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Prokaz benzodiazepint v moéi pomoci kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
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SOUHRN

Popisujeme citlivou a selektivni metodu pro analyzu benzodiazepind a jejich metabolitd v moci zahrnujici kapalinovou chromatografii
spojenou s tandemovou hmotnostni detekei. Pro separaci létek na kolong s C18 fézi jsme pouzili gradientovou eluci. Kladné ionizace
analytd prob&hla v elektrospreji operujicim v médu Selected Reaction Monitoring. V popisu metodiky je zahrnuta i optimalizace kyselé
hydrolyzy a liquid - liquid extrakce pro izolaci sledovanych molekul. Nalezeni vhodnych podminek extrakee i analyzy zaruéilo limit de-
tekce pro v&tSinu latek na Grovni 1ng/ml. Pro demonstrovéni jednoduchosti, funkénosti a selektivity vyvinuté metody je predlozeno né-
kolik pfipadd, Fesenych v ramci systematické toxikologické analyzy.
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Screening of benzodiazepines in urine by liguid chromatography with tandem mass spectrometric detection

SUMMARY

A sensitive and selective method for screening of benzodiazepines and their metabolites in urine using liquid chromatography coupled
with tandem mass spectrometric detection is presented. Analytes were separated on C18 column using gradient elution. lonisation of ana-
lytes was performed by positive electrospray operated in Selected Reaction Monitoring mode. Optimization of the chromatographic met-
hod, acid hydrolysis and liquid - liquid extraction was also described. The limit of detection for most of analytes was 1 ng/mL. The chro-
matograms of real samples, which are also presented, demonstrate the selectivity, universality and simplicity of the developed method.

Po syntéze chlordiazepoxidu, jez byla uskute¢néna v sede-
satych letech minulého stoleti, zapocal rozsahly vyvoj struktur-
n& obdobnych analog, nazvanych podle charakteristickych ry-
s0 v molekulérni struktufe benzodiazepiny. Celkové bylo vyvi-
nuto pres 3000 struktur, z nichz asi 50 bylo uvedeno do pra-
xe. Vzhledem ke svym anxiolytickym, antikonvulznim, myore-
laxanénim a sedativnim G&inkdm, zprostfedkovanym ovlivng-
nim GABA,, receptord v mozku, jsou mnohé z nich hojné pre-
depisovény lékafi roznych specializaci (1). Spole¢né s rozsi-
Fenim t&chto lékd v klinické praxi vzristala i &etnost intoxikaci
benzodiazepiny, coz si vyzadovalo zavedeni novych analytic-
kych postupl v rémci systematické toxikologické analyzy. Kro-
mé infoxikaci v suicidélnim Omyslu, byva &asto nutné prokd-
zat nebo vyvrdtit zneuziti benzodiazepinG v kriminélnich de-
liktech napfiklad pro snadné;jsi ovladnuti obéti, poptipadé ob-
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jasnit zneuZiti benzodiazepinG pacientem, ktery je zafazen v l¢-
&ebném odvykacim programu.

Poznatky o metabolickych cestéch pat¥i k zékladnim zna-
lostem, na jejichz zdkladg Ize smé&Fovat vyvoj analytické me-
tody. Vzhledem k intenzivni metabolizaci velké &asti benzo-
diazepinovych derivatd, Ize pivodni formu prokazat spise
v séru (plasm&) nebo zalude¢nim obsahu. Zatimco v mo¢i
mnohdy neni mozné vystopovat pivodni létku a je tedy nut-
né se spokojit s ndlezem metabolitu, ktery odpovida uréité sku-
piné strukturng obdobnych latek podléhaijicich stejnému typu
biotransformagnich reakei. V nékterych pripadech je interpre-
tace usnadnéna nélezem metabolitu, ktery je charakteristicky
pro konkrétni lécivo. Priklady zdkladnich metabolickych po-
chodt benzodiazepind, které byvaji nejéastéji predepisova-
ny v Ceské republice jsou zndzornény v obrazové pfiloze (Obr.
1). Detailn&j3i popisy, Ize nalézt v odborné literatute zabyva-
jici se danou problematikou (2-4).

