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1. Uvod

V druhé poloviné dvacéatého stoleti nastal v oblasti farmaceutickych véd
nebyvaly rozvoj. Zdokonalovani vyzkumu a novych technologii zptisobily,
ze soucCasna farmakoterapie ma k dispozici velké mnozstvi hromadné
vyrabénych  1é¢ivych  ptipravki.  Benzodiazepiny ve  farmacii
zaznamenavame Vv 70. letech minulého stoleti.V mediciné patii mezi
nejpouzivanéjsi psychofarmaka, pokryvajici znacny pocet prokazovanych
1é¢iv v ramci terapie. BohuZzel, na jejich ptikladu je mozné ukdzat, Ze latka
s takovou celospolecenskou zavaznosti jako je leé¢ivo, mize v mnohych
piipadech ztratit svoji zékladni funkci 1€Cit. Benzodiazepiny patii dle
statistik mezi nejcastéji zneuzivané drogy, at’ uz jako drogy hlavni,nebo
vedlejsi, doplnkova, vétsSinou zneuzivana K pervitinu, heroinu a subutexu.

S problematikou prokazovani benzodiazepinovych derivati se mizeme
setkat v mnoha urovnich systému zdravotnictvi, at’ jiz jako 1ékarf ¢i sestra u
lizka pacienta pii intoxikacich, pfi kontrole terapie na psychiatrickych
odd¢lenich, Vv laboratotich provadéjicich terapeutické monitorovani 1é¢iv
Vv laboratofich klinické biochemie, toxikologie, pracovniho a soudniho
Iékarstvi, které zabezpecuji identifikaci cizorodych latek Vv biologickém

materialu.




Chyba! Nenalezen zdroj odkazt.

2. Cil prace

Cilem mé bakalarské prace bylo shrnout v praxi nejcastéji pouzivané
metody upravy biologického materialu pied stanovenim benzodiazepint a
také moderni metodické pfistupy, které jsou pro laboratorni praxi nové.
V prvni ¢asti se prace vénuje problematice noxy, tedy benzodiazepinovym
derivatim, jejich biotransformaci a ptitomnosti Vv riznych biologickych
materialech. Druhd ¢ast je zaméfena na metody Upravy biologického
materidlu  vyuzivané v ramci terapeutického monitorovani 1éCiv,
Vv biochemickych a toxikologickych laboratotich, jakoz i metody pouzivané

ve forenzni toxikologii.
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

3.Benzodiazepiny

Benzodiazepiny jsou skupinou latek pouzivanych hlavné jako anxiolytika,
hypnotika, sedativa, myorelaxancia a antiepileptika. Podporuji ucinek
kyseliny gamma-aminomaselné® (GABA), ktera je hlavnim inhibitorem
neurotransmitert. Tyto inhibi¢ni u¢inky jsou zprostiedkovany specifickymi
benzodiazepinovymi receptory vV komplexu GABA, receptor a kanal pro
chloridové ionty. GABA otvird chloridové kanaly v membranach a
oslabuje tim reakci na depolarizujici podnéty. V dusledku tohoto déje klesa
drazdivost neuronu. >

Zakladni strukturu celé skupiny benzodiazepini tvoii benzodiazepin,
chemicky nazev 1#-benzo-1,4- diazepin, bicyklicka slouc¢enina obsahujici
ve sve struktufe benzenové jadro a sedmiclenny heterocyklus se dvéma

atomy dusiku (viz obr.1).?

]
/ T’ Nx
SNy
Obrazek 1.

Tato slou€enina slouzi jako vychozi struktura pro odvozeni dalSich derivat
pouzivanych v 1é¢ebné praxi. K témto latkam patii napiiklad diazepam,
oxazepam, chlordiazepoxid, nitrazepam, bromazepam, triazolam i
flunitrazepam, ktery je spolu s midazolamem, temazepamem, lorazepamem
a alprazolamem povazovan za jeden z nejnavykovéjsich benzodiazepint.
Pro zachovani aktivity jednotlivych derivatl je dilezita ptitomnost

zékladniho skeletu, ktery je v poloze 5 substituovan fenylem. Déle Gc¢inek
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

ovlivituje substituce v poloze 7, zejména halogenidy (anxiolyticky Uc€inek)
a nitroskupinou (hypnoticky tc¢inek). Pro ovlivnéni kvantitativnich 0¢inkt
je vhodna substituce v poloze 1,2,3 a 4, naptiklad pfipojenim triazolového
kruhu v polohach 1 a 2 (alprazolam). *

Benzodiazepiny maji velkou terapeutickou §ifi a nelze se tedy jimi tak
snadno ptfedavkovat. Velmi nebezpecné jsou vSak kombinace s jinymi
tlumivymi latkami, véetné alkoholu, kdy muze dojit k utlumu dechu a
nasledné smrti. DalSim rizikem je snadny vznik psychické a somaticke
zavislosti. Stav po preddvkovani benzodiazepiny lze vyfeSit pomoci
specifického antidota. Tato latka (flumazenil) plsobi jako antagonista
benzodiazepini. Ma sice afinitu k benzodiazepinovym receptorim, ale

chybi mu vnitini aktivita.?

Ze statistiky UZIS za rok 2006 vyplyva, Ze V toxikologické laboratofi
Ustavu soudniho 1ékaistvi v Praze 2 byly v biologickém materialu

nejb&znéji prokazovanymi benzodiazepiny derivaty uvedené v tabulce ¢. 1.°

1é¢ivo HVLP
diazepam Diazepam
alprazolam Xanax, Neurol
nitrazepam Nitrazepam

bromazepam | Lexaurin

klonazepam Rivotril

Tabulka 1.

-12 -



Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

3.1 Zakladni charakteristika nejcastéji prokazovanych

derivati benzodiazepinu

Benzodiazepiny vykazuji mimo anxiolytickych ucinkt, také ucinky
tlumivé, myorelaxacni a antikonvulsivni. Jsou pfedepisovany nejcastéji pii
uzkostnych stavech, fobiich a poruchach spanku, dale pak také jako
antiepileptika. Krom¢ toho je mozné jejich vyuziti jako myorelaxa¢niho
prostfedku a také v anestezii (diazepam, viz obr.2, 1é¢ivé pripravky tab.
2). Alprazolam (viz obr.3 a tab. 3) ma schopnost ve vyssich davkach
plusobit také na panické Uzkostné¢ stavy, fobie a obsese. Vyrazny
hypnoticky ucinek vykazuje nitrazepam (viz obr., tab. 4), ktery se zaroven
pouzivd jako antikonvulzivum pii kieCich. Intenzivni, rychle nastupujici
anxiolyticky tc¢inek na zacatku 1é¢by ma bromazepam (viz obr., tab. 5).
Klonazepam (viz obr., tab.6), v nitrozilni aplikaci, se pouziva pfi
epileptickych zachvatech s kieCovymi stavy pro své vyrazné antikonvulzni
a sedativni uCinky.

