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Intéréts et Limites de I'Analyse de la Moelle Osseuse en Toxicologie Médicolégale

Contribution & l'interprétation quantitative des concentrations médullaires

RESUME

L'objectif de cette these était de faire le point sur la place de l'analyse de la moelle osseuse
(MO) en tant que matrice alternative au sang en toxicologie médicolégale.

Une méthode analytique a été développée et validée pour la quantification du citalopram, du
diazepam et ses métabolites (nordazepam, temazepam, oxazepam) dans la MO et 10 autres
matrices d'intérét médicolégal. Cette procédure a été appliquée avec succes dans des cas réels
pour lI'analyse de matrices dégradées et a permis |'établissement d'une cinétique tissulaire chez
I'animal au cours d'une étude pharmacocinétique.

Cette cinétique animale a été intégrée dans une modélisation PBPK afin de prédire chez
I'hnomme la distribution tissulaire du citalopram, du diazepam et son métabolite principal, le
nordazepam, apres administration orale thérapeutique. Ces simulations donnent des clefs
intéressantes pour linterprétation quantitative des concentrations tissulaires en toxicologie
médicolégale.

Une étude a été conduite pour déterminer linfluence du site de prélevement sur la
détermination des concentrations meédullaires de caféine et sur la corrélation de ces
concentrations avec les dosages sanguins. Elle montre que le site de prélevement de MO est
un parametre important a prendre en considération dans linterprétation quantitative des
analyses de MO.

L'ensemble de ce travail confirme l'intérét de la MO en toxicologie médicolégale. Des études
expérimentales ont permis d'approfondir les connaissances de cette matrice autour des
problématiques du prélévement, de l'analyse et de la distribatiten mortemafin de
contribuer a l'interprétation qualitative et quantitative des analyses réalisées sur la MO.
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Chimie analytiqgue — Toxicologie médicolégale
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Toxicologie médicolégale — Moelle Osseuse — Interprétation — modéle PBPK — distribution
tissulaire
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Interests and limits of bone marrow analysis in forensic toxicology

Contribution to quantitative interpretation of bone marrow concentrations

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the interest of bone marrow (BM) analysis in forensic
toxicology, as an alternative matrix to blood.

An analytical method was developed and validated for the quantification of citalopram,
diazepam, and its main metabolites (nordazepam, temazepam, oxazepam) in BM and 10
others matrices of forensic interest. This procedure was successfully applied to real cases for
putrified sample analyses and to establish a tissue kinetic in rabbit samples for a
pharmacokinetic study.

These animal kinetics were implemented in PBPK modeling to predict in human tissue
distribution of citalopram, diazepam, and its metabolite, nordazepam, after oral therapeutic
administration. These predictions gave some clues to interpret quantitatively tissue
concentrations in forensic toxicology.

A study was also performed to examine whether BM sample location may inflpeate
mortemBM quantification and correlation between BM and blood concentrations. Caffeine
was used as test compound. Sample location was found to be an important parameter to
consider in quantitative interpretation of BM analyses.

This work confirmed the interest of BM in forensic toxicology. Experimental studies
improved our knowledge on this matrix about the problematic of sample location, analytical
procedure andante mortemdistribution to contribute to qualitative and quantitative
interpretation of BM analyses.

DISCIPLINE
Analytical chemistry — Forensic toxicology

KEYWORDS
Forensic toxicology — Bone Marrow — Interpretation — PBPK — Tissue distribution



Remerciements

Aux membres du Jury,

Je remercie le Pr. Michel Tod de m'avoir fait découvrir la modélisation pharmacocinétique,
pour son aide, sa patience et sa confiance. Je suis trés sensible a I'honneur que vous me faites
en acceptant de présider ce jury de thése. Veuillez trouver ici le témoignage de ma
reconnaissance.

Je remercie le Pr. Malicier de I'honneur qu'il me fait en participant a ce jury. Professeur, je
vous remercie de m'avoir ouvert les portes de votre Institut et de m'avoir emmenée dans cette
grande aventure de la médecine lIégale. Veuillez trouver ici le témoignage de mon grand
respect.

Je remercie le Pr Michel Lhermitte et le Dr. Marc Augsberger pour avoir accepté d'étre
rapporteurs de mon travail de thése et pour votre lecture intéressée et critique de mon
manuscrit. Trouvez ici I'expression de ma plus grande estime.

Je remercie les Dr. Jean-Michel Gaulier et Helene Eysseric pour leur participation a ce jury et
de leur intérét que vous portez a ce sujet. Recevez ici le témoignage de ma gratitude.

Je remercie chaleureusement le Pr. Jérbme Guitton de m'avoir fait I'nonneur d'assurer la
direction de cette thése. Jérdme, merci pour tes conseils avisés, ta disponibilité, ton soutien
sans faille dans les moments difficiles et les moments de réussites. C'est un honneur pour moi
d'avoir travaillé avec toi pendant toute la durée de ce travail.

Au laboratoire LAT LUMTOX

Merci d'avoir soutenu ce projet et de la confiance que vous m'avez témoignée en m'en
donnant la charge.

Je remercie le Dr. Catherine Le Meur pour m'avoir ouvert chaleureusement les portes du
laboratoire LAT LUMTOX, pour son expérience, son soutien, sa disponibilité et surtout sa
bonne humeur.

Je remercie vivement toutes les personnes qui ont participé a cette aventure humaine au sein
du laboratoire, pour leur soutien, leur aide et leur bonne humeur. Je pense tout
particulierement a José, Annie, Eric, toute I'équipe de La Voulte et de HIAD. Un clin d'ceil
particulier a Lise et Camille pour les fou-rires qui effacent les moments difficiles, les repas
gastronomiques des 4 coins de France, les bouteilles de vins de trop, les recherches
Wikipedia, les récits endiablés des épisodes de Desperate Housewife et tout le reste...

Je remercie le Dr. Fabien Bévalot sans qui rien de cette aventure n'aurait jamais eu lieu. Merci
de m'avoir confié ce sujet qui te tenait & coeur et de tout ce que tu m'as appris. Merci pour ta
disponibilité et ton soutien, pour la patience dont tu as fait preuve jour apres jour face a mon
entétement, mes erreurs et mes découragements. Cette réussite est aussi la tienne et j'espére
que tu me feras I'honneur de poursuivre cette voie de recherche.



A I'Institut Médicolégal de Lyon

Je remercie tout particulierement le Dr. Fanton pour sa confiance, son soutien, ses précieux
conseils, et son implication tout au long de ce travail de recherche.

Je remercie chaleureusement tous les médecins légistes de m'avoir fait découvrir le monde de
la médecine légale.

bY

Je remercie Chantal, pour sa gentillesse, son aide et sa patience face a mes nombreuses
étourderies.

Je remercie ceux qui m'ont accueillie en bas, Jean-Louis, Andre, Jean, les internes, et ceux qui
n'y sont plus, pour leur soutien, leur encouragement, leur bonne humeur toute particuliére.
Merci du fond du cceur. Sans vous, je n'aurais jamais pu franchir les portes de cette salle avec
un sourire.

Je dédie cette thése

A mes parents, pour votre amour sans faille tout au long des années. Merci de m'avoir donné
l'opportunité d'aller si loin dans mes études et d'aller au bout de ce qui me plait. Merci de

m'avoir épaulée, conseillée, soutenue dans les moments heureux comme les plus difficiles.
J'espere continuer a vous rendre fiers de moi...

A Fred, Sylvie, et les 2 petits bouts de choux qui égayent notre quotidien...

A Manu, ma petite cuillere officielle. Les années ont passe, et la vie a encore tellement a
offrir. Je serais la en février...

Aux filles, Héleéne, Marie-Anne, Martine et Nathalie, pour ces longues années d'amitié et
celles a venir...

A Pascaline, je n'ai pas besoin d'écrire toutes les raisons pour lesquelles je te dédie cette thése
alors en quelques mots: Caverne de la rose d'or, Gewdrztraminer, sanglier, élevage de sangsue
et procrastination. Le prochain pot de thése sera le tien!...

A Lucie, Etienne, Eloise et les autres, pour tous les bons moments ensemble et ce havre de
paix ou vous m'accueillez toujours. Etienne tu m'as coiffé au poteau!

A Candice, qui par une heureuse rencontre dans le plus improbable des endroits m'a transmis
I'envie de faire de la toxicologie médicolégale.

A Marc, pour nos longues discussions aux heures les plus tardives et ton aide précieuse. Tu as
gagné le droit de me faire voir un film d'horreur et la moitié de mes gains de la semaine a
Euromillion.

A Agneés, Michel, Franck, ma famille, tous les autres et ceux que j'oublie, pour avoir fait de
Moi ce que je suis.

A celui qui se reconnaitra, pour ton amour.

Cette réussite je la dois a vous tous.



%@Oglﬂ/baﬂlw
W-w@f@wwmm,mm,

&WMAJW@LW:
@LB@M@&'MWMWWW
Smmmmaeoaﬂmm,

Leo jambes en Lair, comme une femme lubrique,
Brifante of suant les poisons,

Ouinait dune fagon nonchalante ot cynique
Don tentre plein d'exhalaisons.

Comme afin de la cuire & point,
O de 1endie au contuple & fa grande Mature
Soul ce qu'ensemble elle avail joint ;

ot Lo ciel reqardait fa carcasse superbe
@o/wwuemveﬁ@wbavéjwmm.
&WWMW,WWKMM

¢Owwa, ciikes Nous énanouir.

Lo mouches bowrdonnaient sur ce ventre pubride,
D'oir sortaient de noiro batailfons

De farses, qui coulaient comme un Spaio liquide
&Emga,emmmﬂam.

gMOJaW,WMWWW,
@uo,’éfa/wg/a/i/tmyébi/%aﬁv[;
@nwﬁlaﬂw&mfmmnﬂéa'mam%@agAw,

& co monde rendail une dhrange musique,

Comme [ean courante ot le vent,
@u&ﬂm%'mvwm dun mowdement wythmique
@yite ot Lowne dans son van.

Leo formes o'offasaient el n'élaient plus qu'un dve,
Une hauche lente & seniz,

Sur fa toile oublice, of que Lattiote achsve
Swfwmutf/angewm‘

Dewrice foo tachers une chienne inquicte
NMous regardait dun ceill fachs,

Opiant fo moment de reprendre au aqueletle
Lo morcean qu'elle avait lachs.

- & pourtant dous seres, semblable & cetle ordure,
@ celte howible infection,

Otoife e mes yeur, soleil de ma. nalue,

Vous, mon ange of ma passion. |

@m‘mmm,é%maj&ﬂw&w@,
@am,fmawmwmﬂm,

@WOW@M,W?W@@K%%@AW@W,

@Rlors, 5 ma beants | dites & Lo vermine
@MOW,MMW&QW,
@emmmm&émn&w@é@!



Table des matieres

Préambule .........ooooiee e 12

Partie bibliographique ..........cooe e 16
Etat de I'art de I'analyse de la MO en toxicologie meédicolégale...............ooeviieiiiiiiiniiinnnen. 17

Partie eXPEriMENTAlE ...........uuvuuiiiiii e e e e e e e e e e e e e e 37

Quantification du citalopram et de quatre benzogiams dans onze fluides et tissus
d'intérét médicolégal par GC-MS/MS........ouuiiiiiiiiiiieee e a e e 38

Modélisation PBPK pour I'évaluation de la distriloatitissulaire du citalopram, diazepam

et nordazepam. Application potentielle en toxicologie médicolégale.............cccccvvvieeeennn.. 69
R 11 To [T £ o 72
2. Materiel €1 METNOUES ... ... it e e e e e e e aaaaees 75

2.1 Etude pharmacocinétique chez I'animal..........ccccccceeeeieeiiiiciicceeeee e 75
0 N Y = 1= 1= USSP PUPPPUPPPRPPPN 75
p A L (0 Lo [ T 11 = L 75
2.1.3 ANAIYSE ... a e e e e e e e e e b e b 76
2.2 MOAEIE PBPK ...t e e e e e e e aaaaas 76
2.2.1 Structure du Mmodele PBPK ........ouuiiiiiiiiiei et a e 77
2.2.2 Les 2 étapes de [a Modelisation............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 78
2.2.2.1 Modéle lapin : Identification des coefficients de partage sang/plasma
() OO PPPPPPTPPPRPPPR 78
2.2.2.2 Modéle homme : Simulation des cinétiques sanguines et tissulairé8
2.2.3 Parametres du modeles PBPK ...........ouuiiiiiiiiiii et 78
2.2.3.1 Description des équations du modele PBRK............ccccoevvvviviiiiiinnnns 78
2.2.3.2 Présentation des parametres et hypothéses initiales...................... 80
2.2.3.3 Parametres du modele chez le 1apin..........cccceeeeiiiiiiiiiiiiciieeeeii, 84
2.2.3.4 Parametres du modele chez I'homme..........ccoovvviiiiiiiiie e, 85
2.2.3.5 Cas particulier du NOrdazepam.............oeuuuuuiemiiinninneee e eeeeeeeeeieiieens 86
2.2.4 Etude de sensibilité du MOodele..........cooeeieeiiiiieeeeee e 86
3 RESUIALS €1 AISCUSSION......cviiiiiiiiiiiieis e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaasessannnaaeeeeeas 87
3.1 Constitution du modele PBRK ... 87
3.1.1 Etude cinétique chez I'animal.............ccccoeiiiiiiii e 87
3.1.2 Modele chez le lapin: Estimation des Kp.......ccooeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeis e 92
3.1.2.1 Critéres d'adéquation du MOdele............cceeeeiiiiiiiiiiieeeee e 92
0 0 27 =S 1 g = U o e 1= TS o 96



3.1.3 Modele chez 'hnomme: simulation des cinétiques tissulaires...............c.......... 97

3.2 Exploitations médicolégales des résultats............oovvvvveeiiiiiiiiiiiiie e 101
3.2.1 Cas du CItalOPIraM .....cooiieeeeeeiee e e e e e e e e e e e eeaaeees 101
3.2.2 Cas du diazepam et son métabolite principal le nordazepam.............ccccc...... 104
3.2.3 Etude de population: Analyse de sensibilité ...............coovvviiiiiiiiiieeeeeeeeee 108

v o] [od (1] o] o [T ORRPR 111

Quantification pst mortende la caféine dans la MO: influence du site de prélévement et

COITEIAtION AVEC 1€ SANQ ..vvvviiiiiiiiiiieee et e et e e e e e e e e e e e e e s s s e s ae s e sreeeaeeaaeaeeeas 113
CoNCIUSIONS e PEISPECHIVES ......uuuiiieiieee ettt ettt e e e e 120
=] (= (=] T = PSR 124



Table des illustrations et tableaux

Figure 1 : Représentation schématique du modéle PBPK.............cccvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee s 77
Figure 2 : Cinétique du citalopram prédite par le modele et concentrations observées

IN VIVO CNEZ 1€ TaIN. ..t e e 93
Figure 3 : Cinétique du diazepam prédite par le modeéle et concentrations observées

IN VIVO CNEZ 1€ TaIN. .. e e 94
Figure 4 : Cinétique du nordazepam an tant que métabolite du diazepam prédite par

le modéle et concentrations observées in vivo chez le lapin. ............ccccccviviviinnne. 95
Figure 5 : Cinétique du citalopram dans les 8 matrices aprés administration orale de

Y0l apTo o (oo r=110] o] = 1 o AU 98
Figure 6 : Cinétique du diazepam dans les 8 matrices aprés administration orale de

0 g gTo e [N 0 [F= V4= o =1 o o [PPSR 99
Figure 7 : Cinétique du nordazepam dans les 8 matrices apres administration orale de

0 g aTo o [l 0 [F= V4= o T= 1o o IR 100
Figure 8 : Simulation de la cinétique sanguine du citalopram pour une administration

orale unique de 50 mg de CItaloPram. ........coooii i 101
Figure 9: Simulation de la cinétique sanguine du diazepam et du nordazepam apres

administration orale de 10 mg de diazepam. ............ueeiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeee 104
Figure 10 : Cinétique observée du diazepam et du nordazepam aprés administration

orale ou intraveineuse de 10 mg de diazepam (53) .......coovviiiiiiiiiiiiiiiiii e 105
Figure 11 : Sensibilité de la cinétique du citalopram a la fluctuation des parametres

physiologiques de 12 MO. ... 110

Tableau 1 : Propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et intérét médicolégal

des 3 MOIECUIES ELUAIEES. ......ccoi e 74
Tableau 2 : Paramétres pharmacocinétiques utilisés ou estimés dans le modéele PBPK

chez le lapin et I'NOMME. ... e e e 82
Tableau 3 : Paramétres physiologiques utilisés dans le modéle PBPK chez le lapin et

1§ 0T 0 3 T S 83

Tableau 4: Résultats des dosages du citalopram dans les différentes matrices issues

de I'expérimentation ainsi que les médianes intégrées dans le modele

o =T (G = o o PR RSUPRPPPP 89
Tableau 5 : Résultats des dosages du diazepam dans les différentes matrices issues de

I'expérimentation ainsi que les médianes intégrées dans le modele PBPK

=T o] PRSP 90
Tableau 6 : Résultats des dosages du nordazepam dans les différentes matrices issues

de I'expérimentation ainsi que les médianes intégrées dans le modele

o =T (G = o o PP SSUTPPPPPRR 91
Tableau 7 : Coefficients de détermination (r2) entre la cinétique prédite et les points

expérimentaux observés pour chague matrice pour le citalopram, le

diazepam et e NOrdAzZEPAM. .........uuuuiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e eeeeeaannee 92
Tableau 8 : Coefficients de partage tissu/plasma estimés grace au modéle PBPK chez
le lapin pour le citalopram, le diazepam et le nordazepam..............cccceevvvvvvverernnnnns 96

Tableau 9 : Influence de la fluctutation individuelle ou simultanéeygy Quo et
Kpwmo sur la détermination et la dispersion des concentrations prédites par
[€ MOUEIE. ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 109

10



Liste des abréviations

GC

GC-MS

GC-MS/MS

HPLC
MO
HV
TA
PBPK
Kp
Fup
Clt

fClh

Kabs

Chromatographie en phase gazeuse

Chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur de
spéctrométrie de masse

Chromatographie enphase gazeuse couplée a un détecteur de
spéctrométrie de masse en tandem

Chromatographie en phase liquide haute performance
Moelle osseuse

Humeur vitrée

Tissu adipeux

Pharmacocinétique basée sur la physiologie
Coefficient de partage entre le tissu considéré et le plasma
Fraction libre plasmatique

Clairance sanguine totale

Fraction de clairance hépatique

Volume

Débit sanguine

Constante d'absorption

11



Préambule

L'expertise toxicologiqgue médicolégale fait partie des investigations réalisées dans la
recherche des causes de la mort. Elle a pour objectif principal de déterminer si des
xénobiotiques ont été consommeés par la victime (ou administrés a son insu) et, le cas échéant,
leur réle éventuel dans la survenue du déceés (intoxication létale, altération de la vigilance...).
Elle consiste généralement en une étape de dépistage des molécules puis de quantification des
analytes décelés, suivies de l'interprétation des concentrations ainsi mesurées. L'interprétation
est souvent la phase la plus complexe de l'expertise puisque ces concentrations sont la
résultante de la distributioante mortemet des phénomengsost mortem(redistribution,
dégradation in corpore...) auxquels viennent s'ajouter les traitements réalisés au cours de la
chaine judiciaire: prélevement, conservation, analyse. Aussi, chacun de ces paramétres doit
étre pris en compte dans linterprétation des résultats. Le sang est la matrice de référence et
c'est celle qui est la plus décrite dans la littérature: nombreuses techniques analytiques
validées, études pharmacocinétiques décrivant les concentrations thérapeutiques, description
de cas autopsiques aidant a l'interprétation des réspttatsmortem. Toutefois, enpost

mortem le sang peut ne pas étre disponible, ou en quantité insuffisante ou encore dégradeé.
Dans ces circonstances, l'analyse de matrices alternatives peut étre tres informative. Parmi
celles-ci, la moelle osseuse (MO) semble particulierement intéressante. La MO est un tissu
richement vascularisé; ainsi les molécules circulant dans le sang devraient y étre retrouvées
sous réserve d'utiliser une technique d'analyse validée pour cette matrice. Du fait de sa
situation anatomique protégée au sein des os, I'emploi de la MO présente théoriquement un
intérét prépondérant en toxicologie médicolégale. Nous pouvons citer sa protection de la
plupart des sources de contaminations et d'agressions extérieures, sa faible exposition a priori
aux phénomenes de redistributipost mortem sa disponibilité en cas de putréfaction
extréme et dans certains cas de squelettisation, lors de polytraumatisme sévere, ou face a un

corps calciné ou exsangue.

Dans le domaine thérapeutique, les connaissances sur les interactions xénobiotiques/MO
proviennent essentiellement du domaine de la cancérologie comme cible du traitement
(leucémie) ou comme site d'effets indésirables (myelosuppression). En sciences forensiques,
la MO est déja utilisée pour réaliser des analyses génétiques port mortem [1], dans le
diagnostic de la noyade par la recherche de diatomées [2-4] et pour établir certaines
pathologies en histologie [5-7]. Le premier article traitant de l'analyse de la MO en

toxicologie médicolégale, retrouvé dans la littérature, date de 1943 et concerne le dosage de

I'éthanol dans la MO de fémurs humains. Depuis, la plupart des données humaines
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proviennent d'observations ponctuelles au cours desquelles diverses molécules ont été
détectées. Des benzodiazépines et des antidépresseurs [8], la colchicine [9], la morphine et
I'héroine [10] ont été retrouvés dans la MO de cadavres en bon état de conservation. Le
paracétamol et le dextropropoxyphene [11] ont été détectés dans la MO de corps putréfiés. Le
triazolam [12], le bromisovalum [13], I'amitriptyline [14] et 'amphétamine [15] ont été
identifiés sur des cadavres a I'état d'ossement. De rares études a partir de séries autopsiques
ont été effectuées uniquement pour I['éthanol [16-18], l'un de ses métabolites,
I'éthylglucuronide [19] et le méprobamate [20]. Parallelement, des expérimentations animales
ont été realisées pour interpréter les concentrations médullaires essentiellement en recherchant
une corrélation avec les concentrations sanguines. Cette voie de recherche a été intensivement
explorée dans les années 80-90 par I'équipe de Winek et al. a propos d'alcools [16, 17, 21, 22]
et de médicaments [23-27]. Si certaines de ces études sur modele animal montrent une telle
corrélation, la question de I'extrapolation de données issues de I'expérimentation standardisée
a des cas autopsiques humains reste posée.

L'objectif de cette thése est d’approfondir les connaissances théoriques et pratiques sur cette
matrice afin d'acquérir des clefs pour interpréter, qualitativement et quantitativement, les

analyses réalisées sur la moelle osseuse.

Une revue de la bibliographie concernant la MO en toxicologie médicolégale a été réalisée.
Celle-ci fait le point sur la physiologie de la MO pour une meilleure connaissance de ses
spécificités et des conséquences en tant que matrice d'analyse toxicologique. La revue s'est
ensuite intéressée aux « case report», séries autopsiques, expérimentations animales et
techniques analytiques spécifiques a la MO en toxicologie médicolégale. L'ensemble des
éléments apportés par la littérature a été discuté en fonction des parametres a prendre en
compte lors de l'interprétation: phénomeépest mortem importance du prélevement, limites
analytiques, distribution ante mortem. Notre travail s'inscrit dans ces trois dernieres

problématiques.

Deux molécules, le citalopram et le diazepam, ont été sélectionnées comme des molécules test
afin d’étudier les aspects analytiques et pharmacocinétiques de I'utilisation de la MO comme
matrice alternative. Ces deux composés ont été selectionnés sur des criteres physicochimiques
tels que leur liphophilie et leur basicité, caractéres classiquement retrouvés pour les
médicaments ; et du fait de leur intérét médicolégal. Dans le domaine judiciaire, les
intoxications, volontaires, accidentelles ou suicidaires, concernent majoritairement les
psychotropes. Parmi les familles de psychotropes largement prescrites, ont été choisis un

antidépresseur appartenant aux inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
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(citalopram) et une benzodiazépine (diazepam). Ce dernier permettra également d'étudier le
métabolisme du fait de sa transformation dans l'organisme en nordazepam et dans une

moindre mesure en temazepam et oxazepam.

Dans un premier temps, nous avons développé et validé une méthode d'analyse spécifique du
citalopram, du diazepam et de ses 3 métabolites (nordazepam, temazepam, oxazepam). Nous
avons développé cette méthode de maniere a pouvoir analyser 'ensemble des matrices
biologiques recueillies chez le lapin lors de I'étude pharmacocinétique. Au-dela nous
souhaitions également pouvoir 'utiliser en pratique courante sur des prélevements humains
lorsque le sang n'est pas disponible. La premiére application consiste a quantifier les
molécules dans huit matrices: le sang, des échantillons lipidiques tels que la MO, le cerveau,
le tissu adipeux, des organes tels que le foie, le poumon et le rein, et le muscle squelettique.
La technique doit remplir des criteres de justesse, répétabilité, sensibilité et sélectivité
satisfaisant a I'établissement d'une cinétique sanguine et tissulaire chez l'animal. Pour la
deuxieme application, la méthode est utilisée au cours d'investigation sur des corps putréfiés,
momifiés, calcinés, démembrés, exsangues, a I'état de squelettes... Les matrices diverses
prélevées en alternative au sang, qu’il s’agisse de la MO, de foie, de muscle, de liquide de
putréfaction etc, ont en commun d'avoir subi des phénonparstsnortenintenses. Ainsi, la
technique analytique utilisée doit montrer une sélectivité suffisante pour distinguer les
molécules des nombreuses interférences liées a la dégradation des prélevements. En
conséquence, la méthode analytique a été optimisée en tenant compte de ces contraintes et
validée sur I'ensemble des matrices pour vérifier I'adéquation de la méthode aux exigences

requises.

Dans un deuxieme temps, la distribution tissulaire humaine du citalopram, du diazepam et de
son métabolite principal, le nordazepam, est prédite chez I'homme par une approche
pharmacocinétique basée sur la physiologie (PBPK) a partir de données obtenues par
expérimentation animale. Cette modélisation pharmacocinétique se base sur une structure et
des parametres physiologiques permettant de reproduire les mécanismes de distribution des
médicaments dans I'organisme. Cette méthode de modélisation complexe permet, a partir de
données expérimentales animales, de réaliser des extrapolations chez I'homme. C'est cette
propriété essentielle que nous avons utilisée au cours de notre étude qui s'est déroulée en deux
temps. Des expérimentations animales ont permis d'établir la cinétique des trois molécules
dans huit tissus d'intérét médicolégal et de construire un modéle chez I'animal. Ce dernier a

ensuite été transposé chez I'homme pour prédire la cinétique sanguine et tissulaire humaine.
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Pour I'étude pharmacocinétique nous avons fait I'hypothese que la MO était un tissu
homogene a l'instar des sept autres matrices étudiées. Ainsi la MO prélevée au niveau du
fémur de lapins adultes a été considérée comme représentative de I'ensemble de la MO de
I'organisme. Cependant, les données physiologiques indiquent clairement la présence de MO
jaune et de MO rouge. Cette composition évolue en fonction d’événements pathologiques et
de maniére physiologigue en fonction de I'age et de la localisation dans I'organisme. Ainsi,
une troisieme étude expérimentale a partir de prélevements de MO humaine a été menée dans
le but d'étudier l'influence du site de prélevement sur les concentrations médullaires et sur la
corrélation de ces concentrations avec les dosages sanguins. Cette étude ne pouvait étre
réalisée pour le citalopram et le diazepam en raison de la difficulté de constituer une série de
cas statistiquement significative de prélévements autopsiques positifs a I'une de ces deux
molécules dans un délai compatible avec la réalisation de la thése. La caféine a été choisie
comme molécule modeéle pour sa consommation importante dans la population générale, ce
qui permet un recrutement rapide des cas. Les dosages ont été réalisés dans le sang et six sites
de MO costale et fémorale sur 21 cas autopsiques.

Une partie finale synthétise I'apport de ces expérimentations sur les connaissances théoriques

de la MO et leur intérét dans linterprétation des analyses de la MO en toxicologie
médicolégale.
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Etat de I'art de I'analyse de la MO en toxicologie médicolégale

L'analyse toxicologique de la MO présente potentiellement de nombreux intéréts rappelés
dans la majorité des publications concernant cette matrice [8, 25, 28]: tissu richement
vascularisé, protégé par la matrice osseuse des agressions extérieures et de la majorité des
phénomenes de redistribution... Au-dela de ces évidences, il apparait essentiel de faire le point
des connaissances actuelles et de l'apport des travaux publiés afin de définir de maniére
objective l'intérét et les limites de l'utilisation de cette matrice alternative en toxicologie
médicolégale.

Une recherche systématique a été réalisée sur Pubmed en utilisant le mot clef "marrow"
combiné a "postmortem, post mortem, toxicology, chromatography" et les références citées
par chaque article ont été vérifiees afin de recenser I'essentiel de la littérature. A partir des
données obtenues, cette revue propose d'aborder, pour la MO, I'ensemble des points a prendre
en considération lors de linterprétation de toute analyse toxicologique: connaissance
physiologique de la matrice, techniques d'extraction et d'analyse, pharmacocinétique,

évolution post mortem

La MO est un tissu complexe, contenu a l'intérieur des os, richement vascularisé par un réseau
de sinusoide et comprenant de la moelle rouge (hématopoiétiquement active, cellulaire) et de
la moelle jaune (inactive, composée essentiellement d'adipocytes). Une des particularités de la
MO est sa conversion physiologique de la MO rouge vers la MO jaune suivant un processus
déterminé progressif en fonction de I'age et une conversion inverse lors de certains processus
pathologiques. Ces phénomeénes résultent en une hétérogénéité de la MO qui se traduit par
une composition différente en fonction de la localisation anatomique considérée, de l'age et
des antécédents pathologiques. Ainsi, le site de prélevement de MO a été proposé comme un
parameétre important a considérer en toxicologie médicolégale bien qu'il n‘ait pas fait I'objet

d'étude spécifique.