V b&zném provozu toxikologické laboratore se |ze nej-
Eastdji setkat s ndlezy diazepamu, alprazolamu, bromaze-
pamu, tetrazepamu, clonazepamu a midazolamu. Méné
&asto se vyskytuje flunitrazepam, chlordiazepoxid nebo nit-
razepam (v souasnosti jiz neni v CR registrovdn). Diaze-
pam podléhé N-demetylaci za vzniku G&inného metaboli-
tu nordiazepamu, ktery je hydroxylovén na sedmi¢lenném
kruhu za vzniku 3-hydroxynordiazepamu (oxazepamu). Al-
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ternativni cestou je hydroxylace sedmi¢lenného kruhu diaze-
pamu za vzniku 3-hydroxydiazepamu (temazepam). Oxaze-
pam i nordiazepam podléhaii konjugaci s kyselinou glukuro-
novou nebo sirovou (2). Kyselou hydrolyzou vzniklych gluku-
ronidy, |ze ziskat 2-amino—5-chlorbezofenon (ACB) (4). Kon-
jugaci podléhd i 3-hydroxydiazepam, ktery po kyselé hydro-
lyze poskytuje 5-chlor-2— (metylamino)benzofenon (MACB)
(4). Sou¢asnym ndlezem ACB a MACB oviem nelze spoleh-
livé prokézat poziti diazepamu, jelikoz ten sém moze vzni-
kat i biotransformaci jinych latek, napfiklad medazepamu (3).
Stejné tak i jeden z prekurzord ACB — nordiazepam, mize
vzniknout biotransformaci chlordiazepoxidu, coz opét vylucu-
ie jednoznaény zévér. Naopak kyselou hydrolyzou broma-
zepamu a jeho metabolith |ze ziskat (2-Amino-5-bromphe-
nyl) pyridin—2—yl)metanon (ABP) jednoznaéné poukazujici na
pritomnost pOvodni formy (4). Redukef nitroskupin clonazepa-
mu, flunitrazepamu a nitrazepamu vznikaji charakteristické
aminoderivaty: redukovany clonazepam (RC), nitrazepam
(RN) a flunitrazepam (RF), jejichz nélez ilustruje poZiti mater-
skych latek (2). Alprazolom se vyluéuje z 20% v nezménéné
podobé a déle asi ze 17% ve formé o—hydroxyalprazolamu
(5), ktery pak vytvéii konjugdt s kyselinou glukuronovou (6).
Analogicky dochézi k hydroxylaci u midazolamu s néslednou
konjugaci (7). Tetrazepam je rovnéz intenzivné metabolizovén
— pouze 2% se vylouc¢i moci v pivodni formé, navic je zna-
mo, Ze alternativni metabolickou cestou je vznik diazepamu
(8,9) nésledné metabolizovaného vyse popsanymi zpisoby.

Doposud bylo popséno mnoho analytickych postup, kte-
ré umoziuji detekci benzofenont (10,4), aminoderivatd
(11,12), tertazepamu (8),alprazolamu (6,13) a midazola-
mu (14) s metabolity. Pro prokaz benzofenont a redukova-
nych metabolitd v moéi bylo po dlouhd léta v etnych labo-
ratornich provozech pouzivano TLC metodik (15), zatimco
pro detekci alprazolamu, midazolamu a jejich metabolitd
bylo pouzito metod vychézejicich z plynové chromatogra-
fie (13). V soucasnosti jiz tenkovrstevné chromatografie ne-
splfivje pozadavky, které si z6dd moderni toxikologicka ana-
lyza. Nevyhodou je velké mnozstvi zpracovéavaného mate-
ridlu, néroéné provedeni hydrolyzy a samozfejmé interpre-
tace chromatogramu, kterd je ztizena fadou interferujicich
artefaktd v chromatogramu. Metody na bézi plynové chro-
matografie (GC, GC/MS) zase vétiinou vyzadovaly, kromé
extrakce, zdlouhavou a nékladnou dekonjugaci pomoci
B-glukuronidézy s néslednou derivatizaci (tam, kde méla
smysl). Vzhledem k t&mto skute¢nostem nebylo tedy ani moz-
né pocitat s rutinnim provadénim GC analyz benzodiaze-
pind v rutinni praxi. V dnesni dob& mizeme k analyze ben-
zodiazepinU a jejich metabolitd vyuzit velmi rychlé a robust-
ni kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmot-
nostni detekci (LC-MS/MS), kterd iz dnes pomalu patti do
b&zného vybaveni toxikologické laboratore.

