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Abréviations  
 

Les acronymes des NPS, à deux exceptions (Fu-F et OcF), sont exclus de cette liste 

 

[M+H]+ : Ion protoné 

ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé 

CAP : Centre antipoison 

CD3OD : Méthanol deutéré 

CDCl3 : Chloroforme deutéré 

CEIP : Centre d'évaluation et d'information sur la pharmacodépendance 

CEIP-A : Centre d'évaluation et d'information sur la pharmacodépendance - Addictovigilance 

CG : Contenu gastrique 

CG-SM : Chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

CH : Centre hospitalier 

CHV : Cheveux 

CHU : Centre hospitalier universitaire 

CID : Collision induced dissociation (Dissociation par collision induite) 

CL-SM : Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

CL-SMHR : Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute résolution 

CL-SM/SM : Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem 

CNBAE : Compagnie nationale des biologistes et analystes experts 

CPP : Comité de protection des personnes 

CS : Cannabinoïde de synthèse 

CYP : Cytochrome P450 

DBS : Dried blood spot 

DSS : Dried saliva spot 

DMSO : Dimethylsulfoxide 

DRAMES : Décès en relation avec l’abus de médicaments et de substances 

DW : Drugwipe 

EMCDDA : European monitoring centre for drugs and drug addiction 

ERETIC : Electronic reference to access in vivo concentrations 

ESI : Electrospray ionization 

EWS : Early warning system (système d’alerte précoce européeen) 

FID : Free Induction Decay 

FTICR : Résonance cyclotronique Ionique à transformée de Fourier 

Fu-F : Furanylfentanyl 

G6P : Glucose-6-phosphate 

G6PD : Glucose-6-phosphate deshydrogénase 

GST : Glutathion S transferase 

HCl : Acide chlorhydrique 

HLM : Human liver microsomes (Microsomes hépatiques humains) 

HV : Humeur vitrée 

IML : Institut médico-légal 
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INCC : Institut national de criminalistique et de criminologie 

m/z : Masse sur charge 

MgCl2 : Chlorure de magnésium 

MILDECA : Mission ministérielle de lutte contre les drogues et les conduites addictives 

MRM : Multiple Reaction Monitoring (Suivi de réactions multiples) 

MRP : Multidrug resistance proteins 

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NH4OH : Solution d'ammoniaque 

NOS : Nouvel opioïde de synthèse 

NPS : Nouveaux produits de synthèse 

OcF : Ocfentanil 

OEDT : Observatoire européen des drogues et toxicomanies 

OFDT : Observatoire français des drogues et toxicomanie 

ONUDC : Office des Nations unies contre la drogue et le crime 

PDE-5 : Inhibiteur de la phosphodiestérase de type 5  

P-gp : Glycoprotéine-P 

PMA : Postes médicaux avancés  

QNP : Quattro nuclei probe 

RC : Research chemical 

RDR : Réduction des risques 

RMN : Résonance magnétique nucléaire 

RMN 1H : Résonance magnétique du proton 

SC : Sang cardiaque 

SINTES : Système d’identification national des toxiques et des substances  

SFTA : Société française de toxicologie analytique 

SP : Sang périphérique 

TOF : Temps de vol (Time of flight) 

TR : Temps de rétention 

TRIS : Trishydroxyméthylaminométhane ou 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol 

TSO : Traitement de substitution aux opiacés 

UDPGA : Uridine-diphosphate-glucuronic acid 

UGT : UDP-glucuronosyltransférases 

UR : Urine 
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Introduction 
 

 

Les nouvelles substances psychoactives, appelées aussi couramment nouveaux produits de synthèse 

(NPS), sont un phénomène émergent qui touche de nombreux pays. Ils désignent un éventail hétérogène 

de substances psychoactives qui imitent les effets de différents médicaments ou produits illicites pour 

échapper à la législation sur les « stupéfiants ». Leur usage et leur disponibilité sur l’Internet se sont 

rapidement accrus ces 10 dernières années. Ainsi en 2017, 51 nouveaux NPS ont été détectés pour la 

première fois en Europe, portant le nombre de NPS suivis par l’EMCDDA (European Monitoring Centre for 

Drugs and Drug Addiction) à plus de 670 [1]. Les premières substances identifiées en France remontent à 

2008 et quatre familles de NPS semblent dominer aujourd’hui (quantitativement et en termes d’impact 

sanitaire et médico-légal) le marché français : les cannabinoïdes de synthèse (ou « spices »), les 

cathinones, les opioïdes de synthèse et les designer benzodiazépines. Toutefois, d’autres familles sont 

également représentées : benzofuranes, pipérazines, tryptamines, arylcyclohexamines, NBOMes, …  

La complexité des NPS du point de vue analytique réside dans cette multitude et variété de substances, 

associées à une apparition régulière de nouveaux produits. C’est une véritable course contre la montre. 

La capacité d'identifier une exposition à un NPS dans des échantillons biologiques présente de nombreux 

challenges : ces nouvelles substances sont absentes des bibliothèques de spectrométrie de masse 

commerciales, leurs métabolisme sont souvent inconnus (avec pourtant des métabolites actifs), les doses 

actives sont régulièrement très faibles avec en conséquence, des concentrations sanguines et urinaires 

faibles (d’autant plus quand le prélèvement biologique est réalisé à distance de la prise).  

 

L’objectif de ma thèse est de construire un outil de recherche et/ou dosage de NPS et de leurs métabolites 

grâce à des approches in vitro, in silico et in vivo. Il s’agit en particulier, d’augmenter la sensibilité de 

détection de la prise de NPS en ciblant les métabolites qui sont souvent les produits majeurs d’élimination 

des NPS. 

 

Après avoir présenté les NPS et les principaux outils analytiques pouvant être mis en œuvre pour les 

détecter/identifier, j’exposerai la stratégie in vitro, in silico et in vivo que j’ai développée à travers 

l’exemple détaillé d’un nouvel opioïde de synthèse (NOS), le furanylfentanyl.  

Après avoir présenté deux autres applications à des NOS, je déclinerai les différents aspects de la mise en 

œuvre de mon outil analytique à travers différentes applications souvent issues de collaborations : études 

de cas ponctuels d’intoxication, analyses de comprimés et autres produits non biologiques, études 

prospectives et rétrospectives dans des populations ciblées, ou non, études expérimentales, …  
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Partie 1 : Généralités 
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1 Les nouvelles substances psychoactives 

1.1 Définition 

 

Les nouvelles substances psychoactives appelées plus couramment NPS sont définies par l'Office des 

Nations unies contre la drogue et le crime (ONUDC) comme toute substance consommée, pure ou en 

préparation, à des fins abusives, n'étant contrôlée ni par la convention unique des Nations unies sur les 

stupéfiants de 1961, ni par celle sur les psychotropes de 1971 et qui peut représenter une menace pour 

la santé publique. En France selon l’Observatoire français des drogues et toxicomanies (OFDT), 

l’abréviation NPS est souvent utilisée pour définir les Nouveaux Produits de Synthèse. De nombreuses 

terminologies les désignent : party pills, legal highs, sels de bains ou designer drugs ou encore research 

chemical (RC) 

 

Leurs structures chimiques peuvent être proches des substances traditionnelles même si parfois elles 

peuvent être différentes. Leur but est de mimer les effets des substances déjà connues, que ce soit des 

médicaments ou stupéfiants (Figure 1) et de contourner la législation. 

 

 
Figure 1 : Exemples de NPS mimant les effets psychoactifs de molécules « traditionnelles ». 

 

Les formes galéniques et les modes d’administration sont également souvent proches de la substance à 

imiter. Par exemple : 

- pour les cannabinoïdes de synthèse, la poudre est pulvérisée sur des débris végétaux ou sous 

forme d’e-liquide pour être ensuite fumés, 

- pour les hallucinogènes voulant se rapprocher du LSD, ce sont des buvards, timbres sublinguaux 

imprégnés du composé hallucinogène (comme avec LSD), 

- et pour les stimulants imitant la cocaïne et l’amphétamine, les NPS se présentent sous la forme 

de poudre pour être sniffés, injectés… 

https://www.unodc.org/unodc/fr/
https://www.unodc.org/unodc/fr/
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Depuis quelques années, les NPS sont devenus un phénomène mondial avec aujourd’hui plus de 110 pays 

et territoires de toutes les régions du monde ayant signalé un ou plusieurs NPS (Figure 2). Jusqu'en 

décembre 2017, plus de 800 substances ont été signalées par le système d'alerte précoce de l'ONUDC [2]. 
 

 
  Source : UNODC, Early Warning Advisory on NPS 

Figure 2 : Nombre de NPS identifiés en 2017 par pays 

 

En 2017, l’EMCDDA (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction) suivait 670 NPS détectés 

en Europe depuis le début du phénomène [1]. 

 

Les NPS prolifèrent effectivement à un rythme soutenu et représentent un risque d’autant plus important 

pour la santé publique. Effectivement, les données de sécurité sur la toxicité de nombreux NPS ne sont 

pas disponibles ou très limitées et les informations sur les effets indésirables ou les risques à long terme 

sont encore largement inconnues. De plus, la pureté et la composition des produits contenant des NPS 

sont souvent inconnues voire mal maitrisées. Celles-ci exposent les utilisateurs à des risques élevés, 

comme en témoignent les hospitalisations d'urgence et les décès, parfois associés à une 

polyconsommation. 

 

Les NPS sont généralement vendus sur Internet, mais dans certains pays autres que la France (Grande-

Bretagne, Pays-Bas, …) il existe des magasins légaux appelés head shops ou smart shops qui en vendent 

directement au public. Sur les sites de vente, les NPS peuvent être présentés sous différentes 

dénominations, soit par leur nom chimique, soit par des noms commerciaux ne donnant ainsi aucune 

indication sur la composition réelle du produit vendu. Les vendeurs développent des stratégies 

commerciales (promotion, échantillon offert à tester) et des efforts marketing sont faits sur l’emballage 

pour donner un aspect attractif. L’esthétisme des sites est différent en fonction du public ciblé. Pour un 

public averti, les sites sont sobres, simples, généralement le nom chimique de la molécule apparaît 

clairement et est accompagné de la formule développée, du grammage et du prix. Pour un public novice, 
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les sites sont plus attractifs, colorés. Le nom des substances n’est pas toujours précisé, ce sont des noms 

avec plus de fantaisie, par exemple « Herbal encens », « party pills », « Bong Bastic », les sachets sont 

colorés, très graphiques. Il faut savoir que le Darkweb ou web caché regroupe également des sites de 

ventes de NPS non indexés par les moteurs de recherche du grand public [3,4]. 

Les produits commandés sont expédiés et livrés dans les boîtes aux lettres comme une lettre classique. 

Sur les emballages, il est très couramment inscrit la mention suivante « not for human consumption » 

(« non destiné à la consommation humaine ») ou « only for chemical research » (« usage réservé à la 

recherche »).  

Selon l’EMCDDA, la Chine est le principal pays producteur de NPS. Ils y sont produits en grande quantité 

avant d’être expédiés vers l’Europe où ils seront transformés, conditionnés et vendus [1,5]. 

Internet n’est pas uniquement une source de vente de NPS. C’est également une source d’informations 

pour les usagers avec de nombreux forums témoignant 

des retours d’expérience de consommateurs appelés 

aussi « psychonautes » ou « aventuriers de drogues », 

pionniers à l’image d’Alexander Shulgin. Dans ces « trip 

reports », les psychonautes détaillent les quantités 

consommées, les effets ressentis, le mode 

d’administration et les règles à adopter pour réduire les 

risques. 

 

Comparés aux drogues classiques, les NPS sont moins 

onéreux, de l’ordre de 10 à 20 € le gramme selon la 

molécule. 

En France, la quasi-totalité des saisies des NPS est réalisée 

par les douanes aux aéroports, ces substances étant 

majoritairement transportées par fret. 

 

1.2 Etat des lieux en France 

1.2.1 Données de l’OFDT 

 

En France, l’OFDT, via le dispositif SINTES (Système d’identification national des toxiques et substances) 

recense les drogues et NPS qui circulent sur le territoire national. Les produits inclus dans ce dispositif 

sont recueillis directement auprès de l'usager par des coordinateurs du réseau SINTES. Les échantillons 

sont ensuite analysés par des laboratoires partenaires. L’OFDT est ensuite le relais français du système 

d’alerte précoce européen, l’Early warning system (EWS). Il communique également à l’observatoire 

européen des drogues et toxicomanies (OEDT appelé aussi EMCDDA) les nouveaux produits identifiés sur 

le territoire et les cas sanitaires graves en lien avec un usage de drogues. 

Pour l’OFDT, l’émergence des NPS a réellement débuté en France en 2008 avec l’identification du JWH-

018, le premier cannabinoïde de synthèse et de la méphédrone, la première cathinone, pour laquelle des 

cas de décès avaient été signalés en Grande-Bretagne [6]. Depuis 2008, chaque année de nombreux NPS 

sont identifiés en France (Figure 3). Deux familles de NPS se détachent, les cannabinoïdes de synthèse et 

les cathinones. Depuis 2013, une nouvelle famille émerge, il s’agit des nouveaux opioïdes de synthèse 

(NOS). Comme vous le verrez, cette famille constitue la colonne vertébrale de mon manuscrit de thèse. 

Alexander Shulgin est un chimiste, 

pharmacologue américain. Il est à l’origine 

de la démocratisation de la MDMA. Il a 

ensuite synthétisé de nombreuses drogues 

de synthèse qu’il a testées sur lui, sa 

femme et ses amis. Il est l’inventeur des 

« trip report ». Tous ses procédés de 

synthèse chimiques sont décrits dans ses 2 

ouvrages, PiHKAL, Phenethylamines I Have 

Known And Loved: A Chemical Love Story 

(Les phényléthylamines que j'ai connues et 

aimées : Une histoire d'amour chimique) 

et TiHKAL, Tryptamines I Have Known And 

Loved: The Continuation (Les tryptamines 

que j'ai connues et aimées : La suite)  

Alexander Shulgin 
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Source : SCL, INPS, IRCGN, SINTES (OFDT) 

Figure 3 : Nombre de NPS identifiés par famille de 2000 à 2017 en France 

 

1.2.2 Règlementation 

 

La règlementation des NPS est dépendante de chaque pays. En France, l’arrêté du 22 février 1990 liste les 

substances classées comme stupéfiant. Régulièrement de nouveaux NPS sont ajoutés à cette liste par des 

arrêtés ministériels.  

La méphédrone a été le premier NPS classé comme stupéfiant dans l’arrêté du 7 juin 2010 modifiant 

l'arrêté du 22 février 1990. Deux ans plus tard, suite aux nouvelles cathinones qui circulent sur le marché 

français, l’arrêté est modifié. Ainsi, dans l’arrêté du 27 juillet 2012 la notion de « toute molécule dérivée 

de la cathinone » apparaît. 

Une première liste de cannabinoïdes de synthèse est ajoutée dans l’arrêté du 19 mai 2015 puis complétée 

dans celui du 31 mars 2017. 

Après avoir classé le AH-7921 rapidement après sa première identification le 24 septembre 2015, les 

dérivés du fentanyl ont été ajoutés dans l’arrêté 5 septembre 2017. 

Le travail d’évaluation le plus récent mené par les Centres d'évaluation et d'information sur la 

pharmacodépendance (CEIP) visant à classer sur les listes des stupéfiants la diphénidine, éphénidine et 

méthoxphénidine suite aux nombreux cas d’intoxications a été validé lors de la commission des 
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stupéfiants et psychotropes de l’ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de 

santé) [7]. 

 

1.3 Cas d’intoxication en France 

 

Depuis quelques années, lors du congrès annuel de la Société française de toxicologie analytique (SFTA) 

une session est régulièrement dédiée aux NPS. De nombreux cas d’intoxications y sont rapportés 

impliquant des cathinones (3-MMC et l’α-PVP, seule ou en association, l’α-PHP et la 4-MEC) [8–11], des 

phénéthylamines (DOC et 25I-NBOMe) [12–14], une pipéridine dérivée du méthylphénidate 

(l’éthylphénidate) [15], une tryptamine (AMT) [16]. Des cas d’intoxications à la suite de 

polyconsommations de NPS de nature très variées sont également décrits, tels que des cas associant 

méthiopropamine, méthoxphénidine, diphénidine, D2PM, 5-MeO-DALT [17] ou méthoxetamine, MDPV 

et étizolam [18].  

Malheureusement certaines intoxications ont une issue fatale pour le consommateur. De nombreux décès 

ont été rapportés impliquant des substances diverses et variées seules ou en association, telles que 

cathinones (3-MMC, α-PVP, 4-MEC) ou arylalkylamines (5-APB) [19–24]. 

Depuis 2012, l’enquête DRAMES (Décès en relation avec l’abus de médicaments et de substances) mise 

en place par l’ANSM est une étude annuelle prospective. Elle permet de recueillir, auprès d’experts 

toxicologues analystes volontaires membres de la CNBAE (Compagnie nationale des biologistes et 

analystes experts) et du réseau des CEIP-A (Centre d’évaluation et d’information sur la 

pharmacodépendance – Addictovigilance), des cas de décès liés à l’usage abusif de substances 

psychoactives. L’objectif est d’identifier les substances impliquées, d’évaluer leur responsabilité (voire, 

leur imputabilité) dans la survenue du décès. Dans cette étude DRAMES, 36 cas de décès impliquant les 

NPS ont été déclarés [25]. Il a été constaté une augmentation des décès liés à l’usage de NPS : en 2012 les 

NPS étaient impliqués dans moins de 1% des décès et en 2015 et 2016 dans 3% des cas. Quelques soient 

les années, les cathinones (3-MMC, 4-MEC, butylone, MDPV, méphédrone, méthylone, mexédrone, 

pentédrone, α-PVP) sont les plus souvent impliquées dans ces décès. D’autres familles sont également 

concernées : benzofuranes (5-APB, 5-APDB, 5-MAPB), arylcyclohexylamines (MXE, MXP), benzodiazépines 

designers (diclazépam, deschloroétizolam), NBOMe (25C-NBOMe), opioïdes de synthèse (ocfentanil), 

pipérazines (éthylphénidate), autres (3FPM, MPA). 

 

1.4 Classification 

 

Aux vues de la multitude de NPS, plusieurs classifications peuvent être envisagées. Une classification selon 

leur structure chimique existe. Dans cette classification de nombreuses familles peuvent être recensées :  

- Aminoindanes 

- Arylalkylamines 

- Benzodiazépines 

- Cannabinoïdes de synthèse  

- Cathinones 

- Indolalkylamines 

- Opioïdes de synthèse 

- Phénéthylamines 
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- Pipérazines 

- Pipéridines et pyrrolidines 

 

Le CEIP-A de Paris a proposé une classification des NPS par leurs effets psychoactifs recherchés en les 

comparant aux substances psychoactives traditionnelles (Figure 4).  

 
Source : Centre d’Addictovigilance de Paris 

Figure 4 : The drug wheel, Nouvelle ère des drogues 

Les substances stimulantes, telles que la cocaïne, l’amphétamine, le méthylphénidate et ses dérivés, 

intensifient l'activité du système nerveux sympathique, accélèrent le rythme cardiaque et induisent ainsi 

un sentiment d'euphorie ou/et d’éveil. 

Les substances entactogènes amplifient la capacité d’empathie, la sensation de pouvoir s'exprimer 

librement, favorisent la communication. C’est le cas de la MDMA et de nombreuses cathinones. 

Les hallucinogènes appelés aussi les psychédéliques, comme le LSD ou les dérivés de la tryptamine ou la 

famille de NBOMe, modifient les perceptions sensorielles (visuelles, auditives) entraînent des 

hallucinations, une exacerbation des sens : panique, anxiété …  

Les substances dissociatives, principalement les dérivés de la kétamine, entraînent une perte de la 

sensation de soi-même avec sensation de « sortir de son corps ». 

Les cannabinoïdes imitent les effets du tétrahydrocannabinol (THC), principale substance active du 

cannabis, les effets ressentis sont la relaxation, le calme, l’euphorie. 

Parmi les dépresseurs, on retrouve les benzodiazépines et les « designer benzodiazépines » avec des 

propriétés sédatives, hypnotiques, anxiolytiques... 

https://sante-medecine.journaldesfemmes.fr/faq/14245-systeme-nerveux-sympathique-definition
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Et une dernière famille, celle des opioïdes, qui est dérivée de la morphine, de l’héroïne et du fentanyl, qui 

est présentée ci-dessous. 

 

1.5 Les nouveaux opioïdes de synthèse 

 

L’émergence des nouveaux opioïdes de synthèse (NOS) est très récente en Europe. Les effets recherchés 

sont une sensation de bien-être, d’invincibilité. Cette famille est marquée par des risques d’addiction et 

de toxicité aigüe élevés. En 2013, le premier NOS, le AH-7921, a été identifié en France. Depuis, chaque 

année, de nouveaux opioïdes de synthèse sont identifiés. A ce jour, une vingtaine de NOS a été identifiée 

dont la majorité sont des analogues du fentanyl (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Structures de quelques nouveaux opioïdes de synthèse 

Depuis avril 2015, le système d’alerte précoce européeen (Early Warning System – EWS) alerte 

régulièrement sur des cas de décès en Belgique impliquant des NOS : ocfentanil, fentanyl, U-47700, 

acrylfentanyl, methoxyacetylfentanyl. Et dernièrement, ce système alerte sur le contenu d’une poudre 

circulant en Belgique contenant de l’ocfentanil et du W-18. 

