REPUPLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE UNIVERSITE DES SCIENCES ET DE LATECHNOLOGIE MOHAMED BOUDIAF-ORAN-
FACULTE DES SCIENCES DE LANATURE ET DE LA VIE

Bluogs oo LixgleiSil 9 polsll dgols
L=l 9 asuldll ,osl-C als
il 9 ol G poansd

Toxicologie analytique

1D 1:

Les techniques de préparation des
echantillons
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Objectif de la Toxicologie Analytique
Toxicologie Analytique

Mise en ceuvre de moyens techniques

pour
isoler, identifier et doser un xénobiotique

a partir d’'une matrice (le plus souvent biologique...)

... Ce n'est pas que la nature d’un produit
qui déetermine sa toxicité
mais aussi sa concenfration !




< Les divers échantillons biologiques confiés aux laboratoires de
toxicologies sont des matrices tres complexes et dans la majorité des
cas la détermination actuelle des Xénobiotique dans ces milieux ne
peut étre réalisée directement méme avec les technologies les plus

sophistiquees.

 Le traitement preé-analytique des eéechantillons est tres
certainement 1’étape la plus importante du screening toxicologique et

son impact sur la qualité de I’analyse est majeur



L’intérét de la preparation des echantillons a rendre compatible
I’analyte avec le systeme (ou procédure) analytigue a travers :

# La solubilisation ou I’homogénéisation de 1’échantillon

# Elimination des residus insolubles par filtration ou
centrifugation

# Diminution des interferences

# Rupture des liaisons protéiques

# Hydrolyse des conjugues

# Concentration ou dilution de I’analyte (selon la sensibilité de la

méthode)



> 'analyste toxicologue concentre son énergie a I'amélioration

de la préparation d'echantillon.

»>L'evolution de [linstrumentation permet de réaliser des
separations chromatographiques rapides et efficaces couplées a
une detection par spectrometrie de masse performante permettant

une analyse spécifigue et complexe.



*Néanmoins, a
traiter concentre l'attention du toxicologue analyste sur un
point essentielle suivant:

*« L'automatisation de la préparation d'échantillons ayant
pour objectifs d'ameéliorer le rendement et de diminuer les
erreurs manuelles. »

*Le pre-traitement des échantillons est donc une étape

fondamentale pour ce type d'analyse.



e mode de traitement depend étroitement du
d Milieu disponible et de sa complexité,
d La nature du xéenobiotique suspecte

d La technique utilisée pour le screening.



Les principales techniques de préparation des échantillons
biologiques sont :

1. Les techniques de preétraitement :
> Hydrolyse des conjugués
> Precipitation des protéines

2. Les techniques d’extraction :

3. La dérivatisation



Techniques de preétraitement des échantillons biologiques

- Avant d'aborder les difféerentes méthodes de prétraitement
des echantillons, il faut rappeler qu'il est tout de méme
possible d'analyser soit directement certains échantillons
biologiques liquides (urine), des echantillons sanguins

précipites.



v'Les préparations d'échantillons nécessitent souvent de passer
par des procédures d'extraction.

% A cOté des prétraitements les plus simples (dilution,
centrifugation) pour les matrices les moins chargées (urine)
avant une étape d'extraction en extraction liquide-liquide (ELL)
ou en extraction en phase solide (EPS);

**Les matrices biologiques plus chargees en proteines (sang,

liguide cerébrospinal) nécessitent avant I'étape d'extraction des

etapes de prétraitement supplémentaires comme la

précipitation des proteines.



v" De plus, certains echantillons de tissus nécessitent une étape
d'homogeénéisation supplémentaire a l'aide d'un broyeur
mécaniqgue ou de ciseaux, suivie d'une etape de digestion
enzymatique (trypsine ou peptidases), étapes souvent
nécessaires avant le pretraitement et ['extraction.

v Enfin, pour des tissus putréfiés pouvant étre obtenus en post
mortem, [|'échantillon peut étre prétraite dans un bain a
ultrasons et apres centrifugation et/ou filtration, le surnageant

pourra subir une etape d'extraction.



Techniques de prétraitement des échantillons biologiques

Ces techniques regroupent I’ensemble des techniques realisées
avant I’analyse ou avant une technique d’extraction comme

I’homogénéisation, la dilution, la centrifugation.

