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1. UVOD

V pribéhu poslednich 2-3 desetileti doSlo k vyraznému rozSifeni obezity ve
vyspélych a rozvojovych zemich. Zdravotni disledky obezity jsou tak znacné, Ze
obezita byla klasifikovana jako celosvétovy zdravotnicky problém. Tato skutecnost
podnitila potfebu bezpecného a efektivniho I1éku pro lécbu obezity. Sibutramin je
jednim zmala zavedenych a dobie ovéfenych 1ékii pro 1écbu obezity. Pouziti
sibutraminu by mélo byt uvazovano pii 1écbé pacientt, kteti potebuji farmakoterapii
jako souc¢ast kombinovaného pfistupu ke ztraté hmotnosti.

Sibutramin je terciarni amin, ktery indukuje ztratu télesné hmotnosti. Tento efekt
je zpusoben dvojitym mechanismem zahrnujicim inhibici zpétného vychytavani
monoamini na receptorovych mistech ovlivilyjicich pfijem potravy a zamezenim
poklesu energetického vydeje, ktery je spojen s poklesem télesné hmotnosti.
Farmakologicky efekt sibutraminu je zcela nebo do zna¢né miry pfipisovan jeho
farmakologicky aktivnim metabolitim M1 a M2. Znalost dalSiho metabolického osudu
metabolith M1 a M2 a zpuasobu jejich eliminace z téla by méla tedy byt dulezitou
soucasti charakterizace tohoto 1é¢iva. Navic jsou sibutramin a metabolity M1 a M2
chirdlni slouceniny, coz piinasi dal§i rozmér do farmakologického i metabolického
pohledu.

Zakladni myslenkou této prace bylo pfinést nové informace o biotransformaci

sibutraminu na nechiralni i1 chiralni arovni.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Biotransformac¢ni enzymy a metabolismus xenobiotik

Zivé organismy béhem svého Zivota piichazeji do neustalého kontaktu
s chemickymi latkami z okolniho prostfedi. Slou¢eniny, které slouzi jako zdroj energie,
prekurzory pro syntézu makromolekul, vitaminy a dalSi zivotné nezbytné slozky
potravy oznacujeme jako ,latky té€lu vlastni“ neboli eobiotika. Do organismi vSak
vstupuji 1 latky vice ¢i méné nezadouci a télu cizi, tzv. xenobiotika, z nichz velka fada
muze byt zivym organismim nebezpecna. Jako ochranu pfed nezadoucim plisobenim
chemickych sloucenin si organismy bcéhem svého vyvoje vytvofily enzymatické
systémy, které dokazi xenobiotika chemicky pfeménit a tim cCasto snizit az uplné
zastavit jejich pulsobeni. Tento proces se nazyvd metabolismus xenobiotik ¢i
biotransformace a enzymy ucastnici se tohoto pochodu enzymy biotransformacnimi.
Vysledny produkt (metabolit) byva derivat pivodniho xenobiotika, ktery je zpravidla
snadnéji z organismu vylu¢ovan (Krishna et al. 1994). Nejcastéjsimi xenobiotiky, s
kterymi se lidsky organismus setkava, jsou léciva, potravni aditiva, agrochemikalie,
primyslové chemikalie a chemické zplodiny lidské civilizace.

Biotransformace se klasicky déli do dvou fazi. Béhem prvni faze biotransformace
dochdzi vétSinou ke zméné polarity a biologického efektu xenobiotika. Lipofilni
molekula se stava 1épe rozpustnou ve vodé v disledku zavadéni novych nebo odkryvani
jiz ptitomnych hydrofilnich skupin. V druhé fazi biotransformace dochazi ke konjugaci
s endogennimi substraty. Konjugac¢ni reakce jsou smérovany na funk¢ni skupiny, které
Casto vznikly v pfedchozi fazi biotransformace. Vzniklé konjugéity jsou vétSinou
mnohem lépe rozpustné ve vodé nez latky parentni a jsou tedy z organismu snadnéji
vylouceny. Pokud dojde k dostate¢né zméné polarity v prvni fazi, mize byt metabolit
vyloucen z organismu pfimo.

Biotransforma¢ni enzymy se vyskytuji prakticky ve vSech buiikkach organismu,
v nékterych organech je vSak jejich aktivita vysSi. Kromé jater, kterd jsou hlavnim
organem biotransformace, jsou vyznamnymi metabolizujicimi organy plice, ledviny,
ktize, gastrointestindlni trakt, krev, placenta a mozek. Na biotransformaci xenobiotik se
vyznamnou mérou podili i bakterialni intestinalni mikrofléra. Z hlediska subcelularni
lokalizace je mozno biotransformacni enzymy nalézt jak rozpusténé v cytoplasme, tak

vazané na bunécné organely, nejCastéji na endoplasmatické retikulum, dale na



mitochondrie, na lysosomy, na jadernou membranu nebo na plasmatickou membranu
(Testa 1995).

Diisledkem biotransformacni pfemény xenobiotika je zmeéna ve struktuie
molekuly, ktera ma u riznych latek rozdilny vliv na jejich biologicky efekt.
Biotransformace muze vést k deaktivaci a ztraté uc¢inku, ke kvalitativni zméné a¢inku,

ale také k aktivaci nebo zvyseni toxického efektu latky.

2.1.1. Enzymatické reakce I. faze biotransformace

I. faze biotransformace zahrnuje rizné typy reakci jako napt. oxidaci, hydrolyzu,
redukci a hydrataci. Na tyto reakce je Casto pohlizeno jako na ,,pfipravné reakce®,
ponévadz vSeobecné vedou k zavadéni nebo odkryvéani dulezitych funkcnich skupin
(napt. OH, COOH, NHj, SH), které mohou usnadnit bud’ pfimo nebo skrze konjugaci

S polarnimi endogennimi substraty odstranéni xenobiotika z tcla.

2.1.1.1. Oxidace
Cytochromy P450

Velmi vyznamnou skupinou enzymu ucastnicich se biotransformace xenobiotik
jsou cytochromy P450 (CYP). Cytochromy P450 hraji klicovou tlohu v metabolismu
fady léciv a jinych xenobiotik, maji vSak také dulezitou funkci v endogennim
metabolismu - zejména lipofilnich latek jako napf. zluCovych a mastnych kyselin,
cholesterolu a prostaglandinti (Lewis 2001).

JelikoZ se jedna o velmi rozsdhlou skupinu enzymi, byla pro jejich klasifikaci
vyvinuta systematickd nomenklatura, ktera je zaloZena na podobnosti aminokyselinové
sekvence jednotlivych isoformem. Isoformy se sekven¢ni homologii vétsi nez 40
procent jsou piifazeny do stejné rodiny (napi. CYP1, CYP2, atd.). Isoformy se
sekvencni homologii vé&tsi neZz 70 procent nalezi do stejné podrodiny (napt. CYP2A,
CYP2B, atd.) a kazdy ¢len podrodiny, tj. individuélni isoforma, je oznacen ¢islici (napf.
CYP2A1, CYP2A2, atd.) (Gibson and Skett 2001). Mezi isoformy odpovédné za velkou
¢ast veskerého metabolismu ¢kt u lidi patii CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 a 3A4/5 (Evans
2004).

Cytochromy P450, které se podili na metabolismu l€ki, jsou vétSinou vazané v
komplexech na membranu hladkého endoplasmatického retikula bun€k (Gibson and

Skett 2001). Nekteré zastupce CYP je mozno také nalézt na membranach mitochondrii,



kde se podili zejména na metabolismu steroidnich latek. U savct se CYP vyskytuji
prakticky ve vSech tkanich, nejvice jsou vsak zastoupeny v jatrech, kterd se tak stavaji
hlavnim mistem biotransformace. V mensi mire, avSak nezanedbateln¢, byly nckteré
isoformy CYP nalezeny v gastrointestinalnim traktu, ledvinach, mozku, plicich, kazi,
svalech, cévach a dokonce i v krevnich desti¢kach (Krishna et al. 1994, Testa 1995). U
nékterych latek tak extrahepatdlni biotransformace predstavuje dilezity, az vétSinovy
podil celkového metabolismu.

Na rozdil od vétSiny enzyml maji cytochromy P450 zapojené do metabolismu
xenobiotik Sirokou substratovou specifitu, kterd jim umoziiuje metabolizovat Siroké
spektrum latek, kterému mtize byt organismus vystaven. Navzdory rozdilim ve
vystavbé aktivniho centra mezi jednotlivymi cytochromy P450 je katalyticky
mechanismus pro vSechny isoformy shodny. Cytochromy P450 katalyzuji oxidaci
navazaného substratu pomoci redoxniho piisobeni hemu a aktivace molekularniho
kysliku (obrazek 1.). Timto mechanismem jsou cytochromy P450 schopné provadét
rozlicné aromatické a alifatické hydroxylace, epoxidace, N-, O-, S-dealkylace a N-, S-
oxidace. Povaha vysledného produktu je urCovana stérickymi interakcemi mezi
enzymem a substratem, které vymezuji oblasti molekuly pfistupné pro oxidaci a
termodynamickymi faktory, které mohou ovlivnit relativni rychlosti konkuren¢nich
reakci (Evans 2004). Pro katalytickou funkci cytochromi je nezbytny nejen vlastni
cytochrom P450, ale i enzym NADPH-cytochrom P450 reduktasa, jehoz funkci je
prenos reduk¢nich ekvivalenti z NADPH na hem cytochromu P450 a fosfolipidova
frakce membran — fosfatidylcholin, ktery pravdépodobné udrzuje nativni konformaci
obou enzymi (Gibson and Skett 2001).

Z hlediska biotransformace xenobiotik je dllezité zminit, Ze ackoliv jsou
cytochromy P450 obecné znamé jako monooxygenasové systémy, vuci nékterym
xenobiotikim vykazuji i reduktasovou aktivitu. Tato aktivita mize byt doprovazena
tvorbou volnych radikdlii a pii metabolismu xenobiotika miize mit znacny

toxikologicky vyznam.
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Obrazek 1. Katalyticky cyklus cytochromu P450 (ptevzato z Gibson and Skett 2001).

Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO) jsou pfitomny v mnoha tkanich, ale nejvyssi
hladiny FMO byly nalezeny v jaterni tkani. Podobné jako CYP jsou lokalizovany na
membranach hladkého endoplasmatického retikula. Pisobenim FMO je metabolizovana
fada lé¢iv, napt. fenothiaziny, efedrin, N-methylamfetamin a norkokain. Jejich substraty
jsou typicky slouceniny obsahujici dusik, siru a fosfor, z nichZ mnoho je i substratem
CYP. Produkty FMO se vSak mohou liSit od produkti reakci katalyzovanych CYP.
Mezi reakce katalyzované FMO patii napt. N-oxidace terciarnich a sekundarnich
amin®, hydroxylaminii, iminti a hydrazinl, S-oxidace thiold, disulfidfi, thioamidd,
thiomocoviny a analogické reakce na fosforu.

Skupina FMO je nadrodinou enzym zahrnujici fadu isoforem, které¢ maji odliSnou
primarni strukturu a tedy i substratovou specifitu. Clenéni FMO je analogické &lenéni
CYP. V soucasné dobé je rozeznavano pét isoforem FMO1-FMOS, z nichz hlavni
jaterni isoformou u ¢lovéka je FMO3 (Gibson and Skett 2001).

FMO obsahuji flavinadeninnukleotid (FAD) jako prosthetickou skupinu a pro svou
funkci vyzaduji donor elektroni (NADPH nebo NADH) a molekularni kyslik.
V katalytickém cyklu je FAD nejprve redukovan donorem elektronti na FADH2, ktery
nasledné¢  reaguje s molekuldrnim  kyslikem za  vzniku  meziproduktu
hydroperoxidflavinu (FADH-OOH). Poté pfistupuje substrat, ktery je oxidovan a
FADH-OOH se méni na hydroxidflavin (FADH-OH), ktery je nasledné za odstépeni
molekuly vody regenerovan na FAD (Gibson and Skett 2001).



Jiné oxidacni enzymy

Oxidacni biotransformace xenobiotik mize byt v organismu katalyzovana fadou
dalSich enzymu. Tyto enzymy se podili hlavné na metabolismu endogennich latek, ale
mohou byt také urCitou mirou zapojeny do metabolismu xenobiotik. Jako piiklady
mohou byt uvedeny nasledujici enzymy:

- alkoholdehydrogenasy (ADH) a aldehyddehydrogenasy (ALDH) — nalézaji se
hlavné v jatrech, ale také v ledvinach, plicich a gastrointestinalnim traktu, jsou
lokalizovany v cytosolu, pouzivaji NAD" jako kofaktor, ADH Xkatalyzuji
oxidaci alkoholli na odpovidajici aldehydy, ALDH katalyzuji oxidaci aldehyda
na odpovidajici karboxylové kyseliny

- xanthinoxidasa — flavoprotein, katalyzuje postupnou oxidaci hypoxanthinu na
xanthin a kyselinu mocovou, metabolizuje slouceniny obsahujici xanthin ve
své molekule

- monoaminoxidasa (MAO) — u lidi jsou pfitomny dvé formy (MAO-A a MAO-
B), vyskytuji se v jatrech, ledvinach, ve stfevech a mozku, jsou lokalizovany v
mitochondriich, katalyzuji oxidativni deaminaci, MAO-A piednostné oxiduje
serotonin  (5-hydroxytryptamin), zatimco mezi substraty MAO-B patii

arylalkylaminy jako napft. fenylethylamin a benzylamin

2.1.1.2. Hydrolyza

Hydrolytické enzymy katalyzuji rozklad kovalentnich vazeb, které vznikly
kondenzaci, tj. reakci v jejimZ priibéhu doslo ke vzniku produktu a odstépeni molekuly
vody. Hydrolyzou substratu casto dochdzi k odstépeni velké casti molekuly a tim k
rozséhlé zméné jeho struktury. Mezi substraty hydrolytickych enzymut patii estery,
amidy, hydrazidy, karbamaty, hydroxamové kyseliny a dalsi. Hydrolytické enzymy jsou
vSudyptitomné a vyskytuji se v krevni plasmé, erytrocytech i buiikdch tkani. Jako
ptiklady hydrolas mohou byt uvedeny arylesterasy, karboxyesterasy, acetylesterasy a
cholinesterasa (Gibson and Skett 2001).

2.1.1.3. Hydratace

Na hydrataci mizZe byt pohliZzeno jako na zvlastni formu hydrolyzy, kdy zavedeni

molekuly vody do slou¢eniny nezpusobuje jeji disociaci.



Epoxid hydrolasa (EH)

EH katalyzuje zavedeni molekuly vody do epoxidd a arenoxidl za vzniku diold.
Tyto potencialné toxické elektrofilni epoxidy casto vznikaji jako produkty oxidace
alkent a aromatickych uhlovodiki katalyzované cytochromy P450. Distribuce EH v téle
se velmi podoba distribuci cytochromti P450, kdy nejvyssi koncentrace byly nalezeny
V jatrech a zna¢né mnozstvi EH bylo také nalezeno ve varlatech, ledvinach, plicich a
nadledvinkach. Lidska jatra obsahuji pfinejmensim ctyti formy EH.

Mezi substraty EH patii epoxidové metabolity karbamazepinu a raznych
polycyklickych aromatickych uhlovodikii. Vedle epoxida 1€civ a jinych xenobiotik EH
také katalyzuje hydrataci endogennich epoxidl, mezi které patii napt. 160, 170-
epoxyandrosten-3-on a 16a, 17a-epoxyestratrienol (Gibson and Skett 2001).

K hydrolyze epoxidli pomoci EH dochazi odtrZzenim protonu z molekuly vody za
vzniku nukleofilniho hydroxidového iontu, ktery napada jeden z uhlikovych atomut
epoxidu. K nasledné protonaci prechodného alkoxidového iontu dochazi vétSinou na

opaéné stran¢ molekuly a vznikly produkt ma trans konfiguraci (Evans 2004).

2.1.1.4. Redukce

V Zivo€isném organismu jako v organismu striktné aerobnim jsou obecné
preferovany spiSe oxidaéni nez redukéni procesy. Teprve v poslednich letech bylo
ziskéno vice informaci o vyznamné tloze redukcnich reakei. Bylo zjisténo, Ze redukce
patii k hlavnim metabolickym pfeménam fady vyznamnych 1é€iv a jinych xenobiotik.

Redukéni enzymy jsou obsazeny nejvice v membraniach hladkého
endoplasmatického retikula a v cytosolu. Jako koenzymy vyzaduji NADH nebo
NADPH. Také bakterie stievni flory maji vyznamny redukéni potencial. Redukéni
reakce lze roztfidit podle typu funkéni skupiny, na které dochéazi k ptreméné:

- redukce atomil uhliku — redukce dvojnych vazeb mezi atomy uhliku,

deoxygenace arenoxidu, redukce chinont a hydroperoxidi

- reduk¢ni dehalogenace

- redukce skupin obsahujicich atom dusiku — redukce N-oxidd, nitro sloucenin,

nitroso slou€enin, hydroxylaminii, azo slou¢enin

- redukce skupin obsahujicich atom siry — sulfoxidy, disulfidy

- redukce anorganickych a organokovovych slou¢enin

- redukce karbonylové skupiny

-10 -



Z velkého poctu enzymil a enzymovych komplexi, které se podileji na redukénim
metabolismu riznych chemickych sloucenin, maji vyznamné postaveni enzymy
metabolizujici karbonylovou skupinu. Slouceniny s karbonylovou skupinou (aldehydy,
ketony) mohou byt exogenniho i endogenniho puvodu (meziprodukty metabolismu).
Tyto karbonylové slouceniny (zejména aldehydy) jsou schopné vytvaret s proteiny
Schiffovy baze, reagovat s thiolovymi skupinami makromolekul a interagovat s DNA.
Z diivodu této reaktivity potiebuji builkky ochranu proti karbonylovym slouceninam,
které¢ je dosazeno biotransformacnimi enzymy. Metabolickd redukce karbonylové
skupiny na odpovidajici alkohol vede ke zvyseni polarity molekuly a vzniku produktu,
ktery mize byt konjugovan s endogennimi substraty, ¢imz usnadnuje eliminaci (Maser
and Oppermann 1997).

Hlavni savéi cytosolické enzymy redukujici karbonylovou skupinu jsou
karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184), aldehydreduktasa (EC 1.1.1.2), aldosareduktasa (EC
1.1.1.21) a dihydrodioldehydrogenasy. Tyto enzymy jsou charakterizovany Sirokou a
ptekryvajici se substratovou specifitou. Vedle jejich tulohy v reakcich I. faze
biotransformace xenobiotik jsou také zapojeny do metabolismu endogennich sloucenin,
napf. steroidnich hormonti, zlu¢ovych kyselin, arachidonové kyseliny. Tato dvoji
substratova specifita je také charakteristickd pro jaterni mikrosomalni 11f3-
hydroxysteroiddehydrogenasu typu | (11B-HSD-1), ktera se ucastni metabolismu
fyziologickych steroidnich hormonti a také redukuje karbonylovou skupinu
nesteroidnich aldehydd, ketonli a chinonti. U nékterych enzyma redukujicich
karbonylovou skupinu byla nalezena aktivita redukovat chinony, ktera ukazuje na
moznou ulohu pii oxidativnim stresu (Opperman and Maser 2000).

V soucasné dobé€ nalezi vétSina enzymul redukujicich karbonylovou skupinu do
dvou odlisnych nadrodin proteini — do nadrodiny aldo-keto reduktas (aldo-keto
reduktase (AKR) superfamily) nebo nadrodiny ,,short-chain® dehydrogenas/reduktas
(short-chain dehydrogenase/reduktase (SDR) superfamily). Do nadrodiny AKR patfi
napt. aldehydreduktasa (EC 1.1.1.2), aldosareduktasa (EC 1.1.1.21) a
dihydrodioldehydrogenasy. Systematicka nomenklatura nadrodiny AKR je zalozena na
podobnosti aminokyselinové sekvence jednotlivych proteinti a umoziuje ¢lenéni na
rodiny, podrodiny a jednotlivé enzymy, napt. AKR1Al oznacuje lidskou jaterni
aldehydreduktasu (EC 1.1.1.2) (Jez and Penning 2001). Do nadrodiny SDR patii napf.
cytosolicka karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184) nebo mikrosomalni 113-HSD-1.
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Mezi dalsi enzymy, které hraji dulezitou roli pii redukci xenobiotik patii napf.
alkoholdehydrogenasy (ADH), cytochrom P450, NADPH-cytochrom P450 reduktasa,
NADH-cytochrom b5 reduktasa, xanthinoxidasa, chinonreduktasa, peroxidasy (Testa
1995).

2.1.2. Enzymaticke reakce II. faze biotransformace

II. faze biotransformace je zprostfedkovana tadou konjugacnich enzymt, které
napadaji funk¢ni skupiny jako -OH, -COOH, -NH,, -SH pfirozen¢ se vyskytujici
v cilové molekule nebo vytvorené béhem 1. faze biotransformace. Pii reakcich II. faze
biotransformace, jejichz produktem je konjugéit substratu s endogennim cinidlem,
vznikaji pfevazné polarnéjsi, snadnéji vylucitelné slouCeniny, které vétSinou postradaji

vyznamng&j$i farmakologickou nebo toxikologickou aktivitu.

2.1.2.1. Glukuronidace

Glukuronidace je hlavni metabolickou cestou II. faze biotransformace a zahrnuje
pfenos o-D-glukuronové kyseliny na cilovy substrat. Tyto konjugacni reakce jsou
katalyzovany rodinou enzymu nazyvanych uridindifosfat (UDP)-
glukuronosyltransferasy, které vyzaduji kofaktor UDP-a-D-glukuronovou Kkyselinu
(UDPGA). UDP-glukuronosyltransferasy jsou membranové vazané proteiny
lokalizované v endoplasmatickém retikulu a jaderné membrané bunc€k. Nachdzeji se
hlavné v jatrech, ale jsou pritomny také v ledvinach, plicich, stfevech a kazi. UDP-
glukuronosyltransferasy maji Sirokou a ptekryvajici se substrdtovou specifitu pro
xenobiotika, ale vykazuji vétsi specifitu pro endogenni slouceniny (steroidni hormony,
katecholaminy, bilirubin), které vSeobecné reaguji s jednou specifickou formou UDP-
glukuronosyltransferasy (Evans 2004). Podle typu funkéni skupiny, ktera podléha
konjugaci, mizeme glukuronidy rozd¢lit na:

- O-glukuronidy: alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny a hydroxylaminy

- N-glukuronidy: aminy (alifatické i aromatické), amidy, sulfoamidy, terciarni

aminy

- S-glukuronidy: thioly

- C-glukuronidy: 1,3-dikarbonylové slouceniny

Pro klasifikaci UDP-glukuronosyltransferas byla vyvinuta systematicka

nomenklatura, ktera je zaloZena na podobnosti aminokyselinové sekvence jednotlivych
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isoforem. Isoformy se sekvencni homologii vétsi nez 50 procent jsou pfifazeny do
stejné rodiny (napt. UGT1, UGT?2, atd.). Isoformy se sekven¢ni homologii vétsi nez 60
procent nalezi do stejné podrodiny (napt. UGT1A) a kazdy clen podrodiny, tj.
individualni isoforma, je oznacen c¢islici (napt. UGT1A1, UGTI1A3, atd.). U Clovéka
bylo zatim identifikovano pfiblizné 15 UDP-glukuronosyltransferas (Gibson and Skett
2001).

2.1.2.2. Sulfatace

Sulfotransferasy tvofi rozsadhlou rodinu enzymii, které katalyzuji ptenos sulfatu
z kofaktoru 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfatu (PAPS) na cilovy substrat. Tyto enzymy
hraji dualezitou ulohu v metabolismu a vylucovani jak endogennich sloucenin tak
xenobiotik. Sulfotransferasy zapojené do metabolismu xenobiotik jsou cytosolické
enzymy a nachazeji se predevSim v jatrech, ledvinach, gastrointestindlnim traktu a
krevnich destickach. Sulfatace je hlavni konjugacni cestou fenoll, ale miZze se také
vyskytovat u alkoholii, aminli (zejména aromatickych aminll) a sulfoamidi. Mezi
endogenni substraty sulfotransferas patii napf. steroidni hormony, zlu¢ové kyseliny a
katecholaminy. Jak je vidét, vétSina xenobiotik a endogennich sloucenin podléhajicich
glukuronidaci, muze byt také sulfatovana, coz vede K moznosti soutézeni o substrat
mezi témito dvéma cestami. Diky kinetice téchto dvou reakci a omezené nabidce PAPS
oproti UDPGA vétSinou prevladd sulfatace pii nizkych koncentracich substratu a
glukuronidace pfi vysokych koncentracich substratu.

Podobné jako u cytochromi P450 a UDP-glukuronosyltransferas je nova
nomenklatura sulfotransferas zaloZena na podobnosti aminokyselinové sekvence
jednotlivych isoforem. U ¢loveéka bylo zatim identifikovdno ptiblizn€ 11 sulfotransferas

(Gibson and Skett 2001).

2.1.2.3. Methylace

Methylace je méné vyznamna cesta biotransformace xenobiotik a zapojuje se
hlavné do metabolismu endogennich sloucenin. Od ostatnich reakci II. faze
biotransformace se odliSuje tim, ze vétSinou vede ke sniZeni rozpustnosti xenobiotika ve
vodé. Tyto konjugacni reakce jsou katalyzovany methyltransferasami a vyzaduji
kofaktor S-adenosylmethionin. Podle atomu, na ktery je methylova skupina pfenesena,

rozliSujeme O-, N- a S- methylaci.
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- fenol-O-methyltransferasa — mikrosomalni enzym, methylace fenolt

- katechol-O-methyltransferasa — cytosolicky enzym, pfitomen ve vétsing tkani,
nejvyssi  koncentrace v jatrech a ledvinach, mezi jeho substraty patii
neurotransmitery (adrenalin, noradrenalin a dopamin) a Iéky obsahujici
katecholovou skupinou (L-dopa, isoprenalin, dobutamin)

- histamin-N-methyltransferasa — methylace imidazolového kruhu histaminu

- nikotinamid-N-methyltransferasa — methylace sloucenin obsahujicich
pyridinovy kruh (nikotin) nebo indolovy kruh (serotonin)

- thiopurinmethyltransferasa

- thiolmethyltransferasa

2.1.2.4. Acetylace

Acetylace je vyznamnou cestou biotransformace xenobiotik obsahujicich
aromatickou amino (R-NH;) nebo hydrazinovou skupinu (R-NH-NH,), ze kterych
vznikaji aromatické amidy (R-NH-COCH3) nebo hydrazidy (R-NH-NH-COCHs3).
Xenobiotika obsahujici primarni alifatickou amino skupinu nejsou bézné substraty pro
N-acetylaci, ackoli cysteinové konjugaty, které vznikaji z konjugatd s glutathionem,
podléhaji této reakci v ledvinach za vzniku derivatd kyseliny merkapturové. Pii N-
acetylaci dochazi k zavedeni neionizované skupiny do molekuly xenobiotika a vysledny
metabolit je Casto méné rozpustny ve vode nez ptivodni latka.

N-acetylace xenobiotik je katalyzovana cytoplasmatickym enzymem N-
acetyltransferasou za pfitomnosti acetyl-koenzymu A jako donoru acetylové skupiny. U
lidi byly nalezeny dvé N-acetyltransferasy (NAT) ozna¢ované jako NAT1 a NAT?2.
NATI je pfitomna ve vétSing tkani, zatimco NAT2 je pfitomna v jatrech a stievé (Evans

2004).