L’augmentation du nombre de nouveaux opioïdes et des nombreux cas d’intoxication et de décès 

alarment et préoccupent les services de santé et les services répressifs de nombreux pays [1,5].  

En France, des cas d’intoxication au U-47700 [26] ou de décès dus à l’usage d’ocfentanil [25] ont déjà été 

rapportés dans la littérature. 

Ces substances sont efficaces à très faibles de doses et sont ainsi faciles à transporter [27]. Par exemple, 

l’un des NOS les plus puissants est le carfentanyl. C’est un anesthésique utilisé dans le domaine vétérinaire 

pour de gros animaux (rhinocéros, éléphants). Il est 10 000 fois plus puissant que la morphine [28].  

Les doses actives étant faibles et par conséquent les concentrations circulantes sont faibles dans le sang, 

par exemple les concentrations de carfentanil post-mortem sont de l’ordre de 0,4 à 1,6 µg/L [29] et dans 

les urines , le U-47700 a été dosé à 0,1 µg/L [30]. 
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Enfin, dans cette famille de NPS, les substances mères sont régulièrement fortement métabolisées. 

Ainsi, les méthodes analytiques employées pour caractériser une exposition aux NOS doivent présenter 

des limites de détection suffisamment basses (en lien avec les faibles concentrations biologiques 

observées) et des biomarqueurs adaptés (substance mère ou métabolites majoritaires). 

 

De par leur dangerosité et ces difficultés analytiques, il m’a semblé logique d’axer la présentation de mes 

travaux sur cette famille. 
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2 Les outils analytiques 

2.1 La spectrométrie de masse 

 

La spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse permettant de détecter et d'identifier 

des molécules d’intérêt par mesure de leur masse rapportée à leur charge électrique. De plus, la 

spectrométrie de masse permet également de caractériser la structure chimique des molécules en les 

fragmentant. Le principe général consiste à séparer en phase gazeuse les molécules chargées (ions) en 

fonction de leur rapport masse/charge (m/z) [31].  

 

Un spectromètre de masse est constitué des parties suivantes : 

- une source pour introduire et ioniser la substance à analyser  

- un analyseur qui sépare les ions suivant leur rapport m/z  

- un détecteur qui transforme les ions en signal électrique et amplifie le signal obtenu pour qu'il puisse 

être traité informatiquement. 

 

Le couplage entre la chromatographie liquide et la spectrométrie de masse (CL-SM) est délicat car la 

spectrométrie de masse nécessite des ions en phase gazeuse et l'élimination du solvant. L'électrospray 

(ESI) est actuellement la méthode d'ionisation la plus fréquemment utilisée pour le couplage CL-SM 

permettant d’obtenir des ions en phase gazeuse à partir de molécules en solution. 
 

2.2 Principe de l’électrospray 

 

La phase mobile traverse un capillaire porté à un haut potentiel électrique, de l’ordre de quelques kV. Le 

champ électrique appliqué à la sortie du capillaire provoque la formation d'un nuage de gouttelettes 

chargées, d'où le nom d'électrospray, qui traversent simultanément un gradient de champ électrique et 

un gradient de pression dans la direction de l'analyseur du spectromètre de masse. Sous l'action d'un flux 

d'azote chauffé (N2), la phase mobile s'évapore, provoquant une diminution rapide de la taille des 

gouttelettes jusqu’à ne plus obtenir que des ions désolvatés de type [MH]+ ou [MH]- par gain ou perte 

d'un proton (Figure 6).  

 

Figure 6 : Principe de l'électrospray 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Chimie_analytique
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Les ions ainsi formés sont ensuite guidés à l'aide de potentiels électriques appliqués sur deux cônes 

successifs : cône échantillonneur et cône d'extraction. Durant ce parcours à pression élevée, les ions 

subissent de multiples collisions avec les molécules de gaz et de solvant, ce qui complète leur 

désolvatation. En modulant la tension au niveau du cône échantillonneur, il est possible de faire varier 

l'énergie des collisions et provoquer ainsi une fragmentation plus ou moins importante des ions dans la 

source. Ce phénomène est appelé dissociation par collision induite ou CID. (Figure 7) 

Ainsi en utilisant ce processus, la source électrospray peut être utilisée pour obtenir des informations 

structurales caractéristiques d’un soluté.  

 

Figure 7 : Dissociation par Collision Induite (CID) 

 

2.3 Les analyseurs 

 

Les analyseurs permettent de séparer les ions en fonction du rapport masse/charge (m/z). Il existe des 

analyseurs basse résolution (quadripôle, piège à ions) et des analyseurs haute résolution, permettant de 

mesurer la masse exacte des analytes : le secteur magnétique couplé à un secteur électrique, temps de 

vol (TOF), détecteur par résonance cyclotronique ionique à transformée de Fourier (FTICR) et l'Orbitrap.  

Dans mes travaux, deux types de spectromètres de masse sont utilisés, un triple quadripôle et un 

spectromètre haute résolution de type TOF. 
 

2.3.1 Le quadripôle 

 

Le quadripôle utilise la stabilité des trajectoires 

pour séparer les ions selon leur m/z. Il est 

constitué de quatre électrodes cylindriques 

parfaitement parallèles associées électriquement 

2 par 2. Les deux électrodes opposées sont au 

même potentiel. Un potentiel sinusoïdal est 

appliqué à celles-ci ce qui permet de focaliser les 

ions. Un ion positif sera attiré vers une électrode 
 

Figure 8 : Schéma d'un quadripôle 

http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=3651
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=1845
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négative et inversement. Si le potentiel de celle-ci change avant que l’ion ne soit déchargé sur elle, il 

changera de direction et entrera en résonance. Ainsi, il traversera l’analyseur. (Figure 8) 
 

2.3.2 Le temps de vol 

 

L’analyseur à temps de vol, appelé « Time Of Flight » ou plus 

couramment TOF est un analyseur de haute résolution. Cet 

analyseur mesure le temps que les ions mettent pour 

parcourir le tube de vol. A la sortie de la source, les ions de 

m/z différents sont propulsés avec une même énergie 

d’accélération dans le tube de vol. Ainsi, les ions les plus légers 

atteignent plus rapidement le détecteur que les ions les plus 

lourds (Figure 9). En connaissant la longueur du tube de vol, la 

mesure du temps de parcours permet de déterminer la masse 

exacte de chaque ion.  
 

 
Figure 9 : Principe du TOF 

 

2.4 Le screening 

 

Parmi les principales activités de l’Unité Fonctionnelle de Toxicologie du CHU de Lille, le screening (ou 

criblage) toxicologique (recherche et identification des xénobiotiques, composés étrangers à l'organisme) 

est une demande courante réalisée (i) pour les services d'urgence ou de réanimation des centres 

hospitaliers dans le cas d'intoxication aiguë et (ii) dans le cadre d'expertises médico-légales afin de 

rechercher les causes de la mort (les tentatives d’autolyse sont souvent le fait d’ingestion de quantité 

parfois importante de divers principes actifs). Il s'agit donc de rechercher la présence de principes actifs 

(et de métabolites de principes actifs) de médicaments, stupéfiants et pesticides dans des prélèvements 

biologiques tels que le sérum, l'urine, le sang total ou le liquide gastrique. Deux approches de screening 

sont possibles : le screening non ciblé et le screening ciblé. 

 
  

La résolution d’un spectromètre de 

masse détermine la finesse des pics et 

donc la capacité à distinguer des pics 

proches. Le quadripôle est considéré 

comme de basse résolution et permet 

de déterminer une masse nominale 

(ex : Caféine : C8H10N4O2 = 194,19 Da). 

Tandis que la résolution des TOF est 

plus élevée et permet de déterminer 

une masse exacte (ex : Caféine = 

194,0803 Da).  

La spectrométrie de masse 
haute résolution 
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2.4.1 Le screening non ciblé en masse exacte 

 

Le screening non ciblé ou screening large consiste à rechercher et identifier des molécules présentes dans 

un échantillon en comparant leurs spectres à ceux d’une librairie ou base de données. L'acquisition se fait 

en mode « full scan » appelé aussi balayage.  

Cependant et contrairement à ce qui existe pour la chromatographie gazeuse avec détection par 

spectrométrie de masse (CG-SM), il n'existe pas de librairie de spectres universels pour le couplage CL-

SM. La principale raison est que les géométries des sources d’ionisation sont variables d'un constructeur 

à l'autre et induisent des différences dans les spectres de fragmentation. Nonobstant, depuis plusieurs 

années, des systèmes de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute résolution 

(TOF, Orbitrap) se développent permettant ainsi de nouveaux champs d’investigation dans le cadre du 

screening toxicologique. [32–36] 

Le laboratoire a acquis depuis plusieurs années un Xevo® G2-QTOF (Waters) et développé une méthode 

de screening ainsi qu’une base de données de spectres en masse exacte. [37]  

L’acquisition est faite en mode MSe dans une gamme de masse allant de 50 à 1000 m/z. Ce mode effectue 

une double acquisition afin de collecter les informations de masses exactes, ions précurseurs et leurs 

fragments (Figure 10) :   

- Fonction 1 : acquisition à faible énergie de collision (6 eV) afin d’obtenir le spectre de masse de l’ion 

moléculaire protoné [M+H]+ 

- Fonction 2 : acquisition à haute énergie de collision (rampe de 10 à 40 eV) dans le but de générer des 

fragments.  

 

 
Figure 10 : Principe du mode MSe 

 

Pour permettre l’identification des composés dans un échantillon, il est nécessaire de disposer d’une base 

de données renfermant des informations acquises dans les mêmes conditions analytiques. 

La caractérisation repose sur la connaissance : d’une formule brute (permettant de calculer la masse 

exacte), d’un temps de rétention chromatographique et d’un ou plusieurs fragments spécifiques obtenus 

après collision. 

Cette approche présente l’avantage de pouvoir retraiter rétrospectivement des données acquises en cas 

d’informations différées (informations sur les circonstances de l’intoxication, molécules dont les 

informations spectrales étaient initialement indisponibles, etc…). 
  



 

Camille RICHEVAL  25 

2.4.2 Le screening ciblé 

 

Dans l’Unité Fonctionnelle de Toxicologie du CHU de Lille, le screening ciblé est mis en œuvre dans 

différents contextes, tels que les cas d'intoxications aiguës pour des substances ayant des taux toxiques 

faibles mais également dans le cadre de la soumission chimique afin de rechercher spécifiquement des 

traces de substances psychoactives. Ainsi, le screening ciblé consiste à rechercher spécifiquement des 

substances d'intérêt avec un maximum de sensibilité et spécificité.  

 

L'acquisition se fait en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring/Suivi de réactions multiples). L'ion 

parent d'intérêt est sélectionné dans le premier quadripôle (Q1), puis fragmenté en ions fils dans la cellule 

de collision, l’un de ses ions fils sera suivi dans le second quadripôle (Q2) (Figure 11). 

 

 
Figure 11 : Détection en mode MRM 

 

Chaque molécule présente une fragmentation qui lui est propre. Sur la base de ces fragments spécifiques, 

il est donc possible d’améliorer l’identification d’un composé au sein d'un mélange complexe. Ce mode 

d’acquisition suit simultanément une ou plusieurs transition(s) et ne génère pas de spectre de 

fragmentation.  

 

Afin de déterminer les transitions optimales et spécifiques pour chaque composé, nous utilisons 

préalablement le mode de daughter scan (ion fils). Dans ce mode d’acquisition de données, il s’agit de 

rechercher les ions fragments, ou fils d’un ion précurseur particulier. L'ion d'intérêt est sélectionné dans 

le premier quadripôle (Q1). Puis il est soumis à des énergies accélératrices (en eV) dans la cellule de 

collision qui provoque sa fragmentation. Le second analyseur (Q2) effectue un balayage sur une gamme 

de m/z définie ce qui permet d'obtenir un spectre de masse (Figure 12). Ainsi, les fragments obtenus après 

collision dans la cellule de collision proviennent de l'ion sélectionné dans le premier quadripôle. 

 

 
Figure 12 : Détection en mode Daughter scan 
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2.5 Résonance magnétique nucléaire 

2.5.1 Principe 

 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet de contribuer 

à la détermination de la composition et de la structure d’un 

échantillon. La RMN repose sur les propriétés magnétiques de 

certains noyaux atomiques tels que l’hydrogène (1H), le carbone 

(13C), le phosphore (31P), le fluor (19F), l’oxygène (17O) ou l’azote 

(14N). 

Ces noyaux ont la particularité d’être dotés d’un moment 

magnétique appelé également spin, assimilable à un barreau 

aimanté. 

En l’absence d’un champ magnétique extérieur, les spins de ces 

atomes s’orientent de manière aléatoire à l’intérieur de 

l’échantillon (Figure 13 [A]). Dès qu’un champ magnétique intense 

est appliqué à l’échantillon, ces atomes s’orientent dans la 

direction du champ magnétique extérieur à l’image de l’aiguille 

d’une boussole dans le champ magnétique terrestre (Figure 13 

[B]). La somme des champs magnétiques produits par les 

moments magnétiques constitue l’aimantation de l’échantillon 

qu’il est possible de mesurer par RMN.  

Pour mesurer cette aimantation, il faut modifier son orientation par rapport au champ magnétique 

externe en utilisant un apport d’énergie sous forme d’ondes radiofréquences créées par une bobine 

supraconductrice excitatrice. Ce signal obtenu, mesuré en fonction du temps et appelé FID (Free Induction 

Decay ou signal d’induction libre), est traité informatiquement par transformée de Fourier pour obtenir 

un spectre RMN en fonction de la fréquence (Hz) (Figure 14). 

 
Figure 14 : Signal FID et spectre RMN  

 
Figure 13 : Orientation des 

spins en fonction de la 
situation 
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2.5.2 Description de l’appareil 

 
Un appareil de RMN se présente comme un cylindre constitué d’une succession de couches. 
 

 
Figure 15 : Schéma d’un spectromètre RMN 

 

La bobine supraconductrice utilisée pour créer un champ magnétique (B0) de plusieurs Teslas (100 000 

fois le champ magnétique terrestre) doit être maintenue à une 

température très basse (-273°C). Pour cela, la bobine est placée 

dans une enceinte d’hélium liquide. Cette enceinte est entourée 

d’une zone de vide et ensuite d’une seconde enceinte contenant 

de l’azote liquide. Ces zones de vide permettent d’éviter les 

déperditions de chaleur. 

L’échantillon est inséré dans la rampe d’introduction de 

l’échantillon au centre de l’appareil à température ambiante 

(Figure 15). 

Pour obtenir un spectre RMN, l’échantillon est donc soumis à des 

impulsions de radiofréquence. Le signal émis par les noyaux en 

résonance en retournant à leur état d’équilibre est mesuré sous 

forme d’un courant induit dans une bobine. Grâce à un traitement mathématique, un spectre RMN est 

alors généré. 

Classiquement l’échantillon à analyser sous forme de poudre est mis en solution dans un solvant dépourvu 

de l’atome à analyser. Dans le cas de l’analyse du proton (RMN 1H), les solvants couramment utilisés sont 

le méthanol deutéré ou chloroforme deutéré, respectivement CD3OD ou CDCl3.  

 

2.5.3 Méthode quantitative 

 

La méthode ERETIC (Electronic REference To access In vivo Concentrations) est une méthode alternative 

aux méthodes de dosage avec étalonnage interne ou ajouts dosés. Elle a été développée pour quantifier 

les composés in vivo sans nécessité d’ajout d’un composé de référence dans l’échantillon [38]. 

Un matériau supraconducteur permet 

de conduire un courant électrique 

sans perte de résistance électrique 

(de chaleur). Pour atteindre cette 

performance, il est nécessaire d’être à 

des températures très faibles entre -

118°C et -279°C. Les chercheurs 

utilisent une autre échelle : le Kelvin 

(K) (-273 K = 0°C) 

Bobine supraconductrice 
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Cette méthode est basée sur une référence électronique. En effet, un pic correspondant à un pseudo 

signal RMN (Pseudo-FID) produit par un générateur de signal électronique est ajouté au sein du spectre 

du composé à quantifier. 

En pratique, le composé utilisé dans cette méthode est la caféine. Une calibration est effectuée avec 15 

mg de caféine dans 600 μL de CDCl3 et un point de contrôle est réalisé avec 10 mg de la même substance 

dans 600 μL de CDCl3. 
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Partie 2 : Travaux 
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1 Objectif des travaux 

 

Les NPS constituent un phénomène qui prend de l’ampleur depuis quelques années et qui préoccupe de 

plus en plus les pouvoirs publics (sanitaires, en particulier). 

L’objectif de ma thèse est de développer des outils analytiques pour améliorer la mise en évidence des 

biomarqueurs d’une exposition aux NPS. 

Mes travaux qui reposent sur des approches in vivo, in silico et in vitro vont permettre d’établir des 

diagnostics lors d’intoxication aiguë et de confronter ces données biologiques à celles de la clinique 

observée. Cet outil doit permettre (i) l’amélioration de la prise en charge des patients et (ii) une meilleure 

connaissance de ces substances et de leurs dangers afin d’établir des bases de réflexion pour les autorités 

sanitaires. Cela permettrait la mise en œuvre d’actions de prévention auprès des usagers et également 

de prévoir des mesures sanitaires et réglementaires, comme par exemple par le classement sur la liste 

des stupéfiants. Dans ce second objectif, c’est par des collaborations variées qu’il est possible 

d’appréhender la connaissance des NPS consommés (dans le temps, dans des populations spécifiques ou 

non) à la fois par l’analyse d’échantillons non biologiques dans un contexte de veille et par des études 

épidémiologiques.  

 

Dans un premier temps, je vais illustrer la stratégie mise en place combinant les approches in vivo, in silico, 

in vitro avec l’étude détaillée d’un nouvel opioïde de synthèse, le furanylfentanyl (Fu-F). 

Dans une seconde partie, je présenterai les nombreuses et diverses applications de cet outil analytique.  

 

2 Stratégie in vitro, in silico et in vivo : exemple du Fu-F [39] 

2.1 Analyse de poudre 

 

L’Unité Fonctionnelle de Toxicologie du 

CHU de Lille est partenaire du dispositif 

SINTES piloté par l’OFDT pour effectuer 

les analyses d’échantillons de poudre, 

comprimés (≈ 140 échantillons / an).  

Dans ce cadre, nous avions reçu un 

échantillon de quelques milligrammes 

d’une poudre blanche. La feuille de suivi 

jointe avec l’échantillon indiquait qu’il 

pouvait s’agir d’un opioïde de synthèse, 

le U-47700 (Figure 16).  
  

ARTICLE 1 (page 95) 

 
Figure 16 : Questionnaire reçu avec l'échantillon 
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2.1.1 TOF 

 

Dix mg de poudre ont été mis en solution dans 1 mL de méthanol et une dilution supplémentaire au 1/10 

000e a été réalisée également dans du méthanol. Cent µL de cette solution en présence d’étalons internes, 

méthylclonazepam et β-hydroxyéthylthéophylline, ont été évaporés sous azote à froid. Le résidu sec a été 

repris par 100 µL de phase mobile composée d’un tampon formiate d’ammonium à 5 mM pH 3 et 

d’acétonitrile avec 0,1 % d’acide formique 

(87/13;v/v). Quinze µL ont été injectés dans le 

système Xevo® G2-QTOF (Waters) muni d’une 

colonne AcquityTM UPLC HSS C18 (150 x 2 mm, 1,8 

µm) (Waters), thermostatée à 50°C. La séparation 

a été faite à l’aide d’un gradient tampon formate 

d'ammonium 5 mM à pH 3 / acétonitrile + 0,1 % 

d'acide formique avec un débit de 0,4 mL/min ; le 

temps d’analyse est de 15 min (Tableau 1)[37,40–

42]. 

 

Le Xevo® G2-QTOF (Waters) utilisé pour la détection est équipé d’une interface d’ionisation de type Z-

spray, les paramètres du TOF sont les suivants :  

- Mode d’ionisation : ESI + 

- Tension de cône : 20 V 

- Température de source : 140 °C 

- Température de désolvatation : 500 °C  

- Débit de gaz de désolvatation (Azote) : 900 L/h 

- Gaz de collision : Argon 

L’acquisition des données a été réalisée en mode MSe dans les conditions suivantes : 

- Fonction 1 : Gamme de masse de 100 à 1000 

m/z sans énergie de collision 

- Fonction 2 : Gamme de masse de 50 à 1000 

m/z avec une rampe d’énergie de collision de 

10 à 40 eV 

- Le temps de balayage est de 0,2 s par fonction 

Après l’acquisition du chromatogramme (Figure 17), 

une analyse des composés présents dans l’échantillon 

a été effectuée avec le logiciel POSIT±VE qui compare 

les spectres du chromatogramme avec ceux de la 

base de données spectrales contenant 1430 

molécules (stupéfiants, médicaments, NPS et 

pesticides).  

