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Abstract

This paper presents a method of determination of bencyclane by liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(LC-MS) in biological samples. This developed method was used to determine the concentration of bencyclane in a biological
specimen collected during autopsy from the body of young female who had committed suicide by ingestion of an unknown quan-
tity of Halidor”. As a result of the performed experiment, the following concentrations of bencyclane were determined: blood
3.8 ng/ml, liver 2.8 pg/g, kidney 3.8 pg/g, brain 4.1 pg/g. This method allows qualitative and quantitative analysis of bencyclane

in biological samples and thus may be routinely used in forensic toxicology.
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1. Introduction

Bencyclane (3-[(1-benzylcycloheptyl)-oxy]-N,N-
dimethylpropylamine, molecular mass = 289 amu), is
an active ingredient of Halidor™ and Fludilat®. It is
a vasodilator and acts spasmolytically on smooth mus-
cles. It is mainly used for treatment of peripheral and
cerebral circulation disorders as well as in gastrointes-
tinal and urinary system spasms. Adverse effects in-
clude headaches and dizziness, hallucination, sleep-
lessness and speech disorders. Bencyclane is readily
absorbed from the gastrointestinal tract. Its biological
half-life is 8—12 hours. The maximal daily therapeutic
dose is 600 mg [6].

The basic analysis which should be performed in
cases where acute or fatal intoxication is suspected is
determination of the drug in blood. However, there are
no literature reference data on therapeutic and toxic

bencyclane levels in blood. No fatal intoxication cases
have been mentioned either. The available literature
describes determination of bencyclane only in urine of
patients who were administered this drug in therapeu-
tic doses. Determination was performed using gas chro-
matography coupled with mass spectrometry [4]. Ben-
cyclane was also measured in serum by GC-NPD [1]
and GC-FID [3]. The usefulness of infrared spec-
trophotometry in qualitative analysis of bencyclane in
pharmaceutical preparations and spiked internal organ
tissues was also studied [2]. However, no papers on
determination of bencyclane by high performance lig-
uid chromatography coupled with mass spectrometry
have been published. Therefore the aim of this study
was to develop a method for determination of
bencyclane in post-mortem material with the applica-
tion of high performance liquid chromatography cou-
pled with mass spectrometry.
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The presented method was applied to qualitative
and quantitative determination of bencyclane in
post-mortem specimens collected from the corpse of
a young female who had committed suicide by intake
of an unknown quantity of Halidor®. Empty packages
of this drug were found near the corpse of the woman
in her flat. The Department of Forensic Medicine was
informed of previous suicide attempts by the deceased.

On the basis of the autopsy and the histopatho-
logical examination results of the internal organ tis-
sues, circulatory and respiratory failure was assumed
as the cause of death. However, no direct cause of this
failure was determined. In order to find the direct
cause of death, blood, liver, kidney and brain tissues
were collected for toxicological analyses.

2. Materials and methods

Peripheral blood samples, liver, kidney and brain
tissues constituted the materials for analysis. Blood
lyophilisate (LGC Promochem) and bencyclane-free
liver, kidney and brain tissues were also used for pre-
paring standard samples. For determination of ben-
cyclane, biological material was extracted with aceto-
nitrile in an ultrasound bath for 2 hours. Internal or-
gans tissues were homogenised beforehand. The ex-
tracts were evaporated under nitrogen at 40°C. The

residues were reconstituted in methanol. Standard
samples were made by fortification of blank blood,
liver, kidney and brain with bencyclane to achieve
a concentration of 3 ug/ml (ug/g). These samples were
prepared in order to evaluate the extraction efficiency.

Qualitative and quantitative analyses were perfor-
med using a liquid chromatograph coupled with a mass
spectrometer equipped with a quadruple mass analyser
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). For
chromatographic separation, a Zorbax Eclipse XDB —
C18 (150 x 4.6 mm, 5 p) column was used. The mobile
phase consisted of acetonitrile (55% v/v) and 0.1%
trifluoroacetic acid (45% v/v). The flow of the mobile
phase was 0.5 ml/min. The mass spectrometer was op-
erated in atmospheric pressure electrospray ionisation
mode (API-ES). The detector worked in positive ionis-
ation mode. The mass detector parameters were as fol-
lows: fragmentor voltage 70 V, capillary voltage 4 kV,
nitrogen flow rate 13 I/min, nitrogen temperature 250°C,
nebulizer pressure 30 psig. The analysis was carried
out in selected ion monitoring mode. A pseudomo-
lecular ion of m/z = 290 was monitored.

