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PÒVODNÍ PRÁCE

PrÛkaz benzodiazepinÛ v moãi pomocí kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostní detekcí
Chytil L.1, 2, Mare‰ová V.1, Slanafi O.2

1 Ústav soudního lékafiství a toxikologie 1. LF UK a VFN
2 Farmakologick˘ ústav 1. LF UK

SOUHRN
Popisujeme citlivou a selektivní metodu pro anal˘zu benzodiazepinÛ a jejich metabolitÛ v moãi zahrnující kapalinovou chromatografii
spojenou s tandemovou hmotnostní detekcí. Pro separaci látek na kolonû s C18 fázi jsme pouÏili gradientovou eluci. Kladná ionizace
analytÛ probûhla v elektrospreji operujícím v módu Selected Reaction Monitoring. V popisu metodiky je zahrnuta i optimalizace kyselé
hydrol˘zy a liquid – liquid extrakce pro izolaci sledovan˘ch molekul. Nalezení vhodn˘ch podmínek extrakce i anal˘zy zaruãilo limit de-
tekce pro vût‰inu látek na úrovni 1ng/ml. Pro demonstrování jednoduchosti, funkãnosti a selektivity vyvinuté metody je pfiedloÏeno nû-
kolik pfiípadÛ, fie‰en˘ch v rámci systematické toxikologické anal˘zy.

Klíãová slova: Benzodiazepiny - LC-MS/MS - kyselá hydrol˘za - liquid–liquid extrakce – biotransformace

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. Ionisation 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.
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Soud Lék 2011; 56 (1): 10–16

Po syntéze chlordiazepoxidu, jeÏ byla uskuteãnûna v ‰ede-
sát˘ch letech minulého století, zapoãal rozsáhl˘ v˘voj struktur-
nû obdobn˘ch analog, nazvan˘ch podle charakteristick˘ch ry-
sÛ v molekulární struktufie benzodiazepiny. Celkovû bylo vyvi-
nuto pfies 3000 struktur, z nichÏ asi 50 bylo uvedeno do pra-
xe. Vzhledem ke sv˘m anxiolytick˘m, antikonvulzním, myore-
laxanãním a sedativním úãinkÛm, zprostfiedkovan˘m ovlivnû-
ním GABAA receptorÛ v mozku, jsou mnohé z nich hojnû pfie-
depisovány lékafii rÛzn˘ch specializací (1). Spoleãnû s roz‰í-
fiením tûchto lékÛ v klinické praxi vzrÛstala i ãetnost intoxikací
benzodiazepiny, coÏ si vyÏadovalo zavedení nov˘ch analytic-
k˘ch postupÛ v rámci systematické toxikologické anal˘zy. Kro-
mû intoxikací v suicidálním úmyslu, b˘vá ãasto nutné proká-
zat nebo vyvrátit zneuÏití benzodiazepinÛ v kriminálních de-
liktech napfiíklad pro snadnûj‰í ovládnutí obûti, popfiípadû ob-

jasnit zneuÏití benzodiazepinÛ pacientem, kter  ̆je zafiazen v lé-
ãebném odvykacím programu.

Poznatky o metabolick˘ch cestách patfií k základním zna-
lostem, na jejichÏ základû lze smûfiovat v˘voj analytické me-
tody. Vzhledem k intenzivní metabolizaci velké ãásti benzo-
diazepinov˘ch derivátÛ, lze pÛvodní formu prokázat spí‰e
v séru (plasmû) nebo Ïaludeãním obsahu. Zatímco v moãi
mnohdy není moÏné vystopovat pÛvodní látku a je tedy nut-
né se spokojit s nálezem metabolitu, kter  ̆odpovídá urãité sku-
pinû strukturnû obdobn˘ch látek podléhajících stejnému typu
biotransformaãních reakcí. V nûkter˘ch pfiípadech je interpre-
tace usnadnûna nálezem metabolitu, kter˘ je charakteristick˘
pro konkrétní léãivo. Pfiíklady základních metabolick˘ch po-
chodÛ benzodiazepinÛ, které b˘vají nejãastûji pfiedepisová-
ny v âeské republice jsou znázornûny v obrazové pfiíloze (Obr.
1). Detailnûj‰í popisy, lze nalézt v odborné literatufie zab˘va-
jící se danou problematikou (2-4).

