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Apstrakt. Alprenolol, kao i većina beta-adrenergičnih blokatora, podli­
ježe brzoj metaboličkoj transformaciji u humanom organizmu. Kao rezul­
tat metaboličkih promjena alprenolola, do sada su u urinu identifikovani
slijedeći metaboliti: 4-hidroksi-alprenolol, N-dezizopropil-alprenolol i odgo­
varajući glukuronidi (1).

U radu je prikazana identifikacija novog metabolita alprenolola, me-
toksi-hidroksi-alprenolola, koja je provedena priređivanjem derivata i ispiti­
vanjem njihove strukture sa vezanim sistemom gasna hromatografija —
spektrometrija masa.

Ključne riječi: alprenolol, metaboliti, gasna hromatografija — spek­
trometrija masa, identifikacija.

UVOD

Ispitivanje sudbine beta-adrenergičnih blokatora u humanom or­
ganizmu, praćenje njihovog metabolizma i njihovo određivanje u tjeles­
nim tečnostima neophodno je za pravilno doziranu terapijsku primjenu,
ali i za kontrolu eventualne zloupotrebe. Većina beta-adrenergičnih blo­
katora se ekstenzivno metabolizira po tipu »prvog prolaza kroz jetru«
(2), pri čemu nastaju neki farmakološki aktivni metaboliti (3). Značajno
je da pri ovom tipu metabolizma znatno varira sadržaj beta-adrenergič­
nih blokatora i njihovih metabolita u tjelesnim tečnostima kod poje­
dinih osoba nakon uzimanja iste doze.

Za identifikaciju i određivanje beta-adrenergičnih blokatora naj­
češće se upotrebljavaju gasna hromatografija i hromatografija pod po­
višenim pritiskom, a za ispitivanje strukture metabolita gasna hroma­
tografija — spektrometrija masa.

Tankoslojnom hromatografijom može se određivati pindolol u
plazmi i urinu (4). Hromatografija pod visokim pritiskom uz upotrebu
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ultraljubičastog ili fluorescentnog detektora koristi se za određivanje
propranolola (5), labetalola (6), metoprolola (7), sotalola (8) i njihovih
metabolita.

Pri identifikaciji i određivanju pojedinih beta-adrenergičnih blo-
katora u biološkim uzorcima gasnom hromatografijom upotrebljavane
su punjene i kapilarne kolone sa različitim stacionarnim fazama (9), uz
upotrebu plameno-jonizacionog i elektron-apsorbujućeg detektora (10).
Radi poboljšanja hromatografskih osobina, beta-adrenergični blokatori
i njihovi metaboliti određivani su u urinu u obliku trifluoracetil- (11),
heptafluorbutiril- i trimetilsilil-derivata (12).

Metabolizam beta-adrenergičnih blokatora vrlo intenzivno se pro­
učava zahvaljujući razvoju spektrometrije masa i njenim povezivanjem
sa gasnom hromatografijom uz primjenu brzih i moćnih računarskih
sistema. Upotrebom ovakvog sistema provedeno je razdvajanje i odre­
đivanje strukture metabolita oksprenolola (9), metoprolola (13), timo-
lola (12), alprenolola (1) i nadolola (14).

U ovom radu ispitani su ekstrakti urina zdravih osoba sakuplje­
ni u vremenskim intervalima od 3, 6, 9 i 12 sati nakon jednokratne
oralne doze od 50 mg alprenolol hidrohlorida (»Aptin«, SBS »Bosnali-
jek«) radi identifikacije prisutnih metabolita.

Radi dobivanja što boljih hromatografskih karakteristika, pove­
ćanja masa ispitivanih supstanci i dobivanja karakterističnih fragme­
nata na osnovu kojih je moguća brza i pouzdana identifikacija, prove­
dena je selektivna derivatizacija ispitivanih supstanci. Dobiveni N-tri-
fluoracetil, O-trimetilsilil derivati identificirani su na temelju analize ka­
rakterističnih fragmentnih jona dobivenih vezanim sistemom gasna hro-
matografija — spektrometrija masa na visoko selektivnoj kapilarnoj
koloni.

MATERIJAL I METODE

Ekstrakcija
5 ml urina podvrgne se kiselinskoj hidrolizi sa HC1, 6 mol/dm3

(»Kemika«) uz dodatak 50 mg cisteina (»Merck«) na 100°C u trajanju od
30 minuta. Nakon hlađenja na sobnoj temperaturi hidrolizatu se doda
5 ml etera (»Merck«) i dobro promućka. Eterski sloj se odbaci, a za­
ostala vodena faza neutralizira se sa KOH, koncentracije 12 mol/dm3
(»Merck«). Podešavanje pH-vrijednosti na 9,6 postiže se dodatkom kru­
tog pufera NaHCCh/NaaCCh u omjeru 2:1.

