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Wzrastajaca liczba publikacji na temat toksycznoéci barbituranéw spowodowata
w latach 50. intensyfikacjg poszukiwan nowych preparatow o dziataniu uspokajaja-
cym, nasennym i przeciwdrgawkowym. Ich efektem byla wykonana w 1957 r. synte-
za chlordiazepoksydu, triumfalne wprowadzenie go trzy lata pozniej na rynek oraz
rejestracja wielu innych lekow o strukturze benzodiazepin. Obecnie w uzyciu jest
ponad 50 preparatéw — pochodnych 1,4-benzodiazepiny, ktore naleza do najczgscicj
przepisywanych lekdw. W 1977 r. tylko w Ameryce Péinocnej zuzyto 8000 ton le-
koéw benzodiazepinowych. W ostatnim 10-leciu do najcz¢sciej stosowanych benzo-
diazepin nalezaly: diazepam, nitrazepam, flunitrazepam i oksazepam.

Wprowadzenie benzodiazepin do terapii oznaczalo istotny postep w farmakologii
choréb psychicznych i somatycznych, gdyz od barbiturandw i meprobamatu réznig,
si¢ one mniejsza toksycznoscia, wyzsza selektywnoscia dziatania na o§rodkowy uktad
nerwowy oraz szerszym ,,oknem terapeutycznym”.

Benzodiazepiny mozna podzieli¢ na leki o krétkim dzialaniu (okres péttrwania
<10 godz.) np. oksazepam, o $rednio diugim dziataniu (okres péitrwania 10-24 godz.)
np. bromazepam, flunitrazepam oraz o diugim dziataniu (okres pottrwania > 24 godz.)
np. chlordiazepoksyd, klorazepat, diazepam, flurazepam, medazepam, nitrazepam,
klobazam.

Poszezegdlne benzodiazepiny réznig sig rdéwniez nasileniem kierunkowych dzia-
tan terapeutycznych. Dziataniem nasennym i uspokajajgcym odznacza sig flunitraze-
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pam, oksazepam i triazolam, dziataniem anksjolitycznym - diazepam i temazepam,
dzialaniem przeciwdepresyjnym — alprazolam, dziataniem zwiotczajacym mieénie —
diazepam i tetrazepam a dziataniem przeciwdrgawkowym — diazepam, klobazam i
klonazepam.

Benzodiazepiny posiadaja sfaby, ale wyrazny efekt euforyzujacy, ktory w po-
laczeniu z dziataniem sedatywnym i przeciwlgkowym wywolujacym stan uspo-
kojenia i wyciszenia, jest przyczyna naduzywania lek6w tej grupy. Niemedycz-
ne stosowanie benzodiazepin rozpoczegto sig w latach 60., jednakze rzadko byly
one ,,narkotykami pierwszego wyboru™. Czegsciej byly i sa przyjmowane lacznie
Z innymi Srodkami psychotropowymi w celu zwigkszenia efektow ich dziatania.
Smiertelne zatrucie samymi benzodiazepinami zdarzajg si¢ rzadko, jednak ich
interakcje z innymi $rodkami dzialajacymi na o$rodkowy uklad nerwowy — opia-
tami, alkoholem, barbituranami, fenotiazynami, tréjcyklicznymi antydepresan-
tami moga wywolaé¢ objawy zagrazajace zyciu nawet przy stosunkowo niskich
dawkach.

Dawki przyjmowane przez narkomandw przekraczaja zwykle 20 a nawet 30-krot-
nie zalecane przez producentéw dawki lecznicze, co wiaze sig z rozwojem tolerancji
sprawiajacej, ze po kilku tygodniach leczenia poczatkowo skuteczna dawka staje sig
niewystarczajaca. .