Benzodiazepiny vSak vykazuji fadu nezadoucich uc€ink, jako je Uinava,
utlum az ospalost, svalova slabost, bolesti hlavy a sucho v ustech.
Zavaznym nezaddoucim uc¢inkem je riziko vzniku zdvislosti a ovlivnéni
schopnosti fidit motorova vozidla. Miuzou vyvolat deprese nebo naopak
stavy euforie. U nékterych pacientl muize dojit k atlumu krvetvorby,
hypotenzi, inkontinenci mo¢i, hepatotoxicité nebo alergické kozni reakci. U
vSech preparatl se doporucuje 1écbu pierusit postupné a davky sniZzovat dle

individualnich plazmatickych hladin, které by mély &init 25-30 ng/ml.°

-13-



Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Diazepam
Cl
Ph \ N—-=CH;
M
0
Obrazek 2.: chemicky vzorec diazepamu ®
Nazev ptipravku Slozeni Forma Iéku
Diazepam  Slovakofarma | Diazepamum 2mg tablety
2mg
Diazepam  Slovakofarma | Diazepamum 5mg tablety
5mg
Diazepam  Slovakofarma | Diazepamum 10mg tablety
10mg
Diazepam Biotika Diazepamum 5 mg v 1 ml Injekéni roztok
roztoku
Tabulka 2. °
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Alprazolam

il

LT

Obrizek 3.: chemicky vzorec alprazolamu®

Nézev piipravku Slozeni Forma I¢ku
Frontin 0,25mg Alprazolamum 0,25mg Tablety
Frontin 0,5mg Alprazolamum 0,5mg Tablety
Frontin 1mg Alprazolamum 1mg Tablety
Helex 0,25 Alprazolamum 0,25mg Tablety
Helex 0,5 Alprazolamum 0,5mg Tablety
Helex 1 Alprazolamum 1mg Tablety
Neurol 0,25 Alprazolamum 0,25mg Tablety
Neurol 1,0 Alprazolamum 1mg Tablety
Xanax 0,25mg Alprazolamum 0,25mg Tablety
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Nazev ptipravku Slozeni Forma Iéku
Xanax 1mg Alprazolamum 1mg Tablety
Xanax 2mg Alprazolamum 2mg Tablety
Xanax SR 0,5mg Alprazolamum 0,5mg Tablety
Xanax SR 1mg Alprazolamum 1mg Tablety
Xanax SR 2mg Alprazolamum 2mg Tablety
Xanax SR 3mg Alprazolamum 3mg Tablety

Tabulka 3. °
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Nitrazepam
O
Ph MH
N\/&
0
Obrézek 4. .. Chemicky vzorec nitrazepamu *

Nazev ptipravku SloZzeni Forma léku
Nitrazepam Slovakofarma | Nitrazepamum 5mg Tablety
Nitrazepam Slovakofarma | Nitrazepamum 10mg Tablety
Forte

Tabulka 4.°
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Bromazepam

Br

7N NH

Obrazek 5. .. chemicky vzorec bromazepamu ®

Nazev piipravku Slozeni Forma léku
Lexaurin 1,5 Bromazepamum 1,5mg Tablety
Lexaurin 3 Bromazepamum 3mg Tablety
6
Tabulka 5.
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Klonazepam

MNH

L

Obrazek 6.: chemicky vzorec klonazepamu®

Nézev ptipravku Slozeni Forma léku

Rivotril Inj. Clonazepamum 2,5/ml, | Injekce
Img/1ml

Rivotril 0,5mg Clonazepamum 0,5mg Tablety

Rivotril 2,0mg Clonazepamum 2mg Tablety

Rivotril 2,5mg/ml Clonazepamum 2,5mg/ml Peroralni kapky

Rivotril Clonazepamum 1mg/ml Injekce

Tabulka 6. °
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

3.2 Osud léciva v organismu
Léc¢iva obecné dosahuji cilového orgdnu krevni cestou, musi se tedy
nejdiive do krve absorbovat. Tato absorbce zavisi na druhu aplikace 1é¢iva
a zpusobu podani. Benzodiazepiny se podavaji bud’ peroralné, u¢inna latka
se absorbuje do krve ze Zaludecni a stievni sliznice nebo piimo vstupuji do
krve pfi intravendznim podéni. Pfi pfipadném naneseni 1éciva na sliznici
ust (klonazepam) se latka nanasi pfimo na misto absorpce a tim je
urychleno vsttebani do krve.

Absorbované 1é¢ivo se z krve dostava dale do riznych télnich tkani.
V této distribucni fazi se benzodiazepiny caste¢né¢ vazi na plazmatické
bilkoviny, ¢ast 1é¢iva zlistava nevazana. Volna (nevazand) frakce difunduje
pies kapilarni sténu a dosdhne efektorového organu. Vazané 1é€ivo plisobi
jako inaktivni rezervoar. 2

Hlavnim organem metabolismu 1é¢iv jsou jatra, kde dochazi k jejich
chemické preméné-biotransformaci. Vétsina 1éCiv, ke kterym patii i
benzodiazepiny, se transformuji pomoci nespecifickych enzymu
lokalizovanych v hladkém endoplazmatickém retikulu bunék. Enzymy
pusobi tak, Ze méni strukturu a vlastnosti 1é¢iva, aby bylo mozné ho snadno
z organismu vyloucit ledvinami. Obyc¢ejné probiha biotranformace ve dvou
fazich. V prvni fazi dochéazi k chemickym reakcim jako je oxidace,
redukce nebo hydrolyza. Dojde k odkryti funkénich skupin molekuly
1éCiva, polarita molekuly se zvySuje a tim je navozen stav, ktery je
ptfedpokladem pro druhou fazi biotransformace. V druhé fazi dochdzi
k syntetickym, konjuga¢nim reakcim. Lécivo i jeho metabolity se spojuji
s endogennimi slouceninami, naptiklad s kyselinou glukuronovou, sirovou

nebo octovou. Vzniklé konjugaty jsou polarnéjsi a tak snadnéji
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

eliminovatelné nez puvodni 1é¢ivo. AvSak nékterd 1éCiva jsou preménéna
na dostateCné polarni metabolity jiz v prvni fazi biotransformace a jsou
vylu€ovana bez nésledné konjugace V pribchu biotransformace se t¢Z méni
i farmakologicky tGc¢inek 1é¢iv. Pii prvni fazi dochazi bud’ k aktivaci nebo
inaktivaci 1é&iva, v prabshu druhé faze jsou 1é&iva vzdy inaktivovana.’

Pii exKkre¢ni fazi je 1éCivo nezvratné vylouceno z organismu. Mezi
hlavni exkrecni mechanismy patii renalni a biliarni exkrece, v mensi mire
je 1éCivo vyluCovano slinami, potem a u kojicich matek matefskym

mlékem.?

3.3 Biotransformace vybranych benzodiazepini

Terapeuticky vyuzivané  benzodiazepiny jsou vétSinou derivaty 1,4
benzodiazepin-2-onu. Chemicky vzorec (viz obr. 7.)® Nejvétsi podet

1é¢ivych pripravki jsou vsak derivaty 1,3 -benzodiazepin-2-onu.

Obrazek 7.

