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RESUME

La toxicologie médico-légale joue une place centrale dans la détermination judiciaire des
causes de la mort. Elle permet de documenter la cause et le déterminisme mortel dans les
contextes d'intoxication mortelle supposée, ainsi qu’une éventuelle imprégnation toxique
ayant pu contribuer a la survenue de la mort. Cependant cette analyse est soumise au
recueil per-autopsique des matrices biologiques, parfois limitées par la dégradation post-
mortem des tissus. Ainsi le muscle psoas présente un intérét scientifique croissant du fait de
ses caractéristiques intrinseques répondant aux limites médico-légales. Par ailleurs, la
spectrométrie de masse haute résolution occupe une place grandissante dans la stratégie
analytique toxicologique, bien qu’encore naissante et insuffisamment documentée. Cette
étude évalue la concordance qualitative entre le muscle psoas et le sang périphérique et
cardiaque dans la détection de xénobiotiques post-mortem par LC-HRMS. 64 cas autopsiques
ont été inclus et 78 molécules ont été identifiées toutes matrices confondues. Les
échantillons de muscle étaient préparés par homogénéisation et extraction liquide-liquide en
phase basique. Les molécules les plus fréquemment retrouvées étaient les benzodiazépines
(n=27), les opioides et antalgiques (n=40), les antidépresseurs (n=14), les antipsychotiques
(n=13) et les cocainiques et dérivés (n=12). La corrélation qualitative entre le muscle psoas
et le sang fémoral est de 0.7972 (IC 95% [0.6992 ; 0.8952]), et de 0.8030 (IC 95% [0.7240
; 0.8820]) avec le sang cardiaque. Ces résultats soutiennent la validité analytique du muscle
psoas comme matrice alternative dans le screening toxicologique post-mortem, en particulier
concernant les classes pharmacologiques fréquemment impliquées dans les intoxications
mortelles. Bien qu’observant des variabilités intermoléculaires, le muscle psoas permet

d’effectuer des analyses toxicologiques en I'absence de sang disponible.



I.

INTRODUCTION

Généralités

a) Raisonnement médico-légal
La médecine légale est une spécialité située a la frontiere de la médecine et du droit dans
laquelle le médecin légiste met ses connaissances au service de la justice dans le cadre
d'enquétes judiciaires. A cette occasion il se spécialise notamment dans |'étude des corps
humains et la thanatologie, cette derniere se définissant comme « I'étude de la mort », du
mécanisme des déces et des phénomeénes post-mortem. 1l collabore avec différents
représentants de l'autorité au cours d'enquétes de décés inattendus ou violents, dont la
finalité est la manifestation de la « vérité scientifique » avec deux objectifs principaux :

- constater et interpréter d'éventuelles Iésions tégumentaires sur le corps pouvant

résulter de l'intervention d’un tiers et faire suspecter des violences infligées ;
- déterminer la cause et le mécanisme entrainant le déces, en évaluer la compatibilité

avec les éléments d’enquéte mis en lumiere.

Une des pierres angulaires de l'approche thanatologique est la réalisation d'autopsies
médico-légales pour tenter de répondre a ces objectifs. L'« autopsie », étymologiquement
originaire du grec « autopsia » (« action de voir par soi-méme »), comprend donc un
examen externe et interne du corps et de I'ensemble des organes afin de constater et
interpréter d'éventuelles Iésions traumatiques du corps, I'aspect macroscopique des organes,
ou encore des signes de pathologie médicale aigue ou chronique ayant pu contribuer en tout

ou partie a la survenue du déces.



b) Limites autopsiques et apport de la toxicologie analytique

L'autopsie rencontre toutefois certaines limites, notamment dans la situation (relativement
fréquente) d'un décés survenant dans un contexte supposé de consommations de
xénobiotiques (boissons alcoolisées, stupéfiants, substances médicamenteuses). En effet, il
n‘existe aucun signe autopsique spécifique pour affirmer formellement I'origine toxique d'un

déces [1].

L'examen met le plus souvent en évidence un faisceau d'éléments inconstants et non
spécifiques compatibles avec I'hypothese d'une intoxication mortelle, tel qu'un « syndrome
asphyxique » en lien avec une asphyxie lente et progressive. Ce syndrome associe un
cedeme et une congestion multi-viscérale, des pétéchies sous-conjonctivales et pulmonaires,
ou la présence de spume dans l'arbre bronchique et/ou issue par les voies aériennes
supérieures (formant alors un « champignon de mousse »). Ce syndrome est la conséquence
d'une souffrance poly-viscérale hypovolémique et/ou hypoxique prolongée, et reflete une
mort lente et progressive sans préjuger de sa cause. On peut ainsi le retrouver dans
différentes causes et modes de déces (notamment une détresse respiratoire par noyade, une
suffocation par privation d'oxygene ou encore une dépression respiratoire neurologique

centrale résultant d’une intoxication a une ou plusieurs substances exogénes) [2, 3].

Ainsi, le diagnostic de certitude d’une intoxication mortelle est biologique et repose sur la
réalisation d'analyses pharmaco-toxicologiques a partir de divers prélevements autopsiques.
Celles-ci visent a identifier et quantifier les éventuels xénobiotiques présents dans
I'organisme du sujet au moment du décés, en vue d'apprécier leur potentiel role dans la

survenue du déces.



I1.

Place du sang comme matrice analytique en toxicologie
post-mortem

A ce titre le sang est la matrice biologique de référence en toxicologie post-mortem. C'est en
effet le seul milieu pour lequel les données de la littérature permettent de déterminer le
niveau d'imprégnation d’'une personne a une substance donnée au moment du déces. La
concentration sanguine permet au toxicologue de raisonner sur la survenue d’éventuels
effets toxiques ou létaux dans la recherche des causes du déces. Lors de l'autopsie, deux
sites de préléevements sanguins sont privilégiés : le sang cardiaque et le sang périphérique
fémoral, sous-clavier ou poplité. Bien qu'il s'agisse dans les deux cas de sang, ces matrices
sont tres différentes d'un point de vue toxicologique, la survenue de phénomenes post-

mortem modifiant plusieurs parametres biologiques importants.

En effet le sang cardiaque apparait particulierement impacté par des phénomeénes dits de
« redistribution post-mortem » décrits par Stephenson et al., susceptible d’entrainer
artificiellement une majoration des concentrations mesurés dans le sang cardiaque. Les
mécanismes a leur origine sont complexes et multifactoriels, relevant des propriétés
pharmacologiques des molécules, des changements biochimiques post-mortem et également

d’une certaine variabilité interindividuelle [4, 5].