V bûÏném provozu toxikologické laboratofie se lze nej-
ãastûji setkat s nálezy diazepamu, alprazolamu, bromaze-
pamu, tetrazepamu, clonazepamu a midazolamu. Ménû
ãasto se vyskytuje flunitrazepam, chlordiazepoxid nebo nit-
razepam (v souãasnosti jiÏ není v âR registrován). Diaze-
pam podléhá N–demetylaci za vzniku úãinného metaboli-
tu nordiazepamu, kter˘ je hydroxylován na sedmiãlenném
kruhu za vzniku 3–hydroxynordiazepamu (oxazepamu). Al-
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ternativní cestou je hydroxylace sedmiãlenného kruhu diaze-
pamu za vzniku 3–hydroxydiazepamu (temazepam). Oxaze-
pam i nordiazepam podléhají konjugaci s kyselinou glukuro-
novou nebo sírovou (2). Kyselou hydrol˘zou vznikl˘ch gluku-
ronidÛ, lze získat 2–amino–5–chlorbezofenon (ACB) (4). Kon-
jugaci podléhá i 3–hydroxydiazepam, kter˘ po kyselé hydro-
l˘ze poskytuje 5–chlor–2– (metylamino)benzofenon (MACB)
(4). Souãasn˘m nálezem ACB a MACB ov‰em nelze spoleh-
livû prokázat poÏití diazepamu, jelikoÏ ten sám mÛÏe vzni-
kat i biotransformací jin˘ch látek, napfiíklad medazepamu (3).
Stejnû tak i jeden z prekurzorÛ ACB – nordiazepam, mÛÏe
vzniknout biotransformací chlordiazepoxidu, coÏ opût vyluãu-
je jednoznaãn˘ závûr. Naopak kyselou hydrol˘zou broma-
zepamu a jeho metabolitÛ lze získat (2–Amino–5–bromphe-
nyl) pyridin–2–yl)metanon (ABP) jednoznaãnû poukazující na
pfiítomnost pÛvodní formy (4). Redukcí nitroskupin clonazepa-
mu, flunitrazepamu a nitrazepamu vznikají charakteristické
aminoderiváty:  redukovan˘  clonazepam  (RC),  nitrazepam
(RN) a flunitrazepam (RF), jejichÏ nález ilustruje poÏití matefi-
sk˘ch látek (2). Alprazolam se vyluãuje z 20% v nezmûnûné
podobû a dále asi ze 17% ve formû α–hydroxyalprazolamu
(5), kter˘ pak vytváfií konjugát s kyselinou glukuronovou (6).
Analogicky dochází k hydroxylaci u midazolamu s následnou
konjugací (7). Tetrazepam je rovnûÏ intenzivnû metabolizován
– pouze 2% se vylouãí moãí v pÛvodní formû, navíc je zná-
mo, Ïe alternativní metabolickou cestou je vznik diazepamu
(8,9) následnû metabolizovaného v˘‰e popsan˘mi zpÛsoby.