Z hlediska biotransformacnich reakci je dulezity substituent v poloze 7. U
chlorderivati (diazepam) probihaji v prvni fazi biotransformace reakce

oxida¢ni. Demetylaci diazepamu vznika nordiazepam, hydroxylaci jadra
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

vznika 3-hydroxydiazepam. Kombinaci obou reakci dojde k vytvofeni 3-
hydroxynordiazepamu a nordiazepamu. Ty jsou pak pouzity jako prekurzor
pro naslednou konjugaci s kyselinou glukurunovou a sirovou. V mensi miie
probihd zarovenn 1 hydroxylace substituentu S néslednou konjugaci. V
ptipadé, Ze je substituovana v poloze 7 nitroskupina (nitrazepam,
klonazepam), probihda biotransformace odliSnym zptsobem. Hlavni
metabolickou reakci této skupiny benzodiazepint je redukce nitroskupiny
na odpovidajici aminy. Nitrazepam je transformovan na dva hlavni
metabolity, redukovanou formu ¢asto oznaCovanou jako aminonitrazepam
a jeji acetylderivat. Klonazepam je redukovan na amin, nasleduje acetylace
vzniklého aminu a hydroxylace v poloze 3.

Dalsi variantou biotransformace benzodiazepint je hydrolytické Stépeni
cyklu, které bylo pozorovano u obou typi derivatt, jak chlorderivata, tak i
nitroderivatl. Vznikaji substituované benzofenony, povazované za
skute¢né metabolity.

Nasleduje konjugaéni reakce, pii které dochazi ke spojeni slozky

organizmu vlastni a xenobiotika. Konjugaty tvoii metabolity 16¢iva.?

Diazepam

Ze zazivaciho traktu se rychle vstfebava, maximalni koncentraci v plazmé
dosahuje za 0,5 az 2 hodiny. Po peroralnim podani dosahuje vySsSich
plazmatickych koncentraci nez pti parenteralnim zptisobu aplikace. Vysoké
procento 1éciva (98-99%) se vaze na proteiny krevni plazmy. Primérny
polocas diazepamu v plazmé je 30 hodin. Vylucovan je ptevazné moci ve

form& metabolitd, stolici (10%). Diazepam piechazi do matefského mléka.’
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Alprazolam

Alprazolam se po perordlnim podani z GIT rychle a dobfe vsttebava,
maximalnich hladin v plazmé dosahuje za 1-2 hodiny. Na plazmatické
bilkoviny se vaze z 70-80%. Polocas alprazolamu je 10-15 hodin. Je
vylucovan moci ve formé konjugati. Alprazolam piechazi do matetského

mléka, proto je jeho uzivani v dobé kojeni nevhodné.’

Nitrazepam

Nitrazepam se rychle absorbuje z GIT, maximalni koncentraci v plazmé
dosahuje za 0,5 az 4 hodiny. 85-88% léCiva se vdZze na plazmatické
bilkoviny, elimina¢ni polocas kolisa mezi 24-29 hodinami. Asi 5% IéCiva
se vylucuje mo¢i v piivodni formé, zbytek ve formé metaboliti. V dobé

laktace je jeho uzivani nevhodné, protoze prechazi do mateiského mléka.’

Bromazepam

Po peroralnim podéani je maximalni koncentrace bromazepamu v krevni
plazm¢ dosazeno béhem 1 az 2 hodin. Na plazmatické bilkoviny se vaze
pramérné 70% lé¢iva. Polocas eliminace je 12 hodin (od 8 do 20 hodin),
avSak u starSich pacientdl mize byt delsi. Vylucuje se moc¢i ve formé
konjugatt. Predpoklada se piestup do matefského mléka. Z kvantitativniho
hlediska ptevladaji dva metabolity: 3-hydroxy-bromazepam a 2-(2-amino-

6-brom-3-hydroxybenzoyl) pyridin. °
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Klonazepam

Podany per os dosahuje maximalni plazmatické koncentrace za 1-4 hodiny.
Na plazmatické bilkoviny vaze z 85%. Elimina¢ni polocas je mezi 20 az
60 hodinami. Vylucuje se z 10-30% stolici, zbytek moci.

Hlavni metabolit je 7-amino-clonazepam. Prestupuje pies placentarni

bariéru, Ize tedy piedpokladat také prestup do matetského mléka.’
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Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

4. Biologicky material

Analyzu na pfitomnost benzodiazepini lze provadét v riznych druzich
biologického materidlu. Pii volb¢, jaky material pouzijeme, vychézime

7 nékolika hledisek.t°

*Vhodnost pro sledovani stanoveného cile

Jiny material bude preferovat laboratof monitorujici lIékové hladiny (krev,
plazma, sérum)", biochemicka laboratof (krev, sérum, plazma, mo&)™.
V toxikologické laboratofi bude preferovana moc¢, zalude¢ni obsah, sliny,
vlasy a krev, v laboratofi forenzni toxikologie jsou vyuzivany mimo vyse

jmenované materialy jeSté organy.

* Dostupnost materialu
Zejména v klinické praxi zéalezi na dostupnosti vhodného materialu,

v souvislosti s charakterem odbéru (invazivni, neinvazivni).

* Metodické moZnosti
Rozhodnuti, jaky biologicky materidl zvolime, zalezi na zavadéni riznych

analytickych postupi a metod.

* Problematika biotransformace
Farmakokinetika xenobiotik se v riznych druzich biologického materialu
1i§i. Zalezi zejména na zplsobu vylucovani 1é¢iva do jednotlivych télnich

kompartementi. '
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Krev

Hladina xenobiotika v krvi zavisi na dob¢, ktera uplynula od vstupu noxy
do organizmu, rychlosti vstiebavani a vylu¢ovani. I kdyz je krev cCasto
pouzivana, tvoii z hlediska analyzy na pifitomnosti xenobiotik nejslozitéjsi
soustavu. Pevné soucasti krve, erytrocyty, jsou soucasti intracelularniho
systému, ktery je s okolnim extracelularnim systémem v rovnovaze. Udrzet
rovnovahu tohoto systému i po odbéru krve je znac¢né slozité.Vlivem
teploty 1 neSetrného odbéru krve mizZze dojit k hemolyze, totalnimu
vyplaveni intracelularnimu obsahu. Pii analyzach je tfeba témto
skutecnostem vénovat pozornost, protoze timto zplisobem muze dojit ke
zkresleni vysledkd stanoveni’®. Z hlediska specifi¢nosti nalezi

benzodiazepinit VvV krvi vychazime V toxikologické analyze z néleza

ptvodnich forem i nékterych metaboliti®

Sérum

Sérum vznika srdzenim nativni krve. U akutnich stavii, kdy je potieba
prokéazat benzodiazepiny okamzité, se doba srazeni urychluje odbérem do
specidlnich zkumavek s ptidavkem akceleratoru a plastovych kulicek. Ke

W a4 W r . we W W 4 . 4 10
zietelnéjSimu oddéleni dojde pti odsttedéni nativni krve.

Plazma

Plasma se ziska odstfedénim krve s pfidavkem antikoagulaéniho
prosttedku. Kodbéru se pouzivaji komeréné vyrabéné zkumavky
s piidavkem citratu sodného,oxalatu sodného, heparinu a sodné nebo
draselné soli kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA). Vzorek je
okamzité piipraven pro dal§i zpracovani, také objemové je zisk vzorku

oproti séru vys$Si. Biochemické laboratofe preferuji heparinidt sodny a
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draselnou stil EDTA', v problematice monitorovani 1é&iv se pouziva jako

antikolagulans jesté citrat sodny a oxalat sodny™.

