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Abstract

The aim of the study was to demonstrate the usefulness of saliva as a material for determining the presence in the organism of
medicines affecting the psychomotor efficiency of drivers. The research material was blood and saliva samples collected from
50 volunteers, who were given successively, per os, a single dose of estazolam, doxepin, and promazine at therapeutic concentra-
tions (1, 50 and 50 mg respectively). The samples were collected 1, 2, and 3 hours, and in the case of estazolam, 4 hours after drug
administration. Analytes were extracted using liquid-liquid extraction and determined by high performance liquid chromatogra-
phy coupled with mass spectrometry operating in atmospheric pressure chemical ionisation mode (HPLC-MS-APCI). Validated
methods have a limit of detection (LOD) and quantitation (LOQ) expressed in ng/ml for estazolam: 0.5 and 1.0; for doxepin
0.1 and 0.5; and for promazine 0.2 and 1.0 respectively. The determined concentrations of estazolam and doxepin in saliva were
significantly lower than in blood, but higher in the case of promazine. Mean values of blood/saliva concentration ratios deter-
mined at the following sampling points: at 1, 2, 3 (and 4 for estazolam) hours after administration were as follows — for estazolam:
7.1;11.5; 11.5 and 12.6; for doxepin: 2.9; 2.0 and 1.1 and for promazine: 0.02; 0.14 and 0.13. Correlation coefficients (R) of drug
concentrations in blood and saliva were: 0.734 and 0.339 for estazolam (n = 161) and doxepin (n = 134), and 0.104 for promazine
(n=102). The conducted research showed that saliva may be a useful material for detection of estazolam, doxepin and promazine
after oral administration at single therapeutic doses. Ascertainment of estazolam and doxepin in saliva may be a marker for the
presence of these compounds in blood and hence in the organism.
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1. Introduction

The use of saliva as a material for the detection of
drugs and psychotropic substances has become in-
creasingly widespread over the last few years [6, 7, 10,
11, 12]. Because saliva can be collected easily and the

* The study presented in this paper was done within the research
project No. 6 PO 5D 060 21, which was financially supported
by State Committee for Scientific Research.

process of collection itself can be closely observed, it
is used to assess the health of individual patients dur-
ing monitored therapy, to test employees in order to
ensure safety at work and to test drivers suspected of
driving under the influence of substances that decrease
psychomotor efficiency [16, 17], and thus, generally
speaking, to test large populations of persons for use of
a variety of drugs. For many substances there is a di-
rect physiological correlation between concentrations
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in blood and saliva. Ascertainment of such a correla-
tion indicates that a positive saliva analysis may be
a marker of a drug presence in the organism [4]. A ma-
jor problem linked to the correlation of concentrations
between saliva and blood is contamination of saliva by
remnants and debris from food and other substances
taken orally or by smoking or by “snorting” via the
nose. The use of saliva despite these drawbacks is pos-
sible thanks to routine methods capable of detection of
picogram amounts of drugs using mass spectrometry,
while microgram quantities can be detected using thin
layer chromatography or gas chromatography coupled
with a traditional flame-ionisation detector.

After analysis of 77,000 urine and saliva samples
for the presence of psychotropic substances, it tran-
spires that testing saliva yields equal or even higher
amounts of positive results for the most popular sub-
stances such as opiates, cannabinols, amphetamines
and cocaine [2], compared with urine samples. Mor-
phine, cocaine (and its metabolite — benzoilecgonine),
A’-tetrahydrocannabinol, amphetamine and its ana-
logues are restricted by law in many countries. The
presence of these substances in the blood of drivers is
not acceptable. The situation, however, is more com-
plicated when it comes to prescription drugs, which
may also affect psychomotor efficiency. That is why
multiple researches are conducted to find specific pa-
rameters defining the condition of a person after such
drug administration. Results shown in this paper are
part of a project entitled: “Pharmacological substances
and road safety”. One of the objectives was to evaluate
the influence of some prescribed drugs on selected pa-
rameters of the human motor system. The evaluation
was carried out at known blood and saliva concentra-
tions of the administered drug. Drugs whose concen-
trations were determined were selected on the basis of
surveys. The aim of the surveys was to find out which
types of medicines were being used by drivers. The
first questionnaires were sent to 4000 drivers in 1997
[1]. On the basis of answers received from 1161 re-
spondents, it can be stated that 348 (42%) drivers were
driving under the influence of prescription drugs, of
whom 19% took benzodiazepines, 79% various types
of analgesics, and 2% other kinds of medicines. In
2002 a modified questionnaire was sent to 300 drivers.
One of the questions concerned the kind of adminis-
tered medicines — classifying into 4 categories: seda-
tive, antidepressants, neuroleptic and others. Each
group contained 9 to 12 substances. Answers were re-
ceived from 278 persons, of whom 134 stated that they
were driving after administration of medicines.
67 drivers confirmed taking sedative drugs, of whom
24 indicated estazolam. 22 persons admitted taking an-

tidepressants, of whom 13 took doxepin. Neuroleptics
were taken by 11 respondents — 7 of these taking
promazine. In the category of “other”, indicated by
96 persons, the following were most frequently men-
tioned: analgesics, antipyretics, antihistamines and an-
tibiotics. The model compounds — promazine, doxepin
and estazolam — which were selected as the basis for
studying disturbances of psychomotor efficiency
cause many undesired symptoms even at therapeutic
doses. These symptoms mean that ill persons should
not drive, operate machinery or drink alcohol during
treatment. Information concerning the influence of the
medicine on the ability to drive is shown as a picto-
gram on the packaging and in the leaflet attached to the
given medicine. Such information is required under
European Union Directive: UE 83/570/EEC concern-
ing medicinal drugs and 92/27/EEC concerning label-
ling of medicinal drugs. The actions of these com-
pounds are described below with special attention to
side-effects which may affect psychomotor efficiency.

