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�������� �7 benzodiazepines )�� ��:� ���)�� liquid 
chromatography ;?*��7 MS / MS )�(��@
[�7��������@���������,� ��� 

������8�@�
\�(���;<����)������ LC-MS/MS ���� �7��<	��<����
�+��7
����� 18 benzodiazepines )�� ��:�

�������� �7�+��7G�@ benzodiazepine )��8�*�� ��:�G�@ 
�� � ��;���	�� �G`����(8�@���=����7 estazolam ����@��*�@����� 98+:?�
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������*�@�8<����	=����7 estazolam )�
�����1-6 mg 98+(8�@ 1-8 ��	���@ 
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��7������ 18 ��	���@�*���

���Q7�����*�@�8<����	�7 clonazepam 98+7-aminoclonazepam )�� ��
:���<	�)���
&�(8��h�� �����Q7� ��:� 5  �
��(�(8�@�����	�����+���



�1.�����*�@���� ��:�  ��������������� ��!��"�#$�%���&'��&'
(�#�")$�*�+� 5 ml 

- ����/0�12%���34 5 6�!� 3 �2��2���$  �� +8!9:��/0���
- �������� 20 mg >?4+8!9:��@��A��4 +*B�* C"��C���/�C"$A 1 ml. 
diazepam-d5 0.4 ng  

- �4����&' 3 ml 6"�(�#�")$�*�+�  $ �:'4����&+8!� �!'+*B 60 °C 
- ��&�+*B�:�K"(�����9:��4�� 100 ml 6"� Acetonitrile - 20 mM 
ammonium acetate (70:30, v / v) ��  5 ml

- V*��6�!$ �� LC-MS/MS



�2. �����*�@����8<��  4!$�4���:�K"�4��������
- ��K"� 1 ml,diazepam - d5 10 ng.(IS) ��  2 ml 6"� sodium borate 
buffer, pH 9.2 >?4�\2B��6�!(/ 

- 6"��:�&+*B�4��(��>?4�8!�!���4�� 3 ml 6"� diethyl ether

- $ �:'4����&+8!� �!'+*B 60 °C 

- V*��6�!$ �� LC-MS/MS



����� liquid chromatography�tandem mass spectrometry (LC�
MS/MS) ��� !�"#$% Agilent HPLC (Palo Alto, CA, USA) �$+�,-+
./01234

�!5� �6789 :� ;:</"=!1!: :>892:�?�?:%@?�����2A1B?C!"BD#:
BE�C4!1!/FG9+/FH

�8I#E$:+?�B!3%"D!1 :�$HBE:�J7 !/F�: :�KJ? �$+LA:9E!?/+97B�M9 
200 +?. / 9:.3





�BE�C4!1+C!.;:B�M9K!!!9�$   L?.34"3.3425"EC!.34@�1"/9K==Q: ionspray 5 
kV @?�@J?A1!56JUV+H.34 500 °C  X:Y CAD (K9GF�B<9) .34 7 psi,  X:Y 
CUR .34 25 psi @?�./01 GS1 @?� GS2 .34 35 psi 

�D#!+V?`V �/9.a 89GJ+" :�F�$<2!��bH H�H%:J?:%E�/01 (MRM) 
Parent ions

�E$:+B�M9K�K"#89 :�@F F/$!! <:  ?5A+ #!9 (DP) @?�c?/11:9
D!1 :�I9 (CE) .34BJ+:�2;:J�/� :�$HBE�:�J7











�+8!�!�#8!�� �8!)�' Peters �� 1!&#^  Standard curves 
���$*'����������\*'�"'�!���*'& (20 mg) +*B�* 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 
100, 200 ��  500 pg / mg ���4�� 18 benzodiazepines

�#&!�>?4��"��� ����'8!+8!(��)�' 91������/0� blank +*B/$ 4"���&' 
18 �!$/$ 4"�9�/$2�!^#&!��6��6���B8!, 4�!��� �?� �+*'�4��1�&�
�"��+*'� 

�#&!�����'8!(��>?4�$&a�"�)�'4!$&2�#$! :A������ a8!�&� 6  #$�%� 
9����� $ ���#&!��6��6��9�&����*'&4��



�9�$ :&�!�&��#&!�����'8!(��>?4�$&a�"�)�'4!$&2�#$! :A@%8!+b45 4 
&��

��!$�4����&"'�!�+*B(�� (n = 6) 
�4!$�4�� (n = 6) ��  ME (��48!:���/0� ME% = (extracted matrix 
area/mobile phase area) x100
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� &2g* LC-MS/MS >?4\�h�!6i%�\$�"�4��4��4!$�$&a&�� 18 
benzodiazepines 9���&"'�!������� �!�!$>1�&'9�"!1j!4$$���!�'!
��\�2�(�� �*#&!�(&�?�

� Triazolam \��!4+*B�b�9�:�!'/l+*B��!��!9�/$ �+ma*�



�9��*977 active (�<� passive �����+9 �8<��
����9��*����(@<	�98+�*�� ��;��(8�	@�<	� l ��	��������7��G�J�(�<�� ��)�
:���	��������7����Q���	 

������`������+�(�=
 ?*� ��:���	��������7����Q���	  
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��� 2-4 @�. (��>?4+��"�&�!9:����&4+�%�9�4!$+��"�#&�#b��� 
4$ *̂4!$>?4+8!$�!'+!��\m6^ ��!�b$!�� '!��\�2�

���KB"/$2�!^�!$�\2B�6i%� �!�!$>�$&a\� estazolam 9�1�&��� 4-6 @�. 
�*#&!���4��!�"'�!��*��'�8!#�j

�4!$�\2B�6i%�6"� clonazepam �� #&!��6��6��6"� 7-aminoclonazepam 
�"�#��"�4���!�$ ' �&�!"��$!4!$�a$2j��2�)�6"��������!�/4�2

�a!4���!�4!$&2a�'6"�:�!'5+�!� (��6�"�$b/�$�4��&�!  
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� #&!��6��6��6"� 7-aminoclonazepam �*��'�8!#�j�?�4&�! 
clonazepam :���a!4(��$�� single dose @iB��"�#��"�4��$!'�!�6"�
Che`ze �� #^  

� Nakahara �� #^ ����9:��:3�&�!+*B#&!��6��6��6"�'!9���
��4��!�4��6i%�"'?�4��#b^�����2+!��#�*Cp�24�A 



� ���*�8! +*B(��$�� estazolam �\*'�"'�!���*'& 1 mg �!�!$>�$&a\�9�
��������&� proximal (0-2 cm) 

� "!�!���#$+*B(��$��'!9�/$2�!^��*'&4�� a �*#�!4!$�/$���$ :&�!�
�b##�+*B�#� 9�1�&� 0-2 cm.

� a ��"��*4!$\�h�!�� /q2���2�!46i%��\KB"91�9�4!$&2�#$! :A��9��!�
"!1j!4$$���!�'!��\�2�




