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Intérêts et limites de la bile et de l'humeur vitrée comme matrices alternatives en 

toxicologie médicolégale 
___________________________________________________________ 

RESUME 

Ce travail avait pour objectif d’étudier l'intérêt et les limites de l'analyse de deux matrices 
alternatives que sont la bile et l'humeur vitrée (HV), en toxicologie médicolégale. 

Pour chacune des deux matrices, une revue de la littérature visait à investiguer les 
connaissances utiles à leur application en toxicologie médicolégale. Une place importante de 
ces revues est réservée à l'anatomie et la physiologie de  l'HV et du système biliaire ainsi 
qu'aux mécanismes de distribution des xénobiotiques dans ces matrices.  

La partie expérimentale décrit trois études: deux menées sur populations autopsiques et une 
associant expérimentations animales et études de populations autopsiques. Les deux premières 
ont permis de proposer des outils statistiques d'interprétation des concentrations de 
méprobamate mesurées dans ces matrices. Ils peuvent être utilisés dans diverses situations à la 
place ou en complément de l'interprétation des concentrations sanguines: cadavre exsangue, 
putréfaction avancée du corps, redistribution post mortem des xénobiotiques… La troisième 
étude concernait six molécules (diazépam, citalopram, cyamémazine, morphine, caféine et 
méprobamate). Les molécules détectées dans le sang l'étaient systématiquement dans l'HV et 
la bile aussi bien dans les prélèvements des populations autopsiques que ceux issus des 
expérimentations animales. Les concentrations vitréennes chez l'animal et chez l'homme 
étaient systématiquement corrélées aux concentrations sanguines, exceptées celles de 
cyamémazine et de citalopram chez l'homme. Pour la bile, une corrélation significative était 
observée pour le méprobamate et la caféine chez l'homme et l'animal.  

Il ressort de ces résultats, que l’analyse de l'HV et de la bile permettent de disposer 
d’informations relatives à la nature des molécules absorbées et à leur rôle dans la survenue du 
décès. 
___________________________________________________________________________ 

DISCIPLINE  

Chimie analytique – Toxicologie médicolégale 

__________________________________________________________________________ 

MOTS-CLES  

Toxicologie Médicolégale – Humeur Vitrée – Bile – Interprétation  

___________________________________________________________________________ 

INTITULE ET ADRESSE DE L'U.F.R. OU DU LABORATOIRE : 

Ciblage Thérapeutique en Oncologie EA3738 

Faculté de médecine Lyon-Sud, Université Lyon 1, BP 12, 69921 Oullins Cedex 
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Interests and limits of bile and vitreous humor as alternative matrices in forensic 

toxicology 
___________________________________________________________ 

ABSTRACT 

The present study sought to assess the interest and limitations of analyzing two alternative 
matrices, bile and vitreous humor (VH), in forensic toxicology. 

For each matrix, a literature review established the state of knowledge relating to their 
forensic application. The review placed special focus on the anatomy and physiology of VH 
and the biliary system and the mechanisms of xenobiotic distribution within the specific 
matrix.  

The experimental sections describe three studies: two performed on autopsy populations, and 
one associating autopsy populations to an animal model. The first two studies resulted in 
statistical tools for interpreting meprobamate concentrations in these matrices, which can be 
used as alternatives or complements to blood concentrations in various situations: 
exsanguination, advanced putrefaction, postmortem xenobiotic redistribution, etc. The third 
study focused on 6 molecules: diazepam, citalopram, cyamemazine, morphine, caffeine and 
meprobamate. Molecules detected in blood were also systematically detected in VH and bile 
samples from both the autopsy and animal populations. Animal VH and blood levels showed 
systematic correlation. In autopsy samples, cyamemazine and citalopram showed no such 
correlation. In bile, significant correlations with blood concentrations were found for 
meprobamate and caffeine in both the autopsy and animal populations.  

This study confirmed the interest of postmortem analysis of bile and VH. Results show that 
analyzing bile and VH sheds light on drugs intake and on their implication in cause of death. 

___________________________________________________________ 

KEYWORDS 

Forensic Toxicology – Vitreous Humor – Bile – Interpretation 
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Introduction 
 

L'analyse toxicologique post mortem est un des principaux examens complémentaires de l'autopsie, 

permettant à la fois d'apporter des éléments diagnostiques sur la cause du décès mais aussi des 

éléments d'enquête concernant les circonstances du décès (altération vigilance, comportement…). 

Deux niveaux d'interprétation des résultats d'analyses toxicologiques post mortem peuvent être 

distingués: un niveau qualitatif correspondant à l'identification d'un xénobiotique et un niveau 

quantitatif permettant, à partir des concentrations mesurées, d'apporter des éléments sur le rôle du 

xénobiotique dans la survenue du décès (intoxication, altération de la vigilance, altération 

comportementale…). 

De nombreuses matrices, fluides ou tissulaires, peuvent être prélevées lors de l'autopsie. Le sang 

reste cependant la matrice de référence pour une interprétation quantitative. Mais dans différentes 

situations le recours à l'analyse de matrices alternatives au sang s’impose : cadavre exsangue, 

putréfaction avancée du corps, redistribution post mortem des xénobiotiques, intoxication avec des 

substances à demi-vie courte... Dans ces situations, limiter l'analyse toxicologique au sang, lorsqu’elle 

reste possible, pourrait être à l'origine d'une interprétation erronée. Les différents tissus et fluides du 

corps peuvent être utilisés comme matrices alternatives mais ils se distinguent par des intérêts 

variés, ainsi les cheveux sont un milieu intéressant pour caractériser un usage chronique de 

substances, les milieux d'élimination comme la bile et l'urine sont intéressants pour détecter une 

prise de substances à demi vie courte consommées plusieurs heures avant le décès,  la moelle 

osseuse est intéressante du fait de la protection de l'os, etc… Cependant l'interprétation des 

concentrations dans les matrices alternatives est complexe. En premier lieu il n'existe pas, comme 

c'est le cas pour le sang, de référentiel systématique de concentrations permettant de délimiter des 

zones de concentrations associées à un usage thérapeutique. Par ailleurs ces prélèvements 

alternatifs, tout comme le prélèvement sanguin, peuvent être soumis à des évolutions de 

concentrations post mortem, conséquences de la dégradation ou de la néoformation de molécules 

mais aussi de leur redistribution dans l'organisme. Enfin, les données bibliographiques sont encore 

rares quant à la distribution de composés d'intérêt médicolégale dans les matrices alternatives.  

Cette problématique de l'interprétation des concentrations en xénobiotiques dans les matrices 

alternatives est un des principaux axes de recherche conduits au sein de l'Institut de Médecine Légale 

de Lyon en collaboration avec les Hospices Civils de Lyon et le laboratoire LAT LUMTOX. Des travaux 

conduits sur la moelle osseuse ont fait l’objet d’un précédent sujet de doctorat intitulé Intérêts et 
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limites de l'analyse de la moelle osseuse en toxicologie médicolégale (N. Cartiser, 2011). La présente 

étude est consacrée à  l'humeur vitrée (HV) et à la bile. 

L'HV et la bile sont des matrices souvent prélevées lors de l'autopsie. Ce sont des fluides, ce qui rend 

leur analyse et leur homogénéisation plus simples que pour d'autres matrices alternatives comme les 

tissus prélevés sur des organes. L’analyse de ces matrices fournit des informations qui se complètent, 

la diffusion des composés y étant différente: limitée dans le cas de l'HV qui est un milieu protégé, 

favorisée dans le cas de la bile qui est une matrice d'élimination.  

Pour ces deux matrices, l’objectif de ce travail était de faire le point sur les données existantes 

concernant les mécanismes de distribution des xénobiotiques en leur sein, d'évaluer leur intérêt en 

toxicologie médicolégale et de contribuer à l'interprétation des résultats obtenus lors de l'analyse de 

matrices alternatives en pratique courante. 

Une  première partie rassemble deux revues de la littérature, l’une sur l'HV, l’autre sur la bile en 

toxicologie médicolégale (prélèvements, conservation, techniques analytiques, interprétation, case 

report). Pour utiliser au mieux les données de la littérature en vue d'une interprétation de résultats 

dans le cadre d'une activité de routine, chacune de ces revues est introduite par un rappel  sur 

l’anatomie,  la physiologie et les  mécanismes de distribution des xénobiotiques pour la matrice 

concernée. 

Une deuxième partie présente les travaux expérimentaux répartis en deux sections correspondant 

chacune à une approche différente :  

Première section: études sur populations autopsiques.  

En 2003 nous publions une étude concernant l'interprétation des concentrations biliaires de 

cyamémazine en réponse à une problématique concrète: le corps d'un sujet masculin (60 ans) était 

retrouvé dans un état de décomposition avancée dans un appartement. Des écrits à connotation 

suicidaire étaient découverts au domicile de la victime. La levée de corps et l’autopsie ne révélaient 

aucune lésion traumatique ou autre cause de mort évidente. Aucun prélèvement de liquide 

hématique ne pouvait être réalisé, le contenu de la vésicule biliaire en réplétion était prélevé. 

L'analyse de la bile mettait en évidence de la cyamémazine à une concentration de 18,50 μg/ml. 

Aucune donnée bibliographique, à l’exception d’un unique case report sur la cyamémazine, n’était 

disponible pour nous aider à l’interprétation des concentrations.  

Au vue de ce manque de données concernant cette molécule largement consommée, nous 

avons développé un test d'interprétation des concentrations biliaires de cyamémazine se basant sur 
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la définition d'une valeur seuil de surdosage. Vingt-deux cas (16 thérapeutiques et 6 "surdosés") 

étaient inclus dans cette étude. De manière graphique nous identifions un seuil de 10 μg/ml de 

cyamémazine permettant de séparer au mieux ces deux populations et qui, appliqué à notre cas, 

permettait d'envisager un surdosage. Nous avons perfectionné ce concept en y incluant une 

approche statistique associée à un  nombre de cas plus élevé permettant d’améliorer la fiabilité de 

l’interprétation. Trois études ont été menées sur la bile, l'HV et enfin sur la moelle osseuse. Pour ces 

études, le méprobamate, molécule psychotrope la plus retrouvée dans notre population autopsique 

avant son arrêt de commercialisation et à l'origine de nombreuses intoxications a été sélectionné. 

Ces études ont fait l'objet de trois publications. Les deux premières traitant directement des matrices 

concernées par ce travail de thèse sont reproduites dans le corps du document. La troisième traitait 

principalement de la moelle osseuse mais une partie de la discussion était consacrée à la 

comparaison des performances des tests de chacune des trois matrices. Elle est reproduite dans les 

annexes du présent document. Pour ces trois publications l'approche était identique: les populations 

sont constituées à partir de cas pour lesquels nous disposions à la fois du sang et de la matrice 

alternative étudiée. Nous distinguions ensuite les cas d'usage thérapeutique des cas surdosés en se 

basant sur la concentration sanguine. Les deux sous-populations ainsi constituées étaient comparées 

statistiquement afin de proposer un test diagnostique. Par ailleurs une étude de corrélation entre les 

concentrations dans la matrice alternative et dans le sang était réalisée en considérant l'ensemble de 

la population.   

Lors de ces travaux il nous est apparu important de mieux comprendre la distribution de 

xénobiotiques dans ces matrices afin de compléter l'interprétation des concentrations que nous 

proposions.  Une expérimentation animale a été menée, elle fait l'objet de la section suivante.  

Deuxième section: Etude alliant expérimentations animales et cas autopsiques. 

Les buts de cette étude étaient: (1) de définir l'intérêt de l'analyse de l'HV et de la bile tant 

qualitatif que quantitatif dans un contexte médicolégal et (2) d'étudier les paramètres 

pharmacocinétiques et physicochimiques influençant la distribution dans ces deux matrices. Les 

molécules utilisées lors de cette expérimentation ont été sélectionnées pour couvrir un large panel 

de propriétés physicochimiques (pKa, LogP, masse moléculaire) et pharmacocinétiques (demi-vie, 

fraction libre). Ces expérimentations animales étaient associées pour chacune des molécules à une 

série d'observations autopsiques d'environ 20 cas. L'expérimentation animale permettait de 

s'affranchir de certains paramètres non maitrisés dans la population autopsique (schéma de prise, 

délai absorption décès, délai décès autopsie, pathologie sous jacente…). 
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L'expérimentation animale  a été réalisée sur le lapin pour six molécules séparées en deux groupes 

pour limiter le nombre de molécules administrées à chaque animal et pour tenir compte des 

spécificités pharmacocinétiques connues des molécules. Le groupe 1 était constitué de molécules à 

demi-vie courte (<12h): caféine, cyamémazine, morphine et méprobamate, le groupe 2 de molécules 

à demi-vie longue (>20h): citalopram et diazépam. Des doses identiques de chaque molécule ont été 

administrées à t0. Les animaux ayant reçu les molécules du groupe 1 ont été sacrifiés à 0.5, 1, 2, 4, 7, 

et 17h et ceux ayant reçu les molécules du groupe 2 à  2, 4, 7, 17 et 32h. L'évolution en fonction du 

temps du rapport de concentrations entre les deux matrices et le sang a été étudiée pour chaque 

molécule dans les deux matrices. Une étude de corrélation entre le sang et l'HV et entre le sang et la 

bile était par ailleurs réalisée pour chaque molécule. Les résultats de ces travaux font l'objet d’un 

article en cours de soumission : " Correlation of bile and vitreous humor concentrations with blood 

drug concentrations for forensic interpretation: a comparative study between animal experimental 

and human postmortem data". 

Pour analyser les prélèvements de cette étude, une méthode analytique a été développée et validée 

pour chaque groupe de molécules. Les deux publications concernant ces méthodes sont reproduites 

dans le corps de la thèse. Ces travaux sur la bile et l'HV s'inscrivant dans le projet général de 

recherche sur l’interprétation des concentrations dans les matrices alternatives, les deux méthodes 

ont été développée et validées sur la bile et l'HV ainsi que sur neuf autres matrices. Le schéma de 

validation retenu était un schéma de validation croisée qui consistait en une validation totale sur la 

moelle osseuse, matrice considérée comme la plus complexe, et une validation partielle sur les 

autres matrices dont la bile et l'HV. Compte tenu de la diversité des molécules analysées et des 

matrices concernées par ces protocoles, ceux-ci peuvent être utilisés comme point de départ pour le 

développement d'analyses d'autres composés dans des matrices complexes. 

Enfin, en reprenant les principaux enseignements de la partie bibliographique et de la partie 

expérimentale de ce travail, nous conclurons sur les intérêts et les limites de l'utilisation de la bile et 

de l'HV comme matrices alternatives en toxicologie médico-légale. 
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1. Introduction 
L'humeur vitrée (HV) encore appelée corps vitré, est une substance gélatineuse contenue dans la 

chambre postérieure de l'œil (entre le cristallin et la rétine) qui a un rôle mécanique. Elle assure le 

maintien de la rétine en place ainsi que la forme sphérique et la tonicité du globe oculaire. L'HV a fait 

l'objet de nombreuses études dans différentes applications médicolégales. Il a d'abord été proposé 

de doser à son niveau le potassium, libéré lors de la dégradation membranaire post mortem, pour 

évaluer l'intervalle post mortem  [1]. Cette approche a fait l'objet de travaux qui présentaient des 

résultats variables et parfois divergents selon les auteurs, les conditions expérimentales, les 

méthodes d’analyses et les modèles statistiques utilisés [2, 3, 4, 5, 6, 7]. D'autres approches ont été 

proposées dans le même but : dosage de l'hypoxanthine seule [8, 9] ou combiné à celui du potassium 

[10, 11], dosage d'acides aminés [12] ou de la créatinine [13], mesure de l'absorbance de l’HV [14]. Le 

dosage du potassium, couplé à celui du chlore, a été proposé pour déterminer le délai d'immersion 

d'un corps en eau froide [15]. Les principales autres applications de l’HV en médecine légale ont 

porté sur l’étude de paramètres biologiques afin de dépister ou de confirmer un état pathologique 

préexistant et le cas échéant de préciser la cause du décès (Tableau 1). Dans le domaine de la 

toxicologie médicolégale, l'HV est considérée comme une matrice alternative depuis plus de 

cinquante ans [16, 17]. De par son absence de vascularisation, sa situation anatomique éloignée des 

viscères, sa protection relative par la barrière oculaire, l’HV présente un intérêt lorsqu'un 

prélèvement sanguin n'est pas disponible (cadavre exsangue ou morcelé), en cas de suspicion de 

phénomène de redistribution post mortem  [18, 19, 20, 21] ou de contamination bactérienne ou 

chimique comme dans les cas d'embaument [22, 23]. L’HV peut être utilisée pour le dépistage de 

certaines familles de molécules par des techniques immunologiques [24].Compte tenu de sa facilité 

de prélèvement il a même été proposé de réaliser des dépistages immunoenzymatiques lors de la 

levée de corps sur le lieu de découverte de la victime [25]. L’intérêt qualitatif de l'analyse 

toxicologique de l'HV est bien établi par  le grand nombre de molécules qui y ont été détectées. En 

revanche, peu de molécules ont été étudiées sur des séries statistiquement significatives pour 

évaluer l’intérêt quantitatif.  

Cette revue de la littérature a deux objectifs. L’un, à travers une description de la physiologie de 

l'HV et du transport des médicaments vers l’HV et de leur élimination, est de suggérer des axes 

d'études visant à améliorer les connaissances concernant l'utilisation médicolégale de cette matrice. 

L’autre est de mettre à disposition un outil pratique, utilisable à tous les niveaux d'une expertise 

faisant appel à l'HV: réalisation du prélèvement et conservation, techniques analytiques et enfin 

interprétation des résultats observés. Pour ce deuxième objectif, une recherche a été réalisée sur 

pubmed en utilisant "vitreous" comme terme constant et en le combinant à "forensic sciences", 

13



"toxicology", "postmortem", "post-mortem", "autopsy",  "chromatography drug" (Mise à jour 

effectuée le 30 aout 2014). Le périmètre de cette recherche a été limité aux molécules organiques les 

plus fréquemment retrouvées en toxicologie médicolégale de routine (médicaments, stupéfiants). 

L'éthanol a été la première molécule pour laquelle une interprétation des concentrations mesurées 

dans l'HV a été réalisée [26]. L’intérêt de la quantification de l’éthanol dans l’HV, abondamment 

étudiée, a été largement développé dans la revue de Kugelberg et Jones [27] et ne sera donc pas 

développé dans la présente revue. 

Utilisation Analyse Réf. 

Identification post mortem ADN [28] 

Virologie Anticorps anti-HIV, ADN proviral [29, 30, 31, 
32, 33, 34, 

35] 
 Anticorps anti-Adenovirus [36] 

Choc anaphylactique Beta-tryptase [37] 

Mort subite du nourrisson Multiples paramètres biochimiques 
Hypoxanthine 

[38, 39, 40] 
[41] 

Décès par hypothermie Catecholamines 
Amylase et isoamylase 
Glucose 
Corps cétoniques 

[42] 
[43] 
[44] 
[45] 

Décès par hypoxie Hypoxanthine [46] 

Alcoolisme chronique Zinc [47] [48] 
 CDT [49, 50] 

Acidocétose alcoolique Corps cétoniques [51, 52] 

Intoxication à l'eau de javel Ions sodium et Chlore  [53] 

Evaluation des dommages cérébraux Aminopeptidase [54] 

Self-induced water intoxication Sodium [55] 

Désordres endocriniens Hormones [56] 

Glycémie Glucose et/ou lactates [57, 58, 59, 
60] 

Grossesse Hormone gonadotrophique chorionique [61] 

Tableau 1: Utilisation de l’HV à visée diagnostique en post mortem 
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2. Physiologie et éléments de pharmacocinétique 

2.1 Anatomie et composition de l'humeur vitrée 
Le cristallin sépare le compartiment antérieur de l'œil contenant un liquide, l'humeur aqueuse, 

du compartiment postérieur contenant, l'HV (Figure 1). Ce compartiment postérieur est délimité en 

arrière, de l’intérieur vers l’extérieur, par la sclère, la membrane rétinienne et la choroïde et en avant 

par le corps ciliaire et le cristallin. L'HV est un tissu hautement hydraté qui contient de 98 à 99.7% 

d'eau [62]. Son volume moyen est de 4 mL. Sa structure gélatineuse est due à la présence de 

protéines fibrillaires, principalement des fibres de collagène associées à des glucides de type 

glycosaminoglycanes (principalement de l'acide hyaluronique). Parmi les différents types de 

collagène existants, les types II et IX sont les plus représentés dans l'HV. L’évolution de la 

composition de l'HV avec l'âge est à l'origine de sa liquéfaction. A l'âge de 4 ans, l'HV liquide 

représenterait 20% du corps vitré total et plus de 50% à 80-90 ans. Plusieurs hypothèses sont 

évoquées pour expliquer cette liquéfaction: agrégation du collagène, destruction des fibrilles de 

collagène par des enzymes, et une hypothèse associant les deux: disparition du collagène de type IX 

(dont la demi- vie est de 11 ans) qui serait à l'origine de l'agrégation du collagène de Type II [62]. L'HV 

contient également des électrolytes (tels le sodium, le potassium, le chlore, le lactate, l'ascorbate), 

des carbohydrates comme le glucose et d'autres protéines que le collagène en faible quantité dont 

l'opticine. L'HV est avasculaire et très pauvre en cellules. Parmi celles-ci, les hyalocytes 

interviendraient dans la synthèse de constituants de l’HV ainsi que dans la réponse immunitaire 

adaptée de l'HV visant à limiter les phénomènes inflammatoires intraoculaires [63] .  

2.2 La barrière hémato-rétinienne 
La barrière hémato-rétinienne (Blood Retinial Barrier, BRB) fonctionne comme une barrière 

sélective entre la rétine et la circulation à l’image de la barrière hémato encéphalique (Blood Brain 

Barrier, BBB) [64]. Elle est responsable des apports nécessaires au bon fonctionnement de la rétine et 

limite la pénétration d'agents potentiellement pathogènes (enzymes, anaphylotoxines…) [65]. La BRB 

est en réalité constituée de deux barrières (Figure 1). La première, formée par l'épithélium pigmenté 

séparant la rétine de la choroïde (Retinal Pigment Epithelium ou RPE) constitue la BRB externe. Les 

cellules de cet épithélium ont la particularité d’être unies par des jonctions intercellulaires (zonula 

adherens et zonula occludens) qui obligent les molécules à transiter par la voie intracellulaire. La 

seconde barrière, formée par l'endothelium non fenestré des vaisseaux sanguins de la rétine, 

constitue  la BRB interne. Ces deux barrières ne sont pas successives mais associées respectivement à 

chacune de deux voies de pénétration dans la rétine: les capillaires choroïdiens pour la BRB externe 
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et les capillaires rétiniens pour la BRB interne. La sélectivité de la BRB peut être altérée lors de 

différentes pathologies dont les plus fréquentes sont la rétinopathie diabétique et la dégénérescence 

maculaire liée à l’âge [66]. 

 
Figure 1: Anatomie de l’œil et de la barrière hémato-rétinienne 

 

2.3 Echange de xénobiotiques entre le sang et l'humeur vitrée 
Dans le cadre du traitement de certaines pathologies ophtalmiques (inflammatoire, 

infectieuse…), la chambre postérieure de l’œil est la cible d’action des substances médicamenteuses. 

Les collyres et la voie systémique présentent généralement un intérêt limité pour atteindre des 

concentrations vitréennes efficaces. D'autres voies, telles l'injection péri-oculaire ou intra-vitréenne 

sont de plus en plus utilisées mais présentent des risques infectieux. Les molécules d’intérêt 

médicolégal proviennent majoritairement de la circulation systémique. Elles pénètrent 
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principalement dans l'HV par l'intermédiaire de la rétine via la BRB. Il a été décrit mais peu 

documenté une pénétration par la barrière hémato-aqueuse, correspondant au passage des 

molécules des capillaires présents dans le corps ciliaire vers la chambre antérieure de l’œil et l'HV 

[67]. Quant à l’élimination depuis l'HV, deux voies ont été décrites : la voie postérieure en traversant 

dans l’autre sens la BRB et la voie antérieure par diffusion vers l'humeur aqueuse à travers les 

espaces zonulaires (cf. Figure 1) suivie d'une élimination par l'intermédiaire du renouvellement de 

l'humeur aqueuse et de la circulation sanguine uvéale [68]. 

L'interface vitréo-rétinienne ne présente pas de restriction particulière à la diffusion des petites 

molécules entre le fluide extracellulaire de la rétine et l'HV. Aussi, le passage des molécules du sang 

vers l'HV par l'intermédiaire de la rétine peut être assimilé au franchissement de la BRB. La 

distribution des molécules vers la rétine peut se faire par l'intermédiaire de la choroïde. Du fait de sa 

riche vascularisation constituée de capillaires fenestrés, l’équilibre en xénobiotiques est rapidement 

atteint entre le flux sanguin et l'espace extracellulaire de la choroïde. Cependant, le passage des 

molécules de ce compartiment extracellulaire vers la rétine est fortement limité par la BRB externe. 

Les xénobiotiques peuvent aussi pénétrer directement dans la rétine par l'intermédiaire des 

capillaires sanguins rétiniens. Cependant, à l’inverse de ceux présents dans la choroïde, les capillaires 

sanguins de la rétine sont rares et la BRB interne est formée par les jonctions serrées intercellulaires 

difficilement franchissables.  

2.4 Facteurs influençant la distribution des xénobiotiques vers l'humeur 

vitrée 
La pénétration des médicaments dans la rétine dépend de différents facteurs dont la 

concentration plasmatique, la nature du médicament, son volume de distribution, sa liaison aux 

protéines  plasmatiques et de la perméabilité relative de la BRB [67]. En fonction de leur nature, les 

molécules peuvent diffuser de manière passive ou être transportées de manière active à travers 

cette barrière: généralement plus une molécule est de haut poids moléculaire et/ou hydrophile, plus 

sa diffusion à travers une membrane dépendra du transport actif [69]. Par ailleurs, comme seules les 

molécules non liées sont susceptibles de diffuser à travers les membranes biologiques, le 

pourcentage de liaison aux protéines plasmatiques est également un facteur déterminant de la 

diffusion. Dans ce sens, à travers une étude portant sur de nombreuses molécules d’intérêt 

forensique, Holmgren et al. [70] ont montré une corrélation significative entre le rapport de 

concentrations HV/sang  et le pourcentage de liaison aux protéines plasmatiques. 
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De nombreux transporteurs exprimés au niveau de la BRB peuvent jouer un rôle sur la 

biodisponibilité des médicaments dans la chambre postérieure de l'œil. Ces transporteurs sont des 

protéines transmembranaires parmi lesquelles on distingue principalement deux types: les pompes à 

efflux appartenant à la superfamille des ABC transporteurs (ATP Binding Cassette)  et les pompes à 

uptake appartenant à la superfamille des SLC transporteur (SoLute Carrier transporter). Les 

principaux transporteurs d'efflux identifiés au niveau oculaire incluent les transporteurs de type MDR 

(Multi Drug Resistance) dont la glycoprotéine P (P-gp ou MDR 1), MRP (Multidrug Resistance Protein) 

et BCRP (Breast Cancer Resistance protein). Contrairement à la diffusion passive, le transport actif 

d’une molécule peut être limité par saturation si la concentration est supérieure à la capacité des 

transporteurs, par compétition avec un autre composé ou par inhibition par certains substrats 

spécifiques. Ainsi des études, menées sur modèle animal, ont montré, lors de l'administration 

concomitante de vérapamil en tant qu'inhibiteur de la PgP, un allongement de la demi-vie 

d'élimination de l'HV de la quinidine administrée par voie intravitréenne [71]  ou  intraveineuse [72].   

Dans un cadre de toxicologie médicolégale, ce type d'interaction peut avoir des conséquences 

significatives lors de l'interprétation des concentrations vitréennes notamment en modifiant le 

rapport de concentration entre l'HV et le sang. 

Il existe de nombreuses études traitant de la pharmacocinétique dans l’HV des molécules 

utilisées en thérapeutiques ophtalmiques (antibiotiques, anti-inflammatoires…) notamment 

concernant les transporteurs. En revanche, très peu de données sont disponibles sur les molécules 

les plus représentatives de la toxicologie médicolégale. La biodisponibilité relative de la mémantine 

dans l'HV a été étudiée, elle n'était que de 0.02% après administration IV par rapport à 

l'administration intra-vitréenne prise comme référence. La concentration maximale était atteinte en 

29.68+/-13.9 min et la rapide demi-vie d'élimination observée, inférieure à 2h, était un argument en 

faveur d'une élimination par transport actif au niveau de la rétine [73]. Les travaux de Pitkänen [74] 

sur l'influence de la taille des bêtabloquants et de leur lipophilie sur la perméation à travers la BRB 

externe dans le sens de l’absorption (uptake) et de l’élimination (efflux) sont  particulièrement 

intéressants. Le bêta-bloquant le plus hydrophile de l'étude présentait des coefficients de 

perméabilité 7 à 8 fois plus faibles que les bêtabloquants les plus lipophiles (metoprolol, timolol et 

betaxolol). Par ailleurs, les vitesses d'uptake et d'efflux de l’atenolol étaient identiques, alors que les 

bétabloquants plus lipophiles pénétraient plus vite qu'ils ne ressortaient. Cette asymétrie de la 

perméabilité des molécules les plus lipophiles pouvait être la conséquence d'une contribution active 

au transport de ces molécules. La BRB externe contient de la mélanine qui a la capacité de se lier à 

toutes les molécules basiques et lipophiles [75], influençant la perméation de ce type de molécules. 

L'importance de cette liaison à la mélanine a été montrée par l’observation d'un allongement du 
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temps de diffusion des bêtabloquants lipophiles vers l'HV par rapport aux bêtabloquants hydrophiles 

[74].  

Ces différents mécanismes de transports et les facteurs les régissant sont importants pour 

comprendre et décrire la distribution des molécules médicamenteuses de la circulation sanguine vers 

l'HV. Ces paramètres semblent jouer  sur les molécules de bas poids moléculaire et donc concerner la 

plupart des molécules d'intérêt médicolégal. Cependant leur influence précise pour l'interprétation 

des concentrations dans l'HV  n’est que peu rapportée dans la littérature médicolégale exception 

faite de celle de la liaison aux protéines plasmatiques 

2.5 Evolution de l'humeur vitrée en post mortem 
L'HV tend à se liquéfier en fonction du délai post mortem et des conditions ambiantes. La 

présence de hyaluronidase [76] pourrait expliquer en partie cette liquéfaction. L'évolution post 

mortem se caractérise aussi par une déshydratation que certains auteurs évaluent à travers une 

augmentation de la concentration en créatinine [21]. Il n’existe pas à notre connaissance de travaux 

concernant la disponibilité de l'HV en fonction du délai post mortem. A l'Institut de Médecine Légale 

de Lyon l'HV a pu être prélevée dans 80 % des autopsies entre 2010-2013. 
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3. Analyse de l’humeur vitrée 

3.1 Prélèvement et conservation de l’humeur vitrée 
Le prélèvement est réalisé à la seringue. Pour éviter de prélever des cellules épithéliales de la 

rétine ou de l'iris, l'aspiration doit être réalisée lentement, au centre de l'œil et le volume prélevé 

devrait être limité à 2 ml par œil bien que le volume total de l'HV soit supérieur [77]. Le volume d'HV 

prélevé peut être remplacé par de l'eau ou du serum physiologique pour conserver l'aspect de l'œil 

[78]. Wang L. a comparé deux modes de prélèvement sur le lapin: prélèvement total et micro-

prélèvement (50μL). Le micro prélèvement semblait plus répétable lors du dosage d'ions (calcium, 

chlorure, potassium, sodium and phosphore) [79] mais il est trop faible à ce jour pour réaliser un 

bilan de toxicologie médicolégale.  

Harper, dans une étude comportant 51 paires de prélèvements HV/sang fémoral [77] a observé 

que les prélèvements d'HV subissaient moins de contamination bactérienne que le sang ce qui 

présente de nombreux avantages pour la stabilité des prélèvements et des xénobiotiques lors de la 

conservation. Pour préserver cet avantage, Harper recommandait de réaliser les prélèvements dans 

des conditions d'asepsie (seringue, contenant) permettant d’éviter une contamination bactérienne.  

Certains auteurs ont montré que le dosage d'électrolytes [80, 81, 82, 83] et du glucose était 

sensible à la latéralisation [83]. Plutôt que le reflet d'une différence de concentrations entre les deux 

globes, la variation  observée pourrait être la conséquence d'un problème de répétabilité secondaire 

au mode de prélèvement [79] mais aussi de difficultés analytiques dues à la consistance gélatineuse 

de l'HV [84]. Quelques données ont été rapportées dans la littérature concernant les molécules 

médicamenteuses et autres toxiques. Bévalot et al. ont montré sur une série de 92 cas autopsiques 

humains que pour le méprobamate la différence entre l’HV droite et gauche n'était pas significative 

[85]. La même observation a été faite pour la 3,4-méthylène-dioxy-methamphétamine MDMA )[86], 

la phénytoine [87], des barbituriques [87] et la cocaïne [88]. Cependant, il ne parait pas possible 

d’exclure, pour les molécules ayant une localisation intracellulaire prépondérante, qu’un problème 

lors de la réalisation du prélèvement tel que l'aspiration de cellules chroroïdo-retinienne puisse avoir 

une influence sur la concentration. Ainsi, il nous semble préférable de prélever séparément les deux 

HV et de ne pas les fusionner.  

Le contenant doit être adapté au faible volume de prélèvement. Les tubes de 5 ml sont à 

privilégier par rapport aux flacons classiquement utilisés en salle d'autopsie pour la plupart des 

prélèvements afin d’éviter un espace de tête important, propice à l'évaporation des substances les 

plus volatiles telle que l'éthanol [89]. 
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Bien que l'HV soit généralement considérée comme peu sensible à des phénomènes post 

mortem enzymatiques ou bactériens (peu de cellules, protection vis à vis de la contamination 

bactérienne….), plusieurs auteurs ont investigué l’intérêt de l'utilisation de conservateur de type 

fluorure de sodium (NaF) ou fluorure de potassium (KF) pour bloquer l'activité d'enzymes 

responsables de la néoformation ou de la dégradation de certains xénobiotiques. Holmgren a étudié 

l'effet de l'ajout de KF sur la stabilité des concentrations sanguines et vitréennes de 46 molécules 

[70]. Les prélèvements d'HV étaient séparés en deux et le conservateur était ajouté sur un seul des 

aliquots. L’ensemble des aliquots étaient conservés pendant 1 an à -20°C. Les concentrations de deux 

molécules sur les 46 étudiées ont diminué de manière significative sans conservateur: l'éthanol et le 

zopiclone. Sur 16 cas, l'éthanolémie moyenne mesurée était de 2.0 g/L avec conservateur alors 

qu'elle n'était plus que de 1.21 g/L sans conservateur. De même la concentration en zopiclone était 

de 0.15μg/g en présence de KF contre 0.03 μg/g sans conservateur (n=13). Par ailleurs de la 6-MAM 

n'aurait été détectée que dans les HV (n=inconnu, et concentration inconnue) avec conservateur. 

L'auteur a suggéré que, compte tenu de la fréquence de l'éthanol dans les cas médicolégaux, un 

prélèvement sur fluorure était nécessaire tout en  conservant une partie sans fluorure en cas 

d'analyses biochimiques. Dans ses travaux, Olsen et al. ont montré qu'à -20°C l'utilisation de fluorure 

de sodium et de tubes de volume adapté et à bouchons bien hermétiques  permettait une 

concentration en éthanol stable pendant 5 ans [89].  

Melo et al. ont étudié l'influence de la température sur la stabilité de benzodiazépines 

(lorazépam, estazolam, ketazolam, chlordiazepoxide) dans l'HV [90]. Aucune dégradation significative 

n'était observée à des températures de conservation négatives (-20°C, -80°C) pendant 6 mois. Si 

certaines benzodiazépines présentaient une stabilité relative à +4°C et +25°C pendant quelques 

semaines, le kétazolam était complètement dégradé en 12 semaines à ces températures. La stabilité 

de la cocaïne  a été étudiée dans des HV ovines par Rees et al. [91] avec et sans ajout de 

conservateur (NaF) à trois températures différentes: température ambiante, +4°C et -18°C pendant 

84 jours. La concentration en cocaïne était stable à -18°C pendant 84 jours avec ou sans conservateur 

(perte <15%), instable à +4°C avec 25% et 50% de perte dès le 14ème jour en présence et absence de 

NaF respectivement. Les mêmes auteurs ont par ailleurs étudié la stabilité de la 6-MAM [92]. L'effet 

de l'ajout de conservateur (1.5% NaF) était beaucoup plus flagrant limitant la dégradation à moins de 

10 % à -18°C pendant 84 jours alors que sans conservateur la dégradation atteignait 42 % à J14 et 

95% à J84. De même, la dégradation à +4°C avec conservateur était inférieure à 10% jusqu’à J35 alors 

que sans conservateur elle était de 52% dès J14. 

A partir de ces données expérimentales, il nous semble que le bon compromis consiste à  

prélever l’HV de chacun des yeux sans réunir les aliquots. L’un sera prélevé pour les analyses 

toxicologiques dans un tube contenant un conservateur (fluorure de sodium ou potassium 1.5%) afin 
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de prévenir la néoformation d'éthanol et la dégradation de certaines molécules comme les 

benzodiazépines, la 6-MAM et la cocaïne. L'autre sera prélevé sans conservateur destiné aux 

analyses biochimiques. La conservation à -20°C est à privilégier pour les deux prélèvements. 

