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Uvod

Benzodiazepiny jsou v soucasné dobé jedny z nejvice uzivanych 1é¢iv, které jsou
predepisovany proti kie¢im, uzkostem, nespavosti nebo pro zmirnéni depresi. Bohuzel také
patfi mezi nejvice zneuzivana 1éCiva u nds. Z tohoto divodu je potfeba mit vyvinuté metody

k objektivni diagnostice intoxikace.

V soucasné dobé¢ se pro stanoveni benzodiazepinl nejcastéji vyuzivd metoda plynové
chromatografie (GC) s hmotnostni spektrometrii nebo kapalinova chromatografie (LC)
s UV-VIS detektorem ¢i s hmotnostni spektrometrii. V nékterych piipadech mtize byt pouzita
i metoda kapilarni elektroforézy (CE). Jako detekce je nejCastéji volena hmotnostni
spektrometrie (MS). V piipadé GC je vhodnym detektorem i detektor elektronového zachytu
(ECD), ktery poskytuje velmi nizké limity detekci pro benzodiazepiny. Vzhledem k tomu, ze
benzodiazepiny se v biologickém materialu (mo¢, krev, mozkomisni mok) nachazi ve velmi
nizkych koncentra¢nich hladinach (fadové jednotky az desetiny pg/ml) je nutné, aby pouzita
detekéni metoda byla velmi citlivd, nebo je nutno pouzit extrakénich a prekoncentracnich

metod.

Zajimavou alternativou je pouziti relativné nové metody superkritické fluidni
chromatografie (SFC), ktera v sob¢ spojuje vyhody kapalinové 1 plynové chromatografie. Jde
0 relativné levnou metodu, protoze jako mobilni faze je pouzivan oxid uhli€ity v nadkritickém
stavu bud’ jako samotny nebo ve smési s vhodnymi modifikatory (methanol, acetonitril, acetat
¢i formiat amonny nebo triethylamin, aj.). PouZitim nadkritického CO2 jako mobilni faze se
tato metoda fadi mezi metody ekologické. Hlavnim odpadnim produktem je hlavné COg, ktery

je ze separacniho systému odvadén do okolniho prostiedi.

Teoreticka ¢ast bakalatské prace je shrnuta zékladni teorie o chromatografii, zejména
pak o SFC a metodach pouzivanych pro stanoveni benzodiazepinti v biologickém materialu

v soucasné dobé¢. Tato kapitola se dale vénuje pouziti a u€inkiim benzodiazepini v lidském téle.

Experimentalni ¢ast a ¢ast vysledky a diskuze se vénuje nalezeni vhodnych podminek
pro stanoveni benzodiazepinl v krevnim séru s pomoci SFC s vyuzitim DAD detektoru. Jsou
zde popsany podminky separace, pouzité chemikalie, pfiprava standardli a Gprava vzorkd.
V zévéru experimentalni ¢asti je popsana aplikace metody na realny vzorek séra pacienta po

intoxikaci clobazamem.
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1. Teoreticka cast

1.1 Chromatografie

Chromatografie pfedstavuje souhrnné oznaceni pro skupinu instrumentalnich
separacnich technik, které jsou vyuzivany pro déleni slozek smési v analytickém
1 preparativnim méfitku. Chromatograficka separace je zaloZena na distribuci smési latek mezi
dvé rizné nemisitelné faze. Jedna faze je stacionarni (nepohyblivd) a druhd faze je mobilni
(pohybliva). Mezi stacionarni a mobilni fazi dochazi k rozdilné distribuci separovanych latek.
Mechanismus chromatografické separace tedy vyuziva zadrzovani (retence) jednotlivych latek
ve sm¢si na stacionarni fazi a postupné opakované vytvareni rovnovaznych stavii separovanych
latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Rovnovazné stavy jsou vytvareny na zakladé fyzikalné
chemickych interakci mezi analytem, mobilni f4zi a stacionarni fazi [2]. Z uvedenych divoda

se chromatografické metody povazuji za rovnovazné separacni metody.

Mobilni faze je tvotfena nejcastéji kapalinou nebo plynem a stacionarni faze je tvotena
malymi ¢asticemi (rozméry v fadech mikrometrti) upevnénym na desce z inertniho materialu
(tzn. jde o pevnou stacionarni fazi) nebo je to kapalina zakotvend na povrchu inertniho nosice
(kapalna stacionarni faze). Mobilni faze je kontinualné pfivadéna do chromatografické kolony,
kde je umisténa stacionarni faze, s pomoci Cerpadla za vysokého tlaku. Mobilni faze unasi
analyty v separované smési skrz stacionarni fazi, kde je analyt riznou mérou zadrzovan, ¢imz

dochazi k separaci jednotlivych slozek analytu.

Chromatografii miizeme podle skupenstvi zvolené mobilni faze rozdélit na kapalinovou
chromatografii (LC), plynovou chromatografii (GC) a chromatografii s nadkritickou ¢i
superkritickou mobilni fazi (SFC). Separace a eluce jednotlivych analytl v separované smési
je fizena chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi jak stacionarni faze, tak mobilni faze. UrcCitou
vyjimkou je GC, kdy je mobilni fazi inertni plyn, ktery plni pouze funkci transportu analytu

pfes stacionarni fazi.

1.1.1 Kapalinova chromatografie

Pomoci kapalinové chromatografie (LC) mizeme d¢lit organické 1 anorganické latky,

které jsou termicky labilni a netékavé (pfip. malo tékaveé). Separaci s pomoci LC mizeme



provadét bud’ v koloné (kapilarni nebo napliové), na speciadlnim papiru nebo na desticce, na
které je nanesen sorbent. Jako mobilni faze slouzi rozpoustédlo nebo smes rozpoustédel. Vybér
stacionarni faze i samotného rozpoustédla vyrazné ovliviiuje proces separace. V dnesni dob¢ se

pro analytické ucely pfevazné pouziva vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC).

Kapalinova chromatografie se d¢li na chromatografii s normalnimi a obracenymi fazemi
(reverznimi fazemi). U chromatografie s normalnimi fazemi je stacionarni faze polarni
(silikagel, oxid hlinity) a mobilni faze nepolarni nebo slabé polarni (typicky napi. n-heptan,
isooktan). Vyuziva se hlavné pro separaci polarnich latek a také latek, které by se mohly
Vv prostiedi obsahujici vodu rozkladat. U chromatografie s reverznimi fazemi je tomu ptesné
naopak. Jako mobilni faze se pro analyzu polarnich latek vyuzivéa polarni mobilni faze (Casto
to byva vodna slozka a organické rozpoustédlo, napt. methanol, acetonitril nebo dioxan). Elu¢ni
sila roste s klesajici polaritou organického rozpoustédla. Stacionarni faze je nepoldrni. Jako
sorbent se obvykle pouziva silikagel s navdzanymi nepolarnim uhlovodikovymi fetézci (napf.
C8 ¢i C18) [2]. Kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi je v soucasnosti jejim
nejpouzivanéj§im modem. S vyhodou se pouZivaji vodné-organické mobilni faze, ¢imz se sniZi
spotfeba velmi toxickych nepolarnich rozpoustédel, kterd se pouzivaji v piipadé LC na

normalnich fazich.