2.1.2.5. Konjugace s aminokyselinami

Xenobiotika obsahujici karboxylovou skupinu mohou konjugovat samino
skupinou endogennich aminokyselin. Mezi substraty pro konjugaci s aminokyselinami
patii nékteré alifatické, aromatické, heterocyklické a aryloctové kyseliny. Tato
biotransformace vyzaduje nejprve aktivaci xenobiotika koenzymem A (CoA) za
plisobeni mitochondrialni acyl-CoA synthasy, jejimZz produktem je acyl-CoA. Druhy

krok zahrnuje prenos acylu xenobiotika na amino skupinu aminokyseliny a je
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katalyzovan acyl-CoA: aminokyselina N-acyltransferasou, ktera je lokalizovana
v cytosolu a/nebo mitochondriich. Vybér aminokyseliny pro konjugaci je zavisly na
zivoc¢iSném druhu a typu xenobiotika. Mezi vyuzivané aminokyseliny patii napi. glycin,

glutamin, taurin a histidin (Evans 2004).

2.1.2.6. Konjugace s glutathionem

Glutathion-S-transferasy zapojené do metabolismu xenobiotik jsou pievazné
cytosolické enzymy pfitomné ve vétSin¢ tkani, ale hlavné v jatrech, stfeve, ledvinéch,
nadledvinkach a plicich. Konjugaci s glutathionem (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin)
podléhaji rizné slouceniny nebo jejich metabolity, které jsou silnymi elektrofily, napf.
slouCeniny obsahujici aktivovanou dvojnou vazbu (ortho pozice fenolické skupiny),
epoxidy, halogenované (nebo nitro) alkany a aromaty a halogenované heterocyklické
slouceniny. Glutathion se vaze na substrat skrze nukleofilni atom siry cysteinylu.

Konjugéty s glutathionem mohou byt vylucovany piimo do zlu¢i nebo podléhat
nasledné transformaci za vzniku derivatl kyseliny merkapturové (N-acetylcysteinovych
konjugatl), které jsou vylouceny do Zlu¢i nebo moci. Tento proces zahrnuje postupné
odstépeni zbytkl kyseliny glutamové a glycinu za vzniku cysteinového konjugatu, ktery
je nasledné N-acetylovan. Cysteinovy konjugat xenobiotika mlZe podléhat alternativni
metabolické cesté, kdy je $tépen B-lyasou za vzniku metabolitu s thiolovou skupinou,
ktery miize podléhat nasledné methylaci a oxidaci na atomu siry (Gibson and Skett
2001, Evans 2004).

Konjugace s glutathionem hraje také dilezitou tlohu pii biosynthese leukotrient.
Tyto reakce jsou katalyzovany mikrosomalni formou glutathion-S-transferasy (Gibson
and Skett 2001).

2.1.3. Stereochemicka hlediska biotransformace xenobiotik
Chirélni, neboli opticky aktivni latky, pfedstavuji urCity typ izomerie. Jejich
struktura je asymetrickd. Molekuly jedné chiralni latky, tzv. enantiomery, jsou si
navzajem zrcadlovymi obrazy. Jsou si strukturné velmi podobné a shoduji se témét ve
vSech svych fyzikalnich a fyzikalné-chemickych vlastnostech. Zakladni vlastnosti, ve
které se lisi, je schopnost staceni roviny polarizovaného svétla. Opticky aktivni latky
tvoii nedilnou soucast naseho Zivota, nebot’ pravé z nich jsou v podstatné mite slozeny

Zivé systémy.
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Smeés, ve které maji enantiomery rovnomérné zastoupeni (50/50), se oznacuje jako
racemat. Kromé staCeni roviny polarizované¢ho svétla se enantiomery jesté lisi v
reaktivité s jinymi opticky aktivnimi izomery. Chovani levo a pravotoCivé formy se
muze liSit, protoze do hry vstupuje specificka geometrie. Jako krajni pfipady lze uvést
enzymy nebo receptory na povrchu buné¢k, které rozpoznavaji pouze jednu (spravnou)
formu ptislusné latky. Obecné lze fici, ze afinity optickych izomerti jedné latky k mistu
svého ptusobeni mohou byt rizné.

Mezi chirdlni latky patii 1 cela tada 1éCiv. NejCastéjsi formou chirality je
pfitomnost jednoho nebo vice chirdlnich atomii ve struktufe 1é¢iva. Radu let pretrvaval
nazor, ze se jednotlivé enantiomery li§i pouze optickou otaivosti a reaktivitou
S chiralnimi latkami, a Ze z farmakologického hlediska mezi nimi neni rozdilu. Znalost
prostorové orientace chemické struktury 1é€iva je v dnesni dobé¢ jednim ze zakladnich
kament planovani biologickych experimentl a klinickych zkousek (Kean et al. 1991).
Pravé rozdilna biologicka aktivita jednotlivych enantiomert ptedstavuje jinou dimenzi
v chapani Uc¢inku chiralnich 1é¢iv. Jako ptiklad Ize uvést levodopu, latku uréenou k
1écbé Parkinsonovy choroby. Protoze fada vedlejSich uU¢inkGi je spojena s D-
enantiomerem, pouziva se misto racematu pouze L-forma (Cotzias et al. 1969).
Zajimavym piipadem je propoxyfen, kdy se dextropropoxyfen pouziva jako
analgetikum a levopropoxyfen se pouziva jako antitusikum.

Enantiomery se li$i i svymi farmakokinetickymi parametry jako jsou absorpce,
metabolismus, distribuce a exkrece. Rozdily v absorpci se tykaji pouze 1éciv, které
podstupuji aktivni transport (napf. DOPA, methotrexat). Kinetické parametry
enantiomert latek, které prostupuji pasivni difizi se nelisi. Rozdily v distribuci zahrnuji
vazbu na plasmatické a tkanové bilkoviny. Stereoselektivné jsou totiz vazana 1é¢iva jak
na albumin (pfevazné latky kyselé povahy), tak na aj-kysely glykoprotein (bazické
latky). Stereoselektivni vazbu na bilkoviny lze demonstrovat na ptikladu tryptofanu. L-
tryptofan se vaze na lidsky sérovy albumin pfiblizné 100 krat vice nez D-tryptofan
(McMenamy and Oncley 1958). Jde o velmi dilezitou charakteristiku latky, nebot
vysledny farmakodynamicky ucinek je zavisly na koncentraci volné, nevazané, frakce
1é¢iva. Enantiomery mohou byt vylu€ovany v rtizné mife, pokud budou stejné jako pfi
absorpci podstupovat aktivni transport.

Biotransformacni enzymy, podobné jako receptory, jsou chirdlni makromolekuly.
Z tohoto diivodu mohou byt enantiomery chirdlni molekuly substratu metabolizovany

odlisné¢ jak =z kvalitativniho, tak kvantitativniho hlediska. Stereochemicky prabéh
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biotransformacénich reakci miizeme nalézt na substratové i na produktové tUrovni.
Substratova  stereoselektivita  vyjadfuje prednostni  biotransformaci  jednoho
stereoisomeru nad druhym. Stereospecifita se vztahuje k pfednostni tvorbé jednoho
urCitého stereoisomeru nad ostatnimi moznymi stereoisomery. Na zakladé
stereochemického pribéhu je mozné rozdélit biotransformacni reakce do péti tiid

(Caldwell 1995).

Prochiradlni na chiralni

Jestlize nechirdlni sloucenina obsahuje prochirdlni skupinu, muaze vést
biotransformace této slouc¢eniny ke vzniku chiralnich metaboliti. Jako piiklad lze uvést
hydroxylaci ethylbenzenu za vzniku 1-fenylethanolu, aromatickou hydroxylaci
fenytoinu za vzniku 4-hydroxyfenytoinu nebo redukci nesymetricky substituovanych
ketonit za vzniku sekundarnich alkohold. V ptfipad¢é biotransformace prochiralnich
substrati je chiralita vzniklych metaboliti funkci pouze biologického systému

odpovédného za metabolismus a nemize byt ovlivnéna poddvanym substratem.

Chiralni na chiralni

Enantiomery chirdlniho [é¢iva mohou byt biotransformovany rozdilnymi
rychlostmi a/nebo rozdilnymi biotransformacnimi cestami za vzniku metabolitt, které
maji zachovanou, s ohledem na substrat, plivodni stereochemii. Jako ptiklad lze uvést
hydroxylaci warfarinu u ¢lovéka, kterd je stereoselektivni pro S-enantiomer substratu a

poskytuje (S)-7-hydroxywarfarin.

Chiralni na diastereoisomerni metabolity

Mnoho chirdlnich 1é¢iv podléhd metabolické preméné, pii které je do molekuly
zavedeno druhé chirdlni centrum a vznikaji tedy diastereoisomery. Chiralni substraty
mohou byt metabolizovany za vzniku diastereoisomerti, bud’ transformaci na prochiralni
skupin€ nebo konjugaci s chirdlnim endogennim ¢inidlem. Jako ptiklad biotransformace
na prochirdlnim centru lze uvést biotransformaci warfarinu, ktery je (vedle aromatické
hydroxylace kumarinového kruhu) redukovan na ketoskupiné postranniho fetézce. Tato
redukce utvari nové chiralni centrum, které ma za nasledek tvorbu diastereoisomernich
metabolitli. Dva rizné stereochemické pribéhy mohou byt rozpoznany u konjugacnich
reakci. Enantiomery mohou byt konjugovany bud s achirdlnim nebo chiralnim

konjugacnim c¢inidlem, pfi¢emz rychlost konjugace je Casto riizna pro jednotlivé
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enantiomery. Mezi achiralni konjugac¢ni Cinidla patfi methylova a acetylova skupina,
sulfat a aminokyseliny glycin a taurin. Chirdlni konjugacni ¢inidla maji neménnou

konfiguraci a patii mezi né kyselina glukuronova, glukosa, glutathion a glutamin.

Chiralni na nechiralni
Ztrata chirality mize byt zplsobena oxidativni biotransformaci na chirdlnim
centru, napt. oxidaci sekundarnich alkoholti za vzniku ketonii, deaminaci amfetaminu za

vzniku fenylacetonu a oxidativni aromatizaci dihydropyridinového kruhu nilvadipinu.

Metabolicka chiralni inverze

Reakce typu metabolické chiralni inverze byly nejvice prostudovany u rozlicnych
derivatl 2-arylpropionové kyseliny (tzv. profentl). Tyto slouceniny maji chiralni atom
uhliku v a- poloze vzhledem ke karbonylové skupin€é a za jejich farmakologickou
aktivitu jsou zodpovédné hlavné S-enantiomery. Tato skupina latek je z metabolického
pohledu charakteristickd tim, Ze jejich R-enantiomery, které jsou v in vitro testech
farmakologicky pouze slabé aktivni nebo zcela inaktivni, podléhaji metabolické chiralni
inverzi za vzniku ptislusného S-enantiomeru. Tato inverzni pfeména jednoho optického
isomeru na druhy probihd pfes meziprodukt acyl-CoA s pfislusnou propionovou
kyselinou. Acyl-CoA syntetasa, ktera katalyzuje tvorbu propionyl-CoA, si selektivng
vybird pouze R-enantiomer substratu a jednd se tedy o vysoce stereoselektivni dgj.
Rozsah chirdlni inverze zavisi jak na struktufe substratu, tak na studovaném zvitecim
modelu.

Derivaty 2-arylpropionové kyseliny nejsou ale jedinou skupinou 1éki, u kterych
byla nalezena chirdlni inverze. Chirdlni inverze jednoho nebo dokonce obou
enantiomerl byla popsdna pro fadu léciv, jejichz struktury jsou zcela odlisné od
derivatii 2-arylpropionové kyseliny. Chiralni inverze byla také popsana u chiralnich
metabolitl, které vznikly biotransformaci chiralniho nebo prochiralniho 1é¢iva (Wsol et

al. 2004).
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2.2. Studium metabolismu 1é¢iv pomoci LC/MS

Studium metabolického osudu 1éciva je nezbytnou a dilezitou soucasti procesu
vyvoje 1éCiva. Mezi ADME (absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace)
charakteristikami ma metabolickd charakterizace klicovou tlohu a je v souc¢asné dob¢
zaclenéna do ranné faze vyvoje 1éciva. Informace potiebné ke stanoveni metabolického
osudu 1éciva zahrnuji detekci metabolitii, jejich strukturni charakterizaci a kvantitativni
analyzu. V nékterych pfipadech mohou byt koncentrace metaboliti velmi nizké a je
nezbytné pouzit vysoce specifické a sensitivni analytické metody. Mezi metody
pouzivané  pro analyzu 1éCiv a  jejich  metabolith  patii = plynova
chromatografie/hmotnostni spektrometrie (GC/MS) a kapalinova chromatografie (LC)
s UV, fluorescencni, radioaktivni a hmotnostné spektrometrickou (MS) detekci.
Zavedenim technik ionizace elektrosprejem (ESI) a chemické ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) se LC/MS pro svou specificitu, sensitivitu a efektivitu,
stala idealni a Siroce pouzivanou metodou v analyze metaboliti (Kostiainen et al. 2003).
V nésledujicich odstaveich jsou uvedeny nékteré techniky a pfistupy pouzivané

Kk ionizaci, detekci a identifikaci metabolitti 1éCiv pomoci LC/MS.

2.2.1. Ionizacni techniky

Zavedeni ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku (API), mezi
které patii ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), umoznilo efektivni a robustni
spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC/MS). Instrumentalni
feSeni API zdrojl a ioniza¢ni mechanismy pro ESI a APCI byly popsany v souhrnném
¢lanku (Niessen 1999) a knize (Ardrey 2003), a pro APPI v praci Robb se sp. (2000).
ESI umozniuje Gc¢innou ionizaci riznych typt molekul, v¢etné polarnich, iontovych a
labilnich sloucenin a molekul s vysokou molekulovou hmotnosti. APCI nejuéinnégji
ionizuje slouceniny s nizkou az stfedné¢ vysokou polaritou a je vtomto ohledu
komplementarni k ESI. Hmotnostni limit pro APCI je pfiblizné uvazovan do 2000 Da.
Nedavno ptfedstavend metoda APPI rozsifuje pouzitelnost API technik smérem k méné
polarnim slouc¢eninam. Ackoliv ESI, APCI a APPI patfi mezi ,,mékké* ionizacni

techniky, volba iontového zdroje pro LC/MS metodu miZze vyznamné ovlivnit
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schopnost detekovat neznam¢é metabolity, zejména jedna-li se o labilni slouceniny.
Ponévadz ESI je ,,velmi mékka“ ionizacni technika, je nejvhodnéjsi pro studium
labilnich konjugata. Stabilita karbamoyl glukuronidu pii riznych teplotach iontového
zdroje byla studovana pro ESI a APCI ionizaci (Liu and Pereira 2002). Ionizace ESI pfi
300°C umoznila detekci karbamoyl glukuronidu (I-CG) a byl nalezen pouze nepatrny
signal parentni latky (), vznikajici fragmentaci studovaného karbamoyl glukuronidu ve
zdroji. Signal parentni latky (I) byl mnohem intensivnéjsi pii zvySeni teploty na 400°C.
Pii pouziti APCI nebyl nalezen zadny pik karbamoyl glukuronidu bez ohledu na
pouzitou teplotu (400°C nebo 300°C) a byl detekovan pouze signal odpovidajici
parentni latce (I). V této praci byla také porovnana stabilita studovaného karbamoyl
glukuronidu a acyl glukuronidu (Z-AG) vybrané karboxylové kyseliny (Z). V ESI modu
byl acyl glukuronid (Z-AG) detekovan jako hlavni pik pii obou studovanych teplotach
(300°C nebo 400°C). Intensivni signadl odpovidajici fragmentaci vzniklému aglykénu
(2) byl ale také pozorovan. Pii pouziti APCI byla nalezena rozsahla fragmentace acyl
glukuronidu (Z-AG), ale i pfi teploté 400°C bylo stale mozné detekovat jeho signal. Zda
se tedy, Ze pii pouziti APCI byl karbamoyl glukuronid vice nachylny k fragmentaci ve
zdroji nez acyl glukuronid. Podobna situace je popsana v praci autori Constanzer se Sp.
(2001), kteii se zabyvali kvantitativnim stanovenim tepeln¢ labilniho metabolitu ve
vzorcich plasmy. Pfi vyvoji metody nejprve vychazeli z LC-APCI MS/MS metody,
kterou pouzili pro stanoveni plasmatickych hladin parentniho 1é¢iva (S-NH,). Tato
metoda, vyuzivajici k ionizaci APCI nastaveném na teplotu 500°C, se ale ukazala jako
nevhodnd pro analyzu N-hydroxylovaného metabolitu (S-NHOH), coz bylo
charakterizovano vysokymi hodnotami pro piesnost stanoveni S-NHOH (RSD > 20%,
pro cisty standard). Pouzitim ESI namisto APCI bylo dosaZeno dobré piesnosti
stanoveni (RSD < 3%, pro Cisty standard) a teplena nestabilita S-NHOH byla hlavni
pri¢innou Spatné reprodukovatelnosti pii pouziti APCI. Vyuzitelnost rtznych
ionizacnich technik (ESI, APCI a APPI) pro identifikaci metabolitd II. faze
biotransformace apomorfinu, dobutaminu a entacaponu byla porovnavana v préci autorti
Keski-Hynnila se sp. (2002). Pouziti ESI vedlo k detekci nejvétsiho poctu konjugatt
(22), zatimco pomoci APCI bylo nalezeno pouze 12 konjugéti a pomoci APPI pouze 14
konjugati. Konjugaty s methylem byly detekovany vSemi ioniza¢nimi metodami.
Glukuronidy byly nejucinngji ionizovany ESI a pouze nékteré z nich byly detekovany
pomoci APCI a APPI. Sensitivita APPI pro detekci glukuronidll byla o 1-3 fady niZsi ve

srovnani s ESI. Detekce konjugati se sulfatem byla moZnd pouze pii pouziti ESIL
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Vysledky ukézaly, ze ESI v positivnim moédu je vhodnéjsi pro detekci termolabilnich

konjugatti studovanych slouc¢enin nez APCI a APPI (také v positivnim modu).

2.2.2. Detekce metabolita

Spole¢ny postup pii identifikaci metabolitii zahrnuje tvorbu metaboliti v in vitro
nebo in vivo experimentech, kolekci vzorkll v riznych ¢asovych intervalech, véetné
vzorku v ¢ase nula (slepy vzorek) a jejich MS analyzu v plném skenu (full-scan).
Nasledna identifikace metaboliti je zalozena na porovnani iontovych chromatogramu
mezi slepym vzorkem a ostatnimi vzorky. Detekované piky v iontovych
chromatogramech odpovidaji potencidlnim metabolitim s danou hodnotou poméru
hmota/naboj (m/z). U sloucenin obsahujicich ve své molekule jeden nebo vice atomi ClI
nebo Br, jejichz hmotnostni spektra obsahuji abundantni M+2 isotopické ionty o
znamém poméru intensit, se této vlastnosti necha vyuzit pro zvySeni spolehlivosti
identifikace metabolitli z plného skenu. Pro zpracovani dat byly vyvinuty specidlni
softwary pro identifikaci metabolitit. Dvé analyzy, jedna V positivnim a druha
V negativnim modu by mély byt provedeny pro zajisténi detekce basickych a kyselych
metabolith.

Velka cast praci, zabyvajicich se analyzou metabolitl, je provedena pomoci
trojit¢tho kvadrupdlu (QQQ), jehoz tandemové hmotnostné spektrometrické (MS/MS)
skenovaci techniky jsou velmi uZite¢né pii identifikaci metabolith a poskytuji
pozadovanou specifitu a sensitivitu. Sensitivita identifikace metabolitl pomoci QQQ
VvV plném skenu je ale niZ$i neZz u iontové pasti (IT) a hmotnostniho spektrometru na
principu doby letu (TOF), které poskytuji vysokou sensitivitu v plném skenu. API-TOF
hmotnostni spektrometry navic poskytuji analyzy s vysokym rozliSenim a ptesnosti
uréeni hmoty lepsi nez 10 ppm, coz umoznuje stanoveni elementarniho slozeni
metabolitl a vysokou specificitu jejich detekce.

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie (MS/MS) nabizi vice specifickou detekci
metaboliti ve slozitych matricich nez MS analyza v plném skenu s jednotkovym
rozliSenim. Metabolity jsou derivaty parentniho 1éCiva a je tedy mozné predpokladat, ze
mnoho metabolitl bude mit stejné produktové ionty nebo neutralni ztraty jako parentni
latka. Z tohoto diivodu jsou MS/MS techniky skenu prekurzorovych iontl a skenu
neutralni ztraty obzvlasté vhodné pro detekci skupin metaboliti s ur€itym strukturnim

motivem. Napf. metabolity II. faze, jako glukuronidy a sulfaty, mohou byt selektivné
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detekovany pomoci skenu neutralni ztraty, a to 176 a 80 Da, v positivnim ESI modu.
V negativnim ESI mddu, konjugéty se sulfatem poskytuji abundantni produktové ionty
om/z 80 (SOz *) am/z 97 (HSOy), kdezto glukuronidy poskytuji produktové ionty o m/z
175 ([Glu — H — H,0]") a m/z 113 ([Glu — H- 2H,0 — COy]"). Tyto specifické ionty se
nechaji vyuzit pro selektivni detekci sulfatd a glukuronidi ve skenu prekurzorovych
iontl. Sken neutrdlni ztraty a prekurzorovych iontli Ize také navrhnout na zakladé
charakteristickych neutralnich ztrat a produktovych ionti vybranych z MS/MS spekter
parentnich slou¢enin (Steen et al. 2001). Dva produktové ionty o m/z 358 ([M + H —
C,HsOH]") a m/z 288 (M + H — C,HsOH — 2CI]") byly vybrany ze spektra
produktovych iontl studovaného pesticidu fenchlorazol-ethylu. Za pouziti skenu
prekurzorovych iontll byly v chromatogramu celkového iontového proudu detekovany
dva transformacni produkty pesticidu a nasledné identifikovany jako fenchlorazol-
methyl a fenchlorazol. Obdobné byl pomoci skenu neutralni ztraty 131 u detekovan
transformacni produkt pesticidu furathiocarbu. Ackoliv oba typy skenii poskytuji
vysokou selektivitu pro identifikaci metabolitli v biologickych matricich, identifikace
metabolitli z chromatogramu celkového iontového proudu nemusi byt vzdy pfimocara,
zejména v piipad€ nizkych koncentraci metaboliti a slozitych matrici jako je napf. mo¢
(Link et al. 2006). Dale je nutné mit na paméti, Ze metody skenu prekurzorovych ionti
a neutralni ztraty jsou zaloZeny na predpokladaném fragmenta¢nim chovani metabolitl

a metabolity s nepiedvidanou fragmentaci nemusi byt odhaleny.

2.2.3. Identifikace metabolitu

Identifikace metaboliti pomoci hmotnostni spektrometric se spoléha na
interpretaci spekter produktovych iontii ziskanych pomoci techniky skenu produktovych
iontl na nékterém ztandemovych hmotnostnich spektrometri. Mezi tandemové
hmotnostni spektrometry, které se rutinné pouZzivaji ke strukturni analyze metabolit
patii QQQ, IT a hybridni pfistroje kombinujici kvadrupdl s iontovou pasti (Q-TRAP) a
kvadrupdl s hmotnostnim spektrometrem na principu doby letu (Q-TOF). Posledné
zminény hmotnostni spektrometr umoziiuje méfeni spekter produktovych iontd s
vysokou citlivosti a stanoveni elementarniho slozeni produktovych ionti pomoci
pfesného urceni hmoty. K ziskani informace o struktufe metabolitu lze také vyuZit
vicenasobnou tandemovou hmotnostné spektrometrickou analyzu (MS") na iontové

pasti. Produktové ionty vzniklé napt. béhem MS/MS mohou byt selektivné izolovany a
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podrobeny dalsi fragmentaci, coz vede ke zuzovani moznych mist modifikace a
poskytnuti kompletnéjSi charakterizace struktury metabolitu. Tyto experimenty jsou
velmi vhodné pro strukturni analyzu konjugatd, ponévadz umoznuji rozliSeni
produktovych iontii intaktniho konjugatu a nekonjugované slouceniny, tj. metabolitu I.
faze (Levsen et al. 2005).

Strukturni charakterizace metaboliti pomoci MS/MS (nebo MS") zadina
porovnanim spekter produktovych ionti metaboliti se spektrem produktovych ionta
parentni latky a podrobnou interpretaci fragmentacnich cest. Tento postup poskytuje
strukturni informaci ohledné typu a mista metabolické modifikace a vétSinou vede ke
stanoveni nebo navrhu struktury metabolitu. Anari se sp. (2004) pouzili uspésné tuto
metodu pro stanoveni mista biotransformace indinaviru s pouzitim IT. Metabolismus
indinaviru lidskymi jaternimi mikrosomy vedl ktvorbé 2 dealkylovanych, 11
monooxidovanych, 3 dioxidovanych a 2 dealkylovanych/monooxidovanych metabolitti.
Ackoliv nebylo mozné piesné¢ stanovit misto jednotlivych oxidaci, uréeni struktury
fragmentll indinaviru a jejich pfifazeni k produktovym iontim metaboliti umoznilo
jejich caste€nou lokalizaci a stanoveni struktury dealkylovanych metaboliti. Také
Keski-Hynnild se sp. (2002) byli schopni lokalizovat, pomoci strukturné
charakteristickych produktovych iont, misto methylace dobutaminu. Stejni autofi
zaroven ukazali, Zze misto glukuronidace nebo sulfonace nebylo mozné stanovit
zZ MS/MS experimentll, ponévadz primarni St€peni vedlo ke ztrat¢ konjugované skupiny
(kyselina glukuronova nebo SO3) a strukturné charakteristické produktové ionty nebyly
utvoieny. MS/MS spektra metabolitd II. faze, zejména konjugatd s kyselinou
glukuronovou, sulfitem, acetylem a aminokyselinami, velmi casto neobsahuji
strukturn€ charakteristické produktové ionty a neumoZiuji tedy wurceni mista
biotransformace (Levsen et al. 2005). Z uvedeného je vidét, ze informace obsazené v
MS/MS spektrech metaboliti nemusi postacovat k uréeni jejich struktury, a ze
strukturni analyza metabolitd neni vzdy pfimocara.

Ku¢innym nastrojim strukturni charakterizace metabolitii patii spojeni LC-
MS/MS  stechnikami jako jsou chemickd derivatizace a on-line H/D
(hydrogen/deuterium) vymeéna (Liu and Hop 2005). Biotransformace xenobiotik Casto
zahrnuje zavedeni jedné nebo vice polarnich funkénich skupin a naslednou konjugaci
s kyselinou glukuronovou, sulfatem, glycinem atd. Zavedeni polarnich funkénim skupin
obvykle zvySuje pocet vyménitelnych vodikii (méfitelné H/D vyménou) a pfinasi

funk¢éni skupiny pro derivatizaci. Na druhé stran€, konjugacni reakce blokuji tyto
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aktivni mista pro chemickou derivatizaci. On-line H/D vymeéna a chemicka derivatizace
tedy nabizeji velkou podporu pro strukturni charakterizaci metabolitii. Dulezité také je,
ze diky selektivité a sensitivit¢ LC/MS mohou byt tyto experimenty provedeny s malym
mnozstvim surového vzorku, coz umoznuje vyvarovat se ¢asové a technicky naro¢né
purifikaci malych mnozstvi metabolitli ze slozitych biologickych matrici.