Leki benzodiazepinowe wywotlujg uzaleznienie i nagle przerwanie ich podawania
wyzwala objawy abstynencyjne najsilniej wyrazone migdzy 2 i 10 dniem po odsta-
wieniu, ale mogace utrzymywac si¢ do 1 miesigca. Nalezg do nich bezsenno$é, lek i
niepokoj, dysforia, drazliwoéé, bole migéniowe, drzenie mig¢éniowe, brak taknienia,
nudnosci, wymioty, nadwrazliwo$¢ na halas, §wiatto i zapachy, zjawisko derealizacji
(wrazenie, ze otaczajaca rzeczywistos$¢ ulegla zmianie, zwykle na gorsze) oraz de-
personalizacji (przekonanie chorego, Ze zmienia sig jego osobowosc). Niekiedy moga
wystapi¢ majaczenia oraz napady drgawkowe (14).

Im diuzszy okres poltrwania benzodiazepiny, tym objawy odstawienne sa silniej
wyrazone,

Dotychczas nie zanotowano przypadkéw produkcji benzodiazepin w niclegalnych
laboratoriach, co mozna thumaczy¢ niezbyt prosta synteza, niewysoka cena lekow
oraz ich wzglgdna dostepnodcia — moZna je na przyklad kupié od ludzi starych, kto-
rzy bez trudu otrzymuja recepty na nasenne benzodiazepiny.

W lutym 1984 roku Komisja Narkotykéw ONZ na osmej, specjalnej sesji podjeta
decyzjg o objgeiu 33 benzodiazepin kontrola migdzynarodows. Decyzja ta naklada
na laboratoria toksykologiczne obowiazek opracowania i wdrozenia miarodajnych
metod analizy tych zwiazkow wystgpujacych zaréwno in substantia (probki zatrzy-
mane przez policjg) jak i w materiale biologicznym pochodzacym od narkomandw.
Poniewaz jednak analiza kilkudziesigciu roznych benzodiazepin jest trudnym zada-
niem analitycznym, Komisja zaleca skupienie uwagi na kilku najbardziej rozpowszech-
nionych i najczesciej naduzywanych w danym regionie.

Klasyczne leki benzodiazepinowe posiadaja strukturg 5-arylo-1,4-benzodiazepin,
w ktdrych pierScien benzenowy jest polaczony z 1,4-diazeping za posrednictwem
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wegli 61 7. Aryl w pozycji 5 to najczesciej niepodstawiony rodnik fenylowy (np. w
chlordiazepoksydzie, diazepamie, oksazepamie, nitrazepamie, medazepamie, kloba-
zamie i klorazepacie) lub rodnik fenylowy podstawiony w pozycji 2 atomem haloge-
nu (np. we flurazepamie i flunitrazepamie). Inne benzodiazepiny zawieraja dodatko-
wy pier§ciefl imidazolowy lub triazolowy polaczony z 1,4-diazepina w pozycji 1 i 2
(np. w alprazolamie i triazolamie) (7, 8).

Metabolizm benzodiazepin polega na hydroksylacji zardwno taficuchdw alifatycz-
nych, jak i pierscieni aromatycznych, dealkilacji, redukeji i acetylacji, po ktérych
czgsto nastepuje sprzgganie z kwasem glukuronowym, dzigki czemu tworza sig pro-
dukty o wysokiej polarnosci, przystosowane do wydalenia z moczem.

Metabolity powstajace w wyniku tak zwanych reakeji I fazy wykazuja czesto
aktywno$¢ biologiczng podobna do aktywnosci zwigzku macierzystego lub na-
wet wyzsza.

Chlordiazepoksyd, klorazepat, medazepam i diazepam majg wspdlne tory metabo-
liczne. Ulegaja one N-demetylacji, dekarboksylacji, dezaminacji i utlenianiu prze-
ksztalcajac si¢ w nordazepam, a ten ulega hydroksylacji z utworzeniem oksazepamu.,
Wprowadzona grupa hydroksylowa reaguje z kwasem glukuronowym tworzac glu-
kuronian oksazepamn, ktory zostaje wydalony z moczem (Ryc. 1.).