Seuls les pics correspondants aux étalons internes ont 

été identifiés par le logiciel : la β-

hydroxyéthylthéophylline au temps de rétention (TR) de 1,80 min et le méthylclonazepam au TR de 10,14 

 
Figure 17 : Chromatogramme de la poudre 

blanche analysée sur le Xevo® G2 TOF 

Tableau 1 : Gradient UPLC 

Temps (min) Tampon % Acétonitrile % 

0 87 13 
0,50 87 13 

10,00 50 50 
10,75 5 95 
12,25 5 95 
12,50 87 13 
15,00 87 13 
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min. Le pic au TR de 7,07 min n’a pas été identifié parmi les composés présents dans la base de données 

spectrales.  

 

Une investigation manuelle des spectres (Figure 18) s’est alors avérée nécessaire pour tenter d’identifier 

ce composé inconnu.  

 

Cette investigation s’est déroulée en 2 étapes :  

- L’analyse de l’ion [M+H]+  

- L’analyse de la fragmentation 

 

L’analyse du spectre de la fonction sans énergie de collision a permis de déterminer la formule brute du 

composé. Consécutivement, un outil intégré au logiciel MassLynx 4.1 a permis de proposer les formules 

brutes les plus probables mathématiquement en comparant la masse exacte et le profil isotopique soumis 

aux différentes propositions.  

Pour ce pic inconnu, l’ion [M+H]+ = 375,2075 était majoritaire sur l’ensemble de la gamme de masse 

acquise de 100 à 1000 m/z (Figure 18 [A]). La 

proposition faite pour ce [M+H]+ = 375,2075 

avec une erreur de 0,2 mDa était la formule 

suivante : C24H26N2O2, ce qui a permis d’exclure 

la molécule suspectée, le U-47700 ayant pour 

formule brute C16H22Cl2N2O. 

Cette formule brute n’a pas suffi pour identifier 

le composé inconnu. Elle a été soumise à 

plusieurs bases de données de molécules 

accessibles en ligne (PubChem et ChemSpider) 

afin de trouver une formule développée à cette 

formule. Des dizaines voire des milliers de 

molécules candidates ont été proposées.  

Pour diminuer le nombre de propositions, les 

fragments obtenus sur la fonction avec collision 

(Figure 18 [B]) ont été recherchés dans notre 

base de données du TOF afin de déterminer si 

des fragments étaient communs à d’autres molécules. 

  

Les 2 fragments majoritaires du composé inconnu, 

188,1452 et 105,0717, étaient communs avec le 

fentanyl. Le fentanyl est un opioïde de synthèse, tout 

comme la molécule initialement suspectée le U-47700. 

Tous ces éléments étaient en faveur de la présence d’un 

analogue du fentanyl (Figure 19 [A]). La recherche des 

formules développées s’est donc focalisée sur les 

analogues du fentanyl. Parmi eux, une molécule pouvait 

correspondre, il s’agissait du furanylfentanyl (Fu-F) (Figure 19 [B]). 

PubChem et Chemspider sont des bases de 

données de structures chimiques de petites 

molécules accessibles gratuitement en 

ligne. Elles sont composées de plusieurs 

millions de composés. De nombreuses 

informations y sont collectées : formules, 

noms, propriétés physico-chimiques et 

pharmacologiques, fournisseur, parfois des 

spectres UV, RMN, de masse. 

PubChem et Chemspider 

 
Figure 18 : Spectres de masse haute résolution de 
la poudre blanche analysée sur le Xevo® G2 TOF 

sans collision [A] et avec collision [B] 

[A] 

[B] 
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Figure 19 : Formules développées du fentanyl [A] et du Fu-F [B] 

 

MassFragment, un 2e outil intégré à MassLynx, a alors été utilisé afin de vérifier la cohérence entre les 

fragments obtenus et la formule développée d’une molécule proposée, en appliquant des règles de 

fragmentation connues.  

Le Fu-F a ainsi été soumis avec le spectre du pic inconnu. Pour chaque ion du spectre, MassFragment a 

proposé une fragmentation de la molécule (Figure 20). Les différences entre les masses théoriques des 

fragments proposés par le logiciel et celles mesurées étaient toutes inférieures à 3 mDa.  

 

  
 

Figure 20 : Schéma de fragmentation du Fu-F 

L’ensemble de ces différents éléments ([M+H]+, fragments), laissait à penser avec quasi-certitude qu’il 

pouvait effectivement s’agir du Fu-F. Une recherche bibliographique a tout de même été réalisée afin de 

vérifier cette hypothèse. Cependant, peu de données étaient disponibles. Concernant les données 

acquises en masse exacte, aucune publication ne présentait les fragments [43]. La recherche a donc été 

élargie à la spectrométrie de masse en tandem. Les transitions décrites, 375,1 > 188,2 et 375,1 > 105 

étaient cohérentes avec les 2 fragments majoritaires obtenus sur la fonction 2, 188,1 et 105, 1. [44]  

 
  

 
Ion Fragmentation 

b 84,0813 Clivage du cycle pipéridine 

c 105,0704 
Clivage entre le cycle pipéridine et le 
phénéthyle 

d 134,0970 Dégradation du cycle pipéridine 

e 146,0970 Dégradation du cycle pipéridine 

f 188,1439 
Clivage entre le cycle pipéridine et le 
groupement N-phenylfurane-2-
carboxamide 

h 281,2018 
Clivage du groupement furane-2-
carboxamide 

[A] [B] 
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2.1.2 RMN 1H 

 

Une analyse par RMN a été secondairement mise en œuvre pour confirmer la nature de la substance, 

mais également pour déterminer la pureté de l’échantillon de la poudre. 

 

Le spectre RMN 1H a été enregistré sur un spectromètre AVANCETM 300 (Bruker Biospin) fonctionnant à 

300 MHz équipé d'une sonde à quadruple noyau (QNP) de 5 mm à 295 K.  

Le spectre RMN 1H a été enregistré dans les conditions suivantes :  

- Nombre de scans = 64 

- Nombre de points = 32 

- Largeurs spectrales = 4800 Hz 

- Temps d'acquisition = 3,42 s 

- Délai de relaxation = 2 s 

- Angle de basculement = 30 ° 

Le signal FID mesuré a été transformé (élargissement de 0,3 Hz) et la ligne de base a été corrigée. 

Figure 21 : Spectre RMN 1H de la poudre blanche analysée 

 

Le spectre RMN 1H obtenu est composé de plusieurs signaux plus ou moins complexes sous forme de 

doublet, de triplet, de multiplet (Figure 21). Par exemple, sur le spectre RMN les signaux correspondants 

aux 3 protons du groupement du furanyl sont encadrés avec une couleur respective (vert, rouge, bleu) 

pour les 3 protons correspondants sur la formule.  

 

L’analyse par RMN du proton a permis de confirmer le Fu-F proposé par l’analyse du spectre de masse 

exacte. 

En utilisant la méthode ERETIC décrite précédemment, la teneur de Fu-F dans cet échantillon de poudre 

a été déterminée à 73 %. 
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2.2 Production des métabolites in vitro 

 

Les NPS, comme la plupart des xénobiotiques, sont fréquemment hydrophobes et/ou possèdent des 

groupements chimiques réactifs. Afin de les rendre plus hydrophiles pour être excrétés hors de 

l'organisme ou pour neutraliser leur groupement réactif, ils subissent un métabolisme in vivo [45]. 

Le métabolisme des xénobiotiques se décompose en 3 phases qui aboutissent au final à l’élimination des 

substances exogènes dans la bile et l'urine [46]. 

- Phase I : Etape de fonctionnalisation (oxydation, réduction, hydrolyse) effectuée essentiellement 

par les cytochromes P450 (CYP). Les cytochromes responsables du métabolisme des xénobiotiques sont 

localisés essentiellement dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes [47]. 

- Phase II : Etape de conjugaison Glutathion S transférase (GST), UDP-glucuronosyltransférases 

(UGT) catalysent les réactions de transfert, généralement après fonctionnalisation. 

- Phase III : Les enzymes de phase III sont des transporteurs membranaires (Glycoprotéine-P (P-

gp), multidrug resistance proteins (MRP) …) qui éliminent de la cellule les xénobiotiques ou leurs 

métabolites conjugués.  

Les études de métabolisme font appel à différentes méthodes in vivo ou in vitro. L’approche in vivo 

consiste à recueillir les échantillons biologiques, urine ou sang, après l'administration d’un xénobiotique 

à l'animal ou l'homme.  

Le modèle animal ne peut donner qu'une idée du métabolisme à prévoir chez l'homme, puisque la nature 

et la répartition des enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques diffèrent entre les 

espèces [48].  

Les méthodes in vitro, en particulier le modèle hépatique, sont fréquemment utilisées pour ces études de 

métabolisme. Elles incluent principalement l’utilisation de coupes d'organe, d’hépatocytes et de 

microsomes [49]. Deux modèles in vivo ont été mis en œuvre pour l’étude du métabolisme de FuF : une 

lignée cellulaire avec les cellules Hepa-RG et les microsomes.  

 

2.2.1 Lignée cellulaire : Hepa-RG 

 

Les cellules Hepa-RG sont ensemencées à une densité de 2,5.104 cellules par cm2 dans un flacon maintenu 

à 37°C sous une atmosphère humide avec 5 % de CO2. Le milieu 

de culture utilisé est le milieu de William’s E medium (Gilco) 

supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal, 100 U/mL de 

pénicilline, 100 µg/mL de streptomycine, 5 µg/mL d’insuline, 2 

mM de glutamine et 50 µM d’hydrocortisone hémissuccinate. Le 

milieu de culture est renouvelé tous les 2 à 3 jours.  

Après deux semaines de prolifération, le milieu de culture est 

supplémenté avec 1,7 % de dimethylsulfoxide (DMSO) pendant 

deux semaines afin de favoriser la différenciation cellulaire. Les 

cellules différenciées sont ensuite ré-ensemencées à une densité 

de 6.105 cellules/puit dans des plaques de 12 puits.  
  

Les cellules HepaRG ont été isolées à 

partir d’une tumeur d’Edmoson de 

grade I (carninome hépatocellulaire) 

développée suite à une hépatite C 

chronique. Ces cellules ont la 

particularité d’être capable de se 

différencier en hépatocytes et en 

cellules biliaires. Cette lignée 

cellulaire présente à elle-même un 

système métabolique proche du foie 

in vivo [11,12] .  

Cellules Hepa-RG 



 

Camille RICHEVAL  37 

Plusieurs paramètres ont été testés avec les cellules Hepa-RG : 

- Concentrations : 10 µM, 50 µM et 100 µM 

- Temps d’incubation : 6 H, 24 H et 48 H 

- Avec ou sans éthanol 

La présence d’éthanol a été testée afin d'explorer une possibilité de production de métabolites spécifiques 

due à la réaction avec l'éthanol (comme par exemple, la cocaïne associée à une consommation d’éthanol, 

produit du cocaéthylène ou le méthylphénidate qui peut se transformer en éthylphénidate).[50] 

 

Ces différentes conditions ont été « réparties » sur 2 plaques de 12 puits. Une plaque a été dédiée aux 

tests avec éthanol pour éviter les éventuelles contaminations des tests sans éthanol.  

Pour chaque condition, des contrôles négatifs ont été réalisés en incubant le milieu de culture sans  Fu-F 

(Figure 22). 

 
Figure 22 : Schéma des 2 plaques 12 puits pour les différents tests réalisés avec Hepa-RG 

 

Tous les milieux de culture supplémentés de Fu-F aux différentes concentrations avec ou sans éthanol ont 

été préparés à H 0 (Figure 23). Au moment du renouvellement du milieu de culture supplémenté à H 0, H 

24 et H 42, un aliquot de 500 µL de chaque milieu de culture a été prélevé et stocké à -20°C afin de vérifier 

qu’il n’y ait pas eu de dégradation du Fu-F au cours du temps.  

La particularité de ce plan expérimental réside dans le fait que toutes les incubations (T = 6 H, 24 H et 48 

H) doivent être stoppées simultanément en fin d’expérience (H 48) et par conséquent, ce sont les mises 

en incubation qui sont décalées dans le temps. Ainsi, à H 0, les milieux de culture des puits de la 1re ligne 

(48 H) de chaque plaque (Figure 22) sont remplacés par les milieux de culture à tester (contrôle négatif, 

10 μM, 50 μM et 100 μM de Fu-F). De la même manière, à H 24 pour la seconde ligne (T= 24 H) et à H 42 

pour la dernière ligne (T = 6 H). A H 48, tous les milieux sont récupérés et stockés à -20°C jusqu’à l’analyse. 
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2.2.2 Microsomes 

 

Le pool de microsomes hépatiques humains (HLM) à une concentration de 20 mg de protéines/mL, 

incluant 11 femmes et 25 hommes, âgés de 31 à 80 ans, a été obtenu auprès de Biopredic (La Bretèche, 

Saint Grégoire, France) et conservé à - 80°C jusqu’à utilisation. 

A l’identique des tests sur cellules Hepa-RG, 3 concentrations de Fu-F ont été testées, 10 µM, 50 µM et 

100 µM. 

Cinquante µL des différentes concentrations de solutions méthanoliques de Fu-F ont été évaporés sous 

azote. Ensuite, 50 µL d’une solution de cofacteurs (UDPGA à 5 mM, NADPH à 1,3 mM, G6P 3,3 mM et 

G6PD à 0,5 U/mL) dans un tampon TRIS à 0,1 M ont été ajoutés. Puis 50 µL d’une solution de microsomes 

à 2 mg de protéines/mL dans une solution de TRIS-HCl-MgCl2 pré-activés avec de l’alaméthicine dans de 

la glace ont été ajoutés. Les échantillons ont été placés dans un bain-marie à 37°C pendant 1h. La réaction 

enzymatique a été stoppée par 100 µL de méthanol. Les échantillons ont été conservés à -20°C jusqu’à 

leur analyse [51–53]. 

 

2.2.3 Analyses sur le TOF 

 

L’ensemble des échantillons Hepa-RG et microsomes a été analysé avec une méthode de 

chromatographie liquide couplé à la spectrométrie de masse haute résolution (CL-SMHR). 

Une étape de préparation des échantillons a été réalisée avant l’injection sur le système analytique. A 100 

µL d’échantillon (incubats des microsomes ou milieux de cultures des cellules Hepa-RG) ont été ajoutés 

100 µL de méthanol contenant les étalons internes (méthylclonazepam à 1,25 mg/L et β-

hydroxyéthylthéophylline à 16 mg/L) et 400 µL d’acide sulfosalicylique à 3 %. Les échantillons ont ensuite 

 
Figure 23 : Protocole réalisé pour les différents tests d’incubation du Fu-F avec Hepa-RG 

 

Préparation des 
milieux de culture 

Récupération de 
tous les milieux de 

culture

Incubation des 
puits pour 

T = 6 H

Incubation des 
puits pour 
T = 24 H

Incubation des 
puits pour 
T = 48 H

[Fu-F]
0 µM
10 µM
50 µM
100 µM

Ethanol
0 mM
50 mM

Témoin négatif 
H 48 

Témoin négatif 
H 24 
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Tous les incubats

500 µL de 
milieux de 

culture

Stockage à –20°C

Etuve à 37°C humidifiée avec CO2

500 µL de 
milieux de 
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été centrifugés à 4°C pendant 14 min à 32000 g. Soixante-quinze µL des surnageants ont été injectés dans 

le système chromatographique. 

Le système analytique était composé de 2 pompes binaires permettant de réaliser une extraction de 

l’échantillon et ensuite une séparation chromatographique. L’échantillon était chargé dans une colonne 

OASIS® HLB en ligne (2,1 x 30 mm, 20 µm) (Waters) avec une solution d’ammoniaque à 0,2 % (NH4OH) 

avant d’être élué à contre-courant par le gradient de phase mobile composé de tampon formiate 

d’ammonium 5 mM pH 3 (A) et d’acétonitrile (B). Les colonnes analytiques étaient thermostatées à 50°C 

et la durée d’analyse était de 18 min (Figure 24). Ces conditions analytiques sont les conditions de notre 

méthode de référence pour le screening des matrices biologiques [11,51,53–55]. 

 
Figure 24 : Conditions chromatographiques de l’UPLC 

Les paramètres d’acquisition sont identiques à ceux utilisés pour l’analyse de la poudre (cf. le paragraphe 

1.1.1. TOF). 
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2.2.4 Résultats des données in vitro 

 

L’interprétation des données acquises a été 

réalisée avec le logiciel MetabolynxTM. Cet 

outil permet de prédire in silico les 

biotransformations possibles. Après avoir 

renseigné la formule brute et la formule 

développée du Fu-F, les biotransformations 

envisagées étaient pour la phase I 

l’hydroxylation, la O- ou N-désalkylation, la 

désamination et pour la phase II la 

glucuronoconjugaison (Figure 26). 

 

En pratique, le logiciel calcule le [M+H]+ de 

chaque métabolite candidat et recherche la 

présence de cet ion dans la fonction sans 

énergie de collision. Ce processus 

automatisé de profilage des métabolites a 

été complété par l’étude de la 

fragmentation des pics candidats sur la 

fonction 2 [52]. 

 

 
Figure 26 : Voies métaboliques du Fu-F proposées à partir de l’analyse in vitro 

  

 
Figure 25 : Ratio des aires des métabolites/aire du Fu-F 

à 100 µM avec HLM et à 100 µM pendant 24 h avec 
Hepa-RG 
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L’analyse des chromatogrammes des milieux de culture des cellules Hepa-RG et des microsomes a permis 

de mettre en évidence de nombreux métabolites. Concernant les concentrations, une production de 

métabolites satisfaisante a été observée après incubation de Fu-F à 100 μM avec HLM et à 100 μM 

pendant 24 h avec Hepa-RG (Figure 25). 

Il est à noter qu'aucune différence dans le taux de production des métabolites ou la nature des 

métabolites n'a été observée dans les incubats avec Hepa-RG avec ou sans la présence d'éthanol. 

Ce résultat n’est pas en faveur de l'hypothèse d’une production spécifique de métabolites en cas de co-

consommation d'éthanol avec du Fu-F.  

L’ensemble des métabolites observés (n=17) est présenté dans le Tableau 2 associé à la Figure 27 : Schéma 

de fragmentation des métabolites du Fu-F pour le schéma de fragmentations des métabolites. 
 

 

De ces expériences in vitro, 3 métabolites se sont avérés majoritaires (sur la base de l’intensité des aires 

de leurs pics chromatographiques) : M02 (dihydrodiol-Fu-F), M03 (norFu-F) et M04 (despropionyl-

fentanyl). 

M02 (dihydrodiol-Fu-F) est le produit de l'époxydation et hydratation du groupe furanyle. Ce métabolite 

était le deuxième métabolite le plus dominant du Fu-F tel que décrit par Watanabe et al. qui utilisait des 

expériences in vitro avec un pool d’hépatocytes humains [56]. 

M03 (norFu-F) résulte de la N-désalkylation de Fu-F et sa production est cohérente avec la voie 

métabolique du fentanyl et des dérivés du fentanyl. Ce nor-métabolite a été également détecté 

« significativement » en utilisant un pool d’hépatocytes humains [56]. 

M04, ou despropionyl-fentanyl [1-(2-phényléthyl)-4-Nanilinopipéridine], est un métabolite connu du 

fentanyl résultant de l'hydrolyse de l'amide du fentanyl et qui a été rapporté par Van Rooy et al. [57]. 

Dans notre étude, M04 est le principal métabolite produit en utilisant les HLM ou les cellules Hepa-RG. 

De même, Watanabe et al. rapporte le M04 comme étant le principal métabolite de Fu-F produit in vitro 

en utilisant un pool d’hépatocytes humains [56]. 

D'autres métabolites (Tableau 2) sont les produits d'hydroxylation ou dihydroxylation du Fu-F (M01, M05a 

à M05d, M09) ou du despropionylfentanyl (M08a à M08e) et du N-désalkylation (M06, M07). 

Un seul métabolite de phase II (M10) a été détecté dans cette étude et correspond à une forme 

glucuronoconjuguée d'un Fu-F hydroxylé. Aucun métabolite sulfate n’a été observé, bien que les cellules 

Hepa-RG ont été signalées comme étant capables de sulfoconjugaison [29]. En revanche, Watanabe et al. 

a observé un métabolite sulfate du despropionylfentanyl (M08-SO4) en utilisant le pool hépatocytes 

humains [56]. 
  

 
Figure 27 : Schéma de fragmentation des métabolites du Fu-F  

Fragmentation

a/h Clivage du groupement furane-2-carboxamide

b Clivage du cycle pipéridine

c Clivage entre le cycle pipéridine et le phénéthyle

d/e/i Dégradation du cycle pipéridine

f/g
Clivage entre le cycle pipéridine et le groupement 
N-phenylfurane-2-carboxamide

j Elimination d’H2O
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Figure 28 : Ratio des aires des métabolites du Fu-F/aire du Fu-F à H0 sur l’ensemble de la cinétique de 0 H 

à 48 H. 
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Les cellules Hepa-RG produisent un nombre plus important de métabolites (n=17) que les microsomes 

(n=9) (Figure 25).  

