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Uvod

Jako polymorfismus neboli interindividudlni variabilita je
oznacovan jev, kdy odezva na 1é¢ivo mezi jednotlivci je
kvantitativné i kvalitativné odli§nd. I kdyZ jsou tyto rozdily
patrné u vSech ChemickYCh i biolo gick}?ch déja, kter}?m lééivo
biotransformace 1éciv. Pro metabohsmus 1é¢iv je primdrné
rozhodujici geneticky urCend aktivita enzymd, tj. metabolicky
genotyp jednotlivce. Informace o metabolismu 1é¢iv a funk-
¢nosti jednotlivych metabolickych drah mohou predem zabra-
nit pouziti ptipravkd, které by byly pro daného jedince toxické
nebo naprosto nedcinné".

Nas zdjem se soustiedil na enzymovy systém cytochromu
P450 (CYP450), ktery katalyzuje vétSinu reakei prvni faze
biotransformace xenobiotik v lidském téle. Jeho izoformu 2D6
(CYP2D6) charakterizuje vyrazny geneticky polymorfismus,
ktery je ve srovnani s ostatnimi CYP450 nejvice prozkouman.
V literatufe bylo popsdno jiZ vice nez 50 alel, které kéduji
CYP2D6 s riiznou aktivitou a vysvétluji tak pritomnost poma-
lych, intermedidrnich, rychlych a ultrarychlych metabolizd-
tort CYP2D6 v lidské populaci®.

Rychlost, s jakou dany jedinec xenobiotika — substraty
CYP2D6 — metabolizuje, 1ze predpovédét bud urcenim geno-
typu (analyzou DNA), nebo urc¢enim fenotypu, tj. poddnim
vhodné modelové latky, jejiz metabolismus zavisi vylucné na
aktivit¢ CYP2D6. Fenotyp je pak mozné zjistit na zdkladé
mnozstvi podané modelové litky a jejtho metabolitu (-0)
v krvi nebo v moci.

Pro zjistovani aktivity CYP2D6 v pokusech in vivo jsou
nejcastéji jako modelové latky pouzivany debrisochin, spar-
tein a dextromethorphan (DM). Velice V)?hodny je DM pro-
potdddni in vitro a in vivo bylo prokazano 7e O-demethylaci
DM na dextrorphan (DEX) (obr. 1) v lidském organismu
katalyzuje témér vylucné CYP2D6. Indexem, ktery spolehlivé
odrdzi aktivitu CYP2D6, je tzv. metabolicky pomér (MP). MP
je pomér molarnich koncentraci DM a DEX v moci:

MP = Cpy/ Cppx
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Jedinci s MP > 0,3 jsou pomali metabolizitofi, zatimco
ostatni jsou metabolizatofi rychli.

Alternativni cesta metabolismu DM na 3-methoxymor-
phinan (MM) je katalyzovdna nékterymi dalS$imi izoenzymy
(CYP450, viz obr. 1). Tato cesta se na metabolismu DM podili
asi z 10 %. DEX a MM dadle podléhaji demethylaci na hydro-
xymorphinan (HM). DM a MM jsou vylucovany do moci
piimo, DEX a HM prevazné jako glukuronidy.

Cilem studie bylo vypracovat HPLC metodu pro stanoveni
DM a metaboliti v moci a ovéfit ji pfi stanoveni fenotypu
CYP2D6 ve vzorku zdravych subjektii populace Ceské repub-
liky.

s vz

Experimentalni ¢ast

Studie se zuicastnilo 102 zdravych, neptibuznych dobro-
volnikd ve véku 20-35 let (59 muzi, 43 Zen). Jednordzoveé jim
byl poddn hydrobromid dextromethorphanu v ddvce 27,5 mg
per os (25 ml sirupu Wick Formula 44 Plus S, Wick Pharma,
Gross-Gerau, SRN).

Dobrovolnici sbirali kvantitativné mo¢ v intervalu 0—4
hodiny po poddni latky. Objem moce byl stanoven vdzenim
a odebrané vzorky (dvakrdt 2 ml) byly uchovany pfi teploté
—-80 °C az do analyzy (nejdéle 2 mésice).