Moc¢
V moc¢i nachdzime pifevazné metabolity plvodnich forem 1é¢iv, tedy i
benzodiazepinii. V disledku biotransformace jsou metabolity latkami
polarngjsimi, nez pivodni forma a jejich resobce z tubularniho systému je
snizena. Proto se v moci hromadi. Tento fakt je vyhodny zejména
Vv toxikologickém  screeningu pifi  pouziti komeréné  vyrabénych
imunochemickych seti (Syva Rapid test, Dynex test, Chemtrue test). Pfi
identifikacnich analyzach je vSak nutné se zaméfit na prikaz
odpovidajicich benzofenond, vzniklych po hydrolytickém Stépeni
metaboliti benzodiazepini.”® Pro odbér mo&i na biochemické vysetfeni
celkovych benzodiazepini je vyzadovan, dle Ceské spoleénosti klinické
biochemie, odbér do plastovych nadobek™.

Pfi monitorovani 1€kové terapie je moC ve veétSiné piipadl
nevhodna. Problémem jsou zejména nafedéni objemu moci zavislé na
piijmu tekutin, variabilni ovlivnéni pH potravou a naro¢nost hodnoceni

nalezu, vzhledem k ¢asové nekontrolovanému odbéru vzorku'®.

Zalude&ni obsah

V zalude¢nim obsahu se nachazeji nezménéna 1é¢iva. Neni vyjimkou ani
nalez celych tablet. V klinické toxikologii se vyuziva také prvni porce

7alude&niho vyplachu a zvratky.'*

-27 -



Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Organy
Ve forenzni praxi se post mortem odebiraji k analyze jatra, ledviny a
slezina. V extraktech zorgant sSe nachazi zejména metabolity

. . ) e . 4 r M o 4 b4 - 15
benzodiazepini, pii masivnich otravach i1 pivodni formy téchto 1éCiv.

Materské mléko

V sou€asné dob¢ se klade velky diiraz na kojeni novorozencl. Je tedy
nezbytné védét, do jaké miry pfechazi 1¢é¢ivo do mateiského mléka.
Babjuk uvadi sledovani lékovych hladin karbamazepinu u kojicich

matek.*°

Sliny

Vétsina 1€Civ, tedy 1 benzodiazepiny, piechazi diftzi do slin, kde jejich
hladina zpravidla dobte koreluje s plazmatickou koncentraci. Nicméné
zatim jsou sliny povazovany za alternativni materidl, vyuzivany
k jednoduchému neinvazivnimu screeningu napiiklad DynexTest®

SalivaScreen.®’

Vliasy

Noxa je uzamcena do bunéénych struktur vlasu, ktery postupné odriista.
RozloZeni podél délky vlasu odpovida vyskytu 1éciva v krevni cirkulaci
v minulosti.*® Vlasy jsou stejn& jako sliny zatim povaZzovany za alternativni

material.
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5. Uprava biologického materialu

Cilem tUpravy biologického materidlu je rozruSeni biologické matrice a
extrakce sledované latky. Protoze vzorky jsou slozité smési, je nutné
odstranit ruSivé endogenni latky, které by mohly interferovat pii vlastni
analyze nebo poSkodit kolony v nasledné pouzZitém chromatografickém
systemu. Pti sledovani lé€iv v biologickém materidlu je vétSinou nutné
stanovit pozadovanou noxu ve velice nizké koncentraci, proto je casto

nutne€ provest béhem upravy zakoncentrovani vzorku.

5.1. Terapeutické monitorovani léciv
Terapeutické monitorovani 1€kt (TDM) ma za cil urcit spravny rezim
davkovani 1éciv v pribéhu terapie. UrCovani koncentrace benzodiazepinti
v pribé¢hu terapie je publikovano u karbamazepinu a klonazepamu
v souvislosti s jejich antiepileptickymi uéinky."

V nékterych  laboratofich je sledovdana hladina diazepamu a
desmethyldiazepamu dle doporudeni osetiujiciho 1ékate a farmakologa.'®
Lékové hladiny se sleduji zeyména pii nedostatecné terapeutické odpovedi
na léCbu, pi1 podezieni na toxickeé vedlejsi U€inky a nezadouci interakci
S jinymi léCivy.

Pouzivané analytické metody vyzaduji r0zné postupy pii Upravé
biologického materialu. Vzorek je potieba upravit tak, aby forma a

koncentrace 1é¢iva odpovidala moznostem detekce.
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5.1.1 Naredéni biologického materialu

Metoda je jednoduchou tpravou biologického materialu, pouzivanou jak
pted extrakci organickymi rozpoustédly, tak pfed HPLC analyzou. Vytézek
je obycejné vyssi nez pii piimé extrakci organickymi rozpoustédly.

Faith doporucuje ziedit mo¢ vodou 1:4, plazmu 1:5, eventuelné v piipadé

plazmy pouzit k fedéni 5% kyselinou trichloroctovou.’

5.1.2 Deproteinace biologického materialu pro potieby TDM
Je dal$i metodou zpracovani biologického vzorku, zejména plazmy, pro
dalsi analyticky postup. Uéelem je odstranéni rusivého vlivu endogennich
latek. Tim je zajiSténa ochrana kolon a kapilar pii nasledné HPLC analyze.
Odstranéni proteini provadime precipitaci, denaturaci pomoci enzymi,
dialyzou nebo ultrafiltraci. Do supernatantu piechazi volna 1 vazana frakce
1é¢iva. '

Precipitace pomoci silnych kyselin nebo hydroxidu

Obecné rozSifend je precipitace kyselinou trichloroctovou, kyselinou

sulfosalicylovou nebo &erstvé piipravenym hydroxidem hote¢natym.™

Vysolovani neutralnimi solemi

V této metod€¢ se pouzivéa zejména siran amonny, ve specialnich ptipadech
siran hotecnaty. Do roztoku biopolymeru se stl pfidava po malych davkach
Vv pevném stavu nebo jako nasyceny roztok za stalého michéani. Precipitat

je poté oddélen centrifugaci.™

-30-



Chyba! Nenalezen zdroj odkazd.

Precipitace téZkymi kovy
Pouziti soli tézkych kovl je velmi Uc¢inné, vyhodou je neutrdlni pH

vysledného supernatantu.®

Precipitace organickymi rozpoustédly
Z hlediska nasledné instrumentace HPLC, eventuelné¢ GC, je vyhodné
pouziti ethanolu v poméru 1:2. Dalsi rozpoustédla pouzivana k precipitaci

jsou acetonitril, aceton a methanol.

Enzymova deproteinace

Deproteinace probiha plisobenim proteolytickych enzymil. Zv1asté vyhodna
je tato technika pro zékladni screening. Pro deproteinaci vzorku pied
vySetfenim na pfitomnost benzodiazepini Babjuk doporucuje pouzit smeés

proteinas.

