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Introduction

La toxicologie analytigue peut se définir comme la science qui vise a rechercher et
doser des xénobiotiques, c’est-a-dire des médicaments ou des composés toxiques,
dans des matrices biologiques ou non biologiques. Trés schématiquement, ces
recherches ou dosages sont trées souvent effectués dans un contexte hospitalier,
impliquant une demande d’analyses par un clinicien ; on parle alors de toxicologie
hospitaliére, ou de toxicologie biologique ou de toxicologie d’'urgence. Mais, ces
recherches et dosages peuvent également étre effectués a la demande d'une
autorité judiciaire ou d’'une autorité de police ; on parle alors de toxicologie médico-
légale [1], [2].

En toxicologie dite « d’urgence », quand des premiers résultats d’analyse sont
attendus dans des délais extrémement brefs, il est possible de s’appuyer sur des
méthodes immunochimiques ou colorimétriques qui peuvent étre mises en ceuvre
dans des délais courts, 7 jours sur 7, 24h/24, sans faire appel ni a de réelles
compétences techniques, ni a des outils analytiques sophistiqués. Toutefois, ces
méthodes, dites parfois de « dépistage d’urgence », sont le plus souvent peu
spécifiques et peuvent manquer de sensibilité : faux positifs par interférences
analytiques et limites de détection parfois trop élevées.

Les laboratoires de pharmacologie-toxicologie disposent usuellement de multiples
coffrets (ou « trousses d’immunochimie ») permettant la recherche et/ou le dosage
de médicaments tels que des antibiotiques (aminosides et glycopeptides), des
immunosuppresseurs (acide mycophénolique, ciclosporine, tacrolimus) ou des
antiépileptiques. Il existe également de nombreux coffrets dédiés a la recherche de
« toxiques », tels que les stupéfiants (cocaine, amphétamines, opiacés,
cannabinoides), ou les médicaments ayant potentiellement une forte toxicité, comme
le paracétamol, ou les antidépresseurs.

Alors que des améliorations significatives ont été faites depuis I'apparition des
premiers coffrets, ces méthodes souffrent toujours de sérieux désavantages. La
problématique n’est pas celle de la sensibilité. En effet, contrairement a d’autres
disciplines de la Biologie Médicale, le dosage des médicaments ou des toxiques ne
nécessite pas des sensibilités exceptionnellement basses. La plupart des molécules

recherchées en toxicologie analytique circulent dans le sang a des concentrations
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allant de quelques pg/L a plusieurs mg/L. La spécificité est un probleme autrement
plus délicat. En effet, les coffrets dédiés a la recherche d’'une famille de composés se
contentent le plus souvent de mettre en évidence un antigéne qui correspond a un
métabolite commun a plusieurs composés d’'une méme famille, et non pas un
composé en particulier. Par exemple, un coffret dédié a la recherche des
benzodiazépines (BZD) recherche classiquement du desméthyldiazépam (ou
nordazépam) qui est le métabolite de nombreuses BzZD (familles comptant une
quinzaine de molécules actives).

La relative incapacité a suivre I'évolution des pratiques est également un autre point
faible de ces méthodes immunochimiques. Aujourd’hui, si le noyau dur des
parametres « historiques » persiste dans la plupart des laboratoires, de multiples
candidats au dosage en toxicologie analytigue sont apparus: des nouveaux
antiépileptiques, de nouveaux anticoagulants, de nouvelles drogues (cannabinoides
de synthése, nouvelles amphétamines...). Cependant, face aux investissements liés
au développement et a la commercialisation, les fournisseurs n’ont que trés rarement
proposé de nouveaux parameétres de pharmacologie-toxicologie ces derniéres
années. Au contraire, une disparition progressive de ceux les moins fréquemment
réalisés, pour ne pas dire les moins rentables, a lieu.

Enfin, si 'acquisition d’'un ou plusieurs systemes de chromatographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse (LC-MS) demeure encore un investissement colossal, le
coat a [lanalyse demeure tres souvent plus élevé pour les méthodes
immunochimiques. Contrairement aux idées recues, la littérature rapporte de
multiples exemples de diminution des codts lors du passage de I'immunochimie vers
la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) pour des parametres de routine.

C’est ainsi que pour des applications « hospitalieres » ou « médico-légales », la
toxicologie analytique emploie désormais, également, des techniques de
chromatographie en phase gazeuse (CPG ou GC) ou en phase liquide type LC-MS
et LC-MS/MS.

Les techniques de routine du Service de Pharmacologie, Toxicologie et
Pharmacovigilance du CHU de Limoges sont principalement basées sur des
analyses de sang total, de sérum ou de plasma, et d’'urine. La complexité de ces
matrices biologiques oblige a réaliser une ou plusieurs étapes de préparation ou

d’extraction visant a séparer les molécules d’intérét des autres éléments de la
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matrice, surtout lorsque la recherche consiste en la détermination de traces de
médicaments ou de métabolites. Ces étapes sont chronophages en termes de
développement, de validation et de mise en ceuvre. Elles peuvent également étre
trés colteuses lorsqu’elles nécessitent des quantités importantes de solvants ou des
cartouches d’extraction spécifiques.

Tout naturellement, le laboratoire est a la recherche de méthodes d’extraction qui
puissent étre a la fois plus rapides, donc compatibles avec les délais courts de rendu
de résultats qui sont parfois nécessaires, mais également plus simples et meilleur
marché que les méthodes d’extraction classiques, telles que les extractions liquide-

liquide et les extractions en phase solide.

Dans ce travail, aprées avoir présenté les benzodiazépines, puis discuté de la
place des benzodiazépines en toxicologie hospitaliere et des particularités des
matrices biologiques, nous exposerons [I'état de l'art d’une méthode
d’extraction alternative : les sels QUEChERS. Nous expliquerons ensuite
brievement le principe de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de
masse en tandem. Enfin, nous présenterons I'exemple du développement
d’une méthode de recherche et dosage de 36 benzodiazépines et apparentés
faisant appel & une extraction a base de sels QUEChERS, qui a fait I'objet de

mes travaux personnels.
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Premiere partie : contexte

1. Les benzodiazépines

1.1. Historique

En 1957, Sternbach synthétise la premiére benzodiazépine (BZD) : le
chlordiazépoxide qui sera commercialisé sous le nom de Librium®. Ce médicament
n‘est plus commercialisé aujourd’hui ; cependant on retrouve le chlordiazépoxide
dans la spécialité Librax® en association au bromure de clidinium (ayant une action
anticholinergique), dans le traitement des troubles anxieux accompagnés de troubles
fonctionnels digestifs.

Rapidement d’autres BZD apparaissent sur le marché tel que le Valium® (diazépam)
commercialisé par les laboratoires Roche, qui connait un succés mondial.

Entre 1960 et 2002, plus de 3 000 BZD différentes ont été synthétisées (seulement
35 d’entre elles sont actuellement commercialisées dans le monde). Les BZD
apparaissent a cette époque comme le « produit miracle » par leur marge
thérapeutiqgue importante, leur faible toxicité aigué et leurs effets secondaires moins
importants par rapport aux barbituriques qui sont alors largement utilisés.

Enfin, apparaissent sur le marché les apparentés aux BZD. lls sont représentés par
deux spécialitéts : le zopiclone (Imovane®) et le zolpidem (Stilnox®) ayant
respectivement obtenu leur autorisation de mise sur le marché (AMM) en 1984 et
1987.

1.2. Définition

Les BZD sont des molécules qui agissent sur le systeme nerveux central par
l'intermédiaire des récepteurs GABA (GABA pour acide gamma amino-butyrique) et
qui possedent des propriétés anxiolytiques, hypnotiques, myorelaxantes et

anticonvulsivantes(1),(2).

En France, elles sont indiquées et prescrites notamment dans le traitement
symptomatique des manifestations anxieuses, dans les troubles du sommeil, dans le

sevrage alcoolique et le traitement des épilepsies partielles ou généralisées.
D’aprés les données de I'agence nationale de sécurité du médicament (ANSM), en

2012, 22 BZD étaient commercialisées. Entre 2012 et 2013, trois BZD ont fait I'objet
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de mesures particuliéres : le clonazépam, pour lequel des conditions d’accés
restreintes ont été mises en place en France, le flunitrazépam qui a été retiré du
marché francais pour des raisons commerciales, le tétrazépam dont la réévaluation
du rapport bénéfice / risque initiée par la France a abouti a son retrait du marché en

Europe.

Les différentes BZD et apparentés commercialisés en France en 2013, ainsi que leur

classe thérapeutique, leur demi-vie et 'année de premiére AMM sont rapportées
dans le Tableau 1 (adapté de TANSM) [3].

Anxiolytiques
Alprazolam Xanax et génériques 1982 6-18
Bromazépam Lexomil et génériques 1974 8-20
Clobazam Urbanyl 1974 10-31
Clorazépate dipotassique | Tranxéne 1974 2
Clotiazépam Veratran 1982 4
Diazépam Valium 1973 15 - 60
Loflazépate d'ethyle Victan 1980 73-119
Lorazépam Temesta et génériques 1977 9-20
Nitrazépam Nordaz 1984 17 - 48
Oxazépam Seresta et générigues 1968 4-11
Prazépam Lysanxia et génériques 1975 1.3
Hypnotiques
Estazolam Nuctalon 1977 10-31
. . Rohypnol 1984

Flunitrazépam Narcozep 1973 9-31
Loprazolam Havlane 1981 3.3-14.8
Lormétazépam Noctamide 1987 10

. Hypnovel 1986
Midazolam Versed 1988 1-4
Nitrazépam Mogadon 1965 17 - 48
Témazépam Normison 1981 3-13
Apparentées aux benzodiazépines (hypnotiques)
Zolpidem Stilnox et génériques 1987 0.7 -3
Zopiclone Imovane et génériques 1984 5
Myorelaxant
Tétrazépam | Myolastan et génériques | 1974 | 10-25
Anticonvulsivant
Clonazépam Rivotril 1973 19 - 60
Midazolam Buccolam 2011 1-4

Tableau 1: Benzodiazépines et apparentés actuellement commercialisées en France
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1.3. Structure chimique

Les BZD ont une structure commune de base. Ce sont des molécules basiques
et lipophiles. Elles se composent d’'un cycle benzéne ainsi que d’'un hétérocycle
a 7 atomes dont 2 azotes. La Figure 1 illustre la structure chimique générique de
la classe des BZD.

Hétérocycle a 7 atomes dont 2
Cycle benzéne ; L
atomes d’azote (diazépine)

(benzo)

Figure 1: Structure chimique de la classe des benzodiazépines

Il existe ensuite plusieurs modulations structurales. On distingue :

- Les 1,4 benzodiazépines (suffixe « pam ») : présence des atomes d’azote en

position 1 et 4.

- Les dérivés tricycliques (suffixe « azolam »): présence des deux cycles de la
structure de base, sur laquelle se fixe un troisieme cycle. On distingue selon la
nature du troisieme cycle : les triazolo 1,4-benzodiazépines et les imidazo 1,4-

benzodiazépines.

L’Annexe 1 présente les structures chimiques des différentes BZD étudiées dans ce
rapport.

2. Epidémiologie des benzodiazépines

L'’ANSM a publié en décembre 2013 un rapport sur I'état des lieux de la
consommation des BZD en France (1).
Il en ressort que la France est, depuis de nombreuses années, I'un des plus gros

consommateurs au monde de BZD. Ainsi :
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- « 131 millions de boites de médicaments contenant des BZD ou apparentés
ont été vendues en France en 2012 (dont 53.2% d’anxiolytiques et 40.5%
d’hypnotiques). Ceci représente pres de 4% de la consommation totale de
médicaments en 2012.

- Environ 11.5 millions de frangais ont consommé au moins une fois une BZD
en France en 2012.

- L’alprazolam devient en 2012 la molécule la plus consommeée suivie par le
zolpidem et le bromazépam.

- Les consommateurs de BZD agés en moyenne de 56 ans sont principalement
des femmes pour pres de 2/3 d’entre eux. 33% des femmes de plus de 65 ans
ont consommé une BZD anxiolytique et prés d’'une sur 5 (18%) une BZD
hypnotique.

- Les principaux prescripteurs de BZD anxiolytiques et hypnotiques sont des
médecins libéraux (90%) parmi lesquels les médecins généralistes prescrivent
pres de 90% des BZD anxiolytiques et hypnotiques.

- Les temps d’exposition aux BZD sont parfois trés supérieurs aux
recommandations de '’AMM avec une utilisation annuelle de 4 a 5 mois pour
les molécules anxiolytiques et hypnotiques. A noter qu’une proportion
importante de patients les utilise en continu sur plusieurs années.

- La consommation des BZD expose a certains risques bien connus en
particulier neuro psychiatriques, ainsi que des risques dabus et de
pharmacodépendance notamment un phénomene de tolérance et de sevrage
a larrét. Les BZD accroissent également de maniere significative le risque

d’accident de la route. »

En résumé, ce rapport démontre 'ampleur de la consommation des BZD en France.
En effet, le nombre de boites vendues ne cesse d’augmenter (ceci concerne les
hommes, et surtout les femmes), la prescription émanant essentiellement de
médecins généralistes. Cette prescription dépasse malheureusement, le plus
souvent, la durée de prescription préconisée par 'ANSM, favorisant ainsi une
dépendance physique (avec syndrome de sevrage) et psychique a cette classe de
médicaments. Les BZD les plus consommées sont soit anxiolytiques, soit

hypnotiques.
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Figure 2: Répartition des indications de BZD en 2012

La Figure 2 représente la répartition des indications de BZD en France en 2012. On
remarque que les BZD anxiolytiqgues sont majoritairement prescrites, suivies de pres
par les BZD hypnotiques. Viennent ensuite les BZD myorelaxantes (qui sont
désormais retirées du marché) et les BZD antiépileptiques.

Depuis quelques années, afin de limiter la consommation et les risques liés a la
consommation des BZD, les autorités sanitaires frangaises ont mis en place un
certain nombre d’actions sur le plan réglementaire mais aussi en termes
d’'information et de communication. Ceci permet de favoriser le bon usage de ces
molécules et de limiter un usage abusif ou détourné. Ces actions ont permis de
diminuer sensiblement la consommation de BZD, comme le montre la Figure 3.
Depuis le début des années 2000, des actions ont été menées et des mesures
adoptées pour favoriser le bon usage de ces molécules et limiter leur usage abusif
ou détourné. La consommation totale de BZD en France ne cesse de diminuer.
Toutefois, depuis 2008, cette tendance a la baisse parait interrompue et I'on
observe, en 2010 comme en 2012, une reprise de la consommation. Ainsi en 2012,
la consommation globale de BZD a augmenté en raison de la progression de la
consommation d’anxiolytiques et d’hypnotiques et malgré la baisse importante de la

consommation de tétrazépam et de clonazépam.
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Figure 3: Consommation totale de BZD et apparentées de 2000 a 2012
(DDJ/1 000 hab./j : le nombre de patients pour 1000 habitants et par jour)

3. Intérét du dosage des benzodiazépines

Quel que soit le contexte, l'outil analytique doit étre, soit capable de confirmer
'absence de BZD (ce qui signifie que les limites de détection doivent étre
relativement faibles), soit capable au contraire de mesurer des concentrations tres
élevées (ce qui signifie que la gamme d’étalonnage doit étre suffisamment étendue).
A titre d’illustration, en Annexe 2 sont rapportées les concentrations habituellement
observées consécutivement a lI'administration de doses thérapeutiques de BZD
(« zone thérapeutique »). On peut observer sur ce tableau qu’en fonction des
molécules, ces dernieres s’étendent de quelques ug/L a quelques centaines de pg/L.
Enfin, il faut tenir compte du fait que la plupart des BZD se métabolisent en
composés actifs (noté « A » dans le tableau de I'Annexe 2) qu’il sera également
important de pouvoir détecter.

