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Résumé

La consommation d’opioides (et en particulier celiel’héroine) en Europe reste a I'heure
actuelle tres significative puisque la prévalenayemne de 'usage problématique d’opioides
se situerait entre 1 et 8 cas pour 1000 habitayéts de 15 a 64 ans. Elle est a l'origine d’'un

taux de mortalité important (1 a 2%) et d’'une criaité accrue chez les usagers.

De ce fait, les laboratoires de toxicologie clirecgont régulierement consultés pour apprécier
I'état d’intoxication d’'un héroinomane lorsqu’iltgwris en charge en milieu hospitalier.

Dans un cadre judiciaire, les magistrats chargéstiire un dossier impliquant un usager
d’héroine font souvent appel a I'expertise d’uni¢ologue pour gu’il I'aide a répondre aux
questions suivantes : « Quel opiacé le sujet aapiiisommeé ? », « Les quantités retrouvees
dans les prélevements biologiques du sujet soes-sliffisantes pour entrainer le déces ? » et
enfin, question cruciale pour 'enquéte « Quellesinoment de la derniere consommation

d’héroine par rapport au moment du prélevemenaietgpport aux faits ? ».

L’objectif de ce travail était d’apporter les réges les plus pertinentes possibles a ces

guestions.

Dans un premier temps, I'analyse de poudres d’héreéndues dans la rue nous a permis de
déterminer qu’elles contenaient en moyenne 17%rdihé. Toutes contenaient également de
la noscapine, de la papavérine, de la 6-acétylnedéie la codéine, de la 6-acétylmorphine et
de la morphine. Les produits de coupe étaient 8% des cas de la caféine et du
paracétamol. Cette étude nous a permis de contedtsaibstances actives a rechercher dans

les prélevements biologiques des consommateurs.

Ensuite, nous avons développé une technique amadyttapable d’identifier et de doser les
opiaceés et leurs métabolites dans des prélevensantuins. Celle-ci a été appliquée a 80

patients traités au Centre Hospitalier Universitale Liege pour lesquels le dépistage des
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opiacés dans le sang était positif. La déterminatie la nature de I'opiacé consommé a été
effective dans 86% des cas. Les héroinomanes téésnsouvent polyconsommateurs, nous

avons également mis au point deux méthodes pemhetamnettre en évidence, d’'une part, la

cocaine et les amphétamines et d’autre part, Ieatas dans le sang. Ces trois méthodes ont
éte validées selon les critéres de la FDA (Foodmd) Administration) et selon le principe

de 'erreur totale.

Enfin, nous avons élaboré un modéle mathématiqumgitant d’estimer le délai entre la
consommation d’héroine et le prélevement de saeg s toxicomanes. Ce modéle a été
construit sur base de la cinétique des 4 principaétabolites de I'héroine - 6-acétylmorphine
(6AM), morphine, morphine-6-glucuronide (M6G), mbipe-3-glucuronide (M3G) - chez

des sujets appartenant au groupe expérimental ajat prADAM (Traitement Assisté par

DiacétylMorphine) et chez des patients subissantsemrage rapide aux opiacés sous
anesthésie (RODA). Cette étude nous a permis deduwenque la 6AM est présente dans le
sang pendant 2 heures, alors que la morphine, |& M6 la M3G restent détectables
respectivement pendant 1, 2 et 4 jours. Graceppli@tion d'un GLMM (General Linear

Mixed Model) aux données, nous avons pu établig@ations permettant d’estimer plus

précisément le délai entre le moment de la consdimmet celui du prélevement.
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Abstract

Opioid consumption (and especially heroin) in E@opmains significant since the average
prevalence of problematic opioid use vary betweend 8 cases per 1000 population aged
15-64. The illicit use of opioids is responsible fin important mortality and for a high

criminality level in our society.

The clinical toxicology laboratory’s view is contatly taken so far the intoxication level of
a heroin addict at his/her hospital admission exled.

For legal purpose, magistrates in charge of casesving heroin addicts often require the
toxicologist's help to answer several questions: hal was the nature of the opiate
consumed?”, “Is opioid concentration found in theldgical samples high enough to cause
death?”, and, finally, a crucial point for the istigation, “When was heroin consumed

compared to the sampling time and to the facts?”.

The objective of this work is to bring the mosenaint possible answers to these questions.

The analysis of street heroin powders allowed udetermine that they contain, in average,
17% of heroin. We found noscapine, papaverine,édytandeine, codeine, 6-acetylmorphine
and morphine in all samples. Ninety-eight percdrthe powders were diluted with caffeine
and acetaminophen. This study helped us to chdoseattive substances to search in

biological samples of heroin consumers.

Then, we developed an analytical technique to iffernd quantify opioids and their
metabolites in blood. It was applied to 80 pati@grgéated in the University Hospital in Liege
and positively screened for opiates in blood. Tdhentification of the consumed opiate was
effective in 86% of cases.

As heroin addicts are often polydrug users, we déseloped two other analytical methods to

highlight on one hand cocaine and amphetaminesoanithe other hand cannabis in blood.
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The three methods were validated according to FE#od and Drug Administration) criteria

and to the total error approach.

Finally, we elaborated a mathematical model tonese the delay between heroin
consumption and blood sampling in heroin addickss Todel was built based on the kinetics
of the 4 main heroin metabolites — 6-acetylmorph{@@M), morphine, morphine-6-
glucuronide (M6G) and morphine-3-glucuronide (M3&hn subjects from the experimental
group of the TADAM (Traitement Assisté par DiAcéfidrphine) project and on patients
undergoing a rapid opiate detoxification under #mesa (RODA). This study allowed us to
conclude that 6AM was detected in blood for 2 hpudsile morphine, M6G and M3G were
respectively detected for 1, 2 and 4 days. We agg@i general linear mixed model (GLMM)
to the data and we established 3 equations to &stimnore precisely the delay between

heroin consumption and blood sampling.
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Préambule et plan du travalil

L’héroine est une substance illégale qui entra@pédement de la dépendance et dont l'usage
a des répercussions tres négatives sur la vie dsoommateur : sa santé se détériore et le
mode de vie qu’implique la recherche quotidienneddeyue I'empéche de poursuivre une
scolarité normale ou de travailler. La dépendandiéroine colte des milliards d’euros
chaque année a la société. L’héroine est obtenuacgtylation de la morphine, constituant
naturel de I'opium, elle peut étre fumée ou injecéres solubilisation a I'aide d’un acide

faible (1).

Que ce soit aprés résorption pulmonaire ou par@etéi’héroine est trés rapidement
transformée dans l'organisme et ses métabolitedfs a¢B-acétylmorphine, morphine,
morphine-6-glucuronide) se lient a des récepteymdcifques dans le cerveau appelés
récepteurs aux opioides. Le terme « opioides »agsliqué aux alcaloides contenus dans
I'opium, latex issu d’'une variété de pavot, le Ragpasomniferum. Ce terme fait aussi bien
référence aux opioides semi-synthétiques commeaolhé qu’aux opioides synthétiques
comme le fentanyl et la méthadone. Quand les réueptaux opioides sont activés, ils
stimulent la libération de dopamine, responsablanel’ sensation de bien-étre: c’est
I'activation du « circuit de la récompense ». Tdatsuite aprés la consommation d’héroine,
les usagers rapportent une sensation d’euphori¢ ldotensité dépend de la quantité de
drogue prise et du mode de consommation, l'injecgatrainant un sentiment de bien-étre
plus intense que l'inhalation. Ce sentiment ageadst accompagné de sécheresse buccale,
d'une sensation de lourdeur dans les extrémitésnalesées, de vomissements et de
démangeaisons séveéres. Le consommateur peut érmkemt et confus pendant plusieurs
heures, ses fonctions cardiaque et respiratoiré smdanties, parfois suffisamment pour

entrainer un coma voire le déces (2).

Un usage chronique d’héroine crée un déséquilibleng terme des systemes nerveux et

hormonal qui peut affecter les capacités de déctistde comportement du sujet ainsi que sa

3
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réponse a des situations stressantes. La consoomagtiéroine entraine aussi de la tolérance
et une dépendance physique intense. Les symptoenesadque apparaissent déja quelques
heures apres la derniére prise de drogue. llsadeitent par de I'agitation, de la douleur dans
les muscles et dans les os, de linsomnie, desrhéi@s, des vomissements et des
tremblements. L’intensité du syndrome de manquenestimale 24 a 48 heures aprés la

derniére consommation et les signes subsistentgpénde semaine (2,3).

En 2012, I'Office des Nations Unies contre la Dreget le Crime (ONUDC) a estimé que
'usage problématique d'opioides, incluant la consmtion d’héroine mais aussi celle
d’analgésiques morphiniques sur ordonnance, coaitét®.6 a 38 millions de personnes dans
le monde. Le nombre de consommateurs d’héroinéoptudn reste stable depuis quelques

annees et représente environ la moitié des consteursal’opioides (4).

En Europe, la prévalence moyenne de l'usage prailgoe d’opioides est estimée a 0.41%,
soit environ 1.4 million de personnes agées de 1& aans. En fonction du pays, elle
représente entre 1 et 8 cas pour 1000 habitantS{)base du nombre de prescriptions de
produits de substitution a I'héroine (méthadoneb@prénorphine), Demaret et coll. ont
estime, qu’en 2007, en province de Liege, entrdd3804500 personnes étaient dépendantes
de I'héroine. La situation de la commune de Liegfeparticulierement préoccupante puisque

13 a 17 personnes pour 1000 habitants agés dé4.ams seraient héroinomanes (6).

La consommation d’opiacés est a I'origine d’un taexmortalité de 1 a 2% par an. Une étude
récente de I'European Monitoring Centre for Drugd &rug Addiction (EMCDDA) a estimé
gue 10 000 a 20 000 consommateurs d'opiacés déceédague année en Europe. En termes
de morbidité, on estime, en Belgique, qu’envirol 2@ces chaque année sont dus a l'usage

de drogues (5).
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Les deux causes majeures de déces chez les usagmesés sont I'overdose suicidaire ou
accidentelle. Le nombre de dépressifs est trésritapochez les héroinomanes et le risque de
tentative de suicide est 14 fois plus élevé ques darpopulation générale (7-9). L'overdose
accidentelle peut survenir lors d’'une premiéregyradsune reprise apres un arrét (cure, séjour
en prison) ou de la prise d'une héroine moins ceupée celle qui est consommée

habituellement (changement de dealer).

Par ailleurs, la voie parentérale, qui concernarenv20% des usagers d’opiacés admis en
traitement en Belgique, reste un vecteur impordartransmission de maladies infectieuses, le
plus souvent, le VIH et I'hépatite C. Les maladieguellement transmissibles, la tuberculose,
le tétanos et le botulisme sont également plusesdwliagnostiqués chez les consommateurs

d’opiacés (5, 9, 11).

La criminalité est également significativement phlesvée chez les consommateurs d’opiacés,
iIs sont plus souvent impligués dans des crimedenis, dont des homicides, que la
population générale. Les activités criminelles (veinte de drogues) et la prostitution servant
a financer I'achat d’héroine soumettent le consotaaraa un risque élevé de faire face a la
violence que ce soit en tant qu'auteur ou en taet\gctime. A l'inverse, I'effet sédatif des

opiacés entraine un nombre élevé d’accidents ebihbe risque de victimisation (12-15).

Pour apprécier I'état de santé d’un héroinomane; expliquer un déces ou pour comprendre
une action criminelle, les laboratoires de toxigidoclinique ou judiciaire sont régulierement

consultés.

Plusieurs études ont montré que parmi les stugéfrars en évidence dans les prélevements
de sujets autopsiés, un opiacé est la deuxiemeasdesla plus fréequemment identifiée apres

le cannabis (16-19).
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Quand un magistrat doit instruire un dossier immiot la consommation d’opioides que ce
soit de la part d’une victime ou d’un suspectait souvent appel a I'expertise du toxicologue
pour l'aider a résoudre plusieurs questions : « Qp&cé le sujet a-t-il consommé et peut-on
apporter la preuve que I'opiacé éventuellement@mmsé est illicite (héroine) ? Les quantités
retrouvées dans I'organisme du sujet sont-ellefisamtes pour entrainer le déces ? Le sujet a-
t-il consommé des substances psychoactives auteeshgroine qui auraient pu en amplifier
les effets ? » et, enfin, question cruciale poendjuéte « Quelle était I'influence de I'héroine

présente dans I'organisme du sujet sur son comperteau moment des faits ? ».

L'objectif de ce travail est d’'apporter les répades plus pertinentes possibles a ces

questions.

Dans le premier chapitre de notre travail, apresirarappelé les différentes étapes de la
synthese de I'héroine a partir du latex retiré dwop, nous avons analysé des poudres
d’héroine vendues dans la rue, d’'une part, pounaire leur teneur réelle en héroine et,
d’autre part, pour en identifier les différents qmwants afin de savoir a quelles substances

actives un sujet est exposé lorsqu’il consommehgedine de rue.

Dans le deuxieme chapitre, nous avons décrit lesntgues analytiques développées pour
permettre l'identification et le dosage des opiagéss les prélévements biologiques. Parce
que les usagers d’héroine sont souvent polyconstennsa nous avons également mis au
point des méthodes analytiques capables de casactélautres substances psychoactives
illicites : cocaine, amphétamines, cannabis.

Les méthodes d’analyse sont également susceptielasettre en évidence et de doser les
produits de substitution de I'héroine (méthadoneprénorphine) et divers opiacés
médicamenteux (codéine, dihydrocodéine, éthylmamgphihydrocodone, hydromorphone,

oxycodone et pholcodine).
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Les différentes techniques ainsi développées repase de la chromatographie liquide ultra-
haute pression couplée a de la spectrométrie deengastandem (UHPLC-MSMS). Elles ont
éte validées selon les recommandations de la F@AdRand Drug Administration) et selon le

principe de la mesure de I'erreur totale.

Enfin, dans le troisiéme et dernier chapitre, nausns tenté d’apporter une réponse a la
question difficile de I'estimation du délai enteedonsommation d’héroine et le prélevement
biologique, ce qui permet de se prononcer surtligggchique du consommateur au moment
des faits. Pour y parvenir, nous avons pris en tengs résultats du dosage des principaux
métabolites de I'héroine dans le sang de sujetsoromateurs chroniques. Certains sujets ont
été recrutés dans le groupe expérimental « diamétghine » du projet TADAM (Traitement
Assisté par DiAcétylMorphine) mis en place par dhsrcheurs de I'Université de Liege en
janvier 2011. D’autres patients proviennent d’'umpuation d’héroinomanes en cours de
sevrage rapide sous anesthésie générale (RODA)Mmbltele mathématique basé sur les
concentrations sanguines de 6-acétylmorphine, dehire libre et de morphine conjuguée
(morphine-6-glucuronide et morphine-3-glucuroniddjtenues chez ces deux groupes de

patients a été construit.
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Chapitre | — Introduction

|.1— Du pavot a I'héroine

L’héroine est synthétisée a partir de la morphirgage de I'opium qui est le latex de

Papaver somniferum.

[.1.1- Caractéres botaniques de Papaver somniferun20-22)

Le Papaver somniferum fait partie de la famille despaveraceae composée d’une
quarantaine de variétés différentes. Les conditogisnales de culture sont rencontrées dans

les régions séches a climat tempéré, a une alttad@90 metres environ.

Le Papaver somniferum (Figure 1) est une plantddoge annuelle dont la grande tige
dressée, mesurant entre 1 et 1.5 métre, porteeddies alternes a limbe glabre de couleur

« vert glauque ».

La fleur, solitaire, compte deux sépales soudésiran sorte de capuchon et qui tombent
lorsque la corolle s’épanouit. Celle-ci est constit de 4 pétales blancs, roses ou violacés
selon le cultivar, elle entoure de tres nombreustasnines et un ovaire renfermant une
multitude de graines minuscules. La pollinisatich &surée par des insectes polliniphages.

Le fruit constitue la capsule du pavot.

La plante contient des vacuoles spécialisées, dgpées en laticiferes, qui constituent un
appareil sécréteur de latex riche en alcaloidegueparcourt tout I'appareil végétatif et le

péricarpe du fruit.

11



Chapitre | — Introduction

PL 21 Pavet somnifére. Papaver somniferum L

Figure 1: Papaver somniferum L. (23)

[.1.2- Production de 'opium(21, 24, 25)

En Asie du sud-ouest, les graines sont seméefirada 'automne. Le plant arrive a maturité
a la fin de I'hiver et fleurit aprés environ 90 jeu3 a 8 fleurs par plant). La floraison dure
guelques semaines, ensuite, les pétales tombdaissént apparaitre un petit fruit gris vert,
qui continue a croitre pour devenir une capsuleraiple de la taille d'un ceuf de poule. Apres
environ deux semaines, le bulbe est mdr. Les capsdnt alors incisées avec précaution a
environ 1 mm de profondeur. Les incisions doivetre &uffisantes pour sectionner les
laticiféeres mais ne doivent pas atteindre I'endpeaatfin d’éviter que le latex ne s’écoule a
l'intérieur de la capsule. Chaque fruit est incisg@is a quatre fois par jour. Le latex qui
s’écoule reste en surface du péricarpe ou il pdgddanc au brun en s’oxydant. Le lendemain
matin, I'opium est raclé sur les bulbes et dépaséia morceau de tissu. Cette opération est

répétée plusieurs jours jusqu'a ce que les fraitouarnissent plus de suc.

12
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L’opium est composé d’eau (moins de 10%), de su@mgron 15%), de mucilages (environ
20%), de pectines (environ 20%), d’acides orgaridpencipalement I'acide méconique), de

tanins, et d'une quarantaine d’alcaloides (15-35%).

Parmi ces alcaloides, on distingue les dérivésadeehzyl-isoquinoléine (ou morphinanes),

les plus abondants, et des dérivés de l'isoquineléi

Les principaux dérivés de la benzyl-isoquinoléiartda morphine, la codéine, la thébaine et
la noscapine respectivement présentes a des coetommt de 10 a 12%, 2 a 5%, 0.5 a 2% et
2 a 10% dans le latex. La papavérine est le repta@se majoritaire des dérivés de

I'isoquinoléine, I'opium en contient 0.5 a 2.5%.

En 2013, le pavot somnifére était cultivé sur umgesficie d’environ 300 000 hectares et la
production d’opium dans le monde estimée a 7 00dds, environ. La culture illicite du
pavot a lieu essentiellement dans le Croissant (Rakistan, Iran et surtout Afghanistan qui
est le premier producteur d'opium au niveau mondi& Triangle d’Or (Myanmar,

Thailande, Laos), et depuis peu, au Mexique etaanibie.

[.1.3- Fabrication de I'hnéroine(4, 24)

Il existe plusieurs facons de transformer I'opium l&roine. La région dans laquelle la
synthese est opérée, les procédeés transmis deatiénén génération et les réactifs mis a la

disposition du producteur expliquent les différegises de mode opératoire utilisés.

Dans tous les cas, la synthése de I'héroine cordpteétapes : la purification de I'opium,
I'extraction et la purification de la morphine, danversion de la morphine en héroine et la

conversion de I’héroine base en sel hydrochloré.
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1. Purification de I'opium brut

Cette étape est le plus souvent réalisée par fvatalur. Elle consiste a enlever les matiéres
hydrosolubles ou inertes qui donnent a I'opium oftglésagréable, 'empéchent de braler et

donc d’'étre fumé.

L’opium est bouilli dans de I'eau jusqu’a dissotuticomplete, les alcaloides sont dissous
dans la phase aqueuse, les matieres vegeétalemflattla surface de I'eau ou ont précipité
dans le fond du récipient. La préparation est geossent filtrée sur un tissu. Le liquide est
récupéré et chauffé jusqu’a évaporation de I'eaupéte foncée obtenue est séchée au soleil.
L’opium ainsi purifié, qui porte le hom de chandamntient 5 & 9% de morphine. Les

utilisateurs peuvent le consommer par voie orafgofphagie) ou le fumer au moyen d’une

pipe.

2. Extraction et purification de la morphine

Cette étape est également souvent réalisée demmantmentaire par le cultivateur.

Le chandoo est a nouveau bouilli dans l'eau jusaligsolution complete, la solution est
ensuite alcalinisée a l'aide d’hydroxyde de calciamde n’importe quel engrais basique.
Dans ces conditions, la morphine base, insoluls tlaau, est transformée en morphinate de
calcium parfaitement hydrosoluble. La plupart deses alcaloides ne réagissent pas avec la
base et précipitent dans le fond de la cuve lordgueguide refroidit. Apres filtration, la
solution est Iégerement chauffée ; on y ajouteldarare d’ammonium jusqu'a obtenir un pH
compris entre 8 et 9. La solution est ensuite réigp et, au bout de quelques heures, la
morphine base précipite. Le précipité est récumtrééché au soleil. On obtient ainsi la
morphine base brute qui a pris la forme d’'une peumdun-beige. A ce stade, une étape de
purification a I'aide d’un solvant organique (aa&d peut étre ajoutée et elle conditionnera la

quantité d’alcaloides autres que la morphine (ca@oscapine, papaverine) présents dans la
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poudre obtenue. Celle-ci est ensuite expédiée lesrsaboratoires de transformation de la
morphine en héroine. Depuis le début des annéds®€abricants d’héroine d’Asie du Sud-
ouest ne réalisent plus I'étape de purificatioriagéitone afin de diminuer le risque d'étre
repérés et démantelés par les autorités judicidiregroine vendue dans les rues des pays
européens contient donc encore des quantités vextadnt importantes de codéine, de

noscapine et de papavérine.

3. Conversion de la morphine en héroine

Cette conversion se fait par acétylation de la o a I'aide d’anhydride acétique a 85°C,
ce qui transforme la morphine en diacétylmorphfebout de 5 heures, la solution refroidie
est mélangée a du charbon actif pour absorbemipgretés colorées. Du carbonate de sodium
dissous dans de I'eau bouillante est ajouté allaisn de diacétylmorphine jusqu’a ce que

I'effervescence cesse et que I'héroine base ptéapisoit séchée.

4. Conversion de I’'héroine base en sel hydrochloré

L’héroine base est traitée par un mélange en pioper égales d'éthanol et d'éther en
présence d'acide chlorhydrique concentré. Apresufthge, filtration et évaporation, on

obtient du chlorhydrate d’héroine, une poudre biarecla granulosité fine.

[.1.4- Exportation de I'héroing(1)

Traditionnellement, 'acheminement de I'héroine’déghanistan vers I'Europe se faisait par
la route des Balkans, c'est-a-dire par la Républitgplamique d’lran et la Turquie. Depuis
guelques temps cependant, I'approvisionnementEledpe en héroine se ferait plutdt par le

Proche Orient, le Moyen Orient et I'Afrique.
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[.2— Que retrouve-t-on dans I'héroine de rue 724-30)

Il est normal de retrouver dans I'héroine de rgeddférents alcaloides du pavot en quantité
variable et dépendant du mode d’extraction et ddigation. De plus, la poudre résultant du

processus de fabrication est également diluée iparsgs substances chimiques avant d’étre
livrée au commerce de la drogue. Au total, I'hnéeodte rue peut contenir 3 catégories de

substances :

1- des substances naturellement présentes dans lg paeatraites durant la synthese
(morphine, codéine, papavérine, noscapine, thépaine

2- des substances chimiques acétylées générées paetteode de production (6-
acétylmorphine, 3-acétylmorphine, acétylcodéine,étydthébaol), des éléments
organiques provenant de la méthode de productemirdces résiduelles des solvants
utilisés lors de la fabrication et des procédurespdrification de I'héroine (éther,
éthanol, acétone,...) ;

3- des agents adultérants et/ou des diluants ajoutédessite de production ou a

n'importe quel stade de la filiere de distributi@aféine, paracétamol).

La détermination de la composition des poudresrdiné est utile pour connaitre la quantité
d’héroine retrouvée dans le produit qui est propase consommateurs. Des accidents
peuvent survenir si le toxicomane, coutumier d'yweidre faiblement dosée en héroine,
consomme subitement la méme quantité d'une poudraudoup moins diluée. La
connaissance des produits de coupe pharmacologéqieactifs, (paracétamol, caféine,
phénacétine, benzodiazépines,...) est également iamperpuisque ceux-ci sont susceptibles
d’entrainer des manifestations indésirables padoéses. L'identification et la quantification
des alcaloides de I'opium présents dans la poutiexaine permettent d’établir le mode de

production de I'héroine et donc la région du moddes laquelle I'opium a été transformé en
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morphine brute. Enfin, le profilage de I'héroineupaider les policiers a identifier les poudres

ayant une origine identique et ainsi remonterilesdés de vente de I'héroine.

Une cinquantaine de poudres saisies par les Fded®©rdre entre 2004 et 2011 en région
liégeoise ont été analysées par le Service de dlagjie du CHU de Liége pour en déterminer

la composition.

Elles ont été analysées selon le mode opératoimit dans la Figure 2.
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Préparation des échantillons
20 mg de poudre + 2 ml de méthanol, agiter.
Diluer 200 fois et 2000 fois de cette solution.
100 pl de chaque dilution + 100 ul de standards ietnes deutérés.
Evaporer sous azote a 4C
Extraitsec + 100 pl de phase mobile.
Analyse chromatographique
Sur UPLC Acquity® couplée a un spectrometre de massen tandem Quattro Premier® (Waters)
Temps (min.) A(%) B(%)
0.0 100.0 0.0
_ 1.0 1000 0.0
Phase mobile 2.0 92,5 7.5
Réactif A : formiate d’'ammonium 5 mM, pH 3 55 89.0 11.0
Réactif B : acide formique 10 mM dans méthano 16.0 10.0 90.0
Débit : 0.5 ml/min selon un mode gradient 17.0 100 90.0
18.0 100.0 0.0
19.0 100.0 0.0
Electrospray positif
— ) {1k
ColonneHSS-T3 Mode MRM
100x2.1 mm, 1.8 pm (Waters)
40°C
\% inj 10 ul
WGUAYHEPCLSMJ 1: MRM af § Channels ES+ \DQT_HEPU_SI'J-’E 5m (Mn, 22) 2 MRM of 3 Channels ES+
30 206.1> 201.1 (MORPHINE) i 30015 215.15 (CODENE )
oo \ 15023 | |'0 ] 141e
» { MORPHINE /
L s s T ""\1' T ™ T |
280 300 330 400 4 |
100426_HERO, st 1. MRMof 5 Channels E5+ | | 3 ‘
4121521 > 110.2 (PARACETAMOL) \
L 10867 CODEINE .
# PARACETAMOL | \‘
I \
0 )\ !
|RAASE BAARERALSS) | AAAAN RARA SRR RAALY) T 0
W a0 40 4B " B S A fre
| [1o0426 _Hero _soa T U Vaiod Crames Es+
| HEROINE : " o 41405 220,15 (NOSCAPIE)
i 2667
T QLT e | NOSCAPINE
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_ )‘ \ ow
' ' 6MAM B | B P
‘ 100426_HERD_stod 4 MRM of 4 Channels ES+
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Figure 2 :Méthode pour la détermination des différents cosapts des poudres d’héroine
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Le pourcentage moyen d’héroine des poudres aiabrs@es est de 17% (de 0.7 & 38%).
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Figure 3 :Répartition des teneurs en héroine dans les Shélihns analysés

Les principaux alcaloides de I'opium (noscapine,rghime, papavérine, codéine), la 6-
acétylmorphine et la 6-acétylcodéine, produits dsde la synthése de I'héroine, ont été
identifiés dans tous les échantillons, ce qui $igngue ceux-ci ont probablement été
fabriqgués a partir de morphine brute, selon lan&pke utilisée en Asie du sud-ouest. Les
pourcentages moyens étaient de 9% pour la noscégeng a 14%), 3% pour la morphine (de
0 a 6%), 0.9% pour la papavérine (de 0.5 a 2%)48Qour la codéine (de 0 a 0.9%). La 6-
acétylcodéine et la 6-acétylmorphine étaient toldegdeux présentes, respectivement a des

taux moyens de 2% (de 0.3 a 4%) et de 7% (de 2@.16

Enfin, dans 98% des cas, les produits de coupeusis étaient du paracétamol représentant
en moyenne 27% de la poudre (de 21 a 56%) et d&fdine en quantité évaluée en moyenne
a 18% de la poudre (de 9 a 33%). Seul un échamtilontenait en plus de ces deux
adultérants de la phénacétine, un antalgique/agtipye, retiré du marché en Belgique en

raison de sa néphrotoxicité et de son hépatotéxicit
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|.3— Effets biologigues de I'héroing31-35)

L’héroine agit par I'intermédiaire de récepteurs apioides. Il existe des opioides endogenes
(enképhalines, endorphines et dynorphines) et exasyeUn opioide pourra étre agoniste

entier ou partiel, ou antagoniste des réceptelg®p®ides.

