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Jako polymorfismus neboli interindividu·lnÌ variabilita je
oznaËov·n jev, kdy  odezva  na lÈËivo  mezi jednotlivci je
kvantitativnÏ i kvalitativnÏ odliön·. I kdyû jsou tyto rozdÌly
patrnÈ u vöech chemick˝ch i biologick˝ch dÏj˘, kter˝m lÈËivo
po vstupu do organismu podlÈh·, nejv˝raznÏjöÌ je variabilita
biotransformace lÈËiv. Pro metabolismus lÈËiv je prim·rnÏ
rozhodujÌcÌ geneticky urËen· aktivita enzym˘, tj. metabolick˝
genotyp jednotlivce. Informace o metabolismu lÈËiv a funk-
Ënosti jednotliv˝ch metabolick˝ch drah mohou p¯edem zabr·-
nit pouûitÌ p¯Ìpravk˘, kterÈ by byly pro danÈho jedince toxickÈ
nebo naprosto ne˙ËinnÈ1.

N·ö z·jem se soust¯edil na enzymov˝ systÈm cytochromu
P450 (CYP450), kter˝ katalyzuje vÏtöinu reakcÌ prvnÌ f·ze
biotransformace xenobiotik v lidskÈm tÏle. Jeho izoformu 2D6
(CYP2D6) charakterizuje v˝razn˝ genetick˝ polymorfismus,
kter˝ je ve srovn·nÌ s ostatnÌmi CYP450 nejvÌce prozkoum·n.
V literatu¯e bylo pops·no jiû vÌce neû 50 alel, kterÈ kÛdujÌ
CYP2D6 s r˘znou aktivitou a vysvÏtlujÌ tak p¯Ìtomnost poma-
l˝ch, intermedi·rnÌch, rychl˝ch a ultrarychl˝ch metaboliz·-
tor˘ CYP2D6 v lidskÈ populaci2.

Rychlost, s jakou dan˝ jedinec xenobiotika ñ substr·ty
CYP2D6 ñ metabolizuje, lze p¯edpovÏdÏt buÔ urËenÌm geno-
typu (anal˝zou DNA), nebo urËenÌm fenotypu, tj. pod·nÌm
vhodnÈ modelovÈ l·tky, jejÌû metabolismus z·visÌ v˝luËnÏ na
aktivitÏ CYP2D6. Fenotyp je pak moûnÈ zjistit na z·kladÏ
mnoûstvÌ  podanÈ modelovÈ  l·tky a jejÌho metabolitu (-˘)
v krvi nebo v moËi.

Pro zjiöùov·nÌ aktivity CYP2D6 v pokusech in vivo jsou
nejËastÏji jako modelovÈ l·tky pouûÌv·ny debrisochin, spar-
tein a dextromethorphan (DM). Velice v˝hodn˝ je DM, pro-
toûe nevykazuje z·vaûnÈ vedlejöÌ ˙Ëinky. V ¯adÏ studiÌ v us-
po¯·d·nÌ in vitro a in vivo bylo prok·z·no, ûe O-demethylaci
DM na dextrorphan (DEX) (obr. 1) v lidskÈm organismu
katalyzuje tÈmÏ¯ v˝luËnÏ CYP2D6. Indexem, kter˝ spolehlivÏ
odr·ûÌ aktivitu CYP2D6, je tzv. metabolick˝ pomÏr (MP). MP
je pomÏr mol·rnÌch koncentracÌ DM a DEX v moËi:

MP = CDM/ CDEX

Jedinci s MP > 0,3 jsou pomalÌ metaboliz·to¯i, zatÌmco
ostatnÌ jsou metaboliz·to¯i rychlÌ.

AlternativnÌ cesta metabolismu DM na 3-methoxymor-
phinan (MM) je katalyzov·na nÏkter˝mi dalöÌmi izoenzymy
(CYP450, viz obr. 1). Tato cesta se na metabolismu DM podÌlÌ
asi z 10 %. DEX a MM d·le podlÈhajÌ demethylaci na hydro-
xymorphinan (HM). DM a MM jsou vyluËov·ny do moËi
p¯Ìmo, DEX a HM p¯ev·ûnÏ jako glukuronidy.

CÌlem studie bylo vypracovat HPLC metodu pro stanovenÌ
DM a metabolit˘ v moËi a ovÏ¯it ji p¯i stanovenÌ fenotypu
CYP2D6 ve vzorku zdrav˝ch subjekt˘ populace »eskÈ repub-
liky.