En se focalisant sur les résultats obtenus sur l’ensemble de la cinétique avec Hepa-RG (6 H, 24 H et 48 H), 

nous pouvons remarquer que les métabolites M02, M03 et M04 sont les métabolites majeurs (Figure 28). 

Ce sont les premiers métabolites produits dès 6 H, les concentrations maximales sont atteintes à 48 H 

pour M03 et M04 tandis que pour M02, elle est atteinte à 24 H. D’autres métabolites tels que M08a, 

M08b, M08c et M10 sont des métabolites secondaires. Ils sont produits dans un deuxième temps après 6 

H et essentiellement entre 24 H et 48 H mais leurs concentrations demeurent inférieures à celles des 

métabolites M02, M03, M04 produits également par HLM. L’appréciation d’une contribution « limitée » 

des Hepa-RG (versus HLM) dans le contexte de l’identification des métabolites majeurs des NPS a déjà été 

rapportée [58] . 
 

2.2.5 Comparaison avec les données in vivo 

 

N’ayant pas eu de cas d’intoxication et/ou d’exposition au Fu-F à analyser, les métabolites identifiés par 

l’approche in vitro (Hepa-RG et HLM) ont été comparés aux données in vivo disponibles dans la littérature 

(Tableau 3). M02 a été observé à des concentrations similaires à Fu-F dans 44 échantillons d'urine sur 51 

obtenus auprès des utilisateurs de Fu-F [59]. Bien que M02 n'a pas été observé par Labutin et al. dans un 

échantillon d'urine d'un utilisateur de Fu-F, deux métabolites hydroxylés de M02 (C24H28N2O m/z = 

425,2070) ont été détectés dans ce cas [60]. 

Concernant M03, les résultats in vitro ne sont pas en accord avec les observations in vivo : M03 a été 

détecté seulement dans 1 des 4 échantillons d'urine des utilisateurs de Fu-F [56]. Goggin et al. signalait la 

présence de M03 dans seulement 4 sur les 51 échantillons d'urine à des concentrations plus faibles que 

ceux de Fu-F [59].  

M04 a été observé in vivo dans des échantillons d'urine d'utilisateurs de Fu-F [56]. Il a été observé à des 

concentrations similaires à celles du Fu-F dans 42 échantillons d'urine sur 51 [59] et sa présence était 

également rapportée par Labutin et al. dans un échantillon d'urine d'un utilisateur de Fu-F [60]. Un 

métabolite de type M08 a été observé dans l'urine d'un utilisateur de Fu-F [60].  

Watanabe et al. produit un métabolite sulfate du despropionylfentanyl hydroxylé (M08-SO4) en utilisant 

le pool d’hépatocytes humains, qui a également été détecté dans l'urine de Fu-F utilisateurs [56]. Un autre 

métabolite sulfate (m/z = 377,1534, C19H25N2O4S), identifié comme étant un despropionylfentanyl-SO4 

(M04-SO4), a été trouvé dans 42 échantillons d'urine sur 51 par Goggin et al. à des concentrations 

relativement élevées (concentration urinaire moyenne de 90 μg/L contre 34 μg/L pour Fu-F) [59]. 

Au total, nos données récoltées in vitro sont cohérentes avec les données publiées sur d'autres 

métabolites de dérivés du fentanyl [61–64]. Ainsi par exemple, le métabolisme du carfentanil, un autre 

puissant analogue du fentanyl actuellement utilisé en médecine vétérinaire, a été décrit avec des 

réactions similaires, N-désalkylation et hydroxylation de la pipéridine comme les principales étapes 

métaboliques [61]. D'un point de vue expérimental, la concentration à 100 µM de Fu-F a été déterminée 

pour être la plus efficace pour la production de métabolites à la fois par les HLM et Hepa-RG. Elle est de 

même ordre que la concentration de Fu-F utilisée par Watanabe et al. [25] (10 μM) avec un pool 

d’hépatocytes humains [56]. Cette concentration utilisée pour les incubations de Fu-F est également 

similaire aux concentrations rapportées (allant de 5 à 250 μM) dans des études équivalentes sur le 
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métabolisme du fentanyl et autres dérivés : soit 10 μM pour le fentanyl [62], 100 μM pour le butyrfentanyl 

[63], 250 μM pour le 3-méthylfentanyl et l'isofentanyl [64] et 5 μM pour le carfentanil [61].  

 

Tableau 3 : Comparaisons des données in vitro pour les métabolites du FuF avec celles de la littérature 

 Name Biotransformation Formula [M+H]+ TR [56] [59] [60] 

Fu-F Furanylfentanyl - C24H26N2O2 375,2067 6,45 ✓ ✓ ✓ 

M01 HO-Fu-F 
hydroxylation (et clivage) du cycle 

furane 
C24H30N2O3 395,2329 5,35    

M02 Dihydrodiol-Fu-F dihydrodiol furanyl fentanyl C24H28N2O4 409,2122 5,41 ✓ ✓  

M03 NorFu-F N-désalkylation C16H18N2O 271,1441 4,55 ✓   

M04 Despropionyl-fentanyl hydrolyse C19H24N2 281,2012 6,36 ✓ ✓ ✓ 

M05a HO-Fu-F (a) hydroxylation C24H26N2O3 391,2016 5,51 ✓*   

M05b HO-Fu-F (b) hydroxylation C24H26N2O3 391,2016 5,90 ✓*   

M05c HO-Fu-F (c) hydroxylation C24H26N2O3 391,2016 6,80 ✓*   

M05d HO-Fu-F (d) hydroxylation C24H26N2O3 391,2016 7,18 ✓*   

M06 Nor-HO-Fu-F- 
N-désalkylation et hydroxylation 

(et clivage) du cycle furane 
C16H22N2O3 291,1703 3,43    

M07 NorDihydrodiol-Fu-F 
N-désalkylation of dihydrodiol 

furanyl fentanyl 
C16H20N2O4 305,1496 3,43 ✓   

M08a 
HO-Despropionyl-

fentanyl (a) 
hydrolyse et hydroxylation C19H24N2O 297,1970 4,16 ✓*  

✓* 

M08b 
HO-Despropionyl-

fentanyl (b) 
hydrolyse et hydroxylation C19H24N2O 297,1970 5,30 ✓*  

✓* 

M08c 
HO-Despropionyl-

fentanyl (c) 
hydrolyse et hydroxylation C19H24N2O 297,1970 5,68 ✓*  

✓* 

M08d 
HO-Despropionyl-

fentanyl (d) 
hydrolyse et hydroxylation C19H24N2O 297,1970 6,51 ✓*  

✓* 

M08e 
HO-Despropionyl-

fentanyl (e) 
hydrolyse et hydroxylation C19H24N2O 297,1970 7,01 ✓*  

✓* 

M09 Di-HO-Fu-F di-hydroxylation C24H26N2O4 407,1965 6,57    

M10 Glu-HO-Fu-F hydroxylation, glucuronidation C30H34N2O9 567,2343 5,11    

* au moins un de ces isomères 

 

Le but de ce travail était de caractériser autant que possible les métabolites de Fu-F en utilisant deux 

approches in vitro différentes, c'est-à-dire la lignée cellulaire Hepa-RG et les HLM. Les deux approches 

semblent être complémentaires (Figure 25) et en cohérence avec des données précédemment rapportées 

concernant le métabolisme de Fu-F [56]. Les principales enzymes impliquées dans le métabolisme des 

xénobiotiques, sont les CYP et les UGT [65]. Cependant, d’autres réactions enzymatiques importantes, 

telles que la sulfoconjugaison, la méthylation, l'acétylation ou la conjugaison au glutathion, peuvent se 

produire et ne sont pas étudiées en utilisant l'incubation avec les HLM seuls. A cet effet, l'association avec 

l'utilisation de Hepa-RG est intéressante car dans les cellules Hepa-RG différenciées, les taux des 

cytochromes P450 (CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6, CYP1A2, CYP2B6 et CYP2E1) ainsi que l'expression des 

enzymes de phase II sont similaires à ceux habituellement trouvés dans les cultures d’hépatocytes 

humains [66]. Ils constituent ainsi un modèle approprié pour l’étude du métabolisme hépatique des 

xénobiotiques [67–69]. 
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2.2.6 Conclusion 

 

Les études sur le métabolisme jouent un rôle important en toxicologie médico-légale. L'identification des 

métabolites est importante dans le défi de la détection analytique des NPS. La détection de la molécule 

mère seule peut conduire à des résultats faussement négatifs soit parce que le délai entre la 

consommation et le prélèvement est trop long soit en raison de la concentration dans le sang ou l’urine 

très basse généralement observée in vivo.  

D'un point de vue analytique, il est reconnu que la CL-SMHR, contribuant grandement à l'identification de 

composés inconnus, montre la meilleure performance dans les études comparatives pour les tests de 

criblage de xénobiotiques [70,71]. Les deux approches in vitro (HLM et Hepa-RG), utilisées dans cette 

étude, sont complémentaires. Les cellules Hepa-RG produisent plus de métabolites du Fu-F que les HLM. 

Cependant, ces métabolites du Fu-F supplémentaires semblent être d'un intérêt mineur pour les 

applications in vivo, car ils ont été rarement observés dans les urines d’utilisateur de Fu-F [56,59,60]. 

En considérant les inconvénients potentiels de la mise en œuvre de la culture cellulaire, les HLM 

apparaissent être un outil acceptable pour une étude aisée et rapide du métabolisme in vitro d’un NPS, 

en particulier pour les laboratoires médico-légaux manquants d’équipements et d’installations adaptés à 

la culture cellulaire.  

C’est la raison pour laquelle, dans l’ensemble de mon travail de thèse (et les autres études qui vous seront 

présentées dans la suite de ce manuscrit), les études de métabolisme in vitro ont reposé sur l’utilisation 

de microsomes. 

 

Concernant cette étude du Fu-F, mes données in vitro suggèrent que les métabolites abondants et/ou 

spécifiques* du Fu-F pourraient être le dihydrodiol-Fu-F*, norFu-F* et despropionyl-fentanyl. Ces 

résultats sont cohérents avec ceux récemment obtenus in vitro par Watanabe et al. [56]. Cependant, le 

norFu-F semble être rarement observé dans d’authentiques échantillons d'urine [56,59]. En outre, les 

métabolites sulfoconjugués qui ne sont pas produits in vitro ici semblent être présents dans l'urine 

d’utilisateurs de Fu-F [59]. 

Au total, le dihydrodiol-Fu-F et le despropionyl-fentanyl pourraient être proposés comme métabolites 

fiables à enregistrer dans les bibliothèques de CL-SMHR afin d'améliorer la détection des utilisateurs du 

Fu-F, bien que des confrontations avec des données in vivo (provenant de cas d'intoxication) demeurent 

nécessaires pour confirmer définitivement la pertinence des métabolites sanguins et urinaires du Fu-F. 
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2.3 Applications 

 

L’approche in vivo, in silico, in vitro que nous venons de détailler avec l’exemple du Fu-F, s’est déployée 

selon différents axes intimement imbriqués au cours de mon travail de thèse.  

La présentation de ces axes vous est proposée comme suit : 

- Nous venons de le voir, l’approche in vitro repose sur la nécessité de disposer des substances 

pures. A ce titre, l’analyse de poudres ou autres produits non biologiques susceptibles de contenir 

des NPS constitue le socle de mon travail et vous sera présentée en premier lieu. 

- De par la position du laboratoire, nous sommes régulièrement sollicités et confrontés à des cas 

ponctuels d’intoxications/expositions aux NPS dans des contextes médicaux ou médico-légaux : 

je vous propose de présenter cet aspect contributif in vivo dans une seconde partie, avec 2 

exemples dans la thématique des NOS. 

- Une troisième partie sera consacrée aux applications de mon travail dans le cadre d’études 

clinico-biologiques et épidémiologiques. 

- Enfin, je terminerai en vous proposant une série de cas d’intoxications, des études expérimentales 

dans le domaine des « designer benzodiazépines », avant d’élargir le champ d’application de mon 

projet à d’autres matrices, d’autres temps et d’autres substances. 

 

2.3.1 Analyse de poudre 

 

Au-delà de son intérêt épidémiologique, cette activité générale d’analyse de produits nous offre de 

disposer de substances toutes nouvellement « distribuées et disponibles » auprès des usagers. Ainsi, nous 

disposons de la faculté d’identifier des NPS non encore répertoriés par les systèmes de veille sanitaire. 

 

2.3.1.1 SINTES 

 

Comme précisé précédemment avec l’analyse de la poudre du Fu-F, depuis plusieurs années l’Unité 

Fonctionnelle de Toxicologie du CHU de Lille est l’un des laboratoires partenaires du dispositif SINTES 

piloté par l’OFDT pour effectuer les analyses d’échantillons de natures diverses (poudre, buvard, liquide, 

débris végétaux, comprimés, etc…). Les échantillons reçus sont accompagnés d’un questionnaire avec des 

informations sur le produit collecté (nom de la molécule suspectée, lieu d’achat, prix, effets ressentis). Il 

peut s’agir de drogues « classiques » (cannabis, amphétamines, cocaïne et opiacés) ou de NPS.  

Les résultats présentés ci-dessous concernent uniquement les échantillions SINTES reçus au laboratoire 

et analysés par mes soins (CL-SMHR et RMN si besoin). 

 

La Figure 29 présente la répartition (effectifs), basée sur les informations déclarées dans le questionnaire, 

entre les drogues « classiques » et les NPS de 2015 à mai 2018, mais également (zones hachurées) les 

discordances après analyse entre le composé suspecté et le composé identifié.  
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La répartition est relativement homogène 

sur ces 4 années entre les drogues 

« classiques » (54 à 62%) et les NPS (38 à 

46%). Concernant les discordances entre les 

molécules suspectées et celles identifiées, 

elles sont présentes dans les 2 catégories, 

drogues « classiques » et NPS mais beaucoup 

plus marquées pour les NPS. Par exemple en 

2016, dans 21 échantillons sur 48 (44%), le 

NPS suspecté n’a pas été confirmé contre 9% 

pour les drogues « classiques » (7/78). Ces 

discordances sont de différents types :  

- Substitution du produit suspecté par 

un médicament ou produit de 

coupe. Par exemple, la cocaïne est 

remplacée par de la chloroquine ou 

lidocaïne. 

- Autre composé identifié mais de la même 

famille chimique que celui déclaré. C’est 

le cas surtout pour les NPS avec les 

cathinones, les opioïdes de synthèse ou 

les cannabinoïdes de synthèse. 

- Substitution d’une drogue « classique » 

par un NPS, en particulier par une 

cathinone. 

- Aucun composé de notre base de données 

de masse exacte identifié. 

 

Concernant les NPS que j’ai identifiés entre 2015 

et 2017, une dizaine de familles de NPS sont 

représentées chaque année (Figure 30). Même si 

les répartitions évoluent au fil du temps, plusieurs 

familles sont présentes chaque année 

(arylkylamines, arylcyclohexylamines, benzodiaépines, cathinones, opioïdes de synthèse, 

phénéthylamines et le groupe des pipéridines et pyrrolidines). La famille des cathinones est la famille la 

plus fréquemment rencontrée chaque année. Cependant, même si quelques cathinones persistent telles 

que, la X-MMC, la X-MEC ou la N-éthyl-hexedrone, des molécules apparaissent une année et disparaissent 

l’année suivante pour laisser place à d’autres cathinones. Ce même phénomène est observable pour 

toutes les classes de NPS (Tableau 4). 

En principe, les drogues, comme la cocaïne, 

l’héroïne et les amphétamines ne sont jamais 

consommées pures pour des raisons mercantiles. 

Elles sont généralement coupées, c’est-à-dire 

mélangées à une ou plusieurs substances (dites 

« de coupe ») afin d’en augmenter le volume. 

Habituellement, ces substances de coupe ne 

présentent pas d’effets pharmacologiques, 

comme le lactose. Cependant, certaines d’entre-

elles ne sont pas dénuées d’effets : ainsi, la 

phénacétine, le lévamisole et la lidocaïne sont 

souvent utilisés comme produits de coupe de la 

cocaïne ; le paracétamol et la caféine pour 

l’héroïne ; la caféine pour l’amphétamine. 

Produits de coupe 

 
Figure 29 : Echantillons SINTES reçus et analysés au 

laboratoire de 2015 à mai 2018 
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Figure 30 : Nombre de NPS identifiés, par famille, de 2015 à mai 2018 
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Tableau 4 : Liste des NPS identifiés dans les échantillons SINTES de 2015 à mai 2018 

 
* Quantité d’échantillon trop faible pour réaliser une analyse RMN 1H ne permettant pas de déterminer la position 
exacte du méthyle pour la X-MMC et X-MEC, du chlore pour la X-CEC et du fluor pour la X-fluoroamphétamine. 

2015 2016 2017 2018

NM-2AI (1)

5-APB (1) 6-APB (1) 5-MAPB (1)
X-MAPB (1) * X-APB (1) *
MPA (3) MPA (1)

Kétamine (3) Deschlorokétamine (1) 2-Fluorodeschlorokétamine (2) Kétamine (1)
X-MeO-PCP (1) * Kétamine (1) Deschlorokétamine (1) X-MeO-PCP (1) *

Tiletamine (1) Kétamine (9)
X-MeO-PCP (1) *

3-FPM (2) 3-FPM (1) ALD-52 (1)
ALD-52 (1) LSD (2) LSA (1)

LSD (4) LSD (2)

Clonazolam (1) Chlorodiazepam (1) Etizolam (1)
Flubromazepam (1) Nifoxipam (1)
Flubromazolam (1)
Nifoxipam (1)
Pyrazolam (1)

5F-APINACA (1) AB-FUBINACA (1)
AB-FUBINACA (1) MAM-2201 (1)
MDMB-CHMICA (1) JWH-210 (1)

3-MMC (1) 2-A1MP (1) 3-MMC (6) 3-MMC (5)
4-MEC (1) 3,4-DMMC (1) 4-Cl-α-PVP (2) 4-Cl-N,N-DMC (1)
Hexedrone (1) 4-CEC (1) 4-FMC (1) 4-Cl-α-PVP (1)
MDPV (2) 4-MEAP (1) 4-MEC (1) X-CEC (1) *
Mexedrone (1) 4-MEC (2) X-CEC (2) * Ephylone (1)
α-POP (1) Ethcathinone (2) Ephylone (4) MDPHP (4)
α-PVP (2) Flephedrone (1) X-MEC (1) * N-ethyl-hexedrone (1)

MDPV (1) X-MMC (2) * α-PHP (1)
Methylone (2) N-ethylhexedrone (1)
N-ethyl-hexedrone (2) Nor-mepherdone (1)
N-methylbenzedrone (2) α-PVP (2)
α-PVP (2)
α-PVT (1)

5-MeO-DALT (1) 5-MeO-MIPT (1)
AMT (1) DMT (1)
DMT (2)
Psilocine (1)

Acetylfentanyl (2) Fentanyl (1) Benzoylfentanyl (1) Furanylfentanyl (1)
Methylfentanyl (1) Furanylfentanyl (1) Fentanyl (1)

Metafluorofentanyl (1) U-47700 (2)

2C-E (6) 25B-NBOMe (1) 2C-B (5)
2C-P (2 25C-NBF (1) 25I-NBOMe (1)
βk-2C-B (1) 25H-NBOMe (1) 2C-B Fly (1)
DMA (1) 25I-NBOMe (1) 2C-C (1)
X-Fluroroamphétamine (2) * 2C-B (4) 2C-H (2)

2C-C (2)
2C-H (2)
DOB (1)
X-Fluroroamphétamine (1) *

mCPP

Acide ritalinique (2) Diphénidine (1) Isopropylphénidate (1)
Ephénidine (1) Ethylphénidate (1)
Ethylphénidate (6) Methylnaphtidate (1)
Isopropylphénidate (2) MXP (1)
MXP (1)

 Cathinones

 Piperidines & pyrrolidines

Piperazines

 Phenethylamines

Autres

 Indolalkylamines

 Opioïdes de syntèse

Aminoindanes

 Arylalkylamines

 Arylcyclohexylamines

 Benzodiazepines

 Cannabinoïdes de synthèse
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Ainsi, l’analyse des échantillons SINTES m’a permis de caractériser et donc d’enrichir la base de données 

spectrales de 52 nouveaux NPS (Tableau 5). 
 