1- Hydrolyse des conjugués

2- Précipitation des proteines



1- Hydrolyse des conjugués

Les protéines comprennent deux groupes principaux :

1 - Les protéines simples (ou holoprotéines) ne donnent il
I'nydrolyse que des aminoacides; Parmi les protéines
simples nous citerons : Les prolamines, Les histonines, Les
albumines, les globulines et les scleroprotéines).

2 - Les proteines conjuguees (ou héteroproteines ou
protéides) fournissent des acides aminés et des corps de
nature totalement différente dérivant d'une substance appelee

"groupement prosthétique".



- Les phosphoprotéides chez lesquels le groupement prosthétique est de
nature phosphorique; ils se comportent comme des acides et sont
Insolubles dans | 'eau. On les rencontre dans le jaune d'ceuf (vitelline) et le
lait (caséine).

- Les nucléoprotéides: ce sont des constituants des noyaux cellulaires
auxquels ils conférent une réaction acide. lls résultent de la combinaison
de proteines plus ou moins basiques avec des acides nucléigues (ou

nucléiniques) qui forment les groupements prosthétiques.



-Les chromoprotéides: ces protéides sont colorés et leur groupement
prosthétique renferme genéralement du fer, du cuivre ou autre metal. lls
constituent notamment les pigments respiratoires (hémoglobine des

vertébres; hémocyanine des mollusques et custacés).

- Les glucoproteides (ou mucoprotéides): ces corps renferment un glucide

ou un derive azoté d'un sucre en proportion souvent importante.



1- Hydrolyse des conjugués

=|_es métabolites et sulfoconjugueés des
xenobiotigues sont des derives tres stables dont la présence peut
géner ’analyse.

=|_eur hydrolyse rend disponible les fractions libre des molécules
parents ou celles issues du metabolisme de phase | pour une
meilleur identification.

=|_e clivage des conjugués concerne surtout les urines et peut
étre effectué par hydrolyse chimique rapide ou enzymatigue

douce mais lente.



1.1 Hydrolyse chimique

< Hydrolyse chimique acide : Obtenue par incubation a
100°C en presence d’un acide fort, en genéeral de I’HCI 37 %,
pendant 15 minutes.

“* Hydrolyse alcaline : n’est utile que pour le clivage des
ester conjugués.

L’hydrolyse chimique acide est la plus utilisée et le mieux
adaptée a 1’urgence car elle permet un clivage rapide avec un
recouvrement élevée. Neanmoins, elle présente comme
principal inconvénient le risque de dégradation de
I’échantillon et notamment les molécules sensibles aux
conditions extrémes de pH (Benzodiazépines, derives
opiaces..).



https://www.analyticaltoxicology.com/benzodiazepines/

1.2 Hydrolyse enzymatique

Elle consiste a laisser en contact les urines avec une enzyme,
dans des conditions de pH et de température bien précises.

Les enzymes les plus utilisées sont la p-glucuronidase
d’E.coli , parfoils combinées avec une

L’ incubation peut durer une nuit a 37°C ou 90 minutes a 50°C.
Bien que plus longue et plus couteuse, I’hydrolyse
enzymatique est préeferable a I’hydrolyse chimique car elle
permet d’obtenir des extraits plus propres avec un minimum

d’interférences et une meilleure stabilité des analytes d’intérét.



L’intérét et la nécessite de I’hydrolyse dépend étroitement des techniques
utilisées :

I’hydrolyse acide est nécessaire pour 1’identification
colorée de certaines molecules telles que le paracétamol et les
benzodiazepines.

I’hydrolyse des conjugués est nécessaire avant
extraction car ces derniers ne peuvent étre analysés par GCMS du fait de leur
poids moléculaire et leur polarité trop éleves
» Analyse par HPLC : ne nécessite pas d’hydrolyse car les conjugués intactes
peuvent étre analysés par cette technique.