3. Results

Figure 2 shows example LC-MS chromatograms of
bencyclane standard (A), extract of bencyclane-free
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Fig. 1. LC-MS chromatograms of: a — bencyclane standard; b — extract of blank blood; ¢ — extract of blood spiked with

bencyclane; d — natural blood sample extract.
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blank blood sample (B), blood sample spiked with
bencyclane (C) and extract of blood specimen taken
from the body of the deceased (D). The retention time
of bencyclane under the described conditions was
5.9 min.

Validation parameters of the presented method of
bencyclane determination are shown in Table 1. The
linearity of the calibration curve was determined in the
range of 0.06—12.5 ng/ml. The value of the correlation
coefficient R* was 0.997. The limit of detection was
0.006 pg/ml. Recoveries of bencyclane from biologi-
cal material are presented in Table II. The developed
method was applied to determination of bencyclane in
a biological specimen collected from the corpse of
a female who ingested an unknown quantity of
Halidor”. The achieved results are presented in Ta-
ble III.

TABLE 1. VALIDATION PARAMETERS

4. Discussion

From the relevant literature, it transpires that sol-
vents such as isooctane [1] and a mixture of dichloro-
methane, isopropanol and ethyl acetate (1:1:3) [4]
have been used for the extraction of bencyclane.
Bencyclane has only been extracted from urine and se-
rum, but no recovery measurement results are pre-
sented. Moreover, there is a lack of information on the
extraction method of this substance from post-mortem
material such as blood and internal organ tissues. In
our study, bencyclane was extracted from blood, liver,
kidney and brain tissues with acetonitrile. The per-
formed experiments show that the recoveries of
bencyclane from biological samples achieved with
acetonitrile extraction are higher than 71.2%.

Linearity LOD LOQ Intra day precision [CV%)] Day to day precision [CV%)]
[R] [ug/ml] [ug/ml] (n=3.3 pg/ml) (n=3 x 3.3 ug/ml)
0.997 0.006 0.06-12.5 8.2

TABLE II. RECOVERY VALUES OF BENCYCLANE FROM
BIOLOGICAL SAMPLES

Biological samples Mean recovery of

= bencyclane
(n=3) y

[%]
Blood 899+1.8
Liver 71.2+£22
Kidney 89.2+1.0
Brain 83.7+4.3

TABLE III. CONCENTRATION OF BENCYCLANE IN BI-
OLOGICAL SAMPLES

Biological sample Concentration of

bencyclane
[ug/ml, pg/g]
Blood 3.80
Liver 2.80
Kidney 3.80
Brain 4.10

The final stage measurements were performed by
high performance liquid chromatography coupled
with mass spectrometry. The presented method is se-
lective and enables the detection of bencyclane at
alevel 0f 0.006 pg/ml and quantification within a wide
range of concentrations. The developed method was
applied to toxicological analysis of blood, liver, kid-
ney and brain tissues collected from the corpse of a fe-
male who had committed suicide by ingestion of an
unknown quantity of the drug Halidor”.

Because there is a lack of scientific reports on in-
toxication by this drug, it is impossible to compare the
results with literature data. Therefore, it is also impos-
sible to evaluate unequivocally whether the deter-
mined concentrations of bencyclane correspond to
a toxic or lethal dose intake.

5. Summary

The presented method of isolation of bencyclane
gives satisfactory recovery values (above 71.2%). The
developed method of determination of bencyclane
allows detection of this compound at a level of
0.006 pg/ml and quantification in a range of 0.06—
12.5 pg/ml.
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The method presented in this paper can be applied
routinely to qualitative and quantitative analysis of
bencyclane in biological material.
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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ Z DETEKTOREM
MASOWYM DO OZNACZANIA BENCYKLANU W MATERIALE

BIOLOGICZNYM

1. Wstep

Bencyklan (3-[(1-benzylocykloheptylo)-oksy]-N,N-
dimetylopropyloamina, masa czasteczkowa = 289) jest
sktadnikiem czynnym preparatéw Halidor™ i Fludilat®.
Jest to lek o dziataniu spazmolitycznym na migsnie glad-
kie oraz rozszerzajacym naczynia krwiono$ne. Stosowa-
ny jest gtdwnie w zaburzeniach krazenia obwodowego
i mézgowego oraz w stanach skurczowych przewodu po-
karmowego oraz drog moczowych. Sposrdd dziatan nie-
pozadanych wymieni¢ nalezy bole i zawroty glowy,
halucynacje, omamy, bezsenno$¢ oraz zaburzenia mowy.
Bencyklan szybko wchiania si¢ z przewodu pokarmowe-
go. Biologiczny okres jego poltrwania wynosi 8—12 go-
dzin. Maksymalna dzienna dawka terapeutyczna wynosi
600 mg [6]. Podstawowym badaniem w przypadku po-
dejrzen zatru¢ ostrych i $miertelnych jest oznaczenie
stezenia leku we krwi. Natomiast w dostegpnej literaturze
przedmiotu brakuje danych odno$nie do stgzen tera-
peutycznych oraz toksycznych bencyklanu we krwi. Nie
odnotowano rowniez zatru¢ §miertelnych tym lekiem.

