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Problématique

*Hormones

= R6le de communication et de régulation au sein de l'organisme (croissance, reproduction, métabolisme...)

= Plusieurs origines des hormones
= Hormones naturelles
Exemples : estradiol, estrone, progestérone, testostérone...
= Hormones de synthése : contraception, traitement de la ménopause,
régulation des cycles de reproduction...

Exemples : diéthylstilbestrol, éthinylestradiol, norgestrel...

= Plusieurs sources d’introduction dans le milieu aquatique
* Homme : assainissement collectif et non collectif
Exemples : 13,3 ng/L d’estrone en aval de rejet de station d’épuration (Liu et al. 2011)
= L’élevage : épandage de lisiers, ruissellement sur les patures et champs épandus
Exemples : 0,1 a 5 ng/L d’estrone en aval d’élevage (Matthiessen et al. 2006 ; Tremblay et al. 2018)

= Effet reprotoxique : apparition d’anomalies chez le poisson (Young et al. 2002)
Exemple : féminisation des poissons




Problématique

*s* Perturbateurs endocriniens

Substances ou mélanges exogeénes qui alterent les fonctions du systeme endocrinien et qui induisent en
conséquence des effets nocifs sur la santé d’'un organisme ou de ses descendants (OMS, 2002)

Exemples : phtalates, alkylphénols, HAP, dérivés phénoliques, pesticides

** Caractérisation du milieu aquatique vis-a-vis de la contamination en hormones ... suong et
=> Développement d’'une méthode d’analyse en LC-MS/MS (triple quadripoles)
= Utilisation en routine

Fenétre d'exposition ,\‘ DaVison, 2006)

Membrane filtrante | @ Bague de scellage
N
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Gel diffusif - - - -

= Analyse de plusieurs familles d’hormone en une injection

=>» Possibilité de couplage avec échantillonnage passif (Guibal et al. 2015)
= Aspect accumulatif et intégratif

(Davison et Zhang 1994 ; Vrana et al. 2005 ; Guibal et al. 2019)
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Développement d’'une méthode d’analyse

** Optimisation de la méthode d’analyse

Chromatographie liquide
Agilent technology 1290 Infinity I
/ Spectrométrie de masse QqQ \

Agilent technology 6470 triple Quad Différents éluants :

Recherche des transitions o i «  MeOH
précurseurs/ions fils : Op’t.lm.lsa'-clon des parametres : « ACN
_ Plusieurs familles : - D’ionisation et transmission des . Ajout d’acide

* 6 ocestrogénes précurseurs : « Ajout de tampon
. 4 progestatifs * Température et débit de gaz

* Tension du capillaire

2 androgénes ) L 3 colonnes :
. 1 prostaglandine * Pression du .nebullseur . C18
- Différentes origines : - De fragmentation des * Biphenyl

« Naturelles précurseurs
. Synthétiques - De transmission des ions fils _ _
Plusieurs gradients,

températures de colonnes et
débits d’éluant

. /




Développement d’'une méthode d’analyse

** Optimisation de la méthode d’analyse

/ Spectrométrie de masse QqQ \
Agilent technology 6470 triple Quad

Recherche des transitions

précurseurs/ions fils :
- Plusieurs familles :
* 6 cestrogenes
* 4 progestatifs
* 2 androgenes
* 1 prostaglandine

Optimisation des parametres :
- D’ionisation et transmission des
précurseurs :
* Température et débit de gaz
* Tension du capillaire
* Pression du nébuliseur

- Différentes origines : il Delfragmentation des
. Naturelles précurseurs

KSynthétiques - De transmission des ions fils /

4 N

Chromatographie liquide
Agilent technology 1290 Infinity Il

Différents éluants :
* MeOH
* ACN
* Ajout d’acide
* Ajout de tampon

3 colonnes :

* (18
* Biphenyl (Macherey Nagel)

(35 °C; 0,25 mL/min)

-

o /

-

Choix des étalons internes

6 choisis selon :
- Temps de rétention
Familles d’hormones

~

/




Développement d’'une méthode d’analyse

** Optimisation de la méthode d’analyse

Spectrométrie de Chromatographie Choix des
masse QqQ liguide étalons internes

+* Validation de la méthode selon la norme NF T90-210

Etude Objectif Déroulement Traitement des résultats

Etude de la fonction Vérifier la linéarité Solutions de 0,1 a 20 pg/L

. , . . , ... Test Fisher (risque 1%
d’étalonnage Déterminer le domaine d’application 5a ' (risque 1%)



