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I. Introduction

La premiére application de toxicologie analytique dans les cheveux remonte a prés de
deux siécles avec le dosage de I’arsenic, mis au point par Marsh. Depuis plusieurs
années, de nouvelles méthodes trés sensibles et tres spécifiques se sont développées et ont
ainsi rendu possible I’analyse des substances organiques présentes dans les prélévements
capillaires.

L’analyse des cheveux constitue un complément vis-a-vis des analyses dans d’autres matrices
biologiques plus classiquement utilisées, comme le sang ou les urines. Malgré des
connaissances encore limitées (notamment en ce qui concerne les mécanismes d’incorporation
des xénobiotiques dans les cheveux), les analyses capillaires permettent des investigations
rétrospectives. Par cet aspect, les cheveux présentent un intérét dans de nombreuses situations

dés qu’il s’agit de dater la prise (ou ’arrét de la prise) d’une substance.

Parmi les différentes stratégies d’analyses toxicologiques, la recherche d’un nombre illimiteé
ou non de substances, sans ¢ priori, également appelée le « General Unknown Screening »
(ou GUS) offre le champ d’investigations le plus large. Potentiellement, son application dans
les cheveux trouve sa place en pratique médicale (i.e. pour le suivi de toxicomanes) ou
médico-légale (i.e. documentation de I« histoire thérapeutique » dans les recherches des

causes de la mort} [1, 2].

Aprés un rappel sur les cheveux et les analyses capillaires, nous présenterons les différentes

techniques de screening dans les cheveux proposées dans la littérature.

Dans un second temps, nous détaillerons une étude préliminaire réalisce au Laboratoire de
Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges ayant pour objectif d’explorer la
faisabilité d’une recherche large (screening), simple, de premier abord, de xénobiotiques dans

des prélevements capillaires.
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Cette expérimentation s attachera & rechercher le meilleur compromis en terme d’hydrolyse
des échantillons capillaires (en milieu acide, en milieu basique, ou dans le méthanol) et en
terme de méthodologie analytique (chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG-SM), chromatographie en phase liquide haute performance
couplée & un détecteur ultraviolet & barrette de diodes (CL-UV/BD), ou chromatographie en

phase liquide couplée & un spectrometre de masse en tandem (CL-SM/SM)).
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I1. Les techniques et méthodes de screening

11.1. Définition et généralités

I a découverte d’un cadavre, une intoxication volontaire ou involontaire, la lutte contre le
dopage sont autant de situations au cours desquelles le toxicologue doit avoir a sa
disposition des méthodes analytiques performantes lui permettant de rechercher le plus

largement possible un grand nombre de composés.

La premiére étape d’une analyse toxicologique pertinente doit donc étre une recherche large
de substances, encore appelée « screening ». Cette stratégie analytique est importante car elle
est A la base de 1’arrét ou de la poursuite d’autres analyses quantitatives par des méthodes plus

specifiques.
Une méthode de « screening » doit présenter plusieurs qualit<s

- elle doit pouvoir étre appliquée a différentes matrices biologiques (sang, urine, liuide
gastrique, humeur vitrée, cheveux,...).

- elle doit étre réalisable a partir d’une faible quantité d’échantillon.

- elle doit permettre également de détecter les métabolites, qui sont souvent les seuls
composés retrouvés pour de nombreuses classes de produits, et/ou qui constituent
parfois la véritable substance toxique pour ’organisme.

- elle doit étre, si possible, standardisée et « automatisée » de fagon a €tre facilement
mise en ceuvre, avec des résultats facilement interprétables.

- elle doit permettre un rendu rapide des résultats car, la plupart du temps, I’instauration
d’une stratégie thérapeutique dépend des résultats, notamment lorsque le patient ne

résente pas de symptdmes caractéristiques d’une classe de toxiques [3, 4].
p .
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Trop souvent dans la littérature, les auteurs (en particulier, les Anglo-Saxons) emploient le
terme de « screening » pour désigner la recherche de quelques molécules appartenant a un

nombre restreint de classes thérapeutiques (exemple : screening de benzodiazépines) [3].

Ce type de screening, permettant la recherche de substances toxiques en premiére intention au
sein d’une classe thérapeutique, est généralement basé sur des techniques immunologiques

adaptées sur des automates multiparamétriques qui présentent plusieurs avantages [5] :

- elles sont automatisables.
- elles peuvent rendre un résultat en quelques minutes.

- elles ne nécessitent, pour la plupart, aucune préparation d’échantitlon.

Cependant, les kits actuellement disponibles sont limités & un certain nombre de classes
médicamenteuses ou de toxiques. Is ne permettent, le plus souvent, qu'un résultat du type
« positif» ou «négatif» sans identifier précisément le ou les composés mis en cause
(exemple : présence de benzodiazépines).

Ce dernier point est un inconvénient majeur car certaines molécules peuvent posséder une
toxicité particuliere au sein d’une classe médicamenteuse (exemple : dans la classe des
antidépresseurs, une intoxication aux antidépresseurs tricycliques est une urgence médicale
car ils sont a Porigine de troubles cardiaques graves nécessitant une surveillance clinique
étroite).

En outre, deux éléments peuvent compliquer I’interprétation des analyses :

- des résultats faussement positifs, d’une part, conséquences de réactions croisées entre
des molécules proches structurellement (exemple : entre dérivés phénothiaziniques et
antidépressecurs).

- des résultats faussement négatifs, d’autre part, liés & une mauvaise reconnaissance par
"anticorps, de molécules, antigénes, appartenant & la classe thérapeutique concernée,
mais éloignées sur le plan structural (exemple pour les benzodiazépines: le
bromazépam n’est pas reconnu par Panticorps anti-nordazépam, méme si le

bromazépam et le nordazépam appartiennent a la méme classe thérapeutique).

Un autre type de stratégie de « screening » encore appelé « General Unknown Screening » (ou

GUS) consiste en la recherche d’un nombre illimité ou non de substances, sans a priori.
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Pour de tels screenings toxicologiques, de nombreuses techniques séparatives sont utilisées :

- des techniques électrophorétiques.

- des techniques chromatographiques comme la chromatographie en phase gazeuse
couplée & la spectrométrie de masse {(ou CG-SM), la chromatographie liquide haute
performance couplée a un détecteur ultraviolet a batrette de diodes (ou CL-UV/BD), la
chromatographie en phase liquide couplée a un spectrométre de masse (ou CL-SM) ou
encore la chromatographie en phase liquide couplée a un spectrométre de masse en

tandem (ou CL-SM/SM).

Cependant, aucune des méthodes basées sur ces techniques ne permet & elle seule de répondre

pleinement & ’ensemble des exigences citées plus haut.
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11.2. Screening par chromatographie liquide haute performance couplée A

un détecteur ultraviolet a barrette de diodes (CL-UV/BD)

epuis plusieurs années, la CL-UV/BD est largement utilisée car cette technique
Dchromatographique permet d’obtenir, en plus du chromatogramme, des renseignements
spectraux afin d’assurer 1'identification des composés s¢parés [6-8]. Cependant, dans la
littérature, les publications décrivant les techniques de « General Unknown Screening » par
CL-UV/BD sont trés peu nombreuses. En effet, tres souvent, les auteurs développent des

méthodes de screening suivant le caractére acide, basique ou neutre des molécules.

Les milieux biologiques utilisés par les auteurs sont peu variés : urine [4, 6, 9-10}, plasma {8,
11], sérum [4, 6] et sang total [7, 9, 11-12]. Au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie
du CHU de Limoges, le screening dans le liquide gastrique ou dans d’autres matrices

biologiques telles que des poudres, est également réalise.

La quantité d’échantillon nécessaire & I’analyse est ¢galement trés différente selon les auteurs

pouvant aller de 3 mL [6] 40,25 mL {12]. A Limoges, 0,5 mL de prise d’essai est nécessaire.

I ’extraction liquide-liquide (ou LLE du terme anglais Liguid-Liguid Extraction) est employée
par la plupart des auteurs [4, 8-9, 11-13]. Lai C.K. ef al. ont utilisé une extraction en phase
solide (ou SPE, du terme Anglo-Saxon Solid Phase Extraction) sur un support de type mixte,
o’est-a-dire utilisant deux modes de rétention différents. De meilleurs rendements ont ainsi éte
observés avec celte procédure SPE contrairement a une extraction fiquide-liquide classique
(dichlorométhane et dichloroéthane), et ce, pour les composés acides (furosémide,
naproxéne), les composés amphotéres (morphine) et les substances polaires (¢phédrine) [6].
Ie Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges utilise une extraction

liquide-solide sur colonne Extrelut®-1.

Concernant les conditions chromatographiques, le choix des colonnes varie également. La
plupart des auteurs utilisent, comme au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU
de Limoges, une phase greffée et plus particulierement une phase apolaire Cig [11] ou Cg [4,

8-9]. Lambert W.E. ef al. proposent une alternative aux silices greffées en utilisant des
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matériaux 4 base d’alumine greffée avec du polybutadiéne. Cette phase présente I"avantage de
pouvoir supporter des pH allant jusqu’a 12 unités (contre 7,5 pour la silice), permettant ainsi
de chromatographier des substances basiques en milieu basique et de diminuer les
phénomeénes de trainée des pics [14].

Les phases mobiles sont le plus souvent des mélanges d’acétonitrile et de tampon phosphate
ou d’acétate d’ammonium comme au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie CHU de
Iimoges car ces solvants présentent I’avantage d’¢tre volatils [4, 6, 8-9, 12-13]. On distingue
aussi I’emploi de mélanges contenant du méthanol {11}, mais également de ’acétonitrile et du
tampon de dihydrogénophosphate de potassium {10], ou encore de D’acétonitrile, de I’acide

phosphorique et du tampon triethylamine [7].

Les élutions en mode gradient sont trés largement rencontrées dans la littérature contrairement
aux conditions isocratiques (qui permettent d’obtenir un bruit de fond constant et évitent ainsi
de rééquilibrer le systéme). La plupart du temps, ’analysc est réalisée sur un gradient de 20 a
30 minutes (50 minutes au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de

Limoges).

En ce qui concerne interprétation des résultats, I’identification se fait selon deux critéres :

- le spectre UV-visible.

- le temps de rétention.

Ces données brutes sont ensuite comparées aux donndes témoins de bibliothe¢ques de spectres
de référence, telle que la bibliothéque mise a disposition par la Société WATERS et contenant
970 spectres de référence correspondant a des molécules appartenant a des classes tres
diverses (psychotropes, stupéfiants, pesticides, antibiotiques, antihistaminiques...). Certains

auteurs créent eux-mémes leur bibliothéque de spectres.

Cette technique chromatographique permet d’obtenir des informations sur la classe pharmaco
chimique d’un composé, mais ne permet cependant pas d’identifier des composés pharmaco
chimiquement proches qui peuvent confondre leur temps de rétention et leur spectre
ultraviolet. La chromatographie liquide permet un gain de temps en terme d’ctape pré-
analytique. En revanche, sa mise en ceuvre demeure complexe et il s’avére trés difficile
d’utiliser cette technique 24h/24 dans le contexte de I'urgence. Le temps néeessaire a
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I"extraction et & Ianalyse est assez long, mais surtout, il implique un savoir-faire nécessitant
la présence d’un personnel qualifié notamment pous fe retraitement des données. De plus,
certaines substances n’absorbent que trés faiblement, voire pas du tout, dans Pultraviolet
(exemple : le méprobamate est optiquement inactif) réduisant considérablement le champ

d’action de cette technique {4, 8, 14].

Cette technique est généralement considérée comme moins performante que la

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
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IL.3. Screening par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (CG-SM)

ﬁ partir des années 1970, la spectrométrie de masse a été couplée a des techniques
chromatographiques comme la chromatographie en phase gazeuse permettant ainsi un
essor considérable dans l’identification de composés inconnus en raison de sa haute
spécificité [15]. Méme si cette technique est considérée comme la méthode de référence, elle
est cependant théoriquement limitée aux composes volatils et thermostables. Les procédeés de
dérivation peuvent néanmoins rendre possible la détection de certaines substances non-
volatiles et/ou thermolabiles mais nécessitent le plus souvent plusieurs réactions successives
allongeant le temps de préparation de I’échantillon et donc de ["analyse [16].
Dans la littérature, les publications décrivent également des méthodes suivant le caractére
acide, basique ou neutre des composés et trés peu concernent un large échantillon de

COMposEs.

Les milieux biologiques analysés sont les mémes que ceux en CL-UV/BD : plasma, sang
total, urine, liquide gastrique [15, 17]. Au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du
CHU de Limoges, d’autres matrices biologiques sont également analysées comme les

organes, les poudres, des liquides inconnus...

Le volume de prise d’essai varie de 0,5 mL a 5 mL selon les auteurs : 2 mL sont nécessaires a

Limoges.

Polettini A. ef al. ont réalisé un pré-traitement de leur échantillon de sang total : 0,7 mL de
prise d’essai ont été introduits dans un tube contenant 1,8 mL de tampon phosphate 0,1 M (pH
6) et deux étalons internes (heptabarbital 2 mg/L et nalorphine I mg/L). Aprés avoir é1¢
vortexé, le tube a été placé dans un bain & ultrasons pendant 15 minutes puis centrifuge. Pour
les échantillons urinaires et plasmatiques, 0,5 & I mL de prise d’essai ont ¢té placés dans un
tube contenant les mémes étalons internes et 2 mL de tampon phosphate puis centrifugés
pendant 5 minutes a 1000 tours/min. Une extraction en phase solide a ensuite été réalisée sur

chaque échantitlon prétraité [17].
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L’extraction liquide-liquide est également utilisée. Maurer H.H. a réalisé une extraction LLE
pour le plasma et le liquide gastrique selon la méme procédure : 1 mL de plasma (auquel a ¢té
ajouté 0,1 ml d’étalon interne, la trimipramine-D3 0,01 mg/mL) et 5 mL de liquide gastrique
ont été extraits par 5 mL d’un mélange de diethyl cther: ethyl acétate (1:1; v/v) apres
addition de 5 mL de solution de sulfate de sodium saturée. Ce mélange a cnsuite éte
centrifugé puis la phase organique a été transférée et évaporée a sec. La phase aqueuse a ét¢
basifiée avec 0,5 mL d’hydroxyde de sodium 1 M, puis extraite dans un second temps avec 5
mL d’un mélange de solvants, la phase organique a ét¢ évaporce 4 sec et les deux résidus ont
ensuite été repris par 50 pl. de méthanol.

Pour les prélévements urinaires, 5 mL de prise d’essai ont été séparés en deux volumes €gaux
de 2,5 mL chacun. Un des deux tubes a été hydrolysé avec I mL d’acide chlorhydrique 37 %
pendant 15 minutes avant d’étre basifié avec 1,5 mL d’hydroxyde de sodium 10 M, puis
mélangé a 2 mL de sulfate d’ammonium 2,3 M afin d’obtenir un pH compris entre 8 et 9.
Avant Iextraction, les 2,5 mL d’échantillon urinaire restants ont été introduits dans le tube.
1’extraction a été réalisée avec 5 mL. d’un mélange de dichlorométhane : isopropanol : acctate
dethyl (1: 1:3; v/v/v). Le tube a été centrifugé puis la phase organique a été évaporée a sec.
Une dérivation par acétylation du résidu sec a ensuite été appliquée avec 50 pL d’un mélange
d’anhydride acétique : pyridine (3 : 2; v/v) pendant 5 minutes. Le produit de dérivation a

ensuite été évaporé a sec avant 1’addition de 50 pL. de méthanol [18].

D’autres types de dérivation peuvent également &tre refrouvés comme la méthylation,

I’éthylation, la tertiarybutyldimethylsilylation, la trimethylsilylation, la trifluoroacétylation,...

Au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges, la technique de
screening par CG-SM est réalisée aprés extraction liquide-solide sur cartouche Extrelut® par
le dichlorométhane, en milien acide d’une part, et en milieu alcalin d’autre part. L.’ étalon
interne utilisé est la protriptyline.

La colonne est une colonne capillaire PTE 5 (SUPELCO) (30 cm x 0,25 mm x 0,25 um).
Polettini A. ef a. et Maurer H.H.ont utilisé une colonne HP-5 (12 m x 200 pum x 0,33 pm).