L’Annexe 3 illustre le métabolisme de certaines BZD. Par exemple, le temazepam
est dans un premier temps métabolisé en une autre BZD l'oxazépam, avant d’étre
métabolisé en dérivé conjugué inactif. Certaines BZD sont directement métabolisées
en dérivé conjugué inactif, d’autres en métabolite inactif. Les BZD sont
principalement éliminées par voie rénale. Par conséquent, le dosage de tous les

composeés actifs est nécessaire pour confirmer ou infirmer la présence de la
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molécule. La présence de témazépam et d’'oxazépam dans un échantillon est donc

tout a fait normale, méme si le patient n’a pris que du témazépam.

3.1 Intoxications aigués

Les BZD peuvent étre responsables d’intoxications aigués ou subaigies. Les signes
cliniques d’une intoxication pure aux BZD sont les suivants : a la phase initiale, on
observe des troubles du comportement avec ébriété, agitation, désinhibition et
agressivité. 1l existe un risque important de potentialisation des effets en cas
d’association avec d’autres psychotropes et surtout avec l'alcool. Puis, dans les
heures qui suivent, peuvent apparaitre des phénomenes d’obnubilation, somnolence,
hypotonie musculaire avec hyporéfléxie, puis un coma calme hypotonique. Une
dépression respiratoire modérée peut apparaitre surtout avec les molécules d’action
rapide. Il peut exister des troubles cardiovasculaires (hypotension artérielle modérée,
tachycardie). D’'une fagcon générale, les intoxications pures aux BZD sont d’évolution
favorable en 24h-48h, mais la symptomatologie peut étre plus marquée en cas de
dose ingérée importante ou si la molécule est particulierement hypnotique
(loprazolam, lormétazepam ou flunitrazépam) et en cas d’associations a d’autres
dépresseurs du SNC (antidépresseurs, neuroleptiques ou alcool).

Il existe un antidote lors d’intoxication aigué aux BZD et apparentés. Il s’agit du
flumazenil (Anexate®). Il ne traite pas lintoxication mais antagonise les effets

cliniques.

3.2 Suivi thérapeutigue pharmacologique

Dans un contexte hospitalier, la recherche et le dosage des BZD ne se limitent pas
aux cas d’intoxications aigués qui surviennent lors des tentatives de suicide ou de
surexposition accidentelle ou d’une interaction médicamenteuse. On peut rajouter les
contextes suivants : surveillance de l'observance au traitement, ajustement de
posologie (par exemple pour le midazolam utilisé en anesthésie, ou le clonazépam

utilisé comme antiépileptique) et contrdle de I'absence de prise cachée de BZD.
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3.3 Contexte médico-légal

Il existe de multiples contextes de toxicologie médico-légale dont les plus
fréquents sont: conduite automobile sous l'influence de psychotropes, soumission

chimique (administration a I'insu) ou recherche des causes de la mort.
3.4 Intoxication chronique - addictovigilance

Une des missions de 'TANSM consiste a surveiller les cas de dépendance et d’abus
impliquant des substances psycho actives, qu'il s’agisse de médicaments ou non, a
'exception de l'alcool et du tabac. Cette surveillance repose sur l'existence de
structures spécialisées dans l'addictovigilance. Il s’agit des centres d’évaluation et
d’information sur la pharmacodépendance (CEIP-a). lls recueillent, évaluent et
émettent des alertes a propos des cas d’abus et de dépendance recensés.

Les BZD sont donc soumises a ce systeme de déclaration.

Ces molécules sont responsables de tolérance (diminution progressive de l'effet
thérapeutigue pour une méme dose administrée pendant plusieurs semaines). La
tolérance peut conduire a une augmentation des doses pour obtenir I'effet recherché.
Elles sont également responsables de dépendance, surtout en cas de traitement
prolongé. Leur utilisation prolongée peut entrainer un état de dépendance physique
et psychique.

L’arrét du traitement par une BZD, a posologie normale, peut entrainer un
phénomene de sevrage. Certains symptdbmes du sevrage sont fréquents et
d’apparence banale. On peut observer une insomnie, des céphalées, une anxiété
importante, des myalgies, une tension musculaire et une irritabilité. D’autres
symptomes sont plus rares : agitation voire épisode confusionnel, paresthésies des
extrémités, hyperréactivité a la lumiere, au bruit et au contact physique,
dépersonnalisation, phénomenes hallucinatoires et convulsions. Le syndrome de

sevrage peut se manifester dans les jours qui suivent I'arrét du traitement.
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4. Stabilité des benzodiazépines

La concentration des médicaments dans un échantillon est susceptible d’évoluer au

cours du temps.

Dans un contexte médico-légal, il existe un impact important du délai écoulé entre la
mort et le moment de prélevement. Il faut alors prendre en compte deux
phénomenes antagonistes bien connus quant a leur effet sur la concentration
sanguine en BZD :

- Un phénomene de redistribution post-mortem (du tube digestif ou des organes de
stockage vers le sang) responsable d’'une majoration de la concentration sanguine
au cours de la période post-mortem, conduisant a une surestimation de la
concentration réelle au moment du déces.

- Un phénoméne de dégradation, responsable d’'une diminution de la concentration
sanguine entre le moment du décés et 'autopsie ou I'analyse, conduisant alors a une
sous-estimation de la concentration réelle au moment du décés. La dégradation peut
étre due a une décomposition chimique ou a un processus métabolique (activité

enzymatique des bactéries).

Cette dégradation peut également se produire in vitro, pendant le stockage des
échantillons, particulierement lorsqu’il se passe un certain temps entre le
prelévement et 'analyse toxicologique.

De nombreuses études ont porté sur la stabilité des drogues, mais peu se sont
intéressées a la stabilité des BZD dans le sang, le plasma ou l'urine. Voici les
principales : le Tableau 2 présente une revue de la bibliographie concernant la

stabilité de certaines BZD.
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Molécules étudiées Echantillon Stockage Durée Conclusion Remarqgues Auteurs
Benzodiazépines Analyse impossible
25°C instable (décomposition biologique,
) production d’interférents)
Lorazépam sang, b|_Ie,, -20°C ou -80°C . stable
- humeur vitrée 24 semaines - - - [4]
Lorazépam post-mortem _ degr_adz_altlon (ajogt NaF permet
4°C instable de diminuer la dégradation du
lorazépam)
Estazolam -80°C ; -20°C ; 4°C stable
Estazolam 120°C - 4°C stable malgré une diminution
’ des concentrations de 20%
Estazolam sang post mortem 95°C 24 sermaines g;rglg;otlon des concentrations [5]
Chlordiazépoxide 4°C ; 25°C instable dégradation rapide
Chlordiazépoxide -20°C ; -80°C stable
Chlordiazépoxide instable (dégradation totale au-
o - HEO - . dela de 6 mois)
sang post mortem 4°C; 25°C 6 mois instable Sans NaF: disparission aprés 7 [51-18]
jours de stockage
Nitrazépam ) 4°C stable dégradation a la lumiere
plasrgz,nzerum, 3 semaines dégradation en 7- [9] [6]
25°C instable aminonitrazépam
Témazépam -20°C stable Trés s:[abl_e (82% taux
. récuperation)
sang 12 mois Diminution significative de la [10]
5°Cet 25°C instable

concentration
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Molécules étudiées Echantillon Stockage

Durée

Conclusion

Remarqgues

Auteurs

Nombreux médicaments
post mortem

hydrolyse et réduction des
benzodiazépines sont impliquées
dans leur dégradation

[11]

Nitrobenzodiazépines

stérile ou en
présence de
bactéries

Si échantillon stérile: composés

relativement stables

En présence de bactéries: pertes

consequentes en quelques heures
(surtout si température éleveée et

absence de NaF)

Flunitrazépam

La plus instable des
nitrobenzodiazépines
(rapidement converti en 7-
aminoflunitrazépam (lui-méme
instable)

Clonazépam

Disparition rapide, comme le 7-
aminoclonazépam

[12]

5 -20°C ; 4°C
Bromazepam plasma

25°C

1 mois

stable

instable

[13]

Clonazépam, Midazolam 20°C

4°C

Flunitrazépam, Oxazépam -20°C

-80°C

1an

instable

Diminution concentration de 70
a 100%

instable

Diminution concentration assez
élevée

stable

Diminution concentration de 10
a20%

stable

Diminution non significative

[14]

plasma, sang 4°C

Benzodiazépines

240 jours

Diminution significative de la
concentration

[15]
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Molécules étudiées Echantillon Stockage Durée Conclusion Remarqgues Auteurs
o ] ) Légere diminution des
D'azepa”!’ Nolrdazepam o . relativement stable | .oncentrations
Flunitrazépam sang post mortem -20°C 16 a 18 ans [16]
Clonazépam instable Diminution des concentrations
Tableau 2: Etude bibliographique de la stabilité des BzZD
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En conclusion de cette étude, les échantillons cliniques ou médico-légal doivent étre
stockés de préférence a -20°C ou -80°C car seules ces températures permettent de
stabiliser les BZD dans les échantillons [4], [5], [10], [14]. Il en est de méme pour
toutes les solutions de travail. Toutes ces données suggerent que les résultats
guantitatifs concernant des stockages prolongés doivent étre interprétés avec
précaution [17], [18].

5. Les échantillons biologiques : une matrice complexe

En toxicologie analytique, la préparation d'échantillon ou prétraitement ou
« extraction », est une étape essentielle d'une analyse chromatographique réussie.
Elle doit permettre de diminuer la présence des interférences qui perturberont
I'analyse lors des phases de séparation, de détection et de quantification. L’obtention
d’extraits « propres » permet également d’augmenter la durée de vie de la colonne

chromatographique.

Les échantillons biologiques analysés dans un laboratoire de toxicologie sont des
matrices trés complexes : sang total, urines, liquide gastrique, organes (foie,
poumons, rein, cerveau...), phanéres (cheveux, poils...). Ces matrices nécessitent
donc des phases de prétraitement multiples et complexes. Ce prétraitement a
essentiellement pour objectif de : solubiliser et homogénéiser I'échantillon, éliminer
les résidus insolubles par filtration et centrifugation, rompre les liaisons protéiques,
hydrolyser les formes conjuguées, stabiliser les analytes d’intérét par dérivation.

En fait, le mode de prétraitement dépend étroitement de la matrice disponible et de
sa complexité, mais également de la nature du ou des xénobiotique(s) recherché(s)

et de la sensibilité de la technique analytique qui sera utilisée par la suite.

Parallelement a I'amélioration des performances des systemes analytiques, les
procédures de prétraitement ont considérablement évolué et ont désormais comme
objectifs :
e La diminution des quantités de matrices utilisées afin de réaliser un maximum
d’analyses sur un méme échantillon ; ce qui est particulierement intéressant

lorsque les quantités de prélevements sont réduites,
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« la simplification des modes opératoires par une uniformisation des procédures
de préparation ; c’est-a-dire une méme procédure d’extraction quelle que soit
la matrice, voire quels que soient les composeés cibles,

e un gain de temps en automatisant tout ou partie de I'extraction ; c’est-a-dire la
mise au point de procédures de préparation d’échantillons en ligne ou « on

line ».

6. La methode QUEChERS et ses utilisations pour les
milieux biologiques

QUEChERS est un acronyme pour QUick, Easy, CHeap, Effective, Rugged, and
Safe. Il s’agit donc d’'une méthode d’extraction qui se veut rapide, facile, bon marché,
robuste et fiable. Elle a vraisemblablement été utilisée pour la premiére fois il y a une
dizaine d’années pour I'analyse de résidus de pesticides dans les fruits et légumes
[19]. Brievement, il s’agit d’'une méthode de préparation des échantillons qui consiste
a rajouter des sels dits « QUEChERS » a la matrice d’intérét qui aura été mélangée

au préalable dans un solvant apolaire.

La méthode telle gu’initialement proposée par Anastassiades et al. [19] comprenait
deux étapes présentées dans la Figure 4 (3).

- Une étape « extraction partitioning » consistant a mettre la matrice d’intérét en
solution dans de 'acétonitrile (ACN), puis a rajouter un mélange de sels de sulfate de
magnésium (MgSO,) et de chlorure de sodium (NaCl). L'objectif est de séparer
'échantillon en une phase aqueuse et une phase organique (ACN), puis de
« sécher » la phase aqueuse par des sels avant de récupérer la phase organique.

- Une étape « dSPE (Dispersive Solid Phase Extraction)» ou « Clean-up » consistant
a éliminer les impuretés présentes dans la phase organique a I'aide d’adsorbants tels
que le Primary Secondary Amine (PSA), le carbone graphite noir (GCB) ou les
particules C.g, en présence de sels. Il se forme a nouveau 2 phases, et la phase

organique est récupéreée.
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Echantillon homogénéise

i

Ajouter lFacétonitrile
Agiter pendant 1 min

:: Ajouter Iesusels d'extraction
o *
;. Centrifuger et récupérer |e
surnageant
.
Purification par d5PE

*

Agiter et centrifuger

Récupérer le surnageant
Analyse

Figure 4: Protocole synthétisé de la préparation d’échantillon avec la méthode
QUEChERS

En effet, TACN et 'eau sont des liquides miscibles, dans leur état pur, a température
ambiante. Il est connu qu’une mixture homogéne de ces deux solvants (comme tout
autre systéme binaire homogéne contenant de I'eau et un solvant organique) peut
étre séparé en deux phases hétérogenes par l'addition de sels [20], [21]. Ce
phénoméne a lieu car la dissolution des sels altére les propriétés du systéme,
particulierement la force ionique et la pression de vapeur des composants individuels
des solvants [21]. Il a été montré que la solubilité du sel dans chaque solvant est un
facteur clé : la séparation la plus efficace est réalisée avec des sels hautement
solubles dans I'eau et insolubles (ou trés peu solubles) dans les solvants organiques

[21]. Ce phénomeéne de séparation de I’ACN et de I'eau est appelé « salting-out ».