Développement d’'une méthode d’analyse

** Optimisation de la méthode d’analyse

Spectrométrie de Chromatographie Choix des
masse QqQ liguide étalons internes

+* Validation de la méthode selon la norme NF T90-210

Etude Objectif Déroulement Traitement des résultats

Etude de la fonction Vérifier la linéarité Solutions de 0,1 a 20 pg/L
d’étalonnage Déterminer le domaine d’application 5&

Solutions de 30 a 500 ng/L
10 injections a la LQ supposées

1a

Test Fisher (risque 1%)

e . + .+ % ,
Etude des limites de Détermination des LQ W+ 2;5] IE[LQ supposée £ 60% LQ gnn0c¢el

e . instrumentales =
quantification (LQ) supposée — LQ instrumentale



Développement d’'une méthode d’analyse

** Optimisation de la méthode d’analyse

Spectrométrie de Chromatographie Choix des
masse QqQ liguide étalons internes

+* Validation de la méthode selon la norme NF T90-210

Etude Objectif Déroulement Traitement des résultats
Etude de la fonction Vérifier la linéarité Solutions de 0O, : .
)z , . : ) ... Test Fisher (risque 1%)
d’étalonnage Déterminer le domaine d’application

Etude des limites de
guantification (LQ)

[Lt20] € [LQ supposée * 60% LQ SUPPOSée]
-2 LQ

supposée = LQ instrumentale

(Références) [U £ 20] € [Réf £ 30% Réf]
En duplicat —> Exactitude correcte

F

Etude de I'exactitude



Méthode validée

Pour 10 hormones sur les 13 ciblées :
Méthode validée selon la norme NF T90-210

Etude de la fonction d'étalonnage

Domaine (ug/L) r2
17a-estradiol 0,1-20 0,98
17B-estradiol 0,1-20 0,97 ] L )
o _ = Fonctions linéaires avec r* > 0,95
. 17a-éthinylestradiol 0,5-20 0,98
(Estrogenes - - eE
estrio ,1- ; . R
= Domaine de 0,1 a 20 pg/L sauf pour
estrone 0,1-20 1,00 Sl . N
I’éthinylestradiol (0,5 a 20 pg/L)
diéthyistilbestrol 0,1-20 0,98
progestérone 0,1-20 0,95
Progestatifs
noréthistérone 0,1-20 0,99
Androgéne testostérone 0,1-20 0,99

Prostaglandine cloprosténol 0,1-20 0,97



Méthode validée

Pour 10 hormones sur les 13 ciblées :
Méthode validée selon la norme NF T90-210

17a-estradiol
17B-estradiol
17a-éthinylestradiol

(Estrogénes )
estriol
estrone
diéthyistilbestrol
. progestérone
Progestatifs o
noréthistérone
Androgéne testostérone

Prostaglandine cloprosténol

Domaine (pg/L)

0,1-20
0,1-20
0,5-20
0,1-20
0,1-20
0,1-20
0,1-20
0,1-20
0,1-20
0,1-20

Etude de la fonction d'étalonnage

r2
0,98
0,97
0,98
0,99
1,00
0,98
0,95
0,99
0,99
0,97

Etude des LQ

LQ instrumentale (|J.g/L)

0,05
0,10
0,20

0,10
0,05
0,05
0,03

0,10
0,03

0,03

= Variables de 0,03 2 0,20 pg/L



Méthode validée

Pour 10 hormones sur IeS 13 Ciblées . » Correcte pour |’ensemb|e des niveaux
Méthode validée selon la norme NF T90-210 (1, 10 et 20 pg/L)
Etude de la fonction d'étalonnage Etude des LQ
. ) Etude de I'exactitude
Domaine (p.g/L) r LQ instrumentale (l"‘g/L)
17a-estradiol 0,1-20 0,98 0,05
17B-estradiol 0,1-20 0,97 0,10
17a-éthinylestradiol 0,5-20 0,98 0,20
(Estrogenes
estriol 0,1-20 0,99 0,10
estrone 0,1-20 1,00 0,05
diéthyistilbestrol 0,1-20 0,98 0,05
progestérone 0,1-20 0,95 0,03
Progestatifs
noréthistérone 0,1-20 0,99 0,10
Androgéne testostérone 0,1-20 0,99 0,03

Prostaglandine cloprosténol 0,1-20 0,97 0,03



Meéthode non validée

Pour les 3 autres hormones :
Méthode non validée selon la norme NF T90-210
Cas du norgestrel, du mégestrol acétate et de I'androsténedione

** Mise en évidence d’un probléme lors de I’étalonnage

= Cas du norgestrel (étalon interne : noréthistérone-d6)
= Forte dispersion des points
= Mauvaise corrélation (r?> = 0,59)