Tableau 5 : Nouveaux NPS ajoutés dans la base de données grâce aux échantillons SINTES  

Aminoindanes (1)  Cannabinoïdes de synthèse (2) Opioïdes de syntèse (6) 

NM-2AI AB-FUBINACA Acetylfentanyl 

 Arylcyclohexylamines (3) MDMB-CHMICA Benzoylfentanyl 

2-Fluorodeschlorokétamine  Cathinones (17) Furanylfentanyl 

Deschlorokétamine 2-A1MP Metafluorofentanyl 
Tiletamine 3,4-DMMC Methylfentanyl 

Autres (3) 4-CEC U-47700 

3-FPM 4-Cl-N,N-DMC  Phénéthylamines (6) 

ALD-52 4-Cl-α-PVP 25C-NBF 
LSA 4-MEAP 25H-NBOMe 

Benzodiazepines (7) Ephylone 25I-NBOMe 

Chlorodiazepam Ethcathinone 2C-B Fly 
Clonazolam Hexedrone 2C-E 
Etizolam MDPHP 2C-P 

Flubromazepam Mexedrone  Piperidines & pyrrolidines (7) 

Flubromazolam N-ethyl-hexedrone Acide ritalinique 
Nifoxipam N-methylbenzedrone Diphénidine 
Pyrazolam Nor-mepherdone Ephénidine 
  α-PHP Ethylphénidate 
  α-POP Isopropylphénidate 
  α-PVT Methylnaphtidate 
    MXP 

 

En terme de valorisation, une enquête focalisée sur les comprimés 

d’ecstasy a été réalisée et ces données d’analyses m’ont 

permis de rédiger un article centré sur la MDMA [72]. En 

effet depuis 2011, les comprimés de MDMA font leur retour 

dans les milieux festifs. Leurs présentations ont évolué afin 

de les rendre plus attractifs pour les jeunes usagers : formes 

en 3D, couleurs vives, logo… De plus, une augmentation de 

la quantité unitaire de MDMA a également été rapportée 

[73]. Après analyse de ces échantillons, les résultats obtenus 

mettent en évidence une augmentation des doses dans ces 

comprimés au cours des dernières années, mais également 

la présence de NPS. Ces résultats ont été présentés lors 

d’une communication sur invitation [74] et une 

présentation affichée [75]. 

 
  

 
Figure 31 : Photos de quelques 

comprimés d'ecstasys 

ARTICLE 2 (page 107) 
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2.3.1.2 CHEMSEX [41] 

 

Ce projet NPS, Slam et réduction des risques (RDR) avec le 

Centres d'Evaluation et d'Information sur la 

Pharmacodépendance de Paris (CEIP) s’inscrit dans un 

objectif de RDR dans le cadre de cette thèse. Cette structure 

a réalisé des études focalisées sur la pratique du chemsex et 

en particulier le slam. Ces slameurs peuvent être 

« expérimentateurs » ou affirmés qui, bien souvent, ignorent 

la composition réelle des produits qu’ils achètent et utilisent. 

En 2012, le CEIP de Paris a mené une étude sur des 

échantillons de NRG-3 (mélange de cathinones) vendus sur 

internet [76]. Les résultats ont confirmé des variations 

significatives de composition, tant qualitatives que quantitatives, des produits consommés. La gravité des 

complications liées à la pratique du slam implique une approche spécifique de RDR pour cette population. 

Le CEIP de Paris a entrepris d’étudier l’impact de la réduction des risques à travers l’analyse de produit 

pour la population très spécifique des slameurs. Ce projet, qui s’inscrit dans une démarche de proximité 

«aller vers» en s’adressant directement aux usagers et en les responsabilisant sans porter de jugement 

sur leurs pratiques, repose sur 3 étapes : une collecte d’échantillons accompagnée d’un questionnaire de 

recueil, des analyses à la fois qualitatives (substance psychoactive, adultérant) et quantitatives (pureté) 

des produits qui nous sont confiés et une restitution des 

résultats lors d’interventions auprès des usagers (action 

spécifique sur le thème des produits, réalisée auprès des 

différentes structures partenaires) avec une évaluation par 

un focus groupe. Ces trois étapes ont été réalisées en 

plusieurs vagues de collectes/analyses/interventions au 

cours d’une année. Au total, 31 échantillons ont été collectés 

et analysés par CL-SMHR et RMN (résultats dans le Tableau 6 

: Résultats des 31 échantillons analysés, issu de l’article) 

[40,41,77]. 

 

Pour 90 % des échantillons (28/31), le composé identifié était en adéquation avec le composé suspecté. 

La majorité des échantillons (22/31) sont des cathinones (MMC, 4F-PVP, 4-MEC, alpha-PVP, MDPV et 

méthylone). La variabilité de la pureté est élevée pour la 3-MMC et la 4-MEC.  

Comme dans les échantillons SINTES, la molécule suspectée n’est parfois pas confirmée par l’analyse. 

C’est le cas pour 3 échantillons :  

- Cas n°1 : pas le produit annoncé mais de la même classe chimique (3-MMC vendu pour 4-MEC)  

- Cas n°2 : pas le bon produit mais d’une classe chimique différente (5-MeO-DIPT, une tryptamine 

hallucinogène vendue pour α-PVP, cathinone stimulante)  

- Cas n°3 : aucune substance psychoactive (PVP-8) 

 
  

Le chemsex désigne une consommation 

de produits stimulants dans un contexte 

de relations sexuelles. Cette pratique est 

souvent pratiquée par des hommes 

ayant des relations sexuelles avec 

d’autres hommes (HSH). Le slam 

consiste à s’injecter, par voie 

intraveineuse ces produits psychoactifs 

afin de démultiplier le plaisir [38]. 

Chemsex et Slam 

Le focus group est un entretien en 

groupe (d’une dizaine de personnes) qui 

permet de discuter autour d’un sujet 

ciblé. C’est une technique d’étude 

qualitative à l’inverse d’une étude 

quantitative qui repose habituellement 

sur un questionnaire papier. 

Focus groupe 

ARTICLE 3 (page 111) 
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Tableau 6 : Résultats des 31 échantillons analysés de l’étude Chemsex 

 
 

Cette étude sur l’analyse des échantillons de poudre dans le contexte Chemsex, a permis de caractériser 

5 nouveaux NPS et d’enrichir à nouveau ma base de données de spectres de masse (Tableau 7). 

 

Tableau 7 : Nouveaux NPS ajoutés dans la base de données grâce à l'étude Chemsex 

 
 
 

  

 Cathinones (2)  Phénéthylamines (1)
2-MMC 2-FMA
4F-PVP  Piperidines & pyrrolidines (1)

 Indolalkylamines (1) 3,4-CTMP
5-MeO-DIPT
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2.3.2 Etudes de cas 

 

Concernant le volet in vivo de mon travail, nous sommes donc sollicités et confrontés régulièrement à des 

cas ponctuels d’intoxications/expositions aux NPS dans des contextes médicaux ou médico-légaux (e.g. 

intoxications aigües [78], recherches des causes de la mort d’origine toxique [79], cas de soumissions 

chimiques [80]) en association, ou non, avec d’autres psychotropes [81]). 

Plutôt que d’effectuer une revue exhaustive des nombreux cas traités, je vous propose de demeurer sur 

la thématique des NOS à travers 2 cas. 

 

2.3.2.1 Ocfentanil [53] 

 

Ce cas repose sur une collaboration avec le laboratoire de toxicologie du CHU de Grenoble. 

Il s’agit d’une femme de 30 ans retrouvée morte à son domicile. Elle travaillait dans un hôpital et n'avait 

pas d'antécédents de toxicomanie. 

Néanmoins, un garrot, des seringues 

et une poudre rose non identifiée ont 

été retrouvés près de son corps par les 

policiers (sans aucune information sur 

le temps écoulé entre la prise de la 

substance et le décès). Une surdose 

d'héroïne a d'abord été suspectée. 

Lors de l'autopsie, l’examen 

externe a révélé des sites 

d'injection au pli du coude droit et 

au pied gauche. Le médecin légiste 

a conclu qu’un syndrome 

asphyxique probablement 

d’origine toxique devait être à 

l’origine du décès. Des échantillons 

de sang périphérique (SP), sang 

cardiaque (SC), humeur vitrée 

(HV), bile, contenu gastrique (CG) 

et un prélèvement nasal (à noter, 

aucun échantillon d'urine n'était disponible) ont été prélevés et conservés à -20°C jusqu'à analyse 

toxicologique. 

 

L’analyse de la poudre par CL-SM/SM a mise en évidence de l’ocfentanil (OcF), un NOS, à une teneur de 

1,2 %, des traces d’héroïne et ses produits de coupe classiques, caféine et paracétamol (Tableau 8). Le 

contenu de cette poudre est relativement similaire avec les poudres de 2 cas de décès rapportés dans la 

littérature [82,83]. 

L’ocfentanil a été également mis en évidence par CL-MS/MS dans le sang périphérique et cardiaque, 

l’humeur vitrée, la bile et le contenu gastrique mais pas dans le prélèvement nasal (écouvillon). Les 

Tableau 9 : Concentration d'ocfentanil dans les échantillons 
biologiques et données des cas mortels rapportés dans la 

littérature 

 Cas Coopman et al [82] Dussy et al [83] 

Sang périphérique 3,7 μg/L 15,3 μg/L 9,1/7,5 μg/L 

Sang cardiaque 3,9 µg/L 21,9/23,3 µg/L 27,9 µg/L 

Humeur vitrée 2,0 µg/L 12,5 µL nr 

Bile  8,4 µg/L 13,7 µL nr 

Contenu gastrique 2,5 µg/L 17,1 µg/L nr 

Ecouvillon ND 3000 ng/écouvillon 360 ng/écouvillon 

 nr : non réalisé 

Tableau 8 : Substances identifiées dans la poudre et données 
des cas mortels rapportés dans la littérature 

Composés Poudre rose Coopman et al [82] Dussy et al [83] 

Ocfentanil 1,2 % 2,54 % 0,91% 

Héroïne 0,6 % nd nd 

Caféine 44 % 13,7 % + 

Paracétamol 37 % 58,4 % + 

nd : non détecté 
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concentrations sont plus faibles que les 2 cas de la littérature mais de même ordre de grandeur [82,83] 

(Tableau 9). 

C’est dans un second temps, que j’ai été sollicitée pour réaliser un screening en masse exacte (CL-SMHR) 

afin d’essayer d’identifier des métabolites de l’ocfentanil (OcF). Parallèlement à l’analyse de ces 

échantillons, une étude de métabolisme in vitro avec les HLM a été réalisée selon le protocole décrit 

précédemment avec le Fu-F. 

Cette étude in vitro a révélé quatre métabolites résultant de l'hydroxylation et / ou de la déméthylation 

et / ou de la glucuronoconjugaison : les voies métaboliques sont présentées dans la Figure 32 et les 

données de masses exactes sont dans la Figure 33 et le Tableau 10 :  

- un OcF mono-hydroxylé (OH OcF) correspondant à l’hydroxylation (+ OH = + 15,9949 Da) du 

groupe phényléthyle (la position exacte de l'hydroxylation ne pas être élucidée) 

- un O-déméthyl-OcF (-CH2 OcF) correspondant à la perte du méthyle (- CH2 = - 14,0157 Da) du 

groupe méthoxy 

- un O-déméthyl-OcF hydroxylé (OH-CH2 OcF) résultant à la fois de l'hydroxylation sur le groupe 

phényléthyle et de la perte du méthyle du groupe méthoxy (OH -CH2 = + 1,9792 Da) 

- une forme glucuronoconjuguée de l'O-déméthyl OcF (-CH2 OcF Glu = + 162,0164 Da ) 

 
 

 
 

Figure 32 : Voies métaboliques de l’ocfentanil proposées à partir de l’analyse in vitro 

                     
Figure 33 : Schéma de fragmentation de l’ocfentanil 

 Fragmentation 

a 
Clivage entre le cycle pipéridine et le N-
fluorophenyl-2-methoxyacetamide 

b 
Clivage entre le cycle pipéridine et le 
phénéthyle 

c/d Dégradation du cycle pipéridine 
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Tableau 10 : Métabolites de l’OcF avec temps de rétention (TR), biotransformation, formule, masse 
exacte de l’ion précurseur [M+H]+ et des fragments 

Nom Biotransformation Formule [M+H]+ TR 
Fragmentation (Figure 33) 

a b c d 

OH-CH2 OcF O-desmethylation, hydroxylation C21H25FN2O3 373,1927 4,22 204 121   

-CH2 OcF Glu O-desmethylation, glucuronidation C27H33FN2O8 533,2299 4,62 188    

OH OcF Hydroxylation C22H27FN2O3 387,2084 4,82 204 121   

-CH2 OcF O-desmethylation C21H25FN2O2 357,1978 5,20 188 105 134 146 

OcF - C22H25FN2O2 371,2135 5,72 188 105 134 146 

 

En s'appuyant sur l'intensité relative de la surface des pics chromatographiques, le métabolite -CH2 OcF 

est clairement le principal métabolite produit in 

vitro (Tableau 11). La voie métabolique du fentanyl 

ou de ses analogues, comme le Fu-F, comprend 

habituellement la N-désalkylation (perte du 

phényléthyle) qui entraîne la production de 

norfentanyl. Pour l'OcF, un tel norOcF n'a pas été 

observé dans les incubats des HLM ni dans les 

échantillons biologiques. De même, le 

despropionylfentanyl [1-(2-phényléthyl) 

-4-N-anilinopipéridine], métabolite connu du 

fentanyl et de ses analogues, comme le Fu-F, issu de l'hydrolyse du fentanylamide, rapporté pour la 

première fois par Van Rooy et al n’a pas été observé [57].  

Aucun fluoro-despropionylfentanyl n'a été observé dans les incubats des HLM ni dans les échantillons 

biologiques, suggérant que ce métabolite commun au fentanyl n'est pas un métabolite (majeur) de l'OcF. 

Enfin, un seul OcF mono-hydroxylé a été détecté, bien qu'il soit connu que l'hydroxylation peut se 

produire à plusieurs endroits avec la plupart des dérivés du fentanyl [56,61,63,64]. 

 

À l'exception du O-déméthyl OcF Glu, les métabolites produits in vitro ont été détectés in vivo dans le 

sang périphérique et cardiaque et la bile de la victime (Tableau 11). De la même manière qu'in vitro, le O-

déméthyl OcF est le principal métabolite observé in vivo. En particulier dans la bile (ratio égal à 1,2) où il 

semble être présent à une concentration supérieure à celle de l'OcF. En conséquence, le O-desmethyl OcF 

pourrait être proposé comme un métabolite essentiel de l’OcF à enregistrer dans les bibliothèques de 

masse exacte afin d'améliorer la détection d'OcF dans les échantillons biologiques. Il va de soi que des 

confrontations supplémentaires aux données in vivo (en particulier dans des échantillons d'urine de 

consommateurs) sont nécessaires pour confirmer cette suggestion. 

 
  

Tableau 11 : Ratio de la surface des pics des 
métabolites / la surface du pic de l’OcF 

Nom  HLM SC SP Bile 

OH-CH2 OcF  0,02 0,004 0,003 nd 

-CH2 OcF Glu  0,04 nd nd nd 

OH OcF  0,03 0,003 0,006 nd 

-CH2 OcF  0,34 0,31 0,50 1,2 

OcF  - - - - 
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2.3.2.2 U-47700 

 

En avril 2017, une poudre inconnue a été collectée par le réseau SINTES et par la suite, livrée à des fins 

d'analyse dans notre laboratoire. Cet échantillon de 70 mg d'une poudre blanche était obtenu auprès d'un 

utilisateur de 29 ans vivant dans le sud de la France. Cet homme a déclaré que cet échantillon était un 

NOS obtenu gratuitement sur un site Internet et qu'il avait de puissants effets opioïdes (y compris les 

sentiments de bien-être émotionnel et d'euphorie). En raison de ces effets, cet utilisateur a mentionné 

que ce NOS pourrait être considéré comme "le crack des opiacés". Au cours de la même période, un 

homme de 19 ans a été retrouvé mort à son domicile dans le sud-est de la France. Plusieurs comprimés 

de paroxétine ont été trouvés près du corps. Les résultats de l'autopsie n'étaient pas spécifiques et le 

médecin légiste a conclu à un décès lié à un syndrome d’asphyxie non spécifique qui pourrait être d’origine 

toxique. Des échantillons biologiques (sang périphérique et cardiaque, urine, humeur vitrée, bile et 

contenu gastrique) ont été maintenus à - 20°C jusqu'aux analyses et envoyés au laboratoire. 

 

Une analyse de la poudre par CL-SMHR et RMN 1H a permis de caractériser un autre NOS, le U-47700. La 

teneur de cette poudre en U-47700 a été évaluée à 87% (Figure 34).  

 

 

Figure 34 : Spectre du U-47700 obtenu par CL-SMHR [A] et son schéma de fragmentation [B], spectre de 
la RMN 1H [C] 

 

Les résultats globaux des analyses toxicologiques réalisées par CL-SMHR dans les prélèvements 

biologiques sont résumés dans le Tableau 12. Les médicaments détectés (paracétamol, oxazépam, 

dextrométhorphane et paroxétine) sont cohérents avec ceux prescrits. Les concentrations sanguines 

observées sont inférieures aux zones thérapeutiques pour le paracétamol, oxazépam, dans la zone pour 

le dextrométhorphane et légèrement au-dessus de la zone thérapeutique pour la paroxétine.  

Deux NPS ont été mis en évidence en plus de ces médicaments : l’α-PHP (alpha-

pyrrolidinohexanophénone) et le U-47700. 

ARTICLE 5 (page 131) 



58  Thèse - Université de Lille 

L’α-PHP est une cathinone dans laquelle le 

groupe amino a été substitué par un reste 

de pyrrolidine. L’α-PHP est un stimulant 

synthétique développé dans les années 

1960 [84]. Depuis 2014, l’α-PHP peut être 

trouvé dans des échantillons de NPS 

vendus en ligne [42,85], a été identifié 

dans des matériaux saisis et/ou dans des 

cas d'intoxication [86–90] et le 

métabolisme a été récemment étudié et 

élucidé [91,92].  

La concentration sanguine d’α-PHP observée (42 μg/L) est plus faible que les données rapportées 

précédemment dans des cas d’intoxication non mortelle : 175 μg/L (un homme présentant des 

hallucinations et des idées délirantes) [90] et 230 μg/L (un homme manifestant des hallucinations et de 

l'agitation) [93]. Il n'y a pas d'autres données rapportées sur la concentration sanguine d’α-PHP dans la 

littérature, en particulier dans le sang post-mortem.  

 

Le U-47700 est un opioïde analgésique, synthétisé par l’industrie pharmaceutique Upjohn dans les années 

70 [94], il est 7,5 fois plus puissant que la morphine [95]. Il a déjà été impliqué dans de nombreux cas 

d’intoxication ou de décès depuis ces dernières années aux Etats-Unis et en Europe [96–112]. 

La concentration d’U-47700 dans le sang périphérique post-mortem à 3040 µg/L semble être plus élevée 

que celles habituellement observées dans des cas de décès impliquant l’U-47700. Mohr et al rapporte 16 

cas de décès avec une concentration sanguine d’U-47700 en moyenne de 253 μg/L (de 17 à 490 μg/L) 

[44]. Dans le sang d'un homme de 30 ans retrouvé mort chez lui, l’U-47700 a été dosé à 13,8 μg/L 

(intoxication combinée au fentanyl) [96]. Un décès impliquant l’U-47700 et d’autres médicaments est 

rapporté par Mc Intyre et al. : dans ce cas, la concentration d’U-47700 a été quantifiée dans le sang 

périphérique et central respectivement à 190 μg/L et à 340 μg/L. Des données de distribution tissulaire 

d’U-47700 sont rapportées à 70 μg/L dans l’humeur vitrée, 360 µg/L dans l’urine et 1,7 mg/kg dans le foie 

[97]. Et enfin, dans une affaire impliquant la mort d'un homme de 27 ans, la concentration d’U-47700 

était de 1 460 μg/L dans le sang fémoral post-mortem [98].  

En conséquence, cette concentration élevée dans le sang est cohérente avec l'hypothèse d'un surdosage 

massif d’U-47700 avec dépression respiratoire entraînant le décès du jeune homme. 

 

J’ai parallèlement réalisé une étude du métabolisme in vitro du U-47700 en utilisant des HLM en suivant 

le protocole détaillé précédemment. Plusieurs métabolites prédits in silico ont été produits par les HLM 

et/ou identifiés dans les urines (Figure 35). Seuls le N-déméthyl-U-47700 (M01), N, N-didéméthyl-U-47700 

(M02) et N-démethyl-hydroxyl-U-47700 (M03) ont été produits par les HLM. L’analyse des urines a permis 

de caractériser les métabolites N, N-Didéméthyl-hydroxyl (M04-A et M04-B) (Tableau 13). Dans le sang, 

les mêmes métabolites que ceux produits par les HLM ont été identifiés.  

