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Résumé — Objectif : Dans le cadre de la soumission chimique, une méthode UPLC-MS/MS a été développée pour dé-
tecter le zolpidem et ses métabolites dans les urines. Méthodes : Pour déterminer les fenétres de détection du zolpidem
et de ses métabolites dans les urines, un volontaire a pris un comprimé de 10 mg. Les urines ont ensuite été collectées
30 min et 1 h aprés I’administration puis toutes les 12 h pendant 144 h. Aprés extraction sur cartouches Oasis® MCX
(SPE), les urines ont été analysées sur une colonne ACQUITY UPLC™ BEH C18, 1,7 um (2,1 x 100 mm) avec un
gradient d’acide formique 0,1 % et d’acétonitrile, la détection a été effectuée au moyen d’un spectrometre de masse
en tandem en utilisant deux transitions par composé. Résultats : Le zolpidem est détecté pendant 60 h, avec un pic
apres 12 h. Le métabolite I (acide 4-[(3-diméthylcarboylméthyl-6-méthyl)-imidazo-[1,2a]pyridine-2-yl]-benzoique) est
détecté jusqu’au dernier temps de la cinétique, tandis que le métabolite II (acide 3-diméthylcarbamoylméthyl-2-(4-
méthylphényl)-imidazo-[1,2a]-pyridine-6-carboxylique) est détecté jusque 84 h apres 1’administration. Conclusion :
Ainsi, dans le cas de soumission chimique impliquant le zolpidem, dans les urines le métabolite 1 apparait étre le
meilleur marqueur pour caractériser une exposition.
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Abstract — Objectif : An UPLC-MS/MS method was developed to detect zolpidem and its metabolites in urine in
case of drug facilitated crimes. Methods : To establish the windows of detection zolpidem and its metabolites in urine,
a volunteer received a 10 mg dose. Urine specimens were collected 30 min and 1 h after administration then each 12 h
for 144 h. After extraction on cartridge Oasis® MCX (SPE), the extracts were injected into an ACQUITY UPLCTM
BEH C18, 1,7 um (2, 1 X 100 mm) column using a gradient formic acid 0.1% and acetonitrile. Detection was achieved
by tandem mass spectrometry operating in multiple reaction monitoring (MRM) mode. Two transitions were monitored
for each compound. Results : Zolpidem was detected until 60 h with peak concentration after 12 h. Metabolite I (4-[(3-
dimethylcarboylmethyl-6-methyl)-imidazo-[1,2a]pyridin-2-yl]-benzoic acid was detected until 144 h, whereas metabo-
lite II (3-dimethylcarbamoylmethyl-2-(4-methylphenyl) imidazo-[1,2a]-pyridine-6-carboxylic acid) was detected until
84 h after administration. Conclusion : Therefore, in case of drug facilitated crimes involving zolpidem, the metabolite I
appears as the best marker to document an exposition.
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Fig. 1. Elimination urinaire du zolpidem et de ses métabolites.

1 Introduction

La soumission chimique peut étre définie comme 1’admi-
nistration a I’insu ou a I’incitation a la consommation d’une
ou plusieurs substances par un individu dans le but d’alté-
rer sa vigilance et de le rendre vulnérable afin de 1’abuser.
Apres I’éthanol, le cannabis, les benzodiazépines et hypno-
tiques sont fréquemment rencontrés dans les cas de soumission
chimique [1,2].

Le zolpidem est un hypnotique de structure chimique non-
benzodiazépinique indiqué dans le traitement a court terme de
I’insomnie, commercialisé en France sous le nom de Stilnox®.
Comme les benzodiazépines, le zolpidem est un agoniste non
sélectif des récepteurs GABA de sous type oméga 1 et 2.
L’action sédative des benzodiazépines est liée aux récepteurs
oméga 1, tandis que le sous type oméga 2 est responsable des
effets sur la mémoire [3].

Le zolpidem a déja été impliqué dans plusieurs cas de sou-
mission chimique [4-6]. Comme beaucoup de produits utilisés
par les agresseurs, le zolpidem est rapidement actif, en effet
son pic plasmatique est atteint environ une heure apres une
prise de 10 mg. Mais surtout il a une demi-vie courte, de 2 a
3 heures [7, 8].

Le zolpidem est métabolisé par oxydation et hydroxy-
lation en métabolites inactifs, appelés métabolite I et II.
(métabolite I : acide 4-[(3-diméthylcarboylméthyl-6-méthyl)-
imidazo-[1,2a]-pyridine-2-yl]-benzoique), métabolite II : aci-
de 3-diméthylcarbamoylméthyl-2-(4-méthylphényl)-imidazo-
[1,2a]-pyridine-6-carboxylique) selon le schéma de la figure 1.
11 est éliminé sous forme de métabolites : 29 a 42 % de la dose
dans les feces et 48 a 67 % dans les urines et sous forme in-
changée pour moins de 1 % [9].

