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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace byl vyvoj screeningové metody pro analyzu
17 benzodiazepinii ve vzorcich moci pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC-MS/MS). Dil¢im tkolem bylo optimalizovat
podminky enzymatické hydrolyzy glukuronidii benzodiazepini v moci s vyuzitim metody
planovani experimentt (DOE).

Optimalizovany chromatograficky systém se skladal z kolony Zorbax Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 pm), dvousloZkové mobilni faze tvotené vodou
s 0,1% obsahem octové kyseliny (slozka A) a acetonitrilem s 0,1% obsahem octové
kyseliny (slozka B) vrizném poméru dle gradientového programu. Prutok ¢inil
0,2 ml/min, teplota kolony byla 40°C. Celkovda doba analyzy cinila 12 min.
Za optimalizovanych podminek byly prométfeny kalibracni kiivky vSech analytil
v methanolu i v moci.

Byly nalezeny optimdlni detekéni podminky pro oxazepam-glukuronid, ktery byl
v ramci pilotniho experimentu hydrolyzovan za pouziti B-glukuronidasy z usné, ¢imz byla
potvrzena funk¢nost enzymu. Optimalizace podminek enzymatické hydrolyzy
prostiednictvim 27 experimentli vygenerovanych programem Minitab 16 podle

Box-Behnken design bude realizovana pozdéji.



ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was the development of a screening method for
analysis of 17 benzodiazepines in urine samples using ultra high-performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometric detection. The partial task was
to optimize the conditions for the enzymatic hydrolysis of benzodiazepine glucuronides
present in urine using design of experiments (DOE).

The optimized chromatographic system consisted of a Zorbax Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl RRHD column (100 x 2.1 mm, 1.8 um) and mobile phase consisting of
water with 0.1 % acetic acid (component A) and acetonitrile with 0.1 % acetic acid
(component B) in various ratios according to the gradient program. Flow rate was
0.2 ml/min, column temperature was 40 °C, and total analysis time was 12 min.
Calibration curves for all analytes were measured under optimized conditions in methanol
and urine.

After optimal detection conditions for oxazepam-glucuronide were found,
oxazepam glucuronide was hydrolysed using B-glucuronidase from the abalone to confirm
the functionality of the enzyme within the pilot experiment. Optimization of enzymatic
hydrolysis conditions via 27 experiments proposed by program Minitab 16 using the

Box-Behnken design will be realized later.
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1 Uvobp

Benzodiazepiny jsou Siroce vyuzivany ve farmakoterapii pro své anxiolytické,
sedativni, hypnotické a myorelaxacni Uc¢inky, zprostfedkované ovlivnénim GABAa
receptori v mozku. Ruku vruce srozsifenim téchto 1ékt v klinické praxi Sla
1 vzrustajici Cetnost intoxikaci benzodiazepiny. Ackoliv je toxicita benzodiazepinl
obvykle klasifikovana jako nizka, zejména ve srovnani s jejich pfedchtidci — barbituraty,
mohou i ony zptsobovat problémy [1]. Stiedné toxické projevy jsou vyvolany piiblizné
az dvacetindsobkem terapeutické davky, Sedesatindsobek potom mulze byt letalni,
pricemz vSak toxicita vyrazn€¢ stoupd pii kombinaci s alkoholem, opiaty nebo
tricyklickymi antidepresivy [2]. Kromé¢ intoxikaci se sebevrazednym umyslem, byvaji
benzodiazepiny zneuzivany v kriminalnich ptipadech, naptiklad k ovladnuti obéti [3].
Tudiz jsou benzodiazepiny casto stanovovany jak v klinickych, tak ve forenznich
pripadech, coz si zadda zavedeni spolehlivych a citlivych metod jejich detekce
v biologickych matricich. Spojeni separac¢nich metod jako je kapalinova nebo plynova
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekei je proto astou volbou.

Velmi casto analyzovanou biologickou matrici pro prokdzani pfitomnosti
benzodiazepini je moc¢, vzhledem k jejich vy$§im koncentracim a zaroven delsi
persistenci [4]. Benzodiazepiny jsou v téle intenzivné metabolizovany, aby se tak
usnadnilo jejich vyluovani, proto jsou v moci pivodni formy lé¢iva pfitomny pouze
ve velmi malém mnozstvi. Hydrolyza metabolitu, tedy konjugatu kyseliny glukuronové
a benzodiazepinli, je proto ke zlepsSeni citlivosti detekce nezbytna. Enzymaticka
hydrolyza glukuronidii mize byt co do tc¢innosti mén¢ efektivni a ¢asové naro¢nou
variantou, je vSak v poslednich letech stile vice vyuZivand. Vzhledem k jeji Setrnosti
a zachovani plvodni struktury léCiva tento postup nabizi mozZnost piesnéji urcit
pivodné podané léCivo. Optimalizaci podminek enzymatické hydrolyzy lze zvysSit
efektivitu a zaroven omezit ¢as nutny ke zpracovani vzorku.

Vyrazné urychleni procesu optimalizace podminek enzymatické hydrolyzy mize
pfinést pouziti pfistupu planovani experimentli (,,Design of experiment”), kdy se
soucasné méni vice faktord, které by mohly mit vliv na Gi¢innost enzymu. PouZitim této
statistické metody lze znacn€ sniZit pocet experimentli, nutnych k optimalizaci

podminek enzymatické reakce. V odborné literatuie lze sice vypatrat nékolik praci,
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zabyvajicich se porovnavanim uc¢innosti B-glukuronidas z riznych zdroji [5, 6], avSak
ziidkakdy se soustfedi na vhodnost pouzitych podminek reakce a jejich optimalizaci
(nebo to nezminuji).

Piedkladana prace vznikla ve spolupréci s laboratoii Ustavu soudniho lékaistvi
a toxikologie, VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. 1ékatské fakulty Univerzity
Karlovy. Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat UHPLC metodu s hmotnostni
detekci pro screening 17 benzodiazepinti a jejich metabolitli, kterda by byla vhodnym
nastrojem k prokézani 1éCiva v moci intoxikovaného pacienta. Ddle s vyuzitim
statistické metody planovani experimentii (Design of Experiments, DOE) optimalizovat

postup a podminky enzymatické hydrolyzy glukuronidi benzodiazepintl.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Benzodiazepiny

2.1.1 Farmakologické indikace

Psychofarmaka patifi v dneSni dobé celosvétové k jedném 2z nejcastéji
predepisovanych 1é¢iv. Do této skupiny latek patii i benzodiazepiny (BZDs) a diky
jejich  Sirokému spektru farmakologickych vlastnosti jsou jedny =z nejcastéji
pouzivanych latek pro 1€cbu poruch centralniho nervového systému [7].

Benzodiazepiny se pouzivaji k potlaceni strachu, napéti a tzkosti (anxiolytika),
ke zklidnéni a utlumeni pacienta (sedativa), jako latky navozujici spanek (hypnotika)
adile pak je moZzno je vyuzit kuvolnéni kife¢i (myorelaxancia) ¢i jako
antiepileptika [8].

Vibec prvni benzodiazepin, chlordiazepoxid, byl syntetizovan v 50. letech
minulého stoleti rakouskym chemikem L. H. Sternbachem, pracujicim pro
farmaceutickou firmu Hoffman-La Roche. V 60. letech, po prokazani jeho sedativné
hypnotickych ucinkli, byl uveden na trh. Nedlouho poté nasledoval objev mnohem
znamgéjsiho diazepamu, prodavaného pod obchodnim ndzvem Valium. V nasledujicich
desetiletich bylo pfipraveno pies 50 dalSich derivatl benzodiazepind.

Jednotlivé benzodiazepiny se mezi sebou lisi farmakokinetickymi vlastnostmi
jako je doba jejich Gcinku v organismu a néasledna rychlost jejich vylouceni. Tyto udaje
jsou dulezité mimo jiné pro stanoveni spravného davkovani. Podle primérné doby
vyluovani z organismu je mizeme délit na benzodiazepiny s ultrakratkym, kratkym az
sttedné dlouhym a dlouhym pasobenim. Srovnavacim faktorem je v tomto piipadé
eliminaCni poloCas (Ty/,), tedy doba, za kterou je organismus schopen vyloucit
polovinu podané latky. Kazda skupina je potom vhodnd na jiny typ [éCby.
Benzodiazepiny s ultrakratkym a stfednim polo¢asem vyluCovani jsou s vyhodou
vyuZzivany jako hypnotika, k 1éc¢bé€ nespavosti, zatimco benzodiazepiny s dlouhou dobou
eliminace se pouzivaji jako anxiolytika, k l1é€bé uzkosti. Hodnoty biologického
polocasu a dalsi farmakokinetické parametry benzodiazepint studovanych v této praci

jsou uvedeny v tab. 1.
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Tab. 1:

Pfehled vybranych obchodnich néazvli benzodiazepint,

pouzivanych

terapeutickych rozmezi a jejich toxické hladiny, oboji méfené v plazm¢ (ng/ml). Ty /, je

eliminac¢ni polocas 1é¢iva [9].

Koncentrace v plazmé (ng/ml)

Latka Obchodni nazev Te:irz)zi[;ciké Toxické od T12 (h)
Alprazolam Xanax, Neurol 5-80 100-400 6-20
Midazolam Dormicum 40-250 1000-1500 1,5-3

Bromazepam Lexaurin 50-200 300-400 8-22
Clonazepam Rivotril 4-80 100 20-60
Flunitrazepam® Rohypnol 5-15 50 10-30
Lorazepam® Loram, Tavor 20-250 300-500 10-40
Oxazepam Serax 200-1500 2000 6-20
Temazepam® Levanxol 20-900 1000 6-25
Diazepam Valium 100-2500 3000-5000 24-48
Medazepam Ansilan 100-1000 600 2-5

1é¢ivo neni v Ceské republice v distribuci[10]
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2.1.2 Struktura

Dalsi ptirozené déleni benzodiazepint je podle jejich struktury. Muzeme je
rozdé¢lit do dvou hlavnich skupin: (a) jednoduché 1,4-BZDs (bromazepam, clonazepam,
diazepam, chlordiazepoxid, lorazepam, medazepam, nitrazepam, flunitrazepam,
oxazepam, temazepam, medazepam) (b) heterocyklické 1,4-BZDs (alprazolam,
midazolam) majici na zdkladni strukturu pfipojeny dalsi, heterocyklicky kruh. Zakladni
struktura benzodiazepini je tvofena napojenim benzenového jadra na sedmiclenny

diazepinovy kruh v poloze pét [11] (viz obr. 1).

diazepinové jadro

benzenové jadro

Obr. 1: Zakladni chemicka struktura 1,4-BZD.

Pro pocetnéjsi skupinu benzodiazepint, tedy jednoduché 1,4-benzodiazepiny,
muze byt charakterizovan vztah mezi strukturou a aktivitou nasledovné. Substituce na
uhliku v pozici 7 mé rozhodujici vliv na aktivitu u Sirokého spektra benzodiazepinovych
derivati. NejcCastéji se jedna o substituci nitro skupinou nebo atomy Br, Cl, F
(schopnost zvySovat aktivitu NO>Br>CI>F=H) (flunitrazepam, nitrazepam,
clonazepam). Substituce methylovou skupinou v pozici 1 (diazepam) zvySuje lipofilitu,
biologickou aktivitu latky a zaroven usnadiiuje absorpci z gastrointestinalniho traktu
(GIT) [12]. Lipofilita latek (apredevSim 1&Civ) se vyjadiuje jako logaritmus
rozd€lovaciho koeficientu logP (viz kapitola 2.2). Zakladni fyzikalné-chemické
vlastnosti studovanych benzodiazepint a jejich metabolitli jsou uvedeny v tab. 2 a jejich

struktura je zndzornéna na obr. 2.
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Tab. 2: Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti studovanych benzodiazepint, kde M; je

relativni molekulovd hmotnost a logP je logaritmus rozd€lovaciho koeficientu

oktanol/voda [13].
nazev latky CAS M; logP
1-OH-midazolam 59468-90-5 341,77 3,16
3-OH-bromazepam 13132-73-5 332,16 2,26
midazolam 59467-70-8 325,77 3,97
1-OH-alprazolam 37115-43-8 324,76 2,21
lorazepam 846-49-1 321,16 3,53
clonazepam 1622-61-3 315,71 3,15
bromazepam 1812-30-2 316,16 2,54
flunitrazepam 1622-62-4 313,29 2,55
alprazolam 28981-97-7 308,77 3,02
temazepam 846-50-4 300,74 2,79
desmethylflunitrazepam 2558-30-7 299,26 2,69
oxazepam 604-75-1 286,72 2,92
7-NH;-clonazepam 4959-17-5 285,73 2,38
diazepam 439-14-5 284,70 3,08
7-NHz-flunitrazepam 34084-50-9 283,31 1,79
desmethyldiazepam 1088-11-5 270,76 3,21
medazepam 2898-12-6 270,76 4,21
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2.1.3 Pusobeni na receptory GABA (farmakodynamika)

Benzodiazepiny ovlivituji rizné Casti lidského mozku napiiklad michu (tonus
svalll), mozecek (koordinace vuli ovladanych pohybi), mozkovy kmen (hypnoticka
a antiepilepticka aktivita), vnitini mozek a mozkovou kiiru (emoc¢ni reakce). Z pocatku
se myslelo, ze benzodiazepiny plisobi na centralni nervovou soustavu nespecificky [14].
Pozdé&ji bylo prokazéano, ze pisobeni benzodiazepini spoc¢iva v ovliviiovani receptorti
kyseliny y-aminomaselné (GABA) [15].

Kyselina y-aminomaselna je dilezitym inhibicnim neurotransmiterem v centralni
nervové soustavé (CNS) savcl kontrolujici vzruSivost neuront. Primarné pulsobi
nareceptor GABAaA, coz je ionotropni transmembranovy receptor, umistény
v membranach postsynaptickych neuronti a zdroven fungujici jako ligandem fizeny
iontovy kanal [16-18]. Receptor GABAA je pentamer skladajici se ze tii rtiznych
podjednotek (2xa, 2xP, y), pficemz pro kazdou z téchto podjednotek existuje mnoho
isoforem [11]. Mezi témito podjednotkami najdeme dvé vazebna mista pro
y-aminomadselnou kyselinu, jakozto endogenni ligand, a jedno alosterické vazebné misto

pro rizna xenobiotika véetné benzodiazepint (viz obr. 3).

Obr. 3: Schematickd struktura GABAA receptorového proteinu s vyznacenymi
vazebnymi misty pro GABA a BZD a s rozmisténim jednotlivych podjednotek (2 x al,
2xPB2 a 1 x y2), které vytvareji kanal pro chloridové ionty.

Navazani benzodiazepini na receptor zpusobi zesileni inhibi¢niho Uc¢inku
kyseliny y-aminomaselné [19]. Takovato aktivace postsynaptickych GABAA receptoril
vede k hyperpolarizaci bunééné membrany v duisledku zvySeni frekvence otevirani
chloridového kanalu, vedouci ke vstupu chloridovych ionti do buiiky. Touto kaskadou

dojde k prohloubeni postsynaptického inhibi¢niho potencidlu projevujiciho se snizenou
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vzruSivosti  (excitabilitou) bunék CNS [11]. Rozdil v pisobeni jednotlivych
benzodiazepini spociva v tom, jak siln¢ se na receptor vazi. Na tento receptor pusobi

nejen benzodiazepiny, ale i barbituraty, nebenzodiazepinova hypnotika ¢i ethanol [20].

2.2  Metabolismus lé¢iv v organismu

Hlavni procesy fidici transport a distribuci 1€¢iv v organismu mohou byt
vyClenény do tii fazi: (a) adsorpce z mista aplikace, (b) distribuce 1é¢iva v organismu

a (c) biotransformace 1é¢iva, jeho eliminace a exkrece.

2.2.1 Absorpce

Pro ucinek léCiva je nezbytné, aby se z mista aplikace dostalo do krevniho
reCisté, atak i k cilovému organu svého ptsobeni. Rychlost a rozsah absorpce 1é¢iva
jsou vyznamné ovlivnény zpisobem podani. Snad jen s vyjimkou intravenosniho podani
je prvnim procesem absorpce léCiva z gastrointestinadlniho traktu (perordlni podani),
popiipad¢ z plic (inhala¢ni podani), z mista vpichu (napf. intramuskularni podani) nebo
zpovrchu kaze (perkutdnni podani). V pfipadé peroralniho podéani k hlavnim
fyzikalné-chemickym faktorim, které ovliviiuji penetraci 1é¢iva skrze zalude¢ni
¢i stfevni sténu, patii lipofilita 1é¢iv, vyjadfovana nejcastéji jako rozdélovaci koeficient.
Rozdélovaci koeficient P charakterizuje schopnost latky rozpoustét se v tucich (tedy
1 prostupovat skrze lipofilni membrany a bariéry v téle), pficemz b&zné se v literatuie
uvadi hodnota log P. Pfirozené plati, ze ¢im vyss$i je hodnota log P, tim je latka vice
rozpustnd v tucich,

[C] oktanol
[C]Voda

kde [c]oktanol j€ koncentrace latky rozpu$téné v oktanolové fazi a [clyoga j€

P =

koncentrace latky rozpusténa ve vodné fézi.