Les récepteurs des opioides sont des récepteursaabot@piques a 7 hélices
transmembranaires couplés a la protéine G. Tromllés de récepteurs des opioides ont été
différenciées : les récepteurs i, ou 6 ayant respectivement pour ligands naturels
préférentiels les endorphines, les dynorphinesssehképhalines. Ces récepteurs sont divisés

en sous-types @iy, K1, K2, 1, d2, 83).

L’activation des récepteurs p entraine une anadgésentrale et spinale, une dépression
respiratoire, un myosis, de la constipation et’daphorie. L’'activation des récepteutsa
pour conséquence une analgésie spinale, celleédepteur® une analgésie, une dépression

respiratoire modérée, un myosis et de la dysphorie.

Durant la synthése, le transfert de deux groupégylasur la molécule de morphine a pour
conségquence de rendre I'héroine plus lipophile lgumorphine, lui permettant de traverser

plus rapidement la barriere hémato-encéphalique.

L’héroine a moins d’affinité pour le récepteur @grébspécifique que ses métabolites actifs
(6AM, morphine, M6G), c’est pourquoi elle est cal&see comme une pro-drogue qui agit

par ses métabolites.

Les principaux effets de la consommation d’hérciomet :

- sur le systeme endocrinien : diminution de la démréle certaines hormones (LH,
FSH, ACTH,...), augmentation de la production de grbhe ;

- sur la respiration : bradypnée ;
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sur le systéme digestif: nausées, vomissementsjnulion de la vidange
gastrique, réduction des sécrétions de l'intestigleg ralentissement du transit
avec constipation ;

sur la fonction rénale : réduction de la diurese ;

myosis ;

hypothermie.
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Chapitre Il — Développements analytiques

Initialement, nous avons développé une méthodeytaiad pour identifier et pour doser les
opiacés dans le sang. Par la suite, nous avons|é&@mgette technique pour permettre
d’identifier et de doser, en plus des opiacés, deses produits stupéfiants consommeés

frequemment par les toxicomanes.

[1.1 — Identification et dosage des opiacés dans $ang

Cette technique permet d’'identifier et de dosesldsstances que I'on peut retrouver dans les
échantillons biologiques d’'un consommateur d’héraile rue : les métabolites de I'héroine
[6-acétylmorphine (6AM), morphine, normorphine, mline-6-glucuronide (M6G) et
morphine-3-glucuronide (M3G)], les alcaloides dwagqiaet leurs métabolites [codéine,
norcodéine, codéine-6-glucuronide (C6G), papavérinecapine et méconine], ainsi que la 6-
acétylcodéine produite au cours de la fabricatie’lteroine (36-44). Il faudra bien entendu
tenir compte, dans l'interprétation des résultdisfait que la codéine et la morphine ainsi que
leur métabolite sont également détectables chezsugdts a qui de la codéine ou de la

morphine ont été prescrites (45-48).

La méthode permet également de mettre en évideactgras analgésiques morphiniques
comme la dihydrocodéine, I'éthylmorphine, I'hydrdome, I’hnydromorphone, I'oxycodone et
la pholcodine ainsi que les produits de substituéid’héroine, la méthadone et son principal
métabolite, la 2-éthylidine-1,5-diméthyl-3,3-diplyggyrrolidine (EDDP), la buprénorphine et
son métabolite, la norbuprénorphine. Les antagesmides opiacés, la naloxone, la naltrexone
et son métabolite actif le [Bnaltrexol, administrés en cas de surdosage ou peEnettre un

sevrage rapide, sont également reconnus par eettritue d’analyse.

Le développement et la validation analytigue detecehéthode ont fait I'objet de la

Publication 1
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[1.1.1 - Préparation des échantillons biologiqué¢49)

La méthode que nous avons développée pour extraire ces opiacés du plasma est
I'extraction en phase solide (SPE) sur cartouchesi®) MCX (Mixed-mode Cation
eXchange) 30 mg, 1 cc commercialisées par la so¥i&ters. Ces cartouches utilisent des

mécanismes de phase inverse et d’échanges cagsniqu

Apres ajout de 50 ul d’'une solution contenant lesdards internes deutérés, 500 ul de
plasma sont acidifies par 500 pl d’HCI 0.15 N. laemtouches SPE sont tout d’abord
conditionnées par 2 fois 1 ml de méthanol, pari2 foml d’eau et par 2 fois 1 ml d’acide
citrigue 10 mM (pH 3). Le plasma acidifié est chasyr la cartouche, puis, la cartouche est
lavée par 500 pl d’acide formique 2%. Les anal@est ensuite €lués par une solution de
NH,OH dans du méthanol (5/95 :v/v). Enfin, I'éluat ésaporé a sec sous un faible flux
d’azote a 30°C. L'extrait sec est reconstitue da@® pl d’'un meélange de formiate
d’ammonium 5 mM (pH 3) et d’acide formique a 0.1&md du méthanol (90/10 : v/v). Dix pl

sont injectés sur la colonne chromatographique.
[1.1.2 — Méthode chromatographique d’identificatioat de dosage des opiacés dans le sang

La chromatographie est une technique analytigue permettant la sépargmigration
différentielle) des composants d’'un échantillonssinfluence du déplacement d’'un fluide
appelé phase mobile sur un milieu doué de progri@tgysico-chimiques appelé phase

stationnaire (50).

La méthode décrite est basée sur de la chromatugraguide ultra-haute pression couplée a
la détection par spectrométrie de masse en tand&arelappée sur un appareil UPLC

Acquity® / Quattro Premiétcommercialisé par la société Waters.
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La chromatographie liquide ultra-haute pression (UHPLC) utilise une phase mobile
liquide - un mélange d’'un tampon aqueux et d'uvaai organique - délivrée selon un mode
isocratique ou gradient. La phase stationnaireistnen une colonne contenant des particules
tres petites (1.7 — 1.8 um) compactées les undssautres. Le passage de la phase mobile a

travers la colonne nécessite I'application d’'ugs grande pression (51).

La séparation chromatographique est effectuéersicalonne Acquify HSS (High Strength
Silica) — T3 (100 x 2.1 mm, 1.8 um, Waters). Cetitonne est compatible avec I'utilisation
d’'une phase mobile 100% aqueuse et permet de séeEsecomposés polaires et apolaires
plus efficacement qu’une colonne C18 classique.

La phase mobile, constituée de tampon formiate miamium 5 mM (pH3) et d’acide
formique a 0.1% dans du méthanol, est délivréens@homode gradient a un débit constant de
0.5 ml/min. La méthode permet de séparer 25 congpesél4 analogues deutérés en 19

minutes.

HPLC Column

Packing Material

Chromatogram
Peaks = Yellow, Red, Blue

— P—

Injector
AutoSampler
Sample Manager

—9
u
Solvent S ) } —

(Mobile Phase) Sample

Reservoir

Computer Data Station

Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Figure 4— Représentation d’'un systeme HPLC (51)
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Le spectrometre de massest un détecteur tres spécifique et tres sensiblgoermet de
séparer et d’'identifier les composeés sur basewtad@port masse sur charge.

Le systéme d'ionisation utilisé sur le spectroméigenasse Quattro Prenfiest I'ionisation
par électrospray (ESI) en mode positif. Les compaigsous dans un solvant polaire (phase
mobile de 'UHPLC) sont entrainés dans un capiéla@gn acier inoxydable sur lequel est
appliguée une tension comprise entre 2000 et 4008 I sortie du capillaire, le liquide est
vaporisé, désolvaté et ionisé sous l'action conwime la chaleur et d'une attraction
électrostatique.

L’analyseur du spectrometre de masse est un tgplrupdle. Cet analyseur permet de
travailler en mode MRM (Multiple Reaction Monitogh: un ion précurseur est filtré dans le
premier quandruplle, il est ensuite fragmenté dandeuxiéme quadruplle aussi appelé
cellule de collision, enfin, les ions produits se@tectionnés dans le troisieme quadrupdle.

Quand la fragmentation le permet, deux transitdRV sont suivies par composé (52).
[1.1.3 - Validation analytique

La validation analytique a été réalisée selon lgeres de la FDA (Food and Drug
Administration) (53) et selon le principe de la nmesde I'erreur totale (54-57). Seuls les
parametres de validation exigés par la FDA ontpeésentés dans la Publication Nous
avons utilisé le logiciel e-noval(Arlenda) pour calculer les différents paramétdes la
validation. Les principales caractéristigues denlathode sont brievement résumeées au

paragraphe II.3.

Paramétres étudiés lors de la validation analytique

La fonction de réponseest la relation existant entre la réponse (sigetala concentration de
'analyte. Elle a été établie grace a 7 standaelsalibration préparés par dilution d’'une

solution méthanolique contenant les différents cosép dans du plasma négatif en opiacés et
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réalisés en double pendant 3 jours (n = 6). Quifres de régression ont été testés: la
régression linéaire, la régression linéaire poreléé 1/x, la régression quadratique et la
régression quadratique pondérée en 1/x. La fonclgoréponse la mieux adaptée pour chaque

analyte est présentée dans I'annexe 1.

La justessequi exprime I'étroitesse de I'accord entre la valenoyenne obtenue a partir
d’'une série de résultats d'essais et une valewapage comme telle donne une indication sur
les erreurs systématiques. Les biais relatifs t&dcypour chaque analyte aux différents

niveaux de concentrations sont présentés danset@n?.

La fidélité qui exprime l'étroitesse de I'accord entre uneleséle mesures provenant de
multiples prises d’'un méme échantillon homogenesdi#es conditions prescrites donne des
informations sur I'erreur aléatoire et est évalaégeux niveaux : la répétabilité et la fidélité
intermédiaire. Les coefficients de variations obtempour chaque analyte et pour chaque
niveau de concentrations sont présentés dans karhé& pour la répétabilité et dans 'annexe

3.2 pour la précision intermédiaire.

L’ incertitude de mesurecaractérise la dispersion des valeurs qui pourassbnnablement

étre attribuée au mesurande. L'incertitude de needtendue est présentée dans I'annexe 4.

L’ exactitude exprime I'étroitesse de I'accord entre le résultassai et la valeur de référence

acceptée comme telle, appelée également « valeweotionnellement vraie ». L’exactitude

prend en compte I'erreur totale, c’est-a-dire bewrsystématique et I'erreur aléatoire liées au
résultat. Par conséquent, I'exactitude est I'expioes de la somme de la justesse et de la
fidélité. Elle est estimée a partir du profil d'etiéude. Il est obtenu en reliant entre elles
d'une part les bornes inférieures et d'autre past bornes supérieures de lintervalle de
tolérance, bornes calculées pour chaque niveawmleentration. La méthode est considérée

comme valide pour I'intervalle de dosage ou le ibdiéxactitudeest compris dans les limites
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d’acceptation fixéea priori. Les profils d’exactitude de chaque composé sorgegntés dans

'annexe 5.

La linéarité d’une méthode analytique est sa capacité a lisuérd’'un certain intervalle de
dosage d'obtenir des résultats directement prapuréls a la concentration en analyte dans

I’échantillon. La linéarité fait I'objet de 'annex6.

La justesse, la fidélité, I'incertitude de mesutel’exactitude ont été établies grace a 7
standards de validation préparés par dilution d’sottion méthanolique contenant les
différents composés dans du plasma négatif en @pieicréalisés en triple pendant 3 jours (n

= 9).

La stabilité a été étudiée a 2 niveaux de concentrations paanditions de conservation :

température ambiante, température de réefrigératiaampérature de congélation. Le taux de
recouvrement pour 2 niveaux de concentrations antifin du temps de conservation sont
présentés dans I'annexe 7 (7.1 pour la températnngiante, 7.2 pour la température de

réfrigération, 7.3 pour la température de congatati

Les effets matrices établis selon le protocole de Matuszewski ef58), sont évalués sur 25
échantillons différents de plasma récolté sur flserde sodium. Chaque échantillon subit
I'extraction puis est reconstitué dans 100 pl desphmobile contenant les différents
composeés et leurs analogues deutérés. Les aiqgsdainsi obtenus sont comparées a celles
fournies par une solution de méme concentratiams szatrice plasmatique et sans extraction.

Les effets matrices calculés pour chaque compagépsésentés dans I'annexe 8.
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[1.1.4 — Application de la méthode d’identificatioet de dosage des opiacés a 80 patients

traités au CHU de Liége et pour lesquels la rechegaes opiacés dans le sang était positive

La méthode d’identification et de dosage dans legsainsi développée et validée a été

appliquée a 80 patients admis au CHU pour lesdaetcherche d’opiacés était positive.

Comme on peut le lire dans la Publicatigniels dérivés opiaceés identifiés ont permis dans
86% des cas d’affirmer la nature du dérivé morgjuai consommeé. Pour les 14% des cas
restants, on a pu confirmer la consommation d’wdpit appartenant a la classe des opiaceés,

cependant sans pouvoir l'identifier.
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Résumé. L’identification de la substance absorbée par un consommateur
d’opiacés peut étre problématique dans la mesure ot il n’existe pas de biomar-
queur spécifique pour toutes les molécules. Nous avons développé une technique
de chromatographie liquide ultra-haute pression couplée a un spectrometre de
masse en tandem qui permet I’identification et le dosage de 25 opiacés dans
le plasma. La préparation de I’échantillon consiste en une extraction en phase
solide sur colonnes Oasis® MCX (Waters). La méthode a été validée selon
les criteres préconisés par la FDA, complétement pour 21 substances et avec
quelques réserves pour les 4 produits restants. Cette méthode a été appliquée a
80 patients traités au CHU de Liége pour lesquels la recherche d’opiacés était
positive. L’identification du produit consommé a été effective dans 86 % des
cas.

Mots clés : validation analytique, opiacés, identification, plasma, LC-MS

Abstract. The identification of a product absorbed by an opiate consumer is
sometimes problematic since there is no specific biomarker for all molecules.
We developed an ultra-high pressure liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry technique which allows the identification and the quantifi-
cation of 25 opiates in plasma. The sample preparation consists in a.solid-phase
extraction on Oasis®” MCX cartridges (Waters). The method has been validated
according to FDA criteria completely for 21 substances and with some reserva-
tions for the remaining 4 analytes. This method has been applied to 80 patients
treated at the University Hospital of Liege for whom the screening of opiates
was positive. The identification of the product consumed was effective in 86%
of cases.

Key words: analytical validation, opiates, identification, plasma, LC-MS

Laconsommation d’opiacés concerne environ 16,5 millions
d’individus au niveau mondial et pour la moitié d’entre
eux, c’est I’héroine qui est utilisée. Dans la plupart des
pays européens, la consommation d’héroine diminue signi-
ficativement depuis 2007. Par contre, I'usage d’opiacés
médicamenteux (fentanyl, buprénorphine...) augmente
dans certains pays. La consommation d’opiacés naturels,

Tirés a part : N. Dubois

semi-synthétiques ou synthétiques, réduit significativement
I’espérance de vie de leurs utilisateurs (surdose volontaire
ou accidentelle, actes de violence, maladies associées a
I’injection comme le VIH, les hépatites virales B et C...)
[1,2]).

Les opiacés naturels (morphine, codéine, thébaine, nosca-
pine, papavérine. . .) correspondent aux substances dérivées
de I'opium, extraites du suc de la capsule de pavot
(Papaverum somniferum). Les opiacés semi-synthétiques
(dihydrocodéine, éthylmorphine, héroine, hydrocodone,

Pour citer cet article : Dubois N, Counerotte S, Goffin E, Pirotte B, Charlier C. Validation analytique d'une méthode
les opiacés naturels ou (semi) synthétiques. Ann Biol Clin 2014 ; 72(2) : 197-206 doi: 10.1684/abc. 2014.0944 197

destinée a rechercher et a identifier
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hydromorphone, oxycodone, pholcodine...) sont fabri-
qués a partir d’opiacés naturels. Les opiacés synthétiques
(fentanyl, tilidine, tramadol, méthadone, buprénorphine. . .)
réunissent tous les agonistes morphiniques qui se lient
aux récepteurs opioides. Ils présentent une structure chi-
mique peu comparable a celles des opiacés naturels ou
semi-synthétiques mais leur action pharmacologique est
identique [3].

Pour dépister les consommateurs d’opiacés, licites ou non,
et identifier le produit consommé, on dispose de bio-
marqueurs. Mais I’interprétation des résultats obtenus est
difficile voire délicate. Plusieurs exemples en apportent la
preuve :

— un méme biomarqueur peut étre le témoin de la consom-
mation de plusieurs substances différentes. La morphine
et ses métabolites glucuro-conjugués sont des biomar-
queurs qui sont présents chez les individus consommateurs
d’héroine, de codéine et de morphine ;

~ la codéine, substance chimique présente dans le pavot,
est acétylée en acétylcodéine pendant le processus de fabri-
cation de I’héroine. L’acétylcodéine est, par conséquent, un
biomarqueur de la consommation d’héroine [4] ;

— un résultat positif indiquant la consommation de papavé-
rine et de noscapine, alcaloides de I’opium, peut étre le signe
d’une utilisation pharmacologique licite de ces substances
ou, au contraire, d’une utilisation d’héroine ;

— la méconine, principal métabolite de la noscapine, qui
est également retrouvée dans le sang d’individus ayant
consommé des médicaments & base de noscapine, consti-
tue un excellent biomarqueur de la consommation récente
d’héroine [5, 6], méme si la 6-acétylmorphine (6AM),
premier métabolite de 1'héroine, reste la seule preuve irré-
futable d’une prise d’héroine [6] ;

— la présence de morphine et de codéine dans le sang peut
étre le signe d’une consommation d’héroine (si le rapport
sanguin morphine/codéine est supérieur a 1) ou de codéine
(si le rapport sanguin morphine/codéine est inférieur a 1).
Evidemment, une prise simultanée d’héroine et de codéine
peut conduire a une interprétation erronée de ces biomar-
queurs [6-9] ;

— les analogues de la morphine comme la codéine,
la dihydrocodéine, I’hydrocodone, I’hydromorphone,
I’oxycodone et la pholcodine constituent une classe phar-
macologique importante d’analgésiques et d’antitussifs qui
sont largement utilisés en thérapeutique et représentent
aussi une source d’abus importante [10, 11].

Matériels et méthode

Pour identifier et quantifier les biomarqueurs témoins de
la consommation d’opiacés, nous avons mis au point une
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technique de chromatographie liquide ultra-haute pres-
sion couplée a un spectrometre de masse en tandem
(UHPLC/MSMS).

Réactifs et matériels de référence

Le méthanol, I'eau et I’acide formique (de qualité LC/MS)
ont été fournis par Biosolve (Valkenswaard, Pays-Bas),
’acide citrique et le formiate d’ammonium (de qualité
« pour analyse ») ont ét€ obtenus chez Sigma (Steiheim,
Allemagne), I’acide chlorhydrique (HCI) et I'ammoniaque
(NH40H) ont été achetés chez VWR Int (Louvain, Bel-
gique). Les cartouches d’extraction en phase solide, Oasis®
MCX 30 mg, | mL (Mixed-Mode Cation-eXchange), ont
été achetées chez Waters (Zellik, Belgique).

Pour chaque composé, nous nous sommes procurés chez
LGC Promochem (Molsheim, France) les standards et
analogues deutérés : 6-acétylcodéine, 6-acétylmorphine
(6-acétylmorphine-ds), buprénorphine (buprénorphine-ds),
codéine (codéine-d3), codéine-6-glucuronide, dihydroco-
déine (dihydrocodéine-dg), EDDP (EDDP-d3), éthylmor-
phine, hydrocodone (hydrocodone-d3), hydromorphone
(hydromorphone-d3), méthadone (méthadone-d3), mor-
phine (morphine-d3), morphine-6-glucuronide (morphine-
6-glucuronide-d3), morphine-3-glucuronide (morphine-3-
glucuronide-d3), naloxone (naloxone-ds), 6B-naltrexol,
naltrexone (naltrexone-d3), norbuprénorphine, norcodéine,
normorphine, noscapine, oxycodone (oxycodone-d3),
papavérine et pholcodine.

La méconine a été synthétisée dans le Laboratoire de chimie
pharmaceutique de I’ Université de Liege selon une méthode
précédemment décrite [12, 13].

Préparation des solutions-méres
et des solutions-standards

La solution-meére contenant les étalons internes est prépa-
rée au moyen de solutions commerciales diluées dans du
méthanol pour obtenir une concentration finale :

—de 1 mg/L en 6AM-d3, codéine-d3, dihydrocodéine-
d¢, EDDP-d3, hydrocodone-d3, hydromorphone-ds,
méthadone-d3, morphine-d3, M6G-d3, M3G-d3 et
oxycodone-ds ;

— de 0,5 mg/L en naloxone-ds et naltrexone-d3 ;

— de 0,1 mg/L en buprénorphine-dy.

La courbe de calibration a été préparée en diluant la
solution-meére contenant tous les produits natifs dans du
plasma ne contenant pas d’opiacés (Centre de transfu-
sion sanguine, Li¢ge) de facon a obtenir 7 standards de
calibration dont les concentrations sont indiquées dans le
tableau 1.

Un blanc plasma a été placé dans chaque série d’analyses.
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Tableau 1. Concentrations utilisées pour la validation analytique (ng/L).

Courbes de calibration

Justesse LoQ
et précision

Stabilité  Effets

matrices

Groupe 1

Codéine, Dihydrocodéine,
EDDF, Hydrocodone,
Meéthadone, M6G, M3G,
Méconine

10 - 25 - 50 -100 — 200 — 400 — 800

75 - 300 - 600 5-10-20 15-600 100

Groupe 2
C6G

2,5-6,25-12,5-25-50 - 100 - 200

19,75-75-150 1,25-25-5 20-150 25

Groupe 3 2-5-10-20-40-80- 160
6AM, Ethylmorphine,

Hydromorphone,

Morphine, Norcodéine,

Normorphine, Oxycodone,

Pholcodine

15-60-120 1-2-4 15-120 20

Groupe 4
6-acétylcodéine,
Buprénorphine, Naloxone,
6B-naltrexol, Naltrexone,
Norbuprénorphine,
Papavérine, Noscapine

1-25-5-10-20-40-80

7,5-380-60 05-1-2 15-60 10

EDDP : 2-éthylidine-1,5-diméthyl-3,3-diphénylpyrrolidine ; M6G : morphine-6-glucuronide ; M3G : morphine-3-glucuronide ; 6AM : 6-acétylmorphine, C6G :

codéine-6-glucuronide.

Méthode d’analyse

Préparation des échantillons

Apres ajout de S0 L de solution-mere contenant les étalons
internes, 500 wL de plasma sont acidifiés par 500 pL d"HCI
0,15 N. Les cartouches d’extraction en phase solide Oasis®
MCX sont conditionnées par 2 fois 1 mL de méthanol, par
I mL d’eau et par 2 fois 1 mL d’acide citrique 10 mM
(pH 3). Le plasma acidifié est chargé sur la colonne a un
débit d’environ | mL/min. Puis, la cartouche est lavée avec
500 pL d’acide formique 2 %. Les analytes sont ensuite
élués par 1 mL d’une solution de NH4OH dans du métha-
nol (5/95 : v/v). Enfin, I’éluat est évaporé a sec sous un
faible flux d’azote a 30 °C. L’extrait sec est reconstitué dans
100 pL d’un mélange de formiate d’ammonium 5 mM (pH
3) et d’acide formique a 0,1 % dans du méthanol (90/10 :
v/v). Dix pL sont injectés sur la colonne chromatogra-
phique [14, 15].

Analyse par UHPLC/MSMS

L’analyse est réalisée sur une UPLC Acquity® couplée
a un spectrometre de masse en tandem Quattro Premier®
(Waters). La séparation chromatographique des analytes est
effectuée au moyen d’une colonne Acquity® HSS (High
Strength Silica) -T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um, Waters) équi-
pée d'un filtre en ligne et placée dans un four réglé a
une température de 40 °C. La phase mobile, constituée de
tampon formiate d’ammonium 5 mM (pH 3) et d’acide for-
mique 20,1 % dans du méthanol, est délivrée selon un mode
gradient a un débit constant de 0,5 mL/min (tableau 2).

Ann Biol Clin, vol. 72, n* 2, mars-avril 2014

Tableau 2. Gradient de la phase mobile.

Temps (min) A (%) B (%)
0,00 100,0 0,0
1,00 100,0 0,0
2,00 92,5 7.5
5,50 89,0 11,0
16,00 10,0 90,0
17,00 10,0 90,0
18,00 100,0 0,0
19,00 100,0 0,0

A = tampon formiate d'ammonium 5 mM pH 3 ; B = acide formique 0,1 %
dans méthanol.

Apres la séparation chromatographique, les composés sont
analysés dans le spectrometre de masse en tandem en utili-
sant une source de type électrospray positif programmée a
un voltage de 1 kV, a une température de source de 120 °C
et a une température de désolvatation de 350 °C. Les débits
du gaz de collision et du gaz de désolvatation sont respec-
tivement fixés a 50 L/h et 2 800 L/h. La méthode MS/MS
est divisée en 5 segments en fonction du temps de rétention
des analytes. Quand la fragmentation le permet, deux tran-
sitions (multiple reaction monitoring : MRM) sont suivies
par molécule, I'une servant a la quantification et I’autre
a la qualification. Le rapport d’intensité entre les 2 ions
produits et 1'ion précurseur est également controlé. Les
temps de rétention, les transitions, les tensions de céne,
les énergies de collision et les standards internes optimi-
sés pour chaque substance recherchée sont indiqués dans le
tableau 3.
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Tableau 3. Temps de rétention (Tr), tension de cone (Cone) ; énergies de collision (En.1, En.2), transition de quantification (MRM1) et de
qualification (MRM2) et standard interne (SI) optimisés pour chaque analyte.

Analyte Sl Tr(min) Coéne(V) En.1(V) MRM1 En.2(V) MRM2
6-Acétylcodéine Codéine-d3 8,97 40 28 342,3 > 225,25 11 342,3 > 3423
6AM-d3 - 7,20 39 24 331,2 > 2111 - -

6AM 6AM-d3 7,21 39 24 328,2 > 211,1 40 328,2 > 165,1
6-B-naltrexol Naltrexone-ds 7,39 35 23 344,2 > 326,2 27 344,2 > 308,2
Buprénorphine-d4 - 11,45 60 42 4722 > 400,2 - -

Buprénorphine Buprénorphine-d4 11,47 60 42 468,15 > 396,15 36 468,15 > 414,15
Codéine-da - 5,62 35 25 303,15 > 215,15 - -

Codéine Codéine-dz 5,64 39 25 300,15 > 215,15 13 300,15 > 300,15
C6G Codéine-dg 5,29 35 32 476,45 > 476,4 6 476,45 > 300,7
Dihydrocodéine-dg - 5,54 30 36 308,15 > 202,15 - -
Dihydrocodéine Dihydrocodéine-dg 5,56 30 32 302,15 >'199,15 9 302,15 > 302,15
EDDP-d3 - 10,95 35 24 281,15 > 249,2 -

EDDP EDDP-d3 10,97 35 24 278,15 > 249,2 32 278,15 > 234,1
Ethylmorphine Morphine-d3 7,76 35 12 314,25 > 314,3 - -
Hydrocodone-d3 - 5,63 35 25 303,15 > 215,15 - -

Hydrocodone Hydrocodone-d3 5,65 39 25 300,15 > 215,15 13 300,15 > 300,15
Hydromorphone-dz - 3,64 35 28 289,1 > 185,1 -
Hydromorphone Hydromorphone-d3 3,66 35 31 286,1 > 185 12 286,1 > 286,1
Méconine Codéine-d3 9,02 29 20 195,2 > 180,3 16 195,2 > 162,2
M3G-d3 - 2,52 39 33 465,1 > 289,2 - -

M3G M3G-d3 2,53 39 33 462,25 > 286,25 12 462,25 > 462,25
M6G-d3 - 2,91 39 33 465,1 > 289,2 - -

Mé6G M6G-d3 2,92 39 33 462,25 > 286,25 12 462,25 > 462,25
Méthadone-dg - 12,15 25 15 313,2 > 268,2 - -

Méthadone Méthadone-d3 12,17 25 15 310,2 > 265,2 5 310,2 > 310,2
Morphine-d3 - 3,00 35 28 289,05 > 201,2 - -

Morphine Morphine-d3 3,01 35 29 286,1 > 201,1 12 286,1 > 286,1
Naloxone-ds - 5,79 30 20 333,1 > 315,2 - -

Naloxone Naloxone-ds 5,82 30 20 328,2 > 310,2 25 328,2 > 268,3
Naltrexone-ds - 6,94 37 21 3451 > 327,2 - -

Naltrexone Naltrexone-d3 6,96 37 22 342,1 > 324,2 28 342,3'> 282,2
Norbuprénorphine Buprénorphine-ds 10,57 60 35 4144 > 1011 65 4144 > 83,1
Norcodéine Codéine-d3 5,54 30 20 286,1 > 268,15 10 286,2 > 286,25
Normorphine Morphine-d3 2,73 35 8 272252722 - =

Noscapine Codéine-d3 9,95 30 21 414,25 > 353,2 25 414,25 > 220,2
Oxycodone-dg - 6,37 28 19 319,1 > 301,25 - -

Oxycodone Oxycodone-d3 6,39 28 19 316,25 > 298,3 30 316,25 > 241,25
Papavérine Codéine-d3 9,94 40 26 340,2 > 202,2 37 340,2 > 171,1
Pholcodine Morphine-d3 2,75 35 31 399,2 > 114,1 10 399,2 > 399,2

Validation analytique

La validation analytique a été réalisée selon les directives
de la FDA (Food and drug administration) [16].