1’identification des composés est obtenue par comparaison des temps de rétention relatifs
lorsqu’ils sont connus et par comparaison des spectres de masse des produits éventuetlement
trouvés aux données correspondantes mises en mémoire dans la bibliothéque informatisée ou

publiée dans la littérature.
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Cette technique chromatographique s’avere donc €tre trés utile pour D’identification de
composés inconnus méme si I’étape de dérivation allonge le temps de préparation des
&chantillons. Au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges, elle est

régulid¢rement mise en ceuvre en période de garde.

24
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[1.4. Screening par chromatographie en phase liquide couplée a la

spectrométrie de masse (CL-SM)

Trés peu de méthodes permettant Pidentification d’un grand nombre de meolécules par
CL-SM sont décrites dans la littérature. En effet, la plupart des publications se limitent a
quelques composés appartenant a un nombre restreint de classes chimiques. Toutefois, ces
travaux permettent d’étudier les différentes conditions de traitements des échantillons, de
chromatographic ainsi que d’acquisition des spectres. e Laboratoire de Pharmacologie et

Toxicologie du CHU de Limoges a mis au point une technique de GUS par CL-SM.

Les analyses sont réalisées sur des prélévements de sang total, de plasma, de sérum ou encore

d’urine [3, 19-20].

1’ étape d’extraction est importante pour "analyse en CL-SM de fagon a éviter les effets de
suppression d’ions [3, 21-22]. L’extraction en phase solide est trés largement utilisée [20, 23-
26]. En effet, elle présente I’avantage, par rapport a Pextraction liquide-liquide, d’utiliser de
plus faibles quantités de solvants et de raccourcir le temps de manipulation. Quelques auteurs
atilisent deux extractions liquide-liquide, une pour les composes acides et une pour les
substances basiques [27-29]. A Limoges, I’extraction est réalisée sur une phase mixte Oasis
MCX® composée d’une phase inverse apolaire et d’une phase échangeuse de cations lui
procurant un double mécanisme de rétention. Ce type de colonne a également été utilis¢ par
Lai C.K. et al. [6].

Les échantilions sériques sont pré-traités par réalisation d’une déprotéinisation afin de

récupérer les composés les plus hydrophiles [19].

Les conditions chromatographiques sont inspirées de celles utilisées par CL-UV/BD. La
plupart des auteurs utilisent une phase greffée C;g ou Cg avec des phases mobiles
correspondant & des mélanges d’acétonitrile et de formiate ou d’acétate d’ammonium. Au
Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges, le choix s’est porté sur
une colonne silice greffée XTERRA™ MS Cig (3,5 wm x 100 mm x 1 mm d.i) associce a une
pré-colonne Cyg pour la protéger des contaminations éventuelles. I.’étalon interne utilisé est la
glafénine.
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Concernant les conditions d’acquisition des spectres, en 1998, Spratt E. ef al. ont développé
une méthode de « screening » par CL-SM avec une interface de type « Particle Beam » et une
ionisation par impact électronique permettant ainsi d’analyser 150 produits regroupés en 3
librairies distinctes. Ce type de source d’ionisation, limité aux composés non polaires, a €té

cependant supplanté par les sources de type electrospray (ou ES) plus universelles [27-28].

[’electrospray, contrairement a I'impact €électronique, est caractérisée par une ionisation
« douce » des molécules et par la production d’un faible nombre de fragments; les spectres de
masse obtenus fournissant donc une information plus limitée. Elle permet en particulier
d’analyser des composés polaires, thermolabiles ou possédant un poids moléculaire élevé.
Toutefois, afin de pallier cet inconvénient, il est possible d’utiliser des procédés de
fragmentation induite par collision (ou CID du terme anglais Collision-Induced Dissociation).
Ces techniques consistent & créer une accélération des ions puis & les faire entrer en collision
avec des molécules de gaz neutre, soit dans une cellule de collision soit directement dans la
source d’ionisation. La premiére solution nécessite Iutilisation d’un spectrometre de masse a
trappe d’ions (du terme anglais fon-Trap) ou de deux spectrometres de masse montés en
tandem ce qui suppose alors qu’un nombte limité d’ions parents soient sélectionnés dans le
premier quadripble, puis fragmentés dans la cellule avant d’étre analysés dans le second
quadripble. L’identité des molécules doit donc €tre connue avant leur détection et une
optimisation trés fine des conditions de fragmentation doit &tre appliquée [19, 27].

Exploitant cette technique, Weinmann W. ef al. ont mis au point une librairie de plus de 500
médicaments et drogues illicites. Pour chaque composé, quatre spectres correspondants a
quatre énergies de dissociation différentes ont ét¢ enregistrés. Les auteurs ont montré que ces
spectres pouvaient étre utiles pour I'identification de métabolites présentant des fragments
communs avec leur molécule meére [30]. Gergov M. ef al, avec unec source de type

Turbolonspray, ont établi une bibliothéque comportant environ 400 spectres [23].

Cependant, ces techniques font appel a la spectrométrie de masse en tandem et nécessitent de
connaitre au préalable les molécules. Elles ne peuvent donc étre considérées comme des

techniques de recherche d’un large échantillon de composés au sens du GUS.

I’ionisation electrospray est également & "origine d’une suppression d’ions correspondant a
la réduction de I’ionisation d’un analyte par les composés co-éluants [31-32]. Elle résulte de

la présence de composés moins volatils pouvant affecter la quantité d’ions chargés en phase
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gazeuse atteignant le détecteur. Les principales substances a Iorigine de ce phénomene sont

les sels, les composés formant des paires d’ions, les étalons internes deutérés. .. [3, 32].

Le Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges a développe une
technique de GUS par CL-SM, complémentaire aux techniques de CG-SM et CL-UV/BD.
Les conditions utilisées ont permis de fournir simultanément des spectres d’ionisation positive
et des spectres d’ionisation négative a I"origine d’informations spectrales trés riches. Ces
conditions ont permis de développer deux bibliothéques, une « positive » comportant pius de
1000 spectres et une « négative » comportant plus de 500 spectres. Afin de répondre aux
exigences du milieu hospitalier, le temps nécessaire a I’analyse chromatographicgue était de 25

minutes ave 5 minutes pour rééquilibrer le systéme.

Marquet P. a réalisé une étude comparant 30 échantillons de sérum selon trois techniques :
CL-SM, CG-SM et CL-UV/BD (Figurel). Selon cet auteur, la CL-SM a permis de détecter
43,6% des composés alors que la CG-SM a permis I’identification de 40% des composés et la
CL-UV/BD 58,2%. Environ 20% des xénobiotiques retrouvés ont été uniquement mis en
évidence par CL-SM contre 12,7% par CG-SM et 34,5% par CL-UV/BD. Toutefois, ces
résultats doivent étre interprétés avec prudence en raison des différentes procédures
d’extractions utilisées et car le nombre d’échantillons sériques analysés (n = 30) n’est pas

représentatif de I’activité d’un laboratoire de toxicologie [27].
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s chlordiazepoxide, | metronidazole, oxazepam, phenytoine, 34.5%
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..................................... demoxepam  metoprolol ‘

Figure_1: Comparaison de trois techniques de GUS par CL-SM, CG-SM et CL-UV/BD a

partir de 30 échantillons de sérum.
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La CT.-SM apparait donc comme une technique complémentaire & la CG-SM et a la CL-

UV/BD notamment pour la détection de composés plus polaires [19, 27, 33-34].
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I1.5. Screening par chromatographie en phase liguide couplée a Ia

spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM)

ﬁ la fin des années 90, le couplage de la spectrométric de masse en tandem a permis
d’ouvtir de nouveaux champs d’applications en mati¢re de GUS. Plusieurs auteurs ont

mis au point des techniques de GUS par CL-SM/SM.

Deux types d’extractions sont couramment rencontrés dans la littérature, Pextraction liquide-
liquide et Pextraction en phase solide [35-41]. Au Laboratoire de Pharmacologie et
Toxicologie du CHU de Limoges, les échantillons & analyser sont soit extraits sur cartouche
SPE lorsqu’il s’agit de milieux biologiques, soit dilués dans du méthanol lorsqu’il s’agit de

poudres ou de comprimes.

Concernant les conditions chromatographiques, le choix s’est essentiellement porté sur des
colonnes Cgz comme a Limoges [35, 40-41]. Certains auteurs ont utilisé d’autres types de
colonnes : Synergi Polar RP [37], ou encore une colonne pheny! TF Hypersil GOLD par
Remane D. ef al. [36].

Les phases mobiles correspondent e plus souvent a des mélanges d’acétonitrile, de formate
dammonium et d’acide formique [36, 39-40]. Au Laboratoire de Pharmacologie et
Toxicologie du CHU de Limoges, la phase mobile est un mélange d’acétonitrile et de tampon
formiate. Dans la littérature, des mélanges contenant du méthanol sont également rencontrés
(37, 41].

Les élutions en mode gradient sont les plus utilisées.

A Limoges, I’identification des composés est réalisée a ’aide d’un spectrométre de masse en
tandem et utilisation d’une trappe & ions linéaire. L’appareil fonctionne en mode IDA
(Acquisition Dépendante de I"Information). Deux conditions d’acquisition sont appliquées en
alternance avec dans un premier temps, un « survey scan » obtenu en mode EMS (du terme
anglais Enhanced Mass Specirometry). Ce mode utilise la trappe en mode MS simple
permettant ainsi la détection des pics de faible intensité par soustraction automatique du bruit

de fond. Une meilleure spécificité et sélectivité est observée. Dans un second temps, les ions
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les plus intenses, qui ont été sélectionnés dans le «survey scan», sont repérés et le
spectrométre de masse passe alors en mode EPI (du terme anglais Enhanced Product lon) qui
permet de sélectionner ces ions dans le premier quadripdle, de les fragmenter dans la cellule
de collision 4 trois énergies de collision différentes (15 V, 40 V et 65 V) pendant chaque scan.
Les fragments obtenus s’accumulent ensuite dans la trappe a ions. L’identification des
molécules est ensuite réalisée par comparaison des spectres EPI obtenus avec ceux enregistrés
dans une bibliotheque. L acquisition peut étre réalisée successivement en mode positif, puis

en mode négatif [42].

Magquille A. ef al. ont établi une bibliotheque de 28 composés et de leurs métabolites,
appartenant a la classe des opioides, des cannabinoides et des amphétamines, par CL-SM/SM
selon e mode SRM (ou Simple Reaction Monitoring) {35].

Liu H.C. ef al. ont mis au point, en 2010, une bibliothéque de 800 spectres enregistrés en
mode d’ionisation positive. Les composés identifiés appartenaient a la classe des opioides, des
cannabinoides, des amphétamines, des benzodiazépines, des neuroleptiques, des

antidépresseurs ou encore des pesticides [38].

La CL-SM/SM apparait donc étre la technique la plus performante sur le plan de la spécificité
et de la sensibilité. D’autres techniques sont également retrouvées dans la littérature pour la

recherche d’un large échantilion de composés.
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IL.6. Autres techniques

D’autres types de couplage peuvent également €tre utilisés pour la recherche d’un
nombte illimité ou non de substances, sans a priori, comme la chromatographie en
phase liquide couplée a un détecteur de masse a temps de vol (ou LC/TOFMS du terme
anglais Liquid Chromatographie/Time-Of-Flight Mass Spectrometry). Plusieurs auteurs ont

utilisé cette technique chromatographique pour mettre au point une stratégie de screening.

Decaestecker T. N. ef al. ont développé en 2000, une procédure de screening dans les urines
en utilisant un couplage spectrométre de masse quadripolaire et & temps de vol. Ils ont utilis¢

une extraction LLE et une jonisation ES en mode positif {43].

Gergov M. et al. et Pelander A. ef al. ont également mis au point des procédures de screening
dans les urines & I’aide d’un spectrométre de masse a temps de vol. Ils ont, respectivement,
développé une bibliothdque de 637 composés en utilisant une hydrolyse enzymatique et une
extraction SPE et de 433 composés avec une hydrolyse SPE. Cette procédure ¢tait basce sur la
mesure de la masse exacte et des temps de rétention et leur comparaison avec des données de

référence [44-45].

Pelander A. ef al. ont développé en 2008, une technique permettant la recherche, dans les
prélévements capillaires, de composés basiques par LC/TOFMS. A partir d’un échantillon de
150 4 250 mg de cheveux, ces auteurs ont réalisé une hydrolyse alcaline a 100 °C pendant |
heure avec de I’hydroxyde de sodium 1 M suivie d’une extraction SPE puis, les composés ont
ét¢ identifiés a I’aide d’un spectrométre de masse & temps de vol. Trente-deux ¢chantillons
ont ainsi pu étre analysés avec I'identification de plus de 35 composés appartenant a la classe
des antidépresseurs, des antipsychotiques, des antiépileptiques, des amphétamines, des

opioides, des B-bloquants ou encore des benzodiazépines [46].

Les détecteurs de masse & temps de vol offrent I’avantage d’une bonne sensibilité. En eftet,
tous les ions générés sont conservés pour la détection alors que pour les filtres quadripolaires,

un seul ion est conservé a chaque instant.
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Enfin, ’électrophorése capillaire est une autre technique permettant la recherche d’un large
échantillon de composés. Boone C.M. et al. P'ont utilis¢ en 2003, dans diverses matrices

biologiques et ont constaté qu’elle était, cependant, peu sensible et reproductible [47].
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I11. Intérét toxicologique des cheveux

JIL1. Structure des cheveux

Bien que le cheveu apparaisse comme un élément relativement simple, il se révéle €tre
upe partie trés complexe du corps humain et plusieurs aspects de sa biologie restent
encore mal connus. Le cheveu n’est pas une fibre homogeéne, mats une structure cylindrique
riche en kératine produite au niveau du follicule pilo-sébacé, invagination de P’épithélium
épidermique dans le derme localisé entre 3 et 5 mm sous la surface du cuir chevelu. Chacun
de ces follicules représente une unité anatomique constituée de cing éléments: le bulbe
pileux, la racine pilaire, la tige pilaire, la glande sébacée et le muscle horripilateur (Figure 2)

[48-51].
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Figure 2 : Représentation schématique de la structure des cheveux.
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- Le bulbe pileux forme une partie renflée et implantée dans le cuir chevelu. Il est constitué
d’une papille de capillaires et de cellules germinatives qui proliférent en donnant
continuellement naissance a des cellules épithéliales dont la progression s’effectue vers la

surface cutanée.

- La racine pilaire, incluse jusqu’a 4 mm dans le cuir chevelu, est constituée de trois zones
concentriques. La premiére zone, la medulla (ou zone médullaire), est la partie centrale creuse
contenant des cellules laches. La deuxiéme zone, la cuticule, est la couche la plus externe,
formant une sorte d’enveloppe protectrice, composée de 5 a 10 couches de cellules
ressemblant a des écailles et responsable de la grande résistance physico-chimique et de la
brillance des cheveux. Enfin, entre ces deux couches, le cortex (ou zone corticale), est la
partie la plus épaisse, pigmentée et riche en kératine, responsable de la rigidité et de la

coloration des cheveux.

- La tige pilaire (Figure 3) est la partie visible du cheveu. Elle est formée des trois mémes
couches concentriques décrites précédemment pour la racine pilaire : la medulla, le cortex et
la cuticule, mais celles-ci sont nettement différentes quant a la nature de leur contenu
protéique. En effet, la cuticule et la medulla de la tige pilaire ne contiennent pas de kératine

alors que le cortex, trés riche en kératine, contient également de la mélanine.
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Figure 3 : La tige pilaire.
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- La glande sébacée, acineuse, constituée d'une partie sécrétoire et d'un court canal excréteur,
contribue a la formation d'un film hydrolipidique de surface appelé le sebum, tres riche en

lipides, et jouant un role de lubrifiant.

- Le muscle arrecteur ou horripilateur est disposé en écharpe sous la glande sébacée. Sous

l'effet du froid ou de stimuli divers, ses contractions provoquent un redressement du cheveu.

Le follicule pilo-sébacé (Figure 4) est constitué de trois gaines concentriques : la gaine
épithéliale interne, la gaine épithéliale externe et la gaine du tissu conjonctif. Le follicule est
entouré d’un systéme capillaire riche qui fournit le matériel métabolique nécessaire pour
permettre la croissance du cheveu. Le centre germinatif, organisé¢ autour de la papille du bulbe
du cheveu, est constitué de 2 types de cellules matricielles (les kératinocytes et les
mélanocytes) particuliérement concentrées vers la membrane basale. Cette association nourrit

les différentes couches du cheveu (cuticule, cortex et medulla).