2.2.2 Distribuce

Lécivo je z krevniho fecisté distribuovano dale do riznych mist téla, pficemz
mira distribuce do jednotlivych télnich kompartmentl zavisi na mnoha faktorech, jako
je naptiklad: prokrvenost pfislusnych tkani ¢i velikost a polarita 1é¢iva. Nekteré latky,
pfedevsim ty lipofilni, mohou byt distribuovany po téle ve vazb€ na proteiny krevni

plasmy. Mé-li 1é¢ivo projit z plazmy do dalSich kompartmentli, musi ptekonat bunécné
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bariéry, napiiklad hematoencefalickou bariéru (chranici mozek) nebo placentarni
bariéru (chranici plod). Pfekonéani téchto bariér 1éCivem muze byt nezddouci a vést
napiiklad k poskozeni vyvoje plodu, na coz je tfeba brat zietel zvlasté¢ u IéCiv
lipofilnich, kterd mohou tyto bariéry piekonavat pomérné snadno.

Distribu¢ni objem Vg je dalsim ze zavadénych charakteristik 1éCiva, je to
konstanta zavisld na chemické struktufe. Vyjadiuje teoreticky objem, ve kterém by se
muselo celkové mnozstvi podaného 1éku teoreticky rozpustit, aby bylo dosazeno stejné
koncentrace 1é¢iva (c) jako v plasmé.

_ dévka [mg]

all = g 1]

2.2.3 Biotransformace a exkrece

Nez se ovSem lé¢ivo dostane do ob&hu, dochdzi k presystémové eliminaci. Tento
jev se nejvyraznéji uplatiiuje u peroralniho podéni, pficemz v rizné mife dochazi
k negativnimu ovlivnéni mnozstvi biologické dostupnosti 1é¢iva. Mnozstvi latky, které
se dostane do ob¢hu, je ovlivnéno fadou faktorii. Mize dochazet k preméné latky
v jatrech, netplné absorpci v GIT, ¢astenému rozkladu latky v Zaludku vlivem pH
nebo rozkladu latky pisobenim stfevni mikroflory. Riiznou kombinaci téchto faktort
dochézi k tomu, ze perordlné podané mnozstvi latky je sniZeno.

Majoritni tlohu v presystémové eliminaci hraje tzv. efekt prvniho prichodu
jatry. Lé€ivo podané peroralné je vstiebavano z tenkého streva, odkud putuje portalni
zilou do hlavniho biotranformac¢niho organu — jater. V jatrech dochazi k biotransformaci
rizného podilu podaného léCiva, s cilem latku ucinit polarngjsi a tim ji vyloucit
z organismu. Z hlediska U¢inku lé¢iva miize timto zplsoben dojit ke dvoji pfemeéne:
(a) biodeaktivaci, kdy vznikly metabolit je farmakologicky méné G€inny nebo netcinny;
(b) bioaktivaci, kdy se podané (pro)lécivo méni na farmakologicky ti¢inny metabolit.

Pfemény 1€Civ v téle 1ze rozdélit do dvou biotransformacnich fazi. Béhem prvni
faze biotransformace dochdzi, pomoci hydrolytickych, redukénich nebo oxida¢nich
reakci, k zavadéni ¢i k transformaci jiz stavajicich funkénich skupin ve snaze vytvofit
polarni metabolit. Biotransformacni reakce druhé faze se oznacuji také jako konjugacni.
Za pomoci enzymi transferas pii nich dochazi ke kovalentnimu navazani konjuga¢niho

¢inidla na funkéni skupinu metabolitu (nebo 1é€iva). Konjugacéni €inidla jsou endogenni
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latky, napiiklad glutathion, glycin, kyselina glukuronova, sirovd nebo octova. Takto
vznikaji neaktivni polarni konjugaty, které mohou byt rychle vylu¢ovany do moci nebo
do stolice. Konjugaty s vyssi molekulovou hmotnosti jsou pfevazné vylucovany
do-zlu¢i a mohou byt v pfitomnosti stfevnich bakteridlnich reduktas opét Stépeny
na-ptivodni 1éCivo, c¢imz dochéazi k enterohepatdlni cirkulaci a prodluzovani

biologického ucinku léciva [8].

2.2.4 Farmakokinetika benzodiazepintu

Benzodiazepiny se v pfipadé vétSiny indikaci poddvaji  peroralné,
z gastrointestinalniho traktu jsou rychle absorbovany a maji diky své znacné lipofilité
témer 100% biologickou dostupnost [21]. Maximalni plazmatické koncentrace byva
u vétsiny zastupct dosahovano po jedné hodiné po podani, avSak naptiklad oxazepam,
lorazepam a temazepam maji ndstup uCinku pomalej$i. Po vstupu do obchu jsou
transportovany ve vazb¢ na plazmatické proteiny, napiiklad diazepam je témét z 99-ti %
vazéan na albumin, alprazolam pouze ze 70-ti %; biologicky aktivni jsou pouze volné
formy 1éciva [22]. Vysoka lipofilita a zarovenl vaznost na plazmatické proteiny jsou
parametry, které pfispivaji ze zvySovani distribu¢niho objemu téchto 1é¢iv. Lipofilita,
kterd na jedné strané¢ umoZnuje pronikani hematoencefalickou bariérou a centralni
pusobeni téchto 1éCiv na stran€ druhé, zplsobuje nezddouci pronikani benzodiazepinl
skrz placentu nebo do matefského mléka, zaroven také dochazi k jejich akumulaci
v tukové tkani.

Benzodiazepiny jsou v prvni fazi biotransformovany pomoci mikrosomalniho
systému cytochromu P450, kdy dochézi k jejich dealkylaci na N1 a hydroxylaci na C3.
Pravé hydroxylace na C3 uhliku umoziiuje v druhé fazi biotransformace konjugaci
benzodiazepini s glukuronovou kyselinou. Oxazepam a lorazepam jsou glukuronovany
pfimo, bez ptedchozi biotransformace. V kazdém ptipad¢ je vysledkem biotransformace
metabolit rozpustny ve vodé a muze byt tedy vyloucen z téla ledvinami. Nekteré
metabolity si zachovavaji farmakologickou aktivitu pivodni latky, zdkladnim u¢innym
metabolitem  nckolika  zdstupci  benzodiazepini  (diazepam, pramazepam,
chlordiazepoxid, klorazepat, aj.) je desmethyldiazepam, ktery je pak dale pfeménovan
na oxazepam. Ztoho vyplyva, ze nékteré metabolity mohou byt jednoznacnymi

markery konkrétniho benzodiazepinu, a naopak jiné metabolity, mohou byt spole¢nym
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vyslednym produktem premén vice riznych benzodiazepint. Napiiklad v moci nalezeny
metabolit 7-NHj-flunitrazepam, lze povazovat za specificky ukazatel poziti
flunitrazepamu, toto analogicky plati i pro nalezeny redukovany metabolit clonazepamu
a nitrazepamu [23]. Naopak je-li v moc¢i nalezen oxazepam, nelze presnéji urcit, ktery
benzodiazepin byl aplikovan. Schéma biotransformaci benzodiazepinti je pro nazornost
uvedeno na obr. 4.

Podle hodnoty biologického polocasu mohou byt benzodiazepiny rozdeleny
na (a) kratkodobé¢ ucinné (oxazepam, midazolam), (b) stfednédobé ucinné
(bromazepam, flunitrazepam, alprazolam, lorazepam, temazepam) a (c) dlouhodobé
ucinné (diazepam, medazepam) [8]. AvSak rozfazeni jednotlivych zastupcl

benzodiazepint do téchto skupin neni ustalené a rtizni se.
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Obr. 4: Ukazka nckterych reakci prvni faze biotransformace vedouci ke vzniku

identickych metabolitii desmethyldiazepamu, temazepamu a oxazepamu [12, 24].

2.3 Metody pro analyzu benzodiazepini

V poslednich letech bylo publikovano velké mnozstvi metod pro screening
a kvantifikaci (analyzu) benzodiazepinli, pifipadné¢ pro analyzu SirSiho spektra
psychoaktivnich latek, zahrnujicich mimo jiné i benzodiazepiny z nejriznéjSich matric
predevsim biologické povahy [12, 21]. Chromatografické metody maji v tomto ohledu
stale nejvetsi zastoupeni. Nejcastéj$i metodou separace je vysokoucinnad kapalinova
chromatografie (LC), nejcastéji spojend s tandemovou hmotnostni detekci (MS/MS)
¢1 s hmotnostni detekci s analyzatorem doby letu (TOF-MS) [25]. DalSimi casto
vyuzivanymi detektory jsou UV detektor ¢i detektor diodového pole (DAD) [26].
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Méné cCasto se pii analyze benzodiazepini vyuziva plynova chromatografie
(GC), pokud ano, je nejcastéji v kombinaci s hmotnostnim (MS) [27] detektorem nebo
s detektorem elektronového zachytu (ECD) [28]. Divodem pro upozadéni plynové
chromatografie pro detekci téchto analytli je tepelnd nestabilita a zaroven nedostacujici
tékavost nékterych benzodiazepind, a to i po derivatizaci [29-31].

Navzdory nepopiratelné prevaze Cisté chromatografickych metod, se objevuji
ptipady vyuziti metod v tomto ohledu spiSe alternativnich jako jsou imunoanalytické
metody [32-34], voltametrie [35, 36] ¢i potenciometrie [37]. K analyze benzodiazepinu
je taktéz mozné vyuzit metodu kapilarni elektroforézy [38, 39].

VétSina analyz je provadéna v systému HPLC sreverznimi fazemi, mezi
nejpouzivanéjsi  stacionarni faze patii oktadecylova (C18), oktylova (C8)
¢i fenyl-hexylova faze. Jako mobilni faze se Casto pouziva kombinace acetonitrilu
¢i methanolu a vody, vmnoha pfipadech s okyselenim mraven¢i nebo octovou
kyselinou, nebo s pouzitim pufru a gradientové eluce pievazuji nad isokratickymi.
Vybrané podminky separace benzodiazepinli pomoci kapalinové chromatografie

s hmotnostni detekci jsou uvedeny v tab. 3.
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Tab. 3: Piehled vybranych LC-MS/MS metod pro analyzu benzodiazepint z biologickych matric.

analyty (pocet) stacionarni faze (kolona) mobilni faze tyig&f ? matrice cit.
XTerra MS C18 A:voda s 0,1 % mravenci kyseliny gradient krev

BZD (26) ’ ? S [40]
(150 x 2,1 mm, 3,5 um) B: methanol 0,2 ml/min mo¢

BZD (23) Uptisphere ODB C18 A: vodny roztok 2 mM mraven¢anu amonn¢ho (pH 3) gradient, krev, [41]
(150 x 2 mm, 5 pum) B: acetonitril 0,2 ml/min moc¢
Rocket EPS C18 A: vodny roztok 0,01 M mraven¢anu amonného (pH 3) isokraticky, y

BZD (11) (30 x2.1mm, 1.5um)  B: acetonitril (A : B,62:38, v/v) 02 ml/min M [42]

Gemini C18 column A: voda s 0,1 % mravenci kyseliny gradient y [43]
BZD (5) ] moc¢

(150 x 2,0 mm, 3,5 um) B: methanol 0,2 ml/min
BZD (8) ngerszsilmmetgy C18 A: vodny rozltok 5 mM octanu amonného (pH 5) gradi;nt, mod [44]
x 2,1 mm, 3,5 pm) B: acetonitri 0,3 ml/min

XTerra MS C18 A: vodny .ro.ztok 2 mM mravencanu amonnevho (pH 3) aradient, ) [45]

BZD (19) (150 x 2.1 mm, 5 pm) B: acetonitril a vodny roztok 2 mM mravencanu 0.2 ml/min moc¢
- i, o 1 amonného (pH 3) (v/v, 90/10) ’

BZD (4) Uptisphere ODB C18 A: vodny roztok 2 mM mravenc¢anu amonného (pH 3) gradient, moc, [46]
(150 x 2 mm, 5 um) B: acetonitril 0,2 ml/min vlasy

s NemMSCls A vk st o amomého wdn,
(50 x 3,0 mm, 2,5 pm) B: ace’tonitl(;il y y 0,8 ml/min moce
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Pokrac¢ovani tab. 3

analyty (pocet) stacionarni faze (kolona) mobilni faze ty};glloclf ® matrice cit.
Phenomenex Luna phenyl A: vodny roztok 2 mM mravené¢anu amonného gradient, vlasy,
BZD (15) hexyl ) o ; [48]
B: acetonitril 0,2 ml/min nehty
(50 x 2 mm, 3 pm)
Eclipse XBD C18 A:voda gradient, "
BZD 21) (50 x 4,6 mm, 1,8 pm) B: methanol 1 ml/min moc [49]
BZD Chiralpak OD-R A:voda . isokraticky,
B: acetonitril . plasma [50]
(rac-lorazepam) (250 > 4,6 mm, 10 pm) C: octova kyselina (80:20:0,1 v/v/v) I ml/min
A: vodny roztok 20 mM octanu amonného .
BZD (18) Resteck Allure PEP Propyl = (o 1 o veni kyseliny (pH 4) gradient, ) o [51]
(100 x 2,1 mm, 5 pm) B: acetonitril 0,2 ml/min
XTerra MS C8 A:voda s 0,1 % mravenci kyseliny gradient,
BZD (14) (100 x 2,1 mm, 3,5 um)  B: acetonitril 02mlmin V13 [52]
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2.4 Metody pro zpracovani biologickych vzorkia pro analyzu

benzodiazepini

Biologické materialy vhodné pro pouziti k detekci, piipadné kvantifikaci
benzodiazepini, mohou byt rozdéleny do dvou skupin: (a) konvencni: plna
krev [53, 54], sérum/plasma [50, 55], moc¢ a (b) alternativni: vlasy [40, 56], nehty [48],
sliny [57, 58], sklivec [59]. V poslednich letech se také v literatuie objevuji analyzy ze
zcela netypickych matric, jako jsou otisky prstd [60] nebo vydechované plyny [61].
Benzodiazepiny a jejich metabolity mohou byt, mino jiné, stanovovany napiiklad
v odpadnich vodach [62].

Ackoliv volba zpiisobu pfipravy vzorku zavisi na mnoha faktorech (vlastnosti
matrice i analytu, cil analyzy, atd.), pro izolaci benzodiazepinl z biologickych matric se
naprosto dominantné uziva extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) ¢i extrakce na tuhé
fazi (SPE). Tyto techniky ptedpfipravy vzorku se s vyhodou pouzivaji jednak z diivodu
zakoncentrovani analytd v mens$im objemu cilového rozpoustédla, a také k precisténi.
Pokud to charakter ptirozené biologické matrice dovoluje, je mozné vzorky analyzovat
bez ptedchozi extrakéni procedury, coz znaéné zjednodusuje a urychluje cely proces
ptipravy vzorku. Tento postup je mozné aplikovat u vzorkd plasmy/séra [63], slin [64]
nebo moci [65], avSak pred samotnou analyzou je nutné precipitovat (a nasledné odd¢lit
filtraci nebo centrifugaci) pfitomné proteiny, napiiklad pomoci methanolu s 0,1 %
obsahem mravenci kyseliny [65] nebo acetonitrilem [64], aby se piedchéazelo jejich
vysrazeni v koloné v pribéhu analyzy.

Benzodiazepiny a jejich metabolity prvni faze biotransformace mohou byt
konjugondny s kyselinou glukuronovou pfipadné sirovou. Mira cetnosti vyskytu
konjugovanych metabolit jednak koresponduje s dobou uplynulou od expozice 1éCivu
a také s typem matrice [24]. Vzhledem k tomu, ze vétSina benzodiazepinil je intenzivné
metabolizovéna, 1ze plivodni formu prokéazat jen v séru (nebo Zalude¢nim obsahu),
zatimco v mo¢i musi k identifikaci ptivodni latky postacovat ndlez metabolitii, ktery
odkazuje na urcitou skupinu strukturné podobnych latek, podléhajicich stejnym
biotransforma¢nim reakcim. Glukuronidy pfitomné v moci je proto nutné hydrolyticky
roz§tépit, aby byla umoznéna analyza piislusnych analyti. Stépeni je mozno provadét

pomoci tzv. kyselé hydrolyzy kyselinou chlorovodikovou, s ¢imz se vSak poji nemalé
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komplikace (viz kapitola 3.9). Pomérné¢ nové se proto k hydrolyze glukuronida
vyuzivaji enzymy, vykazujici hydrolytickou aktivitu, a to glukuronidasy a sulfatasy.

Vzhledem k vysSim koncentracim a zéaroven delSimu pfetrvani (persistenci)
benzodiazepini v moc¢i (v porovnani napiiklad s krvi) je mo¢, jakozto biologicka
matrice pro prukaz benzodiazepinl, napfiklad ve forenzni analyze, velmi casto
vyuzivana. Na druhou stranu v ptfipadech akutnich otrav ¢i pro posouzeni vlivu léCiva
na pozornost (fizeni automobilid) poskytuje mnohem vice vypovidajici hodnotu
koncentrace 1éCiva v krvi [4].

