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Uvod

Tato préce byla soucdsti studie, jejimz cilem bylo zjistit roz-
loZenf aktivity cytochromu P450 izoenzymu 2D6 (CYP2D6)
v &eské populaci'.

Aktivitu enzymu lze ptedpovédét bud uréenim genotypu
(analyzou DNA), nebo urc¢enim fenotypu, tzn. podanim vhod-
né modelové ldtky, jejiz metabolismus zavisi vyluéné na akti-
vité CYP2D6. Fenotyp se pak zjistuje na zdkladé mnozstvi
podané modelové ldtky a jejtho metabolitu (-i) v plazmé nebo
v moéi'.

Jako modelovou ltku jsme pouzili dextromethorfan (DM),
0 némz je zndmo, ze v organismu podléhd O-demethylaci na
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Obr. 1. Struktury analyzovanych litek
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dextrorfan (DEX). Je prokdzano, Ze cestu O-demethylace ka-
talyzuje hlavné CYP2D6. Vznik DEX z DM poskytuje spo-
lehlivou informaci o aktivit¢ CYP2D6, v usporddani in vitro
ain vivo®®. Pomér moldrnich koncentraci DM a DEX v mogi,
tzv. metabolicky pomér (MP), je indexem pro hodnoceni
aktivity CYP2D6 in vivo. Jedinci s MP>0,3 jsou metabo-
lizétofi pomali, ostatni jsou metabolizdtori rychli. Alternativn{
metabolickou cestou DM je jeho N-demethylace na methoxy-
morfinan (MM). Tato cesta je katalyzovdna nékolika dal-
$imi izoenzymy cytochromu P450, a to CYP3A3/4, CYP3AS,
CYP3A7, CYP2D9 a CYP2C19 (cit.**"% Cesta N-deme-
thylace vSak nemlze nahradit defektni O-demethylaci. DEX
i MM jsou déle demethylovany na hydroxymorfinan®>*(HM).
DEX a HM jsou v plazmé ptitomny hlavné ve formé konjugatd
s kyselinou glukuronovou. Struktury dextromethorfanu a jeho
metabolitl jsou uvedeny na obr. 1.

V prvni ¢asti studie bylo provedeno stanoveni MP v moci
a na zaklad¢ zjisténych vysledkd byli dobrovolnici rozdéleni
na skupinu rychlych (93,1 %) a na skupinu pomalych (6,9 %)
metabolizdtor'. Tento vysledek se shoduje s vysledky obdob-
nych studif, které byly provedeny v jinych evropskych bilych
populacich jak s dextromethorfanem, tak i s dalsimi vhodnymi
modelovymi latkami®!*-2

Ve druhé ¢asti studie byl stanovovan MP v plazmé. Vzhle-
dem k tomu, Ze je k dispozici jen velmi mdlo praci zabyvaji-
cich se ur¢ovanim fenotypu z plazmatickych koncentraci mo-
delovych latek, zajimalo nds, jak vysledky ziskané analyzou
moce budou korelovat s vysledky ziskanymi analyzou plaz-
my""*! Zavéry ziskané z fenotypovéni jsme porovnavali
s genotypem zucastnénych dobrovolniki.

Experimentalni ¢ast

Studie se ucastnilo celkem 102 zdravych, nepiibuznych
dobrovolniki ve véku 20-35 let (59 muzd, 43 zen). Jedno-
razove jim byl podan hydrobromid dextromethorfanu v ddv-
ce 27,5 mg per os (25 ml sirupu WICK Formula 44 Plus S,
Wick Pharma, Gross-Gerau, SRN). 3 hodiny po podani latky
byla 95 dobrovolnikiim odebrana krev (10 ml) — 7 dobrovol-
nikd odbér krve odmitlo. Pfiblizné¢ 1,6 ml plné krve bylo
oddéleno a pouzito k urceni genotypu. Genotﬂ) byl urcovan
metodou PCR (Polymerase Chain Reaction)'*">. Do té doby
bylakrev uchovdvdna pii —20 °C. Zbytek krve byl zcentrifugo-
van (3000 ot.min"', 10 min) a ziskana plazma byla uchovavana
pii —20 °C az do analyzy.