- Duter root sheath
Hair cuticle —
Cuticle of inner |
) root sheath
Hair cortex - _Inner root
Huxley's layer | sheath
~ Henle's layer |
Hair medulla ——

Pool of undifferentiated

/
Hyaline basement {/ A
cells in shaft

membrane | ‘

Melanocyte \

Fibrous sheath ~

papilla

Figure 4 : Représentation schématique de la structure du bulbe pileux.
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Les mélanocytes produisent dans les mélanosomes les pigments de mélanine responsables de
la couleur des cheveux. Ils possédent également de longues dendrites pénétrant les
kératinocytes voisins ot ils vont décharger les vésicules de mélanosomes par un mécanisme

d’exocytose (Figure 5).
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KMembrane basale

Mélanocyte Keératinocytes

Figure 5 : Bxocytose des vésicules de mélanosomes contenant les pigments de mélanine dans

les kératinocytes.

Le cheveu posséde donc une composition chimique complexe : une majorite de protéines
(environ 90 % de kératine), de I'eau (10 & 20 %), des lipides (5 & 10 %) et des minéraux (< 1
%). Un cycle pilaire et une vitesse de croissance pilaire caractérisent le cheveu qui se
développe, puis chute de fagon individuelle et cyclique (Figure 6). On distingue ainsi trois
phases {49} :

- une phase anagéne ou phase de croissance active au niveau du cuir chevelu, d’une durée de

4 4 8 ans, pendant laquelle les cellules se différencient et la kératinisation commence.

- une phase catagéne ou phase de transition, courte, qui dure environ deux semaines, et qui est

caractérisée par I’arrét de croissance.
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- une phase télogéne ou phase de repos qui dure environ de 4 2 6 mois, et au cours de laquelle
le cheveu mort reste en place et tombe lorsque, par exemple, il est déloge par la repousse d'un

nouveau cheveu.

Activation

Catagen Telogen

Figure 6 : Les différentes étapes du cycle pilaire.

Chaque cheveu subit ces différentes phases indépendamment des cheveux avoisinants. Au
total, chez les sujets ayant des cheveux sains, environ 90 % des cheveux sont en phase
anagéne, 1 % en phase catagéne et 8 a 10 % en phase télogéne. La t1és grande majorité des

cheveux sont en phase anagéne, et par conséquent incorporent des xénobiotiques.

En général, la vitesse de pousse des cheveux est de 0,6 a 1,4 ¢m par mois [52]. Par
conséquent, la longueur individuelle du cheveu dépend de la durée de chaque étape et de la
vitesse de la pousse. Il existe cependant des différences inter-individuelles significatives selon
la proportion de cheveux en phase anagéne, de cheveux en phase télogéne et selon la vitesse

de pousse qui dépend de Porigine ethnique, du sexe, de I’4ge et de 1’état de santé [48, 53],
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I11.2. EIncorporation des xénobiotiques dans les cheveux

I es différents mécanismes d’incorporation des drogues dans les cheveux sont mal déerits
ot des études demeurent nécessaires pour préciser le role et importance relative de

chaque mécanisme.

Tl semble acquis qu’il existe une incorporation des xénobiotiques dans les cheveux a travers
les capillaires sanguins vers les cellules en croissance. Cette incorporation s’effectue sur une
longueur de 1,2 4 1,5 mm au niveau des cellules matricielles. Cependant, les données
expérimentales indiquent une variété de mécanismes d’incorporation : par exemple, par
différentes sources externes comme les poussiéres, la fumde, les mains souillées ou encore via
les séerétions comme la sueur ou le sebum (Figure 7). Cette incorporation peut étre active ou

passive [54].

- L'incorporation active s’cffectue par le sang et les sécrétions (sebum, sucur) chez la
personne ayant consommé le xénobiotique. Présent dans le sang, le xénobiotique passe alors
par diffusion vers les cellules en croissance au niveau du bulbe pileux. Grace a I'étroite
connexion entre la tige pilaire et les glandes sudorales et sébacées, la sueur et le sebum sont
également des véhicules d'incorporation des xénobiotiques dans les cheveux. Les glandes
sudoripares, proches mais séparées du cheveu, impregnent la tige capillaire et peuvent

participer & I’incotporation des drogues hydrophiles.

- L'incorporation passive d’un xénobiotique dans les cheveux peut étre observée chez un
individu n'en ayant pas consommé activement. Ii peut s’agir de substances déposées a la
surface des cheveux & partir de Ienvironnement externe (pollution par des substances
vyolatiles, ou par des mains souillées, par exemple). Des xénobiotiques, comme des
stupéfiants, peuvent également &tre retrouvés dans les cheveux du nouveau-né apiés la
naissance, par incorporation « passive » via les substances ingérées par la mére lors de sa

grossesse | 1].
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Figure 7: Représentation schématique des principaux mécanismes d’incorporation, de

dégradation des substances dans les cheveux et de pollution des échantillons capillaires.

La nature du xénobiotique concerné (pKa, solubilité, lipophilie), le contenu capillaire en
mélanine, la structure de la kératine ainsi que les caractéristiques ethniques et physiologiques
de la personne (pigmentation des cheveux, facteurs métaboliques ...) sont autant de facteurs
susceptibles d’influencer et de moduler fortement I’incorporation des xénobiotiques dans les

cheveux [2, 48, 55].

Les mélanocytes et la pigmentation jouent un réle important dans I’incorporation des
xénobiotiques dans les cheveux. L'intensité de pénétration est largement fonction des origines
ethniques. Malgré Dexposition de la racine capillaire 2 la méme concentration des

xénobiotiques que dans le sang, la concentration des substances basiques dans les cheveux
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pigmentés cst dix fois supéricure 4 celle des cheveux non pigmentés. Ainsi, les cheveux des
asiatiques concentrent davantage les drogues que les cheveux des caucasiens. Ces résultats
ont été confirmés dans des études contrdlées qui comparaient différents cheveux : noirs,
bruns, blonds et roux dans les deux populations caucasicnne et non-caucasienne [48, 56]. En
revanche, aucune différence de taux d’incorporation dans les cheveux pigmentés et non
pigmentés pour des composés neutres, telle que la carbamazépine, n’a ¢té mise en évidence

[56].

La kératine, de par sa structure riche en groupements thiols permettant la fixation de
nombreux composés, influence également fortement le passage des xénobiotiques dans les
cheveux. Cette fixation constitue un facteur de stabilité des structures chimiques des drogues
incorporées. Elle facilite ainsi la conservation et expliquerait le fait que l'on retrouve toujours
dans les cheveux davantage de drogues sous leur forme « molécule-mére » que sous leur

forme métabolite [57].

L’incorporation des xénobiotiques dans les cheveux a partir du sang dépend des propriétés
pharmacologiques et/ou physico-chimiques des substances concernces. Les molécules
organiques lipophiles (non chargées) peuvent facilement pénétrer les membranes et diffuser
selon le gradient de concentration dans les cellules matricielles. Cependant, pour les
molécules hydrophiles ou les ions organiques de masse moléculaire moyenne, les membranes
forment généralement une barriere peu perméable. Les xénobiotiques, acides ou basiques,
ionisés au pH physiologique peuvent atteindre les cellules matricielles aprés protonation ou
déprotonation, respectivement, pour atteindre un état neutre (Figure 8). Le pKa d’un composé
et le pH des cellules matricielles jouent un role majeur. Le pH intracellulaire des kératinocytes
est plus acide que le plasma et le pH des mélanocytes est compris entre 3 et 5. De plus, une
affinité significative de la mélanine pour les xénobiotiques basiques a ét¢ démontrée in vitro
[54]. Ces deux facteurs, pH faible et affinité pour la mélanine, conduisent a Paccumulation de
substances lipophiles et basiques dans les cellules matricielles avec une préférence nette pour
les cheveux pigmentés. Ainsi, en ce qui concerne les molécules acides telles les métabolites
d’acide salicylique, d’acide valproique ou du Delta9-tétrahydrocannabinol ou THC (acide 11-
nor-delta9-tétrahydrocannabinol-9-carboxylique ou THC-COOH), I'équilibre de distribution

n’est pas en faveur d’une accumulation dans les cellules matricielles acides [2, 48].
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Figure 8: Effet des propriétés basiques et acides des xénobiotiques sur leur taux
d’incorporation dans les cheveux. A = xénobiotique acide ; B = xénobiotique basique ; e =

milieu extracellulaire ; i = milieu intracellulaire.

Le délai d'apparition des xénobiotiques dans la partie aérienne des cheveux semble variable
mais demeure peu connu : il peut-étre d’un jour pour certaines amphétamines, de cing jours
pour la codéine et la pholcodine et d’une semaine pour la morphine [58]. 1 est usuel de

considérer que ce délai est généralement situé entre 2 a 3 jours et 10 jours.

La stabilité des xénobiotiques dans les cheveux est généralement considérée comme bonne.
Ceci a été observé dans des segments de cheveux de personnes ayant recu une dose réguliere
d’un xénobiotique (Figures 9a et 9b). Les mesures des concentrations capillaires ont &te
réalisées dans 2 a 5 segments de 3 cm de longueur chacun pour 82 ¢chantillons de cheveux,
pour 23 métabolites de différents xénobiotiques. Une légere décroissance de la concentration
a été observée au fur et 4 mesure de I’éloignement de la racine du cheveu (Figure 9a). Il
convient cependant, de toujours considérer, en cas d’analyses capillaires, une possible
dégradation de la substance recherchée par la lumiére ou les variations de température. Cette
stabilité dépend de la structure chimique et augmente avec la polarité des substances. Ainsi,

les métabolites déméthylés des antidépresseurs sont éliminés plus lentement que les
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molécules méres. Pour cette raison, généralement, le ratio de concentration
métabolite/substance mére augmente de la partie proximale a la partie distale (Figure 9b).
Ainsi, il est consensuel d’admettre que dans des cheveux Javés régulierement, non traités par
des agents cosmétiques agressifs tels que les colorants oxydants ou les permanents, les

xénobiotiques peuvent étre détectés plus d’un an aprés fa prisc [48, 59].
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Figures 9 : (a) Valeurs moyennes des concentrations du xénobiotique ou du métabolite dans
des segments de 3 cm de longueur de 82 échantilions de cheveux de patients ayant regu un
traitement médical de longue durée a dose constante. (b) Ratio métabolite/xénobiotique dans
10 échantillons de cheveux étudiés sur des segments de 3 cm de longueur pour la méme étude

[60].
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fIL3. Recherche et/ou dosage spécifique de substances ou de familles de

substances dans les cheveux

L ‘analyse toxicologique a partir d’¢chantitlons de cheveux est trés ancienne. La
premiére application analytique fut développée en 1936 par Marsh dans la recherche de
Parsenic. A partir des années soixante, divers travaux ont été réalisés sur 'exposition et la
détermination de métaux lourds dans la matrice capillaire. En 1979, Baumgartner a publié le
premier rapport sur la détection de la morphine dans les cheveux de consommateurs d’héroine

par RIA (ou Radio Immuno Assay) [2, 48, 61-62].

De nos jours, grice au développement de nouvelles méthodes analytiques trés sensibles et trés
spécifiques, ’analyse capillaire est devenue une analyse de routine dans plusieurs laboratoires
de toxicologie frangais et étrangers. Ce nouveau moyen d’investigation biologique présente de
nombreuses applications trés variées notamment dans la recherche et le dosage de stupéfiants

2, 62].

IIL3.1. Recherche et/ou dosage de stupéfiants dans les cheveux

La recherche et/ou le dosage de stupéfiants dans les cheveux concernent essentiellement
des études portant sur les opioides, les cannabinoides, la cocaine et ses dérivés ainsi que
les amphétamines. De nombreux auteurs emploient des techniques analytiques regroupant la
recherche et/ou le dosage de plusieurs stupéfiants simultanément. D’autres, en revanche,

développent des analyses spécifiques d’un type de stupéfiant.
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II1.3.1.1. Recherche et/ou dosage des opioides dans les cheveux

Dans les cheveusx, le traceur le plus important et le plus représentatif de la consommation
d’héroine est la 6-monoacétylmorphine (ou 6-MAM) qui se métabolise de la fagon

suivante :
Diacétylmorphine (héroine) — 6-MAM > Morphine

Sa présence, méme si elle est nécessaire, n’est en revanche pas suffisante pour affirmer une
consommation d’héroine. En effet, en cas de conduite toxicophile exclusive & I’héroine, la
codéine est toujours détectée dans les cheveux. La codéine acétylée (provenant de
I’acétylation de la codéine lors de la synthése de I’héroine) est une impureté contenue dans
I"héroine : la codéine est une impureté présente dans les poudres de morphine, un peu de
codéine étant extraite de 1’opium en méme temps que fa morphine. La 6-MAM est présente en
concentration supérieure a celle de la morphine qui, elle, est présente en concentration
supérieure a celle de la codéine. Cette tendance s’inverse en cas de conduite toxicophile

exclusive & la codéine pour laquelle la 6-MAM n’est pas retrouvée (Figure 10) (1, 63].
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Figure 10 : Exemples de profils d’exposition au cours de conduites toxicophiles. Les résultats
sont exprimés en ng/mg de cheveux. Concentrations typiques observées en 6-monoacétyl-
morphine (6-MAM), morphine, codéine, cocaine dans les cheveux de sujets toxicomanes a

I’héroine, a la cocaine, a I’héroine + codéine, a la cocaine + héroine.

Pour la recherche et/ou le dosage des opioides dans les cheveux, la premiére étape est I"étape
de décontamination des méches qui peut étre réalisée dans différents solvants organiques
selon les auteurs, tels que Vacétone [64], le méthanol [65-66], 1’éthanol [67] et le
dichlorométhane [68-69]. Cependant, aucun consensus n’a réellement été ¢établi [70]. Trois
types d’hydrolyse sont également largement utilisés pour 'étape d’extraction : I’hydrolyse
enzymatique [64], I’hydrolyse acide avec de [acide chlorhydrique (HCI) 0,1 M [69, 71] et
P’incubation dans le méthanol [72-73]. L’hydrolyse alcaline n’est, en revanche, pas employce
car le pH alcalin conduit a la transformation de la 6-MAM en morphine et solubilise la
matrice kératinisée. L hydrolyse acide ou enzymatique conduit a I’obtention de concentrations

légerement plus élevées que celles obtenues par incubation méthanolique [74].

Les techniques analytiques développées pour la recherche et/ou le dosage des opioides dans
les cheveux font intervenir la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométric de
masse (ou CG-SM) et la chromatographie en phase liquide ou gazeuse couplées a la
spectrométrie de masse en tandem (ou CL-SM/SM ou CG-SM/SM) [75]. La CG-SM/SM
gavere toutefois la technique la plus utilisée et la plus sensible [76]. Cette sensibilit¢ peut
cependant étre améliorée par une phase de purification des extraits utilisant des colonnes
d’extraction solide/liquide (ou SPE, du terme anglo-saxon Solid Phase Extraction) [73, 77} ou

liquide-liquide (ou LLE, du terme anglo-saxon Liguid Liguid Extraction) [68, 78].