Quarante cinq molécules d'intérét meédicolégal ont été mises en évidence dans les
prélevements de MO établissant l'intérét qualitatif de cette matrice. De par la nature de la MO
a la fois lipidique et tissulaire, les techniques de préparation d'échantillon mises en ceuvre sont
pour la plupart complexes (extraction multiple, étape d'homogénéisation, d'extraction des
lipides) et caractéristiques de celles employées pour les matrices difficiles a analyser telles
que des échantillons lipidiques ou putréfiés. Les techniques analytiques utilisées, faisant appel

majoritairement a la chromatographie, sont rarement validées spécifiquement pour cette
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matrice. Cette absence de prise en compte de l'effet matrice ne permet pas de connaitre de
maniére préecise les performances des techniques décrites notamment en terme de limite de
quantification. L'interprétation quantitative des résultats, principalement basée sur une
recherche de corrélation entre concentrations sanguines et médullaires, est encourageante
mais reste essentiellement cantonnée a I'expérimentation sur modéle aninsthhlilgsin

corpore et in vitro ont été ponctuellement étudiées et présentent des résultats variables en
fonction de la molécule et des conditions de I'étude. La revue de littérature a par ailleurs
montré des lacunes sur la connaissance de la cinétique des xénobiotiques au sein de cette
matrice ainsi que sur l'influence de la redistribufpmst mortemce qui limite la valeur de

I'interprétation des résultats d'analyse aussi bien d'un point de vue qualitatif que quantitatif.

Cette revue confirme le fort potentiel de la MO dans le domaine de la toxicologie
meédicolégale et établit son intérét dans la détection de nombreux xénobiotiques. Toutefois les
données sur la MO restent parcellaires ou issues d'expérimentations standardisées
difficilement extrapolables a des cas autopsiques. De nombreux travaux restent a réaliser pour
que les résultats obtenus par I'analyse de cette matrice soient interprétables quantitativement
et exploitables de maniére fiable d'un point de vue judiciaire.
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of 45 compounds from BM sampglerovide a useful tool
for toxicologists. A specific sectiodevoted to ethanol
shows that, despite successfulagification, interpreta-
tion is highly dependent onoptmortm interval. In
conclusion, BM is an interestindtarnative matrix, and
further experimental data and lvdated assays are re-
quired to confirm its great potentie¢levance in forensic
toxicology.

Keywords Bone marrow . Forengimxicology
. BM physiology

Introduction

Although blood is the referenamecium in the field of
postmortem analytical toxicologthe use of other biolog-
ical matrices has for decades bedsscribed in cases of
limited, unavailable or unusablblood samples. Bone
marrow (BM) is one such alterne¢i matrix. According to
a number of reportslf3], BM may act as a repository for
drugs, by virtue of its rich asculariation, a high lipid
content and a bone protectiagains contamination, that
make it potentially suitable foforersic toxicology. BM
may therefore be a relevaaiternaive tissue, especially
when remains are skeletaed, bloodles or in extreme
putrefaction. BM is already useid forensic science for
genetic analysis4], to estimate postortem interval $-8],
in the diatom test for diagnosis dfowninc [9, 10] and in
histopathology to establish certainelignancies postmor-
tem [L1-13]. In forensic toxicologythe first report of BM
analysis was in 1943, to dament th kinetics of alcohol
[14]. In the 1980s, Winek et al.3] 15-24] intensively
studied the correlation betwedrood and BM in both
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animal and human models. During the following decad®hysiology

few toxicological data on BM were published, except for

some case reports. Recently, there has been renewed inte€eshposition

in BM, in particular with the work on skeletal remains by

the Laurentian University (Ontario, Canada®{30]. As of birth, hematopoiesis is essentially confined to BM.

The main aim of postmortem toxicology analysis is t®ne of the largest organs in the body, BM constitutes

determine possible consumption of xenobiotics by th&pproximately 4% of total body weight (3,000 and 2,600 g

victim and its relevance to the occurrence of deatin adult males and females, respectively). It is encased in

Achieving this objective when only BM is available raiseshe medullary cavities of bone, with 15% in trabecular bone

two kinds of question: (1) Can xenobiotics be detected [B1]. Histologically, BM is a highly organized and colep

BM from a pharmacokinetic and analytical point of view®ascular connective tissue (Fi). Its cellular components

(2) Are drugs levels in BM samples representative of bloddclude adipocytes, hematopoietic cells (from stem to

concentrations at time of death, i.e., are BM resultmature cells) and reticuloendothelial cells, supported by a

guantitatively interpretable? The purpose of the presemabecular framework. On gross examination, BM is red

review was to determine whether the international literatu(eematopoietic marrow, Figla) or yellow (fatty marrow,

provides any answers to these questions, and mdfg. 1b) depending on its predominant components. In a

generally to present a survey of the published data on Biwddle-aged adult, red marrow comprises 60% hematopoi-

analysis in forensic toxicology. A systematic PubMeetic cells; chemically, it consists of 480% lipids, 36-40%

review was performed, using the search temmarrow water and 1820% protein. Yellow marrow is almost

combined with ‘toxicology’, ‘forensic’, ‘post mortem’, entirely composed of adipocytes (95%); chemically, it

‘postmortem’ and ‘chromatographgnd cross-checked with consists of 80% lipids, 15% water and 5% protedd].[

the references in each article retrieved. Basic data @®he proportion of adipocytes and hematopoietic cells can

BM physiology are reviewed, to explain the specificitiesary diffusely or focally (isolated island), resulting in a

of this matrix and their implications for analytical andnormal heterogeneitya[L, 33].

toxicokinetic aspects. The various parameters of

interpretation (analytical limits, sample collection, pharVascularization

macokinetics, stability and postmortem distribution) are

then examined. BM has a dual blood supply, consisting of a periosteal
capillary network and nutrient arteries that penetrate the

Fig. 1 Hematoxylin —eos i n-
stained histologic sections of bone
marrow (original magnification
x25).

a Normocellular BM with a
cellularly around

40% (Ad adipocyte, Hem
hematopoietic cells).

b Fatty

BM in an old subject.

¢ Transversal section of a nutrient
arteriole (Ar arteriole, Th
trabecular bone).

d Sinusoid with intra-sinusoidal
red blood and hematopoietic cells
(Si sinusoid)
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bone and branch within the medullary tissue (Ei.[31, conversion starts in the terminal phalanges anchdsten a

34, 35]. In red marrow, an abundantly ramified network oBymmetric centripetal manner in the peripheral skeleton.
sinusoids is formed (Figld). The sinusoids, with discon- Additionally, in long bones, marrow conversion occurs in
tinuous endothelial cells and a disrupted basal lamina, aftiephyses and progresses both distally and proximally
highly permeable to protein and mature blood cells. On theward metaphysefFig. 2). The adult pattern of marrow
other hand, the vascular network of yellow marrow is mudtistribution is generally achieved by the age of 25 years,
less abundant, and is constituted of capillari@&s]. when red marrow is localized in the axial skeleton (skull,
Estimated BM blood flow is approximately 10 ml/min/100spine, sternum, clavicles, scapulas, pelvis, ribs) and
cnt in healthy adultsJ1] and is reduced in older subjectsproximal femora and humeri. From then on, the

[36]. proportion of fatty cells increases in the remainder of the
skeleton, at a speed depending on individual parameters and
Age-related involution medical conditions 1, 32, 37]. Studies showed an

increase in fat fraction of arount® per decadd3g.
The proportion of fatty and cellular components of BMHematopoietic marrow decreases to around 30% of total
changes with age in a physiological conversion of red ®M at 80 years of age3}]. Several mechanisms of red-to-
yellow marrow. The transition occurs over the first twagellow conversion have been studied. Some assume that it is
decadesof life, in a predictable monotonous sequenceelated to thermal condition89] or to the proportion of
During fetal growth, hematopoiesis takes place in aihesenchymal stem cells within the marrow cavitié§].[
skeletal compartments as in liver and spleen. At birt#yccording to Bigelow and Tavassold]], it follows a
splenic and hepatic hematopoiesis has already ceased, andoredrammed design defined by the location of adipose and
marrow is present throughout the entire skeleton. After birthematopoietic precursor at birth.
marrow
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Fig. 2 Diagrammatic representation of the distribution of red marrobla@k) in tubular bones from birth until 25 years. At birth, unossified

epiphyses do not contain red marrow. From Blebea ¢8| with permission &) Springer
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Pathological BM conversion retrospective report of 2@ears experience of exhumation
[51] estimated BM histologic preservation to be at fleas

Various benign or malignant disorders and therapeut&months.

events can alter BM composition. In normal adults, yellovis described above, normal human BM is roughly red o

marrow may be reconverted into red marrow to increayellow, with a firm gelatinous consistency, [3, 21]. With

blood cell production, in case of hemolytic anemia or certaincreasing postmortem interval and depending on conser-

malignant processes, for example. Reconversion proceedyation conditions, BM samples can become dark and lose

exactly the reverse sequence to the initial conversion, aimegrity [3, 21], resulting in a brown oily liquid. They can

occurs quickly in flat bones since these retain hematopoietiso become adipocerous by saponificati®g, [53] or dry

marrow throughout life 32, 37]. Benign BM hyperplasia into brownish or yellowish powdeb4-56]. Overall, BM

has been observed under various physiopathologidads been found suitable for toxicological analysis in human

processes of chronic tissue hypoxia, including obesity, longerpses up to 5 years after dedifd |

distance running or heavy smoking, and in chronic disorders

resulting in anemia, such as hemoglobinopathy or chronic

infection [31-33]. It is characterized by an increase in redM aralysis

marrow within the distal metaphyseal region of long bones.

Although not fully established3f, 38], a few studies Due to the complexity of BM compasition, in particular its

reported that benign hyperplasia was more frequent kigh lipid content, as well as variability in sample quality,

females than males3], 33, 38, 42], likely due to BM analysis remains complex. Tablds and 2 report

menstruation and female hormonal specificities. BM fagampling location, sample pre-treatment methods, analytic

content increases to compensate for hypocellularigssays and findings from publications concerning targeted

(aplastic anemia, inhibition of hematopoiesis by certaianalysis and screening on BM samples, respectively.

tumors, etc.) or trabecular thinning (osteope&-f5]. In

contrast, cancer cell infiltra- tion results in replacement @ample collection and storage

fatty marrow by cancer cells, increasing the cellular content

of BM, with a focal, multifocal or diffuse distributio@3- No standardized procedures of BM collection and storage

45]. Angiogenesis, which facilitates malignancy peidns have been proposed. BM can be sampled postmortem from

has been described in BMAG-48]. In certain specific different locations: in the femur after section of the cortical

malignancies, BM necrosis can occur, resulting in loss @bne [L9], squeezed out of the ribs using plie4S][ or by

myeloid tissue and marrow fat without trabecular destructidrocar aspiration in vertebral bodies as in via8][ The

[43]. Finally, medical treatment can also modify BMresulting samples present different properties: femoral BM

contents: e.g., hematopoietic factor increases red marrdsvfattier than rib BM, while aspirates are in liquid form rich

contents  while anticancer radiation therapy anth hematopoietic cells. Few works considered stability

chemotherapy increase the proportion of yellow mar8y [ during storage. As described later, Winek et al. studied in

45]. vitro stability of some drugs at varying temperature [L8,
24] as well as the influence of the nature of conta{gtass
Postmortem changes of BM or polyethylene) and the use of preservative on ethanol

conservation 70]. These investigations showed that BM
BM is encased either in the medullary cavity of long bonemmples should be analyzed as soon as possible due to
or in the trabecular tissue of cancellous bor2§. [This concentration variation during storage. Overall, as for
shield of solid bony tissue provides great mechanicalassical samples used in toxicology and without specific
stability. Therefore, as long as bone integrity is preservedata on drug stability, storage at low temperature should be
BM can be assumed to be better protected than any otpeivileged. Preservatives, such as sodium fluoride, should
organ sample against maggot infestation and postmortdéra added for certain drugs (e.g., ethanol) even if homog-
contamination and damage (trauma, animal predators esrization in BM lipid may be difficult0].
fungus, bacteria and parasite2) B, 49]. Once the bone is
broken, however, the BM is no longer protected and mayample preparation
even be non-recoverablgd, 50]. Specific local protection
seems to delay putrefactioB][ Roll et al. [L1] investigated Distinctive features were reported regarding sample prepa-
the histopathology of 225 BM samples from autopsiewmtion, related to the connective and highly lipid contents of
performed between 12 and 140 h postmortem: they fouldM. One-step preparations were reported only for partic-
few autolytic changes in BM specimens, compared to majatar applications involving immunologic assay] [or
alterations in other organ samples from the same corpseh@adspace injectiorbf]. Two steps were usually added to
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Table 1 Forensic toxicologgference®n drug analyses in bone marrow: reference and year of publication, species and sampling locatigmesaeaiphenaind analytical assay, experimental or case
report or human autopsic series, results of drug concentrations in BM and blood when available

Drugs detected
Reference and year

Species
Sampling location

Sample pretreatment
Analytical asgs

Analytical findings

Acetaminophen
[65] 1989

Acetone
[18] 1982

Amphetamine
Methamphetamine
[57] 1986

Amphetamine
Methamphetamine
[69] 1990

Amphetamine
Methamphetamine
[81] 2000

Bromisovalum

[68] 1996

Bromisovalum
[55] 1997

Colchicine
[63] 1992

Desipramine
[24] 1990

Human

Rabbit
Femur

Human
Femur

Rabbit
Bones of extremities

Human

Human
Femur

Human
Femur

Human

Rabbit
Femur, tibia

BM macerated in water, LLE (acetone)
LC/DAD

BM homogenized (ultrasonication in an ice bath), centrifugation

GC/FID

BM homogenized in ethyl acetate, LLE, TFA derivation
GC/FID, GC/MS

Digestion at basic pH at 70°C, LLE (ethyl ether,
dichloromethane), TFA derivation
GCIMS

GC/MS

BM pulverized and homogenized, LLE (ethyl ether)
LC/MS

BM ground into powder
GC/IMS

BM homogenized in phosphate buffer (homogenizer)
RIA

BM homogenized in saline buffer (ultrasonication), LLE, lipids
removal (hexane/ethanol/water)
LC/DAD

Case report
BM findings: Acetaminophen 0.6g/g
Blood findings:-

Experimental report: i.p. injection of 1 to 2 ml/kg of absolute isopropanol
BM findings (PMI from O to 24 h): Acetone 4-23.1 mg%

Blood findings (PMI from O to 24 h): Acetone-4b mg%

Case report
BM findings: Amphetamine 0.imol/100 g, Methamphetamineuimol/100 g
Blood findings:—

Experimental report: i.v. injection of metamphetaeniim a dose of 5 mg/kg

BM findings (BM was kept in bone under various cdiodis: dried or submerged, over a 2-year
period): Methamphetamine 6:2.52umol/100 g, interference on Amphetamine

Blood findings (blood was kept stained on gauze av2ryear period): Methamphetamine:
0.08-0.14umol/100 g, Amphetamine: 0.68.07umol/100 g

Case report
BM findings: Amphetamine + Methamphetamine Op5dol/100 g
Blood findings (thermocoagulated bloo#nphetaming-Methamphetamine 1.66mol/100 g

Case report
BM findings: Bromisovalum 95.41g/g
Blood findings:-

Case report: suspected ingestion of maximum 30 g of bromisovalum
BM findings: Bromisovalum in left femur 139419/g, in right femur 36.4ug/g
Blood findings:-

Case report: suspected ingestion of 0.7 mg/kg
BM findings: Colchicine >600 ng/g
Blood findings:-

Experimental report: administration per os in a dos20-20 mg/kg daily for 5 days
BM findings: Desipramine 0.74%3.764ug/g
Blood findings: Desipramine 0.028.112ug/ml
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Table 1 (continued)

Drugs detected
Reference and year

Species
Sampling location

Sample pretreatment
Analytical asga

Analytical findings

Dextropropoxyphene
[65] 1989

Diazepam
[64] 1991

Diazepam
[29] 2009

Diazinon
[61] 2009

Endosulfan
[61] 2009

Ethchlorvynol
[15] 1981

Fentanyl
[25] 2009

Human

Rat
Femur, tibia

Rat
Femur

Rabbit
Hind and front legs

Rabbit
Hind and front legs

Rabbit
Femur, Tibia

Rat
Femur

BM macerated in water, LLE (chloroform, ethyl ether)
LC/DAD

BM ground in acidic solution, dilution in phosphate buffer
RIA

BM homogenized in saline solution (ultrasonication)
ELISA

BM homogenized (homogenizer), LLE (hexane), SPE
GC/MS

BM homogenized in sodium sulfate (homogenizer), LLE
(ethyl acetate)
GC/IMS

BM homogenized in water (vortex), LLE (anhydrous ether)
GC/FID

BM homogenized in saline solution (ultrasonication),
dilution in acetate buffer
ELISA

Case report
BM findings: Dextropropoxyphene 11y/g
Blood findings:-

Experimental report: i.p. injection in a dos@@k§3
BM findings (graphical data): Diazepam®2ng/g
Blood findings (graphical data): Diazepam-&/5 ng/ml

Experimental report: administration in a dose of 20 mg/kg
BM findings: sensitivity of benzodiazepine ELISA test in BM: 100%

Blood findings:—

Experimental report: administratigeros in a dose of 2500 mg/kg
BM findings: Diazinon 13118 mg/kg at death, 38515 mg/kg after a 1-month period buried
Blood findings: Diazinon 0-40.8 mg/l at death

Experimental report: administration per os at a ddsE00 mg/kg

BM findings:

Alpha-endosulfan: not detected at death, 0002 mg/kg after a 1-month period buried
Beta-endosulfan: not detected at death,-00F mg/kg after a 1-month period buried
Endosulfan ether: not detected at death,-@@2after a 1-month period buried mg/kg
Endosulfan sulfate: 0.39.15 mg/kg at death, not detected after a 1-month period buried
Blood findings:

Alpha-endosulfan: not detected at death Beta-

endosulfan: not detected at death Endosulfan

ether: 0.020.02 mg/kg at death Endosulfan

sulfate: 0.152.77 mg/kg at death

Experimental report: i.p. injection in a dose-80295g/kg
BM findings: Ethchlorvynol 0.1479.90 mg%
Blood findings: Ethchlorvynol 0.28.32 mg%

Experimental report: i.p. injection in a dose oftd560 pg/kg

BM findings: sensitivity of fentanyl ELISA test inNB 66 to 100% according to
administered dose.

Blood findings:—
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Table 1 (continued)

Drugs detected
Reference and year

Species
Sampling location

Sample pretreatment
Analytical assays

Analytical findings

Fentanyl
[26] 2010

Flurazepam
[22] 1982

Isopropanol
[18] 1982

Ketamine
[27] 2008

Ketamine
[30] 2008

Meprobamate
[59] 2007

Methanol
[23] 1982

Midazolam
[62] 2001

Morphine
[50] 2001

1adunadg @

Rat

Femur

Rabbit
Femur, tibia

Rabbit
Femur

Rat
Femur

Rat
Femur

Human
Femur

Rabbit
Femur, tibia

Mouse, rat

Human
Femur

BM homogenized irsaline solution (ultrasonication),

dilution in acetate biér
ELISA

BM homogenized irwate! (ultrasonication), LLE (ethyl ether),
lipids removal(hexane/ethanol/wate

GC/ECD

BM homogenizedultrasonicatio in an ice bath), centrifugation

GC/FID

BM homogenized irsaline solution (ultrasonication)

ELISA, GC/ECD

BM homogenized irsaline solution (ultrasonication)

ELISA, LC/IMSMS

BM homogenized immmoniac bffer, LLE (chloroform/
isopropanol), lipidsemova (hexane/ethanol/water)

GC/MS

BM homogenizedultrasonicatio in an ice bath), centrifugation

GC/FID

BM homogenized irsaline solution, centrifugation

ELISA

BM homogenized irwater, LLE (dichloromethane/
isopropanol), TMSAderivatior

FPIA, GC-FID

Experimental report: i.p. injection in a dose of |6§kg
BM findings: sensitivity of fentanyl ELISA test inNB 67 to 100% according to PMI.
Blood findings:—

Experimental report: i.p. injection in a dose o520 mg/kc
BM findings: Flurazepam 0.0%8.325 mg%
Blood findings: Flurazepam 0.038.313 mg%

Experimental report: i.p. injection of 1 to 2 ml/kfsiflut isopropanol
BM findings (PMI from 0 to 24 h): Isopropanol 3614.9.¢ mg%
Blood findings (PMI from O to 24 h): Isopropano-&18 mg¥

Experimental report: administration in a dose from @%ang/kg

BM findings: sensitivity of ketamine ELISA test BM: 75 to 100% according to
administered dose.

Blood findings:-

Experimental report: administration in a dose ofnT@/kc
BM findings: sensitivity of ketamine ELISA test BM: 100%
Blood findings:—

Human autopsic series
BM findings: Meprobamate-116 ug/g
Blood findings: Meprobamate 0.4372 uyg/ml

Experimental report: i.p. injection in a dose froma0175 g/kg
BM findings (PMI from O to 24 h): Methanol 24-208.: mg%
Blood findings (PMI from 0 to 24 h): Methanol 6%#255.7 mg%

Experimental report: acute administration by iijectior of 15 mg/kg, chronic i.v. administration
of 300ug every 16 h for 10 days

BM findings: Midazolam successfully detected in BM

Blood findings: Midazolam successfully detecteds@mun

Case report
BM findings: Morphine 195 ng/g
Blood findings:—
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Table 1 (continued)

Drugs detected
Reference and year

Species
Sampling location

Sample pretreatment
Analytical assays

Analytical findings

Morphine
[1] 2006

Morphine
6-AM
[54] 2007

Nortriptyline
[3] 1993

Paraquat
[56] 1997

Pentobarbital
[16] 1985

Triazolam
[67] 1997

Rabbit
Long bones

Mice

Rabbit
Femur, tibia

Rabbit

Rabbit
Femur

Human
Femur

BM homogenized
CEDIA

BM homogenized (homogenizer), LLE (chloroforme/
isopropanol), BSTFA derivation
GC/MS

BM homogenized in saline solution (ultrasonication),
LLE (hexane/alcohol), lipids removal (hexane/ethamaler)
LC/DAD

BM homogenized in acidic solution, SPE
LC/DAD

BM homogenized (ultrasonication), LLE (toluene)
GC/FID

Digestion at basic pH under heat, Libatgertethyl ether)

GC/MS-NICI

Experimental report: administration in a dose fra®1 1@ 1.1 mg/kg
with 0.1 mg/kg increment
BM findings: Morphine 1351080 ng/mg at death, 182108 ng/mg after a 1-week period

Buried, 8592 ng/mg after a 2-week peribdried
Blood findings: Morphine 1066350 ng/ml atdeath

Experimental report: single lethal dose by i.v. @tijen of 300 mg/kg 6

BM findings: Morphine 34220 ng/mg at death, not detected after a 2-month period of
conservation in bone; 6-AM 224 ng/mg at death, 6-8.3 ng/mg after a 2-month
period of conservation in bone

Blood findings: Morphine 10-88 ng/ml at death; 6-AM 6-57 ng/ml at death
Experimental report: chronic administration of 102 mg/kg of 6-AM daily for 20 days
BM findings: Morphine not detected, 6-AM not detette

Blood findings: Morphine not detected, 6-AM not dxéel

Experimental report: administratigrer os in a dose of 20 mg/kg daily for 5 days
BM findings (PMI from O to 48 h): Nortriptyline 0.836.778ug/g
Blood findings: Nortriptyline 0.0360.227ug/ml

Experimental report: administratiger os of 1.2 g

BM findings: ParaqudB135ig/g after a 3- to 24-month period buried

Blood findings: results in term of ratio blood/BM

Experimental report: administratiger os of a non lethal dosage (97 to 140 mg/kg)
BM findings: Pentobarbital 2.28.70 mg%

Blood findings: Pentobarbital 2.28.20 mg%

Experimental report: administratiqeer os of a lethal dosage (23273 mg/kg)

BM findings (PMI from 6 to 12 h): 4:3.68 mg%

Blood findings (PMI 6 h): 4.665.69 mg%

Case report

BM findings: Triazolam for victim 1: 0.36 ng/g, victim 2: 0.37 ng/g
Blood findings=

BM bone marrow, BSTFA bis(trimethylsilyl)trifluoacetamide, CEDIA cloned enzyme donor immunoassay, DAD diode array detector, ECD electron capture detector, ELISA enzyme-linked immunosorbent as
ionization detector, FPIA fluorescence polarization immunoassay, GC gas chromatography, i.p. intraperitoneal, i.v. intravenous, LC liquid chromatography, LLE liquid—liquid extraction, MS mass spectrometry, N
chemical ionization, PMI postmortem interval, RIA radioimmunoassay, SPE solid phase extraction, TFA trifluoroacetic acid, TMSA trimethylsilylacetamide, —not available

bay, FID flame
Cl negative ion
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Table 2 Forensic toxicologgferenceon screening in bone marrow: or human autopsic series, results of drug concémisatn BM and
reference and year of publication, species and sampling locatidsipod when available
sample pretreatment and analytical assay, experimental or case report

Drugs detected Species Sample Pretreatment Analytical findings
Referenc anc year Samplin¢locatior ~ Analytical assay

General Unkown Human Enzymatic digestion under heat, LLE, lipids Human autopsic series
Screening Femur removal (hexane/ethanol/water) BM findings: acetaminophen, amitriptyline, citalopra
[60] 2005 GC/IMS cyamémazine, dextropropoxyphen, fluoxetine,

meprobamate, norclobazam, nordiazepam, nortriptyline,
oxazepam, pentobarbital, sertraline, thiopental,

venlafaxine
General Unkown Human BM macerated in water, acidified: LLE Case report
Screening - (chloroform/diethylether) for acidic drugs, BM findings: paracetamol: 0.8g/g, dextropropoxyphéne:
[65] 1989 then basified: LLE (diethylethgfor basic drugs 1.2 ug/g
GC/MS, GC/NPD, TLC, LC/DAD
GC/MS, GC/NPD, TLC, LC/DAD
General Unkown Human BM warmed in ethanol, acidified: LLE Case report
Screening Vertebrae (diethylether), basified: LLE (chloroform) BM findings: amitriptyline: 0.07 mg/51.8 g BM
[66] 1978 GCIFID
Targeted Screening Human BM homogenized (ultrasonication), routine Human autopsic series
[2] 2000 First study: methods used for the analysis of blood drug BM findings: amitriptyline 0.566.3 mg/kg,nortryptiline
Femur concentration (not described). 0.2-5.4 mg/kg, doxepin 0.21.97 mg/kg, nordoxepin
Second gtud GC and LC 0.84-0.86 mg/kg, sertraline 0.67 mg/kg, chlorpromazine
Lumbar 0.36 mg/kg, diazepam 0.88.6 mg/kg, nordiazepam

0.16-1.9 mg/kg, temazepam 6-2.4 mg/kg, oxazepam
0.36-1.6 mg/kg, propoxyphene 0.785 mg/kg, methadone
0.56-0.86 mg/kg, oxycodone 1.2 mg/kg, mianserin

0.98 mg/kg, nordoxepin 34 mg/kg, doxepin 2.9 mg/kg,
sertraline 1.2 mg/kg, moclobemide 24 mg/kg, thioridazine
2.1-4.8 mg/kg mesoridazine(metabolite)3Lmg/kg,
olanzapine 0.98 mg/kg

BM bone marrow, DAD diode array detector, FID flame ionization detector, GC gas chromatography, LC liquid chromatography, LLE liquid—liquid
extraction, MS mass spectrometry, NPD nitrogen—phosphorus detector, TLC thin layer chromatography, — not available

conventional pre-treatmemtrotocols: BM dissolution and a easily explained by the fact that mass spectron{dts) is
lipid removal step. Dissolution is needed to obtain the detection system of choice for toxicological analysis of
homogenous liquid suitable for further extraction. Variousuch complex matrices, and GC/MS systems were in more
methods were described involving mechanical techniquesdespread use than LC/MS systems until a few years ago;
(ultrasonication or homogenizer) or agitation, heating, anécently, however, liquid chromatography tandem mass
maceration in extraction medium. Lipid removal can bspectrometry has also been applied to Ba8, [30, 49].
achieved by an additional hexane wash of the final extradthile mass spectrometry remains the main detection
[3, 22, 24, 59, 60] or by multi-step extraction as proposedsystem, as reported in Table other detection systems
by Guillot et al. for the quantification of morphine and 6have been used, such as flame ionization detection for
acetylmorphine (6-AM) %4]. A solid-phase extraction volatile molecules (e.g., ethanol, methanol, isopropanol).
process was successfully applied to BM analysis in oth®&arious publications highlighted the suitability of immuno-
studies P9, 30, 49, 56, 61]. logical assay for qualitative2p-27, 29, 30, 62] and
guantitative purposedl| 50, 63, 64].
Analytical methods

Several analytical techniques have been described @asereports

suitable and relevant for BM analysis. In most cases,

forensic analysis of BM uses chromatographic approachks at least six case reports5 57, 65-68], toxicological
similar to those for other matrices. Chromatographifindings were restricted to skeletal tissue analysis. They
separation is principally performed by gas chromatograpltpncerned corpses discovered in skeleton state, 7 months to
(GC) rather than liquid chromatography (LC). This can be 5 years after their disappearance. The remainsstedsof
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Table 3 Forensic case reports involving the finding of skeletonizetbath accurately known or suspected owing to theuwistances,
remains upon which bone marrow toxicological analysis waBnding context and length since missing report, analytical findings in
performed: reference and year of publication, sex and age, cause obone marrow

Case [ref] year Sex (age) Cause of death Finding context Missing time Analytical findings in bone marrow

1 Female Suicide Natura environment Paracetamol 0.fg/g

[65] 1989 (45) Intoxication 20 months Dextropropoxyphene 1.@g/g

2 Female Suicide Natura environment Amitriptyline 0.07 mg/51.8 g

[66] 1978 47) Intoxication 8 months

3 n=2 Homicide Buried Triazolam

[67] 1997 Male Buried alive 4 years First victim 0.36 ng/g, second victim 0.37 ng/g
4 Male Suicide Natura environment Bromisovalum