Ils dépendent notamment du degré de relargage depuis les organes/tissus dits « réservoirs »
par tropisme naturel (essentiellement le tractus gastro-intestinal, le foie, les poumons, le
myocarde et le tissu adipeux) ainsi que de l'intensité des phénomenes cadavériques (lyse
cellulaire, putréfaction). Ainsi les concentrations de toxiques dans le sang cardiaque sont

majorées artificiellement par la diffusion des molécules cardiotropes, de méme les



xénobiotiques contenus dans le liquide gastrique diffusent depuis I'estomac et majorent les
concentrations dans le sang cardiaque du fait de la situation de I'estomac anatomiquement
proche du cceur en décubitus dorsal. Les propriétés intrinseques des molécules influencent
également leur redistribution, le caractére lipophile favorisant leur diffusion par |la
saponification post-mortem des graisses. Le degré d'ionisation moléculaire selon le pKa
moléculaire et le pH cellulaire joue également un rdle dans ce phénomene, la lyse cellulaire
post-mortem entrainant une baisse du pH corporel favorisant la diffusion des molécules

basiques alors ionisées [5, 6].

Dans ce contexte le sang périphérique fémoral apparait comme une matrice d‘analyse plus a
méme de refléter les concentrations circulantes au moment du décés car moins sujette a la
redistribution post-mortem, du fait du site de prélevement a distance des principaux organes
réservoirs du corps. Cependant dans certaines situations il n’est pas possible de prélever du
sang de fagon scientifiquement rigoureuse (saignement excessif extériorisé rendant le corps
exsangue, corps carbonisé, putréfaction avancée, ...). Tenter de prélever du sang amenerait
a collecter une matrice analytique contaminée dont linterprétation s'avérerait
obligatoirement erronée. Se pose alors la question de matrices d'analyses alternatives telles
que sont par exemple I'urine, I'numeur vitrée et le contenu gastrique, déja intégrées en

pratique courante et ayant chacune ses limites propres.



III.

Le muscle ilio-psoas, approche médico-légale et
toxicologique

Le muscle, et plus spécifiqguement le muscle ilio-psoas, fait I'objet d’un intérét croissant en
tant que matrice alternative en toxicologie post-mortem. Le muscle ilio-psoas est un muscle
strié rétro-péritonéal para lombaire. C'est un muscle pair qui s'étend de la face antérolatérale
du rachis lombaire a l'extrémité supérieure du fémur. Il s’agit donc d'un muscle de

localisation profonde, généralement assez volumineux.

O — Bodies of twelfth
thoracic and all
lumbar vertebrae

Iliopsoas muscle
(iliacus, psoas major,
and psoas minor
muscles). O, Origin.
I, Insertion.

Psoas major

muscle
Psoas minor

muscle

(lesser trochanter)

Figure 1 : Dessin d'illustration du muscle ilio-psoas

D'un point de vue médico-légal, ce site est visualisé lors des autopsies et exploré a la
recherche d'infiltrations hémorragiques traduisant des contusions musculaires. D'un point de
vue toxicologique le muscle ilio-psoas présente I'avantage d'étre généralement disponible en
grande quantité y compris en cas de décomposition avancée, en raison de sa localisation
profonde. Par ailleurs cette matrice semble relativement préservée des phénoménes de

redistribution post-mortem du fait de son éloignement des principaux organes réservoirs.



Plusieurs études ont mis en évidence le potentiel du muscle ilio-psoas en tant que matrice
alternative en toxicologie post-mortem, notamment pour la détection de xénobiotiques tels
que les cocainiques et les opioides. Toutefois, les données actuellement disponibles restent

limitées tant sur le plan de la détection qualitative que de la quantification des xénobiotiques

[7].

Du fait des parameétres intrinseques de ce tissu, une étude s'intéressant a un screening large
semble nécessaire pour appréhender la place du muscle psoas en toxicologie analytique. La
plupart des études ayant abordé ce sujet ont étudié I'apport du muscle strié via la recherche
ciblée d'une molécule ou d'une famille de molécules et n‘appréhendent pas le screening
toxicologique dans son exhaustivité alors qu’en toxicologie médico-judiciaire I'objectif est une

recherche la plus large possible de molécules (« comprehensive screening ») [8, 9].

De plus la plupart des études menées jusqu'a présent s‘appuient sur des méthodes
analytiques « classiques » telles que la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GC-MS), la chromatographie liquide couplée a un détecteur ultraviolet (HPLC-UV)
et/ou la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS). Cependant, depuis plusieurs années déja, la spectrométrie de masse haute

résolution (HRMS) a fait son apparition dans le champ de la toxicologie médico-judiciaire.



IV.

La LC-HRMS, nouveau gold-standard du screening
toxicologique ?

Au cours de la derniére décennie, la spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) a
connu des avancées technologiques majeures, parallélement a son adoption croissante en
toxicologie analytique (souvent au détriment des spectrometres de masse classiques dits "a
basse résolution"). La résolution, définie comme la capacité d'un instrument a différencier
deux ions de rapports masse/charge (m/z) trés proches, est environ dix fois supérieure en
HRMS par rapport aux systemes conventionnels. Cette amélioration, conjuguée a une
meilleure accessibilité des instruments et a une simplification de leur utilisation, a favorisé
leur déploiement dans de nombreux laboratoires de toxicologie. La chromatographie liquide
(LC) couplée a la spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS) permet ainsi la
réalisation de screenings toxicologiques élargis et non ciblés, particulierement exhaustifs

[10].

Le principe théorique repose sur une technique séparative (chromatographie liquide) couplée
a un spectrometre de masse, le plus souvent hybride associant un quadrip0le a un analyseur
de type Orbitrap ou Time-of-Flight (ToF). Dans un premier temps les composés d'intérét
(molécules meres) sont séparés en fonction de leur temps de rétention au sein de la phase
chromatographique. Ils sont ensuite fragmentés en ions fils, puis ionisés et filtrés par le
quadripdle. Ces ions sont alors accélérés par un champ électrique dans I'analyseur (ToF ou
Orbitrap) ou ils parcourent une distance déterminée avant d'atteindre le détecteur. Ce temps
de vol, dépendant de leur rapport masse/charge (m/z), permet une mesure précise de leur
masse moléculaire selon I'énergie appliquée. Les ions les plus légers atteignent le détecteur

plus rapidement que les plus lourds, permettant ainsi une séparation fine et une résolution



élevée. L'ensemble des signaux est ensuite converti en un spectre de masse, ou chaque pic
peut étre identifié par comparaison (matching) avec des bases de données spectrales dans le

cadre d'un dépistage non ciblé.

La sélectivité accrue de cette technologie permet une identification plus exhaustive et plus
précise des molécules d'intérét, notamment grace a une meilleure résolution structurelle.

Cette capacité a caractériser finement les composés repose sur une détermination fiable de

Time of Flight Tube

Reflectron

\

| | " Detector
M > Pusher

Focus
Lenses

leur structure chimique a partir des données spectrales.

Figure 2 : Schéma d'un analyseur gToF

La spectrométrie de masse a haute résolution présente toutefois certaines limites
intrinseques. Elle génere un volume de données particulierement important (jusqu'a 25 fois

supérieur a celui d'une analyse en basse résolution) nécessitant des capacités de stockage
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conséquentes. Par ailleurs le maintien de la performance instrumentale exige des
recalibrations fréquentes, ce qui rallonge les durées d‘analyse. Enfin, I'interprétation des
résultats peut s‘avérer complexe et chronophage, requérant |'expertise de personnels

qualifiés et expérimentés [10].