HPLC stanoveni

Konfigurace pfistroje: pumpa LC-10AS, davkovaci zafi-
zeni SIL-10A a fluorescen¢ni detektor RF-10A (excitaéni
a emisni vlnovd délka 280 nm/315 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko)

Chromatografické podminky: kolona: Tessek phenyl,
1503 mm, 5 um (Tessek, Praha, CR), predkolona: Tessek
phenyl, 30x3 mm, 10 um (Tessek, Praha, CR), mobilni faze:
acetonitril-KH,PO, pufr (0,01 mol.I™) v poméru 3 : 2 (v/v),
pH pufru 3,6 (upraveno 0,1 mol.I"' H,PO, ), triethylamin
(350 ].Ll.l’l), pritokovd rychlost 0,7 ml.min”! (160-170 MPa),
temperace autosampleru 10 °C, temperace kolony 30 °C, vniti-
ni standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, Lokren



Chem. Listy 95, 306 — 309 (2001)

20 mg tbl., Synthelabo, Francie), standardy stanovovanych
latek: dextromethorfan hydrobromid monohydrat, (+)-3-me-
thoxymorfinan hydrobromid, (+)-3-hydroxymorfinan hydro-
chlorid a vinan dextrorfanu monohydrat od firmy Hoffmann-
La Roche, SVYcarsko

Uprava vzorkd plazmy pied analyzou

Na zdkladé vysledkl analyzy moce byli dobrovolnici po-
dle fenotypu rozdéleni na rychlé a pomalé metabolizitory.
V disledku predpoklddanych rozdilnych plazmatickych kon-
centraci stanovovanych ldtek u rychlych a pomalych meta-
bolizdtord byla plazma zpracovdvana v odlisném mnozZstvi
u obou skupin. Pro izolaci DM a jeho metaboliti ze vzorkd
plazmy byla pouzita metoda extrakce a reextrakce v systému
kapalina—kapalina. Konjugdty DEX a HM s kyselinou gluku-
ronovou byly pied extrakei hydrolyticky rozstépeny enzymem
B-glukuronidasou. Vzorky byly analyzovany bez hydrolyzy
i po hydrolyze s B-glukuronidasou.

V piipadé rychlych metabolizator bylo k hydrolyze ode-
brano 0,3 ml plazmy a pfiddno 0,14 ml vodného roztoku
octanu sodného (0,2 mol.l’l) a 0,011 ml B-glukuronidasy
(1,620 pkatal.I™!). Tato smés byla inkubovana ve vodni ldzni
temperované na 37 °C. Inkubaéni doba 18 h byla predem
experimentdlné ovérena jako dostate¢nd pro iplnou hydrolyzu
glukuronidu.

U pomalych metabolizatort bylo hydrolytické §tépeni glu-
kuronidl provddéno s dvojndsobnym mnoZzstvim plazmy nez
u rychlych metabolizdtorG z divodu ocekdvanych nizkych
koncentraci metabolitd v plazmé. Dvakrat byl zvySen také
objem vodného roztoku octanu sodného a -glukuronidasy.

Extrakce a reextrakce vzorkd plazmy
po inkubaci s B-glukuronidasou

V ptipadé rychlych metabolizdtort bylo k extrakci odebra-
no 0,4 ml inkuba¢ni smési, v piipad€ pomalych metabolizatord
bylo odebrané mnozstvi dvojndsobné, tzn. 0,8 ml inkuba¢ni
smési (divod viz vyse). Dals{ postup byl u obou typ metabo-
lizatorG shodny.

K odebranému mnozstvi inkuba¢ni smési bylo pfiddno
0,16 ml Na,CO5 (0,5 mol.l’l), 0,1 ml betaxololu jako vnitinitho
standardu (2 ng.l’], fedéno 0,1 mol.I™! HCIl) a 5 ml extrakéniho
¢inidla (hexan:n-butanol, 9:1, v/v). Po 15 minutovém protiepd-
ni a ndsledné centrifugaci (2000 rpm, 15 minut) byly zkumav-
ky se vzorky vloZeny do chlazené hexanové lazné (=20 °C).
Po zmrznuti vodné faze byla organicka vrstva prevedena do
Cisté konické zkumavky. Vodnd fize byla po rozmrazeni
extrahovdna jest€ jednou stejnym postupem. Organické faze
z obou extrakci byly spojeny a pouZity k reextrakci.

Ke spojenym organickym fazim bylo pfiddno 0,3 ml KHSO,
(0,01 mol.l’l). Po 15 minutovém tfepdni nasledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min), po které byla vodna vrstva opét
vymrazena a organickd faze byla odstranéna. Vodna faze byla
po rozmrazeni nastiikovdna na kolonu v objemu 30-50 pl.

Extrakce a reextrakce vzorkd plazmy
bez inkubace

K 1 ml plazmy bylo pfiddno 0,4 ml Na,CO, (0,5 mol.I""),
0,1 ml betaxololu jako vnitfniho standardu (2,5 ng.l’l, fedéno

307

Laboratorni pfistroje a postupy

0,1 mol.I"! HCI) a 5 ml extrak¢niho Cinidla (hexan:n-butanol,
9:1, v/v).