Metabolizm 7-nitro-1,4-benzodiazepin, do ktérych nalezy flunitrazepam, ni-
trazepam, nimetazepam i klonazepam, polega na redukcji grupy nitrowej do
aminowej i acetylacji tej ostatniej. Np. flunitrazepam ulega redukcji do 7-ami-
noflunitrazepamu a nastgpnie acetylacji do 7-acetamidoflunitrazepamu. Zarow-
no zwigzek macierzysty, jak i metabolity ulegaja nastgpnie hydroksylacji w po-
zycji 3 i sprzggnigciu z kwasem glukuronowym. Flunitrazepam i nitrazepam moga
rowniez ulegaé¢ N-demetylacji (Ryc. 2), a nitrazepam - rozerwaniu pierscienia z
utworzeniem 2-amino-3-nitrobenzofenonu (15).

Bromazepam ulega hydroksylacji w pozycji 3 i sprzgganiu z kwasem glukurono-
wym oraz w niewielkim stopniu przemianie polegajacej na rozerwaniu piericienia z
utworzeniem 2-(2-amino-5-bromobenzoilo)-pirydyny.

Tak wigc w moczu osoby przyjmujacej benzodiazeping moze wystgpowac sub-
stancja macierzysta, jej metabolity oraz glukuroniany metabolitow. Substancje
te mozna podda¢ hydrolizie do aminobenzofenondw, a nast¢pnie reakcji dwu-
azowania do zwiazkéw dwuazoniowych, ktére z odczynnikiem Brattona-Mar-
shalla daja intensywnie zabarwione zwiazki azowe. Zaleta takiego postgpowa-
nia jest wyraznie wyzsza czulo$é tej reakcji niz reakcji barwnych zwiazkow
macierzystych.

Produkty hydrolizy badanych benzodiazepin i barwy odpowiadajacych im zwiaz-
koéw azowych zestawiono w tabeli 1.

Widaé z niej, ze niektore benzodiazepiny w wyniku hydrolizy przeksztalcaja si¢ w
identyczne aminobenzofenony. I tak produktem hydrolizy chlordiazepoksydu, oksa-
zepamu i klorazepatu jest aminochlorobenzofenon (ACB) a diazepamu i medazepa-
mu — metyloaminochlorobenzofenon (MACB). Pozostate benzodiazepiny daja inne,
charakterystyczne dla nich, produkty hydrolizy.
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TABELA 1

Produkty hydrolizy badanych benzodiazepin i zabarwienie ich dwuazowych

pochodnych {15).

Nazwa benzodiazepiny Nazwa aminobenzofenonu Barwa zwiazku azowego
Chlordiazepoksyd Aminochlorobenzofenon {ACB) ficletowa
Klorazepat Aminochlorobenzofenon (ACB) fioletowa
Oksazepam Aminochlorobenzofenon (ACB) fioletowa
Diazepam Metyloaminochlorobenzofenon MACB} zolta — fioletowa
Medazepam Metyloaminochlorobenzofenon MACB} z6lta — fioletowa
Nitrazepam Aminonitrobenzofenon (ANB) czerwona — floletowa
Flurazepam Aminochloroflucrobenzofenon (ACFB) fioletowa
Flunitrazepam Metyloaminonitrofluorobenzofenon (MNFB) z6ita = ficlctowa
Klobazam 1-amino-2-{fenylo)-4-chlorobenzen fioletowa
[Bromazepam {2-amino-5-bromobenzoilo)-pirydyna (ABBP) czerwona — fioletowa