Ici, pour chaque échantillon analysé, le temps d'analyse était de l'ordre de 22 minutes
(double acquisition en SWATH et IDA), entrecoupés de lavages et recalibrations tous les 5

échantillons.

V. Objectif de I'étude

Dans ce contexte, cette étude vise a évaluer les performances du muscle ilio-psoas en tant
que matrice alternative pour la détection des xénobiotiques en toxicologie post-mortem en
comparaison au sang périphérique et cardiaque, par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse a haute résolution (LC-HRMS, type qToF). L'analyse porte sur un

large panel de substances, incluant notamment médicaments et stupéfiants.
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ARTICLE ORIGINAL

Introduction

Forensic toxicology is a cornerstone of postmortem investigations, particularly when death is
suspected to be related to xenobiotic exposure. While macroscopic findings—such as signs of
asphyxia or pulmonary edema—may raise suspicion, the definitive diagnosis of a toxicological
cause of death remains inherently analytical and relies on the identification and quantification of
xenobiotics in postmortem biological matrices. Among these matrices, blood—and more
specifically, peripheral blood (i.e. femoral, popliteal or subclavian blood)—is considered as the
most informative [5, 6]. Indeed, it is the only matrix for which robust literature-based reference data
allow meaningful interpretation of drug concentrations at the time of death [11, 12]. However, in
common forensic scenarios—such as massive haemorrhage, thermal injury, or advanced
decomposition—blood may be unavailable or unsuitable for analysis. These limitations underscore
the necessity of alternative matrices capable of providing reliable toxicological information [5, 12].

In recent years, muscle tissue—and more particularly the psoas muscle—has gained increasing
interest as a potential alternative matrix in post-mortem toxicology [13, 14]. This deep-seated
muscle is generally available in sufficient quantity, remains relatively well preserved even in
extended post-mortem intervals due to its retroperitoneal location, and appears less susceptible to
post-mortem redistribution processes. These features make it an analytically attractive substrate,
particularly in cases where traditional matrices such as blood are compromised. Methodologically,
muscle tissue may be amenable to qualitative screening approaches, with preliminary studies
suggesting a reasonable degree of concordance with blood-based analyses [7, 8, 9]. Nonetheless, the
current evidence remains limited, both in scope and methodological consistency, highlighting the
need for further research to establish its diagnostic reliability and potential for broader application.

In this context, the present study was designed to evaluate the utility of muscle tissue as an

alternative matrix for the detection of xenobiotics in postmortem investigations. Specifically, it aims
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to assess the qualitative correlation between toxicological findings in muscle tissue and those
obtained from femoral and cardiac blood, using liquid chromatography high resolution mass
spectrometry (LC-HRMS), and focusing on a broad spectrum of substances including prescription

drugs, drugs of abuse (DOA), and other toxicants.

Materials and method

Study design

This was a prospective, single-centre study conducted at Angers University Hospital, in
collaboration between the Forensic Medicine Institute and the Department of Pharmacology and
Toxicology. Cases were recruited between May 2024 and May 2025. Inclusion criteria were as
follows: forensic autopsies performed under the jurisdiction of the Angers Court of Appeal; age
over 18 years at the time of death; postmortem interval of less than 96 hours (before autopsy); and
availability of cardiac blood, femoral blood, and iliopsoas muscle samples at autopsy. Exclusion
criteria included: age under 18 years at the time of death and explicit refusal by the family regarding

the use of muscle tissue samples.

Ethics

This study obtained approval from the French Agency of Biomedicine (PFS24-10955), from the
National Data Protection Commission (ar24-0058v0) and from the competent Public Prosecutor for

the forensic institute.

Consent

As part of this study, a plain-language information letter was provided to the families of the

deceased, outlining the objectives and scientific rationale of the research. An opt-out form
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accompanied the letter, allowing families to decline the use of muscle tissue samples. In the absence

of a written objection within one month following the autopsy, consent was presumed.

Chemicals, solvents, and reagents

The different drug standards and internal standards (IS) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France), LGC standards (Molsheim, France), Bertin Bioreagent (Montigny-le-
Bretonneux, France) and/or INTERCHIM SAS (Montlugon, France). All solvents and reagents

were HPLC grade or analytical grade. Milli-Q water was used throughout the analysis.

Blood and muscle tissue collection

Femoral and cardiac blood specimens were taken during autopsy. Femoral blood was sampled
without proximal ligation of the iliac vein. All blood samples were collected in EDTA pre-coated
purple-top tubes.

Muscle tissue samples were taken during autopsy from the psoas major. Before analysis, muscle
tissue was manually separated from fat and tendons with a scalpel, and approximately 1.0 g muscle
tissue was weighted and homogenized with approximately 4.0 g 1% formic acid in water in M tubes
using a gentleMACS dissociator from Miltenyi Biotech (Miltenyi Biotech BV & Co, Bergisch
Gladbach, Germany) with a 53-second program applying up to 2750 rpm. The samples were then
centrifuged at 4200 rpm and 15°C for 5 min. The supernatant was then transferred to Eppendorf

tube.

Sample preparation

For muscle tissue preparation, a liquid-liquid extraction under basic conditions was performed. A
volume of 200 puL of sample was diluted in 800 puL of water, followed by the addition of 50 uL of a

deuterated internal standard (IS) solution. IS solution included dihydrocodeine-d3 (50 pg/L),
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lopinavir-d8 (50 nug/L), prazepam (50 pug/L), gamma-hydroxybutyrate-d6 (10 mg/L), and
metformin-d6 (100 pg/L). Two millilitres of 5% zinc sulphate in water were added to the mixture,
and the volume was adjusted to 10 mL with methanol. The sample was then alkalinised by adding
I mL of 0.25 M carbonate buffer (pH 9.2) and 50 uL of 1 N sodium hydroxide, followed by the
addition of 5 mL of diethyl ether. After vortex mixing for 15 min, the sample was centrifuged at
3500 rpm for 3 min. The organic phase was carefully transferred to a micro-vial and evaporated to
dryness under a stream of nitrogen at 50 °C. The residue was reconstituted in 100 pL of methanol
and vortexed to ensure complete dissolution of the analytes and then transferred into micro-vial for
analysis.

Femoral and cardiac blood samples underwent protein precipitation using the previously described
IS solution. Fifty microlitres of whole blood were mixed with 100 uL of internal standard, vortexed
for 10 min, and centrifuged at 13,000 rpm for 5 min. The supernatant was transferred into micro-

vial for analysis.