Plusieurs solvants d’extraction ont été testés: acétone [19], [22], ACN [19], [23], [24]
et acétate d’éthyle [25]-[27]. Dans une étude dédiée au dosage de pesticides, il a été
montré que ces solvants permettent tous un bon rendement d’extraction. L’acétone
est facilement miscible a I'eau, mais la séparation de I'eau a partir de ce solvant n’est
pas possible sans l'addition d'un solvant non polaire. L’acétate d'éthyle est
partiellement miscible a I'eau, ce qui rend superflue I'addition de solvant non polaire
pour le séparer de I'eau. Les extraits a base d’ACN contiennent moins de substances
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interférentes que les extraits a base d’acétate d’éthyle ou d’acétone, et ’'ACN peut
étre séparé assez facilement de I'eau. C’est pour cette raison que 'ACN a finalement
été retenu dans la méthode QUEChERS.

Au fur et a mesure de I'extension de [l'utilisation de cette méthode, il est apparu
évident que la force et la quantité des sels utilisés ne pouvaient pas étre la méme
pour toutes les applications. Aujourd’hui, il existe au moins trois variantes de la
méthode QUECHhERS en fonction des sels utilisés:

- La méthode d’origine (décrite ci-dessus) : 4 g MgSO4 + 1 g NaCl

- La méthode « EN 15662 » : 19 citrate trisodique dihydraté + 0.5 g hydrogénocitrate
disodique sesquihydraté + 1 g NaCl + 4 g MgSO,4

- La méthode « AOAC 2007.01 » : 6 g MgSO,4 + 1.5 g acétate de sodium

Ces quantités de sels sont disponibles sous la forme de kits préts a 'emploi, utilisés
pour I'extraction des pesticides avec un volume de solvant de 10 a 12 mL et 10

grammes d’échantillon.

L’emploi des sels QUEChERS a été principalement décrit pour la recherche et le
dosage des résidus de pesticides dans des matrices alimentaires ou
environnementales [28]—-[30]. Pour ces applications, il a été montré que le MgSO,
accompagné de NaCl était le meilleur choix pour lI'extraction des pesticides. Le
MgSO, permet de séparer I'eau du solvant organique, le NaCl permet de contréler la
polarité. Dans la deuxiéme étape du protocole, il a été montré que le PSA permet de
supprimer de nombreux acides organiques polaires de l'extrait, ainsi que des
pigments polaires, des sucres et des acides gras. Le GCB permet essentiellement de
supprimer les stérols et les pigments tels que la chlorophylle, alors que le C1g permet
d’éliminer des substances interférentes apolaires comme les lipides. La Figure 5
présente le protocole tel que proposé par Wilkowska et al. [28] pour la recherche et

le dosage de pesticides.
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Weighing 10 g of the well-chopped sample
into a 40 mL Teflon centrifuge tube

@ addition 10 ml of acetonitrile and shaking the sample
vigorously for 1 min using the vortex mixer at maximum speed
Addition of 4 g anhydrous MgS0s 1 g and NaCl

@ vortexing immediately for 1 min
Addition of ISTD solution
vortexing for 30 s and centrifugation of extract (or a batch
of extracts) for about 1 min

Transfering a 1 mL aliquot of the upper acetonitrile layer into
a micro-centrifuge vial containing 25 mg PSA sorbent and 150
mg anhydrous MgSOy and capping tightly

shaking by hand or wirh the vortex mixer for 30 s and
centrifugation of extract (or a batch of extracts) for about 1 min

Addition of 5% aq formic acid (if necessary)

J L

Final determination
(usually GC-MS)

Figure 5: Principales étapes de la procédure analytique QUEChERS pour la
détermination de pesticides dans les matrices alimentaires. (D’aprés [31])
Ce protocole a également été appliqué dans de nombreuses études sur les

pesticides, dont celles de Walorczyk [31], Lesueur [32], et Nguyen [33].

Les méthodes de dosage des pesticides au sein du laboratoire du CHU de Limoges
concernent trois grandes familles de pesticides: les organophosphorés, les
organochlorés et les carbamates, qui constituent environ 90% des molécules sur le
marché. Seul le Mix | (soit 1g citrate trisodique dihydraté + 0.5 g hydrogenocitrate
disodique sesquihydraté + 1 g NaCl + 4 g MgSQ,) est utilisé pour extraire la plupart
des pesticides, qui ont des formules chimiques, des polarités et des charges
extrémement variables.

La plupart des pesticides peuvent étre extraits avec les sels QUEChERS, sauf le
paraquat, le diquat et le chlormequat.

Si les méthodes d’extractions a base de sels QUEChERS ont d’abord été utilisées
pour la recherche de pesticides dans des matrices alimentaires ou
environnementales, la littérature rapporte depuis 2 ou 3 ans quelques exemples

d’applications dans des matrices biologiques.
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Nous avons effectué une recherche bibliographique dans la base de données
Pubmed, ainsi que dans la base Web of Science. Les résultats de cette recherche

sont résumés dans le tableau de 'Annexe 4.

Les applications approchant les objectifs de nos travaux sont encore assez peu
nombreuses. Voici toutefois quelques détails sur les études que nous avons jugé les
plus pertinentes :

Plossl et al. [34] ont développé une méthode de GC-MS pour la recherche de 40
médicaments appartenant a des familles variées, comme des BZD, des
neuroleptiques, des hormones, des antiépileptigues, des antalgiques, des
anesthésiques... dans le but d’évaluer les rendements d’extraction. A 1 mL de sang,
ils ont ajouté 500 mg de MgSQ,, 250 mg de NacCl, et 2 mL d’ACN, puis ont procédé a
une étape de clean-up (PSA et MgSQO,). La validation de la méthode a porté sur 8
composés différents. Les rendements ont tous été évalués a plus de 80% avec un
coefficient de variation inférieur & 10%. Les limites de détection étaient en accord
avec les utilisations de la méthode.

Matsuta et al. [35] ont étudié 13 analytes (amphétamines, BZD, antiépileptiques,
neuroleptiques) a la fois par GC-MS et LC-MS. Apres avoir optimisé les quantités de
sels et de solvants, les auteurs ont retenu les conditions suivantes : 100 pL de sang,
auxquels sont ajoutés 100 mg de MgSO, et 50 mg de NaCl ainsi que 500 uL d’ACN
contenant 0.2% d’acide acétique. Une étape d’évaporation a été ajoutée. Les
rendements ont été évalués entre 59 et 93%. Les limites de détection étaient la-aussi
satisfaisantes et la méthode a été favorablement comparée a une méthode de LLE
déja mise en place par ces auteurs.

Anzillotti et al. [36] ont validé une méthode pour la recherche et le dosage de BZD
ainsi que de drogues (opiacés, cocaine, LSD, amphétamines) par LC-MS/MS a partir
d’'1 mL de sang (préalablement hydrolysé si besoin).

Usui et al. [37-39] ont développé une méthode comprenant plus de 90 composés
(médicaments et drogues, tels que des BZD, des neuroleptigues, des
antiépileptiques, des anesthésiques...). Cette méthode a été appliquée a un contexte
de médico-légale et les auteurs rapportent un temps de préparation des échantillons
de quelques minutes, contre presqu’une heure avec une préparation classique de
SPE.
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7. La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de

masse en tandem

7.1 Lachromatographie en phase liquide

La chromatographie est une technique de séparation pouvant étre couplée a un
détecteur en vue d’'une analyse qualitative et/ou quantitative. En chromatographie,
I'échantillon contenant un ou plusieurs solutés est entrainé par un courant de phase
mobile (liquide ou gaz) a travers une phase stationnaire. La séparation est fondée
sur le partage des solutés entre ces deux phases. En effet, chaque soluté se déplace
a une vitesse propre dépendant de ses caractéristiques physico-chimiques et de
celles de ces deux phases. Il existe deux types de chromatographie en phase
liquide : en phase normale (phase stationnaire polaire et phase mobile apolaire) et
en phase inverse (phase stationnaire apolaire et phase mobile polaire). La technique
en phase normale est peu utilisée dans le domaine biologique, alors que la deuxieme
technique est tres utilisée pour les xénobiotiques, notamment les BZD en raison de
leur caractére apolaire. Ces solutés ont donc une plus grande affinité pour la phase
stationnaire que des composeés polaires.

Ensuite, la phase mobile usuelle en LC-MS/MS est composée d’'un mélange de
tampon formiate d’ammonium et d’ACN et/ou méthanol. Ces solvants sont trés
utilisés car ils sont tres facilement volatilisables et ionisables dans la source
électrospray d’un spectrométre de masse. De plus, le mélange de plusieurs solvants
permet d’ajuster le pouvoir d’élution de la phase mobile, et donc de jouer sur la
rétention et la séparation d’'un mélange complexe. C’est pourquoi, dans la littérature,

I'utilisation d’'un gradient d’élution est systématique pour analyser des BZD [40].

Le principe est le suivant : la phase mobile contenant I'échantillon est injectée a
travers la phase stationnaire qui est contenue dans un fin capillaire appelé colonne
de chromatographie. Selon leurs propriétés, les molécules sont plus ou moins
retenues et mettent plus longtemps a traverser le capillaire. Chaque molécule
traverse la colonne avec un temps qui lui est propre, appelé temps de rétention (tgr).
Dans des conditions standardisées, ce temps est caractéristique de la molécule
d’intérét et contribue a son identification. L’injection des composés étudiés dans le
systéme de chromatographie nécessite leur extraction préalable de I'’échantillon

biologique.

33
PONCELET Lauranne | Thése d’exercice | Université de Bordeaux | Février 2016



L'HPLC (chromatographie en phase liquide a haute performance) est une
chromatographie en phase liquide qui utilise une colonne de trés faible porosité dans
laquelle I'échantillon doit étre injecté a haute pression. Cette caractéristique la rend

plus discriminante et permet d’améliorer la résolution du systéme.

L’appareil de chromatographie se compose d’un systéme permettant l'injection de
I'échantillon, d’'une pompe permettant I'entrée de l'analyte en solution dans la
colonne, de la colonne elle-méme, le tout couplé a un détecteur (par exemple un
spectrometre de masse ou un détecteur UV-visible), ainsi qu'un systéme
informatique permettant de visualiser puis traiter les données. La Figure 6 résume la

composition du systeme.

| COLONNE | [ desectewr |
pompe
e Caie | e |
| filre IW | enregisreur |

Réserve de liquide
phase mobile

Figure 6: Composants d’un appareil de chromatographie liquide (d’apres [44])

7.2 Laspectrométrie de masse en tandem

La spectrométrie de masse en tandem est une technique permettant la détection et
I'identification de molécules chargées par mesure de leur rapport masse sur nombre
de charge (m/z). C’est un détecteur universel, trés sensible et sélectif qui peut étre
couplé a la chromatographie [41-43].
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Tout d’abord, les solutés sont ionisés dans la source du spectrométre de masse. Son
réle n’est pas seulement d’ioniser les molécules d’intérét mais également d’évaporer
le solvant. Pour un couplage avec la chromatographie en phase liquide, il existe
différents types de sources pouvant étre utilisés a pression atmosphérique :

électrospray (ESI) ou ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI).

En électrospray, la phase mobile contenant les molécules d’intérét est introduite
dans un capillaire métalligue soumis a un potentiel électrique (négatif ou positif), ce
qui crée un aérosol ionisé. Grace a la température élevée de la source, les
gouttelettes sont désolvatées puis explosent a cause de la trop grande densité de
charge générant des ions pseudo-moléculaires (voir Figure 7, [44]). Si la source est
utilisée en mode positif, cela crée des ions protonés de forme [M+H]". Si elle est

utilisée en mode négatif, on crée des ions de forme [M-H]'.

sampling coneforifice

counter electrode skimmer

drying gas '
solute |
L _ analyser
; [10-4/10-% mbar]
[nehlrlising gas \‘ \‘

atmospheric pressure " Tmbar"

Figure 7: Schéma d’une source electrospray

En APCI, les composés élués par la phase mobile sont introduits dans un tube en
matiére inerte (céramique) hautement chauffé qui les volatilisent. De plus, une
aiguille corona réalise des décharges électriques provoquant l'ionisation d’un gaz
réactant présent dans la source. Les collisions entre le gaz réactant ionisé et les
composés a l'état gazeux conduisent a des ions d’intérét multichargés de type
[M+nH]™".

Ensuite, les ions traversent deux analyseurs disposés en série. Ces derniers peuvent

étre de méme nature ou de nature différente. Les spectrometres de masse en
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tandem pouvant étre utilisés dans le service de Pharmacologie-Toxicologie et

Pharmacovigilance sont constitués de trois quadrip6les en ligne.

Un quadripble (ou quadruplle) est constitué de quatre électrodes paralleles de
section hyperbolique, ou cylindrique. Les électrodes opposées sont reliées entre
elles et soumises au méme potentiel. Les électrodes adjacentes sont portées a des
potentiels de méme valeur, mais de signe opposeé. Entre ces électrodes, les ions ont
une trajectoire oscillante. Mais seuls ceux dont la trajectoire est mise en résonnance
traversent l'analyseur et sont détectés par un multiplicateur d’électrons qui
transforme le signal chimique en signal électrique. Les quadripbles permettent donc
de «filtrer » les différents ions. Dans le cas de la spectrométrie de masse en
tandem, les ions pseudo-moléculaires, appelés également ions parents, sont
sélectionnés dans le premier quadripble. lls sont ensuite fragmentés dans le
deuxiéme qui est une cellule de collision. Les fragments ou ions fils sont filtrés dans
le dernier quadripGle. On observe donc la transition entre un ion parent et un de ses

fragments. La Figure 8 [45] illustre le principe du filtre quadripolaire.

TO
DETECTOR
y

quadrupole rods

exit slit
\ (to detector)
resonant ion

(detected)

IONS

non-resonance ion
(not detected)

source slit

Figure 8: Principe du filtre quadripolaire

Le principe de l'acquisition scannée des données est de diviser le temps imparti a la
détection en « scan » : au cours de chaque balayage, le spectre de masse de
I'analyte est enregistré et le résultat est une succession de trées nombreux spectres
de masse. Plus le nombre de scans par minute est élevé, plus la résolution des pics
chromatographiques est importante. Le mode d’acquisition de transitions multiples

(MRM, multiple reaction monitoring), adapté au quantitatif, est utilisé lors d'une
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recherche d'un grand nombre de molécules dans un échantillon. Pour chaque
molécule, on suit au minimum 2 transitions: une seule est utilisée pour la

quantification, la deuxieéme participe a I'identification de la substance.

Une fois la méthode développée, l'acquisition des données sera effectuée en
« schedule MRM ». Ce mode permet de scanner les transitions caractéristiques d’un
composé uniguement autour de son temps de rétention. Ainsi, le nombre de
transitions devant étre observées en méme temps est plus faible, ce qui augmente le
nombre de scans par transition. Par conséquent, les pics chromatographiques seront

davantage résolus. Le résultat est un gain en sensibilité.