1.1.2 Plynova chromatografie

Separace slozek analytu v plynové chromatografii (GC) probiha v kolon&. Tato kolona
muze byt kapildrni nebo naplnova. Jako mobilni faze se pouziva inertni plyn, ktery se svymi
vlastnostmi blizi idedlnimu plynu. Nej€astéji pouZivanymi plyny jsou dusik, argon, vodik
a helium. Jako stacionarni faze se vyuziva aktivni uhli, silikagel nebo molekulové sito. Opét
1 zde mize mit stacionarni faze charakter pevnych ¢astic nebo miize jit o kapalinu zakotvenou
na vhodném nosici. Plynové chromatografie slouzi pro separaci latek t€kavych a termicky
stabilnich. Vétsina separaci v GC se odehrava za zvysené teploty v koloné, z toho plyne

pozadavek na termickou stabilitu separovanych latek.

Metoda je urcend k déleni a stanoveni permanentnich plyni a kapalnych vzorkl. Vzorek
je undSen nosnym plynem do kolony. Slozky vzorku se sorbuji na zacatku kolony, kde se
zakoncentruji ve stacionarni fazi a pak s navysujici teplotou kolony dochazi k desorpci analyti

nosnym plynem. Nosny plyn unasi jednotlivé slozky analytu a d€lici proces se neustale opakuje.



Kazda ze slozek putuje kolonou rtiznou rychlosti zavislou na distribuéni konstanté Kp, ktera je
rovna poméru koncentrace latky ve staciondrni fazi, ke koncentraci latky v mobilni fazi podle

rovnice (1):

C
KD=_S
Cm

1)
kde Cs je koncentrace latky ve stacionarni fazi, Cwm je koncentrace latky v mobilni fazi.

Nejdiive eluuji z kolony ty latky, které¢ maji nizkou hodnotu distribu¢ni konstanty. Pro
metodu GC je charakteristicka pfedevsim rychla a G¢inna separace slozitych smési a prace
s malymi mnozstvimi vzorku [6]. V pfipad¢, Ze analyty nejsou dostateéné tékavé, je nutné
provadét jejich derivatizaci vhodnym derivatiza¢nim ¢inidlem pied vlastnim nastfikem vzorku.
Derivatizace vzorku je ale dalSim zdrojem chyb pro analyzu, protoze derivatizacni reakce

neprobiha s vytéznosti rovnou 100 % a pribéh derivatizaéni reakce je nutné validovat.

2. Superkriticka fluidni chromatografie

2.1 Nadkritické podminky

Pfi urc¢itém meznim tlaku a mezni teploté (pro kazdou latku specifickou) jiz neexistuje
rovnovazny stav mezi kapalinou a plynem. Budeme-li se pohybovat s tlakem a teplotou nad
hodnotami mezniho tlaku a teploty nazyvadme tyto podminky nadkritické podminky. Poté jiz
nelze rozlisit plynny stav od kapalného. Mluvime o tzv. fluidnim stavu. Nadkritické kapaliny
maji obecné hustotu blizkou kapalindm a viskozitu plynim. Mohou tedy pronikat skrze pevné
latky jako plyn a rozpoustét jiné latky jako kapalina. Oxid uhli¢ity patii mezi plyny s ptiznivymi
hodnotami kritického tlaku a teploty a je tedy snadno pieveditelny do superkritického stavu.

Féazovy diagram (zavislost tlaku na teplot¢) pro oxid uhli¢ity je na Obr. 1.

10



1000

kapalina superkriticka
tekutina
100 & Kriticky bod
E‘ pevna latka
a 10 t (suchy led)
a
Trojny bod
1t plyn
kfivka varu
kfivka sublimace
kfivka tani
0.1 . . . .
150 200 250 300 350
T[K]

Obr. 1: Fazovy diagram oxidu uhli¢itého (pfevzato ze zdroje [3])

Oxid uhli¢ity dosahuje kritickych podminek pii tlaku p = 7,3 MPa a pii teploté
t = 31 °C. Jde o relativné snadno dosazitelné podminky, navic neni COz2 toxicky pro slozky
zivotniho prostfedi a je 1 velmi levny. Proto se jedna o nejcastéji pouzivany plyn, ktery je
vyuzivan za nadkritickych podminek jako superkritické tekutina pro fadu aplikaci v primyslu

I V potravinarstvi.

2.2 Princip separace s vyuzitim SFC

Superkritickd fluidni chromatografie (SFC) patfi do skupiny chromatografickych
technik vyuzivajici pro separaci latek naplnové kolony. Jako mobilni faze se pouziva plyn
v nadkritickém stavu. Jak jiz bylo zminéno, nejcastéji se jako hlavni slozka mobilni faze
vyuziva nadkriticky oxid uhli¢ity CO,, méné pak oxid dusny N,O a xenon Xe. Nadkriticka
teplota pro CO2 31 °C je prizniva i pro separaci termolabilnich latek. Nadkritickou teplotu i tlak
je nutné v chromatografickém systému udrZet po celou dobu separace, takze i kolona se
stacionarni fazi musi byt termostatovana na teplotu vyssi nez 31°C a tlak musi byt vyssi nez je
kriticky tlak. Uréitou nevyhodou superkritického oxidu uhligitého je jeho nizka polarita. Cisty
superkriticky CO2 je nepolarni mobilni fazi, coZz je vhodné pro analyzu latek, které jsou
nepolarni v systému normalnich fazi. Je potieba také zminit, Ze pro SFC separace je mozné

vyuzit naprosto identické stacionarni faze jako v kapalinové chromatografii. Tedy pro analyzu

11



nepolérni latek v systému normalnich fazi je mozné vyuzit superkriticky COz2 jako mobilni fazi

a napiiklad silikagel jako polarni stacionarni fazi.

V soucasné dobé¢ je velmi Casto nezbytné analyzovat latky s vyssi polaritou. Proto je
nutné superkriticky oxid uhli¢ity modifikovat polarnimi rozpoustédly jako je napi. methanol
nebo acetonitril. CO> lze modifikovat i pfidanim te¢kavych soli nebo zvySenim teploty a tlaku.
Pridavkem nékolika objemovych procent modifikatoru lze znac¢né zvysit polaritu oxidu

uhlicitého a tim 1 elu¢ni silu mobilni faze pro polarni latky na normalnich stacionarnich fazich.

Zménou teploty ¢i tlaku superkritické kapaliny je také mozné modifikovat hustotu
a viskozitu superkritické kapaliny, coz je velmi zajimavé pravé pro separace s pomoci SFC.
Jestlize teplota superkritické kapaliny vzroste, jeji hustota se naopak snizi. Jestlize tlak plynné

faze vzroste, hustota se zvysi a v kritickém bod¢ se hustoty stavaji rovnocenné.

I pfes Siroké aplikacni oblasti neni mozno s pouzitim plynové a kapalinové
chromatografie vyfeSit veskeré problémy spojené s analyzou smési latek. Plynova
chromatografie umoznuje analyzu pouze tékavych latek. V dusledku rychlého ustavovani
rovnovah mezi analyty v plynné fazi, nosnym plynem a stacionarni fazi, je mozno u této metody
dosdhnout vysokych hodnot separacni ucinnosti. Kapalinovd chromatografie umozZiuje
analyzovat latky netékavé, ustaveni rovnovah mezi vzorkem rozpusténym v kapalné mobilni
fazi a stacionarni fazi je vSak podstatné pomalejsi. Disledkem je dosahovani fadové nizsich

separa¢nich tc¢innosti.

Zajimavou moznosti je tedy pouziti metody SFC, kterd stoji svou podstatou mezi
plynovou a kapalinovou chromatografii. Superkritické CO2 kapaliny maji hustotu blizkou
kapalinam a viskozitu podobnou plyntim. Tato vlastnost je velmi vyhodna pro separace analytt
s pomoci SCF. S vyuzitim kolon s primérem 4,6 mm je mozné oproti kapalinové

chromatografii ziskat rychlej$i separace s vyssi uc¢innosti pikt.