= Comparaison avec I'étalonnage externe :
Moins de dispersion et bonne corrélation (r? = 0,96)

Réponse norgestrel =
Réponse étalon interne (NTR — d6) Toul

v

- Etalon interne attribué non adapté

12

10

Réponse relative (UA)
[=a]

40000

30000

20000

Réponse (UA)

10000

Etalonnage interne

~ 20 % d’incertitude sur la pente

2 4 6 8 10 12 14 16
Concentration (ug/L)

Etalonnage externe
Moins de 5 % d’incertitude sur la pente

Concentration (pg/L)

18

20




Meéthode non validée

| Pour les 3 autres hormones : |
' Méthode non validée selon la norme NF T90-210 :
: Cas du norgestrel, du mégestrol acétate et de I'androsténedione |

** Mise en évidence d’un probléme lors de I’étalonnage
= Cas du norgestrel (étalon interne : noréthistérone-d6)
—> Etalon interne attribué non adapté

= Cas de l'androstenedione (étalon interne : testostérone-d5)

= Dans l'ensemble : dispersion des points et régression correctes
(r2=0,96)

Réponse relative (UA)

12

10

Etalonnage interne
Moins de 5 % d’incertitude sur la pente

Concentration (pg/L)

+
+
+ .




Meéthode non validée

Pour les 3 autres hormones :
Méthode non validée selon la norme NF T90-210
Cas du norgestrel, du mégestrol acétate et de I'androsténedione

Etalonnage interne

** Mise en évidence d’un probléme lors de I’étalonnage

= Cas du norgestrel (étalon interne : noréthistérone-d6) |
—> Etalon interne attribué non adapté

Etalonnage n°2

= Cas de l'androstenedione (étalon interne : testostérone-d5)

= Dans l'ensemble : dispersion des points et régression correctes
(r2=0,96)

= De maniere isolée : :

Réponse relative (UA)

= Certains étalonnages : régressions correctes (r? = 0,99)

0 5 10 15 20
Concentration (ug/L)



Meéthode non validée

| Pour les 3 autres hormones :
' Méthode non validée selon la norme NF T90-210
: Cas du norgestrel, du mégestrol acétate et de I'androsténedione

Etalonnage interne

** Mise en évidence d’un probléme lors de I’étalonnage Etalonnage n°1 S
= Cas du norgestrel (étalon interne : noréthistérone-d6) wooe
—> Etalon interne attribué non adapté

= Cas de l'androstenedione (étalon interne : testostérone-d5)

= Dans l'ensemble : dispersion des points et régression correctes
(r2=0,96)

= De maniere isolée :

Réponse relative (UA)

= Certains étalonnages : régressions correctes (r? = 0,99)

= Pour d’autres : présence de quelques valeurs douteuses et mauvaise

0 5 10 15 20

régression (r2 = 0,63) Concentration (pg/L)



Meéthode non validée

| Pour les 3 autres hormones :
' Méthode non validée selon la norme NF T90-210
: Cas du norgestrel, du mégestrol acétate et de I'androsténedione

** Mise en évidence d’un probléme lors de I’étalonnage

= Cas du norgestrel (étalon interne : noréthistérone-d6)
- Etalon interne attribué non adapté

= Cas de l'androstenedione (étalon interne : testostérone-d5)

= Dans l'ensemble : dispersion des points et régression correctes
(r2=0,96)
= De maniere isolée :
= Certains étalonnages : régressions correctes (r? = 0,99)

= Pour d’autres : présence de quelques valeurs douteuses et mauvaise
régression (r? = 0,63)

= Comparaison avec I'étalonnage externe : Bonne régression (r2 = 1,00)
-> Etalon interne attribué non adapté

Réponse (UA)

Etalonnage n°1

Etalonnage interne

y = 0,65x
R*=0,63

Réponse relative (UA)

0 5 10 15 20
Concentration (pg/L)

Etalonnage externe y=3776x

75000

50000

25000

0 5 10 15 20
Concentration (pg/L)



Meéthode non validée

Pour les 3 autres hormones :

I
: Méthode non validée selon |la norme NF T90-210
I

Cas du norgestrel, du mégestrol acétate et de I'androsténedione

** Conséquence sur l’'analyse

= Dégrader la qualité de la régression de la fonction d’étalonnage

= Dégrader I'exactitude de I'analyse
= (Cas de I'androstenedione (étalon interne : testostérone-d5)

Exactitude non suffisante pour tous les niveaux de concentration

Concentration (pg/L

Concentration (pg/L)