3.2 Prétraitement analytique 
L'HV est de par sa composition un prélèvement qui peut être considéré comme relativement peu 

interféré par rapport à l'ensemble des autres matrices pouvant être prélevées lors de l'autopsie. De 

ce fait, son analyse ne nécessite pas d'étape de préparation complexe. Certaines techniques 

proposées se sont même affranchies d'étape d'extraction: Davis [93] a proposé une analyse de 4 

antibiotiques (fluoroquinolones) en injection directe par HPLC/UV et HPLC/fluorimetrie. Logan et 

Stafford [87] ont développé une technique de dosage de neuroleptiques par HPLC basée sur une 

injection après dilution et filtration en utilisant une pré-colonne de concentration. Selon le même 

principe, ils ont proposé une technique de dosage de la cocaïne et de la benzoylecgonine [94]. 

Le recours à des techniques d'extraction habituellement mises en œuvre pour le sang et d'autres 

fluides permet d'obtenir pour l'HV des extraits plus propres que sur ces matrices. L’extraction en 

phase solide (SPE) est largement utilisée notamment pour le dosage de benzodiazépines [95], de 

stupéfiants (opiacés, méthadone et cocaïne…) [96, 97, 98, 99, 100] et du paracétamol [99]. Une 

technique générique, validée sur six molécules et évaluée pour être utilisée dans le cadre d'un 

screening large, a été proposée par Bévalot et al. [101]. L'extraction liquide/liquide (LLE) a été 

réalisée pour le dosage de la colchicine [102], de la clotiapine [103], de benzodiazépines [104], de la 

mémantine après dérivation au 9-fluoroenylmethyl chloroformate chloride [105], de bêtabloquants 

en utilisant des colonne Extrelut® [106], de stupéfiants [107], d'arylcyclohexylamines 

(Methoxetamine, 3-Methoxyeticyclidine et 3-Methoxyphencyclidine) [108] et de LSD [109]. Une LLE 

assistée par micro-ondes a été utilisée pour l'analyse de stupéfiants a permis d'obtenir de meilleurs 

rendements et une plus grande précision que la SPE [110]. D'autres techniques moins répandues ont 

été testées comme les pipettes d'extraction en suspension (DPX) ou l'extraction en phase 

supercritique pour le dosage d'opiacés [111, 112]. 

Certains auteurs préconisent de liquéfier les prélèvements d'HV avant passage sur les automates 

d'analyses pour éviter les phénomènes de bouchage dû à  la viscosité. Les différentes techniques de 

liquéfaction proposées sont: hydrolyse enzymatique par hyaluronidase, chauffage, microfiltration,  

dilution, centrifugation [84]. 

3.3 Techniques analytiques 
Les techniques analytiques bénéficient des progrès des instruments en termes de spécificité et 

de sensibilité. Par opposition à d'autres matrices biologiques post mortem plus complexes pour 

22



lesquelles le gain de spécificité permet de diminuer les interférences, l'HV profite pleinement de 

cette augmentation de sensibilité. L'analyse des cocaïniques illustre bien le fait que l'ensemble des 

techniques chromatographiques ont été utilisées (GC/FID [100], HPLC/DAD [96, 110], GC/MS [97, 

113, 114], GC/MS-MS [91], HPLC/MS-MS [115], électrophorèse capillaire/DAD [107]) ainsi que 

l’immunoanalyse (CEDIA [116], EMIT [24]).  

Une seule technique de screening évaluée spécifiquement sur l'HV semble avoir été publiée [117]: 

une technique d’HPLC couplée à un détecteur de masse en temps de vol permettant la détection de 

70 composés pour lesquels les seuils ont été évalués. 
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4. Interprétation des résultats d'analyse de l'humeur vitrée 
En 1969, Felby a publié un des premiers articles traitant de l'utilisation de l'HV en toxicologie post 

mortem pour l'analyse de médicaments [16]. Il montrait pour certains barbituriques (phenobarbital, 

aprobarbital et barbital) l'influence de la liaison aux protéines plasmatiques sur la pénétration des 

molécules dans l'HV. En effet, chez un même individu, les concentrations mesurées dans l'HV étaient 

identiques à celles d'un ultrafiltrat de sang alors que celles-ci étaient différentes du sang total. Il en 

tirait également comme enseignement que les barbituriques pénétraient dans l'HV par diffusion 

passive. Il n'observait pas de différence significative de concentration entre les HV droite et gauche. Il 

proposait que si le rapport de concentration ultrafiltrat/HV était supérieur à 1, le décès était survenu 

avant la phase d'équilibre et donc rapidement après la prise. Enfin, Felby concluait que l'analyse de 

l'HV était techniquement plus facile que celle du sang, surtout dans les cas de putréfaction. Ainsi dés 

le début de son utilisation en toxicologie post mortem, différents intérêts de l'analyse de l'HV étaient 

avancés. Depuis, la plupart de ces points ont été étudiés sur différentes familles de substances 

médicamenteuses et stupéfiantes. 

4.1 Case reports 
Le Tableau 2 résume pour les case reports issus de la littérature les causes de décès ainsi que les 

concentrations sanguines et vitréennes. Ce tableau est destiné à être un outil pratique pour le 

toxicologue confronté à l'analyse et à l'interprétation de molécules spécifiques. 

4.2 Interprétation qualitative 
L'analyse toxicologique de l'HV présente un intérêt qualitatif certain comme le prouve le grand 

nombre de molécules détectées dans cette matrice (Tableau 2). L'intérêt qualitatif de l'HV comparé à 

celui du sang ou d'autres matrices a été évalué pour différentes familles de molécules.  

4.2.1 Opiacés et opioïdes 
L'interprétation d'une consommation récente d'héroïne à travers son traceur, la 6-MAM, a été 

particulièrement étudiée. Pragst [118], sur une série de 29 décès aux opiacés, a observé que dans 

certains cas la 6-MAM était détectée dans l'HV mais pas dans l'urine bien que d'une manière 

générale les concentrations urinaires étaient supérieures à celles de l'HV. Wyman et al. [119], Rees et 

al. [120], Antonides v[114] et Scott et al. [112] ont confirmé cet intérêt en montrant que, si seul le 

prélèvement de sang avait été analysé, la 6-MAM n'aurait pas été détectée dans 36% (n=25), 59 % 

(n=70), 50% (n=12) et 25% (n=20) des cas respectifs. Par ailleurs d'après Pragst, la 6-MAM 

apparaitrait plus vite dans l'HV que dans l'urine [118] suggérant l'intérêt de cette matrice, en 

24



l'absence de sang, lorsque le décès survient très peu de temps après la prise. Deux hypothèses ont 

été proposées pour expliquer que la 6-MAM était plus souvent détectée dans l'HV que dans le sang: 

une bonne diffusion à travers les membranes du fait de sa lipophilie (logP=1.56) et l'absence 

d'estérase dans cette matrice limitant sa dégradation. Il convient toutefois d’être prudent 

concernant cette deuxième hypothèse. En effet, il existe une activité estérasique dans l'HV [121] et 

l'acétylcholinestérase, responsable de l'hydrolyse de l'héroïne en 6-MAM puis de la 6-MAM en 

morphine est présente dans l'HV de nombreuses espèces animales [122]. Il ne nous semble pas 

possible, en l’absence d’éléments factuels,  d’écarter le fait que l'activité de cette enzyme soit plus 

faible ou plus saturable dans l'HV que dans le sang ou dans d'autres organes. Une autre hypothèse 

serait que les estérases vitréennes possèdent des propriétés différentes de celles  du sang. En effet, 

Salmon  a mis en évidence que l'acétylcholinestérase présente dans les synapses du cerveau n'était 

pas capable, contrairement à l'acétylcholinestérase érythrocytaire, d'hydrolyser l'héroïne [123].  

Lorsque la présence de 6-MAM n'est pas détectée dans le sang, le rapport morphine/codéine 

mesuré dans le sang ou l'urine est parfois utilisé pour distinguer si la morphine identifiée est issue du 

métabolisme de la codéine (ratio morphine/codéine<1), ou bien la conséquence d'une absorption de 

morphine et donc potentiellement d'héroïne (ratio morphine/codéine>1) [124]. Lin et al. [125] ont 

étudié ce rapport sur une série de 223 HV positives aux opiacés. Ils ont observé qu'il était 

systématiquement supérieur à 1 lorsque de la 6-MAM était également identifiée. Ce rapport était par 

ailleurs proche de celui observé dans le sang. Cependant, les faibles concentrations en codéine dans 

l'HV, proches de la limite de quantification, pourraient limiter l'utilisation de l'HV dans ce but. Rees et 

al. [120] ont également observé l'intérêt de l'étude de ce rapport dans l'HV pour révéler une 

consommation d'héroïne. 

4.2.2 Benzodiazépines 
Dans une étude post mortem portant sur l'analyse de trois nitrobenzodiazépines (nitrazepam, 

flunitrazepam et clonazepam) et de leurs métabolites 7-amino, Robertson et Drummer [126] ont 

observé que dans 15 % des cas où les métabolites 7-amino étaient détectés dans le sang, ils ne 

l'étaient pas dans l'HV et que les molécules mères n'étaient détectées que dans 10 % des cas contre 

plus de 30 % dans le sang. Cette différence du taux de positivité entre les deux matrices pouvait être 

liée au fait que les concentrations vitréennes étaient en général le tiers de celles observées dans le 

sang. Scott et al. sur une série de 17 cas post mortem ont dosé 3 benzodiazépines (diazepam, 

nordazepam et témazépam) dans le sang et l'HV. Dans 7 cas, une ou plusieurs benzodiazépines 

n'étaient pas détectées dans l'HV alors qu'elles l'étaient dans le sang.  
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4.2.3 Autres molécules 
L'HV est aussi apparue intéressante pour révéler un usage de cocaïne en l'absence de sang [100, 

127]. De plus, la fenêtre de détection de la cocaine dans l’HV serait étendue par rapport au sang 

comme le montre les cas où elle est détectée dans l’HV sans l’être dans le sang  [88]. Jenkins et al. 

[128] ont montré que le PCP (phencyclidine) était systématiquement retrouvé dans l'HV quand il 

était identifié dans le sang et/ou l'urine. De plus, dans 6 cas sur 30, le PCP a été uniquement détecté 

dans l'HV et l'urine. Cox et al. ont confirmé à leur tour cet intérêt qualitatif pour le PCP sur une série 

de 26 cas autopsiques [129]. L'oxycodone [130] et la phéntytoine [87] ont été systématiquement 

détectés dans l'HV lorsqu'ils étaient présents dans le sang sur deux séries de respectivement 30 et 12 

cas.  

Ces travaux confirment l’intérêt de l’HV quant à la recherche d’une consommation de 

xénobiotiques. De plus, il apparait que la fenêtre de détection de certaines molécules (6MAM, 

cocaïne, PCP) est étendue dans l’HV par rapport au sang. Pour d'autres molécules l'intérêt qualitatif 

de l'HV semble moins convaincant comparé au sang ou d'autres matrices. Il ne peut cependant pas 

être exclu, que ce moindre intérêt soit secondaire à un manque de sensibilité des techniques 

analytiques. En effet, la plupart du temps les mêmes protocoles d’analyse que ceux mis en œuvre sur 

le sang, sont utilisés sur l’HV alors que les concentrations vitréennes sont généralement plus faibles 

que celles du sang. Ainsi le recours à des techniques développées et validées spécifiquement pour 

l'HV permettrait d'atteindre des seuils de détection plus faibles et donc d'augmenter l'intérêt 

qualitatif de cette matrice. Il n'en reste pas moins que cet objectif semble difficile à atteindre pour 

certaines molécules en l'état actuel des techniques analytiques, comme tel est le cas, pour la mise en 

évidence d'une consommation de cannabis, de la  recherche de la molécule mère ou d’un de ses 

métabolites (THC, 11-OH-THC, THC-COOH et THC-COOH glucuronide) [131]. 

4.3 Interprétation quantitative  

4.3.1 Opiacés 
Dans 20 cas de décès impliquant de l'héroïne, Scott et al. [112] décrivaient des concentrations de 

morphine dans l'HV inférieures à celles dans le sang ainsi qu’une corrélation significative (r²=0.697) 

entre les concentrations de morphine dans l'HV et dans le sang. Compte tenu de cette corrélation, 

les auteurs ont considèré l'HV comme une "matrice idéale" pour l'analyse de la morphine en 

l'absence de sang. En ce qui concerne la 6-MAM, les concentrations dans l'HV étaient supérieures à 

celles dans le sang mais il n’a pas été mis en évidence de corrélation. Rees et al. [120] ont confirmé 

ces constatations mais précisaient que le rapport entre les concentrations en morphine dans l'HV et 
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dans le sang était dépendant du délai entre la prise et le décès. De plus, les modalités de prise 

pourraient modifier ce rapport. Les auteurs concluaient qu'il n’était pas possible d’extrapoler une 

concentration sanguine de morphine à partir d’une concentration vitréenne. Dans la même étude 

Rees et al. ont montré que la codéine était plus concentrée dans l'HV que dans le sang et présentait 

une corrélation avec le sang fémoral (coefficient de corrélation: rs=0.672). Les auteurs suggéraient 

que la plus grande lipophilie de la codéine pouvait expliquer que les concentrations dans l'HV soient 

supérieures à celle du sang contrairement à la morphine (logP codéine=1.39, morphine=0.87). Un 

autre opiacé, l'oxycodone, présentait des concentrations vitréennes et sanguines similaires et une 

corrélation linéaire positive [130]. Cependant devant la dispersion trop importante, Knittel et al. 

concluait pour l'oxycodone qu'il ne semblait pas possible d'envisager une extrapolation d'une 

concentration vitréenne à une concentration sanguine. 

4.3.2 Cocaïne 
Plus que pour d'autres molécules, les concentrations sanguines post mortem en cocaïne 

mesurées sont rarement le reflet de celles existant au moment du décès, principale conséquence 

d'une dégradation importante de cette molécule aussi bien in corpore qu'in vitro. L'HV, considérée 

comme faisant partie des tissus dont la composition en xénobiotiques reste relativement stable au 

cours de la période post mortem précoce, l’intérêt de cette matrice dans le cas de la cocaïne a tout 

naturellement été largement étudié.  Il en ressort, selon les études, des résultats divergents. 

Antonides et al. [114] ont observé sur une série autopsique de 40 cas, que dans 72 % les 

concentrations vitréennes de cocaïne étaient supérieures aux concentrations sanguines. Cette 

tendance a été confirmée par Logan et al. [94] qui par ailleurs n'ont pas observé de corrélation entre 

les concentrations mesurées sur ces deux matrices. Ces auteurs  ont émis l'hypothèse que ce résultat 

pouvait être secondaire à une dégradation plus marquée de la cocaïne dans le sang que dans l'HV. 

Pour s'affranchir des incertitudes dues aux dégradations de la cocaïne, Duer et al. [115] ont 

recherché une corrélation de ce qu'ils ont nommé « cocaïne totale », somme des concentrations (en 

μmoles/L) de la cocaïne et de ses métabolites: ecgonine, ecgonine methylester et benzoylecgonine. 

Ils ont alors constaté des coefficients de 0.9387 et 0.8825 pour les corrélations entre l'HV et le sang 

fémoral et entre l'HV et le sang cardiaque, respectivement. Duer et al. ont ainsi conclu que l'analyse 

de l'HV pour la cocaïne était aussi fiable que celle du sang. Fernandez et al. [100] ont observé des 

concentrations vitréennes de cocaïne proches de celles du sang (ratio moyen de 1.03, de 0.36 à 2.94) 

et un coefficient de corrélation significatif (r=0.71). Ils ont toutefois conclu qu’en l'absence de sang, 

l'analyse de l'HV permettait de certifier la présence de cocaïne, mais en aucun cas d'estimer "avec 

précision" une concentration sanguine de cette molécule. Dans une étude comparant l'intérêt des 
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dosages dans le sang total, le cerveau et l'HV, Carvahlo et al.  [132] ont observé une bonne 

corrélation entre l'HV et le sang pour la cocaïne (r=0.98) et la benzoylecgonine  (r=0.95) dans les sept 

décès par overdose de cocaïne mais pas dans les cas de mort accidentelle (n=11). Une autre étude 

[127] a montré que les concentrations moyennes (n= 53) de cocaïne et de cocaéthylène entre le sang 

et l'HV n'étaient pas significativement différentes contrairement à la benzoylecgonine, et qu'il 

existait une corrélation entre les concentrations sanguines et vitréennes pour la benzoylecgonine 

(r=0.763) et la cocaïne (r=0.854) mais pas pour le cocaéthylène (r=0.343).  

Ces discordances entre études, témoignant de l'influence de paramètres non maitrisés en post 

mortem (délai absorption-décès, intervalle post mortem, redistribution et stabilité post mortem), il 

ne parait pas possible d'extrapoler avec précision une concentration sanguine de cocaïne au moment 

du décès uniquement à partir d'une concentration vitréenne. 

4.3.3 Benzodiazépines 
Sur 52 cas post mortem pour lesquels des nitrobenzodiazépines (nitrazepam, flunitrazepam et 

clonazepam) et leurs métabolites 7-amino ont été dosées dans le sang et l'HV, Robertson et 

Drummer [126] ont observé une corrélation de r=0.626 pour les molécules mères et de r=0.764 pour 

les métabolites. Les auteurs ont indiqué que cette corrélation positive "raisonnable", également 

observée pour les métabolites dans l'urine, la bile et le foie, permettait d'interpréter de manière plus 

précise une concentration sanguine. Scott et al. [133] ont constaté sur une série de 17 cas 

autopsiques des corrélations de r²=0.7885 pour le témazépam, r²=0.7235 pour le diazépam et 

r²=0.0679 pour le nordiazépam. Les concentrations vitréennes maximales et moyennes de chaque 

molécule étaient systématiquement inférieures à celles du sang. Ils ont conclu que même si une 

corrélation était observée pour le témazépam et le diazépam, une dispersion importante des 

résultats existait, qui était probablement la conséquence de la variation de paramètres tels que le 

schéma de prise, le délai entre l'ingestion et le décès et le délai entre le décès et l'autopsie. Enfin, 

dans une autre étude menée sur une population autopsique, une corrélation non significative a été 

observée pour le nordazépam (n=58, r²=0.473), le bromazepam (n=31, r²=0.345) et l'oxazepam 

(n=28, r²=0.588)[134]. 

Ainsi, il apparait qu'une interprétation quantitative des concentrations vitréennes en 

benzodiazépines ne peut pas consister en une simple extrapolation aux concentrations sanguines 

compte tenu des faibles corrélations et de la dispersion des résultats.  
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4.3.4 Acide Gamma-HydroxyButyryrique (GHB) 
 

Le GHB est une molécule naturellement présente dans l'organisme. De plus, une néoformation 

post mortem potentiellement importante et d'origine imprécise a été décrite [135]. Le GHB est par 

ailleurs une molécule utilisée en anesthésie, qui fait l'objet d'un usage détourné dans un but récréatif 

et de soumission chimique. Le principal objectif de l'interprétation des concentrations sanguines post 

mortem de GHB est de définir si les concentrations mesurées sont uniquement d'origine endogène 

ou s'il y a eu administration. Du fait de la néoformation post mortem une concentration sanguine 

élevée prise isolément ne permet pas de conclure à une origine exogène. L'HV fait partie des 

matrices alternatives proposées pour confirmer une concentration élevée de GHB dans le sang 

cardiaque [136, 137]. Kintz et al. [137] ont proposé comme schéma d'interprétation pour mettre en 

évidence une origine exogène de GHB un seuil de 50 mg/L dans le sang cardiaque avec une 

confirmation, en cas de positivité, sur du sang fémoral et dans l'HV avec le même seuil. Moriya et 

hashimoto [138] ont proposé un seuil de 10 mg/mL pour l'urine et l'HV. Une autre étude portant sur 

l'analyse des sangs cardiaque et fémoral, de l'HV, de l'urine et du liquide cérébrospinal, a montré que 

les concentrations en GHB dans l'HV pouvaient dépasser celles du sang et parfois être les plus 

élevées des cinq matrices étudiées [135]. Dans cette étude, les concentrations vitréennes étaient par 

ailleurs souvent supérieures à 10 mg/mL mais systématiquement inférieures à 50 mg/mL. Pour 

l'interprétation du taux sanguin de GHB, l'auteur concluait que l'HV ne devait pas être le seul 

prélèvement alternatif analysé. Dans une récente revue, Castro et al. [139] ont insisté sur le fait que 

les seuils proposés devaient être considérés comme une aide à l'interprétation à discuter en fonction 

des cas et non des directives strictes. Ils constataient par ailleurs que les seuils proposés dans les 

différentes matrices pour le GHB avaient tendance à diminuer du fait d'une meilleure connaissance 

des conditions de prélèvement et de conservation à utiliser. 

4.3.5 MDMA 
De Letter et al. [86] ont montré, par expérimentation animale chez le lapin, qu'il existait une 

corrélation entre les concentrations de MDMA dans l'HV et dans le sang après équilibre (soit après 

une heure environ). Ces auteurs ont également mis en évidence que les concentrations vitréennes de 

MDMA étaient plus stables que les concentrations sanguines en cas de délai post mortem prolongé 

(ici 73 h) et donc plus représentative des  concentrations sanguine ante mortem. 

4.3.6 Autres molécules 
Jenkins et al. [128] ainsi que Cox et al. [129] n’ont pas mis en évidence de relation entre les 

concentrations sanguines et vitréennes de PCP sur 30 et 26 cas respectivement. Holmgren et al. [70] 
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ont étudié la corrélation pour 46 molécules de différentes classes entre la concentration dans l'HV et 

le sang conservés en présence de KF à -20°C pendant 12 mois. Il a observé une corrélation pour la 

moitié des molécules (n=23). Compte tenu du peu d'éléments de discussion relatifs à ces résultats et 

du faible nombre de cas pour certaines molécules (e.g. tramadol, n=4), ces résultats ne peuvent être 

utilisés en l'état pour extrapoler une concentration sanguine à partir d’une concentration vitréenne 

mais ils constituent une base pour des études plus approfondies. 

Chercher, au travers de l’existence d’une correlation, à extrapoler une concentration sanguine au 

moment du décès à partir d'une concentration vitréenne n'a pas été la seule approche pour 

interpréter les analyses dans l’HV. Bevalot et al. ont proposé, pour l'interprétation des 

concentrations de cyamemazine dans la bile, une approche visant à définir un seuil de concentration 

biliaire distinguant un usage thérapeutique d’un surdosage [140]. Ultérieurement,  la même 

approche a été appliquée avec succès pour l'interprétation des concentrations du méprobamate 

dans l'HV [85]. Sur une série de 117 cas (40 considérés comme thérapeutiques et 77 comme 

surdosés), une valeur seuil de 28 mg/L de méprobamate dans l'HV de a ainsi été définie. Elle a permis 

de séparer au mieux les deux populations avec une sensibilité pour ce test de 0.95 et une spécificité 

de 1. Sur la même série de cas, un tableau d'interprétation a été proposé donnant la probabilité 

qu'une concentration dans l'HV soit associée à une concentration sanguine située dans une des 

quatre zones de concentrations définies (<30, 30-50, 50-10 et >100 mg/L). Selon la même 

d'approche, Parker a observé que les concentrations vitréennes de quétiapine dans les cas de décès 

non toxiques (n=8) étaient comprises entre 0.10 et 0.22 mg/L (IC 95%), et dans les cas de décès 

toxiques (n=8) entre 0.74 et 1.74 mg/L (IC 95%). 

4.4 Délai de survie 
L'utilisation du rapport de concentrations sang/HV pour l'estimation du délai de survie, c'est-à-dire 

du temps séparant la prise du décès, a été proposée par plusieurs auteurs, cette approche 

s’appuyant sur le fait qu'il existe un délai de distribution des molécules du sang vers l'HV. Ainsi, peu 

de temps après l'absorption, le rapport de concentrations sang/HV sera plus élevé que lorsque 

l'équilibre entre les deux matrices est atteint. Scott et al. [133] ont évalué cette utilisation dans 

différents cas de décès impliquant des benzodiazépines et pour lesquels les données de l'enquête 

permettaient d'estimer le moment de la dernière prise. Les auteurs vérifiaient l’hypothèse d’un ratio 

sang/HV plus élevés en cas de décès rapide tout en attirant l'attention sur le fait que les phénomènes 

post mortem, notamment de redistribution, pouvant modifier ce rapport de concentrations sang/HV, 

étaient peu documentés. Teixeira et al. [141] ont montré chez le lapin qu'après administration 

intramusculaire de diazépam, le rapport de concentrations entre le plasma et l'HV était de 20 jusqu'à 
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une heure après administration et qu'il diminuait ensuite pour atteindre un ratio de 4.5 à 6h post-

administration. A l'équilibre entre les deux matrices, entre 1 et 2 H post-administration, un rapport 

de 10 était observé et les auteurs proposaient d'utiliser ce ratio comme "outil complémentaire" pour 

déterminer le délai entre la prise et le décès sans autre précision sur le mode d'utilisation. Antonides 

et al. [114], en analysant également les circonstances du décès, ont observé que lorsque la 

concentration sanguine de cocaïne était supérieure à celle de l’HV, le décès avait eu lieu rapidement 

après la prise. Pour ces cas, les concentrations en benzoylecgonine dans le sang ont pu être jusqu'à 

dix fois plus élevées que celles dans l'HV.  

4.5 Redistribution post mortem 
Les travaux de De Letter et al.  [21] sur la redistribution post mortem de la MDMA chez le lapin ont 

montré que les concentrations vitréennes étaient plus stables et plus représentatives de la 

concentration sanguine ante mortem que celles dans le sang post mortem. Les auteurs ont 

cependant observé des concentrations très importantes de MDMA dans la paroi du globe oculaire et 

ont donc supposé qu'une diffusion à partir de ces tissus était possible, principalement en cas de délai 

post mortem prolongé. En fonction des résultats d’une précédente étude sur l'évolution post mortem 

sur 73h de la concentration vitréenne de MDMA, il semblerait que cette accumulation ne contribue  

que modérément à la concentration vitréenne [86]. Pour un digitalique, la digoxine,  Ritz et al. [142] 

ont observé dans une série de cas autopsiques (n=19) des concentrations très élevées dans le tissu 

choroïdo-rétinien (63.9-485.0 ng/g), proches de celles mesurées dans le muscle cardiaque et 

supérieures au concentrations dans l’HV (2.2-7.1 ng/ml). La même répartition a été observée pour la 

digitoxine [143]. L'auteur a attiré  l'attention sur le fait que cette différence de concentration pouvait 

être à l'origine d'une redistribution post mortem du tissu choroïdo-rétinien vers l'HV. Knittel et al. ont 

mené une étude sur la redistribution post mortem de la cocaïne chez le porc [144]: les cochons 

étaient sacrifiés cinq minutes après administration intraveineuse et les prélèvement réalisés au 

moment du sacrifice ou 8h après. Les concentrations sanguines de cocaïne n'ont pas évolué alors que 

celles dans l'HV ont augmenté. Si l'auteur s'attendait à cette augmentation du fait d'une 

redistribution potentielle de la cocaïne à partir du sang périorbitaire vers l'HV, son ampleur était 

inattendue: à T0 les concentrations étaient significativement plus faibles dans l'HV (moyenne = 939 

ng/mL) que dans sang (moyenne = 3245 ng/mL) alors qu’elles étaient proches de celles du sang à t8h 

(moyenne HV = 3067 ng/mL, moyenne sang = 3568 ng/mL). L'auteur a émis l'hypothèse qu'un tissu 

intraoculaire, comme la rétine, pouvait agir comme une zone d'accumulation à l'origine d'un 

relargage post mortem vers l'HV. Teixeira et al. ont montré sur modèle animal [141] que la 

concentration mesurée dans l'HV était multipliée par deux pour le diazépam, par trois pour le 

nordiazépam entre des mesures effectuées immédiatement après le sacrifice et après 24h de délai 
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post mortem. Cette évolution pouvait être la conséquence à la fois d'une diffusion post mortem de 

ces molécules vers l'HV mais aussi pour le nordiazépam d'une dégradation du diazépam dans l'HV.  

De ces travaux il ressort que si l'HV est un prélèvement protégé des principales sources de 

redistribution post mortem de la cavité abdominale, le tissu péri-oculaire peut cependant constituer 

un site d'accumulation des xénobiotiques pouvant diffuser vers l'HV en post mortem. 
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5. Conclusion 
En l'absence de sang ou lorsque celui-ci est altéré du fait de phénomènes post mortem, 

l'utilisation de matrices alternatives peut se révéler informative. La matrice alternative idéale est 

celle qui permettrait d’identifier les mêmes composés que ceux présents dans le sang, avec une 

corrélation des concentrations entre les deux milieux et pour laquelle les phénomènes post mortem 

seraient absents. L’HV est probablement l’une des matrices alternatives qui se rapproche le plus de 

ces critères. En effet, l'HV est un prélèvement facile à réaliser, dans lequel les molécules présentent 

généralement une bonne stabilité en respectant certaines conditions de conservation. L'analyse est 

simple avec une étape de préparation de l’échantillon qui peut être réduite du fait de sa "propreté".  

Cette matrice présente un intérêt particulier pour le dépistage en l'absence de sang puisque la 

plupart des molécules d'intérêt médicolégale ont été identifiées dans l'HV. De plus, pour certaines 

molécules, la fenêtre de détection est étendue par rapport au sang. Cet intérêt qualitatif pourrait 

encore être augmenté en privilégiant des méthodes spécifiquement développées qui permettraient 

d'atteindre des limites de détection plus faibles que dans la plupart des autres matrices autopsiques 

plus complexes.  

La limite à l'utilisation de cette matrice en toxicologie médicolégale porte principalement sur 

l’interprétation quantitative des résultats. Dans le but de définir l’effet d’une molécule détectée sur 

la victime au moment du décès à partir des seules concentrations vitréennes, différentes études ont 

été réalisées par recours à l’expérimentation animale contrôlée et/ou à des populations autopsiques. 

Il ressort de ces études que, pour certaines molécules, les concentrations vitréennes et sanguines ne 

sont pas corrélées. Pour d'autres une corrélation existe, mais avec une dispersion telle dans une 

population autopsique qu’il n'est que très rarement possible d’extrapoler à une concentration 

sanguine sans erreur significative. Cette dispersion dans les populations autopsiques est révélatrice  

de l'influence de nombreux paramètres non maitrisés et généralement inconnus tels que le délai de 

survie, le délai post mortem, les pathologies ophtalmiques et les interactions médicamenteuses, etc… 

Afin d'optimiser cette interprétation quantitative plusieurs pistes peuvent être envisagées : (1) 

Approfondir les connaissances relatives à la distribution des molécules dans l'HV. En effet, même s’il 

s'agit probablement du mécanisme majoritaire pour la plupart des molécules, la diffusion vers l'HV 

depuis le sang ne peut se résumer à une simple diffusion passive. Une meilleure connaissance du rôle 

et des mécanismes de transport actifs sur la diffusion ante mortem des molécules d'intérêt 

médicolégal est donc nécessaire. (2) Explorer la distribution dans le tissu péri-orbitaire notamment 

choroïdo-rétinien qui pourrait représenter un site d’accumulation et donc une source potentielle de 

redistribution post mortem vers l'HV. (3) Développer et utiliser des outils statistiques permettant 

d'évaluer, autant que possible, l'incertitude associée à une interprétation basée sur les 
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concentrations vitréennes. En effet, encore plus que pour une interprétation de concentration 

sanguine, il est important pour les matrices alternatives, de présenter et de discuter l’incertitude des 

résultats en fonction des données spécifiques du cas médicolégal considéré.  
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1. Introduction 
La bile est secrétée par le foie. En dehors des repas elle est stockée dans la vésicule biliaire pour être 

libérée dans le duodénum lors de la digestion. Elle intervient notamment pour faciliter l’absorption 

intestinale des lipides [1] et protéger les muqueuses intestinales contre l’acidité gastrique [2].  De plus, la 

bile sert de milieu d’excrétion de substances endogènes telles la bilirubine, produit de dégradation de 

l’hémoglobine et l’excédant de cholestérol mais aussi exogènes comme les métaux lourds et les 

médicaments [3]. Ainsi, la bile participe à la fonction d’épuration hépatique, conjointement avec le 

métabolisme, et constitue une voie d’élimination des xénobiotiques qui une fois excrétés dans la bile 

sont éliminés dans les fèces. La voie biliaire participe à l’effet de premier passage hépatique qui est à 

l'origine d'une métabolisation ou d'une excrétion de certains xénobiotiques absorbés par voie digestive 

avant qu’ils n’atteignent la circulation sanguine systémique. Par ailleurs, un cycle entérohépatique est 

possible pour certaines molécules endogènes (acides biliaires) ou exogènes (morphine, colchicine…) qui 

sont excrétées dans la bile puis réabsorbées au niveau intestinal rejoignant la circulation générale ou 

excrétées de nouveau [4, 5, 6].  

De par cette fonction d’élimination de substances endogènes et exogènes circulantes, la bile 

constitue une matrice intéressante en toxicologie médicolégale. Ainsi, la bile a été étudiée comme 

matrice post mortem de dépistage de l’hormone gonadotrophique chorionique (βHCG) [7], du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) [8], de l’insuline [9, 10] et d'identification des groupes sanguins [11] . 

La bile est surtout un prélèvement standard réalisé lors des autopsies dans le but de procéder aux 

analyses toxicologiques en complément des autres matrices (sang central, sang périphérique, contenu 

gastrique…) ou en l’absence de prélèvement sanguin exploitable. L’excrétion biliaire des métaux et son 

rôle dans leur toxicité potentielle ont également été étudiés [1, 12, 13, 14]. Facile à prélever dans la 

vésicule biliaire et présentant en général de fortes concentrations en xénobiotiques, la bile a souvent été 

présentée comme une matrice d’intérêt pour la réalisation de dépistages larges (screening) [15, 16].  

Comprendre, évaluer et éventuellement anticiper, le comportement d'une molécule vis-à-vis de 

cette élimination biliaire est d'un grand intérêt dans le développement de nouvelles thérapeutiques 

comme dans la problématique médicolégale pour contribuer à l’interprétation des analyses de la bile. 

Toutefois, l'excrétion biliaire est un processus complexe et difficile à étudier.  L'analyse de la bile 

prélevée in vivo est de façon évidente limitée par les difficultés d'accès à la matrice [3, 17]. Aussi, son 

étude est souvent réalisée sur des modèles d'expérimentation animale et in vitro (foie perfusé, culture 

d'hépatocytes, reconstitution de membranes hépatocytaires) ce qui pose le problème de l’extrapolation 
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des résultats. Un prélèvement in vivo de la bile est cependant possible par l'intermédiaire de T-tubes 

installés chez des patients ayant subi une cholecystectomie mais ces travaux sont biaisés par l’existence 

d’une pathologie hépatobiliaire. L'utilisation de données post mortem est quant à elle limitée du fait de 

la grande variabilité inhérente à une population médicolégale et de l'absence de données relatives à la 

consommation des xénobiotiques. 

Cette revue a deux objectifs : (1) Faire le point des connaissances sur la physiologie du système 

biliaire et l’excrétion biliaire des xénobiotiques utiles en toxicologie médicolégale (2) Constituer un outil 

pratique à tous les niveaux de l’expertise toxicologique de l’analyse biliaire : prélèvement, conservation, 

analyse, et surtout interprétation. Une recherche a été réalisée sur pubmed en utilisant le mot clé "bile" 

combiné à "forensic", "medicolegal", "quantification", "postmortem", "post mortem", "autopsy",  

"chromatography drug" (Mise à jour effectuée le 30 aout 2014). Le périmètre de cette recherche a été 

limité aux molécules organiques les plus fréquemment retrouvées en toxicologie médicolégale de 

routine (médicaments, stupéfiants, éthanol) et aux publications postérieures à 1970. 
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2. Physiologie 

2.1 Anatomie du foie et du système biliaire 
Le foie dispose d'une riche vascularisation divisée entre l'artère hépatique, qui apporte le sang 

hautement oxygéné, et la veine porte, transportant les nutriments provenant de l'appareil digestif. Ces 

vaisseaux se ramifient au niveau des lobules hépatiques, unité fonctionnelle du foie (Figure 1), et 

fusionnent dans les sinusoïdes drainés dans la veine centrale puis la circulation systémique via les veines 

hépatiques [18]. Ainsi, par ce double apport sanguin, le foie a la capacité d'épurer non seulement le sang 

artériel, à l'image du rein, mais également le sang de la veine porte permettant l'élimination des toxiques 

absorbés par le système digestif avant qu'ils n’atteignent la circulation générale, c'est l'effet de premier 

passage hépatique. Les sinusoïdes hépatiques sont bordés par les hépatocytes qui sécrètent la bile dans 

des sillons intercellulaires formés entre deux hépatocytes adjacents, les canalicules biliaires. Ceux-ci sont 

drainés dans les ductules puis canaux biliaires qui fusionnent progressivement en un réseau complexe de 

conduits intra-hépatiques puis extra-hépatiques, l'arbre biliaire, et donnent naissance au canal 

hépatique commun. Celui-ci se sépare entre le canal biliaire commun (cholédoque) qui libère la bile dans 

le duodénum via le sphincter d'Oddi, et le canal cystique qui conduit à la vésicule biliaire où est stockée 

temporairement la bile (Figure 2) [19]. Cette dernière est une poche borgne, d'une capacité voisine de 

50mL [20, 21], qui remplit deux fonctions principales : concentrer et stocker la bile en vue de sa 

libération au moment adéquat de la digestion. La paroi de la vésicule biliaire est constituée d'une couche 

séreuse externe, d'une couche intermédiaire musculaire responsable de la motilité de la vésicule, et 

d'une couche épithéliale composée de cellules absorbantes, capables d'absorber l'eau et divers 

électrolytes, et de cellules sécrétant un mucus protecteur contre la toxicité des acides biliaires [22]. 
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Figure 1: Structure d'un lobule hépatique. Modifié à partir de [20] 
Le sang provenant de la veine porte et de l'artère hépatique fusionne au niveau des sinusoïdes 
hépatiques qui sont drainés dans la veine centrale. La bile est sécrétée par les hépatocytes bordant les 
sinusoïdes dans les canalicules biliaires puis rejoint les ductules biliaires. 

