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Avant-propos 
 

 
« You too can be a Toxicologist in two easy lessons; each of 10 years » A. Lehman 

 

Tel était mon défi le jour où j'ai décidé de commencer ma première leçon de toxicologie avec le 

professeur Pascal Kintz.  

 

Les travaux rapportés dans cette thèse sont le fruit de trois ans de travail dans le laboratoire de 

toxicologie de l'Institut de médecine légale de Strasbourg. Bien que la date officielle de début du projet 

soit novembre 2019, ce parcours de formation commencera presque deux ans plus tôt lors d'un stage 

dans le cadre du projet « Erasmus for traineeship ». Ce stage me sera essentiel pour approfondir mes 

connaissances en toxicologie médico-légale, tant sur le plan analytique que théorique. 

 

C'est dans cette optique que j'ai été accueillie à l'IML de Strasbourg, à qui je suis reconnaissante pour la 

formation et l'enrichissement personnel. 

 

L'objectif de cette thèse était de créer des méthodes analytiques pour l'identification et le dosage des 

antidiabétiques oraux dans le sang et les cheveux, et notamment de l'insuline. La difficulté était évidente 

en raison de la faible familiarité du laboratoire avec l'analyse des protéines à l'aide de spectromètres de 

masse classiques ou à haute résolution. 

 
 
 
Au-delà des difficultés sur le plan scientifique, cette thèse était un double défi. Étant donné que je suis 

de nationalité italienne, le français n'est pas ma langue maternelle. 

Écrire les résultats de ma recherche et apprendre les subtilités d’une langue qui n’est pas la mienne, 
n'était pas facile. 

Pour cette raison, je peux affirmer que c’était un honneur et une fierté d’avoir pu dépasser la difficulté 

de rédiger une thèse de sciences en français.  
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Introduction 
 
 
Les antidiabétiques sont des médicaments utilisés pour traiter l’une des maladies les plus répandues dans 

le monde : le diabète.    

Malgré l'objectif thérapeutique de ces médicaments, leur mauvaise utilisation a été décrite à des 

nombreuses reprises.  Le plus grand risque associé à leur utilisation inappropriée est l'hypoglycémie. 

L'hypoglycémie est une baisse du taux de glucose dans le sang qui peut, lorsqu'elle est particulièrement 

grave, provoquer des effets neuroglycopéniques pouvant entraîner la mort. Le problème concernant les 

antidiabétiques est qu'ils ne sont pas seulement utilisés par la population diabétique, mais aussi par des 

personnes ne présentant aucun trouble métabolique. L’utilisation des antidiabétiques est en fait 

détournée à des fins de suicide et de meurtre, de dopage ( en ce qui concerne l’insuline) ou encore afin 

de provoquer des hypoglycémies factices, notamment dans le contexte du syndrome de Münchhausen 

et Münchhausen par procuration (pathologie psychiatrique caractérisée par une tendance à provoquer 

délibérément une pathologie afin d’attirer l’attention) (Première Partie- 1.1). L’incapacité des 

laboratoires de toxicologie à identifier ces molécules a conduit au fil du temps à une sous-estimation des 

homicides et des suicides impliquant ces substances et, dans les cas des hypoglycémies factices, à des 

pancréatectomies non nécessaires.  

 

Au début de ma thèse, il existait, au laboratoire de toxicologie de Strasbourg, une seule méthode pour 

le dosage de la metformine dans le sang par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

en tandem (dont les défauts seront décrits dans ce manuscrit) et une méthode pour le dosage des 

sulfamides hypoglycémiants dans le sang et les cheveux par LC-MS/MS. Au cours de cette thèse de 

trois ans, j’ai développé des méthodes analytiques intégrant trois familles supplémentaires d'agents 

antidiabétiques oraux (glinides, gliptines et gliflozines) dans le sang et les cheveux mais également une 

méthode pour l'identification et le dosage de l'insuline et de ses analogues synthétiques dans le sang 

humain en utilisant la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse à haute résolution 

(Première partie – 1.2, 1.3). 

 

Aujourd’hui, le laboratoire de toxicologie de Strasbourg est capable d’identifier et de quantifier 17 

antidiabétiques oraux dans toutes les matrices biologiques et, pour la première fois, l’insuline humaine 

et 5 de ses analogues synthétiques dans le sang. Ces méthodes sont désormais appliquées aux cas 

médico-légaux et à des demandes hospitalières. La majorité des cas observés au cours de ces trois années 

sont présentés sous forme d’articles publiés ou en cours d’évaluation. 
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Première Partie - Contexte 
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1.1. Antidiabétiques et Syndrome de Münchhausen 

 
Le syndrome de Münchhausen, connu aussi sous le nom de « pathomimie » et « trouble factice »,  

est un trouble psychiatrique caractérisé par le besoin de simuler une maladie, voire de se blesser 

délibérément, afin d'attirer l'attention des autres. Comme le célèbre baron von Münchhausen (d’où 

la maladie emprunte le nom) , les personnes atteintes racontent des histoires à la fois dramatiques et 

mensongères.  

Une forme très courante de cette affection est le syndrome de Münchhausen par procuration. 

Dans cette forme, le sujet provoque délibérément une pathologie sur une personne à sa charge 

(souvent un parent avec son enfant) pour attirer l’attention sur lui-même en tant que responsable de 

la personne blessée.  

 

L'hypoglycémie factice est considérée comme une manifestation du syndrome de Münchhausen. 

L'incapacité à identifier une hypoglycémie factice peut conduire à une laparotomie ou à une 

pancréatectomie inutile. 

Une hypoglycémie factice peut, en effet, ressembler cliniquement à un insulinome, et par conséquent 

toute différenciation entre une hyperinsulinémie endogène et exogène peut être difficile.  

L'absence de diagnostic correct peut entraîner une intervention chirurgicale inutile en cas de 

suspicion d'adénome pancréatique insulino-producteur [1,2].  

 Il n'y a pas beaucoup de cas dans la littérature d'hypoglycémie factice due à l'utilisation 

d'antidiabétiques. Cependant, l'absence de publications ne doit pas entraîner la négligence et la sous-

évaluation du risque. 

L'hypoglycémie induite par les antidiabétiques doit toujours être prise en compte dans le diagnostic 

différentiel de l'insulinome. 

L'exclusion des pathologies susceptibles de provoquer une hyperinsulinémie peut être réalisée en 

analysant le sang, l'urine et les cheveux du patient (pour mettre en évidence une exposition passée) 

afin de détecter les antidiabétiques. 

 

Pour cette raison, il est essentiel qu'un laboratoire de toxicologie dispose de méthodes permettant 

d'identifier la plupart des médicaments antidiabétiques disponibles sur le marché. 
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1.2. Insuline : sauveuse ou tueuse ?  

 
 
Le diabète est l'une des maladies chroniques les plus fréquentes dans le monde. En 2020, environ 3,5 

millions de personnes en France étaient traitées par des antidiabétiques, ce qui représente 5,3% de la 

population [3]. En raison de l’incidence croissante du diabète, le traitement par insuline a également 

augmenté.  

Le traitement à l'insuline est recommandé pour la plupart des patients diabétiques de type I et certains 

diabétiques de type II. 

Malgré les bienfaits apportés par l’insulinothérapie, celle-ci n’est pas exempte de risques. 

Les surdosages d'insuline, qu'elles soient accidentelles ou intentionnelles, sont potentiellement mortelles 

en raison de l'altération du métabolisme du système nerveux central (SNC) induite par l'hypoglycémie, 

qui peut entraîner un dysfonctionnement cérébral, un œdème pulmonaire et qui, si elle n'est pas traitée 

à temps et prolongée, peut conduire au coma et à la mort neurologique [4]. 

Avec l'augmentation de la prévalence du diabète, les cas de mésusage et de surdosage d'insuline sont 

également en augmentation. Depuis 1922, date à laquelle l'insuline a été isolée pour la première fois du 

pancréas, diverses utilisations non thérapeutiques de cette hormone ont été décrites, allant de son 

détournement à des fins de dopage dans le sport (en particulier le culturisme) à son utilisation à des fins 

criminelles, de meurtre et/ou de suicide. 

Dans le contexte du dopage, l'insuline est utilisée par les athlètes car, chez les bodybuilders par exemple, 

elle agit aux côtés de stéroïdes anabolisants comme la testostérone ou l'hormone de croissance humaine 

pour consolider le tissu musculaire. Les stéroïdes favorisent la croissance du tissu musculaire, tandis 

que l'insuline empêche la dégradation. En outre, l'insuline renforce également l'endurance des coureurs 

de demi-fond et d'autres athlètes sur piste en leur permettant de charger leurs muscles en "carburant" 

glycogène avant et entre les épreuves. Dans ce but,  les athlètes doivent prendre de l'insuline et du 

glucose simultanément pendant quelques heures, en les perfusant à l'aide d'une technique appelée "clamp 

hyperinsulinique" [5]. 

La tentation pour les sportifs est évidente. L'insuline disparaît rapidement de l'organisme (demi-vie 4 

minutes). Même si elle était détectée, jusqu'au début des années 2000, il n'y avait aucun moyen de la 

distinguer l’insuline endogène.  Un certain nombre de cas frappants ont amené les spécialistes de la lutte 

contre le dopage à se préoccuper de cette question et à prendre des mesures pour mettre au point des 

méthodes d'analyse spécifiques et sensibles adaptées au problème. Un exemple est le cas du cycliste 

italien Marco Pantani,  gagnant du Tour de France en 1998 et suspendu pour quatre ans en raison de la 

découverte de seringues à insuline dans sa chambre d'hôtel en 2002 lors du Tour d'Italie [6].  

L'intérêt pour l'analyse de l'insuline par spectrométrie de masse à haute résolution dans le contexte du 

dopage a donné lieu à une publication scientifique [Article 1]. 
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Il y a encore 20 ans, les antidiabétiques les plus identifiés après intoxication étaient les biguanides et les 

sulfonylurées. Cependant, dans le rapport 2020 de l'American Association of Poison Control Centers 

(AAPCC), les cas d'insuline ont été multipliés par 3, dépassant désormais les intoxications aux 

sulfonylurées [7].  

Par rapport aux cas décrits au 20ème siècle pour lesquels moins de 5% des cas étaient des cas de suicide, 

au cours des 20 dernières années, 90% des surdosages d'insuline  étaient des tentatives de suicide. Depuis 

1927, date à laquelle la première tentative de suicide a été signalée, de nombreux cas de suicide ou de 

tentatives de suicide ont été rapportés [8]. 

Il n'est pas surprenant que l'insuline soit utilisée à des fins suicidaires puisque les patients diabétiques 

ont un risque beaucoup plus élevé de développer une dépression que le reste de la population [9].  

Toutefois, ce nombre semble encore sous-estimé en raison de l'incapacité des laboratoires à identifier et 

à distinguer l'insuline humaine des insulines synthétiques et en raison de l’instabilité chimique de 

l’insuline en particulier dans les échantillons postmortem. Les phénomènes de dégradation se produisant 

en postmortem, en particulier l'hémolyse, contribuent à la dégradation de l'insuline.  

Ce phénomène rend ces échantillons inutilisables  par les méthodes immunologiques. 

En effet, au fil du temps, les méthodes analytiques couramment utilisées pour mesurer l'insuline ont été 

les techniques de dosage radio-immunologique et immunoenzymatique. Ces méthodes présentent 

certains inconvénients, notamment en ce qui concerne leur spécificité, et en particulier des réactions 

croisées avec d'autres molécules telles que les analogues de l'insuline humaine, le peptide C, la 

proinsuline et les métabolites de l'insuline.  

 

En raison des changements pathologiques insaisissables, du manque de preuves morphologiques et de 

l'absence de méthode analytique spécifique utilisée en routine dans les laboratoires de toxicologie 

médico-légale, il est difficile de diagnostiquer une intoxication à l'insuline. 

En médecine légale, la plupart des médecins légistes utilisaient et utilisent encore des mesures indirectes 

de l'insulinémie antemortem, tel que le calcul du rapport peptide C:insuline. Ce calcul est basé sur le 

principe que l'insuline et le peptide C sont sécrétés en quantités identiques par le pancréas, de sorte que, 

physiologiquement, leur rapport chez une personne saine devrait être d'environ 1. Un rapport supérieur 

à 1 démontrant l’administration exogène d’insuline. Les autres paramètres utilisés sont le dosage du 

glucose dans l'humeur vitrée en utilisant la formule de Traub (pour remonter à la glycémie au moment 

du décès) et le dosage des corps cétoniques [10].   

La discussion des problématiques liées à l'analyse de l'insuline a donné lieu à une publication 

scientifique [Article 2]. 

 

En médecine légale, le délai entre le prélèvement de l'échantillon et l'analyse est souvent très long, et les 

concentrations identifiées sont donc souvent très faibles. En outre, de nombreux analogues de l'insuline 

sont disponibles sur le marché, tous ayant une structure et un poids moléculaire très similaires. Par 



 

 
14 

conséquent, des méthodes très spécifiques et sensibles sont nécessaires. Dans la littérature, la plupart 

des méthodes de spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) pour l'identification des analogues 

de l'insuline n'ont pas été appliquées à des cas réels d'intoxication et à des cas postmortem.  