Experiment·lnÌ Ë·st

Studie se z˙Ëastnilo 102 zdrav˝ch, nep¯Ìbuzn˝ch dobro-
volnÌk˘ ve vÏku 20ñ35 let (59 muû˘, 43 ûen). Jednor·zovÏ jim
byl pod·n hydrobromid dextromethorphanu v d·vce 27,5 mg
per os (25 ml sirupu Wick Formula 44 Plus S, Wick Pharma,
Gross-Gerau, SRN).

DobrovolnÌci sbÌrali kvantitativnÏ moË v intervalu 0ñ4
hodiny po pod·nÌ l·tky. Objem moËe byl stanoven v·ûenÌm
a odebranÈ vzorky (dvakr·t 2 ml) byly uchov·ny p¯i teplotÏ
ñ80 ∞C aû do anal˝zy (nejdÈle 2 mÏsÌce).

H P L C

IzolaËnÌ postup sledovan˝ch l·tek z moËe a stanovenÌ
jejich koncentracÌ metodou HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ
vznikl ˙pravou metod publikovan˝ch v literatu¯e3-6.

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/310 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko).

Obr. 1. Biotransformace dextromethorphanu v j·trech
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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:
acetonitril ñ KH2PO4 pufr (0,01 mol.l-1), v pomÏru 3:2 (v/v),
triethylamin (350 µl.l-1), pH 3,6 (upraveno H3PO4, 0,1 mol.l-1);
pr˘tokov· rychlost mobilnÌ f·ze 0,7 ml.min-1(160ñ170 MPa);
temperace kolony 30 ∞C, temperace autosampleru 10 ∞C; vnit¯-
nÌ standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, Lokren
20 mg tbl., Synthelabo, Francie).

Standardy analyzovan˝ch l·tek: dextromethorphan hydro-
bromid monohydr·t, (+)-3-methoxymorphinan hydrobromid,
(+)-3-hydroxymorphinan hydrochlorid a vÌnan dextrorphanu
monohydr·t od firmy Hoffmann-La RochÈ, äv˝carsko.

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

DM a jeho metabolity byly ze vzork˘ moËe izolov·ny
metodou extrakce a reextrakce v systÈmu kapalinañkapalina.
Konjug·ty DEX a HM s kyselinou glukuronovou byly p¯ed
extrakcÌ hydrolyticky rozötÏpeny enzymem β-glukuronida-
sou. P¯i hydrol˝ze byl 1 ml moËe s p¯Ìdavkem 0,4 ml octanu
sodnÈho (0,2 mol.l-1) a 0,031 ml (1,620 µkatal.l-1) β-glukuro-
nidasy inkubov·n ve vodnÌ l·zni temperovanÈ na 37 ∞C. Inku-
baËnÌ doba 18 h byla p¯edem experiment·lnÏ ovÏ¯ena jako
dostateËn· pro ˙plnou hydrol˝zu glukuronid˘.

Pro stanovenÌ koncentracÌ DM a MM byly extrahov·ny
vzorky ne¯edÏn˝ch inkubaËnÌch smÏsÌ a pro stanovenÌ kon-
centracÌ HM a DEX byly pouûity vzorky inkubaËnÌch smÏsÌ
¯edÏn˝ch slepou moËÌ. Faktor ¯edÏnÌ (10, 50 nebo 100) se
u jednotliv˝ch dobrovolnÌk˘ liöil v z·vislosti na velikosti diu-
rÈzy.

K 1 ml smÏsi ¯edÏnÈ i ne¯edÏnÈ bylo p¯id·no 0,4 ml
Na2CO3 (0,5 mol.l-1), 0,1 ml vnit¯nÌho standardu (5 ng.l-1,
¯edÏno 0,1 mol.l-1 HCl) a 4 ml extrakËnÌho Ëinidla (hexan:
n-butanol, 9:1 v/v). Po 15 minutovÈm prot¯ep·nÌ extrakËnÌ
smÏsi n·sledovala centrifugace (2200 rpm, 15 min). Potom
byly zkumavky se vzorky vloûeny do chlazenÈ hexanovÈ l·znÏ
(ñ20 ∞C). Po zmrznutÌ vodnÈ f·ze byla organick· vrstva p¯e-

vedena do ËistÈ konickÈ zkumavky. Vodn· f·ze byla po roz-
mrazenÌ extrahov·na jeötÏ jednou stejn˝m postupem. Orga-
nickÈ 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.l-1). Po 15 minutovÈm t¯ep·nÌ n·sledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min). Potom byla vodn· vrstva opÏt
vymraûena a organick· f·ze byla ods·ta. Vodn· f·ze byla po
rozmrazenÌ nast¯ikov·na na kolonu v objemu 3ñ50 µl.