Dale pokracovala extrakce i reextrakce stejnym zptisobem
jako v piipadé vzorka plazmy, které byly s B-glukuronidasou
inkubovény. Nastfikovy objem vodné faze po jejim rozmra-
zeni byl 50 pl.

Kalibrace

Kalibra¢ni fada a vzorky kontroly kvality byly pfipravo-
vany fedénim zdsobnich roztoki standardt lidskou plazmou.
Plazma byla ziskdna od subjekt, kterym nebyl dextromethor-
fan poddn a jejiz Cistota byla pfed pouzitim chromatograficky
ovéfena. Objemy zdsobnich roztoki standardd a priddvané
lidské plazmy pii piipravé kalibraéni fady a vzorkt kontroly
kvality byly soucasné ovéfovdny vdZzenim. Koncentrace zi-
sobnich roztoki: DM 197,7 mg.l‘l, MM 208.,5 mg.l'l, DEX
1870,5 mg.I"" a HM 966,7 mg.1™" (fedéno 0,1 mol.I"! HCI).
Rozsahy koncentraci jednotlivych ldtek v kalibracni fadé by-
ly 1,09.10°-0,14 mg.I"" pro DM, 0,62.10°-0,080 mg.l™
pro MM, 0,58.10°-0,074 mg.I"! pro DEX a 0,59.10°-0,075
mg.I"! pro HM.

Parametry kalibracnich zdvislosti byly ziskdny ze zavis-
losti pomérd ploch pikd stanovované ldatky a vnitiniho stan-
dardu na teoretické koncentraci analyzované litky metodou
vdzené linedrni regrese (program SOLO, BMDP Statistical
Software, Los Angeles, California).

Vysledky a diskuse

Pouzité chromatografické podminky umoznily tplnou se-
paraci a stanoveni DM, jeho metabolitd a vnitfniho standardu.
Za téchto podminek neinterferovaly endogenni latky s latkami
analyzovanymi. Chromatografické zaznamy analyz jsou uve-
deny na obr. 2 a 3. Na chromatogramech vétSiny rychlych
metabolizdtord nejsou patrné piky methoxymorfinanu.

Ke stanoveni koncentraci dextromethorfanu a jeho meta-
bolitti jsme pouzili metodu HPLC s fluorescenéni detekei.
Metoda vznikla dpravou podminek, které byly vypracovany
v prvni &asti studie pro stanoveni téchto latek v moci'.

K izolaci DM a metaboliti z plazmy byl pouzit postup,
ktery se osvédgil pii extrakci téchto litek z moci'. Byl upraven
pouze objem extrak¢niho Cinidla, protoZe s jeho pivodnim
mnozstvim (4 ml) nebylo dosahovdno dostatecné vytézZnosti.
Pii zvySeni objemu extrak¢ni smési na 5 ml stoupla vytéZnost
DM, DEX, MM a BX o 10 az 14 %. Vytéznost HM stoupla
témef o 20 %. Vysledné extrakéni vytéznosti jednotlivych
analyt byly DM 91 %, DEX 101 %, HM 90 %, MM 76 %
aBX 99 %.

Korela¢ni koeficienty kalibracnich zdvislosti béhem sed-
mi po sobé ndsledujicich dnti byly pro DM, DEX a MM vyssi
nez 0,998 a pro HM byly vyssi nez 0,996. Relativni odchylky
teoretickych a skute¢nych koncentraci kalibra¢nich boda se
pohybovaly v téchto rozmezich: pro DM od —8,2 % do 9,9 %,
pro DEX od -5,6 % do 7.9 %, pro MM od —8,3 % do 5,7 %
a pro HM od -8.,9 % do 10,7 %.

Presnost a spravnost analyz vzorkt pro kontrolu kvality je
vidét z idajt v tabulce 1. Analyzy kalibrac¢nich bodi s nejniz-
Simi koncentracemi byly opakovatelné a spravné. Teoretické
koncentrace téchto bodl (viz experimentdlni ¢dst) je mozné
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povaZovat za spodni meze stanovitelnosti pro vSechny analy-
zované latky. Nami dosazend spodni mez stanovitelnosti je
o jeden fdd niZ8i neZ je uvddéno v literatufe'?. Je to pravdépo-
dobné zplisobeno dokonalej$im izola¢nim postupem, ktery
vedl témér k iplnému odstranéni endogennich latek. Pro hod-
notu poméru signdlu a Sumu 5 byl detekéni limit pro DM a jeho
metabolity odhadnut na 0,073 ng. To odpovidad koncentraci
0,73.107 pg.I™" analytii v plazmé.