 

 
Figure 2: Structure de l'arbre biliaire. Modifié à partir de [17] 
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2.2 Formation de la bile 
Les hépatocytes sont responsables de la sécrétion de la bile dite bile hépatique ou bile caniculaire. Le 

flux de bile est la résultante de processus complexes de sécrétion (acides biliaires, phospholipides, 

vitamine D…) et d'excrétion de substances à éliminer (bilirubine, xénobiotiques…). Ainsi, le transport 

actif de solutés, dont les acides biliaires (générant le flux de bile « dépendant des acides biliaires ») et 

d’autres composés osmotiquement actifs (responsables du flux de bile « indépendant des acides 

biliaires »), crée un gradient osmotique qui en réponse génère un flux d'eau et d'électrolytes [1, 23, 24]. 

La bile est ensuite modifiée par les cellules formant la paroi des canaux biliaires, les cholangiocytes, par 

des processus d'absorption/sécrétion permettant d’adapter le flux de bile, la concentration en acides 

biliaires et son alcalinité [19]. Le volume de bile hépatique est approximativement de 600 ml à 1L / jour 

et peut être régulé par de nombreux signaux tels que la libération d'hormone secondaire aux repas (la 

sécrétine) et le taux circulant d'acides biliaires [1, 17, 23]. En dehors des repas, le sphincter d'Oddi est 

fermé et la bile est détournée dans la vésicule biliaire. Elle est stockée à ce niveau où elle subit des 

modifications par réabsorption d'eau et d'électrolytes donnant naissance à la bile vésiculaire, cinq à vingt 

fois plus concentrée que la bile hépatocytaire [20, 21]. En réaction aux stimuli nerveux et hormonaux 

(cholecystokinine) déclenchés par le repas, la vésicule biliaire est partiellement vidée par contractions 

musculaires et la bile libérée dans l'intestin où elle facilite l'absorption, notamment des substances 

lipidiques et lipophiles. La vidange vésiculaire est proportionnelle à la teneur lipidique du repas [2]. 

Pendant la durée du repas, la bile hépatique est directement délivrée dans l'intestin, elle sera à nouveau 

stockée dans la vésicule entre deux repas et en période de jeûne [21, 23]. La sécrétion de la bile est 

altérée en cas de pathologies hépatiques et de pathologies spécifiques des voies biliaires telles les 

cholestases et cholécystites notamment celles secondaires à des lithiases des canaux biliaires ou à des 

cancers [5, 22, 25]. 

2.3 Composition de la bile 
La bile hépatique est un liquide jaune alors que la bile vésiculaire est plus épaisse et de couleur jaune 

foncée à verte. La bile est essentiellement constituée d'eau (95%) dans laquelle des solutés sont dissous 

ou en suspension incluant des électrolytes (sodium, potassium, calcium, chlore, bicarbonate), des acides 

biliaires (spécialement acides cholique et chénodéoxycholique), des phospholipides (majoritairement de 

la lécithine), du cholestérol, des pigments biliaires (bilirubine, porphyrine…) et des protéines 

(immunoglobulines, albumine…) [1]. La bile peut donc se définir comme un milieu aqueux, alcalin et 

complexe qui contient la plupart des solutés présents dans le sang et des micelles formés par les acides 
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biliaires capables d'incorporer les composés les plus lipophiles. Le Tableau 1 résume pour les principaux 

constituants les différences de composition entre bile hépatique et bile vésiculaire.  

 
Tableau 1: Principaux composants de la bile hépatique (liver bile) et vésiculaire (gallbladder bile) [21] 

 

2.4 Principe de l'excrétion biliaire des xénobiotiques 
L'excrétion biliaire est une des voies d'élimination de l'organisme des substances exogènes à l'image 

de l'élimination urinaire [5] et contribue ainsi, avec le métabolisme, à la fonction d’épuration du foie. 

L'excrétion biliaire d'un xénobiotique par l'hépatocyte requiert le franchissement de deux membranes 

cellulaires: membrane basolatérale du côté des sinusoïdes sanguins et membrane apicale formant le 

canalicule biliaire (Figure 3). Le passage des molécules, liées ou non aux protéines plasmatiques, depuis 

la lumière du sinusoïde jusqu'à l'espace extracellulaire des hépatocytes, appelé espace de Disse, n'est 

pas limité du fait de la fenestration des cellules épithéliales et de l'absence de membrane basale propres 

à ce type de capillaire sanguin [26]. Depuis l'espace de Disse, seule la fraction libre des molécules peut 

entrer, par diffusion passive et/ou active, dans l'hépatocyte. A l’intérieur de ce dernier, la molécule sera 

soumise au métabolisme, à l'efflux dans le sang ou à l'excrétion dans les canalicules biliaires sous forme 

inchangée ou de métabolites. Pour certaines molécules, telles les protéines plasmatiques, d'autres 

mécanismes d'excrétion biliaire ont été décrits comme l’endocytose-exocytose par l’hépatocyte [23] ou 

la diffusion à travers la jonction serrée entre les hépatocytes qui constitue une voie para-cellulaire ne 

nécessitant pas de pénétration à l'intérieur de la cellule [1]. Comme cela a été précédemment évoqué, la 

bile sécrétée par l’hépatocyte est ensuite drainée dans le système biliaire pour être libérée dans le 

duodénum et ses composés seront principalement éliminés par voie fécale. Toutefois, certaines 

molécules peuvent être réabsorbées au niveau intestinal, soit telles qu'elles ont été sécrétées dans la 

bile (molécule parent ou métabolite) soit après métabolisme par la flore intestinale comme c'est le cas 
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des dérivés glucuronés pour lesquels la molécule mère est réabsorbée après action des glucuronidases 

intestinales. Pour des molécules d'intérêt médicolégal comme la morphine, la colchicine, le lorazépam et 

la digoxine , ce cycle entérohépatique est bien connu Il a pour conséquence une recirculation systémique 

des composés pouvant générer de multiples pics de concentration plasmatique et un allongement de la 

demi-vie d'élimination [4, 5].  

 

 
Figure 3: Echange de xénobiotiques au niveau de l’hépatocyte. Modifié à partir de [18] 
Le xénobiotique circulant dans les sinusoïdes entre dans l'espace de Disse puis pénètre dans l'hépatocyte 
où il peut être métabolisé, excrété dans la bile ou transporté à nouveau dans le sang. 

2.5 Rôle des transporteurs 
L'entrée d'un xénobiotique dans l'hépatocyte peut se faire soit par diffusion passive soit par 

transport actif avec l'aide de transporteur: généralement plus une molécule est de haut poids 

moléculaire et/ou hydrophile plus sa diffusion à travers une membrane dépendra du transport actif [17]. 

Du fait du rôle prépondérant du foie dans le métabolisme et l'élimination des toxiques, les hépatocytes 

disposent de nombreux transporteurs permettant de capter les molécules circulantes. Ces transporteurs 

sont des protéines transmembranaires principalement de deux types: les pompes à influx appartenant à 

la superfamille des SLC transporteurs (SoLute Carrier transporter) et les pompes à efflux appartenant à la 

superfamille des ABC transporteurs (ATP Binding Cassette). Contrairement à la diffusion passive, le 

transport actif d’une molécule peut être limité par saturation si sa concentration est supérieure à la 

capacité des transporteurs, par compétition avec un autre composé ou par inhibition par certains 

substrats spécifiques.  
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Quant à l'excrétion biliaire, elle repose essentiellement sur des transports actifs de solutés qui sont 

déterminant dans la composition de la bile et le flux de bile. En effet, afin d'atteindre des concentrations 

biliaires qui peuvent être 10 à 1000 fois supérieures aux concentrations sanguines, une diffusion contre 

le gradient de concentration est requise: un transport actif ATP dépendant est alors nécessaire [18, 23, 

27, 28] et la diffusion passive peut donc être considérée comme négligeable. Les principaux 

transporteurs identifiés sur les membranes hépatocytaires et leurs substrats sont représentés sur la 

Figure 4. 

 
Figure 4: Transporteurs hépatocytaires participant à l'excrétion biliaire de composés organiques  
 
Participant à l'influx au niveau de la membrane 
basolatérale (domaine sinusoidale) [1]: 

- NTCP (sodium taurocholate cotransporting 
polypeptide) : haute affinité pour les acides 
biliaires conjugués 

- OATP (organic anion transporting polypeptides) : 
large affinité pour des composés organiques 
amphiphile et notamment des anions 
hydrophobes encombrants dont les acides 
biliaires, en échange d'anion intracellulaire tels 
que le glutathion ou le bicarbonate 

- OAT (organic anion transporter): affinité pour les 
anions hydrophiles 

- OCT (organic cation transporters) : large affinité 
pour les petits cations endogènes et exogènes 
structurellement sans lien, transporte ces cations 
de façon bidirectionnelle via le gradient 
électrochimique 

 
 
 
 
 
 

Participant à l'efflux au niveau de la membrane apicale 
(domaine caniculaire) [1]: 

- MDR1 (multidrug resistance 1) aussi connue 
comme la glycoprotéine-P : affinité pour les 
cations encombrants 

- MDR3 (multidrug resistance 3) : affinité pour les 
phospholipides 

- MRP2 (multidrug resistance associated protein 2, 
précédemment connu comme MOAT 
multispecific organic anion transporter) : affinité 
pour les anions multivalents (>ou= à 2 charges) 
amphiphiles tels les métabolites conjugués 

- BRCP (breast cancer resistance protein) : affinité 
voisine du MRP2 pour les anions organiques 

- BSEP (bile salt export pump) : haute affinité pour 
les acides biliaires 

- MATE1 (multidrug ans toxin extrusion 
transporter) : affinité pour les substrats 
cationiques grâce à un gradient de proton, rôle 
mal défini 

- Steroline 1 et 2 (codé par les gènes 
ABCG5 and ABCG8) : affinité pour le cholesterol 
et autres strérols 

- Chloride/bicarbonate exchanger  
- Aquaporine: diffusion d'eau 
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2.6 Caractéristiques des molécules excrétées par voie biliaire 
Compte tenu de la difficulté d’analyse de la bile aux différentes étapes de sa formation, les données 

disponibles sur les caractéristiques des molécules excrétées par voie biliaire sont rares et souvent 

obtenues sur modèle animal, modèle in vitro ou in vivo chez des sujets atteints de pathologies biliaires. 

Pour autant, certaines données intéressantes sont à souligner. Les molécules retrouvées dans la bile, 

qu'elles soient endogènes ou exogènes, peuvent être globalement réparties en deux groupes en fonction 

de leur ratio de concentration plasma/bile: celles caractérisées par un ratio inférieur, égal ou proche de 1 

et celles caractérisées par  un ratio très supérieur  à 1 [3, 15].  

Un ratio inférieur ou proche de 1, peut refléter aussi bien une faible absorption de la molécule par 

les hépatocytes, qu’une faible excrétion dans les canalicules biliaires (par exemple limitée à une diffusion 

passive) et/ou une réabsorption ultérieure dans les canaux biliaires ou la vésicule [29] (comme cela a été 

montré pour le glucose [1] et le méthylmercure [30]). De plus, certaines molécules fortement 

métabolisées auront une faible clairance biliaire sous leur forme inchangée mais leurs métabolites 

peuvent connaitre une excrétion biliaire non négligeable comme c’est le cas pour les glucuronides de la 

morphine [5]. Les variations inter-individuelles métaboliques (d’originie pathologique ou génétique) 

pourront donc avoir une influence sur la clairance biliaire des xénobiotiques [25, 31, 32]. 

Les caractéristiques des molécules fortement excrétées dans la bile ont fait l’objet de plusieurs 

études. Dans les années 1970, un seuil de poids moléculaire a été proposé, seuil en dessous duquel les 

composés sont peu susceptibles d'être excrétés par voie biliaire. Ce seuil a été déterminé autour de 325 

g/mol chez le rat et de 500 à 600 g/mol chez l'homme [3, 5, 33, 34]. De même, la lipophilie serait un 

facteur déterminant. Une étude réalisée sur des hormones stéroïdiennes endogènes et exogènes tendait 

à montrer que les composés les plus apolaires (Ex. progestérone) avaient une excrétion biliaire plus 

importante que les  molécules plus polaires (Ex. hydrocortisone) [5]. Cette tendance avait également été 

observée pour les cations tels le triethylmethylammonium, tripropylmethylammonium, thiazinium… [5]. 

Schématiquement était ainsi adoptée l'idée que les petites molécules polaires étaient éliminées par voie 

rénale et les "autres" par voie biliaire/fécale. Toutefois des études plus récentes ont montré que le poids 

moléculaire et la lipophilie ne suffisaient pas pour  prédire les concentrations biliaires. Des modèles plus 

complexes QSPKR (quantitative structure-pharmacokinetic parameters relationship) ou PBPK 

(Physiologically Based Pharmacokinetic) ont été proposés qui s’appuient par exemple sur les 

caractéristiques physicochimiques des molécules: encombrement stérique, perméabilité et solubilité, 

polarisabilité [27, 33, 34]. De plus, un facteur déterminant quant à l'excrétion biliaire serait l’affinité des 
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molécules pour les transporteurs présents au niveau des membranes sinusoïdales et caniculaires des 

hépatocytes (Figure 4). En effet, comme nous l'avons précédemment évoqué, le transport actif joue un 

rôle prépondérant. Les substrats de ces transporteurs et leur expression par les cellules sont de plus en 

plus étudiés. Toutefois ces travaux concernent principalement les substrats endogènes ou les inhibiteurs 

contribuant aux interactions médicamenteuses ainsi que certaines classes thérapeutiques : 

anticancéreux, antibiotiques et antiviraux car ces mêmes transporteurs exprimés sur certaines cellules 

peuvent être responsables de résistance à ces traitements [1, 23, 26, 27, 35]. C’est par exemple le cas de 

la glycoprotéine P (P-gp ou MDR1), objet de nombreuses recherches portant sur ses fonctions [36, 37], 

son rôle dans le transport biliaire [1, 24] et sur le profil de ses substrats [4]. La glycoprotéine P est 

responsable notamment du transport vers le domaine extracellulaire de cations organiques endogènes 

et exogènes incluant le vérapamil [1], la digoxine  [38], certaines benzodiazépines [39] et des alcaloïdes 

[4]. 

2.7 Evolution post mortem de la bile 
Il n’existe pas, à notre connaissance, de données sur l’évolution post mortem de la bile et sur sa 

disponibilité lors de l’autopsie. La quantité de bile disponible sera dépendante de l’état de réplétion de la 

vésicule et donc du moment du décès par rapport au repas. De plus, cette matrice est potentiellement 

soumise à différentes évolutions post mortem (diffusion péri-vésiculaire secondaire à l’altération de la 

vésicule, déshydratation) pouvant altérer sa composition. A l'Institut de Médecine Légale de Lyon, la bile 

a pu être prélevée dans environ 85 % des autopsies réalisées entre 2010-2013. 
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3. Analyse de la bile 

3.1 Prélèvement et conservation de la bile 
La bile est facilement prélevée au cours d’une autopsie par aspiration à la seringue du contenu de la 

vésicule biliaire ou par incision puis compression de la vésicule si elle est trop visqueuse [40]. Il est 

conseillé de prélever la totalité du contenu vésiculaire ou jusqu’à 10-15 mL [40, 41, 42, 43].  Le contenant 

doit être adapté au volume de bile pour éviter l’évaporation des molécules volatiles dans l’espace de 

tête, les phénomènes oxydatifs et la possible précipitation de composés si un conservateur est utilisé en 

surconcentration [44]. En cas de cholécystectomie, le prélèvement est plus délicat mais peut être réalisé 

directement dans le canal biliaire commun [41]. Le site de prélèvement doit alors être porté à la 

connaissance du toxicologue en raison des différences de composition de la bile hépatique comparée à 

celle de la bile vésiculaire. Il est conseillé par certains auteurs de réaliser le prélèvement de bile avant 

dissection des organes afin d’éviter aussi bien la contamination de la bile, notamment par le contenu 

gastrique ou intestinal, que la contamination des organes par la bile [41, 45]. De plus, certains auteurs 

préconisent de ligaturer la vésicule biliaire avant le prélèvement afin de limiter les contaminations mais 

l’intérêt de ces pratiques n’a, à notre connaissance, pas été étudié [43, 44, 46]. 

Peu d’études ont été réalisées sur la stabilité des prélèvements de bile en fonction des conditions de 

conservation. Afin de préserver d’une éventuelle hydrolyse les métabolites glucuronoconjugués, le 

prélèvement peut être légèrement acidifié par ajout, au moment de la collecte, d’un tampon (par 

exemple : acétate d’ammonium 1M pH 4.0/5.5 ou acétate de sodium 0.1M pH 5) ou d’acide (acétique ou 

chlorhydrique) [47]. Melo et al. ont étudié par chromatographie liquide couplée à un détecteur UV la 

stabilité dans la bile de quatre benzodiazépines (lorazepam, estazolam, ketalozam et chlordiazepoxide) 

jusqu’à six mois à -80°C, -20°C, +4°C et +25°C avec ou sans ajout de fluorure de sodium (NaF) comme 

conservateur [48]. Le suivi de l’estazolam n’a pas été possible du fait de l’apparition d’une interférence 

analytique dès le 7ème jour dans la bile avec ou sans conservateur. Les trois autres benzodiazépines ont 

présenté une stabilité satisfaisante à des températures négatives pendant six mois, avec des pertes 

inférieures à 11%. Le kétazolam a été la benzodiazépine la plus sensible en  présentant une dégradation 

totale dès la 8ème semaine à 4°C et dès la 1ère semaine à +25°C, et ce, même en présence du 

conservateur. L’ajout de NaF a semblé efficace pour limiter la dégradation du lorazépam et du 

chlordiazépoxyde. En effet, le lorazepam a été stable six mois à 4°C (perte de 9.7%) dans la bile avec 

conservateur alors qu’une dégradation de 10.8% a été observée dès la 4ème semaine sans conservateur à 
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cette température. De même, la diminution de concentration de chlordiazépoxyde après six mois de 

conservation à 4°C a été de 47.8% sans conservateur contre 28.5% avec conservateur. Pour cette même 

molécule, la stabilité dans la bile est apparue meilleure que dans le sang, ce qui a pu être lié, d’après les 

auteurs, à l’environnement de la bile peu propice au développement de microorganismes. Ainsi, un 

prélèvement sur conservateur et congélation en cas de conservation sur le long terme ont été conseillés 

pour limiter la dégradation de ces benzodiazépines dans la bile. 

3.2 Techniques d’analyse de la bile 

3.2.1 Dépistage et screening 
Le dépistage de certaines familles de xénobiotiques par techniques immunologiques est 

envisageable dans la bile [49, 50]. L’utilisation de kit d’immunoanalyse peut toutefois nécessiter un 

prétraitement par solvant ou précipitation de protéines [50] afin de limiter la viscosité et les 

interférences matricielles. L’analyseur Abbott TDx, qui n’est plus commercialisé, est basé sur une 

technique d’immunoanalyse par polarisation de fluorescence (FPIA). Il a été évalué pour le dépistage des 

opiacés dans la bile [51]. La détection des opiacés a été possible sur la bile avec un ajustement du 

protocole prévu initialement pour le sang, soit une dilution plus importante afin de limiter l’intensité de 

la fluorescence propre à la matrice. Quant à la quantification des opiacés dans la bile par cet analyseur, 

du fait d’un effet matrice variable d’un échantillon à un autre, elle était réalisable grâce à la méthode des 

ajouts dosés. Les opiacés ont également été recherchés dans la bile par d’autres techniques 

immunologiques [52, 53] de même que les cocaïniques [54, 55], le paracétamol [16] et l’alcool [56]. 

Le premier dépistage large de stupéfiants et médicaments (screening) spécifique à la bile retrouvé 

dans la littérature consistait en une extraction liquide/solide après lyophilisation associée à un protocole 

en chromatographie en couche mince [57]. Le système automatisé REMEDI (Rapid EMErgency Drug 

Identification), qui n’est plus commercialisé, avait été évalué dans le cadre médicolégal comme outil de 

dépistage large sur le sang et des matrices alternatives incluant la bile [58]. Vanbinst et al. [16] ont décrit 

une méthode de screening commune au sang, à l’urine, à la bile et au contenu gastrique, basée sur une 

extraction liquide/liquide réalisée à  pH acide et basique et une analyse des extraits par LC/DAD et 

GC/MS. Pour ces quatre matrices,  Soriano et al. [59] ont développé un screening, évalué sur 25 

molécules, par SPE couplée à une analyse par GC/NPD et GC/MS en portant une attention particulière à 

la mise au point de l’extraction. Bévalot et al. [60] ont proposé une méthode SPE avec double élution 

comme base de développement pour des analyses larges ou ciblées de matrices alternatives. Elle a été 
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validée pour la bile sur cinq molécules de propriétés pharmacocinétiques variées (morphine, 6-MAM, 

méprobamate, cyamémazine et caféine) et évaluée sur douze autres molécules d’intérêt médicolégal.  

A l’image du sang, la bile peut être hydrolysée pour quantifier à la fois les formes libres et conjugués 

des molécules afin d’augmenter la sensibilité du screening. Crump et al. [61] ont proposé par exemple 

une hydrolyse enzymatique des glucuronoconjugués de la morphine par addition de glucuronidase 

Patella vulgata (3000-5000 U, incubation une nuit à 55°C). 

3.2.2 Méthodes de dosage spécifiques 
La fiabilité requise lors des études pharmacocinétiques s’intéressant aux milieux d’élimination tels 

que la bile, a incité au développement et à la validation de méthodes analytiques spécifiques à la matrice 

d’étude [47]. Par exemple, l'analyse des cannabinoïdes et de certains de leurs métabolites conjugués a 

été validée dans la bile afin d’étudier leur excrétion biliaire [62]. Dans le domaine de la toxicologie 

médicolégale, peu d’analyses sont adaptées et/ou validées spécifiquement pour la quantification dans la 

bile. Parmi celles-ci, la littérature a mentionné le dosage de la morphine [61, 63], de la cocaïne [54], de 

quatre benzodiazépines associées au citalopram [64] et de cinq molécules combinées (morphine, 6-

MAM, méprobamate, cyamémazine  et caféine) [60]. 

Pourtant la bile présente certaines difficultés analytiques liées à la complexité de sa composition. En 

effet, elle est riche en micelles formées par les acides biliaires et capables d'incorporer les composés les 

plus lipophiles. Elle constitue d’autre part un milieu d’excrétion de composés endogènes et exogènes 

retrouvés à de fortes teneurs ou sous forme de métabolites de phase I proches structurellement de la 

molécule parent [47, 65]. Cette composition complexe peut être à l’origine d’interférences qui altèrent la 

sensibilité et la spécificité de la méthode surtout lorsqu'une détection faiblement spécifique est utilisée à 

l’image de l'ultraviolet ou de l'ionisation de flamme [61]. Si un spectromètre de masse est employé, ces 

interférences peuvent ne pas être visibles mais être à l'origine d’un effet matrice qui diminue ou 

augmente le signal des ions et compromet la fiabilité de l’essai [47]. Ainsi Fabritius et al. [62] ont décrit 

une suppression de signal de 20 à 80% pour une méthode de dosage de différents cannabinoïdes 

biliaires en LC-MS/MS. Cet effet suppresseur d’ions était cependant sans impact sur la justesse et la 

précision de l’essai. Au contraire, Lauer et al. [66] ont développé une méthode de quantification de la 

colchicine sur des matrices collectées et séchées sur papier filtre (technique DBS, dried blood spot). Ce 

protocole, validé avec succès sur le sang et huit autres fluides et tissus biologiques, n’a pas permis la 

quantification fiable de la colchicine dans la bile du fait d'un effet matrice majeur responsable d’une 

suppression de signal de 99.3%. Ainsi, le protocole de traitement des papiers filtres, qui consistait en une 
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simple extraction par le méthanol, n’est  pas une méthode de purification suffisante au regard de la 

complexité de la bile. Les auteurs ont conclu en reprenant la règle énoncée par Skopp et al. [40] stipulant 

qu’il était préférable de ne pas transférer directement à la bile des méthodes validées pour d’autres 

fluides biologiques. Comme la sensibilité n’est généralement pas le paramètre principal recherché pour 

l'analyse de la bile compte tenu des concentrations souvent importantes dans cette matrice [50, 61, 65], 

il est préférable de privilégier une technique de purification efficace qui garantisse une meilleure 

spécificité et fiabilité de la méthode analytique même si le rendement d’extraction peut en être diminué. 

Malgré ce que nous venons de voir précédemment sur les difficultés de l’analyse de la bile, la 

littérature est riche en case reports décrivant la distribution de xénobiotiques dans des matrices 

biologiques incluant la bile et pour lesquels la technique analytique employée était généralement 

transférée directement de celle mise au point pour le sang ou adaptée sans évaluation. Ce procédé peut 

convenir pour la présentation d’un unique cas avec comme objectif scientifique d’apprécier les relations 

de concentrations entre matrices et au regard des incertitudes liées aux phénomènes post mortem 

(redistribution, stabilité…) [47]. Afin de garantir la meilleure qualité du dosage, l’utilisation d’une gamme 

de calibration dans la bile blanche et présentant une plage de concentrations adaptées aux 

concentrations biliaires est conseillée, de même que l’utilisation d’un étalon interne proche 

structuralement de l’analyte tel qu’un analogue deutéré lorsqu'il est disponible. La méthode des ajouts 

dosés peut également constituer une solution adéquate afin de prendre en compte la nature de la 

matrice mais demande une quantité suffisante de prélèvement [16]. Pour documenter une plus grande 

série de cas, Hoizet et al. [67] ont privilégié l’évaluation de la fidélité de la méthode transférée à une 

nouvelle matrice par la réalisation de contrôles qualités préparée par dopage de matrice blanche. Enfin, 

pour un usage plus systématique ou la réalisation d’une étude pharmacocinétique, un plan de validation 

croisée apparait comme une solution satisfaisante pour s’assurer de la fiabilité de la méthode en limitant 

le nombre d’expériences. Un tel schéma de validation satisfait aux recommandations de la Food and 

Drug Administration [68] et a été appliqué pour la validation partielle d'une méthode d'analyse de la bile 

à partir d’une méthode validée complètement sur le sang (milieu d’intérêt principal) [66] ou sur la 

moelle osseuse (matrice post mortem considérée par les auteurs comme la plus complexe) [60, 64]. Les 

critères de validation évalués pour la validation partielle peuvent être : la sélectivité, la limite de 

quantification, la linéarité de la gamme, la justesse et la fidélité intermédiaire à plusieurs niveaux de 

concentrations.  
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4. Interprétation des résultats d’analyses de la bile 
Dans le domaine médicolégal de très nombreux case report rapportent des concentrations biliaires 

sans généralement les discuter. De plus, peu d’études rassemblant un nombre significatif de cas 

autopsiques ou basées sur des expérimentations animales ont eu pour objectif d’explorer l’intérêt  

potentiel et les limites de cette matrice. 

4.1 Case reports 
Le tableau 2 résume pour les case reports issus de la littérature, les causes de décès ainsi que les 

concentrations sanguines et biliaires (moyenne et fourchette extrême) pour les composés 

médicamenteux et stupéfiants rencontrés dans la littérature. Ce tableau est destiné à être un outil 

pratique pour le toxicologue confronté à l'analyse et à l'interprétation de molécules spécifiques. 

4.2 Intérêt Qualitatif 
L’importance des concentrations biliaires par rapport aux concentrations sanguines a été largement 

soulignée dans la littérature. Cette intense excrétion biliaire est appréciable sur des séries de cas 

autopsiques significatives pour la plupart des molécules stupéfiantes : opioïdes (morphine et codéine 

[61, 69], fentanyl [70], oxycodone [71], buprenorphine  [72], amphétaminiques [73], cocaïniques [15, 54] 

et cannabinoïdes [74]. L’excrétion biliaire de la morphine et de ses métabolites glucuronoconjugués a été 

largement décrite ainsi que l’existence d’un cycle enterohépatique [4, 5, 18, 75] et pourrait être à 

l’origine d’une présence prolongée dans le sang et dans la bile. La buprénorphine présentait une 

excrétion massive par la bile sous forme de la molécule mère avec un ratio bile/sang moyen (n=12) de 

9638, ou de son métabolite, la norbubrénorphine [72]. Concernant le cannabis, le rapport des 

concentrations bile/sang était faible pour le THC mais était plus important pour ses métabolites, incluant 

le THC-COOH, le 11-OH-THC, et les dérivés glucuronoconjugués du THC et du THC-COOH [62, 76]. Dans 

une série de 50 cas de décès liés à des accidents automobiles impliquant une consommation de 

cannabis, le ratio des concentrations bile/sang cardiaque de THCCOOH total (libre + glucuronide) allait de 

17.2 à 888, le THC n’était pas analysé. A l’image de la morphine, la présence de glucuronoconjugués dans 

la bile, susceptibles d’être hydrolysés par la flore intestinale et réabsorbés, a suggéré l’existence d’un 

cycle enterohépatique qui pourrait contribuer à la longue demi-vie d’élimination du THC (usage non 

fréquent 1/2vie = 20-57h [77]) et du THC-COOH (usage non fréquent 1/2vie = 33h [77]). Deux études ont 

été menées pour comparer les ratios de concentrations en cocaïniques entre la bile et le sang. La 

première, pour laquelle les dosages étaient réalisés par techniques radio-immunologiques montrait des 
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ratios bile/sang allant de 2.15 à 107.53 (moyenne 30.79) sur 20 cas [54]. La deuxième, basée sur une 

analyse de 50 cas (méthode analytique non précisée), montrait un ratio de 5 à 7 pour la cocaïne et ses 

métabolites [15]. L’excrétion biliaire est moins importante pour les amphétaminiques : un ratio bile/sang 

de MDMA allant de 0.64 à 9.8 (n=11) a été calculé à partir des données de Liu et al. [73].  Vanbinst et al. 

[16] rapportaient des ratios de 1.19 pour l’amphétamine (n=1) et 1.59 pour la MDMA (n=2). Ces ratios 

étaient parmi les plus faibles observés dans cette étude qui concernait 36 molécules médicamenteuses 

ou stupéfiantes. Dans 36.3% des cas (16/44) de cette même étude, des molécules stupéfiantes étaient 

quantifiées dans la bile mais non détectées dans le sang (cocaïne, EDDP, MDMA, methadone, morphine 

ainsi que la codéine)[16]. Argawal et al. [15] ont rapporté que dans plusieurs cas le cocaéthylène, n’était 

détectable que dans les prélèvements biliaires. Ces différences de résultats entre le sang et la bile, 

pourraient être la conséquence d'une fenêtre de détection plus longue dans la bile que dans le sang. 

Cette propriété est intéressante pour la mise en évidence d’intoxications par des molécules à demi-vie 

courte lors de décès avec un délai absorption/décès important comme cela peut être le cas pour 

l’héroïne [78, 79] (1/2vie 6MAM = 6-25min, 1/2vie morphine = 2-3h [77]) et la colchicine (1/2vie = 

20min) [80, 81]. Ainsi, comme le soulignent certains auteurs [15, 16, 72, 74], la bile constituerait une 

matrice de choix pour le dépistage systématique de stupéfiants dans les cas où les concentrations 

sanguines sont faibles à non détectables par la technique analytique (faible exposition ou consommation 

à distance du décès) ou lors de l’absence de sang. 

La bile a également été proposée comme matrice complémentaire au sang pour réaliser un 

screening systématique des médicaments. Dans une étude menée sur une population autopsique (n=5) 

Moriya a souligné l’intérêt qualitatif de la bile qui présentait des concentrations de 8 molécules 

systématiquement supérieures à celles du sang (ratio bile/sang moyen 5.74) [82]. Dans une série de 44 

cas autopsiques, Vanbinst et al. [16] ont comparé les concentrations sanguines et biliaires de 26 

molécules médicamenteuses et/ou de leurs métabolites. Ils ont mesuré des ratios bile/sang (crânien) 

allant de 1.08 (paracétamol) à 1944 (desclobazam). Dans une brève revue de la littérature intitulée 

« Significance of bile analysis in drug-induced death » [15], les auteurs montrent à travers plusieurs case 

report que l’analyse en routine de la bile serait utile car les concentrations biliaires sont, pour la plupart 

des molécules, significativement supérieures à celles du sang. Il conclut que même dans les cas pour 

lesquels aucune molécule n’a été détectée dans le sang, un résultat de bilan toxicologique ne devrait pas 

être considéré comme négatif sans  que la bile ait été analysée en complément. Comme la bile contient 

une importante proportion de métabolites, par exemple pour la cocaïne, les nitrobenzodiazépines et le 

THC [54, 62, 83], il est utile de les inclure dans le dépistage.  
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Malgré l’évidence de cet intérêt qualitatif, il se peut que des molécules détectées dans le sang ne le 

soient pas dans la bile. Ainsi dans l’étude de Vanbinst et al. [16], dans 6 cas sur 44 (13.6%), des molécules 

présentes dans le sang (clobazam, cocaine, codéine, MDA, northiaden, 7-acetamidoflunitrazepam) n’ont 

pas été détectées dans la bile. Parmi les nombreuses hypothèses proposées mais non explorées par ces 

auteurs, une des plus pertinentes semble être une mort rapide. La technique analytique utilisée étant 

une technique de dépistage large, on ne peut exclure qu’elle était plus sensible pour le sang que pour la 

bile.  Ainsi dans une étude concernant le méprobamate, dans 13 cas sur 124 ce composé était quantifié 

dans le sang mais pas dans la bile [84]. Les limites de quantification pour le sang et la bile étaient 

respectivement de 2.0 et 5.9 μg/ml. 

4.3 Interprétation Quantitative 

4.3.1 Médicaments et stupéfiants 
Une interprétation quantitative des concentrations biliaires n'est que très rarement décrite dans la 

littérature. Fernandez et al. [54] ne montraient pas de corrélation (r=0.48) entre le sang et la bile pour 

les cocaïniques sur 20 cas alors que le ratio de concentrations bile/sang variait de 2.15 à 107.53. Une des 

limites de cette étude était la technique de dosage employée (radioimmunoassay RIA) qui ne permettait 

pas de différencier la cocaïne de ses métabolites. Dans une autre étude rapportant 5 cas autopsiques, les 

ratios de concentrations bile/sang de 8 molécules (diazépam, atropine, lidocaïne, éphédrine, 

noréphédrine, metamphétamine, amitriptyline, nortriptyline) possédant des propriétés neutres ou 

basiques montraient une importante variabilité de 1.83 à 23.5. L’auteur indiquait ne pas avoir trouvé de 

corrélation significative entre les concentrations biliaires et sanguines en regroupant ces 7 molécules. 

Sur une série de 19 cas, les concentrations sanguines et biliaires de nitrobenzodiazépines (nitrazepam, 

flunitrazepam, clonazepam) et de leurs métabolites 7-amino étaient comparées [83]. Les coefficients de 

corrélation entre concentrations sanguines et biliaires étaient de 0.695 pour les molécules parents et de 

0.829 pour les métabolites. Dans cette étude, qui concernait aussi d'autres matrices alternatives, les 

auteurs concluaient que cette corrélation positive était "encourageante" pour améliorer l’interprétation 

quantitative des cas positifs en nitrobenzodiazépines grâce à l’analyse de plusieurs matrices post 

mortem. Dans une population autopsique de 124 cas, le méprobamate a été analysé simultanément 

dans le sang et la bile. La population était divisée en 2 groupes en fonction des concentrations sanguines 

thérapeutiques (< 50mg/L) et suprathérapeutiques (> 50mg/L). Les couples de concentrations biliaires et 

sanguines étaient analysés selon plusieurs modèles statistiques afin de permettre l’interprétation des 

concentrations biliaires. Une corrélation significative était montrée (r=0.66) malgré une certaine 
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dispersion dans les cas où les concentrations sanguines sont > à 100mg/L. Un seuil de concentration 

biliaire de 53mg/L est donné statistiquement équivalent au seuil de concentration sanguine de 50mg/L 

avec une sensibilité de 0.95 et une spécificité de 0.93 dans cette population. 

4.3.1 Acide gamma-hydroxybutyrique (GHB) 
Du fait des difficultés d’interprétation des concentrations sanguines de GHB, l’analyse 

complémentaire de matrices alternatives a été étudiée afin de distinguer une origine  endogène, ou une 

néoformation post mortem, d’une administration exogène de GHB [85]. Les conclusions des 2 études 

disponibles sur la bile sont divergentes. Moriya [86] a sélectionné des cas pour lesquels une 

administration exogène de GHB ou de gamma-butyrolactone (GBL) était exclue d’après les données de 

l’enquête et pour lesquels le délai post mortem n’excédait pas 48h. Dans 9 cas où la bile était disponible, 

les concentrations biliaires étaient homogènes et faibles (non détectées à 2.8 mg/L). L’auteur concluait 

que  la bile constituait une matrice alternative de choix car le niveau endogène de GHB est faible et 

proposait un seuil biliaire de 10 mg/L pour distinguer une origine endogène d'une origine exogène de 

GHB. Kintz et al. [87] se sont intéressés à 14 cas pour lesquels l’exposition au GHB de source exogène 

était peu probable mais qui présentaient des concentrations sanguines cardiaques supérieures au seuil 

proposé de 50 mg/L, compatible avec une formation endogène. Alors que dans ces cas les 

concentrations dans le sang fémoral et l’humeur vitrée demeuraient inférieures au seuil de 50 mg/L, les 

concentrations biliaires montraient des taux plus élevés ainsi qu’une grande dispersion (6.1 à 238 mg/L, 

n=7). Ainsi, selon les auteurs, cette matrice ne remplit pas les pré-requis pour interpréter les 

concentrations de GHB.  