5.1.3 Membranové separacni metody
Pti ultrafiltraci ziistava vazana slozka léciva spolecné s proteiny na stejné
stran¢ membrany. Supernatant prosly membranou obsahuje jen volné

14 N rwv e 10
vazanou slozku 1é¢iva.

Membranova filtrace
Nékdy je tato technika oznaCovana jako ultrafiltrace. Molekuly v roztoku
se oddéluji na zdkladé¢ své velikosti prichodem pies polopropustnou

membranu. Membrany jsou vyrabény s riiznou velikosti porti a také pro
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rizné objemy (napiiklad Centrisart , Sartorius). Odd¢leni volné a vazané

frakce vzorku se provadi centrifugaci v thlovém rotoru.™

5.1.4 Extrak¢éni metody pro ucely TDM

Dalsi moznosti, jak odstranit endogenni latky z biologického materialu a
izolovat benzodiazepiny a jejich metabolity, je pouziti extrakénich metod.
Utelem extrakce v TDM je separace konkrétni latky od balastil, které by
mohly pii stanoveni interferovat. Nejpouzivangjsi technikou je extrakce

kapalinou, modern&jsim piistupem je pak extrakce na pevnych fazich.'

Extrakce kapalinou-liquid liquid extrakce(LLE)

Zakladnim principem této metody je d€leni latek mezi dvé nemisitelné
kapalné faze. Prvni fazi je vodna sloZka, druhou tvoii s vodou nemisitelné
organické rozpoustédlo. Vice hydrofilni analyty preferuji polarni slozku,
zatimco hydrofobni latky prechazeji snadno do organického rozpoustédla.
Béhem extrakce tedy piechazi 1é¢ivo z biologického materidlu (vodna
slozka) do s vodou nemisitelného organického rozpoustédla. Rozpoustédlo
se odpafi dosucha, odparek je vétSinou rozpusStén v mobilni fazi a
nastfikovdn na kolonu. Analyty se rozdéluji mezi tyto faze na zakladé
riznych rozdé&lovacich koeficientli . Extrakéni proces zavisi na fyzikalné
chemickych  vlastnostech rozpoustédla, pH vodné faze, vzajemnému
poméru fazi, zpusobu a dob¢ trvani extrakce a zpusobu piedchoziho

zpracovani vzorku.
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*Vlastnosti rozpoustédla

Rozpoustédlo volime predevSim dle charakteru extrahované latky.
Rozpoustédla pouzivana pro LLE by méla mit nasledujici vlastnosti:

* nizka rozpustnost ve vod¢ (< 10%)

* t€kavost

 kompatibilita s HPLC detekci

* vhodna polarita pro maximalni vytéznost

* vysoka Cistota pro minimalni kontaminaci vzorku

Pro extrakci benzodiazepinti se pouZziva v metodach TDM jako

rozpoustédlo diethylether a chloroform.

* Vliv pH vodné faze

Upravou pH vodné faze dosahneme vy33i selektivity a vytéznosti extrakce.
Benzodiazepiny jsou latky , které patfi mezi amfotery a baze. Pii vySSim
pH vodné slozky je potlacena jejich disociace a tak 1épe prechéazeji do

organického rozpoustédla.

* Vliv vzajemného poméru nemisitelnych fazi
Babjuk uvadi jako nejvhodnéjsi pomér vodné a organické faze 1:5 az 1:10.
VEtSim mnozstvim organického rozpoustédla dosdhneme vyssiho vytézku

extrakce.

* Zpiisob a doba trvani extrakce
Vyss§i extrakéni G€innost zajisti dvojndsobnd extrakce s poloviéni davkou

rozpoustédla. Doba extrakce nema byt neimérné dlouha, protoze hrozi
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tvorba emulzi. BéZn¢ se pouzivaji sklenéné délici nalevky o riiznych

objemech (viz obr ¢.8)

Obrazek 8.: Délici nalevky

Vyttepavat je také mozZné€ piistroji s regulaci intenzity tiepani a casovym
spinacem.

V systtmu TDM je stanovovana latka znama, je tedy mozné pouzit
analyticky postup na stanoveni mikrokvant a extrakci provadét ve
sklenénych zkumavkach. Po vytfepani na automatizované tifepalce Se

extrakt odebere poloautomatickou pipetou s vyménitelnou $pic¢kou.™

Mikroextrakce kapalina-kapalina, Liquid Phase Micro Extraction
(LPME)

V roce 1996 byla poprvé piedstavena metoda miniaturizace LLE. Metoda
vyuziva kapky rozpouStédla na konci teflonového vldkna. Jednd se o
jednoduchou a rychlou metodu Upravy vzorku biologického materialu pred
instrumentaci HPLC. Nové&ji se pouziva kapky rozpoustédla na Spicce

nastiikové jehly pred instrumentaci GC. ***
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« Hollow Fibres Liquid Phase Micro Extraction (HF-LPME)

Do roztoku vzorku je ponotfené duté porézni vldkno, které je vyplnéno
extrakénim cCinidlem. Publikovana byla metoda stanoveni mirtazapinu

z plazmy s naslednou chiralni separaci.”?

« Single Drop Extraction(SDE)

Kapka rozpoustédla natazena do nastfikového pistu je pomoci jehly
ponofena  do nadobky s analyzovanym roztokem. Po 15 minutach
extrahovani kapkou rozpoustédla je kapka pistem opét vtazena ven.
Vytazend jehla znadobky se vzorkem je posléze injektovana do

chromatografického piistroje.?

Extrakce na pevné fazi( Solid Phase Extraction, SPE)
Technika izolace, ¢iSténi nebo obohacovani stanovované sloZky na malych
kolonkdch naplnénych sorbetem, iontoméni¢em nebo gelem.Vzorek
vV roztoku se proléva podtlakem, zachycené slozky se po promyti uvolni
vhodnym rozpoustédlem.Tato Casto pouZivand metoda je vhodna nejen
Kk odstranéni biomatrice, ale i pro zakoncentrovani vzorku. Vyhodou je
prace s menSimi objemy, jednoduché provedeni, snadné skladovani a
transport vzorkll. Kolonky maji tvar injekéni stiikacky (obr.9), sorbenty
mohou mit rizné fyzikdlné-chemické vlastnosti. Pro separaci
benzodiazepinii jsou vhodné nepolarni sorbety, pfedev§im s navdzanymi
funkénimi  skupinami C18 napf, Supelco, Strata (XPhenomenex),
LiChrolut(Merck).2*#2%27

Pro extrakci benzodiazepinti byl publikovan tento postup. Kolonka se
proplachne predepsanym rozpoustédlem, pro benzodiazepiny je vhodna

smés hexanu, acetonu, methanolu a vody. Dojde tak k aktivaci pevné faze
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pro interakci se vzorkem. Nasledné se upravi prostiedi pro vlastni vzorek
proplachnutim roztokem hydrogenuhli¢itanu draselného pufrovaného na
pH 7. Po nadavkovani se vzorek sorbuje na pevné fazi, matrice prochéazi
volné kolonkou. Proplachnutim ethylacetitem dojde k vyplachnuti zbytku
biomatrice, avSak zadané 1é¢ivo zustava sorbovano na kolonce. Eluce
benzodiazepinii se provadi opét smési hexanu a acetonu. Pred analyzou
pomoci GC je eluat vysusen dusikem.”