U této metody je mobilni fazi nadkriticky plyn, ktery po stlaeni nemiize zkapalnét, ale
stava se tzv. superkritickou kapalinou. Svou viskozitou se blizi fazi plynné a hustotou fazi
kapalné. Takovou mobilni fazi 1ze bez extrémné vysokych tlakl protlacovat skrze naplnové
1 kapilarni kolony. Diky rychlému ustavovani rovnovah mezi vzorkem, staciondrni a mobilni
fazi, jsou dosahované hodnoty separani ucinnosti srovnatelné s metodou plynové
chromatografie. Soucasné, v dasledku vysoké hustoty mobilni faze, zGstava zachovana jeji

dobra solvata¢ni schopnost.
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Metodou SFC lze tedy analyzovat latky tékavé i1 netékavé a jeji aplikacni oblast je
srovnatelnd s metodou kapalinové chromatografie a caste¢né se prekryva s metodou plynové
chromatografie. SFC se nejCastéji pouziva pro analyzu polymerd, fosilnich paliv, 1éCiv

a potravinatskych produktt [6].

Na obr. 2 je uvedeno obecné schéma superkritického chromatografu

[ =]

10

|

Obr. 2: Obecné schéma superkritického chromatografu

Superkriticky fluidni chromatograf se obecné sklada z: tlakové lahve s CO2 (1),
vysokotlakého Cerpadla (2), regulatoru tlaku (3), filtra (4), kontrolniho manometru (5), hlavniho
ventilu/odtlakovaciho systému (6), davkovaciho ventilu (7), kolony (8), restriktoru
s detektorem (9) a pocitace (10) [1].

Nevyhodou superkritického fluidniho chromatografu je jeho vysoka pofizovaci cena.
Pro mensi laboratofe tak nemusi byt tato metoda proveditelna. Alternativou je piestavba
plynového chromatografu nebo castéji kapalinového chromatografu na SFC, protoze je mozné
pouzit n¢které detektory pro plynovou nebo kapalinovou chromatografii. Celkové naklady na

ptrestavbu GC tak tvofi pouhy zlomek ceny komeréniho zatizeni [41].

13



3. Benzodiazepiny - farmakologické a toxikologické
vlastnosti

Benzodiazepiny (BZD) jsou psychoaktivni latky, které jsou v soucasné dob¢ hojné
vyuzivany u pacientl trpicich psychickymi a neurologickymi obtizemi jako je nespavost,
neklid, deprese, epilepsie, aj.

Klasické benzodiazepiny maji 5-aryl-1,4-diazepinovou strukturu, charakterizovanou

benzenovym prstencem kondenzovanym na pozici 10- a 11- 1,4-diazepinového kruhu (Obr. 3).

Obr. 3: Obecna struktura benzodiazepinu

Arylovy substituent na pozici pét byva obvykle fenyl nebo fenyl halogenovany v poloze
2. Zacyklenim imidazolového prstence na pozici 1,2- ziskame imidazo- nebo diazolo-
benzodiazepiny, naptf. midazolam. Existuji 1 benzodiazepiny s odliSnym zakladnim kruhem,

kde jsou dusiky v poloze 1- a 5-, napt. clobazam.

Na obr. 4 jsou uvedeny nejznamé;jsi zastupci benzodiazepind.
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Obr. 4: Strukturni vzorce vybranych benzodiazepint

Centralni nervova soustava (CNS) potifebuje ke spravnému fungovani stimulaéni
a inhibicni mechanismy. Benzodiazepiny se vazi na specifické receptory v CNS, pfi¢emZ

v CNS existuji stereospecifické receptory selektivni pro benzodiazepiny. Na tyto receptory se
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tedy nevazi jina sedativa jako napf. barbituraty a také narkotika. Nejvetsi zastoupeni téchto

receptort je v mozkové kure.

Receptory mozku uvoliuji jako neurotransmiter prevazné kyselinu y-aminomaselnou
(kyselina GABA), ktera prostiednictvim GABA receptort snizuje drazdivost cilovych bun¢k.
GABA receptor ma kromé vazebnych mist pro kyselinu GABA i vysoce afinitni vazebnd mista
pro benzodiazepiny. Benzodiazepiny tak mohou alostericky zesilit vazbu a ucinek kyseliny
GABA [4].

Benzodiazepiny ptsobi sedativné, navozuji spanek, maji anxioliticky ucinek, snizuji
tonus kosterniho svalstva, potlacuji pohotovost ke kie¢im a jsou také vyuzitelné pti navozeni

celkové anestezie. V terapeutickych davkach neovliviiuji vegetativni centra, jako je centrum

dychaci nebo regulace krevniho ob¢hu [4].

Benzodiazepiny se déli z hlediska rychlosti odbourdvani na kratkodobég, dlouhodobé

a stfedné dlouho pusobici.

V tabulce 1. jsou uvedeny jednotlivé Casto uzivané benzodiazepiny podle biologického

polocasu.

Tab. 1: Nejcastéji uzivané benzodiazepiny a jejich hodnoty biologického polocasu.

Kratce pusobici Flurazepam 1-4 hod.
Midazolam 2-5 hod.
Triazolam 2-6 hod.
Stiredné dlouho piisobici Aplrazolam 6-20 hod.
Chlordiazepoxid 5-20 hod.
Lorazepam 10-20 hod.
Oxazepam 5-15 hod.
Dlouhodobé piisobici Diazepam 20-70 hod.
klonazepam 20-30 hod.
Velmi dlouho piisobici Klorazepat 30-200 hod.
Prazepam 30-200 hod.

Absorpce benzodiazepinli v organismu je rychla a uplna. Vzhledem k fyzikalné
chemickym vlastnostem benzodiazepini probiha absorpce v tenkém stievé. Mezi zasadni

fyzikaln¢ chemickou vlastnost benzodiazepinti, ktera ma ptimy vztah k rychlosti vstiebavani

16



jednotlivych benzodiazepini je hodnota rozdélovaciho koeficientu benzodiazepinu mezi
vodnou a lipofilni fazi v organismu. Vysoce lipofilni benzodiazepiny jsou vstiebavany rychleji,
patii mezi n¢ napi. midazolam, flurazepam a diazepam. Benzodiazepiny vykazuji také pomérné
velkou afinitu k plazmatickym bilkovinam. Pro vétSinu benzodiazepint plati, Ze jsou z vice nez
70% vazéany na bilkoviny. Tento fakt je potfeba vzit v ivahu pii ptipraveé vzorku séra ¢i plazmy
k analyze, kde je nutné stanovované benzodiazepiny z vazby na bilkoviny uvolnit vhodnym
deproteinacnim ¢inidlem (methanol, acetonitril, aceton, trichloroctova kyselina ¢i kyselina

chloristd).

Biotransformace benzodiazepini probiha v jatrech, nejdiive probiha oxidace a nasledné
konjugace s endogennim substratem kyselinou glukuronovou. Vzniklé metabolity mohou byt
farmakologicky a toxikologicky aktivni (napf. metabolity chlordiazepoxidu, diazepamu
a flurazepamu). Ostatni benzodiazepiny poskytuji neaktivni metabolity. Metabolity

benzodiazepint ve form¢ glukuronidd jsou pak vylu¢ovany moci.