4.3.2 Ethanol 
De nombreuses études se sont intéressées à l’interprétation de la concentration d'éthanol dans des 

matrices alternatives afin de documenter lorsque le sang n’est pas disponible ou de confirmer une 

concentration sanguine élevée suspectée d'être la conséquence d'une redistribution ou d'une 

néoformation post mortem. La revue de Kugelberg et al. [88] portant sur l’interprétation de l’analyse de 

l’éthanol ne fait que citer la bile dans les prélèvements non conventionnels. Pourtant cette matrice a fait 

l’objet de nombreuses publications principalement dans les années 1980 et au début des années 1990. 

Ainsi, les concentrations biliaires en éthanol étaient fortement corrélées avec l’éthanolémie (r=0.927, 

n=37 [89] ;  r=0.9107, n=189 [90] ; r=0.94, n=100 [91]). Le ratio des concentrations bile/sang rapporté est 

généralement voisin de 1 (Tableau 2). Malgré ces données, l’estimation des concentrations sanguines à 

partir des concentrations biliaires est à envisager avec prudence. En effet, l’ensemble de ces études 
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montrent une importante dispersion des concentrations biliaires comme l’indiquent les importantes 

fourchettes de ratio bile/sang (Tableau 2). Berniece et al. [92] ont observé une plus grande variabilité de 

ce ratio pour des concentrations en éthanol < à 0.1% (CV 34%) que pour des  concentrations en éthanol > 

à 0.1%( CV14%, données après correction dans une lettre à l’éditeur [93]). Winek et al. [90] ont montré 

que si la concentration en éthanol dans la bile était pondérée par la teneur en lipides du prélèvement, la 

dispersion était moindre. Le délai entre l'absorption et le décès pourrait aussi en partie expliquer cette 

dispersion. Dans ce sens, Christopoulos et al. [94] ont observé sur une série de 8 cas  que les 

concentrations biliaires étaient supérieures à celles dans le sang lorsque la mort s’était produite 

rapidement après la consommation importante d’alcool (<15 min, n=3) et inférieures quand la mort avait 

été moins rapide. L’ensemble de ces données montre que malgré l’existence d’une corrélation 

significative entre les deux matrices, il reste délicat d’extrapoler des concentrations sanguines d’éthanol 

à partir des seules données biliaires. Une approche permettant de prendre en compte cette incertitude a 

été décrite par Winek et al. [90] qui ont proposé de rendre un résultat sous la forme d'une zone de 

concentration estimée, associée à une incertitude plutôt qu’à une unique concentration. 

Tableau 2: Ratios des concentrations biliaires et sanguines d’éthanol rapporté dans la littérature 

  Ratio des concentrations d’éthanol bile/sang  
Référence Nombre de cas Moyenne Ecart type Min-Max 

[92] 78  
[éthanol] = 0.02 à 0.49% 0.92 0.22 - 

[89] 37 1.00 0.19 0.45 – 1.45 

[90] 189 1.03 0.29 0.32 - 2.91 

[90] 
129 

Concentrations biliaires corrigées par la 
teneur en lipides 

1.00 0.29 0.40 - 2.58 

[94] 5 - - 0.7 – 1.12 

[91] 100 1.1 0.3 0.8 – 1.4 

Cité par [40] - - - 0.7 - 1.4 

 

Lors d’accidents aériens, souvent à l'origine d'une dégradation importante des corps, une synthèse 

post mortem d'éthanol a été envisagée dans certains prélèvements sanguins sur la base de résultats 

négatifs dans la bile ou d’autres matrices (urine, cerveau, rein…) [95, 96]. Au contraire, lors d’une étude 

portant sur l’analyse de l’éthanol sur des corps décomposés [97], l’éthanol était détecté dans le sang et 

la bile des 55 cas suspectés de production post mortem alors que les concentrations urinaires et 

vitréennes, matrices souvent considérées comme protégées d'une néoformation post mortem, restaient 
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faibles ou nulles. Ainsi, on peut conclure qu’à l’image de tout autre prélèvement biologique, une 

contamination bactérienne de la bile responsable d’une néoformation d'éthanol existe. La bile, si elle est 

disponible, peut faire l’objet d’une recherche d’éthanol afin de contribuer à discriminer une 

néoformation d’alcool d’une consommation ante mortem, en association avec l’analyse d’autres fluides 

biologiques et l’étude des circonstances du décès. La recherche d'éthylglucuronide, métabolite de 

l'éthanol, est souvent utilisée pour discriminer une consommation d'éthanol d'une néoformation post 

mortem. Une étude a montré que l’ethylglucuronide était fortement excrété dans la bile avec des 

concentrations supérieures à celles dans le sang [98]. 

4.4 Redistribution post mortem 
La bile contenue dans la vésicule biliaire a été étudiée à la fois comme source potentielle de 

redistribution post mortem du fait des fortes teneurs en xénobiotiques et comme cible de la diffusion de 

molécules provenant des organes abdominaux anatomiquement proches. 

La redistribution post mortem en fonction du délai séparant l’euthanasie et la collecte de 

prélèvements (de 0 à 48h) a été étudiée chez le lapin quelques heures après administration 

intraveineuse de trois bétabloquants (n = 18 lapins, 0 à 48h) [99] et de MDMA (n = 15 lapins, 0 à 72h) 

[100]. Ces deux études se sont intéressées à l’évolution des concentrations biliaires et ont montré une 

tendance à la diminution des concentrations en fonction du délai post mortem. Dans les deux études, les 

concentrations biliaires étant supérieures aux concentrations hépatiques, une diffusion des 

xénobiotiques depuis la bile vers le foie pourrait avoir partiellement contribué à l’augmentation des 

concentrations hépatiques au cours du délai post mortem. Par ailleurs, pour les bétabloquants, cette 

diminution pourrait avoir contribué à l’augmentation concomitante mais non significative des 

concentrations dans le sang périphérique prélevé au niveau de la veine cave inférieure. Enfin, une 

libération de bile dans le duodénum puis sa régurgitation dans l’estomac pourrait expliquer en partie 

l’apparition précoce de bétabloquants dans l’estomac alors que la molécule a été administrée par voie 

veineuse. Cette hypothèse de reflux duodeno-gastrique, est proposée dans une étude s’intéressant aux 

concentrations gastriques de morphine lors d’overdose à l’héroïne par voie intraveineuse [69]. Une 

étude s’est intéressée à la redistribution post mortem du THC chez le cochon (n=15) [101] après 

administration intra-jugulaire de THC pour des délais post mortem de 0 à 48h. Les concentrations 

biliaires et hépatiques n’ont pas semblé varier en fonction du délai post mortem mais ce résultat n’était 

pas significatif en raison des faibles concentrations observées, parmi les plus faibles de l’ensemble des 

tissus étudiés (bile 1.4-7.5ng/g, foie droit 2.8-8.2 ng/g, foie gauche 4.0-8.0 ng/g).  
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L’estomac a été étudié comme source potentielle de redistribution post mortem. En effet, il peut 

être considéré comme un réservoir de xénobiotiques si l’absorption a été incomplète au moment du 

décès. De Letter et al. [102] ont simulé ce phénomène par infusion post mortem de MDMA dans 

l’estomac ou la trachée (pour simuler le reflux gastro-oestrophagien) chez le lapin. Pounder et al. ont 

étudié cette hypothèse par instillation post mortem d’un cocktail médicamenteux (amitriptyline, 

paracétamol, lithium) sur cadavre humain [103] et lors de huit cas d’overdoses médicamenteuses. 

L’ensemble de ces travaux ont montré une diffusion des molécules de l’estomac vers le lobe gauche du 

foie alors que le lobe droit semblait généralement préservé. Seuls Pounder et al. [103] se sont intéressés 

aux concentrations biliaires et ont montré que la diffusion vers la vésicule était présente mais moins 

importante que celle observée vers le foie. 
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5. Conclusion 
Un bilan toxicologique post mortem médicolégal a pour but de caractériser une consommation de 

xénobiotique ainsi que l’influence de cette consommation dans la survenue du décès. La détection d’un 

composé dans une matrice biologique permet ainsi le premier niveau qualitatif d’interprétation. 

L’exploitation des concentrations en termes d’effets (thérapeutiques, toxiques, altération de la 

vigilance…) correspond à l’interprétation quantitative et est généralement effectuée sur la matrice 

sanguine. La bile, contenue dans la vésicule biliaire, est un des prélèvements standards réalisés lors des 

autopsies dans le but de procéder à ces analyses toxicologiques en complément des autres matrices 

(sang, contenu gastrique…) ou lors de l’absence de prélèvement sanguin exploitable. Cette revue de la 

littérature avait pour objectif d’investiguer les connaissances utiles à l’application médicolégale de cette 

matrice.  

L’excrétion biliaire est un processus complexe. D’une part, la bile est sécrétée par les hépatocytes 

puis sa composition est modifiée par de nombreux processus d’absorption/sécrétion le long de l’arbre 

biliaire et au sein de la vésicule biliaire. D’autre part, l’excrétion d’un xénobiotique exige le passage de 

deux membranes de l’hépatocytes, côté sinusoïdes sanguins et côté canalicule biliaire, par diffusion 

passive ou par transports actifs. Ce processus est fortement molécule dépendant notamment en 

fonction de la masse moléculaire, de la lipophilie et de l’affinité pour les transporteurs membranaires 

présents à la surface des hépatocytes. Il est à souligner que les connaissances sur les processus biliaires 

sont moindres que pour d’autres matrices telles que l’urine et le sang du fait évident d’un accès limité à 

la matrice in vivo.  

Au contraire, le prélèvement post mortem de bile est intéressant car il est aisé en cas d'autopsie. Il 

dépend essentiellement de la réplétion et de l’évolution post mortem de la vésicule biliaire. Comme peu 

de données sont disponibles sur la conservation de la bile et la stabilité des xénobiotiques au sein de 

cette matrice, les précautions communes à tout prélèvement biologique sont applicables quant à l’ajout 

de conservateur et à la température de stockage. Certains auteurs ont suggéré que la bile, de part sa 

composition (sels biliaires…) et son pH alcalin, ne constituait pas un milieu favorable au développement 

bactérien bien qu’une néoformation bactérienne d’éthanol dans la bile ait été décrite. De nombreuses 

techniques de prétraitements d’échantillons et d’analyses ont été proposées pour l’analyse de la bile. 

Sachant que la composition spécifique de la bile peut être à l’origine d’interférences et d’effets matrice, 

il est important d’en tenir compte lors du développement d’une méthode d’analyse afin de garantir la 

fiabilité de la détection comme du dosage. 
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Sur la base d’un grand nombre de case report, de quelques séries de cas autopsiques et des 

connaissances sur les processus actifs de sécrétion biliaire, il apparaît que les concentrations biliaires 

sont souvent plus élevées que celles dans le sang et que le rapport de concentrations peut parfois être 

très haut (ratio bile/sang moyen de la buprénorphine = 9638 [72]). Ainsi, la bile a été proposée comme 

matrice de choix pour le dépistage de médicaments et de stupéfiants. La fenêtre de détection biliaire de 

molécules significativement excrétées sera plus longue que dans le sang en utilisant une technique 

analytique de performance égale notamment en termes de limite de détection et de quantification, Ceci 

peut se révéler d’un grand intérêt pour les molécules à demi-vie courte lors d’un décès à distance de la 

consommation (hospitalisation, coma, traumatisme crânien…) comme cela a été largement souligné 

dans la littérature pour les opiacés et la colchicine. Malgré ces intérêts au niveau qualitatif, la bile n’est 

généralement employée pour le dépistage que si l’urine, autre milieu d’élimination d’analyse plus facile, 

est absente. 

L’intérêt de la bile pour l’interprétation quantitative des concentrations en xénobiotiques a été peu 

recherché. Pourtant, une corrélation significative a été montrée entre les concentrations biliaires et 

sanguines pour certaines molécules. Ainsi une interprétation quantitative peut être envisagée sur la base 

des concentrations biliaires en l’absence de prélèvement sanguin exploitable. Toutefois, la dispersion des 

concentrations dans la bile, à l’image de nombreuses matrices alternatives, incite au développement 

d’outils qui prennent en compte cette incertitude. La détermination d’un seuil biliaire d’overdose [84] ou 

d’une gamme de concentrations qui correspondrait avec une probabilité connue à une concentration 

mesurée dans la bile [90] a  été proposée. Pour finir, l’interprétation des concentrations doit également 

prendre en compte la possibilité d’une redistribution post mortem. Là encore peu d’études significatives 

sont consacrées à la bile. Celles-ci montrent une tendance à la diminution des concentrations biliaires 

par diffusion des xénobiotiques vers les tissus voisins plus faiblement concentrés ainsi qu’une 

contamination peu sévère de l’estomac vers la vésicule biliaire en cas de stockage massif de 

xénobiotique dans le contenu gastrique en phase d’absorption. 

En conclusion, cette revue de la littérature souligne non seulement l’intérêt qualitatif de la bile mais 

également la possibilité d’un intérêt quantitatif pour un petit nombre de molécules. Des lacunes sont 

mises en évidence concernant la compréhension de l’excrétion biliaire et l’existence d’études robustes 

sur les intérêts, les limites et la mise en œuvre de l’analyse de la bile dans le domaine de la toxicologie 

médicolégale. Les mécanismes d’excrétion biliaire jouent un rôle déterminant dans l’interprétation de 

l’analyse biliaire. D’un point de vue qualitatif, il serait de grand intérêt de connaître, ou même de 

prédire, quelles sont les molécules d’intérêt médicolégal fortement excrétées par voie biliaire et donc 
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aisément détectées dans cette matrice. En ce sens, une meilleure connaissance des transports actifs  

hépatocytaires et de leur substrat est nécessaire. D’un point de vue quantitatif, les molécules présentant 

une corrélation significative entre les concentrations biliaires et sanguines semblent partager certaines 

caractéristiques : l’éthanol, le méprobamate et, dans une moindre mesure, les nitrobenzodiazépines, ont 

par exemple en commun d’être de petites molécules avec de faibles ratios de concentrations bile/sang. 

Ainsi, il serait intéressant de caractériser les propriétés des molécules et les mécanismes de leur 

excrétion ou de leur réabsorption biliaires à l’origine de cette corrélation. 
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Interprétation des concentrations mesurées dans une matrice 
alternative : Cas du méprobamate dans la bile. 

La recherche des causes toxiques de la mort peut nécessiter l'utilisation de matrices alternatives 

lorsque les matrices "usuelles" sont manquantes. Alors que la bile est utilisée en toxicologie 

médicolégale presque exclusivement dans un but de dépistage de molécules, un test diagnostique 

permettant d'interpréter les concentrations biliaires de méprobamate est rapporté dans cette étude. 

Basé sur une série de 128 observations autopsiques, un seuil de concentration de méprobamate dans 

la bile de 53 mg/L était trouvé équivalent au seuil sanguin de 50 mg/L permettant de distinguer un 

surdosage d'un usage thérapeutique. Les qualités intrinsèques de ce test étaient bonnes avec une 

sensibilité de 0,95 et une spécificité de 0,93. Dans une population médicolégale française, les valeurs 

prédictives positives et négatives étaient respectivement de 0,90 et 0,97. Ce test diagnostique est 

utile pour mettre en évidence un surdosage de méprobamate lorsqu'un prélèvement sanguin n'est 

pas disponible ou pour confirmer un dosage sanguin suspecté d'être biaisé du fait d'une 

redistribution post mortem. 
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Abstract Investigating toxicological causes of death may
require alternative matrices when the usual ones are lacking.
Whereas forensic toxicology uses bile almost only for
xenobiotic screening, a diagnostic test interpreting postmor-
tem bile concentrations of meprobamate is reported. Based
on 128 sets of autopsy data, its intrinsic qualities were good,
with 0.95 sensitivity and 0.93 specificity. In a French
forensic population, the positive and negative predictive
factors were 0.90 and 0.97, respectively. It is a useful means
of revealing overdoses where blood samples are not
available or of confirming blood tests when postmortem
redistribution is suspected.

Keywords Meprobamate . Bile . Forensic toxicology .

Lethal intoxication . Autopsy

Introduction

Postmortem toxicology is part of the arsenal systematically
deployed in investigating causes of death [1]. Analysis is
usually based on blood sampling, as providing the best
toxicological profile of the victim at the time of death. The
interpretation of blood concentrations is, however, subject
to postmortem redistribution effects and is obviously
impossible when no blood is available [2, 3]. Alternative
matrices are then useful, the main drawback being the lack
of standard tables defining therapeutic, toxic, and lethal
thresholds such as are available for blood [4, 5]. Interpre-
tation has therefore been empirical, with typical intoxica-
tion data found in the literature serving as benchmarks [6].
The relative unreliability of such an approach has meant that
therapeutic and intoxication levels are difficult to distinguish.
Quantitative statistical comparisons of data from alternative
matrices are required; therefore, concentration distributions
concomitantly observed in blood and bile were investigated.
Bile is a xenobiotic elimination compartment providing a
matrix of choice for screening [7, 8]. Except in the case of
alcohol [9–11], most studies concerning bile have focused on
the simple detection of xenobiotics rather than the interpreta-
tion of the concentrations detected. A preliminary study
assessed the interest of bile as a matrix for revealing overdose
of a three-molecule therapy often encountered in forensic
toxicology [12], and the bile thresholds for meprobamate and
cyamemazine were determined graphically. These encourag-
ing results were therefore followed up, in the light of the
forensic importance of meprobamate [13–15], with the
present methodologically rigorous assessment.
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Materials and methods

Study population

A retrospective study was performed in the Lyon (France)
Forensic Institute between June 1st 2004 and August 31st
2007. Sampling respected the Council of Europe Circular
R99 [1]. All cases in which meprobamate had been detected
in at least one matrix (blood, gastric content, and/or urine)
and from which a bile sample had been taken were included.
Meprobamate was detected in 5.9% (n=185) of the 3,116
autopsies performed over the study period. Simultaneous
blood and bile samples were taken in 67% of the positive
cases (n=124). For these 124 cases included in the statistic
analysis, postmortem times varied from a few hours to
several days. The male to female ratio was 1.2. For the
men, the mean age was 50 years (range, 18–91 years); for
the women, it was 48 years (range, 24–80 years).

Analytical methods

Toxicological screening on biological samples was per-
formed by high-performance liquid chromatography with
photodiode array detection (HPLC/DAD) and gas chroma-
tography with mass spectrometry detection (GC/MS) as
previously described [16]. The samples (blood and urine,
1 ml; gastric content and bile, 0.5 ml), spiked with phenazine
(750 ng) as internal standard, were extracted using Toxitube
A from Varian (Les Ulis, France). For HPLC/DAD analysis,
the dry residue was dissolved in 100 μl HPLC initial mobile
phase (described below), and 60 μl was injected. The HPLC
chain was an 1100 series from Agilent (Massy, France). The
analytical column was a 250×4.6 mm ID Uptisphère C8
Interchrom, 5 μm particle size from Interchim (Montluçon,
France). The solvent gradient program, composed of a
50 mmol mixture of acetonitrile/phosphate buffer, pH 3.6,
was as follows: initial acetonitrile was held at 15% for 2 min,
linearly increased to 65% for 13 min and to 80% for 10 min.
Compounds were identified using the “UV spectra of toxic
compounds” version 2001 library (Authors: Pragst, Herzler,
Herre, Erxleben and Rothe) commercially available (FILT
Forschungsgesellschaft mbH, Berlin-Buch, Germany) and a
home-made library. For GC/MS, the dry residue was
acetylated by the method described by Maurer [17] and
modified as follows: 200 μl of pyridine/acetic anhydride
mixture (40/60, v/v) was added to dry residue for 30 min at
60°C then evaporated and re-dissolved in 100 μl ethyl
acetate, and 1 μl was injected. The GC/MS chain was an
Agilent 6890 GC with a 5973 mass spectrum detector. The
column was an HP5MS (length, 30 m; 0.25 mm ID; film
thickness, 0.25 μm). The gas vector was helium at 1 ml/min
flow. Injector temperature was 260°C. The oven tempera-
ture gradient program was as follows: initial temperature

90°C held 1 min, linearly increased to 200°C (20°C/min),
and then to 300°C (15°C/min). Compounds were identified
using three commercial libraries from Agilent: Wiley, NIST
02, Pfleger Maurer Weber V3, and a home-made library.
The meprobamate assay of calibration points, standards,
and unknowns was performed as follows: 850 μl distilled
water and 50 μl methanol solution at 1 mg/ml in carisoprodol
(internal standard) were added to 100 μl bile or 500 μl blood.
The mixtures were diluted in 2 ml ammoniac buffer (pH=
9.5) and extracted with 3 ml of a chloroform–isopropanol
(9:1) mixture. After 20 min agitation and 10 min centrifu-
gation at 2,700 rpm, the organic phase was collected and
evaporated on warm (40°C) nitrogen. The dry residue was
dissolved in 500 μl methanol and centrifuged for 10 min at
12,000 rpm. Aliquots of 1 μl were injected into the GC/MS
system, using Gaillard’s method modified as follows [14]:
The gas chromatograph was a Hewlett Packard 6890 series
(Les Ulis, France), with HP 7683 automatic injector and HP
5973 detector. The analytic column was an HP-5MS
capillary column (30 m×0.25 mm i.d.; 0.25 μm film
thickness). Helium was used as vector at a constant flow
rate of 1.4 ml/min. A splitless injection mode was adopted
at a temperature of 193°C. The initial oven temperature of
150°C was maintained for 1 min then increased to 200°C at
25°C/min then to 295°C at 30°C/min and maintained for
16 min. The mass spectrometer scanned ions of mass m/z
40–200.

Statistics

Bile detection threshold for a given blood concentration

Concentrations detected in blood but not in bile-enabled
meprobamate bile detection threshold to be defined as the
upper limit of the 95% unilateral dispersion interval for the
blood concentration values.

Correlation between bile and blood concentrations

Correlation coefficient for subjects in whom meprobamate
was detected in bile showed a linear relationship between
bile and blood concentration values. We estimate the
significance level of the correlation coefficient when
computing the p value of the usual two-tailed Student’s t
test with (n−2) degrees of freedom, with n the sample size.

Meprobamate overdose test

It is generally agreed that an overdose can be suspected for
a blood meprobamate concentration in excess of 50 mg/l [4,
5]. Our meprobamate overdose diagnosis test was based on
determining the bile meprobamate concentration threshold
above which a subject will be considered overdose-positive,
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i.e., as likely to have a blood meprobamate concentration
>50 mg/l. As in a biological test, sensitivity was based on
the proportion of positive results for subjects presenting a
blood meprobamate concentration >50 mg/l and specificity
on the proportion of negative results for subjects presenting
a blood meprobamate concentration <50 mg/l. Denoting α
the risk of obtaining a false-positive result in a subject with
a non-toxic blood concentration and β the risk of a false
negative in a subject with a toxic blood concentration, the
specificity can be expressed as (1−α) and the sensitivity as
(1−β). The optimal bile concentration threshold for the test
was thus derived from the specificity (1−α) and sensitivity
(1−β) and specificity (1−α) values for bile concentrations
between 0 and 373 μg/ml. The risks α and the β were
calculated for each bile concentration. The optimal bile
concentration threshold was that at which these two risks
were minimal, defining the test threshold and
corresponding sensitivity and specificity values. Bayes’
formula gave the positive and negative predictive values of
the test by applying it to a population known to have
meprobamate in the blood and in which the proportion of
toxic concentrations was known. As with all methods of
diagnostic test, we gave the receiver operating character-
istics (ROC) [18] curve.

Results

Calibration curve and validation

Calibration curves were linear for blood (r2=0.997; six
calibration points, 12.5, 25.0, 50.0, 100.0, 200.0, and
400.0 mg/l; in triplicate) and for bile (r2=0.994; six
calibration points, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0, 125.0, and
250.0; in triplicate). For each curve, the intercept did not
significantly differ from zero (Student’s t test). Homogene-
ity of variances was confirmed on Cochran’s test over the
whole test range. Repeatability, reproducibility, and recov-
ery were tested at low (blood=25 mg/l, bile=25 mg/l) and
high concentration levels (blood=200 mg/l, bile=125 mg/l).
The repeatability study (each of the two concentration
levels analyzed ten times) gave variation coefficients for
blood of 2.0% and 3.1% and for bile of 5.2% and 4.9% for
the low and high levels, respectively. The reproducibility
study (each of the two concentration levels analyzed ten
times 3 days consecutively) gave variation coefficients for
blood of 5.0% and 9.2% and for bile of 4.8% and 9.1% for
the low and high levels, respectively. Mean recovery was
82% and 73% for blood and 94% and 101% for bile for the
low and high levels, respectively. The limit of detection
(LOD, three standard deviations from the mean concentra-
tion measured on ten blank blood and bile samples) was
1.2 and 2.9 mg/l for blood and bile, respectively. The lower

limit of quantitation (LOQ, ten standard deviations from
the mean concentration measured on ten blank bile and
blood samples) was 2.0 and 5.9 mg/l for blood and bile,
respectively.

Statistics

Detection threshold

Those cases in which meprobamate was detected in blood
but not in bile (n=13) provided an estimate of the blood
meprobamate concentration threshold for bile detection:
95% of blood concentration values lower than 7.9 mg/l failed
to be detected in bile at an analytic threshold of 2.9 mg/l.

Correlation study

Figure 1 shows the pairs of values found in those cases (n=
111) in which bile meprobamate was quantifiable. There
was a significant linear correlation between bile and blood
meprobamate concentrations (r=0.66, p<10−14). For strong
blood concentrations (≥100 mg/l), however, the relative bile
concentrations were more variable. Two subjects presented
high relative bile concentrations (two and four times the
mean, respectively).

Overdose test

Table 1 shows the sensitivity and specificity values and
summed α+β error risks for bile concentration thresholds
ranging between 0 and 373 mg/l by 10 mg/l steps. Estimates
were based on 124 subjects with concentrations above (n=
49) and below (n=75) the overdose blood concentration
threshold of 50 mg/l. Figure 2 shows the summed α+β
error risks per threshold value. The threshold associated
with the minimal total risk was 53 mg/l and was therefore

Fig. 1 Correlation curve between blood and bile concentrations
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taken as the test detection threshold, with an associated
sensitivity of 0.95 and specificity of 0.93. The ROC curve has
an usual shape and could be compared with subsequent ROC
curves obtained from biological tests performed in different
matrices (Fig. 2). Applying the test to the parent population
of the sample, where the intoxication rate for subjects
presenting blood meprobamate was 40%, the positive and
negative predictive values were 90% and 97%, respectively.

Discussion

This original study concerned the rigorous development of
a simple diagnostic test in forensic toxicology, based on a

significant correlation established between blood and bile
meprobamate concentrations in a representative sample (n=
124) drawn from a French forensic autopsy population. A
bile concentration threshold of 53 mg/l was found to be
statistically equivalent to the blood concentration threshold
of 50 mg/l distinguishing overdose from therapeutic use.
The test showed good intrinsic qualities of sensitivity and
specificity and excellent predictive values when applied to
a forensic population. It can be used where blood sampling
is not feasible or to confirm blood sample findings when
postmortem redistribution may be suspected.

The greater dispersion of bile as compared to blood
concentrations may be explained by antemortem elimination
and/or postmortem redistribution. The bile/blood concentra-
tion ratio at the moment of death is influenced by individual
variation in pharmacokinetic and toxicokinetic elimination
models. Influencing factors include hepatic perfusion status
[19], liver pathologies such as cirrhosis and cholestasis
[20], and drug interactions [21, 22]. The interval between
meprobamate ingestion and death is also a factor: A short
interval could account for a low bile as compared to blood
concentration due to limited excretion; conversely, pro-
longed agony would tend to augment the bile concentration.
The postmortem redistribution mechanisms liable to affect
bile concentrations are not clearly understood, although
methylendioxymetamphetamine studies showed them not to
be greatly significant [23]. Such antemortem and postmor-
tem variation factors are not readily controlled, but seem to
be particularly relevant to high blood concentrations: It is
noteworthy that variation in bile-to-blood concentrations
was fairly low in the regions involved in determining the
test’s overdose threshold, limiting the influence of these
factors on the exact threshold value. Thus, a threshold can
be set with good sensitivity and specificity.

Determining the bile meprobamate concentration overdose
threshold corresponding to a blood threshold is directly
inspired by the methodology for constructing clinical biology

Table 1 Test performance for various threshold values

Bile concentration
threshold (mg/l)

Specificity
(Sp)

Sensitivity
(Se)

Total risk
(α+β)

0 0.00 1.00 1.00
10 0.55 1.00 0.45
20 0.69 1.00 0.31
30 0.80 0.98 0.21
40 0.85 0.98 0.17
50 0.90 0.96 0.13
60 0.95 0.90 0.16
70 0.95 0.88 0.17
80 0.97 0.86 0.17
90 0.97 0.84 0.19
100 0.98 0.80 0.22
110 0.99 0.75 0.27
120 0.99 0.69 0.32
130 1.00 0.61 0.39
140 1.00 0.56 0.44
150 1.00 0.50 0.50
160 1.00 0.45 0.55

α is the risk of a false positive in a subject without a toxic blood
meprobamate level and β that of a false negative where the blood
concentration is toxic.

Fig. 2 a Summed α+β error
risks per threshold value; b
receiver operating characteristics
(ROC) curve
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diagnostic tests based on measurable values. Meprobamate
overdose is diagnosed on the basis of a reading greater or
lesser than a certain value. The biological variable establish-
ing diagnosis is thus the bile concentration of meprobamate.
This rigorous approach raises the question of the quality of
the estimation of sensitivity and specificity values and of α
and β risks. Two arguments, however, suggest reasonable
estimation fluctuation. The first concerns the narrow sensi-
tivity and specificity confidence intervals for the selected
threshold with a precision coefficient of about 7%. The
second is based on the regularity of the total risk (α+β)
calculated for the various bile thresholds, which was such
that a minimum total risk proved easy to determine. Should
one be preferentially seeking high specificity, as in a case
where an alternative cause of death might be envisaged,
Table 1 would enable a threshold with higher specificity to
be selected.

The test enables an overdose threshold to be detected in
the bile statistically corresponding to a blood concentration
greater than 50 mg/l. Being based on blood concentration
data, the test is subject to the associated limits of interpre-
tation. Two issues arise: The first is the statistical problem of
determining a blood toxicity threshold not found in the
literature. The second concerns the interpretation of over-
dose, which must be seen in the forensic context. Sample
recruitment involved all the common forensic situations, in
terms of cause of death, postmortem time, age, etc. The
sample being highly representative, the test can be taken as
having a broad field of application. Applying our proposed
threshold to four cases found in the literature did indeed
confirm the relevance of our test [24–26].

Carisoprodol, which is metabolized to meprobamate, is
frequently detected during forensic autopsies in the
countries where it is commercialized [27]. We use it as
internal standard since this molecule is not disposable as
therapeutic in France. If despite this limitation a subject
would have ingested this substance, we would have
detected it during the screening procedure by GC/MS.
None of the included cases being carisoprodol positive, we
cannot extrapolate our results to cases for which mepro-
bamate is the result of carisoprodol intake.

It would be of future interest to model the postmortem
evolution of the biliary compartment to explore some of the
hypotheses put forward in this paper.
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Interprétation des concentrations mesurées dans une matrice 
alternative : Cas du méprobamate dans l’humeur vitrée.  

L'utilisation de l'humeur vitrée (HV) comme matrice alternative au sang dans le domaine de la 

toxicologie médicolégale a été décrite pour de nombreuses molécules. L'interprétation de 

concentrations mesurées dans l'HV nécessite des analyses statistiques de données obtenues sur des 

séries d'observations significatives. Dans la présente étude, deux tests diagnostiques sont décrits 

permettant d'interpréter les concentrations vitréennes de méprobamate dans une série de 117 cas 

autopsiques: (1) Un seuil de concentration dans l'humeur vitrée de 28 mg/L est trouvé équivalent au 

seuil sanguin de 50 mg/L permettant de distinguer un surdosage d'un usage thérapeutique. Les 

qualités intrinsèques du test sont bonnes avec une sensibilité de 0,95 et une spécificité de 1. (2) Un 

nouvel outil d'interprétation est proposé permettant d'estimer, à partir d'une concentration 

vitréenne, une fourchette de concentrations sanguines avec une probabilité connue.  
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Interpretation of drug concentrations in an alternative
matrix: the case of meprobamate in vitreous humor
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Abstract The use of vitreous humor (VH) as an alternative
matrix to blood in the field of forensic toxicology has been
described for numerous drugs. Interpretation of drug
concentrations measured in VH, as in other matrices,
requires statistical analysis of a data set obtained on a
significant series. In the present study, two diagnostic tests
interpreting postmortem VH concentrations of meprobam-
ate in 117 sets of autopsy data are reported. (1) A VH
meprobamate concentration threshold of 28 mg/l was
statistically equivalent to that of blood meprobamate
concentration threshold of 50 mg/l distinguishing overdose
from therapeutic use in blood. The intrinsic qualities of the
test were good, with sensitivity of 0.95 and absolute
specificity of 1. (2) A novel interpretation tool is proposed,
allowing blood concentration range to be evaluated, with a
known probability, from VH concentration.

Keywords Meprobamate . Vitreous humor . Forensic
toxicology . Intoxication . Autopsy

Introduction

In most cases, blood remains the reference matrix to
provide an optimal toxicological victim profile at the time
of death [1]. When no blood is available, alternative
matrices are used with empirical interpretation, with cases
found in the literature as benchmarks. This approach makes
therapeutic, toxic, and lethal intoxication levels difficult to
distinguish. Comparison of concentrations between blood
and alternative matrices on statistically significant series is
required to provide reliable tools for interpretation. The
interest of postmortem analysis of the vitreous humor (VH)
is well known. VH has been recommended in case of
absence of blood (exsanguination or mutilated cadaver),
postmortem redistribution [2, 3], embalmment [4, 5], or
putrefaction and bacterial contamination [6]. In addition,
VH is easy to collect. Toxicological analysis of VH has a
qualitative interest, shown by the large number of different
molecules that have been detected [7]. The quantitative
interest, due mainly to the correlation between blood and
VH concentrations, was studied for various drugs: e.g.,
ethanol [8], cocaine [9], opiates [10], and benzodiazepines
[11–13]. There was great variability in results according
to the molecule considered and to experimental con-
ditions. Despite that meprobamate has been replaced by
other sedative agents in some countries, it stays a drug
frequently detected on postmortem toxicological investi-
gation [14, 15]. It is a carbamate derivative, prescribed as
an anxiolytic but with well-established abuse potential
[16]. It is also the active metabolite of carisoprodol.
Although VH meprobamate concentrations were described
in some case reports [17, 18], no investigation of the
correlation between blood and VH concentrations has
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been performed on a statistically significant series.
Previously, the interpretation of meprobamate concentra-
tions in bile was reported [14]; the present study looked at
VH meprobamate concentrations, with the same objective
and a similar approach.

Material and methods

Study population

A retrospective study was performed in the Lyon (France)
Forensic Institute between July 1st 2005 and May 31st
2010. Sampling respected the Council of Europe Circular
R99 [19]. All cases in which meprobamate had been
detected in at least one matrix (blood, stomach contents
and/or urine) and from which a VH sample from at least
one of the two eyes had been taken were included.
Meprobamate was detected in 5.34% (n=177) of the
3,313 autopsies performed over the study period. Both
femoral blood and VH samples were taken in 66.1% (n=
117) of the positive cases. In 93 cases, left and right VH
(LVH, RVH) were both collected, in six cases only RVH, in
11 only LVH, and in seven, a mixture of LVH and RVH.
For the 117 cases included in the statistical analysis,
postmortem times varied from a few hours to several days.

Seventy-seven of the 117 cases were considered non-
overdosed (meprobamate blood concentration<50 mg/l)
and 40 overdosed (>50 mg/l). The mean age of the
population was 49.7 years. The male to female ratio was
0.98. For men, the mean age was 46 years (range 18–
83 years, five unknown), and for women, 51 years (range
24–80 years, five unknown).

Analytical methods

Blood samples were analyzed using a technique previ-
ously described [14], adapted and validated for mepro-
bamate assay in VH as follows; 20 μl methanol solution at
1 mg/ml in carisoprodol (internal standard (IS)) were
added to 200 μl VH. The mixtures were diluted in 1 ml
ammoniac buffer (pH=9.5, 0.07 M) and extracted with
1.5 ml of a chloroform-isopropanol (9:1, v:v) mixture.
After 20 min agitation and 10 min centrifugation at
1,400×g, the organic phase was collected and evaporated at
40°C under nitrogen. The dry residue was dissolved in
100 μl methanol. Aliquots of 1 μl were injected into the GC/
MS system, using Gaillard's method [15], modified as
follows: the gas chromatograph was a Hewlett Packard
6890 series (Les Ulis, France), with HP 7683 automatic
injector and HP 5973 detector. The analytic column was an
HP-5MS capillary column (30 m×0.25 mm i.d.; 0.25 μm
film thickness). Helium was used as carrier gas at a constant
flow rate of 1.4 ml/min. A splitless injection mode was
adopted at a temperature of 193°C. The initial oven
temperature of 150°C was held for 1 min then increased to
200°C by 25°C/min and held for 4 min and finally increased
then to 295°C by 30°C/min and held for 5,83 min. The
retention times of meprobamate and carisoprodol (IS) were
5.26 and 6.15 min, respectively. Data were recorded in full
scan; the ions monitored were: m/z 83-114-144 and 97-158-
184 for meprobamate and carisoprodol, respectively (ions m/
z 83 and 158 were used for quantification).