Pro separaci benzodiazepinii z moce byl s dobrym vysledkem pouzit

material Sep-Pak, elu¢nim ¢inidlem v tomto pfipadé byla smés methanolu a

vody.”®
Konvenéni” Membranova Mem;;aEnoua
SPE SPE
na 96-jamkové desti¢ce
Rezervoar Rezervoar e 8%8‘%\
_~ (nadrzka) " (nadrzke) %8§888% \
T DC);C‘I‘C:‘)C)C:DD
] Membrana ] i ; ’ ‘ ! ‘
Horni frita /| % Pradfiltr |
| .. [ Sorbent Krouzek  ‘gregp T =
[ Dolni frita
L Podpora
T Spigka (luer)

Piedfiltr

Membrana

Obrazek 9. : Schema SPE
MozZnost pouZiti nékolika (az desitek) SPE kolonek ¢i diski soucasné,
zkracuje dobu potiebnou k piipravé vzorku. Set na 96. mistné desti¢ce Viz

obr.9.
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 Membranova SPE- extrakéni disky

Jedna z modernich forem SPE jsou tenké membrany z teflonu umisténé
v SPE kolonkach.( viz obr. 10). Hlavnimi vyhodami této metody je
moznost zakoncentrovani vzorku ve velmi uzké z6né membrany a také
malé mnozstvi rozpoustédla pottebného k eluci. Tyto disky byly zkouseny
pro separaci neutralnich a bazickych 1é¢iv z moce s vysokou névratnosti.
Vzorek moce byl zfedén 2 ml fosfitového pufru a aplikovan do
predupraveného disku a nasledné vymyt vodou. Pro eluci neutralnich latek
byla pouzita smés acetonu a ethylacetatu 1:1, pro bazicka léCiva pak
cthylacetat obohaceny amoniakem. Po nasledném vysuSeni néasledovala

analyza pomoci GC.*

Obrazek 10: Extrak¢ni disk
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Sorbenty pro extrakci mohou byt také umistény piimo do Spicek
automatickych pipet. (viz obr.11) Tato metoda se nazyva SPE-PTs (Solid
phase extraktion-pippete tips) a jeji pouziti bylo popsano pii extrakci

diazepamu z plazmy, pred naslednou instrumentaci GC.*°

Obrazek 11.: Spicky automatickych pipet naplnéné sorbentem.

e Polymery s molekularnim otiskem ( Molecular Imprinting Polymers-

MIPS)

Ptipravuji se polymeraci vysoce zesitovaného polymeru S monomerem

obsahujicim ,templatovou* molekulu. Po jejim odstranéni je polymer
pouzit jako selektivné vazajici medium pro latky strukturné podobné.

Metoda byla pouZita pro extrakei diazepamu a jeho metabolitd z vlast.*
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« On line SPE

Proces SPE je pfimo spojen s analytickou metodou, nejcastéji

HPLC(obr.12). Tento postup byl zkouSen pro analyzu alprazolamu,
klonazepamu a nitrazepamu ze séra a plazmy s vysokou navratnosti.*?
Vyhodou této metody je pifimé davkovani vzorku télnich tekutin a tim
bezpe¢na manipulace s infekénim materidlem. Metoda je vysoce citliva a
pfesna. Dale byla metoda pouzita pfi analyze antidepresiv a jejich

metaboliti v plasmg, v tandemu LC-MS-MS.*

— oo

Dispenser

£l Rl HPLC pumpa
]-l smyéka
hadiéky s \ X 6,«» P
& pufrem Analyticka kolona
= f==—\ 4 ‘j{“\ﬁ '/ B-cestny ventil
d @ [
c =% INJECT position
S | (nastiik)”
L &
= e | ey, |LOAD Posztlon
- {"prac vl palahal

\'.

r:-—l—~<+ nastavitelna vyska kapilary/pistu

o~ SPME kKapilara

nadobka s
rozpoustédlem

~~|]—f““-~-- jehla k propichnuti septa
nadobka se vzarkem
ey, QQ\"A;QQ@&Q

—————————

Obrazek 12.: Schéma On-line SPE
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Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase microextraction,SPME)

Tato metoda byla vyvinuta specidlné pro naslednou instrumentaci HPLC
nebo GC analyzu. Sorbent je nanesen na vldkno ve formé tenkého filmu.
Povrch tohoto vlakna chrani ocelova kapilara, do které je mozné vlakno
zasouvat. Zasunutim vlakna do vzorku, nebo drzenim vldkna nad povrchem
vzorku, se analyt sorbuje na polymerni material vlakna. Nasleduje desorpce
pfimo do GC, nebo v upraveném davkovacim ventilu do HPLC.*** Tato
metoda byla pouzita pi1 extrakci benzodiazepinl v biologickém materialu

s naslednou GC-MS analyzou.

5.1.5 Uvolnéni konjugovanych slozek

Jak vyplyva z biotransformace benzodiazepind, jsou vyluCovany do moce
ve formé vazané na konjugaty. Pro ziskéani 1é¢iva v ptivodni formé, je nutné
provést roz§tdpeni konjugovanych slozek. Stépeni se provadi pomoci

enzym, nebo silnou mineralni kyselinou za extrémnich podminek.

Enzymova hydrolyza

Konjugaty jsou Stépeny specifickymi enzymy. Glukuronaty beta-
glukuronidasou, sulfaty sulfatasou. Babjuk uvadi tento postup enzymové
hydrolyzy. V acetatovém pufru je 2 hodiny inkubovano 2 ml mo¢i a 1 ml
beta-glukuronidasy pti 60. stupnich Celsia. Po nasledném piidani extrakéni
¢inidla a mirném protfepani po dobu 2 minut se vycka oddéleni
jednotlivych slozek. Po oddéleni extrahované slozky je mozno pokracovat

v dalsi analyze.™
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Kysela hydrolyza

Pisobenim silné mineralni kyseliny se konjugat rozstépi za soucasného
uvolnéni plvodni formy i1 nékterych benzofenond. Pouzivd se zejména
kyselina chlorovodikova, pouziti kyseliny sirové je méné¢ vhodné, protoze
poskytuje barevné produkty. Babjuk doporucuje pro kvantitativni stanoveni
tento postup: Smés 1 ml moce a 1 ml HCI konc. je vaiena na vodni lazni

pod zp&tnym chladiGem. Po ochlazeni je mozno pokracovat v extrakci.™
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5.2 Klinicka praxe

Pfi podezieni na otravu benzodiazepiny se jako prvni setka s odebranym
materidlem biochemickd laboratof. Laboratoi provede jednoduchy
screening moce pomoci imunochemickych seti na stanoveni
benzodiazepamii a potvrdi tak diagnozu lékate. Pfi otravé neznamou
noxou, kde piitomnost benzodiazepini nemtizeme vyloucit, je potieba
biologicky materidl podstoupit laboratofi toxikologické. V nékterych
zdravotnickych zafizenich jsou obé& laboratote spojeny. Pro toxikologické
vySetteni pii otravach je nutné od pacienta odebrat krev, mo¢ a Zaludec¢ni

obsah, eventueln& prvou porci vyplachu Zaludku.*

5.2.10rienta¢ni stanoveni benzodiazepinii

Pro jednoduchou orienta¢ni identifikaci benzodiazepinl se pouziva mo¢ a
sérum bez predchozi Upravy vzorku. Materidl se nanese ptilozenou
pipetkou na komeréné vyrabénou imunochemickou destiCku, v ptipadé
diagnostickych prouzkli se prouzek do materialu ponoii.Tyto diagnosticke
testy jsou zalozeny na reakci specifické protilatky se stanovovanou noxou.
Umoznuji vSak pouze skupinovou detekci. Vyrab&ji se bud jako
jednoucelové, pro identifikaci samotnych benzodiazepinii, nebo je mozné

noxu identifikovat spole¢né s ostatnimi zneuZivanymi drogami.***%%°

5.2.2 Zachytové orienta¢ni imunometody

Zachyt je realizovan pomoci imunochemickych analytickych systémi
uspotradanych do automatickych analyzatorti. Tento pfistup Umoznuje praci
s velmi malymi vzorky bez predchozi analytické upravy (sérum, moc,
sliny). V ptipad¢ nutnosti pouziti jiného materialu (krev,zaludecni obsah) je

nutné biologicky material nejprve deproteinovat acetonem, acetonitrilem
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nebo methanolem, eventuelné¢ extrahovat dostupnymi metodami. Takto
upraveny analyt je po rozpusténi ve vyhovujicim médiu je piipraven

1640
k analyze.