Estazolam is a triazolobenzodiazepine derivative,
which is used in the treatment of insomnia, as an auxil-
iary medicine in psychosis treatment, as well as an
anxiolytic in neurosis. It affects the central nervous
system, especially the limbic system and hypothala-
mus. It also facilitates GABA-ergic transmission. When
administered in therapeutic doses, it may cause exces-
sive sleepiness, uncoordinated movement, in some
cases tiredness, nausea, dizziness, blurred or double
vision, body tremor or memory disturbances.

Doxepin is a tricyclic antidepressant, with strong
anxiolytic and sedative action, and also facilitates
sleep. Its mechanism of action consists in blocking
central and peripheral cholinergic receptors and inhib-
iting the reuptake of neurotransmitters. It is applied in
depressive syndromes with anxiety and extreme fear,
as well as in the treatment of neurosis with somatic
symptoms and insomnia. It may cause a feeling of
tiredness, increased heart rate, mucous membrane dry-
ness, accommodation disturbance and increased intra-
ocular pressure. However, the main side-effect, espe-
cially at the beginning of treatment, is feeling very
sleepy during the day.

Promazine is an aliphatic derivative of phenothi-
azine. It has a moderate sedative effect on humans,
weak antipsychotic and antiautistic activity, has a slight
effect on the extrapyramidal and autonomic nervous
system. It is applied in psychosis, especially in elderly
people with visible psychomotor stimulation. The
most common side effects of promazine treatment
seem to be: sleepiness, drowsiness, apathy, fatigue,
anxiety, confusion and disorientation, dizziness, low-
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ered blood pressure, possibility of occurrence of dis-
turbances in heart rate and blurred vision.

2. Aim of the study

The aim of the study was to evaluate the usefulness
of saliva as a material for testing drivers for the pres-
ence of estazolam, doxepin and promazine.

3. Materials and methods
3.1. Reagents

Estazolam standard was obtained from Pliva, Po-
land, estazolam-Ds, promazine, doxepin, and trimi-
pramine from Sigma, USA, acetonitrile, hexane,
isoamyl alcohol from Merck, Germany, distilled water
was prepared using quartz distillation apparatus, for-
mic acid was obtained from Ubichem, UK, diisopropyl
ether from Sigma, USA, sodium hydroxide and con-
stituents of phosphoric buffer from POCh, Poland.

3.2. Specimens

Specimens used for the research were blood and sa-
liva samples collected from 50 volunteers (men aged
19-23, body mass 70—80 kg, height 175-180 cm), who
had not had any previous history of taking medicines
that were the subject of the study. Volunteers were
given estazolam, doxepin, and promazine once at ther-
apeutic doses. The drugs were administered at inter-
vals of at least one week and the doses were: 1 mg for
estazolam and 50 mg for doxepin and promazine.
Blood and saliva samples were collected simulta-
neously at 1, 2 and 3 hours after administration of the
medicine and for estazolam also after 4 hours. Addi-
tionally, 3.5 hours after administration of estazolam,
volunteers received a calculated amount of alcohol
leading to a concentration of 0.5%.. Saliva samples
were collected without stimulation by spitting into
polypropylene tubes. After the collection process, sa-
liva samples were centrifuged. Blood was collected
in heparinised vials. Both materials were stored in
a freezer (at a temperature of —20°C) until analysis.

3.3. Extraction

Liquid-liquid extraction was used for isolation of
analytes from biological material. Deuterated deriva-
tives were used as internal standards for estazolam:
estazolam-Ds at 50 ng/ml in blood and 5 ng/ml in sa-

liva. For doxepin and promazine in blood and saliva,
trimipramine was used as an internal standard at a con-
centration of 20 ng/ml. Two blood and two saliva sam-
ples of 0.2 ml each were collected for extraction of
estazolam and 1 ml for doxepin and promazine.

Estazolam was extracted from an acidic medium
(pH 5, addition of 0.2 ml of phosphoric buffer) with
diisopropyl ether (1.2 ml) by vortex-mixing for 30 s at
50 Hz. After centrifugation, 1 ml of organic phase was
transferred to another tube and evaporated to dryness
at 40°C under a stream of nitrogen. The dry residue
was dissolved in 0.1 ml of HPLC mobile phase and
20 pl of sample was injected into the HPLC-MS sys-
tem using an autosampler [8].

Promazine and doxepin were extracted from
a strongly alkaline medium (pH 13, addition of 3 ml
0.6 M NaOH) with n-hexane/isoamyl alcohol mixture
(99:1 v/v) by shaking for 10 min. After centrifugation,
the organic layer (3 ml) was condensed to approxima-
tely 0.5 ml using a TurboVap (Zymark) under a stream
of nitrogen. Afterwards, re-extraction by vortex-mixing
was conducted with addition of 0.1 ml of 0.1% formic
acid for 5 min. After centrifugation, 20 ul of aqueous
phase was injected into the system using an auto-
sampler. The extraction yield [%] for each analyte from
blood and saliva (n = 5) was 74 and 71 for estazolam
(determined at concentrations of 30 ng/ml and 4 ng/ml
of estazolam), 89 and 94 for doxepin (determined at
15 ng/ml in blood and 10 ng/ml in saliva) and 84 and
79 for promazine (at 15 and 100 ng/ml respectively).

3.4. Equipment

Analyses were conducted using an HP-1100
Agilent Technologies liquid chromatograph coupled
with a mass spectrometer operating in atmospheric
pressure chemical ionisation mode. Separation was
performed on a LiChroCART 55 x 4 column with
Purospher STAR RP-18e packing. The mobile phase
was 0.1% (v/v) formic acid in water and acetonitrile.
Analysis was carried out with a mobile phase composi-
tion gradient (Figure 1).