Statistics

Statistics were analyzed using R language, version 2.11.1,
available at http://cran.r-project.org/.

Differences between right and left VH concentrations

Right and left VH concentrations were compared by paired
Wilcoxon signed rank test with continuity correction
because of the non-normality of the distributions. Depend-
ing on the case, further computations were performed using
the mean of the LVH and RVH concentrations when
available, or else the LVH or RVH concentration only or
a mixture of the two.

Table 1 Test performance observed for various threshold values

VH concentration
threshold (mg/l)

Specificity
(Sp)

Sensitivity
(Se)

Total risk
α + β

0 0.00 1.00 1.00

10 0.71 1.00 0.29

20 0.95 1.00 0.05

30 0.99 0.95 0.06

40 0.99 0.90 0.11

50 1.00 0.78 0.23

60 1.00 0.70 0.30

70 1.00 0.58 0.43

80 1.00 0.45 0.55

90 1.00 0.38 0.63

100 1.00 0.28 0.73

110 1.00 0.23 0.78

120 1.00 0.18 0.83

130 1.00 0.18 0.83

140 1.00 0.13 0.88

150 1.00 0.08 0.93

α is the risk of a false positive in a subject without a toxic blood
meprobamate level and β that of a false negative where the blood
concentration is toxic
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Meprobamate overdose test

The approach was similar to that described by Fanton et
al. [14]. We sought to determine the VH meprobamate
concentration corresponding to the 50 mg/l blood con-
centration threshold above which overdose is generally
agreed to be suspected [20, 21]. Risk α (probability of
wrongly diagnosing overdose) and risk β (probability of
wrongly considering the dose to be therapeutic) were
computed for each VH concentration. The curve showing
the total risk (α + β) against VH concentration was
smoothed using a generalized additive model (function
gam of the R package, called mgcv). The chosen threshold
for forensic use is the VH concentration for which the total
risk given by the model is minimum. The widely used
receiver operating characteristics (ROC) curve is given by
the rocdemo.sca function of the ROC package.

Correlation between VH and blood concentrations

To normalize the data (n=117) and linearize the
relationship between the concentrations in the two
matrices (VH and blood), the concentrations were trans-
formed into natural logarithms of the concentration value,
incremented by one. The linear fit of the blood concen-
tration against the VH concentration was studied using
the lm function of the R language. Then, for different
hypothetical observed VH concentrations, the probability of
the predicted blood concentration falling within intervals
defined as therapeutic (≤30 mg/l), supra-therapeutic (]30,50]),
low toxic (]50;100]) and high toxic (>100) concentrations,
was computed.

Results

Calibration curve and validation

Calibration curves were linear for blood (r2=0.997; 6
calibration points; 12.5, 25.0, 50.0, 100.0, 200.0, and
400.0 mg/l; in triplicate) and for VH (r2=0.996; 6
calibration points; 4.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0, and
120.0 mg/l; in triplicate). For each curve, the intercept did
not significantly differ from zero (Student's t test).
Homogeneity of variances was confirmed on Cochran's

Fig. 2 Correlation curve between VH and blood log-concentrations
(n=117)

Fig. 1 a Total α + β error risks per threshold value; b receiver operating characteristics (ROC) curve (n=117)
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test over the whole test range. The dilution of the sample
was validated to analyze samples initially falling outside the
validated calibration curve (>120 mg/l). Repeatability,
reproducibility, and recovery were tested at low (20 mg/l)
and high (80 mg/l) concentration levels. The repeatability
study (each of the two concentration levels analyzed 10
times) gave variation coefficients of 2.4% and for 3.6% for
the low and high levels, respectively. The reproducibility
study (each of the two concentration levels analyzed 10
times for 3 days consecutively) gave variation coefficients
of 5.3% and of 4.3% for the low and high levels,
respectively. Mean recovery was 93% for the low and
high levels. The limit of detection (LOD, three standard
deviations from the mean concentration measured on ten
blank samples) was 0.2 mg/l. The lower limit of
quantification (LOQ, ten standard deviations from the
mean concentration measured on ten blank samples) was
0.4 mg/l.

Statistics

Meprobamate concentrations in blood and VH samples were
determined for 117 cases. Blood concentrations ranged from
0.41 to 464.4 mg/l, mean 56.3 mg/l. VH concentrations
ranged from 0.02 to 255.6 mg/l, mean 35.6 mg/l.

Differences between right and left VH concentrations

There was no significant difference between right and left VH
concentrations (n=92, p=0.87). The mean of the two concen-
trations was therefore computed when available in both eyes.

Meprobamate overdose test

Table 1 gives the sensitivity (1-α), specificity (1-β), and
summed α + β error risks observed for VH thresholds

Table 3 Blood and VH meprobamate concentrations reported in
literature

Case number [Blood
meprobamate]
(mg/l)

[VH
meprobamate]
(mg/l)

Reference

1 9.8 8.1 [17]
2 22.0 20.6

3 5.3 5.0

4 134 93 [18]
5 98 68

6 160 136

7 32.3 28.3

8 8.8 10

9 26.4 19.8

Table 2 Probability of various blood concentration intervals given
various observed VH concentrations

[VH meprobamate] (mg/l) [Blood meprobamate] (mg/l)

[0;30] ]30;50] ]50;100] >100

0 1.000 0.000 0.000 0.000

5 0.995 0.005 0.000 0.000

10 0.920 0.072 0.008 0.000

11 0.891 0.096 0.012 0.000

12 0.858 0.123 0.018 0.000

13 0.822 0.151 0.026 0.001

14 0.784 0.180 0.035 0.001

15 0.744 0.208 0.046 0.001

16 0.704 0.236 0.059 0.002

17 0.663 0.262 0.073 0.003

18 0.623 0.286 0.088 0.003

19 0.583 0.308 0.105 0.005

20 0.544 0.327 0.123 0.006

21 0.507 0.344 0.142 0.008

22 0.471 0.358 0.161 0.010

23 0.437 0.369 0.181 0.012

24 0.405 0.378 0.202 0.015

25 0.375 0.384 0.222 0.018

26 0.347 0.389 0.243 0.022

27 0.320 0.391 0.263 0.026

28 0.295 0.391 0.283 0.030

29 0.272 0.390 0.303 0.035

30 0.251 0.386 0.322 0.040

31 0.231 0.382 0.341 0.046

32 0.213 0.377 0.358 0.052

33 0.196 0.370 0.375 0.059

34 0.180 0.363 0.391 0.066

35 0.166 0.355 0.406 0.074

40 0.109 0.307 0.466 0.117

45 0.072 0.257 0.502 0.168

50 0.048 0.210 0.516 0.225

60 0.022 0.135 0.497 0.346

70 0.010 0.085 0.441 0.464

80 0.005 0.053 0.373 0.569

90 0.003 0.033 0.306 0.658

100 0.001 0.021 0.246 0.731

120 0.000 0.009 0.155 0.836

140 0.000 0.004 0.096 0.900

160 0.000 0.002 0.059 0.939

200 0.000 0.000 0.023 0.976

In practice, if, for example, a VH concentration of 13.4 mg/l was
observed, the nearest VH concentration line was read—in this
example, 13 mg/l. It was deduced that the most likely blood
concentration range was between 0 and 30 mg/l (probability of about
82.2%)
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ranging between 0 and 200 mg/l by 10 mg/l steps. Estimates
were based on 117 subjects with concentrations above (n=40)
or below (n=77) the blood concentration overdose threshold
of 50 mg/l. Figure 1a shows total α + β error risk per
threshold value. The threshold associated with the minimum
total risk given by the smoothing model was 28 mg/l and
therefore taken as the test detection threshold, with an
associated sensitivity of 0.95 and absolute specificity of 1.
The ROC curve showed an area under curve close to 1
(0.996) (Fig. 1b). Applying the test to the parent population
from which the sample was drawn and where the rate for
subjects presenting blood meprobamate concentrations>
50 mg/l was 34%, the positive and negative predictive
values were 100% and 97%, respectively.

Correlation between VH and blood concentrations

Figure 2 shows the highly significant linear relationship
between blood and VH concentrations (n=117, r=0.94, p<
10−70). The following model was adopted:

loge 1þ Blood½ �ð Þ ¼ 0:40þ 0:98 loge 1þ VH½ �ð Þ

Using this model, Table 2 was constructed, giving the
probability of blood concentration being in one of the four
intervals (≤30,]30,50],]50;100] and >100 mg/l) for a given
VH concentration.

Discussion

Like its companion paper on bile [14], the present study is
based on a significant correlation established between blood
and VH meprobamate concentrations in a representative
sample (n=117). A toxic threshold in VH (28 mg/l) was
found to be statistically equivalent to the blood concentra-
tion threshold of 50 mg/l distinguishing overdose from
therapeutic use. The test showed very good intrinsic
qualities of sensitivity and specificity and excellent predic-
tive values, better than the meprobamate bile test [14]. This
is confirmed by the successful use of this threshold in 8 of
the 9 published cases of death implicating meprobamate
(Table 3). The interpretation of case 7, with a VH
meprobamate concentration close to the threshold value,
must be done cautiously. According to Cox et al. [22], a
good correlation between VH and blood concentrations
could be the consequence of a transport process across the
blood–VH barrier primarily by diffusion. The small
molecular weight (218.25 g/mol) of meprobamate and its
low fraction bound to protein (fb=20%) [23] reinforce this
hypothesis. Furthermore, a novel interpretation tool is
proposed to evaluate blood concentration range from VH
concentration, with a known probability. Both tools can be

used even if only one of the two VH can be collected: as
previously established for certain biochemical constituents
[24] and for barbiturates [17], there was no significant
difference in meprobamate concentration between the right
and left eyes of a given subject in the present series. Since
the model was constructed using a non-selected autopsy
population with various postmortem intervals, causes of
death, intervals between absorption and death and absorbed
doses, it can be used in all cases where VH is available and
recommended where blood sampling is not feasible or for
confirmation when postmortem redistribution is suspected.
As the model failed in case of meprobamate resulting from
carisoprodol intake [25], the present procedure should not
be performed when carisoprodol is detected during general
unknown screening step.

To complete this descriptive study and to confirm the
hypothesis concerning the transport mechanism of mepro-
bamate through the blood–VH barrier, it could be interest-
ing to conduct experimental studies as it has already been
performed for ophthalmic drugs [26, 27]. Since each drug
has its own pharmacological and physicochemical proper-
ties, these results may not be transposable: other molecules
should be studied with the same objectives before their VH
concentrations can be interpreted.
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Corrélation des concentrations biliaires et vitréennes avec les 
concentrations sanguines pour l’interprétation médicolégale : Etude 
comparative entre une expérimentation animale et des données 
humaines post mortem.  
 

La toxicologie post mortem médicolégale implique deux niveaux d'interprétation: un premier niveau 

qualitatif concernant l’identification des xénobiotiques consommés par une victime; un second 

niveau quantitatif permettant de définir l'implication de ces xénobiotiques dans la survenue du 

décès. Une étude pharmacocinétique animale a été combinée à des séries d'observations 

autopsiques afin d'étudier l’intérêt qualitatif et quantitatif de la bile et de l'humeur vitrée (HV) 

comme matrices alternatives au sang. Ces deux approches expérimentales sont complémentaires 

puisque l’une permet la standardisation de l’expérimentation alors que l’autre est le reflet de la 

diversité d’une population autopsique. Six molécules aux diverses propriétés physico-chimiques et 

pharmacocinétiques (méprobamate, morphine, cyamémazine, caféine, diazépam et citalopram) ont 

été utilisées comme substances test. Ces six molécules ont été administrées à des lapins avant 

euthanasie à différents temps et une série de cas humains issus d’autopsies (n>20) a été constituée 

pour chaque molécule. La bile, le sang et l’HV ont été analysés par GC/MSMS par deux méthodes 

validées et précédemment publiées. Les ratios et les corrélations entre les concentrations bile/sang 

et HV/sang ont été déterminés. La bile et l’HV présentent toutes deux un intérêt qualitatif 

puisqu’elles permettent la détection de l’ensemble des molécules, les données suggérant par ailleurs 

une fenêtre de détection plus longue que celle du sang. Les 6 molécules présentent une corrélation 

entre les concentrations sanguines et vitréennes chez le lapin, alors qu'une telle corrélation n'est pas 

retrouvée pour la cyamémazine et le diazépam dans les cas autopsiques. Pour la bile, une corrélation 

avec les concentrations sanguines apparaît pour le méprobamate et la caféine à la fois pour les 

données humaines et animales. Ainsi, l'humeur vitrée et la bile peuvent être interprétées 

quantitativement pour certaines substances. La combinaison des deux approches expérimentales a 

démontré l'influence de certains facteurs médicolégaux ou propres à la molécule, tels l'intervalle 

entre la consommation et le décès, la fraction libre de médicament et la masse moléculaire, sur la 

distribution dans ces deux matrices alternatives. Ainsi, à l’issue de cette étude, sont proposés 

certains paramètres pharmacocinétiques et physico-chimiques qu'il serait important de prendre en 

compte pour prédire le  comportement d'autres molécules dans ces matrices. 
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Abstract 
Forensic toxicology involves two possible levels of interpretation: qualitative (detection of xenobiotic 

consumption by the victim) and quantitative (assessing the implication of xenobiotics in death). Based on six 

drugs (meprobamate, morphine, cyamemazine, caffeine, diazepam and citalopram) used as test substances, an 

animal experiment was combined with a series of autopsy cases to assess, qualitatively and quantitatively, bile 

and vitreous humor (VH) as alternative matrices to blood. The six molecules were administered to rabbits before 

euthanasia at various time-points and a human autopsy series (n>20) was set up for each molecule. Bile, blood 

and VH were analyzed by GC-MS/MS with two previously published methods. Ratios and correlations between 

bile/blood and VH/blood concentrations were determined. Bile and VH both showed qualitative interest, 

allowing detection of all 6 molecules, possibly with longer detection windows than for blood. All 6 molecules 

showed significant correlation between blood and VH concentrations in rabbits, whereas no such correlation was 

found in the autopsy series for cyamemazine and diazepam. In bile, correlations were found for meprobamate 

and caffeine in both rabbit and humans. Thus bile and VH can be interpreted quantitatively for certain molecules. 

Combining the two experimental approaches demonstrated the impact of forensic (drug intake-to-death interval) 

and other parameters such as fraction unbound, molecular mass on xenobiotic distribution in these two 

alternative matrices. Thus, it was proposed the pharmacokinetic and physicochemical parameters influencing the 

distribution of molecules and that should be taken into account when interpreting the behavior of other drugs. 

Key-words: bile, vitreous humor, interpretation, autopsy series, animal experiment, forensic toxicology 
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Introduction 
Forensic toxicology involves two possible levels of interpretation: qualitative, corresponding to detection of 

xenobiotic consumption by the victim; and quantitative, assessing the implication of xenobiotics in death. In the 

qualitative approach, blood is not necessarily the optimal matrix, as it can be of limited interest in case of 

delayed death from drugs with short half-lives. For the quantitative approach, however, blood is the reference

matrix for determining whether a drug was present at a therapeutic, supratherapeutic or potentially toxic 

concentration at the time of death [1, 2, 3, 4, 5]. However, several postmortem events, such as redistribution, 

neoformation or degradation, can alter blood concentration over time. Moreover, in some cases, such as 

exsanguination or putrefaction, blood may be impossible to collect. In both approaches, alternative matrices such 

as tissue (bone marrow, muscle, etc.), organs (liver, lung, etc.) or fluids (urine, bile, cerebrospinal fluid, vitreous 

humor, etc.) have been widely described as complementary to or substitutes for blood [6, 7]. For these purposes,

knowledge of drug distribution is one of the keys to interpreting drug quantities in the alternative matrix. 

However, only a few human in vivo studies have reported drug concentrations in matrices other than blood or 

urine, in samples taken during surgery or for diagnosis (bone marrow [8]; cerebrospinal fluid [9]). For example, 

biliary excretion can be studied during implantation of a T-tube in the common bile duct after cholecystectomy 

[10]. The data harvested in these studies were very limited: the molecules studied generally are of little interest 

for forensic purposes; and pathological status at sampling induces a methodological bias for extrapolation to 

healthy subjects. Thus, in a forensic framework, drug distribution is mainly studied in human postmortem cases 

or animal experiments. Human postmortem studies are relevant as they are often based on a non-selected autopsy 

population, making the information relevant to toxicologists. However, without a very large case population, it is 

difficult to generalize an interpretation or at the least to demonstrate a strong trend, since many non-controlled 

parameters come into play: intake pattern, dose, interval between intake and death, interval between death and 

sampling, body position, temperature, etc... Animal experiments, on the other hand, allow standardization of 

several parameters, limiting variation, and also enable exploration of blood kinetics and the body distribution of 

xenobiotics over time.  

As emphasized in the case of vitreous humor (VH) in a recent review [11], drug concentrations in alternative 

matrices are available for numerous compounds from case reports, but studies with significant data sets from 

non-selected autopsy populations or animal experiments are scarce and concern only a few molecules. The 

present study therefore focused on two alternative matrices: VH and bile. Both are frequently collected for 

postmortem toxicological purposes, and bile can also be successfully collected even in case of advanced 

putrefaction. VH is a fluid with 98-99.7% water content, located in the posterior segment of the eye and 

protected by a selective barrier, the blood-retinal barrier, which limits drug penetration [12]. It is a gel-like 

material, containing fibrillar proteins (mainly collagen fibrils), glycosaminoglycans (mainly hyaluronan) and 

some electrolytes (sodium, potassium, ascorbate, etc.). The toxicological interest of VH lies in its location

remote from the viscera, which are one of the main sources of postmortem redistribution, and its relative freedom 

from bacterial contamination, allowing good postmortem stability over time. Bile is a complex fluid, mainly 

comprising water, electrolytes, lipids and bile acids, and which eliminates the end-products of metabolism of 

endogenous (mostly bilirubin) and exogenous compounds. Molecules are mainly transported into the bile from 

the intracellular space of hepatocytes (unchanged or metabolized) by active transport. After excretion by 
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hepatocytes, the composition of bile is modified throughout the biliary tract, with concentration in the gall-

bladder. During these processes, neutral lipophilic and small molecules could be reabsorbed by diffusion [13]. 

Six molecules (caffeine, cyamemazine, meprobamate, morphine, citalopram and diazepam) were selected in the 

present study for their heterogeneous physicochemical and pharmacokinetic properties, representative of the 

drugs encountered in real-life forensic toxicology (Table 1). To combine the control of an animal study and the 

diversity of forensic situations, the distribution of these 6 compounds in blood, bile and VH was explored in both 

animal experiments and a random autopsy population. The animal model was the rabbit, which is an animal that 

has a gall bladder and has vitreous humor with chemical characteristics similar to that of humans [14]. The aims 

of the study were, first, to assess the interest of bile and VH as alternative matrices for qualitative and 

quantitative approaches for the 6 compounds in a forensic context; and secondly, to determine the 

pharmacokinetic and physicochemical parameters influencing drug distribution and which therefore should be 

taken into account when interpreting data for other compounds. 

Materials and methods 
Human postmortem specimens 

In accordance with French bioethics legislation, the study was carried out on a forensic collection declared to the 

Ministry of Education and Research (n° DC-2012-1588). For meprobamate, data were taken from previous 

studies in bile [15] and VH [16], comprising 34 cases for which bile and VH measurements were both available. 

For the other five molecules (caffeine, cyamemazine, morphine, citalopram and diazepam), at least 20 autopsy 

cases were selected for each. All cases between July 2013 and June 2014 for which blood, VH and bile samples 

were available and in which one of the five compounds was detected in blood samples on routine toxicological 

analysis were included. Recruitment was thus random and involved most common forensic situations in terms of 

cause of death, postmortem interval, age, etc. Samples (blood, bile and VH) were collected in glass tubes without 

additive, stored at -20°C, and analyzed in the following month. 

Experimental animal study  
The study protocol was approved by the local ethics committee (Lyon, France, n° BH 2008-14).  

Experimental animal model 

Fifty-five New Zealand white rabbits (weight: 2,262g-2,461g) were purchased from Charles River (L'Arbresle, 

France). The animals were housed in an air-conditioned room (20°C, 60% humidity) with a 12 hour dark/light 

cycle, and fed with a standard laboratory rabbit diet with water ad libitum. 

Chemicals 

Heparin 25,000 IU/5mL (Panpharma), propofol 500 mg/50mL (Diprivan®, AstraZeneca), racemic citalopram 40

mg/mL (Seropram®, Lundbeck SAS), diazepam 10 mg/2mL (Valium®, Roche), morphine hydrochloride 10 

mg/mL (Aguettant), meprobamate 400 mg/5mL (Equanil®, Sanofi-Aventis), cyamemazine 50 mg/5mL 

(Tercian®, Sanofi-Aventis) and caffeine citrate 50 mg/2mL (Cooper) were administered intravenously. 

Study protocol  

Rabbits were weighed the day before experimentation to determine dose.  Doses were set slightly above the 

usual therapeutic range for humans: high enough for quantification in the 3 matrices over a significant range 

time, while low enough for the association of doses not induce toxicity. Dose extrapolation from humans to 
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rabbit was based on allometric scaling using the following formula: Drabbit = Dhuman x (BWrabbit/BWhuman)0.75,

where D and BW are dose and body weight, respectively [17, 18]. The intravenous route was selected to 

minimize inter-individual variability in the absorption phase. Drug administration was by injection into the 

marginal ear vein. The six drugs were associated in two series according to half-life <12 h or >20 h, and two sets 

of experiments were performed. The first group of 30 rabbits received caffeine (12.5 mg/kg), cyamemazine (3.9 

mg/kg), morphine (1.0 mg/kg) and meprobamate (25.0 mg/kg) and were sacrificed  at 0.5, 1, 2, 4, 7, and 17 

hours after injection (n=5 per time point). The second group of 25 rabbits received diazepam (1.1 mg/kg) and 

citalopram (2.8 mg/kg) and were sacrificed at 2, 4, 7, 17 and 32 hours (n=5 per time point).  Due to experimental 

problems, 2 rabbits in the second group were excluded from the study, one at 4h and one at 7h. Euthanasia was 

performed immediately after deep anesthesia (propofol 70 mg/kg) by cardiac exsanguination.   

Sample collection 

Cardiac blood collected on exsanguination and VH and bile collected immediately after sacrifice were stored at -

20°C awaiting analysis. 

Data processing 

Kinetics, concentration ratio and correlation data were analyzed on Excel software (Microsoft®). Median values 

for rabbits sacrificed at a given time point were used to limit scatter. Individual data are accessible on Online 

Resource 1. Correlations were analyzed on linear regression and assessed by mean correlation coefficients.   

Analytical methods 
Quantification used GC-MS/MS assays previously published by our team and fully validated on each matrix

following a cross-validation plan in compliance with FDA guidelines [19, 20]. Briefly, for diazepam and 

citalopram, samples (1 mL blood, 200μL VH and bile) were mixed with 1 mL phosphate buffer (Na2HPO4

0.25M, pH 8.4) with deuterated analogs of each analyte before undergoing a 3-step liquid-liquid extraction. After 

evaporation, the final extract was derivatized with BSTFA/TMCS before injection into the GC-MS/MS system. 

For morphine, meprobamate, cyamemazine and caffeine, automated solid-phase extraction was used after 

dilution of 200μL in 2 mL phosphate buffer (Na2HPO4 0.5M, pH 7.0) in presence of deuterated analogs of each 

analyte. Dry extracts were analyzed on GC-MS/MS, morphine being analyzed as its TMS derivative. Accuracy 

was in the 85-115% range and precision <15% at low and high QC levels for all analytes in all 3 matrices. 

LLOQs lower than published values were determined in a partial validation (linearity on the new range, accuracy 

80-120% and precision <20% at LLOQ). Finally, assay LLOQs for blood, bile and VH were: citalopram 2.5

ng/mL, diazepam 2 ng/mL and morphine 1.25 ng/mL, cyamemazine 1.25 ng/mL, caffeine 10 ng/mL and 

meprobamate 100 ng/mL.   

Results and Discussion 
VH and bile drug distributions were studied in parallel in an animal model and a human autopsy population. The 

two approaches are complementary, although rarely associated for forensic purposes. Animal experimentation 

allowed standardization of critical parameters: selection of genetically close individuals in good health; times 

between drug intake and death and between death and sampling; and intake pattern. The human postmortem

studies were representative of the great variability encountered in real-life random autopsy cases.
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The concentrations of citalopram, cyamemazine, diazepam, meprobamate, caffeine and morphine were 

determined in blood, bile and VH collected from the rabbit experiment and human autopsy cases. The interest of 

bile and VH as alternative matrices was assessed using the VH/blood (Table 2) or bile/blood (Table 3) 

concentration ratios for the qualitative approach. To assess the relevance of the quantitative approach, 

concentrations were correlated between bile and blood or VH and blood (Table 4). In the animal experiments, 

the 32h time point was excluded for citalopram in VH (VH concentrations <LLOQ), as were the 32h time point 

for diazepam in VH and bile (blood concentration <LLOQ) and 7h and 17h time points for morphine in VH and 

bile (blood; blood and VH concentrations <LLOQ, respectively).

VH/blood concentration ratio 
In rabbit and human samples, all 6 drugs were consistently detected in VH when detected in blood (Table 2). In 

rabbits, the VH/blood concentration ratio was less than 1 at the beginning of the kinetics, then reversed more or 

less rapidly depending on the compound. Slow distribution into VH associated with lower clearance in VH than 

in blood can explain this observation. Only cyamemezine presented a ratio less than 1 throughout kinetics. In

humans, median VH/blood ratios were less than 1 for the 6 analyzed compounds, except caffeine, which had a

ratio of 1.08 (Table 2). This observation is consistent with several studies of distribution in VH; for example, 

Anastos et al. [21] reported a mean VH/blood ratio of 0.693 (range, 0.25-2) for citalopram in 14 postmortem

cases. These findings suggested that VH might provide a wider detection window than blood. For example, 

diazepam and morphine were still detected in rabbit VH while no longer in blood (at 32h and 7h, respectively).

This is in agreement with a study describing VH to distinguish heroin- from morphine-related death in case of 

delayed death, as 6-monoacetylmorphine was detected in VH longer than in blood [22]. Figure 1 presents 

median VH/blood concentration ratios of autopsy cases as function of the fraction unbound to plasma protein

(Fu): a significant correlation was observed. Holmgren et al. [23] observed similar correlations for morphine, 

diazepam and citalopram. This is consistent with the fact that it is primarily the free fraction that crosses the 

capillary membrane and is distributed into VH. Fu seems to be an interesting parameter for assessing VH/blood 

concentration ratio: the higher the Fu, the higher the VH/blood concentration ratio. 

Correlation between VH and blood concentrations
Correlation coefficients between VH and blood concentrations are reported in Table 4 for animal and human 

data. In the rabbit experiments, correlations were excellent for diazepam (Fig 2), citalopram and morphine (see 

supplementary data) at all time-points. However, significant correlations were observed for cyamemazine, 

meprobamate and caffeine taking the last time-points of the kinetics (between 4h and 17h for cyamemazine and 

meprobamate, and between 2h and 17h for caffeine). These results show that speed of distribution from blood to 

VH and thus time to reach equilibrium between these two media are molecule-dependant. This is illustrated by 

the VH kinetics (Fig 3), with peak concentrations at 15 min for morphine, 30 min for meprobamate and 2h for 

caffeine. These differences are probably the consequence of the varying relative permeation of the molecules 

across the blood-retinal barrier. Thus, correlation appears to depend on the time between drug intake and 

sampling: just after intake, before equilibrium of concentrations is reached, correlation is poor, and becomes 

significant at time points belonging to the elimination phase. This can be critical in inferring blood concentration 
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from VH concentration in autopsy populations, as the interval between intake and death may vary greatly 

according to the circumstances of death which are rarely known.  

In postmortem human cases, good correlations were observed for citalopram, caffeine and morphine and, to a

lesser degree, for meprobamate. There was discrepancy between human and rabbit results for cyamemazine and 

diazepam, which showed poor correlation in the present data. These two molecules present strong protein 

binding and are therefore sensitive to variations in the unbound fraction related to decrease in protein 

concentration (kidney or hepatic pathologies) or to drug competition. Other parameters, rarely known by the 

toxicologist, can induce variability in specific forensic populations, but are controlled in animal experiment: 

intake-to-death interval, which we have seen to be important, intake pattern and the pathophysiological status of 

the victim.

The present results are consistent with previous studies on human series reporting correlations for citalopram 

(n=19, r=0.877) [23] and morphine (n=69, r=0.78 [22]; n=12, r=0.858 [23]). A preliminary study by our team 

showed weak correlations for other benzodiazepines (bromazepam, nordazepam, oxazepam) in a random 

autopsy population [24]. Some authors observed a better correlation for diazepam: Holmgren et al. [23] found a

significant correlation between femoral blood and VH (r=0.887, n=11); Scott et al. [25], despite considerable 

variation, reported a good correlation coefficient (r=0.851, n=15). Rees et al. [22], studying VH opiate 

distribution according to survival time in heroin- and morphine-related death, concluded that blood concentration 

should not be inferred from VH concentration due to the impact of survival time and repeated use on morphine 

correlation. Indeed, the present data suggest that inferring blood concentration from VH values is hazardous,

considering the high variability found in the rabbit and autopsy data. Instead, in a previous study [16], we 

described two statistical methods for interpreting VH meprobamate analysis: the first is based on an overdose 

threshold in VH (28 mg/L), found to be statistically equivalent to the meprobamate blood concentration 

threshold of 50 mg/L distinguishing overdose from therapeutic dose; the second is a statistical model which 

gives the probability of the blood concentration being in a defined concentration range for a given VH finding. 

Bile/blood concentration ratio  
Table 3 summarizes bile/blood concentration ratios from the animal experiments and human postmortem data. In 

both rabbits and humans, whenever a compound was detected in blood, it was also detected in bile, showing the 

qualitative advantage of this matrix.  

Median ranges of the ratios were 0.80 to 45.7 for rabbits and 1.1 to 29.6 for humans. Citalopram, cyamemazine 

and morphine presented elevated ratios: 45.7, 17.4, and 19.9 respectively for rabbits and 5.31, 5.94 and 29.6 

respectively for humans. These ratios are consistent with those observed in humans by Anastos et al.: 7.27 (2.66-

16) for citalopram [21] and for morphine and other opiates [26]. Diazepam exhibited a lower ratio than the 

previous 3 drugs; this could be related to a low unbound fraction limiting hepatocyte penetration and intense 

biotransformation producing several metabolites. The present results are consistent with a previous study 

performed in rabbit after intravenous diazepam administration, reporting higher bile than blood concentration 

[27]. Sellman et al. [10], in live humans after oral administration of diazepam, found a mean bile/blood ratio of

0.04, which is extremely low compared to our finding. In this study, bile was collected by means of a T-tube 

implanted after choledochotomy or cholecystectomy; thus, the disparity may be related to the fact that bile was

collected directly after liver secretion without concentration in the gall-bladder and that the selected population 
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was suffering from hepatobiliary dysfunction, with consequent major excretory and metabolic disorder. For 

citalopram, diazepam, morphine and cyamemazine in the animal experiment, blood/bile ratios were greater than 

1 throughout kinetics, increasing over time. Moreover, for these molecules, bile/blood ratios were consistently 

greater than 1 one in all autopsy cases.  This confirms the interest of bile to extend the detection window for 

numerous xenobiotics, as underlined by several authors for various compounds with short half-lives, such as 

colchicine [28, 29] or opiates [26]. 

The lowest bile/blood ratios were observed for caffeine and meprobamate. These molecules showed ratios less 

than 1 in both rabbits and humans. In the rabbit experiment, caffeine bile concentrations were lower than blood 

concentrations until the last time point of rabbit kinetics (17h). Meprobamate displayed an increasing but still 

low ratio throughout kinetics. Bile accumulation of these two molecules seems thus to be limited. Their blood 

concentrations at the end of kinetics remained elevated, unlike the other molecules, for which blood 

concentration approximated the LLOQs (raw data available Online Resource 1). It is thus difficult to extrapolate 

bile/blood ratio beyond 17h, raising doubt as to the interest of bile as compared to blood in terms of detection 

window. 

Correlation between bile and blood concentrations 
Bile/blood correlation coefficients are described for both human and animal data in Table 4. As a consequence of 

the wide evolution of the ratio bile/blood, poor correlation was observed for morphine, citalopram and 

cyamemazine in humans or animals. Like for VH, an excellent correlation was observed for diazepam in bile 

specimens from rabbits (r=0.961) while poor correlation emerged for human postmortem cases (r=0.447, n=23), 

as shown in Fig 2. This divergence can be explained by interspecies variation and the influence of some critical 

parameters which were under control in the animal experiments and not in the human postmortem study, as 

discussed with regard to the VH/blood correlation. For these four molecules, quantitative interpretation based 

solely on bile concentration does not seem reliable for toxicologic investigation. In the rabbit experiments, there 

were significant correlations for caffeine and meprobamate. As observed for VH, discarding the first 2 kinetics 

time points significantly improved the correlation: from 0.954 to 0.982 for caffeine and from 0.815 to 0.994 for 

meprobamate. The bile/blood correlation observed on controlled pharmacokinetic experimentation was also 

encountered in human autopsy cases for caffeine (n=24, r=0.928) and meprobamate (n=34, r=0.875). As reported 

by our team for meprobamate [15], a statistical approach such as the determination of an overdose threshold 

could be relevant for the interpretation of bile caffeine and meprobamate concentrations.  

Finally, two concentration profiles stood out among the six study molecules, in both humans and rabbits. For 

diazepam, cyamemazine, morphine and citalopram, bile concentrations were systematically higher than blood 

concentrations, often considerably, so showing poor correlation. For these molecules, the bile concentration can 

be expected to be elevated, and should not be extrapolated to blood concentration in determining overdose. For 

meprobamate and caffeine, bile concentrations were either lower or only slightly higher than blood 

concentrations, with significant correlation. These two molecules are, among the study set, the most hydrophilic, 

the smallest and with the lowest plasma protein binding. It is difficult to say which of these factors, or others not 

considered, influences the distribution profile and could predict the bile distribution of other molecules.
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Conclusions 
The study assessed the interest in postmortem toxicology of analyzing VH and bile concentrations of six drugs: 

caffeine, meprobamate, morphine, citalopram, diazepam and cyamemazine. The interest of qualitative analysis 

was indisputable: when the molecules were detected in blood, they were systematically found in bile and VH. 

The animal experiment, moreover, demonstrated that these matrices generally provided a wider detection 

window than blood. Quantitatively, a significant correlation exists for all molecules between VH and blood 

concentrations in the controlled animal experiment during the VH elimination phase. A good correlation is also 

observed in the random autopsy population for drugs with weak binding to plasma proteins.  

For molecules with the highest bile/blood concentration ratios, bile analysis is useful in terms of detection 

window, but quantitative interpretation was limited. On the other hand, molecules with low bile/blood 

concentration ratios are not detectable for much longer in bile than in blood, although quantitative interpretation 

was feasible.  

According to these results, some parameters seem worth taking into account in analyzing other drugs in these 

alternative matrices. The impact of intake-to-death interval on VH/blood concentration ratios and on correlation 

between VH and blood depends on the kinetic of distribution and drug elimination in this matrix. Unbound 

fraction is an interesting parameter, affecting VH/blood concentration ratio: the greater the Fu, the higher the 

VH/blood concentration ratio.  Molecular mass, hydrophilicity and protein binding seem to affect bile 

distribution, although the present results fail to determine their respective effects. 

Both bile and VH distributions showed considerable scatter, even when correlations were significant. Then, from 

a practical point of view, these matrices can be used widely for qualitative purpose. Based on the six test drugs 

used, blood concentrations should thus be inferred from them only for some molecules and with cautions. Thus, 

as previously suggested [15, 16], an approach on significant autopsy population studies which aims to determine 

determining a blood concentration interval with known uncertainty based on VH or bile concentration would 

seem to be recommended. 
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Table 1 Physicochemical properties and classification of the molecules studied.  

Molecules MW 
(g/mol)

logP Vd (L/kg) Fu

Caffeine 194 0a 0.4 - 0.6b 0.96 c

Cyamemazine (data from 
Levomepromazine) 323 4.7a 23 – 42b 0.10

Meprobamate (data from 
carisoprodol) 218 0.7a 0.7b 0.80

Morphine 285 0.89d 2.0 - 5.0b 0.65

Citalopram 324 3.74 12.0-16.0 0.50

Diazepam 285 2.82 0.70-2.60 0.04
a [30] b [31] c [32] d [33]  
MW molecular weight, Vd apparent volume of distribution, Fu fraction unbound to plasma protein  
 

 

Table 2 VH/blood concentration ratios measured in animal experiments (median at each time-point of kinetics, 
and median, minimum and maximum for all rabbits) and in humans (median, minimum and maximum for all 
autopsy cases). 

T (h) Citalopram Cyamemazine Morphine Meprobamate Caffeine Diazepam

Rabbits

0.5 - 0.07 0.33 0.57 0.43 -

1 - 0.14 0.54 0.70 0.60 -

2 0.32 0.17 1.26 0.40 0.80 0.14

4 0.44 0.31 3.40 0.63 0.79 0.17

7 0.47 0.27 <LLOQb 0.66 1.27 0.24

17 1.28 0.28 <LLOQa 1.90 1.52 1.71

32 <LLOQa - - - - <LLOQb

median 0.48 0.21 0.76 0.62 0.80 0.203

min 0.19 0.03 0.22 0.28 0.31 0.11

max 1.97 1.11 4.04 2.99 3.35 10.67

Humans

median 0.70 0.38 0.66 0.93 1.08 0.08

min 0.32 0.11 0.10 0.13 0.44 0.02

max 1.76 2.28 2.50 1.73 3.61 0.57

- No sample; a blood and VH concentrations <LLOQ; b blood concentration <LLOQ. 
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Table 3 Bile/blood concentration ratios measured in animal experiments (median at each time-point of kinetics, 
and median, minimum and maximum for all rabbits) and in humans (median, minimum and maximum for all 
autopsy cases). 