W Polsce wazny problem stanowia benzodiazepiny uzywane przez narkoma-
néw opiatowych jako zwiekszajacy efekt dodatek do preparatéw otrzymanych
ze stomy makowej lub dobierane jako uzupelnienie otrzymywanego w celach
leczniczych metadonu. Dlatego kontrola zachowania abstynencji przez pacjen-
tow uczestniczacych w programach metadonowych obejmuje rowniez badanie
moczu na obecno$é benzodiazepin, najezegsciej przy uzyciu metody immunoflu-
orescencji w §wietle spolaryzowanym (FPIA). Pozwala ona wykry¢ obecnosé
benzodiazepin oraz okresli¢ ich przyblizona zawarto$¢ w moczu, nie dostarcza
jednak informacji o tym, jakie to sa benzodiazepiny. Nie wiadomo rowniez, w
jakim stopniu poszczegodlne zwiazki reaguja z przeciwciatami testu. Znaczne
réznice w tym zakresie moga uniemozliwi¢ wykrycie jednych benzodiazepin
mimo ich obecnosci w badanej probee (wyniki falszywie ujemne) lub znacznie
zawyzy¢ ilodciowe wyniki innych. Ustalenie reaktywnosci poszczegbinych ben-
zodiazepin wobec przeciwciat uzytych w metodzie FPTA moze pomoc lepiej oce-
ni¢ jej skuteczno$é przy analizie tej grupy zwigzkow, a zastosowanie wysoko-
sprawnej chromatografii plytkowej (HPTLC) i wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) — umozliwic identyfikacjg poszczegolnych benzodiazepin.

MATERIAL I METODY

Bromazepam, nitrazepam, flurazepam, flunitrazepam, chlordiazepoksyd, diazepam,
oksazepam, medazepam, klobazam, klorazepat oraz 2-amino-5-chlorobenzofenon
(ACB) (wszystkie firmy Sigma) przygotowano w postaci roztwordw metanolowych
o stezeniu 5mg/ml, kt6re nastgpnie dodawano do czystego moczu (pH 5-8), aby ste-
zenia poszczego6lnych zwiazkow wyniosty w nim 300, 500, 1500, 2000 i 2500 ng/ml.

Oznaczenia wykonywano metoda immunofluorescencji w $wietle spolaryzo-
wanym (FPIA) (5) przy uzyciu zestawu TDx Benzodiazepines Assay System (1,
13), kalibrowanego przez producenta wobec nordazepamu. Reaktywnos¢ poszcze-
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golnych benzodiazepin wobec przeciwcial testu (w%) obliczano jako stosunek
$redniej z odezytdow do stgZenia zwigzku z probéwce pomnozony przez 100.

Materiatem uzytym do identyfikacji benzodiazepin byt mocz pacjentow Od-
dzialu Detoksykacyjnego, w ktorym badanie skriningowe wykazato obecnosc
benzodiazepin.

1zolacjg benzodiazepin z moczu przed rozdziatem chromatograficznym prowadzono
metoda ekstrakeji ciecz — cialo stale (3,10) stosujac kolumny z sorbentem krzemion-
kowym (Bond Elut Certify Extraction Columns — Varian) oraz urzadzenie do eks-
trakeji z regulowang proznia (Analitychem Vac Elut SPS 24™ — Varian).

Kolumng przygotowano do ekstrakeji przepuszczajac pod niewielka proéznia ko-
lejno 2 ml metanolu i 2 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 6 i po podaniu badane-
go materialu (5 ml moczu z dodatkiem 2 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 6)
plukano ja mieszaning buforu fosforanowego o pH 6 i metanolu (80:20) oraz 1 ml
IM kwasu octowego. Kolumny suszono przez 5 minut pod proznig (380 mm Hg) i
powtérnie plukano 1 mi heksanu.

Benzodiazepiny eluowano z kolumny za pomoca 4 ml chlorku metylenu, eluat
odparowywano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze nie przekraczajacej 40°C
i suchg pozostatosc rozpuszezano w 50 pl metanolu,

Do rozdzialu mieszaniny benzodiazepin zastosowano metode wysokosprawnej
chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC) (9, 11, 12} oraz metodg wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC) (4, 6).

Rozdzial mieszaniny benzodiazepin metodg HPTLC prowadzono na ptytkach o
wymiarach 10 x 10 cm pokrytych zelem krzemionkowym (Silica-gel G 60F,, -Merck),
stosujac nastgpujace uktady rozwijajace:

A. Chloroform — Aceton (4:1)

B. Octan etylu — Metanol — St¢Zony roztwor NH, (85: 10: 5)

C. Octan etylu

D. Chloroform — Metanol (9:1)

E. Cykloheksan — Toluen — Dietyloamina (75:15:10)

F. Octan etylu — Metanol — Woda — Stezony roztwor NH, (43:5:1,5:0,5)

Do lokalizacji benzodiazepin na chromatogramach stosowano:

— Swiatto lampy UV (254 nm)

— Roztwdr kwasu siarkowego, ogrzewanie przez 5 minut w temperaturze 80°C i
swiatlo lampy UV (366 nm).