[59] 1997 (46) Intoxication 7 months Femur left 139.7ug/g, right 36.4ug/g
5 Male Suicide Natura environment Bromisovalum 95.4ug/g

[68] 1996 Intoxication -

6 Male Homicide Buried Methamphetamine imol/100 g

[57] 1986 (28) Strangulation 5 years Amphetamine 0.3umol/100 g

— Not available

bones, sometimes with putrefied adhering tissue, ara a third case, triazolam was detected in two Blh@as
containing BM in various stages of decomposition. Duringnd in one decomposed muscular fragment from two
investigation, toxicological analysis was required to shedctims found buried, pointing to antemortem admin-
light on the circumstances of death or the state dtration p7]. These analytical data were in agreement with
consciousness of the victim at time of death. As only BMatements by the suspects, who confessed they had
was available for analysis, the authors attempted to detemtiministered triazolam to sedate the victims before burying
quantify and interpret the presence of xenobiotics in thtekem alive. BM triazolam concentrations were similar in
matrix. Findings and case contexts are summarized hiath victims (0.36 and 0.37 ng/g), suggesting that both had
Table3. received similar triazolam doses before death.
Acetaminophen and dextropropoxyphen were detected Maeda et al. 45 were able to detect bromisovalum in BM
Bal et al. p5] on skeletal remains found in a forest. The bodgfter the discovery of a skeleton on a bushy hill slope. Near
was attributed to a man who disappeared 20 montliee remains, three empty medication vials of bromo-
previously, leaving a suicide note in his car. He had beealerylurea (which would represent a maximum 30 g of
prescribed Distalgesic (dextropropoxyphene and paracetmomisovalum) were discovered. Concentrations of 36.4
mol) and Tranxene (chlorazepate potassium). The auth@nsd 139.7ug/g were measured in BM from the right and
drew no conclusions regarding possible intoxication, due tbe left femur, respectively. When compared to the lethal
lack of data for drug levels in unusual matrices. concentrations reported in blood 44 ug/ml), the

In another case, the body of a 47-year-old woman waggher BM concentration suggested a possible contribu-
discovered, virtually skeletonized in a deserted area of h#wn to the fatality. The authors stressed that drug
family ranch. By BM identification, Noguchi et al6§] accumulation in BM lipids, previously described by
suggested that amitriptyline was present in antemorteWinek et al. B, 22], could not be excluded in this case.
circulation. However, several uncertainties concerning thdoreover, the discrepancy in BM concentration between
fate of compounds in BM matrix (e.g., stability, drugright and left femurs suggested postmortem redistribution
distribution) made any quantitative interpretation unreliand/or degradation.

able. The police conducted a systematic search in théguchi et al. $8] reported a very similar case of
pharmacies of the region and found a prescription fdaromisovalum impregnation in BM (9540/g), suggesting
amitriptyline for the presumed decedent. an overdose in the light of the circumstances of death and
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the bromisovalunievel found in the BM samples comparedthe xenobiotic, as reported in Table Winek et al.
with previous reports in other matrixes. demonstrated that extrapolation of blood level from BM
Finally, Kojima et al. $7] quantified amphetamine and level was possible in a rabbit model, for desiprami#, [
methamphetaminén the BM of a methamphetamirsduser flurazepam 22, isopropanol 18], methanol 23], nortrip-
killed by strangulation and whose corpse lay buried for tyline [3] and pentobarbitall[].
5 years. Referring to a published schedule of edfecDiscrepancies in pharmacokinetic processes betlkeem
according to amphetamine plus methamphetamine bloadd BM are observed for some compounds. Winek et%l. [
level, the authors suggested that the victim was, at thdemonstrated that, in rabbits, peak ethchlorvynol blood level
moment of his death, in an intermediate state of intoxicaccurs 10-30 min after intraperitondajection and peak
tion with mental disorder, if not a more severe state, givdBM level between 15 and 60 min. In rats, diazepam
that some studies showed that amphetamine levels atearance appears to be slower in BM than in blood, resulting
usually lower in fatty tissue than in blood. in higher and longer BM impregnation64. This
Taken together, these case reports highlight trevaece phenomenon was also reported in rats by Watteesah for
of analyzing BM tissue as an alternative matrix fodiazepam 29 and fentanyl 26]: they assumed that
xenobiotic detection, up to 5 years after death. Nevertheleascumulation occurred in BM and then in bone, followed
the lack of data about BM pharmacokinetics anbly slow redistribution from bone to blood via BM.
postmortem changes limits interpretation of BM findings. Benzodiazepine accumulation was also establishedman
autopsy specimens, where levels in BM were nearly 2.5 times
as high as in blood (8.5 times for diazepam specificély) [

Interpretation Where BM/blood correlations prove non-significant,
various reasons have been suggested: death occurring
Qualitative approach before the steady-state was reached as described for heroin

overdose by Guillot et al.5f], difference in sampling
At least 45 compounds of forensic interest, includintpcation, age and BM lipid/water ratio, storage conditions,
psychoactive and illicit drugs, volatiles, pesticides anand postmortem changes as proposed by Winek et5l. [
herbicides, have been detected either by selective analyi€tg The last of these factors is fully described kelo
(Table 1) or by targeted and general screening (Table
Using the General Unknown Screening approach, Bévalot et
al. [60] detected 18 compounds in BM out of 32 identifiedPostmortem changes and stability of xenobiotic8
in human blood. According to the authors, this low
detection rate in BM was directly related to the restrictedifter death, various processes occur in corpses, including
performance of the analytical method, especially in terms pbstmortem redistribution, degradation or evaporation and
detection limit and non-optimized procedures for certaimeo-formation. These phenomena can affect xenobiotic
drug families. Mcintyre et al.2], in two studies comparing concentrations compared to at-death levels. Moreover, the
drugs detected in bloodand in thecorresponding toxicologist has to solve analytical problems directly
BM, found respectively 45% and 70% concordance; thelated to the putrefied matrix and the compoufake
discrepancy between the two studies may have been dueing sample storage. Several experimental models have
to differences in sampling location (femur vs. rib BM) obeen developed to estimate the impact of postmortem
time of storage (more than 3 years in the first study). Aftatteration in corpore on xenobiotic levels in BM. Studies
standardized drug administration to rats, Watterson ahdve also been conducted to assess in vitro stability in BM
colleagues reported the sensitivity of enzyme-linkesamples.
immunosorbent assays (ELISAs) on BM samples fdkfter chronic administration of midazolam for 10 day
fentanyl, ketamine and diazepam; this sensitiv- ity variedice were sacrificedop]. Bodies were stored for 21 days
from 66% to 100% depending on the analyte, dosmder three different conditions: frozen, or buried in
administered, and interval between administration and deaterilized or unsterilized soil (three mice per condition).

[25-27, 29, 30]. Midazolam from serum, BM and viscera was quantified by
ELISA. Levels were similar in BM samples stored frozen
Correlation between BM and blood concentrations and in sterilized soil but were undetectable in unsterilized

soil storage. The authors did not exclude that response
Several studies investigated correlations between BM ahdsed on immunological assay may be decreased due to
blood drug concentrations that might enable extrapolatioanalytical interference associated with putrefaction.
Such correlations are more or less significant depending onTo study the stability of amphetamine compounds, i.v
methamphetamine was administered to five rablig}. [
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Table 4 Correlation studies between drug concentration in blood or serum and bone marrow: species ana) nfisligetts, methodology
and correlation coefficierft)

Drugs studied Subject Methodology r
Acetone 5] Rabbit(n=25) Sacrifice 1 h after dosing 42 ml/kg of absolute isopropanol), sample

collection 0 to 24 h after sacrifice

Blood versu: observe BM levels 0.51:

Blood versus lipid content corrected BM levels 0.580
Desipramine%2] Rabbit(n=20) Sacrifice 1.5 h after the last dose €20 mg/kg daily for 5 days)

Blood versus BM levels 0.919
Diazepam §4] Rat(n=20) Sacrifice 1, 2, 4 or 8 after dosing (f8/kg)

Serum versus BM levels 0.997
Diazepam47) Human(n=9) Autopsy sample

Blood versus BM levels 0.68
Ethchlorvynol [L2] Rabbit(n=40) Sacrifice 5 to 300 min after dosing (8D mg/kg)

Blood versus BM levels — (non significant)
FlurazepamZ0] Rabbit(n=24) Blood versus BM levels

Sacrifice 1 h after dosing 420 mg/kg,n=12) 0.864

Sacrifice 3 h after dosing 420 mg/kg,n=12) 0.863

Together(n=24) 0.878
Isopropanol 15] Rabbit(n=25) Sacrifice 1 h after dosing {2 ml/kg of absolute isopropanol), sample

collection 0 to 24 h after sacrifice
Blood versus observed BM levels

Blood versus lipid content corrected BM levels 0.929
Meprobamateq9] Human(n=51) Autopsy sample

Blood versus BM levels 0.46
Methanol p1] Rabbit(n=36) Sacrifice 1 h after dosing (0.#5.5 g/kg), sample

collection 0 to 24 h after sacrifice

Blood versus observed BM levels 0.832

Blood versus lipid content corrected BM levels 0.888
Morphine p8] Rabbit(n=9) Sacrifice 1 h after dosing (6-3.1 mg/kg)

Blood level versus BM level at death 0.983

Blood level versus BM level after a 7-day period buried 0.917

Blood level versus BM level after a 14-day period buried 0.883
Nordiazepar [47] Human(n=10) Autopsy sample

Blood versus BM levels 0.18
Nortriptyline [19] Rabbit(n=24) Sacrifice 1.5 h after the last dose (20 mg/kg daily for 5 days)

Sample 0 to 48 h after sacrifice

Blood versus BM levels 0.956
Pentobarbital13] Rabbit(n=18) Sacrifice 60 min after dosing (9743 mg/kg,n=12) 0.934

Lethal intoxication (234273 mg/kg), sample collection 6 h after

death(n=6) 0.915

Lethal intoxication (234273 mg/kg), sample collection 12 h after

death(n=6) 0.748

Togethe (n=18) 0.95(
Temazepan¥/] Human(n=7) Autopsy sample

Blood versus BM levels 0.850
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After sacrifice, bone samples were collected ancedtfor 2 Finally, some studies assessed in vitro stability in BM by
years at room temperature, either in a dry environment orliganalyzing samples over time after storage under various
water. Quantification was undertaken at 3, 6, 12 and 2#®nditions. Isopropanol was shown to be stable up to 24 h at
months_postmortem. Methamphetamine was shovyn to beth room temperature and +4°Q8[. Other compound
stable in samples from the dry environment, while larg&amples were also studied: ethchlorvynol (from 0 to 24 h,
variability in concentrations was observed in samples storedg{zen) [L5], acetone (from O to 24 h, at +3.5°C or at room
water. , _ . temperature)]8], methanol (from 24 h to 21 days, frozen)
Several studies estimated the postmortem behavicertdin [23 and desipramine (from 7 to 22 days, froze?]| For
herbicides and pesticides in BM. lto et @] studied the each substance, significant reductions (or, in some cases,

K"t.e Olf paraqu:;t)t (_)rglly a(ljdmmlstelred fto rabb|t_s (nt': 3ancreases) in BM concentration were reported. The authors
nimals were —buried and samples Irom various 'Ssugﬁggested that these variations may be related to various

were analyz.ed regularly over a 2-year peripd. Par_aquat \_'E%cesses such as evaporation, degradation, compound
deltet_ctalbletlrll)l B:Vl slarTEIes rc])ve: t:]he f(_an?re per||_<|)d, Wllease from protein binding sites, or fat distribution
relatively stable levels throughout the first year. Oweveﬁeterogeneityin the samples.

these conclusions are to be taken with caution due to the
limited population size and the great heterogeneity of results.
In another study, 12 rabbits received letlpar os doses of

diazinon or endosulfarb]]. Each animal acted as its own

_controc;i E'}A ftrk?m the. right t'blg gncé ::emurlweemf\hlyzeq dEthanol has a special place in forensic toxicology due to the
immediately, thememains were buried for a 1-month perio high morbidity and mortality associated with its toxicity

;Atldeﬁhl:]mattlk?n, _dlazmoln cotntchentratlom\a:refacrjour][?] 25- and widespread consumption. Numerous studies have
_o 1 ;gser ar;in sar/nlf esra d et m?n;ep 0 teal (nl]eh"f‘@cused on its quantification in BM in both animal models
o vs- mg g)' naetected In contro’s, alPhg,y hyman samples (Tabb. In 1943, the first quantifi-
and beta endosulfan isomers were found 1 month later.

c N th Ifat tabolite of endosul- f cdtion of ethanol from BM samples was performed in five
onversely, the sullale melabolite Of -endosul- fan Wag,q, corpses?[0]. Several decades later, again from fresh

detected at death but not 1 month Iater..The author; 'mchjEﬁpses, correlation was established between blood and BM
these phenomena to postmortem biotransformation levels in an animal mode?]] and human samples&], 19.

_rl? d|str|?u(;!onbyfd|ﬁu§ '.c:jn an:/orv;sculartrgnslo(;rta. et Greater blood/BM ratio variability was found in rabbits
wo studies of opioids showed concordant findingsst than in humans. According to the authors, this variability

morphine was injected into nine rabbits; BM :_samples Weuld be related to biological differences, postmortem
collected at death, and after 1 and 2 webksal [1]. A distributi ina lioid levels in BM les f
decrease in morphine concentration of 21% and 38% Wre istribution or varying lipic levels in sampies from
b d duri tivelv the first and q K bit femurs and human rib49. To avoid the last of
ODSETVed dunng respectively the Tirst and second wWeex @l qq biases, Winek et all7] recommended, for the first
inhumation. The authors suggested that this may have been ; . S
IMme, correcting BM concentration taking into account the

due to back-diffusion from BM to putrefied tissue and SO'\Nafser content of the sample. This aqueous portion was

E uring the sctjacontd \;ve(?k, th? ptrﬁcess Wastprpb?bly elnr;g T&g culated as the weight difference between BM sample and
y increased putretaction. In the same foxicological 1€ Ipid content; the latter was evaluated by weighting the

lethal injections of heroin were administered to 12 mlcclirj_}Sidue after evaporation of BM ether extrat]] This

Lel\llelst, c()jf .morpr(;{m;: ?nde-AI(\j/l vvtt:]re c(tj)rr;pared bett.\l’veenchorrection factor enhanced the correlation and improved

coflected Immeciately after death and 1rozen Untl analySla; ation of blood level from BM assay. Recently, Maeda

and BM stored for 2 months at room temperature in burie | | b d I lation b

bone. The experiment showed a 71% decrease in 6—Ae al. bg] also observed an excellent correlation between
hil ' hine b detect oth tabolit e levels in blood and BM aspirate collected between 5

while morphine became undetectaffie]. Er MELabolltes  and 48 h after death. Aspiration of BM in liquid form from

(S:OUId n?t bhe ttefted, dtledt.o lack OftBMdsiTplegM ibi tvertebrae, however, is not available in most cases involving
everal shortterm studies montore © Xenmmio elderly victims, death from blood loss or multiple trauma.

levels in rabbits stored at room temperature for less th€5ﬂ'verall, BM seems to be a useful alternative matrix for the

4t8 bhl_tafte; gacnﬂce. S:JCQ expfrzlmeTtsstendgd totpr(t)ve tPﬁerpreta‘tion of ethanol level when corresponding blood
stability of isopropanol 18], methanol P3| and nortripty- samples are not available in fresh corpses.

I|net[3] méer a 24_2 perlobd.bcllor&veriely,tthe fotqiengw?anamples from human BM collected up to 9 days after
acetone decreased, probably due o 1s volalllity. Fentobysa, matched blood results only in terms of presence vs.

bital ‘underwent a slight increase between 6 and 12.a sence 11]: this lack of correlation led the authors to

postmortem, inducing an increase in the BM/blood ratl80nc|ude that BM assay allows detection of ethanol but not

Iaér:/dels[l%]ecrease in the correlation between blood and B’c{\ésessment of impregnation. In the same study, six femoral

Analysis of ethanol iBM
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Table 5 Forensic toxicology publications on ethanol and metabolites in bone marrow: reference and year of publication, species and sampling

location, experimental or case report or retrospective autopsic study, analytical assay, results in bone marrow and blood

Reference and year

Species Sampling location

Analytical findings

Ethanol
[70] 1943

[71] 1968

[16] 1980

[17] 1981

[14] 1981

[18] 1983

[57] 2006

Ethylglucuronide
[48) 2006

Human

Human
Femur

Rabbit: femur, tibia
Human:Ribs

Rabbit: hind, front legs

Human: ribs

Human: Ribs

Rabbit

Femur, tibia

Human

Vertebral aspirate

Human
Ribs

Retrospective autopsic study
Analytical assayWidmark's Method
BM findings: 0.143-0.804 o
Blood findings: 1.1664.42 dko

Retrospective autopsic study
Analytical assayWidmark's Method

BM findings: G-1.77 gko at death, 0.060.58 gto after a 1-year period
of conservation itone

Blood findings: 64 gk%o

Experimental report: administration to rabbit of 1.5, 2.0, 2.3 p&ws
Analytical assay: GC/FID

BM findings (PMI from 1 to 7 h): 41:5810.0 mg%

Blood findings (PMI from 1 to 7 h): 7833 mg%

Retrospective autopsic study:

Analytical assay: GC/FID

BM findings: 43.5-204.5 mg%

Blood findings: 117409 mg%

Retrospective autopsic study and Experimental report: administration to
rabbit in a dose of 1.5, 2.0, 2.3 g/kg per os

Analytical assay: GC/FID
Evolution of concentrations in BM samples in vitro

Retrospective autopsic study Analytical
assay: Headspace-GC/FID BM findings:
22-175 mg%

Blood findings: 36-394 mg%

Experimental report: administration to rabbit of 0,1.5, 2.0 g/kg
Analytical assay: GC/FID
Evolution of postmortem concentration in blood, éiyed and BMin corpore

Retrospective autopsic study

Analytical assay: Headspace-GC/FID

BM findings: results in term of correlation and BM/bd concentration ratio
Blood findings: 0.152.74 dko

Retrospective autopsic study: blood alcohol concentratior-0.837 g%
Analytical assay: LC/MSMS

BM findings: 0.829.36ug/g

Blood findings: 0.4%20.46ug/mi

GC/FID gas chromatography with flame ionization detector, — not available
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samples (three ethanol-positive and three negatiMs)B various tissues may be available for analysis according to the
were stored at room temperature for 1 year. Contradictogifcumstances of death. In the case of skeletonized remains,
findings were obtained, and it was impossible to determis@vere putrefaction or extreme multiple trauma, BM may be
whether alcohol had been present at time of deatthe only alternative tissue for toxicological investigation. It
Supporting data were reported by Winek et all][on a presents several advantages, such as protection against
control group (n = 30) and ethanol-treated group (n = 60) 6Pntamination and putrefaction due to its location within
rabbits, stored after sacrifice at room temperature foones, rich vascularization and large amount of lipid
month. Up to 78.3 mg% neo-formation of ethanol waeonstituents. The present review gives an overview of case
observed at 7 days in the control group; in the ethandkports and animal and human studies involving BM analysis.
treated rabbits, ethanol levels decreased gradually with tifibis survey investigated the suitability of BM analysis for
to a mean loss of 89.3% after a 28-day period of storagdaracterizing xenobiotic consumption and its influence on
Thus, the estimation of ethanol blood levels at death frothe occurrence of death, answering two main questions.
BM data is uncertain (46.7% error at 28 days). Simijany The first question was: can xenobiotics be detected in BM
in vitro study, performed on BM samples stored over 3 montfilom a pharmacokinetic and analytical standpoint? Since
at-6°C under various conditions, reported large variations BM is highly vascularized by a large sinusoid network, each
ethanol level: either decreases due to collection tube porogigmpound circulating in the blood is assumed to be present
or enzymatic oxidation during the time of analysis at roonm BM. Therefore BM detection of xenobiotics depends
temperature, or increases caused by yeast and bactegkgentially on the performance of the analytical method.
synthesis 20]. Ethanol neo-formation may lead to falseNevertheless, the latter can be limited by the sample pre-
positives in BM as in blood, either in vitro or in corpore treatment required for such a complex and fatty matrix. As
Ethyl glucuronide is a minor direct metabolite ofatol, few full validations have been made of assay sensitivity,
produced by enzymatic conjugation with glucur- onic acidiegative results must be interpreted with caution.
Since its neo-formation has never as yet bedrurthermore, stability is a significant parameter in
demonstrated postmortem, this compound may constitutgd@stmortem toxicology and is even more essential in BM
relevant marker of ethanol consumpti@®,[72]. Schloegl et analysis since this matrix comes into its own as an
al. [49] demonstrated that ethyl glucuronide can be dedect@lternative to blood in case of long postmortem interval or
in BM, suggesting that BM may be a helpful matrix wherggressive phenomena (bloodless cadaver, fragment of
classical materials are not available. However, ethytorpse, etc.). In vitro and in corpore stability in BM has
glucuronide’s stability in BM has yet to be established. Sonfieen occasionally studied, with varying results depending
studies suggested that ethyl glucuronide concentrationsdn drug class and time and condition of conservation,
blood and urine decline during putrefaction, long terrproviding some clues for the interpretation of negative BM
storage at room temperature or in case of bacterial urindgsults.
infection [72-74], while others described a post collectionTo the second question—Are the drug levels in BM samples
formation of ethyl glucuronide in urine under experimentaepresentative of the blood levels at time of death? —the
condition using bacteria7p, 76]. Ethyl sulfate is another literature does not provide any general answer. Although
non-oxidative metabolite of ethanol. This compound seenfarmacokinetic data for BM are limited, specific processes
to be a promising marker due to its stabilif$,[77], even if were occasionally described, such as BM accumulation of
its bacterial degradation has also been descrihgthg benzodiazepines and fentanyl. The mechanisms involved in
standardized degradatioriest [78. The simultaneous BM drug distribution should therefore be investigated in
determination of these both metabolites, in urine and blooahimal experiments. Correlation between blood and BM
seems to be more relevant than quantification of ethgbncentrations was demonstrated for a wide range of
glucuronide alone and should help to verify or disprove @mpounds, allowing extrapolation from BM to blood
postmortem formation of ethanofd, 79). However, ethyl results, which are more easily interpretable. However, the
sulfate has not yet been investigated in BM. application of these data, mostly obtained on animal models
In conclusion, various processes, including postemort with standardized protocols, to human autopsy cases,
redistribution, enzymatic degradation, volatility and bacterigubject to uncontrollable and often unknown postmortem
neo-formation, hinder interpretation of BM ethanol results. conditions, requires further study. When correlation with
blood is not established, a statistical approach could be
interesting to determine either a toxicity threshold or the
likelihood that a drug level, quantified in an alternative
Discussion anctonclusion matrix, corresponds to overdose rather than therapeutic use
[59, 80]. Another aspect to consider for quantitative
In forensic toxicology, although blood is the referencénterpretation is the postmortem changes of BM
sample for qualitative and quantitative interpretatiooncentration. Beyond drug stability, postmortem
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redistribution of diazinon and endosulfan was shown t® Gruspier KL, Pollanen MS (2000) Limbs found in water:
involve increase as well as decline in BM levels. Finally, éggfes;ggt'socr; I#ts'lnlgz.fféhmpmog'cal analysis and the diatom test.
a resulj[ of varying BM composition (!-e- fatty and cellulang, pollanen MS (1997) The diagnostic value of the diatom test for
proportion) in different bones according to age, samplingfowning: Il. J Forensic Sci 42:286-290
location was claimed by Winek et all§ and Mcintyre 11. RO':]_ P, hBlIBhﬁ}ml_A, _Beham-sfcmmig C (2009_3)]c Post-
ortem |stopat ological |nvest|gat|ons of the bone marrow In forensic
?t al'_ [2] 10 . be . a relevant._factor . that”should ,bemedicine: an important issue for both the forensic and clinical
investigated. Likewise, hydrophilic or lipophilic behavioryathologist. Forensic Sci Int 186:e17-e20

of molecules should be considered: Winek et al showed tHat Sakai K, Takatsu A, Shigeta A, Abe S, lkegami M, Takagi K
blood/BM correlation of water soluble compound, such gg€007) Sudden death due to undiagnosed acute promyelocytic

. leukemia: a case report. Int J Leg Med 121:311-314
methanol 23], ethanol 7], isopropanol and acetonéd], 13. Umezawa A, Yamada T, Ogawa Y, Kuramochi S, Watanabe Y

was improved correcting their concentration for watef1990) Postmortem diagnosis of acute megakaryocytic leukemia.

content, whereas other authors described accumulationgiﬂtegulaneSS‘lngggn%lgéohistochemistry and tissue hemogram. Acta
. .y . . a 0 n : —

BM of IIpophIIIC drugs “k? diazepan®| 29, 64]'. . 14, Casi%r H, Thomas F, Delaunois AL (1943) La répartition de

In conclusion, we consider that BM matrix is of dreayacoo chez Ihomme et les animaux au cours de lintoxication

potential interest in forensic toxicology. Further experimeréthylique. Arch Int Pharmacodyn 69:186—204

tal data and validated ana'ytica| assays are required ]@,Winek CL, Cibulas W Jr, WahbaWW(lQSl)Acomparative study

enable reliable qualitative determination and, eventuall f ethchlorvynol levels in blood versus bone marrow. Forensic Sci Int

S . 7:197-202
quantitative interpretation from human BM samples. 16. Winek CL, Costantino AG, Wahba WW, Collom WD (1985)
Blood versus bone marrow pentobarbital concentrations. Forensic Sci
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Quantification du citalopram et de quatre benzodiazépines dans onze
fluides et tissus d'intérét médicolégal par GC-MS/MS

Une technique analytique a été développée et validée pour la quantification des molécules
d'étude, le citalopram (R+S), le diazepam et ses trois métabolites (nordazepam, temazepam,
oxazepam). Le prérequis est l'application double de cette méthode: d'une part pour I'étude
pharmacocinétique animale incluse dans le projet de thése, d'autre part pour la pratique
courante sur des cas médicolégaux pour lesquels I'analyse de matrices alternatives au sang,
eventuellement dégradées par diverses phénomenes post nesttegtessaire. La technique

a été développée pour l'analyse de 11 matrices d'intérét médicolégal et/ou pharmacocinétique:
des fluides biologiques (humeur vitrée (HV), urine et bile), des tissus (sang, MO, tissu
adipeux et muscle squelettique) et des organes (poumon, foie, rein, cerveau). Les criteres de
justesse, de répétabilite, de sensibilité et de sélectivité devaient satisfaire a I'établissement
d'une cinétique sanguine et tissulaire chez I'animal. La sélectivité a été un des parametres qui
a été privilégié afin de distinguer les molécules des nombreuses interférences liées a la
dégradation des prélevements ou a la nature lipidique des matrices. Ainsi, la méthode
analytique a été optimisée en tenant compte de ces contraintes et validée sur I'ensemble des

matrices pour vérifier I'adéquation de la méthode aux exigences requises.

Cette technique consiste en une extraction liquide/liquide en trois étapes, d'une dérivation en
ligne (sylilation), et d'une analyse par chromatographie gazeuse couplée a une détection en
spectrométrie de masse en tandem. Des matrices blanches de lapin ont été utilisées lors du
développement et de la validation de la méthode. Elles ont été préférées aux prélévements
humains au vu de la difficulté d'écarter formellement la consommation des xénobiotiques
analysés et pour étre directement applicables lors de I'étude pharmacocinétique entreprise

chez le lapin.

Une validation complete a été réalisée sur la MO, matrice d'intérét qui est, d'aprés notre
expérience, une des plus complexes a analyser de par sa structure tissulaire combinée a un
riche contenu lipidique. La linéarité a été validée sur I'ensemble de la gamme de calibration.
La sélectivité a été vérifiée par I'analyse d’échantillons blancs. Les limites de quantification
ont été mesurées a 1ng/g pour le nordazepam, 10ng/g pour le diazepam, le temazepam et
'oxazepam, 5ng/g pour le citalopram. Une procédure de dilution a été validée pour la
quantification d'échantillons initialement trouvés en dehors de la gamme de calibration. A bas

et haut niveau de concentrations, la technique a montré une justesse satisfaisante comprise
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entre 88.9% et 109.4% ainsi qu'une répétabilité et une fidélité intermédiaire acceptable
(inférieure respectivement a 12% et 12.6%). La stabilité des échantillons dérivés sur le

passeur d’échantillons a été vérifiee sur 72h.

Comme les matrices proviennent de la méme espéce, une validation partielle a été réalisée sur
les 10 autres matrices afin de s'assurer que la technique remplit les critéres de validation sur
I'ensemble des échantillons. La base de cette validation partielle s’appuie sur les
recommandations internationales. Cette validation comporte la vérification de la linéarité de
la gamme de validation sur chaque matrice, des limites de quantifications, de la sélectivité,
ainsi que I'évaluation de la justesse de la répétabilité et du rendement d'extraction. L'ensemble

des matrices remplit les critéeres de validation communément acceptés [29, 30].
Les performances de la technique analytique développée ont permis de I'appliquer a des cas

réels issus d'une part de I'expérimentation animale et d'autre part & des cas autopsiques pour

lesquels les prélevements étaient dégradés par la putréfaction.
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Abstract

Pharmacokinetic studies and postmortem toxicological investigations require a validated analytical
technique to quantify drugs on a large number of matrices. Three-step liquid/liquid extraction with
online derivatization (silylation) ahead of analysis by gas chromatography-tandem mass
spectrometry was developed and validated on rabbit specimens in order to quantify citalopram and 4
benzodiazepines (diazepam, nordazepam, oxazepam and temazepam) in 11 biological matrices
(blood, urine, bile, vitreous humor, liver, kidney, skeletal muscle, brain, adipose tissue , bone
marrow (BM) and lung). Since the 11 biological matrices came from the same animal species, full
validation was performed on 1 matrix, bone marrow (considered the most complex), while the other
10 underwent partial validation. Due to non-negligible matrix effects, calibration curves were
performed on each matrix. Within-day and between-day precision (less than 12.0% and 12.6%,
respectively) and accuracy (from 88.9% to 106.4%) were acceptable on BM at both low and high
concentrations. Assessment on the other matrices confirmed accuracy and within-day precision (less
than 12%, and generally between 85.1% and 114.5%, respectively). The lower limit of quantification
of the method was 1 ng/g for nordazepam, 5 ng/g for citalopram and 10 ng/g for oxazepam,
diazepam and temazepam. The combination of 3-step extraction and MS/MS detection provided
good selectivity in all matrices, including the most lipid-rich. Application to real-case samples
showed that the method was sensitive enough to describe distribution patterns in an animal
experiment, and specific enough to detect molecules in highly putrefied samples from human

postmortem cases.