Velmi cenné informace o struktufe metaboliti miizou byt ziskany analyzou MS a
MS/MS dat pied a po chemickém zasahu. Metody chemické derivatizace byly vyuzity
napf. pfi stanoveni mista hydroxylace (odliSeni primarni a sekundarni hydroxylové
skupiny), pii identifikaci S-oxidovanych a N-oxidovanych metaboliti a také pfi
stanoveni mista konjugace s kyselinou glukuronovou. Schaefer se sp. (1992) pouzili
strategii selektivni acetylace pro ur¢eni mista glukuronidace karvedilolu. Karvedilol
obsahuje alifatickou hydroxylovou skupinu, alifatickou amino skupinu a karbazolovou
amino skupinu, které jsou vsSechny potencialni skupiny pro glukuronidaci. Pouzity
piistup spoléha na selektivni acetylaci hydroxylové a amino skupiny za odlisnych
podminek. V nevodném roztoku, v pfitomnosti base (jako pyridin), jsou amino a
hydroxylové skupina snadno acetylovany pomoci acetanhydridu. Ve vodném roztoku,
pouze nukleofilngj$i amino skupiny jsou acetylovany pomoci acetanhydridu (acetylace
hydroxylové skupiny je branéna ptitomnosti vody). Vedle toho, pokud jsou amino a
hydroxylovéa skupina konjugovany s kyselinou glukuronovou, jsou blokovany a tedy
nepiistupné acetylaci. Pro urceni poctu pfipojenych acetylovych skupin byla reakcni
smés po derivatizaci analyzovdna pomoci hmotnostni spektrometrie. Misto
glukuronidace bylo stanoveno na zakladé¢ poctu acetylovych skupin pfipojenych
V nevodném a vodném prostiedi.

Stanoveni po¢tu vymeénitelnych atomi vodiku v dané struktufe miiZze poskytnout
dodate¢né informace pro jeji identifikaci. Biotransformace xenobiotik obvykle zahrnuje
zavedeni polarnich funkénim skupin, jako napf. hydroxylové skupiny, nebo blokovani
urcitych funkénich skupin a vede tedy ke zméndm poctu vyménitelnych atoma vodiku,
které pfi stfetnuti s deuterovanym rozpoustédlem nebo reagencii podléhaji vyméné za
deuterium. Uginnost H/D vymény pro riizné ionizaéni techniky a zpiisoby zavedeni
vzorku byla popsana v praci autord Ohashi se sp. (1998). Ve spojeni s LC-ESI/MS lze
H/D vyménu provést on-line pouzitim D0 (oxidu deuteria) namisto H,0, jako vodné
slozky mobilni faze (Karlsson 1993). Pocet vyménitelnych vodikl je stanoven na
zakladé porovnani hmotnostnich spekter metabolitii zaznamenanych b&éhem LC/MS

analyzy s pouzitim H,O nebo D,O v mobilni fazi. Liu se sp. (2001) pouzili tuto
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techniku pro strukturni charakterizaci metaboliti nového potencidlniho 1écCiva.
Metabolit M1, ktery patfil mezi hlavni metabolity studovaného 1éciva, poskytl
protonované molekuly o 16 Da vyssi, nez byly protonované molekuly parentni latky.
M1 bylo tedy moZzné povazovat za (mono)oxidovany metabolit. Spektrum
produktovych iontd M1 ukéazalo, Ze molekula parentni latky byla oxidovdna v Casti
obsahujici atom siry. M1 mohl tedy byt hydroxylovany nebo S-oxidovany metabolit.
Ackoliv oba metabolity maji atom kysliku ve své molekule, pouze hydroxylovany
metabolit bude zvySovat (v porovnani s parentni latkou) pocet vymeénitelnych vodikl (o
jeden) pfi provedeni H/D vymény. Experimenty H/D vymeény ukazaly, ze oxidace
parentni latky nezvysila pocet vyménitelnych vodikl ve struktuie a podporuji moznost
(vyloucily hydroxylovany metabolit), Ze jde o S-oxidovany metabolit. Znalost poctu
vyménitelnych vodikl byla také vyuzita pfi identifikaci metabolitd M2 (S-dioxid), M3
(karbamoy! glukuronid), M4 (N-glukuronid) a M5 (N-glukosid).
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2.3. Sibutramin

V soucasné dob¢ je sibutramin hydrochlorid monohydrat schvélen k 1é¢bé obezity
piiblizné ve 40 zemich po celém svété. V listopadu 1997 byl sibutramin schvalen
americkym ufadem FDA (Food and Drug Administration) a poté byl v tnoru 1998
uveden ve Spojenych statech na trh. Sibutramin byl vyvinut a je v soucasné dob¢
prodavan na trh spolecnosti Knoll Pharmaceuticals, dcefinou spole¢nosti Abbott
Laboratories, pod obchodnim nazvem Meridia™ nebo Reductil™. V zatfi 2005 bylo
v Ceské republice uvedeno na trh generické 1é¢ivo sibutraminu, obsahujici sibutramin
hydrochlorid monohydrat, pod obchodnim nazvem Lindaxa (Zentiva, a.s., Praha, Ceské
republika).

Diky ovéfenym mechanismim 0Uéinku byl sibutramin puvodné vyvijen jako
potencialni antidepresivum. Klinickd ucinnost sibutraminu pro 1é¢bu depresi ale nebyla
bud nikdy zcela urena nebo klinické vystupy nebyly nikdy publikovany
pravdépodobné kvuli Spatnym vysledkiim. Béhem testovani sibutraminu pro 1é¢bu
depresi byl zcela ndhodné pozorovan jeho Uc¢inek na snizeni télesné hmotnosti. Toto
pozorovani pravdépodobné vedlo ke zméné sméru vyvoje sibutraminu a jeho konec¢né
aplikaci pro 1écbu obezity. Nyni je sibutramin zavedeny a dobfe ovéteny 1€k pro 1é¢bu
obezity a jeho pouziti by mélo byt uvaZovano pii 1écbé pacientl, ktefi potiebuji
farmakoterapii jako sou¢ast kombinovaného pfistupu ke ztraté hmotnosti.

V nasledujicich castech této kapitoly jsou uvedeny zakladni farmakologické,

farmakokinetické a klinické udaje sibutraminu.

2.3.1. Farmakologické vlastnosti

2.3.1.1. Zpétné vychytavani monoaminti

5-hydroxytryptamin (5-HT, serotonin)

In vitro je sibutramin mén& G&inny inhibitor zp&ného vychytavani [*C]5-HT v
mozkové tkani potkana ve srovnani s jeho sekundarnim, M1 (desmethylsibutramin), a
primarnim, M2 (didesmethylsibutramin), aminovym metabolitem (tabulka 1, Luscombe

et al. 1989). Vazba sibutraminu, M1 a M2 do mista zpétného vychytavani 5-HT byla
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prokdzana pomoci selektivniho a vysoce afinitniho inhibitoru zpétného vychytavani 5-
HT, [®H]paroxetinu (Cheetham et al. 1993). Sibutramin a jeho dva metabolity
inhibovaly vazbu [*H]paroxetinu a zpétné vychytavani [*H]5-HT v mozkové tkani
potkana. Inhibi¢ni konstanty (K;) pro vazbu [*H]paroxetinu byly 2135, 19 a 18 nM pro
sibutramin, M1 a M2. Inhibi¢ni konstanty pro zp&tné vychytavani [°H]5-HT byly 3132,
18 a 26 nM pro sibutramin, M1 a M2. Také byla prokazana vysokd korelace mezi
inhibici vazby paroxetinu a inhibici zpétného vychytavani 5-HT. Schopnost inhibovat
zpétné vychytavani [*H]5-HT krevnimi destickami nelé¢enych dobrovolnikdi byla
stanovena u vzorkll plasmy, odebrané dobrovolnikim po podani sibutraminu
hydrochoridu (Luscombe et al. 1990). Inhibice zp&tného vychytavani [*H]5-HT byla
maximalni 3 h po jednorazovém podani 12,5 mg sibutraminu hydrochloridu a poté
klesala béhem 24 h k nizkym hodnotdm. Pocéatecni narlst inhibice, ktery se ustalil na
piiblizné konstantni hladiné 20-30% (po 6 dnu) a 40% (po 3-5 dnu) byl pozorovan po
opakovaném podani 20 mg (1x denné, po 14 dni) a 15 mg (2x denné, po 6 dni)
sibutraminu hydrochloridu.

In vivo jsou sibutramin a jeho dva metabolity, M1 a M2, stejn¢ u¢inné inhibitory
zpétného vychytavani 5-HT (tabulka 1, Luscombe et al. 1989). Mikrodializa¢ni studie
in vivo ukazaly, Ze sibutramin v zavislosti na podané davce zvysuje extracelularni
koncentraci 5-HT v hypothalamu a striatum potkana a byly podany dikazy, Ze toto
zvySeni je zpusobeno inhibici zpétného vychytavani 5-HT a nikoliv pfimym
uvolnovanim 5-HT (Gundlah et al. 1997, Balcioglu and Wurtman 2000). Vliv
sibutraminu na mista zp&tného vychytavani 5-HT, znaGené pomoci [*H]paroxetinu, byl
studovan v riznych oblastech mozku potkana. Opakované podéani sibutraminu
hydrochloridu (9 mg/kg, p.o., trojnasobek EDsg pro inhibici piijmu jidla po 2 h, 2x
denng, po 4 dny; Cheetham et al. 2000 nebo 3 mg/kg, p.o., 1xdenné, po 14 dni;
Cheetham et al. 1993) nemélo zadny efekt na pocet nebo afinitu mist zpé&tného

vychytavani 5-HT ve vSech studovanych oblastech mozku potkana.

Noradrenalin (NA)

In vitro vykazuji sibutramin, metabolit M1 a M2 jistou selektivitu pro inhibici
zpétného vychytavani NA oproti 5-HT (tabulka 1). Vazba sibutraminu, M1 a M2 do
mista zp&tného vychytavani NA byla prokézana pomoci radioligandu [*H]nisoxetinu,
ktery se vaze selektivné a s vysokou afinitou na transportni komplex NA (Cheetham et
al. 1996). Metabolit M1 (Ki= 12 nM) a metabolit M2 (Ki= 14 nM) byly siln&j$imi
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inhibitory vazby [*H]nisoxetinu v mozkové tkani potkana neZ sibutramin (K;= 86 nM).
Metabolit M1 (Kj=2,7 nM) a metabolit M2 (Ki=4,9 nM) také siln¢ji inhibovaly zpétné
vychytavani [PH]NA v mozkové tkani potkana neZ sibutramin (K;=283 nM). Plasma
odebrana dobrovolnikim po podéni sibutraminu inhibovala zpétné vychytavani [3H] NA
do synaptos6mil mozkové kiiry potkana in vitro. Inhibice zp&tného vychytavani [PH]NA
byla maximalni 6 h po jednorazovém podani 12,5 mg sibutraminu hydrochloridu a poté
klesala béhem 24 h k nizkym hodnotam. Poc¢atec¢ni nartst inhibice, ktery se ustalil na
ptiblizné konstantni hladin¢ 50% (po 3-6 dnu) a 60% (po 4-6 dnu), byl pozorovan po
opakovaném podani 20 mg (1x denné, po 14 dnl) a 15 mg (2x denné, po 6 dnl)
sibutraminu hydrochloridu (Luscombe et al. 1990).

In vivo, v mozkové tkani potkana, inhibovaly sibutramin, metabolit M1 a M2

zpétné vychytavani NA piiblizné se stejnou ucinnosti (tabulka 1).

Dopamin (DA)

In vitro je sibutramin v mozkové tkani potkana méné ucinny inhibitor zpétného
vychytavani DA nez metabolit M1 a M2. VSechny latky ale vykazuji selektivitu pro
inhibici zpétného vychytavani NA a DA oproti 5-HT. Naproti tomu v mozkové tkani
potkana, in vivo, byla jejich aktivita pro vychytavani DA nizka ve srovnani s NA a 5-
HT (tabulka 1). Sibutramin ani metabolity M1 a M2 neovlivnily vytékani [*H]DA
z pripravenych tkafovych fezii striata mozku potkana v koncentracich 107-10™ mol/L.
Podani sibutraminu (3 mg/kg, i.p., nebo 6 mg/kg, p.o.) neovlivnilo koncentraci 3-
methoxytyraminu, metabolitu DA, v striatu potkana (Heal et al. 1992). Plasma odebrana
dobrovolnikiim po podani sibutraminu velmi slab¢ inhibovala zpétné vychytavani DA v
porovnani s 5-HT a NA (Luscombe et al. 1990). Plasma odebrana 3 h po jednorazovém
podani 50 mg sibutraminu hydrochloridu inhibovala zpé&tné vychytavani [“*C]DA z 14%
(do synaptosomu striata potkana), [PH]NA z 48% (do synaptosomii corticu potkana) a
[*H]5-HT z31% (do lidskych krevnich destidek). Opakované podani sibutraminu
hydrochloridu (15 mg, 2x denn¢, po 6 dnl) zpisobilo mirnou (< 20%) a statisticky
nevyznamnou inhibici vychytavani [“*C]DA. Z vysledki téchto studii se vytvaiela
pfedstava, ze sibutramin neovliviluje dopaminergni systém. Balcioglu a Wurtman
(2000) uvedli studii, ve které pomoci mikrodialyzy pfimo méfili extracelularni hladinu
DA a 5-HT v mozkov¢ tkani potkana. Ukazali, Ze sibutramin (5 mg/kg, 10 mg/kg, i.p.)
vyznamn¢ zvysil extracelularni hladinu DA v striatu a hypothalamu mozku potkana, a

ze rozsah zvySeni extracelularni hladiny DA byl pfinejmensSim stejny jako u 5-HT.
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Zvyseni extracelularni hladiny DA a 5-HT v striatu mozku potkana po podéni
sibutraminu (5 mg/kg, p.o.) bylo potvrzeno v nedavné studii a bylo uvedeno, ze zvyseni
hladiny DA a 5-HT indukované sibutraminem se dé&je mechanismem exocytotického

uvolnéni zavislym na potenciadlu a nikoliv skrze uvolnéni zprostiedkované nosic¢em

(Ukai et al. 2004).

Tabulka 1. In vitro a in vivo inhibice zpétného vychytavani monoamind sibutraminem a jeho metabolity
M1 a M2 v mozkové tkani potkana (Luscombe et al. 1989).

(ICs0)? hodnoty jsou vyjadieny v uM (préimér £ standardni chyba priiméru), n= 3-4

(EDso)” hodnoty jsou vyjadieny v mg/kg (p.0.), n= 7-8 potkanii/experiment, I= inaktivni

sloucenina in vitro inhibice zpétného in vivo inhibice zpétného vychytavani
vychytavani (ICse)* (EDso)°
NA 5-HT DA NA 5-HT DA
sibutramin | 2,17+0,38 | 477+111 | 10,8442 15,4 13,3 43,8
M1 0,14+0,054 | 3,9+0,82 | 0,16+0,046 6,9 14,1 25,0
M2 0,066+0,012 | 5,1+1,6 | 0,31+0,036 8,0 10,9 I pti 30

2.3.1.2. Inhibice monoaminoxidasy

In vitro, sibutramin (10°°-10* M) neinhiboval aktivitu monoaminoxidésy v jaterni
a mozkové tkani potkana. Aktivita monoaminoxidasy nebyla inhibovana 3 h po podani
sibutraminu (30 mg/kg, p.0.) V jaterni ani mozkové tkani potkana ex vivo. Kombinované
podani sibutraminu (30 mg/kg, i.p.) a L-tryptofanu nevyvolalo u potkani serotoninovy
syndrom. Tyto vysledky ukazuji, ze u potkani sibutramin neinhibuje aktivitu

monoaminoxidasy (Buckett et al. 1988).

2.3.1.3. U¢inek na receptory

U sibutraminu ani jeho metabolith M1 a M2 nebyla prokdzana vyznamna pfima

vazebnd afinita kriznym 5-HT receptorim, a- nebo [-adrenoreceptortim,

dopaminovym D; a D, receptorim, muskarinovym, histaminovym nebo
benzodiazepinovym receptorim (Stock 1997). Vazba metabolitu M2 na N-methyl-D-
aspartatovy (NMDA) receptor byla prokazana, ale pro ovéteni této receptorové aktivity
jsou zapotiebi dal$i experimenty (Luque and Rey 2002). Vé&ii se, ze skrze
farmakologicky mechanismus inhibice bunééného vychytavani neurotransmiterit NA a

5-HT a néasledného zvySeni jejich extracelularni synaptické koncentrace dochézi
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k aktivaci a-adrenoreceptorti, [-adrenoreceptori a 5-HToapc receptorti. Studie na
zvitatech ukazaly, ze sibutramin zplisobuje sniZzeni genové exprese pre- a post-
synaptickych op-adrenoreceptorti, Bi-adrenoreceptori a 5-HT; receptort. Toto snizeni
genoveé exprese posiluje teorii, Ze sibutramin vykonava jeho terapeuticky efekt nepiimo,
zvySovanim aktivity neurotransmiteri NA a 5-HT v misté jejich receptorti (Luque and

Rey 2002).

2.3.1.4. Vliv na pfijem potravy

V zavislosti na podané davce (3 a 10 mg/kg, p.o.) sibutramin vyznamné snizil
pfijem potravy u potkanti, ktery se projevil jiz béhem prvnich 2 h po podani. Davka
sibutraminu 2,8 a 5,7 mg/kg p.o. zpusobila 50% sniZeni pfijmu potravy, v porovnani
s kontrolni skupinou, ve 2 a 8 h po podani (Jackson et al. 1997a). Tato studie také
ukézala, ze zatimco podani samotného selektivniho inhibitoru zpétného vychytavani 5-
HT, fluoxetinu (30 mg/kg, p.o.), nebo selektivniho inhibitoru zpétného vychytavani NA,
nisoxetinu (30 mg/kg, p.o.), neovlivnilo piijem potravy, jejich kombinované podéani (30
mg/kg, p.o., oba) u potkanl vyznamné snizilo pfijem potravy. Mechanismus
hypophagického ucinku sibutraminu u potkana byl studovan pomoci souc¢asného podani
sibutraminu a riznych receptorovych antagonistd (Jackson et al. 1997b). Podani
prazosinu (antagonista a-adrenoreceptoru) zcela inhibovalo hypophagickou odezvu na
sibutramin a ¢astecna inhibice byla pozorovana po podani metoprololu (antagonista 31-
adrenoreceptoru), metergolinu (5-HT neselektivni), ritanserinu (5-HTa2c) @ SB200646
(5-HT2s/2c). Podani antagonistii az- nebo Pp-adrenoreceptorti neovlivnilo hypophagicky
ucinek sibutraminu. Tato studie ukazala zapojeni a1- a Bi-adrenoreceptort a 5-HTaanc
receptort pii regulaci pfijmu potravy indukované sibutraminem. Z uvedenych vysledkt
vyplyva, Ze je ucinek sibutraminu na piijem potravy zprostfedkovan soucasnym
zvySenim noradrenergni a serotonergni funkce centralniho nervového systému (Stock
1997). Jak bylo uvedeno, sibutramin zvySuje extracelularni koncentraci DA v mozkové
tkdni potkana po podani davek vyvolavajicich hypophagicky efekt. Toto ovlivnéni
dopaminergni funkce centralniho nervového systému by také mohlo byt zodpovédné za
hypophagicky efekt sibutraminu (Balcioglu and Wurtman 2000).

Schopnost sibutraminu snizovat piijem potravy u Zivo€ichii vyplyva ze zvySeni
pocitu nasyceni. Kdyz byl sibutramin podan potkantim, bylo pozorovano snizeni

mnozstvi ¢asu straveného krmenim a zaroven vzrostla doba odpocinku a doba, po

-30 -



kterou o sebe pecovali. To ukazuje, Ze sibutramin udrzuje normalni posloupnost pocitu
nasyceni a zvySovanim pfirozen¢ho fyziologického procesu sytosti snizuje piijem

potravy (Stock 1997).

2.3.1.5. Termogeneze

Schopnost sibutraminu snizovat vahu u zvitat a lidi byla piivodné pfipisovéana jeho
efektu na pfijem potravy. Pii chronickém podavéani sibutraminu potkanim se ale
ukézalo, ze po pocateCnim sniZzeni pfijmu potravy nebyl primérny pfijem potravy
vyznamn¢ snizen béhem 14-ti denniho experimentu, ve srovnani s kontrolni skupinou.
Ptesto byl pozorovan ztetelny a udrzovany ucinek snizeni télesné hmotnosti, ktery
naznacil, Ze sibutramin mlze ovliviiovat energetickou bilanci zvySenim metabolické
rychlosti, tzn. ma termogenni vlastnosti (Connoley et al. 1995). Termogenni u¢inek
sibutraminu a jeho metaboliti byl studovan u potkani (Connoley et al. 1999).
Sibutramin zpusobil vzrist spotieby O,, ktery byl zavisly na davce. Podéani sibutraminu
nebo jeho metabolitdh M1 a M2 (10 mg/kg, p.o. nebo i.p.) vyznamné zvysilo spotiebu O,
0 20-30%, které ptetrvavalo pfiblizné¢ po dobu 6 h, a bylo doprovdzeno vyznamnym
zvySenim telesné teploty o 0,5-1,0 °C. Na zaklad¢ zuzitkovani glukézy, které bylo
méfeno stanovenim akumulace radioaktivné znaceného 2-deoxyglukézafosfatu in vivo,
byla stanovena metabolicka aktivita v riiznych tkanich. Sibutramin (10 mg/kg, i.p.) mél
ve vetsiné tkani maly nebo zadny ucinek na zuzitkovani glukoézy, ale zpusobil 18-ti
nasobny vzrist v Sedé tukové tkani. Termogenni aktivita sibutraminu (nebo metabolitl
M1 a M2) byla zcela inhibovdna vysokymi neselektivnimi ddvkami antagonistli -
adrenoreceptorti (nebo zablokovanim ganglii), ale nebyla ovlivnéna nizkymi
selektivnimi davkami antagonisti Pi- a Pr-adrenoreceptord. Kombinované podani
selektivniho inhibitoru zpétného vychytavani NA (nisoxetinu) a selektivniho inhibitoru
zpétného vychytavani 5-HT (fluoxetinu) vyvolalo stejny efekt na termogenezi, jaky byl
pozorovan u vlivu na pfijem potravy. Termogenni odezva na kombinované podani byla
vysledkem vzajemné interakce a nikoliv aditivniho ptisobeni obou slouc¢enin, ponévadz
samotné podani fluoxetinu nebo nisoxeinu nevyvolalo termogenezi. Z uvedenych
experimentll vyplyvd, ze sibutramin skrze inhibici zpétného vychytdvani 5-HT a NA
vV centralnim nervovém systému stimuluje eferentni sympatické nervy, které
prostiednictvim Bs-adrenoreceptort aktivuji termogenezi v Sedé tukové tkani. Spolu se

snizenim piijmu potravy mize termogenni efekt sibutraminu pfispivat nebo je dokonce
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sam o sob& zodpovédny za snizeni hmotnosti pfi dlouhodobém podavéni sibutraminu
potkaniim nebo mysim. Vysledky studii na zvifecich modelech mnohem vice podporuji
mozny termogenni ucinek sibutraminu nez studie, které byly provedeny u lidi.

Klinické studie u lidi, které stanovovaly klidovou metabolickou rychlost nebo
energeticky vydej, poskytly smisené vysledky. Vysledky nékterych studii ukazaly, ze
sibutramin omezil pokles klidového vydeje energie a klidové metabolické rychlosti,
které jsou spojeny se ztratou hmotnosti. V jinych studiich toto nebylo prokdzano nebo

tyto efekty nenabyly statistické vyznamnosti (Luque and Rey 2002).

2.3.1.6. Enantioselektivni u¢inek metabolitu sibutraminu

Farmakologicky téinek rac-sibutraminu a obou enantiomert M1 a M2 byl
studovan u potkant (Glick et al. 2000). Schopnost studovanych latek inhibovat in vitro
zp&étné vychytavani [H*Jmonoaminéi do synaptosémii mozku potkana je uvedena
Vv tabulce 2. VSechny slouceniny byly u¢inn¢j$imi inhibitory zpétného vychytavani NA
a DA nez 5-HT. R-enantiomery metabolith M1 a M2 byly G€innéj$imi inhibitory
vychytavani monoaminti nezZ jejich S-enantiomery i nez sibutramin. Oba R-enantiomery
mély vyznamné vétsi anorektické ucinky nez odpovidajici S-enantiomery i1 nez
sibutramin. Kvili moznému uc¢inku sibutraminu a jeho metabolitl na dopaminergni
syst¢tm byla u potkand sledovdna stimulace pohybové aktivity. Ackoliv vSechny
slouceniny zplsobily vyznamné Casové zavislé zvySeni pohybové aktivity, u¢inek R-
enantiomert byl vyznamné vys$i v porovnani s danymi S-enantiomery a sibutraminem.
Porovnani anorektického uc¢inku s ucinkem na stimulaci pohybové aktivity ukazalo, ze
pfijem potravy muze byt ovlivnén v nepfitomnosti stimulace pohybové aktivity a bylo
navrzeno, ze dopaminergni U€inek sibutraminu neni nezbytny pro jeho anorekticky
efekt. Vysledky ukazaly, ze R-enantiomery snizuji pfijem potravy a télesnou hmotnost

ucinnéji neZ sibutramin a bylo navrZeno, Ze tyto enantioselektivni metabolity by mohly

wevr
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Tabulka 2. Uginek rac-sibutraminu, R-M1, S-M1, R-M2 a S-M2 na zpétné vychytivani monoamini
v mozkové tkani potkana (Glick et al. 2000).

slougenina | hodnoty I1Cs, zpétného vychytavani (nM)
NA 5-HT DA
rac-sibutramin 350 2800 1200
R-M1 4 44 12
S-M1 870 9200 180
R-M2 13 140 8,9
S-M2 62 4300 12

2.3.2. Klinické studie

Vysledky kratkodobych a dlouhodobych klinickych studii byly podrobné popsany
vV souhrnném ¢lanku autort Van Gaal se sp. (1998) a Luque a Rey (1999, 2002). Nize
jsou popsany vysledky dvou vybranych klinickych studii.

Utinek sibutraminu byl studovan u 485 obéznich pacienti, kterym byl po dobu 12-
ti mésict podavan sibutramin (10 nebo 15 mg/den) nebo placebo (Jones et al. 1995).
Vsichni pacienti také obdrzeli individualni plan zdravé vyzivy, ktery byl kazdy mésic
upravovan. U pacientll lé€enych sibutraminem byla pozorovana vyznamné véEtsi ztrata
hmotnosti nez u pacientl 1écenych placebem. Statisticky vyznamny pocet pacientl (ve
srovnani s placebem) dosahl 5%-ni ztraty pivodni télesné hmotnosti. Ve skuping 1écené
10 nebo 15 mg sibutraminu/den dosahlo 39 nebo 56% pacientli 5%-ni ztraty ptvodni
télesné hmotnosti ve srovnani s 20% ve skupiné placeba. Ztraty 10% plvodni télesné
hmotnosti bylo dosazeno u 20 nebo 34% pacient lé¢enych 10 nebo 15 mg
sibutraminu/den a u 7% pacienti léCenych placebem. Pro obé skupiny lécené
sibutraminem bylo zaroven pozorovano, Ze aktivni ztrata hmotnosti se déje do Sestého
mésice 1écby a Ze tato ztrata byla udrZena do jednoho roku pfi pokracovani 1écby.