KalibraËnÌ ¯ada a vzorky kontroly kvality byly p¯ipravo-
v·ny gravimetricky ¯edÏnÌm z·sobnÌch roztok˘ standard˘ sle-
pou moËÌ (konc. z·sobnÌch roztok˘: DM 176,4 mg.l-1, MM
143,0 mg.l-1, DEX 1791,9 mg.l-1 a HM 1073,0 mg.l-1, ¯edÏno
0,1 mol.l-1HCl). Rozsahy koncentracÌ jednotliv˝ch l·tek v ka-
libraËnÌ ¯adÏ byly 4,87.10-3ñ0,159 mg.l-1 pro DM, 5,16.10-3ñ
0,167 mg.l-1pro MM, 0,0916ñ2,986 mg.l-1pro DEX a 0,0465ñ
1,489 mg.l-1 pro HM.

Parametry kalibraËnÌch z·vislostÌ byly zÌsk·ny ze z·vis-
losti pomÏru ploch pÌk˘ stanovovanÈ l·tky a vnit¯nÌho stan-
dardu na teoretickÈ koncentraci analyzovanÈ l·tky metodou
v·ûenÈ line·rnÌ regrese (souË·st programu NCSS 6. 0. 21,
BMDP Statistical Software, Los Angeles, California).

V˝sledky a diskuse

ChromatografickÈ z·znamy anal˝z jsou uvedeny na obr. 2
a 3. Anal˝za jednoho vzorku trvala 17 minut. ZvolenÈ chro-
matografickÈ podmÌnky umoûnily ˙plnou separaci a stanovenÌ
dextromethorphanu, jeho metabolit˘ a vnit¯nÌho standardu.
Anal˝za moËÌ zÌskan˝ch od 102 dobrovolnÌk˘ p¯ed pod·nÌm
dextromethorphanu prok·zala, ûe endogennÌ l·tky neinterfe-
rujÌ s l·tkami analyzovan˝mi (obr. 2).

Extrakce DM a metabolit˘ z moËi do organickÈho rozpouötÏ-
dla je problematick·, protoûe HM a DEX jsou pol·rnÏjöÌ neû
MM a DM. Auto¯i d¯Ìve publikovan˝ch extrakËnÌch metod
proto up¯ednostÚovali pouûitÌ opakovanÈ extrakce3, pouûitÌ
dvou extrakËnÌch Ëinidel4 nebo extrakci na pevn˝ch f·zÌch5.
P¯i extrakci smÏsÌ hexanñbutanol je uv·dÏna v˝tÏûnost extrak-

Obr. 2 Chromatografick˝ z·znam anal˝z moËi; B ñ chromatogra-
fick˝ z·znam slepÈ moËi, L2 chromatografick˝ z·znam kalibraËnÌho
bodu L2: 1 ñ hydroxymorphinan, 2 ñ dextrorphan, 3 ñ betaxolol, 4 ñ
methoxymorphinan, 5 ñ dextromethorphan

Obr. 3. ChromatografickÈ z·znamy moËe po inkubaci s β-glukuro-
nidasou: S1 ñ ne¯edÏn· inkubaËnÌ smÏs pro stanovenÌ dextromethor-
phanu (5) a methoxymorphinanu (4), S2 ñ ¯edÏn· inkubaËnÌ smÏs pro
stanovenÌ hydroxymorphinanu (1), dextrorphanu (2) a betaxololu (3)
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Tabulka I
V˝sledky anal˝z vzork˘ kontroly kvality

Vzorek Analyt Teoretick· PomÏr namÏ¯enÈ a teor. konc. Pr˘mÏr CVa REb

kontroly koncentrace ve dnech [%] [%]
kvality [µg.l-1] 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

K1 DM 0,153 0,92 1,02 1,00 0,99 0,96 0,98 0,97 0,98 3,4 ñ2,2
DEX 3,15 0,93 1,05 1,04 0,99 0,93 0,97 1,08 1,00 5,8 ñ0,3
MM 0,178 0,91 1,00 0,99 0,93 0,88 0,99 0,88 0,94 5,8 ñ5,8
HM 1,61 0,95 1,07 1,03 1,03 0,92 0,96 1,06 1,00 5,7 0,3

