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Tato pr·ce byla souË·stÌ studie, jejÌmû cÌlem bylo zjistit roz-
loûenÌ aktivity cytochromu P450 izoenzymu 2D6 (CYP2D6)
v ËeskÈ populaci1.

Aktivitu enzymu lze p¯edpovÏdÏt buÔ urËenÌm genotypu
(anal˝zou DNA), nebo urËenÌm fenotypu, tzn. pod·nÌm vhod-
nÈ modelovÈ l·tky, jejÌû metabolismus z·visÌ v˝luËnÏ na akti-
vitÏ CYP2D6. Fenotyp se pak zjiöùuje na z·kladÏ mnoûstvÌ
podanÈ modelovÈ l·tky a jejÌho metabolitu (-˘) v plazmÏ nebo
v moËi1.

Jako modelovou l·tku jsme pouûili dextromethorfan (DM),
o nÏmû je zn·mo, ûe v organismu podlÈh· O-demethylaci na

dextrorfan (DEX). Je prok·z·no, ûe cestu O-demethylace ka-
talyzuje hlavnÏ CYP2D6. Vznik DEX z DM poskytuje spo-
lehlivou informaci o aktivitÏ CYP2D6, v uspo¯·d·nÌ in vitro
a in vivo2ñ6.. PomÏr mol·rnÌch koncentracÌ DM a DEX v moËi,
tzv. metabolick˝ pomÏr (MP), je indexem pro hodnocenÌ
aktivity CYP2D6 in vivo. Jedinci s MP>0,3 jsou metabo-
liz·to¯i pomalÌ, ostatnÌ jsou metaboliz·to¯i rychlÌ. AlternativnÌ
metabolickou cestou DM je jeho N-demethylace na methoxy-
morfinan (MM). Tato cesta je katalyzov·na nÏkolika dal-
öÌmi izoenzymy cytochromu P450, a to CYP3A3/4, CYP3A5,
CYP3A7, CYP2D9 a CYP2C19 (cit.3,4,7,8) Cesta N-deme-
thylace vöak nem˘ûe nahradit defektnÌ O-demethylaci. DEX
i MM jsou d·le demethylov·ny na hydroxymorfinan2,5,9(HM).
DEX a HM jsou v plazmÏ p¯Ìtomny hlavnÏ ve formÏ konjug·t˘
s kyselinou glukuronovou. Struktury dextromethorfanu a jeho
metabolit˘ jsou uvedeny na obr. 1.

V prvnÌ Ë·sti studie bylo provedeno stanovenÌ MP v moËi
a na z·kladÏ zjiötÏn˝ch v˝sledk˘ byli dobrovolnÌci rozdÏleni
na skupinu rychl˝ch (93,1 %) a na skupinu pomal˝ch (6,9 %)
metaboliz·tor˘1. Tento v˝sledek se shoduje s v˝sledky obdob-
n˝ch studiÌ, kterÈ byly provedeny v jin˝ch evropsk˝ch bÌl˝ch
populacÌch jak s dextromethorfanem, tak i s dalöÌmi vhodn˝mi
modelov˝mi l·tkami6,10ñ12.

Ve druhÈ Ë·sti studie byl stanovov·n MP v plazmÏ. Vzhle-
dem k tomu, ûe je k dispozici jen velmi m·lo pracÌ zab˝vajÌ-
cÌch se urËov·nÌm fenotypu z plazmatick˝ch koncentracÌ mo-
delov˝ch l·tek, zajÌmalo n·s, jak v˝sledky zÌskanÈ anal˝zou
moËe budou korelovat s v˝sledky zÌskan˝mi anal˝zou plaz-
my1,13,14. Z·vÏry zÌskanÈ z fenotypov·nÌ jsme porovn·vali
s genotypem z˙ËastnÏn˝ch dobrovolnÌk˘.