— Qdezynnik jodoplatynianowy (50 mg chlorku platynowego + 1 g jodku potasu +
20 m! wody)

— Odezynnik Brattona — Marshalla (1 g N-(1-naftylo)-etylenodiaminy w 100 mi
mieszaniny wody i acetonu (8,7:2)

— 9'N roztwor kwasu siarkowego

— 1% wodny roztwor azotynu sodowego

— 5% wodny roztwoér amidosulfonianu amonowego.

Analizg mieszaniny benzodiazepin metoda wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) prowadzono w nastgpujgcych warunkach (2, 16):
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— Kolumna o dlugos$ci 150 mm wypelnieniem Spherisorb ODS 5 im

— Faza ruchoma: 0,02 M roztwér KH,PO, o pH=4,4 — metanol-acetonitryl
(66,4:5,7:27,9)

— Szybkosé przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min

— Detektor spekirofotometryczny przy dlugosci fali 1=234 nm

— Zawor dozujacy z pgtla o pojemnosci 20 ml

— Temperatura kolumny: 26°C-31°C (poniewaz stosowano termostat powietrzny,
bez mozliwosci chiodzenia, byla ona zalezna od temperatury otoczenia).

Do analizy metoda HPLC uzywano wodnych roztwordw o stgZeniu okolo 100 mg/ml,
Poniewaz stosowano zawor dozujacey z petla o pojemnosci 20 i, na kelumng chro-
matograficzna wstrzykiwano okotlo 2 pg badanego zwiazku.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W tabeli 2 zestawiono wartosci reaktywnosci krzyzowej 10 benzodiazepin wobec
przeciwciat testu FPIA, W formie graficznej zaleznosci te przedstawia ryc.3.

Spoérdd badanych benzodiazepin najwyzszy stopien wigzania z przeciwciata-
mi wykazuje diazepam. Wartosci reaktywnosci tego leku sg wysokie i wzrastaja
ze wzrostem stezenia od 62% dla 300 mg/ml do 102% dla 2000 mg/ml. Jego
strukturg nalezy wiec uznaé za optymalna dla reakcji z przeciwciatami testu FPIA.
Charakteryzuje si¢ ona obecnosécia grupy metylowej przy N1 i atomem chloru w
piercieniu benzenowym.

Wysoka reaktywnos¢ przy niskich steZzeniach wykazuje medazepam (>100-90%)
od 300 ng/ml-500 ng/ml, jednak przy stgzeniach wyzszych maleje ona i dla 2000 ng/
ml wynosi tylko 55%.

Struktura medazepamu rozni si¢ od diazepamu tylko brakiem grupy ketonowej
przy C-2.

Do grupy benzodiazepin odznaczajacych sig¢ wysoka reaktywnoscia (~75%) nale-
zy oksazepam a takze klorazepat, ktérego reaktywnos¢ nie zmienia si¢ praktycznie w
granicach stezen 300-1500 ng/ml.

Trzy benzodiazepiny — flunitrazepam, flurazepam i nitrazepam zachowuja si¢ wo-
bec przeciwcial prawie identycznie, przy czym ich reaktywnos¢ krzyzowa, zwlasz-
cza dla nieco wyzszych stezen, nie przekracza 50%. Poréwnanie budowy tych zwigz-
kéw pokazuje, Ze analogie nie sq tak duze, jak mozna by oczekiwac na podstawie
zachowania wobec przeciwcial. Wprawdzie wszystkie maja podstawnik przy C-7,
jednak we flurazepamie jest nim atom chloru, a we flunitrazepamie i nitrazepamie —
grupa nitrowa. Ponadto nitrazepam rozni si¢ od dwoch pozostatych zwiazkéw bra-
kiem podstawnika przy N-1.