Tabulka IT uvadi koncentrace DM a jeho metabolitti v plaz-
meé naméfené 3 hodiny po poddani modelové latky a metabo-
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Obr. 2. B — chromatogram slepého vzorku plazmy, L.3 chromato-
gram kalibra¢niho bodu L3: / — hydroxymorfinan, 2 — dextrorfan,
3 — betaxolol, 4 — methoxymorfinan, 5 — dextromethorfan

600 r
E, mV F
400

200

t, min

Obr. 3. P1 — chromatogram plazmy rychlého metabolizatora bez
inkubace s B-glukuronidasou pro stanoveni dextromethorfanu (4)
a betaxololu (3); P2 ...... chromatogram plazmy rychlého metabo-
lizdtora po inkubaci s B-glukuronidasou pro stanoveni hydroxy-
morfinanu (/), dextrorfanu (2) a betaxololu (3)

Tabulka I
Vysledky analyz vzorki kontroly kvality
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Tabulka II

Medidn (rozpéti) koncentraci dextromethorfanu a jeho meta-
bolitti v plazmé odebrané 3 h po poddni 85 umol (27,5 mg)
hydrobromidu dextromethorfanu ve skupiné rychlych (RM)
a pomalych (PM) metabolizdtord a medidn (rozpéti) metabo-
lickych poméri (MP) pocitanych jako pomér moldrnich kon-
centraci DM a DEX v plazmé

Latka RM (N =89) PM (N =6)

Koncentrace [nmol.I™"]

DM 7,98 (0,459-106) 58,3 (39,8-71,6)
DEX 316 (81,0-609) 42,8 (10,5-122)
MM* <0,7 (<0,7-4,98) 1,18 (<0,7-3,26)
HM 178 (30,7-313) 24,3 (5,79-65.4)

MP (DM/DEX) 0,025 (0,001-0,56) 2,15 (0,32-6,15)

“U 80 RM a 3 PM byla konc. <0,7 nmoL.I"! (spodni limit
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Obr. 4. Korelace metabolickych poméri ziskanych méienim kon-
centraci dextromethorfanu (DM) a dextrorfanu (DEX) v moci
(sbirané 0—4 h po poddni modelové litky) a thplazmé (ziskané 3 h po
podéni modelové ldtky); .= 0,705, p < 1.10

Vzorek Analyt Teoretickd Pomér namérené a teoretické koncentrace Pramér cv? RD
koncentrace 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den [%] [%]
[mg.l'l]

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

 Varia¢ni koeficient, ® relativni chyba

308



Chem. Listy 95, 306 — 309 (2001)

licky pomér (DM/DEX) vypocteny z téchto koncentraci. Srov-
ndme-li vysledky uvedené v tabulce II s vysledky ziskanymi
analyzou moc¢i (medidn (rozpéti) MP v moci byl pro rychlé
metabolizatory 0,007 (0,0001-0,18); a pro pomalé metabo-
lizétory 1,3 (0,37—4,6)1), vidime, Ze hodnoty MP v plazmé se
ve skupiné rychlych a pomalych metabolizatord piekryvaji.
Z toho je mozné usoudit, ze hrani¢ni hodnota MP zjisténd
v plazmé bude odlisnd od hodnoty 0,3, kterd je pouzivana pro
stanoveni MP v moci. Velikost této hrani¢ni meze v plazmé
neni zatim piesné zndmad. Literatura uvadi stfedni hodnotu MP
v plazmé 0,126 (pro DM jako modelovou litku)".

Korelace metabolickych pomérd ziskanych jak méfenim
koncentraci latek v moci, tak méfenim v plazmé vyplyva
z obr. 4. Lze tici, Ze oba metabolické poméry spolu dobie
koreluji. Z toho vyplyva, ze stanoveni aktivity CYP2D6 s vy-
uzitim metabolického poméru DM/DEX v plazmé ziskané
3 hodiny po poddni modelové ldtky by mohlo byt vhodnou
alternativou ke standardnimu piistupu, tj. ke stanoveni feno-
typu CYP2D6 v moci. Tento piistup by byl zvlds§t€¢ vhodny
v ptipadech snizené funkce ledvin, kdy poméry latek v moci
mohou byt negativné ovlivnény zménami exkrece DM a DEX
do moci.
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G.Zimova, J. Chladek, J. Martinkova, and M. Beranek
(Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Krdlové):
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 — 0.01 M-KH,PO,
(3:2) containing triethylamine (350 ml.l"), pH 3.6; flow rate
0.7 ml.min""; internal standard betaxolol. For isolation of the
substances from plasma, liquid-liquid 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.