7.3 Principe de I’étalon interne : molécule deutérée

Afin de s’affranchir des variations liées aux étapes de préparation d’échantillon
(extraction par exemple), on rajoute dans I'échantillon initial un étalon interne (EI)
[46]. Il s’agit d’'un composé trés similaire a I'analyte et n’ayant pas d’interactions avec
celui-ci. Il doit présenter des propriétés physico-chimiques et structurales trés
proches du composé d’intérét, afin d’étre extrait, séparé et détecté de la méme fagon
que lui. Cet étalon interne ajouté en début d’analyse subit alors les mémes étapes
que lanalyte étudié. Etant ajouté en concentration connue dans les échantillons
biologiques et dans la gamme en début d’analyse, le rapport des aires sous les
courbes des signaux de I'étalon interne et de I'analyte permet ainsi de s’affranchir
des pertes liees aux différentes étapes analytiques (préparation d’échantillon,
extraction...).

Il est usuel d’utiliser comme étalon interne des isotopes deutérés des différentes
molécules a rechercher, c'est-a-dire contenant un ou plusieurs atomes de deutérium
a la place d’'un atome d’hydrogene. Le deutérium (symbole 2H ou D) est un isotope
naturel de I'hydrogéne. Ainsi, I'étalon interne différe de la molécule d’intérét d’au
moins une unité de masse atomique. Il possede toutes les qualités nécessaires a un
étalon interne, mais sa masse plus élevée le différencie de l'analyte a doser en

spectrométrie de masse.
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Deuxieme partie : Travaux personnels

1. Objectif des travaux

Depuis leur introduction en 2003 par Anastassiades et al. (Article cité plus de 1000
fois dans la littérature), les sels QUEChERS ont principalement été utilisés pour la
recherche et le dosage des résidus de pesticides dans les matrices alimentaires.
Cependant, ces derniéres années ont été développées des méthodes de dosage de
médicaments dans les milieux biologiques, comme par exemple le sang, I'urine ou le
foie. Toutefois, ces applications restent encore limitées, comme en témoignent le peu

d’articles publiés sur ce sujet dans les revues scientifiques.

C’est dans ce contexte que se sont inscrits mes travaux : le développement d’une
méthode de recherche et dosage des BZD (psychotropes utilisés comme
hypnotiques, anxiolytiques, anticonvulsivant, myorelaxants). Une telle méthode
existait déja dans le laboratoire du CHU de Limoges, mais basée sur de « vieilles »
procédures d’extraction, colteuses et chronophages, et mise en ceuvre sur d’anciens
systemes de LC-MS/MS.

L’objectif de mon travail était le développement d’'une méthode de recherche et
de dosage par LC-MS/MS de 36 benzodiazépines et apparentés en utilisant une
extraction a base de sels QUEChERS.

La méthode devait permettre d’obtenir des limites de détection basses, de
'ordre de 5 pg/L, en utilisant si possible des conditions analytiques identiques
a d’autres méthodes utilisées en routine au laboratoire (phases mobiles et
colonne de chromatographie). En effet, d’un point de vue pratique, cette
méthode devait pouvoir s’insérer dans le panel des méthodes du laboratoire,
c’est a dire un temps de préparation des échantillons et un temps d’analyse
compatible avec une utilisation en routine

La méthode devait étre applicable dans les différents contextes déja
mentionnés: ajustement de posologie, suivi de I'observance, contextes de ML,
soumission chimique...

Une autre contrainte, trés pratique mais importante, est qu’il fallait que pour un
méme systeme LC-MS/MS, plusieurs méthodes coexistent, c’est-a-dire pouvoir

enchainer différentes méthodes sans devoir changer de colonne ou de phase
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mobile. 1l fallait donc faire appel a des conditions identiques a d’autres
méthodes utilisées sur ce systéme, ceci en vue d’améliorer la vitesse de rendu

des résultats.
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2. Matériel et méthode

2.1 Principe de I’'analys

e

La Figure 9 illustre les étapes de préparation des échantillons avant injection dans

le systéme chromatographique.

Acétonitrile

¥ glacial
Matrice biologique
+ étalons internes

Vortex puis
congélateur 10 minutes

Vortex puis centrifugation

l

r 50 pL de surnageant

.

[
i

l

Injection de 5 plL dans le
systéme LC-MS/MS

Sels QUEChERS

50 pL de surnageant +
150 pL de phase mobile A

=

Figure 9: principe de la préparation des échantillons
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2.2 Matériel et réactifs

Une liste des solvants et substances pures est présentée dans le Tableau 3.

L. Fournisseur
Réactif

Substances pures :

El : 7 aminoclonazepam D4 ; 7 LGC Standard® ou équivalent
aminoflunitrazepam D7 ; alprazolam D5 ;
clonazepam D4 ; desalkylflurazepam D4 ;
desmethylflunitrazepam D4 ;

diazepam D5 ; flunitrazepam D7 ; triazolam D4
zopiclone D4

Molécules d’intérét : 2(2-amino-5-

bromobenzoyl)pyridine ; 3-OH-bromazépam ; 7-
aminoclonazépam ; 7-aminoflunitrazépam ; 7-
aminonitrazépam ; ACP; alprazolam ;
bromazépam ; chlordiazepoxide ; clobazam ;
clonazepam ; clotiazepam ; desalkylflurazepam ;
diazepam ; estazolam ; flunitrazepam ;
flurazepam ; loflazepate d'ethyle ; lorazepam ;
lormetazepam ; midazolam ; nitrazepam ;
norclobazam ; nordazepam ; OH-alprazolam ;
oxazepam ; temazepam ; triazolam ; zolpidem ;

zopiclone

1-OH midazolam ; desmethylflunitrazepam ;3-OH | Lipomed®

flunitrazepam ; 4-OH midazolam ; loprazolam ;

tetrazepam ;

Solvants

Méthanol Fischer Chemical®

Acétonitrile Biosolve Chemical®

Eau désionisée et purifiée Obtenue in situ par passage sur systeme
Millipore®

Substances pures

Formiate d’ammonium Biosolve Chemical®

Tableau 3: Liste et provenance des solvants et substances pures utilisées
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Une solution mére a 5 mg/L était préparée avec les 35 BZD (toutes sauf ACP (2-
amino 5-chloropyridine) car cette molécule ne fait I'objet que d’une recherche
qualitative) et apparentés dans un mélange méthanol / ACN (50/50 v/v), et
conservée au congélateur a -20°C. Des solutions filles a 0.5 mg/L et 0.05 mg/L
étaient préparées extemporanément dans de 'ACN.

Une solution a 1 mg/L contenant les 10 El était préparée dans une solution méthanol
/ ACN (50/50 v/v) et conservée au congélateur a -20°C.

2.3 Préparation des échantillons et de la gamme de calibration

L’extraction était basée sur l'utilisation de sels QUEChERS. Le protocole retenu était
le suivant : a 100 uL de matrice sont ajoutés 200 uL d’ACN glacial (stocké a -20°C).
Aprés agitation au vortex, la solution repose ensuite 10 minutes au congélateur.
L’équivalent d’'une spatule de sels QUEChERS Mix | (soit environ 40 mg; voir
paragraphe discussion) était ajoutée, puis la solution était agitée au vortex et mise a
centrifuger pendant 10 minutes a 13000 tours/min environ. Finalement, 50 yL de
surnageant était dilué dans 150 uL de phase mobile A, avant injection de 5 pL dans
le systeme LC-MS/MS.

La gamme d’étalonnage était réalisée dans du plasma selon la procédure décrite

dans le Tableau 4.

42
PONCELET Lauranne | Thése d’exercice | Université de Bordeaux | Février 2016



Gamme de calibration

ClQ

Echantillon

a analyser

Concentration
(Mg/L)

10

50

100

200

500

1000

2000

Niveau

Niveau

Inconnue

Matrice vierge
(HL)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Solution BZD
5 mg/L (uL)

10

20

40

Solution BZD
0.5 mg/L (uL)

10

20

40

Solution BZD
0.05 mg/L (L)

10

20

Solution CIQ
(uL)

100

100

Solution El
1 mg/L (pL)

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

ACN -20°C
(uL)

200

190

180

190

180

160

190

180

160

200

200

200

Tableau 4: Grille de préparation de la gamme de calibration, des CQI et des échantillons
pour larecherche et le dosage des benzodiazépines (BZD : benzodiazépines ; CIQ :

contrdle interne de qualité ; El : étalon interne)

2.4 Conditions chromatographiques

Le systeme chromatographique en phase liquide associait deux pompes Nexera X2
LC-30AD, un four CTO-20AC et un passeur d’échantillons Nexera X2 SIL-30AC
(Shimadzu, France).

Apres avoir testé différentes colonnes chromatographiques et différentes conditions

de gradient d’élution, les conditions suivantes ont été retenues :

La séparation chromatographique était assurée par une colonne Pinnacle DB PFPP
(Restek®) de dimension 50 mm x 2.1 mm et de granulométrie 1.9 um. Il s’agit d’'une
colonne de phase inverse de type PFP (pentafluorophenyl).

La phase mobile A était constituée d’'un mélange de formiate d’ammonium 5 mM
dans de I'eau désionisée avec 0.1 % d’acide formique (v/v) et la phase mobile B d’'un
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mélange méthanol / ACN (80/20 v/v) additionné de 0.1 % d’acide formique (v/v). Le
débit était de 0.474 mL/min, et la température du four de 50°C.
Le gradient utilisé est présenté dans le Tableau 5:

Pompe A : Pompe B :
Temps (min) tampon formiate 5 mM méthanol / acétonitrile
+ (80720 viv)
0.1% acide formique (%) +0.1% acide formique (%)

0 75 25
0.16 75 25
0.65 65 35
0.70 55 45
5 45 55
5.05 5 95
5.20 5 95
5.25 75 25
6.3 75 25

Tableau 5: Gradient utilisé

2.5 Spectrométrie de masse en tandem

La détection était réalisée au moyen d’'un spectrométre de masse 8050 (Shimadzu®,
France). L’ionisation par électrospray en mode positif a été mise en ceuvre pour
toutes les BZD recherchées.

Les principaux parameétres optimisés de la source électrospray étaient les suivants :

- Interface de voltage : valeurs obtenues lors de la calibration de I'appareil ;
- nebulizing gas flow: 3 L/min;

- heating gas flow: 10 L/min;

- interface temperature: 300°C;
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- DL (desolvatation line) temperature: 250 °C;

- heat block temperature: 400°C;

- drying gas flow: 10 L/min
L’acquisition des données par un mode de balayage MRM (multiple reaction
monitoring) permettait de détecter plusieurs couples ion parent / ion fragment.
Les transitions MRM ont été sélectionnées apres injection de solutions pures de
chaque composé et des 10 étalons internes (El) sélectionnés.
Toutes les transitions étaient scannées pendant 0,7 minute autour de leur temps de
rétention de référence.

La Figure 10 rapporte une photo du systeme LC-MS/MS.

Figure 10: Systeme LC-MS/MS utilisé pour les travaux personnels

2.6 Validation de la méthode

Le laboratoire de pharmacologie et toxicologie du CHU de Limoges travaille pour
partie sous accréditation COFRAC (Comité Frangais d’Accréditation) (n° 8-2607), en
portée flexible. Avant de pouvoir étre utilisée en routine, toute méthode analytique
nouvellement développée doit étre validée selon la norme ISO 15189.

Il existe ainsi au sein du laboratoire et, pour répondre aux exigences du COFRAC,
une procédure de validation des méthodes analytiques. La méthode nouvellement
développée a donc suivi cette procédure de validation propre au laboratoire.
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34 molécules (toutes sauf OH-alprazolam et ACP) subissent la procédure de
validation (cf résultats).

Les parametres étudiés sont les suivants :

La linéarité est la capacité d’obtenir des signaux directement proportionnels a la
concentration en substance a analyser de I'échantillon. L’étude de la linéarité s’étend
sur six jours en réalisant six gammes comportant un blanc et a trois niveaux de
concentrations(5, 500 et 2000 pg/L) répartis sur le domaine de mesure. La gamme
de calibration a été préparée avec 8 niveaux de concentration et un blanc. Les 3
niveaux (5, 500 et 2000 pg/L) sont la pour vérifier la répétabilité et la reproductibilité.
La linéarité est vérifiée par le coefficient de détermination R? qui doit &tre supérieur &
0,99.

La fidélité exprime I'étroitesse de I'accord entre une série de mesures provenant de
multiples prises d’'un méme échantillon dans des conditions définies. Elle s’exprime
par la mesure de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire. La répétabilité mesure
la variabilité intra-jour des résultats. Elle a consisté en six répétitions des trois
niveaux de concentration (5, 500 et 2000 pg/L).

La fidélité intermédiaire mesure la variabilité inter-jour des résultats. Pendant six
jours différents, une gamme d’étalonnage et un point pour chacun des trois
niveaux de concentration ont été realisés.

Ces deux criteres sont évalués par le calcul du coefficient de variation et du biais (ils

doivent étre inférieurs a 20%).

L’exactitude exprime I'étroitesse de I'accord entre la valeur de référence et la valeur
expérimentale obtenue en appliquant la procédure d’analyse plusieurs fois. Elle

fournit une indication sur les erreurs systématiques.

La limite de quantification est la plus faible concentration pour laquelle la fidélité et
I'exactitude ont été démontrées et qui répond a la relation : signal / bruit = 10. En
pratique, elle est définie comme la plus petite valeur quantifiable pour laquelle on
obtient un CV et un biais inférieurs a 20%.

Les épreuves de dilution ont consisté a préparer des échantillons (n=6) a une

concentration correspondant a 1,5 fois le point le plus haut de la gamme, puis a
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réaliser des dilutions au demi, au quart et au dixieme. Le biais a été calculé entre la

valeur attendue et la valeur calculée.

Les accords entre matrice ont été évalués dans l'urine, le sang total et le
sérum/plasma pour les 34 molécules. Pour cela, une gamme de calibration a été
effectuée dans la matrice contréle (sérum), puis 6 points de répétabilité sont
effectués dans chacune des autres matrices a 3 niveaux de concentration (5,
500 et 2000 pg/L). Il est considéré qu’il existe un bon accord entre matrice si le
coefficient de variation ainsi que le biais par rapport a la valeur cible sont inférieurs a
20%.

L’étude de la suppression ionique ou effet de matrice (coélution des composés de
la matrice avec les analytes d’intérét pouvant altérer leur ionisation) a été effectuée
grace a six urines différentes, 6 plasmas et sang totaux ainsi que de I'eau purifiée.
Toutes ces matrices ont été enrichies a 750 pg/L avec tous les composeés, puis
I'extraction QUEChERS a été effectuée. La suppression ionique (ou I'amélioration
potentielle du signal) a été explorée par comparaison du signal de chagque molécule
d’intérét dans la matrice et dans I'eau purifiée.

Les rendements d’extraction ont été déterminés a deux niveaux de
concentration (5 et 2000 pg/L) en comparant le rapport des aires analyte / El
obtenus apres extraction d’échantillons surchargés (n=6) avec ceux d’extraits de

matrice vierge dopés avant injection (n=3).

47
PONCELET Lauranne | Thése d’exercice | Université de Bordeaux | Février 2016



2.7 Comparaison avec la méthode de référence

Les résultats obtenus pour la procédure compléete ont été comparés a ceux obtenus
avec la procédure utilisée jusqu’alors en routine dans le service. Il s’agissait
également d’'une méthode de LC-MS/MS (validée selon la norme ISO 15189):
séparation chromatographique par une colonne Kinetex C18 (2.6 um, 50 mm x 3.0
mm) et détection par un systeme APl 3200 QTRAP (AB SCIEX, France). Cette
méthode recherchait 32 molécules.