K2 DM 0,0531 0,95 1,03 1,08 1,01 1,03 1,04 1,06 1,03 4,1 3,0
DEX 1,10 0,94 1,03 1,08 0,95 0,98 1,01 1,05 1,01 5,1 1,0
MM 0,0631 0,99 0,96 1,17 1,11 0,95 1,21 1,05 1,06 9,9 6,2
HM 0,528 0,97 0,94 1,04 0,99 0,98 1,04 1,04 1,01 3,9 0,2

a VariaËnÌ koeficient, b relativnÌ odchylka

Tabulka II
Metabolick˝ pomÏr (MP) a exkrece dextromethorphanu a jeho
metabolit˘ do moËe v intervalu 0ñ4 h po pod·nÌ 85 µmol
(27,5 mg) hydrobromidu dextromethorphanu ve skupinÏ rych-
l˝ch (RM) a pomal˝ch (PM) metaboliz·tor˘

Medi·n (rozpÏtÌ)
RM (N = 95) PM (N = 7)

MPa 0,007 (0,0001ñ0,18) 1,3 (0,37ñ4,6)

DM 0,20 (0,005ñ2,2) 2,19 (0,96ñ13,5)
DEX 29,8 (3,70ñ50,8) 2,20 (0,46ñ8,85)
MM 0,02 (0,003ñ0,14) 0,13 (0,08ñ1,61)
HM 11,0 (0,94ñ19,3) 2,04 (0,09ñ4,53)

a 4-h exkrece (% d·vky); pro vöechny l·tky statisticky v˝-
znamn˝ rozdÌl mezi RM a PM (p < 0,0001, Mann-Whitney
U-test)

ce pro DM a DEX v rozmezÌ 50ñ80 % (cit.6). Opakovan·
extrakce vzork˘ moËi smÏsÌ hexanñbutanol a vymraûov·nÌ
vodnÈ f·ze p¯ed oddÏlenÌm organickÈ f·ze vedly v tÈto studii
k vyööÌ extrakËnÌ v˝tÏûnosti u vöech analyt˘ (DM 97 %, DEX
99 %, HM 83 %, MM 92 % a BX 101 %).

KorelaËnÌ koeficienty kalibraËnÌch z·vislostÌ zÌskan˝ch
pro DM a metabolity bÏhem sedmi po sobÏ jdoucÌch dn˘ byly
ve vöech p¯Ìpadech vyööÌ neû 0,998. Pr˘mÏrnÈ relativnÌ od-
chylky teoretick˝ch a analyzovan˝ch koncentracÌ kalibraË-
nÌch bod˘ se pro vöechny l·tky pohybovaly v rozmezÌ od
ñ3,2 % do 3,6 %. Z toho vypl˝v·, ûe kalibraËnÌ z·vislosti byly
v koncentraËnÌch rozmezÌch uveden˝ch v experiment·lnÌ Ë·sti
pro vöechny l·tky line·rnÌ.

VariaËnÌ koeficienty namÏ¯en˝ch koncentracÌ mezi dny
(N = 7) byly pro vöechny kalibraËnÌ body a l·tky v rozmezÌ od
2,3 % do 7,4 %. P¯esnost anal˝z v jednotliv˝ch dnech byla
odhadnuta z hodnot pomÏr˘ namÏ¯enÈ a teoretickÈ koncentra-
ce pro 5 vzork˘ kalibraËnÌ ¯ady. VariaËnÌ koeficienty tÏchto
pomÏr˘ v jednotliv˝ch dnech se pohybovaly v rozmezÌ 1,2 %
aû 6,9 % (DM, DEX a HM) a 2,6 % aû 9,2 % (MM). P¯esnost
a spr·vnost anal˝z vzork˘ kontroly kvality vypl˝v· z ˙daj˘
v tabulce I. V˝sledky anal˝z kalibraËnÌch bod˘ s nejniûöÌmi

koncentracemi byly reprodukovatelnÈ a spr·vnÈ. Tyto teore-
tickÈ koncentrace (uvedenÈ v experiment·lnÌ Ë·sti) je moûnÈ
povaûovat za spodnÌ meze stanovitelnosti analyzovan˝ch l·-
tek. Pro hodnotu pomÏru sign·lu a öumu 5 byl odpovÌdajÌcÌ
detekËnÌ limit pro DM a metabolity odhadnut na 0,035 ng, coû
odpovÌd· koncentraci v moËi 0,23 µg.l-1. V porovn·nÌ s pub-
likovan˝mi detekËnÌmi limity HPLC metod s fluorescenËnÌ
detekcÌ4,6je n·mi dosaûen· hodnota o jeden ¯·d niûöÌ. HlavnÌm
d˘vodem tohoto rozdÌlu je pravdÏpodobnÏ to, ûe zvolenÈ
separaËnÌ podmÌnky vedly k ˙plnÈ absenci interferujÌcÌch pÌk˘
endogennÌch l·tek. DalöÌm d˘vodem je o 20ñ30 % vyööÌ v˝-
tÏûnost n·mi pouûitÈ extrakËnÌ metody.