3.5. Determination

Pseudomolecular ions [M+H]" were monitored with
(m/z): 295 for estazolam, 300 for estazolam-Ds,
280 for doxepin, 285 for promazine and 295 for trimi-
pramine. Methods of determination of these medicines
in blood and saliva were optimised and validated. Ob-
tained limits of detection (LOD) and quantitation
(LOQ) expressed in ng/ml were as follows: 0.5 and
1.0 for estazolam, 0.1 and 0.5 for doxepin, and 0.2 and
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Estazolam Doxepin, Promazine
100 % 100 %
A A

Fig. 1. Programmed gradient of mobile phase composition
for determination of estazolam, doxepin and promazine
(A — 0.1% formic acid in water, B — 0.1% formic acid in
acetonitrile).

1.0 for promazine. The linearity range (LOL) for all
three compounds in saliva and blood ranged from the
LOQ to 200 ng/ml.

4. Results and discussion

Proper validation of the methods allowed us to ap-
ply them to determination of estazolam, doxepin and
promazine in blood and saliva. Figures 2, 3 and 4 show
typical chromatograms obtained during analysis.
163 blood and 161 saliva samples were examined for
the presence of estazolam. Statistical elaboration of re-
sults is shown in Table 1. Doxepin was determined in
134 blood and 135 saliva samples, and results are pre-
sented in Table II. The concentration of promazine
was determined in 102 blood and 119 saliva samples
and results are shown in table III. The correlation be-
tween concentrations of estazolam, doxepin, and pro-
mazine in blood and saliva for all examined persons is
shown in Figures 5, 6 and 7.
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Fig. 2. SIM chromatogram of an extract of blood containing
estazolam (18.8 ng/ml, 4 h).
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Fig. 3. SIM chromatogram of an extract of saliva containing
doxepin (11.2 ng/ml, 2 h).
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Fig. 4. SIM chromatogram of an extract of saliva containing
promazine (24.2 ng/ml, 2 h).

Mean concentrations (ranges) of estazolam ex-
pressed in ng/ml in blood 1, 2, 3 and 4 hours after ad-
ministration were 34 (1.2-86.4); 40 (4.6-91.7);
40 (12.17-81.9) and 46 (16.9—-128) respectively. Re-
sults were much higher than mean concentrations de-
termined in saliva: 4.9 (0.6-36.3); 3.5 (0.7-7.8);
3.5(1.4-7.0) and 3.7 (1.0-6.6) respectively. Mean val-
ues of estazolam blood/saliva concentration ratio were
7.1; 11.5; 11.5 and 12.6 at appropriate sampling
points. The rise of mean estazolam concentration in
blood (46) and in saliva (3.7) at the fourth hour after
administration was most likely caused by taking alco-
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TABLE I. COMPARISON OF ESTAZOLAM CONCENTRATIONS [ng/ml] IN BLOOD AND SALIVA

Sampling point [h] 1 2 3 4
Material Blood Saliva Blood Saliva Blood Saliva Blood Saliva
Mean [ng/ml] 34.52 4.87 40.41 3.5 40.75 3.53 46.19 3.66
SD 22.4 5.62 23.71 2.07 22.2 1.97 24.78 1.86
RSD [%] 65 116 59 59 54 56 54 51
Median [ng/ml] 29.25 1.87 33.29 1.81 27.16 2.1 39.93 2.08
Cwmin [ng/ml] 1.19 0.57 4.58 0.67 12.17 1.39 16.88 0.98
Chiax [ng/ml] 86.4 36.31 91.7 7.78 81.9 7.05 128 6.55
N 43 43 43 42 41 40 36 36
Chlood/ Csaliva 7.1 11.5 11.5 12.6

TABLE II. COMPARISON OF DOXEPIN CONCENTRATIONS [ng/ml] IN BLOOD AND SALIVA

Sampling point [h] 1 2 3
Material Blood Saliva Blood Saliva Blood Saliva
Mean [ng/ml] 10.8 3.7 20.2 10.2 16.0 14.0
SD 16.5 5.5 29.5 16.9 14.7 15.5
RSD [%] 152.9 148.5 146.1 165.5 91.5 110.8
Median [ng/ml] 4.8 1.2 10.8 5.2 12.7 8.5
Cwmin [ng/ml] 0.0 0.05 1.3 0.3 1.5 0.8
Chiax [ng/ml] 88.1 26.8 131.9 89.7 88.1 74.2
N 44 45 45 45 45 45

TABLE III. COMPARISON OF PROMAZINE CONCENTRATIONS [ng/ml] IN BLOOD AND SALIVA

Sampling point [h] 1 2 3

Material Blood Saliva Blood Saliva Blood Saliva

Mean [ng/ml] 14.1 687.2 20.92 143.5 17.2 128.4

SD 17.2 2255.9 34.00 359.8 30.7 465.7

RSD [%)] 121.7 328.3 162.53 250.8 177.9 362.6

Median [ng/ml] 6.6 48.9 10.48 20.3 6.9 6.8

Cyiin [ng/ml] 0.4 0.3 0.14 0.2 1.1 0.2

Chiax [ng/ml] 76.5 11500.0 164.6 2004.7 132.2 2804.9

N 30 40 38 39 34 40

Cblood/csaliva 0.02 0.14 0.13
hol by examined persons at 30 min before collection of 11 out of 25 persons in whom peak concentration of
samples. A statistically significant rise in estazolam estazolam in blood occurred 2 hours after administra-
concentration in both biological fluids after adminis- tion of medicine. In 36 volunteers out of a group of 50,
tration of alcohol was shown by Lechowicz et al. [8], maximal concentration of estazolam occurred at the
but only in the most numerous group of volunteers, i.e. same time.
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Fig. 6. Correlation between blood and saliva doxepin con-
centrations.

Determined concentrations of doxepin (Table IT) in
blood also appeared to be higher than corresponding
saliva levels, and mean values of blood/saliva concen-
tration ratio were 2.9; 2.0 and 1.1, at 1, 2, and 3 hours
after administration respectively.