 

Ce sont pour ces raisons que j’ai décidé de développer une méthode d'identification et de discrimination 

de l'insuline humaine de ses 5 de ses analogues synthétiques en utilisant comme technologie la 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse à haute résolution (UHPLC-Q-TOF). Le 

développement de la méthode sera décrit dans la partie 4. 

 

Ce type de technologie permet de discriminer les insulines malgré leurs caractéristiques analytiques très 

similaires (en termes de temps de rétention et de spectre), offrant ainsi la possibilité de quantifier 

également les traces d'insuline et de les identifier simultanément dans un seul test. En outre, il est 

possible d'analyser tout type de matrice, ce qui est très intéressant en médecine légale où la matrice 

sanguine n'est pas toujours disponible. 
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Article 1: Interest of HRMS systems in analytical toxicology: Focus on doping products 

Nadia Arbouche, Charline Bottinelli, Enrico Gerace, Laurie Gheddar 

Toxicologie Analytique et Clinique. 2022; 34: 42-68.  
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Article 2: Identification de l’insuline dans le domaine médico-légale : problématiques 

analytiques 

Nadia Arbouche, Alice Ameline, Laurie Gheddar, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 

Spectra Diagnostic. 2021; 14 : 38-43. 
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1.3. Intérêt de l’analyse des cheveux dans les expositions aux antidiabétiques 

 

L'analyse des cheveux permet d'obtenir des informations historiques sur l'exposition d'un sujet à une 

substance à la suite d'une utilisation chronique ou, dans certains cas, d'une exposition unique. Les 

médicaments et les drogues incorporés dans les cheveux restent relativement stables pendant de 

nombreux mois, voire des années (selon la longueur disponible) , ce qui fait que les cheveux représentent 

une preuve à long terme de la consommation de drogues, puisqu'ils peuvent refléter la consommation 

sur une période plus large que celle de l'urine et du sang (quelques heures à quelques jours). Grâce à ces 

avantages, l'analyse des cheveux est devenue une pratique courante dans les enquêtes médico-légales. 

Un intérêt médico-légal a été observé dans le contexte des crimes facilités par la drogue car il est possible 

de différencier, par segmentation, une exposition unique d'une consommation chronique [11]. 

 
 
Le diagnostic de l'hypoglycémie peut être simple chez les sujets diabétiques mais devient un défi chez 

les sujets qui n'ont pas d'antécédent d'exposition à ces médicaments. 

La recherche de ces composés dans les cheveux trouve son intérêt dans les cas d'hypoglycémies 

inattendues, car cette analyse permet de discriminer les hypoglycémies causées par exposition aux 

antidiabétiques à d'autres raisons comme par exemple, l’insulinome. 

En outre,  l'analyse segmentée des cheveux est capable de refléter la consommation d'un médicament 

sur une période donnée et donc d'être utile pour le suivi thérapeutique des médicaments ou pour les 

médecins légistes qui recherchent la cause de la mort dans un cas d'empoisonnement suspect.  

 

Dans la littérature, il y a un manque de données disponibles sur l'identification des agents antidiabétiques 

dans les cheveux. Les rares articles ont démontré l'utilité de l'utilisation de cette matrice.  

 

A l'Institut médico-légal de Strasbourg, un cas de décès en 2006 a démontré l'intérêt de la recherche de 

ces substances dans les cheveux. Une exposition au glibenclamide (un sulfamide hypoglycémiant) a été 

mise en évidence chez un individu non-diabétique dont la cause de la mort n'était pas claire et pour 

lequel l'échantillon de sang prélevé à l'autopsie ne contenait aucune trace de cette substance. L'analyse 

des cheveux représentait la seule preuve d'une exposition à cet antidiabétique [12]. 

 

Il semble très important de comprendre comment les médicaments antidiabétiques sont incorporés dans 

les cheveux et de pouvoir déterminer quelles concentrations sont observées en cas de traitement 

thérapeutique et quelles concentrations sont observées en cas de surdosage. 

 



 

 
52 

En raison de l'absence de donnée dans la littérature sur ce sujet, j'ai développé une méthode qui intègre 

un 13 antidiabétiques oraux qui a fait l’objet d’une étude afin d'obtenir des valeurs de référence pour 

pouvoir interpréter les concentrations trouvées chez les consommateurs d'antidiabétiques.  
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Deuxième Partie – La Metformine 
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2.1. Présentation 

 

La metformine est utilisée dans le traitement pharmacologique de pointe du diabète de type 2 et 

est le médicament le plus couramment prescrit pour cette maladie dans le monde, seul ou en 

association avec l'insuline ou d'autres traitements hypoglycémiants. 

La metformine fait partie de la famille des biguanides. Les biguanides sont dérivés de la galégine 

ou 2-(3-méthylbut-2-ényl)guanidine, qui était initialement extraite de la plante Galega 

officinalis, utilisée à l'époque médiévale à des fins curatives, car elle était connue pour avoir des 

effets hypoglycémiants. 

La galégine avait toutefois un effet trop toxique, raison pour laquelle la metformine et la 

phenformine ont été créées, mais n'ont été introduites comme médicaments antidiabétiques que 

dans les années 1950. La metformine a été synthétisée pour la première fois en 1922 et introduite 

comme médicament antidiabétique en 1957 à la suite d'études menées par Jean Sterne.  

La metformine est un biguanide qui contient, comme son nom l'indique, deux paires de 

guanidines avec des substitutions supplémentaires.  

 

 

Figure  1. Structures chimiques de la metformine et de la galegine [36] 

 

Après la prise de metformine à libération immédiate, environ 70 % de la dose est absorbée dans 

l'intestin grêle et excrétée sous forme inchangée dans l'urine. 

Après la consommation d'une dose thérapeutique de 1500 mg de metformine, des concentrations 

plasmatiques maximales de 1,8 à 4,0 mg/l sont atteintes. 

Le mécanisme d'action de la metformine n'est pas encore totalement élucidé. On pense 

actuellement qu'elle réduit la concentration sanguine de glucagon et diminue la glycémie, en 
réduisant la production de glucose par le foie (en diminuant la gluconéogenèse), en augmentant 
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sa consommation par les tissus périphériques (en augmentant la glycolyse) et en réduisant 

l’absorption de glucose par l'intestin.  

Le mécanisme qui permet à la metformine d'inhiber la gluconéogenèse hépatique semble être lié 

à une inhibition du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale dans les hépatocytes, ce 

qui entraîne une suppression de la production d'ATP, nécessaire à la production de glucose (6 

ATP pour chaque molécule de glucose synthétisée). Cette inhibition entraîne une augmentation 

du rapport AMP:ATP (indiquant une altération de la stabilité énergétique des cellules) qui active 

l'AMPk qui, à son tour, active le catabolisme des acides gras et des sucres qui conduira à la 

formation d'ATP afin de restaurer l'homéostasie énergétique (Figure 2).  

 

 

Figure  2. Mécanismes d'inhibition de la gluconéogenèse hépatique par la metformine [37] 

 
Il semblerait également que la metformine agisse dans l'intestin en augmentant le métabolisme 

anaérobique du glucose dans les entérocytes, ce qui entraîne une réduction de l'absorption du glucose 

et une augmentation de la libération de lactate vers le foie. 

Les effets indésirables de la metformine sont principalement de nature gastro-intestinale : diarrhée, 

nausée et douleurs abdominales.  

Ces effets sont principalement dus à l'accumulation de la metformine dans les entérocytes de 

l'intestin grêle. 

Un autre effet fréquent de la metformine et des biguanides en général, qui a conduit au retrait de la 

phenformine et même de la metformine aux Etats-Unis jusqu'en 1995, est l'acidose lactique ou 

MALA (Metformin-associated lactic acidosis). Ce phénomène se produit en raison de l'interférence 

de la metformine avec la respiration mitochondriale, ce qui stimule le métabolisme anaérobie et 

entraîne une augmentation de la production de lactate [13,14]. 
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Bien que la metformine soit considérée comme un médicament assez sûr, sa mauvaise utilisation a 

été décrite dans la littérature. 

L'AAPPCC  a signalé 9256 cas d'empoisonnement  à la metformine en 2020, dont 758 enfants de 

moins de 5 ans, ce qui la classe deuxième après l'insuline [7]. 

En raison du risque accru pour les diabétiques de développer un syndrome dépressif, il n'est pas 

surprenant que les surdosages de metformine soient parfois intentionnels. 

Pouvoir identifier et doser la metforminémie est essentiel pour un laboratoire de toxicologie, du fait 

de son utilisation à des fins médico-légales mais surtout cliniques. 

Connaître la concentration de metformine dans le sang d'un patient ayant pris, accidentellement ou 

volontairement, une surdose de metformine, permet de comprendre les mécanismes de toxicité et de 

prévoir son évolution en réanimation. 

En outre, la surveillance thérapeutique de la metformine est nécessaire pour s'assurer que la 

concentration de metformine se situe dans la fourchette thérapeutique recommandée. Les études de 

stabilité de la metformine deviennent une partie importante de la bioanalyse TDM afin de fournir 

des données précises sur la concentration du médicament pour des ajustements de dose appropriée. 

Dans cette thèse, je me suis particulièrement intéressé à l'analyse des cheveux. 

En ce qui concerne les antidiabétiques, le monde de la toxicologie s'est peu intéressé à l'analyse de 

cette matrice, bien que son intérêt soit évident. 

Afin de mieux expliquer les événements hypoglycémiques peu clairs, comme dans le contexte du 

syndrome de Münchhausen ou de Münchhausen par procuration ou dans des cas de soumission 

chimiques, l'analyse des cheveux semble être très utile en complément du sang et de l'urine, car elle 

fournit des données rétrospectives sur l'exposition aux drogues. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
58 

  



 

 
59 

2.2. Développement d’une méthode d’identification et de quantification dans le sang 

 

Pour la détection et le dosage de la metformine dans les échantillons de sang dans les domaines 

médico-légal et clinique, une méthode a été développée qui représente une adaptation d'une méthode 

déjà publiée dans la littérature [15]. 

La metformine est principalement recherchée par chromatographie liquide couplée à une détection 

UV, par spectrométrie de masse (LC-MS) ou par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). 

Cependant, l'analyse de la metformine par chromatographie liquide présente certaines difficultés 

analytiques, notamment une forte possibilité d'effets matrice. En outre, les extractions liquide-

liquide avec un tampon et divers solvants organiques sont difficiles à réaliser en raison de sa polarité 

élevée, car la metformine a tendance à rester dans la fraction aqueuse. Enfin, lorsqu'on utilise la 

chromatographie en phase inverse comme méthode de séparation, la metformine n'est pas bien 
retenue sur la colonne, ce qui se traduit par un temps de rétention très court et par la présence de 

nombreuses substances co-éluantes [16]. Afin de surmonter ces problèmes et donc empêcher 

l'élution de la metformine dans le front de solvant et obtenir un bon résultat chromatographique de 

nombreuses publications ont été publiées décrivant l'utilisation de méthodes chromatographiques 

telles que l'appariement d'ions en phase inversée ou la chromatographie par échange de cations. 

Cependant, ces méthodes présentent également certains inconvénients, notamment un manque de 

sensibilité, l'utilisation d'une préparation longue et complexe de l'échantillon ou l'utilisation d'un 

grand volume d'échantillon.  

Pour obtenir une séparation chromatographique appropriée, la chromatographie en phase gazeuse 

semble être le meilleur choix. 

Seulement 200 µL de sang sont nécessaires pour la recherche de metformine.  

Le protocole suivant a été validé pour la metformine. Les transitions utilisées, le temps de rétention 

(TR) et la limite de quantification (LQ) et de détection (LD) sont résumés dans le tableau 2.  

 
 

Protocole d’extraction 
 
L'extraction implique une précipitation des protéines suivie d'une dérivation de l'extrait sec. 

Un volume de 0,2 mL de sang total humain est surchargé avec 20 μL de 100 mg/L de metformine-

D6 (étalon interne deutéré) et soumis à une précipitation des protéines avec  3 mL d'acétonitrile. 

L'échantillon est ensuite mélangé au vortex pendant 1 min, puis centrifugé à 3500 rpm pendant 5 

minutes. Après centrifugation, le surnageant est transféré dans un autre tube et évaporé à sec sous 

un courant d'azote à 50 °C. Après séchage, l'échantillon est dérivé avec 40 μL de MBTFA à 80 °C 

pendant 60 min, puis transféré dans des flacons d'injection. 
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Un volume de 0,2 μL est ensuite injecté dans le système de chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse en tandem ( GC-MS/MS) (Agilent 7010B, Santa Clara, USA ).  

 

 

Paramètres du système GC-MS/MS  

 

La séparation GC a été réalisée sur un appareil Agilent GC 8890 en utilisant une colonne Agilent 30 

m × 0,25 mm, 0,25 μm HP-5MS UI pour la séparation. Une injection de 0,2 μL en mode split (ratio : 

50 :1) avec un flux de 1,2 mL/min d'hélium utilisé comme gaz porteur a été réalisée. Le gradient de 

température est décrit ci-dessous dans le tableau 1.  

 

 

 Taux °C/min Valeur °C Temps de maintien 

min 

Initial  100 1 

Ramp 1 20 210 0 

Ramp 2 40 270 3 

Tableau 1. Gradient de température pour l'analyse de la metformine 

 

Le temps total d'exécution était de 11 min. Un détecteur sélectif de masse triple-quadripôle 7010B 

a été utilisé pour l'analyse des composés. Le spectromètre de masse en tandem a fonctionné en mode 

d'ionisation électronique (EI) positif et le mode de surveillance des réactions multiples (MRM) a été 

utilisé pour l'identification de la metformine et de la metformine-D6. Les conditions suivantes se 

sont avérées optimales pour l'analyse de la metformine et de l'étalon interne : énergie des électrons 

à 70 eV, température d'entrée frontale à 280 °C, température de la source d'ions à 230 °C et 

température d'interface à 280° C. Le délai de solvant a été fixé à 4 min. 

Les transitions ainsi que les temps de rétention, la LD et la LQ sont décrits dans le tableau 2 ci-

dessous. 

 
Analyte Transition de 

quantification 

Transition de 

confirmation 

TR (min) LD (ng/mL) LQ (ng/mL) 

Metformine 303,0 > 288,2 303,0 > 125,1 4,95 0,1 1 

Metformine -d6 309,1 > 291,1 309,1 > 128,0 4,97 / / 

Tableau 2. Transitions, temps de rétention, LD et LQ de la metformine et de la metformine-d6 
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2.3. Développement d’une méthode d’identification et de quantification dans les 

cheveux 

 
Malgré le rôle important de la metformine dans la réduction de la mortalité et de la morbidité dans 

la population diabétique, la metformine est associée à un risque accru d'accident vasculaire cérébral 

et d’acidose lactique qui peut s'avérer fatal. Afin de documenter l'exposition à un médicament, les 

cheveux sont considérés comme la matrice de choix en complément du sang et de l'urine, car ils 

fournissent des détails historiques sur l'exposition d'un sujet à un ou plusieurs médicaments. La 

mesure de la concentration de metformine dans les cheveux peut être importante pour les 

toxicologues judiciaires qui enquêtent sur un empoisonnement criminel ou dans le contexte d’un 

syndrome de Münchhausen par procuration. En toxicologie clinique, la surveillance des 

médicaments à l'aide des cheveux pour documenter l'observance du traitement à la metformine n'a 

pas encore été décrite. Afin de documenter l'intérêt de l'analyse des cheveux pour la metformine, j’ai 

développé  et validé une méthode utilisant un système GC-MS/MS. 

Les échantillons sont analysés par GC-MS/MS en 11 minutes. La méthode a été développée et 

validée. Les paramètres de la méthode sont décrits dans l’article ci-dessous [Article 3].  

 

Lorsque cette méthode a été créée, il n'existait qu'un seul article [17] dans la littérature rapportant 

les concentrations de metformine dans les cheveux. Étant donné que les concentrations obtenues 

dans les cheveux varient selon les laboratoires, il a été nécessaire d'obtenir nos propres valeurs de 

référence. 

De ce fait, la méthode développée a été appliquée à des cheveux authentiques obtenus auprès de 9 

patients diabétiques sous traitement quotidien (1-3 g/jour). Les cheveux des 9 patients ont été testés 

positifs dans la gamme des faibles ng/mg avec des concentrations allant de 0,3 à 3,8 ng/mg. Cette 

étude a montré que, en comparaison avec d'autres médicaments, la metformine est mal incorporée 

dans les cheveux, considérant que la dose quotidienne varie de 1 à 3 g. Bien que limitée dans le 

nombre de sujets, l'étude a permis de postuler une possible corrélation entre la dose quotidienne et 

la concentration dans les cheveux foncés, alors que pour les cheveux clairs aucune corrélation n'a 

été trouvée [Article 3]. 
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Article 3: Development of a new GC-MS/MS method for the determination of metformin in 

human hair 

Nadia Arbouche, Marie-Odile Batt, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 

Drug Testing and Analysis. 2020; 12(9):1380-1386. 
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2.4. Applications à des cas d’expertises médico-judiciaires  
Les méthodes développées pour l'identification et le dosage de la metformine dans les fluides 

biologiques et les cheveux ont été appliquées à des cas médico-légaux dont le décès était soupçonné 

être lié à un surdosage en metformine. 

 

La méthode développée dans la matrice sanguine est également appliquée de manière routinière à 

des demandes hospitalières pour l’adaptation de la posologie et pour les demandes des services de 

réanimation en cas d'acidose lactique causée par un surdosage de metformine. 

 

Une étude réalisée sur les cheveux de patients diabétiques sous traitement à la metformine a permis 

d'obtenir des valeurs de référence permettant d'interpréter les concentrations retrouvées dans les cas 

de surdosage mortel de metformine [Article 3]. 

Ces cas ont donné lieu à une publication scientifique.  

 

Cas de décès lié à l’abus de metformine :  

 

Cas 1 [Article 3] : L'analyse des cheveux est très utile pour les enquêtes toxicologiques car, en 

offrant une fenêtre de détection plus large, elle donne la possibilité de réaliser une étude rétrospective 

sur la consommation historique d'une substance. Malheureusement, il n'y a pas de donnée disponible 

sur les concentrations capillaires dans les décès liés à la metformine. Dans cette étude, les auteurs 

présentent 2 cas d'intoxication fatale à la metformine dans lesquels, pour la première fois, l'analyse 

des cheveux a été réalisée en utilisant une méthode spécifique GC- MS/MS. La metformine a été 

testée positive dans le sang fémoral (112,3 mg/L et 64,7 mg/L respectivement) et le sang cardiaque 

(226,9 et 203,2 mg/L) des deux sujets. Pour le cas 1, d'autres échantillons ont également été testés 

positifs, notamment l'humeur vitrée (31,1 mg/L) et le contenu gastrique (773,5 mg/L). Pour le cas 2, 

la concentration de metformine a été mesurée à 844,9 mg/L dans l'urine. Les concentrations de 

metformine dans les cheveux étaient de 28,3-44,8 et 22,5 ng/mg pour les deux cas, respectivement. 

Les concentrations retrouvées dans les 2 cas de décès sont nettement supérieures à celles obtenues 

dans une étude précédente avec des sujets sous traitement (0,3 à 3,8 ng/mg) ou à celles retrouvées 

dans 3 cas post-mortem où le décès par metformine a été exclu (0,6 à 1,4 ng/mg). Une transpiration 

excessive pendant la phase agonique due à une hypoglycémie fatale pourrait expliquer ces 

concentrations élevées, car la sueur peut avoir contaminé les cheveux. 
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Cas 2 : Une femme de 65 ans, souffrant de diabète de type 2 et d'obésité, est retrouvée décédée à 

son domicile, trois jours seulement après une chirurgie bariatrique (by-pass gastrique Roux-en-Y, 

RYGB). Son traitement, comprenant de la metformine et de la dapagliflozine, avait été arrêté avant 

l'opération et n'avait pas été repris en postopératoire. Une autopsie médico-légale a été pratiquée. Du 

sang cardiaque et fémoral, de l'urine, du contenu gastrique et des cheveux ont été collectés pour des 

investigations toxicologiques. 

Aucun signe de perforation digestive ou de péritonite n'a été identifié lors de l'autopsie, excluant une 

complication chirurgicale précoce comme cause du décès. Ces résultats ont été confirmés par 

l'analyse histologique qui a montré une réaction inflammatoire intestinale physiologique liée à la 

chirurgie récente. L'analyse toxicologique a révélé la présence d'acétone dans le sang (0,25 g/L) et 

dans l'urine (0,58 g/L), confirmant le diabète. La metformine a été testée positive dans le sang (148 

mg/L), l'urine (49 mg/L), le contenu intestinal (> 100 mg/L) et les cheveux (1,9 ng/mg). La 

concentration sanguine était considérée comme potentiellement létale. La faible concentration dans 

l'urine indiquait une mort rapide après l'exposition. La concentration dans les cheveux se situait dans 

la fourchette thérapeutique. 

Le médecin légiste a conclu que le décès était dû à une acidose lactique causée par un surdosage de 

metformine. En l'absence de preuve de suicide par ingestion de metformine, l'hypothèse soulevée 

par les auteurs était que la chirurgie bariatrique aurait pu provoquer des changements dans 

l'absorption de la metformine, conduisant à un surdosage rapide et au décès. Dans la littérature, il a 

été démontré chez les patients ayant subi un bypass gastrique qu'il existe une augmentation 

significative de la biodisponibilité de la metformine après administration orale. Le RYGB 

augmenterait le temps de transit intestinal et donc la durée d'exposition de la muqueuse de l'intestin 

grêle. Les modifications induites par la procédure chirurgicale ne sont probablement pas suffisantes 

pour expliquer les concentrations massives de metformine trouvées dans les échantillons 

postmortem, mais le contexte de la découverte du cadavre n'était pas évocateur d'un suicide. Comme 

il s'agit du premier cas de surdosage en metformine après une chirurgie bariatrique, d'autres cas 

seront nécessaires pour confirmer nos premières observations. On peut anticiper qu'une dose 

thérapeutique peut devenir toxique lorsqu'elle est administrée à un sujet ayant récemment modifié 

son équipement digestif. Ce cas souligne les doutes que peuvent rencontrer les pathologistes et les 

toxicologues en médecine légale et que les preuves doivent constamment être reconsidérées. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
73 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Article 4: Specific interpretation of hair concentrations in 2 fatal metformin intoxication cases 

Nadia Arbouche, Audrey Farrugia, Alexis Walch, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 

Legal Medicine. 2021; 48:101803. doi: 10.1016/j.legalmed.2020.101803 
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Troisième partie – Les autres Antidiabétiques Oraux 
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3.1. Présentation 

3.1.1 Les sulfamides hypoglycémiants  
 
Les sulfamides hypoglycémiants (également appelés sulfonylurées)  sont une classe de médicaments 

antidiabétiques utilisés pour le traitement du diabète de type II. 

Les sulfonylurées ont  été découvertes en 1942, lorsque l’infectiologue Marcel Janbon et son équipe 

ont observé que certains antibiotiques sulfamidés (2254 RP (p-

aminobenzènesulfamidoisopropylthiodiazole) provoquaient de l’hypoglycémie chez les animaux de 

laboratoire. Loubatiers et son équipe ont ensuite démontré que la capacité du 2254 RP à faire baisser 

la glycémie était due à la stimulation de la sécrétion d’insuline. 

Ces études pionnières ont conduit au développement de plusieurs sulfonylurées pour le traitement 

du diabète non insulino-dépendant. 

A partir de cette observation, le carbutamide (1-butyl-3-sulfonylurea) a été synthétisé. 

Le carbutamide a été la première sulfonylurée utilisée pour traiter le diabète, mais il a ensuite été 

retiré du marché en raison de ses effets indésirables sur la moelle osseuse. 

En 1956, le tolbutamide a été introduit et ce fut le premier de la classe des sulfanilurées de première 

génération. 

À partir des années 1960, de nombreuses autres sulfamides ont été synthétisées et divisées en deux 

groupes. Les agents de première génération (tolbutamide, chlorpropamide, tolazamide et 

acétohexamide), qui ne sont plus utilisés, et les agents de deuxième génération (glibenclamide, 

gliclazide, glipizide, glimepiride et gliquidone). 

 

Figure  3. Structures chimiques des sulfamides hypoglycémiants [38] 
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La principale différence entre les sulfamides de première et de deuxième génération réside dans leurs 

propriétés pharmacocinétiques (absorption, métabolisme et dosage). 

Les sulfanilurées font partie des médicaments antidiabétiques ayant un effet insulino-

sécrétagogues et leur action principale est donc d'augmenter les concentrations plasmatiques 

d'insuline. C'est pourquoi des résidus de cellules bêta pancréatiques sont nécessaires pour que ces 

médicaments soient efficaces. 

Leur action résulte de la liaison aux récepteurs spécifiques de l'insuline (SUR 1) présents dans les 

cellules bêta du pancréas. Ce lien bloque l'entrée de potassium (K+) par le canal dépendant de l'ATP 

, le flux de potassium devient nul, la membrane cellulaire se dépolarise, supprimant ainsi l'écran 

électrique qui empêche la diffusion du calcium dans le cytosol. 

L'augmentation du flux de calcium dans les cellules bêta provoque la contraction des filaments 

d'actomyosine responsable de l'exocytose de l'insuline, qui est donc rapidement sécrétée en grande 

quantité [18,19]. 

 

 

Figure  4. Mécanisme d'action des sulfamides hypoglycémiants [39] 

Il est important de souligner que la libération d'insuline induite par les sulfonylurées est 

indépendante du taux de glucose, ce qui peut augmenter le risque d'hypoglycémie. 

L'effet biologique des sulfonylurées se prolonge souvent bien au-delà de leur demi-vie 

plasmatique, en raison de l'interaction avec les récepteurs et de la formation de métabolites actifs, 

persistant 24 heures ou plus. 

Par conséquent, en cas de surdosage, l'hypoglycémie peut persister pendant plusieurs heures et 

nécessiter une hospitalisation prolongée. 
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3.1.2 Les glinides  
 
Les glinides sont une classe d'antidiabétiques insulinotropes, introduits en 1995 et dont l'utilisation 

clinique n'a été approuvée pour les patients atteints de diabète de type II que depuis les années 2000.  