Schopnost sibutraminu navodit a udrzet ztratu hmotnosti po dobu dvou let byla
studovana u pacientdi s BMI (body mass index) mezi 30 a 45 kg/m? (James et al. 2000).
Tato studie se skladala ze dvou fazi. V prvni fazi (oteviené) byla pacientim po dobu 6-
ti mésict predepsana nizkokaloricka dieta, fyzick4 aktivita a sibutramin (10 mg/den). V
druhé fazi (randomizovana, dvojité zaslepend, placebem kontrolovand) byl pacientim,
ktefi dosahli nejméné 5%-ni ztraty své ptivodni hmotnosti (467 [94%] pacientd, ktefi
ukoncili prvni fazi), poddvan nadale bud’ sibutramin (10 mg/den, 352 pacientti) nebo

placebo (115 pacientll) po dobu dalSich 18-ti mésict. Z 204 pacientt, kteti dokoncili
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studii ve skupiné lécené sibutraminem, si 89 (43%) pacienti udrzelo 80% nebo vice
jejich ptivodniho ubytku véhy, dosazené v Sestém mésici prvni faze. Z 57 pacientt, ktefi
dokoncili studii ve skupiné€ lécené placebem, bylo tohoto udrzeni vahy dosazeno u
deviti (16%) pacientii. Ve skupiné 1é€ené sibutraminem si 142 (69%) pacientl udrZelo
5%-cent pocatecni ztraty hmotnosti, 94 (46%) pacientl si udrzelo 10%-cent pocatecni
ztraty hmotnosti a 55 (27%) pacientt si udrzelo 100% jejich pocateéni ztraty hmotnosti.
Po 24 mésicich 1éCby byla primérna ztrata hmotnosti (ve srovnani od hmotnosti pred
zahajenim 1é¢by) 10,2 kg pro skupinu léCenou sibutraminem a 4,7 kg pro skupinu
1éCenou placebem. V pozdni fazi 1éCby nastdval maly vzrist hmotnosti i piesto, ze
davka sibutraminu byla, primérné okolo 18 tydne 1écby, navySena na 15 mg/den u 266
(76%) z 352 pacientd. Dalsi navySeni davky na 20 mg/den bylo potieba u 183 (52%)
pacientli. Toto navySovani davek sibutraminu v pribéhu druhé faze bylo fizeno
protokolem: pii zvySeni hmotnosti dosazené v Sestém mésici o 1 kg, byla navysena
davka sibutraminu na 15 mg a pfi dalSim zvySeni hmotnosti o 1 kg byla davka upravena
na 20 mg. Primérné uzivand denni davka sibutraminu béhem faze udrzovani nizsi vahy
byla 13,5 mg. Ve skupiné léfené sibutraminem byl pozorovan podstatny pokles
koncentraci sérovych triacylglycerolti, VLDL cholesterolu, insulin C-peptidu a kyseliny
mocové. Koncentrace LDL cholesterolu nebyla ovlivnéna. Tyto zmény byly udrzeny az
po 2 roky a byly imérné ztrat€¢ hmotnosti. V pozd¢jsi fazi studie byl také pozorovan
podstatny vzriist koncentrace HDL cholesterolu, ktery nebyl umérny ztraté¢ hmotnosti.
Po ukonceni studie byl ve skupin€ sibutraminu zaznamenan primérny vzrust
systolického krevniho tlaku o 0,1 mm Hg (SD 12,9), diastolického krevniho tlaku o 2,3
mm Hg (SD 9,4) a tepové frekvence o 4,1 tdert/min (SD 11,9) ve srovnani s hodnotami
pfed zahdjenim studie. Ve skupiné placeba se primérné hodnoty systolického krevniho
tlaku zménily o -4,7 mm Hg (SD 12,6), diastolického krevniho tlaku o -1,6 mm Hg (SD
8,4) a tepové frekvence o -1,9 uderti/min (SD 9,1). Nejbéznéji pozorované vedlejsi
ucinky u pacientti 1é¢enych sibutraminem (lécenych placebem) béhem druhé faze studie
byly nespavost 8% (3%), nevolnost 7% (1%), zvySeny krevni tlak 8% (3%), sucho
v astech 9% (3%) a zacpa 9% (4%). Vedlejsi ucinky zapfticinily odchod 48 (14%)
pacienti ze skupiny léCené sibutraminem a 6 (5%) pacientdl ze skupiny léCené

placebem.
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2.3.3. Farmakokinetika

Vysledky studii, které se zabyvaly stanovenim farmakokinetickych parametrii
sibutraminu a jeho metabolitt M1 a M2 v plasmé lidi, jsou uvedeny v tabulce 3.
Z uvedenych parametrll tmax @ Cmax metabolitt M1 a M2 je vidét, Ze sibutramin je u
Clovéka velmi rychle metabolizovan a hlavnim metabolitem v lidské plasmé je
metabolit M2. Studie porovndvajici farmakokinetiku sibutraminu u dvou, vékové
rozdilnych skupin dobrovolnikii ukézala, Ze bio-dostupnost farmakologicky aktivnich
metabolith M1 a M2 byla u obou skupin stejna, bez zadnych statisticky nebo klinicky
vyznamnych rozdilt (Hind et al. 1999). Nejvétsi rozdil praimérnych hodnot mezi obéma
skupinami byl 17,9%-ni nardst pro ty; metabolitu M2 u skupiny starSich pacientu.
Vysledky studie zabyvajici se vlivem piijmu potravy na farmakokinetické¢ parametry
sibutraminu a metabolitd M1 a M2 ukazaly, ze bio-dostupnost sibutraminu a metabolitu
M1 byla zvySena pii podani sibutraminu se standardni snidani (Abolfathi et al. 2004).
Pfijem potravy vyznamné zvysil hodnoty AUC a cmax Sibutraminu a metabolitu M1.
Tyto hodnoty se vyznamné neliSily mezi obéma studijnimi periodami u metabolitu M2
(tabulka 3). Pfijem potravy prodlouzil dobu pottebnou k dosazeni maximalni
plasmatické koncentrace sibutraminu a obou metabolitl pfiblizn€ o 2-4 h a vyznamné
zvysil polocas eliminace sibutraminu. Vysledky této studie jsou Casteéné v rozporu
s udaji uvedenymi v ptibalovém letdku produktu (Package Insert). Zde je uvedeno, ze
podani 20 mg sibutraminu se standardni snidani mélo za nasledek sniZeni Cmax
metabolitu M1 (o 27%) a metabolitu M2 (o 32%) a prodlouZeni tmax pfiblizné o 3 h, ale
hodnoty AUC metabolitu M1 a M2 nebyly souasnym piijjmem potravy vyznamné
ovlivnény.

Studie sradioaktivné znaCenym sibutraminem ukazaly rychlou a rozsahlou
distribuci radioaktivniho materidlu do tkani zvifat. NejvySsi koncentrace radioaktivné
znaceného materialu byla nalezena v jatrech a ledvinach. In vitro jsou sibutramin
(97%), metabolit M1 (94%) a M2 (94%) vazany ve vysoké mite na lidské plasmatické
proteiny (Package Insert).

Dostupné informace o metabolismu a eliminaci sibutraminu jsou téméf vyhradné
omezeny na informace obsazené v piibalovém letaku produktu (Package Insert).
Sibutramin je metabolizovan v jatrech enzymem CYP3A4 za vzniku farmakologicky
aktivnich metabolith M1 a M2. Tyto metabolity jsou dale hydroxylovany a

konjugovéany za vzniku farmakologicky neaktivnich metaboliti M5 a M6. Z veSkerého
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mnozstvi radioaktivné znaceného materialu nalezeného v plasmé po oralnim podani
radioaktivné znaceného sibutraminu pfipadly 3% na nezménény sibutramin, 6% na M1,
12% na M2, 52% na M5 a 27% na M6. V prab¢ehu 15-ti denniho shromazd’ovani bylo
vylouéeno moci a trusem piiblizn¢ 85% (rozsah 68-95%) oralné¢ podané davky
radioaktivné znaceného sibutraminu. VétSina podané davky (77%) byla vyloucena
moc¢i. Hlavnimi metabolity v moc¢i byly M5 a M6, nepozménény sibutramin ani
metabolity M1 a M2 nalezeny nebyly. Jaterni metabolismus je zakladni vylucovaci
cestou metabolitu M1 a M2. Ledvinna exkrece je zakladni vylu¢ovaci cestou metabolitu
M5 a M6.

Struktura dvou hydroxylovanych metaboliti, vznikajicich néaslednou oxidativni
biotransformaci metabolitu M2, byla uvedena v praci zabyvajici se syntézou
sibutraminu, M1, M2 a téchto dvou hydroxylovanych metaboliti (Jeffery et al. 1996).
Dale je wuvedeno, ze jsou tyto dva hydroxylované aminy, 4-amino-4-[1-(4-
chlorfenyl)cyklobutyl]-2-methylbutan-1-ol  a  cis-3-(1-amino-3-methybutyl)-3-(4-
chlorfenyl)cyklobutan-r-1-ol, vylu¢ovany jako konjugaty s kyselinou glukuronovou.
Plvodni zdroj informaci tykajici se detekce a identifikace téchto metaboliti ale neni

uveden.
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Tabulka 3. Farmakokinetické parametry sibutraminu a metabolitd M1 a M2. Pokud neni uvedeno jinak, hodnoty jsou vyjadieny jako primeér (smérodatna odchylka). Pouzité
zkratky: Cnax - maximalni plasmatickd koncentrace; tyay - ¢as potiebny k dosaZeni maximalni plasmatické koncentrace; ty; ¢ — polocas eliminace (vypoéten jako ty o =
In2/Kg)); ke — rychlostni konstanta eliminace; AUCq; — plocha pod kiivkou zavislosti plasmatické koncentrace na ¢ase zainajici v t=0 a konéici v t=t posledni stanovené
hodnoty; AUC,.,, — plocha pod kiivkou zavislosti plasmatické koncentrace na ¢ase zaginajici v t=0 a kon¢ici v t=co.

Studie A (Hind et al. 1999): 12 mladych (6 muzi, 6 Zen, pramérny vek 24,0 & 3,6 roki) a 12 starSich (6 muzd, 6 Zen, prumérny veék 70,3 + 4,6 roktll) zdravych dobrovolnik,
po celovecernim ptistu bylo jednorazové podano 15 mg sibutraminu, standardni strava byla poskytnuta 2, 5 a 8 h po podani davky, plasma byla odebirana do 48 h po podani
davky

Studie B (Chen et al. 2003): 20 zdravych dobrovolniki, jednorazové podano 20 mg sibutraminu, plasma byla odebirana do 72 h po podani davky

Studie C (Ding et al. 2003): 18 mladych a zdravych dobrovolnik (muzi, ¢inské narodnosti), po celovecernim puistu bylo jednorazové podano 20 mg sibutraminu, standardni
strava byla poskytnuta 3 a 9 h po podani davky, plasma byla odebirana do 72 h po podani davky

Studie D (Park et al. 2004): 16 zdravych dobrovolnikd (muzi, primérny vék 24,3 + 2.3 roki, rozmezi 20-25 rokl, primérna hmotnost 66,1 + 5,1 kg, rozmezi 57-77 Kg),
jednorazoveé podano 15 mg sibutraminu, plasma byla odebirana do 72 h po podani davky

Studie E (Abolfathi et al. 2004): 6 zdravych dobrovolnikl (muzi, vék 24-59 rok). Perioda 1: po celovecernim plstu bylo jednorazové podano 15 mg sibutraminu. Perioda 2:
po celovecernim pustu byla podana standardni vysoce kaloricka snidan€, nasledoval 30 min piist a po ném podéani 15 mg sibutraminu. Perioda 1 a 2 byly od sebe oddéleny 14
denni Cistici periodou. Plasma byla odebirana do 72 h po podani davky.

Vsechny davky sibutraminu byly podavany oralné. Sibutramin = sibutramin hydrochlorid monohydrat.
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Oznadeni studie Latka Crnax tmax tiel Kel AUCy, AUC.,
Specifika [ng/mL] [h] [h] [h] [ngxh/mL] [ngxh/mL]
A mladi | M1 3,2(1,3) 2,5(0,9) nestanoveno | nestanoveno 22,6 (14,6) nestanoveno
M2 7,8 (1,8) 32(1,4) 19,0 (5,4) 0,040 (0,014) 114,5 (24,3) 135, 3 (25,1)
stafi M1 3,2(1,3) 2,8 (1,8) nestanoveno | nestanoveno 22,5 (16,4) nestanoveno
M2 8,1(2,7) 3,0(1,3) 22,4 (6,2) 0,033 (0,009) 114,6 (25,8) 148,1 (33,9)
B M2 10,51 2,90 23,18 neuvedeno 188,07 211,22
Sibutramin | 7,9 (2,0) 0,8 (0,3) neuvedeno | neuvedeno neuvedeno neuvedeno
M1 9,91 3,3(0,9) neuvedeno | neuvedeno neuvedeno neuvedeno
M2 17,7 (5,2) |4,8(2,3) neuvedeno | neuvedeno neuvedeno neuvedeno
D M1 7,12 (3,18) | 3,38 (1,36) 22,31 (5,82) | 0,033 (0,01) 118,07 (58,18) | 133,03 (64,28)
Rozmezi 2,00-6,00
M2 8,09 (1,09) | 4,25 (1,13) 23,07 (4,61) | 0,031 (0,01) 179,51 (41,16) | 205,86 (55,00)
Rozmezi 2,00-6,00
E Perioda 1 | Sibutramin | 2,98 (1,63) | 1,14 (0,29) 8,38 (4,52) | 0,1084 (0,0628) | 8,71 (4,38) 9,51 (4,78)
M1 2,14 (0,89) | 4,19 (2,44) 14,31 (5,33) | 0,0534 (0,0169) | 29,13 (13,96) | 32,24 (14,92)
M2 7,65 (1,22) | 3,75 (1,78) 18,25 (2,96) | 0,0389 (0,0065) | 141,91 (17,12) | 151,65 (19,16)
Perioda 2 | Sibutramin | 7,63 (3,71) | 4,08 (1,63) 19,27 (5,57) | 0,0384 (0,0104) | 44,31 (21,57) | 47,08 (23,54)
M1 3,45 (1,04) | 5,58 (1,63) 19,72 (2,92) | 0,0359 (0,0061) | 58,95 (21,65) | 64,59 (24,31)
M2 6,41 (1,13) | 8,33 (2,94) 22,37 (4,27) | 0,0320 (0,0062) | 153,03 (24,85) | 172,51 (32,68)
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3. CIL PRACE
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Vyvinout analytické postupy a metody pro jednotlivé cile

biotransformacni studie sibutraminu.

Porovnat biotransformaci R-, S- a rac-sibutraminu in vitro v jaternich
mikrosomech potkana a Vv primarni kultufe hepatocytd potkana —
kvalitativni a kvantitativni porovnani biotransformace.

Porovnat biotransformaci R-, S- a rac-sibutraminu in vitro v jaternich
mikrosomech c¢lovéka — kvalitativni a kvantitativni porovnéni

biotransformace.

Stanovit metabolicky profil sibutraminu v lidské moci.
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4. EXPERIMENTALNI{ CAST, VYSLEDKY,
DISKUSE
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Chemikalie

Sibutramin (N-{1-[1-(4-chlorfenyl)cyklobutyl]-3-methylbutyl}-N,N-dimethyl
amin), monodemethylsibutramin (N-{1-[1-(4-chlorfenyl)cyklobutyl]-3-methylbutyl}-N-
methylamin, metabolit M1), didemethylsibutramin (1-[1-(4-chlorfenyl)cyklobutyl]-3-
methylbutyl-amin, metabolit M2) a hydroxydidemethylsibutramin (4-amino-4-[1-(4-
chlorfenyl)cyklobutyl]-2-methylbutan-1-ol, metabolit M2-OH) byly pfipraveny jako
hydrochloridy na katedie Organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
podle postupu popsaného v praci autort Jeffery se sp. (1996). Postup syntézy
metabolitu M2-OH byl ¢aste¢né modifikovan.

Cisté enantiomery sibutraminu, R-sibutramin hydrochlorid a S-sibutramin
hydrochlorid (¢istota enantiomeri > 99%) byly ziskdny z Vyzkumného tstavu pro
farmacii a biochemii (Zentiva, a.s. Praha).

NADPH (B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma, tetrasodna
sul) a MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid) byly
zakoupeny od Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).

Ethylacetat (99,8%, HPLC C(istoty), acetonitril (Chromasolv, pro gradientovou
eluci) a methanol (Chromasolv, pro gradientovou eluci) byly zakoupeny od Sigma-
Aldrich (Steinheim, Némecko). Octan amonny (p.a.), kyselina octova (100%, p.a.),
ethanol (99,9%, HPLC C(istoty) a toluen (LichrosolvR, pro chromatografii) byly
zakoupeny od Merck (Darmstadt, Némecko).

Ultracista voda byla pfipravena zafizenim pro vyrobu ultradisté¢ vody Milli-Q RG

(Millipore, Molsheim, Francie).
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4.1. Metabolismus sibutraminu v jaternich mikrosomech potkana

a Vv primarni kultufe hepatocytl potkana

4.1.1. Experimentalni ¢ast

Zvifata

Potkani kmene Wistar (samci, stafi 10-12 tydnit) byli zakoupeni od firmy BioTest
(Konarovice, Ceska republika). Zvitata byla chovana v klecich pro zvifata, méla 12-ti
hodinovy denni a no¢ni cyklus a byl jim poskytnut volny pfistup k potravé a vodé.
Vsechny vykony na zvitatech byly v souladu s ,,Guide for the care and use of laboratory

animals“ (Protection of animals from cruelty act, no. 246/92, Ceska republika).

Izolace mikrosomalni frakce

Mikrosomalni frakce byla pfipravena z jater 6 potkanti podle castecné
modifikovaného postupu popsaného v praci autorti Gillette (1971). Z kazdého vzorku
jater bylo odebrano 2x 5g tkanég, ktera byla rozdélena do kadinek. Jednotlivé davky
z kadinek byly zhomogenizovany v prostiedi Na-fosfatového pufru (0,1M, pH 7,4) za
pouziti sklenéného homogenizatoru s rotujicim teflonovym pistem. Nasledné byla smés
prelita do centrifugacnich kyvet a tyto kyvety byly vyvazeny Na—fosfatovym pufrem.
Prvni centrifugace probihala 20 min na centrifuze Heraeus pii 5000 g a pii 4°C.
Supernatant byl dale centrifugovan 60 minut pii 20 000 g a 4°C. Vznikly supernatant
byl pifemistén do ultracentrifuga¢nich kyvet a doplnén Na—fosfatovym pufrem.
Ultracentrifugace probihala 60 minut na vysokorychlostni centrifuze Beckman pfi
100 000 g a 4°C. Po hoding byly kyvety vyndany, supernatant (cytosol) slit a sediment
mikrosomtl byl resuspendovan v Na—fosfatovém pufru pomoci homogeniza¢niho pistu.
Ultracentrifugace pak byla opakovdna za stejnych podminek. Sedimentovana
mikrosomalni frakce byla nakonec zhomogenizovana ve stejném objemu Na—
fosfatového pufru s 20% (v/v) glycerolu, jako €inila navazka tkan¢ na zkumavku. Smés
byla slita do kadinky a na né€kolik vtefin ponofena do ultrazvukové lazné€. Za stalého

michéni pak byly mikrosomy rozpipetovany do mikrozkumavek.
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Vsechny ukony s biologickym materidlem byly provadény v chladicim boxu nebo
v nadobach chlazenych ledem. Mikrozkumavky s mikrosomy byly uchovany v hluboko
mrazicim boxu pii —80 °C. Koncentrace proteind byla stanovena metodou BCA (Smith

et al. 1985).

Izolace hepatocyti

Hepatocyty byly pfipraveny z jater 6 potkanti dvoustupnovou kolagendsovou
metodou popsanou V praci autor Berry se sp. (1991). Jaterni lalok byl nejdiive
promyvéan pufrem (pH 7,4) obsahujicim 0,4 mM EGTA (vyvazéani Ca®"). Pak byla jatra
po dobu 5-7 min promyvana pufrem obsahujicim kolagenasu 50 mg/100 mL a 2 mM
CaCl,. Cely proces promyvani probihal pii 37 °C. Z natravené jaterni tkané byly
hepatocyty uvolnény do vychlazeného pufru obsahujiciho albumin 1 g/100 mL a 2 mM
CaCl,, prefiltrovany ptes gazu a nylonové sitko a centrifugovany (40 g, 5 min, 4 °C).
Nasledné byly hepatocyty dvakrate centrifugovany (40 g, 5 min, 4 °C) s vychlazenym 2
mM CaCl, pufrem a nakonec s zivaym médiem ISOM obsahujicim antibiotika (60
pg/mL penicilin, 100 pg/mL streptomycin). Hepatocyty byly resuspendovany ve
vychlazeném zivném médiu ISOM obsahujicim fetdlni hovézi sérum (5%, v/v) a
antibiotika, naneseny (3 mL suspenze/misku, 10° Zivych hepatocyti/mL suspenze) na
60-mm tkanové kultivacni misky potazené kolagen a ponechany k adhezi. Po 3-4
hodinach, po pfichyceni hepatocytli na dno misky, bylo médium nahrazeno cerstvym
médiem bez séra obsahujicim 5 uM inzulin a antibiotika. Kultura hepatocytti byla

udrzovéna pti 37 °C v atmosféte vlhkého vzduchu s 5% CO,.

Inkubace R-, S- a rac-sibutraminu s mikrosomalni frakci

Zasobni roztoky (3 mM) jednotlivych substrati a NADPH byly pfipraveny
rozpu$ténim odpovidajiciho mnoZstvi pevné latky ve vodé€. Pracovni roztoky substrati
byly pfipraveny nafedénim zasobniho roztoku vodou. Inkubaéni smés o celkovém
objemu 300 pL obsahovala: 100 uL roztoku substratu, 100 pL roztoku NADPH, 50 pL
mikrosomalni frakce (0,1 mg proteini/mL) a 50 uL Na—fosfatovém pufru (0,1 M, pH
7,4). Inkubace byly provedeny pro devét koncentraci substratu (10-25-50-75-100-150-
200-500-1000 uM) ve ttech paralelnich vzorcich. Smés substratu, NADPH a pufru byla

preinkubovana 5 min pfi 37 °C. Vlastni inkubace byla zahajena pifiddnim 50 pL
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mikrosomalni frakce. Inkubace probihala pfi 37 ‘C a po 20 min byla zastavena

zalkalizovanim roztokem hydroxidu sodného a zchlazenim v ledové lazni.

Inkubace R-, S- a rac-sibutraminu s primarni kulturou hepatocyti

Zasobni roztoky substratii (3 mM) byly piipraveny ve vod¢ a piidany do cerstvého
kultivacniho media ISOM obsahujicim 5 uM inzulin a antibiotika (bez séra). Objem
roztoku substratu pridaného do média neptesahoval 3% objemu média. Primarni kultura
hepatocytti (18-24 h po izolaci) byla inkubovana se substraty pii 37 ‘C v atmosfére
vlhkého vzduchu s 5% CO,. Kineticka studie byla provedena pro ¢tyii koncentrace
substratu (10-20-35-50 uM) a doba inkubace byla 4 h. Casové zavisla kineticka studie
byla provedena pro jednu koncentraci (35 uM) substratu a vzorky média (0,5 mL) byly
odebrany v 1, 2, 4 a 8 h od zahajeni inkubace. Vzorky byly zamrazeny a uchovéany

v mrazicim boxu pii —80 °C pied jejich dalSim zpracovanim.

Test cytotoxicity

Cytotoxicita pouzivanych substrati byla stanovena podle postupu popsaného
Vpraci autori Denizat a Lang (1986). Tento postup vyuzivd schopnosti
mitochondrialnich dehydrogenas zivych bunék pfeménovat zluty, ve vodé rozpustny
substrat 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT) na
fialovy, ve vodé nerozpustny produkt formazan, ktery je po rozpusténi stanoven
spektrofotometricky.

Suspenze izolovanych hepatocytii byla nanesena na mikrotitracni desticku (50 puL
suspenze/jamku, 10° Zivych hepatocyti/mL suspenze). Po 3-4 hodinach v inkubétoru
(37 °C, 5% COy,), po prichyceni hepatocyti na dno jamky, bylo médium nahrazeno
cerstvym médiem (100 pL/jamku) bez séra obsahujicim 5 uM inzulin a antibiotika. Po
18-24 h vinkubatoru bylo médium vyménéno za médium (inzulin, antibiotika)
obsahujici testované latky v riznych koncentracich (5-70 uM). Jako kontrola bylo
pouzito médium s pfidavkem 3% (v/v) vody. Po 8 h inkubaci bylo pfidano 30 pL/jamku
predehiatého roztoku MTT (37 °C, 2,5 mg MTT/1 mL 0,1 M Na-fostatového pufru,
pH 7,4) a smés byla inkubovana po dobu 1 h. Poté bylo médium slito, pfidan roztok
HCl-isopropanol (50 plL/jamku) a rozpustény fialovy formazan byl zméten pii 595 nm.
Zivotnost hepatocytti inkubovanych s testovanymi latkami byla vyjadiena jako

100xabsorbance vzorki / absorbance kontroly.
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HPLC

Chromatografickd separace a kvantitativni stanoveni metabolitu M1 a M2 ve
vzorcich po inkubaci sibutraminu s mikrosomalni frakci byla provedena na systému
slozeném z pumpy ESA Model 582 (ESA Inc., Chelmsford, MA), autosampleru a
termostatu HP 1100 série (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) a UV-VIS
detektoru SPD-10Avp (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Kapalinovy chromatograf Agilent
1100 série (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) byl pouzit pro separaci a
kvantitativni stanoveni metabolitu M1 a M2 ve vzorcich po inkubaci sibutraminu
s primarni kulturou hepatocytii. Pouzité chromatografick¢é podminky byly u obou

systému stejné a jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Chromatografické podminky.

kolona Zorbax Eclipse XDB Cg 150x4,6 mm, 5 pm

predkolona Zorbax Eclipse XDB Cg 12,5x4,6 mm, 5 um

vyrobce Agilent Technologies

mobilni faze 20 mM fosfore¢nan amonny pH 6,0/acetonitril/methanol, 42/22/36, v/v/v

prutok a teplota | 1,5 mL/min, 25 °C

detektor UV 223 nm

Identifikace metabolitu

Frakce metaboliti M1, M2, M3 a M4 byly odd€lené jimény do sklenénych
zkumavek bcéhem chromatografické separace. Najimané frakce byly zalkalizovany
roztokem hydroxidu sodného na pH 9,5-10,5 a extrahovany do toluenu (M1 a M2) nebo
chloroformu (M3 a M4). Organické extrakty byly odpafeny do sucha v rotacnim
vakuovém koncentratoru pii 30 “C. Odparky byly rozpustény ve smési voda/methanol —
2/3 (v/v) a analyzovany pomoci LCQ Advantage (ThermoFinnigan, San Jose, CA)
hmotnostniho spektrometru. Vzorky byly zavedeny do iontového zdroje ptimou infuzi,

ionizovany elektrosprejem v positivnim médu a byla zaznamenana hmotnostni spektra.
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Kvantitativni stanoveni M1 a M2 po inkubaci sibutraminu s mikrosomalni

frakci
Uprava vzorkii

Vzorky z inkubace s mikrosomy byly extrahovany z alkalického prostiedi (pH 9,6)
do ethylacetatu (2x 800 uL). Extrakce byla provedena na tfepacce po dobu 7 min a pro
oddéleni vodné a organické faze byla pouzita centrifugace (1800 g, 8 min). Spojené
extrakty byly odpafeny do sucha v rotatnim vakuovém koncentratoru pii 35 °C,
rozpu$tény ve smési 20 mM fosfore¢nan amonny pH 6,0/voda/methanol — 2/1/2 (vIvIv)

a analyzovany.