De nombreuses études ont été menées afin de montrer une éventuelle relation entre la quantité
de toxique utilisée et la concentration retrouvée dans les cheveux [79]. Selon Girod C. ef al.,
aucune relation n’existerait entre une prise quotidienne d’héroine et la concentration en 6-

MAM retrouvée dans les cheveux [80]. D’autres auteurs sont, en revanche, plus nuancés {81},

Céraldive ROLEANIY - 2010 45
MIETHODES Db SCREENING DE XENOBIOTIQUES (MIEDICAMENTS FEOU STUPERIANTS) DANS LES CHEVEU : KTAT DELARY EY EFUDE PRELIMINAIRE



[IL.3.1.2. Recherche et/ou dosage de la cocaine et ses dérivés

dans les cheveux

La consommation trés répandue et simultanée d’héroine et de cocaine a conduit au
développement de techniques d’identifications communes. Plusicurs procédures de
décontamination des cheveux ont été proposées avec I’emploi, selon les auteurs, de différents
solvants organiques comme le dichlorométhane [76, 82], le méthanol [66, 83], I'eau et le
méthanol [84] ou encore trois bains successifs dans du dichlorométhane, de 1’eau et du
méthanol [85-86]. Baumgartner W.A. et d’autres auteurs ont proposé une décontamination
dans un premier bain d’éthanol suivi de trois bains successifs dans du tampon phosphate 0,5
M, pH 5,6 [87-89]. Les trois procédures d’extraction utilisées pour les opioides sont
également retrouvées pour la cocaine et ses dérivés : ’hydrolyse enzymatique [88],
I"hydrolyse acide {85-86, 90] et I’incubation méthanolique [83, 91-92]. Segura J. er af. ont
montré que Pajout d’acide trifluoroacétique au méthanol augmentait le rendement
d’extraction [82]. A pH alcalin, la cocaine est hydrolysée en benzoylecgonine et ecgonine

methylester (Figure 11). Ce type d’hydrolyse n’est donc pas conseillé.

La technique chromatographique la plus utilisce est la CG-SM [76, 92]. Elle nécessite
cependant une étape de « dérivation » préalable pour les composés polaires. Segura . ef al.
ont fait un bilan de Iensemble des différents types de « dérivations » retrouvés dans la
littérature [931], la silylation est la plus largement retrouvée. La sensibilité des techniques
chromatographiques peut cependant &tre améliorée par une étape supplémentaire de
purification des extraits en utilisant des colonnes SPE [85-86, 94]. La CL-SM [94] et la CL-
SM/SM [88-89] sont également ti¢s utilisées. Ces deux techniques chromatographiques
présentent I’avantage de ne pas nécessiter d’étape de « dérivation » pour les composés

polaires.

[’analyse des cheveux au cours de conduites toxicophiles a la cocaine a conduit a de
nombreuses controverses en raison d’une possible contamination externe, chez les non
consommateurs, par de la poudre de cocaine ou par la fumée du crack; contamination externe

qui n’est pas entitrement ¢liminée par les techniques de lavages préalables au dosage. Un
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autre marqueur, témoin d’une consommation de cocaine, doit donc étre mis en évidence

simultanément (Figure 11):

- 1labenzoylecgonine, I’ecgonine méthylester, la norcocaine, métabolites de la cocaine.

- le cocadthyléne, issu de la liaison de la cocaine a 1”éthanol.

’anhydroecgonine méthylester, obtenu par pyrolyse de la cocaine base ou crack, permet de
différencier un individu fumant du crack d’une personne consommatrice de chlorhydrate de
cocaine [95]. Toutefois, aujourd’hui, cette appréciation doit étre extrémement nuancée car de
nombreux consommateurs de chlorhydrate de cocaine consomment leur poudre par inhalation
aprés chauffage. Ainsi, pour I’interprétation des résultats, des ratios de métabolites
spécifiques (benzoylecgonine/cocaine > 0,05) ou la recherche de métabolites spécifiques

(cocaéthyléne, norcocaine) sont préférés aux seuils de positivité.
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Figure 11 : Les différentes voies de transformation de la cocaine {48].
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11.3.1.3. Recherche et/ou dosage des cannabinoides dans les

cheveux

Le Delta9-tétrahydrocannabinol (ou THC), aux propriétés psychotropes, est le principal
composé du cannabis. Les principaux métabolites initiaux du THC sont le 11-hydroxy-
delta9-tétrahydrocannabinol et ’acide 11 nor-delta9-tétrahydrocannabinol-9-carboxylique (ou
THC-COOH). Le cannabinol (ou CBN), issu de I'oxydation du THC, posséde une faible
propriété psycho active. Le cannabidiol (ou CBD), provenant de 'oxydation du CBN, est,

quant a lui, dépourvu de propriétés psycho actives.

Les cannabinoides sont trés difficiles a extraire de la matrice kératinisée. Leurs concentrations
mesurées dans la matrice capillaire sont faibles. Le THC, fortement li¢ aux protéines
plasmatiques, posséde une faible affinité¢ pour la mélanine et pénétre difficilement les
membranes [96]. Plusieurs techniques sont décrites dans la littérature pour la recherche des
cannabinoides dans les cheveux. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse par impact électronique est la technique la plus décrite [73].

Le THC, le CBD et le CBN, présents dans les fumées, peuvent s’incorporer dans les cheveux
[97] et &tre & Iorigine de « faux positifs » par exposition passive. L’étape de décontamination
par plusieurs bains successifs est indispensable. Plusieurs solvants peuvent &tre utilisés:
méthanol, eau, dichlorométhane. Contrairement & [I"héroine et a la cocaine, ’hydrolyse
alcaline est la plus retrouvée dans la littérature. Jurado C. ef al. ont publié¢ une procédure
associant une hydrolyse acide, afin d’analyser les opioides et les dérivés de la cocaine, suivie
d’une alcalinisation du résidu permettant d’extraire les cannabinoides [68]. Cirimele V. ef al.
ont, quant & eux, développé une procédure permettant I’identification et la quantification
directe du CBN et du CBD sans passer par une dérivation du THC [98]. La CG-SM avec
identification par ionisation chimique négative du THC-COOH, métabolite carboxylé
endogéne, permet ainsi d’éliminer le risque de contamination externe par les fumées et

confirme la consommation de cannabis [99].

Selon les auteurs, les limites de détection (LDD) varient de 0,03 a 3 ng/mg pour le CBD, de
0,01 a 1,07 ng/mg pour le CBN et de 0,10 a 0,29 ng/mg pour le THC {98]. Pour pallier le
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risque de faux positifs, trois sociétés savantes, la SETA (Société Frangaise de Toxicologie
Analytique), la GTFCh (Société Allemande de Toxicologie Analytique) et fa SoHT (Society

of Hair Testing) ont défini la valeur de 0.1 ng/mg de¢ cheveux comme étant {a concentration

seuil de THC au-deld de laquelle un résultat doit étre considéré comme positif [100-102].

[IL.3.1.4. Recherche et/ou dosage des amphétamines dans les

cheveux

I a plupart des travaux consacrés & la recherche et/ou au dosage des amphétamines dans
les prélévements capillaires ont été publiés par des auteurs japonais confrontés
historiquement & ce type de toxicomanie. Différentes techniques chromatographiques sont

décrites dans la littérature depuis le début des années 80.

Les prises d’essai varient selon les auteurs, d’un cheveu a 250 mg. En 1984, Suzuki O. ef al.
ont décrit une procédure de dosage de la methamphétamine et de Pamphétamine par CG-SM
avec ionisation chimique a partir d’un seul cheveu (1) [103]. Dans la majorité des cas, méme
si aucun consensus n’a été réellement établi, une étape de décontamination dans un bain &
ultrasons est nécessaire. Cette étape est primordiale afin d’éviter les « faux positifs » dus a
une contamination passive par les fumees. En comparant différentes procédures d’hydrolyse,
Kintz P. ef al. ont observé que Ihydrolyse alcaline conduisait a de meilleurs rendements
d’extraction par rapport a Phydrolyse acide, enzymatique ou I’incubation dans le méthanol
[104].

L’utilisation de la methamphétamine au Japon depuis la fin de la Seconde Guerre Mondiale, a
conduit des auteurs japonais a publier de nombreux ariicles sur la détection des amphétamines
dans les cheveux. Dans la littérature, la chromatographie en phase gazeuse précédée d’une
hydrolyse alcaline et d’une €tape de « dérivation » s’avére la technique la plus communément
utilisée. Les solvants utilisés pour la « dérivation » sont trés différents suivant les auteurs. kin
1084, Takahashi K. [105] et Nagai T. [106] ont décrit deux études sur la recherche de la
methamphétamine et de ’amphétamine dans les cheveux avec une « dérivation» par de

Panhydride trifluoroacétique (ou TFA). La méme année, une technique permettant le dosage
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de amphétamine et de la methamphétamine par GC-MS, précédée d’une « dérivation » des
oxtraits avee du TFA, a également ¢été publiée [103]. L’emploi de ’anhydride
heptafluorobutyrique (ou HFBA) pour I’étape de « dérivation » a permis, en 1997, la
recherche de P’amphétamine, la methamphétamine, la MDA (3,4-
méthylénedioxyamphétamine), la MDMA (3 4-méthylénedioxymethamphétamine), la MDEA
3 A-méthylénedioxyéthylamphétamine) et 2 autres métabolites avec des limites de détection
allant de 0,02 4 0,05 ng/mg a partir d’une prise d’essai de 50 mg de cheveux [107]. Le 2,2,2-
trichloroéthylchloroformate est également un agent de « dérivation » retrouvé dans la
littérature [108]. Villamor J.L. ef al ont décrit en 20035, une nouvelle technique permettant la
détection et la quantification simultanée de ’amphétamine, la methamphétamine, la MDA la

MDMA et la MDEA [109].

Depuis les dix derniéres années, la chromatographie liquide haute performance (ou CLHP)
couplée a différents détecteurs, comme le spectrométre de masse par exemple, s’est beaucoup
développée. En 2004, Stanaszek R. et Piekoszewski W. ont mis au point une méthode de
recherche d’un groupe de huit amphétamines dans les cheveux (I’amphétamine, 1’éphédrine,
la methcathinone, la paraméthoxyamphétamine, Ja methamphétamine, la MDA, la MDMA et
fa MDEA) par CL-SM avec détection par ionisation chimique & pression atmosphérique.
Cette technique a ainsi permis Fatteindre des LDD allant jusqu'a 0,05 ng/mg pour la
methamphétamine, la MDA, la MDMA et la MDEA, jusqwa 0,10 ng/mg pour
Pamphétamine, 1’éphédrine et enfin, jusquwa 0,20 ng/mg pour la metheathinone, la

paraméthoxyamphétamine [1 10].

Au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges, une méthode
Jidentification et de dosage de I’amphétamine, de la methamphétamine, de la MDA, de la
MDMA et de la MDEA par CG-SM a été développée. Aprés extraction liquide-liquide en
milieu basique par Je diéthyl oxyde, les amphétamines sont dérivées par I’HFBA puis Pextrait
est purifié par lavages successifs avec de Peau désionisée puis avec du NH,OH a 4 %. La
séparation est effectuée par unc colonne capillaire polaire et I’ionisation est réalisée par
impact électronique. Cette technique a permis d’atteindre des LDD de 0,5 4 8 ng/mL selon les
composés ct une limite de quantification (LDQ) de 10 ng/ml 4 Uexception de la
methamphétamine (20 ng/mL) et de la MDA (50 ng/mL).
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Dans la littérature, la CG-SM s’avére donc la technique la plus sensible méme si d’autres

techniques comme la CL-SM/SM se développent de plus en plus.
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11L3.2. Recherche et/ou dosage de I’éthylglucuronide dans les cheveux

L’analyse des cheveux peut également présenter un intérét clinique et toxicologique tres
utile dans le diagnostic d’une consommation excessive et chronigue d’alcool, le suivi de
patients en cours de sevrage, le suivi de grossesse chez des patientes suspectées d’éthylisme.
Au cours de ces différentes situations, cliniciens et biologistes doivent disposer de margueurs
spécifiques. L’ éthyl-glucuronide (ethyl-§-D-6-glucuronide, EtG, Figure 12) est un métabolite
mineur mais hautement spécifique de I"éthanol utilisé comme biomarqueur de la
consommation alcoolique. Il est détectable dans de nombreux fluides et tissus humains, en
particulier dans le sérum, les urines et les cheveux méme aprés Elimination compléte de

Péthanol par I’organisme.

Figure 12 : Structure chimique de 1’Ethyl-Glucuronide, masse moléculaire 222 g.mol'l.

Depuis quelques années, différentes techniques analytiques ont €té développées et publiées
pour le dosage de 'EtG dans les cheveux (Tableau I). La CG-SM et la CL-SM/SM s’aveérent
les plus sensibles [111-116]. Les prises d’essal varient de 30 mg a 100 mg. Les solvants de
Iétape de décontamination des méches de cheveux sont également trés variés. L’extraction
s’effectue, pour la plupart des auteurs, dans un bain & ultrasons pendant une période de 2
heures. Aprés cette période d’incubation, Lamoureux F. el al., Yegles M. ef al. et Janda . et

al. ont procédé a une phase de purification des extraits en utilisant des colonnes SPE [117-
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118]. Les extraits obtenus peuvent tre directement injectés dans le cas de la chromatographie
en phase liquide ou, alternativement, nécessiter une « dérivation » afin d’augmenter la
volatilité de I’analyte pour la chromatographie en phase gazeuse. Ces techniques ont ainsi
permis d’atteindre des LDD jusqu’a 2 pg/mg a partir d’une prise d’essal de 100 mg de

cheveux [114].

Lorsque la consommation d’¢éthanol dépasse 60 grammes par jour pendant plusieurs semaines,
PTG s’accumule dans les cheveux, matrice biologique ol il permet ainsi de poser le
diagnostic d’éthylisme chronique. Différentes études ont ainsi montré que les concentrations
JEtG dans les cheveux d’alcooliques connus variaient de 30 a 13 000 pg/mg de cheveux
[111, 116]. Toutes ces études indiquent, par ailleurs, que les cheveux de patients abstinents et
buveurs modérés étaient négatifs en EtG ou présentaient des concentrations  en
éthylglucuronide inférieures a 30 pg/mg de cheveux, confirmant ainsi I’excellente spécificite
de ce marqueur avec un risque de « faux positifs » nul dés lors que les concentrations seuils
Staient suffisantes. Des valeurs seuils ou « cut-off » variant de 25 a 50 pg/mg de cheveux ont
ainsi été proposées par certains auteurs pour différencier les patients alcooliques chroniques
des buveurs modérés et/ou abstinents [118-119}. Des travaux récents et prometteurs ont
montré Uintérét de la recherche et/ou du dosage de I'EtG dans les cheveux : en particulier,
pour détecter une consommation excessive de boissons alcoolisées chez la femme enceinte
[120-121] ou dans le cadre du suivi des patients en cours de sevrage [l 19]. Compte tenu du
fait que ce marqueur est de plus en plus utilisé, validé et reconnu par la communaute
scientifique [122], I'interprétation des concentrations capillaires fait aujourd’hui I’objet d’un

consensus [123] qui rejoint les conclusions de notre expérience personnelle :

- une concentration capillaire supérieure a 30 pg/mg traduit un alcoolisme chronique,
Cest-a-dire une consommation de plus de 60 grammes d'alcool par jour, depuis
plusieurs semaines (définition de POMS).

. une concentration capillaire inférieure & 10 pg/mg de cheveux est en faveur d’une

abstinence ou d’une consommation occasionnelle et modérée de boissons alcoolisées.
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[11.3.3. Recherche et/ou dosage de familles de médicaments dans les

cheveux

I11.3.3.1. Recherche et/ou dosage des benzodiazépines dans les

cheveux

L’analyse des cheveux peut également s’avérer extrémement riche d’informations et &tre
mise a profit dans un contexte de soumission chimique par la détection et le dosage de
composés psychotropes tels que les benzodiazépines. En raison de leurs propriétés
pharmacologiques, physico-chimiques et de leur facilité d’obtention, elles possédent le
« profil type» des substances idéales et constituent de ce fait les molécules les plus
employées par les agresseurs afin d’obtenir un « état favorable » chez la victime (violences

volontaires, vol, viol, actes de pédophilie).

Dans la littérature, les méthodes les plus récemment décrites pour la recherche et/ou le dosage
des benzodiazépines dans les cheveux sont basées sur des techniques chromatographiques en
phase liquide avec une détection par spectrométrie de masse en tandem.

Le mode de préparation des échantillons capillaires et les solvants utilisés pour I'étape
d’hydrolyse varient d’un auteur & un autre. Laloup M. ef al. décontaminent les cheveux dans
deux bains de dichlorométhane, suivi de deux bains successifs d’eau et de méthanol alors que
Villain M. ef al. emploient deux bains de chlorure de méthylene et Hegstad S. ef al., un bain
de 2-propanol suivi d’un bain de tampon phosphate 0,01 M et de nouveau un bain de 2-
propanol. Trving R.C. et al. utilisent un bain d’eau suivi de deux bains avec de 1’éthanol. Une
décontamination avec une solution de dodécyl sulfate de sodium (SDS) dans ’eau (0,1 %) et
du dichlorométhane est également retrouvée.