HPLC

Izola¢ni postup sledovanych liatek z moce a stanoveni
jejich koncentraci metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci
vznikl tipravou metod publikovanych v literatuie®®

Konfigurace pristroje: Pumpa LC-10AS, ddvkovaci zafi-
zeni SIL-10A a fluorescen¢ni detektor RF-10A (excitacni
a emisni vlnovd délka 280 nm/310 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko).
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Obr. 1. Biotransformace dextromethorphanu v jatrech
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Chromatografické podminky: kolona: Tessek phenyl,
1503 mm, 5 um (Tessek, Praha, CR); predkolona: Tessek
phenyl, 30x3 mm, 10 wm (Tessek, Praha, CR); mobilni faze:
acetonitril — KH,PO, pufr (0,01 mol.I'), v poméru 3:2 (v/v),
triethylamin (350 pl.I""), pH 3,6 (upraveno H%PO4, 0,1 mol.l"l);
prutokovd rychlost mobilni faze 0,7 ml.min~ (160—170 MPa);
temperace kolony 30 °C, temperace autosampleru 10 °C; vniti-
ni standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, Lokren
20 mg tbl., Synthelabo, Francie).

Standardy analyzovanych ldtek: dextromethorphan hydro-
bromid monohydrdt, (+)-3-methoxymorphinan hydrobromid,
(+)-3-hydroxymorphinan hydrochlorid a vinan dextrorphanu
monohydrit od firmy Hoffmann-La Roché, Svycarsko.

Uprava vzorki moce pifed analyzou

DM a jeho metabolity byly ze vzorkli moce izolovany
metodou extrakce a reextrakce v systému kapalina—kapalina.
Konjugdty DEX a HM s kyselinou glukuronovou byly pred
extrakei hydrolyticky rozs§tépeny enzymem [3-glukuronida-
sou. Pfi hydrolyze byl 1 ml moce s pfidavkem 0,4 ml octanu
sodného (0,2 mol.I'") a 0,031 ml (1,620 pkatal.I'") B-glukuro-
nidasy inkubovdn ve vodni ldzni temperované na 37 °C. Inku-
bacni doba 18 h byla pfedem experimentdlné ovéfena jako
dostatecnd pro dplnou hydrolyzu glukuronidi.

Pro stanoveni koncentraci DM a MM byly extrahovdny
vzorky nefedénych inkubac¢nich smési a pro stanoveni kon-
centraci HM a DEX byly pouzity vzorky inkubac¢nich smési
fedénych slepou moci. Faktor fedéni (10, 50 nebo 100) se
u jednotlivych dobrovolnikd lisil v zdvislosti na velikosti diu-
rézy.

K 1 ml smési fedéné i nefedéné bylo pfidano 0,4 ml
Na,CO; (0,5 mol.l‘l), 0,1 ml vnitfniho standardu (5 ng.l",
fedéno 0,1 mol.l' HCI) a 4 ml extrak&niho &inidla (hexan:
n-butanol, 9:1 v/v). Po 15 minutovém protiepdni extrakéni
smési nasledovala centrifugace (2200 rpm, 15 min). Potom
byly zkumavky se vzorky vloZeny do chlazené hexanové lazné
(=20 °C). Po zmrznuti vodné fdze byla organickd vrstva pie-
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Obr. 2 Chromatograficky zdznam analyz mo¢i; B — chromatogra-
ficky zaznam slepé moci, L2 chromatograficky zdznam kalibracniho
bodu L2: / — hydroxymorphinan, 2 — dextrorphan, 3 — betaxolol, 4 —
methoxymorphinan, 5 — dextromethorphan
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vedena do cisté konické zkumavky. Vodna fdze byla po roz-
mrazeni extrahovdna jest€ jednou stejnym postupem. Orga-
nické faze z obou extrakci byly spojeny a pouZzity k reextrakci.
Ke spojenym organickym fdzim bylo pfidano 0,3 ml KHSO,
(0,01 moL.I'"). Po 15 minutovém tfepdni nasledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min). Potom byla vodnd vrstva opét
vymraZzena a organickd faze byla odsdta. Vodna féze byla po
rozmrazeni nastfikovdna na kolonu v objemu 3-50 pl.

Kalibra¢ni fada a vzorky kontroly kvality byly pfipravo-
vany gravimetricky fedénim zdsobnich roztokl standarda sle-
pou moci (konc. zdsobnich roztokti: DM 176,4 mg.l'l, MM
143,0 mg.1"', DEX 1791,9 mg.I" a HM 1073,0 mg.I"", fedéno
0,1 mol.I'"HCI). Rozsahy koncentraci jednotlivych litek v ka-
libra¢ni fad& byly 4,87.10°-0,159 mg.1" pro DM, 5,16.10°—
0,167 mg.1"' pro MM, 0,0916-2,986 mg.1 ' pro DEX a 0,0465—
1,489 mg.I" pro HM.