Vybrané zplsoby zpracovani vzorkli moci a zejména podminky enzymatické

hydrolyzy jsou shrnuty v tab. 4.
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Tab. 4: Piehled vybranych postupii pro zpracovani vzorkli mo¢i a podminek enzymatické hydrolyzy pomoci B-glukuronidasy pro analyzu

benzodiazepind.
. o . teplota  cas podminky .
analyty (pocet) ptiprava zdroj enzymu pufr, pH (°C) (h) extrakce detekce cit.
B-glukuronidasa ,
BZD (3) ln}lrzz%lé“’ lsgn'il . (neuvedeno) 10x °°tags3°§ny’ 37 3 SPE LC-MS/MS [66]
puird, K YU patenéna na 25 kU/ml P2,
B-glukuronidasa Britton-
BZD(3) r?l Vf)oikr‘lll’l Of mrL z Helix pomatia _Robinson pufr, 56 23 SPE voltametrie [35]
pulrt, UL M enzymu 43 kU/ml pH 4,6
. UTLC
1 ml vzorku, 0,2 ml B-glukuronidasa ’
BZD (7) pufru, 5500 U enzymu  z Helix pomatia so%irll\y/'[ (;CI‘:I&Z 5 56 1,5 SPE Aig/_[ ﬁiﬁ%l}/fs’ [67]
((NH4).CO3 pH 9,3) 112,4 kU/ml MS/MS
0,5 ml vzorku, 0,5 ml .
’ L B-glukuronidasa
BZD (8) ?gjgt 4?-1 ?f}f 1(1(\);[5 ml(Top L- 1, 7 Patella g(’)hrllv,[ O%az 60 2 SPE LC-MS/MS [44]
P Y vulgata 1-3 MU/g Y. P
pH 7.,5)
0,1 ml vzorku, 1 ml B-glukuronidasa LLE (methyl
(rac-lcl)srza]z)e am) pufru, 50 pl enzymu z Helix pomatia (;f;nM Ogi.n 37 16 tert-buthyl LC-MS/MS [50]
p (80 ul NaOH=pH 10)  HP2 typ Y.Pp ether)
3 ml vzorku, 2 ml
pufru, 50 pl enzymu B-glukuronidasa fosfatovy pufr, LLE (CHxCl, a E
BZD (21) (3 ml fosfatového z Helix pomatia pH6 >3 propanol) LC-MS/MS [49]

pufru pH 7,5)
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Pokracovani tab. 4 (2/3)

< o . teplota  cas podminky .
analyty (pocet) priprava zdroj enzymu pufr, pH (°C) (h) extrakce detekce cit.
1 ml vzorku, 1 ml pufru, B-glukuronidasa ,
BZD (35) 10000 U enzymu (1 ml 90 kU/ml a sulfatasa octagsso (ény, 37 4 LLEI(I?XI)Ch a LC-TOF-MS [68]
1,5 M uhli¢itan sodny) 10 kU/ml) P,
0,5 ml vzorku, 10000 U
BZD (41)  enzymu(3ml0,lM  p-glukuronidasa | M octan 55 4 LLE LC-TOF-MS  [25]
f draselny, pH 5 (chlorbutan)
boréat. pufr pH 9)
0,5 ml vzorku,
pufrovano, enzym i . ,
BZD (4) 2800 U (0,2 ml E f};}?“ﬁifj M O‘;tlaf SSOdny 56 1,5 LLE (CH)CL) sweeping CE [39]
NH.,CI pH 9,6 p pELS,
pomoci NH;OH)
bez extrakce
0,5 ml vzorku, 0,1 ml B-glukuronidasa precipitace
BZD (13) enzymu 2 E coli neuvedeno 60 1,5 1 ml MeOH UPLC-MS/MS [65]
0,2 % HCOOH
1 ml vzorku, 2 ml pufru, [-glukuronidasa 0,1 M octan
BZD (5) 50 pul enzymu z E. coli sodny, pH 4,5 70 0.5 SPE GE-MS [69]
1 ml vzorku, 2 ml pufru, p-glukuronidasa 0,1 M octan
BZD (6) 50 pul enzymunad 5 kU  z Helix pomatia sodny, pH 4,5 70 0.5 SPE GC-MS L]
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Pokracovani tab. 4 (3/3)

Y o . teplota podminky .
analyty (pocet) priprava zdroj enzymu pufr, pH (°C) as (h) extrakce detekce cit.
1 ml vzorku, 2 ml .
BZD(6)  pufru, 50 plenzymu b elkuronidasa 0.1 M octan 70 05 SPE GC-MS [6]
nad 5 kKU z Haliotis sp. (usen) sodny, pH 4.5
1 ml vzorku, 2 ml
pufru, 5500 U enzymu  B-glukuronidasa 0,2 M octan i
BZD (15) (hydroxid sodny a z Helix pomatia sodny, pH 4.5 >6 ! SPE GC-MS [70]
fosfat pufr na pH 6,8)
0,25 ml vzorku, 20 pl B-glukuronidasa 0,8 M octan
BZD (9) enzymu 20 kU/ml, gl eur . draselny pufr 65 0,5 bez extrakce HPLC-MS/MS [5]
z Haliotis sp. (usen)
40 ul pufru pH 4,8
rac-oxazepam >0 pl roztoku E_I-Igleull;curoor;ﬁ?is; 0,2 M octan 25 24 bez extrakee
OXAZEDIM, g lukuronidu a 0,55 ml por -~ (0,3 ml MeOH GC-MS [71]
rac-lorazepam 10x nafedéna sodny, pH 5,8 60 1 .
vody, 0,1 ml enzymu na 8940 U/ml precipitace)
1 ml vzorku, 0,2 ml B-glukuronidasa 0,5 M fostatovy bez extrakce jen
BZD (11) pufru, 1000 U enzymu  typ B-1 (hovézi jatra) pufr, pH 5 36 24 filtrace LC-MS (APCD) [72]
BZD (6) 1 ml vzorku 5000 U p-glukuronidasa pH 4,5 56 2 neuvedeno GC-MS [73]

z Helix pomatia
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2.5 Kolony, stacionarni faze, soucasné trendy

Kolony pro HPLC jsou vyrabény z material, které jsou schopny odolavat
vysokym tlakiim a zaroven jsou odolné i proti chemické korozi, Nejcastéji pouzivanym
materidlem je nerezovd ocel nebo kombinace nerezové oceli se sklem a polymery.
Kolony tradi¢ni délky 25 cm a priméru 4,6 mm jsou dnes stale Castéji nahrazovany
kratSimi kolonami (2-10 cm) s mensim prumérem (2-4 mm).

Bézné se pouzivaji tzv. kolony népliové, které jsou naplnény Césticemi
kulovitého tvaru o rizné velikosti zrnéni a mife porovitosti. Zkracovani kolon jde nutné
ruku v ruce se zmenSovanim velikosti ¢astic staciondrni faze. V porovnani s tradi¢ni
améné. Vysledkem téchto miniaturizaci je zkraceni doby analyzy, mensi spotfeba
rozpoustédel a zaroven zlepSeni separacni Uc¢innosti kolon (tizké a vysoké piky).
K dosazeni vysoké ucinnosti separace je nutnd také uzka distribuce velikosti ¢astic
a homogenni naplnéni kolon.

V HPLC separaci rozliSujeme nckolik separacnich moéda: NP-HPLC
(chromatografie s normalnimi fazemi, tedy polarni stacionarni faze a nepolarni mobilni
faze), RP-HPLC (chromatografie s reverznimi fazemi, tedy nepolarni stacionarni faze
a polarni mobilni faze) a HILIC (chromatografie hydrofilnich interakci).

V soucasnosti nejrozsifenéjsi technikou je separace v RP-HPLC, ptficemz dominantni je
pouziti chemicky vazanych fazi na bazi silikagelovych ¢astic jakozto nosice, které jsou
dale modifikovany alkylovymi fetézci, nejcastéji (C18, C8, fenyl). Format samotné¢ho
nosice stacionarni faze také velkou mérou ovliviiuje G¢innost separace. Silikagelové
sorbenty mohou byt:

a) plné porézni, tvotené pievdzné difizivnimi péry, nevyhodou byva, predev§im
pro vétsi velikosti zrn, pomaly pfenos hmoty ve stacionarni fazi,

b) perfuzni obsahujici jednak dominujici difizivni, tak rozmérové vétsi tzv. through
pores, skrze které muze proudit mobilni faze, coz zvySuje rychlost pifenosu hmoty
ve stacionarni fazi a zajist'uje lepsi separacni ti¢innost

¢) core-shell, tedy pouze povrchové porézni Castice, tvofené¢ jadrem z neporézniho
silikagelu (nebo jiného polymeru) a povrchovym filmem s poréznim (modifikovanym)
silikagelem, diky ¢emuz dochazi k velmi rychlému pfenosu hmoty ve stacionarni fazi,

a tak k vysoké separacni uc¢innosti, nevyhodou je snizena sorpcni kapacita.
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2.5.1 Priprava chemicky vazanych reverznich fazi na bazi silikagelu

Obliba silikagelu jako vychoziho nosic¢e pro nasledné chemické modifikace tkvi
piredevsim v dobfe zvlddnuté metodice piipravy monodispersnich c¢astic s velkou
variabilitou ladéni velikosti pérti. Pro HPLC se nejcastéji vyuzivd porézni amorfni
silikagel SiO2 - x H,O se specifickym povrchem v rozmezi 50-500 m?-g!. Voda je
v silikagelu vazéana za vzniku reaktivnich silanolovych skupin Si-OH, kter¢ jsou snadno
kovalentn¢ modifikovatelné. Riizné typy silanolovych skupin jsou na povrchu silikagelu
zastoupeny v nestejné mife a zastoupeni jednotlivych typi ma na chromatografické
chovani velky vliv. Reverzni faze jsou nejCastéji pripravovany reakci silikagelu
s monofunkénim organosilanem. Tato reakce vSak vede ke zreagovani pouhé poloviny
silanolovych skupin na povrchu silikagelu [74]. Volné Si-OH skupiny mohou
neptiznivé ovliviiovat retence zejména bazickych latek.

K ptipravé kvalitni reverzni faze je v prvé tadé zapotiebi, aby i1 pouzivany
silikagel byl pfipravovan z velmi Ccistych vstupnich surovin a za pfesné¢ danych
podminek, jeding tak lze dosahnou materialu, ktery ma vhodné a dobte kontrolovatelné
vlastnosti.

Hlavni nevyhodou silikagelu je jeho omezena stalost v bazickém a siln€ kyselém
pH. Pokud je pH nizs$i nez 3 dochdzi ke kysele katalyzované hydrolyze vazby mezi
siloxanem a organosilanem, coz vede ke ztratdm vazané faze a tim i ke ztraté retence
hydrofobnich analyti [74]. Bylo prokazano, Ze pfipravena faze je tim vice odolné ¢im
vetsi (a hydrofobnéjsi) je navazany alkyl [75]. Dale Ize vyssi odolnosti faze v kyselém
prostiedi dosdhnout pomoci vétSitho poctu kovalentnich vazeb mezi silikagelam
a modifikujicim silanem (bi-, tridentatni), avSak vznik takovych fazi je Spatné
reprodukovatelny. Upfednostiiuji se proto monofunkéni organosilany, které jsou navic
stéricky chranéné objemnymi isopropylovymi ¢i isobutylovymi skupinami, zajistujicimi
dobré stinéni siloxanové vazby proti kyselé hydrolyze.

Pti hodnotach pH nad 9 dochazi naopak k rozpousténi silikagelové matrice, coz
ma za nasledek vznik volného prostoru v kolon€ a postupnou destrukci stacionarni faze
[76]. Usili je v tomto piipadé zamé&feno ke zvyseni stupné pokryti silikagelové matrice
hydrofobnimi skupinami. Tohoto mize byt opet dosazeno prodlouzenim délky fetézcu
navazovanych alkyld, ¢imz dojde k lepSimu sterickému stinéni matrice [74].

Efektivnéj§im zplsobem jsou vSak dodatecné modifikujici reakce tzv. endcapping
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s ¢inidly jako jsou trimethylchlorsilan nebo hexamethyldisilizanem [77]. Tyto latky
diky malym rozmérim dokazi proniknout az k povrchu silikagelu a zreagovat dalsi
podil silanolovych skupin, které byly pro objemny organosilan, pouzity v prvnim kroku,
nepiistupné. Jesté vyraznéjSiho odstinéni matrice je dosazeno pomoci nasobného
(double, triple) endcappingu [78].

Vedle pH je stabilita stacionarni faze vyrazné ovliviiovdna teplotou [74].
Teplotni stabilita reverznich silikagelovych stacionarnich fazi se pohybuje v rozmezi
od 5 do 100 °C [78]. Plati ovSem, ze vysoka teplota navic v kombinaci s extrémnimi
hodnotami pH vede k rychlejsi degradaci napln¢ a zniceni kolony.

Vybrané specifikace kolon pouzivanych v této praci jsou uvedeny v tab. 5.

Tab. 5: Specifikace kolon vyuzitych v této praci [79].

Obsah  Velikost  Specificky
Typ RP RozsahpH  Endcapping uhliku port povrch

(%) (A) (m*g")

Zorbax RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 pm)

Eclipse C18 2,0-9,0 dvojity 9 95 160
Plus Phenyl-Hexyl  2,0-8,0 dvojity 9 95 160
Stable C18 1,0-8,0 ne 10 80 180
Bond Phenyl 1,0-8,0 ne 55 80 180
Extend C18 2,0-11,59 dvojity 12,5 80 180

Kinetex (100 x 2,1 mm, 1,7 pm)

Core shell ~ Phenyl-Hexyl 1,5-8,8” ano 11 100 200

% teplotni limit je 60 °C, ale pouze pro pH < 8, pro pH 8-11 je teplotni limit 40 °C
® v gradientovych podminkach
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2.6 Hmotnostni detekce

Propojeni separacnich technik s hmotnostnim spektrometrem (MS) je v posledni
dob¢ stale castéji vyuzivanym zplisobem detekce v analytické chemii. Na rozdil od
jinych typt detektorti, MS vynika zejména vysokou citlivosti a selektivitou stanoveni
znaén¢ univerzalni Skaly zkoumanych analytd. Zaroven, je-li to tieba, je mozno jej
s vyhodou vyuzit také k identifikaci neznamych analyti na zdkladé hmotnostnich
spekter. Princip MS je zaloZeny na urceni hodnoty m/z, kde m je relativni molekulova
hmotnost iontu a z je ndbojové Cislo, resp. pocet elementarnich naboji daného iontu.
Hmotnostni spaktrometr se sklada z nékolika hlavnich ¢asti: (a) iontovy zdroj
(b) hmotnostni analyzator (c) detektor iontt a (d) zdroj vakua.

Prvnim krokem detekce iontll je zplynéni analytl obsazenych v mobilni fazi
ajejich nasledna ionizace odehravajici se v iontovém zdroji. Jednotlivé ioniza¢ni
techniky se obecné rozdé€luji na tzv. ,tvrdé“ a ,,mékké™ na zakladé mnozstvi energie
dodaném pfi ionizaci. V této praci byla pouzita ionizace elektrosprejem (ESI), coz je
mekka ionizacni technika pracujici za atmosferického tlaku.

Vzniklé ionty dale putuji do hmotnostniho analyzatoru, pracujiciho uz za vakua.
V analyzatoru dochazi k separaci iontli na zaklad¢ m/z. RozliSujeme nékolik typt
analyzatori vzajemné se liSici jak moZnym dosazenym rozliSenim, tak cenou.
Pravdépodobné nejvice rozSifenym typem analyzatoru je kvadrupol. Ten je tvofen
4 paralelnimi ty¢emi kruhového (nebo hyperbolického) prufezu, na které je vkladano
(vzdy v paru na proti sob&) stejnosmérné a stiidavé napéti. lonty vstupujici mezi tyce
zacnou vlivem napéti oscilovat. Oscilace jsou stabilni pouze pro ionty s ur€itym m/z
ajen tyto jsou schopny kvadrupdlem projit az do konce. Ostatni ionty zaniknou
narazem do ty¢i. V této praci byl pouzit trojity kvadrupol, tedy analyzator tvofeny tfemi
kvadrupdly spojenymi sériové za sebou, pri¢emz prvni a tieti kvadrupol slouzi jako
filtry hmot a prostfedni kvadrupdl, v nasem piipade¢ hexapdl (6 tyc¢i), funguje jako
kolizni cela. Systém trojitého kvadrupdlu umoznuje sledovani specifického prechodu
mezi prekursorovym a produktovym iontem analytu. Analyt zakoncentrovany v uzké
zon¢ separaci na kolon€ putuje do iontového zdroje, kde je preveden na iont a jako uz
nabité Castice je iontovou optikou veden do prvniho kvadrupoélu. Na vystupu z iontové
kapilary se nachazi tzv. fragmentor, na ktery je vklddano napéti. Prvni kvadrupol

propusti jen ionty s ndmi zvolenou hodnotou m/z tzv. prekurzorovy iont. Velikost napéti
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framentoru je jednim z parametri ovliviiyjicich vznik a intenzitu prekuzorovych ionti.
Prekurzorovy iont je veden déale do kolizni cely (druhy kvadrupol), kde dochazi
na zaklad¢é zvolené kolizni energie k fragmentaci a vzniku tzv. produktovych iontd.
Nasledujicim tfetim kvadrupolem projde opét jen produktovy iont o ndmi zvolené
hodnot¢ m/z, ktery je nasledn¢ detekovan.

Ionty proslé analyzatorem jsou zaznamenavany detektorem a signal je preveden
do digitdlniho formatu. NejCastéji se pouzivaji detektory fungujici na principu
elektronového ndsobice nebo fotonasobice. Elektronovy néasobi¢ je tvofen soustavou
dynod se vzrtistajicim potencialem. Ionty z hmotnostniho analyzatoru narazi na povrch
dynody. Tento naraz zpusobuje sekunddrni emisi elektronti, které jsou ptitahovany
dal§imi dynodami v sérii, postupné diky nasobné emisi dochéazi ke kaskadovitému
efektu a znasobeni signalu.