HRMS analyses

A comprehensive non-targeted screening was performed in femoral blood, cardiac blood and
muscle tissue using previously described LC-HRMS method. Briefly, Chromatographic analysis
was carried out using a shimadzu LC-40B X3 CL pump (Shimadzu Corporation, Marne-la-Vallée,
France). Separation was achieved using a Kinetex Phenyl-Hexyl column (4.6 x50 mm); 2.6 pm
(Phenomenex SAS, Le Pecq, France). Mobile phase A was composed of ammonium formate buffer
(10 mM in 0.05% formic acid) and deionized water while mobile phase B included methanol (in
0.05% formic acid). Chromatographic separation was performed at a column temperature of 30°C
and a flow rate of 0.7 mL/min. The injection volume was 10 uL and the total run time was 11 min.
The elution gradient of the mobile phase was as follow: phase A 90%/phase B 10% a at time 0 min,
phase A 2%/phase B 98% at time 7.5 min, and phase A 90%/phase B 10% at time 9.1 min. The

UHPLC system was coupled to a Sciex X500R quadrupole time-of-flight (QqTOF) mass
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spectrometer system (ABSciex, Les Ulis, France) equipped with a Turbo V ™ Jon Source with
electrospray ionization (ESI) interface. MS and MS/MS data were collected by Information-
dependent-acquisition (IDA)-MS/MS and SWATH® acquisition using both ionization modes.
SCIEX OS 2.1 software was used for instrument control and data evaluation. This method allows
the detection of several compounds including prescription drugs, DOAs, new psychoactive

substances (NPS), and other toxicants [15].

Statistical analyses

Concordance between matrices was assessed using generalized linear mixed-effects modelling
(LME package, R software 4.4.2), Odds ratios (OR) were calculated to quantify the strength of
association between muscle tissue and blood-based toxicological findings. An initial analysis was
conducted on all identified xenobiotics. The focus was then refined to drug classes most commonly
associated with fatal overdoses (namely opioids, benzodiazepines, and stimulants) [16].
Furthermore, given the findings reported by Revol et al., a dedicated analysis of opioids was

subsequently performed [17].

Results

Characteristics of the study population

Between May 2024 and May 2025, 64 cases were included in the study. The population was
predominantly male (male-to-female ratio 3:1), with a mean age at death of 50.9 years (range: 19 —
97). The manner of death, as established at autopsy, was classified as accidental in 41% of cases (n
= 26), natural in 20% (n = 13), undetermined in 20% (n = 13), intentional (suicide) in 17% (n=11),

and homicidal in 2% (n = 1).
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Toxicological results

A total of 78 distinct xenobiotics were identified at least once across the analysed matrices (muscle
tissue, femoral and cardiac blood). All compounds were classified according to the Anatomical
Therapeutic Chemical (ATC) classification system. The most frequently represented
pharmacological classes were benzodiazepines (n= 27), opioids and analgesics (n= 40),
antidepressants (n= 14), antipsychotics (n= 13), and cocaine-related substances (n= 12). The list of

the compounds is summarized in Table 1.
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Benzodiazepines Antiepileptics Cardiovascular drugs
nordiazepam 5 lamotrigine 3 amiodarone, 4
diazepam 4 lacosamide desethylamiodarone
midazolam, lamotrigine-m, atorvastatin, warfarin 3
a-hydroxymidazolam, 3 levetiracetam, 1 amlodipine, )
oxazepam, 7-aminoclonazepam amlodipine-m, bisoprolol
oxazepam glucuronide atenolol, betaxolol,
bromazepam 2 plcard1p1ne, 1ndgparn1de, 1
alprazolam, clobazam, 1rbe§artan, clopidogrel,
desmethylclobazam, 1 clopidogrel-m
temazepam

Antidepressants Antipsychotics Cocaine-related compounds
venlafaxine, 4 aripiprazole, cocaine,
O-desmethylvenlafaxine aripiprazole-m, ) cocaethylene, 3
paroxetine, ) cyamémazine, benzoylecgonine
paroxetine-m 9-hyd.roxyrisperid'one ecgonine methyl ester 2
mirtazapine, mirtazapine- | lc')xapl'ne, olanzaplpe, 1 norcocaine
m risperidone, sulpiride

Analgesics / Opioids Opioid substitution therapy Additionnal compounds
paracetamol 21 buprenorphine, omeprazole-m
tramadol, norbuprenorphine, 2 ketamine, norketamine,
O-desmethyltramadol 3 methadone, EDDP laudanosine, sitagliptine

. naltrexone alfusozin, cetirizin-m

morphine 4 ’ 1 > m,

rp > 6B-naltrexol ketoprofen, ephedrine,
codeTne—m pseudoephedrine, quinine,
codeine, nefopam, 1 tropatepine, gliclazide,
oxycodone gliclazide-m, metformine

Table 1 Identified Xenobiotics per ATC Classification with Detection Counts (All Matrices Combined)
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Statistical analyses

Muscle tissue vs femoral blood

Statistical analysis encompassing all substances detected across cases yielded a qualitative
correlation OR of 0.7972 (95% CI: [0.6992 ; 0.8952]) between muscle tissue and femoral blood.
This indicates that in nearly 80% of cases, the presence of xenobiotics in muscle tissue was
consistent with their detection in femoral blood. When analysis was restricted to drug classes most
frequently implicated in fatal overdoses, the qualitative OR was 0.8350 (95% CI: [0.7566; 0.9134]).

Specifically for opioids, the qualitative OR was 0.7070 (95% CI: [0.6090; 0.8050]).

Muscle tissue vs cardiac blood

Statistical analysis encompassing all substances detected across cases yielded a qualitative
correlation OR of 0.8030 (95% CI: [ 0.7240; 0.8820]) between muscle tissue and cardiac blood.
This indicates that in approximately 80% of cases, xenobiotic detection in muscle tissue was
consistent with that in cardiac blood. Focusing on drug classes most frequently implicated in fatal
overdoses, the qualitative OR was 0.8350 (95% CI: [0.7566; 0.9134]). Specifically for opioids, the

qualitative OR was 0.7070 (95% CI: [0.6090; 0.8050]).
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Discussion

This prospective study investigated the qualitative concordance of xenobiotic detection across three
postmortem matrices: femoral blood, cardiac blood, and muscle tissue. This study was prompted by
a recurrent forensic challenge: the unavailability or unsuitability of blood in certain autopsy
contexts, such as advanced decomposition, exsanguination, and/or carbonization. Under such
conditions, conventional matrices and particularly blood are often unavailable or analytically
compromised [5].

Due to its deep anatomical location and relative resistance to postmortem degradation and/or
redistribution phenomenon, the psoas muscle may represent a suitable alternative matrix for
toxicological investigations when appropriately processed. Several methods have been published in
the literature [18, 19, 20, 21, 22]. Here, a standardized preparation protocol was applied, adapted
from Hansen et al., with the addition of a basic-phase liquid-liquid extraction step [8]. It is
important to note that no prior study has evaluated muscle tissue as a matrix for comprehensive
toxicological screening using HRMS, making this work the first to investigate its potential in this
context.