La plupart des auteurs utilisent une extraction liquide-liquide. Les solvants les plus
couramment utilisés sont le dichlorométhane, le méthanol, des mélanges de
dichlorométhane/diéthyléther,  dichlorométhane/éther ou  encore du méthano¥/acide
trifluoroacétique [124-130]. Trés peu d’auteurs utilisent une extraction en phase solide [131-
132].
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La CG-SM est une technique décrite dans la littérature [133] mais la CL-SM avec ionisation

par electrospray est la technique la plus couramment retrouvee.

Ces différentes techniques ne conduisent pas au méme nombre de benzodiazépines retrouvées
mais elles ont permis d’atteindre des LDD allant jusqu’a 0,01 pg/mg pour le midazolam
[126].

111.3.3.2 Recherche et/ou dosage d’autres médicaments dans les

cheveux

D’autres psychotropes sont également recherchés dans les prélévements capillaires pour
des applications tant cliniques que médico-légales. Les neuroleptiques
(chlorpromazine, halopéridol) ont été parmi les médicaments les plus étudiés. La CL-UV/BD
constitue la technique de choix pour cette classe thérapeutique [134]. Sato H. et el ont publié
une étude montrant que la concentration en chlorpromazine dans les cheveux était corrélée, a
la fois avec la concentration plasmatique a I’état d’équilibre et avec la posologie. De plus, ils
ont également pu constater que ce neurcleptique avait une forte affinité pour la mélanine car
sa concentration était plus faible chez des sujets ayant des cheveux blancs donc pauvres en

mélanine [135].

Les antidépresseurs et notamment les antidépresseurs tricycliques ont également fait I’objet
de publications. Pour ce type de molécules, la CL-UV/BD peut se substituer a la CG-SM

aprés une étape d’extraction en phase solide a pH alcalin [134].

Des études concernant la recherche et/ou le dosage des hypnotiques ont €galement gté
développées. En 2004, Villain M. ef al. ont mis au point une technique permettant le dosage
de la zopiclone par CL-SM/SM avec une étape de décontamination par du dichlorométhane et
une extraction liquide-liquide. Cette technique a permis d’atteindre une LDD de 0,3 pg/mg
[136].

D’autres familles de médicaments sont également recherchées dans les cheveux comme les

hypoglycémiants parmi lesquels le glibenclamide. Villain M. et al. ont développé en 2006 une
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technique permettant sa techerche par CL-SM/SM avec une extraction liquide-liquide

permettant d’atteindre une LDD de 2 pg/mg [137].
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111.4. Intéréts et limites des analyses capillaires

Les cheveux se distinguent des autres matrices biologiques utilisées classiquement dans
les analyses toxicologiques, telles que le sang ou les urines, et représentent un puissant
moyen de diagnostic clinique complémentaire, par leur capacité unique a stocker les
xénobiotiques pendant plusicurs semaines, voire plusieurs mois (alors que leur présence dans
le sang et les urines est souvent temporaire). Cette longue fenétre de détection permet la
recherche rétrospective de la consommation de drogues ou de médicaments [2, 62, 138-139].
De plus, gréce a leur structure solide et durable, l'analyse des cheveux peut &tre réalisée des

années (parfois méme des siécles) aprés la réalisation des prélévements [140].

Tout laboratoire réalisant des analyses capillaires doit avoir validé des directives afin de

vérifier la précision, I’exactitude, la sensibilité et la spécificité des essais [141-143]

Selon les techniques analytiques utilisées, une méche de 50 & 100 mg de cheveux est
généralement nécessaire par analyse. Un prélévement d’une quantité de deux a trois fois plus
importante est donc recommandé. Ces cheveux doivent &tre coupés a 'arriere du crane au
niveau du vertex inférieur (Figure 13) pour diverses raisons. En effet, la phase anagene y est
la plus élevée (96%) et la vitesse de croissance y est relativement homogéne. De plus, cette
zone est relativement protégée des contaminations extérieures, et le prélévement n’est pas la
source de « dégits esthétiques » trop importants. La coupe est réalisée a I'aide d’une paire de
ciseaux. Il est indispensable de noter l'orientation de pousse (racine — pointe) lorsqu’une
segmentation est prévue. Généralement, un fil est nou¢ a la base de la méche et la section est
réalisée entre cette ligature et le cuir chevelu, au plus prés de ce dernier [2, 48]. Les cheveux
sont ensuite conditionnés, a température ambiante, dans une enveloppe ou dans du papier
d'aluminium (Figure 13). Aprés les étapes de décontamination, ’hydrolyse et ’extraction

s’effectuent sur des cheveux pulvérisés ou coupés finement.
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Figure 13 : Photographies représentant les étapes de prélévement au niveau du vertex

inférieur (A) et de conditionnement des échantillons capillaires pour analyse (BetC).

\

De par leur capacité a constituer la seule mémoire biologique a disposition dans de
nombreuses situations, les cheveux constituent ainsi une matrice potentiellement intéressante,

notamment, en toxicologie médico-légale pour de multiples applications :

- pour prouver une exposition cachée, illicite ou criminelle aux stupéfiants, les
conséquences pénales n’étant pas les mémes qu'un individu soit considéré comme
consommateur ou comme dealer.

- pour mettre en évidence le type de drogue consommée, la durée et la régularité des
prises.

- pour confirmer ou au contraire infirmer des délits graves comme des meurtres ou des
viols sous I’emprise de stupéfiants par la mise en évidence d’une consommation a
distance.

- pour révéler une tentative d’intoxication chronique a des fins criminelles.

- pour préciser le traitement permettant d’identifier une victime en I’absence d’autres

milieux biologiques disponibles ou exploitables [144].

Le champ d’investigation est également immense en clinique. Le cheveu peut s’avérer étre un
moyen de dépistage trés utile pour la surveillance des patients traités par des antiépileptiques.

En effet, dans ce type de situation, la surveillance thérapeutique repose classiquement sur les
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dosages sanguins mais lorsque ceux-ci n’ont pas €te réalisés, quand des troubles cliniques
sont constatés chez un malade bon observant ou en cas de dissociation entre les
concentrations sanguines mesurées et la symptomatologic clinique, 1’analyse capillaire peut
apporter des informations pertinentes et compléter utilement les dosages sanguins. L analyse
capillaire s’avére ¢galement extrémement riche d’informations pour mettre en évidence une
exposition d’un nouveau-né a un toxique pendant la grossesse, dans la surveillance
thérapeutique pour confirmer une erreur de prescription, comme marqueur du tabagisme
passif par le dosage de la nicotine ou enfin chez des malades psychiatriques pour contrdler la
bonne observance thérapeutique au long cours, 'interrogatoire pouvant étre parfois difficile

voire impossible chez ce type de patient [1-2, 145].

Depuis les 20 derni¢res années, les cheveux gagnent donc en reconnaissance en maticre
d’investigations rétrospectives d’abus chronique de substance(s) ou lors d’intoxications. Les
prélévements capillaires sont donc devenus des matrices importanies en clinique et dans le
domaine médico-légal, particuliérement dans les contextes de soumission chimique.
Contrairement au sang et aux urines, le cheveu permet d’apporter des informations tardives et
cumulatives, mais il présente également certaines limites. En effet, les possibilités
d’incorporation des xénobiotiques par contamination extérieure nécessitent certaines
précautions et les procédures de décontamination des cheveux doivent étre parfaitement
définies avant de réaliser les analyses. De trés nombreux auteurs effectuent uniquement un
dosage quantitatif ciblé d’un type de substances en particulier. Or, dans de nombreuses
situations, une recherche qualitative d’un large échantillon de composés appartenant a

plusieurs familles différentes, appelé le « General Unknown Screening » s’avere nécessaire.
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IV. Screening dans les cheveux

IV.1. Introduction

Les analyses capillaires représentent donc un moyen d’investigation, tardif et cumulatif,
dans de nombreuses situations a la fois cliniques et médico-1égales en complément des
prélévements sanguins et urinaires [1-2].

Dans la littérature, deux types de stratégie de screening toxicologique dans les cheveux sont

décerits :

- le « screening ciblé» qui permet la recherche et/ou le dosage de quelques molécules
appartenant a un nombre restreint de classes thérapeutiques (exemple: le screening des
antidépresseurs). C’est le type de screening le plus largement retrouvé. Le screening des
stupéfiants est, par exemple, plus spécialement utilis¢ dans le dépistage et la surveillance des
conduites toxicophiles, le screening des psychotropes (benzodiazépines, neuroleptiques) afin

& évaluer une exposition médicamenteuse lors d’une tentative d’empoisonnement.

- le « General Unknown Screening » (ou GUS) qui consiste en la recherche d’un nombre
Himité ou non de substances, sans @ priori et qui permet ainsi d’élargir considérablement le

champ des investigations.

Les xénobiotiques présents dans les cheveux peuvent &tre mis en évidence pendant une
période altant de quelques semaines a quelques mois, voire des années [2, 62, 138]. Ces deux
stratégies de screening sont donc généralement réalisées en complément des analyses
sanguines et urinaires pour lesquelles la durée de détection est de quelques heures & quelques
jours. En revanche, dans certaines situations, les analyses capillaires représentent le seul
moyen d’investigation mis a disposition. C’est le cas par exemple, lors de la découverte d*un
cadavre lorsque le corps est déjd en voie de décomposition avancée, et pour lequel ni
prélévement sanguin, ni prélevement urinaive n’est réalisable, ou pour compléter les résultats
des analyses de ces deux types d’échantillons. Les cheveux demeurent en général intacts et

permettent de réaliser un examen toxicologique afin de connaitre les habitudes de
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consommation du défunt vis-a-vis d’une classe médicamenteuse ou de stupéfiants. Le seul
facteur limitant peut &tre la longueur de la méche disponible, mais également le risque de
contamination post-mortem, notamment a la suite d’exhumations (les cheveux pouvant étre

contaminés par un « bain dans les fluides de putréfaction ») [144, 146].

Dans des cas de soumission chimique (violences volontaires, vol, viol, actes de pédophilie),
les cheveux peuvent également s’avérer riches d’informations. Dans ce type de situation, les
substances sont administrées a 'insu de la victime, qui n’a pas, généralement, ni conscience,
ni souvenir, des faits. En effet, certains composés, a I"origine d’amnésies partielles voire
totales, peuvent conduire & un retard de déclaration de I’agression, et par conséquent, a une
réalisation tardive des prélévements biologiques. L enquéte de police, les interrogatoires sont
donc trés souvent réalisés longtemps aprés les faits. Les investigations initiales (sang et
urines) peuvent alors s’avérer inefficaces, voire négatives (par exemple, P’acéprométazine,
neuroleptique phénothiazinique présent dans le Noctran® a une demi-vie tres courte et peut
stre éliminé en 8 heures) [147]. Dans ces conditions, les prélevements capillaires sont utiles
car, en réalisant des sections sur une méche de cheveux, ils peuvent représenter le seul moyen
de confirmer des aveux, ou de prouver, dans la période des faits, une administration chez une
personne « najve ». L’état de conscience d’un agresseur au moment des faits peut également
atre exploré. Ainsi et par exemple, lorsque I’agression a eu lieu quelques mois avant fes
préléevements capillaires, et que I’agresseur est un ancien toxicomane. Ce dernier peut alors
déclarer avoir agi en «état de manque » et les résultats des analyses, en fonction des
différentes segmentations réalisées sur les meches de cheveux, pourront étre révélateurs de

’évolution de sa consommation de stupéfiants au moment des faits [148-149].

Cependant, et idéalement, i"identification d’un xénobiotique dans les cheveux par
« screening » n’est pas suffisante, et doit si possible étre confirmée par un dosage avec une

méthode spécifique.
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IV.2. Revue de la littérature

Dans la littérature, les publications décrivant des techniques de GUS dans les cheveux
sont extrémement rares car la plupart des auteurs recherchent et/ou dosent seulement

quelques molécules, appartenant de surcroit & un nombre restreint de classes thérapeutiques.

Gaillard Y. et al. ont été parmi les premiers a publier en 1997 un article déerivant une
technique de GUS par chromatographie en phase liquide haute performance couplée a un
détecteur a barrette de diodes (ou CL-UV/BD) et par chromatographie en phase gazeuse
couplée & la spectrométrie de masse (ou CG-SM). Des échantillons variant de 200 a 250 mg
de cheveux ont été collectés et décontaminés dans deux bains d’eau chaude pendant 3 minutes
suivi de 2 bains de dichlorométhane également pendant 3 minutes. Les prélévements ont
ensuite été coupés en segments de 2 cm puis des prises d’essais de 75 mg ont été incubées a
56°C pendant 12 heures dans deux milieux différents suivant ’extraction de composés acides
d’une part et basiques et neutres d’autre part. Pour les composcs acides, ’hydrolyse a ét¢
réalisée avec le prazépam comme étalon interne dans 2 mL d’eau distilice. Pour les composés
basiques et neutres, Phydrolyse a été réalisée avec la bupivacaine comme étalon interne dans
1 mL d’acide chlothydrique 0,1 M. Aprés cette période d’incubation, les extraits ont subi une
double phase de purification en utilisant des colonnes SPE et ont été injectés dans les deux
systtmes chromatographiques. La mesure des temps de rétention et les spectres ultraviolets
ont permis [Didentification de 675 xénobiotiques (stupéfiants, benzodiazépines,
antidépresseurs  tricycliques,  antiépileptiques,  p-bloquants, anticoagulants,  anti-
inflammatoires non stéroidiens...). Par exemple, le méprobamate qui n’absorbe pas dans
Pultraviolet a été identifié par CG-SM alors que 1"acénocoumarol, anticoagulant non volatile,

a 6té mis en évidence par CL-UV/BD [134].

Kronstrand R. ef al., en 2004, ont analysé 75 échantillons capiliaires provenant d’autopsies
par LC-MS/MS en complément des prélévements sanguins et urinaires. Les prises d’essais,
variant de 10 & 50 mg de cheveux, ont été hydrolysées 4 37°C pendant 18 heures dans un bain
avec agitation orbitale de 0,5 mL de phase mobile (acétonitrile, méthanol, tampon formate 20
mM pH 3 (10: 10: 80)) et 25 pL d’étalons internes deutcrés (2,0 ng/mL de morphine-d;,

cocaine-d;, amphétamine-ds et diazépam-ds). Aprés cette période d’incubation, 10 uL ont été
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injectés dans le systéme chromatographique. Les temps de rétention ont ¢té mesurés pour
chaque composé. Cette technique a permis Iidentification de 14 xénobiotiques : nicotine,
cotinine, ~ morphine,  6-acétylmorphine,  codéine,  éthylmorphine, amphétamine,
methamphétamine, MDA, MDMA, cocaine, benzoylecgonine, diazépam et 7-
aminoflunitrazépam. Chaque composé retrouvé était ensuite dosé par une méthode spécifique,
la CG-SM pour les opioides et les amphétamines ct la chromatographic en phase liquide
couplée 4 la spectrométrie de masse en tandem (ou CL-SM/SM) pour les benzodiazépines
[89].

D’autres auteurs ont également décrit des techniques de GUS dans les cheveux par CL-
SM/SM comme Hegstad S. ef al qui ont publié en 2008 une technique permettant la
recherche de 22 composés associant des psychotropes, des stupéfiants et leurs métabolites.
[.es meéches de cheveux ont été prélevées au niveau du vertex inférieur du personnel du
laboratoire et de leur famille, quatre échantillons provenaient d’autopsies. Ces différentes
méches ont ensuite été coupdes en petits segments de I cm afin de garder 20 mg de prise
d’essai pour Panalyse. Chaque échantillon a été décontaminé dans 2 mL de propan-2-ol
pendant 15 minutes puis dans 3 bains successifs de 15 minutes chacun de 2 mL de tampon
phosphate 0,01 M (pH 6) et enfin de nouveau dans un bain de 2 mL de propan-2-ol pendant
15 minutes. Les méches ont ensuite été séchées a température ambiante. Chaque échantillon a
été mélangé 4 0,45 mL d’un mélange d’acétonitrile/acide formique 25 mM et 50 uL d’¢étalons
internes deutérés (500 ng/mL de morphine-ds, amphétamine-d;1, 7-aminoflunitrazépam-d; et
diazépam-ds). Aprés une centrifugation a 2600 tours/min, Pétape d’hydrolyse a été réalisée
dans un bain & 37°C pendant une période de 18 heures. 10 uL ont ensuite été analysés par CL-
SM/SM. Cette technique a permis I’identification de 22 composés et de leurs métabolites :
nicotine, cotinine, morphine, 6-MAM, codéine, amphétamine, methamphétamine, MDMA,
cocaine, benzoylecgonine, 7-aminonitrazépam, 7-aminoclonazépam, 7-aminoflunitrazépam,
oxazépam, diazépam, alprazolam, zopiclone, zolpidem, catisoprodol, méprobamate,

buprénorphine et méthadone [128].