Podobny ksztalt krzywej, ale nizsze warto$ci reaktywnos$ci uzyskano dla klobaza-
mu (45-25%) i bromazepamu (~20%). W tym ostatnim przypadku reaktywnos¢ pra-
wie nie zalezy od stgzenia.

Bardzo niska reaktywno$é krzyzowa nie ulegajacq zmianie ze wzrostem stgZzenia,
wykazuje chlordiazepoksyd, ktory jest praktycznie niewykrywalny metoda FPIA. Pod
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wzgledem strukturalnym wyr6znia sie on obecnoscia ugrupowania N-tlenkowego,
ktore nie wystepuje w innych benzodiazepinach, oraz grupy metyloaminowej w po-
zycji 2, ktéra w innych benzodiazepinach zajmuje najczgéciej grupa ketonowa.

Metoda ekstrakcji w fazie stalej przy uzyciu kolumn Bond Elut Certify Extraction
Columns - (Varian), prowadzona w warunkach zalecanych przez producenta, okaza-
1a sie nieskuteczna w odniesieniu do bromazepamu, chlordiazepoksydu, klorazepatu
i flurazepamu, ktore nie sq zatrzymywane przez kolumng. Natomiast klobazam, flu-
nitrazepam oraz najbardziej rozpowszechnione — diazepam, oksazepam i nitrazepam
— ulegajg adsorpcji na wypelnieniu kolumny i moga by¢ ekstrahowane ta metoda.

W tabeli 3 zestawiono warto§ci wspolczynnikow Rf dla 10 benzodiazepin w sze-
$ciu ukladach (A-F) rozwijanych metoda wysokosprawnej chromatografii ptytkowe;j
(HPTLC).

Zaden z tych ukladoéw nie daje dobrego rozdziatu wszystkich badanych benzodia-
zepin, mozna go natomiast uzyskaé stosujac kolejno ukiady E i C. W ukladzie E

TABELA 3
Wartosci R, (x100) benzodiazepin w 6 ukladach rozwijajacych
- Uklady rezwijajace
Nazwa zwiazku A B C D E F
Bromazepam 9 60 17 3¢ 4 65
Chlordiazepoksyd 10 47 11 53 3 52
Klobazam 53 60 54 73 13 70
Diazepam 54 77 53 72 29 72
Flunitrazepam 52 73 52 71 16 72
Flurazepam 3 70 3 41 36 50
Medazepam _ 52 74 43 73 46 70
Nitrazepam 34 67 52 57 1 70
Qksazepam 19 36 36 47 1 59
Klorazepat (kwas) 44 - - 65 4 -
TABELA 4 :
Wyniki oznaczania benzodiazepin w moczu metodg FPIA i HPTLC
Moez Metoda FPIA (ng/ml) Metoda HPTLC
1 890 diazepam
2 >2400 cksazepam®, diazepam™**
k] >2400 diazepar***, oksazepam***
4 1199 oksazepam
5 769 oksazepam®****
6 >2400 oksazepam®*, diazepam*

* duzn intensywna plama

** Sladowe ilosci

**¥ hardzo duia intensywna plama
***% giaba plama
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rozdzielaja sig: klobazam, diazepam, flunitrazepam, flurazepam i medazepam, a bro-
mazepam 1 chlordiazepoksyd oraz nitrazepam i oksazepam tworza wspélne plamy.
Te dwie pary zwiazkow rozdzielaja sig dobrze w ukladzie C.

W tabeli 4 zestawiono wyniki oznaczenia ,,puli” benzodiazepin metoda FPIA oraz
identyfikacji poszczegdinych zwiazkéw metoda HPTLC.

W probkach moczu pacjentow, u ktorych wynik skriningowego badania na benzo-
diazepiny byt dodatni, zidentyfikowano oksazepam i diazepam lub mieszanine tych
zwiazkdw. Nie stwierdzono natomiast obecnosci 2-amino-5-chlorobenzofenonu —
produktu hydrolizy oksazepamu.