« Analyse par LCMS : une hydrolyse, surtout enzymatique, est nécessaire dans

presque toutes les procédures de screening dans les urines par LC-MS(/MS)



METABOLISME DES MEDICAMENTS

‘*Le métabolisme d’un meédicament correspond a la
transformation par une réaction enzymatiqgue d’un
medicament en un ou plusieurs composeés, dits metabolites
qui peuvent étre actifs pharmacologiguement, inactifs

pharmacologiguement ou parfois toxiques.



“»*Le métabolisme est une des phases de I’élimination d’un
médicament, les différentes étapes du metabolisme
conduisent a la formation de substances hydrosolubles
plus facilement éliminées par les milieux agueux gue sont

les urines, la bile, la salive ou la sueur.



 De nombreux tissus peuvent réaliser le métabolisme des
medicaments : foie, rein, poumon, intestin... Le principal site
de metabolisme des medicaments est le foie : les hépatocytes
sont riches en enzymes impliquées dans le métabolisme.

 On distingue 2 grandes phases dans le métabolisme des

medicaments :



1.1. Les reactions de phases |

Etape d’oxydation des medicaments qui conduit a la formation
de métabolites, qui peuvent soit étre eliminés directement s’ils
ont atteint un degré d’hydrosolubilité suffisant, soit poursuivre

les processus de métabolisation par la phase II.

Les réactions de phase | sont des réactions :
1. Oxydation
2. Hydrolyse



1. L’oxydation : qui impliquent des mono-oxygenases telles que
le cytochrome P450. Elles ont essentiellement lieu au niveau
des microsomes hépatigues.

2. L’hydrolyse : qui ont lieu au niveau des organes (rein, foie,

Intestin, poumon..) mais aussi au niveau du plasma.

Les meétabolites formés par les réactions de phase | ont des groupes
fonctionnels: hydroxyles (OH), amines (NH2) ou carboxyles
(COOH) qui peuvent ensuite étre conjugues par les reactions de

phases II.



1.2. La phase Il

= |a phase Il est une phase de conjugaison qui aboutit a la formation
de substances conjuguées, hydrosolubles et facilement éliminées par
les urines ou la bile.

= |es metabolites ou les médicaments, subissent différentes reactions
de conjugaison : glycuro- (ou glucuro ou glucuruno) conjugaison ;
sulfo-conjugaison ; pour donner un produit conjugué qui sera

éliminé.
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Aspect analytique des benzodiazépines

» Les BZD sont les médicaments psychotropes les plus souvent
prescrits dans le traitement de I'anxiété et des troubles du sommeil.
= Elles sont efficaces, tres bien tolérees et ne présentent que peu
d’effets secondaires.

= Cependant, elles peuvent entrainer d’une part une accoutumance
et une dependance et d’autre part un syndrome associant, a des
degrés divers, une altération de I'état de conscience a des troubles

du comportement et de la mémoire



Indication du dosage

— Aide au diagnostic d'intoxication aigué (volontaire ou
accidentelle) : il existe des techniques rapides de
dépistage pour une orientation qualitative et des

techniques quantitatives pour préciser la molécule en
cause et le niveau de l'intoxication.

Les symptdmes cliniques d'intoxication aigué isolée par
une benzodiazépine sont principalement des troubles
du comportement avec agitation, agressivité,



Préléevement

- Urines : recueil d'un échantillon. La recherche de BZD
peut étre couplée a celle d'autres drogues
(amphétamines, cocaine, opiaces, cannabis...).
L'élimination dans les urines dure plusieurs jours
(variable selon les molécules).

Hl CONSERVATION ET TRANSPORT

Conservation du plasma/sérum décanté et urines
plusieurs jours a + 4 °C; plusieurs mois a — 20 °C.

Transporta + 4 °C.



Mécanisme d’action et propriéetes pharmacologiques

Les benzodiazépines se fixent spécifiquement sur le recepteur

GABA A (récepteur canal Chlore). Le site de fixation des BZD

sur ce récepeur est appelé sous unité o.



Méthodes de dosage

|- Recherche des benzodiazépines par coloration, Apres
hydrolyse acide a partir d'urines, les benzodiazépines forment
avec le réactif de Tréfouél un anneau de coloration violette.