Comme Kronstrand R. ef al. et Hegstad S. ef al, Bucelli F. et al. ont également permis, en
2009, la recherche de plusieurs xénobiotiques par CL-SM/SM. Des prises d’essais de 20 a 50
mg de cheveux étaient prélevées sur des personnes admises dans des centres de
désintoxication, puis finement coupées en segments et décontaminées dans deux bains de 2

mL de dichlorométhane. Les méches étaient ensuite incubées dans 3 ml. de tampon phosphate
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0,1 N (pH 5) et mélangées & deux étalons internes (amphétamine-ds et benzoylecgonine-ds)
avant d’étre incubées pendant une période de 18 heures 4 45°C. Les extraits étaient ensuite
déposés a la surface d’une colonne d’extraction avant d’étre injectés en deux temps dans le
systéme chromatographique. Une premicte injection permettait la recherche des opioides, de
la cocaine et de ses métabolites. La deuxidéme injection permettait de rechercher d’autres
xénobiotiques comme des benzodiazépines. La détection a été réalisée avec une ionisation par
electrospray. Seize composés ont ainsi ét¢ analyscs: ecgonine méthylester, cocaine,
benzoylecgonine, morphine, 6-MAM, codéine, amphétamine, methamphétamine, MDA,

MDEA, MDMA, MBDB, éphédrine, phentermine, phendimétrazine et buprénorphine [150].

La CL-SM/SM a également été décrite par Liu H.S. ef al. en 2010. La masse de la prise
dessai était de 50 mg et 50 pL de nalorphine ont €té utilisés comme étalon interne. La
période d’incubation était de | heure a 60°C dans un bain de 2 mL d’acide chlorhydrique 0,1
N. Ces auteurs ont mis en application cette méthode afin d’analyser le sang, les urines et les
cheveux d’une personne retrouvée inconsciente et décédée & son arrivée a ’hopital. Ils ont
comparé les spectres obtenus a partir de ces trois types d’échantillons & une bibliothéque
contenant 800 spectres de composés et ont ainsi pu constater que certaines substances
retrouvées dans les cheveux n’étaient pas identifiées dans les prélévements sanguins et
urinaires comme par exemple, la MDMA, I’héroine et la kétamine. Les résultats de ces trois
préléevements ont donc €té complémentaires les uns des autres ce qui a permis une

interprétation plus aisée de la cause du déces [38].

Une autre technique, plus rare, est également retrouvée dans la littérature, la chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse & temps de vol (ou LC-TOFMS du terme Anglo-
Saxon Liquid Chromatography-Time-Qf-Flight Mass Spectrometry). Elle a été décrite par
Pelander A. ef al. en 2008 pour la recherche qualitative de xénobiotiques basiques dans les
cheveux en comparaison avec les prélevements sanguins et urinaires. 32 échantillons ont ainsi
été prélevés sur des personnes de type caucasien autopsiées et connues pour e&fre
consommatrices de médicaments. 100 a 250 mg de cheveux ont été décontamings dans 5 mL
d’éthanol pendant 10 minutes. Une hydrolyse alcaline avec 2 mL d’hydroxyde de sodium 1 M
a ensuite été réalisée pendant une période d’une heure & 100°C puis le pH a été ajusté a 7 avec
de Pacide chlorhydrique. Les extraits ont subi une purification en utilisant des colonnes SPE
avant d’étre injectés dans le systéme chromatographique. Cette technique a permis

I'identification de 35 composés appartenant & différentes classes thérapeutiques : opioides

Cibraddine ROLIAND - 2016 6 5
METHODES I SCREENING DE NEROBIGTIQUES (MEDICAMENTS EY OU ST IPEFIANTS) DANS LES CHEVEUX : EYAT DE LARE ET EEUDE PRELIMINAIRE



(tramadol et ses métabolites, méthadone, codéine, oxycodone), amphétamines (amphétamine,
methamphétamine, MDMA), antiépileptiques (lamotrigine, carbamazépine, oxcarbazépine,
phénytoine), antidépresseurs (citalopram, mirtazapine, venlafaxine, trimipramine), p-
bloquants (bisoprolol, propranolol), benzodiazépines (alprazolam), paracétamol,... En
revanche, peu de benzodiazépines ont ét€ retrouvées par celte technique car ’hydrolyse
alcaline n’est pas recommandée pour rechercher ce type de composés. Toutefols, de
nombreux xénobiotiques non retrouvés dans le sang et/ou les urines ont été identifiés dans les

cheveux [46].
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I1V.3. Discussion

L’ensemble de ces différents travaux n’a pas permis d’établir de réel consensus sur une
technique de GUS dans les cheveux.

La plupart des échantillons sont issus de cadavres autopsiés ou de personnes connues pour
dtre consommatrices de médicaments. Les prélévements sont toujours réalisés en dega du

vertex cranien.

Les masses des prises d’essais restent trés variables d’un auteur & un autre allant de 10 mg
pour Kronstrand R. ef al. jusqu’a 250 mg pour Pelander A. ef al. Une masse moyenne de 50

mg d’échantillon est cependant trés souvent rencontrée.

L’étape de décontamination des méches de cheveux est également tres différente selon les
auteurs notamment en ce qui concerne les solvants utilisés. Plusieurs bains successifs pendant
des durées variables demeurent nécessaires de fagon & éliminer toutes substances hydrophiles
et lipophiles présentes a la surface des échantillons (pouvant augmenter le bruit analytique,
réduire la sensibilité et &tre a Porigine de résultats « faux positifs »). Le dichlorométhane est

le solvant le plus retrouvé,

Le mode d’hydrolyse est variable entre les différentes méthodes décrites dans la littérature.
L’hydrolyse acide pendant une période d’incubation de 18 heures est la plus utilisée par les
auteuts. En revanche, la température des bains n’est pas identique et varie de 37°C a 60°C. En
général, plus la température du bain est élevée, plus le temps d’incubation est court.
Cependant, les solutions employées sont différentes (tampon phosphate 0,1 N, mélange
acétonitrile/acide formique 25 mM, acide chlorhydrique 0,1 M...). L hydrolyse enzymatique
nest retrouvée dans aucune publication. L hydrolyse alcaline est également trés peu

employée car elle n’est pas recommandée pour la recherche des benzodiazépines.

La CL-SM/SM est la technique chromatographique la plus largement retrouvée.
Contrairement a la CG-SM, nécessitant un temps d’analyse beaucoup plus long, une étape de

« dérivation » et qui est plus consommatrice d’échantitlon, et a la CL-SM, trés souvent

Liéraldine ROLLAND - 2016 67
METHODES PE SCREENING DE XENORIGHQUES (WMEIDCAMENTS EF QU STUPERANES DANS LES CHEPRUX - ETA I L ART 80 ETUDE PRELIMINAIRE



utilisée pour la recherche d’une ou deux classes pharmacologiques spécifiques, la CL-SM/SM
apparait étre la technique la plus sensible et la plus spécifique.

Les xénobiotiques classiquement retrouvés sont ceux appartenant a la classe des stupéfiants
(cocaine, opioides et ses dérivés, amphétamines) ainsi qu’aux benzodiazépines et autres
psychotropes. Ce sont, en effet, des molécules trés largement identifiées dans des situations de
mott inexpliguée, ou de soumission chimique. Les antécédents de traitement de la victime
ainsi que le contexte du décés et les constatations cliniques sont donc autant d’éléments te¢s
utiles pour orienter interprétation des résultats en I’absence de prélévements sanguins et/ou

urinaires pouvant éventuellement les confirmer.

Une certaine prudence doit, cependant, avoir lieu concernant I’interprétation des résultats car

chaque composé identifié devrait idéalement étre ensuite dosé par une méthode spécifique.
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V. Etude préliminaire réalisée au Laboratoire de Pharmacologie

et Toxicologie du CHU de Limoges

V.1. Objectifs

prés avoir réalisé une revue de la littérature des différentes techniques de « General
AUnknown Screening » (ou GUS) dans les cheveux, I’objectif de notre travail était de
réaliser une étude préliminaire dans le but de définir une procédure comparant trois types
d’hydrolyses (hydrolyse acide, hydrolyse basique et hydrolyse dans le méthanol) ainsi que
trois techniques chromatographiques (CG-SM, CL-UV/BD et CL-SM/SM) permettant la

recherche d’un large éventail de composés dans les cheveux.

[’idée était de tester ces trois types d’hydrolyses et ces trois techniques chromatographiques
en analysant des échantillons de cheveux provenant de différentes populations de patients, et
en tenant compte des antécédents connus de traitements, du contexte clinique ou médico-
1égal, ainsi que des résultats obtenus dans d’autres matrices biologiques, afin de définir une

procédure générale de GUS la plus sensible et la plus spécifique.
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V.2. Plan expérimental

Au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges, trois techniques
chromatographiques de GUS (CG-SM, CL-UV/BD, CL-SM/SM) peuvent &tre mises en
oeuvre dans divers milieux biologiques tels que le sang total, le sérum, le plasma, Purine, le
Jiquide gastrique, ou dans d’autres matrices biologiques comme des poudres ou des organes.
Afin de pouvoir mettre en place une procédure générale de GUS dans les cheveux
suffisamment sensible et spécifique, un plan expérimental listant 'ensemble des étapes a
réaliser a été défini.

Dans un premier temps, toutes les ¢tapes concernant la réception du prélévement capillaire

ont été détaillées :

- date du prélévement

- nombre de meches

- longueur de la (des) méche(s) de cheveux

- masse de la (des) meéche(s) de cheveux

- couleur de la (des) méche(s) de cheveux

- orientation ou non a ’aide d’un lien

- masse totale du (ou des) prélévement(s) (avec lien) avant lavage

- masse totale du (ou des) prélévement(s) aprés lavage et séchage et avant segmentation
Pour chaque échantillon capillaire, ensemble de ces informations a été conservé sur une
fiche nommée « Fiche de suivi: Prélévement capillaire» (Annexe I) déja utilisée au
Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges pour les analyses réalisées
sur des échantillons de cheveux.

Les étapes de décontamination et d’échantillonnage ont également été décrites :

nombre de bains de décontamination

solvants utilisés

temps de lavage de chaque échantillon capillaire

séchage
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- consetvation du prélevement
- segmentation ou non
- échantillonnage

- masse de prise d’essai nécessaire pour la réalisation des analyses

Les trois types d’extraction et les différents systémes chromatographiques ont enfin, eux
aussi, été définis de fagon trés précise afin que chaque prélévement soit traité et analysé de

fagon identique :

- ¢tape d’hydrolyse : étalons internes utilisés, solvants, durée d’incubation, température
du bain
- techniques analytiques : CG-SM, CL-UV/BD, CL-SM/SM

Un diagramme énumérant chaque étape et reprenant ’ensemble de ces informations a €te
défini (Annexe ).

Afin de pouvoir regrouper et comparer les résultats obtenus, un tableau Excel récapitulant
I"ensemble des caractéristiques de chaque prélévement capillaire étudié (identification de
’échantillon, les commémoratifs, les antécédents de traitements du patient, la date des
prélévements, la couleur des cheveux, la longueur de la (des) méche(s) en centimetres, la
partie du segment analysé et les ésuliats des différentes techniques chromatographiques) a éte

établi.
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V.3. Méthodologie

V.3.1. Matériels et réactifs

V.3.1.1. Solvants et substances purs

*étalon interne, la glafénine, a été obtenu aupres de SIGMA.
LLe THC-D; a été fourni par Promochem.

I’acétonitrile, le n-Heptane pour HPLC et le méthanol, tous de qualité analytique, ont été
fournis par Carlo-Erba-Reagent (France).

Le dichlorométhane Normapur, de qualité Chromanorm, a été obtenu auprés de la société
VWR (France).

L acide chlorhydrique concentré R.P. Normapur a ét¢ fourni par la société VWR (France).

La pyridine et ’anhydride acétique ont €té obtenus aupres dALLTECH.

I’acide orthophosphorique 85% minimum, d1, 70, RP Normap, le chlorure d’ammonium RP
Normapur et le propanol-2 RP Normapur ont été obtenus auprés de PROLABO.
1.’ammoniaque 25% pour analyses a ¢té fournie par MERCK.

L'eau désionisée a été obtenue par utilisation d’un systeme Millipore Direct-Q3 (Millipore,

France).
V.3.1.2. Appareillage

our les étapes d’extraction, des cartouches EXTRELUT® NT 1 ¢t NT 3 a usage unique
P(MERCK) et des cartouches OASIS® HLB 3 cc (WATERS) ont été utilisées.

Pour la CG-SM, la séparation chromatographique a ¢té réalisée par utilisation d’une colonne
capillaire PTE 5 (SUPELCO) de longueur 30 m, de diamétre 0,25 mm et d’épaisseur de film
0,25 pm.
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Pour la CL-UV/BD, une colonne Nucléosil Cg (150 x 4,6mm, d.i. = 5 um) a été utilisée.
Ia chromatographie et la détection par CL-SM/SM ont été réalisées 4 I'aide d’un systéme
chromatographique équipé d’une colonne en acier XTerra® MS Cyg de 2,1 mm de diametre,

de 100 mm de longueur et ayant une phase stationnaire d’une granulométrie de 3,5 um.
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V.3.2. Caractéristiques des échantillons capillaires

I a connaissance de 1’historique du patient, de ses antécédents médicaux et du contexte
clinique et médico-égal, sont autant d’¢léments essentiels & prendre en considération

pour choisir nos échantillons témoins.

Dans un premier temps, avant de commencer a élaborer la procédure générale de GUS, la

base de données médico-légale interne au Service a €té consultée afin de:

- lister Pensemble des cas médicaux Iégaux ayant fait I'objet d’une expertise au sein du
T.aboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges au cours de ’année
2003. Effectivement, compte tenu de nos procédures internes (conservation post-
analytique pendant un délai de 5 ans des scellés, sauf avis contraire du tribunal), les
scellés correspondant a ces dossiers étaient promis & la destruction d’ici 2009, et, par
conséquent, éventuellement disponibles pour mon travail.

- conserver les cas ayant fait ’objet d’un prélevement capillaire, susceptibles d’€tre
intéressants 4 analyser c’est-d-dire avec une notion ou une forte suspicion de
consommation chronique et/ou ponctuelle de xénobiotiques et dont les résultats des
analyses réalisées sur diverses matrices biologiques telles que le sang, l'urine, le

plasma ou encore le liquide gastrique se sont avérés positifs.

Dans un deuxiéme temps, parmi "ensemble des cas médico-1égaux de Pannée 2003 retenus,
les échantillons capillaires prélevés ont fait I'objet d’une deuxiéme sélection en fonction de
teur taille et de la masse de la (des) méche(s) de cheveux disponibles. Ainsi, plusieurs
échantillons potentiellement intéressants se sont révélés non exploitables : méche trop courte
ou lige avec du ruban adhésif la rendant inexploitable, ... . D’autres prélévements, réalises a
titre médical au cours des années 2006 et 2007, ont également €t¢ retenus comme ¢chantillons
témoins selon les mémes critéres. Ainsi, ¢'est au total les prélévements capillaires de 12 sujets

qui ont été analysés. Leurs principales caractéristiques figurent dans le tableau II.
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V.3.3. Procédure de décontamination

l a décontamination des méches de cheveux a été effectuée en quatre étapes successives

dans des tubes a fond rond de 15 mL de diamétre 19 mm :

- ler bain dans 5 a 10 mL d’eau & température ambiante (en fonction de la longueur de la
meéche de cheveux) pendant | minute

- 2&me bain dans 5 4 10 mL de dichlorométhane & température ambiante (en fonction de la
longueur de la méche de cheveux) pendant 1 minute

- 3&me bain de nouveau dans 5 a 10 mL d’eau & température ambiante (en fonction de la
longueur de la méche de cheveux) pendant | minute

- 4éme bain dans 5 & 10 mL de dichlorométhane & température ambiante (en fonction de la

longueur de la méche de cheveux) pendant 1 minute

Toutes ces étapes sont nécessaires de fagon a éliminer toutes substances hydrophiles et
lipophiles présentes a la surface des échantillons. Un séchage des prélévements capillaires

entre deux feuilles de papier filtre courant a été réalisé aprés chaque étape de ringage.