La justesse, la répétabilité et la précision intermédiaire sont
évaluées a 3 niveaux de concentration, bas, moyen, haut,
choisis en fonction des concentrations en analytes habi-
tuellement retrouvées chez les consommateurs d’opiacés
(tableau 1). Les standards de validation sont préparés par
enrichissement de plasma ne contenant pas d’opiacé avec
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des solutions-meres indépendantes de celles utilisées pour
la préparation des standards de calibration. IIs sont réalisés
en triple pendant 3 jours (n =9).

La justesse est évaluée par le calcul du biais. La répétabilité
et la précision intermédiaire sont appréciées par la mesure
du coefficient de variation (CV). Le biais et les CV sont
jugés acceptables s’ils sont inférieurs a 15 %.

La limite de quantification (LOQ) est la plus petite concen-
tration pour laquelle le biais et le CV sont inférieurs a 20 %.

Ann Biol Clin, vol. 72, n° 2, mars-avril 2014
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Elle est calculée a 1’aide d’échantillons de plasma ne conte-
nant pas d’opiacé et enrichis a 3 niveaux de concentrations
(tableau 1) analysés en triple pendant 3 jours (n = 9).

La stabilité est étudiée a 2 niveaux de concentrations
(tableau 1). Trois conditions de conservation sont retenues :
la température ambiante pendant 6 heures, la température de
réfrigération (2-8 °C) pendant 3 jours et la température de
congélation (- 20 °C) pendant 8 semaines. Cing aliquots des
deux niveaux de concentration ont été stockés aux condi-
tions décrites dans le tableau 4. Tous les échantillons sont
analysés au temps initial (Tp). Un taux de recouvrement,
rapport entre la concentration moyenne des résultats obte-
nus & une condition de temps et la concentration moyenne
des résultats obtenus a Tp multiplié par 100, est calculé.
Les analytes sont jugés stables si le taux de recouvrement
ne dépasse pas les limites d’acceptation fixées a 30 %
équivalant a la somme des erreurs systématique (biais) et
aléatoire (CV) tolérées lors de la validation analytique (FDA
[16]). Les résultats obtenus pour des échantillons enrichis
sont confirmés par I’étude de dix échantillons provenant de
patients traités au CHU de Liége qui ont été analysés dans
les mémes conditions.

Les effets matrices, établis selon le protocole de
Matuszewski et al. [17], sont évalués sur 25 échantillons
différents enrichis a une concentration différente pour les 4
groupes d’analytes (rableau 1). Chaque échantillon subit
I’extraction puis est reconstitué dans 100 pL de phase
mobile contenant les différents composés et leurs analogues
deutérés. Les aires de pics ainsi obtenues sont comparées
a celles fournies par une solution de méme concentration,
sans matrice plasmatique et sans extraction.

Résultats et discussion

Validation analytique

La méthode chromatographique décrite permet de séparer
25 opiacés et leurs 14 analogues deutérés en 19 minutes. Le
chromatogramme d’un standard de calibration a 100 pg/L
pour le 1°" groupe de molécules, a 25 pg/L pour le deuxiéme
groupe, 2 20 p.g/L pour le troisieme groupe eta 10 ug/L pour
le quatriéme groupe est présenté sur la figure 1. Des temps

Tableau 4. Etude de stabilité des échantillons biologiques.

Méthode pour l'identification des opiacés chez 'homme

de rétention différents permettent de séparer les analytes
possédant les mémes transitions MRM.

Au moyen des standards de calibration, le modele de régres-
sion convenant le mieux pour quantifier les différentes
molécules est établi :

— modele linéaire pondéré en 1/x pour la 6-acétylcodéine, la
6AM, la buprénorphine, I’éthylmorphine, I’hydrocodone,
I’hydromorphone, la méconine, la méthadone, la M3G, la
morphine, la naloxone, le B-naltrexol, la naltrexone et la
pholcodine ;

— modele de régression quadratique pour la C6G, I'EDDP
et la norbuprénorphine ;

— modele de régression quadratique pondéré en 1/x pour
la codéine, la dihydrocodéine, la M6G, la norcodéine, la
normorphine, la noscapine, I’oxycodone et la papavérine.
Le tableau 5 résume I’ensemble des données relatives a la
sensibilité, la justesse et la précision :

— la sensibilité est satisfaisante, avec des limites de détec-
tion comprises entre 0,25 et 5,0 pg/L et des limites de
quantification situées entre 1,0 et 20,0 pg/L ;

— la justesse et la précision de la méthode sont variables :
— tout d’abord, 18 des 25 substances étudiées (6AM,
buprénorphine, codéine, dihydrocodéine, EDDP, hydroco-
done, hydromorphone, M3G, M6G, méthadone, morphine,
naloxone, B-naltrexol, naltrexone, norcodéine, noscapine,
oxycodone et papavérine) répondent parfaitement aux cri-
teres d’acceptabilité proposés par la FDA (biais et CV pour
la répétabilité et pour la précision intermédiaire inférieurs
ou égaux a 15 %) ;

— ensuite, 4 autres molécules (6-acétylcodéine, C6G, nor-
morphine et pholcodine) s’écartent légérement des critéres
d’acceptabilité FDA puisque les CV et les biais sont compris
entre 15et20 % ; F

— enfin, I"éthylmorphine, la méconine et la norbuprénor-
phine se caractérisent par biais et CV supérieurs a 20 %.
L’étude de stabilité a montré que tous les analytes sont
stables :

— au moins pendant 6 heures a température ambiante ;

— au moins pendant 3 jours a température de réfrigération ;
— au moins pendant 8 semaines a température de congéla-
tion.

Les effets matrices, présentés dans le rableau 5, peuvent se
résumer de la fagon suivante :

Température Plasmas To To+2h To+4h To+6h

ambiante enrichis - SR ——— e - e e S e
Température Plasmas To To+1j To+2j To+3j

de réfrigération  enrichis

Température Plasmas To To+1sem Tpo+2sem Tp+3sem To+5sem To+7sem To+9sem To+ 11sem
de congélation  enrichis

TO : temps initial, h : heures, j : jours, sem : semaines.
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Article original
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Figure 1. Chromatogramme des analytes divisés en 5 segments de temps.
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Figure 1. (suite)
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Article original

130402 RODA_std4 5 MM of 17 Channels ES+
100. 1163 468,15 > 396.15 (BUPRENORPHINE)
.’.] ‘
9.60 980 10.00 1020 10.40 1060 1080 11.00 1.20 11.40 11.60 11.80 12,00 1220 12.40 12.60 12.80
130402 RODA _std4 5: MAM of 17 Channels ES+
o 1161 4722 > 400.2 (NORBUPRENORPHINE-D4)
3.5804
%
560 | 980 1000 = 1020 1040 1060 1080  11.00 1120 1140 ~ 1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280
130402 RODA sidé : MRM of 17 Channels ES+
100. 10.74 414.4 > 101.1 (NORBUPRENORPHINE)
:I 25504
8.60 9.80 ¥ 10.00 § 10.20 10.40 10.60 10.80 11.00 1120 11.40 11.60 11.80 12,00 12.20 1240 1260 12.80
130402 RODA_std4 5: MRM of 17 Channels ES+
g 10,08 414.25 > 3532 (NOSCAPINE)
5.42e4
%
960 || 960 | 1000 1020 | 1040 | 1060 1080 1100 1120 1140 1160 = 1180 = 1200 1220 = 1240 1260 1280
130402_RODA_stdd. 5. MRM of 17 Channels ES+
10.04 340.2 > 202 2 (PAPAVERINE)
100 51165
%
9.60 9.80 10.00 1020 10.40 10.60 10.80 11.00 1120 11.40 11.60 11.80 12.00 1220 1240 12,60 12.80
130402 RODA stdd. 5. MRM of 17 Channels ES+
1224 310.2 > 265 2 (METHADONE)
peo 9.0566
%
960 | 960 | 1000 | 1020 & 1040 ' 1060 1080 1100 1120 1140 1160 = 1180 1200 = 1220 = 1240 1260 1280
130402 RODA_std4 5 MRM of 17 Channels ES+
e 1239 3132 > 2682 (METHADONE-D3)
3 A
8.60 880 10.00 10.20 10.40 1060 10.80 11.00 11.20 11.40 11.60 11.80 12.00 1220 1240
130402_FODA st
P 118
|
9.60 9.80 X 10.00 1020 1040 10.60 10.80 11.00 120 11.40 11.60 11.80 1200 1220 12.40 1260 1280
130402 RODA_std4 5. MAM of 17 Channels ES+
o0 115 281.15 > 249.2 (EDDP-D3)
8.87e5
%
o Time
960 | 980 | 1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120 = 1140 1160 1160 = 1200 = 1220 = 1240 = 1260 = 12.80

Figure 1. (suite)

— ils sont bien maitrisés (effet matrice moyen compris entre
93,3 % et 106,2 % et une variation de I’effet matrice d’un
échantillon a I’autre inférieure a 15 % [18]) pour la 6AM,
la buprénorphine, la codéine, la dihydrocodéine, I'EDDP,
I’hydrocodone, I'hydromorphone, la M3G, la M6G, la
méthadone, la morphine, la naloxone, la naltrexone, la nor-
buprénorphine, la normorphine et I’oxycodone ;

— il existe un effet suppresseur d’ionisation (EM < 100 %)
avec une fluctuation de I'effet inférieure a 15 % pour la
6-acétylcodéine, la noscapine et la papavérine ;

— on note une amplification d’ionisation (EM > 100 %)
avec une fluctuation de I'effet inférieure a 15 % pour la
pholcodine ;

— on constate une fluctuation de I'effet matrice supérieure
a 15 % pour la codéine-6-glucuronide, I’éthylmorphine et
la méconine (leur quantification est dans ce cas probléma-
tique).

Application de la méthode décrite a la mise
en évidence de consommation d’opiacés

Sur les 1 244 recherches d’opiacés plasmatiques effectuées
au laboratoire de toxicologie du CHU de Liege entre le 1°
novembre 2012 et le 30 juin 2013, on a pu mettre en évi-
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dence la présence d’opiacés chez 145 patients (11,6 %).
Le tramadol a été recherché et quantifié par la méthode
basée sur de la chromatographie liquide haute pression
couplée a un détecteur a barrette de diodes (HPLC/DAD)
utilisée au laboratoire pour dépister les intoxications médi-
camenteuses. Les autres opiacés ont été identifiés grace a
la méthode UHPLC/MSMS faisant I’objet de ce travail.
Sur les 145 résultats positifs :

— 65 (5,2 %) avaient regu du tramadol seul ;

— 8 (0,6 %) avaient pris du tramadol associé¢ a un autre
opiacé ;

— 72 (5.8 %) avaient consommé un ou plusieurs opiacés
autres que le tramadol.

Parmi les 80 sujets a avoir pris un opiacé autre que le trama-
dol, ou plusieurs opiacés dont parfois le tramadol associé a
une autre substance, on dénombre :

— 11 individus qui ont consommé de I’héroine (objectivée
par la présence de méconine) ;

— 33 sujets qui ont regu de la codéine (présence de codéine
avec un rapport entre la concentration de morphine totale
et la concentration de codéine totale inférieura 1) ;

— 32 personnes qui ont utilisé de la méthadone ;

— 3 individus qui ont été traités par de la dihydrocodéine et
3 autres par de 1'oxycodone ;
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— 1 patient qui a ingéré de la pholcodine et un autre de
I’éthylmorphine ;

— enfin 11 sujets (13,7 %) pour lesquels on ne peut identifier
le produit consommé et chez qui on a mis en évidence de la
morphine libre et/ou conjuguée non associée a de la codéine
ou a de la méconine.

Conclusion

Dans la technique que nous proposons, la préparation de
I’échantillon biologique est rapide puisqu’elle consiste en
une simple extraction en phase solide. Contrairement aux
méthodes basées sur de la chromatographie gazeuse cou-
plée a de la spectrométrie de masse, la méthode UHPLC
déveleppée ne nécessite pas la mise en ceuvre d’une étape
de dérivation, particulierement chronophage. De plus, les
dérivés glucuro-conjugués de la morphine et de la codéine
étant recherchés, une étape d’hydrolyse n’est plus néces-

Tableau 5. Résultats de la validation analytique.

Méthode pour l'identification des opiacés chez I'homme

saire. Or, pour interpréter la toxicité de 1’héroine et de la
morphine [10], il est préférable de séparer les deux déri-
vés glucuroconjugués de la morphine plutét que de doser
la morphine totale, ce qui est réalisable avec une colonne
chromatographique Acquity® HSS-T3 séparant efficace-
ment des composés polaires, tels que la M3G et la M6G,
non retenus par les colonnes apolaires classiques. En un
temps relativement court (19 minutes), la séparation chro-
matographique des composés ayant les mémes transitions
MRM peut se faire.

La validation analytique de la technique répond aux objec-
tifs FDA pour toutes les molécules étudiées a I’exception de
la codéine-6-glucuronide, I'éthylmorphine, la méconine et
la norbuprénorphine. Mais pour ces 4 molécules, la per-
formance analytique de la méthode (justesse, précision,
effets matrices) sera grandement améliorée si on utilise des
standards internes deutérés.

L’identification du (ou des) produit(s) consommé(s) par 80
patients a été effective dans 86 % des cas :

Sensibilité Justesse Répétabilité Précision intermédiaire  Effet matrice
Biais (%) CV (%) CV (%) (n = 25)
Molécules (n=9) (n=9) (n=9)
LOD LOQ Bas Moyen Haut Bas Moyen Haut Bas Moyen Haut Moyenne (%) CV (%)
(rg/l) (pg/L)

6-acétylcodéine 0,25 2,0 16,00 8,29 16,17 2,04 6,82 6,60 19,90 13,56 13,50 34,5 10,75
6AM 0,5 1,0 823 -250 777 784 727 6,26 8,65 9,56 9,90 102,0 3,58
6-B-naltrexol 025 1,0 1052 -892 -143 7,05 6,55 7,70 10,25 8,07 10,01 98,8 6,18
Buprénorphine 025 1,0 10,23 -6,03 296 1057 12,02 11,27 10,57 14,13 1540 96,7 6,04
Codéine 1,0 5,0 358 -649 253 488 6,74 525 7,17 6,74 6,54 102,6 2,95

C6G 5,0 19,75 13,78 19,90 824 7,05 8,57 7,69 12,18 13,32 7,69 454 . 239
Dihydrocodéine 2,0 10,0 553 -954 -341 423 6,16 6,32 423 12,89 10,11 98,8 11,41
EDDP 50 10,0 596 595 700 829 1533 1,10 13,66 1533 1580 96,9 2,94
Ethylmorphine 1,0 - 28,86 7,17 14,11 862 11,31 853 19,94 1523 20,31 76,1 23,59
Hydrocodone 2,0 5,0 274 -520 496 9,18 955 9,68 1455 1224 9,78 106,2 4,80
Hydromorphone 0,5 2,0 184 -8,18 2,06 4,13 5091 6,49 562 1064 9,18 98,6 5,20
Méconine 5,0 - 12,27 5,57 12,36 15,09 9,79 827 25,17 19,06 19,17 40,1 25,22
M3G 1,0 10,0 13,76 -327 747 552 523 6,02 11,50 8,47 9,47 93,3 5,92

M6G 1,0 10,0 5,07 -250 831 464 6,74 557 896 9,66 8,87 102,5 4,61
Méthadone 10 100 1217 -309 567 333 508 641 870 559 876 981 1,47
Morphine 0,5 4,0 835 -660 6,18 6,64 4,24 7,10 664 1145 11,63 99,2 11,24
Naloxone 05 10 1363 250 295 579 4,9 4,82 12,36 11,15 11,29 110,8 6,68 |
Naltrexone 0,5 1,0 885 -275 358 208 6,35 270 3,15 6,35 2,70 103,4 3,98
Norbuprénorphine 0,5 - 22,33 13,29 12,81 2,67 8,94 9,79 894 1081 6,68 1141 11,96
Norcodéine 0,5 4,0 1382 -251 483 13,26 3,66 7,73 1492 10,32 11,19 104,4 10,65
Normorphine 0,5 2,0 16,00 4,37 738 164 8,16 6,59 3,73 11,98 9,05 105,7 - 15,05 N
Noscapine 025 1,0 13,92 2,73 744 520 8,58 6,54 10,32 8,58 11,14 35,9 12,75
|Oxycodone 1,0 20 7,33 -410 909 791 7,71 600 957 1279 8,10 1050 360 |
Papavérine 025 1,0 10,93 0,80 6,54 4,29 5,78 6,84 8,67 11,14 37,5 791
Pholcodine 025 4,0 17,46 18,70 3,554 11,12 7,66 264 1554 1510 264 246,7 9,25

En italique : valeurs « hors-limites ».
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Article original

— la 6-AM, seul biomarqueur spécifique d’une consomma-
tion d’héroine, n’a été retrouvée que chez un seul patient ;
— méme si la méconine est une des 4 substances pour les-
quelles les objectifs analytiques de la méthode n’ont pas
été atteints, son identification correspond malgré tout & une
preuve de consommation d’héroine ;

— la 6-acétylcodéine n’a été retrouvée chez aucun des 80
patients étudiés.

Au total, nous avons validé et développé une méthode de
dosage de 25 dérivés opiacés, accessible en routine, et qui
permet, grice a la grande variabilité des molécules recher-
chées, d’identifier dans 86 % des cas le produit consommé.

Liens d’intéréts :  Les auteurs déclarent ne pas avoir de
lien d’intérét en rapport avec cet article.
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I1.2 — Identification et dosage des opiacés assosi@ux principales drogues illicites

(cocaine, amphétamines, cannabis) dans le sang

Les usagers problématiques d’héroine sont généealerpolyconsommateurs, utilisant
frequemment d’autres drogues illicites, cocaineplaEtamines ou cannabis, qui peuvent

modifier les effets et la pharmacocinétique derbiige.

Nous avons donc développé une technique chromatioiguee dédicacée a lidentification et
au dosage non seulement des opiacés mais aussicdedine et des amphétamines dans le
sang (Publication )2 Les propriétés physicochimiques des cannabisoidgosent une

méthode spécifique d’identification et de dosagéblieation 3.

Les caractéristiques de ces deux méthodes sornpéés de facon sommaire au paragraphe

.3.

[1.2.1 — Identification et dosage de la cocaine,sdepiacés et des amphétamines dans le

sang

En plus des opiacés habituellement consommes, eeitkode permet I'identification et le
dosage de la cocaine et de deux de ses métabtditbenzoylecgonine et le cocaéthyléne,
ainsi que des principales amphétamines: amphéamiméthamphétamine, 3,4-
méthylénedioxyméthamphétamine (MDMA), meéthylenegiarphétamine (MDA), et N-

méthyl-1-(3,4-méthylenedioxyphényl)-2-butamine (MBD

C’est une méthode générique de recherche et dgeldes opiacés, elle ne permet donc pas
de prouver formellement une consommation d’hérgineque ni les alcaloides du pavot - la
papavérine, la noscapine et son principal métaholia méconine - ni le dérivé

glucuroconjugué de la codéine, la codéine-6-glunidiey ne sont mis en évidence.
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Cette technique est similaire a celle décrite danmaragraphe Il.1. en termes de préparation
d’échantillon et de méthode UPLC. Seule la progration du spectrometre de masse change
pour permettre I'analyse de la cocaine, de sesholétss et des dérivés amphétaminiques. On
pourrait se dire qu’il aurait été plus élégantlesgefficace de regrouper en une seule méthode
les techniques décrites aux paragraphes Il.1.2tlICependant, le nombre d’analytes avec
des temps de rétention proches les uns des autneéche ce regroupement. En effet, le

nombre de fragmentations qu’il aurait fallu suiger le méme segment de temps aurait

dépasseé 19, le nombre maximum de transitions gqepdetrometre de masse est capable de

suivre en méme temps.
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Forensic toxicology

DRUGS OF ABUSE IN SERUM BY UHPLC-MS/MS

; VALIDATED QUANTITATIVE SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF COCAINE, OPIATES AND
AMPHETAMINES IN SERUM BY U-HPLC COUPLED
TO TANDEM MASS SPECTROMETRY

N. Dubois’, B. Debrus??, Ph. H

ubert??, C. Charlier'?

v

Key words: Cocaine, opiates, amphetamines, UHPLC-MS/MS method, validation, total error

ABSTRACT

Simultaneous determination of cocaine, opiates
and amphetamines in serum by ultra-high perform-
ance liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) allowed to
replace favourably gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) used until now in our
laboratory. It had to answer to accreditation demand
according to Belgian Accreditation (Belac).

Twenty-one deutereted internal standards were
added to 500pL of serum. Sample pre-treatment
consisted of solid-phase extraction using Oasis
MCX cartridges TmL, 30mg (Waters, Zellik, Belgium).
Chromatographic separation was done on an
Acquity HSS T3 column (2.1 x 100mm, 1.8um,
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Waters). Mobile phase consisted of pH 3 ammonium
formate buffer and of methanol adjusted to pH 3
with formic acid. Compounds were next analysed by
tandem mass spectrometry operated in the multiple
reaction monitoring (MRM) mode.The method was
validated using total error approach.

Twenty-seven drugs were separated in 19
minutes.The linearity of the method was acceptable
in the validated range of concentrations. The bias
and the relative standard deviations for repeatability
and intermediate precision were acceptable. Lower
and upper B-expectation tolerance limits did not
exceed the acceptance limits of 20% for concentra-
tions upper than 20pg/L and 50% for concentrations
lower than 20pg/L. The limits of quantitation were
lower than 7pg/L for all compounds.

INTRODUCTION

The use of drugs of abuse is increasing worldwide
and causing serious social problems.About 3.9% of Eu-
ropean adults would have used cocaine last year (1).
Benzoylecgonine is one of the major metabolites of
cocaine formed by either spontaneous hydrolysis or
by hepatic carboxyesterase enzymes. When cocaine is
co-administered with alcohol, cocaethylene is formed
in the body (2). About 3.1% of European adults would
have used ecstasy and related compounds last year (1).
During the last two decades, the abuse of 3,4-methy-
lenedioxymethamphetamine (MDMA) - prototype
of designer drugs - has increased considerably. Some
homologous compounds with similar effects, such as

Acta Clinica Belgica, 2010; 65-Supplement 1
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methylenedioxyamphetamine  (MDA), methylene-
dioxyethylamphetamine (MDEA) and N-methyl-1-
(3,4-methylenedioxyphenyl)-2-butanamine ~ (MBDB)
have also appeared on the market, but are less often
used (3). The number of opioid users is estimated at
between 1.2 and 1.5 millions in Europe and about
650000 of them would have received substitution
treatment in 2007. Heroin accounts for the greatest
share of morbidity and mortality related to drug use
in the European Union (1). Once in the body, heroin is
very rapidly converted by deacetylation using a plas-
matic esterase to form 6-acetylmorphine (6-MAM),
which is hydrolyzed into morphine with a hepatic
esterase. Morphine is quickly converted to its princi-
pal metabolite, morphine-3-glucuronide (M3G) and
somewhat more slowly to smaller amounts of mor-
phine-6-glucuronide (M6G). According to the report of
the European Monitoring Centre for Drugs and Drug
Addiction published in November 2009 (1), polydrug
patterns are today the norm in Europe and the com-
bined use of different substances is responsible for, or
complicates, most of the problems Europe faces.

To our knowledge only a few methods allowed si-
multaneous determination of drugs of abuse in bio-
logical fluids (4,5,6). The aim of this method was to al-
low simultaneously the quantitative determination of
cocaine and two of its metabolites - benzoylecgonine
and cocaethylene — of amphetamines commonly used
in Europe - amphetamine, methamphetamine, MDMA,
MDA and MBDB - and of heroin and its metabolites -
6-MAM, morphine, M3G and M6G. Others opioids were
added to the method: hydromorphone, pholcodine,
codeine, dihydrocodeine, hydrocodone, oxycodone,
ethylmorphine and drugs used for substitution treat-
ment: methadone and its metabolite 2-ethylidine-
1,5-dimethyl-3,3-diphenidylpyrrolidine ; (EDDP) and
buprenorphine and its metabolite norbuprenorphine.
Naloxone and naltrexone, two narcotic antagonists,
were also quantified. Gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) had been widely used for
many years, (7,8) but, recently, liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
was becoming increasingly important for the quan-
titative determination of drugs of abuse (2-6,9). The
technology we had chosen for the quantification ‘of
27 compounds was the ultra-high performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrom-
etry (UHPLC-MS/MS). It replaced favourably GC-MS
techniques used until now in our laboratory.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals and reagents

Reference materials for all compounds and inter-
nal standards were purchased from LGC Promochem
(Molsheim, France). All standards had a degree of pu-
rity upper than 99%.

Methanol, water and formic acid (LC-MS grade)
were purchased from Biosolve (Valkenswaard, the
Netherlands); citric acid and ammonium formate, at
least of analytical grade, were purchased from Sigma
(Steinheim, Germany), ammonia from VWR. Int. (Leu-
ven, Belgium). Solid phase extraction (SPE) cartridges,
Oasis MCX (30mg, 1mL), were obtained from Waters
(Zellik, Belgium).

Stock solutions and standards

For the preparation of the stock solution of internal
standard, commercial solutions of cocaine-d,, benzo-
ylecgonine-d,, cocaethylene-d,, morphine-d,, codeine-
d,, 6-acetylmorphine-d,, heroin-d,, oxycodone-d,, hy-
dromorphone-d,, dihydrocodeine-d,, hydrocodone-d,,
methadone-d,, EDDP-d,, morphine-6-glucuronide-d,,
morphine-3glucuronide-d,, amphetamine-d;, meth-
amphetamine-d, MDMA-d,, MDA-d,, MBDB-d, and
buprenorphine-d, were diluted in methanol. Concen-
tration of the internal standard stock solution was
Tmg/L for all compounds except for buprenorphine-d,
(100pg/L).