Trojity kvadrup6l v tandemovém zapojeni umi pracovat v riiznych typech skent,
tedy rliznou kombinaci jednotlivych kvadrupoll lze ziskat rizné informace o analytu.
V této praci byly pouzity 4 typy skenti: SCAN, SIM, Product Ion a MRM. Zékladni
moéd SCAN pracuje na principu jednoduchého kvadrupdlu. Prvni i druhy kvadrupol
v tomto piipad€ souZzi pouze jen jako iontova optika, k filtraci iontlh dochazi na tfetim
kvadrupoélu. Tieti kvadrupdl propusti na detektor vSechny ionty v nastaveném rozmezi
hodnot m/z, diky ¢emuz se ziska celkové hmotnostni spektrum daného analytu. Druhym
typem skenu je SIM mod (Selected Ion Monitoring), kdy je aktivni pouze prvni
kvadrupdl, druhy a treti slouzi jen jako iontova optika. Prvni kvadrupdl je nastaven tak,
aby propoustél pouze vybranou hodnotu m/z. V tomto méddu se zpravidla optimalizuje
nastaveni napé€ti fragmentoru, na takovou hodnotu, aby intenzita prekurzorového iontu
byla co nejvyssi. Tretim typem skenu je Product Ion, kdy MS pracuje v rezimu trojitého
kvadrupolu. Prvnim kvadrupdlem projde iont o vybrané m/z (prekurzorovy iont),
v kolizni cele poté¢ dojde k jeho fragmentaci a vzniku produktovych iontl. Vzniklé
produktové ionty jsou skenovany tretim kvadrupdlem a detekovany detektorem. Diky
tomuto moédu je ziskano hmotnostni spektrum fragment daného prekurzorového iontu.
Zménami kolizni energie lze najit nejintenzivnéjsi produktovy iont. Poslednim typem
skenu je MRM mod (Multiple Reaction Monitoring), ve kterém MS opét pracuje
v rezimu trojitého kvadrupo6lu. Prvnim kvadrupdlem projde prekurzorovy iont o zvolené

hodnoté m/z, néasledné je fragmentovan v kolizni cele a tfetim kvadrupdlem projde
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pouze produktovy iont o vybrané hodnoté m/z aten je detekovan. Pravé MRM mod
umoziuje detekci s vysokou selektivitou zalozenou na dvojici hodnot prekurzorového

a produktového iontu analytu [80].

2.7 Optimalizace pomoci metody planovani experimenti

Optimalizace podminek nebo postupu pfipravy je nejen v chemii bézné feSenym
tématem. Optimalizaci se, v kontextu analytické chemie, obvykle rozumi souhrn
postupti vedoucich k nalezeni experimentalnich podminek, jejichz pouzitim je ziskana
maximalni nebo jina pozadovana odpovéd’, at’ uz se jedna o optimalizaci podminek
separace nebo o optimalizaci postupu zpracovani a pfipravy vzorku.

Z divodu neustaleného ¢eského nazvoslovi bylo pro popis optimalizaci v této

kapitole pouzito ptivodni anglické ndzvoslovi.

2.7.1 Metoda one factor at a time (OFAT)

Tradicnim pfistupem k optimalizaci experimentil v analytické chemii je metoda
OFAT. Pii této metod€ jsou jednotlivé faktory testovany jeden po druhém, piicemz
vzdy dochazi ke zméné hodnoty pouze jednoho faktoru, zatimco ostatni jsou drzeny
konstantni. Tento postup je pak opakovan pro kazdy z faktorii, a to aZ do nalezeni
nejvhodnéjsiho nastaveni systému. Na jedné stran€ nizké naroky na provedeni statistiky
a analyzy dat jsou vSak vykoupeny znacnou Casovou ndrocnosti a stim spojenou
1 finan¢ni naro¢nosti provedeni vSech experimenti. Hlavni nevyhodou tohoto postupu
vSak je, Ze nedochazi k prozkoumani celého experimentalniho prostoru, a tak skute¢né
optimalni nastaveni nemusi byt nalezeno [81]. Nalézt timto postupem optimum by bylo
mozné pouze v pripad€, kdy by vSechny optimalizované faktory byly na sob& Uplné

nezavislé. Ovliviiovani se faktori navzajem musi proto byt nutné vzato v uvahu [82].

2.7.2 DOE, Design of experiments

ElegantnéjSim feSenim je vyuziti vice rozmérovych statistickych metod
planovani experimentli, které umoznuji s minimalnim poctem experiment efektivné
prozkoumat cely experimentalni prostor. Oproti OFAT dochazi ke zméné nekolika

faktori v ramci jednoho kroku a néslednému statistickému zpracovani a vyhodnoceni

36



vysledkii matematickou funkci. Vyhody experimentidlniho designu (DOE, design
of experiments) Ize zestru¢nit do nékolika bodu [82]:

e DOE bere v tivahu interakce mezi jednotlivymi faktory.

e DOE umoznuje prozkoumani celého experimentalniho prostoru, a tedy
davad moznost nalézt optimum i v bodech prostoru, které nebyly piimo
zméteny.

e Pro zisk velkého mnozstvi informaci o zkoumaném systému je pti DOE

dostacujici provedeni nizsiho poctu experiment.

2.7.2.1 Priibéh experimentu

Prvnim krokem je vybér faktort, které maji, nebo mohou mit, vliv na testovany
systém. Tyto faktory mohou byt jak kvantitativniho (teplota, pH, mnozZstvi latky, cas
apod.), tak kvalitativniho charakteru (druh rozpoustédla, druh pufru apod.). Jelikoz
hodnota kvantitativniho faktoru se mtize spojit€é ménit, je nutné pro ni vytycit rozmezi
hodnot, které vzhledem k typu optimalizované¢ho systému ma smysl sledovat (napiiklad
je-li optimalizovana enzymatickd hydrolyza, nema smysl uvazovat podminky, pfi nichz
by dochazelo k denaturaci enzymu). Dale je na zaklad¢ vymezenych hodnot a celkovém
poctu parametri zvolen typ experimentalniho designu, ktery udava konkrétni nastaveni
hodnot faktorii v testech experimentu. Jednotlivé testy experimentu jsou shrnuty
v tzv. worksheetu, podle kterého analytik dale postupuje.

Existuje mnozstvi statistickych softwarti vyuzivanych k tvorbé experimentalniho
designu. P vypracovavani této diplomoveé prace byl pouzit software Minitab 16.

Dale je nutné definovat odpovéd systému, kterd je relevantni vzhledem
k sledovanému problému a bude vramci jednotlivych testli sledovana (napiiklad
rozliSeni piku, plocha piku).

Po provedeni vSech ptedepsanych testli v experimentu je DOE na zdkladé¢

ziskanych odpovédi vyhodnocen.
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2.7.3 Typy experimentalnich designi

Volba typu experimentdlniho designu zavisi v prvni fadé na fazi vyvoje.
Experimentalni vyvoj 1ze rozdé€lit na 3 faze: (i) screening na zacatku experimentalniho
procesu, kdy jsou vybrany faktory s nejvétSim vlivem; (ii) optimalizace, kdy jsou
do planu zatazeny pouze faktory s pozadovanym vlivem a jsou hledana jejich optimalni
nastaveni; (iii) testovani robustnosti, kdy je sledovdna schopnost systému odolavat
malym zméndm hodnot faktorti. Dale vybér experimentalniho designu ovliviiuje rizna
¢asové a finan¢ni narocnost.

Zakladnim typem experimentalniho designu je plny faktorovy plan (full
factorial designs), kdy dochazi k prokombinovani vSech moznych trovni faktord a je
tak mozné postihnout jejich interakce. Tento postup je sice vyhodny pro piesny popis
systému, ale jiz postradd vyhodu ¢asové a finan¢ni uspory. Zvlasté pak pro vétsi pocet
faktori je pocet nezbytnych experimentii zna¢n¢ vysoky, jak je patrné ze vztahu:

N =LF

kde N je pocet nezbytnych experimenti, L je pocet urovni faktoru a & je pocet
sledovanych faktord. Nejjednodus$im a cCasto pouzivanym typem vicefaktorového
designu je 2%, ptiemz z vyse uvedeného vztahu vyplyva, Ze pro tento typ designu jsou
kazdému faktoru pfifazeny pravé 2 urovné. Graficky si lze dvoufaktorovy design
predstavit jako ctverec a tfifaktorovy jako krychli (obr. 5), experimenty s vice nez

3 faktory se oznacuji jako n—dimensionalni [83].

faktor 2
faktor 2

«‘b
'y ® ng_\o

faktor 1 faktor 1

Obr. 5: Grafické znazornéni studovaného experimentalniho prostoru pfi plném dvou- a
tfifaktorovém designu, pfi¢emz v obou p¥ipadech maji faktory dvé tirovné. Cerné body

pfedstavuji pocet nezbytnych experimenti.
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Jak jiz bylo zminéno vySe, pii vétSim mnozstvi faktort prestavad byt piistup
plného faktorového designu vyhodny. Proto se v takovych ptipadech vyuziva ¢astecny
faktorovy design (fractional factorial designs), ktery umoziuje pfi stejném mnozstvi
faktorii provedeni znatelné mensiho poctu experimentti. Toho je docileno zredukovanim
nekterych faktorti do jednoho a zanedbanim vlivu interakei tietiho a vyssiho tadu, které

jsou velmi malé [84, 85].

2.7.3.1 Modelovani DOE

Cilem DOE ve fazi optimalizace je ziskat matematicky model schopny piesné
definovat zavislost odezvy na hodnotach (screeningem) vybranych faktori. AvSak v této
fazi nejsou dvouuroviové faktorové designy k popisu dostacujici. Proto se pro
vytvotreni modelu (rovnice) pouzivaji navrhy, které zkoumaji i vzajemné interakce mezi
jednotlivymi faktory. Mezi takové Casto pouzivané experimentalni modely slouzici
k odhadu a tvorbé polynomického modelu patii Central composite design (CCD) a
Box-Behnken design [86, 87].

CCD se vyznaduje kombinaci dvou riiznych designii: (a) plnym 2% faktorovym
designem (dv€ urovné faktoru jsou kodovany jako -1 a +1) a (b) star designem, ktery
pocita jednak s centrdlnim bodem 0 nachazejicim je mezi hodnotami faktor -1 a +1
apak stzv. axidlnimi body —-a a +a, které umoznuji charakterizaci mozného
kvadratického zakfiveni. Z toho vyplyva, ze v CCD je uvazovano 5 urovni kazdého
faktoru: -a, -1, 0, +1, +a. Pro CCD je déle typické opakované meéteni v centralnim
bodé¢ [88].

Box-Behnken design také slouzi k popisu vlivu vice faktori (a jejich
vzajemnych interakci) na sledovanou odezvu. Principidlné je zalozen na kombinaci
¢asteCnych faktorovych designli a neuvazuje axidlni +a body. Jedna se proto o design
s menSim poctem nezbytnych experimenti a je tak casové i finanéné usporngjsi

variantou CCD [86], [89].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

e standardy benzodiazepinii: 1-hydroxy midazolam (1-OH-midazolam),
3-hydroxy bromazepam (3-OH-bromazepam), midazolam, I-hydroxy alprazolam
(1-OH-alprazolam), lorazepam, clonazepam, bromazepam, flunitrazepam,
alprazolam, temazepam, 1-demethylflunitrazepam (desmethylflunitrazepam),
oxazepam, 7-amino clonazepam (7-NHz-clonazepam), diazepam,
7-amino flunitrazepam (7-NHz-flunitrazepam), I-demethyldiazepam
(desmethyldiazepam), medazepam
(vSe Ccistota <99,5 %, Toronto Research Chemicals, Canada, z4sobni roztoky
v methanolu, koncentrace 200 pg/ml)

o diazepam-d5 (Cistota < 99,5 %, Toronto Research Chemicals, Canada, zdsobni roztok
v methanolu, koncentrace 200 pg/ml)

e oxazepam [B-D-glukuronid (Toronto Research Chemicals, Canada, zasobni roztok
v methanolu, koncentrace 100 pg/ml)

e B-glukuronidasa zusn€ (Haliotis sp.), vodny roztok, 150000-250000 U/mL,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

e acetonitril (Cistota > 99,9 %, LC-MS, Honeywell Riedel-de Haén, Némecko)

e methanol (Cistota > 99,9 %, LC-MS, Honeywell Riedel-de Haén, Némecko)

e mravenci kyselina (Cistota 98—100 %, Sigma-Aldrich, Némecko)

e octova kyselina (99 % p.a., Penta, Cesk4 republika)

e amoniak (25% vodny roztok, p.a., Lachner, Ceska republika)

e octan amonny (&istota > 98,5 %, PENTA, Ceska republika)

e octan sodny (Cistota > 99 %, p.a., Merck, Némecko)

e deionizovana voda (vodivost 1,85 uS, Milli-Q Millipore, Bedford, USA)
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3.2 Instrumentace a pomitcky

e HPLC Agilent Technologies 1290 Infinity (Agilent Technologies, Némecko),
sestavajici se z odplyiiovate mobilni faze, kvartérni pumpy, automatického
davkovace a kolonového termostatu

e MS/MS Triple Quad LC-MS Agilent Technologies 6460 tandemovy hmotnostni
spektrometr (Agilent Technologies, Némecko)

e sbirani dat bylo provedeno v programu Agilent MassHunter Workstation Acquisition
verze B.03.01 (Agilent Technologies, CA, USA)

e zpracovani dat bylo provedeno v programu Agilent MassHunter Qualitative Analysis
verze B.03.01 (Agilent Technologies, CA, USA), Microsoft Excel 2010 Professional
(Microsoft Co., USA) a OriginPro 8.0 (OriginLab Co., CA, USA)

e UHPLC kolony:

o Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um), Agilent Technologies,
Némecko

o Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl RRHD (100 % 2,1 mm, 1,8 um), Agilent
Technologies, Némecko

o Zorbax SB C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um), Agilent Technologies, Némecko

o Zorbax SB Phenyl RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 pm), Agilent Technologies,
Némecko

o Zorbax Extend C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um), Agilent Technologies,
Némecko

o Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 2,1 mm, 1,7 pm), Phenomenex, USA

e analytické vdhy APX-100 (Denver Instrument, Némecko)

e pH metr 3540 Combined pH & Conductivity (Jenway, Velka Britanie)

e centrifuga Gusto (P-LAB, Ceska republika)

e ultrazvuk LC30H (Elma, Ceska republika)

e Orbital Shaker-Incubator ES-20 (Biosan, Litva)
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3.3 Vychozi UHPLC-MS/MS parametry

Tato diplomova prace vychazi z metody pro screening benzodiazepint,
pouzivané v laboratofi Oddéleni toxikologie Ustavu soudniho 1ékafstvi a toxikologie,
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy [3].
Stavajici metodu vSak aktualizuje, rozsifuje o ne¢kolik dalSich analytt a klade si za cil
zlepsit stézejni parametry metody jako je rozliSeni, symetrie piki a mez detekce.
Na zminovaném pracovisti pouzivaji pro screening analytl kolonu Zorbax XDB-C18
(50 x 4,6 mm) s velikosti zrnéni 1,8 um a jako mobilni fiazi binarni smés, voda
(A) : acetonitril (B) s gradientem: 0 min — 50 % A, 0,1min — 90 % A, 4 min — 10 % A,
4,5 min — 50 % A, 6 min — 50 % A; a prutokem 1,1 ml/min. Pro optimalizaci podminek
hmotnostni detekce byla pouzita tato metoda. Pii dalSim postupu byla metoda

modifikovana a optimalizovana.

3.4 Priprava zasobnich a pracovnich roztokiu benzodiazepini

v methanolu

Z pracovisté Ustavu soudniho 1ékafstvi a toxikologie byly k dispozici zasobni
roztoky vSech benzodiazepinl v methanolu o koncentraci 200 pg/ml.

Zasobni roztok lorazepamu byl pfipraven v nasi laboratofi z pevného standardu.
Pro ptipravu roztoku o koncentraci 1 mg/ml bylo navazeno 5,0 mg lorazepamu do 5 ml
odmérné banky a doplnéno po rysku methanolem. Pro pfipravu roztoku o koncentraci
200 pg/ml bylo z5 ml odmérné baiiky o koncentraci 1 mg/ml odpipetovano 200 pl
do 2 ml vialky a doplné€no 800 pl methanolu do 1 ml.

3.5 Priprava smésného roztoku viech benzodiazepinu

Smésny roztok vSech 17 benzodiazepini o koncentraci 5 pg/ml byl pfipraven
ze zasobnich roztokl jednotlivych standardi o koncentraci 200 pg/ml. Do 2 ml vialky
bylo napipetovano 25 pl od kazdého standardu a nésledné doplnéno 575 ul methanolu
do 1 ml.

Tento smésny roztok byl déale vyuzit pro piipravu méné koncentrovanych
roztokli o koncentracich 5; 1 a 0,1 pg/ml, ze kterych byly pfipraveny jednotlivé body

kalibrace v methanolu i v mo¢i.
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3.6 Priprava roztoku interniho standardu

Pracovni roztok interniho standardu byl pfipraven ve dvou koncentracich,
atolal0 pg/ml. Pro pfipravu roztoku o koncentraci 10 pg/ml byl pouzit roztok
diazepamu-d5 o koncentraci 200 pg/ml. Do 2 ml vialky bylo napipetovano 50 pl tohoto
zasobniho roztoku a doplnéno 950 ul methanolu do 1 ml. Takto vznikly roztok byl

pouzit k ptipraveé roztoku 1 pg/ml desetinasobnym nafedénim.

3.7 Priprava roztoku pro kalibraci v methanolu

Kalibraéni roztoky benzodiazepinli v methanolu byly pfipraveny podle schématu
uvedeného v tab. 6 napipetovanim uvedenych objema pfislusnych roztoki piimo

do méftici vialky s insertem tak, aby vysledny objem (i po ptidani IS) byl vzdy 200 pl.

Tab. 6: Schéma ptipravy kalibracnich roztoki benzodiazepinti v methanolu (MeOH).
K ptipravé byly pouzity smésné roztoky benzodiazepini o koncentracich 5 pg/ml (A),
1 pg/ml (B) a 0,1 pg/ml (C), a roztok diazepamu-d5 o koncentraci 1 pg/ml jako interni
standard (IS).