L’étude a porté sur la comparaison des échantillons de 50 patients. Les analyses ont

ete effectuées les mémes jours sur les 2 appareils.
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3. Résultats

3.1. Conditions d’analyse retenues

La Figure 11 représente le chromatogramme obtenu pour une solution surchargée
comportant les 35 BZD a une concentration de 1000 pg/L et les 10 étalons internes.
Le temps d’analyse total est de 6.3 minutes. Les molécules sont éluées entre 0.9

minute (7-aminonitrazépam) et 5.1 minutes (flurazépam).
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Figure 11: Chromatogramme obtenu (étalon 1000 pg/L) dans les conditions
chromatographiques décrites précédemment (colonne PFPP) représentant les

molécules d’intérét et les EI

Les temps de rétention attendus de chacun des composés, BZD et étalons internes,
ainsi que leurs transitions MRM, sont présentés dans le Tableau 6 et le Tableau 7.

Chague BZD est associée a un étalon interne spécifiqgue qui est utilisé lors des

étapes de quantification.
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lons fragments de

Substance lon parent premiére génération Temps de rétention N° El
(m/z) (m/2) (min)

7 aminoclonazepam D4 289.90 %géig 1.044 6
7 aminoflunitrazepam D7 291.10 %gggg 1.346 3
alprazolam D5 314.10 g?ggg 2.138 7
clonazepam D4 319.90 gzgig 2.104 8
desalkylflurazepam D4 293.00 %ggig 2.074 2
desmethylflunitrazepam D4 304.00 gggég 2.006 1
diazepam D5 289.80 o 2,586 9
flunitrazepam D7 321.10 3471222 2.263 5
triazolam D4 346.90 S 2.099 4
zopiclone D4 393.00 gi’ggg 2.202 10

Tableau 6: Transitions MRM des étalons internes, temps de rétention et groupe El
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lons fragments de

Substance lon parent premiére génération Temps de rétention El associé
(m/z) (m/2) (min)

1-OH-midazolam 341.90 iég%g 3.040 3
brom(Z)(bzeﬁ;ncj)r/‘Ic));-Ji}idine 278.80 17(?6.1250 2.057 !
3-OH-bromazepam 333.80 2788?'1050 1.373 1
3-OH-flunitrazepam 329.90 gggég 1.959 1
4-OH-midazolam 341.90 T 3.273 6
7-aminoclonazepam 285.90 iggig 1.027 6
7-aminoflunitrazepam 284.00 g%%g 1.354 3
ACP 129.00 52 0.789 .
alprazolam 308.90 ggi:gg 2.149 7
bromazepam 316.00 ro2.52 1582 3
chlordiazepoxide 299.90 25228 2.646 3
clobazam 300.90 ggigg 2.044 5
clonazepam 315.90 gﬁgg 2.112 8
clotiazepam 318.90 g?é;fg 3.071 5
desalkylflurazepam 289.00 igggg 2.097 2
desmethylflunitrazepam 300.00 ;gggg 2.008 1
diazepam 284.90 12228 2.597 9
estazolam 294.90 gg;;g 1.900 1
flunitrazepam 314.00 ggggg 2.283 2
flurazepam 388.10 S 5.088 6
loflazepate d'ethyle 361.00 ggggg 2.840 5
loprazolam 464.90 18151.:2300 4.812 3
lorazepam 320.90 g;g?g 1.872 9
lormetazepam 335.00 iggig 2.182 2
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lons fragments de

Substance lon parent premiére génération Temps de rétention El associé
(m/z) (m/2) (min)

midazolam 326.00 gg%%g 4177 3
nitrazepam 282.00 %(8)(7)2(5) 2.107 1
nordazepam 271.00 %gggg 2.225 2
OH-alprazolam 325.00 giggg 1.852 11
oxazepam 286.90 igigg 1.875 1
temazepam 301.00 i;’?gg 2.138 5
triazolam 343.00 Soas 2.008 4
zolpidem 308.10 235 3.245 6
zopiclone 389.00 gi?:gg 2.205 10
tetrazepam 288.90 e 3.061 5

Tableau 7: Transitions MRM des substances d'intérét, temps de rétention et groupe El

Les parametres spécifigues du spectrometre de masse sont présentés dans les

Annexes 5 et 6.

L’Annexe 7 présente les transitions MRM des différentes molécules ainsi que

I'abondance relative (%) de la deuxiéme transition (transition de confirmation).

Nous avons obtenu pour toutes les molécules un modele quadratique avec une

pondération en 1/x car ce modeéle nous donnait les meilleurs résultats. En effet avec

des rapports de 1 a 400 entre la plus faible et la plus forte concentration, certaines

courbes de calibration présentent un profil quadratique plus que linéaire. Tous les R?

étaient supérieurs a 0,990. La Figure 12 ci-dessous représente un exemple de

courbe de calibration obtenue pour le diazépam.
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Figure 12: Droite de calibration obtenue pour le diazépam

3.2. Validation de la méthode

Les résultats de la procédure de validation sont donnés dans les Tableaux 8, 9 et 10,
les résultats de I'étude de la suppression ionique étant disponibles en Annexe 8.
Aucune suppression ionique n’a été observée.

Le Tableau 8 rapporte les valeurs des rendements, les calculs de la fidélité

intermédiaire et de la répétabilité aux 3 niveaux de concentration.

Remarque 1: I'hydroxyalprazolam ainsi que I'ACP (produit de dégradation du
zopiclone) n'ont pas fait 'objet de la procédure de validation. Ces deux molécules

sont donc recherchées, mais aucun résultat quantitatif ne peut étre rendu.

En effet, en ce qui concerne I'ACP, seules ses transitions sont suivies dans la
meéthode. Le zopiclone étant trés labile, le fait de suivre son produit de dégradation
permet de soit confirmer ou infirmer une présence de zopiclone, soit de prouver une

prise de zopiclone malgré la non présence de zopiclone.
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L’OH-alprazolam a suivi la procédure de validation, mais comme l'accord entre
matrice a la plus faible concentration n’a pas été satisfaisant, nous avons décidé de
ne pas rendre de résultat quantitatif sur cette molécule. Sa présence permet de

confirmer la présence ou la prise d’alprazolam.

Remarque 2 : les rendements d’extraction observés a 5 pg/L se situent entre 37 et
49%, ce qui est assez faible. Cependant, il est habituel d’'observer ce phénoméne
vers les limites basses de quantification, alors que ce résultat est habituellement haut
vers les valeurs hautes de quantification. Dans la procédure interne de validation, il
est indiqué que «la moyenne des rendements d’extraction aux 2 niveaux de
concentration doit étre supérieure ou égale a 50%. Cependant, des rendements
d’extraction plus faibles peuvent étre considérés comme acceptables a la condition
qgue le CV de répétabilité des rendements soit < 20%.». Nos résultats sont donc

satisfaisants.
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Rendement (%, n=6) (CV%)

Fidélité intermédiaire (CV%, n=6) (%biais)

Répétabilité ( CV%, n=6) (%biais)

Composé

2000 pg/L

5 pg/L 2000 pg/L 5 pg/L 500 pg/L 5 pg/L 500 pg/L 2000 pg/L
46.7 (6 116 (12.0 3.7(-1.8

1-OH midazolam © (12.0) 8.7 (-8.9) 6.8 (-3.8) (18 7.5(7.4) 2.8(-1.9) 3.2(-0.9)
) » 45.0 (17.5) 89.7 (4.3) 3.3(-0.3)

2(2-amino-5-bromobenzoyl)pyridine 4.8 (8.6) 9.3 (-5.4) 8.4 (18.5) 6.5 (-6.0) 4.5 (-4.2)
40.7 (8.0 92.2 (4.2 2.3 (0.7

3-OH bromazepam 80) (42) 11.1 (8.3) 9.1(-7.1) 07 10.8 (19.5) 7.9 (-4.9) 4.2 (-3.1)
) 44.1 (5.4) 89.7 (4.6) 3.6 (-1.2)

3-OH flunitrazepam 11.4 (2.5) 11.2 (-3.6) 4.7 (11.5) 5.8 (-3.7) 4.5 (-2.1)
422 (5.4 70.6 (3.5 4.6 (-4.2

4-OH midazolam 5.4) (35) 12.4 (-4.5) 12.7 (-4.2) (42) 11.0 (9.6) 6.1 (5.3) 5.6 (-9.9)
43.8 (2.7 106.0 (1.3 4.4 (-2.7

7-aminoclonazepam @) (13) 11.3 (-3.4) 10.7 (-2.3) 2.1) 4.7 (7.0) 4.5 (3.5) 4.4 (3.3)
41.4 (2.9 104.0 (7.1 3.4 (-1.7

7-aminoflunitrazepam 29 71 14.1 (-4.7) 10.8 (-1.7) 1.0) 4.2 (17.8) 3.1(-0.7) 3.6 (-0.7)
43.0 (1.7 95.9 (2.5 5.0 (-3.2

7-aminonitrazepam @7 25 11.7 (-7.4) 11.5 (-3.3) (3.2 8.4 (9.0) 3.2(5.1) 2.3(-3.4)
46.3 (7.1 90.8 (6.7 6.2 (-0.6

Alprazolam 7.1 .1 8.6 (1.9) 8.3 (-1.5) (06 6.7 (12.8) 4.9 (-1.6) 12.9 (1.2)
57.5(11.4 83.4 (2.5 4.9 (-1.5

Bromazepam ( ) 25 (1.9 10.1 (17.5) 4.3 (2.6) 3.1(-0.8)

7.7(-7.9) 13.2 (-1.6)

44.0 (3.2 91.2 (3.7 3.6 (-1.7

chlordiazepoxide 3-2) S 5.3 (18.8) 3.1(-0.9) 1.7) 3.0 (19.3) -1.7 (14.3) 0.5 (18.0)
42.3 (3.2 86.7 (5.2 6.5 (-1.1

Clobazam 32) 62 13.1 (-1.4) 12.5 (-2.5) 1.1 6.2 (17.1) 5.8 (-0.4) 5.7 (-4.5)
45.1 (6.4 89.9 (3.4 9.1(-3.4

Clonazepam ©4) 34) 13.5 (-7.6) 12.1 (-4.7) (34) 10.3 (17.6) 3.2 (-4.3) 4.2 (-1.3)
41.4 (3.3 105.6 (3.2 5.2 (-1.2

Clotiazepam 33 32) 11.6 (-0.9) 11.7 (-3.5) (1.2 7.6 (14.9) 4.3 (-0.8) 4.1 (-6.4)
47.5 (9.5 103.7 (6.3 5.7(5.1

Desalkylflurazepam ©5) ©3) 15.1 (-5.3) 8.5(0.2) 5.1 11.9 (-8.4) 3.6 (6.8) 3.6 (-2.4)
48.8 (7.8 103.9 (10.8 2.3(0.0

Desmethylflunitrazepam 78 ( ) 16.6 (-0.8) 10.3 (-0.8) 00 19.5 (3.8) 3.7 (-0.7) 3.3(-2.7)
44.5 (3.9 90.4 (1.5 3.6 (-2.7

Diazepam (39 (15 11.1 (-2.9) 11.1 (-2.1) 2.1) 8.2 (17.7) 3.3(-1.9) 1.6 (-1.3)
39.4 (4.3) 106.2 (4.0) 2.3 (-0.5)

Estazolam 18.0 (-4.5) 10.3 (-1.2) 11.1 (17.5) 4.8 (-3.2) 2.9 (-2.4)
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) 47.9 (9.5) 116.6 (13.5) 7.3(-6.9)
Flunitrazepam 16.6 (-11.1) 11.0 (0.1) 14.2 (-9.4) 2.9 (4.4 3.3(-4.8)
Flurazepam 42.8(2.6) 114.16.7) 8.1 (-6.5) 10.7 (-3.1) 27039 9.1(8.8) 5.4 (1.4) 3.8 (-8.3)

: 40.9 (3.7) 116.4 (2.3) 6.1 (-1.8)
loflazepate d’ethyle 13.9 (-3.9) 12.5 (-3.3) 9.3 (5.6) 4.6 (0.8) 3.8 (-6.5)
Loprazolam 4.9 (3.4) 91.2(3.1) 13.5 (-3.3) 10.9 (-1.2) 51(29 2.0 (18.9) 3.1(-1.1) 2.8 (-2.1)

48.6 (4.8) 88.0 (2.3) 6.1 (-3.7)
Lorazepam 14.7 (-2.1) 11.3 (-1.0) 5.9 (10.1) 2.9 (7.6) 2.1 (-4.8)
Lormetazepam 43263 114.1(10.6) 5.4 (2.9) 5.4 (0.9) 74(7.2) 9.5(3.7) 4.7 (2.9) 3.7(-7.3)
Midazolam 44021 112524 11.6 (-1.9) 11.1 (-1.6) 3.9(23) 6.8 (16.1) 2.9 (-1.3) 3.5(-2.5)
Nitrazepam 48168 91.9(3.6) 12.0 (5.9) 11.9 (-2.1) 3.4(:0.6) 5.5 (15.7) 4.7 (-0.1) 3.5(-0.9)
Norclobazam 41936 106.9 (4.1) 16.5 (3.5) 10.7 (-3.6) 560.7) 17.3 (10.4) 5.5 (-4.9) 3.4 (6.1)
Nordazepam 46.1(5.1) 89.0 (3.7) 14.6 (1.5) 8.1 (-0.5) 6.0(6.1) 11.2 (4.9) 3.8 (6.4) 4.0 (-2.2)
Oxazepam 45260 0L7(5:2) 9.1 (-3.6) 10.6 (-2.7) 40(03) 9.0 (8.7) 4.4 (-5.5) 4.4 (-2.0)
Temazepam 37.1(3.7) 89.1 (3.6) 11.1 (-3.9) 10.7 (-3.8) 55 (:0.4) 8.3(9.7) 5.8 (-1.6) 3.6 (-8.7)
Tetrazepam 4748 90.0 (4.4) 10.6 (1.4) 12.3 (-5.1) 6.90.7) 13.2 (9.2) 4.3(-1.1) 4.7 (-7.0)
Triazolam 415 (49 85.9(36) 8.0 (-3.1) 9.5 (-3.3) 8004 12.6 (9.0) 4.8 (4.6) 4.1 (-0.5)
Zolpidem 43837 74.63:3) 12.5 (-2.9) 10.3 (-3.8) 8.2(:0.1) 9.7 (16.3) 5.4 (2.6) 4.4 (-8.0)
Zopiclone 429 (6.9) 89.4(1.8) 18.9 (-0.9) 10.5 (0.3) 40000 12.9 (6.8) 3.2(-0.7) 2.0 (-2.8)

Tableau 8: Rendements, fidélité intermédiaire et répétabilité a 3 niveaux de concentration (LOQ, concentration intermédiaire et concentration

maximale):
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Les CV des rendements d’extraction n’excédaient pas 17,5% et étaient inférieurs a
10% pour la plupart des composés. Les CV de fidélité intermédiaire étaient tous
inférieurs & 20%.Tous les résultats des épreuves de répétabilité étaient satisfaisants.
Le Tableau 9 rapporte les résultats des épreuves de dilution. Toutes les valeurs

observées au cours de cette étude étaient satisfaisantes.