Pti degradaci benzodiazepini se nejdiive odstépuje methylova skupina od dusiku
V poloze 1 a soucasné se hydroxyluje uhlikovy atom v poloze 3. Tim vznikne aktivni metabolit
oxazepam, ktery teprve po konjugaci — OH skupiny v poloze 3 s kyselinou glukuronovou ztraci
svoji biologickou aktivitu a jakozto hydrofilni latka miize byt vyloucena ledvinami (obr. 7).
Mezi tyto benzodiazepiny patii naptiklad diazepam, nordiazepam nebo chlordiazepoxid.
Podobny typ metabolismu vykazuji benzodiazepiny, které maji misto chloru na benzenovém
jadte navdzanou — NO2 skupinu a na fenylovém substituentu uhlikového atomu 5 maji atom
fluoru. Do této skupiny patii naptiklad flunitrazepam. Latky s kratkym biologickym polo¢asem
jsou inaktivovany jedinou metabolickou zménou. Maji zaveden dalsi kruh, obsahujici atom

dusiku a methylovou skupinu. Tato methylova skupina podléha rychlé hydroxylaci (obr. 5).

Do této skupiny patfi napf. midazolam nebo triazolam. Stfedn¢ dlouho pisobici
benzodiazepiny dostaneme nahradou atomu chloru diazepamu — NO> skupinou, ktera se rychle

redukuje na aminoskupinu a okamzité se acetyluje (obr. 6) [4].

Na nésledujicim obrazku (obr. 5) je vidét schéma odbourdvani midazolamu, ktery se

z organismu odbourava pomeérné rychle. Jeho biologicky polocas je okolo dvou hodin.

17



HsC HO
%N -\4’\‘
O N/ hydroxylace O N vylouceni ve forme glukoronidu
Cl _— Cl >

_ OH
N N

U Cr
glukoronidace

Obr. 5: Schéma odbouravani midazolamu

Naésleduje schéma (obr. 6) odbouravani nitrazepamu, jehoz biologicky polocas je asi

¥
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Jako posledni uvadim schematické znazornéni odbourdvani diazepamu, ktery ma biologicky
polocas az 70 hodin. V organismu vznikaji jeho odbourdvanim dalsi aktivni metabolity, jako je

nordiazepam a oxazepam.

18



CH,

H
N @] N o
Cl -
— Cl
N —
N
O diazepam O nordiazepatn

COOH
H 0
N A° HOy&/% Ho
N
HO OH 7
OH >
—N Cl o
kys. glukuronova —N |

O OHATEPALT O gluk

Obr. 7: Schéma odbouravani diazepamu v lidském téle

Y

Cl

Pusobeni benzodiazepini je ur¢eno kombinaci tfi mechanismti. Rychlosti distribuce
benzodiazepinu z centralniho do periferniho kompartmentu, dale rychlosti jaterniho
metabolismu a také rychlosti exkrece ledvinami. Pfi dlouhodobém pravidelném podavani
benzodiazepinii je nutné vzit do uvahy také toleranci viuci benzodiazepinim a adaptaci

benzodiazepinovych receptora.

Jako specifické antidotum benzodiazepinii se pouziva flumazenil (obr. 8). Strukturou je
podobny benzodiazepiniim. Jedna se o derivat imidazolbenzodiazepinu. Kompetitivné inhibuje
ucinky latek, které ptisobi na CNS prosttednictvim GABA receptori. Nevyhodou flumazenilu
je, ze poda-li se pacientim zavislym na BZD, vyvinou se u nich abstinencni pfiznaky.
Flumazenil se vylucuje pomérné rychle, jeho eliminacni Cas je asi jedna hodina. Pti otravach

dlouhodobé¢ pisobicimi benzodiazepiny je tedy nutné davkovat tento piipravek opakovaneg.
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Obr. 8: Schematické zndzornéni flumazenilu

Chronické uzivani benzodiazepinii miize vést k rozvoji fyzické i psychické zavislosti na
téchto ptipravcich. Riziko vzniku zavislosti se zvySuje se zvySujici se ddvkou a délkou 1écby.
Toto riziko je vyS$i u pacientl, ktefi trpéli drogovou zavislosti ¢i alkoholismem. Pokud se
vyvine fyzicka zavislost, po vysazeni 1écby se mohou projevit abstinen¢ni ptiznaky jako je
bolest hlavy, porucha spanku, neklid, zmatenost nebo svalové bolesti. V zavaznych ptipadech

se mohou objevit halucinace, epileptické zachvaty nebo ptecitlivélost na zvuky, svétlo a dotyky
[5].

Ackoli jsou benzodiazepiny pomérné Siroce zneuzivany, jejich ptiznivou vlastnosti je
relativni bezpecnost pii predavkovani. Diky velkému terapeutickému rozpéti uzivanych davek

neni ¢asto 1 pii pomérné zavazné intoxikaci dosazeno toxické ¢i letalni davky.

4. Toxikologicka analyza benzodiazepini

4.1 Obecné postupy pripravy vzorki

Pro Gspé&$nou ptipravu vzorki, je nezbytné znat, v jakém stavu jsou analyty v matrici
a také jak mohou jednotlivé kroky pfipravy modifikovat analyty. Jako vétSina 1€€iv plisobicich
na CNS, jsou i benzodiazepiny lipofilni a Siroce modifikované. Pivodni formy benzodiazepina
Ize v nékterych ptipadech prokazat analyzou krevniho séra ¢i plazmy. Naproti tomu ptivodni
formy nejsou do moci téméf viibec vylucovany a v moci tak I1ze nalézt pouze jejich metabolity
ve formé¢ glukuronidi. Je tedy nutné zohlednit St€peni benzodiazepinl ptfi analyze, obzvlasté
pii analyze z moci. Proto je pfed vlastni analyzou nutné provést enzymatickou hydrolyzu
pomoci glukuronidasy, enzymu ze skupiny hydroldz. Bohuzel, tato metoda je ¢asoveé naro¢na

a pomérné draha.

20



Pokud je potieba provést analyzu rychle, je mozné vyuzit Stépeni pomoci kyseliny
chlorovodikové, tzv. kysela hydrolyza. AvSak tato hydrolytickd reakce poskytuje
benzofenonové derivaty [7]. Identifikace ptivodnich benzodiazepinti pak vychazi z identifikace
jednotlivych benzofenond, které svou strukturou koresponduji s puvodni strukturou

benzodiazepinu.

Kompromisem obou $tépnych metod je pouziti napliovych kolon imobilizovanych
glukuronidasou. Tato metoda kombinuje vyhody obou piedem zminénych technik, rychlost

hydrolytického stépeni kyselinou chlorovodikovou a mirné §tépeni enzymatickou hydrolyzou.

Po provedeném enzymatickém Stépeni piipadné kyselé hydrolyze je dale nutné provést
dalsi upravu vzorku zalozenou na extrakci vzniklych benzofenonti a jejich zakoncentrovani.

K tomu slouzi metody uvedené v nasledujicich kapitolach.

4.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny (L-L extrakce)

Pro extrakci benzodiazepinli z biologické matrice se pouziva né€kolik riznych
rozpoustédel. Extrakci je vhodné provadét za alkalického prosttedi, takze pred vlastni extrakci
do malo polarniho rozpoustédla je nutné vzorek alkalizovat piidavkem bud’ zasady (hydroxid
sodny ve smé&si s uhli¢itanem sodnym) nebo pifidavkem alkalického pufru (napt. Tris-
chloridovy pufr). Jako extrakéni rozpousStédla je mozZné pouzit dichlormethan, hexan,

diethylether, toluen nebo ethylacetat.

Dalsi moZnosti jak ziskat Cisté extrakty je vyuziti imunoafinitni extrakce. Nicméné
protilatky jsou drahé a Gi¢inky saturace mohou narusit kvantifikacni postupy. Proto tato metoda

neni piili§ roz8ifena v toxikologickych laboratofich.