Meéfena smésny roztok BZD S MO
koncentrace
(ng/ml) A () B (ul) C (ul) (ul) (ul)
’ ) ) 4 20 176
10 ) - 20 20 160
100 ] 20 - 20 160
500 : 100 i 20 %0
1000 40 . ) 20 140
2500 100 B} ) 20 20
4500 180 B} ) 20 ]
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3.8 Priprava roztoki pro kalibraci v moci

Byly pfipraveny kalibracni roztoky benzodiazepini v moc¢i podle schématu
uvedeného v tab. 7. Do 1,5 ml ependorfky bylo odpipetovano pokazdé 200 ul téchto
roztokd a nasledné bylo ptidano 200 pl vychlazeného acetonitrilu s cilem vzorek moci
jednak nafedit a také vysrazet ptipadné bilkoviny pfitomné v moci. Takto pfipraveny
vzorek byl odstiedén (10 min, 5000 RPM, laboratorni teplota). Poté bylo 200 ul tohoto

vzorku odebrano do méfici vialky s insertem.

Tab. 7: Schéma piipravy kalibracnich roztokl benzodiazepini v moci. K piiprave byly
pouzity smésné roztoky benzodiazepinti o koncentracich 5 pg/ml (A), 1 pg/ml (B)
a 0,1 pg/ml (C), a roztok diazepamu-d5 o koncentraci 10 pg/ml jako interni
standard (IS).

M¢étena Pfipravovana smésny roztok BZD «

IS moc¢

koncentrace koncentrace i i | (ul) (ul)
(ng/ml) (ng/ml) A(ul)  B(ul) C (uh)

2 4 - - 40 20 940

10 20 - 20 - 20 960

50 100 - 100 - 20 880

100 200 40 - - 20 940

500 1000 200 - - 20 780

1000 2000 400 - - 20 580

3.9 Priprava vzorki moci

Benzodiazepiny se v mo¢i intoxikovaného pacienta v rizném case od podani
mohou vyskytovat v hydroxylované ¢i demethylované jako metabolity prvni faze
biotransformace nebo ve formé konjugatii s glukuronovou kyselinou (glukuronidi) jako
metabolity druhé faze biotransformace. Plivodni formy benzodiazepinl vétSinou v moci
nelze prokazat. Pfed vlastni Gpravou vzorku precipitaci nebo extrakei je proto nutné
benzodiazepiny z konjugace hydrolyticky uvolnit, aby tak byla umoZnéna jejich
nasledna detekce [2].

NejcCastéji pouzivanym postupem je kyseld hydrolyza varem s mineralni

kyselinou chlorovodikovou, ¢imz dojde ke zméné struktury benzodiazepinti na derivaty
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benzofenonu. Benzofenony jsou poté markrem 1éCiv benzodiazepinového typu pfii
tenkovrstvé chromatografické analyze (TLC) [2,90]. Ackoliv je TLC jednou
z nejrobustnéjSich metod, tak ji v souc¢asné dobé konkuruji LC-MS metody. Hlavnimi
nevyhodami TLC analyzy je velké mnozstvi zpracovavaného materidlti (mnohdy tolik
materidlu neni k dispozici) a také interpretace chromatogramu, vyzadujici letité
zkuSenosti s touto metodou.

Pivodni metoda z laboratofe Ustavu soudniho 1ékaistvi a toxikologie popisuje
ptipravu vzorku jako spojeni dvou extrakci: LLE 1 ml moci terc-butylmethyletherem
z bazického prostfedi boratového pufru a kyselou hydrolyzu dalstho 1 ml moci
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou pii 110 °C, hydrolyzat je po Upravé pH
analogicky extrahovan. Spojenim obou extraktli, jejich odpafenim a rozpusténim
odparku v mobilni fazi vznikd vzorek piipraveny k analyze [3]. Benzofenony vzniklé
kyselou hydrolyzou v mnoha piipadech nemohou, vzhledem k podobnosti
biotransformacnich cest, slouZit k jednozna¢né identifikaci konkrétniho 1é¢iva.

Ptekladand prace proto ptichdzi s ndvrhem nového postupu ptipravy vzorku
moci, ato pomoci Setrnéjsi, enzymatické hydrolyzy B-glukuronidasou, jejiz ucinnost
bude maximalizovdna optimalizaci podminek reakce (podrobnéji o optimalizaci
viz kapitola 4.4).

Navzdory tomu, Ze je enzymatickd hydrolyza nékladngjsi a Casto také Casové
uptfednostinovan oproti kyselé hydrolyze, protoze pii t€ dochédzi casto k degradaci
benzodiazepinll a vzniku benzofenoni [6, 69, 72]. K enzymatické hydrolyze se vyuziva
B-glukuronidasa z riiznych zdroji: Helix pomatia [70, 71], Escherichia coli [6], hovézi
jatra [72], Patella vulgatta [44, 91] a Haliotis sp. (usen) [6], pfi¢emZ enzymy z riznych
zdrojii vykazuji odliSnou hydrolytickou uc¢innost a reak¢ni doba se pohybuje v rozmezi
0,5 — 20 hodin [5]. V literatufe pouzivané podminky enzymatické hydrolyzy a reakcni
casy jsou uvedeny v kapitole 2.4 tab. 4.

Z vyse jmenovanych zdroji je B-glukuronidasa z usné (Haliotis sp.; motsky plz)
v odborné literatuie méné Casto pouzivanym enzymem v porovnani s ostatnimi zdroji,
avsak pro hydrolyzu glukuronidii benzodiazepinl se ukazala byt nejicinnéjsi a zaroven

cenove dostupnou alternativou [5, 6], a proto byla vybrana i do této prace.
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3.10 Priprava modelového vzorku moci pro pilotni experiment

Byly pfipraveny pracovni roztoky oxazepam-glukuronidu o koncentraci
0,1 a 5 pg/ml natfedénim jeho zasobniho roztoku o koncentraci 100 pg/ml. Koncentrace
100 ng/ml byla pfipravena pro optimalizaci podminek hmotnostni detekce pro
oxazepam-glukuronid. Koncentrace 5 pg/ml byla pouzita pfiptipravé pilotniho
experimentu.

Modelovy vzorek moci byl pfipraven do 1,5 ml ependorfky smichanim 180 pl
blankové moc¢i a 60 pl pracovniho roztoku oxazepam-glukuronidu o koncentraci
5 pg/ml. Do vzorku moci bylo potom pifidano 60 pl roztoku IS o koncentraci 1ug/ml,
aby vyslednd méfena koncentrace IS s ohledem na dalSi zpracovani vzorku byla
100 ng/ml. Pfipravovana koncentrace oxazepam-glukuronidu byla 1000 ng/ml tak, aby
méfend koncentrace vzhledem k dal$i ptipraveé vzorku mohla byt 500 ng/ml oxazepamu
za predpokladu 100% ucinnosti hydrolyzy.

Vzorek moci byl po ptidani 50 pl 0,8 M pufru octanu sodného pH 4,8 a 50 pl
enzymu [-glukuronidasy (200 U/ul) inkubovan 2 h, pfi teploté 42 °C. Enzymaticka
reakce byla poté zastavena precipitaci proteinu po piidani 200 pl vychlazeného
acetonitrilu. Denaturovany enzym byl centrifugaci oddélen (5 min, 5000 RPM, RT)
a z ependorfky bylo do vialky s insertem odebrano 200 pl roztoku k analyze.

Soubézné byl stejnym zpiisobem piipraven také kontrolni vzorek, do kterého
vSak nebyl ptfidan enzym. Chyb¢jici enzym byl pro zachovani stejného objemu nahrazen
dal§imi 50 pl pufru.

Postup ptipravy modelového vzorku moci byl z ¢asti inspirovan ¢lankem [5].
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace detekce a separac¢niho systému

4.1.1 Podminky hmotnostni detekce

Nejdiive byly nastaveny parametry elektrospreje, a to teplota a pratok susSiciho
plynu, napéti na kapiléfe a tlak nebuliza¢niho plynu. Vstupni nastaveni bylo nasledujici:
e teplota susSiciho plynu: 350 °C;
e pritok suSiciho plynu: 10 I/min;
e napéti na kapilare: 4000 V;
e tlak nebuliza¢niho plynu: 40 psi.

Nasledn¢ byly optimalizovany detekéni podminky pro 1-OH-midazolam,
3-OH-bromazepam, midazolam, 1-OH-alprazolam, lorazepam, clonazepam,
bromazepam, flunitrazepam, alprazolam, temazepam, desmethylflunitrazepam,
oxazepam, 7-NHj-clonazepam, diazepam, 7-NH:-flunitrazepam, desmethyldiazepam,
medazepam a internistandard (IS) diazepam-d5 (tab. 8). M¢éfeni byla provedena
v pozitivnim ionizaénim modu. Nejprve byla proméfena spektra v reZimu SCAN
v rozsahu 100 — 400 m/z s fragmenta¢nim napé&tim 100 V. Z tohoto spektra byl vybran
prekurzorovy iont s nejvyssi intenzitou. Poté byl tento iont sledovan v SIM modu
a zaroven byla na fragmentor vkladana rizna napéti (80, 100, 110 a 120 V) s cilem najit
optimalni hodnotu, pii které bude mit vybrany prekurzorovy iont nejvyssi intenzitu.
Nasledné bylo sledovano $tépeni vybraného prekurzorového iontu v moédu Product Ion
za pouziti riznych hodnot kolizni energie (15, 20, 25, 30 a 35 V) a byl vybrén
nejintenzivngj$i produktovy iont. Nakonec byly vybrané dvojice
prekurzorovy - produktovy iont potvrzeny v MRM modu. V piipad¢, Ze bylo St€épenim
v kolizni cele ziskano vice podobné intenzivnich iontli, byl MRM mdd pouzit k vybéru

té nejvhodnéjsi dvojice pro detekci.
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Tab. 8: Optimalizované¢ podminky hmotnostni detekce pro studované benzodiazepiny

a diazepam-d5 jako IS. Mmon. je monoizotopicka molekulovd hmotnost.

Prekurzorovy Produktovy Fragmentacni  Kolizni

ndzev ltky Minon iont [m/z]  iont[m/z]  energie [V] energie [V]
1-OH-midazolam 341,1 342 324 100 20
3-OH-bromazepam  331,0 331,9 286,9 100 20
midazolam 325,1 326 291 120 30
1-OH-alprazolam 324,1 325 297 100 30
lorazepam 320,0 321 275 100 30
clonazepam 315,0 316 276 100 30
bromazepam 315,0 315,9 182 100 35
flunitrazepam 313,1 314 268 100 30
alprazolam 308,1 309 281 100 30
temazepam 300,1 301 255 100 20
desmethylflunitrazepam 299,1 300 254 100 30
diazepam-d5 289,1 290 154 100 30
oxazepam 286,1 287 241 100 20
7-NH,-clonazepam  285,1 286 121 100 30
diazepam 284,1 285 154 100 30
7-NH-flunitrazepam  283,1 284 135 100 30
desmethyldiazepam  270,1 271 139,9 100 30
medazepam 270,1 271 207 100 30

4.1.2 Gradient

Jednotlivé analyty maji velmi podobné struktury a molekulové hmotnosti liSici
se Casto jen o jednotku, proto v z4jmu zlepSeni separacni ucinnosti a citlivosti metody
bylo vhodné analyty v rdmci moznosti co nejvice separovat. Nejprve byl upravovan
gradientovy program tak, aby bylo dosazeno co moznd nejlepSiho rozdéleni piki,
v porovnani s puvodni metodou. Optimalizace ptivodniho gradientu: 0 min — 50 % A,
0,1min — 90 % A, 4 min — 10 % A, 4,5 min — 50 % A, 6 min — 50 % A byla provadéna
v systému pouzivaném na pracovisti Ustavu soudniho 1ékaistvi a toxikologie,

Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. I€katské fakulty Univerzity Karlovy, tedy na
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koloné Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um). V Case byly ménény
poméry mobilnich fazi, voda (A) : acetonitril (B), za pratoku mobilni faze 0,2 ml/min.
Potupné bylo vyzkouseno vice nez 20 ruznych gradientovych programi. Profil
gradientu v ptivodni metod¢ zpiisobuje, ze vétSina analytl eluuje z kolony v prvnich
3 minutach a jednotlivé piky se ptekryvaji (viz obr. 6). Proto byl vyzkousSen gradient
s nizsi pocatecni elucéni silou s pomérem voda : acetonitril 90 : 10 pro prodlouzeni

retence studovanych analytt.

11,12,13
1600 - 8,9,10
15
~ 1400 +
=
= 1
S 23
5 1200 6.7
)
o
4.5 ”
| T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

t (min)

Obr. 6: Chromatogram methanolické smési benzodiazepinl pii nastaveni ptivodniho
gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril, na kolon¢ Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD
(100 x 2,1 mm, 1,8 um); koncentrace kazdého analytu byla 100 ng/ml.
(1: 7-NHz-clonazepam, 2: 3-OH-bromazepam, 3: 7-NHz-flunitrazepam,
4: 1-OH-alprazolam, 5: bromazepam, 6: desmethylflunitrazepam, 7: oxazepam,
8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam, 10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12: temazepam,
13: desmethyldiazepam, 14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam); a.u. - relativni

jednotka (arbitrary unit)
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v

Z prvotnich experimentil se jako nejvhodnéjsi jevil gradient: 0 min — 90 % A,
5 min — 50 % A, 6 min — 20 % A, 7 min — 20 % A, 9 min — 90 % A. Za téchto
podminek vSechny analyty eluovaly z kolony az mezi 4. a 7. minutou a byly o poznani
1épe rozdélené oproti ptivodnimu gradientu.

Déle bylo vyzkouSeno postupné snizovani pocate¢niho obsahu vodné slozky
mobilni faze. Hlavnim diivodem byla snaha posunout zacatek eluce nékterych analyth
lepsi separaci. Neméné dilezitym diivodem byla snaha nezatézovat kolonu 90% vodnou
fazi. PocCateCni slozeni mobilni faze se postupné meénilo na: 85:15, 80:20, 75:25,
70:30 (voda : acetonitril), zaroven byl zkouSen rizny casovy profil gradientu. Postupné
byl gradient optimalizovan s ohledem na separaci ¢i Castecnou separaci co nejvétsiho
poctu pik.

Nejvhodnéjsi se ukazalo sniZzeni pocatecniho obsahu vody v mobilni fazi
na 75 obj. %. Pfitakto nastavenych gradientech bylo docileno nejlepsiho vzajemného
rozdéleni analyti a zaroven vSechny analyty eluovaly z kolony mezi 3. a 10. min.
Gradient poskytujici nejlepsi rozdéleni analytu je ptehledné znazornén v tab. 9.

Chromatogram zndzornujici eluci analytii pfi vybraném gradientu je na obr. 7.
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Tab. 9: Optimalizovany gradientovy program.

Cas Slozka A Slozka B
(min) (%) HoO (%) ACN

0 75 25
5 50 50
6 20 80
7 20 80
9 75 25
2200 1 2,3
] 9,10
2000 +
— 1800'_ 11,12,13
= 14
= 1600-
-~ : 15
- 1 |
E 1400 -+
= ] 6,7
S 1200 - -
1 16
1000 - 4 U
] 5 ﬂ \
800
2 4 6 8 10
t (min)

Obr.7: Chromatogram smési benzodiazepini v methanolu pfi nastaveni
optimalizovaného gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril a na kolon¢ Zorbax Eclipse
Plus C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um); koncentrace kazdého analytu byla 100 ng/ml.
(1: 7-NHz-clonazepam, 2: 3-OH-bromazepam, 3: 7-NHz-flunitrazepam,
4: 1-OH-alprazolam, S: bromazepam, 6: desmethylflunitrazepam, 7: oxazepam,
8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam, 10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12: temazepam,

13: desmethyldiazepam, 14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam)
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4.1.3 SloZeni mobilni faze

Nalezeni vhodného gradientového programu sice vyrazné¢ napomohlo separaci
jednotlivych  piki, avSak  nékteré  analyty (medazepam, bromazepam,
3-OH-bromazepam) poskytovaly deformované piky, pfipadné piky s velmi nizkou
intenzitou, coz znacilo nevhodnost separa¢niho systému. Tento problém byl vyieSen
okyselenim mobilnich fazi, jak je popsdno i v literatute, kde je pouziti okyselenych
mobilnich fazi pfi analyze benzodiazepini velmi casté. S cilem najit nejvhodnéjsi
slozeni mobilni faze bylo na koloné Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD (100 x 2,1 mm,
1,8 um) vyzkouSeno nasledujici slozeni mobilnich fazi: (a) A: voda s 0,1% obsahem
mraven¢i kyseliny; B: acetonitril s 0,1% obsahem mravenci kyseliny; (b) A: voda
s 0,1% obsahem octové kyseliny; B: acetonitril s0,1% obsahem octové kyseliny;
(c) A: vodny roztok 2 mM mravenanu amonného pH 3; B: acetonitril; (d) A: vodny
roztok 2 mM octanu amonného pH 4; B: acetonitril. Pro octanovy pufr byly vyzkouseny
dalsi dvé modifikace v hodnoté pH, (e) pH 7 a (f) pH 3.

Pti vyhodnocovéni bylo postupovéno tak, ze byl sledovan vliv zmény slozeni
mobilni fidze jednak na retenci pikd a také na intenzitu odezvy jednotlivych analyti.
Zmény sloZzeni mobilnich fazich nejvice ovlivilovaly retence 1-OH-midazolamu,
midazolamu, medazepamu, a dale pak analytdl obsahujicich aminoskupinu
protonizovatelnou jiz pfi mirné¢ kyselém pH, jako jsou 7-NHz-flunitrazepamu
a 7-NHz-clonazepamu, kdy se jejich retencni casy ménily v rozmezi az n¢kolika minut.
Podle oc¢ekavani se u n€kterych sloZzeni mobilnich fazi podatilo zvysit intenzitu odezvy
analytd. Jednoznacné pozitivni vliv vykazovalo okyseleni obou slozek mobilni faze
octovou kyselinou (obr. 8). Tato modifikace ve vSech ptipadech poskytla vyssi intenzitu
pikli nez plvodni faze bez ptidavku kyseliny. Okyseleni mobilni faze mélo také
pozitivni vliv na tvar piivodné deformovanych piki, a to bez soucasného prodlouzeni
retence. Nejvyraznéj$i fokusace bylo dosazeno u pikli bromazepamu (obr. 9),

3-OH-bromazepamu a medazepamu.
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Obr. 8: Chromatogram methanolické smési benzodiazepini pifi nastaveni
optimalizovan¢ho gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril okyselenou octovou
kyselinou a na kolon¢ Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um);
koncentrace  kazdého analytu byla 100 ng/ml. (1: 7-NH2-clonazepam,
2: 3-OH-bromazepam, 3: 7-NHz-flunitrazepam, 4: 1-OH-alprazolam, 5: bromazepam,
6: desmethylflunitrazepam, 7: oxazepam, 8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam,
10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12:temazepam, 13: desmethyldiazepam,

14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam)
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Obr.9: Chromatogram bromazepamu v methanolu A: pied okyselenim;
B: po okyseleni mobilni faze octovou kyselinou, koncentrace analytu v obou ptipadech
byla 100 ng/ml. Méteno pfi nastaveni optimalizovaného gradientu a na kolon¢ Zorbax

Eclipse Plus C18 RRHD (100 % 2,1 mm, 1,8 pm).

4.1.4 Separacni podminky

Vedle optimalizace slozeni mobilni faze a gradientu byla také snaha najit
stacionarni fazi, na které by se vybranych 17 benzodiazepint a jejich metabolitii nejlépe
délilo. Se sloZzenim mobilni faze A: voda s 0,1% obsahem octové kyseliny;
B: acetonitril s 0,1% obsahem octové kyseliny a nastavenim gradientu podle tab. 9, bylo
vyzkouseno celkem 5 kolon s plné poréznimi ¢asticemi a jedna kolona typu core-shell,
navzdjem se liSicich typem reverzni faze, obsahem uhliku ¢i mirou endcappingu.
Zvolené kolony mély vzdy stejné rozméry a s vyjimkou kolony s core-shell Casticemi
i stejnou velikost castic. Cilem bylo dokoncit optimalizaci separacniho systému
vybérem kolony, kterd by poskytovala nejucinnéjsi separaci pikd. Testované kolony
jsou uvedeny v kapitole 2.5.1 tab. 5.

U jednotlivych analyti byly béhem separace na vybranych kolonach sledovany
LOD, jakoZzto jednoho z podstatnych parametrGi screeningovych metod. Zménou
staciondrnich fazi dochazelo k posunu retenci jednotlivych analyti mnohem
vyznamnéji, nez tomu bylo u zmén ve sloZeni mobilni faze, ackoliv se, aZ na vyjimky,

jednalo o posuny v rozmezi maximalné 2 min. Nejvyrazngji byly zménou separacniho
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systtmu opét ovlivnény retence OH-midazolamu, midazolamu, medazepamu,
7-NHo-flunitrazepamu a 7-NH»-clonazepamu. Z hlediska separa¢ni ucinnosti se jako
naprosto nevyhovujici ukézala byt kolona Zorbax Extend C18 RRHD (100 % 2,1 mm,
s ostatnimi kolonami. Zaroven na této koloné doslo k opétovné deformaci tvaru pikt
midazolamu, medazepamu i bromazepamu. K podobné nepiiznivé deformaci piku
dochazelo v pfipadé midazolamu na kolondch Zorbax SB Phenyl RRHD
(100 x 2,1 mm, 1,8 pum) (obr. 11) i Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 2,1 mm, 1,7 pm)
(obr. 12). Nejkritictéjsim analytem pro separaci se ukazal byt bromazepam, jehoz pik
byl pfi separaci jak na jiz zminovanych kolonach, tak na koloné¢ Zorbax SB C18 RRHD

(100 x 2,1 mm, 1,8 um) (obr. 13) témé&f nerozliSitelny od Sumu.
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Obr.10: Chromatogram methanolické smési benzodiazepini pifi nastaveni
optimalizovaného gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril okyselenou octovou
kyselinou a na koloné¢ Zorbax Extend C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um);
koncentrace  kazdého analytu byla 100 ng/ml. (1: 7-NHz-clonazepam,
2: 3-OH-bromazepam, 3: 7-NH»-flunitrazepam, 4: 1-OH-alprazolam, S: bromazepam,
6: desmethylflunitrazepam, 7: oxazepam, 8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam,
10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12: temazepam, 13: desmethyldiazepam,

14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam)
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Obr. 11: Chromatogram methanolické smési benzodiazepini pfi nastaveni
optimalizovaného gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril okyselenou octovou
kyselinou a na koloné Zoebrax SB Phenyl RRHD (100 % 2,1 mm, 1,8 um); koncentrace
kazdého analytu byla 100 ng/ml. (1: 7-NHz-clonazepam, 2: 3-OH-bromazepam,
3: 7-NHz-flunitrazepam, 4: 1-OH-alprazolam, 5: bromazepam,
6: desmethylflunitrazepam, 7: oxazepam, 8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam,
10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12:temazepam, 13: desmethyldiazepam,

14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam)
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Obr. 12: Chromatogram methanolické smési benzodiazepinii pifi nastaveni
optimalizovaného gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril okyselenou octovou
kyselinou a na kolon¢ Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 2,1 mm, 1,7 um); koncentrace
kazdého analytu byla 100 ng/ml. (1: 7-NHz-clonazepam, 2:3-OH-bromazepam,

3: 7-NHz-flunitrazepam, 4: 1-OH-alprazolam, 5: bromazepam,
6: desmethylflunitrazepam,  7: oxazepam,  8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam,
10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12: temazepam, 13: desmethyldiazepam,

14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam)
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Obr. 13: Chromatogram methanolické smési benzodiazepini pifi nastaveni
optimalizovaného gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril okyselenou octovou
kyselinou a na koloné¢ Zorbax SB C18 RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um); koncentrace
kazdého analytu byla 100 ng/ml. (1: 7-NHz-clonazepam, 2: 3-OH-bromazepam,
3: 7-NHz-flunitrazepam, 4: 1-OH-alprazolam, 5: bromazepam,
6: desmethylflunitrazepam, 7: oxazepam, 8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam,
10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12: temazepam, 13: desmethyldiazepam,

14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam)

Nejvyssi odezvy témét vSech pikl a zaroven piijatelné rozdéleni analytd bylo
dosazeno na kolon¢ Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl RRHD (100 x 2,1 mm, 1,8 um).
Vyjimku z tohoto tvofil pouze bromazepam, jehoz pik dosahoval nejvy$si odezvy
na pivodni koloné Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD (100 % 2,1 mm, 1,8 um) (obr.8),
ktera vSak byla pro zbyvajici analyty méné vhodna.

Vhodnost kolony Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl RRHD (100 x 2,1 mm,
1,8 um) pravdépodobné spocivd v moznosti uplatnéni m-m interakci mezi analyty
a stacionarni fazi obsahujici fenyl v kombinaci s nepolarnimi interakcemi, které jsou

zajistény alkylovou (hexylovou) ¢asti stacionarni faze.
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Optimalizované podminky vyvinut¢é metody jsou pro piehlednost uvedeny

v tab. 10, chromatogram je zobrazen na obr. 14.

4500
11

4000 H

3500 +

3000 15
2500 A 2,3 5,9 13

2000 H

odezva (a.u.)

1500 +

| 16
1000 Ul

500 : T : |
2 4 6

o0

10

t (min)

Obr. 14: Chromatogram methanolické smési benzodiazepini pfi nastaveni
optimalizovaného gradientu, s mobilni fazi voda : acetonitril okyselenou octovou
kyselinou a na koloné¢ Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl RRHD (100 x 2,1 mm,
1,8 pm), koncentrace kazdého analytu byla 100 ng/ml. (1: 7-NH:-clonazepam,
2: 3-OH-bromazepam, 3: 7-NH:-flunitrazepam, 4: 1-OH-alprazolam, 5: bromazepam,
6: desmethylflunitrazepam, 7: oxazepam, 8: alprazolam, 9: 1-OH-midazolam,
10: clonazepam, 11: flunitrazepam, 12: temazepam, 13: desmethyldiazepam,

14: midazolam, 15: diazepam, 16: medazepam)
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Tab. 10: Souhrn optimalizovanych separa¢nich podminek pro analyzu benzodiazepind.

Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl RRHD
(100 x2,1 mm, 1,8 um)

slozka A voda s 0,1 % CH3COOH,;
slozka B acetonitril s 0,1 % CH;COOH

kolona

mobilni faze

priitok MF 0,2 ml/min

davkovany objem 1 ul

teplota na koloné 40 °C

gradientova eluce ¢as (min): 0-5-6-7-9, slozka B (%): 25-50-80-80-25

Chromatogramy ziskané pro jednotlivé analyty za optimalizovanych detekénich
podminek jsou uvedeny na obr. 15. Z chromatogrami je patrné, ze témét vSechny
analyty poskytly jediny hlavni pik. Pfitomnost vice piki v chromatogramu zméfeném
v MRM modu lze vysvétlit jednak podobnosti hodnot prekurzorovych a produktovych
iontll a zaroven niz§i rozliSovaci schopnosti trojit¢ho kvadrupdlu. Obzvlast markantni to
bylo v ptfipadé medazepamu, kdy prvni (hlavni) pik medazepamu ma ptechod m/z
271>207 a retencni Cas fr = 5,6 min a druhy, na chromatogramu se vyskytujici pik, lze
na zaklad€ retenéniho casu a shodné hodnoté prekurzorového iontu pfifadit
desmethyldiazepamu (271>139,9; tr = 7,6 min). To lze vysvétlit podobnosti hodnot
produktovych iotli téchto analytl. Nejintenzivnéjsi produktové ionty medazepamu maji
hodnoty m/z 207 a 91; nejintenzivnéj$i produktové ionty desmethyldiazepamu maji
hodnoty m/z 208 a 139,9. Dochézi tak k tomu, Ze v MRM spektru je v kolizni cele
vznikajici produktovy iont m/z 208 kvili niz8i rozliSovaci schopnosti trojitého
kvadrupodlu (m/z + 0,5 jednotky), monitorovan jako iont s m/z 207 a tedy je v MRM pro
prechod 271>207 detekovan jako medazepam.

Ackoliv byla nalezena i jind dvojice prekurzorovy > produktovy iont pro
medazepam (271>91) bylo by pouziti tohoto pfechodu na ukor intenzity piku. Zarovén
pouziti iontu m/z >100 je v pfipad¢ slozité matrice nevyhodné, protoze by mohlo
dochazet k interferencim s nizkomolekuldrnimi latkami v moci. Jiné vznikajici
produktové ionty byly velmi malo intenzivni a jejich pouZiti pti detekci by vedlo k jeste
nizni citlivosti. Déle byl tento jev pozorovan v MRM spektru temazepamu (301>255),
kde se vyskytoval i maly pik, identifikovany i na zaklad¢ shody retencnich ¢ast jako

desmethylflunitrazepam (300>254, fr = 6,9 min).
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Obr. 15: Chromatogramy jednotlivych benzodiazepini, ziskané zméfenim smeési vSech

studovanych benzodiazepinii za optimalizovanych detekénich a separanich podminek

v MRM modu; koncentrace kazdého benzodiazepinu 100 ng/ml.
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4.2 Kalibrace v methanolu

Za optimalizovanych detek¢nich a separacnich podminek (kolona Zorbax
Eclipse Plus Phenyl-Hexyl RRHD 100 x 2,1 mm, 1,8 um, ACN/H.O (v/v) s 0,1%
obsahem octové kyseliny v obou slozkéach, 0,2 ml/min, 1 ul, MRM ptechody viz tab. 8),
byly prométeny kalibraéni zavislosti ploch a vySek piki na koncentraci
17 benzodiazepini a jejich metabolitli v methanolu. Méfené koncentrace byly 2, 10,
100, 500, 1000, 2500 a 4500 ng/ml. Tento rozsah byl zvolen tak, aby pokryval vSechna
terapeutickd rozmezi benzodiazepinii (viz tab. 1). Jako vnitini standard byl pouzit
diazepam-d5 o koncentraci 100 ng/ml. Kazd4d ztéchto koncentraci s vnitfnim
standardem byla proméfena pétkrat.

Ziskané zavislosti poméru plochy (piku) analytu a plochy (piku) interniho
standardu na koncentraci byly zpracovany metodou linearni regrese. Vysledky linearni
regrese jsou uvedeny v tab. 11. Ziskané zavislosti poméru vysky (piku) analytu a vysky
(piku) interniho standardu na koncentraci byly zpracovany metodou linedrni regrese
a ze ziskanych rovnic byly vypocitany hodnoty LOD a LOQ jako pomér trojnasobku,
respektive desetindsobku vysky Sumu zékladni linie a smérnice kalibrac¢ni zavislosti.

Vysledné hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v tab. 11.
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Tab. 11: Vysledky linearni regrese ziskané ze zavislosti poméru ploch analyta
ainterniho standardu (4/4is) na koncentraci méfené v methanolu; R?> koeficient
determinace; limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) ziskané ze zavislosti poméru

vysky (piku) analytu a vysky (piku) interniho standardu na koncentraci.

AlArs
nazev latky smérnice usek (r]; C/)n]?]) (r% (/)n%)
R (I'-a.u.-min/ng)  (a.u.-min) £ £

1-OH-midazolam 0,9891 0,0165 -1,348 0,3 0,9
3-OH-bromazepam 0,9887 0,0037 -0,333 0,9 3,0
midazolam 0,9899 0,0101 -0,834 0,3 1,0
1-OH-alprazolam 0,9873 0,0077 -0,822 0,4 1,2
lorazepam 0,9917 0,0093 -0,685 0,3 1,1
clonazepam 0,9922 0,0122 -0,849 0,3 1,0
bromazepam 0,9909 0,0045 -0,355 0,8 2,6
flunitrazepam 0,9926 0,0119 -0,806 0,3 0,9
alprazolam 0,9877 0,0075 -0,739 0,4 1,3
temazepam 0,9898 0,0339 -2,917 0,3 1,0
desmethylflunitrazepam 0,9950 0,0124 -0,604 0,2 0.8
oxazepam 0,9886 0,0157 -1,446 0,4 1,5
7-NH-clonazepam 0,9910 0,0105 -0,749 04 1,5
diazepam 0,9924 0,0166 -1,173 0,5 1,8
7-NH,-flunitrazepam 0,9924 0,0088 -0,596 0.8 2.8
desmethyldiazepam 0,9904 0,0143 -1,189 0,2 0,8
medazepam 0,9908 0,0031 -0,298 1,7 5,5
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4.3 Kalibrace v mo¢i

Vzhledem k tomu, ze realnym vzorkem pro screening benzodiazepinli bude moc,
byly za optimalizovanych detek¢nich a separacnich podminek (kolona Zorbax Eclipse
Plus Phenyl-Hexyl RRHD 100 % 2,1 mm, 1,8 um, ACN/H>O (v/v) s 0,1% obsahem
octové kyseliny v obou slozkach, 0,2 ml/min, 1 pl, MRM piechody viz tab. 8)
proméieny kalibratni zavislosti ploch piki a wvysek piki na koncentraci
17 benzodiazepini a jejich metaboliti v moc¢i. Rozsah méfenych koncentraci byl po
zkuSenostech s predeslou kalibraci snizen o dva nejvyssi body, které jiz nespadaly do
linearni oblasti. Zarovenn byl do kalibrace piidan jeden novy bod odpovidajici
koncentraci 50 ng/ml proto, aby vysledna pfimka linedrni regrese byla podpofena vice
experimentalnimi body v oblasti niz§ich koncentraci. Métfené koncentrace byly 2, 10,
50, 100, 500 a 1000 ng/ml. Jako vnitini standard byl pouzit diazepam-d5 o koncentraci
100 ng/ml. Kazda z téchto koncentraci s vnitinim standardem byla prométena pétkrat.

Ziskané zavislosti poméru plochy (piku) analytu a plochy (piku) interniho
standardu na koncentraci byly zpracovany metodou linearni regrese. Vysledky linedrni
regrese jsou uvedeny v tab. 12. Ziskané zavislosti poméru vysky (piku) analytu a vysky
(piku) interniho standardu na koncentraci byly zpracovany metodou linearni regrese
a ze ziskanych rovnic byly vypocitany hodnoty LOD a LOQ jako pomér trojnasobku,
respektive desetindsobku vysky Sumu zékladni linie a smérnice kalibra¢ni zavislosti.
Vysledné hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v tab. 12. Ziskané hodnoty koeficientu

determinace, uvedené v tab. 12, svédc¢i o dobré linearité zavislosti.
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Tab. 12: Vysledky linearni regrese ziskané ze zavislosti poméru ploch analyta
a interniho standardu (4/41s) na koncentraci méfené v moéi; R? koeficient determinace;
limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) ziskané ze zavislosti poméru vysky (piku)

analytu a vysky (piku) interniho standardu na koncentraci.

AlArs
nazev latky smérnice usek (r]; C/)n]?]) (r% (/)n%)
R (I'-a.u.min/ng)  (a.u.-min) £ £

1-OH-midazolam 0,9999 0,0134 0,0418 1,5 5,1
3-OH-bromazepam 1,0000 0,0029 0,0047 1,7 5,6
midazolam 1,0000 0,0029 0,0047 1,7 5,6
1-OH-alprazolam 0,9999 0,0064 0,0090 0,6 2,0
lorazepam 0,9999 0,0083 0,0200 0,8 2,7
clonazepam 1,0000 0,0097 0,0050 04 1,3
bromazepam 1,0000 0,0036 0,0047 2.4 8,1
flunitrazepam 0,9999 0,0115 0,0320 0,7 2,2
alprazolam 0,9999 0,0064 0,0196 0,6 2,0
temazepam 1,0000 0,0293 0,0491 0,6 2,0
desmethylflunitrazepam 0,9999 0,0103 0,0385 0.4 1,3
oxazepam 0,9999 0,0103 0,0385 1,5 4,9
7-NH-clonazepam 0,9996 0,0080 0,0044 1,9 6,3
diazepam 0,9999 0,0140 0,0313 1,0 3.3
7-NH,-flunitrazepam 0,9999 0,0076 0,0348 2,6 8,8
desmethyldiazepam 0,9999 0,0126 0,0175 0,9 3,0
medazepam 0,9998 0,0028 -0,0016 6,3 21,1

Dosazené hodnoty LOD a LOQ pro kalibraci v moci jsou ve srovnani s tymiz
hodnotami pro kalibraci v methanolu vys§i. Divodem je negativni vliv matrice, ktera
snizuje citlivost detekce pro vSechny analyzované benzodiazepiny. Navzdory vyS$im
hodnotam LOD a LOQ pfi analyze v matrici, 1ze dosazené limity povazovat za vice nez

vyhovujici. Vezme-li se v tvahu, Ze primarnim cilem metody je analyty detekovat, jsou
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dosazen¢ hodnoty LOD benzodiazepinli pro vSechny analyty niz§i nez terapeutické
meze prislusnych 1€¢iv.

Nejvyraznéji byl ptitomnosti matrice ovlivnén limit detekce 1-OH midazolamu,
midazolamu, 7-NHz-clonazepamu, desmethyldiazepamu a medazepamu, u kterych se
zvysil vice nez 4krat. Naopak nejmensi vliv matrice byl zaznamenam
u 1-OH-alprazolamu, alprazolamu, clonazepamu a desmethylflunitrazepamu, u kterych

se limit detekce nenavysil vice nez dvakrat.
4.4 Optimalizace podminek enzymatické hydrolyzy

4.4.1 Glukuronidy benzodiazepini

Vybér glukuronidii benzodiazepinii byl determinovan jednak jejich komer¢ni
acenovou dostupnosti a také snahou obsahnout metabolity jednoduchych
1 heterocyklickych benzodiazepini. K optimalizaci enzymatické hydrolyzy byly
nakonec vybrany tii komerc¢né¢ dostupné glukuronidy benzodiazepinii: oxazepam
B-D-glukuronid (Oxa-Gluk), midalolam N-B-D-glukuronid (Mid-Gluk) a lorazepam
2-O-B-D-glukuronid (Lor-Gluk). Uginnost hydrolyzy glukuronidi t&chto tii 1é¢iv bude
nasledné zobecnéna pro zbylé benzodiazepiny. Vzhledem k znaéné podobnosti struktur
je zobecnéni v rdmci skupiny 1é¢iv benzodiazepinového typu mozné.

Roztok oxazepam glukuronidu byl poskytnut z laboratofe Ustavu soudniho
lékatstvi a toxikologie, zbylé dva byly v tinoru 2018 objedndny a bohuzZel do chvile
sepisovani prace nebyla objedndvka doruCena kompletni. Vzhledem k témto
okolnostem mohla byt realizovana pouze dil¢i Cast experimentd. Vlastni optimalizace

enzymatické hydrolyzy metodou pldnovani experimenti bude doméfena pozdé;ji.

4.4.1.1 Podminky hmotnostni detekce

Utinnost enzymatické reakce bude sledovana prostfednictvim nardstu plochy
piku volného benzodiazepinu a také poklesem plochy piku konjugovaného
benzodiazepinu. Vzhledem k tomu, Ze byl k dispozici pouze oxazepam-glukuronid, byl
v této préci sledovan narust plochy piku volného oxazepamu a pokles plochy piku

konjugonavého Oxa-Gluk.
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Dle postupu popsaného v kapitole 4.1.1 byly analogicky optimalizovany
podminky hmotnostni detekce pro Oxa-Gluk a byla nalezena dvojice

prekurzorovy > produktovy iont (viz tab. 13).

Tab. 13: Optimalizované podminky hmotnostni detekce pro oxazepam-glukuronid.

Mmon. je monoizotopickd molekulova hmotnost.

prekurzorovy produktovy fragmentacni kolizni
nazev latky Muon = ont[mz] . iont[m/z]  energie [V] en[e\r;‘]gle
oxazepam [-D-glukuronid 462,1 463 287 100 15

Chromatogram ziskany pro oxazepam-glukuronid za optimalizovanych detekénich

podminek je uveden na obr. 16.
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Obr. 16: Chromatogram oxazepam-glukuronidu ziskany zmétfenim jeho roztoku
v methanolu za optimalizovanych detekénich podminek v MRM modu a pii nastaveni
optimalizovaného gradientu, s mobilni f4zi voda : acetonitril okyselenou octovou
kyselinou a na koloné¢ Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl RRHD (100 % 2,1 mm,

1,8 um), koncentrace oxazepam-glukuronidu je 100 ng/ml.
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4.4.2 Pilotni experiment na modelovém vzorku moci

S cilem ovéfit funkénost enzymu a schopnost metody detekovat volny oxazepam
1jeho konjugat byl proveden pilotni experiment na dvou pfipravenych modelovych
vzorcich moc¢i (A, B) o koncentraci 1 upg/ml oxazepam-glukuronidu. Do obou
modelovych vzorkl byl pfidan interni standard (IS) na vyslednou méfenou koncentraci
100 ng/ml. Poté bylo pH obou vzorkli upraveno pfidanim 0,8 M pufru octanu sodného
opH 4,8. Do vzorku A byl navic pfiddn enzym B-glukuronidasa, ktery mél Stépit
oxazepam-glukuronid. Podminky enzymatické reakce byly navrzeny (ackoliv mirné
modifikovany) podle odborné literatury [5, 6] a nastaveny tak, aby byl uspésny prubéh
reakce maximalné¢ podpofen. Bylo pouzito 10 kU enzymu, coz odpovidalo
maximalnimu mnozstvi nalezenému v odborné literatufe. Navic, vzhledem
k deklarované aktivit¢ pouZzité B-glukuronidasy, kdy 1 U uvolni 1 pg fenolftaleinu
z jeho glukuronidu, byl enzym pouzit ve velkém nadbytku. Vzorek B byl ponechan bez
enzymu, jinak byl zpravovan stejné. Reak¢ni doba byla 2h a reakéni teplota byla
nastavena na 42 °C.

Hydrolyticka reakce vzorku A B-glukuronidasou prob¢hla uspésné, coz je patrné
z ptilozeného chromatogramu na obr. 17, ktery je pro porovnani proloZzen
1 chromatogramem analyzy vzorku B. Ve vzorku A doSlo plsobenim enzymu
k hydrolytickému Stépeni konjugatu, a to evidentné s maximalni uc€innosti, jelikoz
v chromatogramu (A) vidime pouze pik volného oxazepamu. Ve vzorku B dle
oc¢ekavani 74dnd enzymatickd hydrolyza neprobéhla (ani nemohla), proto
v chromatogramu (B) tohoto vzorku vidime pouze pik oxazepam-glukuronidu.
Schématické znazornéni enzymatické reakce prob&hlé ve vzorku A je uvedeno

na obr. 18.
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Obr. 17: Prolozené chromatogramy dvou modelovych vzorkli oxazepam-glukuronidu
o méfené koncentraci 500 ng/ml v moci, pficemz roztok A byl inkubovan s enzymem
aroztok B bez enzymu. Pfifazeni piki: A — oxazepam (fr= 6,7 min); B — oxazepam
glukuronid (zr= 4,0 min); IS — diazepam-d5 (fr= 8,6 min). Mefeno za optimalizovanych

detek¢nich i1 separac¢nich podminek.
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Obr. 18: Schématické znazornéni hydrolyzy oxazepam glukuronidu katalyzované
hydrolytickym enzymem B-glukuronidasou; katalytickd u¢innost enzymu je ovlivnéna

pfedevsim pH prostiedi, teplotou a reakénim ¢asem.
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4.4.3 Sestaveni planu experimentu

V ramci optimalizace podminek enzymatické hydrolyzy pomoci DOE bude
provedeno celkem 27 experimenti uvedenych vtab. 14. Plan experimentti byl
vygenerovan pomoci programu Minitab 16 podle modelu Box-Behnken design
na zédklad¢ zadanych kvantitativnich faktori. Do designu byly vybrany nésledujici
faktory a jejich sledovana rozmezi:
teplota (25 — 70 °C);
pH (3 -7);
reakéni doba (10 min — 15 h);

e mnozstvi enzymu (2 — 10 kU).
Interval hodnot faktorG byl nastaven na zdkladé podminek enzymatické hydrolyzy
uvedenych v odborné literatuie (viz kapitola 2.4 tab. 4) a zaroven tak, aby optimalni
hodnota daného faktoru byla v tomto rozmezi pravdépodobna (rozsah hodnot faktort je
limitovan teplotni a pH stabilitou enzymu).
Utinnost enzymatické hydrolyzy bude sledovana vyhodnocenim zmény poméru
plochy piku benzodiazepinu (oxazepamu, lorazepamu, midazolamu) a/nebo jejich

glukuronidu a interniho standardu.
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Tab. 14: Vygenerované pokusy planovaného experimentu.

¢islo teplota cas aktivita enzymu
exp. ) P ()

1 70 7 7,58 6000
2 47,5 5 15 2000
3 25 5 7,58 10000
4 47,5 5 7,58 6000
5 25 5 0,16 6000
6 70 3 7,58 6000
7 70 5 7,58 2000
8 47,5 7 7,58 10000
9 47,5 3 7,58 10000
10 70 5 7,58 10000
11 25 7 7,58 6000
12 25 5 15 6000
13 47,5 3 0,16 6000
14 25 3 7,58 6000
15 47,5 5 0,16 2000
16 47,5 5 7,58 6000
17 47,5 3 7,58 2000
18 25 5 7,58 2000
19 47,5 7 0,16 6000
20 70 5 0,16 6000
21 47,5 5 15 10000
22 47,5 5 7,58 6000
23 47,5 5 0,16 10000
24 47,5 3 15 6000
25 47,5 7 7,58 2000
26 70 5 15 6000
27 47,5 7 15 6000
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S ZAVER

Byla vyvinuta screeningova UHPLC-MS/MS metoda pro detekci
benzodiazepini a jejich metabolith v moc€i, jmenovit¢ pro 1-OH-midazolam,
3-OH-bromazepam, midazolam, 1-OH-alprazolam, lorazepam, clonazepam,
bromazepam, flunitrazepam, alprazolam, temazepam, desmethylflunitrazepam,
oxazepam, 7-NHz-clonazepam, diazepam, 7-NH:-flunitrazepam, desmethyldiazepam
a medazepam.

Optimalizovany separa¢ni systém byl tvoien kolonou Zorbax Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl RRHD (100 % 2,1 mm, 1,8 pm), mobilni faze obsahovala vodu s 0,1 %
octové kyseliny (slozka A) a acetonitril s 0,1 % octové kyseliny (slozka B). Eluce byla
gradientova (Cas: 0-5-6-7-9, slozka B: 25-50-80-80-25), pritok mobilni faze byl
0,2 ml/min a teplota kolony byla 40 °C. Detekce probihala na hmotnostnim
spektrometru s trojitym  kvadrupdlem, iontovy zdroj byl elektrosprej pracujici
v pozitivnim modu, pro kazdy analyt byly optimalizovany podminky pro nalezeni
dvojice prekurzorovy a produktovy iont.

Za optimalizovanych detekénich a separacnich podminek byly naméfeny
kalibracni zavislosti vSech 17 benzodiazepinii v methanolu v koncentracnim rozsahu
2 — 4500 ng/ml a v mo¢i v koncentracnim rozsahu 2 — 1000 ng/ml, jako vnitini standard
byl pouzit diazepam-d5 o koncentraci 100 ng/ml. Vysledky zavislosti poméru ploch
(vysek) pikt analytu a piku interniho standardu na koncentraci byly zpracovéany
metodou linearni regrese. Dale byly ur¢eny meze detekce a kvantifikace vSech analyt
v methanolu i vmoc¢i. Meze detekce analyti v moci se pohybovaly v rozmezi
0,4 — 6,3 ng/ml.

Pro enzymatickou hydrolyzu glukuronidii benzodiazepinii byla na zakladé
literarni reSerSe vybrana B-glukuronidasa z usné (Haliotis sp.). Byly optimalizovany
detek¢éni podminky pro oxazepam-glukuronid a byl proveden pilotni experiment,

kterym byla potvrzena funkénost vybraného enzymu.
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Byly definovany kvantitativni faktory ovliviiujici miru G¢innosti enzymatické
reakce a pro tyto faktory (teplota, pH, reak¢ni doba a mnozstvi enzymu) byly nastaveny
intervaly hodnot. S vyuzitim statistické metody DOE byl pomoci programu Minitab 16,
podle modelu Box-Behnken design vygenerovan seznam experimentd, jejichz
provedenim a vyhodnocenim piislusné zmény poméru plochy piku oxazepamu
(nebo oxazepam-glukuronidu) a interniho standardu bude mozné urcit optimalni
podminky enzymatické hydrolyzy. Tyto experimenty budou realizovany, az budou

k dispozici vSechny vybrané benzodiazepin-glukuronidy.

73



[9]

[10]

[11]

[12]

POUZITA LITERATURA

Fraser, A. D.: Use and abuse of the benzodiazepines. Therapeutic Drug
Monitoring 20:5, 481-489 (1998).

Hirt, M.; Vorel, F.: Soudni lékarstvi II. dil. 1. vyd. Praha, Grada 2016.

Chytil, L.; Maresova, V.; Slanaf, O.: Prikaz benzodiazepinii v moc¢i pomoci
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. Soudni lékarstvi
56, 10-16 (2011).

Gunnar, T.; Mpykkénen, S.; Ariniemi, K.; Lillsunde, P.: Validated
semiquantitative/quantitative screening of 51 drugs in whole blood as silylated
derivatives by gas chromatography-selected ion monitoring mass spectrometry

and gas chromatography electron capture detection. Journal of Chromatography.
B 806, 205-219 (2004).

Morris, A. A.; Chester, S. A.; Strickland, E. C.; MclIntire, G. L.: Rapid
enzymatic hydrolysis using a novel recombinant B-glucuronidase in
benzodiazepine urinalysis. Journal of Analytical Toxicology 38, 610-614 (2014).

Malik-wolf, B.; Vorce, S.; Holler, J.; Bosy, T.: Evaluation of abalone
B-glucuronidase substitution in current urine hydrolysis procedures.
Journal of Analytical Toxicology 38, 171-176 (2014).

Griffin, C. E.; Kaye, A. M.; Rivera Bueno, F.; Kaye, A. D.: Benzodiazepine
pharmacology and central nervous system—mediated effects. The Ochsner
Journal 13, 214-223 (2013)

Lincova, D.; Farghali, H.: Zdkladni a aplikovand farmakologie. 1. vyd. Praha,
Galén 2005.

Schulz, M.; Schmoldt, A.: Therapeutic and toxic blood concentrations of nearly
1000 drugs and other xenobiotics. Critical Care 16:R136 (2012).

Benzodiazepinova poradna. [on-line] Dostupné z URL:
<http://www.benzo.cz/clanky/prehled-benzodiazepinu.html> [cit. 12.4.2018].

Riss, J.; Cloyd, J.; Gates, J.; Collins, S.: Benzodiazepines in epilepsy:
Pharmacology and pharmacokinetics. Acta Neurologica Scandinavica 118,
69-86 (2008).

Szatkowska, P.; Koba, M.; Koslinski; P.; Wandas, J.; Baczek, T.: Analytical
methods for determination of benzodiazepines. A short review. Central
European Journal of Chemistry 12:10, 994—1007 (2014).

74



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Chemicalize. [on-line] Dostupné z URL: <https://chemicalize.com/#/>
[cit. 15.11.2017].

Bogunovic, O. J.; Greenfield, S. F.: Practical geriatrics: Use of benzodiazepines
among elderly patients. Psychiatric Services 55:3, 233-235 (2004).

Liillmann, H.; Mohr, K.; Lutz, H.: Barevny atlas farmakologie. Praha,
Grada 2012.

Chebib, M.; Johnston, G.; Albert, A.: The ‘ABC’ of GABA receptors: a brief
review. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology 26, 937-940
(1999).

D'Hulst, C.; Atack, J. R.; Kooy, F. R.: The complexity of the GABA 4 receptor
shapes unique pharmacological profiles. Drug Discovery Today 14:17/18,
866-875 (2009).

Gerecke, M.: Chemical structure and properties of midazolam compared with
other benzodiazepines. British Journal of Clinical Pharmacology 16, 11-16
(1983).

Costa, E.; Auta, J.; Grayson, D.; Matsumoto, K.; Pappas, G.; Zhang, X.;
Guidotti, A.: GABAAa receptors and benzodiazepines: A role for dendritic
resident subunit mRNAs. Neuropharmacology 43, 925-937 (2002).