Keywords

Benzodiazepine — Validation - Citalopram - GC-MS/MS — Postmortem — Tissues

42



1 Introduction

Benzodiazepines are widely used for their anxiolytic, hypnotic, anticonvulsive and muscle-relaxant
properties and also commonly used as drug of abuse [1]. Diazepam has been on the market for
almost 5 decades [2] and remains one of the most frequently prescribed anxiolytic drugs [3].
Diazepam metabolism (fig. 1) leads to nordazepam, oxazepam and temazepam formation [4]. These
3 pharmacologically active compounds are also marketed as drugs. Citalopram is an extensively
prescribed antidepressant belonging to the selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) class [5].

In most cases, and especially in living victims, blood is the most relevant matrix for analyzing and
determining whether a drug is at a therapeutic or a toxic level in the organism. In forensic
investigation, lack of blood and availability of various alternative matrices and postmortem
redistribution and degradation of samples due to putrefaction complicate the analytical process and
interpretation of results [6]. A thorough study of citalopram, diazepam and metabolite distribution in
the whole body may allow a pharmacokinetic model to be developed and help interpretation when
blood samples are not available or postmortem redistribution is suspected. A fully validated assay
from various tissue and fluid samples is critical for pharmacokinetic studies and human postmortem
specimen analysis.

A review of the literature failed to retrieve any methods for quantifying these compounds that were
validated on each of the various matrices. For citalopram, a lot of validated methods were published
in blood, plasma, urine and hair mainly by liquid chromatography (LC) coupled either with
ultraviolet (UV), fluorescence (FLD), mass spectrometry (MS) or tandem mass spectrometry
(MS/MS) detection [7]. Brain tissue was also studied to allow quantification in the site of action of
citalopram [8-11]. Some case reports provided data from other biological fluids and tissues, but
validation was either not presented [7, 12-14] or was performed on blood samples alone [15-
17].Concerning benzodiazepines presented in our study, Mercolini et al. [18] published a fully
validated method on blood and brain tissue to quantify diazepam and its 3 main metabolites, but the
UV detection method used excluded application of this assay to putrefied postmortem samples.
Heinig et al. [19] published an interesting method to quantify 7 drugs, including oxazepam, from 11
matrices. However, human plasma was used for the standard calibration preparation, with only
quality controls prepared from the various tissues; no biological liquids of forensic interest in human
postmortem cases (vitreous humor (VH), urine or bile) were tested. Kudo et al. used a method to
guantify diazepam and nordazepam in skeletal muscle and liver by GC-MS [20], but validation was
performed on blood. Other benzodiazepines have also been quantified in various tissues for case

reports or pharmacokinetic studies. Excepted one study of bromazepam [21] that included a fully
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validated assay on a large number of matrices; in other published studies, analytical validation was
either lacking [22-25] or performed on blood samples [26, 27] or on part of the studied matrices [28].
The aim of the present study was to describe aatagiiiassay allowing quantification of citalopram

and 4 benzodiazepines (diazepam, temazepam, oxazepam and nordazepam) in 11 media commonl
used in forensic toxicology: blood, urine, bile, VH, liver, kidney, skeletal muscle, brain, adipose
tissue (AT), lung and bone marrow (BM). Two main metabolites are described for citalopram:
desmethylcitalopram and didesmethylcitalopram. Bezchlibnyk-Butler et al [5] reported that these
metabolites do not appear to play a major role in the clinical action of citalopram. They represent 30
to 50 % and 5 to 10% of citalopram doses, respectively but enter the brain less readily than
citalopram. They display at least 4 times and 13 times less therapeutic activity than citalopram,
respectively. Most of the table of interpretation of drug concentrations used in forensic toxicology
analysis did not interpret metabolites quantifications [29-32] although it could be potentially
informative on the intake of citalopram. Due to their less therapeutic and forensic interest, citalopram
metabolites are not studied in this work. The option of using human postmortem samples as blank
biological matrices for development and validation was discarded for ethical reasons and because
consumption of study drugs by the victim can never be formally ruled out. An animal model was
therefore used to provide blank matrices. Rabbit was selected, as it allows sufficient quantities of
each sample type to be taken, unlike the smaller laboratory animals frequently used. As the 11
matrices were collected from the same animal species, full validation was not mandatory for each.
Indeed, partial validations can be undertaken for modifications of validated bioanalytical methods
that do not require full revalidation such as instrument changes, transfers between laboratories,
change in species within matrix or changes in matrix within a species. Depending of the extent of the
change, partial validation can range from as little as one intra-assay accuracy and precision
determination to a nearly full validation [33, 34]. A full validation was conducted on BM, considered
the most complex matrix due to a combined connective structure and high lipid content. A partial
validation was performed on the other matrices comprising linearity evaluation on the calibration
range, within-day precision and accuracy test, selectivity check, recovery test estimation and LOQ
determination. The calibration range was set according to the respective drugs, based on preliminary
experiments (data not shown) in our laboratory involving therapeutic doses of diazepam and
citalopram administrated to rabbits. The calibration range was chosen to cover the most of the
concentrations retrieved in the various matrices sampled after euthanasia. As some concentrations in
specific tissues cannot be included in an acceptable calibration range, a procedure of dilution was
validated. Finally, the assay thus developed was applied to real samples from kinetic animal

experiments and human autopsy.
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2 Materials and Methods

2.1 Chemicals and solutions

Individual stock solutions (certified at a concentration of 1 mg/ml in methanol) of nordazepam,
nordazepam-d5, diazepam, diazepam-d5, oxazepam, oxazepam-d5, temazepam, temazepam-d5 an
citalopram hydrobromide, and citalopram-d6 in powder form (reconstituted in methanol at 1 mg/ml)
and N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 1% Trimethylchlorosilane (BSFTA/TMCS) were
purchased from LGC Promochem (Molsheim, France), and stored at -20°C. Water, tert-butyl-
methyl-ether and n-heptane, all in HPLC grade, were obtained from VWR (Fontenay sous Bois,
France). Sodium Hydroxide (1 M), hydrochloric acid (1 M) and di-sodium hydrogen phosphate
anhydrous (Ng&HPO,) were supplied by Merck (Fontenay sous Bois, France).

Deuterated analogs were used as internal standards (IS). A mixture of the 5 labeled ISs was preparec
daily by dilution in methanol to reach the following final concentrations in fluid (ng/ml) and tissue
(ng/g): nordazepam-d5 25 ng/ml(/g); diazepam-d5, oxazepam-d5 and temazepam-d5: 400 ng/ml(/qg);
and citalopram-d6: 200 ng/ml(/g). For both calibration standards and quality controls, working

solutions containing the 5 study compounds were prepared daily by appropriate dilution in methanol.

2.2 Sample preparation

For tissues, 200 £ 5 mg (lung, kidney, liver and BM), 500 + 10 mg (AT, brain) or 1000 £ 10 mg
(muscle) were ground thinly with scissors and homogenized in 1 i@ buffer (pH 8.4,

0.25M). For biological fluids, 1 ml (blood) or 200 uL (bile, urine and VH) vsenegply mixed with

1ml NaHPQO, buffer. IS were adjoined by addition of the appropriate volume (20 uL, 50 pL or 100
pL) of the IS solution containing 0.25 pg/ml of nordazepam-d5, 4 pg/ml of diazepam-d5, oxazepam-
d5 and temazepam-d5, and 2 pg/ml of citalopram-d6. In all cases, 5 ml tert-butyl-methyl-ether/n-
heptane (67:33, v/v) was then added and the mixture was agitated for 20 min. After centrifugation
(20 min at 1,400 g), the upper organic layer was saved and added to 2.5 ml hydrochloric acid (0.2M).
After mechanical shaking for 10 min, centrifugation (10 min at 1,400 g) was carried out. The lower
agueous layer was saved; neutralized by 0.5ml sodium hydroxide (1N) and set at pH 8.4 by addition
of 1 ml NgHPQ, buffer. Finally, 5 ml tert-butyl-methyl-ether was added, and the samples were
agitated (10 min) and centrifuged (10 min at 1,400 g). The upper organic layer was saved and
evaporated to dryness at 50°C under air stream. The residue was reconstituted in 100 pL tert-butyl-
methyl-ether, transferred to a gas chromatography vial, and again evaporated to dryness. Automated
on-line derivatization was performed on 7693A autosampler with 20uL BSTFA/TMCS for 20 min at
80°C. Two puL of derivatized extract was injected into the GC/MSMS system.
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2.3 GC-MS/MS
2.3.1 Gas Chromatography

Gas chromatography (GC) was carried out on a 7890A GC system (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
equipped with a 7693A autosampler (Agilent). Compounds were separated on an HP-5MS capillary
column (30 m length x 0.250 mm I.D. x 0.25 um film thickness). The carrier gas was helium, at a
constant flow of 1 ml/min. Injection was performed in splittless mode at an injection temperature of
260°C. The transfer line was held at 310°C. The initial oven temperature of 120°C was maintained
for 1 min, and subsequently increased at a rate of 50 °C/min to 280°C and held for 4 min, and then

finally increased at a rate of 50 °C/min to 300°C and held for 3min.

2.3.2 Tandem mass spectrometric conditions
GC-MS/MS analyses were acquired using a 7000 triple quadrupole mass spectrometer (Agilent,
Santa Clara, CA, USA) in positive electronic ionization (EI) mode. lon source temperature was set at
230°C and ionization energy at 70 eV. The collision gas was nitrogen (flow-rate, 1.5 ml/min) with
helium quench (flow-rate, 2.25 ml/min) Acquisition was performed in selected reaction monitoring
(SRM) mode. Transitions were chosen for selectivity and abundance to maximize signal-to-noise
ratio in matrix extracts. One transition per compound was used as quantifier, and 2 as qualifiers.

2.3.3 Acceptance criteria for compounds identification
The criteria for identification of compounds were set as follows: for chromatography, the observed
retention time differ by no more than + 0.1 min in absolute from that of the highest calibration
standard prepared and analyzed contemporaneously; for mass spectrometry, the qualifier ions ratios
differ by no more than 25% from that of the highest calibration standard prepared and analyzed
contemporaneously; the standard consisted in standard. These criteria of identification were
automatically followed by the Mass Hunter workstation software for quantitative analysis for QQQ
(version B.04.00, Agilent technologies).

2.4 Specimens

2.4.1 Validation specimens
Blank samples of rabbit biological fluids (blood, urine, bile and VH) and tissues (lung, kidney, liver,
brain, BM, AT and muscle) were pooled and used for development and validation. They were
obtained from animal experiments performed in strict accordance with established guidelines for
animal care and with the approval of the Animal Ethics Committee, Lyon, France (n° BH 2008-14).
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2.4.2 Application specimens
Application specimens were obtained from animal experiments and human autopsies. In the former
case, with approval from the Animal Ethics Committee, Lyon, France (n° BH 2008-14), adult rabbits
were injected intravenously with diazepam and citalopram at 1.1 and 2.8 mg/kg respectively.
Euthanasia was performed 4h after injection by heart-blood withdrawal after deep ketamine
anesthesia. Immediately after death, tissues and fluids were collected and stored at -20°C until
analysis.
For human autopsy samples, the putrefaction impact on chromatographic performance was tested on
putrefied human specimens (kidney, liver, lung, brain, BM and muscle) from forensic autopsies of
drowning victims. In the first experiment, the victim was not known to be under any psychiatric
treatment and toxicological screening results on putrefied blood did not show any of the 5
compounds of interest. Analyses were performed blank and by spiking at low quality control (QC)
level (nordazepam 3 ng/mli(/g), citalopram 15 ng/ml(/g), and diazepam, oxazepam and temazepam 30
ng/mi(/g)). For the second experiment, the method was applied during toxicological investigation of

a victim known to have been treated with prazepam.

2.5 Validation procedure

BM underwent full validation over a 3-day period, comprising linearity check, within-day and
between-day accuracy and precision test, evaluation of limits of quantification (LOQ), selectivity,
estimation of extraction recovery and assessment of the dilution procedure for extended
concentration ranges and of auto-sampler stability. One-day partial validation was undertaken for the
other 10 matrices, comprising linearity evaluation on the calibration range, within-day precision and

accuracy test, selectivity check, recovery test estimation and LOQ determination.

2.5.1 Linearity
Calibration curves (5 standards) were prepared in each matrix at concentrations ranging from 1 to
200 ng/ml(/g) for nordazepam, 10-2,000 ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam and 5-
1,000 ng/mi(/g) for citalopram. For fluid samples, the high point of the calibration range was
obtained by spiking matrix with an appropriate dilution of working solution containing the 5
compounds; the other calibration points were prepared by serial dilution using the corresponding
matrix as diluent. For tissue samples, due to the difficulties of solid matrix homogenization, the
procedure was modified as follows: RO, buffer was spiked with an appropriate dilution of
working solution to obtain the highest calibration point, then serial dilution in buffer was performed;

1 ml of spiked buffer was added to a fixed amount of blank matrix. Calibration curves were
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established by linear least-squares regression, using Mass Hunter workstation software for
guantitative analysis for QQQ (version B.04.00, Agilent technologies), by plotting relative response
(analyte/IS, in area) as a function of analyte concentration. The best-fitting calibration model for
each molecule was chosen using the fully validated BM results. Linear and quadratic curves were
tested to minimize percentage residual and maximize the determination coefficient (r2) calculated by
the software. 1/[concentration] or 1/[concentration]? weighting factors were applied. The best BM
model was then implemented on the other matrices; it was checked that percentage residue and r?
were <10% and >0.95, respectively. Assay linearity was tested by analysis of variance. The
significance of the slope and the validity of the linear calibration curves were tested using the Fisher-
Snedecor Rest (p<0.05).

2.5.2 Within-day and between-days accuracy and precision
Full validation (on BM): Within-day accuracy and precision were tested on 5 repeated
determinations at low (midpoint of the lowest 2 calibration points) and high concentrations (midpoint
of the highest 2 calibration points). The procedure was repeated on 3 different days to determine
between-day precision. Accuracy was measured as relative percentage deviation from nominal
concentration. Precision was assessed by within-run (WRP) and between-runs precision (BRP),
using Statview software for Windows, version 5.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Briefly, within-

run precision was determined @w&p=100¢<(/MS  /GM), and between-runs precision as

BRE 100k (\/(Msbet_ MS,.)/n/GM); where MK, MSye;, N @and GM are the within-groups mean square,

between-groups mean square, number of replicate observations within each run and the grand mean
respectively.

Partial validation: In the same way, within-day accuracy and precision were tested on 5 repeated
determinations in each matrix at low (midpoint of the lowest 2 calibration points) and high
concentrations (midpoint of the highest 2 calibration points). Accuracy and precision were measured
as relative percentage deviation from nominal concentration and relative standard deviation (RSD),

respectively.

2.5.3 Limits of quantification and assessment for extended concentration range
The LOQ corresponded to the concentration of theesiwcalibration standard. At that point,
accuracy and precision were checked as being acceptable (<20%) on 5 repeated determinations.
The upper limit of quantification was chosen as the concentration of the highest calibration standard.

However, the dilution procedure for concentrations over the range as a whole was validated allowing
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that, from our experiences, higher concentrations may be present in some matrices. For this purpose,
1/10th dilution was tested on 5 replicates to quantify BM overloaded with nordazepam at 1 pg/g,
diazepam, oxazepam, temazepam at 10 pug/g and citalopram at 5 pug/g. In this case, the extraction
procedure described above was modified: ISs were added at 10-fold the classic concentration and
only 500 pL (rather than 5 ml) tert-butyl-methyl-ether/n-heptane (67:33, v/v) was saved at the first

step. The following steps of the extraction remained unchanged.

2.5.4 Validation of other parameters
Selectivity was tested by analyzing 6 blank samples of each matrix. Extraction efficiency was
evaluated for each matrix at QC levels, by comparing the mean peak areas from samples obtained
through the extraction procedure (analytes added before the extraction step: n=5, QC samples) with
those obtained from blank matrix which underwent the extraction procedure and overloaded before
the derivatization step (n=3). Auto-sampler stability at 25°C was tested by reanalyzing sample

extracts 72h after their creation.
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3 Results and Discussion

3.1 Sample preparation

A 3-step extraction procedure with back-extraction in acid was performed as described previously
for some benzodiazepines in complex tissues [20, 21] with optimization. The first step used
NaoHPO, buffer at pH 8.4 and tert-butyl-methyl-ether/n-heptane (67:33, v/v). Secondly, a
derivatization step was added to improve compound stability and obtain spectra with more structural
information [35]. Temperature and time conditions for derivatization were optimized at 80°C for
20min. Derivatization was online rather than manual, as this was time-saving in sample preparation

and avoided the waiting time for silylated derivatives on the autosampler

3.2 GC/MS/MS conditions

Total method run-time was 11.6 min. Corresponding retention times are presented in Table 1. The 20
minutes between two injections was conditioned by the length of the online derivatization. The
chromatogram peaks of all compounds were totally resolute. Five SRM windows (1 per analyte)
were created, to enhance sensitivity. Dealing with some complex matrices (such as lipidic ones) and
putrefied samples, 3 transitions were chosen per molecules as well as their labeled analogues (1
quantifier, 2 qualifiers), after a preliminary selection, by comparing signal-to-noise ratios in various
BM samples. The one providing the best signal-to-noise ratio on BM extracts was chosen for
guantification purposes. During the method development, smaller ionization energies were tested in
particular to avoid the fragmentation of citalopram in small non specific ions (e.g. m/z = 58).
However, no improvement of signal-to-noise ratio was observed in matrices (results not shown) and
we conserved the classical ionization energy of 70 eV. Table 1 summarizes the SMR parameters
(transitions and collision energy) used for analysis of the 5 compounds and their deuterated

equivalents.

3.3 Validation procedure

For a protocol intended to be applied to 11 matrices, the choice of validation protocol is challenging
due to the need to take account of possible matrix effects while limiting resort to blank matrices
provided by animal sacrifice. Quantification in fluids and tissues using blood calibration standards
was tested, but the results failed to meet validation criteria despite the used of labeled ISs for each
molecule (data not shown). Since all specimens came from a single species, full validation was
performed on the most complex matrix, which our experience showed to be BM, with partial 1-day

validation for the other 10. Calibration range linearity, LOQ determination, selectivity, extraction
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performance assessment, accuracy and precision were checked for each matrix. Between-days
precision, extended concentration range dilution procedure and autosampler stability were evaluated
only on BM. Since a few blank matrices (such as VH, kidney, BM and bile) were available in limited
guantities, 2 quality controls rather than the 3 generally recommended [33, 34] were performed,

focused on the extremities of the calibration range.

3.3.1 Linearity
The calibration curves were constructed by linear least-squares regression by plotting relative
response (analyte/IS, in area) according to analyte concentration. The best fitting calibration model
for each molecule between the linear and quadratic curves as well as the weighting factor were
chosen using the fully validated BM results. Linear regression determination coefficients (r?) were
>0.991 for all compounds in this matrix. Calibraticurves on the 3 days and the calibration model
are presented in Table 2. For all concentrations, between-days precision was generally less than 10%
(10.6% for nordazepam at 5 ng/g, and 11.4% for temazepam at 10 ng/g). Accuracy ranged from
89.2% to 107.7%, except for nordazepam at 200 ng/g (113.0%) and temazepam at 10ng/g (121.5%).
For the others matrices, the best fitting model was searched. In most cases, it was the same as BM
When it was different, the BM calibration model and the best fitting model were compared and it
appeared that using BM model did not have consequence on the acceptation criteria in term of
precision or accuracy. Therefore the calibration model chosen for BM was then applied to the other
10 matrices. Maximum percentage residual calculated by the software during linear regression
appeared to be less than 5% for all compounds in each matrix. Linear regression determination
coefficients (r?) were0.990 except, for nordazepam in urine (0.985), @uam in VH (0.981) and
in urine (0.983) and temazepam in AT (0.984).

3.3.2 Within-day and between-days accuracy and precision

Within-day and between-days accuracy and precision were examined on BM at low and high levels.
Results are presented in Table 3. Assay accuracy was in the range of 88.9-102.0% at low level and
99.9-106.4% at high level for the 5 compounds. Despite the applied weighting factor, the low
concentrations were slightly underestimated while high concentrations were assessed more
accurately. Within-day and between-days precision were less than 12.0% (oxazepam, low QC) and
12.6% (oxazepam, low QC), respectively. This method was then applied to the other 10 matrices.
Five replicates at low and high levels were analyzed; a calibration curve performed the same day in
the corresponding matrix enabled quantification. Table 4 reports results for accuracy and within-day

precision for both QCs. At low level, accuracy was in the range of 85.1-112.3%; only oxazepam in
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liver and kidney was below the 85% cut-off (82.65 and 81.4% respectively). Precision was below
9.9%; except for nordazepam in lung (11.3%) and diazepam in blood (12%). At high level, accuracy
ranged from 88.25 to 114.55 and precision was less than 7.2%. Finally, the accuracy and precision of
this method for the 5 compounds in the 11 matrices, except for oxazepam in liver and kidney, were
in line with commonly accepted validation guidelines for both QC levels [33, 34] (between 85-115%

and £15%; respectively).

3.3.3 Limits of quantification

The LOQ corresponded to the concentration of the lowest calibration standard. At that point,
accuracy and precision were determined on 5 repeated runs. Results for BM are shown in Table 3
and for the other matrices in Table 4. Precision was within 20% and accuracy between 80% and
120%, as generally recommended, except for oxazepam in liver and kidney and diazepam in liver,
for which accuracy at the LOQ level was slightly above 20% but still below 25%. Taken in
consideration the finality of the method, use in pharmacokinetic study on tissue distribution as well
as damaged sample analysis in a context of toxicological evidence, this slight deviation of the LOQ
criteria for few analytes in few matrices was considered acceptable. Thus, the LOQ of the method
were evaluated at 1 ng/g for nordazepam, 5 ng/g for citalopram and 10 ng/g for oxazepam, diazepam
and temazepam. Some published method reported lower LOQ (e.g. 0.5 ng/ml for citalopram [36, 37],
0.04 ng/ml for diazepam and 0.1 ng/ml for nordazepam, oxazepam, and temazepam [38]. However,
most of these assays displaying such sensitivity were dedicated to one or few matrices especially

biological fluids like plasma, blood, urine, oral and cerebrospinal fluid [7, 39].

3.3.4 Assessment for extended concentration range

Given the wide range of concentrations to be expected, from therapeutic to toxic dose and according
to the matrix, sample dilutions beyond the calibration range were essential in developing the
extraction process. This was, however, a critical step as far as the tissue samples were concerned, du
to the limits of the solid tissue homogenization process and the difficulty of obtaining blank matrices
ensuring sample dilution. Moreover, decreasing the sample raises the question of the
representativeness of very small pieces of organ. Dilutions were therefore performed using the same
initial sampling quantity, by collecting a fraction of the organic layer at the end of the first extraction
step. To validate the dilution protocol for samples initially quantified as out of the calibration range,

a 1/10th dilution was tested to quantify BM overloaded with nordazepam at 1 ug/g, diazepam,

oxazepam, temazepam at 10 pg/g and citalopram at 5 pg/g. Accuracy and precision are presented fo
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each compound in Table 3. The effectiveness of the dilution process was confirmed, since accuracy

ranged from 86.1% to 108.4% and precision was less than 10.9%.

3.3.5 Extraction efficacy
Extraction recovery was estimated at low and high QC levels in each matrix by comparing the peak
area of the QC samples with that of extracted blank matrix spiked before the derivatization step.
Extraction recovery is reported in Table 3 for BM and in Table 4 for the other specimens. Few
variations were observed according to matrix, except that extraction recovery in muscle was
generally lower than in other matrices (e.g., 26% in muscle versus around 50% in other matrices for
nordazepam at high QC level). This may be due to the particular fibrous structure of muscle tissue.
In case higher sensitivity should be required, a different tissue homogenization technique to disrupt
muscular structure should be tested. Recovery was comparable at low and high levels, except for
citalopram (mean extraction recovery 74% at low vs. 55% at high QC level). Extraction efficacy
varied greatly from one compound to another, with the lowest rates being observed for oxazepam
and temazepam. Overall, although the extraction recovery values of this method were somewhat low,
the detection limit proved sensitive enough to detect the 5 compounds in our applications. The
method was intended for pharmacokinetic studies and forensic applications when blood was not
available (putrefaction process, charred body, etc.) and a single protocol was developed to analyze
all types of sample, whether fluid or tissue, including putrefied and damaged specimens. A 3-step
extraction procedure with back-extraction in acid was performed. This time- and solvent-consuming
protocol was preferred to a single extraction, so as to limit chromatographic interference due to
putrefied material and certain complex and lipid-rich tissue such as brain, AT or BM. The focus was
on selectivity, so long as sensitivity, however reduced, remained sufficient for the purposes of the
intended applications.
No chromatographic interference was observed in any of the 6 blank specimens of each matrix at
corresponding retention times and for the 3 transitions. The combination of 3-step extraction and
MS/MS detection achieved good selectivity in all matrices, even the most lipid-rich. Selectivity was
also tested, with the same good results, on putrefied human specimens (see 3.4 Application, below).

3.3.6 Autosampler stability
Autosampler stability was checked by reinjection of the low and high QC BM extracts 72h later.
Immediate injection of derivative compounds is always preferable, but conservation for 72h did not
significantly alter results, with accuracy ranging from 83.6% to 111.5% and precision less than

13.9%. Autosampler stability was the only stability parameter to be tested, because of the

53



derivatization procedure and since the in vivo and in vitro stability of these common drugs was
already described [40-44].

3.4 Application
The effectiveness of the proposed method was tested by analyzing real cases: rabbit specimens from

an animal experiment, and human post-mortem specimens from putrefied bodies.

3.4.1 Animal experiment

Samples from rabbit euthanatized 4 hours after being injected with citalopram (1.1 mg/kg) and
diazepam (2.8 mg/kg) were analyzed. Fig. 2 shows the distribution pattern of diazepam, nordazepam,
temazepam and citalopram. The assay quantified citalopram, diazepam and nordazepam in the 11
matrices: analyte concentrations were in the linearity range of calibration, except for temazepam,
which was below the LOQ in some tissues, and citalopram, which showed exceptionally high
concentrations in some specimens. Dilution was then performed for bile, lung and kidney samples to
confirm citalopram concentrations. Oxazepam, a minor metabolite of diazepam rarely detected after
a single therapeutic injection [45], was below the LOQ in all matrices except liver (11.3 ng/g), where
metabolism takes place. As expected, concentration variability according to tissues was wide. For
citalopram, the most obvious observation concerned the distribution in lung tissue: 5,550ng/g, versus
80ng/ml in heart blood. In humans, Boer described the phenomenon of pulmonary processing of
drugs, and especially basic ones, resulting in considerable rapid accumulation in lung [46]. In the
present case of rabbit, the second highest concentrations of citalopram were in bile (2,500ng/g) and
kidney (2,620ng/g). Numerous case reports provide a total of 27 human citalopram bile
concentrations, all strictly higher than in blood [13, 16, 17]. In contrast, only 8 kidney concentrations
were reported for humans: while higher than in blood, they were not as high as in the present rabbit
case [13, 15]. Citalopram brain tissue concentrations were widely investigated in human and animal
studies [9-11] and generally found to be higher than in blood, as in the present rabbit case (brain
concentration, 880ng/g). Finally, the lowest concentration of citalopram observed in the present
study was in VH, in agreement with human data where VH citalopram concentrations were generally
half those of blood [15-17]. The diazepam and citalopram distribution patterns differed greatly. The
greatest diazepam concentrations were observed for BM (1,140ng/g) and AT (405ng/g), which may
be explained by diazepam’s lipophilicity. BM concentrations were previously reported to be higher
than in blood in animal models [47, 48] and human postmortem specimens [49]. The present liver

and bile concentrations were high, as in some case reports for others benzodiazepines [23, 24]. Study
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of diazepam metabolites showed that, in rabbit as in humans [45], nordazepam was quantitatively the

main metabolite followed by temazepam and then oxazepam, the latter being quantified only in liver.

3.4.2 Putrefied human specimens
Kidney, muscle, brain, BM, lung and liver, from a putrefied victim not known to be under any
psychiatric treatment, were analyzed blank and spiked at low QC level. An example of
chromatograms obtained from BM specimen is shown in fig. 3. For all matrices, no interference was
observed on blank sample chromatograms. Moreover, the multi-step procedure of extraction allowed
compounds to be quantified at low levels in all putrefied tissues.
The assay was also applied to postmortem tissue in the context of toxicological forensic evidence.
The cause of death of a putrefied body found in a lake was diagnosed, on the basis of observation
and diatom analysis, as submersion while alive; information obtained from the family indicated that
the victim was being treated with various drugs, including prazepam. According to the metabolism of
prazepam (fig. 1), nordazepam and oxazepam were quantified in cardiac blood and in 5 other tissues
available. Results are presented in Table 5 and were consistent with an intake of prazepam by the

victim before death. The sensitivity of the assay allowed both metabolites to be quantified.
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4 Conclusions

A 3-step liquid/liquid extraction protocol with online derivatization prior to GC-MS/MS analysis was
developed to quantify 4 benzodiazepines (diazepam, nordazepam, oxazepam and temazepam) an
citalopram in 11 biological matrices (blood, urine, bile, vitreous humor, liver, kidney, skeletal
muscle, brain, adipose tissue, lung and bone marrow). The procedure provided good accuracy and
reproducibility. Application to real case samples showed that the method was sensitive enough to
describe the distribution pattern of the molecules in an animal experiment, and specific enough to
detect molecules in highly putrefied samples from human postmortem cases. The method may
therefore be useful for whole-body distribution studies in animal experiments and for human
postmortem toxicology investigations when analyses of alternative matrices are required to improve

reliability of interpretation (e.g., in case of postmortem redistribution, lack of blood).
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Fig. 3. (al-e1l) Chromatogram of quantifying transition of putrefied matrix extract spiked at low QC
level, with quantifier (underlined) and qualifier transitions. (al) nordazepam (3 ng/g), (b1) oxazepam
(30 ng/g), (cl) citalopram (15 ng/g), (d1) diazepam (30 ng/g), (el) temazepam (30 ng/g). (a2-e2)

Corresponding blank extract chromatogram.
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Table 1 Retention times and parameters used in selected reaction monitoring mode for the study
compounds and their internal standards.