Cilem této préce bylo popsat jednoduchou a spolehlivou
analytickou metodu pro screeningové vysetieni benzodiaze-
pind nebo jejich metabolitd v moei pomoci LC-MS/MS. Po-
pis metody se soustfedi jak na pfipravu extraktu moce liqu-
id — liquid extrakce (LLE) s predFazenou kyselou hydrolyzou
tak i na optimalizaci metody pro tandemovou hmotnostni de-
tekci (MS/MS). Béhem zavadéni metody jsme kladli diraz
na to, aby bylo mozné uvedeny postup rutinné pouzivat
v b&Zném provozu forenzni nebo klinické toxikologické la-
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boratore. Souéasti préce jsou i priklady redlnych pFipadd,
které jsme fesili v rdmci b&zného laboratorniho provozu,
&imz je demonstrovana presnost, jednoznaénost, jednodu-
chost a predeviim univerzélnost vyvinutého postupu.

EXPERIMENTALNI CAST

Chemikalie

Kyselina chlorovodikové (HCl), hydroxid sodny (NaOH),
acetonitril, deionizovand voda, terc — butylmetylether (TBME),
chemikdlie pro pFipravu borétového pufru (kyselina boritd,
chlorid draselny a uhli¢itan sodny), kyselina mravenéi a mra-
ven&an amonny. PouZity acetonitril dosahoval ¢istoty LC-MS
grade, ostatni chemikalie byly p. a. kvality

Pfiprava vzorku moce

Screeningové vy3etieni vyzaduje provedeni dvou extrakénich
postupl: prosté LLE z bazického prostredi a kyseld hydrolyza
s ndslednou neutralizaci a exirakci. Oba extrakty jsou nasled-
né spojeny a déle podrobeny analyze jako jeden vzorek.

Extrakce z alkalického prostredi

K 1 ml moge je pFidano 1 ml borétového pufru (pH 9) a 4 ml
TBME. Nésledné se mo¢ extrahuje bud” manuélng nebo za po-
moci horizontélniho shakeru. Doporuceny &as pro provedeni
extrakce je 5 minut. Po extrakci a odstredéni (5 min; 4000 g)
je supernatant opatrné odsat do sklenéné zkumavky. Rozpou-
st&dlo je odpareno pFi 40°C pod jemnym proudem dusiku.

Kysela hydrolyza

Mo¢ (1ml) okyselend koncentrovanou HCI (Tml) je 15 mi-
nut zahfivéna v termostatu pfi 110°C. Po provedeni hydro-
lyzy se smé&s vychladi a upravi se jeji pH pomoci fedéného
NaOH (1mol/l) a HCl (1mol/l) na hodnotu 7 - 8. Poté se
extrahuje 4 ml TBME po dobu 5 minut. Po odstfedéni (5 min;
4000 g) se odpipetuje horni organické vrstva do zkumavky
s odparkem z predchozi LLE. Spojeny extrakt je nésledné od-
paren pii 40°C pod proudem dusiku. Odparek se rozpusti
v 200ul mobilni faze pro LC-MS/MS analyzu a 5 ul je na-

stitknuto na kolonu.

LC-MS/MS analyza

Pro analyzu extraktu jsme pouzili kapalinovy chromatograf
Agilent 1200 RRLC (Waldbronn, Némecko), vybaveny auto-
samplerem a termostatem kolon. Mobilni féze je dvouslozko-
va: 0,02% vodni roztok kyseliny mravenéi s pridavkem 5
mmol/| mravenéanu amonného (slozka A) a acetonitril (sloz-
ka B). K separaci slozek dochazi pfi gradientové eluci (Tab.
1) na kolong& ZORBAX Eclipse XBD — C18 (4.6x50mm; 1.8
um) vybavené predkolonou Phenomenex Security Guard Car-
tridge C18 (4x2mm). Teplota kolony je 40+0,5°C.