For promazine (Table III), average saliva levels
were much higher than in blood during the whole pe-
riod of examination, which is illustrated by mean
blood/saliva ratios equalling 0.02, 0.14, and 0.13 at 1,
2, and 3 hours after administration. A comparison of
average values obtained in the second and third hour
shows that an equilibrium of promazine concentra-
tions in saliva and blood occurred. From a thorough

Promazine concentration (blood) [ng/ml]

Fig. 7. Correlation between blood and saliva promazine con-
centrations.

analysis of particular ratios, it transpires that for 37%
of samples collected after 1 hour, and 13% collected at
the next two sampling times, blood/saliva concentra-
tion ratios of promazine were extremely low; equal or
lower than 0.005. High concentrations of promazine
lasting for three hours in the saliva may indicate its
deposition in the mouth.

Correlation coefficients of concentrations in simul-
taneously collected blood and saliva samples were
0.734 for estazolam, 0.339 for doxepin and 0.104 for
promazine. These values show good correlation of
estazolam in saliva and blood, weaker for doxepin and
no correlation for promazine. Ascertainment of esta-
zolam and doxepin in saliva may be a marker for the
presence of these compounds in blood and therefore in
the whole organism, whereas no such conclusion may
be drawn for promazine.

The obtained results are consistent with data col-
lected from the literature concerning benzodiazepines
[6, 15]. Lower concentrations in saliva, their good cor-
relation in saliva with the free fraction in plasma, but
no relationship to lower psychomotor efficiency was
ascertained for diazepam, nordiazepam, oxazepam,
nitrazepam and chlordiazepoxide. A similar relation-
ship was observed for flunitrazepam and for its metab-
olite — 7-amino-flunitrazepam, but these compounds
were not stable in saliva even after addition of sodium
fluoride and storage in a fridge [15]. Other groups of
compounds were also investigated. Concentrations of
carbamazepine in saliva correlated well with its blood
level and even with applied doses. Correlation of con-
centrations of phenytoin in saliva varied between the
free and complete fraction and was dependent on the
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speed of saliva secretion, and its concentrations in sa-
liva were not consistent with therapeutic effects [9].
A positive result of saliva analysis also constituted
good confirmation of the presence of barbiturates
(amobarbital, hexobarbital, pentobarbital and pheno-
barbital) determined simultaneously in plasma, serum
and blood, although in the majority of cases, the saliva
level was strongly dependent on pH, and the concen-
tration of studied barbiturates was lower in saliva [6].
Similar effects were confirmed for primidone, etho-
suxymide, but the effects were opposite for valproic
acid [9]. No data concerning doxepin and promazine
was found in the literature.

In recent years, most researches have focused on
evaluation of the usefulness of saliva analysis for de-
tection of the most common addictive drugs such as
opiates, methadone, cocaine, amphetamines and tetra-
hydrocannabinols [2, 3, 13, 14, 15]. Data from these
studies show that obtained saliva concentrations vary
a lot and depend on many parameters. Amphetamine
and its analogues, cocaine, benzoilecgonine [5, 14]
and in most cases methadone and A’-tetrahydro-
cannabinol [11, 15] appear at higher concentrations in
saliva than in blood only a short time after administra-
tion.

5. Conclusions

— Saliva may be a useful material for detection of
estazolam, doxepin and promazine after adminis-
tration of single therapeutic doses.

— Observed saliva levels of estazolam were 7 to
12 times lower than in blood, and mean concentra-
tion in saliva up till 4 hours after administration
was approx. 4 ng/ml.

— Results obtained for blood and saliva showed good
correlation for estazolam after a single dose in
a 4 hour period compared to analogous results for
doxepin and promazine. Ascertainment of esta-
zolam in saliva is thus a good indicator of its pres-
ence in blood. The presence of doxepin in saliva
seems to be a weaker indication of its presence in
blood.

— Additional administration of alcohol influences the
pharmacokinetics of estazolam, raising its concen-
tration in investigated samples. Concentrations of
doxepin in saliva were 2 to 3 times lower than in
blood, while mean saliva concentration was about
10 ng/ml. Promazine levels in saliva in most cases
were higher than in blood and no correlation be-
tween these concentrations was found. That is why

it is impossible to confirm promazine presence in
blood after saliva analysis alone.

— Determination of the mentioned medicines in sa-
liva and blood after single therapeutic doses re-
quires the use of a sensitive analytical method such
as LC-MS — applied in this study.

— Because of very low peak levels of estazolam in sa-
liva (about 10 times lower than in blood) detection
of this compound with available simple devices
(testers) is practically impossible.
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MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA SLINY W BADANIACH KIEROWCOW
NA OBECNOSC ESTAZOLAMU, DOKSEPINY I PROMAZYNY"

1. Wstep

Wykorzystanie §liny jako materialu uzywanego do
wykrywania lekéw oraz $rodkéw odurzajacych w orga-
nizmie cztowieka od paru lat staje si¢ coraz bardziej pow-
szechne [6, 7, 10, 11, 12]. Ze wzgledu na tatwo$¢ po-
bierania tego plynu ustrojowego i mozliwo$¢ kontroli
(pod $cista obserwacja) samego procesu pobierania, $lina
jest uzywana do oceny stanu zdrowia poszczegélnych
0sOb, w terapii monitorowanej, podczas testowania pra-
cownikow w celu zapewnienia bezpieczenstwa pracy lub
przy badaniu kierowcoéw podejrzanych o prowadzenie
samochodu pod wplywem srodkow obnizajacych spraw-
no$¢ psychofizyczna [16, 17], a wigc, ogdlnie rzecz bio-
rac, do badania duzych grup ludzi pod katem uzycia
réznego rodzaju srodkow psychoaktywnych. Dla wielu
lekow istnieje bezposredni fizjologiczny zwiazek pomig-
dzy jego st¢zeniem we krwi i §linie. Stwierdzenie kore-
lacji stezen leku w tych dwoch ptynach ustrojowych
wskazuje, ze pozytywny wynik badania §liny moze by¢
wskaznikiem obecno$ci danego $rodka w organizmie [4].
Istotnym problemem zwiazanym z korelacja jego stezen
w §linie i krwi jest zanieczyszczenie §liny zwiazane z po-
zostalo$cia (zaleganiem) w jamie ustnej srodkow przyje-
tych doustnie, przez palenie lub przez wciaganie nosem.