Experiment·lnÌ Ë·st

Studie se ˙Ëastnilo celkem 102 zdrav˝ch, nep¯Ìbuzn˝ch
dobrovolnÌk˘ ve vÏku 20ñ35 let (59 muû˘, 43 ûen). Jedno-
r·zovÏ jim byl pod·n hydrobromid dextromethorfanu v d·v-
ce 27,5 mg per os (25 ml sirupu WICK Formula 44 Plus S,
Wick Pharma, Gross-Gerau, SRN). 3 hodiny po pod·nÌ l·tky
byla 95 dobrovolnÌk˘m odebr·na krev (10 ml) ñ 7 dobrovol-
nÌk˘ odbÏr krve odmÌtlo. P¯ibliûnÏ 1,6 ml plnÈ krve bylo
oddÏleno a pouûito k urËenÌ genotypu. Genotyp byl urËov·n
metodou PCR (Polymerase Chain Reaction)14,15. Do tÈ doby
byla krev uchov·v·na p¯i ñ20 ∞C. Zbytek krve byl zcentrifugo-
v·n (3000 ot.minñ1, 10 min) a zÌskan· plazma byla uchov·v·na
p¯i ñ20 ∞C aû do anal˝zy.

H P L C s t a n o v e n Ì

Konfigurace p¯Ìstroje: pumpa LC-10AS, d·vkovacÌ za¯Ì-
zenÌ SIL-10A a fluorescenËnÌ detektor RF-10A (excitaËnÌ
a emisnÌ vlnov· dÈlka 280 nm/315 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko)

ChromatografickÈ podmÌnky: kolona: Tessek phenyl,
150◊3 mm, 5 µm (Tessek, Praha, »R), p¯edkolona: Tessek
phenyl, 30◊3 mm, 10 µm (Tessek, Praha, »R), mobilnÌ f·ze:
acetonitrilñKH2PO4 pufr (0,01 mol.lñ1) v pomÏru 3 : 2 (v/v),
pH pufru 3,6 (upraveno 0,1 mol.lñ1 H3PO4 ), triethylamin
(350 µl.lñ1), pr˘tokov· rychlost 0,7 ml.minñ1 (160ñ170 MPa),
temperace autosampleru 10 ∞C, temperace kolony 30 ∞C, vnit¯-
nÌ standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, LokrenObr. 1. Struktury analyzovan˝ch l·tek
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20 mg tbl., Synthelabo, Francie), standardy stanovovan˝ch
l·tek: dextromethorfan hydrobromid monohydr·t, (+)-3-me-
thoxymorfinan hydrobromid, (+)-3-hydroxymorfinan hydro-
chlorid a vÌnan dextrorfanu monohydr·t od firmy Hoffmann-
La Roche, äv˝carsko

⁄ p r a v a v z o r k ˘ p l a z m y p ¯ e d a n a l ˝ z o u

Na z·kladÏ v˝sledk˘ anal˝zy moËe byli dobrovolnÌci po-
dle fenotypu rozdÏleni na rychlÈ a pomalÈ metaboliz·tory.
V d˘sledku p¯edpokl·dan˝ch rozdÌln˝ch plazmatick˝ch kon-
centracÌ stanovovan˝ch l·tek u rychl˝ch a pomal˝ch meta-
boliz·tor˘ byla plazma zpracov·v·na v odliönÈm mnoûstvÌ
u obou skupin. Pro izolaci DM a jeho metabolit˘ ze vzork˘
plazmy byla pouûita metoda extrakce a reextrakce v systÈmu
kapalinañkapalina. Konjug·ty DEX a HM s kyselinou gluku-
ronovou byly p¯ed extrakcÌ hydrolyticky rozötÏpeny enzymem
β-glukuronidasou. Vzorky byly analyzov·ny bez hydrol˝zy
i po hydrol˝ze s β-glukuronidasou.

V p¯ÌpadÏ rychl˝ch metaboliz·tor˘ bylo k hydrol˝ze ode-
br·no 0,3 ml plazmy a p¯id·no 0,14 ml vodnÈho roztoku
octanu  sodnÈho  (0,2 mol.lñ1) a 0,011 ml β-glukuronidasy
(1,620 µkatal.lñ1). Tato smÏs byla inkubov·na ve vodnÌ l·zni
temperovanÈ na 37 ∞C. InkubaËnÌ doba 18 h byla p¯edem
experiment·lnÏ ovÏ¯ena jako dostateËn· pro ˙plnou hydrol˝zu
glukuronid˘.