K detekci eluovanych slozek jsme pouzili hybridni analy-
zétor 3200 QTrap AB Sciex (Ontario, Kanada) operuijici
v médu selected reaction monitoring (SRM). Ke kladné io-
nizaci analytd byl pouzit elektrospray (ESI+). Teplotu ioni-
zace jsme nastavili na 550°C a napéti na sprejovaci kapi-
laFe na 2000V. Pro detekci kazdého analytu jsme pouzili
dvou SRM prechodi (Tab. 2) s detekénim oknem 60s.
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Tab. 1.

Cas (min) Pritok (ul/min) Podil slozky A (obj. %)
0,0 1100 50
0,1 1100 20
4,0 1100 10
4,5 1100 50
6,0 1100 50
Tab. 2.
Analyt Q1 (m/z) | Q3 (m/z) | Kolizni energie (V)
ABP 277,1 106,2 25
2771 78,1 51
ACB 232,1 154,2 25
232,1 126,1 40
alprazolam 309,1 205,2 55
309,1 281,0 37
o. - hydroxyalprazolam 325,1 204,9 59
325,1 216,2 50
Clonazepam 316,1 270,2 35
316,1 214,0 35
RC 286,1 121,3 42
286,1 222,3 32
diazepam 285,1 193,2 42
285,1 154,1 40
nordiazepam 271,2 140,2 40
271,2 165,2 50
Flunitrazepam 314,2 239,2 50
314,2 268,2 33
RF 284,2 93,2 67
2842 1351 39
MACB 246,1 228,0 20
246,0 193,1 30
midazolam 326,1 291,2 35
326,1 222,2 67
o - hydroxymidazolam 342,0 324,1 25
342,0 168,1 55
Nitrazepam 282,2 236,1 30
VYSLEDKY A DISKUZE

Optimalizace analytické metody LC-MS/MS

Pfi vyvoji chromatografické metody jsme dbali na co
nej0&inn&si déleni analytd a zérover na udrzeni co nej-
kratsiho mozného &asu analyzy. Déleni benzodiazepind pri
izokratické eluci nebylo mozné — dochdzelo totiz k reten-
ci vétSiny analytd v éase 0,5 minuty, coz nds vedlo k tes-
tovani gradientové eluce. Maximélni délici G&innosti za
soucasné prijatelné doby analyzy (6 minut) jsme dosdhli
pfi pouziti prudkého poklesu podilu slozky B na 10% obj.
(jiz v 0,1 minuté chromatografického béhu) a nasledného
iejtho téméF ctyFminutového ristu k podilu 90% obj. To za-
rucilo rozseparovani podstatné vétsiny analyzovanych slo-
ek a stabilitu jejich retenénich charakteristik (Obr. 2), coz
je samozfejmé nutné k identifikaci nélezd v neznédmém
vzorku. Odchylka retenéniho ¢asu u viech analytd nebyla
vé&tsi nez 0,05 minuty, ve srovndni s analyzou slozek v fes-
tovaci smési.

Hmotnostn& spekirometrickd detekce byla optimalizovéna
pro kazdou slozku zvlasf pomoci p¥imého nésttiku do ion-
tového zdroje. Pro kazdou létku byly vybrany dva nejinten-
zivngjsi fragmentové ionty a byly vytvoreny stabilni SRM pie-
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chody (Tab. 2). Pomér intenzit t&chto SRM prechodu, srov-
nanych s testovaci smési op&t pomdha pfi identifikaci ndle-
zu v nezndmém vzorku. Dvojce SRM pro analyt byla sni-
mana v 60 sekundovém detekénim okné (retenéni &as + 30s),
&imz se podstatné zvysila citlivost metody. Diky tomuto zp0-
sobu MS/MS analyzy jsme doséhli velmi nizkych limitd de-
tekce, které vétsinou dosahovaly na Groves 1 ng/ml (clona-
zepam, nitrazepam, flunitrazepam: 5 ng/ml).