Le répaglinide a été le premier médicament de cette famille à être approuvé pour un usage clinique et 

est le seul à être commercialisé en France.  

 

Figure  5. Structure chimique du répaglinide 

 
Les glinides appartiennent à la famille des insulino-sécrétagogues et leur mécanisme d'action est le 

même que celui des sulfamides hypoglycémiants, qui stimulent la libération d'insuline en inhibant les 

canaux potassiques sensibles à l'ATP dans les membranes des cellules bêta-pancréatiques en se liant à 

un récepteur différent de celui des sulfamides (SUR1/KIR 6.2). 

 

Bien que le mécanisme d'action soit identique à celui des sulfamides, ces médicaments ont des propriétés 

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques différentes. 

Ils sont rapidement absorbés et stimulent la libération d'insuline en quelques minutes. C'est pourquoi 

l'insuline sera facilement disponible pendant et juste après le repas après une administration 

préprandiale. 

 

Le principal effet secondaire est l'hypoglycémie. Bien que le risque d'hypoglycémie soit moindre que 

pour les personnes traitées par des sulfamides,  il s'agit toujours d'un effet secondaire potentiel grave qui 

peut mettre la vie en danger [20,21]. 
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3.1.3 Les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase 4 (DPP-4) (gliptines) 
 
Les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase 4 sont des agents antidiabétiques utilisés pour le traitement du 

diabète de type II. 

 

Figure  6. Structures chimiques des gliptines [40] 

 

La dipeptidyl-peptidase IV (DPP-4) est une enzyme ubiquitaire qui peut être détectée dans l'endothélium 

de différents organes. Les incrétines, à savoir le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et le glucose-

dependent insulinotropic peptide (GIP), sont les seuls substrats de la DPP-4. Ce sont des hormones 

peptidiques gastro-intestinales qui stimulent la sécrétion d'insuline suite à une augmentation 

postprandiale de la glycémie. La DPP-4 coupe et inactive le GLP- 1 en quelques minutes.   

En raison de la rapidité du clivage et de l'inactivation, une thérapie avec le GLP-1 natif administré par 

voie parentérale n’a pas été considérée envisageable pour le traitement continu du diabète de type II. 

Ces observations ont conduit à l'hypothèse que l'inhibition de la DPP-4 entraînerait une augmentation 

des taux de GLP-1 actif circulant, et pour cette raison les inhibiteurs de la DPP-4 ont été envisagés 

comme agents thérapeutiques pour le traitement du diabète de type II.  

 

 

Figure  7. Mécanisme d'action des gliptines [41] 
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Le premier agent de cette classe est la sitagliptine qui a été approuvée en 2006 par la Food and Drug 

Administration (FDA) pour une utilisation en monothérapie et en association avec la metformine ou une 

thiazolidinedione. Par la suite, la sitagliptine a été approuvée pour une utilisation avec une sulfonylurée , 

et en plus de la metformine. 

 

Le risque d’hypoglycémies dangereuses en cas de surdosages des gliptines semble être très limité. En 

effet, le pouvoir inhibiteur des gliptines atteint probablement un plateau malgré des concentrations 

plasmatiques très élevées. La puissante inhibition de la DDP-4 par les gliptines entraîne une 

augmentation substantielle du niveau des incrétines. Cependant, l'activité des incrétines est dépendante 

du glucose et par conséquent leur production diminue lorsque la glycémie baisse. Ainsi, le contrôle des 

incrétines sur la glycémie est calibré et adapté aux besoins, ce qui évite les situations d'hypersécrétion 

d'insuline et les hypoglycémies dangereuses qui en dérivent même après un surdosage [22,23].  

Néanmoins, le risque peut être augmenté si d'autres substances hypoglycémiantes sont administrées en 

même temps. 

 
 

3.1.4 Les inhibiteurs du cotransporteurs SGLT-2 (gliflozines)  
 
Les inhibiteurs du cotransporteur SGLT-2 exploitent le rôle du rein dans le maintien de 

l'homéostasie glycémique.  

Avec son activité constante, le rein filtre chaque jour 180 g de glucose et, en situation 

physiologique, en réabsorbe la quasi-totalité via le tubule proximal. 

Ce rôle a été découvert lors d'études sur des patients atteints d'une maladie génétique rare 

(glycosurie rénale familiale) causée par des mutations du transporteur de Na-glucose  

 

 

Figure  8. Mécanisme d'action des cotransportateurs SGLT-2 [42] 
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SGLT-2. Les molécules SGLT  (Sodium-dependant Glucose Transporter) transportent le  

sodium et le glucose en exploitant le gradient transmembranaire créé par la pompe Na-K ATPase.  

Les SGLT concernés par les gliflozines sont les SGLT-2 que l’on trouve principalement dans la 

partie apicale des cellules tubulaires rénales proximales et qui permettent de réabsorber le glucose 

filtré par le glomérule. 

Lorsque la glycémie dépasse 11 mol/L, la capacité de réabsorption des cotransporteurs est dépassée 

et la glycosurie apparaît. 

L'effet anti-hyperglycémique de l'inhibition du SGLT-2 est connu depuis plus de 150 ans.  

La phloridzine, un flavonoïde présent dans l'écorce de nombreux arbres fruitiers, a été isolée pour 

la première fois en 1835 par des chimistes français et étudiée sur des animaux de laboratoire 

pendant des siècles, car elle s'est avérée efficace pour réduire l'hyperglycémie et améliorer la 

sensibilité à l'insuline. 

En raison de son manque de spécificité, de sa biodisponibilité orale limitée et de ses effets digestifs 

trop importants, elle a été abandonnée. 

Depuis lors, des inhibiteurs plus sélectifs du SGLT-2, les gliflozines, ont été développés. Il s'agit 

de glycosides qui résistent aux enzymes gastro-intestinales et qui sont absorbés sans modification 

de leur structure. 

Ils peuvent être utilisés en monothérapie ou en association avec d'autres antidiabétiques oraux ou de 

l'insuline. Contrairement à la plupart des antidiabétiques oraux, leur effet est totalement indépendant de 

l'insuline. En Europe, ces médicaments ont été approuvés en 2012 avec la dapagliflozine, premier 

représentant des gliflozines suivi par d’autres inhibiteurs de SGLT-2 avec canagliflozine, 

empagliflozine, ertugliflozine et sotagliflozine. En France, ils ne sont sur le marché que depuis 2020. 

 

 

Figure  9. Structure chimique de la dapagliflozine   

 

 

 
Leurs principaux effets secondaires sont les infections des voies génitales. 
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Le risque d'hypoglycémie est absent lors de l'utilisation de ces médicaments mais une exception 

est toujours faite lorsque d'autres antidiabétiques tels que les sulfonylurées et l'insuline sont utilisés 

en association [24]. 

 

De plus, en induisant une glycosurie de 70-100 g/j qui correspondrait à 280-400 kcal/j, ils 

entraînent une perte de poids. Par conséquent, leur utilisation détournée ne peut pas être exclue. 

 
 
 
3.2 Développement d’une méthode d’identification et de quantification dans le sang 

( à l’exclusion des gliflozines) 

 

En raison de l'utilisation de ces médicaments à des fins autres que thérapeutiques, afin de 

diagnostiquer les hypoglycémies dont l'origine n'est pas claire, mais aussi pour surveiller les 

concentrations plasmatiques pendant le traitement afin d'optimiser la posologie, une méthode de 

dépistage des antidiabétiques oraux semble nécessaire. 

Dans le but d'accélérer l'analyse, il semble également nécessaire de disposer d'une méthode qui 

intègre un maximum d'agents antidiabétiques en une seule opération. 

A ce propos, j'ai mis au point une méthode d'identification et de quantification de 13 

antidiabétiques oraux dans le sang appartenant aux trois familles les plus prescrites pour le 

traitement du diabète (les sulfamides, le glinides et les inhibiteurs de la DDP-4). 

 

Le principal problème rencontré lors de la mise au point de cette méthode de dépistage est de 

regrouper des molécules ayant des propriétés chimiques différentes.  

 

Plusieurs approches ont été testées avant de choisir la méthode définitive. 

Premier test :  précipitation dans le méthanol et l'acétonitrile. Bien qu'il s'agisse d'une méthode rapide, 

elle ne permettait pas d’obtenir un taux satisfaisant de recouvrement et les chromatogrammes 

présentaient des interférences, ce qui gênait la lecture des concentrations faibles.   

 

Deuxième test : extractions liquide-liquide pH basique (en utilisant un tampon borate saturé à pH 9,5) 

et à un pH acide (en utilisant un tampon acétate à pH 5,2).   Avec un nombre important d'analytes aux 

propriétés chimiques différentes, le choix du pH du tampon d'extraction est essentiel. Un pH acide 

permet d'extraire les sulfamides et les glinides. En revanche, un pH trop acide empêche l'extraction des 

gliptines. 
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Pour cette raison, afin d'obtenir un taux de recouvrement acceptable pour toutes les molécules, la 

combinaison de deux extractions liquide-liquide à 2 pH différents (basique puis acide) a permis d'obtenir 

les meilleurs résultats. 

Compte tenu de la présence de 3 familles structurellement différentes, 3 standards internes deutérés ont 

été utilisés (hydroxy-tolbutamide-d9, repaglinide-ethyl-d5, vildagliptin-d3), chacun appartenant à 

chaque famille d’antidiabétiques. 

 

 

 

Figure  10. Répaglinide-éthyl-d5 (gauche), vildagliptine-d3 (milieu), hydroxy-tolbutamide-d9 (droite) 

 

La méthode a été développée sur un système LC-MS/MS. 

Les échantillons sont analysés en 15 minutes. La méthode a été optimisée et validée. Les 

paramètres de la méthode sont décrits dans l'article ci-dessous. Par ailleurs, la méthode a été 

appliquée avec succès au sang post mortem de 8 sujets diabétiques. Les échantillons de sang ont 

été testés positifs pour le gliclazide (246 – 3000 ng/mL), la sitagliptine (40 – 21400 ng/mL) et le 

répaglinide (15 ng/mL) [Article 5] 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
88 

 

 

 

 

 

  



 

 
89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Article 5: Développement et validation d’une méthode de criblage et de dosage de 13 

antidiabétiques oraux dans le sang par LC-MS/MS : application à des cas post mortem 

Nadia Arbouche, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 

Toxicologie Analytique et Clinique. 2022; 12(9):1380-1386. 
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3.3 Développement d’une méthode d’identification et de quantification dans les 

cheveux ( à l’exclusion des gliflozines) 
 

La recherche des antidiabétiques oraux dans les cheveux peut être d’une grande importance dans les cas 

d'hypoglycémies inattendues, car elle permet de distinguer les hypoglycémies dues aux antidiabétiques 

de celles dues à d'autres causes (par exemple, l'insulinome). Il est donc important pour un laboratoire de 

toxicologie de rechercher les antidiabétiques dans les cheveux en raison de la large fenêtre de détection 

que permet cette matrice associée à sa longue stabilité dans le temps.  

 

Au cours de cette thèse j’ai donc développé et validée une méthode pour l'analyse simultanée de 13 

antidiabétiques oraux dans les cheveux par LC-MS/MS. 

Les paramètres de la méthode sont décrits dans l’article ci-dessous.  

La méthode a été appliquée avec succès aux cheveux de 18 patients diabétiques sous traitement 

antidiabétique oral. Les cheveux ont été testés positifs pour le gliclazide (3- 21,400 pg/mg), la 

sitagliptine (1.4 - 1.8 pg/mg), la vildagliptine (3.3 - 1,740 pg/mg) et le répaglinide (14.1 pg/mg) [Article 

6]. 
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Article 6: Development of a new LC-MS/MS method for the simultaneous identification and 

quantification of 13 antidiabetic drugs in human hair   

Nadia Arbouche, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 

Soumis le 02 Février 2022 dans Journal of Chromatography B.  
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3.4 Développement d’une méthode d’identification et de quantification des gliflozines 

dans le sang 

 

Bien que les gliflozines ne semblent pas être associées à des effets indésirables graves, étant donné 

qu'elles n'ont été autorisées que récemment, il existe peu de recul concernant leur toxicité. 

Ce que l'on sait, en revanche, c'est que, étant donné qu'ils sont souvent associés à d'autres 

médicaments antidiabétiques, le risque d'hypoglycémie sévère est toujours présent. 

En outre, en raison de la capacité de ces médicaments à faire perdre du poids, leur utilisation peut 

être détournée par les sportifs et d'autres personnes qui ne nécessitent pas de traitement 

antidiabétique. 

Il m'a donc semblé important de mettre au point une méthode permettant d'identifier et de doser 

également les gliflozines. L'identification et la quantification des gliflozines sont réalisées par un 

système UHPLC-MS/MS ( Waters Acquity UPLC (Waters Corporation, Milford, MA, USA)).  

La décision de séparer ces molécules des autres médicaments antidiabétiques oraux est due au fait 

qu'en présence d'ammonium formiate (utilisé comme phase mobile pour la plupart des 

antidiabétiques), des adduits se forment, ce qui réduit la sensibilité de la détection. 