Plusieurs études avaient permis d’évaluer les fenétres de
détection du zolpidem dans les urines : 36 h apres détection par
chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse
(LC-MS) et 36-96 h apres détection par LC-MS/MS [4, 10].
Or lors de soumission chimique, les victimes ne peuvent se
manifester que plusieurs heures, voire plusieurs jours apres les
faits, c’est pourquoi il était intéressant de tenter d’élargir les
fenétres de détection, notamment en suivant 1’élimination des
métabolites urinaires de cette substance.
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Pour établir les fenétres de détection du zolpidem et de ses
métabolites dans les urines, les métabolites I et IT ont été syn-
thétisés [11], puis une méthode d’extraction en phase solide
(SPE) et de détection par UPLC-MS/MS a été développée.

2 Matériels et méthodes
2.1 Echantillons

Apres consentement éclairé, un volontaire sain (femme,
51 ans, 62 kg) a ingéré une dose de zolpidem (un comprimé
de 10 mg). Ses urines sont collectées dans des flacons en plas-
tique apres 30 min puis 1 h, et toutes les 12 h pendant 144 h
apres I’ingestion. Les échantillons ont été congelés a —20 °C.

Le blanc urine est obtenu par le volontaire avant I’ingestion
du comprimé de zolpidem.

2.2 Matériels et réactifs

L’acétonitrile de qualité HPLC et le méthyl tert-butyl éther
(MTBE) proviennent de Carlo Erba Réactifs (France). Le mé-
thanol (Chromanorm HPLC grade) est acheté aupres de VWR
(France). L’acide formique 98-100 % et 1’acide orthophos-
phorique 85 % (Reagent Grade, ACS, ISO) sont achetés au-
pres de Scharlau (Espagne), et ’'ammoniaque 25 % aupres de
Merck (Allemagne). Le zolpidem est fourni par Sanofi-Aventis
(France). Les cartouches Oasis® MCX Icc 30 mg sont ache-
tées aupres de Waters (USA).

2.3 Extraction

Un millilitre d’urine en présence de 25 uLL de méthyl clona-
zépam (EI) est acidifié avec 20 uL. d’acide orthophosphorique
85 %. Puis le mélange est déposé sur une cartouche Oasis®
MCX (Mixed mode Cation eXchange). Initialement condition-
née par | mL de méthanol et 1 mL d’eau distillée, le mélange
est déposé sur la colonne. La colonne est ensuite lavée par
1 mL d’eau acidifiée a 2 % d’acide formique puis par 1 mL de
méthanol. Elle est ensuite séchée pendant 1 min. L’échantillon
est élué par 1 mL d’un mélange MTBE/méthanol/ammoniaque
(75/25/5). L’ éluat est évaporé a sec sous azote a 50 °C. Le ré-
sidu est reconstitué¢ dans 100 uL. de phase mobile (acide for-
mique 0,1 % / acétonitrile (90/10)).

2.4 Conditions chromatographiques

La séparation chromatographique est effectuée sur un sys-
ttme ACQUITY UPLC™ (Waters) munie d’une colonne AC-
QUITY UPLC™ BEH C18, 1,7 um (2,1 x 100 mm). 20 uL
d’échantillon sont injectés sur la colonne qui est éluée par un
gradient acide formique 0,1 % / acétonitrile avec un débit de
0,7 mL/min, le temps d’analyse est de 4,5 min (tableau I).

La détection est réalisée par un Micromass Quattro Pre-
mier XE (Waters), spectrometre de masse en tandem équipé
d’une interface electrospray de type Z-spray. L’ionisation est
réalisée en mode electrospray positif (ES+). Les conditions
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Fig. 2. Profil chromatographique d’un extrait d’urine surchargée en zolpidem et ses métabolites I et I avec des concentrations de 50, 1000 et

500 ng/mL respectivement.

Tableau 1. Gradient UPLC pour 1’analyse du zolpidem et de ses mé-
tabolites.

Temps (min) Eau %  Acétonitrile %
0 90 10
1 90 10
3 50 50
34 50 50
3,5 90 10
4,5 90 10

optimales déterminées pour 1’analyse du zolpidem et de ses
métabolites sont les suivantes : tension du capillaire : 3,5 V,
température de le source : 140 °C, débit de cone gaz :
20 L/h, température et débit de gaz de désolvatation : 420 °C,
1000 L/h.

Apres optimisation des ions parents, des ions fils, des ten-
sions de cone et des énergies de collision, I’acquisition se fait
en mode MRM (multiple reaction monitoring) suivant les tran-
sitions présentées dans le tableau II.

2.5 Validation de méthode

Les droites de calibration sont obtenues en préparant des
standards contenant 0,1; 1; 10; 50 et 100 ng/mL de zolpi-
dem, 1;5;10; 100 et 1500 ng/mL de métabolite I et 50; 100;
250; 500 et 1000 ng/mL de métabolite II. Elles correspondent
a une régression linéaire entre la surface de chaque composé
sur I’étalon interne et la concentration du zolpidem et de ses
métabolites ajoutés dans le blanc urine.

La répétabilité et I’exactitude sont déterminées en utilisant
le blanc urine surchargé en zolpidem a 1 et 50 ng/mL, en mé-
tabolite I a 100 et 1 000 ng/mL et en métabolite IT a 100 et
500 ng/mL.