The most frequently detected substances in this study were benzodiazepines (n = 27), paracetamol
(n = 21), opioid analgesics (n = 19), and antipsychotics (n = 13), as well as twelve cocaine-related
compounds and ten opioid substitution treatment medication. A global statistical analysis,
considering all detected xenobiotics, demonstrated a high level of qualitative concordance between
muscle tissue and femoral blood, with an OR of 0.7972 (95% CI: [0.6992; 0.8952]). A similar
degree of agreement was observed between muscle tissue and cardiac blood, with an OR of 0.8030
(95% CI: [ 0.7240 ; 0.8820]). These findings support the analytical relevance of muscle tissue as an
alternative matrix for postmortem toxicological screening. To further explore this potential, the
analysis was refined to focus on drug classes commonly implicated in fatal cases. This targeted
approach was guided by epidemiological data showing the prominence of certain substances in

drug-related fatalities. In the United States, for example, Hedegaard et al. reported 289,915 fatal
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poisonings between 2011 and 2016, with opioids, benzodiazepines, and stimulants being the most
involved [16]. In France, Revol et al. analysed 4,460 fatal poisonings recorded between 2011 and
2021 through the DRAMES national surveillance program, focused on medications and illicit
drugs. In 2021, 79.4% of deaths were due to mono-intoxications, with opioids being the leading
contributors—particularly methadone (35.9%), heroin (21.8%), and buprenorphine (12.1%) [17]. In
the present study, when focusing on drug classes most frequently implicated in fatal overdoses and
opioids, a consistent level of qualitative concordance was observed between muscle tissue and both
femoral and cardiac blood. Such findings support the analytical relevance of psoas muscle as an

alternative matrix when blood is unavailable or unsuitable for toxicological analysis.

Overall, the toxicological potential of the iliopsoas muscle remains insufficiently explored in
scientific literature. Prior studies have mainly focused on the postmortem distribution and
quantification of specific drug classes across multiple tissues, including muscle tissue. In contrast,
the present study evaluates the suitability of the psoas muscle for broad-spectrum toxicological
screening across diverse xenobiotic classes. The main drug classes investigated in this study, along
with the detection rates of each identified xenobiotic in comparison with literature data, are reported

in Table 2.
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Opioid substitution therapies and analgesics

detection rate

study matrices xenobiotics n muscle / blood
methadone 24 91.6 %
Havig et al. psoas muscle / | buprenorphine 11 45.4 %
femoral blood | tramadol 11 82 %
fentanyl 4 100 %
Hargrove et al. I?el;slglrzlt 11315(1)13 d/ morphine 18 100 %
Thaulow et al. muscle tissue / morphine » L1 %
peripheral blood | g_.MAM 14 70 %
methadone 2 100 %
EDDP 2 100 %
buprenorphine 2 100 %
Current study ?:ﬁ?(frgl;sli)ls d/ norbuprenorphine 2 100 %
tramadol 5 100 %
ODM-tramadol 5 100 %
morphine 4 25 %
Benzodiazepines
clonazepam 55 76.4%
oxazepam 18 72.2 %
alprazolam 21 76.2 %
diazepam 38 78.9 %
Diestad et al. pIZ: i?;ﬁerrlﬁs‘rfllso/ J zopiclone 16 81.2 %
nordiazepam 40 82.5%
7-aminoclonazepam 62 85.5 %
zolpidem 4 100 %
midazolam 1 100 %
alprazolam 1 100 %
bromazepam 3 100 %
clobazam 1 100 %
desmethylclobazam 1 100 %
diazepam 4 100 %
Current study Ilz:(r)r?(frglui)sl((:)lz d/ nordiazepam 5 100 %
midazolam 3 100 %
a-hydroxymidazolam 3 100 %
oxazepam 3 67 %
oxazepam glucuronide 3 33 %
temazepam 1 0%
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Cocaine-related compounds

rectus femoris | €Ocaine S 100 %

Rees et al. muscle / femoral | benzoylecgonine 5 100 %
blood cocaethylene 3 100 %

cocaine 3 100%

benzoylecgonine 3 66.6 %

Current study r;z?;sgﬁaslils d/ cocaethylene 3 100%
ecgonine methyl ester 2 100%

norcocaine 1 100%

Antidepressants

amitriptyline 21 85.7%
nortriptyline 22 90.9 %

Hebb cf al. psoas muscle / imi}-j)rarniTle 7 100 %
blood desipramine 10 100 %

doxepin 9 89 %
nordoxepin 8 87.5 %

amitriptyline 9 100 %

mirtazapine 13 100 %

paroxetine 1 100 %

venlafaxine 6 100 %

Oiestad et al. pre):iiolf}?errrgllstfllgo/ d cit.aloprz.lm 16 100 %
mianserin 2 100 %

nortryptiline 9 100 %

sertraline 6 100 %

trimipramine 2 100 %

mirtazapine 4 100 %

mirtazapine — m 4 100 %

Current study ;;soas muscle / paroxet?ne 2 50 %
emoral blood paroxetine —m 2 50 %

venlafaxine 1 100 %

odm - venlafaxine 1 100 %

Table 2 Detected Xenobiotics per Drug Class
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Among the drug classes investigated, opioid substitution therapies warrant particular attention given
their high forensic relevance. In a recent study, Havig et al. (2022) evaluated the postmortem
distribution of methadone and buprenorphine across several biological matrices [23]. Methadone
was identified in psoas muscle in 22 out of 24 cases where it was present in femoral blood,
corresponding to a detection rate of 91.6%. Conversely, buprenorphine exhibited a lower detection
rate in muscle tissue (45.4%, n=11), suggesting greater variability in postmortem distribution and
reduced concordance with peripheral blood (exact sample site not specified). Regarding methadone
and its primary metabolite EDDP, our findings are consistent with this pattern despite our low
number of cases (detection rate of 100% in muscle tissue; n=2), thereby reinforcing the suitability
of muscle tissue for methadone detection. However, the discordant results observed in our data for
buprenorphine and norbuprenorphine detection (detection rate of 100% in muscle tissue; n=2)
question the reliability of this matrix and underscore the need for cautious interpretation.
Nevertheless, the limited number of cases for these compounds calls for cautious interpretation of

the results.

Havig et al. also investigated tramadol, reporting a detection rate of 82% (n=11) in muscle tissue.
Here, the results of our study appear in agreement with these data with a detection rate of 100% for
both tramadol (n=5) and its active metabolite O-desmethyltramadol (n=5). Such results further
support the relevance of psoas muscle as a suitable matrix for tramadol screening in postmortem
toxicology. Furthermore, although no fentanyl cases were identified in our study, the findings of
Havig et al. support the reliability of psoas muscle as a qualitative matrix for its detection, with
fentanyl being detected in all muscle samples analyzed (100% detection rate; n=4). In light of
fentanyl’s major involvement in drug-related fatalities (especially in North America) further

investigation focusing on its detection in muscle tissue would be especially valuable [24, 25, 26].
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Regarding other therapeutically used opioids, the literature offers conflicting results. For morphine,
Hargrove et al. reported a 100% morphine detection rate (n=18) in muscle tissue compared to
femoral blood, using a dedicated liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
method. Similar findings were reported by Stacheli et al. [27]. According to Frost et al., muscle
tissue appears a suitable matrix for the detection of morphine, its glucuronides, and also codeine
and its metabolites [28, 29]. In contrast, our findings are markedly discordant. Indeed, among the
four cases in which morphine was detected in both femoral and cardiac blood, it was identified in
muscle tissue in only one case which contrasts with the more consistent detection observed for other
opioids in our study. Notably, heroin use could not be documented in any of the cases analyzed in
the present study. However, data from the literature suggest that psoas muscle may be a valuable
matrix for postmortem detection of heroin intake. Indeed, Thaulow et al., using a LC-MS/MS
dedicated method, reported detection rates of 91.1% for morphine (n=45) and 70% for 6-
monoacetylmorphine (6-MAM (n=14) in muscle tissue (compared to peripheral blood [exact
sample site not specified]) [20]. Moreover, in a rabbit model study involving intravenous heroin
administration, Maskell et al. examined the postmortem distribution of its major metabolites. Both
morphine and 6-monoacetylmorphine (6-MAM) were detected in muscle tissue, with 6-MAM

consistently present in all samples up to 24 hours postmortem [30].