Afin d'éviter la formation d'adduits, il a été décidé d'utiliser uniquement l'eau et l'acétonitrile 

comme phases mobiles. 

En raison de la facilité de formation d'adduits, il faut veiller à éliminer le formiate ou l'acétate du 

système si d'autres essais utilisant des phases mobiles contenant de l'acide formique ou acétique 

sont effectués sur le même instrument afin d'éviter une perte de sensibilité. 

Seuls 100 µL sont nécessaires pour l'identification des 3 gliflozines dans le sang (dapagliflozine, 

canagliflozine, empagliflozine). La liste des molécules, les temps de rétention, les transitions et les 

limites de détection et quantification sont décrits dans les tableaux 4 et 5. 

  

Protocole d’extraction 

 

L'extraction choisie est une précipitation de protéines. 20 ng de dapagliflozine-d5 (S.I.) et  2 ml 

d'acétonitrile sont ajoutés à 100 µL de sang. Les échantillons de sang sont mélangés au vortex 

pendant 1 minute puis centrifugés pendant 15 minutes à 3000 rpm. L'extrait est ensuite évaporé et 

le résidu est dissous dans 50 µL d'acétonitrile. 

5 µL sont ensuite injectés dans un système UHPLC-MS/MS. 
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Paramètres du système UHPLC-MS/MS 

 

La séparation LC a été réalisée à l'aide d'une colonne C18 HSS Acquity de Waters (150 x 2,1 x 1,8 µm). 

Le compartiment de la colonne était régulé à 50 °C. Une injection de 5 µL avec un débit de 0.4 mL/min 

de H2O (A) et d'acétonitrile (B) a été utilisée. L'élution en gradient est décrite dans le tableau 3 Les 

temps d'élution des gliflozines et des étalons internes sont décrits dans le tableau 4.  

 

Temps (min) Eau (%) Acétonitrile (%) 

0 60 40 

4 20 80 

7 20 80 

8 60 40 

10 60 40 

Tableau 3. Gradient UHPLC pour l'analyse des gliflozines 

Un spectromètre de masse triple quadrupole XEVO TM TQS-µ (Waters Corporation, Milford, MA, 

USA) équipé d'une source d'ionisation électrospray (ESI) Z-sprayTM utilisée en mode d'ionisation 

positive et négative (ES+/-) a été utilisé pour l'analyse des composés. 

Les conditions suivantes se sont avérées optimales pour l'analyse des gliflozines et de l’étalon interne : 

tension capillaire de 1 kV ; température du bloc source de 150 °C ; azote gazeux de désolvatation chauffé 

à 600 °C et délivré à un débit de 1 000 L/h. Afin d'établir une condition appropriée de surveillance des 

réactions multiples (MRM), la tension du cône a été ajustée pour maximiser l'intensité de l'ion 

moléculaire protoné et une dissociation induite par collision a été réalisée. La tension du cône et l'énergie 

de collision ont été ajustées pour optimiser le signal des ions plus abondants produits des antidiabétiques 

et des standards internes. La tension du cône, l’énergie de collision et les transitions m/z sont décrites 

dans le tableau 4.  

Le logiciel MassLynx V 4.2 a été utilisé pour la quantification.  
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Analyte Transitions  

MRM 

T R 

(min) 

Cône 

(eV) 

EC 

 (eV)  

Polarité 

ESI  

Dapagliflozine 407,1 > 329,08 
407,1> 259,06 

2,07 62 
 

12 
18 

- 

Empagliflozine 451,05 >70,58 
451,05 > 43,02 

1,59 34 20 
40 

+ 

Canagliflozine 445,11 > 340,57 
445,11 > 147,04 

2,68 52 16 
34 

+ 

Dapagliflozine-d5 415,26 > 155,08 
415,26 > 108,04 

2,03 56 32 
48 

+ 

Tableau 4. Liste des gliflozines, transitions, temps de rétention, voltage du cône, énergie de collision et polarité 

électrospray 

 

 

 

Analyte Gamme 

de 

linéarité 

(ng/mL) 

LD 

(ng/mL) 

LQ 

(ng/mL)  

Concentration 

(ng/mL) 

CV 

répétabilité 

(%)  

CV  

fidelité 

intermédiaire 

(%)  

Dapagliflozine 1-1000 0,5 1 10 
100 

11,7 
8,8 

15 
8 

Empagliflozine 5-1000 1 5 10 
100 

14,1 
5,6 

19,5 
7,9 

Canagliflozine 5-1000 1 5 10 
100 

18,6 
12,3 

14,5 
14,4 

Tableau 5. Paramètres de validation des gliflozines dans le sang 
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3.5 Développement d’une méthode d’identification et de quantification des gliflozines 

dans les cheveux 

 
Il n'existe aucune méthode dans la littérature pour l’identification des gliflozines dans les cheveux.  

Étant donné le grand intérêt des cheveux comme matrice analytique et compte tenu de l'absence 

de méthode pour leur identification dans la littérature, j'ai voulu développer une méthode pour la 

détection et le dosage des gliflozines et en particulier de la dapagliflozine, de l'empagliflozine et 

de la canagliflozine. 

La méthode, comme celle du sang, a été développée et validée sur un système UHPLC-MS/MS. 

 
Protocole d’extraction 

 

20 mg de cheveux (coupés finement à l’aide d’une paire de ciseaux) sont pesés. Les cheveux sont 

incubés dans 2 mL d’acétonitrile pendant 2 heures dans un bain à ultrasons en présence de 1 ng de 

dapagliflozine-d5 (S.I) afin d’extraire les gliflozines. 

Après incubation, les échantillons sont centrifugés pendant 15 minutes à 3000 rpm et la phase 

organique est recueillie  et évaporée sous un flux d’azote. Après évaporation l’extrait sec est 

solubilisé dans 50 µL d'acétonitrile.  

5 µL sont ensuite injectés sur le système LC-MS/MS. 

 
Paramètres du système UHPLC-MS/MS 

 
Les paramètres du système d'analyse sont les mêmes que ceux utilisés pour le dosage des gliflozines 

dans le sang (voir partie 3.4).  

Les paramètres de validation de la méthode d'analyse des gliflozines dans les cheveux sont présentés 

dans le tableau 6. 

La figure 11 montre les chromatogrammes obtenus après extraction de 100 pg/mg des gliflozines dans 

des cheveux.  
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Analyte Gamme 

de 

linéarité 

(pg/mg) 

LD 

(pg/mg) 

LQ 

(pg/mg)  

Concentration 

(pg/mg) 

CV 

répétabilité 

(%)  

CV  

fidelité 

intermédiaire 

(%)  

Dapagliflozine 10-
10000 

5 10 50 
100 

16,5 
11,8 

19,3 
15 

Empagliflozine 10-
10000 

5 10 50 
100 

18,7 
7,5 

18,3 
10,1 

Canagliflozine 10-
10000 

5 10 50 
100 

19,5 
13,7 

18,5 
17,2 

Tableau 6. Paramètres de validation des gliflozines dans les cheveux 

 

 

 

 

 

 

Figure  11. Chromatogrammes des transitions quantitatives et qualitatives pour un échantillon de sang contenant 100 

pg/mg de chaque analyte 
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3.6 Applications à des cas d’expertises médico-judiciaires  
Les méthodes développées pour l'identification et le dosage des antidiabétiques dans le sang  et les 

cheveux ont été appliquées à des cas médico-légaux dont le décès était soupçonné être lié à un surdosage 

d’antidiabétiques et les cas où l'origine du décès était inconnue. 

 

La méthode développée dans la matrice sanguine est également appliquée de manière routinière à 

des demandes hospitalières du service d’endocrinologie pour l’adaptation de la posologie et en cas 

d’hypoglycémie inexpliquée de la part du service des urgences.   

 

Ces travaux ont donné lieu à une publication scientifique. 

 

Article 6 :  Une femme de 46 ans, présentant un diabète de type II,  est retrouvée sans vie à son 

domicile. Le procureur a demandé une autopsie suivie d'investigations toxicologiques. Les 

résultats de l'autopsie (ecchymoses labiales, congestion multiviscérale, syndrome d'asphyxie, 

œdème cérébral modéré) étaient conformes à un possible décès par hypoglycémie. Les analyses 

toxicologiques ont révélé la présence de gliclazide dans le sang fémoral à 2,2 mg/L, ce qui est dans 

la fourchette des concentrations thérapeutiques publiées. Trois explications possibles ont été 

discutés avec le médecin légiste : 1. cause inconnue de la mort (autre qu'une mort toxique), 2. mort 

due au gliclazide qui aurait pu être dégradé en raison d'une instabilité chimique pendant l'intervalle 

de 6 semaines entre la mort et l'analyse (au moment de la mort, la concentration sanguine aurait 

pu être beaucoup plus élevée), et 3. la concentration sanguine était suffisante pour produire une 

hypoglycémie fatale chez un patient, qui ne suivait pas correctement son traitement. Selon le 

médecin légiste, aucune cause traumatique de la mort n'a pu être établie. Les tests de stabilité du 

gliclazide dans le sang total sur une période correspondant au délai des analyses toxicologiques 

ont démontré une instabilité (perte d'environ 65 % après 6 semaines de stockage à +4 ◦ C), mais 

cela a été jugé non pertinent pour un surdosage massif. Les cheveux ont été testés positifs au 

gliclazide dans les segments de 3 × 2 cm, à 7, 8 et 3 pg/mg, et étaient très indicatifs d'une utilisation 

non conforme du médicament. Le médecin légiste a donc conclu que la cause du décès du sujet 

était probablement due à une utilisation inappropriée du gliclazide, pouvant être responsable d'un 

trouble glycémique fatal. 

 

En raison de la nouveauté de la famille des gliflozines (commercialisation à partir de 2020 en 

France),  la dapagliflozine a été identifiée, seulement une fois,  au cours des trois années de thèse.  

Le cas est décrit ci-dessous : 
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Il s'agissait d'une femme de 60 ans retrouvée décédée après un by-pass gastrique suite à un 

surdosage de metformine. La femme était en effet sous traitement avec Forxiga® (dapagliflozine, 

10 mg).  

La concentration de dapagliflozine mesurée dans le sang été de 2,5 ng/mL . La concentration 

retrouvée dans le sang se situe dans la fourchette thérapeutique 

Les cheveux étaient négatifs pour la dapagliflozine. Aucune information ne permet de savoir 

depuis combien de temps le sujet était sous traitement. Mais, compte tenu de la commercialisation 

assez récente, elle n'a certainement pas été sous traitement depuis longtemps. Aucune information 

n'est disponible sur l'incorporation de cette famille dans les cheveux. Aucune méthode pour le 

dosage des gliflozines dans les cheveux n’est disponible dans la littérature et, par conséquent,  

aucune donnée n'est disponible sur les concentrations dans les cheveux.  

Aujourd'hui, une méthode a été développée dans ce laboratoire et il sera intéressant d'étudier les  

cas futurs afin de fournir plus d'informations sur les concentrations de gliflozines dans les cheveux. 

 

 

 

 

Figure  12. Chromatogrammes des transitions ioniques de l'échantillon de sang postmortem contenant (du haut vers le 

bas) 2 transitions de dapagliflozine et 1 transition de l'IS (dapagliflozine-d5), la concentration était de 2,5 ng/mL 
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Article 7: Is a “toxic” death possible with gliclazide, an oral hypoglycemic drug, found at 

therapeutic concentration? 

Pascal Kintz, Nadia Arbouche, Estelle Godard, Jean-Sébastien Raul,  

Toxicologie Analytique et Clinique. 2020; 32,228-234. 
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Quatrième Partie – L’Insuline 
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4.1 Présentation 
 
 

L'insuline est une hormone peptidique composée de 51 acides aminés disposés en deux chaînes, une 

chaîne alpha (21 acides aminés) et une chaîne bêta (30 acides aminés) qui sont reliées par deux ponts 

disulfures. Sa structure a été déterminée pour la première fois par Frederick Sanger, ce qui lui a valu 

le prix Nobel en 1958. 

L'insuline est produite dans les cellules β du pancréas sous forme de pro-insuline, un peptide à chaîne 

unique de 86 acides aminés, dans le réticulum endoplasmique, puis transformé et rassemblé en 

granules dans l'appareil de Golgi. Sa sécrétion se produit en réponse à une augmentation du niveau 

plasmatique de glucose (ou d'autres nutriments tels que les acides aminés et les acides gras libres). 

Le glucose qui entre dans la cellule β est rapidement phosphorylé en glucose-6-phosphate et subit 

une oxydation dans les mitochondries, conduisant à la production d'adénosine triphosphate (ATP). 

L'augmentation du rapport ATP/adénosine diphosphate dans les cellules β entraîne la fermeture des 

canaux potassiques sensibles à l’ATP ( K+ ATP), ce qui provoque une dépolarisation de la membrane 

cellulaire et permet l'entrée du Ca2+ par l'ouverture des canaux calciques de type L dépendants du 

voltage. L'élévation des niveaux de Ca2+ intracellulaire induit l'exocytose des granules contenant la 

proinsuline de la cellule β pancréatique.  

 

 

Figure  13. Mécanisme de sécrétion de l'insuline [43] 

 

Bien que de nombreux types de cellules somatiques expriment des récepteurs de l'insuline, le rôle 

de l'insuline dans l'homéostasie du glucose est caractérisé par les effets directs de l'insuline sur les 

muscles squelettiques, le foie et les adipocytes blancs. Ces tissus nécessitent des voies de 

signalisation de l'insuline spécifiques aux tissus. Dans le muscle squelettique, un tissu représentatif 

de l'action de l'insuline, l'insuline favorise l'utilisation et le stockage du glucose en augmentant le 
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transport du glucose et la synthèse nette du glycogène. Dans le foie, l'insuline active la synthèse du 

glycogène, augmente l'expression des gènes adipogènes et inhibe la gluconéogenèse en diminuant 

l'expression des gènes gluconéogènes. Dans le tissu adipocytaire blanc, l'insuline inhibe la lipolyse 

et augmente le transport du glucose et l'adipogenèse. Bien que les effets de l'insuline varient d'un 

tissu à l'autre, les composants proximaux impliqués dans la signalisation de l'insuline sont très 

similaires dans toutes les cellules sensibles à l'insuline. En outre, l'insuline supprime la sécrétion de 

glucagon par les cellules α du pancréas, qui est elle-même un puissant inducteur d'hyperglycémie.  

L'insuline exerce tous ses effets physiologiques connus en se liant au récepteur de l'insuline (INSR) 

sur la membrane plasmique des cellules cibles [25-26].  

 

 

Figure  14. Mécanisme d'action de l'insuline [44] 

 

Lorsque des taux d'insuline circulante plus élevés sont nécessaires pour obtenir la réponse intégrée de 

réduction du glucose décrite ci-dessus, un sujet est considéré comme résistant à l'insuline. 

A un taux d'insuline plasmatique normal, les tissus cibles ne sont pas en mesure de mettre en place une 

réponse hypoglycémique coordonnée normale impliquant la suppression de la production endogène de 

glucose, la suppression de la lipolyse, l'absorption cellulaire du glucose plasmatique disponible et la 

synthèse nette de glycogène. 

La résistance à l'insuline nécessite une sécrétion accrue d'insuline pour compenser, de sorte que les taux 

d'insuline plasmatique à jeun augmentent. 

Cette charge de travail accrue pour le système endocrinien et le pancréas, et la décompensation cellulaire 

qui en résulte, est un mécanisme majeur du développement du diabète de type II [25, 27]. 
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Le rôle du pancréas dans le diabète a été découvert pour la première fois par Von Mering et Minkowski 

en 1889 à Strasbourg lorsqu’ils ont reproduit le diabète en pancréactomisant des chiens. Le lendemain, 

ils se sont rendu compte que les chiens avaient très soif et que leur urine attirait les mouches.  

Partant de cette observation, de nombreux scientifiques ont, dans les années suivantes, étudié comment 

le pancréas produisait quelque chose qui lui permettait de réguler la glycémie. 

En 1921, Frederick Banting et son assistant, Charles Best, ont réussi à isoler un extrait de pancréas d'un 

chien qui avait subi une résection du pancréas, et ont constaté que lorsqu'ils réintroduisaient l'extrait 

dans le chien, sa glycémie s'améliorait rapidement. 

Cet extrait a été appelé insuline, du mot latin "insula", en référence aux îlots de Langerhans. 

En 1922, l'insuline a été administrée pour la première fois à un jeune diabétique de 14 ans, lui sauvant 

la vie [28].  

 

 

Figure  15. Histoire de la découverte de l'insuline au premier séquençage de l'insuline [28] 

 

Jusqu'en 1980, les insulines administrées aux patients diabétiques étaient purifiées à partir de pancréas 

de porc et de bœuf. Par la suite, en raison du nombre élevé de réactions allergiques qui leur étaient 

associées, leur utilisation a progressivement diminué. 

 

L'avènement des techniques de recombinaison de l'ADN a permis le développement et la production 

d'analogues de l'insuline humaine. 

La structure de l'insuline est légèrement modifiée pour altérer les propriétés pharmacocinétiques de 

l'insuline, principalement en affectant son absorption à partir du tissu sous-cutané.  

La région B26-B30 de l'insuline n'est pas critique pour la reconnaissance du récepteur de l'insuline, c'est 

pourquoi c'est généralement dans cette région que les acides aminés sont substitués. 

Les insulines synthétiques sont divisées en deux catégories : les insulines à action rapide (aspart, lispro 

et glulisine) et les insulines à action lente (glargine, detemir et degludec). 

Les insulines à action rapide sont conçues pour imiter la sécrétion physiologique d'insuline après une 

augmentation postprandiale du glucose. Pour cette raison les insulines rapides synthétiques présentent 
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des substitutions ou des inversions d'acides aminés qui tendent à ralentir ou à bloquer la tendance de 

l'insuline à s'associer en dimères et en hexamères. 

Cela implique une formation plus rapide des monomères actifs après injection sous-cutanée et une 

absorption immédiate dans la circulation sanguine. 

Dans l'insuline aspart (Novolog®) , l'acide aminé aspartique prend la place de la proline en position B28.  

L'insuline lispro (Humalog®)  possède les acides aminés proline (B28) et lysine (B29) inversés. Et enfin, 

la substitution de l'asparagine en position B3 par la lysine et de la lysine en position B29 par l'acide 

glutamique génère la glulisine (Apidra®). 

 

 

Figure  16. Structure de l'insuline aspart, insuline à action rapide [45] 

 

Les insulines à action lente, quant à elles, sont conçues pour imiter la sécrétion d'insuline basale. 

L'insuline glargine (Lantus®) présente l’ajout de deux arginines en position C-terminale de la chaîne β 

et le remplacement de l'asparagine par la glycine en position 21 de la chaîne α. Ces modifications 

déplacent le point isoélectrique de l'insuline glargine, ce qui la rend peu soluble à pH neutre mais 

totalement soluble au pH acide de la solution injectable (pH 4). Après injection dans le tissu sous-cutané 

(pH 7,4), la solution acide est neutralisée, ce qui entraîne la formation de micro-précipités qui 

représentent un "dépôt" à partir duquel de petites quantités d'insuline glargine sont libérées en continu. 

L'ajout de zinc à la préparation stabilise davantage le produit en retardant la libération des monomères 

et des dimères d'insuline glargine, ce qui prolonge sa durée d'action. Par conséquent, la courbe 

concentration/temps est régulière, sans pic, et la durée de son action est prolongée. Après injection sous-

cutanée de Lantus®, l'insuline glargine est rapidement dégradée à l'extrémité carboxyle de la β -chaîne 

en deux métabolites actifs, M1 (21A-Gly-insuline) et M2 (21A-Gly-des-30B-Thr-insuline). Dans le 

plasma, le principal métabolite circulant est le métabolite M1 et sa concentration augmente avec la dose 
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administrée de Lantus®. Les effets de l'injection sous-cutanée de Lantus® sont principalement dus à 

l'exposition au métabolite M1. 

La différence entre l'insuline detemir (Levemir®) et l'insuline humaine réside dans l'élimination de 

l'acide aminé B30 et la liaison de la lysine en position B29 à un acide gras à 14 carbones (acide 

myristique). Cette insuline modifiée sera plus encline à former des multi-hexamères au niveau sous-

cutanée. Ce qui retarde encore plus sa distribution dans les tissus périphériques, c'est sa tendance à se 

lier à l'albumine présente à la fois dans les tissus sous-cutanés et dans la circulation sanguine par 

l'intermédiaire de l'acide myristique lié en position B29. Son action commence après environ deux 

heures et dure jusqu'à 24 heures. 

L’insuline degludec (Tresiba®) est une insuline humaine modifiée à action ultra-longue dans laquelle 

l'acide aminé B30 est supprimé et elle est conjuguée à l'acide hexadécanedioïque  au niveau de l'acide 

aminé lysine en position B29. Ces modifications confèrent à l'insuline dégludec la capacité de former 

des multihexamères après injection sous-cutanée. Des dépôts filamenteux se forment, à partir desquels 

les monomères d'insuline sont lentement libérés dans la circulation sanguine.  

Son action commence environ 30 à 90 minutes après l'injection mais dure plus de 24 heures [26,29]. 

 

 

 

Figure  17. Structure de l'insuline glargine, insuline à durée prolongée [46] 
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4.2. Développement d’une méthode d’identification et de quantification de l’insuline 

humaine et des analogues synthétiques dans le sang 
 

La méthode d'identification de l'insuline et de ses analogues synthétiques dans le sang a été réalisée sur 

un système de chromatographie liquide couplé à une spectrométrie à haute résolution, notamment un 

spectromètre de masse à temps de vol (UHPLC-XEVO G2-XS, Waters, Milford, Massachusetts, Etats-

Unis). La méthode inclut l'insuline humaine, lispro, aspart, glulisine, glargine et detemir. 

La difficulté initiale rencontrée lors de la mise au point de cette méthode est liée au fait que l'insuline 

est une protéine ayant un poids moléculaire assez élevé (> 5000 Da). 

L'utilisation de méthodes d'ionisation classiques telles que l'électrospray entraîne la formation, pour les 

molécules de masse élevée, d'ions à charges multiples, c'est-à-dire qu'il s'agit de molécules 

polyprotonées. La formation d'ions à charges multiples est très importante car elle réduit le rapport 

masse/charge des ions, ce qui permet l'analyse de molécules très lourdes comme les protéines. Le spectre 

observé sera donc plus complexe que celui des molécules à charges unitaires. 

Le rapport m/z des molécules sortant de l'électrospray est souvent compris entre 500 et 2000. Le nombre 

de charges absorbées par la molécule dépend à la fois de la basicité des différents groupes ionisables et 

du pH du solvant (un pH faible augmente le nombre de charges). L'analyse de l'insuline est possible 

grâce à la présence de résidus d’histidine dans la chaîne peptidique, qui sont des résidus basiques 

protonables. 

En présence d'ions à charges multiples, tous les ions n'ont pas le même nombre de charges, mais on 

observe plutôt une série de pics dus à des ions ayant un nombre croissant de charges, de forme à peu 

près gaussienne :  

 

 

Figure  18. Spectre de l'ion pseudo-moléculaire m/z [M+5]5+ 1162.33713 de l'insuline humaine 
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La distance entre les rapports m/z des différents ions [qui sont du type (M+H)/H, où H est le nombre de 

charges] diminue lorsque le nombre de charges augmente, ce qui permet d'établir le nombre de charges 

de chaque ion, et donc la masse réelle de la molécule (algorithme de déconvolution).  

L'identification des insulines s'effectue à partir d'ions précurseurs 4 à 7 fois chargés représentant des 

ions pseudo-moléculaires de 800 à 1500 m/z. 

Dans cette étude, la cellule de collision (CID) du spectromètre de masse à temps de vol  a été utilisé 

pour obtenir des fragmentations qui peuvent nous donner des informations supplémentaires sur la 

séquence d'acides aminés des insulines.  

Le schéma de fragmentation observé en CID est la fragmentation typique des terminaisons N et C décrite 

par Biemann et Roerpstorff. Les fragmentations peuvent produire des fragments N-terminal et C-

terminal. 

Si la charge est portée par le fragment N-terminal, les ions produits sont indiqués comme b, si elle est 

portée par le fragment C-terminal, les ions produits sont indiqués comme y.  

Par conséquent, la structure des acides aminés est déterminée par la reconnaissance des ions b et y.  

Dans le cas des insulines, la fragmentation se produit au niveau de l'extrémité C-terminale de la chaîne 

bêta, car c'est là que se trouvent la plupart des modifications par rapport à l'insuline humaine [30]. 

 

 

Plusieurs approches ont été testées avant d’établir la méthode définitive. 

Toutes les méthodes testées jusqu'à la méthode finale étaient des adaptations de méthodes déjà publiées 

[31-33].  

 

Dans un premier temps, une technique d'immunopurification inspirée d'une méthode publiée par Thevis 

et al. a été essayée.  

Cette technique exploite les réactions antigène-anticorps en utilisant des billes magnétiques (Dynabeads 
™ , Thermofisher, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) recouvertes d'anticorps et un anticorps 

monoclonal anti-insuline. L'extraction est ainsi beaucoup plus ciblée, ce qui permet d'éliminer toutes les 

énormes interférences présentes dans le sang. 

Ce test échoue, et dans un premier temps on a pensé que cet échec était dû à l'utilisation de tubes à essai 

inadaptés. L'un des problèmes de l'insuline, en effet,  est qu'elle est soumise aux phénomènes 

d'adsorption et agrégation. Lorsque l'insuline est présente dans une solution à une faible concentration, 

elle se trouve principalement sous forme de monomères. Les monomères de l'insuline possèdent des 

groupes hydrophobes orientés vers l'extérieur qui ont tendance à interagir avec les groupes hydrophobes 

des parois du matériel utilisé (flacons ou tubes en polypropylène, en verre ou en borosilicate) pour 

former des liaisons. Une fois adsorbés à la paroi, ces monomères interagissent avec d'autres monomères 

en solution pour former des agrégats [34].  
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En effet, en utilisant des flacons en verre classique, nous avons constaté une perte progressive du signal 

déjà pendant l'infusion des standards dans le spectromètre. 