 

Tableau 12 : Concentration en µg/L des composés 
identifiés par CL-SMHR dans les prélèvements biologiques 

Composé SP URINE 
Zones 

thérapeutiques 

Paracétamol 700 800 2 500 – 25 000 

Oxazépam 30 40 150 – 2 000 

Dextrométhorphane 20 100 10 - 40 

Paroxétine 170 730 10 - 100 

Alpha-PHP 41,7 62,8 - 

U-47700 3 040 2 230 - 
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Figure 35 : Voies métaboliques du U-47700 proposées à partir de l’analyse in vitro 

 

Tableau 13 : Métabolites du U-47700 avec temps de rétention (TR), biotransformation, formule, masse 
exacte de l’ion précurseur [M+H]+ et des fragments 

 
Nom Formule [M+H)+ TR Fragments 

Parent U-47700 C16H22N2OCl2 329,1182 6,29 284; 204; 173; 81; 145 
M01 N-Déméthyl C15H20N2OCl2 315,1025 6,07 284; 204;173; 81;145 
M02 N,N-Didéméthyl C14H18N2OCl2 301,0869 5,95 284; 204; 173; 81; 145; 270; 189 
M03 N-Déméthyl-hydroxyl  C15H20N2O2Cl2 331,0975 5,64 300; 204; 173; 145 
M04-A N,N-Didéméthyl-hydroxyl C14H18N2O2Cl2 317,0818 5,64 300; 204; 173; 145 
M04-B N,N-Didéméthyl-hydroxyl C14H18N2O2Cl2 317,0818 5,09 96; 110 

 

Quelques auteurs ont rapporté des données sur le métabolisme du U-47700 (Tableau 14). Cette étude 

confirme, comme suggéré par Jones et al., que les étapes de métabolisation de phase I, N-déméthylation 

de l’amine tertiaire suivie de l'hydroxylation du cycle cyclohexane, sont les principales étapes de 

métabolisation [109]. Krotulski et al. rapporte que le N-Déméthyl-U-47700 (M01) est le principal 

métabolite [108]. Il a été systématiquement détecté dans le sang ou dans l'urine en cas d'ingestion d'U-

47700 [98,108–112]. À la vue des ratios déterminés (surface du pic chromatographique du métabolite par 

rapport à celle du U-47700), le métabolite M01 est le métabolite majoritaire dans les 2 études in vitro 

(1,73 et 19,8) et très souvent in vivo, en particulier dans l'urine (n = 8, 0,8 ; >1 ; 1,4 ; 1,9 ; 3,6 ; 4,9 ; 6,6 et 

14,2). Le métabolite N, N-Didéméthyl-U-47700 (M02), a également été rapporté dans des études 

antérieures. Tout comme M01, le signal chromatographique de M02 est supérieur à celui du U-47700 

(ratio > 1). M01 et M02 ont subi une hydroxylation pour former le N-Déméthyl-hydroxyl-U-47700 (M03) 

et le N, N-Didéméthylhydroxyl-U-47700 (M04). Dans mon étude de cas, M04 donne lieu à deux pics 

chromatographiques, ce qui était prévisible en raison de plusieurs sites d'hydroxylation possibles. Selon 

les résultats de l’étude in vitro (très faibles quantités détectées par Krotuslki et al. et non détectées dans 

notre étude) ainsi que la détection in vivo (ratio >1 n'a été observé que dans 50% des urines pour M04 et 

dans 1 cas sur 8 pour M03), ces 2 métabolites hydroxylés du U-47700 semblent d'importance mineure.  

Dans mon étude in vitro tout comme dans les cas rapportés, les métabolites sont des produits majeurs 

d’élimination d’une consommation de U-47700. Le N-Déméthyl-U-47700 (M01) et le N,N-Didéméthyl-U-

47700 (M02) sont des métabolites qui doivent être intégrés dans les bases de données spectrales pour 

améliorer l’efficience de la détection de prise d’U-47700. 
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Tableau 14 : Comparaisons de mes données avec celles de la littérature 

Ech  CAS M01 M02 M03 M04 

HLM 
Etude rapporté + (1,73) + (0,07) + (0,01) 

 

Krotulski et al. + (19,8) + (4,57) + (0,04) + (0,06) 

SANG 

Cas rapporté + (0,26) + (0,24) + (0,04) 
 

Seither et al. + 
   

Favretto et al. + (>1) + (>1) + (≤1) + (≤1) 
Elliot et al. + + 

  

Jones et al. + (0,11) 
   

URINE 

Cas rapporté + (6,60) + (5,30) + (2,20) + (3,26/2,60) 
Fleming et al. + + 

  

Favretto et al. + (>1) + (>1) + (>1) + (≤1) 
Elliot et al. + + 

  

Jones et al. + (4,98) + (1,57) + (1,13) + (0,62) 
Krotulski et al. case #1  + (1,92) + (0,71) + (0,36) + (0,29) 
Krotulski et al. case #2  + (3,57) + (0,86) + (0,64) + (0,18) 
Krotulski et al. case #3 + (0,84) + (0,18) + (0,16) + (0,08) 
Krotulski et al. case #4 + (14,3) + (5,86) + (1,86) + (1,86) 
Krotulski et al. case #5 + (1,43) + (0,36) + (0,19) + (0,14) 

 

2.3.3 Etudes clinico-biologiques et épidémiologiques 

 

Les données épidémiologiques et cliniques concernant les NPS demeurent rares, en particulier en France 

[113]. Par le biais d’études dans des populations à risques, cet aspect de la thèse s’attache à apporter des 

éléments de réponse aux questions suivantes : quels sont les NPS consommés, par qui (sur une période 

définie) et quels sont les autres psychotropes éventuellement associés ? 

 

2.3.3.1 Etudes clinico-biologiques 

 

Dans le domaine de la toxicologie clinique, j’ai travaillé en collaboration avec le centre antipoison (CAP) 

de Bordeaux dans le cadre d’études prospectives, FERIATOX et MUSITOX.  

De nombreuses substances psychoactives, parmi lesquelles de nouveaux produits de synthèse, peuvent 

être responsables d’intoxications dans des rassemblements festifs, tels que les ferias ou festivals de 

musique [114].  

L’objectif principal de ces projets est d’identifier les principales molécules psychoactives (et leurs 

métabolites) responsables des tableaux cliniques les plus graves et de décrire ces tableaux cliniques pour 

en améliorer la prise en charge ultérieure, notamment dans les postes médicaux avancés (PMA) mis en 

place lors de tels évènements festifs.  

Les objectifs secondaires sont épidémiologiques (déterminer les molécules qui circulent dans les 

évènements festifs afin de mettre en place des actions de prévention) et analytiques (mettre en place des 

méthodes analytiques de dépistage, avec des étalons de référence), en lien direct avec le sujet de cette 

thèse. 
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2.3.3.1.1 FERIATOX 

 

Le projet FERIATOX concerne les « ferias » 

du Sud-Ouest [115]. 

Après avis favorable du comité de protection 

des personnes (CPP), une étude prospective 

a été conduite (sous la direction du CAP de 

Bordeaux) au cours de deux ferias (Figure 

36) : 

- Dax du 12 au 16 août 2015  

- Mont de Marsan 22 au 26 juillet 

2015, appelée aussi fêtes de la 

Madeleine 

 

Les patients admis en PMA avec des troubles neurologiques 

et/ou du comportement évocateurs d’une prise de 

substances psychoactives et/ou rapportant (lui ou son 

entourage) avoir consommé des substances psychoactives 

étaient inclus dans l’étude. À l’issue d’une mesure de la 

glycémie systématiquement réalisée dans ce contexte, 

quelques gouttes de sang capillaire ont été déposées sur un 

papier buvard (DBS : Dried Blood Spot) et si possible, un 

prélèvement urinaire (UR) et un prélèvement capillaire (CHV) 

ont été collectés.  

Au total, 27 patients, majoritairement des hommes de 15 à 

30 ans, ont été inclus dans l’étude : 19 pour la féria de Mont de Marsan et 8 pour la féria de Dax. Il n’y a 

eu aucun décès et aucune admission en réanimation. 

 

Les échantillons, 27 DBS, 24 prélèvements de cheveux et 14 prélèvements urinaires, nous ont été 

adressés pour analyser et identifier une éventuelle cause toxique par une ou plusieurs substances 

psychoactives en rapport avec le tableau clinique présenté par le patient. 

 

Une étape d’extraction est indispensable avant l’analyse, les protocoles de préparation d’échantillons 

sont spécifiques pour chaque matrice (DBS, UR et CHV) (Figure 37).  

Les férias sont des fêtes traditionnelles 

dans le Sud-Ouest de la France, en 

Espagne, au Portugal et Amérique du Sud. 

En France, ces jours de festivité 

rassemblent des centaines de milliers de 

personnes et mélangent spectacles de 

tauromachies, manifestations musicales, 

folkloriques et sportives. 

Feria 

 

Figure 36 : Ferias de Dax et Mont de Marsan 



62  Thèse - Université de Lille 

 
Figure 37 : Protocoles d’extraction des échantillons de l'étude FERIATOX 

Pour chaque échantillon, deux approches de screening ont été réalisées : 

- Screening non ciblé en masse exacte avec un système CL-SMHR (Xevo® G2 QTOF, Waters) [52]. 

- Screening ciblé avec un système CL-SM/SM (Xevo® TQS, Waters) en mode MRM avec des 

méthodes spécifiques dédiées aux stupéfiants, aux NPS et aux psychotropes [81]. 

La base de données contenait plus de 1400 composés dont 440 NPS et métabolites. 
 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet de plusieurs présentations [116–120]. 

L’analyse des DBS met en évidence dans plusieurs prélèvements des stupéfiants seuls ou en association 

(n=12), cocaïne (n=9), cannabis (n=3) et de la MDMA (n=4) (Tableau 15). Plusieurs produits de coupe de 

la cocaïne ont été identifiés (lévamisole, lidocaïne et phénacétine). Des psychotropes ont été identifiés 

également tels que des antalgiques (paracétamol, tramadol), antidépresseur tricyclique (amitriptyline), 

antipsychotiques (cyamémazine, loxapine), anxiolytiques (hydroxyzine, oxazepam), traitement de 

substitution aux opiacés (TSO) (méthadone) et dans un cas il a été mis en évidence de la kétamine (Tableau 

15). La kétamine est un anesthésique d’action rapide utilisé en médecine humaine et vétérinaire mais 

détournée de son usage depuis plusieurs années dans les milieux festifs et les soirées privées [121]. Dans 

12 DBS, aucune substance psychoactive n’a été observée. 

Les résultats urinaires sont cohérents avec les résultats des DBS (Tableau 16). En plus des stupéfiants 

identifiés dans les DBS, de la psilocine a été mise en évidence. Les psychotropes rencontrés dans les urines 

sont quasi similaires avec ceux identifiés dans les DBS. 

Cependant, aucun NPS n’a été observé ni dans les DBS ni dans les urines. 
 

Pour les cheveux, seul le 1er segment de 2 cm côté proximal a été analysé afin d’avoir le reflet de la 

consommation de psychotropes dans le mois précédent le prélèvement.  

Comme dans les DBS et les urines, les stupéfiants sont très souvent observés, cocaïne (45%), cannabis 

(58%) et MDMA (33%). D’autres psychotropes que ceux identifiés dans les DBS et urines ont été mis en 

évidence : antalgique (néfopam), antidépresseur (citalopram), anti-épileptique (carbamazépine), anti-

histaminique (chlorphéniramine, doxylamine et phéniramine), anti-inflammatoire (acide niflumique, 

dexaméthasone, methylprednisone), hypnotique (zolpidem). L’analyse capillaire a cependant permis de 
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révéler une consommation de NPS (Tableau 15). En effet, dans un cas du 5-EAPB et ses métabolites ont 

été identifiés en association avec de la méthylone (Tableau 16). 
 

Tableau 15 : Composés identifiés dans les prélèvements de l'étude FERIATOX 

  DBS (n=27) UR (n=14) CHV (n=24) 

Stupéfiant 

Amphétamine nd nd 1 

Cocaïne 9 3 11 

Codéine nd nd 1 

MDMA 4 1 8 

THC 3 5 14 

Produit de coupe 
Lidocaïne 2 1 7 

Lévamisole 3 nd 2 

Phénacétine 1 nd 4 
 Psilocine nd 1 nd 

Antalgique 
Nefopam nd 1 2 

Paracétamol 5 7 17 

Tramadol 4 3 8 

Anti-dépresseur Citalopram nd nd 1 

Anti-dépresseur tricyclique Amitriptyline 1 1 2 

Antidiabétique Metformine nd 1 nd 

Anesthésique Kétamine 1 1 nd 

Antiémétique Métoclopramide nd 1 2 

Anti-épileptique 
Carbamazépine nd nd 1 

Lévétiracetam 1 1 nd 

Anti-histaminique 
Chlorphéniramine nd nd 1 

Doxylamine nd nd 1 

Phéniramine nd nd 2 

Anti-inflammatoire 
Acide niflumique nd nd 1 

Dexaméthasone nd nd 1 

Methylprednisone nd 1 1 

Anti-paludéen/Antiarthymique Quinine/Quinidine nd nd 2 

Antipsychotique 
Cyamémazine 1 1 nd 

Halopéridol nd 1 1 

Loxapine 1 1 1 

Anxiolytique 
Hydroxyzine 1 1 3 

Oxazépam 2 2 2 

Hypnotique Zolpidem nd nd 1 

Neuroleptique 
Quétiapine 1 1 1 

Tiapride nd 1 2 

Traitement de substitution  
aux opiacés 

Buprénorphine nd 1 1 

Méthadone 1 2 2 

Vasoconstricteur Ephédrine nd nd 2 

NPS 
Méthylone nd nd 1 

5-EAPB nd nd 1 

 

Ainsi, les substances psychoactives identifiées, dans les DBS et les urines, sont cohérentes avec les 

tableaux cliniques constatés. Cette étude préliminaire, malgré un effectif limité, prouve la praticabilité et 

l’efficience des DBS dans des situations précaires où le prélèvement est difficile comme dans les PMA. 

Enfin, il est évident que la constatation d’absence d’intoxication par NPS dans cet échantillon de patients 

ne peut pas être étendue à d’autres rassemblements festifs, tels que des festivals de musique.  
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2.3.3.1.2 MUSITOX 

 

Une étude similaire a été réalisée lors 

d’un festival de musique. Du 30 juin au 2 

juillet 2017 a eu le lieu le festival 

Garorock à Marmande en région 

Nouvelle Aquitaine (Figure 38). Ce 

festival est l’un des plus grands festivals 

de musique en France où des dizaines de 

milliers de festivaliers se rendent chaque 

soir.  
 
 

Les critères d’inclusion étaient identiques à l’étude FERIATOX. Les PMA disposaient de kits de 

prélèvements constitués d’un buvard DBS prénuméroté et d’un lien pour orienter la mèche de cheveux 

prélevée. 

A la différence de l’étude FERIATOX, il n’y a pas eu de prélèvement d’urine. 

Au total, 25 patients ont été inclus dans l’étude. Pour un patient, le prélèvement capillaire n’a pas pu être 

réalisé ayant les cheveux trop courts. 

Le protocole analytique réalisé était identique à celui décrit précédemment pour l’étude FERIATOX. 

 

Les résultats de cette étude ont déjà fait l’objet de plusieurs présentations lors de congrès [122,123]. 

L’ensemble des résultats des criblages toxicologiques des DBS et des cheveux pour chaque patient est 

regroupé dans le Tableau 17. 

L’analyse des DBS (n=25) a permis de mettre en évidence de nombreuses fois des stupéfiants seuls ou en 

association : MDMA dans 12 DBS (48%), amphétamine (20%), THC (24%) et cocaïne (16%). 

D’autres principes actifs ont été mis en évidence tels que le paracétamol dans 44% des échantillons, la 

quinine ou quinidine, la cétirizine, la chloroquine et l’hydroxyzine dans 1 cas (4%) et le lévamisole dans 

16% des échantillons, toujours en association avec la cocaïne. 

Aucun NPS n’a été retrouvé dans les DBS. 

Dans les cheveux, la présence de stupéfiants est cohérente avec les résultats des DBS. La MDMA reste le 

stupéfiant le plus fréquemment rencontré (n=16 soit 67%), devant la cocaïne (42%), le THC (21%) et 

l’amphétamine (4%). Une autre amphétamine, la MDEA et un opiacé, la codéine, ont été identifiés chacun 

dans un cas. 

Des substances psychoactives ont été identifiées tels que des anti-histaminiques H1 (cétirizine, 

desloratadine, diphénydramine, chlorphéniramine), antalgique (paracétamol), des produits de coupe de 

la cocaïne (lévamisole, chloroquine, hydroxyzine) et un inhibiteur de la phosphodiestérase de type 5 (PDE-

5) (sildénafil). 

Un NPS a été mis en évidence dans une mèche de cheveux. Il s’agit d’un cannabinoïde de synthèse, le 

MDMB-CHMINACA (Tableau 18). 

  

 

Figure 38 : Festival Garorock 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Inhibiteur_de_la_phosphodiest%C3%A9rase
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Tableau 17 : Résultats des criblages toxicologiques pour l’ensemble des prélèvements de l’étude 
MUSITOX 

 
 ND : Non détecté 

 

Tableau 18 : Molécules identifiées dans les DBS et cheveux de l'étude MUSITOX  
  DBS (n=25) CHV (n=24) 

Stupéfiant 

MDMA 12 16 

MDEA nd 1 

Amphétamine 5 1 

THC 6 5 

Cocaïne 4 10 

Codéine nd 1 

Antalgique Paracétamol 11 13 

Anti-H1 

Cétirizine 1 1 

Chlorphéniramine nd 1 

Desloratadine nd 1 

Diphénydramine nd 1 

Antipaludéen Chloroquine * 1 nd 

Antipaludéen/Antiarythmique Quinine/Quinidine 1 1 

Anxiolytique Hydroxyzine * 1 3 

PDE-5 Sildénafil nd 1 

Produit de coupe Levamisole 3 4 

Cannabinoïde de synthèse MDMB-CHMINACA nd 1 

* Peut être utilisé comme produit de coupe de la cocaïne  

 
  

N° DBS Cheveux

1 Amphetamine, MDMA + Met, Paracétamol MDMA + Met, Paracétamol

2 THC, Paracétamol MDMA + Met, Paracétamol

3 Paracétamol ND

4 MDMA + Met MDMA + Met, Cocaine + Met, Paracétamol

5 Paracétamol THC, MDMA + Met, Paracétamol

6 Paracétamol Paracétamol

7 Paracétamol THC, Paracétamol

8 THC + Met, Amphetamine, MDMA + Met, Paracétamol THC, MDMA + Met, Amphétamine

9 Paracétamol Cocaine + Met, MDMA

10 THC, Cocaine + Met, Amphetamine, MDMA + Met, Levamisole Non réalisé

11 Cocaine + Met, MDMA + Met, Chloroquine, Hydroxyzine Cocaine + Met, MDMA, MDA, Hydroxyzine + Met, Levamisole

12 THC-COOH Cocaine + Met, MDMA, MDA

13 THC-COOH MDMA + Met, Chlorphéniramine, Paracétamol

14 Paracétamol ND

15 Amphetamine, MDMA + Met Cocaine + MEt, Desloratidine

17 Amphetamine, MDMA + Met MDMA + Met, Hydroxyzine + Met, Sildenafil

18 MDMA + Met MDMA + Met, Cocaine + Met, Levamisole, Paracétamol

19 Cocaine + Met, Quinine/Quinidine
MDMA + Met, Cocaine + Met, Paracétamol, Diphenydramine, 

Quinine/Quinidine

21 MDMA + Met MDMA + Met, Doxylamine + Met, Hydroxyzine + Met

22 MDMA + Met, Paracétamol
MDMA + Met, Cocaine + Met, Cocaethylene, Codéine, MDEA, 

Paracétamol

23 Paracétamol, Cétirizine Cétirizine + Metabolite, Paracétamol

24 THC, Paracétamol MDMA + Met, Cocaine + Met, THC, Levamisole, Paracétamol

25 ND MDMB-CHMICA

26 Cocaine + Met, MDMA + Met, Paracétamol, Lévamisole MDMA + Met, Cocaine + Met, Levamisole, Paracétamol

27 THC,  MDMA + Met THC
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2.3.3.2 NPS et conduite automobile 

 

Dans le cadre de la conduite sous l’influence de produits stupéfiants, les forces de l’ordre peuvent 

soumettre les conducteurs à un dépistage de stupéfiants, lors des contrôles inopinés ou lors d’accidents.  

Dans un premier temps, un dépistage 

salivaire aux drogues classiques 

(cannabis, opiacés, cocaïne et 

amphétamine(s)) est effectué à l’aide 

d’un dispositif immunochimique appelé 

Drugwipe® 5S (DW). Si le résultat est 

négatif, la procédure s’arrête. Par contre 

si le résultat est positif pour au moins 

une des classes, un prélèvement sanguin 

sera effectué afin de confirmer le 

dépistage par une autre technologie telle 

que la CL-SM (Figure 39). 
 

Bien évidemment, cette procédure n’est pas adaptée aux dépistages de la prise de NPS. Or, il est évident 

que la consommation de NPS peut conduire à des déficiences similaires à celles causées causés par 

l'utilisation de stupéfiants traditionnels et qui ne sont pas compatibles avec une conduite sans risque 

[124–127]. 

L’objectif des études qui vont suivre est d’évaluer la prévalence de la consommation des NPS dans des 

populations de conducteurs soumis à ces contrôles. 

 

2.3.3.2.1 Prélèvements sanguins [128,129] 

 

Une première collaboration avec le 

laboratoire de toxicologie de l’Institut 

National de Criminalistique et de 

Criminologie de Bruxelles (INCC) porte sur 

l’analyse rétrospective de prélèvements 

sanguins réalisés dans le cadre de la 

conduite automobile à la suite d’un 

dépistage salivaire positif.  