With regard to benzodiazepines and related compounds, Qiestad et al. evaluated the postmortem
detection of 13 molecules and metabolites in peripheral blood (exact sample site not specified) and
psoas muscle using a LC-MS/MS dedicated method [19]. Based on 183 autopsy cases, the study
reported variable detection rates in psoas muscle depending on the compound. Among 55 cases
with clonazepam detected in peripheral blood, only 42 were positive in muscle tissue,
corresponding to a detection rate of 76.4%. Similar variability was observed for other substances:
72.2% for oxazepam (n=18), 76.2% for alprazolam (n=21), 78.9% for diazepam (n=38), 81.2% for

zopiclone (n=16), 82.5% for nordiazepam (n=40), 85.5% for 7-aminoclonazepam (n=62), and 100%
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for both zolpidem (n=4) and midazolam (n=1) [19]. Eleven benzodiazepine-related compounds
were identified in our study. Except for temazepam (n=1), oxazepam (n=3) and its glucuronide
metabolite (n=3), all substances detected in femoral and cardiac blood were also found in psoas

muscle, indicating a high level of concordance across matrices.

In another study, Rees et al. investigated the postmortem distribution of cocaine, benzoylecgonine,
and cocaethylene in rectus femoris muscle using a gas chromatography tandem mass spectrometry
dedicated method, comparing their detection to that in femoral blood across nine autopsy cases [21].
All three compounds were consistently detected in muscle whenever they were present in femoral
blood (n=5 for cocaine and benzoylecgonine; n=3 for cocaethylene), resulting in a 100% detection
rate in muscle tissue. The authors further demonstrated a homogeneous distribution of these
analytes within the muscle, as evidenced by five cases in which the rectus femoris was sectioned
into 12 to 15 distinct subsamples. Importantly, cocaine exhibited greater postmortem stability in
muscle than in blood, likely due to the lower metabolic activity and postmortem pH reduction in
muscle tissue, which together limit hydrolytic degradation and redistribution processes [21]. Our
findings are consistent with these observations for both cocaine (n=3) and cocaethylene (n=3).
However, they diverge with respect to benzoylecgonine. Indeed, when benzoylecgonine was
identified in blood (both femoral and cardiac blood) (n=3), it was detected in muscle tissue in only
two cases (66%). Interestingly, in one case, ecgonine methyl ester and norcocaine were detected in
muscle tissue but not in femoral or cardiac blood, thereby supporting Rees et al.'s finding of better

postmortem stability in muscle.

Regarding antidepressants, Hebb et al. investigated the postmortem distribution of several tricyclic
antidepressants (including amitriptyline, nortriptyline, imipramine, desipramine, doxepin, and
nordoxepin) in blood (collection site not specified) and psoas muscle from 40 autopsy cases using

gas chromatography with nitrogen-phosphorus detection [31]. Amitriptyline was detected in psoas
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muscle in 85.7% of cases where it was present in blood (18 cases out of 21), nortriptyline in 20 out
of 22 cases (90.9 %), doxepin in 8 out of 9 cases (89 %) and nordoxepin in 7 out of 8 cases (87.5
%). For desipramine and imipramine, detection in muscle tissue was consistent in all cases where
the compounds were highlighted in blood. More recently (2018), Qiestad et al. analysed 173
autopsy cases and investigated nine antidepressant compounds using a LC-MS/MS dedicated
method in psoas muscle [32]. All compounds showed a 100% detection rate in muscle tissue when
present in peripheral blood, including amitriptyline (n=9), mirtazapine (n=13), paroxetine (n=1),
and venlafaxine (n=6). These results further confirm the reliability of psoas muscle as a relevant
matrix for the postmortem detection of antidepressants [32]. In our study, only a limited number of
antidepressant compounds were identified. Venlafaxine was the most frequently detected. Except
for paroxetine and its metabolite, all antidepressants identified in blood were also detected in psoas
muscle, resulting in a 100% detection rate for these compounds in muscle tissue. These findings are
consistent with the literature, further supporting the suitability of psoas muscle as a reliable matrix
for the qualitative detection of antidepressants in postmortem toxicology. Interestingly, in one case,
both venlafaxine and its metabolite O-desmethylvenlafaxine were detected in muscle tissue but not
in blood, suggesting better postmortem stability in muscle, similar to what has been observed for

cocaine-related compounds [21].

Finally, to the best of our knowledge, the detection of antipsychotic drugs in muscle tissue remains
poorly explored in the literature. According to Breivik et al., muscle tissue appears to be a reliable
matrix for the postmortem detection of quetiapine, with drug concentrations showing a good
correlation with those measured in femoral blood [33]. In our series, eight different antipsychotic
compounds were identified across twelve cases. However, these results are difficult to generalize
due to the limited number of cases. For aripiprazole, its metabolite, and 9-hydroxyrisperidone, the
detection window appeared to be broader in muscle tissue than in blood. Similarly, in one case, both

aripiprazole and its metabolite were detected in muscle but not in blood. The opposite pattern was
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observed for cyamemazine and olanzapine, which were detected in blood but not in muscle.
Interestingly, for risperidone, the findings were inconsistent: in one case, the drug was present in
blood but not in muscle, and in another, it was found in muscle but absent from blood. Finally,
sulpiride and loxapine were consistently detected in muscle tissue whenever they were identified in
both femoral and cardiac blood. Such results are of particular interest and highlight the need for
further studies focusing specifically on the detection of antipsychotics in muscle tissue. Indeed,
given the known adverse effects associated with this pharmacological class (such as QT
prolongation an increased risk of sudden cardiac death), better characterisation of their postmortem

distribution could provide valuable insights in forensic and toxicological investigations [34, 35, 36].