Ptehled imunochemickych metod

« EIA ( Enzyme Immunoassay)

CEDIA(Cloned Enzyme Donor Immunoassay)

KIMS (Kinetic Interaction of Microparticulates in Solution)

ELISA (Enzyme Linked Immnosorbent Assay)

RIA (Radiolmmunoassay)

U zavaZnych stavil pacienta musi na imunochemické vySetteni rychle
navazovat analytické postupy umoziujici cilené potvrzeni benzodiazepinti
Z biologického materialu.Tyto analytické postupy jsou shodné s postupy
pouzivanymi pii terapeutickém monitorovani 1é€iv. Jednd se zejména o

deproteinaci a extrakci.

5.2.3 Deproteinace
Pro prikaz diazepamu se krev deproteinuje acetonitrilem a nasledné je

supernatant pfimo analyzovan chromatografickymi metodami.*!

5.2.4 Extrakce kapalinou-liquid liquid extrakce(LLE)
V klinické toxikologické praxi se tato technika pouziva k izolaci riznych
Iékovych frakei, které  jsou pak dale zpracovany. Nejvhodnéj$im

biologickym materialem pro izolaci benzodiazepint v klinické toxikologii
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je zalude¢ni obsah a mo&.”® Modifikace LLE vypracovana v roce 1983 je
soucasti screeningovych metod pfi zachytu a identifikace 1é¢iv a jejich
metabolith pomoci chromatografie na tenkych vrstvach. Je dodnes
pouzivanou a uznavanou metodou, ktera se pouziva 1 ve forenzni

toxikologii.

POStUQ
50 ml vzorku se okyseli nékolika kapkami ztedéné HCI ( konc.HCI a voda

V poméru 1:2)

Extrakci provadime dvéma porcemi diethyletheru (po 80 ml). Extrakty se
spoji a odpafi na vodni lazni do sucha. Odparek bude obsahovat 1éCiva
slabé kyselda a neutrdlni. Oddélena vodna faze se alkalizuje pevnym
uhli¢itanem sodnym a opét extrahuje dvéma porcemi diethyletheru. Pied
odpafenim obou frakci se extrakty okyseli nékolika kapkami uvedené
ziedéné HCI pro zadrzeni nékterych bazickych 1éc¢iv. Odparek bude
obsahovat bazicka 1éCiva, pfitomny budou i néktera dalsi 1é¢iva neutralni.
Pti extrakci Zzalude¢niho obsahu ocekdvame nélez plvodnich forem
benzodiazepinti z tablet. Pro prikaz v mo¢i Sse musi zvolit metoda kyselé
hydrolyzy pifed vlastni extrakci. Prislusné konjugaty jsou hydrolyzou
Stépeny na benzofenony, na jejichz nalezu se dukaz benzodiazepini
zaklada. Vyjimku tvofi nitrazepam. Hlavni metabolity nitrazepamu
(aminonitrazepam,  acetylovany  aminonitrazepam a  2-amino-
Snitrobenzofenon) jsou nachazeny v alkalickych extraktech pred
provedenim hydrolyzy. Po hydrolyze se uvolni dalsi podil benzofenonu.
Priikaz nitrazepamu se tedy opira o nalez vSech tfi metabolith v alkalickém

extraktu a nalezu benzofenonu uvolnéného hydrolyzou.
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5.2.5 Kysela hydrolyza pro priikaz benzodiazepini
Po provedeni LLE se odméti z extrahované moce 20 ml. Dale se ptidame
20 ml destilované vody a 27 ml koncentrované HCI. Smés se ptivede varu
a po dobu 5 minut se vafi. Po vychlazeni se smés neutralizuje pevnym
NaOH, za stalého michani a chlazeni do pH 8. Po ochlazeni se extrahuje
dvéma porcemi diethyletheru po 140 ml a odpaii na vodni lazni. Odparek
bude obsahovat uvolnéna 1é¢iva ptivodnich forem a $tépy metabolitil.
Vorel ve své praci srovnaval enzymatickou a kyselou hydrolyzu moce
Z hlediska vytéznosti po extrakci na SPE. Kyseld hydrolyza se ukézala
vyhodnéjsi, jak pro nizs§i obsah balastnich latek z biomatrice, tak i pro

mensi &asovou i finanéni naro¢nost.*

5.2.6 Extrakéni techniky pied instrumentaci GC a HPLC

* LLE techniky pii pouziti krve

Pro prikaz diazepamu lze extrahovat krev upravenou ptidavkem roztoku
chloridu amonného. Etrakce se provadi ethylacetatem s naslednou
instrumentaci GC a HPLC. Dal§i moznosti je krev nafedit ziedénym
roztokem amoniaku a extrahovat diethyletherem, nebo pufrovat
uhli¢itanovym pufrem a extrahovat butylacetatem. Dal$i moznosti je krev
s ptidavkem amoniaku extrahovat toluenem. Oxazepam lze extrahovat
z krve pufrované¢ TRIS (hydroxymethyl-aminometan) na pH 9,2.
Extrakce se provadi n-butyl chloridem. Pro prikaz vétsiny benzodiazepint
se krev upravi piidavkem roztoku chloridu amonného a extrahuje smési

chloroform, propan-2-ol a heptan v poméru 60:14:26. Nasleduje odpateni.*
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*LLE techniky pii pouziti moce

Nejdiive se provede kysela hydrolyza. Mo¢ s koncentrovanou HCI je
piivedena k varu a vaiena po dobu tficeti minut. PO provedené kyselé
hydrolyze pii pH 8-9 je dale extrahovana smési dichlormethan — 2-
propanol — ethylacetat-(1:1:3) , nebo extrahovana smési dichlormethan -

isopropanol-ethylacetat (1:1:3).**

*SPE techniky pi1 pouziti krve

Alprazolam a diazepam lze extrahovat pomoci kolonek naplnénych
kiemelinou-CHem Elut. Vzorek je predepsanym zptisobe ziedén, aplikovan
na kolonky , vymyti balastd a vlastni extrakce se provadi ethylacetatem.
Na kolonkach Bond

Elut lze zachytit oxazepam. Kolonka je promyvana ethylacetaitem
s ptidavkem roztoku amoniaku. Pfi stejném postupu Ize pouzit i kolonky