Wykorzystanie §liny we wszystkich wymienionych
sytuacjach jest mozliwe dzigki rutynowemu wykrywaniu
pikogramowych ilosci lekow metoda spektrometrii mas
w poréwnaniu do mikrogramowych pozioméw koniecz-
nych podczas detekcji przy uzyciu techniki chromatogra-
fii cienkowarstwowej czy nawet gazowej z tradycyjna
detekcja ptomieniowo-jonizacyjna.

Z analizy 77 000 prob §liny i moczu na obecno$é
roznych $rodkow psychoaktywnych wynika, ze badania
prob sliny dostarczyly rownowazna lub nawet wigksza
liczbg wynikéw pozytywnych w poréwnaniu z probami
moczu, biorac pod uwage grupeg najbardziej popularnych
srodkow uzalezniajacych, tj. opiatow, kannabinoli, am-
fetamin i kokainy [2].

Morfina, kokaina (i jej metabolit — benzoiloekgo-
nina), tetrahydrokannabinol, amfetamina oraz jej analogi
objete sa kontrolg prawna w wielu krajach. We krwi kie-
rowcow ich obecnos¢ nie jest dopuszczalna. Taka sytua-
cja nie jest jednak mozliwa w przypadku lekéw, ktore
rowniez moga wpltywaé na sprawno$¢ psychofizyczna

" Badania przestawione w niniejszej pracy zostaly wykonane
w ramach projektu badawczego zatytutowanego ,,Srodki far-
makologiczne a bezpieczenstwo ruchu drogowego” (grant
KBN nr 6 PO 5D 060 21).

kierowcow. Dlatego podejmuje sig liczne badania w po-
szukiwaniu parametrow okreslajacych stan osoby po
przyjeciu srodkow farmakologicznych.

Badania przestawione w niniejszej pracy zostalty wy-
konane w ramach projektu badawczego pt. ,,Srodki far-
makologiczne a bezpieczenstwo ruchu drogowego”.
Jednym z celdow tego projektu byta ocena wptywu lekow
na wybrane parametry motoryki cztowieka. Oceng tg
przeprowadzano przy znanym st¢zeniu podanego leku
we krwi 1 w §linie. Leki, ktorych stgzenie wyznaczano
w tych materialach, zostaly wybrane do badan na podstawie
ankiet. Celem badan ankietowych bylo rozpoznanie ro-
dzaju lekow przyjmowanych przez kierowcow. Pierwsze
ankiety zostaly rozestane do 4000 kierowcow w 1997
roku [1]. Na podstawie odpowiedzi uzyskanych od 1161
respondentow nalezy stwierdzi¢, ze wsrod 348 (42%)
kierowcow, ktorzy prowadzili samochody pod wptywem
lekow, 19% przyjmowato benzodiazepiny, 79% rdzne
$rodki przeciwbolowe, a 2% inne $rodki. W 2002 zmo-
dyfikowang ankiete rozestano do 300 kierowcow. Jedno
z pytan ankiety dotyczylo rodzaju przyjmowanych le-
kéw, przy czym leki podzielone byty na 4 grupy: uspoka-
jajace, przeciwdepresyjne, neuroleptyczne oraz inne.
W kazdej grupie wymienione byty nazwy od 9 do 12
srodkow farmakologicznych. Odpowiedzi otrzymano od
278 respondentow, z ktorych 134 stwierdzito, ze prowa-
dzito samochéd i1 przyjmowato leki. W grupie lekow
uspokajajacych, ktorych przyjmowanie zadeklarowato
67 ankietowanych, az 24 osoby wskazaly estazolam.
Wsrdd lekow przeciwdepresyjnych 13 z 22 oséb, ktore
przyznaly si¢ do zazywania tego typu $rodkow, zazna-
czylo dokseping. W grupie neuroleptykéw przyjmowa-
nych przez 11 oso6b, 7 0s6b wskazato promazyng. Wsrod
innych lekoéw, ktérych przyjmowanie zadeklarowato
96 0s6b, najczesciej wymieniane byty $rodki przeciw-
bolowe, przeciwgoraczkowe, przeciwhistaminowe i an-
tybiotyki.

Wybrane do badania zaburzen sprawnosci psycho-
motorycznej zwiazki modelowe, czyli estazolam, dok-
sepina i promazyna, juz w dawkach terapeutycznych wy-
woluja liczne objawy niepozadanego dziatania. Objawy
te powoduja, ze chorzy podczas leczenia nie powinni pro-
wadzi¢ pojazdow, obstugiwac¢ maszyn i przyjmowac na-
pojow alkoholowych. Informacje dotyczace wplywu
leku na zdolno$¢ do prowadzenia pojazdéw sa umiesz-
czone w formie piktogramu na opakowaniu leku oraz
w formie tekstowej na ulotce dotaczonej do kazdego
z tych lekéw. Informacje takie sg wymogiem dyrektywy
UE 83/570/EEC o przepisach dotyczacych preparatow
leczniczych oraz 92/27/EEC o oznakowaniu preparatow
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leczniczych. Ponizej scharakteryzowano dziatanie tych
lekow ze szczegblnym uwzglgdnieniem objawow niepo-
zadanego dziatania, ktére w istotny sposob moga wply-
wac¢ na obnizenie sprawnosci psychomotorycznej kie-
rowcy.

Estazolam to pochodna triazolobenzodiazepiny, ktora
stosowana jest w leczeniu bezsennosci, jako lek pomocni-
czy w terapii psychoz oraz jako lek przeciwlgkowy w ner-
wicach. Dziata na CUN, w szczegodlnosci na uklad lim-
biczny i podwzgorze, utatwia przekaznictwo GABA-er-
giczne. Przyjmowany w dawkach terapeutycznych moze
powodowa¢ nadmierng sennos¢, niezbornos$¢ ruchow, rza-
dziej uczucie zmeczenia, nudnosci, zawroty glowy, zama-
zane lub podwdjne widzenie, drzenie ciata i zaburzenia pa-
mieci.