Overall, building on the compound-specific patterns observed across pharmacological classes, the
present study offers several strengths. Its prospective design, inclusion of all eligible autopsy cases
regardless of cause of death, and rigorous standardization of sampling, storage, and analytical
procedures contribute to the robustness of the findings. Nonetheless, certain limitations must be
acknowledged. Cannabinoids were not assessed due to technical constraints of the LC-HRMS
method, which would require dedicated LC-MS/MS dedicated method [37]. Furthermore, the
limited number of cases did not allow for the evaluation of certain compounds, notably NPS,
despite their high forensic relevance [38, 39]. Preliminary results nonetheless suggest that muscle
tissue may offer promising detectability for these substances, warranting further study [40, 27]. This
is partly due to the broad inclusion criteria, which resulted in a heterogeneous population.
Additionally, the monocentric nature of the study also limits external validity. Lastly, only
qualitative detection was assessed; further research is warranted to investigate inter-matrix
quantitative correlations. From a forensic standpoint, these results confirm the relevance of psoas
muscle as an alternative matrix for postmortem toxicological screening, particularly when blood is
unavailable or degraded. Future studies should aim to refine its interpretative value, taking into

account drug-specific pharmacokinetic and physicochemical properties.
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Conclusion

This study highlights the relevance of psoas muscle as a valuable alternative matrix for postmortem
toxicological screening. Through a prospective and standardised approach, we demonstrated an
interesting qualitative correlation between muscle tissue and both femoral and cardiac blood,
particularly for drug classes frequently involved in fatal overdoses such as opioids,
benzodiazepines, antidepressants, and stimulants. While some molecule-specific variations were
observed, the overall consistency of detection supports the analytical and forensic utility of psoas
muscle, especially in cases where conventional matrices are unavailable or compromised. Further
research is warranted to explore quantitative correlations and to better understand the
pharmacokinetic and physicochemical factors influencing drug distribution and stability in muscle

tissue.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

L'objectif de cette étude était d'évaluer la concordance qualitative du muscle ilio-psoas par
rapport au sang fémoral et cardiaque pour la recherche large de xénobiotiques en toxicologie
post-mortem, motivée par la problématique de I'absence de sang périphérique dans certains

contextes médico-légaux.

Les forces de notre étude reposent d’'abord sur son design : il s'agit d’'une étude prospective
incluant tous les cas autopsiques répondant aux criteres d'inclusion quelles que soient les
causes et modes de déces, avec standardisation des conditions de prélevement, conservation
et traitement des échantillons. La population ainsi sélectionnée est hétérogene et permet de
documenter un large panel de xénobiotiques incluant de nombreuses classes

médicamenteuses ainsi que des substances stupéfiantes.

Modes de déces

Criminel
2%

Naturel
20%
Accidentel

, . 41%
Indéterminée

20%

Intentionnel
17%

Figure 3. Modes de déces observés dans la population incluse
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Les échantillons faisaient I'objet d'une fragmentation, homogénéisation dans une solution
d’eau/acide formique puis extraction liquide-liquide en phase basique (sur le modéle du
traitement des échantillons de contenu gastrique pour analyse par GC-MS). Hansen et al. ont
mis au point et validé la dilution/homogénéisation du muscle psoas dans une solution d’eau
et acide formique a 1% avec le méme automate qu’employé ici (gentleMACS™ Dissociator ;
Miltenyi Biotec ; Paris; France) [8]. Le méme traitement analytique (LC-HRMS avec
acquisition SWATH et IDA) a été effectué sur toutes les matrices étudiées (muscle psoas,
sang fémoral et cardiaque). A notre connaissance aucune étude n'a évalué l'intérét du
muscle psoas comme matrice analytique en toxicologie post-mortem par LC-HRMS de type

gToF.

Une des limites notables de notre étude concerne I'impossibilité d'inclure les cannabinoides
dans le spectre des xénobiotiques analysés par LC-HRMS de type qToF. En effet, leur temps
de rétention chromatographique tardif nécessite soit une modification substantielle des
conditions d’élution, soit le recours a une méthode ciblée plus adaptée, telle que la LC-

MS/MS [37].

L'analyse statistique sur les sous-groupes de molécules les plus fréquemment impliquées
dans les déces toxiques [17, 41] a permis d’améliorer la corrélation statistique avec un OR
de 0.8350 (IC 95% [0.7566 ; 0.9134]). Cela signifie que dans environ 83% des cas ou la
molécule est présente dans le sang elle est également détectable dans le muscle psoas. Ceci
valide la pertinence du muscle psoas comme matrice alternative dans la recherche de ces
xénobiotiques d'intérét médico-légal mais ne représente toutefois qu’une premiere étape
dans la validation analytique de ce tissu, d'autres explorations étant nécessaires pour

explorer la corrélation quantitative inter-matrices. Par ailleurs, augmenter le nombre de cas
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inclus (notamment au travers d'une étude multicentrique) permettrait d‘améliorer la
robustesse et la portée des résultats. Il serait également pertinent d’explorer la détection de
certaines substances non identifiées dans cette étude, telles que les nouveaux produits de

synthese (NPS), I'héroine ou le 6-monoacétylmorphine (6-MAM ; métabolite de I'héroine).

Concernant l'objectif principal, nos résultat soutiennent la validité du muscle ilio-psoas
comme matrice alternative fiable pour le screening toxicologique large, en particulier quand
les analyses sanguines standards ne peuvent étre réalisées dans des cas autopsiques

complexes tels que les corps carbonisés ou en état de putréfaction avancée.
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ANNEXES

Annexe 1 : Protocole de prélévement autopsique des échantillons de muscle psoas
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Annexe 2 : Protocole de préparation pré-analytique des prélevements de muscle psoas

Préparation des échantillons de muscle psoas pour screening en LC-HRMS

1. Objet:
En wue d'analyser le nmscle psoas comme matrice pour screening foxicologique en LC-
HEMS, il est nécessaire de pré-traster 1'échantillon du mmscle recu avant de réaliser une
extraction. Ce document présente les étapes pour solubiliser un fragment de ["échantillon de
muscle et donne des indications pour traiter 1'échantillon musculaire en amont de ["analyse
par LC-HRMS.

2. Matériel :
2.1 Petit matérie] -

s  Scalpel jetable
* Pince en métal réutilisable
+ Balance de précision
+  Tubes GentleMacs
s  Pipette a solvant
*  Microtubes 1.5 mL

2.2 Automate d’homogeéngisation -
s (GentleMacs® OctoDissociator

2.3 Centrifugense
s Centrifugense de paillasse réfrigérée AFT-1ISA

3. Réactifs :
3.1 Produits de base :
*  Acide formicue 98/100% pour analyse
s«  FEan MilliQ®

3.2 Béactif 4 préparer -
*  Eauz.0.1% d acide formique -
100pL d acide formique g.5.p 100mL

(solution conservée d tempéramre ambiante)

II



Préparation des échantillons de muscle psoas pour screening en LC-HRMS

4. DMode opératoire :
4.1 Préparation des échantillons :

Décongeler les fragments de muscle recus.

Prélever avec le scalpel et 1a pince un poids total de 1 g de muscle (en un ou
plusieurs fragments) en portion médiane (milieu) en €cartant les fissus graisseux
et tendineux. Déposer dans le fube GentleMacs.

Ajouter 4 g de 1a solution d’eaw/acide formique a 0.1% avec une pipefte pasteur.
Bien fermer le tube et le clipser dans I"automate OctoDissociator (bouchon vers
le bas). Quand le tube est comrectement enclenché. l1a case sur 'écran devient
grise.

Appliquer le programme « Protein 01 01 » (sélectionner le programme sur
I'écran factile et appuyer sur start). En cas d’homogénéisation incompléte
(fragment de nwscle insuffisamment broyeé encore visible a 1'ceil nu) répéter le
programme.

Centrifuger le tube GentleMacs dans la centrifugeuse LISA a 4200 rpm pendant
05 minutes (protocole « préléevement »).