Citalopram Cyamemazine Morphine Meprobamate Caffeine Diazepam

Rabbits

0.5 - 2.60 3.13 1.17 0.58 -
1 - 8.31 10.4 2.11 0.79 -
2 19.2 17.4 28.6 2.61 0.98 4.57
4 41.5 41.5 103 2.66 0.72 5.84
7 136 38.0 <LLOQa 3.50 0.76 8.51
17 563 172 <LLOQa 5.72 1.08 33.4
32 <LLOQa - - - - <LLOQa

median 45.7 17.4 19.9 2.57 0.80 7.00
min 11.7 1.69 1.89 0.78 0.07 2.73
max 1088 340 280 11.5 2.96 100

Humans
median 5.31 5.94 29.6 1.60 1.10 2.80

min 1.62 1.23 1.77 0.66 0.26 1.12
max 30.9 34.6 328 9.36 3.21 13.8

- No sample, a blood concentration <LLOQ 
 

 

Table 4 Correlation coefficient (r) between VH and blood concentrations and bile and blood concentrations, for 
human cases and animal experimental data 

n r VH/Blood r Bile/Blood
molecules human rabbit human rabbit human rabbit

citalopram 22 18 0.952 0.984 0.741 0.272
cyamemazine 21 30 0.702 0.712 (0.999a) 0.793 0.380

diazepam 23 18 0.512 0.999 0.447 0.961
meprobamate 34 30 0.824 0.929 (0.994a) 0.875 0.815 (0.994b)

caffeine 24 30 0.911 0.739 (0.987b) 0.928 0.954 (0.982b)

morphine 20 20 0.914 0.996 0.560 0.211
a calculation based on samples at  4h, 7h and 17h 
b calculation based on samples at  2h, 4h, 7h and 17h 
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Fig. 1 Correlation curve between fractions unbound to plasma protein (Fu) and the VH/blood concentration 
ratios measured in postmortem cases for the 6 selected drugs
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Fig. 2 Correlation curve between blood and VH diazepam concentrations, (a) in humans (n=23), (b) in rabbit 
(median n=18), and between blood and bile diazepam concentrations, (c) in humans (n=23), (d) in rabbit 
(median, n=18),  Median values for rabbits sacrificed at a given time point 
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Fig. 3 Morphine, meprobamate and caffeine kinetics in VH during rabbit experiment: VH concentration as a 
function of time of sacrifice after IV administration of 1.0 mg/kg morphine, 25 mg/kg meprobamate or 12.5 
mg/kg caffeine 
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Caffeine
Concentration (ng/mL) as function of time after injection

Blood Bile VH

0.5h

Rabbit 16 13911 5821 5931
Rabbit 17 18796 10967 6851
Rabbit 18 11970 9780 6503
Rabbit 19 13616 13458 6101
Rabbit 20 18205 8621 5702

Median 13911 9780 6101

1h

Rabbit 11 12514 9093 3626
Rabbit 12 11033 7803 8262
Rabbit 13 11391 8979 7231
Rabbit 14 12686 AP 5933
Rabbit 15 12439 25573 7438

Median 12439 9036 7231

2h

Rabbit 21 11565 11252 9638
Rabbit 22 12182 16823 10275
Rabbit 23 12926 38296 10308
Rabbit 24 13969 8753 9731
Rabbit 25 11787 11525 7736

Median 12182 1125 9731

4h

Rabbit 1 11411 8265 9065
Rabbit 2 9148 3467 8900
Rabbit 3 8138 609 2662
Rabbit 4 10618 8826 9531
Rabbit 5 10236 9627 7427

Median 10236 8265 8900

7h

Rabbit 6 6118 4662 5411
Rabbit 7 3314 1413 4369
Rabbit 8 4716 1007 6000
Rabbit 9 6459 5588 6603
Rabbit 10 4151 9216 5797

Median 4716 4662 5797

17h

Rabbit 26 1568 AP 2375
Rabbit 27 88 AP 296
Rabbit 28 2368 2560 2402
Rabbit 29 1123 746 1527
Rabbit 30 1381 2601 2778

Median 1381 2560 2375
AP : Analytical Problem 
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Citalopram
Concentration (ng/mL) as function of time after injection

Blood Bile VH

2h

Rabbit 11 158 4285 122
Rabbit 12 230 2691 44
Rabbit 13 142 2715 50
Rabbit 14 187 2812 65
Rabbit 15 127 3688 49

Median 158 2812 50

4h

Rabbit 16 76 3028 34
Rabbit 18 104 4971 29
Rabbit 19 80 2501 38
Rabbit 20 71 3063 35

Median 78 3046 34

7h

Rabbit 21 30 3991 10
Rabbit 23 24 913 13
Rabbit 24 25 3542 28
Rabbit 25 16 3183 7.7

Median 25 3362 12

17h

Rabbit 6 2.7 1525 4.8
Rabbit 7 <LLOQ 1050 4.1
Rabbit 8 3.5 2652 4.5
Rabbit 9 3.8 1955 2.8

Rabbit 10 3.4 3737 4.4
Median 3.5 1955 4.4

32h

Rabbit 1 <LLOQ 1315 <LLOQ
Rabbit 2 8.5 NA <LLOQ
Rabbit 3 <LLOQ 380 <LLOQ
Rabbit 4 <LLOQ 1308 <LLOQ
Rabbit 5 <LLOQ 13.5 <LLOQ

Median 2.35 844 -
NA : Not Available 
<LLOQ : Concentration inferior to 2.5 ng/mL 
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Cyamemazine
Concentration (ng/mL)  as function of time after injection

Blood Bile VH

0.5h

Rabbit 16 731 1234 139
Rabbit 17 967 2513 44
Rabbit 18 507 1964 73
Rabbit 19 464 3983 35
Rabbit 20 1072 1949 33

Median 731 1964 44

1h

Rabbit 11 470 4340 96
Rabbit 12 458 1953 64
Rabbit 13 705 5855 65
Rabbit 14 312 3182 45
Rabbit 15 590 2021 63

Median 470 3182 64

2h

Rabbit 21 144 4279 45
Rabbit 22 192 7186 33
Rabbit 23 339 5903 42
Rabbit 24 336 2008 33
Rabbit 25 209 2818 47

Median 209 4279 42

4h

Rabbit 1 140 4565 36
Rabbit 2 205 2523 29
Rabbit 3 70 2898 37
Rabbit 4 43 14719 48
Rabbit 5 145 12564 46

Median 140 4565 37

7h

Rabbit 6 68 4703 17
Rabbit 7 63 2285 13
Rabbit 8 57 737 19
Rabbit 9 66 2518 18

Rabbit 10 89 6925 24
Median 66 2518 18

17h

Rabbit 26 23 NA 6.4
Rabbit 27 16 3812 9.7
Rabbit 28 20 2119 5.2
Rabbit 29 19 2400 7.7
Rabbit 30 13 2896 2.2

Median 19 2648 6.4
NA : Not Available 
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Diazepam
Concentration (ng/mL) as function of time after injection

Blood Bile VH

2h

Rabbit 11 102 440 21
Rabbit 12 91 262 13
Rabbit 13 83 380 10
Rabbit 14 92 536 17
Rabbit 15 98 598 13

Median 92 440 13

4h

Rabbit 16 95 402 10
Rabbit 18 34 363 6.8
Rabbit 19 71 374 12
Rabbit 20 43 276 7.7

Median 57 368 9.0

7h

Rabbit 21 14 167 4.7
Rabbit 23 24 65 6.1
Rabbit 24 58 437 14
Rabbit 25 52 493 8.4

Median 38 302 7.3

17h

Rabbit 6 2.1 60 3.9
Rabbit 7 <LLOQ 32 3.4
Rabbit 8 2.1 84 3.6
Rabbit 9 2.7 81 3.4
Rabbit 10 5.3 176 4.6

Median 2.4 81 3.6

32h

Rabbit 1 <LLOQ 32 3.8
Rabbit 2 <LLOQ NA 3.4
Rabbit 3 <LLOQ 22 2.8
Rabbit 4 <LLOQ 46 3.3
Rabbit 5 <LLOQ <LLOQ 3.0

Median - 27 3.3
NA : Not Available 
<LLOQ : Concentration inferior to 2.0 ng/mL 
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Meprobamate
Concentration (ng/mL) as function of time after injection

Blood Bile VH

0.5h

Rabbit 16 20781 16223 11812
Rabbit 17 27899 30889 14016
Rabbit 18 17297 28621 13726
Rabbit 19 19912 38916 12288
Rabbit 20 26504 30983 11373

Median 20781 30889 12288

1h

Rabbit 11 19437 34722 11371
Rabbit 12 15871 31528 15154
Rabbit 13 17636 39372 13102
Rabbit 14 18784 AP 9639
Rabbit 15 19171 46421 13460

Median 18784 37047 13102

2h

Rabbit 21 16966 38817 6763
Rabbit 22 14463 49417 6616
Rabbit 23 16586 83507 6871
Rabbit 24 19497 50912 6487
Rabbit 25 16024 32341 5142

Median 16586 49417 6616

4h

Rabbit 1 14331 38099 9002
Rabbit 2 10064 24315 8200
Rabbit 3 10639 26861 2994
Rabbit 4 8751 32427 7905
Rabbit 5 11753 44413 7101

Median 10639 32427 7905

7h

Rabbit 6 6024 21054 3016
Rabbit 7 5162 22402 3413
Rabbit 8 2817 6326 2610
Rabbit 9 5847 19943 3548
Rabbit 10 5263 40368 4241

Median 5263 21054 3413

17h

Rabbit 26 400 AP 758
Rabbit 27 221 2541 662
Rabbit 28 253 1158 568
Rabbit 29 285 1655 521
Rabbit 30 284 1598 454

Median 284 1627 568
AP : Analytical Problem 
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Morphine
Concentration (ng/mL) as function of time after injection

Blood Bile VH

0.5h

Rabbit 16 87 165 35
Rabbit 17 116 341 38
Rabbit 18 145 452 32
Rabbit 19 65 411 27
Rabbit 20 106 439 25

Median 106 411 32

1h

Rabbit 11 52 683 18
Rabbit 12 56 584 37
Rabbit 13 30 652 23
Rabbit 14 59 340 26
Rabbit 15 61 178 33

Median 56 584 26

2h

Rabbit 21 5.0 301 16
Rabbit 22 11 877 28
Rabbit 23 26 581 19
Rabbit 24 16 465 21
Rabbit 25 15 276 13

Median 16 465 19

4h

Rabbit 1 4.5 467 18
Rabbit 2 7.1 173 26
Rabbit 3 4.7 369 14
Rabbit 4 5.5 1537 19
Rabbit 5 5.4 1185 17

Median 5.4 467 18

7h

Rabbit 6 <LLOQ 495 3.1
Rabbit 7 <LLOQ 186 3.5
Rabbit 8 <LLOQ 99 2.7
Rabbit 9 <LLOQ 173 2.8

Rabbit 10 1.5 454 4.2
Median - 186 3.1

17h

Rabbit 26 1.5 NA <LLOQ
Rabbit 27 <LLOQ 174 <LLOQ
Rabbit 28 <LLOQ 73 <LLOQ
Rabbit 29 <LLOQ 132 <LLOQ
Rabbit 30 <LLOQ 200 <LLOQ

Median - 153 -
NA : Not Available 
<LLOQ : Concentration inferior to 1.25 ng/mL 
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Correlation curve between blood and VH caffeine concentrations, (a) in humans (n=23), (b) in rabbit 
(median n=18), and between blood and bile caffeine concentrations, (c) in humans (n=23), (d) in rabbit 
(median, n=18), Median values for rabbits sacrificed at a given time points 
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Correlation curve between blood and VH citalopram concentrations, (a) in humans (n=23), (b) in rabbit 
(median n=18), and between blood and bile citalopram concentrations, (c) in humans (n=23), (d) in rabbit 
(median, n=18), Median values for rabbits sacrificed at a given time points 
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Correlation curve between blood and VH cyamemazine concentrations, (a) in humans (n=23), (b) in rabbit 
(median n=18), and between blood and bile cyamemazine concentrations, (c) in humans (n=23), (d) in 
rabbit (median, n=18),  Median values for rabbits sacrificed at a given time points 
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Correlation curve between blood and VH meprobamate concentrations, (a) in humans (n=23), (b) in rabbit 
(median n=18), and between blood and bile meprobamate concentrations, (c) in humans (n=23), (d) in 
rabbit (median, n=18),  Median values for rabbits sacrificed at a given time points 
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Correlation curve between blood and VH morphine concentrations, (a) in humans (n=23), (b) in rabbit 
(median n=18), and between blood and bile morphine concentrations, (c) in humans (n=23), (d) in rabbit 
(median, n=18), Median values for rabbits sacrificed at a given time points 
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Quantification du citalopram et de 4 benzodiazépines dans 11 fluides 
et tissus d’intérêt médicolégal par chromatographie gazeuse couplée à 
la spectrométrie de masse en tandem : Application à des échantillons 
d’origine humaine et animale.  
 

Les études pharmacocinétiques ainsi que les investigations toxicologiques post mortem requièrent 

une technique analytique validée pour quantifier les xénobiotiques dans un grand nombre de 

matrices. Une technique d'analyse a été développée et validée pour la quantification du citalopram 

et de quatre benzodiazépines (diazépam, nordazépam, oxazépam et témazépam) dans 11 matrices 

biologiques (sang, urine, bile, humeur vitrée, foie, rein, poumon, muscle squelettique, cerveau, tissu 

adipeux et moelle osseuse). Celle-ci consiste en une triple extraction liquide-liquide suivie d'une 

dérivation en ligne par silylation couplée à une analyse par chromatographie gazeuse et 

spectrométrie de masse en tandem. Comme les 11 matrices proviennent de la même espèce animale 

(lapin), et selon les recommandations de la Food and Drug Administration, une validation complète a 

été réalisée sur une seule matrice, la moelle osseuse qui a été considérée comme la plus complexe, 

alors que les 10 autres matrices ont fait l'objet d'une validation partielle. Du fait d'un effet matrice 

non négligeable, les courbes de calibration devaient être réalisées dans la matrice correspondante. 

La répétabilité et la fidélité intermédiaire (inférieure à 12.0 et 12.6 % respectivement) ainsi que la 

justesse (de 88.9 à 106.4%) était acceptable pour la moelle osseuse à des concentrations de contrôle 

basses et hautes. L'évaluation de cette technique sur l’ensemble des autres matrices a confirmé sa 

répétabilité (inférieure à 12%) et sa justesse (généralement comprise en 85.1 et 114.5%). La limite de 

quantification de la méthode était de 1 ng/g(mL) pour le nordazépam, 5 ng/g(mL) pour le citalopram 

et 10 ng/g(mL) pour l'oxazépam, le diazépam, et le témazépam. La combinaison d'une extraction 

liquide-liquide en 3 étapes avec une détection en spectrométrie de masse en tandem permet une 

excellente sélectivité dans toutes les matrices même les plus riches en lipides. L'application à des cas 

réels a montré que cette méthode est assez sensible pour décrire la distribution de ces molécules 

lors d'une étude pharmacocinétique animale et assez spécifique pour détecter ces médicaments 

dans des matrices hautement dégradées provenant de cas humains post mortem. 
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Pharmacokinetic studies and  postmortem  toxicological investigations  require  a validated  analytical tech-

nique  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,  vitre-

ous  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  pro-

vided  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  experi-

ment,  and  specific enough to detect  molecules in  highly putrefied  samples  from human  postmortem

cases.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

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 pre-

scribed 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].

∗ Corresponding author at: Laboratoire LAT LUMTOX, 98  Avenue des Frères

Lumière,  69008 Lyon, France. Tel.: +33 4 78  76  67  15; fax: +33 4 78 76 6719.

E-mail address: f.bevalot@latlumtox.com (F. Bévalot).

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 investiga-

tion, 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 metabo-

lite distribution in  the whole body may allow a pharmacokinetic

model to be developed and help interpretation when blood sam-

ples are not available or postmortem redistribution is suspected. A

fully  validated assay from various tissue and fluid samples is criti-

cal 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

1570-0232/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2011.08.023
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Fig. 1. Metabolic pathway of some benzodiazepines.

chromatography (LC) coupled either with ultraviolet (UV), fluores-

cence (FLD), mass spectrometry (MS) or  tandem mass spectrometry

(MS/MS) detection [7]. Brain tissue was also studied to allow quan-

tification 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 pre-

sented 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 qual-

ity 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

quantify 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 validated assay on a  large

number of matrices; in other published studies, analytical valida-

tion 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 a  validated

assay allowing quantification of citalopram and 4 benzodiazepines

(diazepam, temazepam, oxazepam and nordazepam) in 11 media

commonly 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 repre-

sent 30–50% and 5–10% 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 quan-

tifications [29–32] although it could be potentially informative on
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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 ethi-

cal 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 under-

taken 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 accu-

racy and precision determination to a nearly full validation [33,34].

A full validation was conducted on BM,  considered the most com-

plex 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 experi-

ments (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 concentra-

tions 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.

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 and citalopram hydrobromide, and citalopram-d6 in pow-

der form (reconstituted in methanol at 1 mg/ml) and N,O-

bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 1% trimethylchlorosi-

lane (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 anhy-

drous (Na2HPO4)  were supplied by Merck (Fontenay sous Bois,

France).

Deuterated analogues were used as internal standards (IS).

A mixture of the 5 labeled ISs was prepared daily by dilu-

tion 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(/g);

and citalopram-d6: 200 ng/ml(/g). For both calibration standards

and quality controls, working solutions containing the 5 study com-

pounds 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 scis-

sors and homogenized in 1 ml Na2HPO4 buffer (pH 8.4, 0.25 M).

For biological fluids, 1 ml (blood) or  200 �L (bile, urine and VH)

were  simply mixed with 1 ml Na2HPO4 buffer. IS were adjoined

by addition of the appropriate volume (20 �L, 50 �L  or 100 �L)  of

the IS  solution containing 0.25 �g/ml of nordazepam-d5, 4 �g/ml

of diazepam-d5, oxazepam-d5 and temazepam-d5, and 2 �g/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 (10 min  at 1400 × g), the upper organic

layer was  saved and added to 2.5 ml  hydrochloric acid (0.2 M).  After

mechanical shaking for 10 min, centrifugation (10 min  at 1400 × g)

was  carried out. The lower aqueous layer was  saved; neutralized by

0.5  ml sodium hydroxide (1 N) and set  at pH 8.4 by  addition of 1  ml

Na2HPO4 buffer. Finally, 5 ml  tert-butyl-methyl-ether was  added,

and the samples were agitated (10 min) and centrifuged (10 min

at 1400 × g). The upper organic layer was saved and evaporated to

dryness at 50 ◦C under air stream. The residue was reconstituted

in 100 �L  tert-butyl-methyl-ether, transferred to a  gas chromatog-

raphy vial, and again evaporated to dryness. Automated on-line

derivatization was  performed on 7693A autosampler with 20 �L

BSTFA/TMCS for 20 min  at 80 ◦C.  Two microlitres of derivatized

extract was  injected into the GC–MS/MS system.

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 col-

umn  (30 m length × 0.250 mm I.D. × 0.25 �m film thickness). The

carrier gas was helium, at a constant flow of 1 ml/min. Injection was

performed in splitless 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  3 min.

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. Ion 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 selectiv-

ity 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 fol-

lows: for chromatography, the observed retention time differ by

no more than ±0.1 min  in absolute from that of the highest calibra-

tion 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 cri-

teria of identification were automatically followed by the Mass

Hunter workstation software for quantitative analysis for QQQ  (ver-

sion 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
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with established guidelines for animal care and with the approval

of the Animal Ethics Committee, Lyon, France (no. BH 2008-14).

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 (no. BH 2008-14), adult rab-

bits were injected intravenously with diazepam and citalopram at

1.1 and 2.8 mg/kg respectively. Euthanasia was performed 4 h after

injection by heart-blood withdrawal after deep ketamine anesthe-

sia.  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 toxico-

logical 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/ml(/g),

citalopram 15 ng/ml(/g), and diazepam, oxazepam and temazepam

30 ng/ml(/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 preci-

sion  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,

10–2000 ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam and

5–1000 ng/ml(/g) for citalopram. For  fluid samples, the high point of

the  calibration range was obtained by spiking matrix with an appro-

priate 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: Na2HPO4 buffer was spiked with an appropri-

ate  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 established by linear least-squares regression, using

Mass Hunter workstation software for quantitative 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/[con-

centration] or 1/[concentration]2 weighting factors were applied.

The best BM model was then implemented on the other matrices; it

was checked that percentage residue and r2 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 F-test (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 high-

est  2 calibration points). The procedure was  repeated on 3 different

days to determine between-day precision. Accuracy was mea-

sured 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 as WRP  = 100 ×
(√

MSwit/GM

)
,  and between-

runs precision as BRP = 100 ×
(√

(MSbet − MSwit)/n/GM

)
, where

MSwit,  MSbet,  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 pre-

cision 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). Accu-

racy 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 the lowest cal-

ibration 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 concen-

tration of the highest calibration standard. However, the dilution

procedure for concentrations over the range as a  whole was vali-

dated allowing 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 nor-

dazepam at 1 �g/g, diazepam, oxazepam, temazepam at 10 �g/g

and citalopram at 5 �g/g. In this case, the extraction procedure

described above was  modified: ISs were added at 10-fold the

classic concentration and only 500 �L (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 72 h after their creation.

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

Na2HPO4 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 infor-

mation [35]. Temperature and time conditions for  derivatization

were optimized at 80 ◦C for 20 min. Derivatization was  online rather

than manual, as this was time-saving in sample preparation and
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Table  1
Retention times and parameters used in  selected reaction monitoring mode for the study compounds and their internal standards.

Compound RTa (min) Quantifier Qualifier 1 Qualifier 2

Transitionb (m/z) CEc (eV) Transitionb (m/z) CEc (eV) Transitionb (m/z)  CEc (eV)

Nordazepam-TMSd 5.84 341 → 290 15  341 → 269 20 327  → 146 25

Nordazepam-d5-TMSd 5.83 347 → 232  10 347 → 275 15  332  → 151 30

Oxazepam-TMSd 6.14 430 → 401 10 430 → 267 25 313 → 135 25

Oxazepam-d5-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-d5-TMSd 7.44 262 → 227 20 262 → 232 20 348 → 276 10

a RT: retention time.
b Transition: precursor ion → product ion.
c CE: collision energy.
d TMS: analyzed in  trimethylsilyl form.

avoided the waiting time for silylated derivatives on the autosam-

pler

3.2. GC–MS/MS conditions

Total  method run-time was 11.6 min. Corresponding retention

times are presented in Table 1. The 20 min  between two  injec-

tions 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 sensi-

tivity. 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 var-

ious BM samples. The one providing the best signal-to-noise ratio

on BM extracts was chosen for quantification 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 sum-

marizes 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 flu-

ids and tissues using blood calibration standards was tested, but

the results failed to meet validation criteria despite the used of

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) Precision (%) (between runs) Accuracy (%)

Spiked Found (mean ± SD, 3 days)

Nordazepam Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]2

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]2

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

2000 1,954 ± 29  1.5 97.7

Diazepam Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]2

10 10.2 ± 0.1 1.1 101.5

50 46 ± 2 4.3 92.7

200 195 ± 1 0.7 97.3

800 823 ± 37  4.5 102.9

2000 2,110 ± 102 4.8 105.5

Temazepam Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]2

10 12.2 ± 1.4 11.4 121.5

50 46 ± 1 2.7 91.7

200 186 ± 9 5.0  92.7

800 782 ± 8 1.0  97.8

2000 2,040 ± 18  0.9 102

Citalopram Calibration model: linear; weighting factor: 1/[concentration]

5 5.1 ± 0.1 1.2 101.9

25 23 ± 1 1.8 91.1

100 95 ± 0 0.1 94.6

400 420 ± 18  4.4 104.9

1000 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 72 h  autosampler stability check for full validation

on BM.

Concentration (ng/g) Accuracy (%) Precision  (%) Extraction recovery (%)

Spiked Found (mean ± SD,  3  days) Within-run Between-runs

Nordazepam

Low QCa 3 2.7 ± 0.3 88.9 7.6 8.1 55

High QCa 140 146  ±  11 104.2 7.2 1.4 43

LOQb 1 0.8 ±  0.1 80.9 11.4

AS  stabilityb 3 2.5 ±  0.3 83.6 12.9

AS  stabilityb 140 136  ±  8  97.2 5.9

1/10th  dilutionb 1000 1019 ±  10 101.8 4.7

Oxazepam

Low  QCa 30 27.3 ±  4.5 90.9 12.0 12.6 20

High QCa 1400 1411 ±  81 100.8 5.1 3.3 16

LOQb 10 8.9 ±  1.1 88.8 12.8

AS  stabilityb 30 25.9 ±  3.6 86.2 13.9

AS  stabilityb 1400 1350 ±  58 96.4 4.3

1/10th  dilutionb 10,000 10,646 ±  180 106.5 1.7

Diazepam

Low  QCa 30 27.1 ±  2.0 90.2 4.9 6.5 36

High QCa 1400 1490 ±  114 106.4 5.9 5.8 30

LOQb 10 9.6 ±  0.1 95.9 1.3

AS  stabilityb 30 25.6 ±  1.8 85.3 6.9

AS  stabilityb 1400 1499 ±  102 107.1 6.8

1/10th  dilutionb 10,000 10,837 ±  1020 108.4 9.4

Temazepam

Low  QCa 30 30.6 ±  3.1 102.0 5.0 10.5  8

High QCa 1400 1398 ±  137 99.9 6.9 8.2 5

LOQb 10 9.3  ±  0.9 93.1 10.1

AS  stabilityb 30 32.4 ±  2. 6 108.1 7.9

AS  stabilityb 1400 1445 ±  62 103.2 4.3

1/10th  dilutionb 10,000 9428 ±  647 94.3 6.9

Citalopram

Low  QCa 15 14.1 ±  −2.0 93.7 10.8 11.4 68

High QCa 700 699  ±  −78  99.9 9.4 6.9 49

LOQb 5 4.8 ±  0.2 95.0 4.4

AS  stabilityb 15  16.7 ±  3.3 111.5 9.5

AS  stabilityb 700 630 ±  256 90.0 10.6

1/10th  dilutionb 5000 4307 ±  468 86.1 10.9

a Data from 5 replicates, analyzed on 3  different days.
b 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).

labeled ISs for each molecule (data not shown). Since all speci-

mens 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 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 quantities, 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) accord-

ing 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 (r2) were

≥0.991 for all compounds in  this matrix. Calibration curves 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 nor-

dazepam at 200 ng/g (113.0%) and temazepam at 10 ng/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 soft-

ware during linear regression appeared to be less than 5% for all

compounds in  each matrix. Linear regression determination coef-

ficients (r2)  were ≥0.990 except, for nordazepam in urine (0.985),

citalopram 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 correspond-

ing matrix enabled quantification. Table 4 reports results for

accuracy and within-day precision for  both QCs. At low level,
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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.

LOQa Low quality controlb High quality controlc

Accuracy (%) Precision (%) Accuracy (%) Precision (%) Extraction recovery (%) Accuracy (%) Precision (%) Extraction 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 15.4 85.6 7.8 65  107.4 3.7 61

Bile 80.3 12.5 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  114.5 3.2 26

Brain 93.5 6.4 86.6 8.3 32  113.2 3.4 50

AT  112.8 13.5 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 99.1 2.7 60 112.9  6.0 36

Muscle 104.1 2.5 99.6 5.3 33  111.4 3.4 24

Brain 114.1 2.4 108.3 2.5 29  113.6 3.1 34

AT  119.5 5.3 107.7 6.1 43  101.1 5.5 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

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 5.5 58  105.1 3.5 51

Kidney 96.3 12.8 85.7 4.1 70 99.7 1.0 45

Lung 112.5 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 1.4 92.0  5.3 50 112.4 3.1 41

AT  119 7.3 95.7 6.4 68  100.7  1.7 38

a 1 ng/ml(/g) for nordazepam; 10 ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam; 5 ng/ml(/g) for citalopram.
b 3 ng/ml(/g) for nordazepam; 30 ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam; 15  ng/ml(/g) for  citalopram.
c 140 ng/ml(/g) for nordazepam; 1400 ng/ml(/g) for diazepam, oxazepam and temazepam; 700 ng/ml(/g) for citalopram.

accuracy was in the range of 85.1–112.3%; only oxazepam in

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, accu-

racy 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%; respec-

tively).

3.3.3. Limits of  quantification

The  LOQ corresponded to the concentration of the lowest cal-

ibration 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
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Fig. 2. Distribution patterns of diazepam, nordazepam, temazepam and citalopram in rabbit specimen after IV  injection of 1.1 mg/kg and 2.8 mg/kg diazepam and citalopram,

respectively. Oxazepam < LOQ  in all but one specimen (liver = 11.3 ng/g).

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 dilu-

tions 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, due to  the limits of the solid tissue

homogenization process and the difficulty of obtaining blank matri-

ces 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 proto-

col for samples initially quantified as out of the calibration range,

a 1/10th dilution was tested to quantify BM overloaded with nor-

dazepam at 1 �g/g, diazepam, oxazepam, temazepam at 10 �g/g

and citalopram at 5 �g/g. Accuracy and precision are presented for

each compound in Table 3.  The effectiveness of the dilution pro-

cess 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 derivatiza-

tion 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  mus-

cle 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 lev-

els, 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 detec-

tion 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 extrac-

tion, 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, how-

ever reduced, remained sufficient for the purposes of the intended

applications.
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Fig. 3. (a1–e1) Chromatogram of quantifying transition of putrefied matrix extract spiked at low QC level, with quantifier (underlined) and qualifier transitions. (a1) Nor-

dazepam (3 ng/g), (b1) oxazepam (30 ng/g), (c1) citalopram (15 ng/g), (d1) diazepam (30 ng/g), (e1) temazepam (30  ng/g). (a2–e2) Corresponding blank extract chromatogram.

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 Section 3.4, below).

3.3.6.  Autosampler stability

Autosampler stability was checked by reinjection of the low

and high QC BM extracts 72 h later. Immediate injection of deriva-

tive compounds is always preferable, but conservation for 72 h 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 derivatiza-

tion 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  analyz-

ing 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 h 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 concen-

trations were in  the linearity range of calibration, except for

temazepam, which was below the LOQ in  some tissues, and citalo-

pram, 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 therapeu-

tic injection [45], was  below the LOQ in all matrices except liver

(11.3 ng/g), where metabolism takes place. As expected, concen-

tration variability according to tissues was wide. For citalopram,

the most obvious observation concerned the distribution in lung

tissue: 5550 ng/g, versus 80 ng/ml in heart blood. In humans, Boer

described the phenomenon of pulmonary processing of  drugs, and

especially basic ones, resulting in considerable rapid accumula-

tion in  lung [46]. In the present case of rabbit, the second highest

concentrations of citalopram were in bile (2500 ng/g) and kidney

(2620 ng/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 concentra-

tions 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, 880 ng/g). Finally, the lowest con-

centration of citalopram observed in  the present study was in  VH,

in agreement with human data where VH citalopram concentra-

tions were generally half those of blood [15–17]. The diazepam

and citalopram distribution patterns differed greatly. The greatest

diazepam concentrations were observed for BM (1140 ng/g) and

AT (405 ng/g), which may  be explained by diazepam’s lipophilic-

ity. BM concentrations were previously reported to  be higher than

in blood in animal models [47,48] and human postmortem spec-

imens [49]. The present liver and bile concentrations were high,

as in some case reports for others benzodiazepines [23,24]. Study

of diazepam metabolites showed that, in rabbit as in  humans [45],

nordazepam was quantitatively the main metabolite followed by
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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

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. More-

over, 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 pre-

sented 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.

4.  Conclusions

A  3-step liquid/liquid extraction protocol with online deriva-

tization prior to GC–MS/MS analysis was developed to quan-

tify 4 benzodiazepines (diazepam, nordazepam, oxazepam and

temazepam) and 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 accu-

racy 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 inter-

pretation (e.g., in case of postmortem redistribution, lack of blood).
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Quantification de 5 composés aux propriétés physico-chimiques 
variées (caféine, cyamémazine, méprobamate, morphine et 6-
monoacétylmorphine) dans 11 fluides et tissus, par extraction en 
phase solide automatisée suivie d’une analyse par chromatographie 
gazeuse couplée à la spectrométrie de masse en tandem. 
 

Une technique automatisée d'extraction en phase solide (SPE) couplée à une analyse par 

chromatographie gazeuse et spectrométrie de masse en tandem a été développée pour la 

quantification de cinq molécules (caféine, cyamémazine, méprobamate, morphine et 6-

monoacétylmorphine (6MAM)) dans 11 matrices biologiques (sang, urine, bile, humeur vitrée, foie, 

rein, poumon, muscle squelettique, cerveau, tissu adipeux et moelle osseuse). Ce protocole d'analyse 

a été validé complétement pour la moelle osseuse en terme de linéarité, répétabilité, fidélité 

intermédiaire, justesse, limite de quantification, sélectivité, coefficient d'extraction, dilution de 

l'échantillon et stabilité sur le passeur d'échantillon. Pour les dix autres matrices, une validation 

partielle a été réalisée concernant la linéarité, la répétabilité, la justesse, la sélectivité, la limite de 

quantification et le rendement d'extraction. Les limites de quantification ont été déterminées à 12.5 

ng/g(mL) pour la morphine, la 6MAM et la cyamémazine, à 50 ng/g(mL) pour la caféine et 100 

ng/g(mL) pour le méprobamate. La performance de ce protocole en toxicologie médicolégale est 

montrée à travers son application à des échantillons réels issus d’un cas complexe pour lequel le 

prélèvement sanguin n’était pas exploitable. Dans un deuxième temps, le protocole d'extraction SPE 

automatisé a été évalué comme base de développement d'analyses ciblées d'autres molécules ou de 

dépistage large. Ainsi, il a été appliqué à 12 molécules d’intérêt médicolégal aux propriétés physico-

chimiques variées (alimémazine,  alprazolam, amitriptyline, citalopram, cocaïne, diazépam, 

lévomépromazine, nordazépam, tramadol, venlafaxine, pentobarbital et phénobarbital). L'ensemble 

de ces substances ont pu être détectées à l'aide de cette procédure sans modification à des 

concentrations thérapeutiques dans le sang et des matrices alternatives. 
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Quantification of Five Compounds with Heterogeneous Physicochemical Properties
(Morphine, 6-Monoacetylmorphine, Cyamemazine, Meprobamate and Caffeine) in 11 Fluids
and Tissues, Using Automated Solid-Phase Extraction and Gas Chromatography–Tandem
Mass Spectrometry
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An automated solid-phase extraction (SPE) protocol followed by gas
chromatography coupled with tandem mass spectrometry was devel-
oped for quantification of caffeine, cyamemazine, meprobamate, mor-
phine and 6-monoacetylmorphine (6-MAM) in 11 biological matrices
[blood, urine, bile, vitreous humor, liver, kidney, lung and skeletal
muscle, brain, adipose tissue and bone marrow (BM)]. The assay
was validated for linearity, within- and between-day precision and ac-
curacy, limits of quantification, selectivity, extraction recovery (ER),
sample dilution and autosampler stability on BM. For the other matri-
ces, partial validation was performed (limits of quantification, linear-
ity, within-day precision, accuracy, selectivity and ER). The lower
limits of quantification were 12.5 ng/mL(ng/g) for 6-MAM, morphine
and cyamemazine, 100 ng/mL(ng/g) for meprobamate and 50 ng/
mL(ng/g) for caffeine. Analysis of real-case samples demonstrated
the performance of the assay in forensic toxicology to investigate
challenging cases in which, for example, blood is not available or
in which analysis in alternative matrices could be relevant. The
SPE protocol was also assessed as an extraction procedure that
could target other relevant analytes of interest. The extraction pro-
cedure was applied to 12 molecules of forensic interest with various
physicochemical properties (alimemazine, alprazolam, amitriptyline,
citalopram, cocaine, diazepam, levomepromazine, nordazepam, tra-
madol, venlafaxine, pentobarbital and phenobarbital). All drugs
were able to be detected at therapeutic concentrations in blood
and in the alternate matrices.