Doksepina to trojpierscieniowy lek przeciwdepresyj-
ny dziatajacy silnie przeciwlgkowo i uspokajajaco oraz
ulatwiajacy zasypianie. Jej mechanizm dziatania polega
na blokowaniu receptorow cholinergicznych centralnych
i obwodowych oraz hamowaniu wchtaniania zwrotnego
neuroprzekaznikow. Stosowana jest w leczeniu zespotow
depresyjnych objawiajacych si¢ niepokojem i wysokim
poziomem Igku oraz w nerwicach z objawami soma-
tycznymi i bezsennos$cia. Moze spowodowac u pacjen-
tOw uczucie zmgczenia, przyspieszenie akcji serca, su-
cho$¢ bton $luzowych jamy ustnej, zaburzenie akomoda-
cji i zwigkszenie cisnienia $rodgatkowego. Glowna jed-
nak dolegliwoscia, zwlaszcza na poczatku leczenia, jest
odczuwanie nadmiernej sennosci w ciagu dnia.

Promazyna jest pochodna alifatyczna fenotiazyny.
Wykazuje umiarkowane dziatanie uspokajajace, niewiel-
kie przeciwwytworcze oraz przeciwautystyczne, ma sta-
by wpltyw na uklad pozapiramidowy i autonomiczny.
Stosowana jest w psychozach, zwtaszcza wieku podesz-
lego, przebiegajacych z pobudzeniem psychomotorycz-
nym. Najczg$ciej wystgpujace objawy niepozadane przy
leczeniu promazyna to sennosc¢, ospalos¢, apatia, znuze-
nie, niepokdj, stan splatania i dezorientacji, zawroty glo-
Wy, obnizenie ci$nienia tetniczego krwi, mozliwos¢ wys-
tapienia zaburzen rytmu serca oraz niewyrazne, zamaza-
ne widzenie.

2. Cel pracy
Celem niniejszej pracy byta ocena przydatnosci $liny

do badania kierowcoOw na obecno$¢ estazolamu, dokse-
piny i promazyny.

3. Materialy i metody
3.1. Odczynniki

Zastosowano substancje wzorcowe: estazolam (Pliva,
Polska), estazolam-Ds, promazyng, dokseping, trimipra-
ming (Sigma, Stany Zjednoczone) oraz odczynniki: ace-
tonitryl, heksan, alkohol izoamylowy (Merck, Niemcy),
wode destylowana (z destylarki kwarcowej), kwas
mrowkowy (Ubichem, Wielka Brytania), eter diizopro-
pylowy (Sigma, Stany Zjednoczone), wodorotlenek sodu
oraz sktadniki buforu fosforanowego (POCh, Polska).

3.2. Materiat

Materiat do badan stanowily proby krwi i $liny po-
brane od 50 ochotnikow (me¢zczyzni, wick 19-23 lat,
masa ciala 70-80 kg, wzrost 175-180 cm), ktérzy nie
przyjmowali wczesniej lekow stanowiacych przedmiot
badan. Ochotnikom podano jednorazowo estazolam, do-
kseping i promazyng w dawkach terapeutycznych. Leki
byly podawane w odstgpach co najmniej tygodniowych,
a ich dawki wynosity dla estazolamu 1 mg, a dla doksepi-
ny i promazyny po 50 mg. Proby krwi i §liny pobierano
rownoczesnie po 1, 2 i 3 godzinach od podania leku, za$
w przypadku estazolamu dodatkowo po 4 godzinach,
przy czym po 3,5 godzinach po zazyciu estazolamu
ochotnicy otrzymali alkohol w dawce prowadzacej do
stezenia wynoszacego 0,5%o.

Probki sliny pobierano bez stymulacji przez spluwa-
nie do polipropylenowych probéwek. Krew pobierano do
heparynizowanych naczyn. Po pobraniu probki sliny wi-
rowano. Oba rodzaje materiatu przechowywano w zamra-
zarce (w temperaturze —20°C) od momentu pobrania do
czasu wykonania analizy.

3.3. Ekstrakcja

Do wyosabniania lekéw z ptynéw ustrojowych za-
stosowano ckstrakcje ciecz-ciecz. Jako wzorce wewng-
trzne uzyto dla estazolamu jego deuterowana pochod-
na — estazolam-Ds w stezeniu 50 ng/ml dla krwi i 5 ng/ml
dla $liny. Jako wzorzec wewngtrzny do oznaczania dok-
sepiny i promazyny we krwi i §linie zastosowano trimi-
praming w st¢zeniu 20 ng/ml. Do ekstrakcji pobierano po
dwie probki krwi i $liny o objetosci 0,2 ml dla estazolamu
i 1 ml dla doksepiny i promazyny.

Estazolam ekstrahowano ze srodowiska kwasnego (pH 5,
0,2 ml buforu fosforanowego) eterem diizopropylowym
(1,2 ml) przez wstrzasanie za pomoca worteksu (30 s,
50 Hz). Po odwirowaniu pobierano 1 ml fazy organicz-
nej, ktora odparowywano w temperaturze 40°C przy nad-
muchu azotu. Suchg pozostalo$¢ rozpuszczano w 0,1 ml
fazy ruchome;j i 20 pl prébki wprowadzano na kolumne
przy uzyciu automatycznego podajnika probek [8].
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Promazyng i dokseping ekstrahowano ze Srodowiska
silnie alkalicznego (pH 13, 3 ml 0,6 M NaOH) mieszani-
na n-heksanu z alkoholem izoamylowym (99:1, v/v)
(5 ml) przez wytrzasanic za pomoca Wwytrzasarki
(10 min). Po odwirowaniu warstwe¢ organiczng (3 ml) za-
geszezano do okoto 0,5 ml w urzadzeniu TurboVap
w strumieniu azotu. Nastgpnie prowadzono reekstrakcjg
do 0,1 ml 0,1% wodnego roztworu kwasu mrowkowego
przez 5 min wytrzasanie za pomoca worteksu. Po odwiro-
waniu warstwe wodng (20 pl) wprowadzano na kolumng
za pomoca automatycznego podajnika probek.