Parametry kalibracnich zdvislosti byly ziskdny ze zdvis-
losti poméru ploch pikd stanovované latky a vnitintho stan-
dardu na teoretické koncentraci analyzované latky metodou
vazené linedrni regrese (soucdst programu NCSS 6. 0. 21,
BMDP Statistical Software, Los Angeles, California).

Vysledky a diskuse

Chromatografické zdznamy analyz jsou uvedeny na obr. 2
a 3. Analyza jednoho vzorku trvala 17 minut. Zvolené chro-
matografické podminky umoznily iplnou separaci a stanoven{
dextromethorphanu, jeho metabolitid a vnitiniho standardu.
Analyza moci ziskanych od 102 dobrovolnikd pfed poddnim
dextromethorphanu prokdzala, Ze endogenni ltky neinterfe-
ruji s latkami analyzovanymi (obr. 2).

Extrakce DM a metabolitd z moci do organického rozpousteé-
dla je problematickd, protoze HM a DEX jsou poldrné&jsi nez
MM a DM. Autofti dfive publikovanych extrakénich metod
proto upiednostiiovali pouZziti opakované extrakce®, pouziti
dvou extrak&nich &inidel® nebo extrakci na pevnych fazich®.
Pfi extrakci smési hexan—butanol je uvddéna vytéZnost extrak-
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Obr. 3. Chromatografické zaznamy moce po inkubaci s f-glukuro-
nidasou: S1 — nefedénd inkubacni smés pro stanoveni dextromethor-
phanu (5) a methoxymorphinanu (4), S2 — fedénd inkubacni smés pro
stanoveni hydroxymorphinanu (/), dextrorphanu (2) a betaxololu (3)
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Tabulka I
Vysledky analyz vzorki kontroly kvality

Laboratorni pfistroje a postupy

Vzorek  Analyt  Teoretickd Pomér naméfené a teor. konc. Primér CV® RE"
kontroly koncentrace ve dnech [%] [%]
kvality (ugl™ 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 34 22
DEX 3,15 0,93 1,05 1,04 0,99 0,93 0,97 1,08 1,00 5.8 -0,3
MM 0,178 0,91 1,00 0,99 0,93 0,88 0,99 0,88 0,94 5.8 -5,8
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
 Varia¢ni koeficient, ® relativni odchylka 2
n —
Tabulka II 20 ]
Metabolicky pomér (MP) a exkrece dextromethorphanu a jeho
metabolitd do moce v intervalu 0—4 h po podani 85 pmol 16 F —
(27,5 mg) hydrobromidu dextromethorphanu ve skupiné rych-
Iych (RM) a pomalych (PM) metabolizdtord
ych (RM) a pomalych (PM) 12k — RM oM
Median (rozpéti) g I
RM (N =95) PM (N=17)
MP* 0,007 (0,0001-0,18) 1,3  (0,37-4,6) Al
DM 0,20 (0,005-2,2) 2,19 (0,96-13,5) 0 I M |—|ﬂ|—|
DEX 29,8 (3,70-50,8) 2,20 (0,46-8,85) 0 25 25 _15 05 0.5
MM 0,02 (0,003-0,14) 0,13 (0,08-1,61) log ;, (DM/DEX) v mogi
HM 11,0 (0,94-19,3) 2,04 (0,09-4,53)

% 4-h exkrece (% dévky); pro vSechny létky statisticky vy-
znamny rozdil mezi RM a PM (p < 0,0001, Mann-Whitney
U-test)

ce pro DM a DEX v rozmezi 50-80 % (cit.%). Opakovand
extrakce vzorkd moci smési hexan—butanol a vymrazovani
vodné faze pred oddélenim organické faze vedly v této studii
k vyssi extrakéni vytéznosti u vech analytd (DM 97 %, DEX
99 %, HM 83 %, MM 92 % a BX 101 %).

Korela¢ni koeficienty kalibrac¢nich zavislosti ziskanych
pro DM a metabolity béhem sedmi po sobé jdoucich dnti byly
ve vsech piipadech vy$si nez 0,998. Prtimérné relativni od-
chylky teoretickych a analyzovanych koncentraci kalibrac-
nich bodd se pro vSechny latky pohybovaly v rozmezi od
-3,2 % do 3,6 %. Z toho vyplyva, ze kalibracni zavislosti byly
v koncentracnich rozmezich uvedenych v experimentdlni ¢asti
pro vsechny latky linedrni.