Par conséquent, afin de limiter ce phénomène, des tubes Eppendorf ®  LoBind protein (SigmaAldrich, 

Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis) ont été testés. Le matériau de ces tubes est constitué d'un mélange de 

polymères qui contribuent à former une surface hydrophile empêchant la liaison protéine-surface. 

 

Malgré l'utilisation de tubes à essai spécifiques, ce test ne fournit toujours pas la sensibilité requise et, 

après une étude approfondie de la littérature, l'utilisation de billes magnétiques pour le sang post-mortem 

n'est pas recommandée. Pour le sang postmortem,  il est nécessaire d’effectuer une précipitation initiale 

des protéines avant l'immunopurification pour éliminer une grande partie des interférences présentes 

dans le sang.   Dans cette méthode, j'avais utilisé un mélange d'acétonitrile et de méthanol, qui semble 

avoir un effet agglutinant sur les billes. 

 

Pour cette raison, l'immunopurification est mise de côté pendant un certain temps et je commence à faire 

des essais en utilisant l'extraction en phase solide (SPE). 

Malheureusement, cette méthode comporte également des inconvénients. Le principal problème 

concernant la matrice.  

Le sang total étant l'échantillon le plus couramment utilisé en toxicologie médico-légale, il nécessite un 

traitement spécial avant l'extraction SPE pour éliminer les interférences des protéines endogènes et en 

particulier de l’albumine. Une précipitation des protéines est nécessaire dans des solvants tels que 

l'acétonitrile et le méthanol (avec lesquels l'insuline ne précipite pas) en présence d'un acide (dans notre 

cas l'acide formique) pour stabiliser l'insuline. 

Cependant, après avoir agité le sang avec les solvants acidifiés, on a constaté la formation d'une seule 

agglomération, quelle que soit la proportion de solvant choisie.  

C'est pourquoi l'ajout de ZnSO4 a été choisi pour permettre une séparation adéquate. Le ZnSO4 ne 

précipite que les protéines de très haut poids moléculaire (telles que les immunoglobulines) et favorise 

la lyse des cellules, ce qui permet d’obtenir des surnageants plus propres qui facilitent l'extraction 

subséquente en SPE.  

Avec cette méthode, il est possible pour la première fois d'extraire l'insuline et ses analogues du sang 

humain postmortem avec une bonne sensibilité (20 ng/mL) lors des différents tests.  

Cette sensibilité n'était pas encore suffisante.  

Dans une tentative d'améliorer la méthode et d'éliminer le background endogène trop important à de 

faibles concentrations d'insuline, j'ai décidé d'essayer une étape ultérieure d'immunopurification avec 

des billes magnétiques. Malheureusement, le problème d'agglutination était toujours présent car le 

mélange d'élution SPE contient un pourcentage de méthanol (qui est essentiel pour l'élution). 

Par la suite, un certain nombre d'ajustements de la méthodes ont permis de faire passer la LOD de 20 à 

1 ng/mL. 
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Tout d'abord, des vials qui réduisent les pertes de peptides et de protéines dues aux interactions ioniques 

et aux liaisons non spécifiques ont été achetés (QuanRecovery Vials, Waters, Massachusetts, Etats-

Unis), ce qui a considérablement augmenté la sensibilité en empêchant l'absorption de l'extrait aux parois 

du flacon. 

Plus tard, l'utilisation d'une nouvelle colonne de séparation chromatographique a été introduite. 

La colonne utilisée est une colonne recommandée par le fabricant de notre équipement analytique 

(Waters) pour la séparation des protéines. Il s’agit d’une colonne CORTECS C18 de 1,6 uM ( Waters, 

Massachusetts, Etats-Unis). Cette colonne a été choisi parce que contrairement aux petites molécules, 

les protéines souffrent d’un mauvais transfert de masse dans et hors des particules entièrement poreuses. 

Les colonnes avec des particules à noyau solide permet d’obtenir des formes de pic plus nettes à des 

débits plus élevés. En ce qui concerne spécifiquement les insulines, le fournisseur soutien que 

l'utilisation d'une colonne remplie de particules contenant une faible charge de surface positive donne 

une forme de pic et une résolution supérieure à celles des autres colonnes. 

L'utilisation de cette colonne nous apporte une légère amélioration, mais cela  est négligeable par rapport 

au coût de la colonne et au changement continuel de colonne, qui doit être fait sur un équipement qui 

utilise toujours la même colonne pour d'autres analyses de routine. Cette colonne n’est donc pas utilisée. 

Le protocole suivant a été validé pour l’insuline humaine et ses analogues synthétiques. Les transitions 

utilisées, le temps de rétention et les limites de quantification et de détection sont résumés dans l’Article 

8.  

 

Enfin, bien que la méthode présentait de bons résultats, elle était trop laborieuse et le temps de 

préparation et d’extraction était trop long pour être mise en place en routine. Pour cette raison, une 

méthode d'extraction publiée d'abord par Judak et al. [35] dans l'urine et  puis appliquée par Bottinelli 

et al. [33] au sang postmortem, a été adaptée.  Cette méthode prévoit une étape de précipitation des 

protéines, leur concentration par filtration et une étape d’immunopurification avec l’utilisation des puits 

coatés d’une plaque ELISA. 

 

 

 

 

Protocole d’extraction n #1  

 

Après avoir mélangé 1 ml de sang total avec 1 ml d'une solution aqueuse de ZnSO4 0,1 M, l'échantillon 

est soumis à une étape supplémentaire de précipitation des protéines avec 2 mL d'un mélange 

d'acétonitrile/méthanol + 1% d'acide formique en présence de 20 ng/mL d'insuline bovine comme 

standard interne. Après agitation et centrifugation, le surnageant est transféré dans un autre tube. Dans 

ce tube, 2 mL de solution d'ammoniaque à 5% sont ajoutés et l’échantillon est mélangé au vortex. 
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L'extraction en phase solide est réalisée avec des cartouches mixtes échangeuses d'anions (Waters MAX, 

3 mL, 60 mg), qui sont préconditionnées avec 1 mL de méthanol et 1 mL d'eau avant de procéder au 

transfert du surnageant. 

Les échantillons sont lavés avec 1 ml de solution d'ammoniaque à 5% et 1 ml de méthanol/acide acétique 

(60 :10). Enfin, l'échantillon est élué dans un vial avec 250 μL d'un mélange de méthanol/acide acétique 

(5:1) et 5 μL ont été injectés dans le système LC-HRMS. 

 

 

Protocole d’extraction n #2 

 

250 µL de sang total sont soumis à une précipitation des protéines avec un mélange d’acétonitrile et 

méthanol en rapport 1 :1 en présence de 12 µL de Tween 20 à 0,05% et 20 ng/mL d'insuline bovine 

utilisée comme standard interne. 

Ensuite, une ultrafiltration est réalisée à l'aide des filtres Amicon® Ultra-0.5 centrifugal filter (avec un 

cutoff d’un poids moléculaire de 3,000 Dalton). Après 2 lavages avec PBS, le rétentat est déposé sur les 

puits de la plaque ELISA (Iso-Insulin, Mercodia) pour l'immunopurification. Après 1 heure d'agitation 

dans une plaque d'agitation (800 rpm), les puits sont lavés manuellement avec 300 µL de PBS et 

l'insuline est éluée avec une solution de H2O/ACN (80/20) et 2% d'acide formique.  5 μL sont ensuite 

injectés dans le système LC-HRMS.  

 

 

Paramètres du système UHPLC-Q-TOF 

 

Les analogues de l’insulines ont été rajoutés à la bibliothèque après infusion des solutions des standards 

à 1 mg/mL  dans la source et optimisation manuelle des paramètres HRMS. 

La séparation LC est réalisée à l'aide d'une colonne C18 Acquity HSS de Waters (150 x 2,1 x 1,8 µm) 

avec une température contrôlée maintenue à 50 °C. Une injection de 5 µL avec un débit de 0.25 mL/min 

d'eau avec 0.1 % d'acide formique (solvant A) et d'acétonitrile avec 0.1 % d'acide formique (solvant B) 

a été utilisée. L'élution en gradient était la suivante : le pourcentage initial de B de 20 % a été porté à 65 

% en 5,4 minutes, de 65 à 98 % en 0,3 minute et le retour aux conditions initiales en 4,2 minutes. Le 

temps total d'exécution est de 9,90 minutes. 

La séparation chromatographique n'a pas été possible pour les insulines en raison de leurs propriétés 

physico-chimiques presque identiques (sauf pour l'insuline detemir qui a un temps de rétention plus 

tardif que les autres). 

Un spectromètre de masse haute résolution Xevo G2-XS Q-TOF (Waters corporation, Milford, MA, 

USA) a été utilisé, fonctionnant en mode ion positif et en mode sensibilité. 
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Le débit de gaz de désolvatation a été réglé à 1 000 L/h à une température de 600 °C, le gaz du cône à 

50 L/h et la température de la source à 120 °C. La tension du capillaire et la tension du cône ont été 

réglées à 3 et 15 V, respectivement. Le mode de détection utilisé était le Full Scan, qui permet 

d'enregistrer tous les ions arrivant au détecteur. Les données ont été acquises de 100 à 2000 m/z.  

Pour obtenir de nombreux ions fragmentés, une rampe d'énergie de collision a été utilisée dans la cellule 

de collision. L'énergie de collision était comprise entre 20 et 80 eV.  

Le logiciel UNIFI a été utilisé pour l'acquisition des données, des chromatogrammes et des spectres.  

En ce qui concerne la détection, les principales difficultés concernent l'insuline lispro et l'insuline 

humaine, et l'insuline aspart et l'insuline glulisine. 

L'insuline humaine et la lispro ont la même masse moléculaire (5807 Da), ce qui se traduit par des temps 

de rétention et des spectres identiques. 

Elles peuvent être distingués via un fragment spécifique pour le lispro qui est m/z 217.  

Et pour l'insuline aspart et la glulisine, malgré des masses moléculaires différentes, le spectre est 

identique. Dans ce cas, le fragment distinctif est m/z 219 appartenant à la glulisine. 

 

 
4.3. Applications à des cas d’expertises médico-judiciaires  
 
Les overdoses d'insuline exogène peuvent s'avérer fatales en raison de l'hypoglycémie que l'insuline 

peut provoquer en cas de surdosage chez les patients diabétiques et même à des concentrations 

thérapeutiques chez les individus sains. 

Au cours de mes deux dernières années de thèse, un certain nombre de cas de suicide, de tentative de 

suicide et de meurtre ont été portés à notre attention. 

Une fois la méthode d'identification et de quantification de l'insuline humaine et de ses analogues 

synthétiques mise au point, elle a été appliquée aux cas suivants. 

Trois cas ont donné lieu à des publications scientifiques : 

 

Article 8 : Dans cet article, nous présentons le cas d'une infirmière qui a tenté de tuer sa fille de 10 ans 

en lui injectant de l'insuline asparte et qui, plus tard, a tenté de se suicider en s'injectant la même 

hormone. Deux seringues vides et un stylo FIASP® Flextouch ont été trouvés dans l'appartement de la 

femme. Une méthode de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse à haute résolution 

(LC-HRMS) a été mise au point afin d'identifier et de distinguer l'insuline asparte de l'insuline humaine 

dans les échantillons de sang ainsi que dans les seringues et le stylo, tandis qu'une méthode de 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) a été mise au 

point pour la quantification de l'insuline dans les échantillons de sang. L'insuline asparte a été testée 

positive à 5,7 et 2,4 ng/mL dans les échantillons de sang de la mère et de l'enfant, respectivement. La 

substance contenue dans les seringues et le stylo correspondait également à de l'insuline asparte. Bien 
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que la mère affirme avoir injecté une surdose d'insuline asparte, les concentrations trouvées se situaient 

dans la fourchette thérapeutique pour des sujets sous traitement. En raison de la grande instabilité de 

l'insuline et du long délai écoulé entre le prélèvement et l'analyse médico-légale (8 mois) pour des 

raisons administratives, la concentration au moment du prélèvement était probablement beaucoup plus 

élevée. Dans ce cas, il a été possible d'identifier l'insuline asparte et de la discriminer de l'insuline 

humaine dans un contexte de tentative de meurtre puis de tentative de suicide en utilisant la 

spectrométrie de masse à haute résolution, ce qui est d'une importance capitale en médecine légale. 

 

 

Article 9 : L'insuline glargine est un analogue de l'insuline à action prolongée qui exerce son activité 

hypoglycémiante par l'intermédiaire de son principal métabolite M1 (21A-Gly-insuline), produit à la 

suite du clivage enzymatique de la paire d'arginine de la chaîne β. 

Dans tous les cas de surdosage décrits dans la littérature, seules les concentrations de M1 ont été 

rapportées, alors que l'insuline glargine était toujours absente ou en dessous de la limite de 

quantification. 

Dans cette étude, nous avons décrit un cas de suicide d'une jeune infirmière par injection d'insuline 

glargine dans lequel la molécule mère a été retrouvée à une concentration toxique dans le sang.  