Epreuve de dilution (CV%, n=6) (%biais)
composé
1500 pg/L (1.5 Cmax | 750 pg/L (1.5 | 300 Hg/L (1.5 Cmax
12) Cmax / 4) /10)

1.1 (8.9)

1-OH midazolam 8.1(4.9) 3.3(1.6)
. 4.9 (3.6)

2(2-amino-5-

bromobenzoyl)pyridine 8.7 (15.7) 3:8(0.0)
4.0 (8.4)

3-OH bromazepam 0.9 (11.1) 2.5(-0.8)
7.4 (3.8)

3-OH flunitrazepam 11.1 (6.9) 3.6 (1.5)
4.1(1.0)

4-OH midazolam -0.6 (11.1) 1.6 (7.1)
0.8 (7.5)

7-aminoclonazepam 5.5 (5.1) 3.4 (5.1)
1.3(9.8)

7-aminoflunitrazepam 8.2 (7.9) 2.2 (4.3)
2.1(8.9)

7-aminonitrazepam 6.1 (4.3) 1.6 (3.3)
6.0 (12.3)

Alprazolam 4.9 (5.3) 3.3(0.9)
7.2 (8.6)

Bromazepam

7.5(3.7) 2.2 (2.9)
0.7 (8.8)

Chlordiazepoxide 5.2 (8.1) 1.9(4.3)
2.6 (7.4)

Clobazam 5.1 (9.8) 4.1 (3.0)
10.4 (5.0)

Clonazepam 7.2 (1.5) 4.1 (-0.3)
3.3(7.1)

Clotiazepam 6.3 (12.9) 1.9@4.7)
1.4 (7.3)

Desalkylflurazepam 8.4 (2.1) 2.9 (-0.3)
3.7(7.8)

Desmethylflunitrazepam 7.2 (5.1) 3.9(0.7)
1.6 (3.9)

Diazepam 7.2 (5.5) 4.4 (4.7)
3.9(9.5)

Estazolam 2.9(7.9) 0.6 (2.0)
1.9 (8.3)

Flunitrazepam 8.9 (4.4) 7.3 (0.9)
0.8 (6.5)

Flurazepam 8.4 (5.9) 1.4 (4.4)

Suite tableau page suivante
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Epreuve de dilution (CV%, n=6) (%biais)
composé
1500 pg/L (1.5 Cmax | 750 pg/L (1.5 | 300 Hg/L (1.5 Cmax
/2) Cmax / 4) /'10)

1.9 (7.6)
Loflazepate d’ethyle 8.1 (6.6) 3.8(0.7)

0.6 (8.0)
Loprazolam 9.8 (6.8) 3.7 (0.6)

1.7 (3.2)
Lorazepam 10.4 (6.3) 3.6 (3.3)

4.0 (7.4)
Lormetazepam 9.1 (6.7) 6.1 (5.5)

0.3(9.6)
Midazolam 8.5 (6.8) 1.5(6.7)

4.3 (13.9)
Nitrazepam 5.0 (11.0) 3.1(3.1)

4.6 (6.9)
Norclobazam 4.0 (11.9) 2.2 (1.7)

45(7.2)
Nordazepam 4.5 (7.8) 4.8 (2.6)

4.2 (9.7)
Oxazepam 7.2 (10.7) 1.7 (3.2)

4.1 (6.7)
Temazepam 4.5 (12.7) 1.6 (4.5)

3.9 (4.6)
Tetrazepam 6.6 (17.5) 6.7 (6.1)

2.6 (4.9)
Triazolam 11.8 (5.2) 0.8 (4.7)

0.6 (6.2)
Zolpidem 8.9 (3.5) 3.9 (8.5)

1.2(8.1)
Zopiclone 6.4 (11.2) 2.8 (4.1)

Tableau 9: Epreuve de dilution

Les résultats des épreuves d’accord entre matrices sont présentés dans le

Tableau 10.

Pour 6 épreuves réalisées a une concentration de 5 ug/L, les valeurs de CV ou de
biais n’étaient pas satisfaisantes (valeurs grisées dans le Tableau 10). Dans ces cas-

la, 'accord entre matrice a été vérifié pour une concentration de 10 pg/L.
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composé Accord entre matrice (% CV, %biais) URINE Accord entre matrice (% CV, %biais) SANG
5ug/L 10pug/L 500 ug / L 2000 pg / L 5ug /L 10ug /L 500 ug / L 2000 pug /L
1-OH midazolam 14.2 (2.6) 6.9 (2.5) 5.8 (18.9) 9.0 (2.4) 3.0(6.2) 2.6 (7.6)
36.7 (38.3) 13.1 (12.5) 7.8 (4.1) 3.8(6.7) 18.6 (18.7) 6.6 (3.7) 3.9(7.6)
2(2-amino-5-bromobenzoyl)pyridine
3-OH bromazepam 27.8 (56.4) 18.1 (13.7) 5.4 (13.4) 4.4 (8.9) 15.2 (25.2) 11.4 (16.3) 4.4 (-3.2) 3.2(-3.4)
3-OH flunitrazepam 11.1(3.8) 10.1 (9.4) 3.4 (8.0) 17.2 (10.9) 4.3 (16.2) 4.4 (8.4)
4-OH midazolam 8.4 (8.9) 5.2 (-3.5) 6.2 (-10.1) 8.6 (-3.7) 5.3 (-6.7) 5.1 (-11.8)
7-aminoclonazepam 12.6 (-8.1) 6.9 (-4.5) 3.9 (-0.5) 7.3 (-4.9) 4.5(3.8) 3.2(5.6)
7-aminoflunitrazepam 9.8 (-0.5) 6.4 (-4.8) 2.8 (-0.6) 7.8(1.2) 3.7(4.8) 1.8(2.9)
7-aminonitrazepam 13.2 (4.3) 7.3 (-1.8) 5.9(7.1) 11.8 (8.9) 5.4 (1.1) 2.6 (5.7)
Alprazolam 18.8 (-14.6) 9.7 (0.0) 4.5 (10.7) 12.0 (-16.9) 4.9 (3.5) 8.4 (15.9)
Bromazepam 12.75 (-1.3) 3.8(3.2) 5.6 (11.9) 11.3(-3.9) 5.7 (-2.7) 4.6 (8.2)
Chlordiazepoxide 17.9 (-3.6) 7.4 (3.4) 2.2 (8.4) 11.9 (1.6) 3.7(8.1) 2.8(6.1)
Clobazam 17.4 (9.3) 8.7 (0.0) 6.2 (6.4) 7.5 (12.4) 4.5 (2.5) 4.3 (10.7)
Clonazepam 19.5 (-14.0) 7.1(-7.9) 3.4 (-1.9) 19.1 (-12.6) 49 (1.7) 5.3(3.5)
Clotiazepam 11.8 (-0.4) 8.8 (3.2) 5.1(5.2) 6.6 (-0.5) 6.7 (4.1) 5.3(5.3)
Desalkylflurazepam 19.8 (-3.6) 3.4(-1.4) 5.2 (-0.6) 16.8 (9.9) 5.7 (8.9) 6.6 (3.9)
Desmethylflunitrazepam 15.5 (12.2) 8.8 (0.9) 4.6 (-1.3) 18.4 (15.7) 4.4 (8.9) 4.2 (0.2)
Diazepam 16.6 (-11.6) 6.0 (-3.4) 1.5 (0.6) 8.1 (-13.2) 3.4 (4.8) 1.6 (2.2)
Estazolam 9.9 (2.9) 11.3 (4.9) 4.2 (5.1) 13.7 (18.1) 4.7 (18.3) 5.3(8.3)
Flunitrazepam 10.4 (10.1) 3.6 (4.8) 6.8 (4.8) 11.9 (-5.7) 5.9 (19.6) 6.8 (11.9)
Flurazepam 13.2 (14.7) 5.6 (15.8) 3.6 (18.2) 8.2(5.2) 4.7 (11.1) 3.5(12.4)
loflazepate d’ethyle 15.9 (-6.6) 8.0 (-2.4) 5.8 (3.1) 8.0 (0.3) 6.1 (-0.7) 3.4 (5.8)
Loprazolam 10.7 (17.8) 6.3 (5.7) 3.9 (10.4) 10.9 (2.6) 3.9(7.7) 2.6 (7.9)
Lorazepam 17.4 (2.7) 4.7 (5.5) 3.7 (12.8) 6.6 (4.9) 2.8 (3.5) 1.2(7.4)
Lormetazepam 10.9 (-2.7) 3.2(6.1) 6.6 (4.7) 18.9 (-10.4) 5.3 (15.1) 5.9 (7.8)
Midazolam 11.4 (19.6) 5.7 (9.7) 3.5(17.6) 7.7 (11.2) 4.3 (10.4) 2.1(10.1)
Nitrazepam 16.4 (2.9) 7.0 (-1.1) 4.4 (2.8) 16.5 (-6.5) 4.2(9.2) 5.2 (5.7)
Norclobazam 68.6 (-31.5) 19.8 (-1.3) 10.4 (-8.4) 5.5(-7.8) 33.3(-18.4) 16.1 (-16.5) 7.8(1.1) 5.4 (0.1)
Nordazepam 18.2 (-17.9) 5.0 (2.5) 6.8 (2.4) 19.5 (-12.0) 7.2 (11.7) 6.9 (5.9)
Oxazepam 9.7 (10.2) 8.4 (9.7) 3.7 (13.3) 14.6 (0.5) 4.7 (7.9) 4.6 (7.8)
Temazepam 19.6 (-3.9) 8.0 (1.8) 6.5 (5.2) 18.3 (-19.1) 6.9 (1.1) 3.2(4.1)
Tetrazepam 12.5(-1.9) 8.9 (-1.2) 4.6 (3.0) 8.0 (1.1) 7.3(-1.2) 6.3 (0.4)
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Triazolam 27.3 (-16.4) 12.1 (-0.1) 7.9 (-4.4) 1.9 (-8.0) 19.8 (-5.8) 11.8 (2.3) 6.0 (3.1) 2.6 (-7.4)
Zolpidem 8.6 (12.8) 6.5 (18.2) 4.2 (19.7) 10.5 (10.5) 4.3 (15.8) 3.1 (15.8)
Zopiclone 19.1 (8.1) 6.7 (-3.7) 2.4 (2.6) 16.8 (7.6) 2.3(5.9) 2.1(6.3)

Tableau 10: Accords entre matrice: plasma, urine, sang total
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3.3. Comparaison avec la méthode de référence

Les résultats sont donnés dans la Figure 13. Cette figure exprime le nombre de cas
ou une BZD a été détectée seulement avec la technique sur le 3200 (ancienne
méthode), ou seulement avec la technique sur le 8050 (nouvelle méthode), ou alors
la BZD en question a été détectée avec les deux méthodes.

Pour plusieurs cas de patients, la nouvelle méthode a permis de détecter des
composés qui n’étaient jusqu’alors pas recherchés (le norclobazam et les 2
métabolites du bromazépam, notés * sur la figure).

Pour d’autres, la nouvelle méthode a permis de détecter certaines molécules a de
faibles concentrations, alors que ces molécules n’avaient pas été détectées
initialement par la méthode de référence (aucune BZD détectée avait été rendu
comme résultat).

Aucun cas n’a permis de détecter une BZD avec I'ancienne méthode alors que la

molécule n’était pas détectée avec la nouvelle méthode.
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Figure 13: Comparaison des résultats avec les deux appareils
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La Figure 14 représente le nombre de cas, pour les molécules détectées dans les
échantillons patient, ou la molécule a été détectée seulement sur le 8050, seulement
sur le 3200, ou alors avec les deux techniques. Les deux métabolites du
bromazépam ainsi que le norclobazam n’ont été recherchés qu’avec la nouvelle
méthode. Pour 13 cas patients, « aucune BZD détectée » a été le résultat rendu

avec les deux techniques.

Oxazépam (22 cas) 1-OH Midazolam (1 cas)

Lorazépam (2 cas) Lormétazépam (2 cas)

Témazépam (17 cas) Zopiclone (2 cas)

Nordazépam (19 cas) Clobazam (1 cas)

3-OH Bromazépam

Bromazépam (10 cas) Clotiazépam (1 cas)

(11 cas) Midazolam (1 cas)
2(2-amino-5-

bromobenzoyl)

pyridine (7 cas)

Norclobazam (2 cas)

8050 et 3200

Figure 14: Schéma comparant les cas détectés avec les 2 méthodes

Enfin nous pouvons remarquer que pour chaque patient, plusieurs BZD pouvaient
étre détectées et quantifiées. Dans ce cas, chaque BZD représente un cas, méme si

c’est chez le méme patient.
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3.4. Contrdles

Sur les quatre séries de patient, deux contréles commerciaux (BZD A et BZD B) ont
également été analysés selon la procédure développée. Le Tableau 11 résume les
quatorze molécules recherchées ainsi que les concentrations cibles. Les résultats

des contrdles sont représentés dans les Figure 15 et Figure 16.

BZD A BZD B

Molécule Valeur cible Intervalle Unité Molécule Valeur cible Intervalle Unité
Alprazolam 10 75-125 pg/L Alprazolam 50 37,5-625 ug/L
Bromazépam 100 75 - 125 pg/L Bromazépam 400 320 - 480 ug/L
Clonazépam 20 15-25 pg/L Clonazépam 100 75 - 125 ug/L
Diazépam 100 72 - 125 pg/L Diazépam 600 480 - 720 ug/L
Nordazépam 100 75 - 125 pg/L Nordazépam 600 480 - 720 ug/L
Flunitrazépam 10 75-125 pg/L Flunitrazépam 50 37,5-625 ug/L
7-Aminoflunitrazépam 10 75-125 pg/L 7-Aminoflunitrazépam 50 37,5-62,5 po/L
Desmethylflunitrazépam 10 75-125 pg/L Desmethylflunitrazépam 50 37,5-62,5 po/L
Lorazépam 20 15-25 pg/L Lorazépam 100 75-125 Hg/L
Midazolam 50 37,5-62,5 pg/L Midazolam 200 160 - 240 ug/L
Oxazépam 100 75 - 125 pg/L Oxazépam 600 480 - 720 ug/L
Témazépam 100 75 - 125 pg/L Témazépam 400 320 - 480 ug/L
Zolpidem 100 75 - 125 pg/L Zolpidem 400 320 - 480 ug/L
Zopiclone 10 75-125 pg/L Zopiclone 50 37,5-625 ug/L

Tableau 11: Valeurs cibles des contréles BZD A et BZD B

Il serait important de mettre en place des contrbéles internes, a au moins deux
niveaux de concentration, pour toutes les molécules (20) qui ne sont pas présentes
dans les contrdles commerciaux. Ceci serait a réaliser a chaque gamme, en plus des

deux contrbles commerciaux.
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Valeurs cibles du contréle A
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Figure 15: Valeurs cibles du contréle BZD A
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Valeurs cibles du contréole B
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Figure 16: Valeurs cibles du contréle BZD B
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Ainsi, chaque valeur (représenté par une croix noire sur les Figure 15 et 16) pour
toutes les molécules des quatre séries de contrdle sont dans des valeurs
acceptables (représenté par la barre verticale en rouge), sauf le zopiclone. Cette
BZD est particulierement connue pour sa labilité, comme le sont les autres molécules
de cette classe [47], [48]. Ceci peut s’expliquer par le fait que la solution contrble n’a
pas été analysée immeédiatement aprés reconstitution (alors que c’est recommandé
par le fabricant). Les autres contrdles sont acceptables pour les molécules

concernées.