Kalibrace

Mnozstvi metabolitu M1 a M2 v nezndmych vzorcich bylo stanoveno na zékladé
kalibra¢ni kiivky, kterd byla sestrojena jako zavislost plochy piku metabolitu M1 nebo
metabolitu M2 na latkovém mnozstvi nastiiknutém na kolonu. Kalibra¢ni roztok
obsahujici metabolit M1 a M2 byl pfipraven nafedénim zasobnich roztokl standardi.
Linearita kalibracni ptimky byla ovéfena proloZzenim experimentdlnich bodl rovnici

pfimky. Linedrni regresi byla ziskdna smérnice, isek a koeficient regrese.

Vytézek extrakce
Vytézek extrakce (VE) metaboliti M1 a M2 z biologického materialu byl stanoven
pro koncentraci analyti 300 uM ve tfech paralelnich vzorcich a byl vypocten jako:
VE = 100 X prumeérna plocha piku M1 (M2) po extrakci / plocha pitku M1 (M2)

cistého standardu

Interference endogennich sloucenin

Slepé vzorky obsahujici 100 pL vody, 100 pL roztoku NADPH, 50 pL
mikrosomalni frakce a 50 pL Na—fostatovém pufru (0,1 M, pH 7,4) byly analyzovany
pro odhaleni pfipadnych endogennich sloucenin, které by mohly interferovat se

stanovenim metabolitu M1 a M2.
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Kvantitativni stanoveni M1 a M2 po inkubaci sibutraminu s primarni

kulturou hepatocytu

Uprava vzorkii

Vzorky média byly rozmrazeny a centrifugovany pii 3500 g po dobu 7 min.
Supernatant (1,1 mL) byl odebrén, zalkalizovan roztokem hydroxidu sodného na pH 9,7
a extrahovan dvojndsobnym objem ethylacetatu. Po separaci fazi byla organicka faze
odpatena do sucha v rotacnim vakuovém koncentratoru pii 35 °C, odparek rozpustén ve

smési 20 mM fosfore¢nan amonny pH 6,0/voda/methanol — 2/1/2 (v/v/v) a analyzovan.

Kalibrace

Mnozstvi metabolitu M1 a M2 v neznamych vzorcich bylo stanoveno na zakladé
kalibra¢ni kiivky, ktera byla sestrojena jako zavislost plochy piku metabolitu M1 nebo
M2 na jeho koncentraci. Byla pfipravena fada kalibrac¢nich roztokli obsahujicich
metabolit M1 o koncentraci 0,35 - 0,54 - 2,36 a 7,91 uM a metabolit M2 o koncentraci
0,36 - 0,56 - 2,45 a 8,09 uM. Kalibra¢ni roztoky obsahovaly 100 pL ptislusného
zasobniho vodného roztoku standardu a 1000 pL média (medium bez substratu
inkubované s priméarni kulturou hepatocyti) a byly upraveny stejnym zpiisobem jako

vzorky. Od kazdé¢ koncentrace byly pripraveny tfi paralelky.

Linearita kalibracni primky, presnost a sprdvnost stanoveni metabolitu M1 a M2,
vytezek extrakce

Linearita kalibracni pfimky byla ovéfena proloZenim experimentilnich bodi
rovnici pfimky. Linearni regresi byla ziskdna smérnice, usek a koeficient regrese.

Ptesnost stanoveni (P) byla vyjadiena jako relativni standardni odchylka podle
rovnice:

P =100 x standardni odchylka (SODCH) / prumer,
kde SODCH =Y (xi — x)? I (n - 1).

Spravnost stanoveni (S) byla urCena jako relativni chyba vypocétené hodnoty
koncentrace standardu z kalibra¢ni pfimky od skute¢né koncentrace standardu a byla
vypoctena podle rovnice:

S =100 X (Cskutecnd — Cstanovend) | Cskutecnar
kde Csranovena Dyla pocitana z praiméru (n=3) ploch M1 nebo M2 dané kalibra¢ni tirovné.

Oba statistické parametry byly vypocteny pro kazdou kalibracni Giroven.
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Vytézek extrakce (VE) metabolitu M1 a M2 po extrakci z biologického materialu
byl vypocten jako:
VE = 100 x primerna plocha piku M1 (M2) jednotlivé kalibracni hladiny /
plocha piku M1 (M2) cistého standardu

Interference endogennich sloucenin
Slepé vzorky (medium bez substratu inkubované s primarni kulturou hepatocytt)

byly analyzovany pro odhaleni piipadnych endogennich sloucenin, které by mohly

interferovat se stanovenim metabolitu M1 a M2.

4.1.2. Vysledky

Identifikace metaboliti

Urceni struktury neznamych metabolitd, M1-M4, bylo zalozeno na tandemové
hmotnostné spektrometrické analyze (MS/MS analyze) a na porovnani MS/MS spekter
standardii a detekovanych sloucenin. Pfitomnost metabolith M1 a M2 v nezndmych
vzorcich byla potvrzena porovnanim reten¢nich ¢asu latek z analyzy nezndmého vzorku

a z analyzy jednotlivych standardu.

Fragmentacni chovani standardnich sloucenin

Hmotnostni spektra byla zméfena pro standardni roztoky sibutraminu a jeho tii
metabolitll. Protonované molekuly [M+H]" sibutraminu byly pozorovéany pii m/z 280,
metabolitu M1 pii m/z 266, metabolitu M2 pii m/z 252 a metabolitu M2-OH pii m/z
268. MS/MS spektra [M+H]" iont sibutraminu, M1 a M2 ukézala stejné produktové
ionty pii m/z 235, 179, 153, 139, 125 a 109. Protonované molekuly sibutraminu, M1 a
M2 ztraceji své NH(CH3),, NH,CH3 a NH3 ¢asti za vzniku spolecného iontu m/z 235
(Ding et al. 2003). Protonované molekuly M2-OH fragmentovaly za vzniku
produktovych iontd o m/z 233, 191, 177, 165, 163, 151 a 139 (obrazek 2). Ztratou H,0O
a NHjs a jeji kombinaci se ztratou zbytki CH,=CHCH3; nebo CH,=C(CHj3), vznikaly
produktové ionty o m/z 233 ([M+H-H,O-NH3]"), m/z 191 ([M+H-H,O-NHs-
CH,=CHCHj3]") a m/z 177 ([M+H-H,0-NH3-CH,=C(CHjs),]").
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Obrazek 2. Spektrum produktovych iontll standardu M2-OH (A), metabolitu M3 (B) a metabolitu M4

(C). Navrzené struktury metabolitl a fragmentace béhem MS/MS analyzy jsou vloZeny.

Metabolity M1 a M2

Hmotnostni spektrum izolované frakce M1 ukéazalo iont protonované molekuly
[M+H]" 0 m/z 266. Tont protonované molekuly o m/z 252 byl majoritnim iontem
v hmotnostnim spektru izolované frakce M2. MS/MS spektra [M+H]" iontd M1 a M2
z izolovanych frakci ukézala stejné produktové ionty jako MS/MS spektra standarda
M1 a M2.

Chromatograficka analyza neznamych vzorki zinkubace sibutraminu
s biologickym materidlem (mikrosomalni frakce jater nebo primarni kultura hepatocyti)

a jeji porovnani s analyzou standardi M1 a M2 potvrdila pfitomnost metaboliti M1 a

M2.

Metabolit M3 (inkubace primarni kultury hepatocytii se sibutraminem)

Metabolit M3 byl identifikovan jako hydroxylovany didemethylsibutramin.
Metabolit M3 poskytnul protonovanou molekulu [M+H]" o m/z 268. Spektrum
produktovych ionti zaznamenané pro m/z 268 obsahovalo ionty m/z 250 ([M+H-
H,01"), m/z 233 ([M+H-H,0-NH3]"), m/z 194 ([M+H-H,0-CH,=C(CHs),]"), m/z 193
([IM+H-H,0-CH,CH(CH3);]™) a m/z 177 ([M+H-H,0-NH3-CH,=C(CH3),]") (obrazek
2). Produktové ionty m/z 233 a 177 naznacuji, Ze mistem hydroxylace neni aromaticky
kruh, ale uhlovodikovy skelet molekuly.

Spektrum produktovych iontd namétfené pro protonovanou molekulu M3 se
kvalitativné liSilo od spektra produktovych iontii standardu M2-OH. Retenc¢ni ¢as piku

M3 v nezndmém vzorku se neshodoval s retenénim ¢asem standardu M2-OH.

Metabolit M4 (inkubace primarni kultury hepatocytii se sibutraminem)

Metabolit M4 byl identifikovan jako N-acetyl konjugat hydroxylovaného
didemethylsibutraminu. Metabolit M4 poskytnul protonovanou molekulu [M+H]" o m/z
310. Spektrum produktovych iontl zaznamenané pro m/z 310 obsahovalo ionty m/z 292
((M+H-H,01"), m/z 236 ([M+H-H,0-CH,=C(CHs),]"), m/z 233 ([M+H-H,0-
CH3CONH,]") a m/z 177 ([M+H-H,O-CH3CONH,-CH,=C(CHj3),]") (obrazek 2).
Produktové ionty m/z 292 a m/z 233 ukazuji, ze acetyl je vazan k molekule skrze atom

dusiku.
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Kvantitativni stanoveni M1 a M2 po inkubaci sibutraminu s mikrosomalni

frakci

Primérnd hodnota (smérodatnd odchylka) vytézku extrakce metabolitu M1 byla
95% (3,4%) a metabolitu M2 94% (3,9%). Kalibra¢ni pfimka byla linearni v rozsahu
170-5300 pmold metabolitu M1 (y = 0,6764 x x — 1,7; r> = 1,000) a 200-6300 pmold
metabolitu M2 (y = 0,6244 x x — 12,0; r? = 0,9993). V analyze slepého vzorku nebyl
nalezen zadny pik endogenniho ptivodu, ktery by interferoval pfi stanoveni metabolitii

M1 a M2.

Kvantitativni stanoveni M1 a M2 po inkubaci sibutraminu s primarni

kulturou hepatocytu

Vytézek extrakce metabolitu M1 z biologického materialu byl VE <77 - 87%> pro
cely rozsah koncentraci (0,35 - 7,9 uM) kalibra¢ni fady. Rovnice kalibraéni piimky byla
y=168,6 xx+ 3,1 (r2 =0,9967). Pfesnost a spravnost stanoveni byla P <1,7 — 4,4%> a
S <-7,3 — 5,8%> pro cely rozsah koncentraci kalibra¢ni tady. Vytézek extrakce
metabolitu M2 z biologického materialu byl VE <65 - 76%> pro cely rozsah koncentraci
(0,36 — 8,1 uM) kalibra¢ni tady. Rovnice kalibra¢ni ptimky byla y = 163,4 x x — 15,4
(I’2 = 0,9998). Pfesnost a spravnost stanoveni byla P <0,3 — 6,1%> a S <-3,6 — 2,9%>
pro cely rozsah koncentraci kalibra¢ni fady. V analyze slepého vzorku nebyl nalezen
zadny pik endogenniho ptvodu, ktery by mohl interferovat pii stanoveni metabolitu M1

aM2.

Inkubace R-, S- a rac-sibutraminu s mikrosomalni frakci

Jaterni mikrosomy potkana byly inkubovany se substratem (rac-, R- nebo S-
sibutramin) v pfitomnosti koenzymu NADPH. Metabolity M1 a M2 byly nalezeny jako
jediné produkty metabolismu sibutraminu v mikrosomech potkana. Kinetika tvorby M1
a M2 byla studovana pro koncentraci substratu v rozmezi 0,01-1,0 mM.

Zavislosti rychlosti tvorby M1 na poc¢atecni koncentraci substratu jsou uvedeny na
obrazku 3. Kineticka analyza ukézala, Ze kiivka sigmoidni odezvy popisuje namétena
data 1épe nez rovnice Michaelise-Mentenové. Zdanlivé kinetické parametry tvorby M1 a
jeho vnitini clearance byly vypocteny pomoci softwaru GraphPad Prism (verze 3.00).
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5. Zadné vyznamné rozdily v hodnotach K" mezi

enantiomery sibutraminu nebyly nalezeny. Mikrosomalni enzymy ukéazaly mirng, ale
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statisticky vyznamné (P < 0,05) vy$$i hodnoty Vmax” pro S-sibutramin v porovnani s R-
nebo rac-sibutraminem.

Zavislosti rychlosti tvorby M2 na poc¢ate¢ni koncentraci sibutraminu jsou uvedeny
na obrazku 3, ze kter¢ho je vidét, ze naméfené zavislosti nejsou hyperbolické. Pii
nizkych koncentracich sibutraminu rychlost tvorby M2 linearné vzristala s rostouci
koncentraci sibutraminu az do dosazeni maxima, kdy dalsi zvySovani koncentrace
sibutraminu vedlo ke snizovani rychlosti tvorby M2. Kdyz byl M1 pouzit jako substrat
na misto sibutraminu, zavislost rychlosti tvorby M2 méla klasicky hyperbolicky pribeh
(obrazek 3). Vypoctené zdanlivé kinetické parametry tvorby M2 jsou uvedeny v tabulce
5. Mikrosomalni enzymy ukazaly vyznamné vys$$i hodnoty Ky, a Viax” pro S-sibutramin
nez pro R-sibutramin. Vyznamné vyssi hodnota Vyay™ byla nalezena, kdyz byl na misto
sibutraminu pouzit M1 jako substrat. Vnitini clearance nebyla ovlivnéna rozdilnym

prostorovym uspotfadanim enantiomert sibutraminu.
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Obrazek 3. Zavislost rychlosti tvorby metaboliti na pocateéni koncentraci substratu v jaternich

mikrosomech potkana. Tvorba M1 z R-, S- a rac-sibutraminu (A), tvorba M2 z R-, S- a rac-sibutraminu
(B), tvorba M2 z M1 (C).
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Tabulka 5. Zdanlivé kinetické parametry pro tvorbu M1 a M2 z R-, S-, rac-sibutraminu a pro tvorbu M2 z rac-M1 v jaternich mikrosomech potkana.

Substrat Km' (umol L™) Vinax' (umol L™ s™) Cline (10 s
M1 M2 M1 M2 M1 M2
R-sibutramin 173,1 + 35,48 25,5+9,7 0,118 + 0,009 0,008 + 0,001 * 6,8 3,1
S-sibutramin 171,0 + 45,08 49,6+ 17,0 0,134 + 0,003* 0,018 + 0,003* 7.8 3,7
rac-sibutramin 167,1 £ 28,07 54,9 +£25,0 0,114 + 0,007 0,014 + 0,004 6,8 2,6
rac-M1 - 57,6+ 10,5 - 0,033 £ 0,001 - 5,7

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ S.D. ze tfi nezavislych experimentt (n = 3). Mikrosomy byly ziskany z jater Sesti potkand.
* vyznamny rozdil (P < 0,05) pfi porovnani R- a S-enantiomeru. Statisticka analyza byla provedena pomoci one-way varia¢ni analyzy ve spojeni s Dunnett’s

post-hoc testem.
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Inkubace R-, S- a rac-sibutraminu s primarni kulturou hepatocytu

Pted vlastni biotransformacni studii byla pomoci testu MTT stanovena cytotoxicita
sibutraminu v primarni kultufe hepatocyti potkana. R-, S- nebo rac-sibutramin
nezpusobil zadny vyznamny pokles zivotnosti bunék do koncentrace 50 uM.

Biotransformace R-, S- a rac-sibutraminu Vv hepatocytech byla studovana
Vv zavislosti na dobé inkubace a koncentraci substratu. Kdyz byl pouzit R-sibutramin
jako substrat, tak jedinymi hlavnimi metabolity v kultivatnim médiu byly M1 a M2.
Vedle metaboliti M1 a M2 byly nalezeny dal$i dva hlavni metabolity, oznacené jako
M3 a M4, a dva minoritni metabolity jako biotransformacni produkty S- a rac-
sibutraminu. Metabolity M1 a M2 byly kvantifikovany pomoci pfisluSnych standardu.
Pro ucely porovnani stereoselektivity biotransformace R-, S- a rac-sibutraminu bylo
zastoupeni metaboliti M3 a M4 vyjadieno na zaklade plochy piku daného metabolitu.

Tvorba metabolitt M1, M2, M3 a M4 v zavislosti na dob¢ inkubace je uvedena na
obrazku 4. Koncentrace M1 a M2 vzristala s dobou inkubace a dosahovala maxima
piiblizné po 2 h inkubace u metabolitu M1 a po 4 h inkubace u metabolitu M2. Delsi
doba inkubace vedla ke snizeni koncentrace téchto metabolitii v médiu. Kdyz byl pouzit
S-sibutramin jako substrat, byla koncentrace metabolitt M1 a M2 po 8 h inkubace
vyznamné niz$i, nez v piipad¢€ pouziti R- nebo rac-sibutraminu jako substratu. Zatimco
tvorba metabolitu M4 dosahovala maxima po 2 h inkubace, produkce M3 vzrustala az
do konce inkubace (8h).

Tvorba metabolitli v zavislosti na pouzit¢ koncentraci substrati byla testovana
vV rozmezi koncentraci substrati 0-50 pM. Nebyl nalezen Zadny vyznamny rozdil mezi
Kinetikou M1 a M2 v zavislosti na pouZité enantiomerni form¢ sibutraminu. Vysledky
kinetické studie tvorby M3 a M4 jsou uvedeny na obrazku 5. Oba metabolity vznikaly
pouze, kdyz byl pouzit S- nebo rac-sibutramin jako substrat. Pribéhy kiivek ziskané pro
M3 odpovidaly kinetice podle Michaelis-Mentenové (obrazek 5A). Kinetické kiivky
ziskané pro M4 odpovidaly sigmoidni odezv€ na rostouci koncentraci substratu
(obrazek 5B), coz muze byt vysvétleno bud’ dimerni formou daného biotransformacniho
enzymu nebo skutecnosti, ze na vzniku M4 se podili vice nez jeden biotransformacéni

enzym.
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Obrazek 4. Zavislost tvorby metabolitdt M1 (A), M2 (B), M3 (C) a M4 (D) na dobé inkubace R-, S- nebo rac-sibutraminu s primarni kulturou hepatocyti potkana.
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Obrazek 5. Zavislost tvorby metabolit M3 (A) a M4 (B) na pocate¢ni koncentraci R-, S- nebo rac-sibutraminu v primarni kultufe hepatocytt potkana.

58

60



4.1.3. Diskuse

Sibutramin je chiralni 1é¢ivo podavané jako racemat. Pii porovnavani ucinnosti
rac-sibutraminu a enantiomert jeho hlavnich metabolitti byla nalezena stercoselektivita
Vv jejich biologické aktivit¢ (Glick et al. 2000). Tato biotransformaéni studie
enantiomert sibutraminu byla provedena s imyslem vyhodnotit stereoselektivitu I. faze
metabolismu sibutraminu. Jako modelovy systém byla pouzita primarni kultura
hepatocyttl a jaterni mikrosomy potkana.

Na zacatku studie bylo zapotiebi vyvinout analytickou metodu pro separaci a
kvantifikaci sibutraminu a jeho metaboliti. Diive uvedené metody zabyvajici se
analytickym stanovenim sibutraminu a/nebo jeho metabolitli nebyly bud’ vhodné pro in
vitro biotransformacni studii (Radhakrishna et al. 2000) nebo byly metodicky naro¢né
(Chen et al. 2003, Ding et al. 2003). Vyvinuta metoda umoznila separaci a kvantitativni
stanoveni metabolitd sibutraminu v kultivaénim médiu a mikrosomalnich inkubatech.

Identifikace nezndmych metabolitd sibutraminu byla provedena pomoci
hmotnostni spektrometrie. Struktura metabolith M1 a M2 byla potvrzena synteticky
pripravenymi standardy. Metabolit M3 byl identifikovan jako hydroxylovany
didemethylsibutramin. Spektrum produktovych iontd M3 neumoznilo pfesné urceni
mista hydroxylace. Hydroxylova skupina M3 neni ale umisténa na koncovém atomu
uhliku isobutylové ¢asti molekuly, jelikoz spektrum produktovych iontd a
chromatografické chovani metabolitu M3 se lisilo od standardu M2-OH. Metabolit M4
byl identifikovan jako N-acetyl konjugat hydroxylovaného didemethylsibutraminu.
Spektrum produktovych iontdh M4 umoznilo ur€it, Ze se jednd o N-acetyl konjugat. Na
zakladé stejného fragmentaéniho vzorce [M+H-H,0-CH,=C(CHa),]", ktery poskytuje
iont m/z 194 ve spektru M3 a iont m/z 236 ve spektru M4 se domnivame, Ze metabolit
M4 by mohl pravdépodobné byt N-acetyl konjugat metabolitu M3.

Bez ohledu na pouzitou enantiomerni formu substratu, inkubace sibutraminu
s mikrosomy a NADPH vedla pouze k tvorbé metabolith M1 a M2. Sibutramin pisobil
jako inhibitor enzymu, ktery katalyzoval tvorbu metabolitu M2 z metabolitu M1.
Naproti tomu byla nalezena zietelna stereoselektivita biotransformace sibutraminu
v primarni kultufe hepatocyti potkana. Zatimco inkubace R-sibutraminu vedla k tvorbé

pouze dvou hlavnich metabolitd (M1 a M2), inkubace S-sibutraminu a do mensi miry
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také rac-sibutraminu vedla ktvorbé ¢ty hlavnich (M1, M2, M3 a M4) a dvou
minoritnich metabolitd. Na zdkladé téchto vysledkli mlize byt R-sibutramin povazovan
za enantiomer s méné rozsahlou biotransformaci v hepatocytech potkana in vitro nez
jeho S-enantiomer. Niz8i biotransformace muze znamenat pomalejsi deaktivaci a nizsi
riziko 1ékovych interakci a inter-individualni variability. Kromé toho byly R-
demethylsibutramin a R-didemethylsibutramin u¢innéjsi pii snizovani piijmu potravy a
snizovani télesné hmotnosti nez jejich S-enantiomery (Glick et al. 2000). R-sibutramin
muze tedy predstavovat vyhodnéjsi enantiomer sibutraminu jak z farmakokinetického,
tak z farmakodynamického pohledu. Vysledky ziskané na zvifecim modelu by mély byt
uvazovany jako predbézné s ohledem na dobie zndmé mezidruhové rozdily v aktivité,

stereoselektivite a stereospecifité biotransformacnich enzymu.
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4.2. Metabolismus sibutraminu v lidskych mikrosomech

4.2.1. Experimentalni ¢ast

Piiprava subcelularnich frakci

K izolaci subcelularnich frakci byla pouzita jaterni tkan od darct (Cadaver Donor
Programme, Transplantacni centrum lékaiské fakulty v Hradci Kralové). Jaterni tkan
byla rozstfihana na malé kousky, zamraZzena a uchovana v hluboko mrazicim boxu (-80
°C). Pro izolaci subcelularnich frakci bylo odvazeno 2x 5g zmrzlé tkan¢ od kazdého
darce. Po ¢astecném rozmrznuti kouskd tkané (v chladicim boxu pfi teploté do +8 °C)
byla jatra jemné nastithdna a rozmixovana ru¢nim mixerem v kadince s5 mL Na-
fosfatového pufru (0,1 M, pH 7,4). Nasledovala homogenizace v prostfedi 0,1 M Na-
fosfatového pufru pH 7,4 (v poméru 5g tkané : 15ml pufru) za pouziti sklenéného
homogenizatoru s rotujicim teflonovym pistem. Homogenat byl ptelit do vychlazenych
centrifugacnich kyvet a tyto kyvety byly vyvazeny Na—fosfatovym pufrem. Prvni
centrifugace probihala 20 min na centrifuze Heraeus pti 5000 g a pti 4 °C. Supernatant
byl déle centrifugovan 60 minut pii 20 000 g a 4 °C. Vznikly supernatant byl piemistén
do ultracentrifugacnich kyvet a doplnén Na—fosfatovym pufrem. Ultracentrifugace
probihala 60 minut na ultracentrifuze Beckman pii 100 000 g a 4 °C. Po hoding byly
kyvety vyndany, supernatant (cytosol) byl rozpipetovan do mikrozkumavek a sediment
mikrosomi byl resuspendovan v Na—fosfatovém pufru pomoci homogeniza¢niho pistu.
Ultracentrifugace pak byla opakovana za stejnych podminek. Sedimentovana
mikrosomalni frakce byla nakonec zhomogenizovana ve stejném objemu Na—
fosfatového pufru s 20% (v/v) glycerolu, jako ¢inila navazka tkané na zkumavku. Smés
byla slita do kadinky a na nékolik vtefin ponofena do ultrazvukové lazn€. Za stalého
michani pak byly mikrosomy rozpipetovany do mikrozkumavek.

Vsechny ukony s biologickym materidlem byly provadény v chladicim boxu nebo
v nadobach chlazenych ledem. Mikrozkumavky s mikrosomy nebo cytosolem byly

uchovany v hluboko mrazicim boxu pii —80 °C.

Ptiprava smésného roztoku mikrosomu
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K provedeni inkubaci byl pouzit smésny roztok mikrosomil. Mikrosomalni frakce
pochazejici z jaterni tkané Sesti rlznych déarct (Zenské pohlavi: 55, 65 a 69 roki,
muzské pohlavi: 49, 56 a 64 rokli) byly rozmrazeny ve studené vod¢ a z kazdého vzorku
bylo odebrano po 1 mL do sterilizované kadinky. Za neustalého michani a chlazeni byly
mikrosomy rozpipetovany do mikrozkumavek a zamrazeny pii -80 °C. Tento smésny

roztok mikrosomi byl opét rozmrazen a protiepan tésné pred zahajenim inkubace.

Inkubace rac-, R- a S-sibutraminu s mikrosomy

Inkubacni smés o celkovém objemu 300 uL obsahovala: 150 pL roztoku substratu,
100 pL vodného roztoku NADPH o koncentraci 3 mM a 50 pL roztoku mikrosomu. Na
pfipravu zdsobnich roztokii rac-, R- a S-sibutraminu a jejich fedéni byla pouzita
redestilovana voda. Inkubace byly provedeny pro sedm rtiznych koncentraci (10-20-50-
100-200-300-500 puM) substratu ve tirech paralelnich vzorcich. Smés substratu a
NADPH byla pre-inkubovana 5 min pii 37 °C. Vlastni inkubace byla zahajena pfidanim
50 uL mikrosomu a probihala pti 37 °C. Po 30 min byla inkubace zastavena pfenosem

vzorki do ledové lazné a okamzitym zpracovanim.