4.1.2 Extrakce pevnou fazi (L-S extrakce, SPE extrakce)

Postup zahrnuje pouziti sorbentu C2, C8, C18. Tento sorbent ma charakter nepolarni
staciondrni faze, takZe po upravé pH biologického vzorku (opét jeho zalkalizovani nejcastéji
hydroxidem amonnym) jsou neutrdlni benzodiazepiny vazany na nepolarni sorbenty. Pred
samotnou extrakei tuhou fazi je nutné provést predcisténi vzorku, které zavisi na jeho povaze.
Plazma, sérum ¢i plna krev musi projit deproteinaci a filtraci/centrifugaci, zatimco mo¢ staci

pouze ziedit a zcentrifugovat a je pfipravena k extrakci na kolon¢. Je tieba mit na paméti, ze
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jsou velké rozdily vzorek od vzorku a stejné sorbenty od riznych vyrobcti obvykle vedou

K riznym vysledkim. Proto se doporucuje pouziti vhodného vnitiniho standardu [8].

4.2 Soucasné moznosti analyzy benzodiazepinu
v biologickych materialech

Jako prvni screening se vétSinou pouzivaji imunochemické testy ve formé testovacich
desticek, které umoznuji detekci benzodiazepinti skupinové v moci. Imunochemicky screening
je v tomto piipad¢€ zaloZen na reakci protilatek s glukuronidy benzodiazepint. Jako dal§i metoda
se pouziva metoda tenkovrstevné kapalinové chromatografie, ktera je nenaro¢na, rychla a dava
spolehlivé informace o pfitomnosti latky ve zkoumaném biologickém materidlu. Tenkovrstevna
chromatografie ale neumoziuje provést spolehlivou kvantitativni analyzu. Jde vSak o metodu
S jejiz pomoci je mozné rozliSit pfitomnost jednotlivych benzodiazepini na rozdil od
skupinového imunochemického testu. Dnes se pro analyzu benzodiazepini nejcastéji vyuziva
metoda plynové chromatografie (GC), metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC) nebo metoda kapilarni elektroforézy (CE).

4.2.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie se pro stanoveni benzodiazepini pouziva hlavné ve spojeni
S hmotnostnim detektorem (MS). Pro dosazeni velmi nizkych detek¢nich limith se pouziva
hmotnostni spektrometr s negativni chemickou ionizaci (NCI) [11,12]. Pouziva se hlavné pro
analyzu benzodiazepinl a jejich derivatli v moci. Pfi stanovovani benzodiazepinll z krve neni
tato metoda piiliS§ vhodna, protoze BZD jsou termicky labilni a mélo tékavé. Krome
hmotnostniho spektrometru 1ze pouzit i dusiko-fosforovy detektor (NPD). Pro benzodiazepiny,
které maji ve své struktuie néjaky elektronegativni substituent (nejcast&ji atom chloru), je
mozné pouziti detektoru s elektronovym zachytem (ECD), ktery vykazuje dobrou citlivost (asi

1 ng/ml).

Pro separaci je nejcastéji vyuzivana kapilarni kolona z kiemenného skla. Pro separaci
jsou vhodné kolony s nizkou polaritou (napf. dimethylpolysiloxanové) [13,14] stejné tak

I kolony s vyssi polaritou typu 5% difenylmethylpolysiloxan [15,16].
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Podminkou pro pfesné stanoveni je vyuziti vhodnych vnitinich standardi [17].

Nejlepsich vysledkil je dosazeno pii pouziti komercné dostupnych deuterovanych standarda
[8].

Mnoho z publikovanych postupti pii stanovovani benzodiazepini nebere v tvahu
derivatizaci, protoze citlivost detekce je uspokojiva. Derivatizace je doporucena pouzit
v pripad¢, pokud benzodiazepiny nebo jejich benzofenonové metabolity obsahuji primarni
amino- nebo hydroxy- skupiny. Derivatizace obvykle vede k lepsi termalni stabilité

a derivatizované benzodiazepiny poskytuji dobie definovand hmotnostni spektra.

Pro derivatizaci benzodiazepint, jejich metabolitti nebo odpovidajicich benzofenont je
vhodné provést acetylaci vyuzitim smési anhydridu kyseliny octové a pyridinu [13,18,19].
Ptislusnd hmotnostni spektra je mozné najit v databankach, které zahrnuji nederivatizované,

acetylované nebo jinak derivatizované benzodiazepiny, jejich metabolity a benzofenony

[20,21].

Bylo publikovano nékolik metod zaméfenych na stanoveni benzodiazepini v moci po

extrakci s vyuzitim plynové chromatografie v minulosti [22-26].

Spojeni plynové chromatografie s detektorem elektronového zachytu pro analyzu

benzodiazepinii bylo publikovano ve dvou pracich [23,26].

4.2.2 Kapalinova chromatografie

Tato metoda je v dne$ni dobé nejvice vyuzivana hlavné ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem, ale je mozné pouzit i UV/Vis detektor nebo detektor s diodovym polem (DAD),
ktery poskytuje vyssi specifitu nezZ jednoduchy UV/Vis detektor, obzvlasté z toho divodu,

Ze existuje velké mnozstvi komerénich databank obsahujici UV - spektra stovek 1é¢iv [10].

AvSak pro svou citlivost a vysokou selektivitu, obzvlasté pfi analyze krevni plasmy,

zUstava nejpouzivanéjSim detektorem pro analyzu benzodiazepinii hmotnostni spektrometr.

Pro separaci BZD jsou nejcastéji pouzivany kolony se sorbentem C18 (oktadecylovy
uhlikaty fetézec). Jako mobilni faze se nejcastéji vyuzivad smés methanolu s vodou nebo smes
jinych rozpoustédel (napf. acetonitril, hexan nebo isopropanol) [8]. Pro analyzu iontovych
sloucenin je Zadouci pouziti mobilni faze obsahujici tetrabutylamonné soli nebo kyselinu

methylsulfonovou [27,28].
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V minulosti bylo publikovano velké mnozstvi praci zabyvajici se analyzou
benzodiazepini s pomoci kapalinové chromatografie v moci [29-32], v séru [33-35], v plasmé
[36-37]. Dalsi prace zabyvajici se stanovenim benzodiazepint v biologickych materialech jako

jsou vlasy, nehty, tkan¢, sliny aj. jsou popsany v prehledovém c¢lanku [38].

4.2.3 Kapilarni elektroforéza

Benzodiazepiny jsou v télnich tekutinach obsazeny v mnohem nizsich koncentracich

nez napt. barbituraty. Proto je jejich stanoveni metodou kapildrni elektroforézy nesnadné.

V minulosti byla popsana préce, kterd je spiSe zamétena na studium elektroforetického
chovani benzodiazepini [39]. On-line prekoncentrace benzodiazepinii s pomoci micelarni
elektrokinetické chromatografie byla publikovana autory Su a kol. [40]. Vyvinutd metoda
separace a on-line prekoncentrace byla aplikovdna na stanoveni benzodiazepinii v moc¢i na

koncentra¢ni urovni odpovidajici jednotkdm ng/ml.

Detekci relativné vysoké davky flurazepamu a jeho metabolitii v moci metodou CE-MS
popsali Johansson a spol. [9]. Aby byla metoda CE bézné pouzitelna pro analyzu BZD, je nutné

vyvinout metodu, kterou bude mozné stanovit i nizké koncentrace BZD v télnich tekutinach.