Stosujac metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) uzyskano
nastgpujace Srednie czasy retencji dla badanych zwiazkow:

nitrazepam 8,11 min:

oksazepam &,15 min

flunitrazepam 10,98 min

klobazam 13,24 min

chlordiazepoksyd 13,25 min

klorazepat 14,23 min

diazepam 22,98 min

flurazepam 38,87 min

medazepam >60 min

Dla bromazepamu otrzymywano bardzo rozmyty pik, co moze wskazywac, ze two-
IZy go wigcej niz jedna substancja na przykiad wzorzec zawiera jakie$ zanieczysz-
czenia lub ulegt czgsciowemu rozkiadowi.

Ryc. 4. przedstawia chromatogram mieszaniny benzodiazepin otrzymany metoda
HPLC. Uzyskano 6 pikéw utworzonych przez mieszaning oksazepamu i nitrazepa-
mu, flunitrazepam, mieszaning klobazamu i chlordiazepoksydu, klorazepat, diaze-
pam i flurazepam.

Stgzenia poszezegolnych zwigzkéw w mieszaninie byly rzgdu 1,g/mi, co oznacza,
ze na kolumng chromatograficzna podawano po okolo 20 ng kazdego zwiazku. Uzy-
skane wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze dla syntetycznych roztworow granica de-
tekeji wynosi przynajmniej 400 pg lub nawet mniej.

Probowano zmodyfikowaé nieco fazg ruchoma, aby poprawié rozdziat badanych zwiaz-
kow. W tym celu stosowano rézne wartosci pH buforu fosforanowege (4,0; 3,7 i 3,5)
Jjednak bez istotnego wplywu na rozdziat badanych zwigzkdw. Obnizanie pH powoduje
nieznaczne skrocenie czasdw retencji poprawiajac jedynie wyglad (symetrycznosc) otrzy-
manych pikéw. Réwniez zmiany proporcji skladnikow fazy ruchomej nie wplywaja w
sposéb istotny na rozdzial badanych substancji. Wprowadzanie zmian skfadu i pH fazy
ruchomej jest bardzo czasochlonne, poniewaz wymaga kazdorazowo dlugotrwalego (cz¢-
sto kilkugodzinnego) réwnowazenia kolumny chromatograficznej. Poniewaz otrzyma-
nie catkowitego rozdziatu wszystkich 10 badanych zwiazkéw w zastosowanych warun-
kach nie jest mozliwe, bardziej celowe byloby oznaczanie surny nie ulegajgcych rozdzia-
fowi par zwiazkow i poszukiwanie takich warunkéw chromatograficznych, w ktorych
zwigzki te uleglyby rozdzieleniu.
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Ryc. 4. Chromatogram mieszaniny benzodiuzepin otrzymany metodq HPLC.

WNIOSKI

I. Reaktywnos¢ 10 badanych benzodiazepin wobec przeciwciat uzytych w meto-
dzie FPIA rézni si¢ w bardzo szerokich granicach, co sprawia, ze poziomy detekcji
poszczegdlnych zwiazkow wykazuja duze roznice.

2. Wysoka reaktywno$¢ wykazuje diazepam, medazepam i klorazepat, ktdre mogg
by¢ z powodzeniem oznaczane mctoda FPIA.

3. Flunitrazepam, flurazepam i nitrazepam zachowuja si¢ wobec przeciwcial
bardzo podobnic w szerokim zakresie st¢zeh. Ich reaktywnoéé nie jest jednak
wysoka.
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4. Bardzo niska reaktywno$¢, nie ulegajaca zmianie ze wzrostem stezenia, wyka-
zuje chlordiazepoksyd, co stawia pod znakiem zapytania mozliwo$é wykrywania tego
Zwiazku metodg FPIA.

5. Metoda HPTLC moze stuzy¢ do rozdziatu i identyfikacji 10 benzodiazepin, ale
wymaga zastosowania dwoch uktadéw rozwijajacych.

6. Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w zastosowanych warunkach
nie udaje sig rozdzieli¢ klobazamu i chlordiazepoksydu oraz nitrazepamu i oksazepamu.