[y

40

35

30

25

20

________

Mt20

Etalonnage interne

Réf + 30% Reéf

—————————

Mt20

Etalonnabe interne

Réf £ 30% Ref



Meéthode non validée

________

Pour les 3 autres hormones :

[ [
' Méthode non validée selon la norme NF T90-210 |
I 3 i R . 1= Etalonnage externe
, Cas du norgestrel, du mégestrol acétate et de 'androsténedione .
____________________________________ % 1 4 *
** Consé I’anal ok
* quence sur ranailyse 5 R £ 30% R&f
= Dégrader la qualité de la régression de la fonction d’étalonnage Em,on,,g,'ge interne
= Dégrader I'exactitude de I'analyse .
= (Casde l'androstenedione (étalon interne : testostérone-ds)
= Exactitude non suffisante pour tous les niveaux de concentration o T i 20 pg/L i
= Comparaison avec |'étalonnage externe : exactitude correcte B
_ 30 Etalonnage externe
g 25
é 20 * L 3
% 15 ht20
5 Réf + 30% Réf
5
0 Etalonnabe interne



Bilan partiel

Méthode validée selon la norme
NF T90-210

I Meéthode non validée selon la

norme NF T90-210

Pour 10 hormones sur les 13

ciblées dont :
6 cestrogenes

2 progestatifs

1 androgene

1 prostaglandine

— Vérifier la compatibilité avec un
couplage échantillonneur passif
o-DGT

Pour 3 hormones :
- Norgestrel
- Mégestrol acétate
- Androstenedione

- Corriger les problémes d’étalon
interne rencontrés

- Vérifier la compatibilité avec un
couplage échantillonneur passif
o-DGT

» Mettre en évidence des phénomenes d’effet de matrice
- Etude complémentaire de la spécificité de la méthode d’analyse

‘ ]
1 @ Matrice : extrait de 0-DGT ==

10



Compatibilité avec la o-DGT

** Mise en évidence d’un effet de matrice
= Déroulement de l'exposition
=
24 L\*-----,_,,,,,_W
&
Cours d’eau de téte de bassin
versant de Nouvelle Aquitaine

\-——-—_’\
\ A\ =]
h ‘* 2 semaines d’exposition
)

Récupération

Fenétre d'exposition ,

\
\
\
Membrane filtrante Bague de scellage
Polycarbonate .8
N\

(Chen et al. 2018)

Gel diffusif - - -
Agarose =

(Challis et al. 2016)

Ui il
Phase réceptrice -~
Oasis HLB Support
(Challis et al. 2016)

(d’apres Zhang et Davison, 2006)

2 Traitement en laboratoire

11




Compatibilité avec la o-DGT

** Mise en évidence d’un effet de matrice
= Déroulement de l'exposition

gV — Tétes de BV de Nouvelle Aquitaine
ij) Exposition : 2 semaines

|
|
~
S

= Traitement en laboratoire

i

Concentration retrouvée (ug/L)

Absence d’effet de matrice :
Décalage < 15 %

Etalonnage externe

I ’ 5 10 15 20
'L — J ) Elution =3 x (3 mL MeOH + 2 min US) concentration sjoutee (ue/t)
— Demontage\ pr— Evaporption, reprise dans 1 mL _ A
EEE% - , . V(Challis et al. 2016) -
dS— Phase réceptrice |
S— Oasis HLB : Correction
\"4 Extraits de o-DGT

Eta IO n n age i nte rn e Déterminer la concentration initiale en

hormones de la matrice sans dopage

11



Compatibilité avec la o-DGT

a-estradiol _

Pour 9/10 hormones dont la méthode est validée :
Méthode compatible

*» Absence d’effet de matrice

= (Cas de 5 hormones
(a-estradiol ; B-estradiol ; éthinylestradiol ; estrone ; diéthylstilbestrol)

C retrouvée (pg/L)

= Droite des ajouts obtenue similaire a la droite théorique

0 5 10 15 20 25
< ’ ) o C ajoutée (pg/L)
** Présence d’un effet de matrice 25
noréthistérone L’
= Cas de 4 hormones 7
20 P
(estriol, progestérone, noréthistérone, testostérone) PR
= En étalonnage externe : Décalage de pente significatif (> 15 %) & i Pt
-> Suppression de signal en présence de matrice g et
© 10 P



Compatibilité avec la o-DGT

a-estradiol (étalon interne : estradiol-d2)

Pour 9/10 hormones dont la méthode est validée :
Méthode compatible

*» Absence d’effet de matrice

= (Cas de 5 hormones
(a-estradiol ; B-estradiol ; éthinylestradiol ; estrone ; diéthylstilbestrol)