Jak wynika z dostepnego pismiennictwa, bencyklan
oznaczano dotychczas jedynie w moczu 0séb przyjmu-
jacych ten lek w dawkach terapeutycznych. Oznaczenia
przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografii ga-
zowej sprzg¢zonej ze spektrometrem mas [4]. Bencyklan
oznaczano réwniez w surowicy metoda GC-NPD [1] oraz
GC-FID [3]. Prowadzono takze badania nad przydat-
nos$cia spektrofotometrii w podczerwieni do jakos$ciowe;j
analizy bencyklanu w preparatach farmaceutycznych
i wycinkach narzadéw wewngtrznych wzbogaconych
bencyklanem [2].

Brakuje natomiast doniesieh na temat oznaczania
bencyklanu metoda wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej sprzg¢zonej ze spektrometrem mas. W zwiazku
z tym, celem prezentowanej pracy bylo opracowanie
metody oznaczania bencyklanu w materiale sekcyjnym
z wykorzystaniem metody wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrem mas.

Przedstawiona metod¢ wykorzystano do oznaczenia
jakosciowego i ilo§ciowego bencyklanu w materiale sek-
cyjnym pobranym ze zwlok mtodej kobiety, ktora w ce-
lach samobéjczych spozyta nieznana ilos¢ leku Halidor®.
Przy zwlokach kobiety ujawnionych w mieszkaniu zna-
leziono puste opakowania po tym leku. Z informacji
przekazanych do zaktadu medycyny sadowej wynikato,
ze denatka w przeszlosci podejmowata proby samoboj-
cze. W oparciu o wyniki badania sekcyjnego zwlok oraz

wyniki badan histopatologicznych wycinkow narzadow
wewngetrznych przyjeto, ze przyczyna zgonu byta nie-
wydolno$¢ krazeniowo-oddechowa. Nie okreslono jed-
nak bezposredniej przyczyny tejze niewydolnosci. W ce-
lu wyjasnienia przyczyny zgonu do badan toksykologicz-
nych zabezpieczono krew oraz wycinki watroby, nerki
i mozgu.

2. Material i metody

Materiat do badan stanowity proby krwi obwodowej,
wycinki watroby, nerki i mézgu. Wykorzystano rowniez
liofilizat krwi (LGC Promochem) oraz wolne od bency-
klanu wycinki watroby, nerki i mézgu do przygotowania
prob modelowych.

W celu oznaczenia bencyklanu materiat biologiczny
ekstrahowano acetonitrylem w tazni ultradzwigkowej przez
2 godziny. Wycinki narzadow wewngtrznych uprzednio
homogenizowano. Otrzymane ekstrakty odparowano
w strumieniu azotu w temperaturze 40°C. Pozostatos$¢
rozpuszczono w metanolu.

Proby modelowe przygotowano przez obcigzenie krwi
referencyjnej oraz wycinkdw watroby, nerki i moézgu
bencyklanem w taki sposob, by otrzymac stezenie 3 pg/ml
(ng/g). Proby przygotowano w celu oceny wydajnosci
ekstrakcji.

Analize jakosciowa i iloSciowa przeprowadzono
z wykorzystaniem chromatografu cieczowego sprz¢zo-
nego ze spektrometrem mas wyposazonym w analizator
kwadrupolowy (Agilent Technologies, Waldbronn,
Niemcy). Do przeprowadzenia analizy chromatograficz-
nej wykorzystano kolumne chromatograficzng Zorbax
Eclipse XDB—-C18 (150 x 4,6 mm, 5 p). W sktad fazy ru-
chomej wchodzit acetonitryl (55% v/v) oraz 0,1% wodny
roztwor kwasu trifluorooctowego (45% v/v). Przeptyw
fazy ruchomej wynosit 0,5 ml/min. W spektrometrze mas
zastosowano metodg jonizacji przez rozpylanie w polu
elektrycznym pod ci$nieniem atmosferycznym (API-ES).
Detektor pracowal w trybie jonizacji dodatniej. Para-
metry detektora masowego byly nastepujace: napigcie
fragmentora 70 V, napigcie kapilary 4 kV, przeptyw N,
13 Vmin, temperatura N, 250°C, cis$nienie nebulizera
30 psig. Analizg przeprowadzono w trybie monitorowa-
nia pojedynczych jonéw. Monitorowano jon pseudomo-
lekularny o wartosci m/z = 290.