3.5. Etude des LDD

Nous avons étudié les limites de détection pour toutes les molécules de la méthode
ayant suivi le processus de validation. Nous avons réalisé 5 points a 3
concentrations différentes : 3 pug/L, 2 ug/L et 1 pug/L. Nous considérons que la LDD
est satisfaisante si pour les 5 points, nous avons un rapport signal/bruit supérieur a
3.

Ces résultats sont résumés dans le Tableau 12.
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Molécule LDD (ug/L)

1-OH-midazolam

2(2-amino-5-bromobenzoyl)pyridine

3-OH-bromazepam

3-OH-flunitrazepam

4-OH-midazolam

7-aminoclonazepam

7-aminoflunitrazepam

7-aminonitrazepam

alprazolam

bromazepam

chlordiazepoxide

clobazam

clonazepam

clotiazepam

desalkylflurazepam

desmethylflunitrazepam

diazepam

estazolam

flunitrazepam

flurazepam

loflazepate d'ethyle

loprazolam

lorazepam

lormetazepam

midazolam

nitrazepam

norclobazam

nordazepam

oxazepam

temazepam

tetrazepam

triazolam

zolpidem

wWlikr|kr|Pr|INdMIMvVO|INIRINV O[NP |IRPlwRr|[RP|lO|lw|lRr|O|R|P|lO|RP|[R[R|P|IP|INIW[R|F

zopiclone

Tableau 12: LDD des différentes molécules
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Discussion

Nous avons développé et validé une méthode de LC-MS/MS précédée d'une
procédure d’extraction faisant appel aux sels QUEChERS pour la recherche et le
dosage de BZD.

L’utilisation des sels QUEChERS pour la préparation des échantillons a été peu
décrite dans les milieux biologiques. Cependant, cette méthode a déja été mise
récemment en application au sein du laboratoire de pharmacologie-toxicologie du
CHU de Limoges pour la recherche et le dosage de stupéfiants (cocaine,
amphétamines, opiacés et cannabinoides ; travaux publiés dans le journal Analytical
and Bioanalytical Chemistry [49]). Avant le développement de la méthode dédiée aux
BZD, nous avons effectué une étude de l'influence de la quantité de sels sur les
rendements d’extraction. Plus précisément, nous avons comparé l'impact de 3
quantités de sels (10, 40 et 70 mg) sur les rendements d’extraction de 40 stupéfiants
(travaux publiés dans le journal Analytical and Bioanalytical Chemistry). Ces 3
valeurs correspondaient aux valeurs de pesées extrémes et a la moyenne,
observées parmi tous les opérateurs du service lorsque ceux-ci préparent une
« spatule » de sels. Il a ainsi été montré que la quantité n’avait pas ou trés peu
d’influence sur les rendements d’extraction. C’est ainsi que lors de la préparation, il

n’est pas nécessaire de réaliser une pesée exacte de la quantité de sels.

L’utilisation des sels QUEChERS permet objectivement un gain de temps par rapport
a la procédure de SPE utilisée jusqu’alors. Parmi les opérateurs du service, il a été
observé que la réalisation de 6 points de gamme, 2 contrdles et 10 échantillons de
patients, nécessite entre 1h30 et 2 heures de travail, alors que seulement 30 a 45

minutes sont nécessaires avec la méthode utilisant les sels QUEChERS.

L’élution des 35 BZD et des 10 étalons internes nécessite un temps d’analyse de 6.3
minutes. Ce dernier est compatible avec une utilisation en routine clinique. On peut
estimer que le temps nécessaire a la réalisation d’'une série d’analyses comportant
10 échantillons de patients, nécessite moins de 3 heures (préparation des points de
gamme, des contréles, des échantillons de patients, puis analyse). Dans le contexte

d’'une urgence toxicologique, il est usuel d’analyser I'échantillon du patient et un
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contrble. Ceci suggére qu’'un résultat puisse étre rendu dans des délais trés brefs

(moins d’une heure, raisonnablement).

Dix étalons internes (EIl) ont été introduits dans la méthode. Il s’agit d’isotopes
deutérés (dits également isotopes greffés au deutérium) de certainesBZD. De tels
composés possedent les mémes propriétés physico-chimiques que leurs
homologues non deutérés, ce qui fait qu’ils se comportent de la méme fagcon que
leurs analogues non deutérés lors des phases d’extraction, de séparation
chromatographique et d’ionisation. Bien entendu, l'idéal est de pouvoir associer a
chaque substance recherchée son étalon deutéré. Mais, ce dernier n’est pas toujours
disponible et, il faut également tenir compte des colts associés a l'achat de ces
composeés. Classiqguement, pour toutes les BZD ne possédant pas leur propre El, les
différents El disponibles ont été testés et celui offrant le meilleur résultat pour la

droite d’étalonnage a été retenu.

Il a été décidé de réaliser une gamme s’étendant de 5 pg/L a 2000 pg/L. Une telle
gamme permet de satisfaire aux concentrations habituellement observées pour les
molécules d’intérét. La limite de détection a été arbitrairement fixée a une valeur
similaire a la limite de quantification. Cette valeur de LDD est satisfaisante quel que
soit le contexte de la demande d’analyse.

La validation de la méthode a été satisfaisante pour 34 molécules, des résultats
quantitatifs peuvent donc étre rendus. Pour les 2 autres, seuls des résultats
qualitatifs seront acceptés. De plus, pour les 4 molécules (30OH bromazépam, 2(2-
amino-5-chlorobenzoyl)pyridine, norclobazam, triazolam) dont I'accord entre matrice
n'a été satisfaisant qu’a partir de 10 ug/L (sang total et urine), les dosages
quantitatifs dans ces deux matrices ne pourront étre validés que si le résultat est
supérieur a 10 pg/L. Cependant, dans le sérum ou plasma, des valeurs entre 5 et 10
pug/L pourront étre rendues. Ceci est mentionné dans la procédure utilisée au

laboratoire.

Les capacités de la nouvelle méthode a détecter des BZD ont été comparées a
celles de la méthode jusqu’alors utilisée dans le service, au travers d’une étude de
50 cas de patients. Les résultats sont globalement satisfaisants ; les deux dosages
sont comparables sur un plan qualitatif. Toutefois, l'intérét de I'ajout de métabolites a

eté démontré au travers de plusieurs cas.
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Depuis une quinzaine d’années, les laboratoires de pharmacologie-toxicologie ont
peu a peu introduit la LC-MS/MS dans leur pratique quotidienne [50]. L’annuaire
2014 des analyses de pharmacologie-toxicologie du groupe STP de la société
francaise de pharmacologie et de thérapeutique (SFPT) dénombre environ 850
parametres différents réalisés dans une quarantaine de sites hospitaliers [Accessible en
ao(t 2015 a http://www.pharmacol-fr.org/index.php/groupes-de-travaiI/suivi-therapeutique-pharmacologique].

Parmi eux, pres de 30% le sont par une méthode de LC-MS/MS.

Dans des applications s’approchant de nos travaux, Xiong et al. [51] ont étudié des
opioides et des BZD en utilisant une source ESI et un mode d’acquisition MRM.
Laloup et al.[52] ont également utilisé cette source d’ionisation et ce mode
d’acquisition pour la détermination de 26 BZD. Birkler et al. [53] ont utilisé une source
ESI avec un TOF-MS pour réaliser un screening contenant des BZD. Dussy et al.
[54] ont préféré la source APCI pour la quantification des BZD en MS/MS. Kratzsch
et al. [48] ont utilisé une source APCI suivi d’'une quantification en mode SIM (single

ion monitoring).

70
PONCELET Lauranne | Thése d’exercice | Université de Bordeaux | Février 2016


http://www.pharmacol-fr.org/index.php/groupes-de-travail/suivi-therapeutique-pharmacologique

Conclusion

La LC-MS/MS est une technique analytique utilisée depuis une quinzaine d’années
dans les laboratoires de pharmacologie-toxicologie. De nombreux progrés ont été
réalisés, que ce soit sur la partie chromatographie, ou que ce soit sur la partie
spectrométrie de masse. Les systémes développés aujourd’hui sont de plus en plus
sensibles et de plus en plus spécifiques et ont permis de réduire considérablement
les temps des « runs » chromatographiques. Un gain de temps et de qualité peut

encore étre obtenu en optimisant les phases de préparation des échantillons.

Dans la présente application, aprés optimisation des conditions d’analyses
spectrales a l'aide de solutions pures, le gradient d’élution pour effectuer la
séparation de 46 BZD et apparentés (36 substances d’interét + 10 étalons internes) a
été défini sur la colonne chromatographigue qui nous semblait étre la plus adaptée.
Pour la phase pré-analytique, le protocole finalement retenu, consiste a réaliser une
extraction avec de I'ACN et des sels QUEChERS. Cette méthode a permis d’obtenir
des limites de quantification de 5 pg/L. Surtout, elle a permis de diminuer tres
significativement le temps d’analyse.

Cette méthode a été entiérement validée selon les exigences de la norme ISO 15189
opposable au laboratoire. Elle est désormais mise en application en routine dans le
service de pharmacologie toxicologie du CHU de Limoges.

Cette méthode est donc trés utile pour le service. J'ai développé une méthode,
rapide, simple, qui rend des résultats rapidement, et qui couvre une grande majorité
des BZD qui ont été ou qui sont sur le marché. J'ai donc fait un travail utile sur un
appareil sensible et puissant !

Cette méthode a permis un gain d’argent au laboratoire : diminution du temps
technicien, moindre consommation de solvant. Les sels QUEChERS sont environ
200 fois moins chers que les cartouches d’extraction SPE (2.37€ la cartouche SPE
contre 0.011€ pour 40 mg de sel QueChERS).
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Annexe 1. Structure chimique des benzodiazépines et apparentées
étudiées
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Chlordiazépoxide (C15H14CIN3O)
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Clonazépam (C;5H10CIN3O3)
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Desalkylflurazépam (C,7H15CIFN3O) 1-OH midazolam (C1gH13CIFN30) 4-OH midazolam
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N
N | OH
ol — 1 cl —— N
= cl
Br
7 aminoclonazépam (C15H12CIN5O) OH-alprazolam (C;7H13CIN,O) ACP (CsHsCIN, )
— -1

M.M. = 285,73 g.mol* M.M. = 324,76 g.mol” M.M. = 128,56 g.mol

Cl CI
N » a
é ¥° ¥N\ SN7ONH,
NH AN
Cl OH

H:zN
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Annexe 2. Demi-vie, concentrations sanguines thérapeutiques et
toxiques, métabolisme des benzodiazépines et apparentés
(d’apres la société francgaise de toxicologie analytique)

Principe actif Spécialité Demi Concentration | Concentration | Métabolite

pharmaceutique | vie thérapeutique | toxique A : actif
(heures) | (nglL) (Hg/L)

Alprazolam Xanax 6-18 5-50 (100) 100-400 Alpha-hydroxyalprazolam A
4-hydroxyalprazolam A,
4-dihydroxyalprazolam

Bromazepam Lexomil 8-20 80-170 300-400 3-hydroxybromazépam A
2-(2-amino-3-hydroxy-5-
bromobenzoyl) pyridine

Chlordiazepoxide | Librax 6-27 400-4000 3000-10000 Desméthylchlordiazépoxide A
Demoxépam A
Desmethyldiazépam
(nordazépam) A
Oxazépam A

Clobazam Urbanyl 10-31 100-400 Desméthylclobazam
(norclobazam) A
4-hydroxyclobazam
4-hydroxydesméthylclobazam

Clonazepam Rivotril 19-60 20-70 100 7-aminoclonazépam A
7-acétamidoclonazépam
3-hydroxy-7-
aminoclonazépam 3-hydroxy-
7-acétamidoclonazépam

Chlorazepate Tranxene 2 200-800 1500-2000 N-Desméthyldiazépam

dipotassique* (nordazépam) A
Oxazépam A

Clotiazepam Veratran 4 100-700 N-Desméthyiclotiazépam A
Hydroxyclotiazépam

Diazepam Valium 15-60 125-1500 1500 N-Desméthyldiazépam

(nordazépam) A
Oxazépam A

3-hydroxydiazépam
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(témazépam) A

Estazolam

Nuctalon

10-31

55-200

5 métabolites hydroxylés a

cycle triazolé ouvert

Loflazepate
d’ethyle

Victan

73-119

49-72

2-fluoro-clorazépate
2-fluoro-N-

desméthyldiazépam

Flunitrazepam

Rohypnol

9-30

5-15

50

Desmethylflunitrazépam A
7-aminoflunitrazépam A
3-hydroxyflunitrazépam A
3-hydroxy-
desméthylflunitrazépam
7-acétamidoflunitrazépam
7-acétamido-30H-
flunitrazépam

7-amino-
desméthylflunitrazépam
7-amino-3
OH-desméthylflunitrazépam
7-amino-3 OH-flunitrazépam

Flurazepam

Fluraz

40-250

0.5-

Desalkylflurazepam

Loprazolam

Havlane

3.3-14.8

3-10

Loprazolam-N-oxyde
Acétamidoloprazolam

Hydroxyloprazolam

Lorazepam

Temesta

9-20

20-250

300-600

Hydroxylorazépam

Lormetazepam

Noctamide

10

1-20

N-desméthyl-lormétazépam

(lorazépam) A

Midazolam

Hypnovel

1-4

80-250

1000-1500

Alpha-hydroxymidazolam A
4-hydroxymidazolam

1,4-dihydroxymidazolam

Nitrazepam

Mogadon

17-48

30-120

200-500

7-aminonitrazépam
7-acetylaminonitrazépam
Hydroxynitrazépam

7-acétamido-nitrazépam

Nordazepam

Nordaz

31-97

200-800

1500-2000

Oxazépam A

Oxazepam

Seresta

4-11

500-2000

2000

Temazepam

Normison

3-13

300-900

1000

Desméthyltémazépam

(oxazépam) A
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Tetrazepam Myolastan 10-25 50-600 3-hydroxytétrazépam

Triazolam Halcion 1.8-3.9 | 2-20 Alpha-hydroxytriazolam A
4-hydroxytriazolam (peu)

Zolpidem Stilnox 0.7-3.5 | 150-250

Zopiclone Imovane 5 50-100
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Annexe 3. Métabolisme et élimination des benzodiazépines