Le dernier bain de lavage de dichlorométhane a ¢té transféré dans un tube a fond conique de
10 mL puis évaporé a sec. L extrait sec a été conserve dans une chambre de congélation apres

y avoir inscrit I’identification de ’échantillon et la masse de la méche de cheveux.
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V.3.4. Segmentation, pesée, échantillonnage

I :11 fonction du nombre de méches de cheveux disponibles, de leur longueur et des
commémoratifs, une étape de segmentation préalable & I’échantillonnage a €t¢ effectuée

pour trois échantillons (RG 1, RG 6 et RG 11).

Pour ce faire, chaque méche de cheveu a €té enroulée dans une feuilie de papier aluminiuvm en
veillant a bien renseigner le cbté de la cordelette qui indique la racine du cheveu, pour ne pas
perdre orientation de la méche. Puis, la segmentation a ¢té réalisée a Paide d’une paire de
ciseaux et d’une regle.

Pour RG 1, la méche de cheveu a été découpée en trois segments (premier segment dela3
em, deuxiéme segment de 3 4 5 cm et troisiéme segment de 5 4 8 cm, de la racine a la pointe
de la méche).

Pour P’échantillon RG 6, les analyses ont été réalisées uniquement sur les 5 premiers
centimétres de la méche de cheveu.

Pour Péchantillon RG 11, les analyses ont été effectuées sur les 3 premiers centimétres de la

méche.

Tous les autres prélévements ont été analysés dans leur globalité. Ces échantillons ont

également été placés dans une feuille de papier aluminium pour faciliter la fragmentation.

Puis, chaque segment ou chaque méche de cheveux a ét€ finement coupé a l’aide de ciseaux
en petits morceaux d’une longueur d’environ 1 mm et placés dans des tubes a fond rond de [5
ml, préalablement tarés afin de connaitre la masse exacte de cheveux découpés. Les tickets de

pesée ont été imprimés et collés sur la « Fiche de suivi : Prélévement capillaire » (Annexe I).

Trois échantillonnages de 20 mg de cheveux chacun ainsi coupés ont ¢té nécessaires pour
réaliser les analyses soit, au total, une prise d’essai d’une masse de 60 mg de cheveux pour

chaque prélévement aprés lavage, séchage et fragimentation.

Les échantilions de cheveux ont &té stockés dans un endroit sec et a I’abri de la lumiére.
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V.3.5. Hydrolyse des échantillons capillaires

Cette étude préliminaire visant & définir une procédure générale de GUS dans les

cheveus, trois types d”hydrolyses dans trois milieux différents ont ét¢ comparces :

- une hydrolyse dans le méthanol
- une hydrolyse en milieu basique

- une hydrolyse en milieu acide

Les étalons internes utilisés ont été différents suivant les techniques chromatographiques
réalisées. La glafénine 4 10 mg/L dans le méthanol a été choisie pour les analyses par CL-
UV/BD et par CL-SM/SM alors que le THC-D3 a 100 mg/L. dans le méthanol a €té utilisé
pour les analyses par CG-SM.

Ainsi, pour ’hydrolyse méthanolique, 1 mL de méthanol, 50 uL de la solution de THC-Dj3
100 mg/L. et 200 uL de la solution de glafénine 10 mg/L ont ét¢ ajoutcs au premier
échantillonnage.

Pour hydrolyse en milieu basique, 4 mL de tampon phosphate 0,05 M (pH 7,6), 50 L de la
solution de THC-D5 100 mg/L. et 200 uL de la solution de glafénine 10 mg/L ont €t€ ajoutes
au deuxieme échantillonnage.

Enfin, pour hydrolyse en milieu acide, 4 mL d’un mélange méthanol/eau, 50/50, viv et
d’acide chlorhydrigue 0,5 M (pH 3), 50 pl. de la solution de THC-D3 100 mg/L et 200 pl. de

la solution de glafénine 10 mg/L ont été ajoutés au troisiéme échantillonnage.

Les trois mélanges obtenus ont alors ét€ vortexés et déposés dans un bain a 40°C pendant une
période de 18 heures.
Aprés cette période d’incubation, le mélange en milien acide a ét¢ neutralisé avec 25 uL

d’hydroxyde de sodium 0,1 M.

Puis, chaque mélange a été centrifugé pendant 10 minutes & 3000 tr/min.
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V.3.6. Systémes chromatographiques et conditions analytiques

f I \rois techniques chromatographiques ont été comparces : la CG-SM, CL-UV/BD et la
CL-SM/SM. .

v.3.6.1. Screening par CG-SM

V.3.6.1.1. Méthodes d’hydrolyse et d’extraction

l ln screening acétylé et un non acétylé ont €té réalises pour chacun des trois types
d’hydrolyses.

Pour I’hydrolyse méthanolique, aprés centrifugation pendant 10 minutes & 3000 tr/min, 300
ul. de surnageant ont ét€ récupérés et évaporés a sec sous flux d’azote 4 40°C pendant 15
minutes au moyen d’un systéme Turbovap” (Zymark, France). Le résidu a ensuite €té repris
par 50 uL de méthanol. 1 pl a alors €té injecté dans le systéme chromatographique.

Pour réaliser 1’acétylation, 40 pL de pyridine et 60 ul. d’anhydride acétique ont été incorpotés
au résidu sec, le mélange a été chauffé pendant 30 minutes puis de nouveau évaporé a sec. Le
résidu a alors été repris par S0 ul de méthanol et 1 puL a ¢té injecte dans le systeme
chromatographique.

Pour les hydrolyses en milieux alcalin et acide, 2 mL de surnageant ont été récupérés car une
étape d’extraction supplémentaire liquide-solide (en milieux alcalin et acide), non présente
pour ’hydrolyse dans le méthanol, est nécessaire. Pour ce faire, 1 mL de surnageant a été
introduit, d’une part, dans un premier tube 4 hémolyse de 10 mL dans lequel a également été
incorporé | mL de tampon carbonate pH 9,7 pour I'extraction en milieu alcalin. D’autre part,
dans un deuxiéme tube 3 hémolyse de 10 mL, 1 mL de surnageant et 1 mL d’acide
chlorhydrique 0,1 N ont été introduits pour I'extraction en milieu acide. Les deux tubes a
hémolyse ont été vortexés pendant 10 secondes puis le contenu de chaque tube a ét¢ déposé a
la surface d’une cartouche EXTRELUT® NT 3. Aprés 10 minutes d’imprégnation, chaque
cartouche a ensuite été éluée par 10 mL de dichiorométhane et les éluats ont ét¢ recueillis
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dans des tubes a fond coniques de 10 mL. L’¢luat basique et I’éluat acide ont alors ét¢
évaporés a moitié sous courant d’azote puis mélanges dans un seul tube. Ce mélange a, de
nouveau, été séparé en deux afin de permettre I’acétylation, chaque tube a ensuite été évaporé
a sec. 40 pL de pyridine et 60 plL d’anhydride acétique ont été incorporés au résidu sec d’un
des deux tubes pour réaliser 1’acétylation puis ce tube a été chauffé pendant 30 minutes avant
d’étre de nouveau évaporé a sec et repris par 50 pL de méthanol. Le résidu sec du tube
n’ayant pas été acétylé a également été repris par 50 uLL de méthanol. 1 pL a été injecté dans

le systéme chromatographique.
V.3.6.1.2. Méthode chromatographique

I e systéme chromatographique utilisé est composé¢ (Figure 14):

- d’un chromatographe en phase gazeuse
- d’un spectrométre de masse avec ionisation par Impact Electronique (IE) et détection par

Courant Ionique Total (TIC)
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Figure 14 : Systéme de chromatographie en phase gazeuse couplé au spectrométre de masse

utilisé pour le screening dans les cheveux.

La séparation est réalisée a I’aide d’une colonne capillaire PTE 5 (SUPELCO) de longueur 30

m, de diamétre 0,25 mm et d’épaisseur de film 0,25 pum.
V.3.6.1.3. Méthode de recherche

L’idc-:ntiﬁcation des composés a été réalisée par comparaison des terps de rétention
relatifs, lorsqu’ils sont connus, & savoir le temps de rétention de la molécule identifiée
rapporté a celui de 1’étaton interne utilisé pour sa quantification, et des spectres de masse des
composés éventuellement trouvés avec les donnges correspondantes mises en mémoire dans

la bibliothéque du systéme informatique ou publiées dans la littérature.

Les différentes bibliothéques mises & disposition pour I'identification des composés €taient

CRIBLIM., PMW-TOX2 (ou 3), WILEY 7N ou NIST147.

1es résultats obtenus pour chaque type d’hydrolyse, sont reportés dans le tableau II1.
V.3.6.2. Screening par CL-UV/BD
V.3.6.2.1. Méthodes d’hydrolyse et d’extraction

Pour I’hydrolyse méthanolique, aprés la centrifugation pendant 10 minutes 4 3000 tr/min,
300 uL de surnageant ont été récupérés et évaporés a sec sous flux d’azote & 40°C
pendant 15 minutes au moyen d’un systéme Turbovap® (Zymark, France). Le résidu a ensuite
6té repris par 100 ul d’un mélange de 30% d’acétonitrile et de 70% de tampon pH 2,6. 40 ul,

ont alors été injectés dans le systéme chromatographique.
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Pour les hydrolyses en milieux alcalin et acide, 450 pL de surnageant ont été récupérés et
mélangés, dans un tube & hémolyse de 5 mL, a 450 pL de tampon (NH4Cl saturé/Eau
désionisée — 30/70 v/v) ajusté a pH 9,50 avec une solution de NH;OH 25%. Les mélanges ont
été déposés a la surface de colonnes EXTRELUT® NT 1, munies d’une aiguille. Puis, apres
10 minutes d’imprégnation, I’élution a été réalisée avec 5 mL de solvant d’extraction
CH;Cl/propanol-2/n-Heptane (60/14/26, v/v/v). Les €luats ont ensuite ét¢ évaporés a sec sous
courant d’azote 4 40°C. Les résidus secs ont été repris par 100 uL de solvant de reprise :
mélange de (tampon phosphate 0,025 M ajusté a pH 2,6 avec de I’'H3PO4 et CH3CN/H,O
(90/10, v/v)) (70/30, v/v) et vortexés. 40 uL ont été injectés dans le systéme

chromatographique.
V.3.6.2.2. Méthode chromatographique
I e systéme chromatographique par CL-UV/BD est composé (Figure 15) :

- d’un chromatographe en phase liquide & haute performance a polarité de phases inversées

- d’un détecteur par spectrophotométrie ultraviolet a barrette de diodes
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Figure 15: Systeme de chromatographie en phase tiquide couplé a un détecteur par

spectrophotométrie UV 3 barrette de diodes utilisé pour le screening dans les cheveux.

La séparation est réalisée a I’aide d’une colonne Nuciéosil Cis (150 x 4.6 mm x d.i. = 5Sum) et
avec un débit de phase mobile de 1,3 mL/min.

La phase mobile est constituée de tampon phosphate 0,025 M ajusté a pH 2,60 avec de
"H;PO; (phase A) et d'un mélange CH;CN/H20 (90710, v/v) (phase B). Le gradient de la

phase mobile est présenté dans le tableau V.

Tableau IV : Gradient de la phase mobile

Temps (minutes) % Phase A % Phase B ]
0 85 15
2 85 15
42 25 75
45 10 90
48 10 90
g 50 85 15 J

V.3.6.2.3. Méthode de recherche

I 'identification des composés a été réalisée en comparant les données obtenues (spectres
ultraviolets de 200 & 400 nm, temps de rétention) avee des donnces correspondantes de

863 produits, présentes dans les spectrothéques TOX 1, 2, Jetd

Les résultats obtenus pour chaque type d"hydrolyse sont reportés dans le tableau 111

Lidratdine ROLLAND - 2040 8 5
METHODES DE SCREENING DE XENOBIOTIQUES AEDICAMENTS ETOUSTUPENTANTS) DANS LES CHEFEUN  EEATDE L ART BT TR PRELIMINAIRE



V.3.6.3. Screening par CL-SM/SM

V.3.6.3.1. Méthodes d’hydrolyse et d’extraction

Pour Phydrolyse méthanolique, aprés centrifugation pendant 10 minutes & 3000 tr/min,
300 uL de surnageant ont été récupérés et évaporés a sec sous flux d’azote a 40°C
pendant 15 minutes au moyen d’un systeme Turbovap@) (Zymark, France). Le résidu a ensuite
été repris par 50 pl. d’un mélange de tampon formiate d’ammonium 0,002M pH 3 /
acétonitrile 70/30, v/v. 20 uL. ont alors été injectés dans le systéme chromatographique.

Pour les hydrolyses en milieux alcalin et acide, une étape d’extraction est nécessaire. Des
cartouches OASIS® HLB 3 cc ont été conditionnées avec 2 mL de méthanol puis avec 2 mL
d’eau purifiée. 1 mL de chaque surnageant a ¢té récupéré et déposé a la surface de chaque
cartouche. Puis, les cartouches ont été lavées par 3 mL d’eau purifiée avant d’€tre séchées
sous vide pendant 15 minutes. L’¢élution a été réalisée avec 3 ml, d’un mélange
(dichlorométhane/propanol-2 (75/25, v/v) et d’acide formique 99%) (98/2, v/v) puts les éluats
ont été évaporés a 40°C sous vide sous faible courant d’azote. Les extraits secs ont ensuite ¢€té
repris par 100 pl. d’un mélange acétonitrile/Tampon formiate 10 mmol/L pH 3,0 (30/70, v/v).

20 pL ont été injectés dans le systéme chromatographique.
v.3.6.3.2. Méthode chromatographique

I e systéme chromatographique par CL-SM/SM est composé (Figure 16)

- d’un chromatographe en phase liquide & haute performance et de deux pompes haute
pression

- d’un spectrométre de masse en tandem hybride triple quadrupdleftrappe d’ion linéaire
pouvant fonctionner en mode IDA (Acquisition Dépendante de I'Information) dans lequel

deux conditions d’acquisition sont appliquées en alternance.
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Figure 16 : Systéme de chromatographie en phase liquide couplé a un spectrometre de masse

en tandem utilisé pour le screening dans les cheveux.

Dans un premier temps, un «survey scany est obtenu en mode EMS « Enhanced Mass
Spectrometry ». Lors de cette opération, le spectrometre de masse fonctionne en mode « full
scan », ¢’est-a-dire qu’en permanence est réalisé un balayage des masses entre 100 et 1100
uma avec une vitesse de balayage de 4000 uma/s. Les ions détectés comme étant les plus
intenses & un instant t sont alors concentrés dans la trappe. La deuxiéme étape correspond a
Iétape de PIDA. Les ions détectés comme étant les plus intenses lors de la lére étape sont
sélectionnés. Toutefois, certains paramétres peuvent étre définis lors de cette étape. Certains
jons peuvent étre exclus apres un certain nombre de sélections consécutives et pendant un
temps prédéfini. Gréce a cette opération, certaines molécules présentant des temps de
rétention voisins peuvent étre différenciées, méme lorsqu’elles ne sont pas présentes aux
mémes concentrations (un pic pouvant masquer l’autre). La troisiéme étape correspond au
mode EPI (Enhanced Product Ion Scan). 11 s’agit du « dependant scan ». Lors de cette ¢tape,
les ions sélectionnés lors de 1’étape de ’'IDA sont fragmentés dans la cellule de collision. A
tout ion sélectionné sont ainsi appliquées trois énergies de collision (une faible (15 V), une
moyenne (40 V) et une plus ¢levée (65 V)). Les fragments sont ensuite recherchés par

balayage entre 50 et 1100 uma avec une vitesse de balayage de 4000 uma/s. Les spectres de
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fragmentation obtenus & ces trois énergics de collision sont ensuite sommes et permettent
d’obtenir le « spectre EPI » de I’ion sélectionne.