Doposud bylo popsáno mnoho analytick˘ch postupÛ, kte-
ré  umoÏÀují  detekci  benzofenonÛ  (10,4),  aminoderivátÛ
(11,12), tertazepamu (8),alprazolamu (6,13) a midazola-
mu (14) s metabolity. Pro prÛkaz benzofenonÛ a redukova-
n˘ch metabolitÛ v moãi bylo po dlouhá léta v ãetn˘ch labo-
ratorních provozech pouÏíváno TLC metodik (15), zatímco
pro detekci alprazolamu, midazolamu a jejich metabolitÛ
bylo pouÏito metod vycházejících z plynové chromatogra-
fie (13). V souãasnosti jiÏ tenkovrstevná chromatografie ne-
splÀuje poÏadavky, které si Ïádá moderní toxikologická ana-
l˘za. Nev˘hodou je velké mnoÏství zpracovávaného mate-
riálu, nároãné provedení hydrol˘zy a samozfiejmû interpre-
tace chromatogramu, která je ztíÏena fiadou interferujících
artefaktÛ v chromatogramu. Metody na bázi plynové chro-
matografie (GC, GC/MS) zase vût‰inou vyÏadovaly, kromû
extrakce,  zdlouhavou  a nákladnou  dekonjugaci  pomocí
β–glukuronidázy s následnou derivatizací (tam, kde mûla
smysl). Vzhledem k tûmto skuteãnostem nebylo tedy ani moÏ-
né poãítat s rutinním provádûním GC anal˘z benzodiaze-
pinÛ v rutinní praxi. V dne‰ní dobû mÛÏeme k anal˘ze ben-
zodiazepinÛ a jejich metabolitÛ vyuÏít velmi rychlé a robust-
ní kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmot-
nostní detekcí (LC-MS/MS), která jiÏ dnes pomalu patfií do
bûÏného vybavení toxikologické laboratofie.

Cílem této práce bylo popsat jednoduchou a spolehlivou
analytickou metodu pro screeningové vy‰etfiení benzodiaze-
pinÛ nebo jejich metabolitÛ v moãi pomocí LC-MS/MS. Po-
pis metody se soustfiedí jak na pfiípravu extraktu moãe liqu-
id – liquid extrakce (LLE) s pfiedfiazenou kyselou hydrol˘zou
tak i na optimalizaci metody pro tandemovou hmotnostní de-
tekci (MS/MS). Bûhem zavádûní metody jsme kladli dÛraz
na  to,  aby  bylo  moÏné  uveden˘  postup  rutinnû  pouÏívat
v bûÏném provozu forenzní nebo klinické toxikologické la-

boratofie. Souãásti práce jsou i pfiíklady reáln˘ch pfiípadÛ,
které jsme fie‰ili  v rámci bûÏného laboratorního provozu,
ãímÏ je demonstrována pfiesnost, jednoznaãnost, jednodu-
chost a pfiedev‰ím univerzálnost vyvinutého postupu.

EXPERIMENTÁLNÍ âÁST

Chemikálie
Kyselina chlorovodíková (HCl), hydroxid sodn˘ (NaOH),

acetonitril, deionizovaná voda, terc – butylmetylether (TBME),
chemikálie pro pfiípravu borátového pufru (kyselina boritá,
chlorid draseln  ̆a uhliãitan sodn˘), kyselina mravenãí a mra-
venãan amonn˘. PouÏit  ̆acetonitril dosahoval ãistoty LC–MS
grade, ostatní chemikálie byly p. a. kvality

Pfiíprava vzorku moãe
Screeningové vy‰etfiení vyÏaduje provedení dvou extrakãních

postupÛ: prostá LLE z bazického prostfiedí a kyselá hydrol˘za
s následnou neutralizací a extrakcí. Oba extrakty jsou násled-
nû spojeny a dále podrobeny anal˘ze jako jeden vzorek.

Extrakce z alkalického prostfiedí
K 1 ml moãe je pfiidáno 1 ml borátového pufru (pH 9) a 4 ml

TBME. Následnû se moã extrahuje buì manuálnû nebo za po-
moci horizontálního shakeru. Doporuãen˘ ãas pro provedení
extrakce je 5 minut. Po extrakci a odstfiedûní (5 min; 4000 g)
je supernatant opatrnû odsát do sklenûné zkumavky. Rozpou-
‰tûdlo je odpafieno pfii 40°C pod jemn˘m proudem dusíku.