Farghali, H.; Kutinova Canova, N.: Allostericka vazebna mista jako molekularni
cile pro vyvoj, design a pusobeni novych 1é¢iv. Chemické Listy 107, 518-521
(2013).

Persona, K.; Madej, K.; Knihnicki, P.; Piekoszewski, W.: Analytical
methodologies for the determination of benzodiazepines in biological samples
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 113, 239-264 (2015).

Lader, M.: Effectiveness of benzodiazepines: Do they work or not? Expert
Review of Neurotherapeutics 8:8, 1189-1191 (2008).

Vecerkova, J.: Biotransformace léciv a jeji vyznam pro toxikologickou praxi.
Praha, Karolinum 1997.

Balikova, M.: Forenzni a klinicka toxikologie - laboratorni toxikologicka
vySetreni. Praha, Galén 2004.

Hayashida, M.; Takino, M.; Terada, M.; Kurisaki, E.; Kudo, K.; Ohno, Y.;
Time-of-flight mass spectrometry (TOF-MS) exact mass database for
benzodiazepine screening. Legal Medicine 11, 423-425 (2009).

75



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

Uddin, M. N.; Samanidou, V. F.; Papadoyannis, 1. N.: Development and
validation of an HPLC method for the determination of benzodiazepines and
tricyclic antidepressants in biological fluids after sequential SPE. Journal of
Separation Science 31, 2358-2370 (2008).

Kinani, S.; Bouchonnet, S.; Milan, N.; Ricordel, I.: A sensitive and selective
method for the detection of diazepam and its main metabolites in urine by gas

chromatography-tandem mass spektrometry. Journal of Chromatography A
1141, 131-137 (2007).

Bravo, F.; Lobos, C.; Venegas, K.; Benites, J.: Development and validation of a
GC-NPD/micro-ECD method using dual column for the determination of
benzodiazepine in human whole blood and plasma. Journal of the Chilean
Chemical Society 55:4, 454-457 (2010).

Sioufi, A.; Dubois, J.: Chromatography of benzodiazepines. Journal of
Chromatography B 531, 459—-480 (1990).

Polettini, A.; Groppi, A.; Vignali, C.; Montagna, M.: Fully-automated systematic
toxicological analysis of drugs, poisons, and metabolites in whole blood, urine,
and plasma by gas chromatography-full scan mass spektrometry. Journal of
Chromatography B 713, 265-279 (1998).

Staerk, U.; Kiilpmann, W.: High-temperature solid-phase microextraction
procedure for the detection of drugs by gas chromatography-mass spektrometry.
Journal of Chromatography B 745, 399-411 (2000).

Kyle, P. B.; Spencer, J. L.; Purser, C. M.; Eddleman, K. C.; Hume, A. S.
Suspected pediatric ingestions: effectiveness of immunoassay screens vs. gas
chromatography/mass spectroscopy in the detection of drugs and chemicals.
Journal of Toxicology - Clinical Toxicology 41:7, 919-925 (2003).

Bertol, E.; Vaiano, F.; Furlanetto, S.; Mari, F.: Cross-reactivities and structure-
reactivity relationships of six benzodiazepines to EMIT® immunoassay. Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 84, 168-172 (2013).

Watterson, J. H.; Botman, J. E.: Detection of acute diazepam exposure in bone
and marrow: Influence of tissue type and the dose-death interval on sensitivity of
detection by ELISA with liquid chromatography tandem mass spectrometry
confirmation. Journal of Forensic Sciences 54:3, 708-714 (2009).

76



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

Lozano-Chaves, M. E.; Palacios-Santander, J. M.; Cubillana-Aguilera, L. M.;
Naranjo-Rodriguez, 1.; Hidalgo-Hidalgo-de-Cisneros, J. L.: Modified carbon-
paste electrodes as sensors for the determination of 1,4-benzodiazepines:

Application to the determination of diazepam and oxazepam in biological fluids.
Sensors and Actuators B 115, 575-583 (20006).

Ghasemi, J.; Niazi, A.; Ghorbani, R.: Determination of trace amounts of
lorazepam by adsorptive cathodic differential pulse stripping method in
pharmaceutical formulations and biological fluids. Analytical Letters 39:6,
1159-1169 (2006).

Salem, A. A.; Barsoum, B. N.; Izake, E. L.: Potentiometric determination of
diazepam, bromazepam and clonazepam using solid contact ion-selective
electrodes. Analytica Chimica Acta 498, 79-91 (2003).

Chemica, C.; Ccacaa, A.; Kalikova, K.; Riesova, M.; Chudoba, R.; Schmid, M.;
Tesafova, E.: Separation and quantification of 1,4-benzodiazepines: HPLC
versus CZE. Croatica Chemica Acta 84:3,367-373 (2011).

Chiang, J. F.; Hsiao, Y. T.; Ko, W. K.; Wu, S. M.: Analysis of multiple abused
drugs and hypnotics in urine by sweeping CE. Electrophoresis 30, 2583-2589
(2009).

Laloup, M.; Ramirez Fernandez, M.; De Boeck, G.; Wood, M.; Maes, V.;
Samyn, N.: Validation of a liquid chromatography-tandem mass spectrometry
method for the simultaneous determination of 26 benzodiazepines and
metabolites, zolpidem and zopiclone, in blood, urine, and hair. Journal of
Analytical Toxikology 29:7, 616626 (2005).

Cheéze, M.; Duffort, G.; Deveaux, M.; Pépin, G.: Hair analysis by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry in toxicological investigation of
drug-facilitated crimes: Report of 128 cases over the period June 2003 - May
2004 in metropolitan Paris. Forensic Science International 153:1, 3-10 (2005).

Cheng, W.-C.; Yau, T.-S.; Wong, M.-K.; Chan, L.-P.; Mok, K.-K.: A high-
throughput urinalysis of abused drugs based on a SPE-LC-MS/MS method
coupled with an in-house developed post-analysis data treatment systém.
Forensic Science International 162, 95-107 (20006).

Laloup, M.; Ramirez Fernandez, M.; Wood, M.; Maes, V.; De Boeck, G.;
Vanbeckevoort, Y.; Samyn, N.: Detection of diazepam in urine, hair and
preserved oral fluid samples with LC-MS-MS after single and repeated
administration of Myolastan® and Valium®. Analytical and Bioanalytical
Chemistry 388:7, 1545-1556 (2007).

77



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

Hegstad, S.; Oiestad, E.; Johansen, U.; Christophersen, A.: Determination of
benzodiazepines in human urine wusing solid-phase extraction and
high-performance  liquid chromatography-electrospray ionization tandem
mass spectrometry. Journal of Analytical Toxikology 30:1, 31-37 (2006).

Quintela, O.; Sauvage, F.-L.; Charvier, F.; Gaulier, J.-M.; Lachatre, G.;
Marquet, P.: Liquid chromatography—tandem mass spectrometry for detection of
low concentrations of 21 benzodiazepines, metabolites, and analogs in urine:
Method with forensic applications. Clinical Chemistry 52:7, 1346-1355 (2006)

Cheéze, M.; Villain, M.; Pépin, G.: Determination of bromazepam, clonazepam
and metabolites after a single intake in urine and hair by LC-MS/MS:
Application to forensic cases of drug facilitated crimes. Forensic Science
International 145, 123-130 (2004).

Feng, J.; Wang, L.; Dai, I; Harmon, T.; Bernert, J. T.: Simultaneous
Determination of Multiple Drugs of Abuse and Relevant Metabolites in Urine by
LC-MS-MS. Journal of Analytical Toxikology 31:7,359-368 (2007).

Irving, R. C.; Dickson, S. J.: The detection of sedatives in hair and nail samples
using tandem LC-MS-MS. Forensic Science International 166, 58-67 (2007).

Salomone, A.; Gerace, E.; Brizio, P.; Gennaro, M.; Vincenti, M.: A fast liquid
chromatography-tandem mass spectrometry method for determining
benzodiazepines and analogues in urine. Validation and application to real cases
of forensic interest. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 56,
582-591 (2011).

Papini, O.; Bertucci, C.; da Cunha, S. P.; dos Santos, N. A. G.; Lanchote, V. L.:
Quantitative assay of lorazepam and its metabolite glucuronide by reverse-phase
liquid chromatography-tandem mass spectrometry in human plasma and urine
samples. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 40:2, 389-396

(2006).

Xiang, P.; Sun, Q.; Shen, B.; Chen, P.; Liu, W.; Shen, M.: Segmental hair
analysis using liquid chromatography-tandem mass spectrometry after a single
dose of benzodiazepines. Forensic Science International 204, 19-25 (2011).

Villain, M.; Concheiro, M.; Cirimele, V.; Kintz, P.: Screening method for
benzodiazepines and hypnotics in hair at pg/mg level by liquid chromatography-
mass spectrometry/mass spektrometry. Journal of Chromatography B 828,
72-78 (2005).

78



[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

Sauve, E. N.; Langedegard, M.; Ekeberg, D.; Qiestad, A. M. L.: Determination
of benzodiazepines in ante-mortem and post-mortem whole blood by solid-
supported  liquid-liquid extraction and UPLC-MS/MS. Journal of
Chromatography B 883-884, 177-188 (2012).

Bugey, A.; Rudaz, S.; Staub, C.: A fast LC-APCI/MS method for analyzing
benzodiazepines in whole blood using monolithic support. Journal of
Chromatography B 832, 249-255 (2006).

Nakamura, M.; Ohmori, T.; Itoh, Y.; Terashita, M.; Hirano, K.: Simultaneous
determination of benzodiazepines and their metabolites in human serum by
liquid chromatography-tandem mass spectrometry using a high-resolution

octadecyl silica column compatible with aqueous compounds. Biomedical
Chromatography 23, 357-364 (2009).

Anderson, R. A.; Ariffin, M. M.; Cormack, P. A. G.; Miller, E. I.: Comparison
of molecularly imprinted solid-phase extraction (MISPE) with -classical
solid-phase  extraction (SPE) for the detection of benzodiazepines in post-
mortem hair samples. Forensic Science International 174, 40-46 (2008).

Moore, C.; Coulter, C.; Crompton, K.; Zumwalt, M.: Determination of
Benzodiazepines in Oral Fluid Using LC-MS-MS. Journal of Analytical
Toxicology 31, 596-600 (2007).

Kempf, J.; Wuske, T.; Schubert, R.; Weinmann, W.: Pre-analytical stability of
selected benzodiazepines on a polymeric oral fluid sampling device. Forensic
Science International 186, 81-85 (2009).

Cabarcos, A. M. B. P.; Tabernero, M.J.; Alvarez, L; Lopez, P.; Fernandez, P.:
Analysis of Six Benzodiazepines in Vitreous Humor by High-Performance
Liquid Chromatography — Photodiode-Array Detection. Journal of Analytical
Toxicology 34, 539-542 (2010).

Goucher, E.; Kicman, A.; Smith, N.; Jickells, S.: The detection and
quantification of lorazepam and its 3-O-glucuronide in fingerprint deposits by
LC-MS/MS. Journal of Separation Science 32, 2266-2272 (2009).

Beck, O.; Stephanson, N.; Sandqvist, S.; Franck, J.: Detection of drugs of abuse
in exhaled breath using a device for rapid collection: Comparison with plasma,
urine and self-reporting in 47 drug users. Journal of Breath Research 7, (2013).

Bijlsma, L.; Emke, E.; Hernandez, F.; De Voogt, P.: Performance of the linear
ion trap Orbitrap mass analyzer for qualitative and quantitative analysis of drugs
of abuse and relevant metabolites in sewage water. Analytica Chimica Acta 768,
102-110 (2013).

79



[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

Lee, X.-P.; Kumazawa, T.; Fujishiro, M.; Hasegawa, C.; Marumo, A.; Shoji, Y.;
Arinobu, T.; Seno, H.; Sato, K.: Simple method for determination of triazolam in
human plasma by high-performance liquid chromatography/tandem mass
spektrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 41, 64—69
(2006).

Di Corcia, D.; Lisi, S.; Pirro, V.; Gerace, E.; Salomone, A.; Vincenti, M.:
Determination of pharmaceutical and illicit drugs in oral fluid by ultra-high

performance liquid chromatography-tandem mass spektrometry. Journal of
Chromatography B 927, 113-141 (2013).

Ming, D. S.; Heathcote, J.: A rapid and accurate UPLC/MS/MS method for the
determination of benzodiazepines in human urine. Journal of Chromatography B
879, 421-428 (2011).

Wang, K.-C.; Cheng, M.-C.; Hsieh, C.-L.; Hsu, J.-F.; Wu, J.-D.; Lee, C.-K.:
Determination of nimetazepam and 7-aminonimetazepam in human urine by
using liquid chromatography—tandem mass spektrometry. Forensic Science
International 224, 84-89 (2013).

Salo, P. K.; Vilmunen, S.; Salomies, H.; Ketola, R. A.; Kostiainen, R.:
Two-dimensional ultra-thin-layer chromatography and atmospheric pressure
matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry in bioanalysis.
Analytical Chemistry 79, 2101-2108 (2007).

ElSohly, M. A.; Gul, W.; Avula, B.; Murphy, T. P.; Khan, I. A.: Simultaneous
Analysis of Thirty-Five Benzodiazepines in Urine Using Liquid
Chromatography— Mass Spectrometry-Time of Flight. Journal of Analytical
Toxicology 32, 547-561 (2008).

Vorce, S. P.; Levine, B.; McDonough, P. C.; Past, M. R.: An Overdose Death
Involving the Insufflation of Extended-Release Oxymorphone Tablets. Journal
of Analytical Toxicology 34, 521-526 (2010).

Borrey, D.; Meyer, E.; Duchateau, L.; Lambert, W.; Van Peteghem, C.; De
Leenheer, A.: Enzymatic Hydrolysis Improves the Sensitivity of Emit Screening
for Urinary Benzodiazepines. Clinical Chemistry 48, 2047-2049 (2002).

O’Neal, C. L.; Poklis, A.: Validation of benzodiazepine B-glucuronide primary
reference materials for hydrolysis and quality assurance controls. Forensic
Science International 79, 69-81 (1996).

80



[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

Miki, A.; Tatsuno, M.; Katagi, M.; Nishikawa, M.; Tsuchihashi, H.:
Simultaneous determination of eleven benzodiazepine hypnotics and eleven
relevant metabolites in urine by column-switching liquid chromatography - Mass
spectrometry. Journal of Analytical Toxicology 26, 87-93 (2002).

Meatherall, R.: Optimal enzymatic hydrolysis of urinary benzodiazepine
conjugates. Journal of Analytical Toxicology 18, 382-384 (1994).

Snyder, L. R.; Kirkland, J. J.; Glajch, J. L.: Practical HPLC method
development. 2. vyd. New York, Wiley-Interscience 1997.

Kirkland, J. J.; Glajch, J. L.; Farlee, R. D.: Synthesis and Characterization of
Highly Stable Bonded Phases for High-Performance Liquid Chromatography
Column Packings. Analytical Chemistry 61:1,2—11 (1989).

Claessens, H. A.; Van Straten, M. A.; Kirkland, J. J.: Effect of buffers on
silica-based column stability in reversed-phase high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography A 728, 259-270 (1996).

Neue, U. D.: Encyclopedia of Analytical Chemistry: Applications, Theory and
Instrumentation. New York, Wiley & Sons 2001.

Sykora, D.; Tesafova, E.; Vosmanska, M.; Zvolankova, M.: Moderni stacionarni
faze pro RP-HPLC. Chemické Listy 101, 190—199 (2007).

Agilent Technologies: [on-line]. Dostupné z URL: <https://www.agilent.com/en-
us/products/liquid-chromatography/columnchoices> [cit. 20.11.2017]

Friedecky, D.; Lemr, K.: Uvod do hmotnostni spektrometrie. Klinicka biochemie
a metabolismus 20:41, 152—-157 (2012).

Wahid, Z.; Nadir, N.: Improvement of one factor at a time through design of
experiments. World Applied Sciences Journal 21, 56-61 (2013).

Leardi, R.: Experimental design in chemistry: A tutorial. Analytica Chimica Acta
652, 161-172 (2009).

Eriksson, L.; Johansson, E.; Kettaneh-Wold, N.; Wikstrom, C.; Wold, S.: Design
of Experiments: Principles and Applications. 3. vyd. Umetrics Academy 2008.

Brereton, R. G.: Chemometrics: Data analysis for the laboratory and chemical
plant. London, John Wiley and sons 2003.

ToSenovsky J.: Planovani experimentd. Dostupné z URL:
<http://www.person.vsb.cz/archived/ FMMI/DOE/Planovani%?20experimentu.pd
> [cit. 20.2.2018]

81



[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

Wang, J.; Wan, W.: Experimental design methods for fermentative hydrogen
production: A review. International Journal of Hydrogen Energy 34, 235-244
(2009).

Cabala, R.; Bursova, M.: Bell-shaped extraction device assisted liquid-liquid
microextraction technique and its optimization using response-surface
methodology. Journal of Chromatography A 1230, 24-29 (2012).

Bezerra, M. A.; Santelli, R. E.; Oliveira, E. P.; Villar, L. S.; Escaleira, L. A.:
Response surface methodology (RSM) as a tool for optimization in analytical
chemistry. Talanta 76, 965-977 (2008).

Hibbert D. B.: Experimental design in chromatography: A tutorial review.
Journal of Chromatography B 910, 2—13 (2012).

Vecerkova, J.: Systematic analytic procedure for identification of unknown
medicaments in biological material. Sbornik lékarsky 95:4, 357-361 (1994).

Combie, J.; Blake, J. W.; Nugent, T. E.; Tobln T.. Morphine glucuronide
hydrolysis: Superiority of B-glucuronidase from Patella vulgata. Clinical
Chemistry 28:1, 83-86 (1982).

82