De janvier à août 2015, des prélèvements 

sanguins ont été collectés dans trois zones 

géographiques belges (Mons, Malines et 

Turnhout) (Figure 40), dans le cadre de 

contrôles routiers inopinés, analysés et 

interprétés selon les procédures et la législation belge en vigueur.  

L’objectif de cette étude est de dresser un bilan plus exhaustif des xénobiotiques consommés, en 

particulier des NPS chez les conducteurs.  

 
Figure 39 : Procédure pour les contrôles de stupéfiants 

 
Figure 40 :  Zones géographiques de l’étude en 

Belgique 

ARTICLE 6 (page 151) 

et ARTICLE 7 (page 159) 
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Pour cela, j’ai procédé à une analyse complémentaire de ces échantillons en 2016, en suivant le protocole 

de préparation d’échantillon décrit dans la Figure 41. Les 

extraits ont ensuite été analysés avec les 2 approches de 

criblage ciblé et non ciblé comme pour les prélèvements 

de l’étude FERIATOX.  

 

Tous les échantillons de sang dans cette étude (n=558) 

étaient obtenus à partir de sujets dépistés positifs à au 

moins une des 4 classes de stupéfiants (cannabis, opiacés, 

cocaïne et amphétamine(s)) par le test de dépistage 

Drugwipe®5S sur le bord de la route, soit après un 

contrôle routier inopiné (98%) ou après un accident. Le 

nombre d’échantillons de sang analysés dans cette étude 

représente environ 14% de tous les échantillons de sang 

collectés dans le cadre d’une confirmation de stupéfiants 

en Belgique en 2015. 

 

Dans les échantillons de sang, le THC a été détecté dans 75% des échantillons, 24% contenaient de la 

cocaïne et/ou de la benzoylecgonine, 14% de l’amphétamine, 8% de la MDMA et 2% de la morphine. 

De plus, 17% des échantillons contenaient un médicament analgésique, 10% une benzodiazépine ou 

hypnotique, 5% un antidépresseur, 2% un 

antipsychotique, 2% un antiépileptique et 1% un 

psychostimulant (méthylphénidate). 

 

Cette première étude a mis en évidence la 

présence de 17 NPS dans 37/558 échantillons (7%).  

Plusieurs familles de NPS sont représentées : 

cannabinoïde de synthèse (AB-Fubinaca), 

cathinone (α-PVP, TH-PVP, méphédrone, 

méthedrone, 4-MEC), phénéthylamine (4-FA), 

aminoindane (2-AI), arylalkylamine (5-MAPB/5-

EAPB, MPA), indoalkylamine (5-MeO-DALT, 4-

Acetoxy-DIPT), arylcyclohexylamine (MXE), 

pipérazine (TFMPP) (Figure 42). 

A noter que la majorité des échantillons positifs en 

NPS ont été obtenus au cours d'un contrôle près du 

festival de Dour (festival de musique). 

 

Ces résultats ont fait l’objet de plusieurs présentations lors de congrès francophone et international 

[130,131].  

 

 
Figure 41 : Protocole de préparation du 

sang 

 
Figure 42 : Fréquence des NPS identifiés dans 

les 558 échantillons de sang 
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Cette étude m’a permis de montrer la réalité d’un usage de NPS chez les conducteurs belges consommant 

également des drogues classiques. Suite à ces résultats, une question s’est posée concernant les 

conducteurs dont les dépistages sont négatifs. Consomment-ils des NPS ? 

Pour cela, le seul prélèvement pouvant être utilisé pour obtenir cette réponse est le test de dépistage 

Drugwipe® 5S usagé. 

 

2.3.3.2.2 Prélèvements salivaires  

 

Nous avons sollicité les forces de l’ordre pour garder l’ensemble des Drupgwipe® usagés positifs ou non 

afin de les analyser.  

Une première étude préliminaire a été réalisée pour évaluer la faisabilité et m’a permis de mettre au point 

un protocole de préparation d’échantillon [129,132]. 

Deux patins absorbants (DSS : Dried Saliva Spot) du dispositif de dépistage sont placés dans du méthanol 

(300 μL) pendant une heure à température ambiante. Après centrifugation, 100 μL de surnageant sont 

additionnés de 50 μL d’étalons internes (méthylclonazépam, β-OH-éthylthéophylline et analogues 

deutérés), évaporés à sec et repris par 100 μL d’un mélange de méthanol/acide formique à 0,1 % et de 

tampon de formiate d’ammonium 5mM à pH 3 (80/20 ; v/v). Les deux approches de screening ont été 

réalisées comme pour l’étude FERIATOX. 

 

Pour cette étude préliminaire, 199 DW négatifs ont été collectés sur la 

région de Mons (n=18) et Malines (n=181). 

Dans ces échantillons, 17 NPS différents ont été détectés (n) : méphédrone (6), kétamine (2), mCPP (1), 

3-FPM (1), 5MeO-DALT (1), MDPV (2), 4-MEC (4), 4-FMA (1), NEB (1), JWH-020 (2), FUB-JWH-018 (1) 

ethylphenidate (2), AM-694 (1), MXE (1), 5F-AKB48 (1), MDMB-CHMICA (1) et HU210 (1).  

De plus, 42 Drugwipe® (21%) contenaient des stupéfiants classiques (n) : THC (29), cocaïne 

(13)/cocaéthylène (3), MDMA (1), amphétamine (1), and méthamphétamine (1). D’autres substances 

psychoactives ont été identifiées : analgésiques dans 5% des échantillons (tramadol, paracétamol), 

antipsychotique dans 3% (amisulpride), antidépresseurs dans 2% (sertraline, citalopram, amitriptyline, et 

nortriptyline) et un hypnotique (zopiclone). 

 

 

* Etude franco-belge [133] 

En 2016 et en 2017, des DW usagés ont été collectés en Belgique dans la région de Mons et Malines et en 

France dans la région de Lille quel que soit le résultat du dépistage. 

En 2016, en Belgique en plus des 199 échantillons négatifs dont les résultats ont été détaillés ci-dessus, 

91 étaient positifs au minimum à une classe de stupéfiants et en France 101 DW négatifs ont été collectés. 

Pour les échantillons collectés en Belgique, les résultats des DW négatifs ont été présentés dans le 

paragraphe précédent, dans 10,5% des DW, un NPS a été identifié. L’analyse des 91 DW positifs a permis 

de détecter 3 NPS différents dans 9 DW (9,9%) : AKB-48 (3), MMC (4) et kétamine (2). 

En France, dans 3 DW sur les 101 collectés, 3 cathinones différentes ont été identifiées : éthylone (1), 

methylone (1) and MDPV (1) (Figure 43). 

Au total, 33 des 391 échantillons analysés (8,4%) contenaient au moins un NPS, qui était associé ou non à 

un stupéfiant classique. En France, ainsi qu'en Belgique, les NPS identifiés étaient principalement des 

ARTICLE 8 (page 171) 

ARTICLE 7 (page 159) 
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dérivés de la cathinone. Il est à noter que les dérivés de la cathinone sont très souvent consommés 

conjointement avec des stupéfiants « classiques ». Aucune relation n'a pu être établie entre le type de 

NPS et le mois ou les zones géographiques des prélèvements salivaires. Étant donné que la présence de 

NPS dans la salive suggère fortement une consommation récente, ces conducteurs peuvent être 

considérés comme étant sous l'influence de substances psychoactives lors la conduite. Ainsi, 8% des 

conducteurs initialement testés étaient au volant de leur véhicule sous l'influence de NPS. Ces données 

ne concernent que les conducteurs soumis à un dépistage de drogue au bord de la route et ne peuvent 

donc pas être extrapolées à la population globale des conducteurs. 

En 2016, ce pourcentage de NPS détecté dans les échantillons salivaires (8,4%) met en évidence la réalité 

de la conduite après l’usage de NPS chez les conducteurs français et belges et est comparable aux données 

sanguines (7%) observées en 2015 dans des populations similaires [129]. 

 

En 2017, en Belgique, 251 DW ont été collectés (40 négatifs/211 positifs), dans 7 DW, soit 3%, a été 

identifié un NPS : THJ-2201 (1), alpha-PVP (4), N-éthylhexedrone (1), 3-FPM (1), 4-FMA (1) ethylphénidate 

(2) et isopropylphénidate (2). En France, 140 DW ont été collectés (72 négatifs/68 positifs), dans 3% des 

échantillons des NPS ont été mis en évidence : 4-méthyl-NEP (1), éthylphénidate (1), LSD (1) et 

méthamnétamine (1) (Figure 43). Une diminution du pourcentage de NPS est observée dans les 

échantillons salivaires (3%) entre 2016 et 2017. Les cathinones restent les NPS les plus fréquemment 

identifiés. 

 

 
Figure 43 : Connexions entre les NPS et les stupéfiants « classiques » (en noir) dans les DW collectés en 

2016 et en 2017. Le nombre d’identifications et de connexions est présenté. 

 

* Garorock 

Une étude de la prévalence des NPS chez les conducteurs a été également réalisée lors du festival 

Garorock. Les forces de l’ordre avaient été sensibilisées pour cette étude et les DW usagés utilisés les 

jours du festival ont été gardés. Les contrôles étaient uniquement inopinés ou « à la tête du client » et/ou 

de son véhicule.  

Cette étude a fait l’objet d’une présentation [134]. 

Au total, 229 DW (133 négatifs/96 positifs) usagés répartis de la façon suivante : 
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- 9 DW ont été collectés le 25/06/2017 lors du festival Art-Scenyk 

- 68 DW ont été collectés le 30/06/2017 et 01/07/2017 au début du festival Garorock 

- 113 DW ont été collectés le 02/07/2017 et 03/07/2017 à la sortie du festival Garorock en 

direction de Toulouse 

- 39 DW ont été collectés le 03/07/2017 à la sortie du festival Garorock en direction de Bayonne 

et Pau. 

 

Dans 17 DW, soit 7,4%, des NPS ont été identifiés (Figure 44). 

Lors du festival Art- Scenyk, 2 cathinones, la 3-4 MMC et la 4F-PVP ont été identifiées chacune dans un 

DW différent. 

Pour les DW à l’entrée du festival Garorock, dans 7 DW des arylcyclohexylamines ont été détectées : 

méthoxykétamine (1), MXE (3), kétamine (3) ce qui représente 10,3 % des « entrants ». 

Pour les DW à la sortie du festival Garorock, dans 11 

DW des NPS de familles diverses ont été détectés : 

cannabinoïdes de synthèse (5F-AKB48, MAM-2201, 

JWH-122), cathinone (MMC), arylcyclohexylamine 

(kétamine), phénéthylamines (FMA, 25C-NBOMe, 

APB) ce qui représente 7,3 % des « sortants ». 

Ce résultat est comparable aux données disponibles 

dans une population similaire [135]. Dans ce contexte 

« festif », il faut noter que la nature des NPS 

consommés est marquée par la forte proportion de 

cyclohexanones (kétamine, MXE et 

méthoxykétamine) (39 % des NPS consommés).  
 
 
  

 

 

  
Figure 44 : Fréquence des NPS identifiés dans 

les DW aux abords du festival Garorock 
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2.3.4 Autres travaux 

 

Pendant ces 3 années, j’ai également été sollicitée par de nombreuses équipes pour des cas ponctuels 

d’intoxications/exposition aux NPS dans des contextes médicaux ou médico-légaux, ou des études 

expérimentales afin de confirmer ou d’apporter des informations supplémentaires grâce à l’utilisation de 

mon outil analytique. Certaines d’entre-elles ont fait l’objet de publication sous forme d’article ou de 

présentation lors de congrès. 

 

2.3.4.1 Etudes de cas 

2.3.4.1.1 Méthiopropamine [136] 

 

L’équipe du CHU de Bordeaux m’a fait parvenir un prélèvement sanguin d’un patient de 30 ans retrouvé 

par sa famille dans un état agité après avoir ingéré de la « synthacaïne » et fumé du cannabis la veille. 

Après un criblage toxicologique par CL-SMHR et CL-SM/SM, de la méthiopropamine (MPA) a été mise en 

évidence et quantifiée à 14 µg/L dans le plasma et 8,16 µg/L dans l’urine (13h après son admission). 
 

2.3.4.1.2 25I-NBOMe [137,138] 

 

Un jeune homme âgé de 29 ans a eu une perte de conscience aiguë dans l'heure qui a suivi l’instillation 

d’une goutte dans le nez d'un liquide rose. Des analyses de première intention ont été réalisées sur des 

échantillons d'urine et de sang à H3 : des benzodiazépines ont été détectées dans le sang et l'urine 

(détection par barrette de diodes) et un résultat positif douteux pour le LSD (méthodes 

immunochimiques). D’autres échantillons biologiques ont ensuite été prélevés à H15. L’échantillon de 

liquide rose consommé par voie nasale par le patient a été récupéré. L’ensemble de ces échantillons m’a 

été confié pour un criblage toxicologique par CL-SMHR et CL-SM/SM. 

L’analyse du liquide rose a mis en évidence un cocktail de 25I-NBOMe, 25H-NBOMe et de 25C-NBOMe. 

Le 25I-NBOMe était le composé majoritaire de ce mélange. N’ayant pas les métabolites du 25I-NBOMe 

dans mes bases de données des criblages non ciblés (CL-SMHR) et ciblés (CL-SM/SM), j’ai réalisé une étude 

in vitro du métabolisme du 25I-NBOMe avec les HLM afin d’augmenter les fenêtres de détection du 25I-

NBOMe.  

De nombreux métabolites ont ainsi été caractérisés : des métabolites de phase I suite à une hydroxylation, 

déméthylation, N-déalkylation et des métabolites de phase II après glucuronoconjugaison. L’analyse des 

prélèvements biologiques a permis d’identifier du 25I-NBOMe dans le sérum à H3 à une concentration de 

0,9 µg/L et dans les urines à H3 et H15 à une concentration de 1,4 et 1,2 µg/L mais également 7 

métabolites précédemment produits in vitro. Deux métabolites, le déméthyl 25I-NBOMe et son 

glucuronide semblent être des métabolites majeurs d’élimination du 25I-NBOMe dans les urines. 

 

Le CHU d’Amiens m’a sollicitée pour les aider à identifier ce qu’un jeune 

homme aurait pu avoir consommé. Cet homme, âgé de 25 ans, est 

décédé après avoir été percuté de plein fouet par un train qui roulait à vive allure. D’après les témoignages 

recueillis par les forces de l’ordre, il se serait avancé au milieu de la voie peu avant le passage du train. Il 

revenait d’une rave party et aurait consommé une substance appelée « la goutte ». Cette appellation 

désignerait un NPS, le 25I-NBOMe. 

ARTICLE 9 (page 177) 

ARTICLE 10 (page 183) 

ARTICLE 11 (page 197) 
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Le criblage toxicologique par CL-SMHR et CL-SM/SM, n’a pas mis en évidence le 25I-NBOMe ni ses 

métabolites. Cependant, du LSD et l’un de ses métabolites, le 2-oxo-3-hydroxy-LSD ont été identifiés à des 

concentrations respectivement de 1,6 et 0,1 µg/L dans le sang et de 1,4 et 9 µg/L dans les urines. On ne 

peut tout de même pas exclure que la « goutte » ne contenait pas de 25I-NBOMe, les quantités de 25I-

NBOMe consommées sont très faibles et les concentrations dans le sérum sont de l’ordre de quelques 

pg/mL [137,139].  

Ce cas a été présenté lors du 24e congrès annuel de la Société Française de Toxicologie Analytique [140] 

 

2.3.4.1.3 α-PHP 

 

Ce cas a été présenté lors du 25e Congrès annuel de la Société Française de Toxicologie Analytique et 54e 

congrès de la Société de Toxicologie Clinique [11]. 

Un homme de 32 ans a été admis au CHU de Nancy après avoir sauté du premier étage d’un immeuble. A 

son admission, il est très agité, logorrhéique, incohérent, désorienté et présente des hallucinations avec 

des idées de persécution. Il déclare avoir « fumé de l’α-PVP » à trois reprises au cours des 12 dernières 

heures, et de manière répétée depuis au moins 8 mois. J’ai été sollicitée pour effectuer un criblage de 

NPS sur les prélèvements sanguin, urinaire et capillaire (mèche brune de 14 cm) réalisés à son admission. 

Le criblage par CL-SMHR a permis de mettre en évidence de l’α-PHP dans le sang et dans les urines et non 

de l’α-PVP comme il pensait avoir consommé. Deux métabolites de l’α-PHP, produits précédemment in 

vitro avec les HLM, ont été identifiés et également le métabolite réduit de l’α-PVP et de nombreux autres 

psychotropes (méphédrone, cocaïne, MDMA, méthadone, baclofène…). L’analyse segmentaire de la 

mèche de cheveux a mis en évidence de nombreux psychotropes : 22 médicaments, 3 produits 

stupéfiants, ainsi que des NPS (α-PHP, α-PVP, kétamine, méphédrone, méthylone et diméthyltryptamine). 

Ce cas illustre une fois de plus que le composé suspecté n’est pas confirmé et l’analyse capillaire d’une 

mèche de plus de 10 cm permet de documenter la polyconsommation répétée et variée sur plus d’un an.  

 

2.3.4.1.4 5-MeO-DALT et diphénidine 

 

Ce cas est un 2e cas d’analyse segmentaire d’une mèche de cheveux que j’ai réalisée permettant de 

documenter une consommation d’un « expérimentateur » de NPS. Cette étude a fait l’objet d’une 

présentation lors du 25e Congrès annuel de la Société Française de Toxicologie Analytique et 54e congrès 

de la Société de Toxicologie Clinique [141].  

Un homme de 34 ans avait été retrouvé inconscient sur la voie publique. Les analyses du sang et de l’urine 

prélevés à son admission avaient permis de mettre en évidence la présence de diphénidine et de 5-MeO-

DALT et leurs métabolites respectifs. Pendant son hospitalisation, une mèche de cheveux d’une longueur 

de 34 cm avait été prélevée. Ces 2 NPS ont été retrouvées sur toute la longueur de la mèche. Leurs 

métabolites étaient également présents : hydroxy-5-MeO-DALT, déméthyl-5-MeO-DALT et désalkyl-5-

MeO-DALT; hydroxy-diphénidine et dihydroxy-diphénidine. D’autres substances psychoactives y compris 

d’autres NPS ont été identifiés : méthiopropramine, 4-FA, N-éthylbuphédrone et son principal métabolite, 

α-PVP, UR-144, MXE et éthylphénidate. 
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2.3.4.1.5 AB-FUBINACA [54] 

 

Quatre patients, âgés entre 19 et 24 ans, ont été admis aux urgences 

du CH de Grenoble après une rave party. L’un des patients a déclaré avoir consommé au cours de cette 

soirée de l'alcool (environ dix pintes de bière), de l'ecstasy (3 ou 4 comprimés), de l'amphétamine et du 

cannabis et également une poudre blanche inconnue par sniff (2 ou 3 fois dans la soirée) et les symptômes 

ont commencé juste après cette administration. 

Le laboratoire de Grenoble avait mis en évidence un pic inconnu pouvant ressembler au spectre de masse 

de l’AB-FUBINACA dans les urines des 4 patients. J’ai ensuite été sollicité pour confirmer la présence d’AB-

FUBINACA dans les prélèvements biologiques (plasma et urine). Une étude du métabolisme in vitro a été 

réalisée puis les criblages par CL-SMHR et CL-SM/SM ont été effectués. L’AB-FUBINACA et 3 métabolites 

ont été identifiés : un acide AB-FUBINACA carboxylique, un hydroxy-AB-FUBINACA et un hydroxy-désalkyl-

AB-FUBINACA. 

Ces cas ont permis de documenter les premiers cas d’intoxication impliquant l’AB-FUBINACA en mettant 

en évidence l’AB-FUBINACA et des métabolites dans le plasma et l’urine.  

 

2.3.4.2 Etudes expérimentales 

 

Lors de ma thèse, j’ai eu l’occasion de participer à 3 études expérimentales menées par l’équipe de 

l’Institut Médico-Légal (IML) de Strasbourg qui travaille sur la thématique des « designer 

benzodiazepines ». 

D’une manière simple, l’objectif de ces études est, au-delà d’une identification des métabolites, 

l’établissement de données pharmacocinétiques des substances mères et des métabolites dans 

différentes matrices biologiques.  L’idée est d’appréhender les fenêtres de détection dans ces différents 

milieux biologiques. Le choix s’est porté sur les « designer benzodiazepines » qui constituent une 

alternative intéressante aux benzodiazépines à des fins d'abus car ils sont facilement accessibles via 

Internet sans contrôle. 

 

2.3.4.2.1 Métizolam [51] 

 

Le métizolam a été commandé via Internet. Avant administration chez un volontaire sain, j’ai analysé le 

comprimé bleu dosé à 2 mg par CL-SMHR afin d’en vérifier sa composition et sa teneur a été déterminée 

par une RMN 1H. Ces analyses ont confirmé qu’il s’agissait effectivement d’un comprimé de métizolam 

dosé à 1,8 mg. 