Stanovovani BZD ve vysSich koncentracich metodou CE ma tu vyhodu, Ze sérum muze
byt davkovano pifimo nebo po deproteinaci. Pii deproteinaci se ale nesmi pouzivat kyseliny
nebo soli, které by mély skodlivy vliv na stanoveni. Vhodné je pouziti acetonitrilu jako
deproteinacniho Cinidla. Jako detektor je vhodné pouzit UV/Vis detektor nebo hmotnostni
detektor [8].
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5. Experimentalni cast

5.1 Pristrojové vybaveni

Vsechny SFC experimenty byly provadény pomoci analytického SFC systému Agilent
1260 Infinity. Systém se sklada z nasledujicich &asti: Ridici modul Agilent 1260 Infinity,
binarni Cerpadlo pro pfesné a konstantni méfeni mobilni faze, odplynovac (degaser) Agilent
1260 Infinity a pfistroj pro automatické davkovani vzorku, Agilent 1260 Infinity detektor
s diodovym polem s vysokotlakou prutokovou SFC celou. Systém je kontrolovan OpenLab
softwarem od firmy Agilent. Pouzita kolona Zorbax Rx-SIL (150 mm x 4,6 mm) s velikosti
¢astic 5 um byly ziskany od Agilent Technologies (Santa Clara, USA). Vsechny vzorky byly
davkovany s pomoci autosampleru, davkovaci smycka méla objem 3 ul. V tabulce 2 je uvedena

charakteristika pouzitého SFC systému.

Tab. 2: Charakteristika analytického SFC systému Agilent 1260 Infinity

Cerpaci systém
prutokova rychlost do 5 ml/min
rozsah slozeni 0-100 %
SFC primarni tekutina CO;
Sum nastavitelné pumpy <1%
Zpétna regulace tlaku
rozsah regulace tlaku 100 - 400 bar
Sum regulace tlaku <=+ 0,5 bar
DAD

<+ 0,05 mAu pii 254
kratkodoby Sum nm
rozsah vinovych délek 190 - 950 nm

Dale byla pro pfipravu vzorku pouzit mikrocentrifuga MicroSpin (Eppendorf, USA)
pracujici pfi 14 500 ot./min a ultrazvukova lazent Elmasonic S-70, vortex pro promichani vzorku
IKA-Vortex MS3 Basic (IKA, Némecko) a koncentrator vzorku Evap (Ecom, s.r.o., Ceska

Republika) umoZiujici odpafovani extraktl vzorki pod proudem dusiku pfi laboratorni teploté.
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5.2 Pouzité chemikalie
Methanol, acetonitril, 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol (TRIS), kyselina
chlorovodikova, alprazolam, diazepam, nordiazepam, tetrazepam, chlordiazepoxid,

nitrazepam, flunitrazepam, clobazam, clonazepam, ethylacetat.

Déle bylo pouzito negativni sterilni krevni sérum (Sigma-Aldrich). Pouzité chemikalie
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich v ¢istot¢ p.a. Standardni roztoky benzodiazepini
(certifikované roztoky) o koncentraci 1 mg/ml v methanolu byly taktéz zakoupeny u firmy

Sigma-Aldrich.

5.3 Podminky separace

Slozeni mobilni faze CO2: ACN v poméru 95 : 5 (v/v) s gradientovou eluci, kdy se
spojit¢ meéni slozeni mobilni fAze béhem 3,5 minut na pomér 80 : 20 (v/v). Pratokova rychlost
byla nastavena na 3 ml/min. Velikost nastfiku 3 pl. Stacionarni faze: Silikagel 5 um, kolona
Zorbax RSil 15 cm, 4,6 mm vnitini primér. Analyzy byly provadény pii vlnové délce 245 nm.

Kolona byla termostatovana na 40 °C.

5.4 Priprava standardi

Standardy byly pfipraveny metodou postupného ftedéni. Vychozi koncentrace
alprazolamu a diazepamu byla 1 mg/ml, nordiazepamu, tetrazepamu, chlordiazepoxidu,
nitrazepamu, flunitrazepamu a clobazamu byla 0,1 mg/ml a clonazepamu 0,25 mg/ml. Z téchto
standardnich roztoki byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o téchto koncentracich: 0,1 mg/ml;
0,05 mg/ml; 0,025 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,005 mg/ml a 0,0025 mg/ml. Jako rozpoustédlo pro

fedéni standarda byl pouzit methanol.

5.5 Uprava vzorki séra

K extrakci benzodiazepinli ze séra bylo pipetovano vzdy 500 pl séra (negativniho, ¢i
séra pacienta po intoxikaci) do mikrozkumavky. Ke vzorku séra v mikrozkumavce bylo dale
ptidano 50 pl TRIS-chloridového pufru o pH 9,0 pro udrZeni alkalického prostfedi. Dale bylo
do kazdé mikrozkumavky pfidano 100 pl acetonitrilu, ¢imz doslo k deproteinaci a k rozruseni

vazby mezi proteiny séra a benzodiazepiny. Po pfidani 200 ul ethylacetatu, ktery byl zde pouzit
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jako extrakéni Cinidlo, se vzorky promichaly na vortexu po dobu 1 minuty a byly

centrifugovany po dobu péti minut pti 14 500 ot./min.

Po centrifugaci se na povrchu supernatantu nachazela svétle zluta srazenina. Do Ctyt
novych mikrozkumavek bylo odebrano 200 ul supernatantu bez sraZeniny. Supernatant se
nechal pii laboratorni teploté odpatit do sucha pod proudem dusiku. Po odpateni bylo do kazdé

zkumavky pfidano 200 pl methanolu a smés byla dikladné protfepana na vortexu.

Nakonec bylo z kazdé zkumavky odebrano 100 ul vzorku do vialky a tyto roztoky byly

zanalyzovany pomoci SFC.

Stejnym zpisobem byly extrahovany i vzorky séra pacienta po intoxikaci pouze s tim

rozdilem, ze sérum bylo ziskéno z plné srazlivé krve po centrifugaci pti 5000 ot./min.
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6. Vysledky a diskuze

6.1 Nalezeni vhodnych podminek pro separaci standardut
benzodiazepint

Prvnim krokem optimalizace bylo nalezeni vhodného slozeni mobilni faze pro separaci
standardi benzodiazepinli na silikagelu jako stacionarni fazi. Silikagel je relativné polarni
stacionarni faze. Pro dosazeni potfebné retence studovanych benzodiazepinti na silikagelu neni
mozné pouzit ptimo samotny superkriticky CO2. Superkriticky COz je nepoldrni mobilni faze

a jeho pouzitim nedochdazelo k eluci studovanych benzodiazepint.

Proto byly studovany ptidavky organickych rozpoustédel jako modifikatori mobilni
faze. Ptidavkem organického rozpoustédla dochédzi k modifikaci jak polarity superkritického
COo, tak jeho viskozity a hustoty. Viskozita i hustota v tomto piipadé také ovliviiuje vyslednou
polaritu mobilni faze. Jako modifikatory byly studovany methanol a acetonitril
Vv koncentra¢nim rozmezi 1 az 20 % (v/v). Pfidavky methanolu 1 acetonitrilu vedly k postupné
zlepSujici se separaci standardii benzodiazepinli, pfiCemz acetonitril poskytoval lepsi
opakovatelnost retencnich Casti, vyssi plochy piki (a tedy vyssi citlivost) a také vyssi hodnoty
ucinnosti separace (vyjadiené jako pocet teoretickych pater). Pouzitim isokratické eluce, kdy
se v ¢ase neméni sloZeni mobilni faze 1ze docilit separace benzodiazepint pii poméru 85:15
COz : acetonitrilu (v/v). V tomto pfipadé je ale Cas potiebny pro separace velmi dlouhy
(15 minut).