Quantifier Qualifier 1 Qualifier 2
RT® Transition” CE* Transition” CE* Transition” CE*
Compound .

(min) (m/2) (eV) (m/2) (eV) (m/2) (eV)

Nordazepam-TMSd 5.84 341 - 290 15 341 - 269 20 327 - 146 25
Nordazepam—dS—TMSd 5.83 347 - 232 10 347 - 275 15 332 5 151 30
Oxazepam-TMSd 6.14 430 - 401 10 430 - 267 25 313 > 135 25
Oxazepam-dS—TMSd 6.13 435 - 406 10 435 - 345 20 318 - 288 35

Citalopram 6.38 324 - 58 3 324 84 1 324 - 86 7
Citalopram-d6 6.36 330> 64 5 64 - 60 20 64 - 45 20
Diazepam 6.68 256 - 221 15 256 - 165 35 283 - 238 20
Diazepam-d5 6.67 261 - 226 15 287 = 252 20 287 - 209 35
Temazepam-TMSd 7.45 283 & 255 20 257 - 228 20 343 > 244 15
Temazepam—dS—TMSd 7.44 262 - 227 20 262 - 232 20 348 - 276 10

® RT: Retention time

® Transition: precursor ion = product ion
¢ CE: Collision Energy

4 _TMmS: analyzed in trimethylsilyl form
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Table 2 Between-days validation of calibration curves according to chosen model of citalopram, diazepam
and metabolites in BM. Data from calibration curves analyzed on 3 different days.

Concentration (ng/g)

Spiked Found Precision (%) Accuracy (%)
(mean £ SD, 3 days) (Between runs)
Nordazepam Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]?
1 1.0+£0.0 1.9 102.5
5 4.5+0.5 10.6 89.2
20 19+1 3.2 94.6
80 82%5 6.0 102.1
200 226+ 16 6.9 113.0
Oxazepam Calibration model: quadratic ; weighting factor: 1/[concentration]?
10 10.1£0.1 0.8 101.3
50 46+ 4 8.2 92.0
200 196+ 7 3.4 98.1
800 862+ 44 5.1 107.7
2,000 1,954 + 29 1.5 97.7
Diazepam Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]?
10 10.2+0.1 11 101.5
50 46 £ 2 4.3 92.7
200 1951 0.7 97.3
800 823 £37 4.5 102.9
2,000 2,110 £ 102 4.8 105.5
Temazepam Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]?
10 122+14 114 121.5
50 6 +1 2.7 91.7
200 1869 5.0 92.7
800 782+8 1.0 97.8
2,000 2,040+ 18 0.9 102
Citalopram Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]
5 51+0.1 1.2 101.9
25 23+1 1.8 91.1
100 950 0.1 94.6
400 420+ 18 4.4 104.9
1,000 1,072 £ 98 9.2 107.2
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Table 3 Assessment of accuracy, precision and extraction recovery at LOQ, low QC and high QC, and during

dilution validation and 72h autosampler stability check for full validation on BM.

Concentration (ng/g) Accuracy Extraction
Spiked Found (%) recovery
(mean £ SD, 3 days) Within-run Between- (%)
runs
Nordazepam
Low QC° 3 2.7+03 88.9 7.6 8.1 55
High QC 140 146 + 11 104.2 7.2 1.4 43
LoQ’ 1 0.8+0.1 80.9 11.4
AS stability® 3 2.5+0.3 83.6 12.9
AS stability” 140 136+ 8 97.2 5.9
1/10" dilution® 1,000 1,019 + 10 101.8 4.7
Oxazepam
Low QC° 30 27.3+45 90.9 12.0 12.6 20
High QC® 1,400 1411 + 81 100.8 5.1 3.3 16
LoQ” 10 89+1.1 88.8 12.8
AS stability® 30 25.9+3.6 86.2 13.9
AS stability” 1,400 1350 + 58 96.4 4.3
1/10" dilution® 10,000 1,0646 + 180 106.5 1.7
Diazepam
Low QC° 30 27.1+2.0 90.2 4.9 6.5 36
High QC® 1,400 1,490 + 114 106.4 5.9 5.8 30
LoQ® 10 9.6+0.1 95.9 1.3
AS stability® 30 25.6+1.8 85.3 6.9
AS stability” 1,400 1,499 + 102 107.1 6.8
1/10" dilution® 10,000 10,837 + 1020 108.4 9.4
Temazepam
Low QC’ 30 30.6+3.1 102.0 5.0 10.5 8
High QC® 1,400 1,398 + 137 99.9 6.9 8.2 5
LoQ® 10 9.3+0.9 93.1 10.1
AS stability® 30 324+2.6 108.1 7.9
AS stability” 1,400 1,445 + 62 103.2 4.3
1/10" dilution® 10,000 9,428 + 647 94.3 6.9
Citalopram
Low QC’ 15 14.1+-2.0 93.7 10.8 11.4 68
High QC 700 699 +-78 99.9 9.4 6.9 49
LoQ” 5 4.8+0.2 95.0 4.4
AS stability” 15 16.7+3.3 111.5 9.5
AS stability® 700 630 + 256 90.0 10.6
1/10" dilution® 5,000 4,307 + 468 86.1 10.9

Data from 5 replicates, analyzed on 3 different days.

Data from 5 replicates, accuracy and within-run precision was measured as relative percentage deviation from
nominal concentrations and relative standard deviation (RSD), respectively.

(AS stability: autosampler stability).

65



Table 4 Assessment of accuracy, precision and extraction recovery at LOQ, low QC and high QC levels in partially

validated matrix. Data from 5 replicates analyzed in each matrix from 1 calibration curve per matrix.

LOQ?® Low quality controP High quality controf

Accuracy Precision Accuracy Precision Extraction Accuracy Precision Extraction

(%) (%) (%) (%) recovery (%) (%) recovery

(%) (%)
Nordazepam
Blood 119.2 9.6 89.2 3.5 57 99.6 1.0 70
VH 94.8 9.3 87.5 2.5 56 108.9 5.7 50
Urine 98.3 154 85.6 7.8 65 107.4 3.7 61
Bile 80.3 125 87.9 9.9 60 109.4 4.6 64
Liver 97.8 8.2 86.7 7.5 45 113.2 4.2 40
Kidney 82.6 4.8 108.1 6.7 52 96.7 2.4 43
Lung 81.2 12.7 94.8 11.3 52 112.0 5.0 52
Muscle 100.6 6.8 88.9 5.5 41 1145 3.2 26
Brain 93.5 6.4 86.6 8.3 32 113.2 3.4 50
AT 112.8 135 98.4 7.2 53 110.7 5.8 62
Oxazepam
Blood 94.7 10 87.7 2.1 17 101.5 1.0 29
VH 102 10.5 99.8 3.8 17 100 4.8 19
Urine 105.5 3.1 85.6 6.3 24 92.1 2.9 29
Bile 81.7 10.9 89.3 7.3 20 101 4.1 25
Liver 76.8 3.5 82.6 5.4 13 103.5 3.4 14
Kidney 76 17 81.4 8.1 21 97.1 2.0 16
Lung 115.7 3.5 88.8 5.1 17 104.4 3.6 19
Muscle 92.2 5 85.8 8.8 11 112.4 3.9 9
Brain 84 11.7 85.1 6.7 9 113.7 3.3 17
AT 111.9 6.2 92.2 7.1 16 96.1 2.5 34
Diazepam
Blood 97.2 10.3 108.8 12.0 44 108.5 5.3 52
VH 101.5 3.1 95.2 4.6 37 106.9 4.9 31
Urine 103.5 0.6 112.3 6.1 58 104.2 7.2 46
Bile 113.2 3.4 106.7 1.9 49 102.6 4.1 45
Liver 75.3 16.4 90.6 6.5 40 97 2.1 30
Kidney 124.2 2.6 105.9 6.4 38 97 1.4 27
Lung 119.6 1.1 990.1 2.7 60 112.9 6.0 36
Muscle 104.1 2.5 99.6 5.3 33 111.4 3.4 24
Brain 1141 2.4 108.3 2.5 29 113.6 3.1 34
AT 1195 5.3 107.7 6.1 43 101.1 55 51
Temazepam

Blood 80.1 12.7 92.3 1.2 9 102.4 2.9 12
VH 106.9 4.0 92.1 3.9 6 98.7 5.4 6
Urine 114.3 2.0 85.6 2.9 9 88.2 3.3 10
Bile 88.7 6.3 85.7 4.5 8 100.7 3.3 9
Liver 98.7 2.3 85.4 2.6 6 101.6 3.6 6
Kidney 86.1 2.5 88.3 2.4 8 96.1 2.2 6
Lung 119.7 8.5 85.1 5.1 6 103.7 3.7 7
Muscle 111.4 2.6 91.2 8.3 6 110.7 3.4 4
Brain 80.9 2.4 85.3 4.7 4 112.8 3.3 7

AT 91.1 9.3 87.5 8.2 7 101 5.2 9
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Table 4 (continued)

LOQ?® Low quality control’ High quality controf
Accuracy Precision Accuracy Precision Extraction  Accuracy Precision Extraction
(%) (%) (%) (%) recovery (%) (%) (%) recovery (%)
Citalopram

Blood 111.9 8.7 92.4 2.4 77 94.5 4.1 97
VH 105.5 5.2 100.9 8.0 102 102.7 5.9 57
Urine 97.8 3.8 85.9 4.1 67 98.8 5.1 75
Bile 85.2 5.3 88.3 5.1 109 96.2 4.4 78
Liver 111.1 12.3 92.2 55 58 105.1 3.5 51
Kidney 96.3 12.8 85.7 4.1 70 99.7 1.0 45
Lung 1125 14.7 97.8 5.9 98 109.1 5.6 54
Muscle 113.5 11.3 89.7 7.6 44 111.3 3.7 26
Brain 98.2 14 92.0 5.3 50 112.4 3.1 41
AT 119 7.3 95.7 6.4 68 100.7 1.7 38

® 1ng/ml(/g) for nordazepam; 10ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam; 5ng/ml(/g) for citalopram

® 3ng/ml(/g) for nordazepam; 30ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam; 15ng/ml(/g) for citalopram

¢ 140ng/ml(/g) for nordazepam; 1400ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam; 700ng/ml(/g) for
citalopram
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Table 5 Quantification of nordazepam and oxazepam in human postmortem samples of a victim treated by
prazepam.

Nordazepam  Oxazepam

Cardiac blood (ng/ml) 420 20
BM (ng/g) 1267 28
Liver (ng/g) 667 64
Kidney (ng/g) 544 188
Lung (ng/g) 463 42
Brain (ng/g) 747 64
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Modeélisation PBPK pour I'évaluation de la distribution tissulaire du
citalopram, diazepam et nordazepam. Application potentielle en
toxicologie médicolégale.

Dans cette étude, la distribution tissulaire humaine du citalopram, du diazepam et de son
métabolite principal, le nordazepam, est prédite chez 'homme, a partir de données issues
d'une expérimentation animale, grace a une approche de modélisation pharmacocinétique

basée sur la physiologie (PBPK "physiologically based pharmacokinetic").

La modélisation pharmacocinétique consiste a mettre au point des modéles mathématiques
permettant de décrire I'évolution des concentrations d'un médicament dans les fluides, tissus
et/ou organes en fonction du temps afin de représenter et prédire le devenir du médicament
dans l'organisme. Il existe différentes approches de modélisation [31]. L'approche non
compartimentale s'intéresse essentiellement a I'évolution des concentrations sanguines et est
principalement utilisée lors d'études de bioéquivalence. L'approche compartimentale
conventionnelle est celle la plus communément utilisée. L'organisme y est représenté sous la
forme d'un ou plusieurs compartiments, ne correspondant pas a des organes définis, et la
distribution du médicament sous forme de transfert entre ces compartiments, modélisée par
des parametres mathématiques théoriques. Bien que trés informative sur le comportement
sanguin du médicament, cette approche ne permet pas d'étudier la distribution tissulaire de
facon précise. L'approche PBPK est elle aussi une modélisation compartimentale mais celle-ci
se base sur une structure et des parameétres encrés dans la physiologie et reproduisant au plus
proche la mécanistique sous-tendant la distribution des médicaments dans l'organisme:

- Chaque compartiment représente un organe ou groupe d’organes aux propriétés
semblables, placés selon I'anatomie du systeme cardiovasculaire.

- Les processus pharmacocinétiques sont définis en termes de parameétres qui se
rapportent a la physiologie ou a la biochimie sous-jacente: volume et débit sanguin des
organes, coefficients de partage tissus/plasma...

Ainsi, par cette structure physiologique, la modélisation de type PBPK est plus proche de la
problématique médicolégale, puisqu’elle permet d’envisager une distribution dans les
différents tissus et organes analysépest mortenet donc potentiellement d'y interpréter les

concentrations mesureées.

Cette approche PBPK posséde, de plus, de fortes capacités d'extrapolation qui découle, d’'une
part, de sa structure physiologique similaire pour tous les mammiféres, et d'autre part de la
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richesse des parametres provenant de diverses sources physiologiques, chimiques,
biochimiques... Ainsi, a partir d'un modéle construit et validé sur une population test et en
modifiant les paramétres adéquats, il est possible de simuler la cinétique dans une autre
population. Ces propriétés prédictives puissantes permettent notamment:

- I'extrapolation inter-espéces

- Il'extrapolation a d’autres voies d’administrations ou d’autres schémas posologiques

- la prédiction d’interactions médicamenteuses (influence positive ou négative sur le
métabolisme, sur les transporteurs actifs...)

- la simulation du comportement pharmacocinétique dans des populations spécifiques
pour lesquelles des parametres physiologiques ou biochimiques sont différents
(obésité, patient en état choc hémorragique, personnes agees...)

- la simulation du profil d’autres molécules a partir des connaissances d’'une molécule
apparentée.

- I'extrapolation a d’autres tissus, tel que le compartiment fcetal, des tissus cancéreux...
De par ces propriétés, les modéle PBPK sont actuellement utilisés dans le domaine de la
toxicologie environnementale (application reconnue par les instances gouvernementales) ou
les composés chimiques a risque ne peuvent pas, en toute évidence, étre administrés a
'homme. Ce modele est aussi de plus en plus appliqué a différents stades de la recherche
pharmaceutique : phases de sélection des molécules candidates, développement préclinique
(notamment I'extrapolation des données pharmacocinétiques fournies par expérimentations
animales) et développement clinique (prédiction dans des populations spécifiques) [32]. Cette
propriété essentielle d’extrapolation est utilisée pour notre étude afin de simuler la cinétique
tissulaire chez 'homme pour une administration orale de citalopram et de diazepam a partir

des cinétiques intraveineuses issues de I'expérimentation animale.

Notre étude s'est déroulée en deux temps. Des expérimentations animales ont permis d'établir
la cinétique du citalopram, diazepam, et de son métabolite le nordazepam dans 8 tissus et
organes d'intérét médicolégal chez le lapin. A partir de ces données et de parametres

physiologiques propres a cette espéce trouvés dans la littérature, un modele, représentant la
distribution tissulaire de ces médicaments, est construit. Dans un second temps, ce modeéle est
transposé a I'hnomme en remplacant les parameétres cuniculaires par les parametres humains.
Le modele ainsi développé est utilisé pour prédire la cinétique sanguine et tissulaire humaine

d’'une administration thérapeutique orale de citalopram et de diazepam.

Les résultats obtenus sont discutés d'un point de vue médicolégal pour aider a l'interprétation

des concentrations tissulaires. A travers cette étude, 'approche PBPK montre tout son intérét
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dans le domaine de la toxicologie médicolégale en permettant d’obtenir des données de
concentrations tissulaires humaines pour des molécules et/ou des matrices peu ou pas décrites
dans la littérature. Il serait intéressant d'appliquer ce modele a d'autres molécules aux
propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques différentes ou a d'autres schémas
posologiques (administration chronique, surdosage aigu au cours d'un traitement
chronique...).
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Modélisation pharmacocinétique basée sur la physiologie pour I'évaluation de la distribution
tissulaire du diazepam, du nordazepam, et du citalopram aprés administration orale unique.

Application potentielle en toxicologie médicolégale.

1. Introduction

Dans le domaine de la toxicologmost mortem différentes situations (absence de sang,
putréfaction...) requierent I'analyse de prélevements autopsiques autres que le sang. En
utilisant une technique analytique appropriée, la détection de toxiques est possible dans de
nombreux tissus. L'interprétation des concentrations qui y sont mesurées reste complexe et
périlleuse du fait de nombreux phénomenmsst mortemmais aussi par manque de
connaissance de la pharmacocinétique tissulaire. Chez 'nomme, les données tissulaires sont
principalement décrites au travers de « case report ». Toutefois elles restent parcellaires : peu
de molécules étudiées, faible nombre de cas, nombre de matrices décrites limité, manque
d’'information concernant le délai absorption-prélévement et la quantité absorbée... De plus,
ces donnéepost mortemcorrespondent a la résultante de la distribution tissukmite

mortem des molécules et des phénomeémest mortem(redistribution, dégradatiorin
corpore..). Ces données restent donc spécifiques aux cas rapportés et sont difficilement
utilisables comme base d'interprétation au cours d'autres investigations toxicologiques.
L'utilisation de données issues d’études standardisées permet de s’affranchir de certaines de
ces limites. De telles études ne peuvent étre conduites que chez I'animal. Il se pose alors le
probleme de l'extrapolation des résultats a I'nomme. L'utilisation de certains outils de

modélisation permet d’optimiser cette étape de transposition.

Les modeéles pharmacocinétiques basés sur la physiologie (PBPK) sont des modéles
compartimentaux construits a partir d'une structure physiologique (chague compartiment
représente un organe ou groupes d'organes relié par le systeme vasculaire), similaire pour tous
les mammiferes et qui integrent de nombreuses informations physiologiques, chimiques, et
biochimiques. Il découle de ces propriétés une forte capacité de prédiction. Cette approche est
aujourd’hui principalement utilisée en toxicologie environnementale ou professionnelle pour
extrapoler la toxicité de certains composés a partir de données issues de l'expérimentation
animale. Elle est également utilisée dans la recherche pharmaceutique pour I'optimisation de
nouvelles molécules d'intérét thérapeutique et en phases de développement clinique.
Toutefois, le modele PBPK reste un outil complexe ce qui limite son utilisation [32]. Enfin,
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I'application de ce type de modele dans le domaine de la toxicologie forensique n’'a pas
encore été décrite.

Dans cette étude I'approche PBPK a été utilisée pour prédire la distribution tissulaire du
citalopram, du diazepam et de son métabolite, le nordazepam chez I'homme, aprés estimation
de certains parametres nécessaires a la construction du modele au travers d'expérimentations
animales. Huit matrices d’intérét médicolégal sont intégrées a ce modele: poumon, tissu
adipeux, foie, rein, muscle squelettique, cerveau, sang, et MO. Le lapin a été choisi comme
modele pour permettre la réalisation de prélevements de I'ensemble des matrices en quantité
suffisante pour la réalisation des analyses. Les molécules étudiées étaient le citalopram et le
diazepam. Ces molécules présentent un intérét médicolégal certain puisque ce sont des
molécules psychotropes fréquemment rencontrées lors d’investigations toxicologogpies
mortem Elles ont également été choisies pour leurs propriétés pharmacocinétiques et
physicochimiques communes a de nombreux médicaments (Tableau 1). Le diazepam permet
par ailleurs d’étudier le comportement des métabolites a travers son principal métabolite
actif : le nordazepam. Le citalopram et le diazepam ont été administrés simultanément afin de
refléter le contexte médicolégal, ou il est fréquent de retrouver cette association de
médicaments, et le contexte thérapeutigue, ou sont souvent associées les propriétés
antidépressives et anxiolytigues de ces 2 molécules. L'absence d'interaction
pharmacocinétique entre ces 2 molécules a été veérifiée par une revue de la littérature [33-38].
Pour faciliter la quantification des molécules dans les prélévements, tout en évitant un déces
par surdose de l'animal, les doses administrées a I'animal correspondaient & une dose
légerement supérieure aux normales thérapeutiques humaines. Cette étude présente le modéle
PBPK choisi, I'étape d'estimation des paramétres chez I'animal suivi de I'extrapolation des
distributions tissulaires chez I'homme. Les résultats obtenus sont discutés d'un point de vue

médicolégal pour aider a l'interprétation des concentrations tissulaires.

73



Tableau 1 : Propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et intérét médicolégal des 3 molécules étudiées.

Citalopram Diazepam Nordazepam
Classe 1A Anxiolytique, o
Antidépresseur Anticonvulsivant Anxiolytique
_ Inhibiteur sélectif
Famille

de la recapture de
la sérotonine

Benzodiazépine  Benzodiazépine

Propriétés physicochimiques

Log P (octanol/eau) [39] 3.74 2.82 2.93
Solubilité dans I'eau [39] 31 mg/L [40] 50 mg/L 57 mg/L
pKa 9.6 [41] 3.4 [39] 3.5,12[42]
Propriétés pharmacocinétiques
% vie plasmatique d’élimination [43 25-35h 32-47h 31-97h
Volume de distribution [43] 12 - 16 L/kg 0.7-26L/kg 0.5-25L/kg[42]
Intérét Médicolégal
Proportions de dossiers traités at 5.33% 3.84% 16.6%
laboratoire LAT LUMTOX en 2010 (43/807) (31/807) (134 /807)
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2. Matériel et Méthodes

2.1 Etude pharmacocinétique chez I'animal

2.1.1 Matériel

Les lapins provenaient du laboratoire Charles Rivers (L'arbresle, France). Les produits utilisés
étaient les suivants: héparine sodique pour intraveineuse (25000 ui/smL, Panpharma),
propofol en émulsion injectable a 500 mg/50mL (Diprivan®, AstraZeneca), sérum

physiologique (NaCl 0.9%, poche de 500mL), citalopram sous forme de solution a diluer pour
perfusion a 40 mg/mL (Seropram®, racémique (R+S), Lundbeck SAS) et diazepam sous

forme de solution injectable & 10mg/2mL (Valium®, Roche).

2.1.2 Etude animale

Les expériences ont été réalisées sur 25 lapins de race New Zealand, variété albinos, dans le
respect des consignes pour le soin et l'utilisation des animaux d’expérimentation et avec
accord du comité d’éthique local (Lyon, France, n° BH 2008-14). Pendant la semaine de
conditionnement ainsi que toute la durée des expérimentations, les animaux sont logés, une
cage pour chaque animal, au sein de I'’Animalerie Commune de Rockefeller (Lyon, France)
avec acces libre a I'eau et la nourriture et des soins quotidiens, la température y est maintenue
constante a 24°C et un rythme jour nuit (12h/12h) est conservé. La veille de l'injection
médicamenteuse, les lapins sont pesés pour déterminer avec précision la dose de médicaments
a injecter. Les animaux recoivent une dose de 1.1 mg/kg de diazepam et 2.8 mg/kg de
citalopram injectée par voie intraveineuse dans la veine marginale de l'oreille sans anesthésie
préalable. Cing groupes (I & V) de 5 lapins sont constitués. L'euthanasie est réalisée 2h, 4h,
7h, 17h ou 32h apres linjection pour les groupe | & V respectivement. Aprés anesthésie
profonde par injection intraveineuse de 70 mg de propofol au niveau de la veine marginale de
I'oreille non piquée, I'euthanasie est induite par exsanguination intracardiaque. Le sang
cardiaque prélevé pendant la saignée, sur tubulures et seringues héparinées, est conservé pour

analyse.
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Les prélevements sont immédiatement réalisés une fois la mort déclarée. Le cerveau est
prélevé a l'aide d'une spatule aprés réalisation d'une fenétre osseuse au sommet du crane en
utilisant une scie a platre. Une incision abdominale est réalisée et les cotes sectionnées pour
dégager la cage thoracique. Le poumon droit et gauche, I'extrémité inférieure du lobe droit du
foie, le rein droit et gauche ainsi que le tissu adipeux abdominal sont prélevés. Les reins sont
coupés sagitalement et seule la partie corticale est conservée pour analyse. Un fragment du
quadriceps droit est prélevé apres incision au niveau de la patte postérieure. Les organes
prélevés sont rincés abondamment pour éliminer un maximum de sang contaminant puis
séchés et broyés. Les 4 os des pattes postérieures droites et gauches sont désarticulés afin de
permettre le prélevement de MO : les os sont nettoyés et rincés pour éviter toute
contaminations sanguines, sectionnés et la MO est prélevée a la spatule. L'ensemble des
échantillons (sang cardiaque, cerveau, poumon, foie, rein, tissu adipeux, muscle, MO) sont

conservés a -20°C jusqu’a analyse.

2.1.3 Analyse

La méthode d’extraction en 3 étapes suivie d’'une analyse par GC-MS/MS décrite dans la
partie précédente a été utilisée, sans modification, pour I'analyse des prélevements issus des
expérimentations. Dans chaque série, I'ensemble des prélevements d’'une méme matrice
correspondant aux groupes | a V est analysé. La quantification est effectuée en utilisant pour
chaque série une gamme composée de 5 points (nordazepam 1-200 ng/g ou mL, diazepam 10-
2000 ng/g ou mL, citalopram 5-1000 ng/g ou mL) et 2 contrbéles qualités (nordazepam 3 et
140 ng/g ou mL, diazepam 30 et 1400 ng/g ou mL, citalopram 15 et 700 ng/g ou mL) réalisés
dans la matrice analysée. Les prélevements initialement trouvés en dehors de la gamme de

calibration, sont analysés dilués selon le protocole décrit et validé.

2.2 Modéle PBPK

Pour la modélisation, le logiciel Adapt Il [44], plateforme de modélisation pour applications

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (Biomedical Simulations Resource, University

of Southern California, USA) a été utilisé. Ce logiciel permet, pour un modele quelconque, la

simulation de courbes cinétiques ainsi que I'estimation de paramétres a partir de données
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expérimentales, par régression non linéaire, en utilisant la méthode du maximum de

vraisemblance.

2.2.1 Structure du modele PBPK

Le modele PBPK décrit par Levitt [45] a été utilisé pour I'estimation des parametres chez le
lapin et la simulation chez I'hommavec certaines modifications. Brievement, la MO a
remplacé le compartiment "autre” du modéle de Levitt alors qu’'ont été retirés les
compartiments "os" et "tendon" intervenant faiblement dans la pharmacocinétique de ces
médicaments. Le modéle utilisé comprend ainsi 12 compartiments représentant le sang
veineux et artériel, le poumon, le foie, le rein, le systéme porte (estomac, intestin, pancréas et
rate), le coeur, le cerveau, le muscle, le tissu adipeux, la peau et la MO. Les compartiments
sont connectés par le systeme cardiovasculaire en respectant I'anatomie. Le poumon est
connecté en série entre le compartiment veineux et artériel aussi il recoit I'intégralité du débit

total cardiaque. La Figure 1 représente schématiquement les 12 compartiments et leurs

connexions.

Qpul Qpul

Qca Qca
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Qce Qce
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Qmu Qmu
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Qvh Qvp Qvp

’4 Foie |‘—| Syst Porte I—
-

Metabolisme
Qta Qta

:

Qpe Qpe

Sang Veineux
Sang Artériel

Elimination

Les tissus et organes sont disposés d’aprés I'anatomie et connectés par le systéme vasculaire.
Q correspond aux flux sanguins : pul pulmonaire, ca cardiaque, re renal, mo moelle osseuse, mu muscle, vh
veine hépatique, vp veine porte, ta tissu adipeux, pe peau, ce cerveau

Figure 1 : Représentation schématique du modéle PBPK
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2.2.2 Les 2 étapes de la modélisation

2.2.2.1 Modéle lapin: Identification des coefficients de partage

sang/plasma (Kp)

Dans un premier temps, le modéle est construit pour étre appliqué chez le lapin a I'aide des
données physiologiques et pharmacocinétiques propres a cette espece. Ce modele est utilisé,
pour chacune des 3 molécules, en implémentant les données issues des expeérimentations
animales (dose administrée, voie d'administration, concentrations sanguines et tissulaires,
clairance sanguine totale) dans le but d’estimer les variables (paramétres non fixés) du modéle
dont les Kp de chaque compartiment. Cette premiere étape de modélisation consiste donc
pour le logiciel Adapt Il a ajuster la valeur numeérique de I'ensemble des variables afin que les
courbes prédites par le modéle correspondent au mieux aux cinétiques observées lors des

expérimentations animales.

2.2.2.2 Modele homme : Simulation des cinétiques sanguines et

tissulaires

Dans un second temps, le modele est transposé a I'nomme en remplacant les données
physiologiques propres a I'espéce animale par celles qui correspondent chez 'homme. Les Kp
refletent I'affinité de la molécule pour un tissu et sont donc considérés comme propre a
chaque molécule mais indépendants de I'espece. Les Kp estimés chez le lapin, seront donc
implémentés tels quels dans ce second modele. Grace aux données physiologiques humaines,
aux parametres pharmacocinétiques déja connus chez 'homme pour les 3 molécules dans la
littérature et a I'ensemble des Kp estimés chez I'animal, il devient alors possible de simuler la
cinétique humaine sanguine et tissulaire du citalopram, diazepam et nordazepam apres

administration orale de citalopram et de diazepam.

2.2.3 Parametres du modeles PBPK

2.2.3.1 Description des équations du modele PBPK

Une breve description des équations du modéle PBPK est présentée. Plus de détails et
explications peuvent étre trouvés dans la publication de référence de Levitt [45].
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Le modele est décrit sous forme d’'un ensemble d’équations différentielles. Chaque équation
décrit la variation de la concentration de la forme libre du médicament dans le fluide
interstitiel d'un organe (ou compartiment). Chaque orgasst caractérisé par sa masse (V

en kg), son flux sanguin {@n L/min/kg d'organe), le ratio de concentration interstitielle en
albumine sur la concentration plasmatique ijxcBa fraction d’eau extracellulaire (weeh

L/kg), et le produit perméabilité surface pour le médicament libregP&/min/kg).