240

P. Piotrowski, M. Sykutera, E. Pufal i in.

3. Wyniki

Na rycinie 2 przedstawiono przyktadowe chromato-
gramy uzyskane w wyniku analizy LC-MS wzorca ben-
cyklanu (A), ekstraktu proby modelowej krwi niezawie-
rajacej bencyklanu (B), ekstraktu proby modelowej krwi
obciazonej bencyklanem (C) oraz ekstraktu krwi pobra-
nej ze zwlok (D). Czas retencji bencyklanu w opisanych
warunkach wynosit 5,9 min.

Parametry walidacyjne prezentowanej metody ozna-
czania bencyklanu przedstawiono w tabeli I. Liniowo$¢
krzywej kalibracyjnej bencyklanu badano w zakresie stg-
zen 0,06-12,5 pg/ml. Wspotezynnik korelacji R* wynosit
0,997. Limit wykrywalnos$ci wynosit 0,006 pg/ml. War-
tosci odzysku bencyklanu z badanego materialu biolo-
gicznego przedstawiono w tabeli II. Opracowana metode
wykorzystano w celu oznaczenia poziomu bencyklanu
w materiale biologicznym pobranym ze zwlok kobiety,
ktora spozyta nieznana ilos¢ leku Halidor™. Otrzymane
wyniki przedstawiono w tabeli II1.

4. Dyskusja wynikow

Jak wynika z danych zawartych w literaturze przed-
miotu, do izolowania bencyklanu stosowano takie roz-
puszczalniki, jak izooktan [1], a takze mieszaning di-
chlorometanu, izopropanolu i octanu etylu (1:1:3) [4].
Bencyklan ekstrahowano jedynie z moczu i surowicy, nie
podajac jednak wartosci odzysku. Ponadto brak jest da-
nych na temat sposobu izolowania tej substancji z ma-
teriatlu sekcyjnego takiego jak krew oraz wycinki na-
rzadow wewnetrznych.

W niniejszej pracy bencyklan izolowano z krwi oraz
wycinkéw watroby, nerki 1 mézgu przy uzyciu acetoni-
trylu. Przeprowadzone badania dowodza, ze zastosowa-
nie acetonitrylu do ekstrakcji bencyklanu zapewnia od-
zysk tego zwiazku z prob biologicznych powyzej 71,2%.

Do oznaczen koncowych w prezentowanej pracy za-
stosowano metodg wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej sprzgzonej ze spektrometrem masowym. Przed-
stawiona metoda jest selektywna i umozliwia wykrycie
tego zwiazku na poziomie 0,006 pg/ml oraz na jego ilos-
ciowe oznaczenie w szerokim zakresie st¢zen.

Opracowana metod¢ wykorzystano do przeprowa-
dzenia badan toksykologicznych krwi oraz wycinkéw
watroby nerki i mézgu pobranych ze zwlok kobiety, ktora
spozyta nieznang ilos¢ leku Halidor”. Z uwagi na brak
doniesien dotyczacych zatru¢ tym lekiem, otrzymanych
wynikow nie mozna skonfrontowa¢ z danymi zawartymi
w literaturze. W zwiazku z tym nie ma réwniez mozli-
wosci jednoznacznej oceny, czy oznaczone st¢zenia ben-
cyklanu odpowiadaja przyjeciu tego leku w dawce tok-
sycznej czy tez §miertelne;j.

5. Podsumowanie

Przedstawiona metoda izolowania bencyklanu z ma-
teriatu biologicznego daje zadowalajace wartosci odzys-
ku (powyzej 71,2%). Opracowana metoda oznaczania
bencyklanu pozwala na wykrycie tego zwiazku na po-
ziomie 0,006 pg/ml oraz na iloSciowe oznaczenie w za-
kresie 0,06-12,5 pg/ml.

Zaprezentowana w niniejszej pracy metod¢ mozna ru-
tynowo stosowa¢ do oznaczen jako$ciowych i ilo$cio-
wych bencyklanu w materiale biologicznym.
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