Pro zkréaceni celkové doby separace byla studovana gradientova eluce, kdy se mnozstvi
acetonitrilu v mobilni fazi postupné zvysuje z poméru 95:5 (v/v, CO2/acetonitril) na pomér
80:20. Rychlost zmény gradientu acetonitrilu byla optimalizovana. Jako nejvhodné&jsi byl
vybran gradient, kdy zména sloZeni z poméru 95:5 (v/v) na pomér 80:20 (v/v) probeéhne béhem

3,5 minuty.

Chromatogramy dokumentujici zménu rozliSeni pii separaci modelové smési

benzodiazepinl v zavislosti na zméné podminek separace jsou na obr. 9 (A — F).
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Obr. 9A: Chromatogram separace standardni smési benzodiazepinii s vyuzitim
izokratické eleuce. Slozeni mobilni faze: 95:5 (CO2:ACN, v/v) pratok mobilni faze
3 ml/min

Potadi retence jednotlivych BZD z kolony bylo vzdy stejné, pro nazornost jsou nazvy
jednotlivych BZD uvedeny pouze v prvnim chromatogramu a v chromatogramu separace BZD

za optimalnich podminek (obr. 10).
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Obr. 9B: Chromatogram separace standardni smési benzodiazepinii s vyuzitim
gradientové eluce. Gradient z 95:5 (CO2:ACN, v/v) na 80:20 (CO2:ACN, v/v) béhem
5 minut, prutok mobilni faze 3 ml/min
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Obr. 9C: Chromatogram separace standardni smési benzodiazepinl s vyuzitim

gradientové eluce. Gradient z 95:5 (CO2:ACN, v/v) na 80:20 (CO2:ACN, v/v) béhem

2 minut, prutok mobilni faze 3 ml/min
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Obr. 9D: Chromatogram separace standardni smési benzodiazepinii s vyuzitim
gradientové eluce. Gradient z 95:5 (CO2:ACN, v/v) na 80:20 (CO2:ACN, v/v) béhem
3 minut, prutok mobilni faze 3 ml/min
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Obr. 9E: Chromatogram separace standardni smési benzodiazepind s vyuzitim
gradientové eluce. Gradient z 95:5 (CO2:ACN, v/v) na 80:20 (CO2:ACN, v/v) béhem

3,5 minut, pritok mobilni faze 3 ml/min
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Obr. 9F: Chromatogram separace standardni smési benzodiazepinl s vyuzitim
gradientové eluce. Gradient z 95:5 (CO2:ACN, v/v) na 80:20 (CO2:ACN, v/v) béhem

4 minut, pritok mobilni faze 3 ml/min




Chromatogram separace benzodiazepinll za optimalnich podminek je zobrazen na Obr. 10.
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Obr. 10: Chromatogram separace standardii benzodiazepinti za optimalnich separa¢nich
podminek. Gradient z 95:5 (CO2:ACN, v/v) na 80:20 (CO2:ACN, v/v) béhem
3,5 minut, pritok mobilni faze 3 ml/min

Jak je patrné z chromatogramu separace deviti benzodiazepini prob€hne v ¢ase krat$im nez
5 minut, coZ je z hlediska aplikace pro klinické vzorky akceptovatelny cas. RozliSeni pro
jednotlivé benzodiazepiny je akceptovatelné. Z retenéniho potadi lze také urcit polaritu
benzodiazepinli. Separace probihala v systému normalnich fazi (polarni stacionarni faze —
silikagel, nepolarni mobilni faze), takze benzodiazepiny s niz§i polaritou (tetrazepam,
diazepam, flunitrazepam) jsou eluovany v kratSich retenc¢nich ¢asech oproti benzodiazepinim

S vyssi polaritou (clonazepam, chlordiazepoxid, aplrazolam).

Z prubéhu separace je také patrny rozdil mezi polaritou diazepamu a nordiazepamu, ktery
je metabolitem diazepamu. Metabolismus lidského organismu obecné pracuje tak, aby se
polarita latek béhem metabolickych pfemén zvySovala. To plati i pro dvojici diazepam —
nordiazepam, kdy diazepam jako ptivodni méné poldrni latka eluuje v systému normalnich fazi
jako prvni pfed nordiazepamem (metabolitem diazepamu), ktery z uvedené dvojice vice
polarni. Z toxikologického hlediska je malo pravdépodobné, Ze by k intoxikaci doslo kombinaci
vSech studovanych benzodiazepinll. Dostatecné rozliSeni strukturné blizkych benzodiazepinil

je ale nezbytné k zajisténi odpovidajici selektivity stanoveni, tak aby nedochazelo ke koeluci
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strukturné podobnych benzodiazepinii. DAD detektor neumoziiuje v tomto piipad¢ provést
ptesnou identifikaci jednotlivych separovanych benzodiazepinti na zdklad¢ priibéhu DAD

spekter. | z tohoto diivodu je dostateéna selektivita separace nutnou podminkou.

6.2 Validace vyvinuté analytické metody separace benzodiazepini

Pro naslednou aplikaci vyvinuté metody SFC separace benzodiazepini je nutné provést
validaci zakladnich parametri metody: linearita kalibrac¢nich zavislosti, opakovatelnost
retencniho Casu a ploch analytd, limit detekce, limit kvantifikace a vytéznost extrakéniho

postupu.

Linearita kalibracnich zavislosti byla studovdna v rozmezi koncentraci 2,5 pg/ml
az 100 pg/ml. Rovnice kalibra¢nich pfimek spolu s koeficientem determinace jsou uvedeny
v tabulce 3.

Tab 3: Tabulka shrnujici rovnice kalibra¢nich zavislosti

Tabulka kalibracnich kfivek vybranych benzodiazepinu
benzodiazepin retencni Cas kalibra¢ni kiivka koef!CIent 9
[min] determinace R
tetrazepam 2,20 y = 3708,7x - 1,9646 0,99996
flunitrazepam 2,35 y =5023,1x + 2,5513 0,9969
diazepam 2,40 y =5909,6x - 9,3841 0,9993
nordiazepam 2,60 y = 6068,5x - 1,0840 0,9973
clobazam 2,70 y = 12916x - 16,8640 0,9995
nitrazepam 3,44 y =2647,3x + 0,4350 0,9994
clonazepam 3,67 y = 2027,8x - 0,1698 0,9999
chlordiazepoxid 4,00 y = 5545,8x - 5,5648 0,9934
alprazolam 4,40 y = 4492 8x - 6,4903 0,9996

Pro konstrukei kalibracnich zavislosti byla vyuZita metoda nejmensSich ¢tverct. Bylo
promé&ieno celkem Sest kalibracnich bodt a kazdy bod byl opakovan 3-krat. Z uvedenych
hodnot koeficientu determinace, které se pro vSechny kalibracni kiivky benzodiazepinl blizi

jedné, 1ze konstatovat, Ze navrzeny linearni kalibra¢ni model byl zvolen spravné.

Dale byly vypocitany opakovatelnosti retencnich casit a ploch pro jednotlivé

benzodiazepiny a hodnoty limit detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ). Hodnoty LOD a LOQ
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byly pocitany jako pomér S/N = 3 (pro LOD) a S/N = 10 (pro LOQ). Dosazené vysledky jsou
shrnuty v nasledujici tabulce (tabulka 4).

Tab. 4: Opakovatelnosti reten¢nich ¢asu a ploch, hodnoty LOD a LOQ.