Kyselá hydrol˘za
Moã (1ml) okyselená koncentrovanou HCl (1ml) je 15 mi-

nut zahfiívána v termostatu pfii 110°C. Po provedení hydro-
l˘zy se smûs vychladí a upraví se její pH pomocí fiedûného
NaOH (1mol/l) a HCl (1mol/l) na hodnotu 7 – 8. Poté se
extrahuje 4 ml TBME po dobu 5 minut. Po odstfiedûní (5 min;
4000 g) se odpipetuje horní organická vrstva do zkumavky
s odparkem z pfiedchozí LLE. Spojen  ̆extrakt je následnû od-
pafien pfii 40°C pod proudem dusíku. Odparek se rozpustí
v 200μl mobilní fáze pro LC–MS/MS anal˘zu a 5 μl je na-
stfiíknuto na kolonu.

LC-MS/MS anal˘za
Pro anal˘zu extraktu jsme pouÏili kapalinov  ̆chromatograf

Agilent 1200 RRLC (Waldbronn, Nûmecko), vybaven˘ auto-
samplerem a termostatem kolon. Mobilní fáze je dvousloÏko-
vá:  0,02%  vodní  roztok  kyseliny  mravenãí  s pfiídavkem  5
mmol/l mravenãanu amonného (sloÏka A) a acetonitril (sloÏ-
ka B). K separaci sloÏek dochází pfii gradientové eluci (Tab.
1) na kolonû ZORBAX Eclipse XBD – C18 (4.6x50mm; 1.8
μm) vybavené pfiedkolonou Phenomenex Security Guard Car-
tridge C18 (4x2mm). Teplota kolony je 40±0,5°C.

K detekci eluovan˘ch sloÏek jsme pouÏili  hybridní analy-
zátor 3200 QTrap AB Sciex (Ontario, Kanada) operující
v módu selected reaction monitoring (SRM). Ke kladné io-
nizaci analytÛ byl pouÏit elektrospray (ESI+). Teplotu ioni-
zace jsme nastavili na 550°C a napûtí na sprejovací kapi-
láfie na 2000V. Pro detekci kaÏdého analytu jsme pouÏili
dvou SRM pfiechodÛ (Tab. 2) s detekãním oknem 60s.
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V¯SLEDKY A DISKUZE

Optimalizace analytické metody LC-MS/MS
Pfii v˘voji chromatografické metody jsme dbali  na co

nejúãinnûj‰í dûlení analytÛ a zároveÀ na udrÏení co nej-
krat‰ího moÏného ãasu anal˘zy. Dûlení benzodiazepinÛ pfii
izokratické eluci nebylo moÏné – docházelo totiÏ k reten-
ci vût‰iny analytÛ v ãase 0,5 minuty, coÏ nás vedlo k tes-
tování  gradientové  eluce.  Maximální  dûlící  úãinnosti  za
souãasnû pfiijatelné doby anal˘zy (6 minut) jsme dosáhli
pfii pouÏití prudkého poklesu podílu sloÏky B na 10% obj.
(jiÏ v 0,1 minutû chromatografického bûhu) a následného
jejího témûfi ãtyfiminutového rÛstu k podílu 90% obj. To za-
ruãilo rozseparování podstatné vût‰iny analyzovan˘ch slo-
Ïek a stabilitu jejich retenãních charakteristik (Obr. 2), coÏ
je  samozfiejmû  nutné  k identifikaci  nálezÛ  v neznámém
vzorku. Odchylka retenãního ãasu u v‰ech analytÛ nebyla
vût‰í neÏ 0,05 minuty, ve srovnání s anal˘zou sloÏek v tes-
tovací smûsi.