Introduction

In forensic toxicology, analyzing matrices (fluids and tissues)

other than blood are widely agreed to be an important issue in

various situations such as exsanguinations, putrefaction, post-

mortem redistribution, etc. (1). Pharmacokinetic and toxico-

logical data (distribution, accumulation, metabolism, toxic

concentration, etc.) are necessary to improve the interpretation

of analyte concentrations found. The reliability of data from ex-

perimental studies and routine analysis of real postmortem

cases depends on assay performance, and more specifically on

the limits of quantification, accuracy and precision. Advances in

analytical technology, especially in the field of mass spectrom-

etry, have significantly improved the specificity and sensitivity

of drug detection in complex samples, matrix effects; however,

they remain an acknowledged pitfall. Ideally, assays need to be

adapted to and validated for each matrix. In routine laboratory

practice, however, processing different matrices are not always

practical, as testing would involve analysis of multiple standard

curves and controls depending on the matrix under investiga-

tion. A better approach is to organize testing as to limit the num-

ber of different assays required. This approach reduces both the

time needed for staff training and the costs associated with sup-

plies, standards and instrument maintenance. In this context, an

assay was developed based on automated solid-phase extraction

(SPE) followed by gas chromatography coupled with tandem

mass spectrometry (GC–MS-MS) for the quantification of five

different compounds [caffeine, cyamemazine, meprobamate,

morphine and 6-monoacetylmorphine (6-MAM)] with heteroge-

neous physicochemical properties representative of the kinds of

drugs encountered in real-life forensic toxicology (Table I). The

SPE protocol proved effective in removing interference and was

more reproducible than multistep manual liquid–liquid extrac-

tion. Moreover, SPE can be automated, which is important in

view of the large number of samples to be processed in validation

protocols and in routine practice. Liquid chromatography

coupled with tandem mass spectrometry is prone to matrix

effects that are difficult to control in postmortem toxicology,

especially with complex samples (6); GC–MS-MS using labeled

isotopes as internal standards (ISs) and matrix-matched calibra-

tion, in contrast, showed well-adapted performance. The assay

was validated in 11 biological matrices [blood, urine, bile, vitre-

ous humor (VH), liver, kidney, lung, skeletal muscle, brain, adi-

pose tissue (AT) and bone marrow (BM)] following a

cross-validation plan in compliance with FDA guidelines (7).

The assay was first applied to real samples obtained from a

human autopsy. Secondly, it was assessed as a standard process

for further development of targeted analysis and screening. For

this purpose, an extended application test evaluated the per-

formance of the automated SPE protocol, without modification,

in 12 drugs frequently encountered in forensic toxicology (ali-

memazine, alprazolam, amitriptyline, citalopram, cocaine, diaze-

pam, levomepromazine, nordazepam, tramadol, venlafaxine,

pentobarbital and phenobarbital) in blood, BM and lung samples.

The present study reports a validated GC–MS-MS procedure

with an automated SPE protocol to quantify five drugs of forensic

interest in 11 biological matrices. The interest of the finding is

illustrated by two applications: analysis of human samples from

a real autopsy case and assessment of the protocol as a starter

set for the development of further analytical tools.
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Materials and Methods

Standards and reagents

Certified stock solutions of morphine, morphine-d3, cyamema-

zine, 6-MAM, 6-MAM-d3, meprobamate and meprobamate-d3
were purchased from LGC Standards (Molsheim, France); caf-

feine and 13C3-caffeine powders from Merck (Fontenay-sous-

Bois, France) and Isotec (Miamisburg, OH, USA), respectively;

N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 1% trimethyl-

chlorosilane (BSTFA/TMCS) from LGC Standards; cyamemazine-

d5 from Alsachim (Illkirch-Graffenstaden, France); water,

n-hexane, methanol, dichloromethane, hydrochloric acid (HCl,

1 M), sodium hydroxide (NaOH, 1 M) and ammonium hydroxide

(NH4OH, 1 M) from VWR (Fontenay-sous-Bois, France); aceto-

nitrile, ethyl acetate and ethanol absolute from Carlo Erba (Val

de Reuil, France) and sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4)

was supplied by Merck.

Deuterated analogs were used as ISs. A mixture of the five ISs

was prepared by dilution in methanol to obtain the following

concentrations in fluids (ng/mL) or tissues (ng/g): meprobamate-

d3, 1,000 ng/mL(ng/g); 13C3-caffeine, 500 ng/mL(ng/g); and
morphine-d3, 6-MAM-d3 and cyamemazine-d6, 200 ng/mL(ng/g).
This working solution was stored at 2208C. For calibration

standards and quality controls (QCs), a mixture of the five com-

pounds of interest was prepared at the following concentrations:

meprobamate, 100 ng/mL; caffeine, 50 ng/mL; and morphine,

6-MAM and cyamemazine, 12.5 ng/mL. Different dilutions were

made to obtain the appropriate concentrations.

Samples

Specimens

Biological fluids (blood, urine, VH and bile) and tissues (lung, kid-

ney, brain, liver, muscle, AT and BM) from rabbits were pooled

and used for the development, validation and extended applica-

tion phases of the study. They were obtained from animal experi-

ments performed in strict accordance with established

guidelines for animal care, with the approval of the Animal

Ethics Committee (Lyon, France). For practical assessment, the

assay was applied in samples collected during a forensic autopsy.

The victim, a French national on holiday in Africa, had been

found dead in his hotel; after embalmment, the body was brought

back to France, where the prosecutor asked for a forensic aut-

opsy. Samples of VH, blood, urine, bile, liver, kidney, lung, AT

and brain were collected.

Sample pretreatment

For tissues, samples of 200+5 mg (lung, kidney, liver, muscle

and BM) or 500+ 10 mg (AT and brain) were cut thinly with

scissors and homogenized in 2 mL of phosphate buffer

(NaH2PO4, pH 7, 0.5 M). For biological fluids (bile, blood, urine

and VH), 200 mL of samples were homogenized in the same buf-

fer as tissues. ISs were added to all matrices. After 10 min mech-

anical shaking, the mixture was centrifuged (10 min, 1,400� g).

The supernatant was collected and centrifuged a second time

(10 min, 1,400� g) before submission to the SPE procedure.

Solid-phase extraction

Automated SPE used the Gx-271 ASPEC (Gilson, Inc., Middleton,

WI, USA). The SPE columns (StrataTM X-C; Phenomenex, Le Peck,

France; 200 mg, 3 mL capacity) were conditioned with 4 mL of

methanol, followed by 4 mL of phosphate buffer before sample

loading. The columns were rinsed with 4 mL of acidified water

(HCl 1 M adjusted to pH 4 with water), followed by 2 mL of

methanol : water mixture (25 : 75, v/v). The analytes were then

eluted in two distinct fractions, collected separately and analyzed

as described below. Meprobamate and caffeine were eluted first

using 2 mL of methanol. The eluate was then evaporated to dry-

ness at 608C under airstream. The residue was reconstituted in

100 mL of deionized water plus 1 mL of ethanol and washed by

addition of n-hexane (4 mL). The mixture was vortex-mixed

for 30 s and centrifuged for 5 min at 3,000� g. The lower etha-

nolic layer was removed, evaporated to dryness at 508C and

reconstituted in 40 mL of ethyl acetate. One microliter was

injected into the GC–MS-MS system using Method 1 (below).

Morphine, 6-MAM and cyamemazine were eluted in the sec-

ond elution step using 4 mL of acetonitrile : dichloromethane

mixture (50 : 50, v/v) with 5% NH4OH. The extract was evapo-

rated to dryness and derived with 25 mL of BSTFA/TMCS for

20 min at 808C. Two microliters were injected into the GC–

MS-MS system using Method 2 (below).

Gas chromatography coupled with tandem mass
spectrometry

The eluates were analyzed using two different methods: Method

1 for meprobamate and caffeine and Method 2 for morphine,

6-MAM and cyamemazine.

Gas chromatography

Gas chromatography was performed on a 7890A GC system

(Agilent, Santa Clara, CA, USA) equipped with a 7693

Autosampler (Agilent). For both methods, separation was carried

out on a HP-5MS capillary column (30 m length � 0.250 mm

I.D. � 0.25 mmfilm thickness) with helium as carrier gas at a con-

stant flow of 1 mL/min. Injection was performed in splitless

mode at an injection temperature of 2608C. The transfer line

was maintained at 3108C. A specific temperature gradient was

used for each method. For Method 1, the initial oven temperature

was maintained at 1008C for 1 min, increased at a rate of 208C/
min to 2008C and maintained for 3 min, and finally increased at a

Table I
Physicochemical Properties and Classification of the Molecules Studied

Molecules logP pKa Vd
(L/kg)

ATC Classification

6-MAM – – – –
Caffeine 0a 0.8b (amine) 0.4–0.6b Psychostimulant xanthine

derivative
Cyamemazine (data from
levomepromazine)

4.7a 9.2c 23–42b Antipsychotic,
phenothiazine with aliphatic
side chain

Meprobamate 0.7a 4.2b

(carisoprodol)
0.7b Anxiolytic, carbamate

Morphine 0.89d 8.0c 2.0–5.0b Analgesic, opioid

aRef. (2).
bRef. (3).
cRef. (4).
dRef. (5).

ATC, World Health Organization Anatomical Therapeutic Chemical classification system; Vd, Volume

of distribution.
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rate of 508C/min to 3008C. The final temperaturewas maintained

for 3 min. For Method 2, the temperature was maintained at

1208C for 1 min and increased at a rate of 508C/min to 2808C
and maintained for 4 min, and finally increased at a rate of

508C/min to 3008C. The final temperature was maintained at

3008C for 3 min. Methods 1 and 2 had total runtimes of 14.0

and 11.6 min, respectively.

Tandem mass spectrometric conditions

GC–MS-MS analysis was acquired using a 7000 triple quadrupole

mass spectrometer (Agilent) in positive electronic ionization

mode. Ion source temperature was set at 2308C 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) ac-

quisition performed in multiple reaction monitoring mode. The

transitions were chosen according to selectivity and abundance

and so as to maximize signal-to-noise (S/N) ratio in the matrix

extracts. One transition per compoundwas used for quantitation,

and two transitions as qualifiers, except for morphine-d3 (only

one qualifier). Retention time and MS parameters are outlined

in Table II.

Acceptance criteria for compound identification

The compound identification criteria were as follows: for chro-

matographic peaks, observed retention time differing by not

more than +0.1 min from that of the highest calibration stand-

ard, prepared and analyzed contemporaneously; for mass spec-

trometry, qualifier ions ratio differing by not .25% from that

of the highest calibration standard. These identification criteria

were automatically assessed by the MassHunter Workstation soft-

ware for quantitative analysis for QQQ (version B.05.00 SP02;

Agilent Technologies).

Validation procedure

The validation protocol has been previously described (8). The

validation parameters and all modifications are detailed below.

General pattern

BM is a heterogeneous tissue composed of hematopoietic mar-

row (60% hematopoietic cells) and fatty marrow (95% adipo-

cytes) in variable proportions; this highly variable lipid, water

and protein composition (9) makes it one of the most complex

matrices to analyze, and it was therefore chosen for full validation

of the present assay: linearity, lower limit of quantification

(LLOQ), dilution, within- and between-day accuracy and preci-

sion, selectivity, extraction recovery (ER) and stability on auto-

sampler over a period of 3 days. Partial validation was

performed for the other 10 matrices: linearity, LLOQ, ER, select-

ivity and within-day accuracy and precision, assessed in 1 day.

Linearity

Owing to the difficulty of homogenizing tissue in solution, cali-

bration standards were prepared by mixing tissue with phos-

phate buffer spiked with the analytes of interest at five

concentration levels. To simplify the procedure, fluid samples

(bile, blood, VH and blood) all underwent the same sample prep-

aration process. Two milliliters of the spiked buffer were added

to the blank samples to obtain five calibration standards ranging

from 100 to 4,000 ng/mL(ng/g) for meprobamate, 50 to

2,000 ng/mL(ng/g) for caffeine and 12.5 to 500 ng/mL(ng/g)
for morphine, 6-MAM and cyamemazine.

Calibration curves were established by linear least squares

regression, using the MassHunter Workstation software for quan-

titative analysis for QQQ. Curves were based on peak area ratio

(analyte/IS) as a function of analyte concentration. The best-

fitting calibration model was chosen for each compound in BM,

based on residual plots and the determination coefficient. Both

criteria were calculated using the MassHunter Workstation soft-

ware. Themodel selected for BMwas applied to the 10 remaining

matrices.

Within- and between-day accuracy and precision

For full validation on BM, five iterative determinations were per-

formed on three different days of one low QC (midpoint of the

two lowest calibration standards) and one high QC (midpoint of

the two highest calibration standards). Concentrations were, re-

spectively, 300 and 3,000 ng/mL(ng/g) for meprobamate, 150

and 1,500 ng/mL(ng/g) for caffeine and 37.5 and 375 ng/mL

(ng/g) for morphine, 6-MAM and cyamemazine. Within- and

between-run precision were calculated as previously described

(8), using the StatView software for Windows, version 5.0 (SAS

Institute, Cary, NC, USA). For partial validation on the other

matrices, accuracy and precision were calculated at the same

QC level using five iterative determinations. According to the

FDA Guidance for Industry–Bioanalytical Method Validation

(7), accuracy is required to be between 85 and 115% and preci-

sion ,15%.

LLOQ and assessment for extended concentration range

An LLOQ was estimated, in a preliminary study on extracted

blank BM samples (n ¼ 5), as the concentration corresponding

to an S/N ratio of 10 (data not shown). For meprobamate, an

LLOQ of 100 ng/g was chosen, much higher than the sensitivity

of the assay, in order to correspond to concentrations usually

found in forensic cases in our experience. Results were then

evaluated according to the Guidance for Bioanalytical Method

Table II
Retention Time and Parameters Used in Selected Reaction Monitoring Mode for the Compounds of

Interest and Their ISs

Compound RT
(min)

Quantifier Qualifier 1 Qualifier 2

Transition
(m/z)a

CE
(eV)

Transition
(m/z)a

CE
(eV)

Transition
(m/z)a

CE
(eV)

Method 1
Morphine-TMS 7.08 236! 146 10 429! 287 20 429! 146 25
Morphine-d3-TMS 7.06 239! 149 10 432! 290 15
6-MAM-TMS 7.54 204! 162 5 399! 287 20 287! 246 10
6-MAM-d3-TMS 7.53 207! 165 5 402! 290 20 343! 327 10
Cyamemazine 7.85 323! 58 15 323! 278 5 323! 100 15
Cyamemazine-d6 7.83 329! 64 10 64! 46 20 64! 45 20

Method 2
Meprobamate 8.54 114! 81 7 114! 71 3 114! 43 10
Meprobamate-d3 8.52 117! 74 3 86! 58 10 86! 57 5
Caffeine 9.03 194! 109 10 194! 55 25 109! 55 5
Caffeine-13C 9.02 197! 111 10 197! 57 25 111! 57 5

CE, collision energy; RT, retention time; TMS, molecules analyzed as their trimethylsilyl derivatives.
aTransition: precursor ion! product ion.
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Validation (7): at this point, accuracy should be 80–120% and

precision ,20% on five iterative determinations. The LLOQ cor-

responds to the lowest calibration curve concentration. The

upper limit of quantification (ULOQ) was set according to the

LLOQ in order to favor quantification of low concentrations.

A dynamic range with a ratio of 40 between ULOQ and LLOQ

was used. A 1/10th procedure dilution was validated for concen-

trations above the ULOQ: BMwas spiked with 20,000 ng/mL(ng/g)
for meprobamate, 10,000 ng/mL(ng/g) for caffeine and

2,500 ng/mL(ng/g) for morphine, 6-MAM and cyamemazine.

The assay was modified as follows: the IS concentration was

10-fold higher than in the classic procedure, and only 10% of

each eluate was collected and then analyzed [i.e., 200 mL of the

methanol eluate and 400 mL of the second eluate (acetonitrile :

dichloromethane (50 : 50, v/v) with 5% NH4OH)].

Selectivity, ER and autosampler stability

Selectivity was assessed by analyzing six blank samples of each

matrix. ER was assessed for each matrix and each compound,

at two levels in three replicates. Low-level concentrations

were: 300 ng/mL(ng/g) for meprobamate, 150 ng/mL(ng/g)
for caffeine and 37.5 ng/mL(ng/g) for morphine, 6-MAM

and cyamemazine; high-level concentrations were: 3,000

ng/mL(ng/g) for meprobamate, 1,500 ng/mL(ng/g) for caffeine
and 375 ng/mL(ng/g) for morphine, 6-MAM and cyamemazine.

Blank matrices were spiked with ISs before extraction. The ratios

of the relative responses (analyte/IS, expressed as chromato-

graphic peak area) obtained by spiking the matrices with ana-

lytes before and after extraction were compared. Autosampler

stability at 258C was tested by reanalyzing sample extracts 72 h

after the first analysis and reevaluating accuracy and precision.

Extended application

Blank matrices (blood, BM and lung) were spiked with alimema-

zine 20 ng/mL(ng/g), alprazolam 100 ng/mL(ng/g), amitriptyl-

ine 100 ng/mL(ng/g), citalopram 20 ng/mL(ng/g), cocaine
10 ng/mL(ng/g), diazepam 10 ng/mL(ng/g), levomepromazine

20 ng/mL(ng/g), nordazepam 50 ng/mL(ng/g), tramadol

100 ng/mL(ng/g), venlafaxine 20 ng/mL(ng/g), pentobarbital

100 ng/mL(ng/g) and phenobarbital 500 ng/mL(ng/g). Each
matrix was prepared, in triplicate (n ¼ 3), as described in the

‘Sample pretreatment’ section (see above), without any modifica-

tion. Each eluate was analyzed by GC–MS-MS without and after

derivatization in 25 mL of BSTFA/TMCS for 20 min at 808C. The
GC–MS-MS conditions described above were modified as fol-

lows: the transfer line was maintained at 3208C, and initial oven

temperature at 908C for 1 min, increased at a rate of 208C/min to

2008C, then at a rate of 158C/min to 3008C and maintained

16 min (total run time, 29.2 min). Retention time and mass para-

meters are presented in Table III. The S/N ratios were calculated

for each compound, using the MassHunter software according to

the root mean square algorithm. Noise was assessed for a period

of 6 s just before peak.

Results and discussion

Analytic process

The SPE sorbent phase was chosen according to the physico-

chemical properties of the analytes of interest (Table I). A poly-

meric sorbent containing a strong cation-exchange functional

group, Strata X-C, was chosen for its ability to isolate and purify

basic compounds such as morphine, 6-MAM and cyamemazine

from biological matrices. Moreover, the large particles (mean,

33 mm; range, 28–34) and pores of the sorbent (75–91 Å)

allowed samples with varying degrees of viscosity to be analyzed.

Despite the sorbent’s high porosity, two centrifugation steps

were systematically applied before performing SPE. Morphine

and 6-MAM required derivatization with BSTFA/TMCS in order

to be analyzed by GC–MS-MS while meprobamate is degraded

during this derivatization reaction. Because two distinct extrac-

tions cost more in terms of sample quantity, time and money, ex-

traction was optimized to obtain two eluates analyzed separately

from a single sample. The first step, with methanol, eluted acid

and neutral compounds, while the second, using an aceto-

nitrile : dichloromethane mixture (50 : 50, v/v) with 5%

NH4OH, eluted the basic compounds. Under these conditions,

caffeine and meprobamate were extracted in the first elution

andmorphine, 6-MAM and cyamemazine in the second. A hexane

wash step was performed on the first eluate to remove lipid resi-

due, which could have interfered with analysis. The hexane wash

was initially included in order to “clean-up” various postmortem

samples by eliminating interference from lipid matrices (e.g., BM,

AT, brain) or from postmortem degradation. If the protocol is

used on cleaner matrices such as blood or VH, this second cen-

trifugation and lipid removal step could, after assessment, be

found superfluous.

Validation procedure

As in the previous study (8), full validation was performed on BM,

the most complex matrix, and partial validation on the other

10 matrices.

Linearity

Calibration curves were constructed by linear least squares re-

gression, plotting relative response (analyte/IS, in area) relative

to analyte concentration. A linear model with a weighting factor

of 1/[concentration] was applied to each molecule, since it

Table III
Retention Time and Parameters Used in Selected Reaction Monitoring Mode for the Compounds of

the Extended Application

Compound RT
(min)

Quantifier Qualifier 1 Qualifier 2

Transition
(m/z)a

CE
(eV)

Transition
(m/z)a

CE
(eV)

Transition
(m/z)a

CE
(eV)

Pentobarbital 8.1 156! 141 10 141! 98 10 197! 141 10
Tramadol-TMS 9.5 245! 216 10 216! 135 10 335! 58 10
Phenobarbital 9.5 204! 161 10 204! 118 10 232! 204 5
Venlafaxine-TMS 10.2 349! 58 1 261! 73 10 171! 73 10
Amitriptyline 10.9 202! 176 30 277! 58 5 – –
Cocaine 11.0 182! 82 10 182! 108 10 303! 82 10
Nordazepam-TMS 11.4 341! 269 20 341! 290 15 327! 146 25
Alimemazine 11.6 298! 58 15 298! 100 15 298! 253 5
Citalopram 12.1 324! 58 3 324! 84 1 324! 86 7
Diazepam 12.4 256! 221 15 256! 165 35 283! 238 20
Levomepromazine 12.8 328! 58 15 328! 100 15 328! 283 5
Alprazolam 15.5 308! 273 4 279! 243 25 204! 176 30

CE, collision energy; RT, retention times; TMS, molecules analyzed as their trimethylsilyl derivatives.
aTransition: precursor ion! product ion.
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provided the best calibration models. Linear regression determin-

ation coefficients (r2) were �0.990 for all compounds in each

matrix. Between-day validation of the calibration curves was sat-

isfactory for all molecules (Table IV): precision was ,15% and ac-

curacy 85–115%.

Within- and between-day precision and accuracy

Within- and between-day precision and accuracy were estimated

at two levels (low and high QC) in BM. None of the analytes

demonstrated precision .15% or accuracy outside of the

85–115% range (Table V). Validation on the other matrices

(Table VI) showed accuracy of 80–120% for all analytes, except

for cyamemazine in kidney where accuracy was 135% at the

high-QC level. Precision was ,15% for all parameters, except

for 6-MAM and morphine in blood where it was slightly .15%

(15.2 and 15.1%, respectively).

Limits of quantification

The LLOQ corresponds to the concentration of the lowest cali-

bration standard. At that point, accuracy and precision were

determined on five iterative runs (Table V for BM and Table VI

for the other matrices). Precision and accuracy at the LLOQ in

BM were, respectively, ,20% and between 80 and 120%, for all

molecules. In the matrices used for partial validation, accuracy at

the LLOQ was slightly above the limit of 120% for morphine in

muscle, but failed for meprobamate in kidney (138.6%) and

cyamemazine in kidney (148.6%). For the latter, quantification

of low QC showed accuracy and precision ,15%. A low-QC

level of 300 ng/g for meprobamate and 37.5 ng/g for cyamema-

zine should, therefore, be used as the LLOQ. These limits were

still sufficient for application in postmortem toxicology in the

light of the usual blood concentrations for the two molecules.

The LLOQ is consistent with published GC–MS and GC–

MS-MS methods for tissue opiate analysis (10–14). The assay

used in Goldberger et al.’s study (15) of heroin distribution in

various tissues and fluids was more sensitive than the present

assay in blood: �1.0 ng/mL for heroin, 6-MAM and morphine,

but with no data for tissue analysis. The assay reported by da

Fonseca et al. (16) gave an LLOQ of 4 ng/mL in human plasma

for cyamemazine, lower than in the present study; however,

their assay was dedicated to human plasma analysis, requiring

only limited preparation but incompatible with complex or

putrefied samples. As suggested above, some of the purification

steps of the present protocol, such as lipid removal or second

centrifugation, could be skipped for less complex matrices,

thereby enhancing efficiency.

Selectivity and ER

Sixty-six blank samples were analyzed: six per matrix, collected

from five human autopsy samples and one rabbit. None gave posi-

tive results according to the identification criteria. ER in BM was

.40% for caffeine andmeprobamate, the molecules eluted in the

first elution. The molecules from the second elution, cyamema-

zine, morphine and 6-MAM, showed ER ,20%. This tendency

can be extended to other tissues, since ER for morphine,

6-MAM and cyamemazine in tissue was less than for meproba-

mate and caffeine. The lipophilicity of morphine, 6-MAM and

especially cyamemazine increases possible matrix interactions,

which may decrease the amount of analyte retained on the SPE

sorbent. This hypothesis seems to be confirmed by the ER values

found for cyamemazine, morphine and 6-MAM in aqueous sam-

ples (blood, urine, bile and VH), which were higher than in BM

and similar to those for caffeine and meprobamate. However, the

lipid nature of the sample cannot fully explain this difference, as

demonstrated by the relatively high ER for cyamemazine in AT

(38.7%) compared with less lipid tissue such as muscle (10.2%)

or lung (13.2%).

Other validation parameters

Sample dilution (1/10), assessed only in the full validation proto-

col applied on BM, satisfied the accuracy and precision criteria

(Table V). Seventy-two-hour stability on autosampler was

assessed using low and high QCs. For both QCs, accuracy and

precision were ,15% for both underivatized and trimethylsilyl

(TMS)-derivatized analytes (Table V). In practice, a 72-h interval

usually allows any GC–MS-MS malfunction to be resolved and

prevents loss of samples.

Application

Toxicological analysis was performed on the samples collected

from autopsy after the embalmment process.

A screening step performed on urine detected morphine. The

present protocol was then applied to quantify morphine and

6-MAM in each available sample. The chromatograms of mor-

phine and 6-MAM and the concentrations obtained for the 10

matrices are reported in Figure 1. The morphine concentration

Table IV
Between-Day Validation of Calibration Curves of 6-MAM, Morphine, Meprobamate, Caffeine and

Cyamemazine in BM

Concentration (ng/mL) Between-day
precision (%)

Accuracy
(%)

Spiked Found (mean+ SD,
n ¼ 3)

6-MAM
12.5 12.5+ 1.2 9.5 99.7
50 49.6+ 3.5 7.1 99.2
100 100.3+ 5.0 5.0 100.3
200 202.5+ 5.5 2.7 101.3
500 497.6+ 9.8 2.0 99.5

Morphine
12.5 12.7+ 1.3 10.3 101.5
50 48.7+ 3.3 6.8 97.4
100 100.5+ 9.7 9.6 100.5
200 201.6+ 14.6 7.2 100.8
500 498.9+ 13.4 2.7 99.8

Meprobamate
100 99.5+ 5.1 5.2 99.5
400 401.3+ 7.2 1.8 100.3
800 792.9+ 82.5 10.4 99.1
1,600 1625.5+ 48.1 3.0 101.6
4,000 3981.8+ 28.5 0.7 99.5

Caffeine
50 50.0+ 2.8 5.6 100.0
200 195.6+ 7.9 4.0 97.8
400 406.4+ 23.0 5.7 101.6
800 808.6+ 12.7 1.6 101.1
2,000 1989.1+ 21.6 1.1 99.5

Cyamemazine
12.5 13.5+ 0.9 6.6 108.2
50 44.7+ 3.6 8.1 89.4
100 105.2+ 9.1 8.7 105.2
200 189.3+ 6.8 3.6 94.6
500 509.1+ 3.7 0.7 101.8

SD, standard deviation.
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ratio of 25 between VH to femoral blood was higher than all 70

observations reported by Rees et al. (17), where it ranged from

0.09 to 5.2 for free morphine [mean ¼ 0.99, standard deviation

(SD) ¼ 0.93]. This difference suggests dilution or degradation

consecutive to embalmment. The presence of 6-MAM in VH,

urine, bile, lung and muscle indicated heroin consumption. The

lack of free 6-MAM in blood could be interpreted as delayed

death (.3 h) (17, 18); however, the presence of 6-MAM in

blood at time of death could not be formally ruled out in this con-

text of embalmment. The significant concentration of 6-MAM in

VH (27.3 ng/mL), even though it is known that this metabolite

can be detected for a longer period than in blood (17), is in

favor of the presence of 6-MAM in blood at time of death.

Morphine and 6-MAM were also detected in certain other matri-

ces, at concentrations consistent with previous data for heroin-

related deaths (15, 19). Taking into account the concentrations

of 6-MAM and morphine in the various samples and the embalm-

ment treatment, results combined to suggest heroin-related

death.

Extended application

Limiting the number of assay protocols used in a laboratory is

beneficial from both practical and economic points of view.

The present sample preparation was therefore assessed in

blood, BM and lung for the analysis of 12 further compounds

of forensic interest exhibiting varied physicochemical proper-

ties. Peak areas and S/N ratios are reported in Table VII.

Tramadol, venlafaxine and nordazepam were analyzed as their

TMS derivatives. All spiked analytes were detected in all three

matrices. Concentrations were consistent with therapeutic

levels.

In most cases, the difference in S/N ratio between elutions 1

and 2 was due to variation in signal rather than in noise. For ex-

ample, in the blood pentobarbital assay, the 20-fold S/N differ-

ence was directly related to an increase in signal. Analysis of

barbiturate drugs (phenobarbital and pentobarbital) showed

poor reproducibility, as demonstrated by the wide standard devi-

ation observed on three replicates.

The compounds with the highest pKa (tramadol, venlafaxine,

amitriptyline, cocaine, alimemazine, citalopram and levomepro-

mazine) were detected only in the second elution (basified

acetonitrile/dichloromethane). Benzodiazepines and barbitu-

rates were found in both elutions, in matrix-dependent propor-

tions. In blood, nordazepam and diazepam were mainly eluted in

methanol fraction (Elution 1), whereas in BM, the most lipid sam-

ple, they were found mostly in the second elution. Phenobarbital

and pentobarbital (pKa 7.2 and 7.9, respectively) were mainly

Table V
Assessment of Accuracy, Precision at LLOQ, Low and High QC, and During Dilution Procedure Assessment and 72 h Autosampler Stability, and Estimation of Extraction Recovery at Low and High QC, for Full

Validation on BM

Concentration (ng/mL) Precision (%) Accuracy ER

Spiked Found (mean+ SD) Within day Between day (%) (%)

6-MAM
Low QC 37.5 37.2+ 2.7 10.1 5.7 99.2 14.8
High QC 375 387.0+ 38.3 9.6 7.1 103.2 9.3
LLOQ 12.5 12.9+ 1.6 12.7 103.5
AS stability low QC 37.5 34.1+ 3.6 10.6 90.8
AS stability high QC 375 360.7+ 26.9 7.5 96.2
1/10th dilution 2,500 2339.8+ 120.6 5.2 93.6

Morphine
Low QC 37.5 37.3+ 3.1 10.7 6.7 99.4 10.7
High QC 375 372.0+ 36.7 9.5 6.6 99.2 6.1
LLOQ 12.5 14.2+ 0.6 3.8 113.8
AS stability low QC 37.5 37.0+ 4.5 12.2 98.6
AS stability high QC 375 359.8+ 30.3 8.4 96.0
1/10th dilution 2,500 2155.1+ 98.4 4.6 86.2

Meprobamate
Low QC 300 307.1+ 13.6 5.7 3.6 102.4 46.1
High QC 3,000 3028.4+ 57.7 3.7 1.7 101.0 40.9
LLOQ 100 102.5+ 3.9 3.8 102.5
AS stability low QC 300 293.1+ 28.3 9.7 97.7
AS stability high QC 3,000 2871.5+ 99.6 3.5 95.7
1/10th dilution 20,000 19770.3+ 708.6 3.6 98.9

Caffeine
Low QC 150 152.9+ 3.9 4.4 1.6 102.0 64.7
High QC 1,500 1608.6+ 83.8 3.6 4.6 107.2 43.5
LLOQ 50 55.2+ 1.2 2.2 110.3
AS stability low QC 150 152.3+ 14.2 9.3 101.5
AS stability high QC 1,500 1537.3+ 63.2 4.1 102.5
1/10th dilution 10,000 11407.0+ 116.2 1.0 114.1

Cyamemazine
Low QC 37.5 37.2+ 4.1 6.4 10.4 99.2 19.5
High QC 375 336.7+ 46.8 9.9 3.4 112.2 10.8
LLOQ 12.5 12.7+ 1.3 10.6 101.4
AS stability low QC 37.5 40.2+ 2.0 5.0 107.1
AS stability high QC 375 344.0+ 10.1 2.9 91.7
1/10th dilution 2,500 2436.2+ 311.1 12.8 97.5

SD, standard deviation; AS, autosampler; ER, extraction recovery.
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eluted in methanol fraction (Elution 1) in all samples. All these

results are consistent with the interaction mechanism of a

mixed-mode cation exchanger SPE sorbent. Acidic, neutral and

weak basic drugs, such as benzodiazepines and barbiturates,

are retained on the cartridge thanks to hydrophobic interaction

in their neutral form or due to weak ionic interaction. These

compounds are incompletely eluted with methanol and are

thus detected in both elutes. If the assay is to be used specifically

for analysis of such compounds, a less polar solvent, such as ethyl

acetate or dichloromethane, could be used to achieve a more

efficient elution in a single step. Basic compounds (alimemazine,

amitriptyline, citalopram, cocaine, levomepromazine, tramadol

and venlafaxine), which are mainly in their cationic form in the

phosphate buffer pH 7, are retained on sorbent due to strong

ionic interaction. These analytes are eluted in the second elution

step [acetonitrile : dichloromethane (50 : 50, v/v) with 5%

NH4OH]. For specific analysis of such basic compounds, the sam-

ple preparation protocol could be performed without modifica-

tion and the first elution with methanol could be useful as a

clean-up step.

Table VI
Assessment of Accuracy, Precision and Extraction Recovery at LLOQ, Low and High QC Levels in Partially Validated Matrices

LLOQ Low QC High QC

Accuracy (%) Precision (%) Accuracy (%) Precision (%) ER (%) Accuracy (%) Precision (%) ER (%)

6-MAM
Bile 106.1 5.5 99.4 2.0 66.4 105.0 2.6 68.8
VH 92.2 11.3 90.7 7.0 75.4 103.7 4.1 63.7
Blood 114.1 3.7 101.4 5.5 46.6 93.9 15.2 45.2
Urine 108.3 4.6 89.2 3.3 67.4 88.4 3.7 70.7
Lung 106.9 6.2 106.6 6.0 30.1 105.9 1.5 20.4
Liver 100.6 4.3 91.9 3.1 50.6 91.7 2.1 42.1
Kidney 116.8 0.8 111.0 5.6 36.8 115.7 4.2 27.4
Brain 98.7 10.2 100.7 9.9 47.4 101.7 0.9 35.6
Muscle 113.3 4.7 114.4 0.5 21.6 110.5 2.3 25.3
AT 102.3 1.5 86.1 1.3 16.2 88.6 12.4 11.0

Morphine
Bile 108.5 4.5 96.6 1.8 68.7 104.9 2.2 68.4
VH 83.1 17.5 86.1 4.8 71.5 104.9 3.5 60.9
Blood 107.2 7.3 93.3 4.7 38.5 97.7 15.1 36.8
Urine 111.6 1.9 88.9 2.8 64.7 86.3 3.1 68.4
Lung 118.3 20.1 106.7 9.2 23.1 106.7 1.2 14.9
Liver 96.5 8.6 86.8 1.2 68.9 96.8 2.0 79.7
Kidney 118.0 1.7 109.5 8.4 38.9 112.7 8.1 32.4
Brain 117.0 16.1 100.2 10.2 5.3 99.7 1.8 40.0
Muscle 121.2 14.8 112.5 3.0 23.3 105.3 3.3 25.4
AT 103.5 1.9 85.3 1.3 8.2 89.0 13.5 5.7

Meprobamate
Bile 105.0 7.3 98.0 2.3 60.5 105.7 1.4 63.1
VH 107.3 9.1 101.7 5.0 59.3 101.7 1.2 59.4
Blood 111.7 6.0 104.0 3.3 58.2 98.6 12.5 67.8
Urine 119.6 9.8 95.4 5.4 50.4 86.7 2.3 62.5
Lung 109.4 4.7 104.8 9.1 48.7 111.3 2.8 43.5
Liver 86.3 7.7 87.6 1.4 52.4 94.2 1.2 54.9
Kidney 138.6 8.7 108.8 2.2 59.0 106.5 5.4 56.7
Brain 92.7 10.7 93.3 11.4 59.6 98.9 1.1 40.1
Muscle 106.9 7.0 111.4 2.3 64.6 107.3 3.5 51.8
AT 115.7 4.2 106.6 1.8 74.5 103.7 1.7 61.1

Caffeine
Bile 105.4 4.7 100.4 1.8 78.4 101.3 1.8 53.7
VH 91.1 6.5 95.7 3.2 52.5 103.5 1.6 47.5
Blood 111.0 5.8 100.9 5.0 58.8 96.4 13.8 56.1
Urine 111.6 4.1 90.7 5.2 45.5 88.1 3.0 53.7
Lung 118.2 1.7 110.7 4.8 38.5 102.9 3.1 27.3
Liver 101.9 9.9 106.0 6.9 46.1 105.3 9.9 42.6
Kidney 118.1 7.2 105.0 3.0 47.5 114.4 0.7 33.8
Brain 91.7 16.3 100.0 9.6 63.1 97.4 1.4 34.7
Muscle 112.5 15.7 114.4 4.3 55.8 108.7 1.9 43.4
AT 112.8 4.3 104.5 1.7 62.8 102.8 1.2 50.6

Cyamemazine
Bile 120.0 2.9 109.5 3.9 66.7 104.5 3.2 77.9
VH 115.4 2.8 102.9 8.0 52.2 99.5 5.0 45.2
Blood 102.4 11.5 101.2 10.8 45.1 91.7 10.6 44.7
Urine 115.4 1.5 87.1 2.6 48.9 85.4 0.7 45.8
Lung 114.2 6.6 105.9 9.5 15.9 108.0 2.8 13.1
Liver 110.4 6.8 89.7 2.6 16.3 91.1 2.9 19.0
Kidney 148.6 8.3 111.3 5.3 22.4 135.0 9.2 22.0
Brain 95.2 17.0 87.4 10.7 11.2 100.3 2.6 9.9
Muscle 95.3 6.8 114.6 8.9 9.0 101.2 5.8 10.2
AT 93.2 4.8 86.6 10.6 40.9 103.6 12.7 38.7

SD, standard deviation; ER, extraction recovery.
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Conclusion

GC–MS-MS coupled with an automated SPE protocol was devel-

oped for quantification of caffeine, cyamemazine, meprobamate,

morphine and 6-MAM in 11 biological matrices. The perform-

ance of this assay allows application in forensic toxicology or

pharmacokinetic studies. The extraction protocol can be used

Figure 1. Concentrations and chromatograms of the three transitions of morphine and 6-MAM for the 10 matrices: blood, VH, urine, bile, liver, kidney, lung, brain, muscle and AT.