Podle meznÌ hodnoty metabolickÈho pomÏru DM/DEX
v moËi bylo 7 (6,9 %) dobrovolnÌk˘ oznaËeno jako pomalÌ
metaboliz·to¯i a 95 (93,1 %) dobrovolnÌk˘ jako metaboliz·to¯i
rychlÌ. Tyto v˝sledky se shodujÌ se z·vÏry studiÌ, kterÈ byly
provedeny u jin˝ch evropsk˝ch bÌl˝ch populacÌ s dextrome-
thorphanem, sparteinem a debrisochinem jako modelov˝mi
substr·ty7. V populaci »eskÈ republiky byla provedena studie
s methoprololem (substr·t CYP2D6), kter· nalezla fenotyp
pomalÈho metaboliz·tora u 6 z 97 ˙ËastnÌk˘8 (6,2 %). Frek-
venËnÌ histogram rozloûenÌ dekadick˝ch logaritm˘ hodnot
MP ve skupinÏ 102 vyöet¯ovan˝ch osob je uveden na obr. 4.
RozdÌl v kumulativnÌ exkreci DM a metabolit˘ do moËe za 4 h

Obr. 4. FrekvenËnÌ histogram rozloûenÌ dekadick˝ch logaritm˘
hodnot metabolitickÈho pomÏru dextromethorphan (DM)/dextror-
phan (DEX) ve skupinÏ 102 vyöet¯en˝ch osob (poËet dobrovolnÌk˘ n)
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od pod·nÌ l·tky byl mezi RM a PM pro vöechny l·tky statis-
ticky vysoce v˝znamn˝ (tabulka II). P¯esto stanovenÌ exkrece
samotnÈho  DM (nevyûadujÌcÌ  hydrol˝zu  glukuronid˘) ne-
umoûÚuje ve vöech p¯Ìpadech odliöit RM a PM, protoûe se
rozmezÌ hodnot exkrece pro mate¯skou l·tku mezi obÏma
skupinami p¯ekr˝vajÌ.
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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 Me-
tabolites in Urine

An HPLC method for determination of dextromethorpan
(DM), dextrorphan (DEX), methoxymorphinan (MM) and hy-
droxymorphinan (HM) in urine with fluorescence detection (ex-
citation and emission wavelength 280 and 310 nm) was ela-
borated. The mobile phase was acetonitrile ñ 0.01 M-KH2PO4
3:2, triethylamine 350 µl l-1, pH 3.6; flow rate 0.7 ml.min-1,
internal standard betaxolol (BX). For isolation of the sub-
stances from urine, liquid-liquid extraction and re-extraction
with freezing out the aqueous phase in all extraction steps was
used. The extraction yields were 97, 99, 83, 92 and 101 % for
DM, DEX, HM, MM and BX, respectively. The method was
used for determination of phenotype of cytochrome P 450 of
isoenzyme 2D6 in a set of 102 healthy, unrelated volunteers
from Czech population. In dependence on molar concentration
ratios of DM and DEX in urine (metabolic ratio, MP), seven
volunteers (6.9 %) were classified as slow and 95 (93.1 %) as
rapid metabolizers of DM (MP < 0.3). The median in the
former group was 1.3 (0.37ñ4.6) and 0.007 (0.0001ñ0.18) in
the latter.

⁄stav jadernÈho v˝zkumu ÿeû a.s. p¯ijme do centr·lnÌ analytickÈ laborato¯e

1 pracovnÌka v˝zkumu a v˝voje

pro oblast anal˝zy jadern˝ch materi·l˘ metodami hmotnostnÌ spektrometrie, p¯Ìp. anal˝zy
vzork˘ ûivotnÌho prost¯edÌ na obsah radionuklid˘ a tÏûk˝ch kov˘.

Poûadavky: Vä vzdÏl·nÌ v oblasti jadernÈ nebo analytickÈ chemie, praxe v oboru, znalost
anglickÈho jazyka, pr·ce na PC, schopnost samostatnÈ pr·ce a rozhodov·nÌ. VÏ-
deck· hodnost vÌt·na.

NabÌzÌme: moûnost realizace ve vedenÌ pracovnÌch t˝m˘, moûnost odbornÈho r˘stu, ˙Ëast
v mezin·rodnÌch projektech, odpovÌdajÌcÌ platovÈ podmÌnky.

Kontakt: ⁄VJ ÿeû a.s.,  divize reaktorov˝ch  sluûeb, 250  68  ÿeû, RNDr.  M·lek,  CSc.,
tel. 02/6617 2485, nebo Ing. Kysela, CSc., tel. 02/6617 3526
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