Hmotnostnû spektrometrická detekce byla optimalizována
pro kaÏdou sloÏku zvlá‰È pomocí pfiímého nástfiiku do ion-
tového zdroje. Pro kaÏdou látku byly vybrány dva nejinten-
zivnûj‰í fragmentové ionty a byly vytvofieny stabilní SRM pfie-

chody (Tab. 2). Pomûr intenzit tûchto SRM pfiechodÛ, srov-
nan˘ch s testovací smûsí opût pomáhá pfii identifikaci nále-
zu v neznámém vzorku. Dvojce SRM pro analyt byla sní-
mána v 60 sekundovém detekãním oknû (retenãní ãas ± 30s),
ãímÏ se podstatnû zv˘‰ila citlivost metody. Díky tomuto zpÛ-
sobu MS/MS anal˘zy jsme dosáhli velmi nízk˘ch limitÛ de-
tekce, které vût‰inou dosahovaly na úroveÀ 1 ng/ml (clona-
zepam, nitrazepam, flunitrazepam: 5 ng/ml).

Extrakãní metoda
Pfii optimalizaci extrakãní metody jsme vycházeli se zná-

m˘ch skuteãností o metabolizaci léãiv (4,2) a také ze zna-
lostí pfiedchozích metod pro anal˘zu benzodiazepinÛ v bi-
ologickém materiálu (13,15,10,6,8,4). Extrakce provedená
z alkalického prostfiedí byla urãena pfiedev‰ím pro získání
redukovan˘ch metabolitÛ a pÛvodních forem benzodiaze-
pinÛ (Obr. 1.). Bûhem optimalizace jsme testovali nûkolik ob-
vykl˘ch alkalizaãních ãinidel (TRIS, uhliãitan sodn˘ a borá-
tov˘ pufr) a extrakãních ãinidel (TBME, diethyleter a toluen).
Optimálního v˘sledku, zaruãující nejvy‰‰í v˘tûÏnost jsme do-
sáhli pfii pouÏití borátového pufru pro alkalizaci a TBME pro
extrakci.

Bûhem optimalizace kyselé hydrol˘zy jsme zkou‰eli jak
HCl tak mnohem slab‰í kyselinu octovou. Ukázalo se, Ïe ky-
selina octová je schopna také vytvofiit podmínky pro vznik
benzofenonÛ,  bohuÏel  v‰ak  s mnohem men‰ím v˘tûÏkem
oproti HCl (pfiibliÏnû 30% ve srovnání s HCl). Dále jsme tes-
tovali i potfiebné mnoÏství kyseliny k provedení hydrol˘zy.
NiÏ‰í mnoÏství HCl (<0,8 ml) zpÛsobilo niÏ‰í v˘tûÏnost, za-
tímco vy‰‰í mnoÏství kyseliny(>1ml) nepfiineslo Ïádné zlep-
‰ení a naopak mûlo za následek vût‰í spotfiebu chemikálií
pro následnou neutralizaci smûsi. Pro nejúãinnûj‰í extrakci
produktÛ hydrol˘zy z neutrálního nebo slabû alkalického
prostfiedí jsme pouÏili TBME.

Enzymatická  hydrol˘za,  popsaná  v nûkolika  pracích
(13,16), byla rovnûÏ testována. Porovnáním vlastní práce
a literatury jsme do‰li k jednoznaãnému zdÛvodnûní, proã
není nutné enzymovou hydrol˘zu zafiazovat do extrakãního
schématu pro LC–MS/MS anal˘zu. PrÛkaz poÏití alprazo-
lamu pomocí GC/MS je zaloÏen pfiedev‰ím na prÛkazu hyd-
roxymetabolitu, jehoÏ derivatizace znásobí citlivost detek-
toru a sníÏí tak limit detekce. Naopak samotn˘ alprazolam
nelze derivatizovat a tudíÏ citlivost takové metody mnohdy
nepokryje poÏadovanou úroveÀ. Naproti tomu pfii pouÏití
LC–MS/MS lze jednodu‰e prokázat matefiskou látku, jejíÏ
izolace nevyÏaduje pfiedfiazenou enzymatickou hydrol˘zu.
Obdobnû je tomu i v pfiípadû midazolamu. Více je k tomu-
to tématu vûnováno v dal‰ím textu.