Extrakéni metoda

Pfi optimalizaci extrakéni metody jsme vychézeli se zné-
mych skute¢nosti o metabolizaci lé&iv (4,2) a také ze zna-
losti predchozich metod pro analyzu benzodiazepini v bi-
ologickém materiélu (13,15,10,6,8,4). Extrakce provedené
z alkalického prostiedi byla uréena predeviim pro ziskani
redukovanych metabolitd a pivodnich forem benzodiaze-
pinG (Obr. 1.). Béhem optimalizace jsme testovali n&kolik ob-
vyklych alkalizagnich ¢inidel (TRIS, uhli¢itan sodny a bora-
tovy pufr) a extrakénich &inidel (TBME, diethyleter a toluen).
OptimélIniho vysledku, zaruéujici nejvyssi vytéznost jsme do-
séhli pFi pouziti borétového pufru pro alkalizaci a TBME pro
extrakci.

B&hem optimalizace kyselé hydrolyzy jsme zkouzeli jak
HCl tak mnohem slabsi kyselinu octovou. Ukézalo se, ze ky-
selina octovd je schopna také vytvoFit podminky pro vznik
benzofenont, bohuzel viak s mnohem mensim vytézkem
oproti HCl (pfiblizng 30% ve srovnani s HCI). Déle jsme tes-
tovali i potiebné mnozstvi kyseliny k provedeni hydrolyzy.
Niz3i mnozstvi HCl (<0,8 ml) zpUsobilo nizsi vyt&znost, za-
timco vy3§i mnozstvi kyseliny(>1ml) nepfineslo z&dné zlep-
Seni a naopak mé&lo za nésledek vét3i spotiebu chemikdlii
pro néslednou neutralizaci smési. Pro nejo&innéj3i extrakci
produktd hydrolyzy z neutréiniho nebo slabé alkalického
prost¥edi jsme pouzili TBME.

Enzymatické hydrolyza, popsanéd v nékolika pracich
(13,16), byla rovnéz testovana. Porovnanim vlasini préce
a literatury jsme dosli k jednoznaénému zdivodnéni, pro¢
neni nutné enzymovou hydrolyzu zafazovat do extrakéniho
schématu pro LC-MS/MS analyzu. Prikaz poziti alprazo-
lamu pomoci GC/MS je zalozen pFedeviim na prikazu hyd-
roxymetabolitu, jehoz derivatizace znasobi citlivost detek-
toru a snizi tak limit detekce. Naopak samotny alprazolam
nelze derivatizovat a tudiz citlivost takové metody mnohdy
nepokryje pozadovanou Grover. Naproti fomu pfi pouziti
LC-MS/MS |ze jednoduse prokazat matefskou létku, jejiz
izolace nevyzaduje prediazenou enzymatickou hydrolyzu.
Obdobné je tomu i v pfipadé midazolamu. Vice je k tomu-
to tématu vénovéno v dal3im textu.

Poznamky k interpretaci nélezo

V nésledujicim textu je shrnuto nékolik okomentovanych
prikladd, které byly posbirany béhem témér roniho provo-
zu popisované metody. Analyzy byly navic po dobu 4 mé-
sico paralelng provédény pomoci GC/MS, TLC a jinych mo-
difikovanych LC-MS/MS metod, uréenych b&zné pro kvan-
tifikaci jednotlivych benzodiazepind v séru.

Pri interpetaci nélezd respektive pro vysloveni pozitivity
|ze na Gvod sdélit tfi jednoduché pravidla:
1) Je vzdy nutné uvazovat nélez jako celek a hledat sou-

vislosti. Napfiklad nélez samotného clonazepamu bez
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clonazepamu, flunitrazepamu a nitrazepamu (B), o hydroxylace alprazolamu a midazolamu (C)

a vznik ABP hydrolyzou bromazepamu a jeho metabolitu (D).

2)
3)

pritomnosti RC vzbuzuje velkou pochybnost, nebot pouze
0,5% léciva se vylueuje jako mateiské latka, daleko véfsi
&ast jako metabolity (17,18). Je tieba se tedy ptat, zda -
li nedoslo napril i y
over” z predchoziho stanoveni clonazepamu. Benzodia-
zepiny podléhaii v I. fazi biotransformace preméné kata-
lyzované enzymem 3A4 cytochromu P450, o kterém je
znémo, e mize byt relativné snadno inhibovan nebo in-
dukovén velkou fadou konkomitantng podévanych léiv.
Pri ndlezu neobvyklého poméru mezi jednotlivymi analy-
ty je proto také vhodné pétrat v komedikaci pacienta po
moznych induktorech nebo inhibitorech metabolizmu.

Je vzdy nutné pred neznémym vzorkem analyzovat tes-
tovaci smés pro porovnéni retenénich &aso.

Testovaci smés kromé retenénich &as poskytne informa-
ce o poméru intenzit SRM prechodi. Casto se fotiz sta-
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va, ze v hydrolyzatu vznikaiji artefakty, které mohou in-
terferovat s analytem s fotoznym SRM. Pokud je navic i to-
tozny retenéni ¢as artefaktu a analytu, moZe to pocho-
piteln& vyvolat dojem pritomnosti ur¢ité latky v analyzo-
vaném vzorku. Oviem, pii ndsledném porovnéni pomg-
ru intenzit SRM prechodd, je takové domnénka s jisto-
tou vyloucena.

Priklady nalezi v toxikologické praxi

Spolehlivost metody je demonstrovana na 3esti pFipadech
(Obr. 3), které byly vySetfovany na pFitomnost benzodiaze-
pind v modi. Analyze LC-MS/MS bylo vzdy prediazeno imu-
nochemické testovani na pritomnost benzodiazepind, které
ve viech pfipadech poukazovalo na suspekini zachyt. Na-
vic byl vysledek ovéFen jinymi analytickymi metodami (viz.
Poznémky k inferpretaci nélezd).
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Obr. 2. Reprezentativni chromatogram analyzy 17 benzodiazepind a metabolitd pomoci LC — MS/MS v moéi.
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Obr. 3. Priklady SRM chromatogramd, ziskanych analyzou neznémych vzorkd: charakteristické benzofenony ACB a MACB s minoritnim nélezem diazepa-
mu s metabolitem (A), c|onozepum s metabolitem (B), tetrazepam s metabolitem (C), kombinovun)'/ nélez metabolitu midazolamu a ABP (D) a nélez a|prq-
zolamu ziskany analyzou moée odebrané po 8 hodinach zdravému dobrovolnikovi po poziti 0,25 mg alprazolamu zpracovany enzymatickou hydrolyzou

(E) i kyselou hydrolyzou (F).

Nélez benzofenont ACB a MACB spolu s diazepamem
a nordiazepamem (Obr. 3a) poukazuje na pravd&podobné
poziti diazepamu. Jak jiz bylo uvedeno, samotny diazepam
mUze vznikat transformaci napfiklad medazepamu nebo tet-
razepamu, na coZ je samoziejmé nutné vzdy pamatovat. Z po-
méru intenzit peakd clonazepamu a RC (Obr. 3b) je evident-
ni intenzivni metabolizace matefské latky. Opaény pomér |ze
pozorovat v pFipadé tetrazepamu (Obr. 3c). Vzhledem mi-
norit& metabolitu a nepiitomnosti diazepamu (viz. Uvod), Ize
oviem usoudit, Ze odbér byl proveden brzy po poziti. Chro-
matogram extraktu moce odebrané pacientovy intoxikované-
mu midazolamem a bromazepamem je vyobrazen na Obréz-
ku 3d. Posledni dvojici ukazek tvofi zaznam chromatogramu

SOUDNI LEKARSTVI 1/2011

extraktu z mo&e zdravého dobrovolnika (odbér po 8 hodi-
néch), ktery pozil 0,25 mg alprazolamu (nejnizsi davkovani
na trhu). Vzorek byl zpracovan jak enzymatickou hydroly-
zou (modifikace postupu Balikové (13), Obr. 3d), tak i pomo-
ci naseho postupu (Obr. 3e). Hydroxyalprazolam byl v obou
pFipadech pouze t&sn& nad limitem detekce.

ZAVER
Uvedend metoda vyuzivaijici spojeni kapalinové chroma-

tografie a tandemové hmotnostni detekce s predfazenou
dvoijfézovou extrakei z moce dovoluje prokézat benzodiaze-
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piny nebo jejich metabolity riznych typi. Postup se ukazal
jako velmi pokrokovy a stal se rutinnim pro vy3etfeni ben-
zodiazepinG v moéi v rémci systematické toxikologické ana-
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