La fraction libre de médicament dans le volume de fluide interstitiel (assimilé a I'espace dans

lequel se répartit 'EDTA) de chaque organe, fest calculée selon I'équation suivante:

1

rcPi

fuTi =
1 + Kass. (OC_I,) .Prot

Ou Kass correspond a la constante d'association du médicament pour I'albumine, protéine de
liaison, mesurée dans le plasma (L/mol), Prot est la concentration plasmatique d'albumine
(mol/L), eta; est la fraction d'espace intersitiel accessible au médicament pour chaque organe.

Dans le cas d'une diffusion limitée par la perméabilité du médicament dans l'espace intersitiel
d'un organe, la fraction de la concentration médicamenteuse artérielle qui diffuse dans le

fluide interstitiel lors d'un passage unique est calculée comme suit:

fub . Psi
1.06 wecfb . Qi

ou fup est la fraction libre du médicament dans le sang,pleeéfaction d'eau du sang en L/kg

fcleari = 1 — exp( —

et 1.06 la densité du sang en kg/L.

La constante de vitesse de diffusion de la fraction libre de médicament depuis le sang jusqu'a
I'espace interstitiel de chaque organe en L/min est calculée comme suit:

fuTi.wecfb .Qi

kTi = 1.06 fclear:i . b wock

Cette équation peut étre vue comme le ratio de la clairance de distribution de la fraction libre
(1.06 wecf . Q . Vi / fup) sur le volume de distribution de la fraction libre (Wecf/fur;).

L'équation générique décrivant la variation de la concentration de la fraction libre de
médicament dans le fluide interstitiel d'un organer{)Cast:

dCuTi
dt
Ou Cu, est la concentration de médicament libre dans le sang artériel et ke est la constante de

= kTi (Cud — CuTi) — ke. CuTi

vitesse d'élimination, si nécessaire. Cette constante est calculée comme le ratio de la clairance
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d'élimination de la fraction libre (1.06 wegcfCL; / fu,) sur le volume de distribution de la
fraction libre (M . wecf / fur; ). CL est la clairance intrinseque totale du médicament, en
relation avec la clairance de l'organeqfglpar un modele de clairance. Dans le cas simple
d'un modéle "well mixed", la formule est:

CLorg

CLi =
' 1 — (CLorg / Qorg)

Les ratios des concentrations tissus/plasma)(¥qit calculés par la formule suivante:

fu. wecfi
0.94 fuTi
Ou 0.94 représente la fraction d'eau dans le plasma en L/kg.

Kpi =

Le volume de distribution du médicament total & I'état d'équilibre est calculé comme suit:
n
. : fup
Vss = Vp +Z(oc i.Vi.wecfi.(AE. m+ (1— AE). fup)
1

Ou Vp correspond au volume d'eau dans le plagwa la fraction de volume interstitiel

(espace de I'EDTA) accessible a I'albumine= 0.45) et la somme s'applique aux n organes.

2.2.3.2 Présentation des parametres et hypothéses initiales

Le modele est ainsi décrit sous la forme d’un ensemble d’équations différentielles dans lequel
apparaissent des parameétres pharmacocinétiques et physiologiques. Comme pour toute
modélisation, des hypotheses ont été retenues afin de simplifier I'écriture des équations du
modele en vue de simuler les mécanismes physiologiques et ce au plus proche de la réalité.

- La concentration est considérée homogene au sein de chaque compartiment (modéle
"well-mixed").

- Ladistribution du médicament est supposée s’effectuer par diffusion passive uniquement.
Cette distribution peut étre limitée par le débit sanguin ou par la perméabilité
membranaire.

- Une seule protéine de liaison plasmatique est prise en compte et la liaison aux protéines,
caractérisée par la fraction libre plasmatique (fup), est décrite comme linéaire c'est-a-dire
non saturable.

- L’élimination est soit hépatique soit rénale, sans distinction entre la filtration
glomérulaire et la sécrétion tubulaire. Elle est décrite par deux paramétres, la clairance

sanguine totale (©l et le pourcentage de médicament éliminé par le foie (fraction de
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clairance hépatique f@); la clairance hépatique IClest déduite par la formule

Clh = Ck * fClh et la clairance rénale iQbar la formule Gi= CIt * (1-fClh).

Chaque organkest caractérisé par sa massg,(¥on flux sanguin ({, sa fraction d’eau
extracellulaire (wecj en L/kg, et son produit perméabilité surface pour le médicament
libre (PS) en L/min/kg. Les paramétres physiologiques des organe®iVweci sont

fixés et issus de la littérature. Le PS caractérise la vitesse de diffusion a travers une
membrane biologique. Selon Levitt [45], tous les &t calculés par référence au PS du
muscle. Ce dernier est relié a la fraction du médicament pénétrant dans le tissu lors du
premier passage (fclear) fixé arbitrairement a 0,5.

Seule la cinétique d’'une administration médicamenteuse unique a été étudiée, par
conséquent, la concentration initiale de médicaments dans chaque compartiment avant
administration est considérée comme nulle et donc fixée a 0.

La constante d’absorptionasintervient dans le modéle chez I'homme pour simuler une
administration orale; elle est issue des données pharmacocinétiques disponibles dans la
littérature pour chaque molécule.

Si les poumons n’ont pas de rdle pharmacocinétique majeur et si la difference artério-
veineuse n’a pas besoin d’étre modélisée (ce qui est en général le cas pour les molécules
non volatiles et non éliminées par voie pulmonaire), le compartiment veineux peut étre
rapproché du compartiment artériel. Ainsi, dans ce modéle, le Kp et les concentrations
veineuses sont considérés comme équivalents aux parametres artériels.

La distribution de la molécule au sein des différents compartiments est décrite par
l'intermédiaire des coefficients de partage tissu/plasma (Kp) qui correspondent a I'affinité
de la molécule pour chaque tissu. Ces Kp sont spécifiques a un couple tissu-molécule et
sont indépendants de I'espéce.

La cinétigue du modele est décrite comme linéaire au travers des différentes équations.
De ce fait les concentrations prédites pour une dose peuvent étre utilisés pour calculer les
concentrations a d'autres doses par simple proportionnalité.

Modéle d’erreur résiduelle : la concentration observebs@st egale a la concentration
prédite par le modéle gted ajouté d’'une erreur résiduelle (eps). La variance de cette
erreur Var(eps) est modélisée selon la formule Var(ep<yF<Cpred® ou a et b sont 2
paramétres que I'on peut fixer ou estimer : "b" a été fixé tel que le coefficient de variation
de eps est divisé par 2 lorsque la concentration est multipliée par 20, ce qui est cohérent
avec les propriétés de la méthode analytique estimées lors de la validation (précision de la

méthode). "a" a été fixé a 0.1 pour avoir un ajustement raisonnable des données.
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Les valeurs des grandeurs pharmacocinétiques et physiologiques intervenant dans les 2

modeles sont synthétisées dans les Tableau 2 et Tableau 3.

Tableau 2 : Parametres pharmacocinétiques utilisés ou estimés dans le modéle PBPK chez le lapin et 'homme.

Lapin Homme
Parametres Citalopram: 20%
Fup d’ajustement Diazepam: 2%
du modéle Nordazepam: 3.4%
Citalopram: 0.129 Citalopram: 0.45
Clt (L/min) Diazepam: 0.067 Diazepam: 0.026
Nordazepam: 0.029 Nordazepam:0.020
Parametres Citalopram: 88.7%
fClh d’'ajustement Diazepam: 99.9%
du modéle Nordazepam: 99.9%

Voie d'administration

Intraveineuse

Orale

Dose (mg) Citalopram: 7.84 Citalopram: 50
Diazepam: 3.08 Diazepam: 10
Kabs ) Citalopram: 0.019

Diazepam: 0.092
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Tableau 3 : Parametres physiologiques utilisés dans le modele PBPK chez le lapin et 'lhomme

Lapin Homme
Masse Sang veineux 0.124 4.4
(kg) Sang artériel 0.041 1.1
Poumon 0.020 0.536
Systeme porte 0.060 15
Foie 0.086 1.8
Rein 0.015 0.31
Cerveau 0.016 14
Coeur 0.006 0.33
Peau 0.476 2.6
Muscle 1.04 26
Tissu adipeux 0.224 175
MO 0.118 2.94
Flux sanguin Sang veineux 0.584 5.618
(L/min) Sang artériel 0.584 5.618
Poumon 0.584 5.618
Systéme porte 0.140 1.025
Foie 0.037 0.410
Rein 0.08 1.130
Cerveau 0.006 0.715
Coeur 0.016 0.242
Peau 0.053 0.240
Muscle 0.155 0.535
Tissu adipeux 0.032 0.675
MO 0.065 0.615

Fraction d’eau tissulaire
(L/kg)

Sang veineux
Sang artériel
Poumon
Systeme porte
Foie

Rein

Cerveau
Coeur

Peau

Muscle

Tissu adipeux
MO

0.82
0.82
0.8
0.78
0.7
0.8
0.8
0.8
0.8
0.78
0.2
0.3
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2.2.3.3 Paramétres du modele chez le lapin

Les parameétres physiologiques standards du lapin ont été utilisés pour un poids de référence
de 2,8 kg, poids moyen des animaux lors des expérimentations, et correspondant a un deébit
cardiaque de 0.584 L/min [46]. Les masses et flux sanguins de chaque organe proviennent de
la littérature [46-48] a I'exception des masses du systéeme porte, du compartiment musculaire
et de la moelle osseuse, informations indisponibles qui ont du étre calculées par allométrie a
partir des données humaines. Le facteur d’allométrie, communément appliqué pour les
volumes (et les masses) tissulaires et décrit par West et al dans deux revues de référence [49,
50], correspond au ratio du poids du lapin (2,8kg) sur le poids standard du corps humain
(70kg) soit un facteur de correction égal a 0.04. Clewell and Jarnot [51] présument que 11%
du débit total cardiaque est distribué a la moelle osseuse chez les souris, les rats et les
hommes. Cette donnée n’étant pas disponible pour le lapin, elle a été considérée comme
identique pour cette espéce. Ce débit est loin d'étre négligeable alors qu'il n’est
habituellement pas considéré dans les modéeles PBPK. De ce fait, 'ensemble des deébits
sanguins rapportés dans la littérature ont du étre diminués proportionnellement afin que la
somme final des débits n'excede pas le débit total cardiaque de 0.584 L/min. La composition
des organes est souvent considérée dans les modele PBPK comme équivalente entre les
différentes espéeces de mammiféres supérieurs [47]. Ainsi, les fractions d’eau de chaque
organe décrites par Levitt pour I'homme [45] ont été également utilisées pour le modele chez

le lapin.

Les expérimentations animales ont permis de quantifier le diazepam, le nordazepam et le
citalopram dans huit matrices (Sang, Poumon, Foie, Rein, Cerveau, Muscle, Tissu adipeux,
MO) a 5 temps (2 h, 4 h, 7 h, 17 h et 32 h) apres linjection intraveineuse de 1,1 mg/kg de
diazepam (soit 3,08 mg) et 2,8 mg/kg de citalopram (soit 7,84 mg). Pour chaque temps et
chaque matrice, la médiane des 5 concentrations a été sélectionnée afin d'obtenir une
cinétique moyenne.
Afin de tenir compte de l'ensemble des données issues de l|'expérimentation animale et
notamment des concentrations tres faibles ou de I'absence de molécule lors des prélevements
a des temps éloignés de la prise médicamenteuse, il est necessaire d'implémenter dans le
modele des valeurs numériques pour I'ensemble des temps et des matrices. Ainsi, pour les
besoins du modele pharmacocinétique, certaines approximations sont communément admises.
Deux cas sont distingués:

- la molécule est détectée, répond aux criteres d'identification mais est déterminée

inférieure a la limite de quantification (nordazepam 1 ng/mL ou /g, diazepam
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10 ng/mL ou /g, citalopram 5ng/mL ou /g): la valeur dans le modéle

pharmacocinétique est arbitrairement fixé a la moitié de la limite de quantification
(0.5, 5 et 2.5 ng/mL ou /g pour le nordazepam, le diazepam et le citalopram,
respectivement).

- Aucun pic n'est détecté ou la présence de la molécule est rejetée d'apres les critéres
d'identification: la valeur correspondante dans le modele pharmacocinétique est fixée
ao.

Les critéeres analytiques d'identification de la molécule sont les suivants: temps de rétention
inclus dans une fourchette de + 0.1 min par rapport au temps de rétention du contréle positif
traité et inclus dans la méme série, ratio des aires des transitions qualifiantes sur la transition
quantifiante inclus dans la fourchette de £ 25% par rapport au ratio observé sur le contrdle

positif traité et inclus dans la méme série.

Les clairances totales sanguines pour le citalopram, le diazepam et le nordazepam ne sont pas
référencées chez le lapin. Aussi, elles ont été estimées grace aux cinétiques construites avec
les données issues des expérimentations décrites précédemmeritré@o@ a la formule
suivante Clt = dose / AUL.. ou la dose correspond a la dose totale administrée (soit 7.84 mg

de citalopram et 3.08 mg de diazepam pour un lapin moyen de 2,8kg) et LA@Q'aire

sous la courbe de 0 a l'infini. Cette derniére a été estimée par la méthode des trapézes a partir

des données expérimentales.

La fup des 3 molécules ainsi que laHQont des informations indisponibles chez le lapin
aussi ces 2 parametres ne sont pas fixés dans le modele et ont été estimés par régression avec

les données expérimentales.

2.2.3.4 Parametres du modeéle chez I'homme

Les parametres physiologiques standards Q¥ et wecf) pour ’'homme décrits par Levitt

[45] ont été utilisés pour la simulation chez 'lhomme. La MO représente 4.2% de la masse
totale du corps [47], soit pour un poids standard de 70 kg, un volume de 2.94 kg. Le flux
sanguin correspondant a la MO représente 11% du débit cardiaque total [51], soit
0.615 L/min. De la méme maniére que pour le lapin, afin d'intégrer ce débit sanguin important

dans le modele, les débits des autres compartiments ont été proportionnellement diminués.
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Les parametres pharmacocinétiques propres a chaque molécule, tels que la fup, la Clt et la
fClh, sont plus aisément retrouvés dans la littérature pour 'nomme que leur équivalent chez le
lapin. Bezchlibnyk-Butler et al, dans une revue sur les effets cliniques et pharmacologiques
du citalopram [52], synthétisent les propriétés pharmacocinétiques essentielles du citalopram.
Quant aux benzodiazépines, les paramétres pharmacocinétiques nécessaires au modele ont été

trouvés en recoupant plusieurs articles [36, 53-55].

En vue de simuler chez I'homme la prige osde ces médicaments, beaucoup plus répandue
qgue leur usage par voie injectable, deux parameétres sont pris en compte: la constante
d'absorption Kbset la dose administrgeer os Les cinétiques chez I'homme ont été simulées
pour une administration orale de 50 mg de citalopram et de 10 mg de diazepam. La constante
d'absorption du citalopram a été calculée a partir du Tmax selon la formule suivante
Tmax =5 * {0a0= 5 * INn(2)/Kabsou T max correspond au temps aprés administration pour
lequel la concentration sanguine maximale est atteintegta la demi vie de I'absorption.

Le Kabsdu diazepam est donné par Riss et al [36].

2.2.3.5 Cas patrticulier du Nordazepam

Le nordazepam n'est pas injecté en tant que tel aux animaux, il est étudié dans ce modele
uniquement en tant que métabolite du diazepam. Ainsi, la formation du nordazepam a partir
du produit parent est prise en compte dans le modéle par une somme d'exponentielles ajustée
chez le lapin aux données expérimentales, et chez 'homme aux données cinétiques publiées
[53, 54].

2.2.4 Etude de sensibilité du modeéle

Afin d'étudier la sensibilité des prédictions de la cinétique de la MO a la variation de certains
paramétres du modeéle (g, volume de la moelle W, et débit perfusant la MO\§3) une
simulation de population est réalisée pour le citalopram. Dans ce mode de simulation, le
logiciel Adapt Il réalise 200 simulations de la cinétique du citalopram dans la MO en faisant
varier les 3 parametres cités, individuellement ou simultanément, dans une fourchette de

+20%, le résultat est traduit par une courbe moyenne avec un écart type.
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3 Résultats et discussion

3.1 Constitution du modele PBPK
3.1.1 Etude cinétique chez I'animal

Les doses administrées de 1.1 mg/kg de diazepam et 2.8 mg/kg de citalopram administrées a
l'animal ont été choisies |égérement supra-thérapeutigues afin d'étre plus facilement
guantifiées dans I'ensemble des matrices. Des doses plus élevées auraient été intéressantes a
étudier pour I'exploitation médicolégale des résultats mais le risque de surdosage létal
devenait non négligeable. Les doses thérapeutiques chez le lapin ont été estimées par
allométrie a partir des fourchettes thérapeutiques classiquement utilisées chez I'homme et
décrites dans le Vidal [38] (20 a 60mg/jour pour le Citalopram, 5 a 15mg/jour pour le
diazepam). La formule utilisée estiaf = DhomX (BWiapi/BWhom® "> 0U Dapin €t Dhom
représentent la dose chez le lapin et 'homme, et Wt BWhom le poids de référence du

lapin et de I'hnomme respectivement [49, 50]. La voie intraveineuse a été choisie car elle offre
un plus grand contrdle que le voie orale de la dose administrée a I'animal et permet de limiter

la variabilité interindividuelle liée a I'absorption du médicament.

Les lapins ont été euthanasiés 2 h, 4 h, 7 h, 17 h et 32 h aprés l'injection médicamenteuse. Le
dernier temps a été choisi pour correspondre a environ trois demi-vies plasmatiques
d'élimination chez le lapin, représentant une décroissance théorique de la concentration
initiale d'un facteur 8. La demi-vie plasmatique chez le lapin est |la encore estimée par
allométrie selon la formule 1/apin = tuzshom X (BWiapi/ BWhom) % 00 tyzpiapin €t tzhom
représentent la demi-vie plasmatique d'élimination chez le lapin et 'homme respectivement
[49, 50]. A partir du temps final, les autres temps de mesure sont déduits par division d'un
facteur 2 en prenant en compte les contraintes horaires de lI'animalerie. Au regard des courbes
représentant la cinétique prédite et obseiméavo du citalopram et du diazepam, un temps
d'euthanasie plus précoce que 2h pourrait sembler judicieux pour estimer avec une plus
grande précision la phase rapidement décroissante de ces cinétiques. Cependant, par
expérience, l'utilisation des données se situant dans la zone du pic sanguin suite a une

administration intraveineuse rapide tend a fausser la modélisation.
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Vingt-cing lapins ont été inclus dans I'expérimentation animale afin de construire la cinétique

sanguine et tissulaire du citalopram, du diazepam et du nordazepam. Du fait d'un probleme
expérimental avéré a l'injection, 2 lapins (n°17 et 22) ont été exclus de I'étude. L'euthanasie
est induite par exsanguination cardiaque, a l'exception des lapins n° 6 et 7 pour lesquels la

saignée cardiaque n'a pas été suffisante et qui ont recu une injection létale de propofol.

L'ensemble des résultats des dosages des 3 molécules dans le sang, le poumon, le foie, le rein,
le cerveau, le muscle, le tissu adipeux et la MO sont présentés dans les Tableau 4, Tableau 5
et Tableau 6. Classiqguement, les cinétiques sanguines ou urinaires sont construites par des
prélevements répétés chez un méme individu afin de limiter la variabilité inter-individuelle.
Cette méthode n'est pas réalisable pour étudier les cinétiques tissulaires qui nécessitent
'euthanasie de l'animal a chaque temps expérimental. Afin de limiter I'impact de cette
variabilité inter-individuelle, les médianes des 5 concentrations pour chaque matrice a chaque
temps d'euthanasie ont été retenues pour construire la cinétique moyenne sanguine et

tissulaire et sont implémentées dans la modélisation chez le lapin.
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Tableau 4: Résultats des dosages du citalopram dans les différentes matrices issues de I'expérimentation ainsi que les
médianes intégrées dans le modéle PBPK lapin.

Citalopram
Concentration (ng/g ou /ml) en fonction du temps apreés injection
Cerveau Foie MO Muscle Poumon Rein ag;;zﬂx Sang
lapin 11 2345 1022 1404 560 11053 2939 499 158
lapin 12 1766 663 1505 710 8250 3993 567 230
2h  lapin 13 1891 894 990 464 10622 3217 319 142
lapin 14 2174 652 1036 517 10618 2464 837 187
lapin 15 2555 1660 1095 448 17333 3308 597 127
Médiane 2174 894 1095 517 10622 3217 567 158
lapin 16 746 414 453 425 6442 1951 226 76
lapin 18 820 266 552 305 3987 1315 316 104
lapin 19 879 550 317 388 5554 2621 325 80
lapin 20 970 557 312 327 6301 2070 305 71
Médiane 850 482 385 358 5297 2010 311 78
lapin 21 223 133 113 155 2064 646 83 30
- lapin 23 281 142 108 98 2264 973 140 24
lapin 24 181 116 288 46 967 289 60 25
lapin 25 360 164 57 108 2372 645 147 16
Médiane 252 137 1M 103 2164 646 1M 25
lapin 6 8.6 6.7 9.4 <LOQ 64 45 <LOQ <LOQ
lapin 7 7.4 6.1 <LOQ <LOQ 53 15 <LOQ <LOQ
17h  lapin 8 25 37 15 16 193 48 9.2 <LOQ
lapin 9 13 22 11 <LOQ 92 54 <LOQ <LOQ
lapin 10 19 25 15 8.1 153 59 5.8 <LOQ
Médiane 13 22 1 25 92 48 25 25
lapin 1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 11 <LOQ <LOQ <LOQ
lapin 2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 5.6 <LOQ <LOQ 85
32h  lapin3 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
lapin 4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
lapin 5 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Médiane 25 2.5 25 25 2.5 2.5 2.5 2.5
<LOQ La molécule est détectée, répond aux critéres d'identification mais est déterminée inférieure a la limite

de quantification (5 ng/mL ou /g): pour les besoins du modéle pharmacocinétique, la valeur correspondante

implémentée dans le modéle est fixé a la moitié de la limite de quantification (2.5 ng/mL ou /g).
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Tableau 5 : Résultats des dosages du diazepam dans les différentes matrices issues de I'expérimentation ainsi que les
médianes intégrées dans le modéle PBPK lapin.

Diazepam
Concentration (ng/g ou /ml) en fonction du temps apreés injection
Cerveau Foie MO Muscle Poumon Rein ag;;zﬂx Sang
lapin 11 248 404 1327 58 139 162 442 102
lapin 12 203 209 965 58 137 142 507 91
2h  lapin 13 145 182 942 42 95 104 393 83
lapin 14 246 451 1798 54 134 106 1026 92
lapin 15 219 439 1719 35 202 142 536 98
Médiane 219 404 1327 54 137 141 507 92
lapin 16 152 344 921 35 80 114 759 95
lapin 18 72 128 329 19 70 43 440 34
lapin 19 129 295 1139 33 88 105 406 71
lapin 20 88 195 296 19 84 48 431 43
Médiane 109 245 625 26 82 76 435 57
lapin 21 26 46 189 5.0 34 18 197 15
lapin 23 47 151 266 5.0 45 38 501 24
lapin 24 92 229 634 15 78 68 738 58
lapin 25 116 232 439 22 58 85 833 52
Médiane 70 190 352 10 51 53 620 38
lapin6  <LOQ <LOQ 30 ND <LOQ <LOQ 120 <LOQ
lapin7  <LOQ <LOQ 12 ND <LOQ <LOQ 25 <LOQ
17h laping  <LOQ 13 42 ND <LOQ <LOQ 142 <LOQ
lapin9  <LOQ 12 17 ND <LOQ <LOQ 69 <LOQ
lapin 10 11 16 45 ND <LOQ <LOQ 214 <LOQ
Médiane 5 12 30 0 5 5 120 5
lapin 1 ND <LOQ <LOQ ND ND ND 5.0 ND
lapin 2 ND <LOQ <LOQ ND ND ND 47 ND
32h lapin 3 ND <LOQ <LOQ ND ND ND 11 ND
lapin 4 ND <LOQ 14 ND ND ND 42 ND
lapin 5 ND <LOQ <LOQ ND ND ND 19 ND
Médiane 0 5 5 0 0 0 19 0

<LOQ La molécule est détectée, répond aux critéres d'identification mais est déterminée inférieure a la limite

de quantification (10 ng/mL ou /g): pour les besoins du modeéle pharmacocinétique, la valeur correspondante
implémentée dans le modele est fixé a la moitié de la limite de quantification (5 ng/mL ou /g).

ND (non détecté)  Aucun pic n'est détecté ou la présence de la molécule est rejetée d'aprés les critéres
d'identification: pour les besoins du modele pharmacocinétique, la valeur correspondante implémentée dans le
modele pharmacocinétique est fixée a 0.
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Tableau 6 : Résultats des dosages du nordazepam dans les différentes matrices issues de I'expérimentation ainsi que
les médianes intégrées dans le modele PBPK lapin.

Nordazepam
Concentration (ng/g ou /ml) en fonction du temps apreés injection
Cerveau Foie MO Muscle Poumon Rein ag;;zﬂx Sang
lapin 11 209 385 303 34 143 115 116 63
lapin 12 147 298 194 29 114 89 129 56
2h  lapin 13 101 155 119 13 82 65 64 36
lapin 14 127 173 221 19 159 72 170 18
lapin 15 99 159 180 12 87 53 82 32
Médiane 127 173 194 19 114 72 116 36
lapin 16 123 184 186 23 189 104 163 55
lapin 18 127 245 150 24 65 95 167 52
lapin 19 929 151 180 19 63 90 100 41
lapin 20 130 248 109 21 122 87 152 52
Médiane 125 215 165 22 93 92 158 52
lapin 21 30 67 43 7.9 30 21 43 13
lapin 23 108 239 145 17 88 79 195 42
lapin 24 106 209 154 14 117 80 192 42
lapin 25 125 179 129 16 92 96 191 43
Médiane 107 194 137 15 90 80 191 42
lapin 6 8.7 15 16 1.5 5.7 5.0 28 4.3
lapin 7 8.9 14 8.6 15 7.8 5.8 11 2.0
17h  lapin 8 27 69 41 5.5 18 18 68 9.7
lapin 9 18 43 13 2.4 10 8.4 29 7.1
lapin 10 26 51 31 5.8 21 15 58 13
Médiane 18 43 16 24 10 8.4 29 741
lapin 1 1.6 2.4 1.5 <LOQ 1.0 <LOQ 2.1 <LOQ
lapin 2 1.4 2.7 1.9 <LOQ <LOQ 1.1 4.1 <LOQ
32h  lapin 3 <LOQ 1.1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
lapin 4 2.4 4.7 4.9 <LOQ 1.7 1.5 6.2 1.3
lapin 5 <LOQ 1.4 1.0 <LOQ <LOQ <LOQ 2.0 <LOQ
Médiane 14 24 15 0.5 0.5 0.5 21 0.7
<LOQ La molécule est détectée, répond aux critéres d'identification mais déterminée inférieure a la limite de

quantification (1 ng/mL ou /g): pour les besoins du modéle pharmacocinétique, la valeur correspondante

implémentée dans le modele est fixé a la moitié de la limite de quantification (0.5 ng/mL ou /g).
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3.1.2 Modeéle chez le lapin: Estimation des Kp

Dans un premier temps, le modele est construit pour étre appliqué chez le lapin, en
implémentant les données issues des expérimentations animales dans le but d’estimer les Kp
de chaque compartiment. Cette premiére étape de modélisation consiste pour le logiciel Adapt
Il a ajuster la valeur numérique de I'ensemble des variables (Kp des 12 compartiments, fup,
fClh) afin que les courbes prédites par le modéle correspondent au mieux aux cinétiques
observées lors des expérimentations animales. Aussi pour valider les résultats issus de cette
modélisation, il est nécessaire, dans un premier temps, de s'assurer que la prédiction est en

adéguation avec les données observées in vivo.

3.1.2.1 Criteres d'adéquation du modele

L'adéquation entre la cinétique prédite et celle observée in vivo est étudiée au regard de 3
critéres:

- l'observation visuelle : les courbes représentant la concentration sanguine ou tissulaire
en fonction du temps pour la cinétique prédite ainsi que les points expérimentaux dans
les 8 matrices étudiées (sang, poumon, foie, rein, cerveau, muscle, tissu adipeux et
MO) pour le citalopram, le diazepam et le nordazepam sont présentées respectivement
dans les Figure 2, Figure 3 et Figure 4.

- les coefficients de détermination r2 qui calculent, par la méthode de la régression
linéaire, I'écart entre les concentrations prédites et observées (Tableau 7).

- la distribution des résidus (les écarts entre concentrations prédites et observées), qui
doit étre symétrique autour de zéro.

Tableau 7 : Coefficients de détermination (r2) entre la cinétique prédite et les points expérimentaux observés
pour chaque matrice pour le citalopram, le diazepam et le nordazepam.