Poznámky k interpretaci nálezÛ
V následujícím textu je shrnuto nûkolik okomentovan˘ch

pfiíkladÛ, které byly posbírány bûhem témûfi roãního provo-
zu popisované metody. Anal˘zy byly navíc po dobu 4 mû-
sícÛ paralelnû provádûny pomocí GC/MS, TLC a jin˘ch mo-
difikovan˘ch LC–MS/MS metod, urãen˘ch bûÏnû pro kvan-
tifikaci jednotliv˘ch benzodiazepinÛ v séru.

Pfii interpetaci nálezÛ respektive pro vyslovení pozitivity
lze na úvod sdûlit tfii jednoduchá pravidla:
1) Je vÏdy nutné uvaÏovat nález jako celek a hledat sou-

vislosti. Napfiíklad nález samotného clonazepamu bez

âas (min) PrÛtok (μl/min) Podíl sloÏky A (obj. %)
0,0 1100 50
0,1 1100 90
4,0 1100 10
4,5 1100 50
6,0 1100 50

Analyt Q1 (m/z) Q3 (m/z) Kolizní energie (V)
ABP 277,1 106,2 25

277,1 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
α - 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

284,2 135,1 39
MACB 246,1 228,0 20

246,0 193,1 30
midazolam 326,1 291,2 35

326,1 222,2 67
α - hydroxymidazolam 342,0 324,1 25

342,0 168,1 55
Nitrazepam 282,2 236,1 30

Tab. 1.

Tab. 2.
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pfiítomnosti RC vzbuzuje velkou pochybnost, neboÈ pouze
0,5% léãiva se vyluãuje jako matefiská látka, daleko vût‰í
ãást jako metabolity (17,18). Je tfieba se tedy ptát, zda –
li nedo‰lo napfiíklad ke kontaminaci vzorku nebo k „carry
over“ z pfiedchozího stanovení clonazepamu. Benzodia-
zepiny podléhají v I. fázi biotransformace pfiemûnû kata-
lyzované enzymem 3A4 cytochromu P450, o kterém je
známo, Ïe mÛÏe b˘t relativnû snadno inhibován nebo in-
dukován velkou fiadou konkomitantnû podávan˘ch léãiv.
Pfii nálezu neobvyklého pomûru mezi jednotliv˘mi analy-
ty je proto také vhodné pátrat v komedikaci pacienta po
moÏn˘ch induktorech nebo inhibitorech metabolizmu.

2) Je vÏdy nutné pfied neznám˘m vzorkem analyzovat tes-
tovací smûs pro porovnání retenãních ãasÛ.

3) Testovací smûs kromû retenãních ãasÛ poskytne informa-
ce o pomûru intenzit SRM pfiechodÛ. âasto se totiÏ stá-

vá, Ïe v hydrolyzátu vznikají artefakty, které mohou in-
terferovat s analytem s totoÏn˘m SRM. Pokud je navíc i to-
toÏn˘ retenãní ãas artefaktu a analytu, mÛÏe to pocho-
pitelnû vyvolat dojem pfiítomnosti urãité látky v analyzo-
vaném vzorku. Ov‰em, pfii následném porovnání pomû-
ru intenzit SRM pfiechodÛ, je taková domnûnka s jisto-
tou vylouãena.

Pfiíklady nálezÛ v toxikologické praxi
Spolehlivost metody je demonstrována na ‰esti pfiípadech

(Obr. 3), které byly vy‰etfiovány na pfiítomnost benzodiaze-
pinÛ v moãi. Anal˘ze LC-MS/MS bylo vÏdy pfiedfiazeno imu-
nochemické testování na pfiítomnost benzodiazepinÛ, které
ve v‰ech pfiípadech poukazovalo na suspektní záchyt. Na-
víc byl v˘sledek ovûfien jin˘mi analytick˘mi metodami (viz.
Poznámky k interpretaci nálezÛ).