Wydajno$¢ ekstrakcji [%] dla kazdego leku z krwi
i §liny (n = 5) wynosila 74 1 71 dla estazolamu (wyzna-
czona odpowiednio przy stezeniach 30 i 4 ng/ml), 89 i 82
dla doksepiny (dla stezen 15 ng/ml we krwi i 10 ng/ml
w §linie) oraz 84 1 79 dla promazyny (odpowiednio przy
151 100 ng/ml).

3.4. Aparatura

Badania wykonano metodami chromatografii cie-
czowej sprzgzonej ze spektrometria mas (LC-MS) przy
zastosowaniu aparatu firmy Agilent Technologies, serii
HP-1100. Stosowano pozytywny chemiczny rodzaj jo-
nizacji pod ci$nieniem atmosferycznym (APCI). Roz-
dzial prowadzono, uzywajac kolumny LiChroCART
55 x 4 z wypehieniem Purospher STAR RP-18e. Faze
ruchoma stanowit 0,1% (v/v) kwas mrowkowy w wodzie
iacetonitrylu. Analizy wykonano w warunkach gradientu
sktadu fazy (rycina 1).

3.5. Oznaczanie

Zarejestrowano pozorne jony molekularne [M+H]"
(m/z) estazolamu — 295, estazolamu Ds — 300, doksepi-
ny — 280, promazyny — 285 i trimipraminy — 295. Metody
oznaczania lekow we krwi i $linie zostaly zoptymalizo-
wane 1 zwalidowane. Uzyskane granice wykrywalnosci
(LOD) i oznaczalnosci (LOQ), wyrazone w ng/ml, wy-
nosity odpowiednio 0,5 i 1,0 dla estazolamu, 0,11 0,5 dla
doksepiny oraz 0,2 i 1,0 dla promazyny. Zakres linio-
wosci (LOL) dla wszystkich trzech zwiazkow we krwi
i §linie wynosit od LOQ do 200 ng/ml.

4. Wyniki i dyskusja

Wtasciwe parametry walidacji metod pozwolity na
zastosowanie ich do oznaczania estazolamu, doksepiny
i promazyny we krwi i $linie. Na rysunkach 2, 3 14 przed-
stawiono typowe chromatogramy uzyskane podczas
przeprowadzonych analiz. Przebadano 163 probki krwi
i 161 probek sliny na zawartos$¢ estazolamu, a dane staty-
styczne uzyskanych wynikéw przedstawiono w tabeli 1.
Dokseping oznaczono w 134 probkach krwi i 135 prob-

kach $liny, za$ odpowiednie dane statystyczne zebrano
w tabeli II. Stgzenie promazyny wyznaczono w 102 prob-
kach krwii 119 probkach $liny, za§ odpowiednie dane ze-
brano w tabeli III. Korelacje stezen estazolamu, dok-
sepiny i promazyny we krwi i $linie dla wszystkich prze-
badanych oséb przedstawiono na rysunkach 5, 6,1 7.

Srednie (zakres) stgzenia estazolamu we krwipo 1, 2,
3 14 godzinach od podania jednorazowej dawki leku wy-
nosity odpowiednio: 34 (1,2-86,4); 40 (4,6-91,7);
40 (12,17-81,9) i 46 (16,9-128) ng/ml i byly znacznie
wyzsze od $rednich st¢zen estazolamu wyznaczonych
w §linie: 4,9 (0,6-36,3); 3,5 (0,7-7,8); 3,5 (1,4-7,0) 13,7
(1,0-6,6). Srednie wartosci stosunku stezen estazolamu
we krwi i §linie — C(krew)/C($lina) — wynosity 7,1; 11,5;
11,51 12,6 w odpowiednich godzinach pobierania ma-
teriatow. Wzrost sredniego st¢zenia estazolamu we krwi
(46) i slinie (3,7) w czwartej godzinie po przyjgciu leku
spowodowany byt najprawdopodobniej podaniem ochot-
nikom alkoholu po6t godziny przed pobraniem $liny
i krwi. Statystycznie znamienny wzrost stgzenia estazola-
mu w obu ptynach ustrojowych po podaniu alkoholu wy-
kazat Lechowicz i in. [8], ale tylko w najliczniejszej
grupie ochotnikéw, czyliu 11 z 25 os6b, u ktérych mak-
symalne st¢zenie estazolamu we krwi wystepowato po
2 h od podania leku. W grupie 50 ochotnikéw maksy-
malne stezenie estazolamu w tym samym czasie wystgpo-
wato u 36 osob.

Wyznaczone st¢zenia doksepiny (tabela II) we krwi
rowniez przewyzszaly odpowiednie stgzenia tego leku
w Slinie, a $rednie wartodci  stosunku  stezen
C(krew)/C($lina) wynosity 2,9; 2,01 1,1 odpowiednio po
1, 2 i 3 godzinach od przyjecia leku.

Dla promazyny (tabela III) $rednie stezenia w $linie
znacznie przewyzszaly w calym badanym okresie stgze-
nia we krwi, co obrazuja S$rednie stosunki st¢zen
C(krew)/C($lina) wynoszace 0,02; 0,1410,13 po 1,213
godzinach. Z poréwnania ich §rednich wartoSci w drugiej
i trzeciej godzinie wynika, ze wystapita rownowaga ste-
zen promazyny pomigdzy krwia i §ling. Z analizy posz-
czegblnych stosunkow wynika, ze dla 37% probek po-
branych po jednej godzinie i 13% probek pobranych
w nastgpnych odstgpach czasu stosunki stezen promazy-
ny $lina/krew byly bardzo niskie (rowne lub nizsze niz
0,005). Wysokie stgzenie promazyny utrzymujace si¢
w §linie przez trzy godziny moze wskazywac na jej zale-
ganie w jamie ustne;j.