Vyhodnoceni kinetickych dat

Z naméfenych hodnot byla ziskana zavislost rychlosti tvorby metabolitu M1 na
pocatecni koncentraci substratu. Tato zavislost byla proloZena rovnici
V= Vinax * [S]/ (K + [S])
a kinetické parametry Vmax @ Kn (popf. zdanlivé kinetické parametry) byly ziskany

nelinearni regresi pomoci programu GraphPad Prism (verze 4.03).

Metoda achiralni HPLC analyzy

Priprava vzorku pred analyzou

Vzorky zinkubace s mikrosomy a vzorky kalibra¢ni fady byly zalkalizovany
roztokem NaOH (vysledné pH v rozmezi 9,7-9,8) a extrahovany do ethylacetatu (2x
700 uL). Extrakce byla provedena na tfepaéce po dobu 7 min a pro oddéleni vodné a
organické faze byla pouzita centrifugace (3500 g, 7 min). Spojené extrakty byly po
ptidavku 10 pL kyseliny octové odpateny do sucha v rotaénim vakuovém koncentratoru
pfi 45 °C. Odparky byly uchovéany v lednici pti 4 ‘C do druhého dne, kdy byly
rozpustény v 150 pL smési octan amonny pH 5,3/acetonitril - 70/30 (v/v).
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HPLC
Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, USA) byl
pouzit pro separaci a kvantitativni stanoveni metabolitu M1 ve vzorcich biologického

materialu. Chromatografické podminky jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Chromatografické podminky pro achiralni HPLC analyzu.

kolona Zorbax Elipse XDB Cg 150x4,6 mm, 5 um
predkolona Zorbax Elipse XDB Cg 12,5%4,6 mm, 5 pm
vyrobce Agilent Technologies, USA
mobilni faze A: 20 mM octan amonny pH 5,3/voda/acetonitril, 30/50/20, v/v/v
B. 20 mM octan amonny pH 5,3/acetonitril, 30/70, v/v
gradient 0 min 30% B, 16 min 70% B, 19 min 70% B, 20 min 30% B, 26 min 30% B
prutok a teplota | 1,0 mL/min, 25 °C
detektor UV 223 nm

Identifikace metabolitit

Identifikace metaboliti M1 a M2 byla provedena na zdklad€ porovnani retencnich
cast latek z analyzy nezndmého vzorku a z analyzy jednotlivych standardi. Podminky
separace (rozsah gradientu a jeho strmost, pH mobilni faze) byly zménény pro ovéreni
shodného chromatografického chovani metaboliti v nezndmém vzorku a ve smési

standarda.

Kvantitativni stanoveni metabolitu M1

Mnozstvi metabolitu M1 v neznamych vzorcich bylo stanoveno na zakladé
kalibra¢ni ktivky, ktera byla sestrojena jako zavislost plochy piku metabolitu M1 na
jeho koncentraci. Byla pfipravena fada kalibra¢nich roztokii metabolitu M1 o
koncentracich 2,4 - 4,8 - 9,6 - 24,1 - 48,1 a 96,3 uM. Kalibra¢ni roztoky obsahovaly 250
uL ptislusného zasobniho vodného roztoku standardu a 50 pL jaternich mikrosomi

potkana. Od kazdé koncentrace byly pfipraveny tfi paralelky.

Linearita kalibracni primky, presnost a spravnost stanoveni metabolitu M1, vytézek

extrakce
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Parametry byly stanoveny stejnym zpusobem jako v kapitole 4.1.1. v odstavci
Kvantitativni stanoveni M1 a M2 po inkubaci sibutraminu s priméarni kulturou

hepatocyti.

Interference endogennich sloucenin
Slepé vzorky obsahujici 150 uL vody, 100 pL. NADPH a 50 pL mikrosomt byly
analyzovany pro odhaleni pfipadnych endogennich slouéenin, které by mohly

interferovat se stanovenim metabolitu M1.

Jimani frakci a jejich uprava na chiralni analyzu

V pribéhu nechirdlni analyzy byly manualné jimany frakce o objemu piiblizné
400-800 pL metabolitu M1 a sibutraminu. Najimané frakce byly uchovény v lednici pii
4 °C do druhého dne, kdy byly Caste¢né odpafeny na objem 150-250 pL v rotacnim

vakuovém koncentratoru pii 45 °C a nasledn¢ analyzovany.

Metoda chiralni HPLC analyzy
HPLC

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series byl pouzit pifi chirdlni analyze
najimanych frakci metabolitu M1 a sibutraminu. Chromatografické podminky jsou
uvedeny vtabulce 7. Uginnost celého systému byla charakterizovana pomoci
chromatografickych parametri (k', @, Rgr @ N), které byly vypocteny z vysledkt analyz
jednotlivych standardii. Kapacitni faktor (k) byl vypocitan podle vztahu

k™= (t—1t0) / to,
kde t je retencni Cas daného enantiomeru a to je mrtvy ¢as systému (byl stanoven jako
doba od nasttiku do ¢elniho naruseni odezvy detektoru). Selektivita («) byla vypocitana
podle vztahu

a=k'r/k’s,
kde k'r a k’s jsou kapacitni faktory R- a S-enantiomeru. RozliSeni enantiomert (Rgsr)
bylo vypocteno podle vztahu

Rer = 1,18 x (tr — ts) / (Wr + W),
kde tr a ts jsou retenéni ¢asy R- a S-enantiomeru a Wg, Ws je Sitka jejich piku v ptilce
vysky. Pocet teoretickych pater (N) byl vypocten podle vztahu

N =554 * (t*/ WP).
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Tabulka 7. Chromatografické podminky pro chiralni HPLC analyzu.

kolona Chiral AGP 150x4 mm, 5 um
predkolona Chiral AGP 10x4 mm, 5 um
vyrobce ChromTech Ltd, Cheshire, UK

mobilni faze 10 mM octan amonny pH 5,0/acetonitril, 90/10, v/v

pratok a teplota | 0,9 mL/min, 25 °C

detektor UV 223 nm

Oveéreni chiralni stability latek behem pripravy vzorku

Stabilita poméru enantiomerti racemickych latek a stabilita jednotlivych R- a S-
enantiomerl byla zjiSténa analyzou standardii, které byly pfipraveny, zpracovany a
analyzovany stejnym zpiisobem, jakym bylo zachdzeno s vlastnimi vzorky. Vzorky
kalibraéni tfady byly analyzovany az na chirdlni troven pro stanoveni poméru
enantiomerti standardu rac-M1. Pomér enantiomerG rac-sibutraminu a stabilita
jednotlivych enantiomert R- a S-sibutraminu byly stanoveny z analyzy kontrolnich
vzorki slozenych z 150 pL roztoku daného substratu, 100 pL vody a 50 pL jaternich
mikrosomii potkana. Vysledky téchto analyz byly porovnany s vysledky analyz
puvodnich standardnich roztokll a na jejich zaklad€ byl ucinén zavér o chiralni stabilité

analytt.

Vyhodnoceni chirdlnich analyz
Zastoupeni R-enantiomeru (4r) nebo S-enantiomeru (4s) daného analytu bylo

vypocteno podle vztahu:

Agr =Pr/ (Pr + Ps) x 100

As =Ps/ (Pr + Ps) x 100,
kde Pr je plocha piku R-enantiomeru a Ps je plocha piku S-enantiomeru. V piipadé
stanoveni chirdlni stability Ccistého enantiomeru bé&hem piipravy vzorku nebo
stereospecifity metabolické reakce daného enantiomeru byla z chirdlni analyzy
zjistovana pritomnost druhého enantiomeru a vysledek vyjadien hodnotami A nebo As.
U méfeni, kterd byla provedena ve vice stanovenich byla vyjadiena standardni odchylka

(SODCH).
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4.2.2. Vysledky

Metoda achiralni HPLC analyzy

Identifikace metabolitit

Analyza vzorku zinkubace rac-, R- nebo S- sibutraminu s mikrosomy a jeji
porovnani s analyzou standardni smési ukdzala pfitomnost metabolitu M1, metabolitu
M2 a nezreagovaného sibutraminu (obrazek 6). Hlavnim vznikajicim metabolitem byl
metabolit M1. Pii zméné podminek separace bylo chromatografické chovani obou

metabolitti shodné s pfislusnymi standardy.

Kvantitativni stanoveni metabolitu M1

Vytézek extrakce metabolitu M1 z biologického materialu byl VE <86 - 90%> pro
cely rozsah koncentraci (2,4 - 96,3 uM) kalibra¢ni fady. V analyze slepého vzorku
nebyl nalezen zadny pik endogenni povahy, ktery by mohl interferovat pii stanoveni
metabolitu M1. Rovnice kalibraéni piimky byla y = 72,9 x x + 9,5 (r* = 0,999).
Pfesnost a spravnost stanoveni byla P <1,5 — 10,0%> a S <-1,5 — 6,2%> pro cely rozsah

koncentraci kalibra¢ni fady.

66



(A)

100 - sibutramin

(B)

60 - M1 sibutramin
S
< |
£

i M2
O i

0 4 | 8 12 16

t (min)
Obrazek 6. Zaznam z nechiralni chromatografické separace sibutraminu a jeho metaboliti. (A) Analyza
standardni smési sibutraminu (tg = 12,97 min), metabolitu M1 (tgr = 8,92 min) a metabolitu M2 (t; = 8,38
min). (B) Analyza vzorku z inkubace rac-sibutraminu s lidskymi mikrosomy, sibutramin (tg = 13,08
min), metabolit M1 (tx = 8,94 min) a metabolit M2 (tz = 8,53 min). Koncentrace rac-sibutraminu

Vv inkubaéni smési byla 150 uM. Podminky chromatografické separace jsou uvedeny v tabulce 6.

Metoda chirdlni HPLC analyzy

Chromatografie a stanoveni poradi eluce enantiomerii

Vypoctené hodnoty chromatografickych parametrii stanovenych z analyzy
jednotlivych standardt jsou uvedeny v tabulce 8. Ackoliv byla metoda nakonec pouzita
jen pro chirdlni analyzy metabolitu M1 a sibutraminu, pfi jejim vyvoji byl také
uvazovan metabolit M2 a dosazené vysledky jsou rovnéz uvedeny v tabulce 8. Dané
chromatografické podminky umoznily separaci enantiomert rac-sibutraminu, rac-M1 a
rac-M2. Pii analyze téchto latek ve smési ale dochazelo k ¢aste€né nebo uplné koeluci
enantiomerl jednotlivych latek a ke vzajemné interferenci signalu z UV detektoru. Pro

ziskani potfebné informace o zastoupeni enantiomerl bylo nutné provést analyzy
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jednotlivych latek samostatné. Pii stanoveni neznamych vzorkl byl tento pozadavek
realizovan zahrnutim kroku achiralni predseparace a izolace frakci danych latek.
Stanoveni poradi eluce enantiomerti rac-sibutraminu bylo provedeno porovnanim
chromatogramu z analyzy rac-sibutraminu s chromatogramy R-sibutraminu a S-
sibutraminu. Prvni v pofadi eluoval S-enantiomer sibutraminu. Potadi eluce
enantiomertt rac-M1 a rac-M2 bylo uréeno na zaklad¢ analogie poradi eluce
enantiomert rac-sibutraminu, tedy ze S-enantiomery eluuji prvni v potadi, protoze

standardy Cistych enantiomerd metabolitu M1 a metabolitu M2 nebyly k dispozici.

Tabulka 8. Vypoétené chromatografické parametry z chirdlni separace standardt rac-, R- a S-

sibutraminu a rac-M1 a rac-M2. Chromatografické podminky jsou uvedeny v tabulce 7.

parametr | rac-sibutramin | S-sibutramin | R-sibutramin | rac-M1 | rac-M2
k's 2,32 2,27 2,43 2,93
k'r 3,96 3,90 3,74 3,84
o 1,71 1,54 1,31
Rsir 5,08 4,10 2,68
Ns 2916 2943 2933 2850
Nr 2434 2379 2420 2518

Tabulka 9. Vysledky testovani chiralni stability latek béhem ptipravy vzorku. Vysledky jsou uvedeny
jako primérné hodnoty (%), [standardni odchylka, (%)], (N) je pocet méfeni. Hodnoty pro R- a S-
sibutramin byly stanoveny pouze z jednoho méteni. *Hodnoty pro R-sibutramin jsou uvedeny jako 4g.

latka Cisté standardy | standardy na stabilitu
As (nebo 4g) As (nebo 4g)
rac-sibutramin | 49,9 [0,2] (3) 50,5 [0,3] (4)
R-sibutramin 100,0" (1) 100,0° (1)
S-sibutramin 100,0 (1) 100,0 (1)
rac-M1 50,2 [0,5] (4) 50,2 [0,5] (4)
rac-M2 50,2 [0,2] (4) 50,3 [0,8] (4)

Overeni chiralni stability latek behem pripravy vzorkii

Vysledky testovani chirdlni stability latek béhem pfipravy vzorki jsou uvedeny
Vv tabulce 9. Ackoliv byla metoda nakonec pouZita jen pro chirdlni analyzy metabolitu
M1 a sibutraminu, testovani chiralni stability bylo provedeno také pro metabolit M2 a
dosazené vysledky jsou rovnéz uvedeny v tabulce 9. Z uvedenych hodnot 45 a 4g se da

usuzovat, ze v prubéhu piipravy vzorku (extrakce, odpafeni, zakoncentrovani
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najimanych frakci) nedochazi ke zméné pomeéru enantiomerti u racemickych latek ani

K tvorbé druhého enantiomeru u enantiomerné Cistych latek.

Inkubace rac-, R- a S-sibutraminu s jaternimi mikrosomy

Sibutramin byl metabolizovan lidskymi jaternimi mikrosomy v pfitomnosti
koenzymu NADPH na metabolit M1 a M2. Metabolit M1 byl hlavnim vznikajicim
metabolitem sibutraminu a metabolit M2 vznikal jako minoritni metabolit. Zadné jiné
metabolity sibutraminu nebyly nalezeny a N-demethylace se ukézala jako hlavni
biotransformacni cesta sibutraminu v mikrosomalni frakci lidské jaterni tkan€.

Inkubace rac-sibutraminu vedla Kk tvorbé obou enantiomerti metabolitu M1,
pficemz S-M1 byl zastoupen ve vétsi mife nez jeho R-enantiomer. Chirdlni analyza
nezreagovaného rac-sibutraminu ukazala, ze R-sibutramin byl pfitomen ve vétsi mife
nez jeho S-enantiomer. Tyto vysledky naznacovaly, ze R-M1 by mohl vznikat pouze
z R-sibutraminu a S-M1 pouze z S-sibutraminu. Zastoupeni enantiomert, vyjadiené jako
As, metabolitu M1 a nezreagovaného sibutraminu nalezené po inkubaci rac-sibutraminu
s mikrosomy je uvedeno v tabulce 10. Zaznam z chiralni separace najimanych frakci

metabolitu M1 a nezreagovaného sibutraminu je ukazan na obrazku 7.

Tabulka 10. Zastoupeni enantiomerd (4s) metabolitu M1 a nezreagovaného sibutraminu nalezené po
inkubaci rac-sibutraminu s mikrosomy. Hodnoty 4s jsou uvedeny pro riizné pocate¢ni koncentrace rac-

sibutraminu v inkubaéni smési. Symbol X znaéi, Ze hodnota 45 nebyla stanovena.

koncentrace rac-sibutraminu (uM) 10 20 50 | 100 | 200 | 300 | 500

As pro metabolit M1 (%) 55,2 | 57,6 | 61,1 | 66,0 | 68,0 | 68,4 | 69,4

As pro nezreagovany sibutramin (%) | X X |41,7| X X X | 479

Inkubace R-sibutraminu vedla k tvorbé jediného enantiomeru metabolitu M1 a to
R-M1. Chirdlni analyza nezreagované¢ho R-sibutraminu ukézala pfitomnost pouze
puvodniho R-enantiomeru. Podobné vysledky byly nalezeny po inkubaci S-sibutraminu,
kde S-M1 byl nalezen jako jediny enantiomer metabolitu M1 a také pfeména S-
sibutraminu na R-sibutramin nebyla zjist€éna. Chromatogramy z chirdlni separace
najimanych frakci metabolitu M1 a nezreagovaného sibutraminu po inkubaci R-

sibutraminu a S-sibutraminu jsou uvedeny na obrazku 8 a 9.
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Obrazek 7. Chromatogram z chirdlni separace (A) najimané frakce M1, (B) najimané frakce

nezreagovaného sibutraminu ze vzorku z inkubace rac-sibutraminu (50 uM) s NADPH a mikrosomalni

frakei.
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Obrazek 8. Chromatogram z chirdlni separace (A) najimané frakce M1, (B) najimané frakce
nezreagovaného sibutraminu ze vzorku z inkubace R-sibutraminu (50 uM) s NADPH a mikrosomalni

frakei.
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Obrazek 9. Chromatogram z chiralni separace (A) najimané frakce M1, (B) najimané frakce

nezreagovaného sibutraminu ze vzorku z inkubace S-sibutraminu (50 pM) s NADPH a mikrosomalni

frakci.

Analvza kinetickvch dat

Kinetické konstanty Kp @ Vinax (popf. zdanlivé kinetické konstanty) byly ziskany
proloZenim experimentalné nameétenych zavislosti rychlosti vzniku metabolitu M1 na
pocatecni koncentraci substratu rovnici Michaelis-Mentenové:

V= Vinax > [S]/ (K + [S]).
VSechny naméfené zavislosti spliovaly tuto kinetickou rovniCi. Vyznam zdanlivych
kinetickych konstant Vinax " a Ky pro tvorbu R-M1 a S-M1 z rac-sibutraminu a ptislusné
kinetické rovnice byly ziskany feSenim schéma uvedeném na obrazku 10. Toto schéma
bylo feSeno analogicky jako pfipad reakce dvou kompetujicich substrat (Laidler 1958).
Nameétené zavislosti rychlosti vzniku R-M1 a S-M1 na pocatecni koncentraci rac-, R-
nebo S-sibutraminu jsou znazornény na obrazku 11 a 12. Vypoétené hodnoty

kinetickych konstant jsou uvedeny v tabulce 11.
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Schéma:

R+E<—ER—E+P;

S+E—~ES—E+P,

kde R znac¢i R-sibutramin, S znac¢i S-sibutramin, E znaci volny enzym, ER a ES
znaci enzym substratovy komplex, P; znaci R-M1, P, znac¢i S-M1

Rovnice:

A. Vv (rac-M1) = Vpyaxrac % [rac] / (Ky" + [rac])

B. V(R-M1) =Vnar" x [rac] / (Ky" + [rac])

C. V(S-M1) =Vpnas” X [rac] / (Kn" + [rac])

kde Vmaxrac = Vmaxk” T Vmaxs~ @ zdanlivé konstanty jsou:
VmaxR’ = Vinaxr X KmS/ (KmR + Kms); VmaxS’ = Vinaxs X Kmr / (KmR + KmS);
Kn =2 %X Kpr X KmS/ (KmR + KmS)

kde Kmr @ Kiys jsou konstanty Michaelis-Mentové pro vznik R-M1 z R-sibutraminu
a S-M1 z S-sibutraminu; Vimaxr @ Vimaxs jsou maximalni reakéni rychlosti pro vznik
R-M1 z R-sibutraminu a S-M1 z S-sibutraminu; [rac] je pocate¢ni koncentrace rac-
sibutraminu; v (rac-M1, R-M1 nebo S-M1) je poc¢atecni rychlost reakce vzniku rac-
M1, R-M1 nebo S-M1

Obrazek 10. Kinetické schéma pro tvorbu R-M1 a S-M1 z rac-sibutraminu a vysledky jeho feseni.

Tabulka 11. Vypoc¢tené konstanty Ky, @ Ve @ zdanlivé konstanty K" @ Viax~ Z naméfenych zavislosti
rychlosti vzniku metabolitu M1 na pod&ateéni koncentraci substratu. *zdanlivd konstanta Kp,’, *konstanta

Vinaxkac, “zdénlivéa konstanta Vg, “zdanliva konstanta Vinays -

substrat metabolit K (umol/L) Vmax (NMOI/Lxs)
vypoc¢tena hodnota vypoctena hodnota
(95% interval spolehlivosti) | (95% interval spolehlivosti)

R-sibutramin R-M1 175,2 (137,0-213,4) 28,8 (26,2-31,4)

S-sibutramin S-M1 85,6 (65,0-106,2) 32,2 (29,6-34,7)

rac-sibutramin | rac-M1 114,6° (94,7-134,6) 31,4 (29,5-33,4)
R-M1 73,9% (60,4-87,5) 8,9°(8,4-9,4)

S-M1 140,3% (115,5-165,1) 22,9Y (21,3-24,4)
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substrat: R- nebo S-sibutramin
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Obrazek 11. Porovnani zavislosti rychlosti vzniku R-M1 na pocateéni koncentraci R-sibutraminu
Vv inkuba¢nim roztoku a rychlosti vzniku S-M1 na pocatecni koncentraci S-sibutraminu. Experimentalné
namétené rychlosti vzniku M1 jsou uvedeny jako primérné hodnoty (body) a standardni odchylky

(Gse¢ky). Experimentalni hodnoty byly proloZeny rovnici Michaelis-Mentenové (plna ¢ara).
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Obrazek 12. Soucasny vznik R-M1 a S-M1 po inkubaci rac-sibutraminu s mikrosomalni frakci. Rychlost
vzniku R-M1 a S-M1 je vyjadfena v zavislosti na poc¢ateéni koncentraci rac-sibutraminu v inkubaénim
roztoku. Experimentalné namétené rychlosti tvorby M1 jsou uvedeny jako prumérné hodnoty (body) a
standardni odchylky (Gsecky). Experimentalni hodnoty byly proloZzeny rovnici Michaelis-Mentenové

(plna cara).
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4.2.3. Diskuse

Metabolismus sibutraminu na chirdlni Grovni byl studovan v mikrosomalni frakci
lidské jaterni tkdn€. Byla vyvinuta analytickd metoda, ktera zahrnovala krok achiralni
separace ptred vlastnim chirdlnim stanovenim analyti. Tato metoda byla pouzita pro
chirdlni stanoveni metabolitu M1 a sibutraminu ve studovanych vzorcich. Zahrnuti
jednotlivych analyti a vzajemnou interferenci signalti z UV detektoru pii jejich analyze
ve smési. Jelikoz chromatografické podminky chiralni analyzy (tabulka 7) umoznovaly
separaci enantiomert vSech analytu, tj. rac-sibutraminu, rac-M1 a rac-M2 (tabulka 8),
pouziti selektivniho hmotnostniho detektoru na misto UV detektoru by umoznilo
detekci vSech analytl v jedné analyze, coz by vyznamné sniZilo celkovou dobu analyzy
(pfiblizn€¢ 5x) a manipulaci se vzorkem. S rozvojem ionizacnich technik za
atmosférického tlaku se v soucasné dobé pouzivd hmotnostni detekce ve spojeni
s enantioselektivni kapalinovou chromatografii zcela rutinné (Bakhtiar et al. 2001,
Desai and Armstrong 2004).

Chirdlni analyza vzorki =z inkubace Ccistych enantiomerG sibutraminu
s mikrosomalni frakci ukazala, ze béhem N-demethylace sibutraminu na metabolit M1
je zachovana konfigurace na chirdlnim uhliku a Ze nedochézi k chiralni konverzi R-
sibutraminu na S-sibutramin ani opaénym smérem. Zachovani stereospecifity
biotransformace sibutraminu na jeho farmakologicky aktivni metabolit M1 a
nepfitomnost chirdlni konverze enantiomert sibutraminu jsou dilezité experimentalni
poznatky, na jejichZ zakladé je z metabolického pohledu mozné uvaZovat o nahradé
rac-sibutraminu za R-sibutramin jako efektivnéjsi a bezpe¢néjsi formy sibutraminu.

Uvedené vysledky také ukazaly, ze je biotransformace sibutraminu
v mikrosomalni frakci stereoselektivni. Kdyz byl pouzit rac-sibutramin jako substrat,
byla rychlost vzniku S-M1 vétsi nez R-M1. Rychlost biotransformace S-sibutraminu
byla tedy vétsi nez R-sibutraminu. Obdobné byla rychlost vzniku S-M1 z S-sibutraminu
veétsi nez rychlost vzniku R-M1 z R-sibutraminu. Vypoctena konstanta Vyax reakce S-
sibutraminu na S-M1 (Vmaxs) byla stejna jako konstanta reakce R-sibutraminu na R-M1
(Vmaxr), ale konstanta K, reakce S-sibutraminu na S-M1 (Kys) byla ptiblizné dvakrat

mens$i nez pro reakci R-sibutraminu na R-M1 (Kyr). Vyssi afinita enzymu
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metabolizujiciho N-demethylaci sibutraminu k jeho S-enantiomeru je pfi¢innou vyssi
rychlosti biotransformace S-sibutraminu na S-M1.