Triazolam

Témazépam

\

v

Métabolites

alphahydroxylés

Oxazépam

v

Dérivé conjugué

Lormétazépam

Lorazépam

Nitrazépam

\4

actifs
l inactif
N-oxyde
Zopiclone
, Excrétion
: actif
Zopiclone urinaire
N-déméthyl
> Zopiclone
inactif

Métabolites

inactifs
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Annexe 4. Résumé des études utilisant les sels QUEChERS dans les milieux biologiques

o Matrice
Référence

Usui et al. foie
2014

[37]

Yeudakim  Sang
au et al. dorigine
2013 aviaire
[55] oeuf
Plossl et sang
al. 2006

[34]

DeArmond Sang
et al. 2014  Tissu
[57] cérébral
Matsuta et sang
al. 2013

[35]

Contexte

Analyses
toxicologiques
médico-légales
Screening des
hydrocarbures
polycycliques
aromatiques

40 médicaments

2 insecticides

13 médicaments

Volume
/
quantit
é
d’écha
ntillon

0,59

59

1mL

100
pL

100
pL

solvants

ACN

ACN + 1% d’acide

acétique

ACN

ACN

ACN
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Extraction partitioning

0,5 g d’'un mélange
4 :1 MgSO,/ acétate
de sodium

7,5 g dacétate de
sodium anhydre et
de MgSO, (ratio 1 :4)

250 mg NacCl
500 mg MgSO4

0.29 mélange
QUEChERS (411
MgSO4 / NaOAc)
300 mg MgSO4

150 mg NacCl

Clean-up

PSA + Cys

MgSO.
PSA
C18

PSA
MgS0O4

/

Traitement

supplémentaire

Evaporation
sous flux

d’azote

Technique
analytique

LC-MS/MS

UPLC-UV

GC-MS

LC-MS/MS

GC-MS
LC-MS/MS

89



Vudathala Sang
et al. 2010 foie
[58]

Westland  Sang
et al. 2013  urine
[56]
Bang et al. Sang
2013
[59]

Urine

Anticoagulants
rodenticides

benzodiazépines

lipides

1 mL ACN / PSA Evaporatio HPLC-UV

/ MgSO4 nasec HPLC-

1lg silicate de fluorescence
magneésium
(Floridil®)

10

mL

100

pL
1mL

alumine basique
(+ C18 pour le

foie)

ACN 4 g MgSO, MgSO, / GC-MS

1 g NaCl GCB LC-MS/MS
4 solvants testés : 0.15 g de sels pré PSA / LC-MS/MS
ACN emballés (125 mg GCB
méhanol MgSO4, 25 mg Silice
Méthanol /' AcONa) ci18
trichlorométhane SAX (échangeur
(1:2viv) 1.5 g de sels d’anions)

Methyl-tert-butyl
ether / methanol
(2:1viv)
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Anzillotti sang
et al. 2014
[36]

Usui et al. Sang
2012

[38]
Usui et al. Sang
2012 urine
[39]

Benzodiazépines
Drogues
(opiacés,  LSD,

amphétamines)

médicaments

2 insecticides

1 mL Acétate d’ethyle

0.5 ACN ou Methanol

mL

0.5 ACN
mL

sang

ou

urine

PONCELET Lauranne | Thése d’exercice | Université de Bordeaux | Février 2016

Cartouche
SupelcleanQuE PSA

0.5 g de sels

0.5 g de sels

Hydrolyse

enzymatiq

ue en

condition
acide
40°C

dSPE pour les /
compsés
basiques

MgSO4 /
PSA

a

UPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS
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Annexe 5. Parameétres du spectrométre de masse pour les 10 étalons
internes

molécule ion parent ions fils CE (V) Q3 (V)
(m/z) (m/z) énergie de
collision
7-aminoclonazepam D4 289.90 121.35 -14.0 -33.0 -23.0
226.40 -14.0 -26.0 -15.0
7-aminoflunitrazepam D7  291.10 138.40 -14.0 -30.0 -14.0
230.35 -14.0 -31.0 -16.0
desmethylflunitrazepam 304.00 258.25 -15.0 -26.0 -17.0
D4 202.35 -15.0 -40.0 -21.0
desalkylflurazepam D4 293.00 140.30 -11.0 -32.0 -14.0
230.40 -11.0 -28.0 -16.0
triazolam D4 346.90 312.40 -10.0 -29.0 -22.0
243.35 -10.0 -42.0 -17.0
clonazepam D4 319.90 274.15 -16.0 -27.0 -30.0
218.15 -16.0 -39.0 -23.0
zopiclone D4 393.00 245.20 -14.0 -19.0 -17.0
217.20 -14.0 -35.0 -23.0
alprazolam D5 314.10 286.40 -15.0 -28.0 -20.0
210.35 -15.0 -43.0 -14.0
flunitrazepam D7 321.10 275.45 -12.0 -28.0 -19.0
246.45 -12.0 -36.0 -17.0
diazepam D5 289.80 198.25 -14.0 -34.0 -21.0
227.30 -14.0 -30.0 -24.0
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Annexe 6.

7-amino-nitrazepam
norclobazam
7-aminoclonazepam
7-aminoflunitrazepam
3-OH-bromazepam
bromazepam
lorazepam

estazolam
3-OH-flunitrazepam
oxazepam

clonazepam
desmethylflunitrazepam
nitrazepam

clobazam

2(2-amino-5-
bromobenzoyl)pyridine
desalkylflurazepam
triazolam

temazepam

lormetazepam

zopiclone
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Parametres du spectrométre de masse pour

molécules d’intérét

252.10

287.20

285.90

284.00

333.80

316.00

320.90

294.90

329.90

286.90

315.90

300.00

282.00

300.90

278.80

289.00

343.00

301.00

335.00

389.00

121.30
94.25

245.00
210.00
250.20
195.15
227.25
240.20
289.00
78.15

182.35
209.25
275.00
229.10
267.20
205.30
284.20
238.20
241.20
104.20
214.35
241.35
198.35
225.30
180.35
207.30
259.20
224.25
78.15

106.20
140.25
165.25
308.25
239.30
255.35
177.30
289.10
177.15
245.30
217.25

-13.0
-13.0
-22.0
-22.0
-14.0
-14.0
-11.0
-11.0
-12.0
-12.0
-12.0
-12.0
-12.0
-12.0
-11.0
-11.0
-12.0
-12.0
-14.0
-14.0
-12.0
-12.0
-15.0
-15.0
-14.0
-14.0
-11.0
-11.0
-10.0
-10.0
-14.0
-14.0
-17.0
-17.0
-14.0
-14.0
-17.0
-17.0
-14.0
-14.0

-27.0
-39.0
-22.0
-33.0
-23.0
-31.0
-26.0
-36.0
-22.0
-36.0
-31.0
-28.0
-23.0
-36.0
-25.0
-39.0
-20.0
-31.0
-23.0
-35.0
-40.0
-35.0
-40.0
-35.0
-39.0
-35.0
-21.0
-34.0
-32.0
-18.0
-29.0
-29.0
-28.0
-43.0
-23.0
-39.0
-22.0
-40.0
-20.0
-35.0

les 36

-22.0
-17.0
-25.0
-20.0
-26.0
-21.0
-24.0
-16.0
-20.0
-29.0
-12.0
-14.0
-29.0
-24.0
-18.0
-14.0
-20.0
-25.0
-25.0
-20.0
-22.0
-17.0
-21.0
-15.0
-19.0
-14.0
-17.0
-15.0
-30.0
-20.0
-26.0
-30.0
-21.0
-16.0
-18.0
-12.0
-20.0
-19.0
-17.0
-15.0
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alprazolam
nordazepam
flunitrazepam
diazepam
chlordiazepoxide
loflazepate d'ethyle
zolpidem
1-OH-midazolam
tetrazepam
clotiazepam
4-OH-midazolam
midazolam
flurazepam
loprazolam
OH-alprazolam

ACP
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308.90

271.00

314.00

284.90

299.90

361.00

308.10

341.90

288.90

318.90

341.90

326.00

388.10

464.90

325.00

129.00

281.25
274.30
140.30
208.30
268.40
239.30
193.30
154.30
282.25
227.20
259.20
289.35
235.35
263.40
324.20
168.20
225.35
197.35
291.20
218.15
297.10
234.15
291.20
223.20
317.30
288.20
111.30
85.20

252.00
216.50
76.20

112.20

-15.0
-15.0
-14.0
-14.0
-16.0
-16.0
-14.0
-14.0
-11.0
-11.0
-13.0
-13.0
-30.0
-30.0
-17.0
-17.0
-19.0
-19.0
-16.0
-16.0
-17.0
-17.0
-30.0
-30.0
-19.0
-19.0
-17.0
-17.0
-12.0
-12.0
-10.0
-10.0

-26.0
-26.0
-29.0
-28.0
-27.0
-35.0
-33.0
-28.0
-25.0
-26.0
-32.0
-22.0
-37.0
-27.0
-23.0
-40.0
-31.0
-33.0
-23.0
-27.0
-30.0
-25.0
-28.0
-38.0
-21.0
-26.0
-26.0
-26.0
-28.0
-42.0
-34.0
-26.0

-19.0
-19.0
-14.0
-14.0
-19.0
-16.0
-13.0
-16.0
-19.0
-15.0
-18.0
-20.0
-16.0
-18.0
-23.0
-30.0
-15.0
-13.0
-30.0
-23.0
-21.0
-25.0
-30.0
-15.0
-22.0
-20.0
-20.0
-15.0
-27.0
-15.0
-29.0
-22.0
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Annexe 7. Transitions MRM et abondance relative des 36 molécules

d’intérét

m/z—mlz

m/z—m/z

Transition 2* (abondance relative)

Composés Transition 1* **
lon parent lon fils lon parent lon fils

1-OH-midazolam 341,90 324,20 341,90 168,20 (38%)
2(2-amino-5-bromobenzoyl)pyridine 278,80 78,15 278,80 106,20 (47%)
3-OH-bromazepam 333,80 289,00 333,80 78,15 (90%)

3-OH-flunitrazepam 329,90 284,20 329,90 238,20 (55%)
4-OH-midazolam 341,90 297,10 341,90 234,15 (77%)
7 aminoclonazepam D4 289,90 121,35 289,90 226,40 (83%)
7 aminoflunitrazepam D7 291,10 138,40 291,10 230,35 (32%)
7-aminoclonazepam 285,90 250,20 285,90 195,15 (36%)
7-aminoflunitrazepam 284,00 227,25 284,00 240,20 (166%)
7-aminonitrazepam 252,10 121,30 252,10 94,25 (25%)

ACP 129,00 76,20 129,00 112,20 (70%)
alprazolam 308,90 281,25 308,90 274,30 (33%)
alprazolam Ds 314,10 286,40 314,10 210,35 (104%)
bromazepam 316,00 182,35 316,00 209,25 (120%)
chlordiazepoxide 299,90 282,25 299,90 227,20 (75%)
clobazam 300,90 259,20 300,90 224,25 (32%)
clonazepam 315,90 214,35 315,90 241,35 (71%)
clonazepam D4 319,90 274,15 319,90 218,15 (36%)
desalkylflurazepam 289,00 140,25 289,00 165,25 (24%)
desalkylflurazepam D4 293,00 140,30 293,00 230,4 (48%)

desmethylflunitrazepam 300,00 198,35 300,00 225,3 (110%)
desmethylflunitrazepam D4 304,00 258,25 304,00 202,35 (22%)
diazepam 284,90 193,30 284,90 154,30 (65%)
diazepam D5 289,80 198,25 289,80 227,30 (64%)
estazolam 294,90 267,20 294,90 205,30 (64%)
flunitrazepam 314,00 268,40 314,00 239,30 (63%)
flunitrazepam D7 321,10 275,45 321,10 246,45 (25%)
flurazepam 388,10 317,30 388,10 288,20 (71%)
loflazepate d'ethyle 361,00 259,20 361,00 289,35 (18%)
loprazolam 464,90 111,30 464,90 85,20 (108%)
lorazepam 320,90 275,00 320,90 229,10 (31%)
lormetazepam 335,00 289,10 335,00 177,15 (15%)
midazolam 326,00 291,20 326,00 223,20 (27%)
nitrazepam 282,00 180,35 282,00 207,30 (114%)
norclobazam 287,20 245,00 287,20 210,00 (30%)
nordazepam 271,00 140,30 271,00 208,30 (80%)
OH-alprazolam 325,0 352,00 325,00 216,15 (300%)
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OH-triazolam D4 363,00 176,25 363,00 282,30 (32%)
oxazepam 286,90 241,20 286,90 104,20 (29%)
temazepam 301,00 255,35 301,00 177,30 (17%)
tetrazepam 288,90 225,35 288,90 197,35 (67%)
triazolam 343,00 308,25 343,00 239,30 (51%)
zolpidem 308,10 235,35 308,10 263,40 (310%)
zopiclone 389,00 245,30 389,00 217,25 (70%)
zopiclone D4 293,00 245,20 293,00 217,20 (61%)
triazolam D4 346,90 312,40 346,90 243,35 (80%)
clotiazepam 318,90 291,20 318,90 218,15 (42%)
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Annexe 8.

urine, sérum, sang total

. écart .
écart écart
moyen
moyen de moyen
. de , de
molécule . signal :
signal (%) signal
(%) (%)
urine sang séerum
total
1-OH-midazolam 7,6 8,5 9,5
2(2-amino-5- 192 6.2 11.9
bromobenzoyl)pyridine ' ' '
3-OH-bromazepam 5,7 3,9 3,3
3-OH-flunitrazepam 11 5,6 13,4
4-OH-midazolam 2 2,8 4,3
7-aminoclonazepam -18,8 -4,1 -4,6
7-aminoflunitrazepam -11,5 1,6 4
7-aminonitrazepam -14,1 -2,1 3,8
alprazolam 4,5 3,8 12,8
bromazepam 8,5 -3,2 1,4
chlordiazepoxide -2 7,5 7,1
clobazam 10,4 7,8 11,9
clonazepam 9,5 12,4 12,7
clotiazepam 11,3 7,4 12,4
desalkylflurazepam 8,6 6 12,7
desmethylflunitrazepam 5,6 3,9 7,7
diazepam 3,8 4,2 7,8
estazolam 3,5 6,4 14
flunitrazepam 51 6,7 10,4
flurazepam 11,3 5,7 12,1
loflazepate d'ethyle 8,6 7 14,1
loprazolam 12,9 8,8 13,2
lorazepam 8,1 4,9 9,9
lormetazepam 9,9 8,5 12,9
midazolam 10,8 7 11,8
nitrazepam 1,7 0,04 4,2
norclobazam -12,3 0,8 3,1
nordazepam 4 9,9 15,5
oxazepam 10,8 7,9 14,8
temazepam 9,8 9,1 9,6
tetrazepam 10,4 9,4 10,8
triazolam 8,2 12,8 12,5
zolpidem 15,9 12,9 19,7
zopiclone 6,7 8,2 15,9
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Etude de la suppression ionique dans les trois matrices :
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