM du furazabol-m. 

 

Com posé 1
tr (min)

U1 1,002 8,40

U2 1,006 8,40

U3 1,010 8,40

U4 1,012 8,45

U5 1,014 8,40

U6 1,016 8,45

U7 1,017 8,44

U8 1,018 8,45

U9 1,019 8,44

U10 1,020 8,44

U11 1,021 8,44

U12 1,021 8,49

U13 1,022 8,49

U14 1,023 8,44

U15 1,024 8,49

U16 1,026 8,44

U17 1,027 8,49

U18 1,029 8,49

8,45

8 ,5 5
8 ,3 5

Lim ite haute
Lim ite basse

Témoin 

surchargé

Moyenne

densité

345

Abond Abond Ratio Abond Ratio

U1 1,002 8 493 803 9,5 407 4,8

U2 1,006 23 585 2 623 11,1 1 175 5,0

U3 1,010 17 015 1 661 9,8 693 4,1

U4 1,012 31 673 3 263 10,3 1 341 4,2

U5 1,014 18 026 1 890 10,5 716 4,0

U6 1,016 17 205 1 179 6,9 732 4,3

U7 1,017 22 998 2 139 9,3 994 4,3

U8 1,018 19 532 1 902 9,7 670 3,4

U9 1,019 11 411 1 061 9,3 449 3,9

U10 1,020 15 261 1 481 9,7 521 3,4

U11 1,021 10 489 845 8,1 509 4,9

U12 1,021 13 735 1 245 9,1 568 4,1

U13 1,022 20 485 1 615 7,9 1 128 5,5

U14 1,023 17 961 1 523 8,5 648 3,6

U15 1,024 17 753 1 658 9,3 613 3,5

U16 1,026 14 023 1 194 8,5 397 2,8

U17 1,027 12 780 819 6,4 490 3,8

U18 1,029 9 838 1 086 11,0 475 4,8

16 792 1 555 9,2 696 4,1

1 4 ,2 6 ,2
4 ,2 2 ,1

Moyenne

329313

Lim ite haute
Lim ite basse

Témoin 

surchargé
densité
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