I1- Dosage des benzodiazépines Par spectrophotométrie: Les
benzodiazépines sont extraites a partir du sang en milieu acide
a pH=6 par l'éther. Le dosage consiste a rechercher le

maximum d'absorption.



exercice

Les pompiers se presentent au SAU (Service d'Accueil des
Urgences) vers 02 h du matin avec une femme agée de 30 ans
présentant une intoxication médicamenteuse volontaire (IMV) a
PIMOVANE & (20 cp) et ROHYPNOL & (15 cp); ces
médicaments appartient a la famille des BZD. Elle aurait pris les
médicaments vers 21 h la veille. Elle est consciente, somnolente
mais stimulable.

1. Quel test diagnostique peut-on utiliser ? modalité
2. Donnez la définition des BZD.
3. Quel est le mode d’action des BZD


https://www.linkedin.com/cws/share?url=https://www.infirmiers.com/etudiants-en-ifsi/cours/cours-intoxication-aux-benzodiazepines.html

2- Precipitation des protéines

Avant d'aborder les differentes meéethodes de preétraitement des
echantillons, il faut rappeler qu'il est tout de méme possible
d'analyser

» Directement certains échantillons biologiques liquides

» Des echantillons sanguins preécipités.

Les échantillons biologiques liquides sont des matrices qui en
genéral contiennent de faibles concentrations en protéines et une

simple dilution dans de I'eau désionisee peut suffire.



< les preparations d'échantillons nécessitent souvent de passer par
des procédures d'extraction.

% A cOté des prétraitements les plus simples (dilution,
centrifugation) pour les matrices les moins chargees (urine) avant une
etape d'extraction en extraction liquide-liquide (ELL) ou en extraction
en phase solide (EPS),

% Les matrices biologiques plus chargéees en proteines (sang)
nécessitent avant l'étape d'extraction des etapes de prétraitement

supplémentaires comme la precipitation des proteines.



Les caractéristique des protéines

Les protéines sont chargees:
1. Positivement en milieu fortement acide

2. Negativement en milieu fortement basique.



1.

La précipitation des proteines peut étre obtenue par modification de:
La force ionique (utilisation d'une solution saline saturee de sulfate
d'ammonium),

pH (ajout en petite quantité d'une solution d'acides forts : acide
perchlorique ou trichloracétique essentiellement, ou ajout d'une
solution basique toujours en faible volume : sulfate de
zinc/hydroxyde de sodium ou sulfate de zinc/hydroxyde de baryum),
La constante diélectrigue (ajout d'acétonitrile, méthanol, éthanol ou

acetone).



- L'échantillon est centrifugé pour produire un surnageant clair

contenant le compose recherche.

- Il est important d'utiliser un solvant dans lequel I'analyte soit
hautement soluble, dans le cas contraire il pourrait précipiter avec

les proteines.

- Diluer plus de trois fois le plasma (ou le sérum) avec le solvant
organigue va entrainer une precipitation de 99 % des protéines),

mais en contre partie la sensibilité de la méthode va diminuer



L’avantage

- Cette methode présente de nombreux avantages qui sont sa
rapidite, sa simplicité et son utilisation pour l'analyse de
molecules tres hydrosolubles et donc difficilement
extractibles.

- Cette methode est particulierement bien adaptéee au suivi

thérapeutique et a la toxicologie.



Démixtion

 La demixtion est basée sur I'élimination des protéines
dans I'échantillon, a I'aide d'un solvant organigue miscible a

I'eau.



LLa méthode

¢+ Dans un premier temps on melange I'échantillon et le solvant
(en geéneral il s'agit de I'acétonitrile)

% puis on ajoute un sel en exces (carbonate de sodium,
chlorure de potassium, ou chlorure de sodium). L'acétonitrile
n'est alors plus miscible a I'eau.

> Apres centrifugation, on retrouve du fond du tube vers le
haut le sel en exces, la phase aqueuse saturee de sel, le precipité

de protéines et enfin la phase organique contenant l'analyte.



Interét
O Cette méthode est particulierement adaptée au suivi thérapeutique et a

la toxicologie.

O L'étape de précipitation des protéines correspond souvent a une étape
de prétraitement des échantillons avant extraction. En effet, des matrices
tres chargées en protéines peuvent entrainer des emulsions en ELL et une

premiere étape de précipitation peut se reveéler indispensable.