STRESZCZENIE

Podjgto probg poréwnania przydatnosci trzech metod analitycznych opartych na
réznych zasadach fizyko-chemicznych (FPIA, HPTLC i HPLC) do wykrywania i
identyfikacji 10 lekow benzodiazepinowych, objetych kontrola miedzynarodowa.
Efektywnos$¢ metody immunofluorescencji w §wietle spolaryzowanym oceniano ba-
dajac reaktywnos¢ poszczegdlnych benzodiazepin wobec przeciweciat testu przy roz-
nych stezeniach. Metoda FPIA daje miarodajne wyniki dla medazepamu, diazepamu
oksazepamu i klorazepatu, gdyz stopien wigzania tych zwiazkoéw z przeciwciatami
Jjest wysoki w szerokim zakresie stgzen.

Trzy zwiazki — flurazepam, flunitrazepam i nitrazepam zachowuja si¢ wobec przeciw-
ciat prawie identycznie. Ich reaktywnos¢ przy wyzszych stgzeniach nie przekracza 50%.

Podobny ksztalt krzywej, ale nizsze wartoéci reaktywnosci, uzyskano dla klobazamu i
bromazepamu. W tym ostatnim przypadku reaktywno$¢ prawie nie zalezy od stezenia.

Bardzo niska reaktywnos$¢ wobec przeciwciat FPIA wykazuje chlordiazepoksyd,
ktory jest praktycznie niewykrywalny ta metoda.

Zadowalajacy rozdziat 10 badanych benzodiazepin metoda wysokosprawnej chro-
matografii plytkowej mozna uzyskac stosujac kolejno dwa ukiadu rozwijajace: Ei C.
Stabo rozdzielajgce sie w uktadzie E bromazepam i chlordiazepoksyd oraz nitraze-
pam i oksazepam mozna rozdzielié w ukladzie C. Do sprawdzenia przydatnosci

HPTLC jako metody identyfikacji poszczegdlnych benzodiazepin w materiale bio-
logicznym wykorzystano mocz pacjentow, u ktérych wynik skriningowego badania
na benzodiazepiny byt dodatni. Zidentyfikowano u nich oksazepam, diazepam lub
mieszaning tych zwiazkow.

Slowa kluczowe: benzodiazepiny, FPIA, HPTLC, HPLC

Bogdan Szukalski, Ewa Mirkiewicz, Jerzy Walkowiak, Ewa Taracha
Development of conditions for screening and confirmation analysis of
benzodiazepines in urine of drug addicts

SUMMARY

An attempt was made to compare the usefulness of three analytical methods, based
on different physicochemical principles (FPIA, HPTLC, and HPLC), in detection
and identification of 10 benzodiazepines subjected to international control. The ef-
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fectiveness of the immunofluorescence in the polarized light procedure was evalu-
ated by studying the antibody reactivity of each benzodiazepine at different concen-
trations. The FPIA method gives reliable results for medazepam, diazepam, oxaze-
pam, and clorazepate, since the degree of their binding to antibodies is high over a
wide concentration range.

Three compounds - flurazepam, flunitrazepam, and nitrazepam react with an-
tibodies in almost identical way. At higher concentrations their reactivity does
not exceed 50%.

A similar shape of the curve but lower reactivity was observed with clobazam
and bromazepam. The reactivity of the latter was practically independent of its
concentration.

The reactivity of chlordiazepoxide towards the FPIA antibodies is very low, and
this compound is practically undetectable by this method.

A satisfactory separation of the ten benzodiazepines tested can be achieved with
high performance thin layer chromatography method by consecutive application of
two developing systems: E and C. Bromazepam and chlordiazepoxide as well as
nitrazepam and oxazepam, which do not separate well in E, can be separated by
developement in C. The urine of patients, whose benzodiazepine screening test re-
sults were positive, was used to test the suitability of HPTLC as a method for identi-
fication of benzodiazepines in biological material, Oxazepam, diazepam or a mixture
of the two was identified in these samples.

Key words: Benzodiazepines; FPIA, HPTLC, HPLC
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