Bond Elut Certify.*

*SPE techniky pfi1 pouziti moce

Moc¢ ziredéna kyselinou fosfore€nou je aplikovana do ptredptipravené
kolonky Bond Elute SCX. Promyti se provadi methanolem s ptidavkem
amoniaku.Takto lze extrahovat oxazepam a diazepam. Nitrazepam a
oxazepam lze Usp&Sné zachytit nejen z moce, ale i z plazmy pufrovanim
vzorku na pH 6 fosfatovym pufrem a eluci ethylacetatem s pfidavkem

amoniaku.*
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Pro prikaz benzodiazepini s naslednou instrumentaci GC-MS byla

Balikovou a kol publikovana metoda pievedeni benzodiazepini na

silylovanou formu po enzymové hydrolyze.*®
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5.3 Forenzni praxe

Toxikologie forenzni diagnostikuje otravu na mrtvém lidském téle. Patii
mezi ostatni toxikologické discipliny, mnoho metod ma spolecnych
s toxikologii klinickou a terapeutickym monitorovanim 1é¢iv. Zavéry
soudné lékaiské toxikologie maji kriminalisticky a pravni vyznam.®
Moznost odbéru biologického materidlu je limitovana pouze moZnostmi
analytickych metod a pfistrojové techniky ptislusné laboratore. (HPLC,GC
a tandemové techniky, zejména GC-MS* a SPE-LC-MS/MS®). Post
mortem jsou odebirany krev, moc¢, Zalude¢ni obsah, organy ( jatra, ledvina,
slezina) a, je-li potieba, také néktery alternativni material, naptiklad vlasy.
Problematika uvolnéni benzodiazepinii z krve, moce a zalude¢niho obsahu
je shodnad stechnikami klinické toxikologie. Po extrakci organt

nachazime metabolity a teprve pfi masivnich otravach plivodni formu.

5.3.1 Extrakce benzodiazepinii z organi

Organy je tieba nejprve homogenizovat. Pro homogenizaci malych
mnozstvi mékkych tkani je nejvhodnéjSi pouziti homogenizatoru dle
Pottera a Elvehjema. ™ Sklada se ze silnosténné zkumavky a zabrouseného
pistu, ktery je spojen s elektromotorkem. Do zkumavky se vlozi tkan,
pfedem rozstiihana na malé kousky. Po nasazeni pistu se spusti motorek.
Pist se zkumavkou zvolna posunuje nahoru a dolii. Homogenizace nema
trvat déle nez 1 minutu, aby nedoSlo k pfiliSnému zahtati vzorku.

vvvvv

: . 4 b4 4 4 *w o . r .o 4
homogenizuje pomoci specialnich laboratornich drti¢a a mixéra.*®
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Obrazek 13.: Homogenizator dle Pottera a Elvehjema

Po zhomogenizovani jsou organy extrahovany metodou dle Dresslera.”’
Homogenizat je okyselen kyselinou vinnou a digerovan ethanolem po
dobu 48 hodin. Pak je ethanol zfiltrovan a odpafen na vodni 1azni. Odparek
je dale rozpustén v horké vodé€, ochlazen a extrahovan metodou LLE
S naslednou instrumentaci TLC. Velice G¢innou a rychlou metodu pouziva
Gross: 10g jater se extrahuje za tepla v ultrazvukové lazni 15-30 minut
v acetonu. Po filtraci je aceton odpafen a ke zbytku je ptidano 5ml 1M
kyseliny sirové. Vzorek je poté extrahovan 2krat hexanem (po 5 ml),
odstfedén a horni organicka vrstva hexanu je odd€lena za pomoci vakua.
Vzorek jater ve zkumavce je po ptidani uhli¢itanu sodného a 0,5 ml konc.
amoniaku kratce protfepan. Nasleduje tfepani vzorku 5ml chloroformu a
centrifugace. Pak je za pomoci vakua oddélena horni vrstva obsahujici

vzorek jater, prenesena na kolonky naplnéné siranem sodnym a ponechéana
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eluovat. Eluat je tak pfipraven na analyzu GC-MS. Tuto metodu pouziva
Gross také pii zpracovani moce, nebo séra , bez extrakce acetonem

r r - 48
V ultrazvukové lazni.

5.3.2 Extrakce benzodiazepini z vlasi

Vzorky vlasti maji v soucasné forensni toxikologii ¢im dal tim v¢tsi
vyznam. Umoziuji  vytvofit  profil  dlouhodobého  zneuzivani
benzodiazepint, ale i jinych drog. Kdyz uvazime,ze vlasy rostou rychlosti
asi 1 cm za mésic, mizeme sledovat hladiny latek v jednotlivych mésicich.
(sekvenéni analyza). Volba vlast také souvisi s dostupnosti dalsiho
biologického materialu. KdyzZ je télo v pokroc¢ilém stadiu rozkladu a neni
v diisledku rozkladnych procestit mozno zadny jiny material odebrat, jsou
vlasy jedinou volbou. Postup pro odbér vlasli zatim nebyl standardizovan.
Patocka uvadi jako nejlepsi zplisob odebirat vlasy ze zadni ¢asti hlavy, kde
je nejmensi variabilita v rychlosti jejich rustu. Odebrany vzorek se skladuje
pi1 pokojové teploté v hlinikové folii nebo plastové trubici. Déle je nutné
vzorek promyt saponaty, aby byly odstranény rusivé latky. Vlasy jsou
nasledné rozstiihany na fragmenty o délce 1 milimetru a homogenizovany.
Dale se vzorek rozrusi methanolem, kyselinou poptipadé alkalickym

hydroxidem. Poté nasleduje LLE nebo SPE.**

Publikovéna byla extrakce
pomoci MIPS.*" Vlastni stanoveni je provedeno instrumentaci GC-MS
nebo LC-MS |, popiipadé HPLC-MS. Musime si ale v uvédomit, ze
analyza vlasii neprokédze akutni otravu, nebo zda byla pfi¢inou smrti otrava.
Miize pouze prokazat, zda vySettovany uzival del§i dobu néjakou latku ve

vyznamnéjSich davkach.
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6. Shrnuti a zavér

V této reSersSni praci byla predstavena problematika ptipravy biologického
materialu pred vySetfenim na piitomnost benzodiazepini jak z hlediska
noxy, tak z hlediska metod tpravy biologického materialu. V pichledu jsou
uvedeny metody Vv laboratofich bézné pouzivané, byt jSou mozna nekteré
na prvni pohled zastaralé. Praxe vSak ovéfila jejich stalou platnost a
spolehlivost a v fadé¢ metod 1 jejich ekonomickou dostupnost, coZ plati
hlavng¢ pro forenzni praxi. Jsou zde vSak uvedeny i nové a moderni
metodické pfistupy, které mohou po ovéfeni jejich uc€innosti nékteré starsi
metody nahradit, eventuelné¢ doplnit stavajici metody, které jsou v
laboratofich vyuzivany. Vypracovani této reSerSni prace bylo piinosem i
pro mou profesi laborantky v laboratofi forenzni toxikologie Ustavu
soudniho lekatstvi a toxikologie I.LF UK a VFN v Praze. Seznameni
s nékterymi novymi metodami mé inspirovalo k budoucimu vyzkouSeni
nékterych metod a jejich pfipadnému zafazeni mezi naSe bézné pouZzivane

metody.
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