Après cette vérification, le comprimé a été administré par voie orale à un homme de 54 ans. Des 

échantillons d'urine ont été prélevés sur 6 jours.  

Une étude du métabolisme in vitro avec les HLM a été réalisée et la totalité des urines ont été analysées 

par CL-SMHR. L’analyse des incubats a permis d’identifier trois pics correspondant à 3 métabolites 

hydroxylés du métizolam. Dans les urines, le métizolam est détecté pendant 40h après l’administration et 

seuls 2 métabolites hydroxylés ont été identifiés ainsi qu’un métabolite supplémentaire, un hydroxy-

métizolam glucuronide. 

 

ARTICLE 12 (page 205) 

ARTICLE 13 (page 217) 
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2.3.4.2.2 Flunitrazolam [142] 

 

Une étude similaire a été conduite avec le flunitrazolam. L’analyse par 

CL-SMHR et RMN 1H a confirmé la composition du comprimé de 

flunitrazolam à 0,25 mg. Après ingestion, les urines ont été recueillies 

jusqu’à 72h. 

L’étude du métabolisme in vitro avec les HLM a permis de mettre en 

évidence un métabolite, le 7-amino-flunitrazolam. Cependant dans les 

urines, deux métabolites supplémentaires ont été caractérisés : déakyl-

flunitrazolam et 7-acétamido-flunitrazolam. Le flunitrazolam est 

détecté pendant 21 h après son administration et les métabolites 

pendant 37 h. 

Les métabolites du flunitrazolam sont les produits majeurs de son 

élimination dans l’urine, leur identification améliore considérablement 

la fenêtre de détection du médicament. 

 

2.3.4.3 Autres matrices, autres temps, autres substances  

 

En toxicologie, le sang et l’urine sont les matrices classiques. Quelques 

applications présentées précédemment laissent entrevoir la possibilité 

d’utiliser des matrices alternatives, telles que les cheveux, les DBS, la 

salive, … et les cheveux font d’ores et déjà partie de la routine. 

Au-delà des aspects analytiques particuliers liés aux analyses capillaires, le problème majeur réside dans 

l’interprétation des résultats.  

A ce titre, j’ai rédigé une revue de la littérature sur un « NPS » qui n’en est pas vraiment un, le LSD [138] 

et qui présente la particularité de donner lieu à de très rares 

observations dans les phanères. 

 

Par ailleurs, dans les années à venir, il est probable que les matrices alternatives d’aujourd’hui (cheveux, 

salive, air expiré) deviendront abordables plus facilement du fait des améliorations de nos outils 

analytiques. Par conséquent, il est important d’explorer d’ores et déjà les possibilités qu’elles offrent (en 

termes de fenêtre de détection, notamment) : c’est ce que nous avons 

réalisé concernant le métizolam avec l’équipe de l’IML de Strasbourg. 

 

Enfin, le terme de « nouvelle substance psychoactive » comprend une composante temporelle : une 

« nouvelle » substance ne l’est qu’en fonction du moment où elle apparaît, circule, est consommée, dans 

une population considérée (Figure 45).  

ARTICLE 14 : Detection 

of designer 

benzodiazepine 

flunitrazolam in urine 

and preliminary data on 

is metabolism 
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Figure 45 : Chronologie d’apparition des NPS depuis 1960 

 

Nous avons été sollicités par l’équipe de l’UMR 5288 de l’Université de 

Toulouse III. Les travaux menés par cette équipe sont à l’interface de la 

biologie et des sciences humaines. Il s’agit de confronter les données de terrain issues de corps gelés du 

15e au 19e siècle de notre ère avec des éléments relevant des données génétiques humaines, bactériennes 

et virales, mais également avec (i) des données relevant de la pathologie et d’analyses isotopiques et 

toxicologiques et (ii) des données historiques. 

 

Cette équipe travaille depuis plusieurs années sur des corps gelés du 15e au 19e de Yakoutie, au nord-est 

de la Sibérie. Actuellement leurs travaux portent sur l’étude des modes de vie. Nous avons été sollicités 

pour réaliser l’approche de la consommation de substances telles que le thé et le tabac dont l’usage se 

développa dès le 18e siècle, mais dont l’importance des variations qualitatives et quantitatives n’est pas 

connue. Par ailleurs, certains sujets ont été étiquetés comme chamans sur la base des pratiques funéraires 

identifiées et des données ethnographiques. L’étude de ces consommations pourrait donner une idée 

plus claire et précise sur les échanges commerciaux, la répartition de ces produits dans les régions, leur 

rôle dans la société et la culture Yakoute. Ce travail fait l’objet d’un manuscrit soumis au New England 

Journal of Medicine (NEJM). 

  

ARTICLE 17 (page 259) 
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3 Synthèse et perspectives 

 

L’objectif de ma thèse était de développer des outils de recherche et/ou dosages de NPS et de leurs 

métabolites. Mes travaux ont reposé sur des approches in vitro, in silico et in vivo. 

Effectivement, compte tenu de leur importance en tant que biomarqueurs d’exposition aux NPS, leurs 

métabolites ont été au cœur de mes préoccupations. 

Pour les identifier, l’approche in vitro a été déployée selon une procédure évaluée lors de mes 

investigations in vitro concernant les métabolites du Fu-F. Celles-ci ont été réalisées avec deux modèles : 

les microsomes hépatiques humaines (HLM) et une lignée cellulaire (Hepa-RG). Ces investigations m’ont 

permis d’estimer que les HLM suffisaient pour produire les métabolites majeurs pour répondre à mon 

objectif.  

En pratique donc, la caractérisation des métabolites d’un NPS implique l'analyse des échantillons recueillis 

après incubation in vitro du NPS avec un pool de HLM. Consécutivement, les données acquises par le 

couplage CL-SMHR nécessitent le recoupement aves les biotransformations prédites in silico. Ces 

biotransformations sont prédites in silico utilisant un algorithme de logiciel (MetaboLynx™) grâce à un 

outil de fragmentation et d'interprétation (Massfragment™). Enfin, la validation finale de l’identification 

des métabolites des NPS est effectuée in vivo par la confrontation à des cas réels d’exposition aux NPS 

(analyses urinaires ou sanguines).  

 

Cet outil in vitro, in silico et in vivo, au-delà de la documentation analytique de plusieurs cas 

d’expositions/intoxications suspectées aux NPS émanant de l’ensemble du territoire national, a été 

également utilisé pour une meilleure connaissance des NPS et de leurs dangers dans un contexte de veille 

et d’études épidémiologiques.  

L’activité de veille s’effectue principalement par le réseau SINTES de l’OFDT. Dans le cadre du volet 

« Veille » de ce dispositif, plus d’une centaine d’échantillons collectés par les acteurs socio-sanitaires 

intervenant auprès des usagers de drogues ont été et sont encore analysés annuellement au laboratoire, 

dans le cadre d’une convention de collaboration annuelle avec l’OFDT. 

Cette activité d’analyse de produits était (et est encore) celle présente dans le projet « NPS, Slam et 

réduction des risques » avec le CEIP de Paris. Si ce travail s’inscrit dans un objectif de réduction des risques 

(RDR) et au-delà de son intérêt épidémiologique, cette étude nous a également permis de disposer de 

substances toutes nouvellement « distribuées et disponibles » auprès des usagers. Il est bien entendu que 

ces substances « pures » sont nécessaires pour alimenter l’approche in vitro. 

 

Ces travaux ont donc également permis d’aborder l’aspect épidémiologique de la consommation des NPS, 

en particulier dans des populations spécifiques, telles que celle des conducteurs de véhicules.  

Dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire de toxicologie de l’Institut National de 

Criminalistique et de Criminologie de Bruxelles, nous avons (i) réalisé l’analyse rétrospective de 

prélèvements sanguins réalisés dans le cadre de la conduite automobile à la suite d’un dépistage salivaire 

positif et (ii) développé une méthode qui permet d’analyser les résidus de salive des conducteurs 

disponibles dans les dispositifs usagés de dépistage. Ainsi, nous avons procédé à l’analyse de 

prélèvements salivaires de conducteurs belges et français (Nord de la France) en 2016 et en 2017. Mais 

nous avons également réalisé des analyses similaires dans une population plus spécifique de conducteurs 
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de véhicules qui se rendaient ou repartaient d’un festival de musique dans le Sud-Ouest de la France 

(GAROROCK, 2017). 

 

L’ensemble de ces travaux a reposé sur de nombreuses collaborations avec d’autres laboratoires publics 

ou privés de toxicologie, des services cliniques (urgences, réanimation, addictologie), des Centres 

Antipoison (CAP), des CEIP-A… et ont été valorisés à travers des publications dans des revues nationales 

et internationales, des communications orales ou affichées et des conférences sur invitation (Figure 46).  

 

 
Figure 46 : Les nombreuses collaborations 

 

Aujourd’hui, nous disposons d’un outil de diagnostic efficient, éprouvé et actualisé en permanence, 

incluant des librairies de spectres de masse (MS/MS et MSE) de plus de 550 NPS et métabolites (février 

2018). Cet outil a d’ores et déjà été appliqué dans différentes matrices biologiques : urine, sang, cheveux 

et salive. 

 

L’objectif à venir est : 

1 - de maintenir l’amélioration continue de cet outil de diagnostic en l’alimentant selon les différents axes 

précédemment développés, par : 

- des études de cas ponctuels d’intoxications, des analyses de comprimés et autres produits non 

biologiques, 
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- des études expérimentales ponctuelles, des études prospectives et rétrospectives dans des 

populations ciblées (conducteurs, festivaliers, patients en addictologie…) ou représentatives de la 

population générale.  

 

2 – de participer davantage à l’abord de l’aspect épidémiologique des NPS, en particulier dans des 

populations spécifiques, telles que celle des conducteurs de véhicules. Effectivement, nous avons d’ores 

et déjà entrepris de répéter annuellement ce type d’étude (détection de la présence de NPS dans la salive 

de conducteurs soumis à un contrôle routier) que ce soit dans les populations de conducteurs du Nord de 

la France (et en Belgique), ou chez des conducteurs aux abords de lieux festifs. 

 

Dans un avenir immédiat, il va être nécessaire d’intensifier encore les axes de collaboration clinico-

biologique afin d’améliorer le dépistage des intoxications/expositions aux NPS sur le territoire national, 

voire européen et de développer un réseau national de collaboration analytique et de veille dédié aux 

NPS. 

 

Sur le plan analytique, mes travaux ont déjà servi de support au groupe de travail « Aspects analytiques 

des NPS » de la SFTA. Ce groupe de travail a pour objectifs (i) d’élaborer un texte de recommandations 

analytiques incluant la liste des NPS et métabolites à rechercher (liste actualisée annuellement) et 

précisant les conditions pré-analytiques (milieux biologiques, stabilité) et analytiques de ces recherches 

de NPS, (ii) de constituer un « réseau de veille épidémiologique et de collaboration analytique » au sein 

de la SFTA. 

 

Dans le cadre de ses missions de santé publique, notre laboratoire a pour ambition d’initier la constitution 

d’un réseau d’alerte et de veille dédié aux NPS.  

De par notre compétence diagnostique d’ores et déjà reconnue sur le plan national, notre laboratoire est 

actuellement un interlocuteur privilégié dans le domaine des NPS (i) du réseau des CEIP-A et donc par 

extension, de l’ANSM (Direction NEURHO / Pôle stupéfiants, psychotropes et médicaments des addictions 

aux stupéfiants) et (ii) de la MILDECA (Mission Interministérielle de Lutte contre les Drogues Et les 

Conduites Addictives). 

Cette implication forte dans ce domaine des NPS nous a permis d’être reconnus par la MILDECA comme 

laboratoire de référence spécialisé dans l’identification et l’analyse des NPS sur le territoire français. 

Une convention intitulée « Recueil de prélèvements biologiques – admission aux urgences NPS » a été 

signée en 2016 entre notre laboratoire et la MILDECA. Ce projet collaboratif a pour objet de permettre à 

notre laboratoire d’analyser les échantillons biologiques des patients admis en réanimation à l’Hôpital 

Lariboisière de Paris pour des intoxications, avérées ou suspectées, à des NPS ; l’objectif étant d’évaluer 

la pertinence des analyses systématiques pour une meilleure prise en charge des patients intoxiqués. 

 

Par ailleurs, les données issues de l’étude DRAMES et concernant spécifiquement les décès ayant impliqué 

des NPS peuvent être exploitées, mais elles ne sont actuellement disponibles qu’après un délai supérieur 

à une année. Il en est de même pour les données issues du dispositif SINTES de l’OFDT, relais français du 

Système d’alerte précoce européen (EWS). Au sein d’un réseau déclaratif en temps réel, les cas 

d’intoxication/exposition aux NPS recueillis par les CEIP-A pourraient être déclarés en temps réel par le 

biais d’une liste de diffusion intégrant les toxicologues analystes et réciproquement, pour les cas observés 
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par les toxicologues analystes, permettant ainsi une diffusion rapide de l’information à tous. Les modalités 

pratiques de fonctionnement de validation des données et de mise en œuvre (ANSM, réseau des CEIP-A, 

MILDECA, SFTA) d’un tel système d’alerte et de veille concernant les NPS, demeurent à discuter. L’ANSM 

et le réseau des CEIP-A ont déjà donné un avis favorable à cette proposition. 

Les données issues de ce réseau pourraient alimenter une étude nationale annuelle (à l’instar des études 

annuelles existantes dans le domaine : DRAMES, Soumission Chimique et Décès Toxiques par Antalgiques) 

sous la direction de L’ANSM. 
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Conclusion 
 
 

Depuis une dizaine d’années en France, les NPS sont un phénomène émergent et préoccupant car ils sont 

impliqués dans des cas d’intoxications et de décès. C’est une thématique à laquelle j’ai été sensibilisée, 

au laboratoire, depuis le début de leur apparition sur le territoire français en analysant les échantillons du 

dispositif SINTES. Les difficultés analytiques sont nombreuses de par : la multitude des NPS, le 

« turnover », la difficulté de se procurer les standards pour enrichir nos bases de données spectrales, les 

faibles concentrations sanguines et le manque de données sur le métabolisme. Consciente de toutes ces 

difficultés et avec l’envie d’améliorer notre outil de diagnostic et donc, la prise en charge des patients, je 

me suis engagée dans cette thèse.  

 

De mon point de vue, ce défi analytique associant les approches in vivo, in vitro et in silico est relevé. Mais, 

cet outil analytique développé doit continuer d’être alimenté pour demeurer performant. 

Pendant ces 3 années, j’ai eu l’occasion d’encadrer de nombreux stagiaires pour m’aider dans les 

différentes applications : j’ai ainsi appris à déléguer. C’était également un réel plaisir de leur transmettre 

mes connaissances, d’échanger nos idées ensemble. 

Le stage que j’ai réalisé au sein de l’équipe INSERM - UMR 1241 de Rennes a été très enrichissant, me 

permettant de redécouvrir la culture cellulaire et en particulier la lignée Hepa-RG. 

Cette thèse m’a donné l’opportunité de participer à de nombreux congrès dans le domaine de la 

toxicologie analytique pour y présenter plusieurs de mes travaux sous forme de communications affichées 

ou orales, mais également de participer à des séminaires organisés par les CEIP et centres 

d’addictovigilance. 

J’ai apprécié les nombreuses collaborations et je serais ravie que celles-ci perdurent au-delà de cette 

thèse, ce qui représenterait une reconnaissance, une confiance en nos compétences. 

J’ai mené ma thèse en parallèle de mes fonctions de technicienne au sein du laboratoire. Et par 

conséquent, je n’ai pas réussi à y consacrer le maximum de mon temps avec regrets. J’aurais aimé être 

plus réactive, performante dans le délai de restitution des résultats pour certaines études. 

Malgré cela, je ne regrette absolument pas ces 3 années de thèse, cela a été un enrichissement 

scientifique très intense de par les travaux menés, les congrès auxquels j’ai participé et les nombreuses 

collaborations. 
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Titre : Développement d’outils analytiques de mise en évidence de biomarqueurs d’une exposition aux nouvelles 
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Résumé : 
En raison de leur diffusion sauvage sur le e-commerce, leur soi-disant sécurité d’usage et l’alternative légale aux stupéfiants habituels qu’ils 
constituent, les nouvelles substances psychoactives (NPS) sont un phénomène mondial émergeant. Au-delà de différents défis dans nos sociétés 
(législation, prévention,... ), la capacité d'identifier les NPS dans des échantillons biologiques présente de nombreux challenges analytiques : ces 
nouvelles substances ne sont pas référencées dans les bibliothèques habituelles de spectrométrie de masse commerciales, leur métabolisme est 
inconnu (avec parfois des métabolites actifs), les doses actives sont parfois très faibles et par conséquent, les concentrations dans le sang ou 
l'urine sont également faibles. Dans ce contexte, notre laboratoire effectue régulièrement des analyses toxicologiques dans un contexte clinique, 
et pour les forces de l’ordre, dans des échantillons biologiques à l'aide de deux principaux types d’analyseurs : la chromatographie liquide couplée 
à la spectrométrie de masse tandem (CL-SM/SM) pour le criblage ciblé et la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute 
résolution (CL-SMHR) pour le criblage non ciblé. Cette dernière technique est basée sur la masse exacte (mais également, le profil isotopique et 
le temps de rétention) des composés de l’échantillon à partir de laquelle la formule chimique est déterminée et recherchée dans une base de 
données spectrales en utilisant un logiciel dédié. L’objectif de ma thèse est de caractériser des NPS et leurs métabolites (afin d’alimenter cette 
base de données) en utilisant une stratégie combinant des approches in vitro, in silico et in vivo. Il s’agit, en particulier, d’augmenter la sensibilité 
de détection de la prise de NPS en se focalisant sur les métabolites qui sont le plus souvent les produits majeurs d’élimination des NPS. 
A cet effet, une méthode in vitro destinée à produire les métabolites des NPS et utilisant des microsomes hépatiques humains a été mise en 
œuvre. Les métabolites obtenus, comparés aux prédictions in silico, ont été enregistrés dans la base de données. Cette approche a été confrontée 
à l’analyses de comprimés et d’autres produits non biologiques contenant des NPS, mais également, à des données in vivo d’exposition aux NPS 
: cas d’intoxications, études expérimentales et études épidémiologiques prospectives et rétrospectives dans des populations ciblées, ou non…  
Au total, ce travail basé sur cette stratégie in vitro, in silico, in vivo m’a permis d’enrichir notre base de données de spectres de masse haute 
résolution (SMHR) pour le criblage non ciblé et également notre base de données de criblage ciblé (SM/SM). Notre méthode en haute résolution, 
qui s’est enrichie au cours de ces 3 années de thèse de 83 nouveaux NPS et 281 métabolites, constitue aujourd’hui un outil analytique efficient 
pour la détection d’une exposition aux NPS. 
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masse haute résolution (CL-SMHR) 
 
 

Title: Development of analytical tools for biomarkers detection of exposure to new psychoactive substances (NPS): 
in vivo, in silico, in vitro approaches 
 
Abstract:  
Owing to wild e-commerce diffusion, alleging safety and legal alternative to usual drugs of abuse arguments, the new psychoactive substances 
(NPS) are emerging phenomenon in the world. In our societies, through various consecutive challenges (legislation, prevention, …), the ability to 
identify NPS in biological samples exhibits numerous analytical pitfalls: new substances which are not referenced in the usual commercial mass 
spectrometric libraries, unknown metabolism (with sometimes active metabolites), sometimes very low active dosages and consecutively low 
concentrations in blood or urine. In this context, clinical and forensic toxicological analyses in biological samples are routinely performed in our 
laboratory using two main analytical devices: liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for targeted screening and liquid 
chromatography-high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) for non-targeted screening. This last technique is based on the accurate mass 
(together with isotopic pattern and retention time) of sample components, from which the chemical formula is calculated and searched against 
a database of mass spectra using dedicated software. The aim of my thesis is to characterize NPS and metabolites (in order to increase the 
spectral database) using a strategy combining in vitro, in silico, and in vivo approaches. Therefore, the main goal is to increase the detection 
sensitivity of the NPS use by focusing on the metabolites that are most often the major products of NPS elimination. 
For this purpose, an in vitro method designed to produce NPS metabolites using human liver microsomes incubations was applied. Obtained 
metabolites, after confrontation with metabolites in silico predicted, were saved in database. This approach was subsequently confronted with 
analysis of tablets or other non-biological product containing NPS, but also, with in vivo observed data from NPS exposure: intoxication cases, 
experimental studies and prospective and retrospective epidemiological studies in targeted population or not … 
All in all, this work based on this in vitro, in silico and in vivo strategy allowed me to enhance our high resolution spectra database (HRMS) for 
non-targeted screening and also our spectra database for targeted screening (MS/MS). Today, our HRMS device, with a database that was 
increased with 83 new NPS and 281 metabolites for the duration of my thesis, is an efficient analytical tool for NPS use detection.  
 
Keywords: new psychoactive substances (NPS), in vitro, in silico, in vivo approaches, liquid chromatography-high resolution mass spectrometry 
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