La détermination et la discrimination de l'insuline glargine de l'insuline humaine et d'autres analogues 

synthétiques dans l'échantillon sanguin ont été effectuées par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse à haute résolution (Waters XEVO G2-XS QToF). L'insuline glargine a été testée 

hautement positive dans le sang avec une concentration de 1,06 mg/L.  En raison de la difficulté d'obtenir 

un standard pur de M1, les aires de M1 et d'insuline glargine ont été comparées, révélant une aire de 

métabolite environ 15 fois plus grande que celle de l'insuline glargine. Cette présence unique de la 

molécule mère, rapportée pour la première fois, peut être expliquée par la variabilité interindividuelle 

du taux de conversion en métabolite. L'injection intraveineuse versus l'injection sous-cutanée peut 

également expliquer la présence de l'insuline glargine. Enfin, la dose injectée peut avoir été si élevée au 

point de provoquer une saturation des enzymes protéolytiques responsables de la conversion en M1. 

 

Application à un cas de suicide à l’insuline asparte et étude de stabilité : 

 

Dans un cas de suicide, nous avons eu la possibilité d'analyser du sang fémoral collecté dans deux types 

de tubes différents (un contenant du NaF et un autre sec). La constatation de concentrations différentes 

dans les deux tubes m'a conduit à tester la stabilité de l'insuline asparte dans des tubes contenant 

différents types de conservateurs. Ce cas et l'étude qui a suivi ont donné lieu à une publication 

scientifique : 
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Article 10 :  

Dans cet article, nous avons décrit  un cas de suicide d'un homme de 64 ans qui est décédé après 

l'injection d'insuline aspart. Il souffrait d'un cancer du poumon en phase terminale et a laissé une lettre 

expliquant les raisons de son suicide. Quatre stylos Novorapid® vides ont été retrouvés près du corps. 

L'examen externe du cadavre était sans particularité et du sang fémoral a été prélevé dans 2 tubes 

Vacutainer secs (bouchon rouge) et 2 tubes de fluorure de sodium (bouchon gris).  

Une méthode LC-HRMS a été utilisée pour identifier et discriminer l'insuline asparte de l'insuline 

humaine .  L'insuline asparte a été testée positive à 36 et 37 ng/mL dans les tubes secs, et à 58 et 71 

ng/mL dans les tubes contenant du fluorure de sodium après immunopurification dans les échantillons 

de sang et dans les stylos. La recherche de l'insuline asparte dans le sang a été effectué environ 3 

semaines après le prélèvement des échantillons. Le contenu des stylos correspondait également à 

l'insuline asparte. 

La stabilité de l'insuline dans le sang est un point critique dans l'interprétation des concentrations en 

raison de leur diminution rapide causée par l'activité des protéases dans le sang. Lors d'une étude de 

dégradation mise en place pour comparer 3 conservateurs et des tubes secs, une stabilité convenable de 

l'insuline asparte a été observée avec l'EDTA et le NaF. Étant donné que le NaF est un standard en 

toxicologie médico-légale pour la mesure des concentrations d'alcool dans le sang, les auteurs suggèrent 

son utilisation pour les prélèvements sanguins en cas de suspicion d'intoxication à l'insuline. 
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Article 8: Attempted murder of a young child followed by an attempted suicide of the mother 

by injection of insulin aspart: identification and quantification of insulin by LC-HRMS and 

UPLC-MS/MS in blood of the two cases 

Nadia Arbouche, Estelle Godard, Laurie Gheddar, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 

Journal of Analytical Toxicology. 2021; 46 : 65-72. 
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Article 9: Intentional overdose of glargine insulin: first determination of the parent 

compound in postmortem blood by LC-HRMS 

Nadia Arbouche, Alexis Walch, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 

Soumis le 29 Avril 2022 dans International Journal of Legal Medicine 
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Article 10: Influence of insulin collection preservatives in postmortem blood: application to a 

case of insulin aspart suicide. 

Nadia Arbouche, Elisa Macoin, Jean-Sébastien Raul, Pascal Kintz 
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Conclusion 
 

Les antidiabétiques oraux, malgré les avantages qu'ils présentent en ce qui concerne la réduction de 

la morbidité et de la mortalité des patients diabétiques, représentent un problème de santé en raison 

de leur utilisation abusive. 

L'absence de méthode analytique spécifique pour le dépistage de ces substances a conduit au fil du 

temps à une sous-estimation de l'exposition toxique à ces substances et à des interventions drastiques 

inutiles.  

 Pour cette raison, il semble essentiel qu'un laboratoire de toxicologie soit capable d'identifier et de 

quantifier la plupart des médicaments antidiabétiques sur le marché afin d'expliquer les épisodes 

d'hypoglycémie peu clairs.  

En outre, en raison de la fenêtre de détection limitée des échantillons de sang et d'urine, il est 

important de pouvoir identifier ces molécules dans les cheveux également. L'analyse des cheveux 

peut parfois être la seule preuve de l'exposition à un médicament, grâce à sa large fenêtre de détection 

et à la stabilité des molécules qui y sont incorporées.  

 

Au début de cette thèse en 2019, l'objectif de ce travail était de créer des méthodes analytiques 

capables d'identifier et de quantifier les antidiabétiques dans les fluides biologiques et les cheveux 

(sauf l'insuline). A ce moment,  il y avait peu de données sur les concentrations dans les cheveux des 

antidiabétiques sauf un article pour la metformine et deux pour les sulfamides. 

Aujourd'hui, grâce aux travaux réalisés au cours de cette thèse, des méthodes sont disponibles pour 

l'identification et la quantification de 5 familles d'antidiabétiques oraux dans les cheveux 

(sulfanilurées, glinides, gliptines, gliflozines et biguanides).  

L'application de ces méthodes à des sujets sous traitement et à des sujets décédés d'une overdose a 

permis de fournir les premières concentrations de ces substances dans les cheveux qui serviront de 

référence. 

 

En ce qui concerne l’insuline, son utilisation dans un contexte médico-légal a déjà été décrite. 

En raison de l'instabilité de l'insuline, en particulier dans les échantillons de sang postmortem, le 

délai entre l'autopsie et l'analyse toxicologique, et le manque de pratiques pré-analytiques adéquates 

ont conduit au fil du temps à une sous-estimation des cas d'empoisonnement à l'insuline. 

Le développement d'une méthode analytique utilisant la technologie de la spectrométrie de masse 

haute résolution a permis de mettre en évidence plusieurs cas d’exposition souvent fatale à l’insuline 

dans cet Institut.  

En 2020, le laboratoire de toxicologie de Strasbourg pourra, pour la première fois, rendre une 

expertise impliquant une analyse de l'insuline dans un cas de tentative d'homicide et de suicide. 

Suite à ce développement, la méthode a été appliquée à différents cas, notamment des suicides. 
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L'étude de stabilité réalisée avec différents conservateurs nous permet également de recommander 

l'utilisation de tubes à essai contenant de l'EDTA et du NaF (déjà utilisés en médecine légale pour 

le dosage de l'alcool) en cas de suspicion de surdosage en insuline. 

L’interprétation d’une concentration d’insuline reste toujours difficile et nécessite une approche 

complexe impliquant l’évaluation de nombreux facteurs tels que les antécédents médicaux du sujet,  

le mode et l’état de conservation de l’échantillon.  

 

Avec le développement des méthodes, la recherche sur les antidiabétiques est appliquée à la fois aux 

demandes hospitalières pour le suivi thérapeutique et l’ajustement de la posologie et aux cas de 

surdosage provenant des services de réanimation et d'urgence. En médecine légale, la recherche 

d'antidiabétiques s'ajoute à la routine tant pour les cas de suspicion de surdosage que pour les cas de 

décès inexpliqués. 

 

Les travaux réalisés pendant ces trois années de thèse ont donné lieu à 10 publications scientifiques, 

dont 8 internationales et 2 nationales. 

 

Au cours de cette thèse de 3 ans, mon intérêt s'est porté sur les médicaments antidiabétiques les plus 

prescrits et donc les plus présents sur le marché. Malheureusement, il ne m’a pas été possible 

d'inclure tous les médicaments antidiabétiques existants,  tels que les analogues du GLP-1. 

 

Compte tenu de la gravité du problème, il est nécessaire que le plus grand nombre possible 

d'antidiabétiques soient dépistés dans notre laboratoire, raison pour laquelle mes projets futurs 

prévoient d'ajouter davantage d'antidiabétiques à nos bibliothèques MS. 

 

De plus, en raison de l'ampleur du sujet (qui inclut d'autres antidiabétiques) je n'ai pas pu traiter la 

recherche de l'insuline dans les tissus (notamment musculaires et adipeux). Cette étude fera l’objet 

d’un projet futur.  
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Résumé 
L'utilisation des médicaments antidiabétiques, malgré leurs fins thérapeutiques, n'est pas dénuée de risques. Le plus grand risque lié à l'utilisation de ces 

médicaments est l'hypoglycémie, qui peut être fatale en cas d'utilisation inappropriée. 

L'utilisation détournée est en fait assez bien connue à des fins criminelles de suicide et de meurtre, comme substances dopantes dans le milieu sportif 

(dans le cas de l'insuline)  et dans le cadre des hypoglycémies factices (syndrome de Münchhausen). 

Dans le cadre de ma thèse, je me suis intéressé à 5 familles d'antidiabétiques oraux (sulfamides hypoglycémiants, glinides, gliptines, biguanides et 

gliflozines) et à l'insuline. 

L'objectif principal était de développer des méthodes analytiques pour l'identification et la quantification de ces substances dans le sang et autres fluides 

biologiques et d'apporter un intérêt à la recherche de ces substances dans les cheveux afin de fournir des critères d'interprétation pour mieux expliquer 

les concentrations retrouvées dans les cheveux en raison du manque de données dans la littérature. 

La première partie de ce travail a été consacrée au développement de méthodes analytiques pour détecter les antidiabétiques oraux dans le sang et les 

cheveux par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse en tandem en ce qui concerne la metformine et à l’aide de la 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem pour les autres quatre familles d’antidiabétiques oraux.  

Après avoir développé des méthodes analytiques pour la recherche d'antidiabétiques oraux, mon travail s'est orienté vers le développement d'une méthode 

d'identification de l'insuline dans la matrice sanguine postmortem sur un système de chromatographie liquide couplé à la spectrométrie de masse à haute 

résolution (Q-TOF).  

Aujourd'hui, les bibliothèques de MS contiennent six antidiabétiques appartenant à la famille des sulfamides comme agents hypoglycémiants, un 

biguanide (metformine), deux glinides, cinq gliptines et trois gliflozines . En outre, elles comptent désormais aussi les spectres de l'insuline humaine et 

de cinq de ses analogues synthétiques.  

Ces méthodes ont été appliquées à la fois dans des contextes cliniques pour l'ajustement de la posologie et aux cas de surdosage provenant de la 

réanimation et des urgences, et dans des cas médico-légaux impliquant principalement des suicides et des surdosages dus à une mauvaise utilisation de 

ces médicaments. 

Ces travaux ont donné lieu à 7 publications internationales et 3 publications nationales. 

 

Mots-clés : antidiabétiques oraux, insuline, médecine légale, chromatographie liquide et gazeuse couplée à la spectrométrie de masse en tandem et haute 

résolution (UHPLC/GC - MS/MS et UHPLC-HRMS), cheveux. 

Abstract 
The use of anti-diabetic drugs, despite their therapeutic purposes, is not risk-free. The greatest risk associated with the use of these drugs is 

hypoglycaemia, which can be fatal if used inappropriately. Misuse is actually quite well known for criminal purposes of suicide and murder, for doping 

purposes in sports (in the case of insulin) and in the context of factitious hypoglycaemia (Munchausen syndrome). In my thesis, I was interested in 5 

families of oral antidiabetic drugs (hypoglycaemic sulphonamides, glinides, gliptins, biguanides and gliflozins) and in insulin. The main objective was 

to develop analytical methods for the identification and quantification of these substances in blood and other biological fluids and to provide an interest 

in the research of these substances in hair in order to provide interpretation criteria to better explain the concentrations found in hair due to the lack of 

data in the literature. The first part of this work was devoted to the development of analytical methods to detect oral antidiabetic drugs in blood and hair 

by gas chromatography-tandem mass spectrometry for metformin and by liquid chromatography-tandem mass spectrometry for the other four families 

of oral antidiabetic drugs. After developing analytical methods for the investigation of oral antidiabetics, my work turned to the development of a method 

for the identification of insulin in the postmortem blood matrix on a liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (Q-TOF) system. Today, 

the MS libraries contain six antidiabetic drugs belonging to the sulphonamide family as hypoglycaemic agents, one biguanide (metformin), two glinides, 

five gliptins and three gliflozins. In addition, they now also include the spectra of human insulin and five of its synthetic analogues. These methods have 

been applied both in clinical settings for dose adjustment and overdose cases from the intensive care unit and emergency room, and in forensic cases 

involving mainly suicides and overdoses due to incorrect use of these drugs. This work has led to 7 international and 3 national publications. 

Keywords: antidiabetic drugs, insulin, forensic medicine, liquid and gas chromatography coupled with tandem mass spectrometry and high resolution 

mass spectrometry (UHPLC/GC - MS/MS and UHPLC-HRMS), hair.   
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