Citalopram Diazepam Nordazepam
Sang 0.993 0.979 0.915
Poumon 0.969 0.987 0.960
Foie 0.983 0.959 0.908
Rein 0.956 0.992 0.938
Cerveau 0.868 0.971 0.940
Muscle 0.915 0.991 0.987
Tissu adipeux 0.969 0.611 0.897
MO 0.996 0.992 0.975
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Figure 3 : Cinétique du diazepam prédite par le modéle et concentrations observées in vivo chez le lapin.
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observées in vivo chez le lapin.
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Au vu de ces résultats, I'adéquation du modele s'est révélée excellente pour I'ensemble des
molécules et des tissus, excepté pour le citalopram dans le cerveau (r2 0.868) et le diazepam
dans le tissu adipeux (r2 0.611). Pour cette derniere matrice, les données expérimentales
présentent un profil difficilement ajustable a une courbe de cinétique classique. Toutefois la
prédiction dans cette matrice s'ajuste parfaitement aux données a 7, 17 et 32 h aprés injection.
La prédiction du nordazepam en tant que métabolite du diazepam était un point délicat du
modele. Les coefficients de corrélation sont plus faibles que les autres molécules tout en
restant satisfaisant (r2 de 0.897 a 0.975). L'observation des courbes correspondant a cette
molécule (Figure 4) montre une adéquation convenable du modele aux données observées. La
MO est particulierement bien prédite avec une parfaite concordance visuelle et les coefficients
de corrélations les plus élevés (0.996, 0.992, 0.975 pour le citalopram, le diazepam et le
nordazepam, respectivement). Cette bonne concordance générale entre cinétique prédite et

observée in vivo permet d'estimer de facon fiable les Kp de chaque tissu.

3.1.2.2 Estimation des Kp

Les Kp estimés grace au modele PBPK chez le lapin sont résumés dans le Tableau 8 et seront

implémentés tel quels dans la modélisation chez 'homme.

Tableau 8 : Coefficients de partage tissu/plasma estimés grace au modéle PBPK chez le lapin pour le citalopram, le
diazepam et le nordazepam.

Citalopram Diazepam Nordazepam
Sang 0.633 0.889 2.17
Poumon 68.3 2.14 4.84
Systeme porte 0.343 2.43 0.446
Foie 19.0 7.67 9.34
Rein 26.6 5.94 5.48
Cerveau 5.80 2.10 6.03
Coeur 3.16 12.5 24.6
Peau 14.2 13.6 3.98
Muscle 2.95 0.694 1.18
Tissu adipeux 2.69 13.1 8.44
MO 5.59 14.0 8.02
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3.1.3 Modéle chez I'hnomme: simulation des cinétigs tissulaires

En transposant le modele a 'homme selon les paramétres décrits dans les Tableau 2 et
Tableau 3 et en implémentant les Kp estimés grace aux dommees (Tableau 8), les
cinétiques sanguines et tissulaires (poumon, foie, rein, cerveau, muscle, tissu adipeux et MO)
ont été simulées. Alors que pour des besoins expérimentaux, les médicaments ont été
administrés par voie intraveineuse chez le lapin, cette voie d'administration pour ces
molécules est rare en thérapeutique humaine et réservée a l'usage hospitalier. Aussi, les
simulations chez I'homme ont-elles été réalisées pour une administration unique orale en
faisant intervenir dans le modéle des paramétres pharmacocinétiques propres a cette voie
d'administration telle que la constante d'absorption. Le choix des doses pour la simulation
chez I'homme s'est orienté vers des doses thérapeutiques pour lesquelles des données
cinétiques sanguines ou plasmatiques ont été publiées [54, 56], soit une administration
thérapeutique uniquper osde 50 mg de citalopram et de 10 mg de diazepam. Comme le
modele est linéaire par construction, le profil cinétique est proportionnel a la dose. A chaque
fois qu'on double la dose, une demi-vie plasmatique d'élimination supplémentaire est
nécessaire pour atteindre une concentration donnée, notamment la limite de quantification.
Toutefois I'approximation par modéle linéaire a ses limites car certains phénomeénes, tels que
le métabolisme et la liaison aux protéines plasmatiques, sont saturables lors d'une forte
exposition. Cette non linéarité physiologique se traduirait en régle générale par une exposition

plus forte et plus prolongée que celle prédite par le modéle linéaire.

Les cinétigues sanguines et tissulaires du citalopram sont représentées Figure 5 et les
cinétiques du diazepam et de son principal métabolite en Figure 6 et Figure 7 respectivement.
Ces cinétiques sont également représentées en semilog afin de limiter I'influence visuelle des
fortes concentrations prédites dans certaines matrices et de mettre en évidence la phase
d'élimination. En effet, représentée en semilog, la phase terminale d'élimination est une droite
dont la pente est proportionnelle a la vitesse d'élimination et, par extension, des droites

d'élimination paralléles refleteront une vitesse d'élimination identique.
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3.2 Exploitations médicolégales des résultats

3.2.1 Cas du citalopram

La cinétique sanguine du citalopram prédite par le modéle (Figure 8) est caractérisée par un
pic de concentration a 166 ng/mL (Cmax) atteint a 68 min (Tmax) et une demi-vie
d'élimination de 13,5 h. Le T max moyen rapporté dans la littérature est de 2 a 4 h [52, 56, 57]
mais il est soumis a une importante variabilité inter-individuelle comme le montre |'étude de
Joffe et al ou il varie de 1 h a 6 h chez 12 volontaires sains ayant recus g mgde
citalopram [57]. Le citalopram est une molécule a demi-vie longue, généralement décrite
proche des 30 h [38, 56, 57]. Au vu de ces paramétres, il apparait que la cinétique sanguine du
citalopram prédite par le modele est plus rapide que ce qui est décrit dans la littérature. Il est
cependant important de retenir que si la faible demi-vie prédite se traduit par une décroissance
plus rapide des concentrations et une période de détection plus courte du citalopram, elle n'a
aucune incidence sur le profil de répartition entre les différents tissus pour lesquels la vitesse

d'élimination est équivalente au sang.

180 - citalopram
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 A

0 T T T T T S 1

[c] (ng/ml)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

temps (min)

Figure 8 : Simulation de la cinétique sanguine du citalopram pour une administration orale unique de 50 mg de
citalopram.

La distribution tissulaire du citalopram estimée par le modéle est marquée par une
accumulation trés importante dans le tissu pulmonaire. Ce phénomene d'extraction

pulmonaire a été décrit pour plusieurs molécules médicamenteuses. Il peut concerner jusqu’a
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90% d’une dose administrée dans un but d’anesthésie pour le fentanyl [58]. Une étude menée
chez le rat concernant le citalopram [59] rapporte des concentrations pulmonaires plus de 30
fois supérieures aux concentrations sanguines 3h aprés administration sous cutanée de la
molécule. Des concentrations pulmonaires tres largement supérieures au sang sont également
rapportées au cours d'intoxications humaines au citalopram [60, 61].

D’apres le modéle, le citalopram se distribue rapidement et intensément dans les deux organes
d'élimination : le rein et le foie. Les « case-report » publiés décrivent de la méme facon des
concentrations de citalopram hépatiques et rénales toujours supérieures a celle retrouvées dans
le sang [60-64]. Les ratios de concentrations rein/sang et foie/sang rapportés sont cependant
plus faibles que dans cette simulation.

Le modele montre une accumulation rapide du citalopram dans la MO, celle-ci est cependant
plus faible que dans les organes précédents. Aucun dosage de cette molécule dans la MO n'a
été rapporté dans la littérature [65].

Le citalopram se distribue de maniére significative dans le muscle, le tissu adipeux et le
cerveau avec une phase de distribution lente comme en témoigne le décalage dans le temps du
pic de concentration dans ces matrices par rapport au pic sanguin. Alors qu'a notre
connaissance cette molécule n'a pas été analysée dans le muscle et le tissu adipeux, certaines
études se sont intéressées a la quantification et a la distribution dans le cerveau, site d'action
du médicament [66-70]. Par ailleurs des dosagss mortencérébraux sont décrits dans des

« case-report » [60, 61, 64]. L'ensemble de ces données montre une accumulation du
citalopram dans le cerveau qui peut étre tres importante. Ainsi, dans une étude menée chez le
rat, 6 heures apres administration IV de citalopram (10 mg/kg) les concentrations mesurées
étaient de 5290 ng/g dans le cerveau et de 392 ng/mL dans le sang.

D’une maniére générale, il est intéressant de retenir que, d’apres cette distribution tissulaire
du citalopram simulée par le modéle PBPK, les concentrations tissulaires sont toujours
supérieures aux concentrations sanguines sauf pour le muscle, le tissu adipeux et le cerveau
dans les heures qui suivent l'administration. Cette constatation donne des clefs pour
I'interprétation en toxicologie médicolégale en I'absence de sang analysable:

- Des concentrationpost mortemtissulaires de citalopram élevées, par rapport au
référentiel sanguin, doivent étre interprétées avec précaution, et ce principalement
pour le poumon le foie, le rein et la moelle osseuse, pour ne pas envisager a tort un
surdosage.

- De faibles concentrations tissulaires, voisines des concentrations sanguines

thérapeutiques, indiquent qu’un surdosage est trés peu probable.
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- En l'absence de données sur le délai entre la prise médicamenteuse et la survenue du
déces, l'interprétation des concentrations dans le cerveau, le muscle et le tissu adipeux

est plus délicate.

Au regard de la cinétique représentée en semilog, les droites correspondant a la phase
terminale d'élimination sur la durée de la simulation sont toutes paralleles exceptée celle du
cerveau. Ainsi, a l'exclusion du cerveau, la vitesse d'élimination est comparable pour
'ensemble des matrices (tissus et sang). Le cerveau présente une cinétique spécifique
caractérisée par une distribution progressive suivie d'une phase d'élimination plus lente que
les autres tissus. Cette faible vitesse d'élimination donnée par le modele peut étre la traduction
de phénomenes réels telle qu'une liaison forte du citalopram sur certains sites du cerveau.
Toutefois, il est important de noter que le modéle PBPK construit ne prend en compte ni le
métabolisme cérébral du citalopram par des monoamines oxydases ni l'efflux actif de
citalopram via sa liaison a la glycoprotéine P rapportés dans la littérature [52]. Ainsi, le
modele pourrait étre a l'origine d'une sous-estimation de la vitesse d'élimination du
citalopram dans le cerveau et d'une sur-estimation des concentrations cérébrales sans qu'il soit

possible d'évaluer dans quelle mesure.

Cette vitesse d’élimination comparable entre les tissus et le sang, associée aux concentrations
tissulaires supérieures aux concentrations sanguines tend a montrer que le citalopram pourra
étre quantifié dans les tissus pendant une période plus longue apres la prise que dans le sang.
Cette constatation, qui est & nuancer en tenant compte des limites de quantification/détection
de la méthode analytique utilisée, apporte des éléements d'interprétation intéressants pour une
application en toxicologie post mortem

- L'analyse de ces tissus, et plus particulierement le poumon, le rein et le foie, permet
d’augmenter la fenétre de détection du citalopram.

- Si du citalopram est détecté dans un tissu cela ne signifie pas forcément qu’il était
présent a une concentration sanguine quantifiable, et donc pharmacologiqguement active, au
moment du déces et qu'il a ainsi interféré avec celui ci (altération chimique de la vigilance, du

comportement, des mécanismes réflexes...).

L'utilisation de ces résultats pour l'interprétation en toxicologast mortemsera donc
variable en fonction du contexte médicolégal et de la question posée ; elle devra toujours étre
faite avec précaution en prenant en compte les phénonp@sésmortem(redistribution,

stabilité). Il est important de rappeler que ces données tissulaires ont été simulées pour une
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administration orale unique thérapeutique et que la distribution tissulaire peut étre différente
au cours d'une administration chroniqgue en raison de phénomenes d'accumulation jusqu’a

I'équilibre.

3.2.2 Cas du diazepam et son métabolite principbd nordazepam

La prédiction des cinétiques sanguines du diazepam et de son meétabolite principal, le
nordazepam pour une administration de 10 mg de diazepam sont représentées Figure 9. La
cinétique prédite du diazepam se caractérise par un pic sanguin rapide (Cmax = 152 ng/mL,
Tmax = 28 min) suivie d'une phase d'élimination tres lente (tJ2vi62 h). L'absorption du
diazepam est connue pour étre rapide avec un Tmax compris entre 30 et 90 min [36, 55].
Dans I'étude de Kaplan et al [54], une administration orale de 10 mg, identique a celle étudiée,
induit chez 4 sujets un pic plasmatique dans les 90 min de 137 a 189 ng/mL compatible avec
les données prédites. Toutefois, la demi-vie sanguine d'élimination prédite par le modele, 162
h, est plus élevée que la demi-vie habituellement rapportée de 20 a 40 h [36, 53, 54].
Cependant, la demi-vie observée expérimentalement chez un sujet peut étre sous-estimée
parce que la derniere phase d’élimination n’est pas toujours visible si elle se produit lorsque
les concentrations sont inférieures a la limite de quantification. Cette demi-vie terminale trés
longue peut également passer inapercue dans les études a doses reéitérées si elle ne modifie
que trés peu le plateau apparent de concentration. Quoi qu’il en soit, la persistance de la
molécule dans le sang et les tissus prédite par le modele devra étre interprétée avec précaution
en ce qui concerne la durée de détection du diazepam. Ce biais n'‘aura cependant pas
d'influence sur le profil de répartition entre les tissus pour lesquels la vitesse d'élimination est

équivalente au sang.
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Figure 9: Simulation de la cinétique sanguine du diazepam et du nordazepam aprés administration orale de 10 mg de
diazepam.
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Le profil sanguin prédit du nordazepam est caractéristique d'un meétabolite: augmentation des
concentrations progressive et retardée par rapport au pic sanguin de la molécule mére, suivie
d'une lente décroissance correspondant a I'élimination du métabolite combinée a sa formation
continue a partir de la molécule mére. Bien que le profil de cette cinétique soit comparable a
ceux publiés par Kaplan [54] (Figure 10) et Jack [53], 'augmentation des concentrations
prédites du nordazepam dans sa premiére phase est plus lente entrainant un Tmax retardé
proche des 25 h dans notre étude contre 10-12 h [53, 54] pour une Cmax identique proche de

24 ngl/g.
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Figure 10 : Cinétique observée du diazepam et du nordazepam aprés administration orale ou intraveineuse de 10 mg
de diazepam [54]

Bien que les profils cinétiques sanguins et tissulaires prédits du diazepam et du nordazepam
different de facon évidente, correspondant a une administration orale et a la formation d'un
métabolite, respectivement, la répartition entre les tissus de ces deux molécules est tres
voisine. Ceci peut s'expliquer en grande partie par leur similitude physicochimique.

Ainsi, ces deux molécules se distribuent rapidement et intensément dans le foie, la MO, le
rein et enfin, dans une moindre mesure, dans le poumon. Les concentrations prédites au sein
de ces tissus sont toujours supérieures aux concentrations sanguines. Peu d'études sont
disponibles sur la répartition tissulaire du diazepam et ses métabolites. Un « case-report »
décrit des concentrations hépatiques de diazepam et nordazepam supérieures aux
concentrations sanguines aprés absorption orale unique de diazepam [71]. Une étude
expérimentale menée chez le rat montre des concentrations hépatiques, rénales et pulmonaires

plus de 10 fois supérieures au sang [72]. Pour d'autres benzodiazepines (alprazolam, triazolam
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et bromazepam), les concentrations rapportées dans le poumon, le rein et le foie, étaient
Supérieures aux concentrations sanguines et cela au cours d'investigations médicolégales [73-
75]. Le diazepam se distribue majoritairement dans la MO alors que les concentrations de
nordazepam dans la MO sont légerement plus faibles que celle prédites pour le foie, site de
formation de ce métabolite. L'accumulation des benzodiazépines dans la MO a déja été décrite
lors d'expérimentations animales ainsi que chez 'homme. Takatori et al [76] rapportent chez
le rat des concentrations médullaires toujours supérieures au sang et supposent que le
diazepam sera plus longtemps quantifiable dans la MO que dans le sang. Mc Intyre et al [8],
sur une série de cas autopsigues humains, constatent que les concentrations des
benzodiazépines dans la MO sont environ 2.5 fois supérieures a celles du sang et sont 8 fois
supérieures dans le cas du diazepam. La vitesse d'élimination depuis le foie, le rein, le
poumon et la MO est identique a celle du sang ce qui tend a montrer que ces deux
médicaments sont quantifiables plus longtemps dans les tissus que dans le sang.

La distribution prédite du diazepam et du nordazepam dans le muscle est lente et faible
conduisant a des concentrations légerement inférieures a celles du sang. Cette répartition est
peu décrite dans la littérature. Dans un «case report », sont décrites des concentrations
musculaires de diazepam et de nordazepam plus de 2 fois supérieures a celles du sang
(diazepam 24.9 ng/g versus 8ng/mL, nordazepam 18.9 g/g versus 9.3 ng/mL) [71]. La
technique analytique utilisée n'était pas validée sur le muscle et n'utilisait pas d'étalon deutéré
pour compenser |'éventuel effet matrice. Une étude expérimentale menée chez le rat montre
des concentrations égales dans le muscle et le sang 1h apres administration [72]. Dans un
autre « case report » concernant le bromazepam, les auteurs indiquent que la concentration
musculaire équivaut a la moitié des concentrations sanguines avec une technique analytique
robuste et validée dans chaque matrice [77].

Le cerveau et le tissu adipeux présentent une cinétique particuliere caractérisée par une
accumulation lente et progressive (absence de pic de concentrations bien défini pour le
diazepam) suivie par une phase terminale d'élimination a la vitesse comparable a celle des
autres tissus. Au cours de la premiére partie de la phase de distribution, les concentrations
cérébrales et dans le tissu adipeux sont inférieures aux concentrations sanguines. Ensuite, une
accumulation importante se produit au sein de ces deux matrices et conduit a des
concentrations pour ces deux matrices trés supérieures aux concentrations sanguines. Cette
cinétique est compatible avec celle décrite dans I'étude menée chez le rat par Takatori et al
[76]. Chez 'homme, une large distribution du diazepam dans le cerveau et le tissu adipeux est

décrite brievement dans la littérature [54, 55].
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Ces prédictions concernant les distributions tissulaires du diazepam et du nordazepam
pourront se révéler utiles en toxicologie médicolégale pour l'interprétation d'analyse sur des
matrices alternatives en absence de sang utilisable. La encore, la distribution tissulaire

rapportée a été simulée pour une administration orale unique thérapeutique de diazepam.

Il est intéressant de retenir que les concentrations hépatiques, rénales, pulmonaires et
meédullaires du diazepam et du nordazepam prédites par le modéle sont toujours supérieures
aux concentrations sanguines. La vitesse d'élimination terminale depuis ces matrices est
comparable a celle du sang. A l'image du citalopram, les enseignements médicolégaux seront
les suivants:
- Une concentration retrouvée au sein de ses tissus treés supérieure aux concentrations
thérapeutiques sanguines ne témoigne pas forcément d'un surdosage surtout pour la
MO.
- A liinverse, une concentration retrouvée dans ces tissus proche des concentrations
sanguines thérapeutiques tend a montrer qu'un surdosage est peu probable
- La durée de quantification de ces molécules dans ces matrices sera plus longue que
dans le sang. Ainsi, la fenétre de détection du diazepam et du nordazepam apres la
prise médicamenteuse peut étre augmentée par l'analyse de ces tissus et tout
particulierement la MO et le foie. Ce phénomene implique aussi que la quantification
de ces molécules dans le foie, la MO, le rein et le poumon, ne témoigne pas forcément

d'une imprégnation sanguine quantifiable et donc pharmacologiquement active.

D'aprés les prédictions du modele, les concentrations de diazepam et nordazepam dans le tissu
adipeux et le cerveau sont inférieures au dosage dans le sang dans les heures qui suivent
I'administration puis deviennent supérieures. Cette constatation rend difficile I'interprétation
des résultats dans ces matrices en l'absence de données sur le délai administration/déces.
Comme les vitesses d'élimination terminale dans ces matrices sont comparables a celle du
sang, et les concentrations au cours de la phase d'élimination sont supérieures a la
concentration sanguine, les deux benzodiazépines perdureront de maniere quantifiable plus

longtemps dans le cerveau et le tissu adipeux que dans le sang.

Les prédictions tendent a montrer que le nordazepam et le diazepam se distribuent plus
faiblement dans le muscle avec des concentrations musculaires Iégerement inférieures aux
concentrations sanguines. Les vitesses d'élimination terminales étant par ailleurs comparables
a celle du sang, la durée de détection sera plus courte dans le muscle que dans le sang. D'un

point de vue médicolégal, ces prédictions permettent certaines interprétations qui sont a

107



utiliser avec précautions au vu de la littérature controversée sur la répartition musculaire des
benzodiazépines [71, 72, 77]:

- Des concentrations musculaires tres élevées par rapport aux seuils sanguins
d'interprétation sont en faveur d'un surdosage, et des concentrations musculaires
voisines des concentrations sanguines thérapeutiques tendent a montrer que le
surdosage est peu probable.

- La quantification de diazepam ou de nordazepam dans le muscle est en faveur de sa

présence dans le sang.

3.2.3 Etude de population: Analyse de sensibilité

La construction d'un modele PBPK est basée sur la compilation d'un ensemble de paramétres
physiologiques (Vi, Qi...) et pharmacocinétiques (fup, CIt, fClh, Kp...) qui sont soumis a la
variabilité inter-individuelle ou aux erreurs d'estimation. Le modéle PBPK permet d'étudier la
sensibilité¢ des prédictions du modele aux variations de ces parametres en simulant la
cinétique d'une population pour laquelle la valeur de ces paramétres fluctue autour d'une
référence dans une fourchette choisie. Cette étude de population permet de construire une
cinétigue moyenne au sein de la population et d'estimer un écart- type illustrant la dispersion

autour des concentrations predites.

Pour illustrer ce mode de simulation, l'influence des parametres de la Mf3, (Kgume de

moelle Myo, et débit perfusant la MO \§3) sur la cinétique prédite du citalopram a été
étudiée. La fluctuation des parametres autour de leur valeur de référence est fixée a £20% ce
qui représente une variabilité physiologique acceptable. La Figure 11 représente la cinétique
moyenne du citalopram dans la MO sur une population de 200 individus; le trait vertical est
proportionnel a I'écart type attribué a cette concentration lorsquewe KpVvo, et le Qio

varient individuellement ou conjointement. Le Tableau 9 synthétise les écarts-types attribués
a cing concentrations médullaires prédites a 225, 450, 900, 1800 et 3600 min apres
administration. Il apparait ainsi que la cinétique médullaire du citalopram prédite par le
modéle est peu sensible aux fluctuations inter-individuelles de débit perfusant la MO et de
volume de MO. Au contraire, la variation du coefficient de partage MO/plasma)Kuit

une dispersion importante des valeurs prédites dans le modele représentant la quasi-totalité de

la variabilité observée en faisant fluctuer les 3 paramétres conjointement.
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Tableau 9 : Influence de la fluctutation individuelle ou simultanée du Qo, Vvo et Kpuo sur la détermination et la
dispersion des concentrations prédites par le modéle.

Conc. citalopram MO prédite (ng/g) + écart-type

en fonction du parametre fluctuant [valeur de référence +20%]

Temps Vo (kg) Quwvo (MmL/min) Kpmo Vmo *+ Qvo + Kpmo
(min) 2.94 £20% 0.615 £20% 5.585+20% simultanément
225 838.8 £ 13.29 846.1 £16.56 834.2 +185.3 848.1 +192.9
450 384.5 +12.59 387.6 £10.36 383.9£94.13 396.5 +103.34
900 201.7 £.3.511 202.3 £2.176 200.7 +45.91 206.5 +49.95
1800 83.36 +1.653 83.59 +0.7072 83.02 £19.20 85.38 +20.79
3600 18.87 +0.4769 18.92 +0.1359 18.82 +4.464 19.37 +4.841

Les sources de variations du \gppeuvent provenir d’erreurs d'estimation de sa valeur mais
aussi de variations physiologiques et/ou pathologiques de la composition de la MO (contenu
lipidique variable avec I'age et le site de préléevement, hémopathie...).

Ces données permettent également de calculer lintervalle de confiance a 95% des
concentrations prédites (valeur moyenne + 2 écart-types). Par exemple, dans une population
ou le volume, le débit et la MO varient de + 20% autour des valeurs de référence, l'intervalle
de confiance a 95% de la concentration du citalopram dans la MO 225 min apres
administration orale de 50 mg de citalopram s'étend de 462 a 1234 ng/g. Cet intervalle assez
étendu rend délicate l'extrapolation de la dose administrée a partir d'une concentration

meédullaire.
Ainsi, le modéle PBPK, au travers de cette analyse de sensibilité sur une population, permet-il

de distinguer les parametres influents sur la distribution du médicament et de définir un

intervalle de confiance relatif aux concentrations estimées.
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Figure 11 : Sensibilité de la cinétique du citalopram a la fluctuation des parametres physiologiques de la MO.
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4. Conclusion

Dans cette étude, un modele PBPK a été développé pour prédire chez I'homme la distribution
tissulaire du citalopram, du diazepam et de son métabolite principal, le nordazepam, suite a
une administration unique orale thérapeutique. Ce modéle est construit en deux étapes. La
premiere permet d'estimer les coefficients de partage tissus/sang (Kp) propres a chaque
molécule a partir de données issues d'expérimentations animales. Cette modélisation a
présenté de bonnes gqualités intrinséques (adéquation des données prédites chez l'animal aux
données observées in vivo) permettant une estimation fiable des Kp qui sont intégrés dans un
second temps au modéle humain. Cette seconde étape permet de simuler des cinétiques
tissulaires chez ’lhomme. Les données obtenues par ce deuxieme modele ont été comparées
aux données disponibles dans la littérature: paramétres pharmacocinétiques sanguins, « case
report » reportant des dosages tissulgias mortenthez I'homme, et études de distribution
tissulaire chez I'animal. Les différences observées sur certains parametres pharmacocinétiques
sanguins n’ont pas d’incidence sur le profil de répartition des molécules entre les tissus. Ainsi

le modéle développé permet une description fiable de la distribution tissulaire.

Les résultats obtenus indiquent que les concentrations tissulaires de citalopram, diazepam et
nordazepam sont généralement supérieures aux concentrations sanguines. Les concentrations
sont plus faibles pour les deux benzodiazépines dans le muscle. Par ailleurs, pour les tissus
présentant une distribution plus lente que le sang tels que le cerveau, le muscle ou le tissu
adipeux, il existe une zone d'incertitude correspondant aux heures suivant lI'administration
dans laquelle les concentrations tissulaires sont inférieures aux concentrations sanguines. Les
distributions sont maximales dans la moelle osseuse pour le diazepam, dans le foie pour le
nordazepam et dans le poumon pour le citalopram. Les vitesses d’élimination depuis les
différentes matrices sont identigues au sang a l'exception de celle du citalopram dans le
cerveau. Ces constatations tirées des prédictions du modéle PBPK apportent des éléments
intéressants pour linterprétation de concentrations tissulaires en toxicologie médicolégale.
Comme pour toute investigation toxicologigpest mortem l'interprétation des résultats
d'analyse d'une matrice alternative doit étre faite avec précaution en tenant compte du
contexte meédicolégal, des phénomenpest mortem (redistribution, stabilité), des
caractéristiques de la technigue analytique (notamment les limites de quantification/détection
tissulaires et sanguines) et du délai entre la prise et la survenue du déces pour certaines

matrices.
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A travers cette étude, I'approche PBPK a montré tout son intérét dans le domaine de la
toxicologie médicolégale en permettant d’obtenir des données de concentrations tissulaires
humaines pour des molécules et/ou des matrices peu ou pas décrites dans la littérature, ainsi
que leur variabilité attendue. Il serait intéressant d'appliquer ce modele a d'autres molécules
aux propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques différentes ou a d'autres schémas
posologiques (administration chronique, surdosage aigu au cours d'un traitement
chronique...).
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Quantification post mortem de la caféine dans la MO: influence du site
de prélevement et corrélation avec le sang

Au cours de l'étude pharmacocinétique décrite précédemment, la MO humaine a été
considérée comme un tissu homogene résultant de I'extrapolation de la MO fémorale d'un
lapin adulte. Pourtant, un bref regard sur la physiologie de la MO met en évidence sa dualité
MO jaune et rouge qui évolue physiologiquement et a cause de certains phénomeénes
pathologiques. Ce phénomene résulte en une variabilité de composition en fonction de la
localisation anatomique considérée et de I'age. L'influence de la composition de la MO
(proportion de contenu cellulaire et lipique) et donc du site de prélévement de MO a été
envisagéee au cours de certaines travaux [8, 17] mais n'a fait I'objet d'aucune étude spécifique.

Une étude a donc été conduite dans le but d'étudier, chez 'homme, l'influence du site de
préléevement sur les concentrations médullaires et sur la corrélation de ces concentrations avec
les dosages sanguins. Cette étude ne pouvait étre réalisée pour le citalopram et le diazepam en
raison de la difficulté de constituer une série de cas statistiquement significative de
prélevement autopsiques positifs a I'une de ces deux molécules dans un délai compatible avec
la réalisation de la these. La caféine a donc été choisie comme molécule modele pour sa
fréquente consommation qui permet un recrutement facilité d'une série de cas autopsiques. La
concentration de caféine a été déterminée, pour 21 cas autopsiques, dans le sang et 6
prélévements de MO:*%° cote gauche et droite, fémur droit et gauche au niveau proximal et

médial.

Cette étude a montré que les concentrations médullaires de caféine varient en fonction du site
de prélevement. De plus, une corrélation satisfaisante a été montrée entre les concentrations
sanguines et meédullaires permettant d'interpréter les résultats a partir d'une analyse dans la
MO. D'un point de vue pratique, pour des molécules aux propriétés physicochimiques proches

de la caféine, le prélevement de la MO costale semble préférable aux prélevements de MO

fémorale. En effet, les concentrations dans la MO des cotes droites et gauches sont trouvées
statistiguement égales, supérieures aux concentrations de la MO fémorale et mieux corrélées
au sang. Au contraire, les concentrations fémorales montrent une grande variabilité entre les

prélevements provenant des fémurs droits et gauches et entre les localisations proximales et
médiales. Cette hétérogénéité au niveau de la MO fémorale peut étre mise en paralléle avec la
grande variabilité d'aspect observée macroscopiquement sur les prélevements allant d'une MO

jaune a rouge, liquide ou tissulaire. L'étude montre qu'en moyennant les concentrations
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médullaires issues des 4 prélevements fémoraux, la corrélation avec les concentrations
sanguines est améliorée. Ainsi, I'analyse d'un prélévement multiple a plusieurs niveaux du

fémur peut limiter I'effet de la variabilité des concentrations a l'intérieur des fémurs.