[’ ensemble de ce cycle dure 1,36 s.

La séparation est réalisée 4 un débit de phase mobile de 200 pL/min. La phase mobile est
constitude de tampon formiate 0,5 mmeol/L. pH 3,0 (phase A) et d’un mélange
acétonitrile/tampon formiate 10 mmol/L. pH 3,0 (90/10, v/v) (phase B). Le gradient de la

phase mobile est présenté dans le tableau V.

Tableau V : Gradient de la phase mobile

o

Temps (minutes) % Phase A % Phase B
-5,0 97 3
2,5 97 3
21,5 10 90
23,0 10 90
23,5 97 3
25 97 3
30 97 3

V.3.6.3.3. Méthode de recherche

L’acquisition peut successivement étre réalisée en mode positif et en mode négatil.
Chaque composé peut étre caractérise par son temps de rétention relatif (temps de
rétention de la moléeule par rapport & celui de I’étalon interne) et son spectre EPL Une
bibliothéque incluant plus de 1000 composés a ¢t¢ ¢laborée dans ie Laboratoire aprés
injection des substances pures & 10 mg/L dans le méthanol.

Lidentification des molécules est ainsi réalisée par comparaison entre les spectres EPT des
composés inconnus observés lors de Iacquisition et ceux entrés dans la bibliotheque de
spectres. Trois facteurs inhérents au logiciel de recherche Analyst sont utilisés lors de la

comparaison entre les spectres (fit, reverse fit et purity). Ces paramétres évaluent les
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corrélations entre les deux spectres comparés et plus les valeurs obtenues sont proches de

100 %, plus le speetre inconnu correspond a celui sélectionné par fa bibliothéque.

Les résultats obtentus pour chaque type d’hydrolyse sont reportés dans le tableau III.
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V.4. Résultats

Aprés identification de chaque pic par comparaison des spectres obtenus avec Ceux
enregistrés dans des bibliothéques de spectres, le calcul de chagque aire a été¢ réalisé
permettant ainsi de comparer par technique chromatographique et suivant le type d’hydrolyse
utilisé, 'ensemble des résultats obtenus.

Les résultats préliminaires de notre étude, pour chaque type d’hydrolyse et pour chacune des

trois techniques chromatographiques, sont regroupés dans le tableau il
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V.4.1. Difficultés rencontrées

Ce travail étant une étude préliminaire, de nombreuses difficuités ont €te initialement
rencontrées lors de P’établissement du plan expérimental, tant sur la sélection des
échantillons témoins que lors de la réalisation des analyses. La consultation de la base de
données interne au Service pour la sélection des cas ayant fait I’objet d’une expertise médico-
légale au Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie du CHU de Limoges et susceptibles
d’étre intéressants a analyser a permis de faire une premiére sélection. En effet, pour certains
cas, la description des commémoratifs, des antécédents médicaux et des résultats sur d’autres
milieux biologiques n’étaient pas suffisamment explicite et détaillée pour étre retenue. Seules
quelques données trés succinctes décrivant les faits étaient expliquees. Or, pour cette ctude
comparant trois types d’hydrolyses (méthanolique, en milieu acide et en milieu alcalin) et
trois techniques chromatographiques (CG-SM, CL-UV/BD et CL-SM/SM), plus les
informations disponibles au départ étaient importantes, plus I'interprétation des résultats

(composés retrouvés ou non) était facilitee.

De plus, au cours de la sélection des différents prélévements capillaires, de nombreux
échantillons n’ont pas pu étre retenus, En effet, une prise d’essai d’une masse de 60 mg de
cheveux au total était nécessaire. La masse totale de nombreuses méches était parfols trop
faible et certains prélévements étaient par conséquent inexploitables. L’orientation & 1’aide
d’une cordelette n’était pas toujours respectée et certaines meches de cheveux étaient trop

courtes ou fixées avec un ruban adhésif rendant impossible leur segmentation.

Au cours de I’étape de décontamination, certains prélévements capillaires ont également du
atre écartés car la masse totale de cheveux, a la suite des différents bains de lavage, n’était

plus suffisamment importante pour réaliser trois échantillonnages de 20 mg chacun.

Par manque de temps, le dernier bain de lavage de dichlorométhane n’a pas été analys¢. Cette
analyse aurait été intéressante & prendre en compte afin d’apprécier les résultats en fonction
du risque de contamination externe. En effet, le but de cette étape de nettoyage vise a éliminer

des cheveux tout apport passif exogéne potentiel d’autres xénobiotiques qui augmentent le
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bruit analytique, réduisent la sensibilité et peuvent étre a "origine de résultats « faussement

positifs ».

Le choix des étalons internes a été également une étape délicate 4 mettre en place car il a fallu
trouver des étalons internes suffisamment concentrés et détectables a la fois dans le méthanol,
a pH acide et a pH alcalin par chaque technique chromatographique (CG-SM, CL-UV/BD et
CL-SM/SM). Plusieurs essais ont ainsi du étre réalisés préalablement a la rédaction du plan
expérimental et le choix s’est porté non pas sur un étalon interne commun mais sur deux
étalons internes : la glafénine pour fa CL-UV/BD et la CL-SM/SM et le THC-D; pour les
analyses par CG-SM.

Des erreurs de manipulations sont enfin survenues lors de la préparation de certains
échantillons. Cela a été le cas par exemple, pour ’échantillon RG 1, dans lequel du 11-nor-
THC a été ajouté & la place du THC-Dj; pour les segments 3-5 cm et 5-8 cm. Le THC-D; a été
ajouté une fois Perreur constatée. Cette raison peut expliquer le peu de composés identifiés

pour cet échantillon.

Enfin, certaines analyses n’ont pas pu étre réalisées en raison d’un manque de volume de
’hydrolysat obtenu. C’est le cas, par exemple, de ’analyse par CL-SM/SM du segment 5-8

cm de I’échantillon RG 1 par exemple.
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V.5. Discussion

D’aprés I’ensemble des résultats obtenus, le nombre de sujets testés est clairement
insuffisant pour établir une procédure validée de screening dans les cheveux.

Toutefois, concernant les résultats obtenus et les aires des différents composés retrouvés pour
ensemble des échantillons testés, c’est P'hydrolyse dans le méthanol et I’analyse par CL-

SM/SM en GUS qui s’avére étre la procédure la plus appropriée (Tableau VI).

Tableau VI: Nombre total et pourcentage respectif de composés retrouvés suivant la

technique d’hydrolyse et la méthode de dosage

Hydrolyse dans le | Hydrolyse en milieu | Hydrolyse en milieu
méthanol basique acide
11 composés 6 composés retrouvés | 6 composés retrouveés
CG-SM retrouvés (34,4 %) (18,8 %) (18,8 %)
5 composés retrouves | 4 composés retrouvés | S composés retrouvés
CL-UV/BD
(15,6 %) (12,5 %) (15,6 %)
16 composés 11 composés 15 composés
CL-SM/SM
retrouvés (50 %) retrouvés (34,4 %) retrouveés (46,9 %)

Au total, 32 composés ont été retrouvés par I’ensemble des trois types d’hydrolyses et par les

trois techniques chromatographiques (les molécules meéres et leurs métabolites ont été

comptabilisés comme 1 composé) :

- Aucun composé retrouvé pour les échantillons RG 3, RG 5 et RG 12

- 1 composé retrouvé pour les échantillons RG 1, RG 2 et RG 4

- 3 composés retrouveés pour les échantillons RG 6 et RG 11

- 4 composés retrouvés pour |’échantillon RG 7

- 5 composés retrouvés pour I’échantillon RG 9
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- 6 composés retrouvés pour 'échantillon RG 8

- & composés retrouvés pour Péchantillon RG 10

Au vu des résultats obtenus, la CL-SM/SM avec hydrolyse méthanolique semble étre la
procédure permettant d’identifier le plus grand nombre de molécules soit 16 composés tous

les échantillons confondus (50 % des 32 molécules identifiées).

Concernant les aires des différentes molécules, plus la surface se situant sous le pic
chromatographique est importante, plus le signal observé est intense et donc meilleure est
Pidentification de la molécule. La comparaison peut donc se faire suivant le type d’hydrolyse,
mais uniquement pour une méme technique chromatographique. En aucun cas, la
comparaison ne peut s’cffectuer entre différentes techniques chromatographiques. Les
résultats préliminaires obtenus indiquent également que la CL-SM/SM avec une hydrolyse
dans le méthanol semble étre la procédure la plus appropriée. En effet, le signal observé est
plus intense pour les composés retrouvés par CL-SM/SM avec une hydrolyse dans le
méthanol que pour ceux obtenus avec les deux autres types d’hydrolyse. Par exemple, pour
I’échantillon RG 6, 'aire du métabolite du tramadol identifié par CL-SM/SM avec une
hydrolyse méthanolique est de 4,2¢7 cps alors qu’elle est seulement de 2,3e7 cps avec une
hydrolyse en milieu alcalin et de 2,2e7 cps avec une hydrolyse en milieu acide. C’est
¢galement le cas pour I’échantillon RG 10 avec la venlafaxine, les métabolites 1 et 2 de la
venlafaxine, soit respectivement le O-déméthyl-venlafaxine et le n-oxyde-venlafaxine, le

méprobamate, le métabolite de I"acéprométazine, la carbamazépine ou encore le nordazépam.

L’avantage de 'hydrolyse dans le méthanol est ’absence d’étape d’extraction, indispensable
pour les hydrolyses réalisées a pH acide et a pH alcalin, permettant ainsi un gain de temps
considérable sur les analyses et la mise a disposition des résultats.

Ces résultats doivent cependant étre nuancés. Pour certains échantillons, des molécules ont été
identifiées uniquement par CG-SM et CL-UV/BD. C’est le cas par exemple, du prélévement
RG 11 pour lequel aucun composé n’a été identifié par CL-SM/SM quel que soit le type
d’hydrolyse utilisé.

D’un point de vue général, parmi les différentes classes thérapeutiques retrouvées, les
neuroleptiques sont mieux identifiés par CL-SM/SM et les benzodiazépines par CL-UV/BD.

En revanche, les stupéfiants sont des molécules trés difficilement identifiables par ces
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screenings larges, quels que soient le type d’hydrolyse et la technique chromatographique
utilisés. C’est le cas, par exemple, pour I’échantillon RG 3, pour lequel, dans les antécédents
de polytoxicomanie du patient, de nombreux stupéfiants ont été consommeés alors qu’aucun

composé n’a été retrouvé. Ceci est également observé pour ’échantillon témoin RG 12,

D’autres échantillons témoins doivent étre testés afin de compléter ces premiers résultats et
afin d’étudier et préciser 'influence de certaines variables sur I’identification des composés
comme la pigmentation des cheveux. La plupart de nos échantillons témoins sont de couleur
brune, mais une décoloration préalable ou une teinture auraient-elles eu une influence
particuliére sur ’interprétation des résultats ?

Méme si de nombreux points restent donc encore & définir et a étre investigués, cette étude
préliminaire a permis, toutefois, d’obtenir des résultats intéressants. Il s’agit d’un complément
d’analyse non négligeable de tout autre prélévement de sang, de plasma, d’urine, de liquide
gastrique ou encore d’organes. En effet, une technique permettant la recherche d’un nombre
illimité ou non de substances, sans a priori, dans les prélévements capillaires également
appelée « General Unknown Screening » (GUS), permet d’apporter des informations
supplémentaires dans de nombreuses situations au cours desquelles seuls les cheveux restent
les matrices biologiques & disposition des enquéteurs. C’est le cas, par exemple, lorsqu’ aucun
prélévement sanguin et/ou urinaire n’a pu étre réalisé¢ (découverte de cadavre putréfié) ou
lorsque les prélévements sanguins et/ou urinaires ont été réalisés trop tardivement (cas de

soumission chimique).
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VL. Conclusions et perspectives

Les techniques de screening dans les prélévements capillaires demeurent encore trés peu
décrites, voire inexplorées. Les cheveux constituent, cependant, une matrice de choix
par la large fenétre de détection offerte et la facilit¢ d’obtention. Par conséquent, leur analyse
peut s’avérer précieuse dans certaines situations cliniques et médico-légales en complément
des prélévements sanguins et/ou urinaires.

Cette étude avait pour objectif d’explorer la faisabilité¢ d’une recherche large, de premier
abord, de xénobiotiques dans des prélévements capillaires. Dans cette démarche de disposer
d’une méthode simple et relativement sensible, nous avons comparé trois types d’hydrolyses
et trois techniques chromatographiques différentes.

Nos résultats préliminaires indiquent qu’une hydrolyse du prélevement capillaire dans le
meéthanol, suivie d’un « General Unknown Screening » (ou GUS) par chromatographie en
phase liquide couplée & la spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM) semble étre la

procédure la plus approprice.

Des publications récentes décrivent une approche de « screening ciblé » : recherche de
molécules incluses dans une liste préalablement définie Cette approche peut venir en
complément du GUS. En revanche, nous ne pensons pas qu’elle puisse s’y substituer.
Effectivement, dans le cas de « screenings ciblés », les métabolites sont souvent « oubliés »
au profit des molécules méres disponibles dans le « commerce ». Or, d’aprés les résultats
obtenus par notre étude préliminaire, de nombreux métabolites peuvent également étre mis en

évidence dans les cheveux [39, 151].

Il s’agit, maintenant, de compléter ces premiers résultats. La procédure choisie (hydrolyse
dans le méthanol et GUS par CL-SM/SM) peut étre réalisée systématiquement dans les
prélévements capillaires disponibles lors les missions de recherche des causes de la mort. Cela
permettrait d’enrichir notre expérience de GUS dans les cheveux, mais également de
constituer, dés a présent, un appoint d’information pour ’expert. La mise en place de ce projet
peut reposer sur un appareil récent (3200 QTRAP® de la Société AB Sciex) dédié a la
réalisation de screenings par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de

masse en tandem.
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VII. Annexes

Annexe I : Fiche de suivi : Prélévement capillaire

L8 QOS5

ale du o dost
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Annexe II : Diagramme

RECEPTION : Fiche de prélévement capillaire

CONSERVATION du
dernier bain CH,Cl, aprés
évaporation a sec, stockage
dans la chambre de

v

MESURER MECHE

-

PESER MECHE

v

R

DECONTAMINATION (5a 10 mL) :

- 2 bains H,O 1 min
- 2 bains CH,ClI; 1 min

congélation
\ 4
ECHANTILLONAGE 3 x 20 mg
Tubes de 15 mL a fond rond
\ J *ﬁ v
CH;0H ‘ Tampon Phosphate (CH;0H + H,0, 50/50, v/v)
(1 mL) + EI” 0,05M (pH 7.6) +HCI1 0,5 M (pH=3)
(4mL)+El" (4mL)+ EI™
v v v

HYDROLYSE 40°C 18 heures

\ 4

Neutralisation 25uL

NaOH

0,1 M

CENTRIFUGATION : 10 minutes a 3000 tours/minute

I

CG-SM
300 pL.
- Evapore a sec

- Injecte 1 pL

- Reprend par 50 pL. CH;OH

Screening acétylé et non acétylé

CL-SM/SM
300 uL
- Evapore a sec

- Injecte 20 ul

- Reprend par 50 pL. tampon
formiate d’ammonium 0,002 M
pH 3 / acétonitrile 70/30, v/v

CL-UV/BD
300 puL
- Evapore a sec
- Reprend par 100 pL 30%

- Injecte 40 pL.

acétonitrile, 70% tampon pH 2,6
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CG-SM
2mL
Extraction screen
Screening acétylé
et non acétylé

CL-SM/SM

| mL
Extraction screen
SPE

CL-UV/BD

0,45 mL
Extraction screen

I

CG-SM
2m
Extraction screen
Screening acétylé
et non acétylé

CL-SM/SM

1 mL
Extraction screen
SPE

CL-UV/BD

0,45 mL
Extraction screen

104

EL": - THC-D; 50 pL a 100 mg/L pour CG-SM - Glafénine 200 pL a 10 mg/L pour CL-UV/BD ¢t CL-SM/SM
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