= Droite des ajouts obtenue similaire a la droite théorique

** Présence d’un effet de matrice

= Cas de 4 hormones
(estriol, progestérone, noréthistérone, testostérone)

= En étalonnage externe : Décalage de pente significatif (> 15 %)
-> Suppression de signal en présence de matrice

= En étalonnage interne : Décalage moins important (< 15 %)

-> Effet de matrice corrigée

C retrouvée (pg/L)

C retrouvée (pg/L)

0 5 10 15
C ajoutée (pg/L)
25

20

15 -

10 -

20

25

noréthistérone (étalon interne : noréthistérone-d6)



C retrouvée (pg/L)

25

20

15

10

Compatibilité avec la o-DGT

10 15
C ajoutée (pg/L)

20

25

Pour 1 hormone dont la méthode est validée :
Méthode non compatible

** Présence d’un effet de matrice

Cas du cloprosténol (étalon interne : estrone-d4)

En étalonnage externe : Décalage de pente significatif (> 15 %)

-> Suppression de signal en présence de matrice

En étalonnage interne : Décalage moins important mais

toujours > 15 %

— Correction par I’étalon interne non suffisante

-

\_

Remarque :

le norgestrel, le mégestrol acétate et I'androstenedione
(méthode d’analyse non validée précédemment)

~N

Effet de matrice présent et non corrigé par les étalons internes pour :

J

13



Bilan final

Méthode validée selon la norme
NF T90-210

6 cestrogenes : a-estradiol, B-estradiol,

éthinylestradiol, estriol, estrone,
diéthylstilbestrol

2 progestatifs : progestérone,

noréthistérone
1 androgeéene : testostérone

1 prostaglandine : cloprosténol

Méthode compatible avec
I’échantillonnage par o-DGT

Absence d’effet de matrice
ou
effet corrigé par I'étalon interne

I ons :
 Méthode non compatible avec

I I’échantillonnage par o-DGT
1/10 hormones

I

I 4 ’ .

I Présence d’effet de matrice

| hon corrigé par |'étalon interne

U

2 progestatifs : norgestrel, mégestrol acétate

T90-210

3/13 hormones

1 androgene : androsténedione

Présence d’effet de matrice

3/3 hormones

Présence d’effet de matrice
non corrigé par I'étalon interne

r

2

Solutions ? J

L

14



Solutions et poursuite du travail

Méthode non validée selon la norme NF
T90-210

I
|
I
3/13 hormones I
I
|
I

2 progestatifs : norgestrel, mégestrol acétate
1 androgene : androsténedione

= Tester de nouveaux étalons internes

= jdéalement ces hormones modifiées : carbone 13 ou deutérées -7 I_’r_és;n_ce_djeffe: d_e_m;t:ic_e_ =1

|

|
= Valider la méthode d’analyse selon la norme NF T90-210 : 3/3 hormones
|
|

= Etude de la fonction d’étalonnage
= Etude des limites de quantification
= Etude de I'exactitude

Présence d’effet de matrice
non corrigé par I'étalon interne

= Veérifier la compatibilité avec I'échantillonnage passif par o-DGT
= Correction des effets de matrice par les nouveaux étalons internes ?

15



Solutions et poursuite du travail

Méthode validée selon la norme
NF T90-210

6 cestrogenes : a-estradiol, B-estradiol,
éthinylestradiol, estriol, estrone,

diéthylstilbestrol
2 progestatifs : progestérone,
norethistérone = Pour le cloprosténol :
1 androgene : testostérone
1 prostaglandine : cloprosténol = Pas d’étalon interne de la méme famille disponible dans le commerce

= Envisager une autre méthode de correction des effets de matrice
= Dilution de la matrice
= Quantification par ajouts dosés

I ons :
 Méthode non compatible avec

I I’échantillonnage par o-DGT
1/10 hormones

non corrigé par I'étalon interne
L e e e e e e e e _ _ 15

l
l
I Présence d’effet de matrice
l



Solutions et poursuite du travail

Méthode validée selon la norme

NF T90-210 T90-210

I I
I I
I I
: 3/13 hormones I
6 oestrogenes : a-estradiol, 8-estradiol, , :
I I

éthinylestradiol, estriol, estrone,
diéthylstilbestrol

2 progestatifs : progestérone,
noréthistérone

1 androgene : testostérone
1 prostaglandine : cloprosténol

2 progestatifs : norgestrel, mégestrol acétate
1 androgéene : androsténedione

|

Pour 'ensemble des hormones :
Vérifier la compatibilité avec d’autres échantillonneurs
passifs (exemple : POCIS)

15



Merci de votre attention