Varia¢ni koeficienty naméfenych koncentraci mezi dny
(N =7) byly pro vsechny kalibracni body a latky v rozmezi od
2,3 % do 7,4 %. Presnost analyz v jednotlivych dnech byla
odhadnuta z hodnot poméri naméfené a teoretické koncentra-
ce pro 5 vzorki kalibra¢ni fady. Variacni koeficienty téchto
pomérl v jednotlivych dnech se pohybovaly v rozmezi 1,2 %
az 6,9 % (DM, DEX a HM) a 2,6 % az 9,2 % (MM). Pfesnost
a spravnost analyz vzorkid kontroly kvality vyplyvd z tdaji
v tabulce 1. Vysledky analyz kalibra¢nich bodi s nejniz$imi
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Obr. 4. Frekven¢ni histogram rozlozeni dekadickych logaritmi
hodnot metabolitického poméru dextromethorphan (DM)/dextror-
phan (DEX) ve skupiné 102 vySetfenych osob (pocet dobrovolnikti 7)

koncentracemi byly reprodukovatelné a spravné. Tyto teore-
tické koncentrace (uvedené v experimentdlni ¢dsti) je mozné
povazovat za spodni meze stanovitelnosti analyzovanych 14-
tek. Pro hodnotu poméru signdlu a Sumu 5 byl odpovidajici
detekcni limit pro DM a metabolity odhadnut na 0,035 ng, coz
odpovida koncentraci v moci 0,23 pug.I"". V porovnani s pub-
likovanymi detek¢nimi limity HPLC metod s fluorescencni
detekef ’6je ndmi dosaZend hodnota o jeden fad niz$i. Hlavnim
divodem tohoto rozdilu je pravdépodobné to, Ze zvolené
separa¢ni podminky vedly k tiplné absenci interferujicich piku
endogennich liatek. Dal§im divodem je o 20-30 % vyssi vy-
téZnost ndmi pouzité extrakéni metody.

Podle mezni hodnoty metabolického poméru DM/DEX
v mo¢i bylo 7 (6,9 %) dobrovolnik oznaceno jako pomali
metabolizdtofi a 95 (93,1 %) dobrovolnikt jako metabolizatori
rychli. Tyto vysledky se shoduji se zdvéry studii, které byly
provedeny u jinych evropskych bilych populaci s dextrome-
thorphanem, sparteinem a debrisochinem jako modelovymi
substraty’. V populaci Ceské republiky byla provedena studie
s methoprololem (substrit CYP2D6), kterd nalezla fenotyp
pomalého metabolizdtora u 6 z 97 ucastnika® (6,2 %). Frek-
vencni histogram rozloZeni dekadickych logaritmd hodnot
MP ve skupiné 102 vySetrovanych osob je uveden na obr. 4.
Rozdil v kumulativni exkreci DM a metabolitii do moc¢e za4 h



Chem. Listy 94, 132 — 135 (2000)

od podanf ldtky byl mezi RM a PM pro vSechny latky statis-
ticky vysoce vyznamny (tabulka II). Pfesto stanoveni exkrece
samotného DM (nevyzadujici hydrolyzu glukuronidd) ne-
umoziiuje ve vSech pifpadech odliSit RM a PM, protozZe se
rozmezi hodnot exkrece pro matefskou latku mezi obéma
skupinami ptekryvaji.
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Laboratorni pfistroje a postupy

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 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 — 0.01 M-KH,PO,
3:2, triethylamine 350 pl 1, pH 3.6; flow rate 0.7 ml.min’,
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 (0.37—4.6) and 0.007 (0.0001-0.18) in
the latter.

Ustav jaderného vyzkumu Rez a.s. pfijme do centrailni analytické laboratoie

1 pracovnika vyzkumu a vyvoje

pro oblast analyzy jadernych materidlit metodami hmotnostni spektrometrie, prip. analyzy
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vzorkii Zivotniho prostredi na obsah radionuklidii a tézkych kovii.

Pozadavky: VS vzdélani v oblasti jaderné nebo analytické chemie, praxe v oboru, znalost
anglického jazyka, prace na PC, schopnost samostatné prace a rozhodovani. Vé-

decka hodnost vitdna.

Nabizime:

moznost realizace ve vedeni pracovnich tymul, moznost odborného rtstu, dcast

v mezindrodnich projektech, odpovidajici platové podminky.
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UVJ ReZ as., divize reaktorovych sluzeb, 250 68 Re7, RNDr. Milek, CSc.,

tel. 02/6617 2485, nebo Ing. Kysela, CSc., tel. 02/6617 3526
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