Za predpokladu, ze kinetické chovani (kinetické parametry) racemické smési je
kombinaci kinetického chovani (kinetickych parametrti) jednotlivych enantiomeru, by
mélo byt mozné urcit pribéh reakce racemické smési ze znalosti pribchu reakci
jednotlivych enantiomerti. Resenim kinetického schéma (obrazek 10), popisujiciho
biotransformaci rac-sibutraminu na R-M1 a S-M1, byla ziskana rovnice A (obrazek 10)
vyjadiujici zavislost pocatecni rychlosti vzniku rac-M1 na pocatec¢ni koncentraci rac-
sibutraminu a kinetickych konstantach obou enantiomer sibutraminu. Dosazenim
experimentalné ziskanych (tabulka 11) kinetickych konstant Kyr, Kms, Vimaxr @ Vmaxs,
charakterizujicich pribéh reakce jednotlivych enantiomerti sibutraminu, do rovnice A
byly vypoéteny hodnoty Vmaxrac= 31,08 nmol/Lxs a Ky= 115,0 umol/L. Takto
vypoctené kinetické konstanty tvorby rac-M1 z rac-sibutraminu jsou ve velmi dobré
shod¢ stémi, které¢ byly ziskany experimentalné¢ (tabulka 11) a potvrzuji platnost
navrhnutého kinetického schématu. Porovnani pribéhu reakce tvorby rac-M1 z rac-
sibutraminu ziskané¢ho vypoctem z rovnice A s experimentalné namétenymi hodnotami

je znazornéno na obrazku 13.
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Obrazek 13. Porovnani rychlosti tvorby rac-M1, R-M1 a S-M1 z rac-sibutraminu vypo¢tenych z rovnice
A, rovnice B a rovnice C (Carkované kiivky) s experimentalné naméfenymi rychlostmi tvorby MI
(primérné hodnoty, standardni odchylky). PIné kiivky byly ziskany prolozenim experimentalnich hodnot

rovnici Michaelis-Mentenové.
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Reseni kinetického schématu (obrazek 10) umoznilo také porozuméni a spravnou
interpretaci kinetickych konstant pro vznik R-M1 a S-M1 z rac-sibutraminu. Jeho
feSenim byly ziskdny rovnice popisujici zavislost pocate¢ni rychlosti vzniku R-M1
(rovnice B) a S-M1 (rovnice C) na pocateéni koncentraci rac-sibutraminu a kinetickych
konstantach obou enantiomert sibutraminu. Kinetické konstanty Vmaxr ™ @ Vmaxs™ byly
vypocteny dosazenim experimentalné ziskanych (tabulka 11) kinetickych konstant Ky,
Kms: Vmaxk @ Vimaxs do jednotlivych vztahti a nabyvaly hodnot Vpag = 9,45 nmol/L xs a
Vimaxs = 21,63 nmol/L xs. Kineticka konstanta ve jmenovateli rovnice B a rovnice C byla
stejnd jako v rovnici A a nabyvala hodnoty Kp,= 115,0 umol/L. Vypoctené zdanlivé
maximalni rychlosti tvorby R-M1 (Vmaxr?) @ tvorby S-M1 (Vmaxs”) se dobie shoduji
stémi, které byly ziskany experimentalné¢ (tabulka 11). Takovéto shody mezi
vypoctenou a experimentalné stanovenou konstantou nebylo ale dosazeno pro K,". Tuto
neshodu lze snadnéji vysvétlit pomoci grafického porovnani pribéht reakei ziskanych
vypoétem zrovnice B (R-M1 zrac-sibutraminu) a zrovnice C (S-M1 zrac-
sibutraminu) s experimentalné naméfenymi hodnotami (obrazek 13). Z obrazku 13 je
vidét, ze v oblasti nizkych koncentraci substratu (pfiblizné¢ do 200 pmol/L) dochazi
K nejvétsimu odchyleni vypoctenych pribeéht od experimentalné namétenych zavislosti.
V oblasti nizkych koncentraci substratu dochdzi k nejvétsi relativni tvorbé produktt a
tim k podstatnému Ubytku substratu, coz ve vysledku ovliviiuje reakéni rychlost tvorby
daného produktu. Jelikoz je rychlost biotransformace S-sibutraminu vét§i nez R-
sibutraminu, dochazi rychleji k ,vyCerpavani“ substratu (S-sibutraminu), snizeni
koncentrace enzym-substratového komplexu (ES) a naslednému snizeni reakéni
rychlosti tvorby S-M1. V dusledku tohoto déje dochazi ke zvyseni koncentrace enzym-
substratového komplexu (ER) a zvySeni reakéni rychlosti tvorby R-M1. Podle této
pfedstavy by v oblasti nizkych koncentraci substratu méla byt experimentalné nalezena
rychlost tvorby S-M1 nizs§i neZ vypoétena z rovnice B, kdeZto experimentalné nalezena
rychlost tvorby R-M1 by méla byt vyssi nez vypoctena z rovnice C. Tento zavér je
v souladu s experimentalné nalezenymi rychlostmi reakci (obrazek 13). V oblasti velmi
nizkych koncentraci substratu mohou byt naméfené reakéni rychlosti obou produktl
rovnéz zatizeny chybou, vyplyvajici z ndsledné biotransformace metabolitu M1 na
metabolit M2. V disledku vyse popsanych déji dochazi k odlisSnému zakfiveni, na
kterém je zavislad hodnota Ky, ', namétenych a vypoctenych rychlosti tvorby R-M1 a S-

M1 z rac-sibutraminu.
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4.3. Metabolicky profil sibutraminu v lidské moci

4.3.1. Experimentalni ¢ast

Odbér vzorku moci

Tableta obsahujici 10 mg sibutraminu hydrochloridu (Meridia; Abbott GmbH and
Co. KG, Ludwigshafen, Némecko) byla jednorazové podana zdravému dobrovolnikovi
(28 let, zena), ktery byl pln¢ informovan o pribéhu studie a souhlasil s ucasti v této
studii. Vzorky moci byly odebirany v rtiznych ¢asovych intervalech v prib&hu prvnich
12 h po podani tablety. Primérny vzorek moci byl pfipraven smichanim stejnych
objeml moci z jednotlivych odbéra. Posledni vzorek moci byl odebran 24 h po podani
tablety. Vzorek moci (0 h), ktery slouzil jako kontrolni vzorek, byl odebran pted
zahdjenim studie. Vzorky byly zamrazeny a uchovany v mrazicim boxu pii -20 °C ptred

dal$im zpracovanim.

Zpracovani vzorka

Vzorky moci byly odsoleny a zakoncentrovany pomoci extrakce na pevnou fazi na
kolonkach Oasis HLB (30 mg sorbetu, Waters, Dublin, Irsko). Vzorky mo¢i (1,1 mL)
byly okyseleny na pH 3,0 pfidavkem 50 puL kyseliny octové a centrifugovany pii 3500 g
po dobu 7 min. Extrakce na pevnou byla provedena néasledovné: 1 mL methanolu, 1 mL
vody s 0,1% kyselinou octovou (v/v), 1 mL supernatantu, 1 mL roztoku 5% methanolu /
95% vody obsahujici 0,1% kyselinu octovou (v/v) a 1 mL methanolu. Eluét byl odpaten
pod proudem dusiku na vodni lazni pti 40 °C. Odparek byl uchovan v lednici pii 7 °C
(nejdéle po dva dny), rozpustén ve 100 pL mobilni faze (pocatecni slozeni mobilni faze)

a analyzovan.

Ethanolvyza vzorkd moci

Ethanolyza vzorkli moci byla provedena podle postupu popsaného v praci autord
Schaefer se sp. (1992) a Liu se sp. (2001). Roztok ethoxidu sodného (1,0 M) byl
pfipraven rozpusténim 115 mg kovového sodiku v 5 mL ethanolu. Vzorek moci byl

nejprve upraven zpusobem popsanym v odstavci zpracovani vzorkd. Odparek byl
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rozpustén ve 180 pL ethanolu a bylo ptidano 20 pL roztoku ethoxidu sodného. Reakéni
smés byla ponechana 3 h pii pokojové teploté a poté byla odpafena do sucha pod
proudem argonu. Odparek byl uchovan pies noc v lednici pti 7 °C a rozpustén ve 100

pL smési 20% methanolu / 80% vody (v/v) pted LC/MS analyzou.

Syntéza standardu ethylkarbamatt metabolitt M1, M2 a M2-OH

Reakce byla provedena podle postupu popsaného v praci autor Liu se sp. (2001).
Navazka priblizné 2 mg standardu M1 nebo M2 (oba hydrochloridy) byla rozpusténa
v 200 pL pyridinu a bylo pfidano 10 pL roztoku ethylchloroformiatu. Reakéni smés
byla ponechana 80 min na ledu, poté bylo ptidano 300 uL vody a nasledovala extrakce
do ethylacetatu (2x 500 pL). Ethylacetatové extrakty (vrchni faze) byly spojeny a
odpafeny do sucha pod proudem argonu. Odparky byly rozpustény ve 100 pL
methanolu. Tento roztok byl nafedén (100x) smési 20% methanolu / 80% vody
obsahujici 0,1% kyselinu mravenéi (v/v) pfed LC/MS analyzou. Syntéza
ethylkarbamatu metabolitu M2-OH byla provedena stejnym zplsobem jako
ethylkarbamatu metabolitu M1 a M2 vyjma toho, ze pouze 1 pL ethylchloroformiatu
byl pfidan do reakce. Tato obména byla ucinéna kvuli reaktivité ethylchloroformiatu

s aminovou i hydroxylovou skupinou metabolitu M2-OH.

LC/MS

Systém 1 (pouzit pro hledani neznamych metabolitii)

Podminky kapalinové chromatografie, podminky ionizace a zdkladni parametry
iontové optiky jsou uvedeny v tabulce 12. Roztoky analytii o koncentraci 0,4 pg/mL
(roztok 50% methanolu / 50% voda obsahujici 0,1% kyselinu mravenci, v/v) byly
zavedeny do iontového zdroje pomoci stiikacky a byla naméfena hmotnostni spektra
(MS a MS/MS) standardi. Parametry iontové optiky byly optimalizovany pro standard
sibutraminu a pouZzity v LC/MS metodach. K potvrzeni identity nalezenych minoritnich
metaboliti M1 a M2 v mo¢i byl pouzit selektivni zdznam vice reakci (Multiple Reaction
Monitoring, MRM). Poméry hmota/naboj (mass-to-charge ratio, m/z) iontovych reakci
byly m/z 266 — 125, 139, 179 pro metabolit M1 a m/z 252 — 125, 139, 179 pro
metabolit M2. Sbér a vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci softwaru Analyst (verze

1.3.1, Applied Biosystems).
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Tabulka 12. LC/MS podminky pouzité pro hledani nezndmych metabolitl sibutraminu v mo¢i.

Chromatografie

chromatograf HP 1100 series (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
kolona XTerra MS Cyg 2,1x100 mm, 3,5 um
predkolona XTerra MS Cyg 2,110 mm, 3,5 pm

mobilni faze

gradient

A: 5% methanol / 95% 10 mM octan amonny pH 5,0 (v/v)
B: 100% methanol
0 min 15% B, 9 min 90% B, 12 min 90% B, 17 min 15% B, 29 min 15% B

prutok a teplota

200 pL/min, 25 °C
mobilni faze byla rozdélena za kolonou a 20 pL/min bylo pfivedeno do

iontového zdroje

Hmotnostni spektrometrie

hmot. spekir.

trojity kvadrupol (API 3000, Applied Biosystems, Toronto, Kanada)

iontovy zdroj

elektrosprej (Turbolonspray)

nastaveni zdroje

a iontova optika

nebulizer gas 15 jednotek (stlaéeny vzduch), curtain gas 14 jednotek (N,),
collision gas (N,), ionspray voltage +5,0 kV, declustering potential 25 V,

focusing potential 185 V, entrance potential 6 V

Tabulka 13. LC/MS podminky pouzité pro vicenasobnou MS/MS metabolitd sibutraminu.

Chromatografie

chromatograf Surveyor MS pump, Surveyor autosampler (ThermoFinnigan, San Jose, CA,
USA)

kolona Zorbax Eclipse XDB Cyg 2,1x50 mm, 3,5 um

piedkolona Zorbax Eclipse XDB Cg 2,1x12,5 mm, 5 um

mobilni faze

gradient

A: 5% methanol / 95% 10 mM octan amonny pH 5,0 (v/v)
B: 100% methanol
0 min 15% B, 12 min 90% B, 14 min 90% B, 16 min 15% B, 26 min 15% B

pritok a teplota

200 pL/min, 30 °C

Hmotnostni spektrometrie

hmot. spekir.

iontova past (LCQ Advantage, ThermoFinnigan)

iontovy zdroj

elektrosprej (ESI)

nastaveni zdroje

a iontova optika

sheath gas 30 jednotek (N), auxiliary gas 5 jednotek (N,), damping and
collision gas (He), source voltage +4,5 kV, capillary voltage 6 V, tube lens

offset -15 V, capillary temperature 200 "C
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System 2 (pouzity pro vicendasobnou MS/MS)
Podminky kapalinové chromatografie, podminky ionizace a zékladni parametry iontové
optiky jsou uvedeny v tabulce 13. Sbér a vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci

softwaru Xcalibur (verze 1.2, ThermoFinnigan).
Systém 3 (analyza vzorkit moci po ethanolyze a vzorkii ze syntézy ethylkarbamdtii)
Podminky kapalinové chromatografie, podminky ionizace a zédkladni parametry iontové

optiky jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14. LC/MS podminky pouzité pro analyzu vzorkd moéi po ethanolyze a vzorkl ze syntézy

ethylkarbamata.
Chromatografie
chromatograf Surveyor MS pump, Surveyor autosampler (ThermoFinnigan, San Jose, CA,
USA)
kolona Zorbax Eclipse XDB Cyg 2,1x50 mm, 3,5 um
ptedkolona Zorbax Eclipse XDB Cg 2,1%12,5 mm, 5 pm
mobilni faze A: 5% methanol / 95% voda obsahujici 0,1% kyselinu mravenci (v/v)

B: 100% methanol obsahujici 0,1% kyselinu mravenci (v/v)

gradient 0 min 15% B, 7 min 90% B, 13 min 90% B, 15 min 15% B, 25 min 15% B

pratok a teplota | 200 pL/min, 30 °C

mobilni faze byla odklonéna do odpadu prvnich 3,5 min analyzy

Hmotnostni spektrometrie

hmot. spektr. iontova past (LCQ Advantage, ThermoFinnigan)

iontovy zdroj chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

nastaveni zdroje | sheath gas 60 jednotek (N,), damping and collision gas (He), positivni mod,

a iontova optika™ | discharge current 4,5 pA, vaporizer temperature 300 °C, capillary voltage 11

V, tube lens offset 30 V, capillary temperature 170 °C

Pristup ke hledani neznamvch metabolita

K detekci metabolitli sibutraminu v mo¢i byly vyuZity rizné skenovaci mody (plny
sken, sken prekurzorovych ionti a sken neutralni ztraty) trojitého kvadrupdlu. Sken
prekurzorovych iontii byl proveden ve dvou individudlnich experimentech. Prvni série
iontd, m/z 125, 139 a 179, byla vybrana z MS/MS (tandemova hmotnostni
spektrometrie) spekter standardl sibutraminu, M1 a M2. Druha série iontt, m/z 177,
191 a 233, byla vybrana z MS/MS spektra standardu M2-OH. Sken neutralni ztraty 176
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a 80 amu (atomic mass units) byl proveden pro selektivngjsi detekci konjugath
s kyselinou glukuronovou (176 amu) a sulfatem (80 amu). Kvili p¥itomnosti NH;" iontii
v mobilni fazi byl proveden sken neutrdlni ztraty ammonych aduktd ([M+NHj'])

glukuronida (193 amu) a sulfat (97 amu).

4.3.2. Vysledky a diskuse

Fragmentacni chovani standardnich sloucenin

Hmotnostni spektra byla zméfena pro standardni roztoky sibutraminu a jeho ti
metabolitll. Protonované molekuly [M+H]" sibutraminu byly pozorovany pii m/z 280,
metabolitu M1 pii m/z 266, metabolitu M2 pii m/z 252 a metabolitu M2-OH pii m/z
268. MS/MS spektra [M+H]" iont sibutraminu, M1 a M2 ukézala stejné produktové
ionty pti m/z 235, 179, 153, 139, 125 a 109 (tabulka 15). Protonované molekuly
sibutraminu, M1 a M2 ztraceji své NH(CHs3),, NH,CH; a NHj3 ¢asti za vzniku
spole¢ného iontu m/z 235 (Ding et al. 2003). Protonované molekuly M2-OH
fragmentovaly za vzniku produktovych ionti o m/z 233, 191, 177, 165, 163, 151 a 139
(tabulka 15). Ztratou H,O a NHj3 a jeji kombinaci se ztratou zbytkit CH,=CHCH3; nebo
CH,=C(CHs); vznikaly produktové ionty o m/z 233 ([M+H-H,O-NHs]"), m/z 191
([M+H-H,0-NH3-CH,=CHCH3]") a m/z 177 ([M+H-H,0-NH3-CH,=C(CH3),]").

Tabulka 15. Retenéni &asy, prekurzorové ionty a spektrum produktovych iontd (MS? iontova past)

standardnich slou¢enin. Retenéni ¢asy (tr) se vztahuji k chromatografickému systému 2.

Standard | tg (min) | m/z m/z (relativni zastoupeni) produktovych iontt
sibutramin | 13,3 | 280 | 109(3), 125(11), 139(100), 153(61), 179(9), 235(3)
M1 11,6 | 266 | 109(3), 125(13), 139(100), 153(67), 179(11), 235(4)
M2 11,9 | 252 | 109(3), 125(5), 139(100), 153(67), 179(10), 235(13)
M2-OH 9,9 268 | 139(3), 151(23), 163(9), 165(17), 177(95), 191(42), 233(100)

Hledani metaboliti

Data naméfena v plném skenu byla vyhodnocena pomoci softwaru Metabolite ID
(verze 1.3, Applied Biosystems/MDS Sciex). Vzorky moci 12 h a 24 h byly porovnany
proti 0 h vzorku moc¢i (kontrola). Pii detekci metaboliti z LC/MS analyz bylo vyuzito
charakteristické izotopické zastoupeni vyplyvajici z pfitomnosti atomu chloru

v molekule sibutraminu (nebo jeho metabolitl). Ze zdznaml naméfenych skenem
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prekurzorovych iontd a skenem neutrdlni ztradty bylo hledani metabolitd provedeno
manualné. Na zakladé béznych biotransformaénich zmén byly vypoéteny poméry m/z
predpokladanych metaboliti. Mezi zahrnuté biotransformacni reakce I. faze pattila (di-
)demethylace, (di-)hydroxylace, oxidace methylu na aldehyd a karboxylovou kyselinu,
oxidace methylenu na keton a jejich kombinace. Ze vSech moznych reakci II. faze
biotransformace byla vybrana konjugace s kyselinou glukuronovou a sulfatem.

Retenéni ¢asy a hodnoty m/z pro Sest metaboliti sibutraminu (M1-M6) nalezenych
ve 12 h vzorku moci jsou uvedeny V tabulce 16. Ve vSech piipadech, vyjma skenu
prekurzori iontu m/z 233, nebyly signaly metabolitl pfili§ intenzivni v zaznamech
celkového iontového chromatogramu (total ion chromatogram) a byly detekovany
pouze z extrahovanych iontovych chromatogramli (extracted ion chromatogram).
Metabolit M1 a M2 byly detekovany skenem prekurzoru iontd m/z 125 a 139
Vv reten¢nich ¢asech 13,9 a 14,1 min. Nizkd intenzita chromatografickych pika a vysoky
Sum pozadi zabranily jejich spolehlivému ur¢eni z dat naméfenych plnym skenem. Ve
srovnani s parentni latkou, hmotnostni rozdil -14 amu u metabolitu M1 a -28 amu u
metabolitu M2 ukazuji na pFitomnost dvou demethyla¢nich kroki v metabolismu
sibutraminu. Metabolity M3-M6 byly detekovany ve vSech typech skent. Tyto
metabolity byly nalezeny hlavné jako [M+NH,]" adukty a jejich protonované molekuly
[M+H]" byly detekovéany pfi niz§ich intensitach signalu. Signaly nalezené ve skenech
neutralni ztraty 176 a/nebo 193 amu naznadily, ze metabolity M3-M6 jsou
pravdépodobné konjugaty s kyselinou glukuronovou.

Ackoliv byla analytickd metoda pouze kvalitativni, porovnani extrahovanych
iontovych chromatogramii jednotlivych [M+NH,]"adukti ukézalo, Ze potadi intenzit
metaboliti bylo M6 >> M5 > M4, M3. Hlavnimi metabolity Vv moci byly tedy M6 a M5.
V 24 h vzorku mo¢i byly nalezeny stejné metabolity jako v 12 h vzorku moci, vyjma
metabolitu M4. Nezmetabolizovany sibutramin, jiné metabolity 1. faze biotransformace

nez M1 a M2 nebo konjugaty se sulfatem nebyly ve vzorcich nalezeny.

83



Tabulka 16. Metabolity nalezené pomoci plného skenu, skenu prekurzorovych iontdl a skenu neutrdlni ztraty v 12 h vzorku moéi. Poméry m/z se vztahuji bud’
k protonovanym molekuldm [M+H]" a amonnym aduktiim [M+NH,4]" (v zavorce) nebo k produktovym iontiim vybranym pro prekurzorovy iontovy sken. Metabolity byly
separovany pomoci chromatografického systému 1, ve kterém nebylo dosazeno separace isomert jednotlivych metaboliti. Symboly +, - a X znaci, ze metabolit byl detekovan,

nedetekovan nebo jeho signdl nebyl v daném typu skenu ocekévan.

Metabolit| Pomér m/z tr Sken prekurzorovych iontd Sken neutralni ztraty Plny sken
[M+H]* (min) m/z vybraného produktového iontu
(IM+NH,]") Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 | Experiment 2
125 139 179 177 191 233 NL 176 NL 193
M1 266 13,9 + + - - - - X X -
M2 252 141 - + - - - - X X -
M3 486 (503) 15,0 - +(+) - - - - + (+) (+)
M4 502 (519) 13,5 - - - +) +) |+ - (+) -
M5 472(489) [ 149 [+(D [+ | - - - - (+) (+)
M6 488 (505) | 136 | (+) | () N B GO I N G I R ) - +) (+)
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Tabulka 17. MS" spektra a retencni ¢asy nalezenych metaboliti sibutraminu. Retenéni ¢asy se vztahuji

k chromatografickému systému 2.

Metabolit Isolované m/z (relativni zastoupeni) produktovych iontl
Ret. Cas m/z
typ MS"
M3 503 MS® | 486(100), 487(9)
13,2 min 486 MS® | 310(100), 311(10)
310 MS* | 125(17), 139(100), 144(5), 153(61), 179(17), 235(21), 254(8)
M4a 519 MS® | 326(7), 502(100), 503(11)
10,7 min 502 MS® | 282(11), 326(100), 327(8), 458(18)
326 MS* | 177(6), 233(24), 282(100), 283(7)
282 MS® | 151(27), 163(11), 165(13), 177(100), 191(44), 233(39)
M4b 519 MS? | 326(5), 502(100), 503(8)
11,0 min 502 MS® | 308(6), 326(100), 327(5), 458(9), 484(15)
326 MS* | 177(56), 233(100), 251(22), 264(11), 282(17), 308(20)
M4c 519 MS® | 326(11), 502(100), 503(9)
11,3 min 502 MS® | 326(100), 327(5), 484(24)
326 MS* | 233(100), 282(62)
282 MS® | 151(16), 177(100), 191(15), 233(7)
Mba, M5b 489 MS® | 296(18), 472(100), 473(13)
13,1 min 472 MS® | 296(100), 297(12), 436(5)
296 MS* | 109(6), 125(6), 139(100), 153(53), 179(11), 235(7)
Mé6a 505 MS? | 312(64), 313(8), 488(100), 489(17)
10,6 min 488 MS® | 312(100), 313(7), 444(13), 470(5)
312 MS® | 233(8), 268(100)
268 MS* | 151(15), 163(8), 165(10), 177(100), 191(41), 233(40)
M6b 505 MS? | 312(100), 313(12), 470(11), 488(99), 489(17)
10,8 min 488 MS® | 312(100), 313(8), 444(61), 445(8), 470(90), 471(11)
312 MS® | 177(22), 233(68), 250(64), 251(23), 268(100), 294(42)
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Identifikace metabolitu

Urceni struktury neznamych metaboliti v moc¢i bylo zalozeno na vicenasobné
tandemové hmotnostné spektrometrické analyze (MS" analyze) a na porovnani MS"
spekter standardii a detekovanych sloucenin. Pouziti chromatografického systému 2
zlepsilo separaci metaboliti a isomery metaboliti M4 a M6 byly ¢aste¢né rozliSeny
(obrazek 14). Poméry m/z produktovych iontli metaboliti sibutraminu naméfenych pii
riznych MS" experimentech jsou uvedeny v tabulce 17. Navrzené struktury a

fragmenta¢ni chovani metabolitl sibutraminu je znazornéno na obrazku 15.

1OOE A) M3
01
1001
1 B) M4a
Q] M4b
g 1 i Md4c
- Ve
s
< 0 N
® 1007
2 1 C M5b
£ ; ) MSa\
S
01
1004 by M6b
E Méa
% “
] *
07 Trrrrrrrrrrrprrrrrrrr i 1Tt ror Tt T ‘\““\““\[‘\“““‘““\““

o 4 8 n 12 16

Time (min
Obrazek 14. Zaznam ze separace (systém 2) metaboliti sibutraminu nalezenych ve 12 h vzorku mo¢i.
Stopy TIC (Total Ion Current) byly ziskany pfi snimani spekter produktovych iontii (MS?) jednotlivych
metaboliti. Poméry m/z izolovanych a kolidovanych ionta byly A) 503 a 486 pro M3, B) 519 a 502 pro
M4, C) 489 a 472 pro M5 a D) 505 a 488 pro M6. Pik na spodnim chromatogramu oznaceny hvézdickou
pochazi ze signalu isotopu *’C1 metabolitu M3. Ostatni piky pozorované pii nizkych intensitach pochézeji

z endogennich sloucenin obsazenych ve vzorku moci.
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T (M3+H]* | IM3+H-Glu]*
m/z 486 m/z 310
144
254
o N o 0 ,COOH | 1o, . N OH |mst
\ﬂ/ OH| miz 486 \n/ miz 310
o 310 OoHOH 235 o
235 - CH,=CH(CH,), —> 179
] IM4a+H]* ] M4a+H-Glu]* "] [M4a+H-Glu-CO,]*
m/z 502 m/z 326 miz 282
OH OH OH
233 233
MS? N OH MS#* NH MSS
cl cl cl
miz 502 - miz 326 - miz 282
o}
282 233 - CH,=CHCH; —= 191
502 - CO, —— 458 233 - CH,=CH(CHy), — 177 233- CH,=CH(CHy), —= 177
] [MabsH] "] IM4b+H-Glu]*
m/z 502 m/z 326
OH OH
308
308 2331
o P o 0 ,COOH |y a N OH Ms?
\ﬂ/ OH|m/z 502 ot miz 326
OH
o OH o
326 282
502 - H,0 —— 484 326 - H,0 - CO, —— 264
502 - CO, ——= 458 233 - CH,=CH(CHy), ——= 177
| M4cHH] | IM4c+H-Glu]* " Mé4c+H-Glu-CcO,1*
m/z 502 m/z 326 m/z 282
OH OH OH
233 233
Oo_ COOH
N o Ms3 N OH Ms¢ NH MsS
cl cl cl
-~ \n/ OH| miz 502 -~ miz 326 -~ miz 282
OH
o OH o
326 233 - CH,=CHCH, —— 191
282
502 - H,0 ——= 484 233- CH,=CH(CH), —= 177
] M5+H]* | IM5+H-Glu]*
m/z 472 m/z 296
a HN o. O ,COOH |\1ss o HN OH Ms?
Y on|miz 472 \ﬂ/ miz 296
OH 235
o 26 OH o
472 - 2H,0 — 436 235 - CH,=CH(CH,),— 179
"] M6a+H]* | M6a+H-Glul* "] IM6a+H-GIu-CO,J*
2
m/z 488 m/z 312 miz 268
OH OH OH
233 233
o HN o o COOH | 1153 o HN OH Ms? o NH, Ms?
\ﬂ/ oH | miz 488 miz 312 miz 268
OH
o 312 OH o
488 - H,0 ——= 470 268 233 - CH,=CHCH, ———= 191
488 - CO, ———= 444 233 - CH,=CH(CH,), — 177
] IM6b+H]* | (M6b+H-GIu]*
m/z 488 m/z 312
OH OH
204
233 —1
a HN 0d_ O\ COOH |ys: o HN OH M
\ﬂ/ OH|m/z 488 ot miz 312
OH
o 312 OH o
268
488-H,0 470 312 - H,0 - CO, —= 250
488 - CO, ——= 444 2 2
233 - CH,=CH(CH,), —> 177

Obrizek 15. Navrzené struktury metabolit sibutraminu nalezenych v lidské moci a jejich fragmentace

v LC-ESI/MS/MS experimentech.
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Metabolity M1 a M2

Metabolity M1 a M2, detekované v moc¢i v nizkych koncentracich, byly uréeny
jako demethylsibutramin (M1) a didemethylsibutramin (M2). Identita metabolitd M1 a
M2 byla potvrzena porovnanim MRM analyzy vzorku moci s analyzou standardnich

roztokt metabolitt M1 a M2.

Metabolit M3

Metabolit M3 (molekulovd hmotnost 485 g/mol) byl uren jako
karbamoylglukuronid demethylsibutraminu. Amonny adukt metabolitu ([M+NH4]") 0
m/z 503 fragmentoval pfi MS? experimentu na produktovy iont m/z 486 ([M+H]"), ktery
fragmentoval pii MS® experimentu na produktovy iont m/z 310 ([M+H-GIu]"). Nasledna
izolace a kolizné& indukovana disociace iontu m/z 310 (MS*) dala vzniknout iontim m/z
235, 179, 153, 139 a 125, které jsou charakteristické pro spektra produktovych iontl
standardi sibutraminu, M1 a M2. Toto naznaCovalo, Ze k metabolické modifikaci
nedoSlo na uhlovodikovém skeletu ani aromatickém kruhu sibutraminu. Vedle toho
poskytnul iont m/z 310 méné abundantni produktové ionty m/z 254 ([M+H-Glu-
CH,=C(CHs),]") a m/z 144 ([(CHs3),CHCH,CH=N(CH3)COOH]") v MS* experimentu.
Pomér m/z protonované molekuly aglykénu metabolitu M3 (m/z 310) je o 44 amu vétsi
nez metabolitu M1 (m/z 266). Domnivame se, ze CO; je navazan na atom dusiku
metabolitu M1 a utvafi se karbamova kyselina, ktera je konjugovana s kyselinou
glukuronovou.

Ethylkarbamat metabolitu M1 (molekulova hmotnost 337 g/mol) byl o¢ekavanym
produktem ethanolyzy metabolitu M3 ze vzorku moci. Tento produkt byl detekovan v
LC/MS analyze vzorku ze syntézy standardu ethylkarbamatu metabolitu Ml
Vv retenénim ¢ase 13,4 min. Ve vzorku moc¢i po ethanolyze nebyla detekce tohoto
produktu ale uspé$na, pravdépodobné kvili nizké koncentraci metabolitu M3
Vv plivodnim 12 h vzorku moci. I pfesto se ale domnivame, Ze dochazi k tvorbé
karbamoylglukuronidu demethylsibutraminu, ponévadZz navrzend struktura aglykonu
M3 obsahuje pouze R-N(CH3)COOH skupinu schopnou konjugace s kyselinou

glukuronovou.

Metabolity M4a, M4b a M4c
Metabolity M4a, M4b a M4c (molekulovd hmotnost 501 g/mol) byly

identifikovany jako karbamoylglukuronidy hydroxylovaného demethylsibutraminu.

88



Metabolity ionizovaly jako [M+NH,]" adukty pti m/z 519 a poskytly produktové ionty
m/z 502 ([M+H]") a m/z 326 ([M+H-Glu]*) béhem MS? experimentu. Produktové ionty
m/z 502 (MS®) byly zaznamenény pii m/z 326 ([M+H-GIu]*) a m/z 282 ([M+H-Glu-
CO,]") pro M4a, a pti m/z 484 ([M+H-H,O]"), m/z 326 ([M+H-GIu]*) a m/z 308
([IM+H-Glu-H,0]") pro Md4b. Spektra obou metaboliti M4a a Md4b také obsahovala
produktovy iont m/z 458, ktery vznika eliminaci samotného CO,. Ztrata CO, béhem
FAB-MS/MS (Fast Atom Bombardment-MS/MS) analyzy byla uvedena pro
karbamoylglukuronid karvedilolu (Schaefer et al. 1992) a pro benzylkarbamoyl a t-
butylkarbamoyl derivaty konjugatti glutathionu (Pearson et al. 1988). Bylo navrzeno, ze
k eliminaci CO; z karbamati dochazi skrze intramolekularni pfeuspofadani (Schaefer et
al. 1992). Produktové ionty m/z 484 ([M+H-H,0]") a m/z 326 ([M+H-GIu]*) byly
zaznamenany (MS®) pro m/z 502 Md4c. Struktura aglykéni metaboliti M4 byla
charakterizovana na zékladé spekter produktovych iontéi pro m/z 326 ([M+H-GIu]")
zaznamenanych v MS” experimentu. Pro metabolit M4a a M4c byly zaznamenany
abundantni ionty m/z 282 ([M+H-Glu-CO,]") a m/z 233 ([M+H-Glu-CO,-H,0-
NH,CHs]"). Produktové ionty pro m/z 282, zaznamenané v MS® experimentu, byly
stejné jako produktové ionty standardu M2-OH a naznacuji, Ze mistem hydroxylace je
uhlovodikovy skelet molekuly. Stejné tak byly zaznamenany v MS* experimentu
produktové ionty m/z 326 ([M+H-GIu]") metabolitu M4b. Ve spektru byly nalezeny
ionty m/z 282 ([M+H-GIlu-CO,]"), m/z 264 ([M+H-Glu-CO»-H,0]%), m/z 251 ([M+H-
Glu-CO2-NH,CHa3]"), m/z 233 a m/z 177. Struktura produktovych iontd o m/z 233 a m/z
177 je uvazovana stejna jako ve spektru produktovych iontii standardu M2-OH.
Ethylkarbamaty o molekulové hmotnosti 353 g/mol byly ofekévané produkty
ethanolyzy metaboliti M4a, M4b a M4c. Extrahovany iontovy chromatogram
protonované molekuly (m/z 354) z LC/MS analyzy ukazal jediny pik v retenénim case
10,3 min. MS? spektrum iontu m/z 354 ukézalo abundantni iont m/z 233 ([M+H-
NH(CH3)COOCH,CH3-H,0]") a méné intenzivni ionty o m/z 251 ([M+H-
NH(CHs)COOCH,CHs]"), 191, 177, 165 a 151. MS? spektrum také obsahovalo
produktové ionty m/z 308 ([M+H-CH3CH,0H]") a m/z 104 ([NH,(CH3)COOCH,CH3]")
charakterizujici ethylkarbamatovou ¢ast molekuly (tabulka 18, obrazek 16). Zbylé dva
isomery produkti ethanolyzy metaboliti M4a, M4b a M4c nebyly nalezeny z LC/MS
analyzy. Tyto isomery nebyly bud’ chromatograficky separovany nebo pravdépodobné;ji
nebyly detekovany kvili nizké koncentraci pivodnich metabolith M4b a M4c, ve

srovnani s M4a, ve vzorku moci.
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Domnivame se, Ze aglykony metaboliti M4a, M4b a M4c obsahuji hydroxylovou
skupinu na uhlovodikovém skeletu molekuly a R-N(CH3)COOH funkéni skupinu.
Kvalitativni rozdily mezi spektry produktovych iontii protonovanych aglykonti téchto
metabolitl by mohly naznacovat, ze dochazi k tvorb¢ regioisomeri béhem hydroxylace

metabolitu.

Tabulka 18. Retenéni &asy, prekurzorové ionty a spektra produktovych iontii (MS? iontova past)
ethylkarbamati detekovanych ve vzorku moc¢i po ethanolyze. Retenéni casy (tr) se vztahuji

k chromatografickému systému 3.

Produkt ethanolyzy tr (Min) | m/z m/z (relativni zastoupeni) produktovych iontid

Ethylkarbamat M1-OH 10,4 | 354 | 104(14), 151(5), 165(5), 177(13), 191(6),
233(100), 251(6), 308(7)

Ethylkarbamat M2 11,8 | 324 | 125(27), 139(100), 153(53), 179(15), 235(11)

Ethylkarbamat M2-OH 9,9 | 340 | 177(26), 233(100), 251(35), 283(6), 322(54)

Ethylkarbamat M2-OH 100 | 340 | 151(7), 165(5), 177(23), 191(8), 233(100),
251(5), 294(9), 322(5), 326(9)

T MeHE T IMeH)
m/z 354 m/z 324
OH
233
cl A O~ nl\qllszzsszt cl " O~ M/Szzsm
251 235
104 0 (]
308
233 - CHZZCHCH3 — 191 235 - CHZZCH(CH3)2 —= 179
233 - CH,=CH(CH,), —— 177
A) 2 372 B)
| MeHE ] IM+HP
m/z 340 m/z 340
OH OH
322
233 — 233
HN o) MS2 HN o MS2
I I
¢ ~ miz340 ~ m/z 340
251 251
0 0
294
340" - (CH,),CHCH,® ——= 283+° 233 - CH,=CHCH, —— 191
Q) 233 - CH,=CH(CHy), ——= 177 D) 233 - CH,=CH(CH,), — 177

Obrazek 16. Navrzené struktury a fragmentace v LC-APCI/MS/MS experimentech A) ethylkarbamatu
M1-OH, B) ethylkarbamatu M2, C) ethylkarbamatu M2-OH vretencnim case 9,9 min a D)

ethylkarbamatu M2-OH v retenénim ¢ase 10,0 min.
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Metabolity M5a a M5b

Metabolit M5 (molekulovd hmotnost 471 g/mol) byl uréen jako
karbamoylglukuronid didemethylsibutraminu. Amonny adukt metabolitu [M+NH,]" o
m/z 489 fragmentoval na produktové ionty m/z 472 ([M+H]") a m/z 296 ([M+H-GIu]")
behem MS? experimentu. Abundantni iont m/z 296 ([M+H-Glu]*) byl zaznamenan ve
spektru produktovych iontd m/z 472 (MS®). Protonovana molekula aglykonu (m/z 296)
poskytla produktové ionty m/z 235, 179, 153, 139, 125 a 109 v MS* experimentu. Tyto
produktové ionty jsou shodné s produktovymi ionty M2 (didemethylsibutramin) a
ukazuji, Ze metabolit byl modifikovan v ¢asti obsahujici atom dusiku. Jelikoz je pomér
m/z protonované molekuly aglykénu metabolitu M5 (m/z 296) o 44 amu vétsi nez
metabolitu M2 (m/z 252), domnivame se, ze CO; je navazan na atom dusiku metabolitu
M2.

Predpokladany zplsob vazby kyseliny glukuronové k metabolitu |. faze ptes
utvoreni karbamoylglukuronidu byl potvrzen ethanolyzou vzorku moci. Po LC/MS
analyze ukdzal extrahovany iontovy chromatogram protonované molekuly ocekévaného
produktu (molekulova hmotnost 323 g/mol) jediny pik v retenénim ¢ase 11,8 min.
Kolizn¢ indukovana disociace iontu m/z 324 poskytla produktové ionty m/z 235
([M+H-NH,COOCH,CH;]") a m/z 179, 165, 153, 139 a 125 (tabulka 18, obrazek 16).
Ethanolyza M5 ve vzorku moci poskytla skrze ,,reesterifikaci kyseliny glukuronové®
ethylkarbamat M2. Vznikly ethylkarbamat M2 mél stejny reten¢ni Cas a spektrum
produktovych iontd jako standard ethylkarbaméatu  vznikly reakci M2
s ethylchloroformiatem.

Chromatografickd separace naznalila, Ze ve vzorku by mohly byt pfitomny
stereoisomery Mb5. Pouzitim gradientu s mensi strmosti bylo dosazeno ¢aste¢né
separace obou isomerll (oznaCenych jako M5a a M5b), které mély identicka spektra
produktovych ionti. JelikoZ je chiralni kyselina glukuronovda konjugovana
s metabolitem 1. faze obsahujicim jedno chiralni centrum a racemicky sibutramin slouzil
jako substrat, domnivame se, Ze dva diastereoisomery M5 byly céastecné

chromatograficky rozdéleny.
Metabolity M6a a M6b

Metabolity M6a a M6b byly urceny jako karbamoylglukuronidy hydroxylovaného

didemethylsibutraminu.
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Amonny adukt M6a [M+NH,;]" o m/z 505 fragmentoval na produktové ionty m/z
488 ([M+H]) a m/z 312 ([M+H-Glu]*) bshem MS? experimentu. Spektrum
produktovych iontd zaznamenané pro m/z 488 (MS®) obsahovalo ionty m/z 444 ([M+H-
CO,]") a m/z 312 ([M+H-Glu]"). Vznik produktového iontu m/z 444 si vysvétlujeme
ptes stejnou intramolekuldrni eliminaci CO,, jaka byla diskutovana pro metabolity M4a
a M4b. Produktové ionty m/z 312 byly vytvofeny v MS® experimentu pro charakterizaci
struktury aglykonu M6a. Zaznamenané spektrum obsahovalo abundantni iont m/z 268
([M+H-GIu-CO,]") a méné intensivni iont o m/z 233 ([M+H-GIu-CO,-H,0-NH;]").
Produktovy iont m/z 268 byl naslednd podroben MS* experimentu. Pozorované
fragmentacni chovani bylo podobné standardu M2-OH a naznacovalo, ze jedna
hydroxylova skupina je lokalizovana na uhlovodikovém skeletu molekuly.

Amonny adukt M6b [M+NH4]" o m/z 505 fragmentoval na produktové ionty m/z
488 ([M+H]") a m/z 312 ([M+H-Glu]") bshem MS? experimentu. Spektrum
produktovych iontt zaznamenané pro m/z 488 (MS®) obsahovalo ionty m/z 470 ([M+H-
H,01%), m/z 444 ([(M+H-CO,]") a m/z 312 ([M+H-GIlu]"). Pozorovany abundantni iont
m/z 470 pravdépodobné vznika ztratou H,O z hydroxylové skupiny nalézajici se na
uhlovodikovém skeletu metabolitu 1. faze. Spektrum produktovych iontd m/z 312
(IM+H-GIu]*) metabolitu M6b, zaznamenané v MS® experimentu, obsahovalo ionty m/z
294 ([M+H-Glu-H,01"), m/z 268 ([M+H-GIu-CO,]"), m/z 251 ([M+H-Glu-CO,-
NH3]"), m/z 250 ([M+H-GIu-CO,-H,0]") a m/z 233 a 177. Strukturu produktovych
iontli m/z 233 a 177 uvazujeme stejnou jako ve spektru produktovych iontl standardu
M2-OH. Pozorované kvalitativni rozdily mezi spektry produktovych iontli metabolitti
Mé6a a M6b piipisujeme rozdilnym pozicim hydroxylové skupiny umisténé na skeletu
aglykonu. Ptesna pozice hydroxylové skupiny nemohla byt z naméfenych hmotnostnich
spekter stanovena.

Molekulova hmotnost 339 g/mol byla vypocltena pro ocekavané produkty
ethanolyzy metabolithi M6a a M6b. Po LC/MS analyze ukéazal extrahovany iontovy
chromatogram iontu m/z 340 (protonovana molekula) dva piky v retenénim case 9,9 a
10,0 min. Spektrum produktovych iontli zaznamenané pro m/z 340 v reten¢nim ¢ase 9,9
min obsahovalo ionty m/z 322 ([M+H-H,0]"), m/z 251 ([M+H-NH,COOCH,CHa]"),
m/z 233 a m/z 177. Série iontd m/z 233, 191, 177, 165 a 151 spolu s ionty m/z 251
([M+H-NH,COOCH,CH3]") a m/z 294 ([M+H-CH3CH,0OH]") byly zaznamenany ve

spektru produktovych iontli m/z 340 v retenénim case 10,0 min (tabulka 18, obrazek
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16). Tyto dva castecné separované piky byly pfisouzeny hydroxylovanym
regioisomertum jednotlivych ethylkarbamati vzniklych z metaboliti M6a a M6b.
Ethylkarbamat v reten¢nim ¢ase 10,0 min nalezeny ve vzorku moci po ethanolyze
mél stejny retencni cas a spektrum produktovych iontl jako standard ethylkarbamaéatu
vznikly reakci M2-OH s ethylchloroformiatem. Tento vysledek potvrzuje, ze metabolity
Mo6a a M6b maji strukturu karbamoylglukuronidu a neptimo ukazuje, ze jeden z nich
nese hydroxylovou skupinu na koncovém uhliku isobutylu (stejna pozice hydroxylu

jako ve standardu M2-OH).

Metabolicky profil sibutraminu v lidské moci

Navrzeny metabolicky profil sibutraminu v lidské mo¢i je znazornén na obrazku
17. V lidské moci byly nalezeny dva metabolity I. faze (M1 a M2) a osm metaboliti II.
faze (M3-M6) biotransformace sibutraminu. Postupna mono- a di-N-demethylace
sibutraminu méla za nasledek metabolity M1 a M2, které byly nalezeny jako minoritni
metabolity. Hlavnimi metabolity sibutraminu byly karbamoylglukuronidy utvotené
Z metabolith M1 a M2 a jejich hydroxylovanych analogii. Dospéli jsme k zavéru, ze
hydroxylova skupina metaboliti M4 a M6 je situovana na uhlovodikovém skeletu
molekul a Ze regiospecifickd hydroxylace by mohla mit za nasledek tvorbu
regioisomerti metabolitt M4 a M6. Hydroxylované regioisomery metabolitu M2, jeden
na koncovém atomu uhliku isobutylu a druhy na atomu uhliku cyklobutylu (cis-
geometrie), byly nalezeny u lidi a jejich syntéza uvedena (Jeffery et al. 1996). Nalezené
karbamoylglukuronidy jsou podobné tém, které byly jiz diive uvedeny pro slouceniny
obsahujici primarni nebo sekundarni aminovou skupinu (Beconi et al. 2003). Tyto
metabolity byly pravdépodobné utvotfeny chemickou reakci aminu a CO; s naslednou
enzymatickou glukuronidaci vzniklého karbamatu za utvofeni stabilniho konjugétu.
Napiiklad, in vitro, ve smési jaternich mikrosomd s uridin 5'-difosfat (UDP)-
glukuronovou kyselinou a v prostiedi obohaceném na CO; bylo dosazeno tvorby
karbamoylglukuronida  karvedilolu  (Schaefer  1992),  di-[2S,3S]-2-amino-3-
methylpentanoic-1,3-thiazolididu fumaratu (ILT-threo) a jeho allo stereoisomeru (ILT-
allo) (Beconi et al. 2003) a 1-(3-[2-[(2-ethoxy-3-pyridinyl)oxy]ethoxy]-2-pyrazinyl)-
2(R)-methylpiperazinu (BVT.2938) (Edlund et al. 2004). Karbamoylglukuronidy
tocainidu (Elvin et al. 1980, Kwok et al. 1990), mofegilinu (Dow et al. 1994),
rimantadinu (Brown et al. 1990), mexiletinu (Senda et al. 2003) a setralinu (Tremaine et

al. 1989) byly také nalezeny v lidské moci a plasmé.
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Obrazek 17. Navrzené hlavni metabolické cesty eliminace sibutraminu v lidské moci. Nezménény sibutramin nebyl nalezen. Pofadi reakci naznacené pro hydroxylaci a

glukuronidaci béhem tvorby M4 a M6 je predbézné.
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5. ZAVER
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5.1. Metabolismus sibutraminu v jaternich mikrosomech potkana

a Vv primarni kultufe hepatocytl potkana

1. Byla vyvinuta analyticka metoda pro stanoveni metabolitd sibutraminu
Vv jaternich mikrosomech a v primarni kultuie hepatocyta potkana.

2. Metabolity M1 a M2 byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie a
pomoci synteticky pfipravenych standarda. Struktura metaboliti M3 a M4 byla
castecné charakterizovana pomoci hmotnostni spektrometrie.

3. Bez ohledu na pouzitou enantiomerni formu substratu byly nalezeny
metabolity M1 a M2 jako jediné produkty biotransformace sibutraminu
v mikrosomech potkana. 1. faze biotransformace sibutraminu v mikrosomech
potkana se neukdazala jako stereoselektivni.

4. V hepatocytech, inkubace R-sibutraminu vedla pouze k tvorbé metaboliti M1 a
M2; inkubace S-sibutraminu méla za nasledek tvorbu ¢tyf hlavnich metabolitt
(M1, M2, M3 a M4).

5. Bylo ukazano, ze 1. faze biotransformace sibutraminu V primarni kultufe
hepatocytl potkana je stereoselektivni. NiZs§i biotransformace R-sibutraminu,
spolu s jeho vyssi Géinnosti pfi snizovani pfijmu potravy a télesné hmotnosti

(Glick et al. 2000) by mohla tento enantiomer zvyhodnovat.
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5.2. Metabolismus sibutraminu v lidskych mikrosomech

1. Byla vyvinuta analytickd metoda, kombinujici achirdlni a chirdlni HPLC
separaci, pro stanoveni sibutraminu a jeho metaboliti na chirdlni Grovni.

2. Bez ohledu na pouzitou enantiomerni formu substratu byly nalezeny metabolity
M1 a M2 jako jediné produkty biotransformace sibutraminu v mikrosomalni
frakci jaterni tkané Clovéka. Hlavnim vznikajicim metabolitem byl metabolit
ML1.

3. Vysledky ukazaly, Ze 1. faze biotransformace sibutraminu v mikrosomalni frakci
jaterni tkdn¢ ¢loveéka je stereoselektivni a stereospecificka. Nizsi afinita enzymu,
ktery se podili na N-demethylaci sibutraminu k jeho R-enantiomeru, je pfi¢inou
niz§i rychlosti biotransformace R-sibutraminu. Béhem N-demethylace
sibutraminu na metabolit M1 je zachovana konfigurace na chiralnim uhliku a
nedochazi k chiralni inverzi sibutraminu.

4. Jelikoz bylo ukazano, ze R-enantiomery metabolitu M1 a M2 jsou
farmakologicky U¢innéjsi nez jejich S-enantiomery i neZ rac-sibutramin, nabizi
se zde moznost pouziti ¢istého enantiomeru R-sibutraminu (popf. R-M1 nebo R-
M2) namisto rac-sibutraminu (Glick et al. 2000). Uvedené vysledky podporuji

pouziti R-sibutraminu i z farmakokinetického hlediska.
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5.3. Metabolicky profil sibutraminu v lidské moci

1. Kombinaci riiznych skenovacich technik trojit¢ého kvadropolu a vicenasobnou
MS/MS analyzou na iontové pasti byla provedena detekce a identifikace
neznamych metabolit sibutraminu v lidské moci.

2. Byly nalezeny dva metabolity I. faze (M1 a M2) a osm metabolitd II. faze (M3-
M6) biotransformace sibutraminu. Hlavnimi metabolity sibutraminu byly
karbamoylglukuronidy utvofené z metabolitti M1 a M2 a jejich
hydroxylovanych analogt.

3. Detekované karbamoylglukuronidy byly charakterizovany pomoci LC-MS/MS
analyzy a chemickou modifikaci jejich struktury. Spektra produktovych ionti
umoznily stanoveni funkénich skupin metabolitl, ale diagnostické produktové
ionty, které by vedly k uréeni mista glukuronidace, nebyly v hmotnostnich
spektrech metabolitli pozorovany. Misto glukuronidace bylo uréeno pomoci
ethanolyzy vzorkii moci. Nasledkem toho byly v LC/MS analyze detekovany
ethylkarbamaty pavodnich karbamoylglukuronidf, které potvrzovaly jejich
puvodni strukturu.

4. Je velmi zajimavé, ze byla nalezena zcela vyhradné¢ tvorba
karbamoylglukuronidd, ackoliv metabolicka modifikace sibutraminu poskytla
pro konjugaci s kyselinou glukuronovou amino (demethylace) i hydroxylovou
(hydroxylace) skupinu. Karbamoylglukuronidy slou¢enin obsahujicich primarni
nebo sekundarni amino skupinu byly popsany jiz diive a je mozné, Ze tento

vvvvvv

2003).
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6. SUMMARY
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Obesity represents a serious problem especially in American and European
populations. Pharmacotherapy in combination with a reduced calorie diet is
recommended for obese patients as a multi-modal approach to weight loss. Sibutramine
hydrochloride monohydrate represents one of the few established and well-proven
agents available for treatment of obesity. It is sold as a racemic mixture under the trade-
name Meridia, Reductil or Lindaxa. It acts as a monoamine reuptake inhibitor. The
weight loss of patients induced by sibutramine is thought to be due to a combination of
serotonin- and noradrenaline-mediated mechanisms that increase both satiety and
energy expenditure.

In organisms, sibutramine is rapidly demethylated to form metabolites M1 and
M2. These metabolites contribute largely to the pharmacological effects of sibutramine
and the pharmacokinetic characteristics of M1 and M2 were thoroughly studied in
human plasma. Although sibutramine is widely used for the treatment of obesity almost
ten years, the published information on the further metabolic fate of metabolites M1 and
M2 as well as on the elimination of sibutramine from the body is almost exclusively
limited to package inserts of the product. To address this issue we determined the routes
of elimination of sibutramine in humans via urine. LC-API/MS was utilized for
detection of unknown metabolites and subsequent tentative structural characterization.

Two phase | (M1 and M2) and eight phase Il metabolites of sibutramine were
found in human urine. Consecutive mono- and di-N-demethylation of sibutramine
resulted in metabolites M1 and M2, which were found as minor metabolites. Carbamoyl
glucuronides formed from metabolites M1, M2, and their hydroxylated analogs were the
main metabolites of sibutramine. These metabolites were probably formed by the
chemical reaction of the amine with CO, followed by enzymatic glucuronidation of the
carbamate.

The results allowed us to insight into the biotransformation and elimination of
sibutramine in humans and we present a new way for conjugation of sibutramine
metabolites.

Sibutramine and both M1 and M2 metabolites are chiral compounds. The
enantioselective pharmacodynamic profile of these enantiomers has been reported. The
R-enantiomers act as more potent monoamine reuptake inhibitors than the S-
enantiomers. One aim of this study was to evaluate the stereoselectivity in phase | of
sibutramine biotransformation in rat and man. The in vitro formations of the main

metabolites from R-, S- and rac-sibutramine were studied and compared. Primary
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cultures of rat hepatocytes, microsomal fraction of rat liver homogenates and
microsomal fraction of human liver homogenates were used as model systems,
respectively.

Only metabolites M1 and M2 were detected after incubation of sibutramine with
rat liver microsomes regardless of the enantiomeric form of substrate used. We did not
conclude the phase | biotransformation of sibutramine to be stereoselective from these
data. On the other hand, pronounced stereoselectivity of sibutramine biotransformation
was found in primary cultures of rat hepatocytes. While R-sibutramine incubation led to
formation of two main metabolites (M1 and M2) only, incubation of S-sibutramine or
rac-sibutramine (to a lesser extent) resulted in four major metabolites (M1, M2, M3 and
M4) and 2-3 minor metabolites. R-sibutramine was found as enantiomer with less
extensive biotransformation than the S-enantiomer by rat hepatocytes in vitro.

Metabolites M1 and M2 were detected as the only biotransformation products of
sibutramine in human liver microsomes regardless of the enantiomeric form of substrate
used. The main metabolite formed was M1. The results showed, that the phase |
biotransformation of sibutramine is stereoselective and stereospecific in human liver
microsomes. R-sibutramine was found as enantiomer with less extensive
biotransformation than the S-enantiomer by human liver microsomes in vitro.
Moreover, it was shown, that the chiral carbon atom configuration is retained during
formation of M1 and that sibutramine did not undergo chiral inversion.

On the basis of these results, R-sibutramine could be considered as enantiomer
with less extensive biotransformation than the S-enantiomer by rat hepatocytes and
human liver microsomes in vitro. Lower biotransformation might mean slower
deactivation, lower risk in drug-drug interactions and inter-individual variability.
Moreover, it was reported that both R-desmethylsibutramine and R-
didesmethylsibutramine were clearly more potent in depressing food intake and
decreasing body weight than the S-enantiomers. Thus R-sibutramine might represent the
more advantageous sibutramine enantiomer from pharmacokinetic as well as
pharmacodynamic points of view. The results obtained in vitro should be considered as
preliminary with respect to well-known in vivo stereoselective processes such as
absorption, protein binding and elimination which altogether, in addition to metabolism,

determine the final disposition of individual enantiomers.
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