U pomal˝ch metaboliz·tor˘ bylo hydrolytickÈ ötÏpenÌ glu-
kuronid˘ prov·dÏno s dvojn·sobn˝m mnoûstvÌm plazmy neû
u rychl˝ch metaboliz·tor˘ z d˘vodu oËek·van˝ch nÌzk˝ch
koncentracÌ metabolit˘ v plazmÏ. Dvakr·t byl zv˝öen takÈ
objem vodnÈho roztoku octanu sodnÈho a β-glukuronidasy.

E x t r a k c e a r e e x t r a k c e v z o r k ˘ p l a z m y
p o i n k u b a c i s β - g l u k u r o n i d a s o u

V p¯ÌpadÏ rychl˝ch metaboliz·tor˘ bylo k extrakci odebr·-
no 0,4 ml inkubaËnÌ smÏsi, v p¯ÌpadÏ pomal˝ch metaboliz·tor˘
bylo odebranÈ mnoûstvÌ dvojn·sobnÈ, tzn. 0,8 ml inkubaËnÌ
smÏsi (d˘vod viz v˝öe). DalöÌ postup byl u obou typ˘ metabo-
liz·tor˘ shodn˝.

K odebranÈmu mnoûstvÌ inkubaËnÌ smÏsi bylo p¯id·no
0,16 ml Na2CO3 (0,5 mol.lñ1), 0,1 ml betaxololu jako vnit¯nÌho
standardu (2 ng.lñ1, ¯edÏno 0,1 mol.lñ1 HCl) a 5 ml extrakËnÌho
Ëinidla (hexan:n-butanol, 9:1, v/v). Po 15 minutovÈm prot¯ep·-
nÌ a n·slednÈ centrifugaci (2000 rpm, 15 minut) byly zkumav-
ky se vzorky vloûeny do chlazenÈ hexanovÈ l·znÏ (ñ20 ∞C).
Po zmrznutÌ vodnÈ f·ze byla organick· vrstva p¯evedena do
ËistÈ  konickÈ  zkumavky.  Vodn·  f·ze byla po  rozmrazenÌ
extrahov·na jeötÏ jednou stejn˝m postupem. OrganickÈ f·ze
z obou extrakcÌ byly spojeny a pouûity k reextrakci.

Ke spojen˝m organick˝m f·zÌm bylo p¯id·no 0,3 ml KHSO4
(0,01 mol.lñ1). Po 15 minutovÈm t¯ep·nÌ n·sledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min), po kterÈ byla vodn· vrstva opÏt
vymraûena a organick· f·ze byla odstranÏna. Vodn· f·ze byla
po rozmrazenÌ nast¯ikov·na na kolonu v objemu 30ñ50 µl.

E x t r a k c e a r e e x t r a k c e v z o r k ˘ p l a z m y
b e z i n k u b a c e

K 1 ml plazmy bylo p¯id·no 0,4 ml Na2CO3 (0,5 mol.lñ1),
0,1 ml betaxololu jako vnit¯nÌho standardu (2,5 ng.lñ1, ¯edÏno

0,1 mol.lñ1 HCl) a 5 ml extrakËnÌho Ëinidla (hexan:n-butanol,
9:1, v/v).

D·le pokraËovala extrakce i reextrakce stejn˝m zp˘sobem
jako v p¯ÌpadÏ vzork˘ plazmy, kterÈ byly s β-glukuronidasou
inkubov·ny. N·st¯ikov˝ objem vodnÈ f·ze po jejÌm rozmra-
zenÌ byl 50 µl.