Calibration standards and validation standards
were prepared by spiking drug-free serum with stock
solution containing all the compounds. The first group
of analytes was constituted of amphetamine (AMP),
methamphetamine (MAMP), MDMA, MDA, MBDB,
6;acetylmorphine (6MAM), morphine (MOR), oxyco-
done (OCOD) and hydromorphone (HMOR) ; the sec-
ond group of cocaine (COC), benzoylecgonine (BZE),
cocaethylene (COCET), codeine (COD), norcodeine
(NCOD), 6-acetylcodeine (6ACOD), dihydrocodeine
(DHCOD), hydrocodone (HCOD), ethylmorphine
(EMOR), pholcodine (PHOL), methadone (METHA),
EDDP, M3G, M6G, naloxone and naltrexone and the
third one of buprenorphine (BUP) and norbuprenor-
bhine (NBUP). Group constitution depends on the ex-
pected analyte concentration. Calibration standards
were prepared to obtain final concentration of 2, 5, 10,
20, 40 and 80pg/L for group 1 ; 10, 25, 50, 100, 200
and 400pg/L for group 2 ; 1, 2.5, 5, 10, 20 and 40pg/L
for group 3 ; they were analyzed in duplicate for three
days and were used to establish the calibration curves
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Table 2 — Retention times and MRM transitions of each analyte and internal standard (IS)

Compound Internal std Ret.time  Cone MRM1 Collision MRM2 Collision
(min.) voltage (V) energy energy
: v) V)
mgg:: - g:gg 39 465.10>289.20 33 - -
m:g mgg::z LEBA0 39 462.25>462.25 12 462.25>286.25 33
Pholcodine Morphine-d, 3.00 35 399.20>399.20 10 399.2>114.10 31
Morphine-d, - 3.40 35 289.05>201.20 28 - -
Morphine Morphine-d, 3.41 35 286.10>286.10 12 286.10>201.10 29
Hydromorphone-d, - 4.18 35 289.10>185.10 28 - -
Hydromorphone Hydromorphone-d, 4.20 35 286.10>286.10 12 286.10>185.00 31
Norcodeine Codeine-d, 6.42 30 286.20>286.25 10 286.20>268.15 20
Dihydrocodeine-d, - 6.42 30 308.15>202.15 32 - -
Dihydrocodeine Dihydrocodéine-d, 6.44 30 302.15>302.15 9 302.15>199.15 32
Codeine-d, - 6.50 35 303.15>215.15 25 -
Codeine Codeine-d, 6.52 35 300.15>300.15 13 300.15>215.15 25
Naloxone Codeine-d, 6.62 27 328.10>328.30 8 328.10>114.10 20
Oxycodone-d, - 7.01 28 319.10>301.25 18 - -
Oxycodone Oxycodone-d, 7.03 28 316.25>298.30 19 316.25>241.25 30
Hydrocodone-d, - 733 35 303.15>215.15 25 - =
Hydrocodone Hydrocodone-d, 735 39 300.15>300.15 13 300.15>215.15 25
Amphetamine-d; - 6.85 16 144.00>127.10 8 - -
Amphetamine Amphetamine-d, 6.87 16 136.00>119.10 8 136.00>91.00 16
Methamphetamine-d, - 734 19 158.00>124.05 m - -
Methamphetamine Methamphetamine-d, 7.36 19 150.00>119.10 1l 150.00>91.00 20
Naltrexone Codeine-d, 7.42 27 342.15>342.15 10 342.15>324.15 21
MDA-d, - 7.47 15 185.00>168.05 1 - -
MDA MDA-d, 7.49 15 180.00>163.10 1 180.00>105.00 23
6-MAM-d, - 761 39 331.20>211.10 24 - =
6-MAM 6-MAM-d, 763 39 328.20>211.10 24 328.20>165.10 40
MDMA-d, - 7.70 20 199.05>165.05 13 - -
MDMA MDMA-d, 7.72 20 194.05>163.05 13 194.05>105.00 24
Ethylmorphine Codeine-d, 8.19 35 314.25>314.30 12 - -
Benzoylecgonine-d, - 8.88 26 293.00>171.10 18 - -
Benzoylecgonine Benzoylecgonine-d, ; 8.90 . 26 , 290.20>168.15 18 .. 290,20>105.10. - 30
MBDB-d, - 8.98 18 213.10>179.10 1 - -
MBDB MBDB-d, 9.00 18 208.20>177.15 1 208.20>135.10 1
Acetylcodeine Codeine-d, 9.43 -, 40 342.30>342.30 1 342.30>225.25 28
Cocaine-d, - 9.55 27 307.10>185.10 21 - -
Cocaine Cocaine-d, 9.57 27 304.20>182.15 21 304.20>82.15 32
Cocaethylene-d, - 10.43 30 321.15>199.15 19 - =
Cocaethylene Cocaethylene-d, 10.45 30 318.25>196.20 19 318.25>82.15 30
Buprenorphine-d, - 11.98 60  472.20>400.20 42 - =
Buprenorphine Buprenorphine-d, 12.00 60 ;  468.15>414.15 36 468.15>396.15 42
Norbuprenorphine Buprenorphine-d, 11.14 60 414.40>101.10 35 414.40>83.10 65
EDDP-d, = 11.57 35 281.15>249.20 24 - -
EDDP EDDP-d, 11.59 35 278.15>249.20 24 278.15>234.10 32
Methadone-d, - 12.82 25 313.20>268.20 15 - -
Methadone Methadone-d, 12.84 25 310.20>310.20 5 310.20>265.20 15
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Figure 1 Chromatogram example of an extracted spiked serum

Trueness is expressed in terms of relative bias (system-
atic error) (11). Trueness was acceptable for all com-
pounds, since the relative biases were always smaller
than 19% for concentrations lower than 20pg/L and
than 12% for concentrations upper than 20pg/L. Re-
sults are presented in Table2.

The precision was determined by computing the
Relative Standard Deviations (RSDs) for repeatability
and intermediate precision at each concentration level

of the validation standards (13). They did not exceed
20% for concentrations lower than 20pg/L and 8%
for concentrations upper than 20pg/L for repeatabil-
ity; they did not exceed 30% for concentrations lower
than 20pg/L and 15% for concentrations upper than
20pg/L for intermediate precision. RSDs are presented
in Table2.

The uncertainty characterizes the dispersion of
the values that could reasonably be attributed to the
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Table 3 Trueness, precision, uncertainty of measurement, lower- and upper- limit of quantitation

Group 1
Target AMP MAMP MDMA. MDA MBDB 6MAM MOR ocop HMOR
conc.
b/l
Trueness 10 2.77 0.00 1151 1534 2.15 18.43 -2.58 7.87 1218
Relative:bias (%) 20 -387 -9.79 2m 1.90 -3.98 1.50 -8.21 1.79 -8.72
40 1.70 -0.13 145 139 0.06 177 -3.58 3.42 242
60 367 0.8 163 051 430 321 -0.40 6.26 2.4
10.0 062 285 1.22 227 282 -1.79 -0.41 3.70 -3.30
300 6.81 6.05 578 5.52 463 5.25 3.43 238 6.83
60.0 8.81 447 485 7.32 4.90 428 7.36 3.14 232
100.0 487 251 6.40 6.71 2.69 5.26 9.24 085 6.52
Intra-assay precision 1.0 10.65 6.69 2.86 6.59 5.71 7.19 10.87 1.88 7.24
{‘;ggi/fj""“y 20 3.15 414 292 234 285 450 5.90 565 5.57
40 5.09 450 258 5.11 352 2.47 337 6.15 839
60 6.78 409 473 5.44 4.49 364 3.47 0.56 3.90
100 SAT 2.84 219 334 401 266 234 135 162
300 233 477 304 3.41 312 167 162 161 1.95
60.0 1.89 1.09 186 230 2.41 181 205 0.77 1.1
100.0 2.83 221 3.78 419 369 356 538 2.24 523
Inter-assay precision 1.0 14.02 41.92 1443 10.89 26.99 11.99 48.71 9.78 97.67
Intermediate
precision (RSD%) 20 8.50 22.74 423 10.72 1962 450 3347 8.73 50.73
40 5.18 1068 258 6.80 8.74 2.87 10.72 7.07 3491
60 835 1156 473 9.10 1266 364 8.25 10.19 22.42
10.0 1007 7.90 7.06 865 1267 531 5.27 7.13 15.63
300 543 477 452 6.47 7.25 176 5.99 5.36 423
60.0 495 5.70 204 432 273 181 3.08 3.50 6.65
100.0 567 10.28 8.53 14.87 13.07 5.44 632 6.57 8.28
Uncertainty 10 30.79 96.59 3321 2437 62.10 26.85 112.00 22,51 225.4
Ef,lfet,“t’;::‘)fad)ed 20 19.41 5238 9.38 2466 4523 9.49 77.10 19.45 170
40 10.96 2429 544 1495 19.91 6.20 24,54 15.25 80.22
60 18.20 26.41 9.98 2037 2894 767 18.78 2353 5165
100 2317 18.04 16.17 19.73 29.02 12.07 11.97 16.42 36.07
300 1234 10.05 10.02 14,60 16.47 3.76 13.75 12.29 9.60
60.0 11.28 1317 439 « 974 5.89 382 685" " 804 15.08
100.0 12.83 2367 1937 3414 29.97 12.11 13.81 15.01 18.49
LOL (pg/L) 1.0 26 10 10 20 10 32 10 7.3
UQL (ug/L) 100.0 706 894 ' 665 786 100.0 98.5 100.0 85.8

Legend: AMP = amphetamine, MAMP = methamphetamine, 6MAM = 6-acetylmorphine, MOR = morphine, OCOD = oxycodone, HMOR = hydromor-

phone
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Group 2
Target coc BZE COCET  COD NCOD  6ACOD DHCOD HCOD  EMOR PHOL
conc.
pg/L
Trueness 5.0 6.75 3.13 -2.09 14.49 12.25 295 -28.38 5.77 4.86 16.77
Relative bias (%) 10.0 -6.26 -5.98 -7.29 284 313 -6.44 -12.21 2.41 -2.80 6.32
300 -5.60 863 -2.24 112 -3.46 235 479 367 1.25 8.17
150.0 4132 -3.24 0.16 2.57 267 -6.54 9.18 0.68 3.92 -0.85
300 3.16 2.36 2.04 396 351 s 6.62 -0.14 - -
500 4.23 1.46 -2.26 0.15 ) s 222 A,27 - -
Intra-assay 50 8.74 9.17 7.04 3.1 531 10.26 461 2.59 6.09 1291
precision 10.0 3.83 5.56 2.50 2.75 2.99 5.83 3.72 321 6.55 6.49
Repeatability (RSD%) | 39 3.44 318 3.49 458 6.59 495 430 5.79 421 384
150.0 403 409 5.88 21 ‘762 6.38 0.72 122 5.15 485
300.0 3.55 362 2.85 1.51 6.40 = 0.89 304 5 2
500.0 452 4.02 2.44 2.29 = < 2.76 3.23 - =
Inter-assay 50 | 1493, 2931 12.76 145 24.00 10.26, 461 471 27.51 1435
precision- B 10.0 415 1136 418 6.79 13.03 583 435 481 10.90 7.13
'("‘(‘Selg';‘,id'a‘e precision | 3pjp 365 3.18 6.26 458 7.19 503 5.48 5.79 4.43 6.19
: 150.0 490 436 588 5.60 9.33 6.38 1.16 1.55 6.94 5.13
300.0 355 362 3.40 5.42 6.40 - 1.42 368 = =
500.0 477 5.59 2.44 8.42 - - 7.64 3.90 . -
Uncertainty 50 3348 67.14 2872 3335 55.24 2163 9.72 10.59 63.28 30.83
Relative expended 10.0 8.88 25.71 937 15.47 29.96 1230 9.41 10.68 24.41 15.29
uncertainty (%) 300 7.79 6.87 14.09 9.66 15.41 1063 11.98 12.21 9.44 13.82
150.0 1067 9.31 12.40 12.77 20.32 13.78 2.59 338 15.28 11.00
300.0 7.49 7.62 737 12.44 13.48 - 3.17 8.00 2 =
500.0 10.15 1233 5.15 1931 - . 17.46 8.48 : 5
LQL (pg/L) 50 6.9 50 5.0 72 50 5.0 50 6.8 50
UQL (pg/L) 500.0 500.0 500.0 500.0 300.0 150.0 500.0 500.0 150.0 150.0

Legend: COC = cocaine, BZE = benzoylecgonine, COCET = cocaethylene, COD = codeine, NCOD = norcodeine, 6ACOD = 6-acetylcodeine, DHCOD =

dihydrocodeine, HCOD = hydrocodone, EMOR = ethylmorphine, PHOL = pholcodine.

Group 2 (continued) and group 3

Target METHA EDDP M3G M6G Naloxone  Naltrexone | Target conc.| BUP NBUP
conc. pg/L
pg/L
Trueness 50 -9.46 -7.47 13.78 133 7.11 1364 0.5 15.11 10.10
Relative bias (%) | 10,0 -13.23 -10.2 -4.80 -7.25 -433 2.39 1.0 935 -6.12
300 -5.99 -0.11 -463 1.23 165 -2.42 30 -7.69 6.91
150.0 -6.95 3.51 213 -0.41 266 0.05 15.0 -3.64 814
300.0 -1.90 3.85 339 301 -167 322 30.0 261 2.6
500.0 217 -1.94 -0.42 -3.21 7.27 0.57 50.0 -497 -3.84
Intra-assay preci-| 5.0 10.36 13.54 11.94 20.91 11.95 13.54 05 981 34.70
sion 10.0 596 6.28 6.55 593 5.89 295 10 7.84 11.18
Repeatability
(RsD%) 300 409 6.69 347 9.43 6.00 7.96 30 8.80 9.46
150.0 6.56 511 6.66 5.85 6.89 7.82 15.0 6.11 813
300.0 301 6.02 436 7.04 6.11 5.74 300 5.75 7.57
500.0 5.86 485 5.97 5.14 332 236 50.0 5.76 9.50
Inter-assay preci-| 5.0 19.53 17.28 26.77 20.91 21.25 24.01 0.5 3391 3734
mtermz‘é’i:te - 100 6.43 7.95 10.96 7.14 896 8.60 1.0 12.12 20,63
cision (RSD%) | 300 551 6.74 427 13.75 6.48 891 30 8.80 9.46
150.0 7.15 5.42 7.36 7.05 6.89 10.46 15.0 6.11 8.44
300.0 301 6.02 436 8.86 6.16 6.61 300 5.75 757
500.0 5.86 6.32 6.78 5.98 332 3.13 50.0 8.04 9.50
Uncertainty 50 4404 37.82 60.79 44,08 47.85 54.06 05 77.90 79.79
Rsfc‘;‘:tea?r’:fe";ed 100 13.75 17.38 2456 15.52 19.93 19.65 1.0 27.14 4675
%) | 300 12.13 14.23 9.29 30.49 13.85 19.15 30 18.67 20.06
150.0 15.32 11.56 15.79 15.38 14.62 23.01 150 12.87 18.16
3000 6.35 1277 9.19 19.63 13.00 14.28 300 1213 16.07
500.0 12.36 13.85 14.61 12.98 6.99 6.89 50.0 17.76 20.16
LQL (ug/L) 50 50 6.9 50 50 6.4 08 08
UQL (pg/l) 500.0 500.0 500.0 500.0 500.0 500.0 50.0 50.0

Legend: METHA = methadone, M3G = morphine-3-glucuronide, M6G = morphine-6-glucuronide, BUP = buprenorphine, NBUP = norbuprenorphine.
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Figure 2 —Accuracy profiles for each analyte
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Legend: The plain line is the relative bias, the dashed lines are the B-expectation tolerance limits and the dotted curves represent the acceptance
limits (20%). The dots represent the relative back-calculated concentrations and are plotted with respect to their targeted concentration.

measurand. The expanded uncertainty represents an
interval around the results where the unknown true
value can be observed with a confidence level of 95%.
The relative expanded uncertainties (%) are obtained
by dividing the corresponding expanded uncertainties
with the corresponding introduced concentrations.
Values for each analyte are presented in Table 2.

The total error evaluates the ability of the method
to produce accurate results. Thus, the total error es-
timation of a procedure is fundamental to assess the
validity of the method. Total error is the sum of true-
ness and precision, and is clearly a good indicator of
results accuracy. The accuracy expresses the closeness
of agreement between the value found and the value
which is accepted either as a conventional true value
or an accepted reference value (12,13).

The accuracy profile is obtained by joining the ex-
tremes of the 87.5% interval, i.e. the interval that will
contain 87.5% of the future individual results. The ac-
ceptance limits were set at + 20% for concentrations
upper than 20pg/L and at = 50% for concentrations
lower than 20pg/L. As shown in Figure2, the relative
upper and lower B-expectation tolerance intervals did
not exceed the acceptance limits for each compound
in the dosing range.

The intersections between the accuracy profile and
the acceptance limits define the lower limit of quanti-

tation (LQL) as well as the upper limit of quantitation
(UQL) (12,13). LQL and UQL of all compounds are pre-
sented in Table2.

DISCUSSION

Sample pre-treatment was fairly rapid; it consisted
in a simple solid-phase extraction proced'ure. Contrary
to GC-MS method, UHPLC method did not require de-
rivatization of the sample which is time-consuming.
Glucuronide conjugated compounds of morphine were
monitored in the method, therefore hydrolysis step
was not necessary anymore. We were not able to vali-
date heroin analysis with this method; actually, heroin
is not stable at room temperature, so sample had to be
analysed as rapidly as possible; furthermore, it is not
stable at basic pH, elution step during SPE should be
adapted (9). The use of an Acquity HSS T3 column al-
lowed separating efficiently polar compounds (notably
morphine-6-glucuronide and morphine-3-glucuronide)
contrary to a classical C18 column. UHPLC technology
allowed to obtain very good and reproducible chro-
matographic separation in a fairly short time, it was
important to have a separation as good as possible to
be able to measure two MRM by analyte in the mass
spectrometer ; indeed, only 19 MRM channels can be
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measured by time function. The MS method was di-
vided in five time functions and MRM dwell times were
adjusted to maximize sensitivity.

The quantitative determination of cocaine, opiates
and amphetamines in serum answered to our objec-
tives : function responses were established for each
analyte, method presented an acceptable linearity :
from LQL to 500pg/l for cocaine, benzoylecgonine,
cocaethylene, codeine, dihydrocodeine, methadone,
EDDP, M3G, M6G, naloxone and naltrexone ; from LQL
to 300pg/L for norcodeine ; from LQL to 150pg/L for
6-acetylcodeine, ethylmorphine and pholcodine, from
LQL to about 100pg/L for amphetamine, metham-
phetamine, MDMA, MDA, MBDB, 6-acetylmorphine,
morphine, oxycodone and hydromorphone; from LQL
to 50pg/I for buprenorphine and norbuprenorphine. Bi-
ases were smaller than 19% for concentrations lower
than 20pg/L and than 12% for concentrations upper
than 20pg/L. For repeatability, RSDs did not exceed
20% for concentrations lower than 20pg/L and 8% for
concentrations upper than 20pg/L; they did not ex-
ceed 30% for concentrations lower than 20pg/L and
15% for concentrations upper than 20pg/L for inter-
mediate precision. The lower and upper 3-expectation
tolerance limit did not exceed the acceptance limits
(20% for concentrations lower than 20pg/L, 50% for
concentrations upper than 20pg/L) at 87.5% level. The
lower limit of quantitation was lower than 7pg/L for
each compound which was quiet better than LQL gen-
erally obtained by GC-MS technology.

CONCLUSION

In order to detect easily and rapidly narcotic sub-
stances responsible for addiction and/ar intoxicatien,
we developed a method which allowed quantifying
simultaneously 27 compounds belonging to cocaine,
opiates or amphetamines chemical family in serurh
by UHPLC-MS/MS. This method is fully validated us-
ing total error approach which is a really innovative
procedure for analytical validation in toxicological
laboratories. Finally, this method could be used as a
generic method to identify and quantify ones of the
most common drugs of abuse in human serum.

Acta Clinica Belgica, 2010; 65-Supplement 1
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11.2.2 — Identification et dosage du cannabis dalessang

Exclusivement réservée a la mise en évidence dtoresommation de cannabis, cette
méthode permet de quantifier 1a9-tétrahydrocannbinol (THC) ainsi que ses deux
métabolites principaux le 11-hydroxytétrahydrocdmnal (THC-OH) et le 11-nor-9-carboxy-

A9-tétrahydrocannabinol (THC-COOH).

La chromatographie liquide ultra-haute pressiomt@Eria la spectrométrie de masse offre une
séparation rapide du THC et de ses métabolitesiii@tes). La limite de quantification est
inférieure ou égale a 1 pg/L pour tous les compokaslinéarité est acceptable dans le
domaine de concentrations validé (de 0.5 a 50 pgllr le THC et pour le THC-OH et de 1.1

a 100 pg/L pour le THC-COOH). Le biais est infériaul3% et les coefficients de variation
de répétabilité et de précision intermédiaire ngadéent pas 15%. Les bornes inférieure et
supérieure de lintervalle de toléranfene dépassent pas les limites d’acceptation de 20%
pour les concentrations supérieures a 2 pg/L ppdHC et le THC-OH et a 4 pg/L pour le
THC-COOH. Les limites d’acceptation sont fixée0&a3pour les concentrations inférieures a

2 ug/L pour le THC et le THC-OH et a 4 pug/L pouifldC-COOH.

La méthode a été validée a I'aide du logiciel eaidyArlenda).
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In Belgium, driving under the infi (DUI) of bis is prohib-
ited and has severe legal consequences for the driver if the blood
plasma concentration of A°-tetrahydrocannabinol (THC) exceeds
1 pg/L. A method to quantify low concentrations of THC and its
hydroxylated (THC-OH) and carboxylated (THC-COOH) metabolites in
plasma was developed for DUI but also for other applications. Ultra-
high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrom-
etry seems to be a very convenient method to combine fast chroma-
tographic separation and good sensitivity. The method was
validated according to total error approach. Chromatographic separ-
ation was achieved in a 3-min total run time. The limits of quantita-
tion were lower or equal to 1 pg/L for all compounds. The linearity
of the method was acceptable in the validated range of concentra-
tions (from 0.5 to 50 pg/L for THC, from 0.9 to 50 pg/L for THC-OH
and from 1.1 to 100 pg/L for THC-COOH). The biases were lower
than 13%, and the relative standard deviations for repeatability
and intermediate precision did not exceed 15%. Lower and upper
B-expectation tolerance limits did not exceed the acceptance limits
of 20% for concentrations higher than 2 pg/L for THC and THC-OH
and higher than 4 pg/L for THC-COOH. The acceptance limits were
30% for THC and THC-OH concentrations lower than 2 pg/L and for
THC-COOH concentrations lower than 4 pg/L.

Introduction

Cannabis is the most widely used illicit drug worldwide (1, 2).
A‘J-'I‘c(r’.\hydr()cunnuhin()lic acid (THCA-A) is the precursor of
A’-tetrahydrocannabinol (THC), the most psychoactive compo-
nent of marijuana and hashish. When cannabis products are
heated before or during consumption (i.e., smoking, vaporizing,
tea, or baked products), the non-psychoactive THCA-A is con-
verted by decarboxylation to THC (3, 4). THC is very lipophilic,
and after entering the lungs, it dissolves quickly in pulmonary
surfactant, enabling rapid passage into the bloodstream (5).
THC is metabolized by hepatic cytochromes P450 2C9
and 2C19 to 11-hydroxytetrahydrocannabinol (THC-OH),
which is also psychoactive (6, 7). It is further oxidized to
11-nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabinol  (THC-COOH), an
inactive metabolite, mainly by CYP2C9 liver enzymes (8, 9).
Since 1999, driving under the influence of cannabis has been
prohibited in Belgium, and the driver can be checked first by
roadside testing (saliva) and, as confirmation, by blood analysis.
The analytical level considered positive for THC concentration
in plasma by Belgian authorities is 1 pg/L (10).

Several methods have been described to quantify simultan-
eously THC and its two major metabolites THC-OH and
THC-COOH in blood. Gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) has been used for a long time and is
still the reference method to quantify THC in biological ma-
trixes (2, 7, 11-13). For a few years, liquid chromatography
(LC) coupled to MS was developed for THC determination.
LC—-MS offers very good results with a simpler sample pretreat-
ment, because no derivatization step is required, and with
shorter chromatographic run-times (8, 9, 14-16). In 2005, the
arrival of ultra-high-pressure liquid chromatography (UHPLC)
coupled to tandem MS allowed even more rapid chromato-
graphic separation and a better sensitivity (17, 18).

Materials and Methods

Chemicals and reagents

Reference materials for all compounds and internal standards
were purchased from LGC Promochem (Molsheim, France). All
standards had a degree of purity higher than 99%.

Hexane (analysis grade) was purchased from Lab-scan
Analytical Sciences (Gliwice, Poland); methanol and water
(LC-MS grade) were purchased from Biosolve (Valkenswaard,
the Netherlands); ammonium bicarbonate, of at least analytical
grade, was purchased from Sigma-Aldfich  (Steinheim,
Germany); ethyl acetate and ammonia were from VWR
(Leuven, Belgium).

Stock solutions and standards

For the preparation of the internal standard (IS) stock solution,
commercial  solutions  of THC-d;, THC-OH-dj, and
THC-COOH-d; were diluted in methanol. The concentration of
the IS stock solution was 1.67 mg/L for THC-d; and
THC-OH-d ;3 and 3.33 mg/L for THC-COOH-d.

Calibration standards and validation standards were prepared
by fortifying drug-free plasma with stock solution containing
all the compounds. Calibration standards were prepared to
obtain final concentrations of 0.83, 2.08, 4.17, 8.33, 20.83, and
41.67 pg/L for THC and THC-OH and concentrations of 1.67,
4.17, 8.33, 16.67, 41.67, and 83.33 pg/L for THC-COOH. The
calibration standards were analyzed in duplicate for three days
and were used to establish the calibration curves (response
function). The concentrations of the validation standards were
0.5, 1, 2, 10, and 50 pg/L for THC and THC-OH and 1, 2, 4, 20,

¢ The Author |2012]. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissionsi¢ oup.com
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and 100 pg/L for THC-COOH. The validation standards were
analyzed in triplicate for three days and were used to estimate
the validation parameters and thus the method limits. Stock
solutions for calibration and validation standards were prepared
independently. An extract of drug-free plasma was also pre-
pared for each run. Internal quality controls (BTMF) purchased
from LGC Promochem (Molsheim, France) were included in
each batch.

Sample pretreatment

Ten microliters of IS solution was added to 500 pL of plasma.
After addition of 100 pL of a 10% acetic acid solution, sample
was extracted with 5mL of a mixture of hexane and ethyl
acetate (90:10, v/v).

The aqueous phase was discarded, the organic layer was eva-
porated to dryness under gentle nitrogen flow at 40°C and
reconstituted with 100 pL of a mixture of H,O and methanol
(80:20, v/v). Ten microliters was injected into the column.

Instrumentation

Analysis was performed on an UPLC Acquity coupled to a
tandem MS (Quattro Premier XE (Waters, Zellik, Belgium). The
chromatographic separation was done on an Acquity Cg
column (1.8 pm, 50x2.1-mm id., Waters) equipped with an
online filter at 40 C. Gradient elution was performed at a con-
stant flow of 0.45 mL/min, using a mixture of 10 mM ammo-
nium bicarbonate in water (pH 10) and methanol, as described
in Table L.

After chromatographic separation, compounds were analyzed
in the tandem MS operated in the positive electrospray mode
at 1.0 kV, at a source temperature of 120°C and at a desolvata-
tion temperature of 350°C. The collision gas flow was set at
50 L/h and the desolvatation gas flow at 800 L/h. The MS
method was divided into three functions depending on the re-
tention times of the analytes. Two transitions for each com-
pound were monitored in the multiple reaction monitoring

Table |

UHPLC Elution Gradient™

Time (min) A% B%
0.0 50.0 50.0
03 50.0 50.0
20 5.0 95.0
25 50 95.0
30 50.0 50.0

* A, 10 mM ammonium bicarbonate, pH 10 and B, methanal

(MRM) mode. lon ratio of each analyte was measured and com-
pared to its acceptance limits to check compound identifica-
tion (Table II). Acceptance limits for ion ratios are based on
European Commission decision (19).

Method validation

According to ISO17025 and the guidelines of the French
Society of Pharmaceutical Sciences and Techniques (SFSTP),
the present method was fully validated using total error ap-
proach (20-22). The e-noval software V3.0 (Arlenda, Liege,
Belgium) was used to compute all validation results and to
build the accuracy profiles.

Results and Discussion

Elution was carried out using a segmented gradient of 3 min.
Compounds were well separated, with retention times from 1.5
to 2.5 min. UHPLC offered a much shorter run-time in compari-
son with classical LC method (8. 16). A chromatogram of an
extracted, fortified plasma sample is presented in Figure 1. The
MS method was divided into three time functions, and MRM
dwell times were adjusted to maximize sensitivity.

The response function is within the range of the existing
relationship between the response (signal) and the concentra-
tion of the analyte in the sample (21). It was built from the
calibration standards. The response function was a weighted
quadratic regression for THC and a weighted linear regression
for THC-OH and THC-COOH.

The linearity is the method’s ability to obtain results directly
proportional to the concentrations of the analyte in the sample
(21). The method presents a good linearity for each com-
pound: from 0.5 to 50 pg/L for THC, from 0.9 to 50 pg/L for
THC-OH, and from 1.1 to 100 pg/L for THC-COOH.

The trueness expresses the closeness of agreement between
the mean value obtained from the validation standards and the
value that is accepted either as a conventional true value or an
accepted reference value. Trueness is expressed in terms of
relative bias (systematic error) (21). Trueness was acceptable
for all compounds because the relative biases were alw
lower than 13%. Results are presented in Table 111

The precision was determined by computing the relative
standard deviations (RSDs) for repeatability and intermediate
precision at each concentration of the validation standards
(23). They did not exceed 9% for repeatability and 15% for
intermediate precision. RSDs are presented in Table 111

ays

The uncertainty characterizes the dispersion of the values
that could reasonably be attributed to the measurand. The

Table Il
Retention Times and MRM Transitions of Each Analyte and Internal Standard (IS)

Acceptance Limits for lon Ratio (%)

Compound Ret. Time {min) Cone Voltage (V) MRM1 (Quantifier) Collision Energy (V) MRM2 (Qualifier) Collision Energy (V) MRM1/MRM2
THC-ds (IS) 247 30 318.40 > 196.35 24

THC 30 315.40 > 193.35 24 315.40 > 123.25 35 78.1-117.2
THC-0H-d; (IS) 2.16 30 334.20 > 316.30 17

THC-OH 30 331.20 > 313.30 15 331.20 > 193.20 25 351.3-585.4
THC-COOH-d; (IS) 1.69 32 348.35 > 302.40 20

THC-COOH 32 345.35 > 299.40 20 345.35 > 327.40 17 102.1-153.2
26 Dubois et al
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SEGMENT | (THC-COOH-d;, THC-COOH)

Table Il

"I:‘J’"‘—"‘—" Y _- T Trueness, Precision, Uncertainty of Measurement, Lower and Upper Limit of Quantitation for
L Plasma Determination of THC, THC-OH, and THC-COOH by UHPLC-MS-MS (1 = 9}
Ls Target Conc. Target Conc.
(/L) THC THC-OH  (pg/L) THC-COOH
6% 0% 07 10 12 1% 1) 200 22 1% 275 30 3 Trueness 05 -4729 8.97 10 769
P ™ SR e Relative bias (%) 10 1261 1278 20 10.45
20 070 0.32 40 0.77
f 10.0 10.60 7.02 20.0 9.48
1 .,,J ) 50.0 165 259 1000 4.60
BN e Intraassay precision 05 544 4.80 1.0 B.46
03 03 07 100 124 18 175 200 225 25 275 300 328 'lRSD‘V) ;g 2?? ;23;3 12;8 g;:
1108%_Can 305235 | Wk 1 3 Crammen £S5+ A i i :
oo i ] 100 355 283 200 4.29
A 50.0 366 2.02 100.0 3.34
. o | Interassay precision 05 943 14.17 1.0 12.83
BT ",.a,’.,,, Intermediate precision 10 8.22 6.50 20 8.96
13 3 0) CAN (RSD%) 20 6.17 359 40 6.22
025 08 O07¢ 100 125 18 178 200 225 2% 275 300 2325 10.0 383 2.94 200 532
Time (min) 50.0 582 225 100.0 4.80
Uncertainty 0.5 2115 3242 1.0 28.60
SEGMENT 2 (THC-OH-ds;, THC-OH) Relative expended 10 1832  14.88 20 2011
e = . uncertainty (% 20 1300 757 40 1351
s " B 100 819 625 200 11.61
50.0 12.99 484 100.0 10.61
| LOD (ng/L) 02 03 03
-~ I 1100 {g/L) 05 09 11
| uLoa (/L) 500 500 100.0
o% ok 0% 1k 1k ik 1% I 38 2k 2% 3k 3%
110330_CAN w23 2 MM 01 Crareen S+
100, I !J‘Z"YJJ(V.:.:::
] F‘ The total error evaluates the ability of the method to
i M produce accurate results. Thus, the total error estimation of a
OB ok ok W 1k 1% 1% 2R 3k Ik R WoE procedure is fundamental to assess the validity of the method.
w ‘," HzeIRAcRoon Total error is the sum of trueness and precision, and it is
clearly a good indicator of results accuracy. The accuracy
“ expresses the closeness of agreement between the value found
J| 1> and the value that is accepted either as a conventional true
[] 0% o7 100 128 15 178 200 228 280 275 300 9328

Time (min)
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Figure 1. Chromatogram example of an extracted, fortified plasma (THC, THC-OH =
2.08 pg/L, THC-COOH = 4.17 ug/L).

expanded uncertainty represents an interval around the results
where the unknown true value can be observed with a confi-
dence level of 95%. The relative expanded uncertainties (%)
are obtained by dividing the corresponding expanded uncer-
tainties with the corresponding introduced concentrations.
Values for each analyte are presented in Table 111

value or an accepted reference value (22, 23).

The accuracy profile is obtained by joining the extremes of
the 87.5% interval, that is, the interval that will contain 87.5%
of the future individual results. The acceptance limits were
+ 20% for concentrations higher than 2 pg/L and + 30% for
concentrations lower than 2 pg/L for THC and THC-OH; they
were set at +20% for concentrations higher than 4 pg/L
and at +30% for concentrations lower than 4 pg/L for
THC-COOH. As shown in Figure 2, the relative upper and
lower B-expectation tolerance intervals did not exceed the
acceptance limits for each compound in the dosing range.

The intersections between the accuracy profile and the
acceptance limits define the lower limit of quantitation (LQL)
as well as the upper limit of quantitation (UQL) (22, 23). The
limit of detection (LOD) is the smallest quantity of the sub-
stance that can be detected, but not accurately quantified in
the sample; it is one-third of the limit of quantitation. LOD,
LQL, and UQL of the three compounds are presented in
Table III. The LQL was lower than 1.1 pg/L for each com-
pound, which is better than LQL generally obtained by GC-MS
technology.

The selectivity is the method’s ability to measure unequivo-
cally and to differentiate the analyte(s) in the presence of
components which may be expected to be present (22, 23).
An extract of drug-free plasma (from different sources) was
prepared for each run, and samples spiked with possibly inter-
fering compounds (6 different amphetamines, cocaine and its
main  metabolite  benzoylecgonine, and 27 opiates) were

Validation of the Quantitative Determination of Tetrahydrocannabinol and Its Two Major Metabolites 27
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Accuracy Profile
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Figure 2. Accuracy profiles obtained for THC, THC-OH, and THC-COOH with e-noval
validation software. The plain line is the relative bias, the dashed lines are the
B-expectation tolerance limits (87.5%), and the dotted curves represent the
acceptance limits [30% for concentrations lower than 2 wg/L (4 pg/L for
THC-COOH) and 20% for concentrations higher than 2 pg/L (4 pg/L for
THC-COOH)]. The dots represent the relative back-calculated concentrations and are
plotted with respect to their targeted concentration
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injected; real samples containing other drugs than cannabis
were analyzed. No interferences were found.

Matrix effect was analyzed by post-column infusion
technique. Analytes were infused post-column via a T-shaped
connector at a steady rate of 20 pL/min into the UHPLC eluant
stream. At the same time, 10 pL of blank serum extracts were
injected. Ten sources of blank samples were evaluated. lon
suppression effect was lower than 10% (24).

Stability of plasma specimens was tested on real samples. Ten
samples were stored at a temperature between 2 and 8 C and
analyzed after 7 and 14 days; they were still stable after 14 days.
Stability of the drug extracts was tested on internal QC and
real samples; they were stable at least five days at 10°C (tem-
perature of the sample unit).

Our laboratory took part five times in external QC program
BTMF lllicit Drugs in Serum from Arvecon (Waldorf, Germany)
and obtained successful results (z-score < 2).

Thirty-six real samples were analyzed in 3 months; 21 were
negative and 15 were positive for at least THC-COOH.
Concentrations  ranged between 0 and 3.6 ug/L for THC,
between 0 and 3.6 pg/L for THC-OH, and between 1.7 and
41.4 pg/L for THC-COOH.

Conclusions

UHPLC technique coupled to tandem MS is a very convenient
method for rapid, specific, and sensitive quantitative determin-
ation of THC, THC-OH, and THC-COOH in plasma. The sample
pre-treatment is simple and the three compounds of interest are
separated in 3 min. In 2008, Jamey et al. (17) developed a
method similar to the proposed method. They used the same
apparatus, a column with same physicochemical properties but
two times longer, and a mobile phase containing formic acid
(pH 2.6) and acetonitrile, whereas we used basic buffer and
methanol. They achieved chromatographic separation in 10 min
and used a sample volume twice as large compared to our
method. Our method is more rapid and needs smaller sample
volume, which is appreciable when many DUI analyses have to
be performed. Finally, this method was successfully analytically
validated using total error approach, which is a really innovative
procedure for analytical validation in toxicological laboratories.
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1.3 — Présentation sommaire des principales caraétistiques analytique des trois

méthodes développées dans le cadre de ce travail

Afin de permettre au lecteur d’apprécier rapidemiest performances analytiques des 3

méthodes évoquées ci-avant, nous avons résumeckadeéristiques dans les tables 1 et 2.

Sensibilité Justesse
LOQ Biais
(Ho/L) (%)
Opiacés, cocaine et amphétamines
Opiacés Opiacés, Opiacés seuls Opiacés,
seuls cocaine et cocaine et
amphétamines amphétamines
6-acétylcodéine 2.0 5.0 44-16.2 -6.53- 2
6AM 1.0 1.0 -5.4-10.6 -1.8-18.4
6-B-naltrexol 1.0 - -8.9-10.5 -
Buprénorphine 1.0 0.8 -17.6 —10.2 -9.3-15.1
Codéine 5.0 5.0 -79-15 0.1-145
C6G 19.75 - -16.7 — 19.9 -
Dihydrocodéine 10.0 5.0 -13.1-55 -28.4 -9.2
EDDP 10.0 5.0 -13.3-18.7 -10.2-3.8
Ethylmorphine - 6.8 5.0-289 -2.8-4.9
Hydrocodone 5.0 5.0 -52-6.4 -3.7-5.8
Hydromorphone 2.0 7.3 -13.1-24 -12.2-6.8
Méconine - - 56-124 -
M3G 10.0 6.9 -5.8-13.8 -4.8-13.8
M6G 10.0 5.0 -10.0-115 -7.2-13
Méthadone 10.0 5.0 -4.7-12.2 -13.2--1.9
Morphine 4.0 3.2 -14.1-8.3 -8.2-9.2
Naloxone 1.0 5.0 -4.1-13.6 -43-7.3
Naltrexone 1.0 6.4 -5.8-8.8 -2.4-13.6
Norbuprénorphine - 0.8 23-223 -8.041
Norcodéine 4.0 7.2 -13.4-13.8 -3.5-12.2
Normorphine 2.0 - -14.3-16.0 -
Noscapine 1.0 - -1.3-13.9 -
Oxycodone 2.0 1.0 -6.7-9.1 -0.8-7.9
Papavérine 1.0 - -2.0-16.6 -
Pholcodine 4.0 5.0 2.6 -18.7 -0.8-16.8
Benzoylecgonine - 6.9 - -8.6-3.1
Cocaéthylene - 5.0 - -7.3-2.0
Cocaine - 5.0 - -6.3-6.7
Amphétamine - 1.0 - -3.9-8.8
Méthamphétamine - 2.6 - -9.8-6.0
MDMA - 1.0 - -21-115
MDA - 1.0 - -2.3-15.3
MBDB - 2.0 - -40-4.9
Cannabis
THC 0.5 -4.3-12.6
THC-OH 0.9 0.3-12.38
THC-COOH 1.1 -7.7-10.4

Table 1 :Sensibilité et justesse des 3 méthodes dévelopglagmslie cadre de ce travall

69



Chapitre Il — Développements analytiques

Répétabilité Précision intermédiaire Incertitude de mesure
Ccv Ccv
(%) (%) (%)
Opiaceés, cocaine et amphétamines
Opiacés Opiacés, Opiacés Opiacés, Opiacés Opiacés,
seuls cocaine et seuls cocaine et seuls cocaine et
amphétamines amphétamines amphétamines
6-acétylcodéine 2.0-16.0 49-10.3 285 50-10.3 21.8-459 10.6 - 21.6
6AM 3.6-15.2 1.7-7.2 6.5-152 84120 14.6-32.0 3.8-26.8
6-B-naltrexol 6.5-11.1 - 8.1-13.7 - 176 -31.0 -
Buprénorphine 6.5-20.7 57-78 65420 5.7-121 13.7-43.6 12.1-27.1
Codéine 48-14.4 15-46 47-85 46-145 10.0-18.0 9.7-19.3
C6G 7.0-135 - 7.7-30.7 - 16.3 -69.7 -
Dihydrocodéine 1.5-157 09-46 4.27:01 12-76 3.6 -38.7 26-175
EDDP 3.0-15.3 51-135 11.6-158 .4-517.3 26.2-36.5 12.8-37.8
Ethylmorphine 85-12.8 42-6.5 15.2-520. 4.4-275 33.6-46.3 9.4 -63.3
Hydrocodone 6.6 -20.4 1.2-58 6.6-20.416-58 14.0-43.0 34-122
Hydromorphone 3.3-134 1.1-84 52417 42-224 11.6-39.3 9.6 -51.6
Méconine 8.3-20.3 - 10.0-25.2 - 21.5-59.1 -
M3G 34-184 35-119 3.4-133 .4-426.8 7.2-281 9.2-60.8
M6G 4.8-13.3 5.1-20.9 54-175 .0-6209 11.5-39.6 13.0-44.1
Méthadone 25-12.1 3.0-10.3 49-8.8 3.0-195 12.0-19.9 6.3-44.0
Morphine 4.2-19.9 1.6-10.9 53-116 3.1-10.7 14.0-26.2 6.8 —24.5
Naloxone 3.8-145 2.4-13.6 81-19533-212 184-441 7.0-47.8
Naltrexone 21-7.8 2.4-135 2.7-179 3.1-24.0 58-41.1 6.9 — 54.06
Norbuprénorphine 2.7 -17.5 76-11.2 -61P.9 76-206 14.3-48.6 16.1 — 46.7
Norcodéine 3.9-20.1 3.0-76 6.1-20.16.4-13.0 15.0-423 13.5-30.0
Normorphine 1.6-8.4 - 3.7-19.8 - 8.5 -145. -
Noscapine 51-94 - 6.9-13.9 - 15.3-29.3 -
Oxycodone 49-14.1 0.6-5.6 8.1-16.035-10.2 18.0-53.3 8.0-225
Papavérine 3.7-8.6 - 6.8—-11.5 - 153-259 -
Pholcodine 26-165 3.8-12.9 26-21651-143 56-47.4 11.0-30.8
Benzoylecgonine - 3.2-56 - 3.2-114 - 6.9-25.7
Cocaéthylene - 25-7.0 - 24-12.8 - 5.1-28.7
Cocaine - 3.4-87 - 3.5-149 - 57335
Amphétamine - 1.9-10.6 - 49-14.0 - 11.0-30.8
Méthamphétamine - 1.1-6.7 - 48-227 - 10.0-52.4
MDMA - 1.9-47 - 20-14.4 - 4.83.3
MDA - 2.3-6.6 - 4.3-14.9 - 9.24.4
MBDB - 24-57 - 2.7-19.6 - 5.95.2
Cannabis
THC 35-6.2 3.8-94 82-211
THC-OH 20-438 22-14.2 48-324
THC-COOH 3.3-85 48-12.8 10.5-28.6

Table 2 :Précision et incertitude de mesure des 3 méthbéesloppées
dans le cadre de ce travail

70



CHAPITRE Il
PHARMACOCINETIQUE DE L'HEROINE

ESTIMATION DU DELAI ENTRE LA
CONSOMMATION D'HEROINE ET LE
PRELEVEMENT BIOLOGIQUE

71






Chapitre Il — Estimation du délai entre la consoatimn d’héroine et le prélévement

I11.1 — Pharmacocinétique de I'héroine

[11.1.1 — Aspects théoriques

Depuis quelques années, la grande majorité (80%a gmpulation héroinomane liégeoise
n’injecte plus I'néroine mais l'inhale au moyen mku technique appelée « chasing the
dragon ». Ce mode de consommation consiste d’abaléposer la poudre d’héroine sur un
morceau de feuille d’aluminium et ensuite a la ¢fgaau moyen d’un briquet. Les vapeurs
produites sont alors inhalées par le consommataumayen d'une paille. L'expression
« chasing the dragon » fait référence a la mamient I'opium était fumé par les Chinois dans
les années 1950. La biodisponibilité de I'héroiae yoie pulmonaire est de I'ordre de 50%,
elle dépend de I'habileté du consommateur a furnestedonc soumise a de larges variations
interindividuelles. L’héroine est immédiatementorége a travers la muqueuse pulmonaire et

rapidement métabolisée (59-63).

Que ce soit apres administration parentérale oarpéen pulmonaire, les concentrations
plasmatiques d’héroine diminuent rapidement etrdfre n’est déja plus détectable dans le
sang apres 45 minutes (Figure 4). La diminution @esentrations plasmatiques en héroine
est biphasique : une phase ultra-rapidg; @gale a environ 2 minutes) et une phase rapide
(T12€gale a environ 3.5 minutes). La clairance éleeégifon 900 L/h) de I'héroine est due a
sa métabolisation rapide par des estérases sas@iihépatiques pour lesquelles il existe une
grande variété de génotypes et de phénotypes, hysivalyse spontanée au pH basique du
sang et a sa distribution tissulaire importantedémi-vie de I'héroine est comprise entre 1.3
et 7.8 minutes selon les auteurs. Elle n'auraitajamété détectée dans les urines des

consommateurs (62-72).

La 6-acétylmorphine (6AM) est formée tres rapidemegile atteint sa concentration

maximale aprés environ 2 minutes. La concentral®®AM au pic est 2 a 4 fois plus faible
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apres inhalation qu’aprés injection intraveineusie, peut étre détectée dans le sang pendant
1 a 3 heures (J; de 20 minutes en moyenne). La 6AM est métaboksemorphine par les
mémes estérases que celles qui interviennent dangtabolisme de I'héroine. Environ 1.5%
de la dose d’héroine est éliminée sous forme de @AM les urines ou elle peut étre détectée

pendant 1 a 4 heures (62-74).

La concentration maximale de la morphine est ateamviron 6 minutes aprés la prise
d’héroine et elle est deux fois moins importantevage pulmonaire que par voie parentérale.
Sa demi-vie est comprise entre 100 et 280 minutdensles études. Elle subit une
glucuroconjugaison par l'uridine 5’-disphosphataegironosyl transférase (principalement,
'UGT 2B7, et secondairement, lTUGT 1A1) surtouindde foie et dans une moindre mesure
dans le cerveau, le rein et l'intestin pour fornaer la morphine-6-glucuronide et de la
morphine-3-glucuronide. Le polymorphisme de 'UGB72et 1A1 n’aurait aucune influence
sur les quantités respectives de morphine libreogjuguée (75). La morphine conjuguée,
plus hydrophile, est principalement excrétée dassurines, elle peut cependant subir un
cycle entéro-hépatique apres hydrolyse en morplitine dans le tractus digestif par dés
glucuronidases de la flore du colon. Septante mmtscde la dose d’héroine sont éliminés
dans les urines sous forme de morphine libre (182@onjuguée (55%). La M3G est le
métabolite majoritaire sanguin et urinaire de l4ide. Les pharmacocinétiques de la M6G et
de la M3G ont été peu étudiées, mais selon legigmaments disponibles, leur demi-vie est

comprise entre 2.0 et 6.4 heures (62-74).
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Hydrolyse du groupe 3-hydroxy-acétyl-

Hydrolyse du groupe 6-hydroxy-acétyl-
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Figure 4- Métabolisme de I'héroine et principales enzymgdiquées dans la métabolisation
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La métabolisation de I'héroine peut étre influenc@® seulement par la consommation

d’autres substances psychotropes licites ou #kcitnais aussi par I'existence de diverses

pathologies (principalement rénales):

Par exemple, les mémes carboxylestérases hépatspmas impliquées dans le
métabolisme de I'héroine et de la cocaine. En elffetarboxylestérase humaine 1
(h CE1) hydrolyse la liaison 3-acétyl de I'héropmaur donner de la 6AM et dans une
moindre mesure la liaison 6-acétyl de la 6AM poanrer de la morphine mais elle
hydrolyse également la cocaine en benzoylecgoniast@&esponsable de la formation
de cocaéthylene en présence d’alcool. La carbaéylese humaine 2 (h CE2) est
impliquée dans la déacétylation de I'héroine en 6étMe la 6AM en morphine mais
catalyse également la transformation de la cocaine méthylecgonine. Une
compétition pour ces enzymes pourrait donc se preduntre I’héroine et la cocaine
lorsqu’elles sont consommeées en méme temps (76-78).

Selon I'étude de Polettini et al (79), I'alcool @ique empécherait I'hydrolyse de la
6AM en morphine en inhibant I'activité de la carplestérase et réduirait la
glucuroconjugaison de la morphine avec pour coresdopl une augmentation de la
concentration en morphine libre dans le sang etdimenution de son élimination
urinaire et biliaire.

Des étudesin vitro ont montré qu'il existe une inhibition compétitivde la
glucuroconjugaison de la morphine par les benzégiazs (62).

L’élimination rénale de la morphine libre et conjgg étant importante,
'accumulation de morphine peut étre considéralilezcdes sujets présentant des

problemes rénaux graves (62).
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[11.1.2 — Evolution de la concentration sanguine dgrincipaux métabolites de I'héroine en
fonction du temps chez 11 sujets du groupe expértak « diacétylmorphine » du projet

TADAM

Cette étude fait I'objet de la Publication 4

Le projet TADAMS80)

Le projet TADAM (projet pilote de traitement assgigiar diacétylmorphine DAM - héroine
pharmaceutique) avait pour but d’évaluer I'effi¢@cet la faisabilité d’'un traitement assisté
par DAM en Belgique en comparaison avec les tratgsmhabituels des héroinomanes par la
méthadone. Le traitement expérimental consistaiadaninistrer, par injection ou par
inhalation, de la DAM a des personnes séveremeperafantes de I'héroine sous la
supervision d'une équipe médicale dans un envinoreme clinique strictement controlé, en
ambulatoire, et avec une offre de suivi psychosoCia traitement était réservé aux personnes

pour lesquelles les traitements existants se s@mnésa inefficaces (81-91).

La période de recrutement des sujets de l'expé&iemadébuté en janvier 2011 et s’est
prolongée sur une année. Chaque patient a ét pexiidant 12 mois, ce qui a porté a 2 ans la
durée totale du projet pilote. Septante-quatreqremss ont été randomisées dans I'étude, 36

dans le groupe expérimental (DAM) et 38 dans leigeocontrdle (méthadone).

Constitution d’'un sous-groupe de sujets faisanttipadu projet TADAM pour |'étude

pharmacocinétique de I'héroine

Onze sujets (neuf hommes et deux femmes) ont ététés sur base volontaire dans le groupe
expérimental du projet TADAM indépendamment de leiat de santé et de leur
consommation de médicaments ou de stupéfiants.chexctéristiques de cette population

sont reprises a la Table 1 de la Publication 4
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Protocole de I'étude

Quatre ml de sang ont été prélevés a chaque ugpt & prise du traitement, puis 15, 45 et

90 minutes apres l'inhalation de DAM. Tous les sunsommaient la DAM par inhalation.

Les différents prélevements ont été analysés $aloréthode décrite dans la Publication 2

Résultats

Les courbes représentant les concentrations de é#dviphine, M6G et M3G en fonction du
délai entre I'inhalation de DAM et le prélévemenints présentées dans la Figure 3 de la

Publication 4

Les temps de demi-vie de la 6AM et de la morphimieébé calculés respectivement a 22.6 +
9.2 minutes et a 140.6 + 67.8 minutes. Il ne nopasaété possible de calculer les temps de
demi-vie de la M6G et de la M3G puisque leurs catregions augmentaient toujours 90

minutes aprés I'administration de DAM.

Une analyse en composantes principales (Figurel2 Bablication 4) et I'étude des rapports
de concentrations sanguines de 6AM, morphine, MEK33& ont été réalisées afin d’évaluer
l'influence de facteurs tels que la dose de DAMs leathologies éventuelles, l'usage
concomitant de médicaments, d’alcool et de stuptfiaur la pharmacocinétique de la DAM.
Les résultats de cette étude ont montré que lan@wcinétique de I’héroine n’est modifiee

gue chez les consommateurs de cocaine.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to verify if
severe physical health problems frequently encountered
in heroin addicts and the concomitant use of alcohol and
legal or illegal drugs other than heroin influenced the
pharmacokinetics of the major metabolites of heroin.

We conducted a 90 minutes follow-up of the plasma
concentrations of the pharmaceutical heroin, named dia-
cetylmorphine (DAM), in patients recruited in a DAM
assisted treatment centre. TADAM (Traitement Assisté par
DiAcétylMorphine) aimed to compare the efficacy of
heroin-assisted treatment (HAT) compared with metha-
done maintenance treatment (MMT) for heroin users
considered as treatment resistant patients and who have
severe physical and mental health problems.

Eleven patients were recruited. Blood samples were col-
lected at baseline and 15, 45 and 90 minutes after DAM
administration. All patients received DAM by the “chasing the
dragon’route. Plasma samples were analyzed by a previously
described ultra-high pressure liquid chromatography cou-
pled to tandem mass spectrometry (UHPLC/MS-MS) method.

A principal component analysis (PCA) was performed
and 8 metabolite concentrations ratios were calculated
to evaluate the influence of various factors (DAM dose,
patient pathologies, concomitant use of medications,
methadone, street heroin, alcohol and cocaine) on heroin
metabolite pharmacokinetics. It seemed to be not
affected by the DAM dose, patient pathologies and the
concomitant use of medications, methadone, street her-
oin and alcohol. Cocaine use was the only parameter
which showed differences in heroin pharmacokinetics.

doi: 10.2143/ACB.3323

Key words: heroin metabolites, pharmacokinetics, inhalation,
polydrug use

INTRODUCTION

In the European Union, between 1.3 and 1.4 million per-
sons were considered as problematic opioid users in 2008 cor-
responding to 3.6-4.4 cases per 1000 population aged
15-64 years. (1). In Belgium, the use of heroin seemed to remain
stable in 2005. The prevalence of heroin use was less than 1%
but mortality varied from 5 to 35 per thousand person-years in
opiate addicts (2). In order to reduce and possibly eliminate
illicit heroin consumption and making patients more socially
integrated, different substitution treatments were tried. Metha-
done maintenance treatment (MMT) is the first line treatment
for opiate addicts in Belgium (1). However, among patients
who followed MMT, many can be considered as treatment-
resistant, sometimes because they don't respond positively to
heroin replacement by methadone, sometimes because they
present a genetic profile very different from others (3). It was
suggested that for these patients, a treatment with pharma-
ceutical heroin could also be used as substitution treatment
therapy (4). Since 1994, six countries experimented heroin-
assisted treatment (HAT): Switzerland (4), the Netherlands (5),
Spain{6), Germany (7), Canada (8) and the United Kingdom (9).
It was shown that medical prescription of pharmaceutical her-
oin (diacetylmorphine or DAM) to chronic heroin addicts who
have not responded favourably to MMT is effective in terms of
physical and mental health, illicit heroin use and criminality
and, in the same time, the feasibility and the safety of HAT were
demonstrated (10-12). In Belgium, a project subsidized by the
Federal Government, called TADAM (Traitement Assisté par
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DiAcétylMorphine), began in January 2011 in the city of Liege,
where the number of heroin addicts is important (12). It is a
randomised controlled study which evaluates the efficacy of
MMT compared with HAT for patients who have been consum-
ing heroin compulsively for many years, for whom MMT has
failed and who present severe physical and mental health
problems. When included, the patients received DAM pre-
scribed by physicians one to three times a day in an outpatient
centre where they can inject the product themselves or use the
product by inhalation using the “chasing the dragon” tech-
nique: heroin is heated gently on aluminium foil with a lighter
controlled by the patient. The heroin vapours generated by
heating are inhaled into the lungs, using a straw in the mouth.
The fumes appear to take the shape of the undulating tail of a
dragon (13, 14).

After penetration into the lungs, heroin is absorbed
almost instantly. Heroin is considered as a pro-drug that
acts mainly by its agonistic metabolites. In plasma, heroin
is rapidly hydrolysed in 6-monoacetylmorphine (6AM) and
then into morphine. These reactions are catalysed by differ-
ent types of esterases in blood (plasma and erythrocytes),
liver and brain. Morphine is then glucuronidated by several
subtypes of uridine-5-diphosphateglucuronosyltransferase
(UGT), mainly in the liver, resulting in morphine-3-glucuro-
nide (M3G) and morphine-6-glucuronide (M6G). The
N-demethylation of morphine into the minor metabolite
normorphine is mediated by cytochrome P450 enzymes
3A4 and 2C8 (11, 15). Heroin metabolism is presented in
Figure 1. M3G has no affinity for the p-opioid receptors and
has no pharmacologic activity (15), but M6G remains psy-
choactive.