Tableau II. Transitions MRM pour le zolpidem et ses métabolites.

Composés Ton parent Ton fils Tension Energie de
POSEs (m/z) (m/z) decdne  collision
V) (eV)

. 264,2 40 26
Zolpidem 308,4 236.3 40 2
‘ . 92,2 45 48
Meétabolite 1 338,4 65.2 45 48
. . 122,3 40 55
Meétabolite 11 338,7 78.2 40 55
Methyl-clonazepam  330,0 284,2 45 26

Les rendements d’extraction sont établis aux mémes
concentrations que les deux parametres de validation précé-
dents, en comparant la surface du pic de chaque composé dans
le blanc urine surchargé avec la surface du pic des standards
ajoutés apres extraction aux mémes concentrations.

Le rapport signal sur bruit de fond (S/N) est calculé pour
chaque composé sur le point le plus bas de la gamme. Les
limites de détection sont ainsi déterminées en calculant les
concentrations pour un rapport S/N équivalent a 3.

3 Résultats
3.1 Validation de méthode

Dans les conditions chromatographiques décrites, il n’a
pas été observé d’interférence entre le zolpidem, ses métabo-
lites, I’étalon interne et une quelconque substance endogene
présente dans 1’urine.

Les temps de rétention du métabolite I, métabolite II, zol-
pidem et de 1’étalon interne sont respectivement 1,77; 2,22
2,32 et 3,43 min (figure 2).
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Fig. 3. Cinétiques d’élimination dans les urines du zolpidem (A) et des ses métabolites (B) apres administration orale de 10 mg de zolpidem.

Tableau III. Parameétres de validation dans 1’urine.

Composés Lindarité n = 3 Li,mitg de Répétabilité Exactitude % , Rendc.ament
détection CV %, n=06 n=06 d’extraction n = 6
Meétabolite I 1;125200,11%%& 0.2 ng/mL 11620;? ((110%(z)nngé/nrlnLL)) ;6%%( 1( (1)88 EZEB 9878020 ((110%(2)21%;3)
Meétabolite IT 50;21 iog,r;%/gl - 10 ng/mL 5 Z 838 EZEB 15 o@((lg(%nngéﬁn% 19(?3?27((15%)021%?3)

Les linéarités, les limites de détection et les rendements
d’extraction pour chacun des composés sont présentés dans le
tableau III. La différence de 2 Log 10 entre la limite du détec-
tion du zolpidem et celles de ses métabolites peut s’expliquer
par le rendement d’ionisation des molécules. En effet dans les
conditions du spectrometre de masse en ESI+ définies pour
cette méthode, les métabolites du zolpidem sont des composés
acides qui s’ionisent moins facilement que le zolpidem.

3.2 Application

Les cinétiques d’élimination du zolpidem et des métabo-
lites sont données dans les figures 3A et B.

Le zolpidem est détecté 30 min apres I’ingestion jusque
60 h, avec une concentration maximale a 1,37 ng/mL obtenue
a 12 h. En ce qui concerne les métabolites I et II, la concen-
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tration maximale est obtenue apres 12 h avec 1400 ng/mL et
240 ng/mL respectivement. Le métabolite I est présent des
30 min jusqu’au moins 144 h apres I'ingestion (figure 4). Par
contre le métabolite II n’est détecté qu’a partir de 12 h jusqu’a
84 h.

4 Discussion et conclusion

L’ analyse des différents temps de la cinétique, apres extrac-
tion SPE, a permis de détecter le zolpidem jusque 60 h ce qui
est comparable aux résultats de précédentes études, qui avec
des couplages tels que LC-MS et LC-MS/MS, avaient détecté
le zolpidem jusque 36 a 60 h voire 96 h [4, 10]. Les métabo-
lites acides du zolpidem avaient été mis en évidence jusque
60 h par LC-MS, soit plus longtemps que le zolpidem [10].
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Fig. 4. Chromatogramme des deux transitions du métabolite I apres extraction de I'urine a T 144 h.

En effet, la recherche des métabolites s’avere intéressante pour
justifier une prise de zolpidem plusieurs heures apres ’inges-
tion puisque les métabolites sont encore détectés alors que le
principe actif ne 1’est plus. Le métabolite I a été détecté au
moins 144 h apres I'ingestion d’un comprimé et le métabo-
lite 11, 72 h, permettant ainsi d’élargir considérablement la fe-
nétre de détection du zolpidem.

Les concentrations urinaires maximales obtenues pour le
métabolite I, II et le zolpidem sont de 1400 ng/mL, 240 ng/mL
et 1,37 ng/mL respectivement. Ces résultats justifient bien que
les métabolites sont les produits majeurs d’élimination du zol-
pidem dans les urines.

Grace a la synthese des métabolites acides du zolpidem,
une méthode d’analyse sensible et rapide a été développée par
UPLC-MS/MS. Cette étude sur 1’élimination urinaire du zol-
pidem et ses métabolites montre qu’il est possible de docu-
menter une prise de 10 mg de zolpidem au moins 144 h apres
I’ingestion grace a la présence de son métabolite majeur dans
les urines.
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