8 Bévalot et al.
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for targeted analysis of various basic drugs and, with optimiza-

tion, for other drugs or screening procedures in complex matri-

ces. It could thus be an interesting starting set for further

development for laboratories seeking to optimize their activity.
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Table VII
Mean (n ¼ 3) and Standard Deviation of S/N Ratio for the 12 Compounds of the Extended Application in Blood (ng/mL), Bone Marrow (ng/g) and Liver (ng/g)

Compound (pKa) Concentration (ng/mL or ng/g) Blood
S/N+ SD

BM
S/N+SD

Liver
S/N+ SD

Elution 1 Elution 2 Elution 1 Elution 2 Elution 1 Elution 2

Alimemazine (pKa ¼ 9.2)a 20 nd 354+ 46.4 nd 304+ 62.0 nd 287+ 45.3
Alprazolam (pKa ¼ 2.4)a 100 208+ 72.7 28.3+ 13.2 129+ 38.6 113+ 40.3 62.8+ 35.3 66.0+ 22.4
Amitriptyline (pKa ¼ 9.4)b 100 nd 31.8+ 10.4 nd 4.60+ 1.90 nd 9.49+ 1.30
Citalopram (pKa ¼ 9.38)b 20 nd 279+ 78.6 nd 751+ 296 nd 159+ 31.6
Cocaine (pKa ¼ 8.4)b 10 nd 207+ 23.5 nd 328+ 61.4 nd 152+ 13.8
Diazepam (pKa ¼ 3.3)b 10 466+ 120 86.9+ 48.4 28.1+ 1.90 50.8+ 40.8 831+ 612 100+ 38.4
Levomepromazine (pKa ¼ 9.2)b 20 nd 310+ 43.2 nd 428+ 279 nd 206+ 83.4
Nordazepam (pKa ¼ 3.5)a 50 881+ 79.0 411+ 44.4 15.7+ 0.09 158+ 65.1 151+ 85.5 8.30+ 1.30
Pentobarbital (pKa ¼ 8.0)b 100 4690+ 3274 234+ 16.2 548+ 181 61.8+ 27.5 1640+ 1532 127+ 29.6
Phenobarbital (pKa ¼ 7.2)a 500 938+ 936 20.8+ 4.90 13.7+ 4.30 3.70+ 1.20 178+ 195 5.70+ 1.60
Tramadol (pKa ¼ 9.4)a 100 nd 724+ 180 nd 246+ 287 nd 27.6+ 32.7
Venlafaxine (pKa ¼ 9.4)a 20 nd 29.4+ 1.80 nd 12.9+ 8.90 nd 10.4+ 9.90

nd, not detected; SD, standard deviation; S/N, signal-to-noise ratio.
aRef. (3).
bRef. (4).
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Conclusion 
 

Ce travail s’inscrit dans un projet de recherche plus large portant sur l'interprétation des 

concentrations en xénobiotiques dans les matrices alternatives. Le sang est la matrice de référence 

dans la plupart des situations pour définir si une molécule identifiée a eu un rôle dans la survenue du 

décès. Dans certaines situations l'utilisation de matrices alternatives, peut se révéler informative. 

Cependant, les données de la littérature concernant ces matrices étant limitées contrairement à 

celles  disponibles pour le sang, l'interprétation des données est plus complexe.  

Nous nous sommes intéressés ici à deux matrices alternatives, la bile et l'HV, plus précisément à 

l’intérêt  et aux limites de leur analyse en toxicologie médicolégale. Deux revues de la littérature 

venant en introduction de nos travaux personnels nous ont permis de faire l'état des connaissances 

sur la bile et l’humeur vitrée.   

L'HV est prélevée facilement lors de l'autopsie. Les molécules présentes dans la circulation sanguine 

générale arrivent dans l'HV essentiellement après avoir traversé la barrière hémato-rétinienne, 

barrière sélective. Ce passage se fait par diffusion passive ou transport actif; l'importance relative de 

ces deux transports n'est que peu décrite pour les molécules d'intérêt médicolégal. La composition 

essentiellement aqueuse de l'HV en fait un prélèvement facile à analyser car peu interféré. Son 

analyse est intéressante tant d’un point de vue qualitatif que d’un point de vue quantitatif. La plupart 

des molécules présentes dans la circulation sanguine sont détectées dans l'HV. Cette matrice 

présente par ailleurs pour certaines molécules une fenêtre de détection plus longue que le sang. En 

fonction des études sur populations autopsiques, des corrélations plus ou moins significatives sont 

observées entre les concentrations vitréennes et les concentrations sanguines. Lorsqu'une 

corrélation existe, la dispersion des données ne permet pas de calculer de manière précise une 

concentration sanguine.  

La bile est de même une matrice souvent prélevée lors des autopsies. L’excrétion biliaire est un 

processus complexe. D’une part, la bile est sécrétée par les hépatocytes puis sa composition est 

modifiée par de nombreux processus d’absorption/sécrétion le long de l’arbre biliaire et au sein de la 

vésicule biliaire. D’autre part, l’excrétion d’un xénobiotique exige le passage de deux membranes de 

l’hépatocytes, par diffusion passive ou par transports actifs. Ce processus est fortement molécule 

dépendant notamment en fonction de la masse moléculaire, de la lipophilie et de l’affinité pour les 

transporteurs membranaires présents à la surface des hépatocytes. Bien qu'essentiellement 

aqueuse, la présence de nombreux interférents en fait une matrice plus complexe à analyser que 
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l'HV. Si son intérêt est bien établi pour une utilisation en dépistage, l'interprétation des 

concentrations biliaires est peu décrite dans la littérature.  

Des études de populations autopsiques ont été menées sur la bile et l'HV. La molécule choisie était le 

méprobamate pour sa consommation répandue avant l'arrêt de commercialisation et sa toxicité 

potentielle. L’objectif était de proposer des tests diagnostiques permettant d'interpréter les 

concentrations dans ces deux matrices. Pour les deux matrices, un test basé sur la définition d'une 

valeur seuil permettant de séparer une population dite "thérapeutique" d'une population "surdosée" 

a été proposé. Les valeurs seuils calculées pour ces tests diagnostiques étaient de 53 mg/L pour la 

bile et 28 mg/L pour l'HV. Par ailleurs, une corrélation importante entre les concentrations sanguines 

et vitréennes était observée. Un tableau permettant une interprétation plus précise que l'utilisation 

de la valeur seuil a donc été proposé. Ce tableau, à partir d'une concentration dans l'HV, donne la 

probabilité que la concentration sanguine associée se trouve dans une des quatre zones de 

concentrations définies (<30, 30-50, 50-10 et >100 mg/L). La comparaison des performances des 

tests, a indiqué qu'il était préférable d'interpréter les concentrations vitréennes plutôt que les 

concentrations biliaires. Cependant, la dégradation du corps en post mortem peut limiter le choix des 

matrices. Les populations étant construites de manière aléatoire, les outils proposés peuvent être 

appliqués à la grande majorité des cas de décès rencontrés dans la pratique médicolégale. D'une 

manière plus générale, l'utilisation d'outils statistiques, dont le développement est basé sur des 

séries significatives, permet d'apporter une interprétation quantitative avec une incertitude 

maitrisée. 

Les travaux ont été enrichis par une démarche associant deux approches expérimentales 

complémentaires: expérimentations animales et séries d'observations autopsiques. Les études de 

séries aléatoires de cas autopsiques permettent de prendre en compte la variabilité inhérente à une 

telle population (dose absorbée, délai absorption-décès, délai décès-autopsie, pathologies…). Les 

études sur modèle animal permettent de standardiser nombre de ces paramètres et d'étudier la 

distribution des xénobiotiques en fonction du temps. Là encore, l'intérêt qualitatif de l'analyse de ces 

matrices a été démontré. En effet, aussi bien pour l'expérimentation animale que pour les séries 

autopsiques, les molécules étaient identifiées à la fois dans le sang et dans les deux matrices 

alternatives. Les rapports de concentrations HV/sang étaient faibles, généralement inférieurs à 1, et 

corrélés à la fraction libre de la molécule. Ainsi plus la fraction libre d'une molécule était élevée, plus 

le rapport de concentrations HV/sang était important. Dans la bile deux groupes de molécules 

pouvaient être distingués en fonction de l'importance de leur excrétion dans cette matrice et donc 

du rapport de concentrations bile/sang. Ce rapport semblait notamment dépendre de la masse 

moléculaire, de la liaison aux protéines plasmatiques et de l'hydrophilie de la molécule. Une 
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évolution des rapports de concentrations en fonction du temps entre administration et euthanasie 

était observée lors de l'expérimentation animale. Ce résultat suggérait que, d'une manière générale, 

les deux matrices offraient une fenêtre de détection étendue par rapport au sang. D'un point de vue 

quantitatif, les six molécules présentaient une corrélation significative entre les concentrations 

sanguines et vitréennes chez l'animal. La corrélation était plus significative en excluant les premiers 

points de la cinétique. Cette observation confirme l'influence du délai entre la prise d'une substance 

et le décès sur l'interprétation des concentrations dans l'HV. Dans les cas autopsiques aucune 

corrélation n'était observée pour la cyamémazine et le citalopram. Pour la bile, une corrélation était 

observée pour le méprobamate et la caféine chez l'homme et l'animal.  

 

Ainsi, ce travail confirme l'intérêt de l'analyse toxicologique de la bile et de l'HV en post mortem, qu’il 

s’agisse d’interprétation qualitative mais aussi, en fonction des molécules, d’interprétation 

quantitative. Il convient de prolonger ce travail sur l'interprétation dans ces deux matrices en 

privilégiant trois axes pertinents : méthodes analytiques, étude des mécanismes influençant les 

concentrations (distribution, redistribution et stabilité des molécules) et études de séries de cas 

autopsiques. 

Le développement de méthodes analytiques dédiées à ces matrices permettrait de mieux prendre en 

compte leurs caractéristiques.   Développer des méthodes spécifiques  pour l'HV, en augmentant la 

sensibilité, augmenterait la fenêtre de détection dans cette matrice. En effet, le plus  souvent les 

techniques utilisées pour l'HV sont celles développées pour le sang dont la composition plus 

complexe nécessite une succession de phases d'extraction/purification. Compte tenu de la faible 

quantité d'interférents présents dans l'HV, le recours à des techniques de préparation de 

l’échantillon moins complexes, peut permettre d’obtenir un très bon rendement d'extraction avec un 

rapport signal sur bruit élevé. Pour la bile, l’impact des interférents sur le signal analytique serait 

limité par l’utilisation de méthodes développées spécifiquement,  une meilleure reproductibilité de la 

détection et de la quantification serait ainsi garantie. 

Pour améliorer l'interprétation quantitative, une meilleure connaissance des mécanismes influençant 

les concentrations dans ces matrices en ante, comme en post mortem est nécessaire. En ce qui 

concerne la distribution, serait appropriée l'utilisation de modèles expérimentaux mis en œuvre pour 

certaines études dans le  domaine de la thérapeutique  (études in vitro des transporteurs, études 

cinétiques sur modèle animal avec prélèvements par microdialyse…). Par ailleurs, l'influence de la 

redistribution post mortem sur ces matrices pourrait être évaluée en étudiant, notamment, le 

potentiel d'accumulation des différentes familles de molécules dans la paroi du globe oculaire pour 
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l'HV et l'évolution de la perméabilité de la paroi de la vésicule biliaire en post mortem. Enfin, la 

stabilité in corpore des molécules dans ces matrices n'a été que peu étudiée. 

La plupart des molécules présentent une corrélation entre les concentrations vitréennes et les 

concentrations sanguines sur modèle animal. La dispersion observée chez l'homme serait donc 

essentiellement la conséquence de phénomènes propres à une population autopsique (schéma de 

prise, délai absorption-décès, délai post mortem…). L'étude de série de cas autopsiques reste donc 

indispensable pour définir, pour une molécule donnée, s’il existe une corrélation entre les 

concentrations vitréennes et sanguines. En ce qui concerne la bile, les molécules de faibles poids 

moléculaires et présentant une faible liaison protéique, semblent correspondre au profil de 

molécules pour lesquelles une approche quantitative est envisageable. Ces molécules sont souvent 

caractérisées par un faible ratio de concentrations bile/sang. Les molécules présentant ce profil 

seraient donc intéressantes à étudier en priorité sur des séries de cas autopsiques. Les outils 

statistiques décris dans cette thèse permettraient d’exploiter les résultats de ces séries. Pour des 

composés peu détectés, comme les nouvelles drogues de synthèse, il sera cependant difficile de 

constituer des séries statistiquement significatives de cas autopsiques. Ce qui proscrit l'utilisation des 

outils statistiques proposés.  Nous ne pouvons donc qu’inciter les toxicologues, notamment lors de la 

publication de case report, à rapporter non seulement les concentrations sanguines, mais également 

celles observées dans les autres matrices. 
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Utilisation de la moelle osseuse pour l’analyse du méprobamate en 
toxicologie médicolégale. 
 

L'analyse de la moelle osseuse présente un intérêt médicolégal certain lors d’investigations 

toxicologiques post mortem pour lesquelles le sang n'est pas exploitable ou en quantité insuffisante. 

Du fait du faible nombre d’études concernant cette matrice alternative, l'interprétation des 

concentrations médullaires en xénobiotiques reste difficile. Basé sur une approche statistique 

publiée précédemment pour interpréter les concentrations de méprobamate dans la bile et l'humeur 

vitrée, un test diagnostique concernant les concentrations médullaires de méprobamate est rapporté 

dans cette étude à partir d'une série de 99 cas autopsiques. L’âge moyen de cette population est de 

48 ans (de 18 à 80 ans, 1 âge inconnu) pour les hommes et de 50ans (de 19 à 80 ans, 1 âge inconnu)  

pour les femmes, avec un ratio homme/femme de 0,768. Un seuil de concentration dans la moelle 

osseuse de 11.3 μg/g a été calculé comme étant équivalent au seuil sanguin de 50 mg/L permettant 

de distinguer un surdosage d'un usage thérapeutique. Les qualités intrinsèques du test étaient 

bonnes avec une sensibilité de 0,82 et une spécificité de 0,92. Comparée aux précédents tests 

publiés avec les mêmes objectifs sur les deux autres matrices alternatives, cette étude montre que la 

moelle osseuse est utile pour révéler un surdosage de méprobamate quand le sang, l'humeur vitrée 

et la bile ne sont pas disponibles. 
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Abstract Bone marrow (BM) analysis is of forensic interest
for postmortem toxicological investigations where blood sam-
ples are unavailable or unusable. Due to the lack of studies, it
remains difficult to interpret concentrations of xenobiotics
measured in this matrix. Based on a statistical approach pub-
lished previously to interpret meprobamate concentrations in
bile and vitreous humor, we propose here a diagnostic test for
interpretation of BM meprobamate concentrations from anal-
ysis of 99 sets of autopsy data. The mean age was 48 years
(range 18–80 years, one unknown) for males and 50 years
(range 19–80 years, one unknown) for females, with a mal-
e/female ratio at 0.768. A BM concentration threshold of

11.3 μg/g was found to be statistically equivalent to that of a
blood meprobamate concentration threshold of 50 μg/ml in
distinguishing overdose from therapeutic use. The intrinsic
qualities of this diagnostic test were good with sensitivity of
0.82 and specificity of 0.92. Compared to previous tests
published with the same objective on vitreous humor and bile,
this study shows that BM is a useful alternative matrix to
reveal meprobamate overdose when blood, vitreous humor,
and bile are not available or unusable.
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Introduction

In most cases, blood remains the reference matrix to provide
the best toxicological victim profile at the time of death.
However, blood samples may be limited, unavailable, or high-
ly denatured due to postmortem phenomenon such as putre-
faction, hemorrhagic process, big trauma (e.g., road traffic
accident, airplane crash, fire death, etc.). Mortoxicological
findings were restrictedeover, blood analysis results may be
questioned when postmortem redistribution process is sus-
pected. In these cases, alternative matrices to blood such as
vitreous humor (VH), bile, liver tissue, or bone marrow (BM)
become particularly useful and relevant materials for toxico-
logical analyses. Qualitative interpretation of BM analysis is
well established for numerous xenobiotics but data concerning
quantitative interpretation are poor [1]. From animal studies,
Winek et al. have described a positive correlation between
blood and BM concentrations for different volatile compounds
[2, 3] and drugs [4, 5]. In six cases [6–11], toxicological
findings were restricted to BM analysis concerning corpses
discovered in skeleton state 7 months to 5 years after their
disappearance. Authors detected and quantified some xeno-
biotics in BM samples in various stage of decomposition but
quantitative interpretation in order to shed the light on circum-
stances of death remains a thorny problem. Few studies using
human autopsy samples have been published. Ethanol was
particularly studied and the correlation seems sufficient to
consider BM as a useful alternative matrix to estimate blood
ethanol concentration in fresh corpses when blood samples are
lacking [1]. Concerning interpretation of drug concentration in
human BM, only two studies have been published. McIntyre
et al. [12] revealed a significant correlation between blood and
BM concentrations for diazepam (r=0.68, n=9) and temaze-
pam (r=0.85, n=7) but not for nordiazepam (r=0.18, n=10).
They proposed that BM concentrations may be representative
of postmortem concentrations in blood for diazepam and
temazepam. However, the authors qualify their conclusions
given the study’s small sample size. Moreover, the poor
correlation for nordiazepam compared to diazepam and
temazepam was not discussed. Cartiser et al. [13] estab-
lished that blood caffeine concentrations could be correctly
extrapolated from BM correlations (linear correlation
between rib BM and blood concentrations, r=0.98, n=17).

In previous papers, we proposed a statistical approach
using diagnostic tests based on a concentration threshold to
distinguish between a therapeutic and a supratherapeutic mep-
robamate intake from bile [14] or VH [15] concentrations in
the absence of blood. The aim of this study was to evaluate the
potential interest of BM as an alternative matrix for mepro-
bamate in postmortem toxicological investigations using the
same approach and to determine a new threshold based onBM
concentrations. The performances of the three tests (bile, VH,
and BM) have then been statistically compared and discussed

with forensic considerations. Meprobamate was selected as a
model compound mainly for its widespread consumption in
our population, in therapeutic, as well as in overdosed con-
centration, allowing recruitment of a significant human autop-
sy series even so its commercialization was stopped in many
countries due to increasing cases of intoxication [16].

Material and methods

Study population

A retrospective study was performed at the Lyon Forensic
Institute (France) between 2005 and 2010. All cases in which
meprobamate had been detected in at least one matrix collect-
ed during autopsy (blood, gastric content, and/or urine) and
from which a femoral BM sample had been taken were
included. Concentrations used for the statistical analysis were
measured on blood samples collected from the femoral vein or
cardiac cavity according to availability. The impact of this
choice on the results was supposed to be negligible, since
meprobamate does not undergo postmortem redistribution
[17, 18]. BM samples were collected after transversal section
of the superior third of the femur and stored at −20 °C until
analysis. Ninety-nine cases were included in the statistical
analysis. Postmortem intervals varied from a few hours to
several days. Based on meprobamate blood concentration
(MBC), among the 99 cases studied, 65 were considered as
non-overdosed (MBC <50 μg/ml) and 34 as overdosed
(MBC>50μg/ml) [19, 20]. Themean age was 48 years (range
18–80 years, one unknown) for males and 50 years (range 19–
80 years, one unknown) for females, with a male/female ratio
at 0.768. In accordance with French law on bioethics, the
study was carried out on a forensic collection declared in the
Ministry of Education and Research (no. DC-2012-1588).

Analytical methods

Sample preparation

Blood samples were prepared according to the technique
previously published [14]. Quantification of BM unknown
samples was performed using a four-point standard addition
curve. For each unknown sample, four 200 mg aliquots of
BM were prepared and spiked with meprobamate at +0, +
10, +20, and +30 μg/g levels using methanolic solution of
meprobamate. Meprobamate assay of unknown samples
aliquots, calibration points, and standards was performed
as follows: 20 μl methanol solution at 1 mg/ml in cariso-
prodol (internal standard) was added to 200 mg BM. The
mixture was diluted in 2 ml ammonium buffer (pH=9.5) and
agitated for 2 h. This ammonium buffer is prepared as
follows: 37.5 g of NH4Cl is dissolved in 100 ml of distilled
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water until saturation and adjusted at pH 9.5 with ammonia
solution 25 %. After 10 min centrifugation at 1,400×g, the
solid residues were discarded and extraction of the superna-
tant was performed with 3 ml of a chloroform/isopropanol
(9/1, v/v) mixture. After 20 min agitation and 10 min cen-
trifugation at 1,400×g, the organic phase was collected and
evaporated at 40 °C under a stream of nitrogen. The dry
residue was dissolved in 5 ml of a hexane/ethanol (7/2, v/v)
mixture and 200 μl distilled water. After centrifugation
(10 min at 1,400×g), the lower ethanol layer was evaporated
to dryness at 40 °C under a nitrogen stream. The dry residue
was dissolved in 50 μl methanol and centrifuged for 5 min
at 3,000×g. Aliquots of 1 μl were then injected into the gas
chromatograph coupled to mass spectrometer.

Chromatography

The analytical assay was adapted from a previous method
[21]. The gas chromatograph was a Hewlett-Packard 6890
series (Les Ulis, France), with HP 7683 automatic injector
and HP 5973 detector. The analytic column was an HP-5MS
capillary column (30 m×0.25 mm i.d.; 0.25 μm film thick-
ness) (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Helium was used as
carrier gas at a constant flow rate of 1.4 ml/min. A splitless
injection mode was adopted at a temperature of 193 °C. The
initial oven temperature of 150 °C was maintained for 1 min
then increased to 200 °C at 25 °C/min then to 295 °C at
30 °C/min and maintained for 16 min. The mass spectrom-
eter was operated in the full scan mode (m/z 40–200).

Validation

The analytical assay for BM was validated in two parts. First,
linearity, repeatability, recovery, and the lower limit of detec-
tion and quantification were evaluated from the same batch of
BM. This batch was obtained by pooling blank BM sample
from several subjects, in order to have enough material. For
calibration curves, BM (200mg for each standard) was spiked
with standard solutions of meprobamate to obtain final

concentrations at 1, 10, 20, 50, 70, and 100 μg/g. Quality
controls (QC) were prepared at 10 and 70 μg/g. Each QC was
analyzed 10 times for intra-assay repeatability and 10 times on
three different days for inter-assay repeatability. Then, the
precision of the standard addition procedure was measured
with quality controls at 10 and 70 μg/g. For both levels, 12
replicates of independent BM samples were performed and
analyzed with the four-point standard addition calibration
described above.

Statistics

Statistics are performed using the R language, version
2.15.2. available at http://cran.r-project.org/.

Correlation between BM and blood concentrations

To normalize the data (n=99) and linearize the relation-
ship between the concentrations in both matrices, BM
and blood, the concentrations were transformed into
natural logarithms of the concentration value, incre-
mented by one. The linear fit of the blood concentration
against the BM concentration was studied using the lm
function of the R language.

Meprobamate overdose test

The approach used in the present study was previously
proposed by Fanton et al. [14]. The principle is to define
the concentration into the alternative matrix corresponding
to a blood concentration threshold selected as relevant for a
toxicological point of view. For blood, this threshold was set
at 50 μg/ml of meprobamate, since at this concentration an
overdose can be generally suspected [19, 20]. The optimum
BMmeprobamate concentration level above which a subject
will be considered overdose-positive must be determined.
This method corresponds to a diagnostic test of meprobam-
ate overdose based on BM concentration. For different BM
meprobamate concentration thresholds (τ), the probability

Fig. 1 Standard addition plot
for a positive bone marrow
(case no. 29) for meprobamate
(10.3 μg meprobamate/g bone
marrow)
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(α) for a subject without any overdose to be false-positive
([meprobamate]BM≥τ) and the probability (β) for a subject
with overdose to be false-negative ([meprobamate]BM<τ)
were estimated. The curve showing the total risk (α+β)
against the BM concentration threshold value τ is smoothed
using a generalized additive model (function gam of the R
package called mgcv). The chosen threshold is the BM
concentration for which the total risk given by the model is
minimum under the hypothesis of a constant prevalence of
meprobamate intoxication in the population. Then, the sensi-
tivity (Se) of the diagnostic test is estimated by the proportion
of positive results among the subjects with overdose (true
positive) and the specificity (Sp) by the proportion of negative
among the subjects without overdose (true negative).

Efficiency comparison of BM test with bile and VH tests

The sensitivity and the specificity of the three diagnostic
tests were pairwise compared among the subjects with and
without overdose, respectively, using the function fisher.ex-
act of the exact2x2 R package. An adjusted p value for
multiple comparisons is then computed in each case using
the function mt.rawp2adjp of the multtest R package with
the Benjamini and Hochberg method. To compare the ability
of the tests to confirm overdose in case of a positive result,
we computed for each of them the positive likelihood ratio
defined as the ratio of Se on (1−Sp). To compare the ability
of the tests to reject overdose in case of a negative result, we
computed for each of them the inverse of the negative
likelihood ratio defined as the ratio of Sp on (1−Se).

For the statistical analysis of the results, a significant level of
5%was chosen in case of a sole test and of 20% for comparing
the adjusted p value in case of multiple comparisons.

Fig. 2 Blood concentration of meprobamate (in microgram per milli-
liter) according to bone marrow (BM) concentration (in microgram per
gram) after logarithmic transformation (n=99). The black line corre-
sponds to the regression line and the gray one to the first diagonal

Table 1 Test intrinsic qualities observed for various bone marrow
(BM) meprobamate concentration threshold values

BM concentration
threshold (μg/g)

Specificity
(Sp)

Sensibility
(Se)

Total risk α+β

0 0.00 1.00 1.00

10 0.91 0.85 0.24

20 0.97 0.74 0.30

30 0.98 0.59 0.43

40 1.00 0.47 0.53

50 1.00 0.41 0.59

60 1.00 0.29 0.71

70 1.00 0.21 0.79

80 1.00 0.21 0.79

90 1.00 0.12 0.88

100 1.00 0.09 0.91

110 1.00 0.06 0.94

120 1.00 0.03 0.97

130 1.00 0.03 0.97

140 1.00 0.03 0.97

150 1.00 0.03 0.97

160 1.00 0.00 1.00

α is the risk of a false-positive result in a subject with blood mepro-
bamate concentration <50 μg/ml and β that of a false-negative result in
a subject with a blood concentration of meprobamate >50 μg/ml

Fig. 3 Total α+β error risks according to bone marrow (BM) thresh-
old values (in microgram per gram). The vertical gray line indicates the
retained positivity threshold for the BM diagnostic test of meprobam-
ate overdose
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Results

Analytical validation for BM matrix

Calibration curves (n=3) were linear (r=0.994) from 1 to
100 μg/g, and for each curve, the intercept did not significant-
ly differ from 0 (Student’s t test). Repeatability, reproducibil-
ity, and recovery were tested with two QC at low (10 μg/g)
and high (70 μg/g) concentration levels. The repeatability
intra-assay (n=10) was equal to 7.1 and 8.2 % for the low
and high levels, respectively. The repeatability inter-assay
(n=10; three different days) is equal to 9.7 and 6.7 % for the
low and high levels, respectively. Mean extraction recovery
was 45 and 55 % for the low and high QC levels, respectively.
The limit of detection (LOD, 3 standard deviations from the
mean concentration measured on 10 blank samples) was cal-
culated at 0.07 μg/g. The lower limit of quantitation (LOQ, 10
standard deviations from the mean concentration measured on
10 blank samples) was calculated at 0.2 μg/g. The precision
using the standard addition procedure was measured with the
QC at 10 and 70 μg/g. From 12 replicates, the results obtained
were as follows: mean 9.2 μg/g (relative standard deviation
(RSD)=2.2 %) and 68.4 μg/g (RSD=6.2 %) for low and high
level, respectively. An example of a standard addition curve of
an unknown sample is reported in Fig. 1.

BM and blood concentrations

Meprobamate concentrations in blood and BM were deter-
mined for the 99 cases. Blood concentrations ranged from 0.41
to 464.4 μg/ml, mean 56.8 μg/ml (standard deviation (SD)=
88.5 μg/ml). Meprobamate was detected in 98 BM samples
(>LOD) and quantified in 97 samples (>LOQ). When mepro-
bamate was quantified (n=97), concentrations ranged from
0.21 to 156.6 μg/g, mean 19.3 μg/g (SD=29.8 μg/g).

Statistics

Correlation study

A significant linear correlation between BM and blood
meprobamate concentrations (r=0.85, r2=72 %, p<10−15)
was observed as shown in Fig. 2. The BM meprobamate

concentration explained 72 % of the variability of the blood
meprobamate concentration. Most of the points on Fig. 2 are
above the first diagonal, i.e., the blood meprobamate con-
centration was higher than the BM in most of the subjects.

Meprobamate overdose test

Table 1 shows the sensitivity (1−α) and specificity (1−β)
values and summed α+β error risks for BM concentration
thresholds ranging between 0 and 160 μg/g by 10 μg/g
steps. Figure 3 shows the summed α+β error risks per
threshold value. The BM threshold associated with the
minimal total risk was determined at 11.3 μg/g. Therefore,
this value was taken as the test detection threshold, with an
associated sensitivity of 0.82 and specificity of 0.92. The
prevalence of being overdosed in the population was sup-
posed to be 0.40. Then in this population, the positive and
negative predictive values were 88 and 89 %, respectively.

Efficiency comparison of BM test with bile and VH tests

Table 2 gave the intrinsic qualities (Se, Sp) of the diagnostic
tests based on the three matrices, the positive likelihood ratio
(LR+) and the inverse of the negative likelihood ratio
(1/LR−). The higher the LR+ value is, the more the test is able
to confirm the overdose in case of positivity. The higher the
1/LR− value is, the more the test is able to reject the overdose
in case of negativity. The bile and VH tests showed a similar
ability to reject overdose in case of negativity, whereas the VH
test showed a better ability than bile to confirm an overdose in
case of positivity. The BM test showed an ability close to that
of the bile test in confirming overdose in case of positivity but
appeared to be the less effective test in case of negativity.

Table 2 Comparison of intrinsic qualities (sensitivity and specificity), positive likelihood ratio (LR+), and inverse of negative likelihood ratio (LR−)
with their 95 % confidence interval (95 % CI) for bile, vitreous humor (VH), and bone marrow (BM) test

Sample size Threshold value Sensibility Specificity LR+ ]95 % CI[ 1/LR− ]95 % I[

Bile [14] 124 53 μg/ml 0.959 0.933 14.4 ]6.5; 33.3[ 22.9 ]6.8; 82.9[

VH [15] 117 28 μg/ml 0.950 1.00 ∞ ]20.0; ∞[ 20.0 ]6.1; 72.4[

BM 99 11.3 μg/g 0.824 0.923 10.3 ]4.8; 25.0[ 5.1 ]2.7; 11.1[

LR+=Se/(1−Sp) and 1/LR−=Sp/(1−Se)

Table 3 Adjusted p value obtained for the sensitivity (Se) and spec-
ificity (Sp) comparisons for the three diagnostic tests taken pairwise

Se Sp

Bile/vitreous humor 1 0.171 §

Bile/bone marrow 0.176 § 1

Vitreous humor/bone marrow 0.198 § 0.171 §

§ difference at the significant level of 20 %
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Sensitivity and specificity were compared for each test
taken pairwise (Table 3). Sensitivity was found to differ
significantly between BM and bile or VH and specificity
between VH and bile or BM.

Discussion

BM presents a wide heterogeneity in aspect and composi-
tion [13]. In a preliminary study, we observed that this
heterogeneity correlated to a highly significant matrix effect
that produced quantification results tainted by error (unpub-
lished data). In order to compensate for this phenomenon,
and as is recommended for difficult postmortem specimens
when deuterated internal standard is not available [22], we
have developed and validated a standard addition method.
To limit the quantity of BM needed to perform a standard
addition curve, only 200 mg of BM was used for each point
of the calibration curve. Thus, the quantification of mepro-
bamate was performed with less than 1 g of BM. Although
the sample volume was limited, the sensitivity of our assay
allowed the detection of meprobamate in all but one BM. No
interference was detected whatever the degree of putrefac-
tion or the presence of other drugs detected in blood during
systematic toxicological analysis. Since carisoprodol is used
as internal standard and because this procedure has not been
evaluated in case of meprobamate from carisoprodol intake,
this test should not be used if carisoprodol is detected during
toxicological investigations.

A BM concentration threshold of 11.3 μg/g was deter-
mined corresponding to the blood concentration threshold of
50 μg/ml set to distinguish a therapeutic to a supratherapeu-
tic intake. The population of the study was not selected
according to the cause of death, the postmortem interval,
the drug historic, or any other objective parameter; thus, the
threshold value could be used to all autopsy cases to con-
tribute to answer to the question: “Has the deceased
absorbed a therapeutic or a supratherapeutic dose of mepro-
bamate?” even if BM is the only sample available for
toxicological investigation. However, as availability of
blood sample was one of the inclusion criteria of the study,
the population does not include cases concerning highly
putrefied or skeletonized remains. So, in such cases, these
results must be used cautiously and stability of the molecule
during putrefaction process as well as the fate of matrix
(e.g., weight loss, matrix effect during analysis, etc.) must
be considered.

The BM test showed good intrinsic qualities of sensitivity
(0.82) and specificity (0.92) and good predictive values
(PPV=88 %, NPV=89 %). However, those performances
are lower than the previous published data on bile and VH
[14, 15]. Comparison of likelihood ratios of the three tests
indicates that VH test has to be preferred, by way of priority

to bile and BM. However, peri- and postmortem phenomena
could reduce the choice to one or two of these tests. Indeed
VH will, in most cases, be the first of the three matrices to
disappear during postmortem process, followed by bile and
finally BM. Indeed, the shield of solid bony tissue which
surrounds BM provides great mechanical stability and
seems to delay putrefaction [1]. Therefore, as long as bone
integrity is preserved, BM can be assumed to be better
protected than any other biological sample against trauma,
contamination, and postmortem damage. Hence, although
using the BM test rather than the others leads to a higher risk
of wrongly concluding a therapeutic use, the BM will often
be the only available alternative matrix in case of aggressive
perimortem process.

The lower efficiency of the BM test can be explained by
different parameters that can interfere with BM concentra-
tions. Among them, molecule stability in BM during post-
mortem interval, age, BM lipid/water ratio, physicochemical
properties of the molecule, and BM sample location have
been suggested [1]. The last parameter has already been
studied for caffeine and was predominant to consider in
order to increase correlation between BM and blood con-
centrations [13]. Meprobamate BM concentrations observed
were generally inferior to blood concentrations. This seems
to indicate that meprobamate did not accumulate in BM like
caffeine [13] and contrary to diazepam which was shown to
highly accumulate in this tissue [12, 23, 24]. Lipophilicity of
the molecules could explain those observations as suggested
by predicted values of log P: meprobamate log P is close to
that for caffeine (0.55 and 0.93) but not to that of diazepam
(3.08) [25]. Animal experiments are currently being per-
formed to explore the hypothesis that molecules with vari-
ous physicochemical and pharmacokinetical properties have
different behaviors in BM.
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Intérêts et limites de la bile et de l'humeur vitrée comme matrices alternatives en 
toxicologie médicolégale 
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RESUME 
 
Ce travail avait pour objectif d’étudier l'intérêt et les limites de l'analyse de deux matrices 
alternatives que sont la bile et l'humeur vitrée (HV), en toxicologie médicolégale. 
 
Pour chacune des deux matrices, une revue de la littérature visait à investiguer les 
connaissances utiles à leur application en toxicologie médicolégale. Une place importante de 
ces revues est réservée à l'anatomie et la physiologie de  l'HV et du système biliaire ainsi 
qu'aux mécanismes de distribution des xénobiotiques dans ces matrices.  
 
La partie expérimentale décrit trois études: deux menées sur populations autopsiques et une 
associant expérimentations animales et études de populations autopsiques. Les deux 
premières ont permis de proposer des outils statistiques d'interprétation des concentrations 
de méprobamate mesurées dans ces matrices. Ils peuvent être utilisés dans diverses situations 
à la place ou en complément de l'interprétation des concentrations sanguines: cadavre 
exsangue, putréfaction avancée du corps, redistribution post mortem des xénobiotiques… La 
troisième étude concernait six molécules (diazépam, citalopram, cyamémazine, morphine, 
caféine et méprobamate). Les molécules détectées dans le sang l'étaient systématiquement 
dans l'HV et la bile aussi bien dans les prélèvements des populations autopsiques que ceux 
issus des expérimentations animales. Les concentrations vitréennes chez l'animal et chez 
l'homme étaient systématiquement corrélées aux concentrations sanguines, exceptées celles 
de cyamémazine et de citalopram chez l'homme. Pour la bile, une corrélation significative 
était observée pour le méprobamate et la caféine chez l'homme et l'animal.  
 
Il ressort de ces résultats, que l’analyse de l'HV et de la bile permettent de disposer 
d’informations relatives à la nature des molécules absorbées et à leur rôle dans la survenue 
du décès. 
 
MOTS-CLES  
Toxicologie Médicolégale – Humeur Vitrée – Bile – Interprétation  
 
JURY 
                       Pr.  Michel Tod (Président du Jury) 
                       Pr. Marc Augsburger (Rapporteur) 
                       Dr. Pascal Kintz (Rapporteur) 
                       Dr. Hélène Eysseric (Examinatrice) 
                       Pr. Laurent Fanton (Directeur de Thèse) 
                       Pr. Jérôme Guitton (Directeur de Thèse) 
DATE DE SOUTENANCE 
Mercredi 17 décembre 2014 
 
ADRESSE DE L’AUTEUR 
Laboratoire LAT LUMTOX, 71 avenue Rockefeller, 69003 LYON  

 