Polydrug use including the combination of heroin with
illicit drugs (cocaine and cannabis), alcohol and sometimes
medicines (benzodiazepines, neuroleptics), is today very
common among heroin addicts (1). Moreover, severe heroin
addicts are often in poor health; they suffer from malnutrition
(16) and the prevalence of hepatitis C and HIV infection is
higher than in general population because injecting drug
users share contaminated injecting materials and have a high
risk sexual behaviour (prostitution) (17, 18). The aim of the
present study is to verify if the pharmacokinetics of the major
metabolites of heroin is influenced by severe physical health
problems (hepatitis C, HIV, nephropathy, etc) frequently
encountered in a general population of heroin addicts and by
concomitant use of alcohol and legal or illegal drugs other
than heroin. To achieve this objective, we conducted a
90 minutes follow-up of the plasma concentrations of ‘the
DAM metabolites in patients recruited in the TADAM centre
receiving DAM by the “chasing the dragon” route. No restric-
tions concerning health, concomitant medication, alcohol
and cocaine use were defined.

. Samples analysis

METHODS

Diacetylmorphine

Diacetylmorphine was imported from the Netherlands,
where injectable and inhalable forms of DAM were regis-
tered for opioid addiction treatment in 2006. The powder
inhaled by the patients is a mix of heroin and caffeine in a
ratio of 3: 1.

Acta Clinica Belgica, 2013; 68-5
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Patients

Patient characteristics are presented in Table 1. Two
female and nine male volunteers aged 29-50 years were
recruited for the study. Three patients (patients 1, 7 and 8)
had a haemoglobin level lower than the lower limit of refer-
ence values. Four patients (patients 1, 2, 3 and 10) had
impaired hepatic function with liver amino transferases ASAT
(aspartate aminotransferase) and ALAT (alanine aminotrans-
ferase) and/or serum gamma-glutamyltransferase (GGT)
higher than the normal upper limit. Three patients (patients 1,
2 and 4) had a disturbed renal function: they had a creatinine
clearance lower than 90 ml/min. associated with a serum cre-
atinine concentration of 179 umol/L for patient 1, creatinine
clearance was calculated according to the Cockcroft-Gault
equation.

Concerning comorbidity and comedications, patients 1
and 2 were HIV positive and received abacavir, lamivudine,
lopinavir and ritonavir as antiretroviral treatment, 4 patients
were suffering from chronic hepatitis C; patients 1 and 3 were
consuming high quantity of alcohol daily; 5 patients were
receiving psychotropic drugs as chronic anxiety treatment;
3 received 30 mg methadone daily. They were also using
other psychotropic drugs: cocaine on a regular basis for 5 of
them and cannabis for 8 of them.

All patients received DAM 3 times a day (morning, midday
and evening session) - except for patients 1 and 2 who
received DAM 2 times a day (midday and evening session) —
7 days a week. DAM daily doses ranged between 600 and
900 mg. No dose changes had been made for a period of at
least 15 days before entering the study.

Study protocol

Participation to the study was proposed to the patients
on a voluntary basis and a written informed consent was
obtained from all patients. The study protocol was approved
by the Ethics Committee of the University of Liege (Belgian
agreement n° B707201010144).

The study took place during midday administration for
8 patients and during evening administration for 3 patients;
the DAM dose ranged between 150 and 400 mg (median:
250 mg). DAM was self-administered (inhalation) under the
supervision of trained nurses; the treatment duration was

,20 minutes on average. Blood samples:were drawn from an

intravenous catheter placed in the arm at baseline (10 min-
utes before the treatment inhalation) and 15, 45 and 90 min-
utes after the DAM administration. Between the first blood
sampling and the last, the maximum delay was 2 hours.
Patients had to stay in the TADAM deliverance centre all the
time; they were allowed to smoke tobacco cigarettes twice.
The sample at 90 minutes was not drawn for patient 1
because of venous sclerosis.

Blood was collected in two 4 ml polypropylene tubes, con-
taining 2.25 mg/ml sodium fluoride. Sodium fluoride inhibits
the plasma esterase activity and contributes to stabilise analyte
concentration (19). Blood samples were centrifuged immedi-
ately and plasma fractions were stored at -20°C prior to analysis
which was performed the following day .The quantification of
opiates and opioids in plasma was done according to a previ-
ously described method (20). Briefly, 50 uL of deuterated
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HEROIN

6-MONOACETYLMORPHINE

MORPHINE

l

M6G

Figure 1: Heroin metabolism.

internal standards were added to 500 pL of plasma which were
next acidified with 0.15N HCl. Oasis MCX (30 mg, 1mL) car-
tridges purchased from Waters (Zellik, Belgium) were used for
solid phase extraction (SPE). The conditioning was performed
with methanol, water, and 10mM citric acid and the acidified
sample was loaded onto the column. Then, the cartridges were
washed with 2% formic acid and dried. The elution was done

NORMORPHINE

with ammonia in methanol (5/95: V/V). The eluate was evapo-
rated to dryness and reconstituted with a mixture of 5 mM
ammonium formate pH3 and methanol adjusted to pH3 with
formic acid (90/10: V/V). Ten uL were injected on the ultra-high
pressure liquid chromatograph (UHPLC) Acquity coupled to a
tandem mass spectrometer Quattro Premier (Waters, Zellik,
Belgium). The chromatographic separation was performed on

Acta Clinica Belgica, 2013; 68-5
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an Acquity High Strength Silica HSS-T3 column (100x 2.1 mm,
1.8 pm, Waters). The mobile phase consisted in 5mM ammo-
nium formate in water (pH3) and methanol adjusted to pH3
with formic acid delivered according to a gradient mode. The
tandem mass spectrometer operated in the positive electro-
spray mode at 1.0 kV. Two multiple reaction monitoring (MRM)
sequences were studied by analyte. lllicit heroin consumption
markers (6-acetylcodeine, papaverine, noscapine, meconine
and 7-desmethylmeconine) were also analysed with this tech-
nique.

RESULTS

Exploratory data analysis

To understand the behaviour of the DAM metabolites and
the correlation between various factors, a principal compo-
nent analysis (PCA) on the correlation matrix was performed.
The factors studied with the PCA where the logarithm of the
concentrations of the DAM metabolites 6AM, morphine, M3G,
M6G, the dose of DAM administered and time of blood sam-
pling. The first two principal components (PCs) explained
37.5% and 24.5% of the variability, respectively. Figure 2
shows the scores plot and the loadings plot of these two PCs.
When looking at the scores plot in Figure 2, we can observe
that these two PCs discriminate the patients in two groups:
those who have consumed cocaine and those who have not.
This group generation is mainly due to the 2" PC and the
loadings that are mostly responsible of this behaviour are
morphine, M3G and M6G concentrations.

Finally, the dose of DAM administered is strongly posi-
tively correlated with M3G and M6G concentrations and not
correlated with 6AM concentration.

Pharmacokinetics of DAM metabolites

The plasma concentrations-time curves of 6AM, mor-
phine, M3G, M6G and normorphine are presented in Figure 3.

Three patients (patients 1, 2 and 3) were found positive
for 6AM in plasma samples collected prior to DAM adminis-
tration. The highest concentration of 6AM was detected
15 minutes after the end of the inhalation, its median value
was equal to 68 pg/L and ranged from 15 to 156 ug/L; the
concentration decreased rapidly until 21 and 9 pg/L after 45
and 90 minutes respectively. The calculated 6AM plasma half-

; life was 22.6 +9.2 minutes on average.

Marphine was present in all collected samples. The resid-
ual median concentration of morphine at baseline was
68 ug/L, ranging from 33 to 252 pg/L; morphine reached its
highest level 15 minutes after DAM administration with a
median concentration of 158 pg/L. The morphine concentra-
tion decreased after 45 minutes for 8 patients. The morphine
median concentrations were 138 and 117 pg/L after 45 and
90 minutes respectively. The morphine plasma half-life was
calculated at 140.6 +67.8 minutes on average.

M6G was found positive in all collected samples. The M6G
plasma concentration at baseline was 191 pg/L, ranging from
73 to 684 pg/L.The highest concentration of M6G was
reached in samples taken at 45 and 90 minutes. The M6G
median concentrations were 275, 295 and 251 pg/L after 15,
45 and 90 minutes respectively.

Scores plot Loadings plot
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O Patient 1 BYes HNo
O Patient 2 .
A Patient 3 ' g ™ . B
*
+  Patient 4 s o, i 2
X  Patient 5 b - ., §
% Patient 6 g L ° "a 5 8 Morphine
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Figure 2: Scores plot and loadings plot of the two first principal components of the Principal Component Analysis of the metabolites 6AM (X6 MAM),
morphine, M3G, M6G, the dose of DAM administered (Dose) and the time of blood sampling (Time).
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Figure 3: Plasma concentrations-time curves of 6AM, morphine, M3G, M6G and normorphine.

M3G was found positive in all collected samples. The M3G
plasma concentration at baseline was ;1471 ug/L, ranging ,
from 367 to 4548 ug/L. The highest concentration of M3G
was reached in samples taken at 15 and 45 minutes. The M3G
median concentrations were 2882, 2841 and 2106 pg/L after
15, 45 and 90 minutes respectively. '

It was impossible to calculate plasma half-life for glucuro-
nated metabolites since their concentrations were not
decreasing 90 minutes after DAM administration.

Normorphine concentrations were low (<20 pg/L) in all
samples. )

DAM metabolite median, minimum and maximum con-
centrations are presented in Table 2. '

Influence of biological and clinical parameters on
DAM metabolite pharmacokinetics

The influence of biological and clinical parameters on DAM
metabolite pharmacokinetics was evaluated on the basis of the
study of 8 metabolite concentrations ratios calculated at each
sampling time. The ratios between the different metabolites

Acta Clinica Belgica, 2013; 68-5

were chosen taking into account their chronology of appear-
ance: DAM was first deacetylated in«6AM and in morphine
which was then converted to M6G and M3G by glucuronida-
tion. The 8 studied ratios are presented in Table 3. It was shown
that almost all ratios were stable during the 90 minutes follow-
up except for ratios which have 6AM as denominator:
“MOR/6AM’, “(MOR +M3G)/6AM’, “(MOR+M6G)/6AM” and
“(MOR+M6G+M3G)/6AM".

Patients were grouped according to several criteria: low
BMI (lower than 20), haemoglobin low level (lower than
13.3 g/dl), impaired renal function (creatinine clearance lower
than 90 ml/min.), disturbed hepatic function (GGT and/or
ASAT and ALAT higher than the upper limit of normal), HIV
and hepatitis C seropositivity, alcohol abuse, cocaine, metha-
done and psychotropic drug use.

The mean values for the ratios and for 6AM and morphine
half-lives were compared using a t-student test and a Mann-
Whitney test.

For patients with hepatic disease (patients 1, 2, 3, 9 and
10), when compared with other patients, no difference was
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Table 2 Metabolite concentrations expressed in pug/L in samples collected at baseline and 15, 45 and 90 minutes after

DAM administration

Time (minutes) Baseline +15 +45 +90
Metabolites Median Range Median Range Median Range Median Range
6AM Y ND ND-16 68 15-156 21 5-82 9 2-22
Morphine 68 33-252 158 106-473 138 87-450 117 75-266
M3G 1471 367-4548 2882 542-6140 2841 555-6923 2106 526-4905
M6G 191 73-684 275 93-795 295 120-714 251 139-608
Normorphine 4 ND-16 5 2-14 5 2-13 5 2-13
ND = Not detected.
Table 3 Heroin metabolite concentrations ratios. Values are expressed as median (range)
%
Time M3G/M6G MBG/MOR M6G/MOR (M3G+M6G)/ MOR/6AM (MOR+M3G)/ (MOR+M6G)/ (MOR+M6G+M3G)/ (6AM+MOR+M6G)/
(min.) MOR 6AM 6AM 6AM M3G
Baseline 6.92 20.15 238 2253 na. na. na. na. 0.19
(495-11.34)  (11.14-3356)  (1.54-649)  (13.37-40.05) (0.15-0.29)
+15 727 1451 152 16.39 262 4529 6.60 4927 0.25
(5.79-12.16)  (5.13-18.93) (0.89-3.15) (6.02-22.08) (0.98-12.58)  (11.36-145.56) (3.49-25.43) (13.00-158.42) (0.16-0.47)
+45 6.85 1537 1.69 17.03 5.88 98.92 16.97 114.85 022
(461-12.86)  (541-2324)  (0.97-3.59) (6.58-26.83)  (2.37-34.77)  (33.90-468.00)  (10.90-68.46) (40.11-501.69) (0.13-0.44)
+90 7.03 17,31 207 19.69 1327 24511 4727 28844 022
(378-11.06)  (7.03-23.94)  (1.25-4.30) (889-27.99)  (5.69-51.21) (115.56-746.21) (2873-129.33)  (14233-824.33) (0.15-042)

n.a. = not available

found for the 8 tested ratios and for 6AM and morphine half-
lives. Therefore, a disturbed hepatic function or chronic hepa-
titis C did not affect DAM pharmacokinetics.

For patients suffering from impaired renal function
(patients 1, 2 and 4), when compared with other patients, no
difference was found between the 8 calculated ratios and
between 6AM and morphine half-lives. Impairment of renal
function did not significantly modify heroin transformation
into metabolites.

Similarly, low haemoglobin levels (patients 1, 7 and 8) did
not influence heroin metabolism since no difference between
metabolite concentrations ratios and 6AM and morphine
half-lives was observed.

For the 2 patients (patients 1 and 2) infected by HIV and
treated by abacavir, lamivudine, lopinavir and ritonavir, calcu-
lated ratios were not significantly different compared to
seronegative patients.

The same methodology was applied to patients consum-
ing alcohol daily, patients treated with methadone and with
psychotropic drugs showing that concomitant use of alcohol,
methadone and psychotropic drugs did not change DAM
metabolism.

For the group of cocaine users, several differences were
found for the calculated ratios as suggested previously by the
scores plot of Figure 2. After 15 minutes, the ratios "MOR/6AM’,
“(MOR + M3G)/6AM” and “(MOR+ M6G)/6AM” were found
respectively 2.0, 2.5 and 2.2 times lower in cocaine users com-
pared to other patients. After 45 minutes, the 2 ratios
“(MOR + M3G)/6AM” and “(MOR+ M6G + M3G)/6AM” were
found respectively 2.2 and 2.0 times lower in cocaine users.
After 90 minutes, no ratio was found different in cocaine
users. Mann-Whitney test for those ratios is presented in
Table 4.

Finally, patient 2 was found positive for the markers of
street heroin consumption (acetylcodeine, papaverine,
noscapine, meconine and 7-desmethylmeconine) but metab-
olite concentrations ratios were not modified.

DISCUSSION

The aim of the present study was to evaluate the evolu-
tion of heroin metabolite concentrations immediately after
heroin consumption in severe heroin addicts without ineligi-
bilities concerning health, comedication, alcohol and cocaine
use. To our knowledge, only one study is available on heroin
metabolite pharmacokinetics by the “chasing the dragon”
technique in a general population of heroin addicts (21).
Moreover, the pharmacokinetics of the “chasing the dragon”
consumption mode has been investigated in only few studies
(21, 22) while it is the most appreciated by occidental Euro-
pean heroin addicts since few years (1). Heroin metabolite
concentrations levels were similar to levels found in other
studies (21). The design of our study did not allow us to cal-
culate the plasma half-life for M6G and M3G since their con-
centrations were not decreasing enough after 90 minutes
which was the time of the last collected sample. 6AM and
morphine plasma half-lives were similar to those found in the
Rook’s studies (21, 22). Aimost all studied heroin metabolite
concentrations ratios were stable - except for those which
have 6AM as denominator - for all patients during the
90 minutes study whatever the DAM dose, the patient pathol-
ogies and the concomitant use of medications, methadone,
street heroin and alcohol. Ratios with 6AM as denominator
were found significantly lower in cocaine users and PCA
showed two distinct groups depending on the consumption
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Table 4 Mann-Whitney test for MOR/6AM, (MOR+M3G)/
6AM and (MOR+M6G)/6AM ratios 15 minutes
after DAM treatment, for (MOR+M3G)/6AM and
(MOR+M6G+M3G)/6AM ratios 45 minutes after
DAM treatment

Cocaine users No cocaine users

15 minutes after DAM treatment

MOR/6AM
n=4 n=7
Median 170 338
Range 1.25-2.29 0.98-12.58
P 0.0424
(MOR+M3G)/6AM
n=4 n=7
Median 22.68 56.10
Range 11.36-30.84 19.45-145.56
P 0.0121
(MOR+M6G)/6AM
n=4 n=7
Median 447 9.63
Range 3.49-6.35 4,05-25.43
p 0.0121
45 minutes after DAM treatment
(MOR+M3G)/6AM
n=4 n=7
Median 63.37 138.97
Range 33.90-98.92 57.55-468.00
p 0.0424
(MOR+M6G+M3G)/6AM
n=4 n=7
Median 75.50 150.53
Range 40.11-114.85 66.08-501.69
p 0.0424
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are not very involved in heroin metabolism. In the same order
of ideas, we did not note influence of alcohol on heroin phar-
macokinetics as it was suggested in another study (25).

Conclusion

The pharmacokinetics of heroin metabolites seemed to
be not affected by the DAM dose, patient pathologies and the
concomitant use of medications, methadone, street heroin
and alcohol. Cocaine use was the only parameter which
showed differences in heroin pharmacokinetics.
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[11.1.3 — Evolution de la concentration sanguine dgrincipaux métabolites de I'héroine en
fonction du temps chez 11 patients ayant subi urvrage rapide aux opiacés sous

anesthésie générale

Cette étude est rapportée dans la Publication 5

Le sevrage rapide aux opiacés sous anesthésie ajér(&0ODA)(92-96)

Ce protocole consiste a administrer des antagen#ie opiacés (naloxone, naltrexone) a un

sujet dépendant placé sous anesthésie généralindaire le syndrome de sevrage.

Constitution d’'un groupe de 11 patients traités PEDDA pour I'étude pharmacocinétique de

I'héroine

Onze patients, 7 hommes et 4 femmes, ont été éscdains le Service de Psychiatrie du CHU
de Liege (Prof. M. Ansseau). Tous ces patientsihémoanes étaient inhaleurs et devaient
répondre a des criteres stricts : montrer une mbn suffisante pour une désintoxication et
étre insérés dans un réseau structuré de soinsnellsdevaient pas présenter une
polytoxicomanie (alcool, cocaine, amphétamineshetdevaient souffrir ni de troubles

psychopathologiques graves, ni d’'une pathologier peguelle une anesthésie générale était

contre-indiquée.

Protocole de I'étude

Huit ml de sang ont été prélevés a chaque sujstderson admission dans le Service de
Psychiatrie, a I'induction de I'anesthésie puis, 52, 4 et 6 heures aprés l'induction. Des
échantillons supplémentaires ont été prélevésndelmain de l'intervention tét le matin en

salle de réveil et les deux jours suivants dar@elwice de Psychiatrie.

Les différents prélevements ont été analysés $aloréthode décrite dans la Publication 1
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Chaque suijet était interrogé sur le moment de saate consommation d’héroine.

Résultats

Il est généralement admis dans les modeles phaoingtiojues que I'on retrouve un compose
dans le sang pendant 5 fois son temps de demé‘ew;a-dire environ 2 heures pour la 6AM,
environ 20 heures pour la morphine et environ 2&dgepour la morphine-6-glucuronide et la
morphine-3-glucuronide. Les courbes que nous atranges pour chaque patient représentant
les concentrations de morphine, de M6G et de M3Goantion du délai entre la derniere
consommation d’héroine et le prélévement (Figunmdiitrent, qu’en fait, ces métabolites de
I’héroine persistent dans le sang plus longuemaatcg qui est prédit mathématiquement. En
effet, la morphine reste détectable jusqu’a 24 éeapreés la derniere consommation. En ce
qui concerne les dérivés glucuroconjugués de laphioe, des délais de 2 (M6G) et 4 (M3G)

jours sont observés.

92



Chapitre Il — Estimation du délai entre la consoation d’héroine et le prélevement

6,007 MORPHINE
5,00 -
—o—Patient 1
= 4,00 - —&— Patient 2
2 —&— Patient 4
2 300 —— Patient5
= 3,00 A
g —*— Patient 6
g \\\ —o— Patient 8
£2,00 TSN —+— Patient9
X%\\*_ —=—Patient 10
100 Patient11
' —o— Patient 12
0,00

0,00 500,00 1000,00 1500,00 2000,00 2500,00 3000,00 3604000,00
Temps (min.)

8,007 M6G

7,00 4

6,00 1 —o—Patient 1

—&— Patient 2

':,; 5,00 - —4A— Patient 4
i 400 —%—Patient5
g ' —%— Patient 6
o o Pati
Z 3,001 Patient 8

—+—Patient9

200 —=—Patient 10
Patient11
1,00 4 —o— Patient 12
0,00 T T T T \
0,00 1000,00 2000,00 3000,00 4000,00 5000,00

Temps (min.)

9,00 I M3G
8,00 -
7,00 -
—o— Patient 1
6,00 —&—Patient 2
:\3‘7 —A—Patient4
05 5,00 —%— Patient 5
g 4.00 - —*—Patient 6
Q —&— Patient 8
"~ 3,00 —+— Patient9
—=—Patient 10
2,001 Patient11
1,00 1 —4—Patient 12
0,00 T T T T

0,00 1000,00 2000,00 3000,00 4000,00 5000,00 6000,00
Temps (min.)

Figure 5— Courbes « concentration en fonction du temps »
pour les principaux métabolites de I'héroine
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1.2 — Estimation du délai entre la consommation ¢héroine et le prélevement

biologigue

Connaitre le moment de la consommation d’héroimengie d’apprécier I'influence de la
drogue au moment des faits. Cette approche estydantement intéressante dans les affaires

médicolégales.

Lorsque I'on dispose des concentrations sanguiesediférents métabolites de I'héroine au
moment du prélevement biologique, un modéle atétdigpour estimer le délai qui sépare le

prélevement du moment de la consommation.

Pour établir le calcul du délai, un modele linéagyéméralisé (GLMM General Linear Mixed
Model) a été appliqué aux données obtenues poutllgsatients RODA (Annexe 9) pour
définir trois équations reliant le délai entre &rdere consommation et le prélévemeit) au

logarithme népérien des concentrations en morpMbB& et M3G exprimées en ug/L.

Les équations calculées par le modéle sont lesustds :

Pour la morphine At = 73.8 — 27.6 (In Gorphind + 2.66 (IN Grorphing?

PourlaM6G: At=97.9 —-23.8(In o) + 1.18 (In Gisc)?

PourlaM3G: At=172.2-358(nfge) + 1.77 (In Gsg)?

[11.2.1 — Approche qualitative

L’approche qualitative consiste a prendre en c@maitbn la présence de 6AM, de morphine,
de M6G et de M3G dans I'échantillon a une concéiptmasupérieure a 5 pg/L pour la 6AM et

a 10 pg/L pour la morphine, la M6G et la M3G.
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- Sila 6AM, la morphine, la M6G et la M3G sont tauf@ésentes dans I'échantillon, on
considere que le délai entre la consommation gtdievement est inférieur a 2 heures,
ce qui correspond a 5 fois le temps de demi-vie@&AM (Publication 4 ;

- Si la morphine, la M6G et la M3G sont simultanémpréisentes dans I'échantillon,
nous pouvons considérer que le délai est inféEAe2# heures ;

- Sila M6G et la M3G coexistent dans I'échantillé®,délai entre la consommation
d’héroine et le prélevement est compris entre 2@ dteures ;

- Enfin, si seule la M3G est retrouvée dans I'éclianti le moment de la derniere

consommation est estimé a plus de 49 heures etres me 99 heures.

[11.2.2 — Approche quantitative

1. Premiere étape du modéle applicable si la 6AM essante dans I'échantillon a une

concentration supérieure & 5 pg/L

Dans ce cas, on estime le délai entre la consoromatile prélevement biologique a moins

de 2 heures.

2. Deuxiéme étape du modeéle applicable si la 6AM laseite de I'échantillon ou si elle est

présente a une concentration inférieure a 5 pg/L

Parmi les 3 équations, on choisit celle qui esppliaation au cas traité en fonction des
métabolites de I'héroine encore présents dansdmédlon sanguin analysé. Ainsi, si la
morphine est présente dans I'échantillon en mémpdajue la M6G et la M3G, on utilisera
I’équation tenant compte de la concentration enpimiae pour calculer lat. Puis, si seules la
M6G et la M3G sont retrouvées dans le sangitlest calculé au moyen de I'équation basée
sur la concentration de M6G. Enfin, si on ne reteoque de la M3G dans I'échantillon, c’est
evidemment I'équation impliquant la concentrationM3G qui est utilisée pour calculer le

At.
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SEUIL APPROCHE QUALITATIVE APPROCHE QUANTITATIVE
(ng/t) o ! ! :
6AM 5 ' i i 3
MORPHINE 10 [ | Bt 73.827.6 11 Gt 266 10 o
M6G 10 _ | At=97.9-23.81n Cyee  +1.181n2 Cyge
m3G o T ac-1723580n G +1.77 02
02 24 49 99 TEMPS (h)

Figure 6— Algorithme pour I'estimation du délai
entre la consommation d’héroine et le prélévement

Cette méthode a été appliquée a un ensemble ds ké@inomanes : 11 patients du groupe

expérimental TADAM (Paragraphe [11.1,27 patients ambulatoires traités par méthadane, e

1 patient ayant subi un RODA non repris dans leugeode sujets utilisés pour établir les

équations présentées dans le Paragraphe Ill.2.1

Les résultats obtenus pour l'estimation du délareema consommation d’héroine et le

prélevement chez ces patients sont présentés’dameke 10 et dans la Publication 5

Pour les 11 patients du groupe expérimental TADAM; un total de 32 prélevements

effectués, la concentration en 6AM était supédeau seuil de positivité de 5 pg/L dans 29
cas. Comme expliqué plus haut, c’est donc la prnarééape du modele qui a été appliquée
(délai inférieur a 2 heures). Les 3 autres prélerdgm contenaient une concentration en
morphine supérieure au seuil de positivité de 1 pges calculs de délai ont donc été établis
au moyen de I'équation basée sur la concentratian@phine. L'estimation du délai entre la

consommation et le prélevement de sang a fourgéicant moyen de 1,2 h par rapport au délai

réel.

Pour les 7 patients traités par méthadone (uny@éiént par patient) et le patient ayant subi
un sevrage rapide (8 prélevements étalés dansmgsje un seul échantillon contenait une

concentration en 6AM supérieure a 5 pug/L. L'appilara de notre modele nous a permis de
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conclure que le patient avait consommé de I'héraim@ns de deux heures avant le
prélevement.
Pour tous les autres prélévements, c’est logiquemaeseconde étape du modéle qui a été
appliguée comme suit :
1- sur base de I'équation « morphine » pour 4 patienméthadone » et pour les 6
premiers prélevements du patient « RODA » ;
2- sur base de I'équation « M6G » pour 1 patient thadbne » et pour le®7°
prélevement du patient « RODA » ;
3- sur base de I'équation « M3G » pour 1 patient thamone » et pour le dernier

prélévement du patient « RODA ».

L’estimation des délais entre le préléevement etdasommation est ainsi appréciée par
rapport au délai annoncé par les patients. Si tagsoupe « méthadone », ces estimations
sont trés proches des délais annoncés pour 5 fsasien7 (écart de -0.4 a +1.7 h), on peut se
poser la question de la réalité du délai avoudgsdeux patients pour lesquels les résultats
semblent s’écarter du modele. Pour le patient « R®Dle modéle fournit des données trés

cohérentes pour les 7 premiers prélevements (deaf3.6 a +1.5 h). Le délai calculé pour le

dernier prélevement est anormalement élevé et @ousiexpliquer par la variabilité

analytique du dosage de la M3G a une concentratisrproche de la limite de quantification.
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To develop a model for estimating the time delay between last heroin
consumption and blood sampling in chronic drug users. Eleven pa-
tients, all heroin inhalers undergoing detoxification, were included
in the study. S I pl I llected during the

p ples were
detoxification procedure and analyzed for the heroin metabolites
6-acetylmorphine (6AM), morphine (MOR), morphine-6-giucuronide
(M6G) and morphine-3-glucuronide (M3G), according to a UHPLC/
MSMS method. The general linear mixed model was applied to
time-related concentrations and a pragmatic four-step delay estima-
tion approach was proposed based on the simultaneous presence of
metabolites in plasma. Validation of the model was carried out using
the jackknife technique on the 11 patients, and on a group of 7 test
patients. Quadratic equations were derived for all metabolites except
6AM. The interval delay estimation was 2-4 days when only M3G
presentin plasma, 1-2 days when M6G and M3G were both present,
0-1 day when MOR, M6G and M3G were present and <2 h for all
metabolites present. The ‘jackknife’ correlation between declared
and actual estimated delays was 0.90. The overall precision of the
delay estimates was 8-9 h. The delay between last heroin consump-
tion and blood sampling in chronic drug users can be satisfactorily
predicted from plasma heroin metabolites.