Wspoétczynniki korelacji stgzen lekow w rownocze-
$nie pobranych probkach krwi oraz $liny wynosity 0,734
dla estazolamu, 0,339 dla doksepiny i 0,104 dla promazy-
ny. Warto$ci tych wspotczynnikéw wskazuja na dobra
korelacje stezen estazolamu w $linie i krwi, slabsza dla
doksepiny i brak korelacji dla promazyny. Stwierdzenie
estazolamu i doksepiny w $linie moze by¢ zatem wskaz-
nikiem obecnosci tych lekow we krwi, a tym samym
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W organizmie, natomiast wykazanie promazyny w §linie
nie jest rownowazne z jej obecnoscia we krwi.

Uzyskane podczas opisanych tu badan wyniki sa
zgodne z danymi zaczerpnigtymi z piSmiennictwa, a do-
tyczacymi innych benzodiazepin [6, 15]. Nizsze st¢zenia
w §linie 1 dobra ich korelacj¢ w $linie z wolna frakcja
lekow w osoczu, ale brakiem zaleznosci pomigdzy stg-
zeniem a obnizeniem sprawnosci psychomotorycznej,
stwierdzono dla diazepamu, nordiazepamu, oksazepamu,
nitrazepamu i chlordiazepoksydu. Podobna zalezno$¢
wykazano dla flunitrazepamu oraz jego metabolitu —
7-aminoflunitrazepamu, ale te zwiazki nie byly trwale
w $linie nawet po dodaniu do niej fluorku sodu i prze-
chowywaniu w lodowce [15]. Inne grupy lekow rowniez
zostaly zbadane. Stgzenia karbamazepiny w $linie kore-
lowaty dobrze z jej stgzeniem we krwi, a nawet z podang
dawka. Korelacja stezen fenytoiny w §linie roznita si¢ dla
frakcji wolnej oraz catkowitej i byta zalezna od szybkosci
wydzielania $liny, a jej st¢zenia w §linie nie znajdywaty
si¢ w zgodnosci z efektami dzialania terapeutycznego [9].
Pozytywny wynik badania $liny stat si¢ rowniez dobrym
potwierdzeniem obecnos$ci barbituranow (amobarbitalu,
heksobarbitalu, pentobarbitalu i fenobarbitalu) oznacza-
nych réwnocze$nie w osoczu, surowicy i krwi, chociaz
w wigkszosci przypadkow poziom leku w $linie byl bar-
dzo zalezny od jej pH, a stgzenie badanych barbituranéw
bylo nizsze w $linie [6]. Podobny efekt wykazano dla
prymidonu, etosuksymidu, natomiast odmienny dla kwa-
su walproinowego [9]. W dostgpnym pi$miennictwie nie
znaleziono danych odnoszacych si¢ do doksepiny i pro-
mazyny.

W ostatnich latach opublikowano liczne prace do-
tyczace badania przydatnos$ci §liny do wykrywania na-
jezesceiej naduzywanych $rodkow uzalezniajacych, czyli
opiatow, metadonu, kokainy, amfetamin i tetrahydrokan-
nabinolu [2, 3, 13, 14, 15]. Z analizy wynikéw tych
ostatnich badan wynika, Ze stezenia zwiazkow z wymie-
nionych grup w $linie bardzo si¢ r6znia i zalezg od wielu
czynnikéw. Amfetamina i jej pochodne, kokaina, benzo-
iloekgonina [5, 14], a takze w wigkszoS$ci przypadkoéw
metadon i tetrahydrokannabinol [11, 15], wystepuja w $li-
nie w wyzszych stezeniach niz we krwi w krotkim czasie
od przyjecia srodka.

5. Whnioski

— Slina moze byé przydatnym materiatem do wykry-
wania estazolamu, doksepiny i promazyny po do-
ustnym przyjeciu pojedynczych, terapeutycznych
dawek tych lekow.

— Obserwowane st¢zenia estazolamu w §linie byty od
7 do 12 razy nizsze niz we krwi, a $rednie stezenie
w §linie do 4 godzin od podania leku wynosito okoto
4 ng/ml.

— Zestawienie wynikow badania krwi oraz §liny wy-
kazato dobra korelacjg stgzen dla estazolamu po przy-
jeciu jednorazowej terapeutycznej dawki leku do
4 godzin od chwili podania w poréwnaniu do ana-
logicznych badan prowadzonych dla doksepiny i pro-
mazyny. Stwierdzenie estazolamu w $linie jest zatem
dobrym wskaznikiem istnienia tego leku we krwi.
Ustalenie obecnosci doksepiny we krwi po badaniu
$liny jest stabsze.

— Dodatkowe przyjecie alkoholu wplyngto na farma-
kokinetyke estazolamu, podnoszac jego stezenie
w badanych ptynach ustrojowych. Stgzenia dokse-
piny w §linie byly od 2 do 3 razy nizsze niz we krwi,
przy czym $rednie stgzenie w $linie wynosito okoto
10 ng/ml. Stezenia promazyny w $linie w wigkszosci
przypadkow byly wyzsze niz we krwi i nie stwier-
dzono zalezno$ci migdzy tymi stgzeniami. Z obec-
no$ci promazyny w §$linie nie mozna zatem wnios-
kowac o jej pozostawaniu we krwi.

— Oznaczanie wymienionych lekow w §linie 1 we krwi
po przyjeciu pojedynczych dawek terapeutycznych
wymaga zastosowania odpowiednio czulej metody
instrumentalnej, np. metody LC-MS, jaka zastoso-
wano w niniejszej pracy.

— Ze wzgledu na niskie st¢zenie estazolamu w §linie
(okoto 10-krotnie nizsze niz we krwi), wykrycie tego
leku za pomoca dostgpnych urzadzen (testeréw) do
wykrywania benzodiazepin w $linie jest praktycznie
niemozliwe.
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