K a l i b r a c e

KalibraËnÌ ¯ada a vzorky kontroly kvality byly p¯ipravo-
v·ny ¯edÏnÌm z·sobnÌch roztok˘ standard˘ lidskou plazmou.
Plazma byla zÌsk·na od subjekt˘, kter˝m nebyl dextromethor-
fan pod·n a jejÌû Ëistota byla p¯ed pouûitÌm chromatograficky
ovÏ¯ena. Objemy z·sobnÌch roztok˘ standard˘ a p¯id·vanÈ
lidskÈ plazmy p¯i p¯ÌpravÏ kalibraËnÌ ¯ady a vzork˘ kontroly
kvality byly souËasnÏ ovÏ¯ov·ny v·ûenÌm. Koncentrace z·-
sobnÌch roztok˘: DM 197,7 mg.lñ1, MM 208,5 mg.lñ1, DEX
1870,5 mg.lñ1 a HM 966,7 mg.lñ1 (¯edÏno 0,1 mol.lñ1 HCl).
Rozsahy koncentracÌ jednotliv˝ch l·tek v kalibraËnÌ ¯adÏ by-
ly 1,09.10ñ3ñ0,14 mg.lñ1 pro DM, 0,62.10ñ3ñ0,080 mg.lñ1

pro MM, 0,58.10ñ3ñ0,074 mg.lñ1 pro DEX a 0,59.10ñ3ñ0,075
mg.lñ1 pro HM .

Parametry kalibraËnÌch z·vislostÌ byly zÌsk·ny ze z·vis-
losti pomÏr˘ ploch pÌk˘ stanovovanÈ l·tky a vnit¯nÌho stan-
dardu na teoretickÈ koncentraci analyzovanÈ l·tky metodou
v·ûenÈ line·rnÌ regrese (program SOLO, BMDP Statistical
Software, Los Angeles, California).

V˝sledky a diskuse

PouûitÈ chromatografickÈ podmÌnky umoûnily ˙plnou se-
paraci a stanovenÌ DM, jeho metabolit˘ a vnit¯nÌho standardu.
Za tÏchto podmÌnek neinterferovaly endogennÌ l·tky s l·tkami
analyzovan˝mi. ChromatografickÈ z·znamy anal˝z jsou uve-
deny na obr. 2 a 3. Na chromatogramech vÏtöiny rychl˝ch
metaboliz·tor˘ nejsou patrnÈ pÌky methoxymorfinanu.

Ke stanovenÌ koncentracÌ dextromethorfanu a jeho meta-
bolit˘ jsme pouûili metodu HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ.
Metoda vznikla ˙pravou podmÌnek, kterÈ byly vypracov·ny
v prvnÌ Ë·sti studie pro stanovenÌ tÏchto l·tek v moËi1.

K izolaci DM a metabolit˘ z plazmy byl pouûit postup,
kter˝ se osvÏdËil p¯i extrakci tÏchto l·tek z moËi1. Byl upraven
pouze objem extrakËnÌho Ëinidla, protoûe s jeho p˘vodnÌm
mnoûstvÌm (4 ml) nebylo dosahov·no dostateËnÈ v˝tÏûnosti.
P¯i zv˝öenÌ objemu extrakËnÌ smÏsi na 5 ml stoupla v˝tÏûnost
DM, DEX, MM a BX o 10 aû 14 %. V˝tÏûnost HM stoupla
tÈmÏ¯ o 20 %. V˝slednÈ extrakËnÌ v˝tÏûnosti jednotliv˝ch
analyt˘ byly DM 91 %, DEX 101 %, HM 90 %, MM 76 %
a BX 99 %.

KorelaËnÌ koeficienty kalibraËnÌch z·vislostÌ bÏhem sed-
mi po sobÏ n·sledujÌcÌch dn˘ byly pro DM, DEX a MM vyööÌ
neû 0,998 a pro HM byly vyööÌ neû 0,996. RelativnÌ odchylky
teoretick˝ch a skuteËn˝ch koncentracÌ kalibraËnÌch bod˘ se
pohybovaly v tÏchto rozmezÌch: pro DM od ñ8,2 % do 9,9 %,
pro DEX od ñ5,6 % do 7,9 %, pro MM od ñ8,3 % do 5,7 %
a pro HM od ñ8,9 % do 10,7 %.