Introduction

According to the United Nations Office on Drugs and Crime
(UNODC), the proportion of adult opiate users in 2010 ranged
between 0.3 and 0.5% of the global population, corresponding
t0 ~13-21 million individuals (1). Opioid dependence clearly re-
mains 2 major public health and social problem. Consumption of
opioids is also known to be the largest contributor to illicit
drug-related mortality. Two of the major causes of death among
opioid users are overdose and suicide (2, 3). Further, the use of
the intravenous route of administration increases the risk of sepsis,
hepatitis and HIV infections, medical conditions which markedly
impact the mortality rate among heroin addicts (4). In addition,
drug seeking and drug dealing expose consumers to a higher
risk of violence and homicide, while the sedative effects of
drugs raise the risk of becoming a victim of violence (5, 6). The
population of opioid consumers also presents an increased risk
of death from cancer and cardiovascular disease (3).

Clinical and forensic toxicologists are confronted daily with
proving heroin consumption, a delicate and challenging task.
Indeed, heroin and its first metabolite, 6-acetylmorphine
(6AM), have a very short half-life time. Moreover the presence

of morphine alone does not indicate which opiate was con-
sumed, because heroin, codeine, morphine and other morphine
derivatives share common metabolic pathways leading to mor-
phine (MOR), morphine-3-glucuronide (M3G) and morphine-6-
glucuronide (M6G) (7). An alternative approach to demonstrate
heroin consumption in individuals may consist in detecting opi-
ate alkaloid impurities in biological samples collected from these
subjects. As an example, acetylcodeine is an impurity of the illicit
heroin manufacturing process that has been investigated in
several studies. It is also possible to detect some constituents
of the opium poppy—codeine, noscapine, papaverine or their
metabolites.

Once consumption of heroin is established, another major
concern for forensic toxicologists is to estimate the delay be-
tween the index episode of opiate consumption and the time
of blood sampling. This delay could be helpful to assess the influ-
ence of drugs on the subject’s behavior at the time when facts
leading to sampling occurred. Delay estimation can be based
on the pharmacokinetics of opiates, as illustrated in Figure 1,
which displays the metabolism of heroin, codeine and noscapine.

The main objective of this study was to establish to what ex-
tent the concentrations of heroin metabolites and opiate alkaloid
impurities can be used to estimate the delay between heroin
consumption and blood sampling. Mathematical equations for
the time course of MOR, M6G and M3G concentrations after
inhalation were derived from time-related data collected in
11 patients undergoing rapid opiate detoxification under anes-
thesia (RODA). These were then used to estimate the time of
drug consumption. The reliability of the equations in predict-
ing the delay was assessed on the same RODA patients using a
jackknife method and on a small test group of independent
samples.

Material and methods

RODA protocol

RODA is a technique using opioid antagonists (naloxone and nal-
trexone) to induce withdrawal while the patient is anesthetized.
Anesthesia is intended to reduce the subjective experience of
acute symptoms of withdrawal, namely irritability, anxiety, appre-
hension, muscular and abdominal pains, chills, nausea, diarrhea,
generalized weakness and insomnia. Although frequently used,
this procedure is subject to significant controversy, mostly re-
garding exposure of patients to potentially life-threatening
risks (8—12). Patients who benefit from this protocol must

© The Author 2015. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissions@ oup.com
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Figure 1. Heroin, codeine and noscapine metabolism. 6AM, B-acetylmorphine; M3G,

| glucuronylt

uridine diph CYP, cytochrome P450

meet several inclusion criteria. These include documented opi-
ate dependency, age greater than 18 years and proof of sufficient
motivation to undergo detoxification. Exclusion criteria include
severe psychopathology associated with dependence, polydrug
use, pregnancy and disease contraindicating anesthesia. Prior to
the procedure, the patient’s eligibility is evaluated by a psychia-
trist and an anesthesiologist. Laboratory investigations include
tests of hematological, renal and hepatic functions, HIV, hepatitis
B and C seropositivity and a toxicological screening. On the day
of the procedure, patients receive an adapted premedication in-
cluding ranitidine, alizapride, clonidine, midazolam and scopol-
amine. General anesthesia is initiated with midazolam and
propofol, maintained at a bispectral index of + 20 with propofol.
All patients are intubated by the orotracheal route. Two milli-
grams of naloxone are then infused over 30 min to precipitate
withdrawal. Naloxone infusion is followed by gradual administra-
tion of 200 mg naltrexone via the orogastric tube. High doses of
clonidine are used to blunt the hemodynamic consequences of
withdrawal, while somatostatine is administered to treat diges-
tive symptoms. After 7-8 h of general anesthesia, patients are
extubated and receive standard post-anesthetic care in the
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intensive care unit (ICU). Twelve hours after the end of the pro-
cedure, patients receive 50 mg naltrexone orally and are trans-
ferred to the psychiatry unit for 48—72 h to consolidate the
detoxification process (13).

RODA patients

Eleven patients, seven men and four women, undergoing RODA
were recruited in the Department of Psychiatry of the University
Hospital (CHU) of Liege (Belgium) between June 2010 and
February 2014. All patients had normal renal function and no
signs of liver damage. All inhaled heroin regularly using the ‘chas-
ing the dragon’ technique (14). They used between 0.3 and 2 g of
heroin at their last consumption, corresponding to ~45-300 mg
of pure heroin, based on the usual purity of this substance in the
Greater Liege area (15). They were tested for barbiturates, ben-
zodiazepines, antidepressants, antipsychotics, amphetamines,
cannabis, cocaine, opiates and alcohol. Three individuals were
controlled positive for cannabis, six were treated with metha-
done, four with a benzodiazepine and one with an antidepres-
sant. Each patient was asked to indicate as precisely as possible
the time of his/her last heroin consumption. The demographic
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Table |
Characteristics of the RODA Patients Included in the Study (¥ = 11)

RODA Gender Age Dose of Time since last drug Number of blood

patient (years) heroin (g) consumption (h) samples
First Last
sample sample

1 F 35 05 11 86 7

2 M 3 03 413 48.0 .

3 M 44 03 36 270 4

4 M 35 0.5 34 51.5 10

5 F 40 05 44.2 98.5 8

6 M 25 20 23 75.3 10

7 F 35 03 55 779 9

8 M 36 20 78 56.5 8

9 M 46 15 44 53.0 9

10 F 56 20 85 56.3 8

n M 40 1.0 6.8 280 7

characteristics, the dose of heroin, the delay between declared
time since last drug consumption and first as well as last blood
sample and the number of samples collected are given for each
patient in Table . Two 4 mL blood samples were drawn into pro-
pylene tubes containing 2.25 mg/mL sodiuin fuoride at patient
admission (Day 0), at anesthesia induction and 0.5,1,2,4and 6 h
afterward. Additional samples were drawn on the early morning
of Day 1 in ICU and on the two following days (Days 2 and 3) in
the psychiatry unit whenever possible.

Test patients

Seven heroin addicts (labeled A-G) treated with methadone in
an outpatient clinic accepted to give a spot sample as well as
the time interval since their last heroin consumption. All patients
inhaled heroin and used between 0.3 and 1 g of heroin during
their last consumption. They were tested negative for cocaine
and amphetamines. One subject reported occasional use of can-
nabis and long-term alcohol abuse. One patient was treated with
bromazepam and another with quetiapine. Characteristics of
these patients are presented in Table I1.

Study protocol

Participation to the study was on a voluntary basis and a written
informed consent was obtained from all patients. The study pro-
tocol was approved by the Ethics Committee of the University of
Liege (Belgian agreement no. B70720108831).

Analytical metbods

Blood samples were centrifuged immediately and plasma frac-
tions were stored at —20°C prior to analysis. The quantification
of opiates in plasma was performed according to a previously de-
scribed method (16). Briefly, 50 pL of deuterated internal stan-
dards were added to 500 pL of plasma which were next
acidified with 0.15 N HCI. Oasis MCX (30 mg, 1 mL) cartridges
purchased from Waters (Zellik, Belgium) were used for solid
phase extraction (SPE). The conditioning was performed with
methanol, water and 10 mM citric acid and the acidified sample
was loaded onto the column. Then, the cartridges were washed
with 2% formic acid and dried. The elution was done with ammo-
nia in methanol (5/95, v/v). The eluate was evaporated to dry-
ness and reconstituted with a mixture of 5mM ammonium
formate, pH 3 and formic acid 0.1% in methanol (90/10, v/v).

Table Ii
Characteristics of the Test Patients (V = 7) and Prediction of the Delay Between Last Drug
Consumption and Blood Sample by the 4-Step Pragmatic Method

Variable Test patient

A B C D E F G
Gender M M M F M M M
Age (years) 42 2 3 % 83 27 39
Last heroin dose (g} 1.0 04 1.0 1.0 1.0 10 03
Declared delay since last 202 19 63.8 26 200 1.0 73
consumption (h)
6AM (pg/L) <5 <5 <5 <5 <5 14 <5
MOR (ug/L) <10 86 <10 160 12 248 37
MBEG (pg/L) 15 155 <10 366 <10 253 148
M3G (ng/L) 160 785 14 1827 466 1,036 821
Interval estimate of delay (h)®  24-48 2-24 48-96 2-24 2-24 <2 2-24

Actual estimate of delay (h)*  41.8 36 90.0 22 216 <2 88
Difference between estimated  +216 +17 +262 -04 +16 NA +15
and declared delay (h)

NA, not applicable.
“By the four-step pragmatic approach.

Ten pl. were injected into the ultra-high pressure liquid chro-
matograph (UPLC) Acquity coupled with a tandem mass
spectrometer Quattro Premier (Waters, Zellik, Belgium). The
chromatographic separation was performed on an Acquity
High Strength Silica HSS-T3 column (100 x 2.1 mm, 1.8 pm;
Waters). The mobile phase consisted of 5 mM ammonium for-
mate in water (pH 3) and formic acid 0.1% in methanol delivered
according to a gradient mode. The tandem mass spectrometer
operated in the positive electrospray mode at 1.0 kV. Two multi-
ple reaction monitoring (MRM) sequences were studied by
analytes. Heroin metabolites (6GAM, MOR, M6G, M3G and nor-
morphine) and opium alkaloids and their metabolites [codeine,
codeine-6-glucuronide (C6G), norcodeine, papaverine, nosca-
pine and meconin] were quantified in each sample.

Statistical analysis

The general linear mixed model (GLMM) approach, with ac-
counts for time-related data within patients, was applied to the
group of 11 RODA patients to derive the mathematical equations
relating time delay (A7) between last drug consumption and
blood sampling to circulating MOR, MGG and M3G concentra-
tions, respectively. A log-transform was applied to the results of
each assay, in order to normalize the distribution. GLMM analysis
was not applied to alkaloids and their metabolites because of the
high number of negative results (norcodeine, papaverine and
noscapine), the poor correlation between Azand analyte concen-
trations or the large inter-patient variability (meconin). The val-
idation of the mathematical equations was assessed on the RODA
patients by the jackknife technique, in which each patient is sub-
sequently left out of the dataset, the GLMM equations recalculat-
ed and the time delay of the left-out patient estimated by the new
equations. The jackknife approach provides a more realistic as-
sessment of the performance of the model than the resubstitu-
tion approach which uses the equations derived from the 11
patients. The differences between the ‘declared’ time delays
(A#) and those ‘predicted’ by the equations (using either a resub-
stitution or jackknife approach) observed within and between
patients were analyzed by one-way ANOVA to estimate within pa-
tients, between patients and total variability (i.e., precision of the
predictions in terms of standard deviations). The correlation
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coefficient was also calculated to measure the correlation be-
tween declared and predicted delays. Results were considered
significant at the 5% critical level (P < 0.05). All calculations
were performed with SAS (version 6.2 for Windows) and
S-PLUS (version 8.1) statistical packages.

Pragmatic approach

Given the GLMM equations, a pragmatic four-step approach was
proposed based on the following heroin pharmacokinetic con-
siderations: 6AM is the first heroin metabolite to disappear
from samples, followed by MOR, M6G and finally M3G. In the
first step, the coexistence in the sample of the four metabolites
ata concentration higher than a fixed threshold is taken into con-
sideration. The thresholds are based on the limit of quantification
(LOQ) of each substance and correspond, respectively, to 5 LOQ
for 6AM (1 pg/L), 2.5 LOQ for MOR (4 pg/L) and 1 LOQ for MGG
and M3G (10 pg/L). Delay estimation based on a 6AM threshold
was derived from 6AM pharmacokinetics only. Thus, in the first
step, when 6AM, MOR, M6G and M3G are simultaneously present
in the sample, the delay At was considered to be <2 h. This cor-
responds to five times the half-life of 6AM (17). in the second
step, when MOR is detected together with M6G and M3G, the
equation involving MOR concentration is used to determine At
When only MGG and M3G are present in the sample (third step),
the delay Atis estimated by the equation based on M6G concen-
tration. Finally, in the fourth step, when only M3G is found higher
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than the threshold, the delay Azwill be predicted by the equation
based on M3G concentration. The performance of the four-step
approach was assessed on the 11 RODA patients and on the 7 test
patients.

Results

Prediction equations

Individual plasma concentrations of MOR, M6G and M3G accord-
ing to declared time of last drug consumption are displayed in
Figure 2. Three RODA patients were still positive for 6AM on hos-
pital admission; all had concentrations higher than the LOQ for
MOR, M6G and M3G. A total of 90 observations were available
from the 11 patients for each analyte. GLMM analysis applied
to these data yielded the following equations:

Morphine: Delay (h) = 73.8 — 27.6 (InMOR) + 2.66 (In MOR)?
M6G: Delay (h) =97.9 — 23.8 (InM6G) + 1.18 (In M6G)*
M3G: Delay (h) = 172.2 - 35.8(InM3G) + 1.77(InM3G)*

Quadratic equations for MOR, MGG and M3G provided a signifi-
cantly better fit to the data than linear equations (see Fig. 2).
Correlations between declared delays and delays predicted
from these equations within and between patients were equal
to 0.91 for MOR, 0.88 for M6G and 0.94 for M3G. The same
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Figure 2. Relationship between declared time since last drug consumption and plasma concentrations of heroin metabolites (MOR, M6G and M3G) in 11 RODA patients. The solid

curve represents the quadratic function obtained by GLMM analysis.
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correlations based on the jackknife method were only slightly
lower, respectively, 0.89, 0.77 and 0.92, indicating a close associ-
ation between observed delays and those predicted from plasma
analyte concentrations. This demonstrates the good reliability of
the GLMM equations.

Pragmatic approach

As described before, the pragmatic four-step approach would
consider the delay between last consumption and sampling to
be <2h when 6AM, MOR, M6G and M3G concentrations are
all higher than their fixed thresholds (step 1). When MOR,
MGG and M3G concentrations are simultaneously present in plas-
ma, plugging a MOR value of 10 ug/L into the first equation
yields a delay <24 h (step 2). When M6G and M3G concentra-
tions are simultaneously higher than their fixed thresholds, plug-
ging an MGG value of 10 pg/L into the second equation yields a
delay <49 h (step 3). When only M3G is present, plugging an
M3G value of 10 pg/L into the third equation yields a delay
<99 h (step 4). Hence as a first crude (interval) estimation, the
delay between last drug consumption will be in the range of 49—
99 h (2-4 days) when only M3G is present in plasma, 24-49 h
(1-2 days) when both M6G and M3G are present, 2—24 h (0-
1 day) when MOR, M6G and M3G are present and <2 h when
6AM, MOR, MGG and M3G are all present. More accurate delay
estimation can be obtained by using the appropriate equation
in the corresponding intervals. This approach was applied to
the 11 RODA patients, yielding a correlation coefficient of 0.93
using the usual approach and 0.90 for the jackknife method
(see Figure 3). When analyzing the differences between declared
and predicted (using the pragmatic approach) delays by one-way
ANOVA (variance components), the prediction errors in terms of
SDs obtained by the ‘resubstitution-jackknife’ methods were
6-7h within patients, 5-6 h between patients and 8-9 h
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Figure 3. Correlation between declared times since last consumption anid ‘jackknife’
predicted times based on the pragmatic approach depending on the si
presence of heroin metabolites in plasma.

globally. The pragmatic method was finally applied to the seven
test patients (see Table II). Subject F was in step 1 (<2 h), sub-
jects B, D and G were in step 2 (0—1 day), subject A in step 3 (1-
2 days) and subject C in step 4 (2—4 days). The sample of subject
E contained MOR and M3G but no MGG, in contradiction with
heroin pharmacokinetics; nonetheless the delay calculated
with the ‘morphine’ equation was equal to 21.6 h, close to the
declared value of 20 h.

Discussion

In their daily practice, clinical and forensic toxicologists need to
appraise as precisely as possible the delay between opiate con-
sumption and time of blood sampling, in order to assess the influ-
ence of drugs on the clinical or forensic picture. In this study, we
elaborated a set of mathematical equations predicting this delay
from blood heroin metabolite concentrations in chronic heroin
users. Using the positivity of 6AM, MOR, M6G and M3G, a simple
method was constructed to obtain an estimate of the delay since
last consumption.

In traditional pharmacokinctic models, it is generally accepted
that a product is no longer present in the circulation after 5 half-
lives. With respect to heroin, this study showed that its metabo-
lites actually persist much longer in the blood. This specific
feature can be used to predict the delay between last heroin con-
sumption and blood sampling. The half-lives observed here were
similar to those calculated in other pharmacokinetic studies
indicating that the medications administered to RODA patients
would appear not to influence the half-lives of heroin metabolites.

The difference between estimated and observed delays, which
can be large, in particular for long delays, may be explained by
the fact that the model building and evaluation were based on de-
clared delays by the heroin addicts themselves. This patient
group is known to have difficulties in estimating the time of
their last consumption. The overall precision of the predictions
obtained by variance components analysis was estimated to be
8-9 h (i.e,, less than one half-day); this can be considered to be
quite satisfactory. The opium alkaloids (codeine, noscapine, pa-
paverine and their metabolites) were not used for model building
because of the large variability of their concentration in volun-
teers; this observation is logical because the levels of alkaloids
present in the heroin powder depend on the way it was prepared
(18). The heroin quantity inhaled by the patients was not taken
into account in the model, because these data will almost always
be missing in real cases. Moreover, Rook et al. (19) showed that
the quantity of inhaled heroin did not seem to influence the half-
lives of 6AM, MOR, MGG or M3G.

The model developed in this study only works for chronic her-
oin users. This is because it was developed based on data from
patients who had consumed heroin several times a week before
the detoxification protocol. Thus, the equations involving MOR,
MGG and M3G concentrations did take into account residual me-
tabolite concentration from previous consumption. Estimation of
the delay between heroin consumption and blood collection has
to be made cautiously for patients who consume cocaine and/or
ethanol. Both heroin and cocaine are metabolized by carboxyles-
terase meaning that heroin metabolism could be inhibited in case
of concomitant use of cocaine. As concerns alcohol, study of her-
oin overdose victims appears to indicate that hydrolysis of 6AM
into MOR is delayed by alcohol use (20).
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To further validate the model developed here, we applied it to
data published by Rook et al. (21). We derived MOR, M6G and
M3G plasma levels from the time-related concentration curves
displayed in their article. For MOR, a concentration of 142 pg/L
was obtained until 5 h after heroin inhalation; our model estimat-
ed a delay of 2.3 h for this value. For MGG, a concentration of
231 pg/L was obtained until 10 h after heroin administration;
the delay estimated by our model for this concentration was
equal to 3.3 h. For M3G, a concentration of 923 pug/L was ob-
tained 8-17 h after consumption and the estimated delay by
our model was 10.3 h. It can be concluded that delays predicted
by our model were close to those specified in the article. We
were not able to apply the model to other pharmacokinetics
studies, either because the subjects had to be tested negative
for heroin metabolites before entering the study (22-24), or
because the time when samples were collected was too short
(25, 26).

We recognize that the mathematical equations obtained by
GLMM were based on a limited number of subjects (N=11).
Nonetheless, for each subject 7—-10 results were available, yield-
ing a total of 9G observations for the statistical analysis. The jack-
knife method in which GLMM analysis was repeated 11 times
showed that equations remained quite stable when leaving-out
each patient successively. We also ran the program by combining
both RODA and test patients (total N= 18 subjects) and found
that the equations only changed insignificantly.

Conclusion

A common problem in clinical or forensic toxicology is deter-
mining the delay between two factual events. For example, this
may be the delay between drug consumption and blood sam-
pling. In many situations, this delay can be estimated by the
knowledge of pharmacokinetic parameters. However, when it
comes to opiates, the blood can contain many products and me-
tabolites. It is possible to improve the delay estimation by inter-
polating the cross correlation function between product
concentrations in blood. Here, we propose a novel algorithm
which works satisfactorily and was validated using an indepen-
dent sample of heroin consumers.
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Conclusions et perspectives

La relation entre toxicomanie et délinquance edijét de nombreuses études et controverses.

Deux types de positions se confrontent :

- pour certains, l'usage de drogues doit rester dittecar il est intrinsequement
criminogene ;
- pour d'autres, la délinquance est expliquée parélzessité qu’a le toxicomane de se

procurer, a colt éleve, une substance illicite.

La vérité, comme souvent, est sans doute située ees deux options, mais il reste vrai que
les héroinomanes sont tres souvent impliqués demslassiers criminels que ce soit en tant
que victimes ou en tant qu'auteurs. Quand un dossipliquant des héroinomanes est a
I'instruction, les magistrats ont des questionscises pour les toxicologues. Y a-t-il eu
consommation d’héroine par le sujet et a quel mompanrapport aux faits ? Le sujet avait-il
consommeé d’autres substances qui auraient pu mdf@reson comportement ? Les quantités
de toxiques retrouvées dans les échantillons bipleg peuvent-elles expliquer I'éventuel

déces du sujet ?

La réponse a ces différentes questions passe psiepls phases. Dans geemiére phase
nous avons établi la composition de I'héroine desur le marché local, afin de déterminer
les biomarqueurs a rechercher dans les échantillwo®giques pour identifier les
consommateurs d’héroine.

Par I'analyse des poudres confiées au laborat@rd akicologie du CHU de Liege, nous
avons pu préciser que le taux moyen en héroined@st7%. Pour la papavérine et la
noscapine, les taux moyens sont respectivementOdet 9%. Les produits de coupe retrouvés
sont dans 98% des cas du paracétamol (taux ma¥é¥) et de la caféine (taux moyen :

18%). Ces résultats sont en accord avec I'étudd B8\(Systeme d’Information National sur
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les Toxiques et les Substances) de 'OFDT (ObseireatFrancais des Drogues et des

Toxicomanies) réalisée entre mars 2007 et juin ZO00R

Dans unedeuxieme phasgnous avons développé les techniques analytigéesseaires a
I'identification et au dosage des biomarqueurs @alecdnsommation d’héroine. En méme
temps, ces méthodes doivent étre capables d’olgedti présence de drogues illicites autres
qgue I'héroine.

La premiéere méthode décrite (Publicationutilise la chromatographie liquide ultra-haute
pression couplée a de la spectrométrie de massendem (UHPLC/MSMS) et permet de
séparer 25 opiacés et leurs 14 analogues deut@rés9eminutes. La préparation de
I’échantillon biologique est simple et relativemeapide puisqu’elle consiste en une seule
extraction en phase solide. La colonne chromatdgmap utilisée dans cette technique
(Acquity® HSS-T3, Waters) permet la séparation de la moeplibre et de ses dérivés
glucuroconjugués — morphine-6-glucuronide (M6G)retrphine-3-glucuronide (M3G); ceci
est particulierement intéressant puisque seules marphine et la M6G sont
pharmacologiquement actives.

Cette méthode a été validée selon les criterea &A pour 21 des 25 opiacés recherchés.
Cette techniqgue UHPLC/MSMS est donc bien adaptéepérage des héroinomanes mais il
faut toutefois savoir que la 6-acétylmorphine estskul biomarqueur spécifique de la
consommation d’héroine. Malheureusement, elle n'egttouvée dans le sang dun
héroinomane que quelques heures aprés la consammiatis autres biomarqueurs (codéine,
morphine, dérivés glucuronconjugués) sont présieedsicoup plus longtemps apres la prise
mais sont communs a la consommation d’héroine,adigice et de morphine. Toutefois,
lorsque I'on trouve dans le sang de la morphindedta codéine simultanément, un rapport de
concentrations morphine/codéine supérieur a 1re$aveur d’'une consommation d’héroine,

tandis que le méme rapport inférieur a 1 est eauiad’'une consommation de codéine.
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La deuxieme et la troisieme méthodes d’analyseitdéc(Publications 2 et)3permettent

d’identifier et de doser les autres substancesitds susceptibles d’étre consommées
simultanément a I'héroine et pouvant en affect@hl@macocinétique.

La deuxieme méthode est identique a la méthodetelétans la Publication 1 en termes de
préparation d’échantillons et de méthode UHPLC.I&é&u programmation du spectrometre
de masse change afin d'ajouter a lidentification a& dosage des opiacés ceux des
amphétamines et de la cocaine.

La troisieme technique, également basée sur deRl@Hcouplée a de la spectrométrie de
masse en tandem, permet d’affirmer la consommat®rtannabis. L’échantillon de sang
subit une extraction liquide/liquide et la sépamati chromatographique du
tétrahydrocannabinol (THC) et de ses 2 principa@talmolites est réalisée sur une colonne
Acquity® BEH C18 classique. La phase mobile est constituda thmpon bicarbonate

d’ammonium pH 10 et de méthanol.

La troisiéeme phasedu travail correspond a I'élaboration d’'un mod&lpartir duquel il sera
possible d’estimer le délai entre le moment du gueinent biologique et celui de la
consommation d’héroine. Nous avons tout d’aborat¢mé & une approche qualitative, mais
nous avons rapidement tenté d’améliorer la prétidiodélai estimé en établissant un modeéle
mathématique. Ce modele mathématique a été cdanstnuiconsidérant la cinétiqgue de
I'héroine et de ses métabolites dans une populat®rsujets de I'étude TADAM et du

protocole RODA (Publications 4 €}.5

Apres consommation d’héroine, la 6-acétylmorphist présente dans le sang pendant 2
heures, alors que la morphine, la M6G et la M3Gergsdétectables respectivement pendant
1,2 et4jours.

Grace aux résultats biologiques obtenus chez lgsnps en sevrage rapide (RODA) pour

lesquels des échantillons ont encore été prélewgguija trois jours apres l'arrét de la
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consommation, nous avons établi trois équationsngiant d'estimer le délai entre le
moment du prélévement et celui de la consommation.

La premiere équation s’applique lorsque la morphlaeM6G et la M3G sont présentes
simultanément.

La deuxieme équation doit étre utilisée lorsqueersistent dans I'échantillon biologique que
de la M6G et de la M3G.

Enfin, lorsque seule la M3G est retrouvée a l'asalyc’est la troisieme équation qui est
d’application.

La prédiction du délai est satisfaisante puisqeerdur calculée pour I'estimation du délai
entre la derniére consommation d’héroine et leepsFhent de sang est le plus souvent
inférieure a 3 heures chez le groupe de sujeisagipour tester le modeéle.

On peut formuler quelques réserves a l'utilisatiences équations puisqu’elles peuvent étre
théoriqguement influencées par la consommation sanéé d’alcool et/ou de cocaine qui
modifie la pharmacocinétique de I'héroine.

Notre modele mathématique ayant été construit age llle prélevements réalisés chez des
consommateurs chroniques, il serait intéressantodlesi les équations s’appliqguent a des
prélevements de consommateurs occasionnels, paipéxen administrant de I'héroine a des
sujets non consommateurs et en procédant ensdds prises de sang a intervalles réguliers.
Malgré l'intérét scientifique évident de cette apgre, on voit mal un Comité d’Ethique
donner son accord... Une alternative pourrait éwrélisation d’'une espéce animale la plus

proche possible de ’'Homme, du moins en termes é@almolisation des opiaces.

L'intérét de ce travail peut étre illustré par deas médico-légaux pour lesquels des
échantillons biologiques ont été déposés au Lathiogatle Toxicologie du CHU de Liege a

des fins d’expertise.

112



Conclusions et perspectives

Le premier est le cas d’'une jeune femme de 27la&@rsinomane notoire, retrouvée sans vie
par son compagnon. Le meédecin légiste requis sudidéeix du déces n'a pu mettre en
évidence aucune lésion qui aurait pu expliquesiiesfatale. Le magistrat chargé d’instruire le
dossier a demandé une expertise toxicologique énifier si le décés peut étre attribué a la
consommation de drogues licites ou illicites.

Les analyses chromatographiques réalisées surmh@étibn de sang démontrent que le sujet
était, au moment de son déces, sous linfluencaedlbenzodiazépine, le diazépam, d'un
antidépresseur, la trazodone, et d'un analgésiqoephinique, le tramadol, tous trois
retrouvés a des taux thérapeutiques. La présenc6Adk retrouvée a I'état de traces
(<5 pg/L), de morphine (91 pg/L), de M6G (37 pgét)de M3G (304 ug/L), de codéine libre
(12 pg/L) et de méconine (9 pg/L) établit la consmtion d’héroine. L’application de
I'équation basée sur la concentration de morpharenpt d’estimer le moment de la derniere
consommation d’héroine a 3.4 h avant le déces, uteesf cohérent avec les faits. Le
compagnon de la victime a expliqué qu’il a quitké simie environ 6 heures avant le moment

ou il 'a découverte sans vie a son retour.

Le deuxieme cas est celui d’'un homme de 46 ansusdrmort le lendemain d’'une féte entre
collegues au cours de laquelle il aurait consomesegdiantités importantes d’alcool. Il n’était
pas connu comme toxicomane. Le magistrat chargéstdiire le dossier a demandé une
expertise toxicologique afin de savoir si une coms@tion de stupéfiants (résultat positif au
dépistage urinaire réalisé par le médecin légettd)alcool peut expliquer le déces.

Les analyses chromatographiques réalisées suchesmtillons biologiques confirment que le
sujet était, au moment de son déceés, sous l'infleelalcool (1.5 g/L) et d’'opiacés. La prise
d’héroine a pu étre démontrée grace a la préseno®dphine et de codéine sous formes libre
et glucuroconjuguée dans le sang (rapport entredesentrations de morphine et de codéine

supérieur a 1) et grace a la présence de 6AM densirines. L'application de I'équation
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basée sur la concentration de morphine (199 udfien(qu’il s’agisse d’'un consommateur
occasionnel et que nous sommes donc plus résewast g I'application du modele

mathématique) permet d’estimer le moment de la@onsation d’héroine a 2.2 h avant le
déces. La morphine est un puissant agent dépregseaaysteme respiratoire, d’autant plus en
cas de consommation concomitante d’alcool et @ds®ciation a pu étre rapidement fatale

chez un individu habituellement non consommateur.

Le cas suivant est celui d’'un homme de 27 ans hppd® vers 22h30 par la police aprés une
soirée arrosée. Il est découvert mort dans saleéidendemain matin. L'autopsie révéele que
le sujet est décédé trés vite aprés le début densancération (heure du déces estimée vers
minuit trente par le médecin légiste). L'analysedologique d’'un échantillon de sang permet
de mettre en évidence de la 6AM a la concentrat®ri0.5 pg/L, de la morphine libre a la
concentration de 94 ug/L ainsi que ses deux métabotonjugués, la M6G et la M3G,
respectivement présents aux concentrations de #@ @01 pg/L. Le sujet était également
sous l'influence d’'une alcoolémie importante (2/4) gt de deux benzodiazépines (diazépam
et clonazépam) retrouvées a des taux thérapeutiqageésence de 6AM, seul biomarqueur
spécifiqgue d’'une consommation d’héroine, retrolvéme concentration supérieure a 5 pg/L
permet d’estimer le moment de la derniere consoimat’héroine a moins de 2 heures

avant le décés, en accord avec les constatatiomsdacin Iégiste.

Le dernier cas présenté est celui d'un polytoxicoende 35 ans blessé par balle lors d’'une
rixe un jeudi soir vers 22 heures. L'objectif dexpertise toxicologique était, cette fois,
d’évaluer I'état d'imprégnation du sujet au momdas faits. L'analyse chromatographique
d’'un échantillon de sang prélevé a cette fin ledvedi vers 14 heures montre que l'individu
était sous l'influence de cocaine (benzoylecgonni@cipal métabolite de la cocaine, présent
a la concentration de 917 ug/L). De la morphinduggronide et de la morphine-3-

glucuronide ont également été retrouvées dans &eyament respectivement a des
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concentrations de 76 pg/L et de 499 ug/L. L'idecaiion de I'opiacé consommeé par le sujet,

I’héroine, a pu étre réalisée grace a I'analyse gié¢levement urinaire dans lequel de la 6AM

a pu étre mise en évidence. L’application du mod@éhématique élaboré dans ce travail a la
concentration sanguine de M6G permet d’estimer ¢enent de la derniére consommation

d’héroine a 17 heures avant le prélevement. Plids 8 cours de I'enquéte, I'individu

avouera avoir consommé de I'héroine le jeudi erutddb soirée.

En conclusion, méme si l'imprécision dans l'estimatdu délai entre consommation et
prélevement biologique demeure importante, le neod@thématique proposé dans ce travail
permet malgré tout d’apporter une réponse inténésset utile a cette difficile question du
moment de la consommation.

Les équations utilisées pour estimer le délai écaumtre la consommation d’héroine et le
prélevement biologique ont été établies en fonatieda derniere consommation déclarée par
les sujets de I'étude. Etant donné la possible écipion de cette déclaration, il serait utile de
renouveler I'expérimentation dans des conditiondeotnoment de la derniére administration
d’héroine serait connu parfaitement.

Ce travail pourrait également étre utilement conépp@ar I'étude des fenétres de détection des
métabolites de I'héroine dans l'urine, qui pouregporter un élément de confirmation aux

résultats fournis par I'analyse sanguine.

L’héroine est probablement I'archétype méme dedupt® associés a la toxicomanie. Méme
si le pourcentage de consommateurs est peu élavéapport aux chiffres que I'on peut
evoquer pour d’autres psychotropes, le nombre dihémanes dont les faits et gestes se
retrouvent dans des dossiers judiciaires est irapbét justifie qu’'un magistrat s’interroge sur
des questions de délai entre la consommation étitss et donc, d’influence du produit sur le
comportement au moment des faits. Notre travagraét d’apporter quelques éléments de

réponse pouvant aider a linterprétation des ratulinalytiques que le laboratoire de
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Toxicologie peut proposer lorsqu’il dispose de g@véments biologiques. Il est incomplet,
imparfait et doit étre lu comme une des piecesudizle qui, une fois, assemblées, permettent

d’apporter un éclairage au moins partiel dans wgsigo judiciaire !
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Annexe 1

Identification et dosage des opiacés seuls dansing : validation analytigue

Fonction de réponse

Molécules Type de régression Equation R2
6-acétylcodéine Linéaire pondérée (1/x) y=0.024a&042 0.9982
6AM Linéaire pondérée (1/x) y=0.01196x-0.0037 0398
6-B-naltrexol Linéaire pondérée (1/x) y=0.01637x+0.014 0.9983
Buprénorphine Linéaire pondérée (1/x) y=0.1204>6010 0.9978
Codéine Quadratique pondérée (1/x)  y=0.00000069@88245x+0.006188 0.9975
C6G Quadratique y=0.00000848x2+0.007220x+0.009284 .9982
Dihydrocodéine Quadratique pondérée (1/x)  y=-0.02@0x2+0.01173x+0.05600 0.9970
EDDP Quadratique y=0.00000130x2+0.01659x-0.05211 9955
Ethylmorphine Linéaire pondérée (1/x) y=0.1743x204 0.9928
Hydrocodone Linéaire pondérée (1/x) y=0.0082372241 0.9960
Hydromorphone Linéaire pondérée (1/x) y=0.00964&086756 0.9984
Méconine Quadratique pondérée (1/x)  y=0.00000045B51231x-0.002831 0.9939
M3G Linéaire pondérée (1/x) y=0.003822x+0.01179 90
M6G Quadratique pondérée (1/x)  y=-0.00000025x2+8088x+0.02082 0.9978
Méthadone Quadratique pondérée (1/x)  y=0.00000%D5888772x+0.01602 0.9990
Morphine Linéaire pondérée (1/x) y=0.005665x-0.CEBY 0.9914
Naloxone Linéaire pondérée (1/x) y=0.003220x-0.@3B2 0.9927
Naltrexone Linéaire pondérée (1/x) y=0.01579x-0538% 0.9942
Norbuprénorphine  Quadratique y=0.00000954x2+0.0296H05576 0.9946
Norcodéine Quadratique pondérée (1/x)  y=-0.0000884100495x+0.001229 0.9943
Normorphine Linéaire pondérée (1/x) y=0.06464x-6 22 0.9990
Noscapine Quadratique pondérée (1/x)  y=0.000544R886405x-0.0002082 0.9988
Oxycodone Quadratique pondérée (1/x)  y=0.000002Z8883876x+0.0007769 0.9978
Papavérine Quadratique pondérée (1/x)  y=0.0006807k272x-0.02696 0.9950
Pholcodine Linéaire pondérée (1/x) y=0.1957x+0.2285 0.9907
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Annexe 2

Identification et dosage des opiacés seuls dansing : validation analytigue

Justesse exprimée par le biais relatif en %

Groupe 1
C cible 5 10 20 75 300 600 1200
(ng/l)
Codéine -21.3 -7.3 -7.9 3.6 -6.5 25 15
Dihydrocodéine -66.2 -26.4 -13.1 5.5 -9.5 -3.4 3.7
EDDP - 18.7 -13.3 6.0 5.9 7.0 6.7
Hydrocodone 1.0 5.0 3.6 2.7 -5.2 5.0 6.4
Méthadone -28.6 -4.7 -2.5 12.2 3.1 5.7 5.3
M6G -43.0 -10.0 -5.7 5.1 -2.5 8.3 11.5
M3G -27.5 -5.8 2.0 13.8 -3.3 7.5 6.9
Méconine - 41.7 50.4 12.3 5.6 12.4 12.4
Groupe 2
C cible 1.25 25 5 19.75 75 150 300
(ng/l)
C6G - - -16.7 23.1 13.8 19.9 8.2
Groupe 3
C cible 1 2 4 15 60 120 240
(Hg/l)
6AM -5.4 6.0 -1.3 8.2 -2.5 7.8 10.6
Ethylmorphine - 5.0 17.5 28.9 7.2 14.1 -
Hydromorphone -5.2 -4.1 -13.1 1.8 -8.2 2.1 2.4
Morphine -14.1 -0.09 3.2 8.3 -6.6 6.2 4.7
Norcodéine -33.7 -5.7 4.4 13.8 -2.5 4.8 -13.4
Normorphine - -14.3 6.7 16.0 4.4 7.4 -
Oxycodone 23.3 6.1 -6.7 7.3 -4.1 9.1 8.1
Pholcodine - 2.6 18.4 - 17.5 18.7 3.5
Groupe 4
C cible 0.5 1 2 75 30 60 120
(Hg/l)
6-acétylcodéine - 4.4 10.0 16.0 8.3 16.2 7.6
Buprénorphine - -17.6 -14.1 10.2 -6.0 3.0 -1.0
Naloxone - 1.1 0.55 13.6 25 29 4.1
6-B-naltrexol - 0.0 -5.6 10.5 -8.9 -1.4 -
Naltrexone - 5.5 -5.8 8.8 2.7 3.6 8.3
Norbuprénorphine - - 10.0 22.3 13.3 12.8 2.3
Noscapine - 11.6 3.0 13.9 2.7 7.4 -1.3
Papavérine - 16.6 4.0 10.9 0.80 6.5 -2.0
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Annexe 3

Identification et dosage des opiacés seuls dansing : validation analytigue

Fidélite

3.1. Répétabilité exprimée par le CV en %

Groupe 1
C cible 5 10 20 75 300 600 1200
(ngfl)
Codéine 14.4 8.5 4.8 4.9 6.7 5.2 4.7
Dihydrocodéine 15.7 6.8 8.3 4.2 6.2 6.3 15
EDDP - 9.7 3.0 8.3 15.3 1.1 6.4
Hydrocodone 16.2 20.4 6.6 9.2 9.5 9.7 7.1
Méthadone 12.1 4.5 25 3.3 5.1 6.4 3.6
M6G 13.3 8.4 4.8 4.6 6.7 5.6 5.4
M3G 184 13.2 3.4 5.5 5.2 6.0 4.0
Méconine - 20.3 14.0 15.1 9.8 8.3 10.0
Groupe 2
C cible 1.25 2.5 5 19.75 75 150 300
(ng/l)
C6G - - 84.8 135 7.0 8.6 7.7
Groupe 3
C cible 1 2 4 15 60 120 240
(ngfl)
6AM 13.0 15.2 4.9 7.8 7.3 6.3 3.6
Ethylmorphine - 12.8 11.6 8.6 11.3 8.5 -
Hydromorphone 13.4 9.1 3.6 4.1 5.9 6.5 3.3
Morphine 24.8 19.9 9.1 6.6 4.2 7.1 3.5
Norcodéine 17.8 23.7 20.1 13.3 3.9 7.7 6.1
Normorphine - 8.4 5.9 1.6 8.2 6.6 -
Oxycodone 14.1 12.5 7.5 7.9 7.7 6.0 4.9
Pholcodine - 16.5 5.5 - 11.1 7.7 2.6
Groupe 4
C cible 05 1 2 75 30 60 120
(Hg/l)
6-acétylcodéine - 16.0 8.5 2.0 6.8 6.6 7.0
Buprénorphine - 20.7 6.5 10.6 12.0 11.3 7.4
Naloxone - 145 9.7 5.8 5.0 4.8 3.8
6-B-naltrexol - 11.1 6.9 7.0 6.5 7.7 -
Naltrexone - 7.8 5.3 21 6.3 2.7 3.6
Norbuprénorphine - - 17.5 2.7 8.9 9.8 6.5
Noscapine - 9.4 9.1 5.2 8.6 6.5 51
Papavérine - 5.8 3.7 4.3 8.6 5.8 4.4
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3.2. Précision intermédiaire exprimée par le C\¥en

Groupe 1
C cible 5 10 20 75 300 600 1200
(ng/l)
Codéine 37.2 8.5 6.0 7.2 6.7 6.5 4.7
Dihydrocodéine 29.8 17.0 14.9 4.2 12.9 10.1 15
EDDP - 29.7 12.1 13.7 15.3 15.8 11.6
Hydrocodone 23.2 20.4 6.6 14.5 12.2 9.8 13.2
Méthadone 46.5 8.2 7.1 8.7 5.6 8.8 4.9
M6G 52.4 17.5 15.6 9.0 9.7 8.9 5.4
M3G 44.0 13.3 3.4 11.5 8.5 9.5 6.8
Méconine - 45.9 53.8 25.2 19.1 19.2 10.0
Groupe 2
C cible 1.25 2.5 5 19.75 75 150 300
(ngfl)
C6G - - 187.4 30.7 12.2 13.3 7.7
Groupe 3
C cible 1 2 4 15 60 120 240
(ngfl)
6AM 48.1 15.2 11.1 8.6 9.6 9.9 6.5
Ethylmorphine - 20.5 19.5 19.9 15.2 20.3 -
Hydromorphone 26.6 17.4 6.3 5.6 10.6 9.2 5.2
Morphine 28.0 324 9.1 6.6 11.4 11.6 5.3
Norcodéine 33.1 38.9 20.1 14.9 10.3 11.2 6.1
Normorphine - 19.8 17.1 3.7 12.0 9.0 -
Oxycodone 23.8 16.0 15.2 17.4 13.0 8.1 12.6
Pholcodine - 21.6 6.3 - 15.5 15.1 2.6
Groupe 4
C cible 0.5 1 2 75 30 60 120
(nafl)
6-acétylcodéine - 20.5 18.5 19.9 13.6 13.5 9.8
Buprénorphine - 20.7 6.5 10.6 14.1 15.4 8.4
Naloxone - 16.7 19.5 12.4 11.1 11.3 8.1
6-p-naltrexol - 12.6 13.7 10.2 8.1 10.0 -
Naltrexone - 13.6 17.9 3.1 6.3 2.7 5.1
Norbuprénorphine - - 17.5 19.9 8.9 10.8 6.7
Noscapine - 13.2 12.2 10.3 8.6 11.1 6.9
Papavérine - 11.5 8.4 6.8 8.7 11.1 8.0
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Annexe 4

Identification et dosage des opiacés seuls dansing : validation analytigue

Incertitude de mesure étendue relative en %

Groupe 1
(Epcé?ll)e 5 10 20 75 300 600 1200
Codéine 84.8 18.0 13.1 15.9 14.3 14.4 10.0
Dihydrocodéine 67.1 38.7 33.6 8.9 29.2 22.7 3.6
EDDP - 67.9 27.7 30.6 32.8 36.5 26.2
Hydrocodone 51.6 43.0 14.0 32.5 26.9 20.9 29.9
Méthadone 106.8 18.5 16.3 19.9 12.0 19.4 10.8
M6G 120.3 39.6 35.8 21.3 21.4 19.9 11.5
M3G 100.1 28.1 7.2 26.0 19.0 21.2 15.2
Méconine - 104.3 123.5 59.1 45.3 46.1 21.5
Groupe 2
C cible 1.25 2.5 5 19.75 75 150 300
(nafl)
C6G - - 425.8 69.7 27.4 29.8 16.3
Groupe 3
C cible 1 2 4 15 60 120 240
(nafl)
6AM 110.3 32.0 25.2 18.5 21.1 22.2 14.6
Ethylmorphine - 45.8 43.6 45.4 33.6 46.3 -
Hydromorphone 60.2 39.3 14.2 12.4 24.0 20.4 11.6
Morphine 60.2 72.4 19.3 14.0 26.2 26.1 11.8
Norcodéine 74.7 87.0 42.3 32.1 23.6 24.9 15.0
Normorphine - 45.1 39.1 8.5 26.6 20.1 -
Oxycodone 53.3 34.9 34.4 39.7 28.7 18.0 28.8
Pholcodine - 47.4 13.6 34.4 - 34.2 5.6
Groupe 4
C cible 0.5 1 2 75 30 60 120
(nafl)
6-acétylcodéine - 44.8 40.9 45.9 30.7 30.6 21.8
Buprénorphine - 43.6 13.7 22.3 30.7 34.2 18.2
Naloxone - 36.0 44.1 28.0 25.3 25.7 18.4
6-B-naltrexol - 27.2 31.0 22.7 17.6 22.1 -
Naltrexone - 30.7 41.1 7.0 13.7 5.8 11.3
Norbuprénorphine - - 37.2 48.6 18.9 23.7 14.3
Noscapine - 29.3 26.9 23.3 18.2 25.1 15.3
Papavérine - 25.9 19.0 15.3 18.4 25.2 18.1
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Annexe 5

Identification et dosage des opiacés seuls dansbnc : validation analytique

Profils d’exactitude
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Annexe 6

Identification et dosage des opiacés seuls dansbnc : validation analytique
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M3G

M6G

Méthadon
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Annexe 7

Identification et dosage des opiacés seuls dansing : validation analytique

Stabilité

7.1. Température ambiante pour 2 niveaux de coratents
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Temps (h)

7.2. Température de réfrigération pour 2 niveaugaeentrations
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PHOLCODINE

Temps ()

7.3. Température de congélation pour 2 niveauxodeentrations
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MORPHINE-3-GLUCURONIDE

MORPHINE-6-GLUCURONIDE METHADONE
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Annexe 8

Identification et dosage des opiacés seuls dansing : validation analytigue

Effet matrice

Molécules Effet matrice moyen (%) CV (%)
6-acétylcodéine 34.5 10.7
6AM 102.0 3.6
6-B-naltrexol 98.8 6.2
Buprénorphine 96.7 6.0
Codéine 102.6 2.9
C6G 45.4 23.9
Dihydrocodéine 98.8 11.4
EDDP 96.9 2.9
Ethylmorphine 76.1 23.6
Hydrocodone 106.2 4.8
Hydromorphone 98.6 5.2
Méconine 40.1 25.2
M3G 93.3 5.9
M6G 102.5 4.6
Méthadone 98.1 15
Morphine 99.2 11.2
Naloxone 110.8 6.7
Naltrexone 103.4 4.0
Norbuprénorphine 1141 12.0
Norcodéine 104.4 10.6
Normorphine 105.7 15.0
Noscapine 35.9 12.7
Oxycodone 105.0 3.6
Papavérine 37.5 7.9
Pholcodine 246.7 9.2
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Annexe 9

Patients « RODA » : Concentrations en 6AM, morphineM6G et M3G obtenues dans les

différents prélevements

Sample At (min.) At(h) 6AM MOR M6G M3G COD C6G MECO NMOR NCOD PAPAV NOSCA ACQD
PATIENT 1
1 65,00 1,08 8,70 244 797,39 3786 64,7 741 2676 13,5 7,6 11,9 <1,5 |4
2 125,00 2,08 1,08 129,2 609,5 3210 425 602 1945 5 5,8 6,6 <1 <2
3 170,00 2,83 <1 112,1  476,2 2737 2,1 526 1566 6,4 47 43 <1 <2
4 230,00 3,83 <1 92,5 384,5 2075 26,4 362 980 54 1,6 3 <1 <2
5 295,00 4,92 <1 75,5 339 1971 254 353 823 55 <4 2,7 <1 <2
6 400,00 6,67 <1 61,5 250,1 1480 17,4 244 528 53 <4 1,9 <1 <2
7 515,00 8,58 <1 40,2 2174 1344 13,7 267 300 4 <4 1,3 <1 <2
PATIENT 2
1 2480,00 41,33 <1 6,1 28,4 185,3 <5 <1975 98 <2 <4 <1 <1 <2
2 2520,00 42,00 <1 6,1 21,8 151,2 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 <2
3 2550,00 42,50 <1 6 21 1414 <50 <1975 <b <? <4 <1 <1 K2
4 2610,00 43,50 <1 55 20,4 146,1 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 <2
5 2730,00 45,50 <1 4,6 16 124,9 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 <2
6 2850,00 47,50 <1 <4 15,2 112 <5 <1975 <5 <? <4 <1 <1l K2
7 2880,00 48,00 <1 <4 12,4 122,9 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 K2
PATIENT 3
1 215,00 3,58 <1 63,1 240,2 12733 67 6065 4927 7, 154 41 1 < <2
2 240,00 4,00 <1 694 190,7 13158 56,4 5018 3€1,7 10,1 98 9 3, <1 <2
3 270,00 4,50 <1 52 167,83 925,6 44,8 4078 267,1 7,1 8 2,6 <1 <2
4 330,00 5,50 <1 541 1127 831,7 446 389 2331 5,7 12,2 2,6 <1<2
5 450,00 7,50 <1 37,1 110 701,L 32,7 300,1 1341 52 3,6 1,8 <1l 2 |<
6 570,00 9,50 <1 41,8 98,¢ 572,6 31,3 3195 914 4.7 3,4 L7 <1 2 |<
7 1620,00 27,00 <1 6,9 32,6 265,7 <5 434 <5 <2 <4 <1 <1 <2
PATIENT 4
1 205 3,42 <1l 288 92,6 1010,2 122 664 2940 N/A <4 20 <1 <2
2 260 4,33 <1 27,7 1358 890,7 10,0 577 2333 NA <4 21 <1 <2
3 300 5,00 <1 195 76,3 897,8 9,5 436  169,8 41 <4 15 <1 <2
4 360 6,00 <1 193 76,8 790,1. 9,5 44,1 1382 49 <4 15 <1 <2
5 420 7,00 <1 154 715 697,5 8,2 325 97,8 40 <4 14 <1 <2
6 540 9,00 <1 148 66,6 578,7 7,0 23,2 59,4 45 <4 13 <1 <2
7 660 11,00 <1 9,8 49,0 551,2 6,0 221 41,2 45 <4 12 <1 <2
8 720 12,00 <1 9,3 66,4 607,8 6,2 28,4 30,1 36 <4 11 <1 <2
9 1690 28,17 <1 52 16,6 406,9 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1l K2
10 3090 51,50 <1 <4 <10 29,5 <5B  <19,75 <5 <2 <4 <l <l 12
PATIENT 5
1 2650 44,17 <1 6,5 28,6 175,4 51 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 <2
2 2735 45,58 <1 6,0 19,5 147,1 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 K2
3 2800 46,67 <1 55 18,7 129,2 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 K2
4 2870 47,83 <1 5,6 16,7 115,9 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 K2
5 2980 49,67 <1 4,8 16,6 107,1 <5 <1975 <5 <2 <4 <1 <1 K2
6 4120 68,67 <1 <4 <10 56,4 <5 <19,75 <5 <2 <4 <l <l 42
7 5550 92,50 <1 <4 <10 10,8 <5 <19,75 <5 <2 <4 <l <l 42
8 7020 117,00 <1 <4 <10 <10 <B <1975 <5 <2 <4 <l <l 92
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Annexe 10

Application du modeéle a différents sujets

Patients du groupe expérimental du projet TADAM

Patient n° At réel Csam C morphine C vsc C vsc At estimé Ecart
(h) (Hg/L) (Ho/L) (Ho/L) (Hg/L) (h) (h)
1 0.25 126 423 795 6140 < 2,00 n/a
0.75 82 450 714 6923 < 2,00 n/a
1.50 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
2 0.25 98 473 690 5014 < 2,00 n/a
0.75 39 387 523 5074 < 2,00 n/a
1.50 13 266 608 4905 < 2,00 n/a
3 0.25 35 118 280 1999 < 2,00 n/a
0.75 16 129 314 1886 < 2,00 n/a
1.50 9.4 108 356 1889 < 2,00 n/a
4 0.25 57 106 93 542 < 2,00 n/a
0.75 19 103 120 555 < 2,00 n/a
1.50 5.2 75 139 526 < 2,00 n/a
5 0.25 102 158 490 2990 < 2,00 n/a
0.75 30 137 479 2841 < 2,00 n/a
1.50 9.6 112 481 2555 < 2,00 n/a
6 0.25 156 152 480 2882 < 2,00 n/a
0.75 58 138 496 3211 < 2,00 n/a
1.50 22 124 502 2971 < 2,00 n/a
7 0.25 87 109 204 1473 < 2,00 n/a
0.75 21 87 219 1499 < 2,00 n/a
1.50 8.3 101 180 1333 < 2,00 n/a
8 0.25 51 116 155 1262 < 2,00 n/a
0.75 21 123 167 1101 < 2,00 n/a
1.50 7.8 124 154 1026 < 2,00 n/a
9 0.25 15 194 198 2048 < 2,00 n/a
0.75 <5 167 162 2079 2.20 1.4
1.50 <5 123 187 1668 2.60 1.1
10 0.25 68 179 271 2910 < 2,00 n/a
0.75 23 141 246 3045 < 2,00 n/a
1.50 8.7 102 291 2448 < 2,00 n/a
11 0.25 61 210 275 3339 < 2,00 n/a
0.75 18 174 295 3060 < 2,00 n/a
1.50 <5 136 210 2323 241 0.9
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Patients ambulatoires traités a la méthadone

Patient n° At déclaré Ceam C morphine C vsc C mac At estimé Ecart
(h) (Ho/L) (Ho/L) (Ho/L) (Ho/L) (h) (h)
A 20.2 <5 <10 15 160 41.8 +21.6
B 1.9 <5 86 155 785 3.6 +1.7
C 63.8 <5 <10 <10 14 90.0 +26.2
D 2.6 <5 160 366 1827 2.2 -0.4
E 20.0 <5 12 <10 466 21.6 +1.6
F 1.0 14 248 253 1036 <2.00 n/a
G 7.3 <5 37 148 821 8.8 +1.5

Patient RODA

Préléevement At déclaré Ceam C morphine C vea C mac At estimé Ecart

n° (h) (a/L) (Ho/L) (Ho/L) (a/L) (h) (h)

1 10.0 <5 38 106 1148 8.6 -1.4
2 11.0 <5 35 105 1124 9.3 -1.7
3 12.0 <5 29 90 806 11.0 -1.0
4 13.0 <5 28 106 735 11.4 -1.6
5 15.0 <5 28 90 562 11.4 -3.6
6 17.0 <5 22 61 469 13.9 -3.1
7 32.0 <5 <10 25 223 335 15
8 58.5 <5 <10 <10 12 94.2 35.7
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