A

B

C

Obr. 1. Znázornûní rÛzn˘ch metabolick˘ch cest benzodiazepinÛ s naznaãením dal‰ích krokÛ v˘znamn˘ch
pro vznik charakteristick˘ch struktur: vznik bezofenonÛ MACB a ACB (A), redukce NO2 skupiny
clonazepamu, flunitrazepamu a nitrazepamu ((BB)),, α hydroxylace alprazolamu a midazolamu ((CC))
a vznik ABP hydrol˘zou bromazepamu a jeho metabolitu (D).
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Obr. 2. Reprezentativní chromatogram anal˘zy 17 benzodiazepinÛ a metabolitÛ pomocí LC – MS/MS v moãi.

A
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Nález benzofenonÛ ACB a MACB spolu s diazepamem
a nordiazepamem (Obr. 3a) poukazuje na pravdûpodobné
poÏití diazepamu. Jak jiÏ bylo uvedeno, samotn˘ diazepam
mÛÏe vznikat transformací napfiíklad medazepamu nebo tet-
razepamu, na coÏ je samozfiejmû nutné vÏdy pamatovat. Z po-
mûru intenzit peakÛ clonazepamu a RC (Obr. 3b) je evident-
ní intenzivní metabolizace matefiské látky. Opaãn˘ pomûr lze
pozorovat v pfiípadû tetrazepamu (Obr. 3c). Vzhledem mi-
noritû metabolitu a nepfiítomnosti diazepamu (viz. Úvod), lze
ov‰em usoudit, Ïe odbûr byl proveden brzy po poÏití. Chro-
matogram extraktu moãe odebrané pacientovy intoxikované-
mu midazolamem a bromazepamem je vyobrazen na Obráz-
ku 3d. Poslední dvojici ukázek tvofií záznam chromatogramu

extraktu z moãe zdravého dobrovolníka (odbûr po 8 hodi-
nách), kter˘ poÏil 0,25 mg alprazolamu (nejniÏ‰í dávkování
na trhu). Vzorek byl zpracován jak enzymatickou hydrol˘-
zou (modifikace postupu Balíkové (13), Obr. 3d), tak i pomo-
cí na‰eho postupu (Obr. 3e). Hydroxyalprazolam byl v obou
pfiípadech pouze tûsnû nad limitem detekce.

ZÁVùR

Uvedená metoda vyuÏívající spojení kapalinové chroma-
tografie  a tandemové  hmotnostní  detekce  s pfiedfiazenou
dvojfázovou extrakcí z moãe dovoluje prokázat benzodiaze-

Obr. 3. Pfiíklady SRM chromatogramÛ, získan˘ch anal˘zou neznám˘ch vzorkÛ: charakteristické benzofenony ACB a MACB s minoritním nálezem diazepa-
mu s metabolitem (A), clonazepam s metabolitem (B), tetrazepam s metabolitem (C), kombinovan˘ nález metabolitu midazolamu a ABP (D) a nález alpra-
zolamu získan˘ anal˘zou moãe odebrané po 8 hodinách zdravému dobrovolníkovi po poÏití 0,25 mg alprazolamu zpracovan˘ enzymatickou hydrol˘zou
(E) i kyselou hydrol˘zou (F).
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piny nebo jejich metabolity rÛzn˘ch typÛ. Postup se ukázal
jako velmi pokrokov˘ a stal se rutinním pro vy‰etfiení ben-
zodiazepinÛ v moãi v rámci systematické toxikologické ana-

l˘zy. Popisem metody jsme chtûli nastínit smûr, kter˘m by se
mûla ubírat anal˘za stále velmi frekventovan˘ch benzodia-
zepinÛ.
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