Transvaser 1.5 mL du surnageant dans un microtube.

Les échantillons ainsi obtenus peuvent se conserver au réfrigeratewr entre +2 et =8°C en
attente de traitement uitérieur.

Figure 1 : fragment de muscle décongelé Figure 2: muscle dans la solufion

d’eau/acide formique avant homogénéisation



Préparation des échantillons de muscle psoas pour screening en LC-HRMS

Figure 3 rube clipsé dans I"automate OctoDissociator Figure 4 : sélection du programme

Figure J : aspect aprés homogénéisation Figure 6 : aspect aprés centrifugation

4.2 Extraction liquide-liquide :
Reéaliser une extraction liquide-liquide en phase basique selon le protocole de screening par
GC-MS (Ref : BIO-70160-DO-114) en remplacant 1a solution d’étalons internes par celle du
screening par LC-HRMS (Ref : BIO-70160-DO-142). Appliquer les modalités de dilution du
liquide gastrique (200 pL d’échantillon de muscle + 800 pL d’eau).

Faire un blanc a partir de sang témoin EFS selon le méme protocole.

4.3 Screening par LC-HRMS QToF :
Procéder a I'analyse des échantillons selon le protocole de screening par LC-HRMS avec
acquisition SWATH et IDA (Ref : BIO-70160-DO-142).
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Forensic toxicology is a comerstone of medico-legal investigations, particulary in
suspected cases of poisoning. However, interpretation may be hindered by
pastmortem redistribution, tissue degradation, or the absence of suitable biological
matrices. Indeed, in many routine forensic situations—such as massive haemorrhage,
thermal injury, or advanced decomposition—blood is often unavailable or rendered
unsuitable for toxicological analysis. In this context, the psoas muscle represents a
promising altermative: its deep anatomical location, structural integrity, and relative
resistance to postmortern change may preserve xenobiotic content and improve
analytical reliability. This study assessed the qualitative concordance between psoas
muscle and both femoral and cardiac blood for broad-spectrum xenobiotic detection
usging liguid chromatography-high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS). Sicty-
four autopsy cases were included, and 78 distinct substances were identified across all
matrices. Muscle samples were processed by homogenisation and lquidiquid
extracion under basic conditions. The most frequently detected drugs included opicids
and analgesics (n=40}, benzediazepines (n=27), antidepressants (n=14},
antipsychotics (n=13), and cocaine-related compounds (n=12). Qualitative
concordance between psoas muscle and femoral blood was 0.7972 (953 Cl [0.6992;
0.8952]), and 0.8030 (95% CI [0.7240; 0.8820]) with cardiac blood. These resulis
support the analytical value of psoas muscle as a reliable alternative matrix for
postmortem toxicological screening, especially for drug classes most commaonly
implicated in fatal poisonings. Despite some molecule-specific variations, psoas tissue
may strengthen toxicological interpretation when blood is unavailable or compromised.
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VIVARES Sébastien

Corrélation qualitative entre le muscle psoas et le sang fémoral et cardiaque dans

la détection de xénobiotiques post-mortem

Introduction : La toxicologie médico-légale est une pierre angulaire de la détermination judiciaire des causes de
la mort. Elle permet de documenter la cause et le déterminisme mortel dans les contextes d'intoxication mortelle
supposeée, ainsi qu'une éventuelle imprégnation toxique ayant pu contribuer a la survenue de la mort. Cependant
cette analyse est soumise au recueil per-autopsique des matrices biologiques, parfois limité par la dégradation
post-mortem des tissus. Dans ce contexte le muscle psoas présente un intérét scientifique croissant du fait de
ses caractéristiques intrinséques répondant aux limites médico-légales. Par ailleurs, la spectrométrie de masse
haute résolution occupe une place grandissante dans la stratégie analytique toxicologique, bien qu’encore
naissante et insuffisamment documentée. Cette étude évalue la concordance qualitative entre le muscle psoas et
le sang périphérique et cardiaque dans la détection de xénobiotiques post-mortem par LC-HRMS,

Matériels et méthodes : 64 cas autopsiques ont été inclus et 78 molécules ont été identifiées toutes matrices
confondues. Les échantillons de muscle étaient préparés par homogénéisation et extraction liquide-liquide en
phase basique.

Résultats : Les molécules les plus fréqguemment détectées étaient les benzodiazépines (n=27), les opioides et
antalgiques (n=40), les antidépresseurs (n=14), les antipsychotiques (n=13) et les cocainiques et dérivés
(n=12=). La corrélation qualitative entre le muscle psoas et le sang fémoral est de 0.7972 (IC 95% [0.6992 ;
0.8952]), et de 0.8030 (IC 95% [0.7240 ; 0.8820]) avec le sang cardiaque.

Discussion - Conclusion : Ces résultats soutiennent la validité analytique du muscle psoas comme matrice
alternative dans le screening toxicologique post-mortem, en particulier concernant les classes pharmacologiques
fréqguemment impliquées dans les intoxications mortelles. Bien qu’observant des variabilités intermoléculaires, le
muscle psoas permet d'effectuer des analyses toxicologiques en |'absence de sang disponible.

Mots-clés : toxicologie médico-légale, muscle psoas, LC-HRMS, screening, corrélation

Qualitative correlation between psoas muscle and both femoral and cardiac blood
in postmortem xenobiotic detextion

Introduction : Forensic toxicology plays a key role in establishing the cause of death within judicial contexts. It
enables the identification of both the underlying cause and the lethal pathophysiological mechanism in suspected
fatal poisonings, as well as any toxic exposure that may have contributed to death. However, this analysis relies
on the postmortem collection of biological matrices, which may be compromised by tissue degradation after
death. In this context, the psoas muscle is of growing scientific interest due to its anatomical and tissue
characteristics, which may help overcome certain forensic limitations. Moreover, high-resolution mass
spectrometry is playing an increasingly important role in toxicological analytical strategies, although its use
remains in the early stages and is still insufficiently documented. This study assessed the qualitative concordance
between psoas muscle and both femoral and cardiac blood in broad postmortem xenobiotic detection by LC-
HRMS.

Materials and methods : 64 autopsy cases were included and 78 different molecules were identified, all
matrices combined. Muscle samples were prepared by homogenization and liquid-liquid extraction in basic
phase.

Results : Most frequently identified xenobiotics were benzodiazepines (n=27), opioids ans analgesics (n=40),
antidepressants (n=14), antipsychotics (n=13) and cocaine-related substances (n= 12). Qualitative concordance
between psoas muscle and femoral blood was 0.7972 (95% CI [0.6992; 0.8952), and 0.8030 (95% CI [0.7240;
0.8820]) with cardiac blood.

Discussion - Conclusion : These results support the analytical value of psoas muscle as a reliable alternative
matrix for postmortem toxicological screening, especially for drug classes commonly implicated in fatal
poisonings. Despite observing some molecule-specific variations, psoas tissue may strengthen toxicological
interpretation when blood is unavailable or compromised.

Keywords : forensic toxicology, psoas muscle, LC-HRMS, screening, correlation
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