P¯esnost a spr·vnost anal˝z vzork˘ pro kontrolu kvality je
vidÏt z ˙daj˘ v tabulce I. Anal˝zy kalibraËnÌch bod˘ s nejniû-
öÌmi koncentracemi byly opakovatelnÈ a spr·vnÈ. TeoretickÈ
koncentrace tÏchto bod˘ (viz experiment·lnÌ Ë·st) je moûnÈ

Chem. Listy 95, 306 ñ 309 (2001) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

307



povaûovat za spodnÌ meze stanovitelnosti pro vöechny analy-
zovanÈ l·tky. N·mi dosaûen· spodnÌ mez stanovitelnosti je
o jeden ¯·d niûöÌ neû je uv·dÏno v literatu¯e13. Je to pravdÏpo-
dobnÏ zp˘sobeno dokonalejöÌm izolaËnÌm postupem, kter˝
vedl tÈmÏ¯ k ˙plnÈmu odstranÏnÌ endogennÌch l·tek. Pro hod-
notu pomÏru sign·lu a öumu 5 byl detekËnÌ limit pro DM a jeho
metabolity odhadnut na 0,073 ng. To odpovÌd· koncentraci
0,73.10ñ2 µg.lñ1 analyt˘ v plazmÏ.

Tabulka II uv·dÌ koncentrace DM a jeho metabolit˘ v plaz-
mÏ namÏ¯enÈ 3 hodiny po pod·nÌ modelovÈ l·tky a metabo-

Tabulka II
Medi·n (rozpÏtÌ) koncentracÌ dextromethorfanu a jeho meta-
bolit˘ v plazmÏ odebranÈ 3 h po pod·nÌ 85 µmol (27,5 mg)
hydrobromidu dextromethorfanu ve skupinÏ rychl˝ch (RM)
a pomal˝ch (PM) metaboliz·tor˘ a medi·n (rozpÏtÌ) metabo-
lick˝ch pomÏr˘ (MP) poËÌtan˝ch jako pomÏr mol·rnÌch kon-
centracÌ DM a DEX v plazmÏ

L·tka RM (N = 89) PM (N = 6)

Koncentrace [nmol.lñ1]
DM 7,98 (0,459ñ106) 58,3 (39,8ñ71,6)
DEX 316 (81,0ñ609) 42,8 (10,5ñ122)
MMa <0,7 (<0,7ñ4,98) 1,18 (<0,7ñ3,26)
HM 178 (30,7ñ313) 24,3 (5,79ñ65,4)
MP (DM/DEX) 0,025 (0,001ñ0,56) 2,15 (0,32ñ6,15)

a U 80 RM a 3 PM byla konc. <0,7 nmol.lñ1 (spodnÌ limit
stanovitelnosti)

Obr. 2. B ñ chromatogram slepÈho vzorku plazmy, L3 chromato-
gram kalibraËnÌho bodu L3: 1 ñ hydroxymorfinan, 2 ñ dextrorfan,
3 ñ betaxolol, 4 ñ methoxymorfinan, 5 ñ dextromethorfan

Obr. 3. P1 ó chromatogram plazmy rychlÈho metaboliz·tora bez
inkubace s β-glukuronidasou pro stanovenÌ dextromethorfanu (4)
a betaxololu (3); P2 ...... chromatogram plazmy rychlÈho metabo-
liz·tora po inkubaci s β-glukuronidasou pro stanovenÌ hydroxy-
morfinanu (1), dextrorfanu (2) a betaxololu (3)
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Tabulka I
V˝sledky anal˝z vzork˘ kontroly kvality

Vzorek Analyt Teoretick· PomÏr namÏ¯enÈ a teoretickÈ koncentrace Pr˘mÏr CVa RDb

koncentrace 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den [%] [%]
[mg.lñ1]

K1 DM 14,98 1,13 1,05 1,20 1,01 0,99 1,07 7,45 5,34
DEX 27,71 0,99 1,07 0,99 0,99 0,96 1,00 3,66 2,13
MM 16,03 1,01 1,03 1,00 0,94 0,85 0,98 6,80 1,75
HM 7,35 1,10 1,12 1,21 1,23 1,04 1,14 6,06 3,13

K2 DM 3,37 1,09 1,19 1,31 1,00 1,11 1,14 9,11 7,51
DEX 6,92 1,00 1,05 1,14 0,99 0,98 1,03 5,76 0,43
MM 3,99 0,94 1,30 1,22 1,00 1,09 1,11 12,20 4,26
HM 3,77 1,36 1,26 1,02 1,09 1,25 1,20 10,24 9,43

a VariaËnÌ koeficient, b relativnÌ chyba

Obr. 4. Korelace metabolick˝ch pomÏr˘ zÌskan˝ch mÏ¯enÌm kon-
centracÌ dextromethorfanu (DM) a dextrorfanu (DEX) v moËi
(sbÌranÈ 0ñ4 h po pod·nÌ modelovÈ l·tky) a v plazmÏ (zÌskanÈ 3 h po
pod·nÌ modelovÈ l·tky); rs = 0,705, p < 1.10ñ4
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lick˝ pomÏr (DM/DEX) vypoËten˝ z tÏchto koncentracÌ. Srov-
n·me-li v˝sledky uvedenÈ v tabulce II s v˝sledky zÌskan˝mi
anal˝zou moËi (medi·n (rozpÏtÌ) MP v moËi byl pro rychlÈ
metaboliz·tory 0,007 (0,0001ñ0,18); a pro pomalÈ metabo-
liz·tory 1,3 (0,37ñ4,6)1), vidÌme, ûe hodnoty MP v plazmÏ se
ve skupinÏ rychl˝ch a pomal˝ch metaboliz·tor˘ p¯ekr˝vajÌ.
Z toho je moûnÈ usoudit, ûe hraniËnÌ hodnota MP zjiötÏn·
v plazmÏ bude odliön· od hodnoty 0,3, kter· je pouûÌv·na pro
stanovenÌ MP v moËi. Velikost tÈto hraniËnÌ meze v plazmÏ
nenÌ zatÌm p¯esnÏ zn·m·. Literatura uv·dÌ st¯ednÌ hodnotu MP
v plazmÏ 0,126 (pro DM jako modelovou l·tku)13.

Korelace metabolick˝ch pomÏr˘ zÌskan˝ch jak mÏ¯enÌm
koncentracÌ l·tek v moËi, tak mÏ¯enÌm v plazmÏ vypl˝v·
z obr. 4. Lze ¯Ìci, ûe oba metabolickÈ pomÏry spolu dob¯e
korelujÌ. Z toho vypl˝v·, ûe stanovenÌ aktivity CYP2D6 s vy-
uûitÌm metabolickÈho pomÏru DM/DEX v plazmÏ zÌskanÈ
3 hodiny po pod·nÌ modelovÈ l·tky by mohlo b˝t vhodnou
alternativou ke standardnÌmu p¯Ìstupu, tj. ke stanovenÌ feno-
typu CYP2D6 v moËi. Tento p¯Ìstup by byl zvl·ötÏ vhodn˝
v p¯Ìpadech snÌûenÈ funkce ledvin, kdy pomÏry l·tek v moËi
mohou b˝t negativnÏ ovlivnÏny zmÏnami exkrece DM a DEX
do moËi.
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G. Zimov·, J. Chl·dek, J. MartÌnkov·, and M. Ber·nek
(Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kr·lovÈ):
HPLC Determination of Dextromethorphan and Its Meta-
bolites in Plasma

An HPLC method for the determination of dextromethor-
phan, dextrorphan, methoxymorphinan and hydroxymorphi-
nan in plasma using fluorescence detection (excitation and
emission wavelength 280 and 315 nm, respectively) was ela-
borated. The mobile phase was acetonitrile ñ 0.01 M-KH2PO4
(3:2) containing triethylamine (350 ml.lñ1), pH 3.6; flow rate
0.7 ml.minñ1; internal standard betaxolol. For isolation of the
substances from plasma, liquidñliquid extraction and re-ex-
traction with freezing out the aqueous phase was used. The
recoveries of the substances were 91, 101, 76, 90 and 99 %,
respectively. The method was used for determination of the
CYP2D6 phenotype in 95 healthy, unrelated volunteers from
Czech population.
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