Cette étude a montré que le site de prélevement avait une influence sur la détermination des
concentrations médullaires en caféine; il constitue donc un parameétre important a prendre en
compte lors de l'interprétation en vue d’analyses quantitatives dans la MO. L'influence de ce
parametre devra étre étudiée sur des molécules ayant des propriétés pharmacologiques et
physicochimiques différentes afin d'améliorer l'interprétation des dosages médullaires et de
définir un protocole de prélevement optimisé pour l'analyse toxicologigue de cette matrice.
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Bone marrow(BM) analysisis of forensic interestn postmortem toxicological investigatian case of
limited, unavailableor unusable blood samples. However, it remains difficult to determine whether a
drug BM concentrationis therapeuticor represents overdose, due to tlaek of studieson this
alternative matrixGiven the variationsn BM compositionin the body, sample location was suggedted

be arelevant factorin assessindM concettration The aim of the present study was tompae
postmortem caffeine concentrations in varid sample locations and secondly to consider the
correlation betweeM and blood concentrationSix BM samples (right antft side: proximal and
medial femur and 5th rib) and blood sample were collected fro@i forensic autopsies. Gas
chromatography coupled to tandem mass spectrometry was performed. Blood caffeem@radinss

ranged fron60 to 7591 ng/mL. Femoral amib BM concentrations ranged frosit to 6171 ng/g and 66
to 7280 ng/g, respectively. Blo@dncentrations were always higher tHgh concentrationsAs a good
correlation was demonstrated between bloodrianBM and between blood and the averaigéne four
femoral BM concentrations, blood caffeine concentrations cdwelccorrectly extrapolated from BM
concentrationsBM caffeine concentration was found to depemdsample locationRib BM caffeine
concentrations appeared lie systematically greater than averaged femur valuescandentratiors
were much more variable between théemurBM samples than between tReibs. Froma pracical
point of view, for caffeine analysigjp BM appeared more relevant than femd®¥| which requires
multisampling to overcome the concentration variabilitybpem.

© 2011 Elsevier Ireland.td. All rightsreserved.

1. Introduction

Bone marrow(BM) has been showio be offorensicinterest in
postmortentoxicological investigatiorin caseof limited, unavail-
able or unusable blood sample®.g., extreme putrefaction,
skeletonization, and bloodless corpfed]. While the qualitative
relevanceof BM analysishas been supportetly the findings of

cases where numerous drugs have been retrieved from this matcixse reportby Maeda [5].

determining whethera BM concentrationis therapeutic or
representan overdose remains difficult, limitinigs use inroutine
cases. Among studiem this topic, Winek and Jon¢3, studying
alcohol, showed greater variability ard weaker BM/blood
correlationfor rabbit femoral and tibiaBM thanfor human rib

etal. [4] observeda weaker correlation between femoBM and
blood than between vertebraM and blood.In both casesthe

authors suggested that sample location might partly explain such

differences, becausef variationsin BM composition (cellularity
and lipid level) within the bodyrhus, location appearso be a
relevant factom interpretingBM concentrationTo the besbf our
knowledge, however, ltas not been investigated excépta single
The present study was therefore
undertakento examine whetherBM sample location may
influence postmortenBM quantification Correlations between
BM and blood concentrations weaiso considered. Caffeineas
selectedas a model compound mainlyfor its widespread
consumption, allowing recruitmerf a significant human autopsy

BM. In another study concerning psychotropic drugs, Mclintyreseriesas well as for itsincreasing toxicological intere$6,7].

* Corresponding author at: Laboratoild LUMTOX, 98 Avenue ded-reres
Lumiere, 69008 Lyon, France. Tel.: +33 4 78 76 67 15; fax: 438 76 67 19.
E-mail addressf.bevalot@latlumtox.con(F. Bévalot).

0379-0738/$% — see front mattér2011 Elsevier Irelandtd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.forsciint.2011.02.028

2. Materialsand methods
2.1. Study population

The study was conducted at the Lyon Forensic Institute during August 2010.
Cases were randomly selectied toxicological history, sexpostmortem interval/
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Table 1

Population study: demographic characteristics, postmortem int{@tVa), cause and manneaf death.

Case Sex Age (years) PMI (days) Causeof death Mannerof death
1 F 65 <1 Hanging Suicide
2 M 59 <1 Mixed drug toxicity Suicide
3 M 66 <1 Multiple trauma Accident
4 M 54 Unknown Sudden cardiadeath Natural death
5 M 63 <1 Multiple trauma Accident
6 M 29 <1 Gunshotdeath Suicide
7 M 60 <1 Digestivehemorrhage Natural death
8 M 58 Unknown Hanging Suicide
9 F 44 <1 Drowning Suicide
10 M ? Unknown (putrefied) Gunshotdeath Suicide
11 F 78 3 Drowning Suicide
12 F 67 <1 External hemorrhage Suicide
13 M 41 Unknown Sudden cardiadeath Natural death
14 M 50 Unknown (putrefied) Sudden cardiadeath Natural death
15 M 48 2 Hanging Suicide
16 M 54 6 (putrefied) Sudden cardiadeath Natural death
17 F 28 <1 Sudden cardiadeath Natural death
18 M 27 <1 Mixed drug toxicity Suicide
19 F 59 6 (putrefied) Heart failuré Natural death
20 M 53 Unknown (putrefied) Coronarythrombosis Natural death
21 M 85 <1 Multiple trauma Accident

" Uncertain due to putrefaction process.

putrefaction, cause and mannédeath, ageill relative data are reported Trable

1. The average age was 54.4 years and the male to female ratio wBs 2rfen

(n=15), mean age was 53.4 years (range, 28—85 years)pranebmen (rr 6)

2.5. Preparatiorof calibration andQC samples

Human autopsy samples§BM and blood in which caffeineoncentrations were

56.8 years (range, 27—78). Postmortem time, when known, varied from less thafo¥nd to be negligible were usém daily calibrations curves and quality control

day to several days (putrefaction process in progress). Cases included suicl@S) AS5-point calibration curve (50, 200, 400, 800 and 200@oth blood (ng/mL)
andBM (ng/g)) and one low and one higk sample (125 and 140&@ both blood

accident, natural death and undetermined death.

(ng/mL) andBM (ng/g)) were systemically included in each analytical series. For
samples initially falling outside the validated calibration curve, a second analysis
was undertaken with the final extract diluted in an increased vobfine¢hy!
acetate and proportionally increas&aoncentration.

2.2. Sample collection

Blood samples were collected from the cardiac ca¥®ty. was separately
collected at 6 locations: proximal and medial femurs (right and left) and 5th ribs
(right and left). Femurs were sectioned transversally at the superior third; femoiaé. Samplepreparation
bone marrow was sampled from this section, on either the proximal or the medial
side. Bone marrow from the anterior pafthe left and right ribs was extracted by 2.6.1. Blood

squeezing with pliers after opening the thofix.1 shows the macroscopic aspect ~ ©One milliliter of sample was spiked at 500 ng/mL with caffeine-trimethyl-13C
of collected BM. and mixed with 2nL of KH,PO, buffer (pH 2.5 0.5 M). Three milliliters of

chloroform:isopropanol (90:10, v/v) was added to the liquid phase and mechanical

shaking was carried oddr 20 min. After centrifugation (10 min at 3080g), the

lower organic layer was saved and evaporated to dryness8@ub0Oer a stream of
Caffeine, provided by Merck (Fontenay-sous-Bois, France), and Caffeine_nitrogen.The residue was reconstituted in 100 deionized water plus L

trimethyl-13C,by Isotec (MiamisburgOH, USA), were available in powder form. ethanol and washég additionof n-hexane (4nL). The mixture was vortex-mixed

Methanol, water, chloroform, n-hexane and propan-2-ol were purchased from VWA? S and centrifuged 5 min at 30R@. The lower ethanolic layer was removed,

(Fontenay-sous-Bois, France) WPLC grade. Potassium dihydrogen phosphateevaporated to dryness at &Dunder a streamf nitrogen and reconstituted in

anhydrous (KHPO,) was suppliedby Merck. Absolute ethanol was provided by 40ML ethyl acetate. After centrifugation in microcentrifuge tubes (10 rhin a
Carlo Erba(val de Reuil, France). 12,000x g), 1 ML was injected into th&C/MSMS system.

2.3. Chemicals

2.6.2. Bone marrow
Two hundred milligramsf sample, after additioof IS solution at 500 ng/g, was
Individual stock solutionsf caffeine and its internal standard (t&ffeine- homogenized in L KHzPO,4 buffer (pH 2.5-0.94) by agitationfor 20 min. The
trimethyl-13C) were prepared by dissolving drugs in absolute meth@nol mixture was then centrifuged (10 min at 360§) and the liquid phase was
obtain final drug concentrationf 1 mg/mL, and stored at-208C. Standard transferred to a 101L glass tube while the solid residues were discarded. Three
solutions of caffeine, for calibration curves and quality control, weremilliliters of chloroform:isopropanol (90:10, v/v) was added to the liguidse and

2.4. Preparatiorof stock, working standard and quality control solutions

prepared dailyy further dilution with methanol to 50g/mL, 14 ngmL and mechanical shaking was carried dat 20 min. After centrifugation (10 miat

1.25 ngML. IS solution was prepared daiby dilution with methanol fronthe 3000x g), the lower organic layer was saved and evaporated to dryness@t 50
1 mg/ml IS stock solution to %g/ml (for BM analysis) or 25 n@ll (for blood under a streamof nitrogen.The residue was reconstituted in 100 deionized
analysis). water plus 1 mnethanol and washesy additionof n-hexane (4nL). The mixture

st

Fig. 1. Various macroscopic aspeafsBM samples from cas®. 7: (A) left rib, (B) right medial femur(C) left medial femur(D) right proximal femur; and from case. 14
(putrefied body) an¢E) right medial femur.
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Table 2

Caseby case blood (ng/mL) anBM (ng/g) caffeine concentrations and relative standard deviation between femoral concentrations and rib conceb@@titmvger limit
of quantificationNA: not available (blood in cases 10 and 14: putrefaction process; riggm fibcase 19: insufficient sample; left fenBM in case 8: hip prosthesis); RSD:
relative standard deviation.

Case Right medial Right proximal Left medial Left proximal RSD% Right rib (ng/g) Left rib RSD% Blood
femur (ng/g) femur (ng/g) femur (ng/g) femur (ng/g) (ng/g) (ng/mL)
1 666 804 659 823 11.9 1237 1150 5.2 2 275
2 120 115 72 89 22.7 237 231 1.8 324
3 308 287 268 286 5.6 437 376 10.6 471
4 949 1095 984 1002 6.2 1542 1883 14.1 2671
5 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ - <LLOQ <LLOQ - <LLOQ
6 464 491 447 376 11.1 496 401 15.1 1028
7 3549 6171 2127 5247 42.0 7280 7267 0.1 7591
8 165 148 NA NA 7.6 270 257 3.5 434
9 3174 3615 2054 3213 22.2 5505 5639 1.7 6977
10 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ - <LLOQ <LLOQ - NA
11 645 1258 735 812 31.6 1437 1364 3.7 3063
12 107 89 81 82 13.3 223 257 10.0 291
13 168 431 318 534 43.3 472 465 1.0 524
14 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ - <LLOQ <LLOQ - NA
15 225 287 234 364 23.0 545 588 5.4 770
16 51 71 65 76 18.7 133 140 3.8 112
17 53 110 117 102 32.5 142 106 20.1 125
18 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ — 85 66 17.8 60
19 1528 2470 3894 2084 40.5 NA 4219 - 5596
20 125 205 138 91 34.1 201 237 11.5 315
21 432 399 431 502 9.9 836 813 2.0 1513
Mean 22.1 Mean 7.5

was vortex-mixed 30 s and centrifugled 5 min at 3006 g. The lower ethanolic
layer was removed, evaporated to dryness &8ChMder a strearof nitrogen and
reconstituted in 401L ethyl acetate. ML was injected into th&C/MSMSsystem.

2.7. Chromatography

Gas chromatography was carried out on a 78908ystem (AgilentSanta Clara,
CA, USA) equipped with & 693A autosamplefAgilent). Compounds wereeparated
on an HP-5M&apillary column with &% pheryl-95% methyl-polysilixane &tionary
phase (30 m lengtk 0.250 mml.D. x 0.25 Mm film thickness). The carrier gasvas
hdium, with a constant flow-ratef 1.4 ml/min.Injection was performed ingitless
mode at an injection temperatufe2608C. The transfer line was held at 38@ The
initial oven temperaturef 1008Cwas kept for 1 min, and subsequently increadged
rateof 208C/min to 2008C. After maintaining for 3 min at 208C, the temperature
finally increased at a rabé 508C/min to 3008C, held for 3min. The total runtimeof
this method was 14 miifheretention timef caffeine and its internal standandas
8.6 min. Detection was performed using a 7000 triple quadrupole peas®Beter

(Agilent) in electronic ionizatiorfEl) mode. The ion source temperature was tet a

2308Cand the ionization energy-a?0eV. The collision gas was nitrogen (flerate,
1.5 ml/min) with helium quench (flow-rate, 2.25min). Acquisition wasperformed
under selected reaction monitori(@8RM). Thetransitions were chosen accordiog
their selectivity andcabundance, in order to maximize the signal-to-noise raitio

for Windows, versiors.0 (SASInstitute,Cary,NC, USA). The within-run precision of
the assay (eadti the two concentration levels analyzed 5 times) #2988 at low
and 1.59% at high concentration level. Between-run precision (edcthe two
concentration levels analyzed 5 times 3 days consecutively).e8&sat low and
1.88% at high concentration level. Accuracy wag2% at low and8.72% at high
concentration level.For blood, the repeatability study (eadafi the two
concentration levels analyzed 5 times) gave variation coefficdérit97% and
4.71%. Accuracy wa$.68% and6.13%, respectively. Mean recovery waa5% and
74.3% for blood andb6.8% and56.3% for BM for the low and high levelsespectively.
The lower limitof detection was navaluateddue to the difficultyf finding dank
samples testing completely frefecaffeine. The lower limiof quantification(LLOQ)
(lowest concentration which could be measured with acceptable ac@Guag)and
precision(<20%))was estimated at $@/mL for blood and 50 ng/g for .

3. Results

Caffeine concentrations in blood and 6 BM samples are reported for 21
cases, corresponding to 142 analyses, in Table 2. For 4 cases (5, 10, 14 anc
18), caffeine concentrations were lower than or close to the LLOQ and were
excluded from further calculations. Blood caffeine concentrations ranged from

matrix extracts: one transition per compound was used as quantifier (underiithed) ab0 to 7591 ng/mL. Femoral and rib BM concentrations ranged from 51 to
2 transitons as qualifiers. The transitions studied for caffeine with th&171 ng/g and 66 to 7280 ng/g, respectively.

corresponding collision energy were 19455 (25 eV), 194> 109 (10 eV) and
109 > 55 (5 eV), and for caffeine-trimethyl-13C, 19¥ 57 (25 eV), 197 111
(10 eV) and 111> 57 (5 eV).

2.8. Method validation

According to Shah’s recommendatioffiis the validatiorof different matrices
within an animal specid8], a full (three day) validation was performfed bone
marrow samples and a partial (one day) validaftiorblood.

Calibration curves with the weighting factor 1/[concentration] were linear for

blood (12 =0.9994; five calibration point§p, 200, 400, 800 and 2000 ng/mand

Caffeine concentrations determined from right and left ribs were fairly
similar: the ratio between the two locations was 1.023 + 0.14 with a strong
correlation (r2 = 0.998). A matched-series means comparison test confirmed
that right and left rib concentrations were not significantly different (Student’s
test, a=5%, n=17). The mean
ratio of caffeine concentration between averaged rib BM and averaged femoral
BM levels were 1.73 (x0.39). Data concerning correlations between BM and
plood samples are presented in Table 3. The best correlations were observec
between blood and rib concentrations and between blood and averaged femur

for BM (mean ? = 0.9996; five calibration pointsp, 200, 400, 800 and 2000 ng/g; Cconcentrations, as illustrated in Fig. 2. Except for cases 16 and 18, which were

in triplicate).The dilution of the final extractyy increasing the final volunté ethyl

acetate, was validated to analyze samples initially falling outside the validat
calibration curve. 1/10th dilution was tested on 5 replicates to quantify B

overloaded with caffeine at 10,000 ng/g, using an iniflatoncentration of
5000 ng/g insteadf 500 ng/g and reconstituting the final residue with @0@thyl
acetate insteaaf 40 ML (variation coefficient, 1.50%; accuracyl.38%).

Repeatability, reproducibility and recovery were tested at low (blood, 125 ng/
mL; BM, 125 ng/g) and high (blood, 1400 ng/m&M, 1,400 ng/g) concentration

levels. For BM, accuracy and precision were respectively asselgsdthie mean

close to the LLOQ, blood concentrations were always higher than BM
ncentrations

4. Discussion

Knowledge of the postmortem distributiorof xenobiotics
between different sample locatiois a given matrixis necessary

relative percentage deviation from the nominal concentration and the within-rih orderto improve sample collection protocols atdinterpret

precision (WRP) and between-run precisi@RP). These parameters were

calculated with the method descridgdCarli etal. [9] using Statview software
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Table 3
Determination coefficient and ratod caffeine concentrations betwe8i samples and blood.

Rightrib Left rib Averagedrib Right medial Right proximal Left medial Left proximal Averaged femoral
concentration femur femur femur femur concentration
Linear correlation to bloo@?) 0.953 0.958 0.958 0.927 0.892 0.740 0.887 0.954
Average ratio blood/BM 1.44 1.47 1.44 2.84 2.23 2.78 2.46 2.46
Standard deviation 0.40 0.46 0.41 0.75 0.78 1.05 0.91 0.71

analytical results[10,11] The present study compared caffeinemarrow which consistsf richly vascularized cellular tissua3].
concentrations between bone marrow collection giies and Ribs BM, indeed, appeared consistently brightt and firm
femur), and correlations between blood and bone marroflvig. 1A), and similaron the right andeft sides.In contrast, BM
concentrations were investigated. in long bones suchas the femur undergoes physiological

Femoral bloodis consideredto be the best blood-sample conversion withage from activered to inactive yellowBM until
locationin postmortem toxicologfor quantitative purpose4O0]. all red marrowis, normally, located exclusively the proximal
In the present study, femoral blood was not always collectabpsrt[14]. Reconversion from yellowo red BM can beinduced by
from autopsy, dueto putrefaction; blood samples were thencertain pathologicalr therapeutic eventdl5-18] Theseprocess-
collected from the cardiac cavifyhe impactof this choiceon the escould explain the heterogeneiiiytheBM collected frona given
results was supposdad be negligible, since caffeine doasot cadaver within the femur and between right ftdfemurs which
undergo postmortem redistribution (mean heart/femoral bloozbuld be as different as those showrnn Fig. 1B-D. Postmortem
concentration ratid.2 (range, 1.0-1.4[12]). change increased this heterogenéfiy. 1E). As seen previously,

FemoralBM concentration®f caffeine varied between proxi- in the present study, averaging fher femoralBM concentrations
mal and medial locationis the femur, and between right and leftimproved the correlation between femoral aibdBM concentra-
femurs (mean relative standard deviati®sD) = 22.1%). In tions and between femomll and blood concentrations. Analysis
contrast, right andeft rib BM concentrationslid not show such of multiple femoral samples coub# an alternativeto limit site-
difference (mearRSD = 7.5%)and were statistically equal. There dependent variatioin caffeine concentrations. Winek et al.
wasa good correlation betweetib BM and blood concentrations proposed another approadthh balance the influencef BM
(r*=0.958), and between averaged femdd&l and blood composition,by correctingBM concentration according the
concentrations tr= 0.954), However, the correlation was lowersample’s water/lipid ratio; they successfully applied this correc-
for some femoral locations taken separat@y. left medial tion factorto some water-soluble compounds swshmethanol
femur, F = 0.740). These findings coulee relatedto the gross [19], ethanol[20], isopropanol and acetoifi2l].
examinationof the BM samples collected: color and consistency Blood caffeine concentrations were higher thiarBM (blood/
were more heterogeneols femur thanin rib samples. rib BM ratio= 1.44 +0.41; blood/femoralBM = 2.46 + 0.71), sug-
Physiologically,in adults, theribs contain active hematopoietic gesting that caffeindid not accumulatén BM. This observationis

compatible with previously published results drugs withthe same
S660 - y =0,850x - 214,706 properties.Caffeine ishydrophilic (log P —0.97), like meprobam’ae
RZ= 0,958 . (log P 0.7) andethanol(log P —0.31) for which BM concentrations
were reportedb belower thanin blood [20,22] Drugs with lipophylic
properties (e.g., diazinon [23], benzodiazepineq4,24,25] and
tricyclic antidepressan{26,27]), on the other hand, were reported
to accumulaten BM (high BM/blood concentration ratio).

No standardized proceduréor BM sampling has been
recommendedin the literature.BM is collected from three
different locationsin femur, after sectioningf the cortical bone
[3]; in ribs, squeezed out using plig283]; orin vertebral bodies, by
trocar aspiratioif29]. The lastof these procedures seems complex
in postmortem applicationas BM aspiratesare frequently

>
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ratio= 1.73 = 0.39). Thus, rib BMeemed more relevant than femoral
BM for detectionand quantificationof molecules withthe same
propertiesas caffeine, eitherfor screening purposes for interpre-
tationof BM concentratns.

In conclusion,BM caffeine concentration dependm the
collection site. From the present results, blood caffeine concentra-
tions couldbe correctly extrapolated frorBM concentrations.
Froma practical poinbf view, rib BM appeared more relevaiian
femoral BM, which requires multisampling limit concentration
Fig. 2. Correlation curve between blood caffeine concentrations(Anehean rib variability within the femurSince each xenobiotidias its own
BM concentrations an@) meanof 4 femoralBM concentrations. pharmacological and physicochemical properties, these results
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may notbe transposable: other molecules shawddstudied with
the same objectives before theédM concentrationscan be
interpreted andn order to designan optimal BM sampling
protocolfor systematic toxicological analysis.
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L'interprétation des résultats d'analyses est souvent la phase la plus complexe de l'expertise
toxicologigue médicolégale et doit prendre en compte de nombreux paramétres. En effet, les
concentrationpost mortemmesurées sont la résultante de la distribution ante mortem et des
phénomenegost mortem(redistribution, dégradatiom corpore..) auxquelles viennent
s'ajouter les traitements réalisés au cours de la chaine judiciaire: prélévement, conservation,
analyse. En l'absence de sang analysable, matrice de référence en toxicologie, I'expert peut
avoir recours a l'analyse de matrices diverses (prélevements d'organes, liquide de putréfaction,
MO...). Cependant, les données analytiques, pharmacocinétiques et forensiques, concernant
ces matrices restent lacunaires rendant d'autant plus complexe l'interprétation des résultats
obtenus sur ces prélevements. Parmi ces matrices alternatives au sang, la MO se révéle trés
intéressante et prometteuse. L'objectif de cette thése était de faire le point sur la place de la
MO en toxicologie médicolégale et d'approfondir les connaissances de cette matrice autour
des problématiques du prélevement, de l'analyse et de la distribution ante mafmteta
contribuer a l'interprétation qualitative et quantitative des analyses réalisées sur la MO.

La MO représente pres de 4% du poids du corps. Elle est protégée par I'os des agressions
extérieures et de certaines sources de contaminations. Site unique de I'hématopoiéese, la MO
est vascularisée par un riche réseau de sinusoides tres perméables. Aussi, les molécules
présentes dans le sang devraient étre retrouvées dans la MO sous réserve d'utiliser une
technique analytique adaptée. Cette matrice peut ainsi se révéler utile dans diverses situations
médicolégales telles que la putréfaction extréme, les processus de squelettisation ou
momification, certains polytraumatismes séveres, en cas de calcination ou d'exsanguination...
Une des particularités de la MO est sa conversion physiologique avec l'age de la MO rouge
(hématopoiétiquement active, tissulaire) vers la MO jaune (inactive, lipidique) et une
conversion inverse lors de certains processus pathologiques. Cette particularité entraine une
hétérogénéité du prélévement interindividuelle et chez un méme individu en fonction de la
localisation. Elle doit donc étre prise en compte lors de l'analyse toxicologique de cette

matrice notamment lors de la phase analytique et du choix du site de prélevement.

D'un point de vue analytique, l'analyse de la MO exige donc, le plus souvent, une phase
importante de préparation de I'échantillon. La revue des méthodes d'extraction présentées dans
les publications a montré qu'une phase d’homogénéisation et une phase d'extraction des
lipides sont généralement entreprises. Compte tenu de la complexité du tissu, une validation
spécifiqgue est également indispensable pour prendre en compte l'effet matrice et évaluer les
caractéristiques de la méthode. Dans notre travail, ont été étudiées deux molécules, le

citalopram et le diazepam, représentatives par leur propriétés physicochimiques d'un grand
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nombre de médicaments et fréquemment retrouvées au cours des investigations
médicolégales. Nous avons développé et validé une technique analytique pour la
quantification de ces molécules et les métabolites principaux du diazepam sur la MO et dix
autres fluides biologiques, tissus ou organes. Cette procédure consiste en une triple extraction
liquide/liquide, suivie d'une dérivation en ligne et d'une analyse par GC-MS/MS. La phase de
préparation d'échantillon en trois étapes avec une rétro-extraction en phase aqueuse est
adaptée a l'analyse de matrices lipidiqgues (comme la MO, le tissu adipeux, le cerveau) et
dégradées (tels que les prélevements putréfiés ou carbonisés). Cette méthode a montré une
sélectivité satisfaisante lors d'analyse de cas réels autopsiques et une sensibilité suffisante a

I'établissement d'une cinétique tissulaire chez I'animal au cours de I'étude pharmacocinétique.

L’influence du site de prélevement de la MO sur la détermination des concentrations
médullaires et sur la corrélation de ces concentrations avec les dosages sanguins, a été étudiée
pour la caféine. Les concentrations de caféine dans la MO des cbtes sont trouvées supérieures
et mieux corrélées au sang que les concentrations de la MO fémorale. Si les concentrations
entre les cotes gauches et droites sont identiques permettant un prélevement unique, les
prélevements réalisés en différentes localisations des fémurs présentaient une hétérogénéité de
concentrations significative. L'influence de cette variabilité peut étre limitée par lI'analyse de

multiples prélévements a plusieurs niveaux du fémur.

Le manque de données sur la distributimme mortemdes xénobiotiques au sein de
I'organisme limite considérablement l'interprétation des concentrations tissulaires. Un modéle
pharmacocinétique PBPK a été développé pour prédire chez I'homme la distribution tissulaire
du citalopram, du diazepam et de son métabolite principale, le nordazepam, suite a une
administration unique orale thérapeutique. Ce modele a permis d'étudier la répartition
tissulaire, en fonction du temps apres administration, dans des matrices jusque-la peu étudiées
telles que la MO. Ces constatations apportent des éléments intéressants pour l'interprétation
de concentrations tissulaires en toxicologie médicolégale.

Selon les prédictions du modeéle PBPK, le citalopram se distribue dans le poumon, le rein, le
foie et en quatrieme lieu dans la MO. Le diazepam quant a lui se répartit majoritairement dans
la MO, les concentrations rénales et hépatiques sont initialement élevées puis décroissent
rapidement. Le nordazepam en tant que métabolite est majoritaire dans le foie, site du
métabolisme du diazepam, puis se distribue de fagon importante dans la MO. Les
concentrations médullaires du citalopram, diazepam et du nordazepam prédites par le modéle
sont toujours largement supérieures aux concentrations sanguines. La vitesse d'élimination

terminale depuis la MO est comparable a celle du sang. Ces constatations donnent des clefs
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intéressantes pour l'interprétation quantitative des concentrations médullaires en toxicologie
médicolégale:
- Une concentration retrouvée au sein de la MO tres supérieure aux concentrations
thérapeutiques sanguines ne témoigne pas forcément d'un surdosage.
- A linverse, une concentration médullaire proche des concentrations sanguines
thérapeutiques tend a montrer qu'un surdosage est peu probable
- La durée de quantification de ces 3 molécules dans la MO sera plus longue que dans le
sang. Ainsi, la fenétre de détection du citalopram, du diazepam et du nordazepam
aprés la prise médicamenteuse peut étre augmentée par l'analyse de la MO. Ce
phénomene implique aussi que la quantification de ces molécules dans la MO ne
témoigne pas forcément d'une imprégnation sanguine quantifiable et donc
pharmacologiquement active.
Comme pour toute investigation toxicologigpest mortem l'interprétation des résultats
d'analyse d'une matrice alternative doit étre faite avec précaution en tenant compte du
contexte meédicolégal, des phénoménpsest mortem (redistribution, stabilité), des
caractéristiques de la technique analytique (notamment les limites de quantification/détection

tissulaires et sanguines).

Ce travail confirme le potentiel de la MO comme matrice alternative au sang en toxicologie
meédicolégale. Les enseignements tirés de ces trois études devraient étre élargis a d'autres
molécules aux propriétés pharmacocinétiques et physicochimiques difféerentes. Ce travall
fournit tous les outils pour aller dans ce sens: plan d'une étude sur l'influence du site de
prélevement, protocole de validation croisée de plusieurs matrices, modélisation PBPK.
Quatre autres molécules d'intérét médicolégal avaient été initialement proposées pour explorer
un large éventail de propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques : le méprobamate, la
morphine, la cyamémazine et la caféine ; et pourraient étre intéressantes a étudier pour la
poursuite de ce travail. La modélisation PBPK a rempli ses attentes en permettant d'extrapoler
a partir d'expérimentations animales la distribution de xénobiotiques chez 'homme dans des
tissus difficilement accessibles. Toutefois, les prédictions sanguines comparées aux cinétiques
sanguines observées dans certaines études, présentent certaines limites. Aussi, il serait
intéressant de confirmer les résultats simulés par la modélisation sur une série de cas
autopsiques. Cette étude, de grand intérét, se confronte a certaines limitations techniques:
difficulté de recrutement de cas conraupriori positifs en citalopram ou diazepam, manque
d'informations sur les quantités administrées et le délai entre la prise et le déces... Pour finir,
la problématique des phénomeémpest mortenrdont la stabilitén corporeet la redistribution

post mortemeétait au-dela du cadre de ce travail.
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