_ _ Opakovatelnost | Opakovatelnost LOD
benzodiazepin | reten¢niho ¢asu ploch LOQ [pg/mi]
RSD [%] RSD [%] [ng/ml]
tetrazepam 0,59 2,1 0,66 2,20
flunitrazepam 0,61 2,2 0,59 1,97
diazepam 0,48 2,0 0,51 1,70
nordiazepam 0,50 2,0 0,55 1,83
clobazam 0,55 1,9 0,53 1,77
nitrazepam 0,66 1,8 0,59 1,97
clonazepam 0,64 1,9 0,57 1,90
chlordiazepoxid 0,58 2,0 0,60 2,00
alprazolam 0,60 2,1 0,55 1,83

Nakonec byly jesté stanoveny vytéznosti jednotlivych benzodiazepint z fortifikovaného
krevniho séra. Vytéznost je dilezity parametr validace metody uréené pro klinické ucely.
Hodnota vytéZnosti z biologického materidlu by se méla bliZit idedln€é 100% pro dany extrakéni

postup a dale by hodnoty vytéznosti mély byt opakovatelné.

Vytéznosti pro jednotlivé studované benzodiazepiny byly stanoveny nasledujicim
zpasobem. Do vzorku séra byly pfidana zndma mnozstvi standardi benzodiazepint tak, aby
jejich vysledna koncentracni uroven odpovidala 30 pg/ml. Nésledné bylo naspikované sérum
podrobeno deproteinaci a extrakci, podle postupu uvedeného v experimentdlni Casti
a provedena SFC separace. Jednotlivda mnoZstvi benzodiazepinl pak byla vypocitana pomoci
rovnic kalibra¢nich pfimek. Vysledky byly vztaZeny na skutecné pfiddvané mnozstvi standardii
benzodiazepini. Stanoveni vytéznosti bylo provedeno pro kazdy benzodiazepin
3-krat. V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty vytéznosti pro jednotlivé benzodiazepiny z krevniho

séra vcetné jejich opakovatelnosti.
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Tab. 5: Hodnoty vytéZznosti extrakéniho postupu benzodiazepint z krevniho séra (n = 3) pro

koncentra¢ni hladinu 30 pg/ml.

Opakovatelnost

benzodiazepin | VytéZnost [%] vytéZnosti

RSD [%]
tetrazepam 96,2 3,2
flunitrazepam 93,1 2,9
diazepam 89,1 2,8
nordiazepam 95,2 2,0
clobazam 96,1 2,7
nitrazepam 91,3 3,2
clonazepam 90,8 5,4
chlordiazepoxid 95,7 4,1
alprazolam 94,6 2,6

Z tabulky 5 plyne, zZe dosaZené hodnoty vytéZnosti jsou blizké 100 % a navic je jejich
opakovatelnost akceptovatelnd. Navrzeny extrakéni postup tak mize byt vyuzit pfi analyze

realnych vzorki.

6.3 Aplikace metody na realny vzorek

Vyvinuta metoda extrakce a separace vybranych benzodiazepinl s pomoci SFC byla
aplikovana na realny vzorek krevniho séra pacienta po intoxikaci clobazamem. Vzorek krve
byl centrifugovan pii 5000 otaCkach za minutu. Ziskané sérum bylo odebrano a podrobeno
extrakénimu procesu popsanému v experimentalni ¢asti. Stanoveni koncentrace clobazamu
ve vzorku krevniho séra pak bylo provedeno metodou standardniho ptidavku. Kromé vlastniho
séra po deproteinaci a extrakci byly pfipraveny jesté dva vzorky krevniho séra, do kterych byla
pfidana znamé koncentrace standardu clobazamu, tak aby vyslednd pfidana koncentrace
clobazamu byla 40 a 60 pg/ml, pficemz vysledny objem vzorku krve byl shodny se vzorkem

séra bez standardniho ptidavku.

Stejnym extrakénim postupem byl pfipraven 1 slepy vzorek (sterilniho sérum od firmy
Sigma-Aldrich ziskaného od neintoxikovaného dobrovolnika). Chromatogramy blanku
a vzorku séra intoxikovaného pacienta je zobrazen na Obr. 11. Zpracovani a méteni kazdého

vzorku bylo provedeno 3-krat.
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Obr. 11: Chromatogram slepého vzorku (horni chromatogram) a extraktu séra
intoxikovaného pacienta (spodni chromatogram)

Metodou standardniho ptidavku byla stanovena koncentrace v séru pacienta po
intoxikaci clobazamu 46 pg/ml. Terapeutické rozmezi pro clobazam je uvadéno v rozmezi 0,03
az 3,0 pg/ml. Z uvedenych hodnot plyne, Zze stanovené koncentrace je vice nez 10-krat vyssi

nez je terapeutické rozmezi.
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7.7aver

V ramci feSeni bakalafské prace byla vyvinuta metoda separace vybranych
benzodiazepint s pomoci superkritické fluidni chromatografie s vyuzitim spektrofotometrické
detekce. Devét benzodiazepinli bylo rozseparovano na silikagelové stacionarni fazi béhem doby
kratsi nez 5 minut. Jako mobilni faze byla zvolena smés superkritického CO2 s acetonitrilem
a gradientovou eluci. Vyvinuta metoda SFC separace benzodiazepinii byla dale validovana tak,
aby mohla byt pouzita pro rychlou screeningovou analyzu benzodiazepinli u pacientll po
intoxikaci benzodiazepiny. Hodnoty limitt detekce se pohybovali v rozmezi 0,51 az 0,66
pug/ml. Vytéznosti navrzen¢ho L-L extrakéniho postupu se pak pohybovaly v rozmezi 89,1 az
92,6%. Vyvinuta metoda byla vyuZita pro analyzu realného vzorku krevniho séra pochéazejiciho

od pacienta po intoxikaci clobazamem.

Metoda SFC separace a benzodiazepinii miize predstavovat zajimavou alternativu pro
dosud nejvice rozsifenou metodu jejich separace s vyuzitim GC. Vyvinutd metoda ma oproti
GC rychlejsi ¢as analyzy a dale také mnohem niz$i cenu. Spotfeba CO2 a zejména rozpoustédel
je pfi vyuziti této analytické metody zanedbatelna a na rozdil od GC nedochézi k tzv. carry-
over efektlim, tj. pfenosiim analytl z jedné analyzy do druhé, tak jak je tomu v ptipadé separace

benzodiazepinl s pomoci GC.

Pro monitorovani terapeutickych rozmezi by bylo vhodné jesté¢ vyvinout extrak¢ni
metodu umoziujici vétsi zakoncetrovani benzodiazepinti, nebo spojit SFC s hmotnostni

spektrometrii. Pro monitorovani intoxikaci benzodiazepiny je vSak tato metoda dostacujici.
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8. Prehled pouzitych zkratek

ACN
BZD
CE
DAD
GABA

GC

HPLC

MeOH
MS
p.a.
SFC
TLC
TRIS
uv
Vis
LOD
LOQ

RSD

acetonitril

benzodiazepiny

kapilarni elektroforéza

detektor s diodovym polem (z angl. diode array detector)

kyselina y — aminomaselna
plynova chromatografie (z angl. gas chromatography)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z angl. high performance
liquid chromatography)

methanol

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spektrometry)

pro analyzu

superkriticka fluidni chromatografie

chromatografie na tenké vrstvé (z angl. thin layer chromatography)
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

ultrafialovy (z angl. ultraviolet)

viditelny (z angl. visible)
mez detekce (z angl.. limit of detection)
mez stanovitelnosti (z angl.. limit of quantification)

relativni smérodatnd odchylka (z angl.. relative standard deviation)
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