Ekstrakcija alprenolola i njegovih metabolita vrši se dodatkom
5 ml svježe destiliranog etera i ekstrahuje 10 minuta. Nakon centrifu-
giranja na 3000 obr/min. u trajanju od 5 minuta, eterski sloj se odvoji
i upari u struji nitrogena na 45 C, a ostatak se suši u vakuum-eksika-
toru sa P2O5 i KOH.
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Derivatizacija
1. Priređivanje N, O-trifluoracetil derivata (N,O-TFA-derivati)
Na suhi eterski ekstrakt doda se 20 nl anhidrida trifluoracetatne

kiseline (»Merck«) i grije 2 minute na 60°C. Smjesa se upari do suha, a
ostatak se otopi u 100 ni etilacetata (»Merck«) i podvrgne analizi meto­
dom gasna hromatografija — spektrometrija masa (GC-MS analizi).

2. Priređivanje N-trifluoracetil, O-trimetilsilil derivata
(N-TFA,O-TMS — derivati)

Suhi eterski ekstrakt tretira se sa 10 ni MSTFA*  (»Merck«) 2 mi­
nuta na 60°C, a zatim se doda 10 ni MBTFA**  (»Merck«) i zagrijava 5
minuta na 80°C.

Dobiveni N-TFA,O-TMS — derivati ispitani su GC-MS metodom.

Identifikacija

Za određivanje strukture metabolita alprenolola korišten je ve­
zani sistem gasni hromatograf DANI 3800 HR — dvostrukofokusirajući
spektrometar masa VG 7070 E (VG ANALYTICAL) uz upotrebu računa-
ra DIGITAL PDP 8-a i PDP 11/23 (Digital Equipment Corporation).

Separacija metabolita provedena je na kapilarnoj koloni DB-1 di­
menzija 25 m x 0,32 mm (John and Wihayl Scientific) uz protok heli-
juma kao gasa nosača od 2 ml/min. i temperaturu injektora od 260°C.
Korišten je temperaturni program pećnice:

160°C/l min. — (16°C/min.) — 290°C/8 min.
Injicirano je po 1 ni uzorka splitless-tehnikom. Ionizacija uzoraka

provedena je udarom elektrona energije 70 eV na temperaturi od 200’C.

REZULTATI I DISKUSIJA

Ispitivanjem je utvrđeno da se alprenolol izlučuje putem urina
uglavnom u formi metabolita i da je količina nemetaboliziranog alpre­
nolola veoma mala i može da se identifikuje u urinu samo u prva tri
sata nakon uzimanja jednokratne doze preparata (1). Pored već pozna­
tih metabolita alprenolola: hidroksi-alprenolola i epihidroksi-alprenolo-
la, u sakupljenim uzorcima urina identifikovali smo i novi metabolit
alprenolola.

Na slici 1 prikazani su hromatogrami jonske struje fragmentnih
jona m/z 266 i m/z 308, jona koji su signifikantni za N,O-TFA derivate
beta adrenergičnih blokatora sa bočnim lancem koji sadrži izopropilnu
grupu (15). Značajni hromatografski signali označeni su slovima A, B i
C. Signali A i C odgovaraju N,O-TFA derivatima metabolita alprenolola
poznate strukture hidroksi-alprenololu i epihidroksi-alprenololu.

* MSTFA = N-metil-N-trimetilsilil-trifluoracetamid.
** MBTFA = N-metil-bis-trifluoracetamid.
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Slika 1. Hromatogram jonskih struja jona m/z 266 i m/z 308

IRliFio? xl Bgd=54 1G-JAH-27
Bf*=8 I=3I2av Hs=584 Tic=168m
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Slika 2. Spektogram masa N, O-TFA derivata koji odgovara
hromatografskom signalu B
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Cilj naših istraživanja bio je hromatografski signal B, za koji
smo pretpostavili da pripada metabolitu alprenolola nepoznate struktu­
re. Detaljnom analizom spektograma masa prikazanog na slici 2 i na
osnovu do sada poznatih principa fragmentacije N,O-TFA-derivata ovog
tipa beta-adrenergičnih blokatora pokušali smo riješiti strukturu ovog
metabolita alprenolola.

Na spektrogramu masa jasno se uočavaju signali koji potiču od
karakterističnih jona m/z 308 i m/z 266. Jon mase 308 nastaje odcjep­
ljenjem bočnog lanca od molekulskog jona. Kao najintenzivniji javlja
se signal na m/z 266 koji nastaje daljom fragmentacijom jona m/z
308 uz izdvajanje fragmenta m/z 42. Jon mase 266 podliježe daljem
procesu cijepanja koji teče u dva pravca i kao rezultat toga nastaju
fragmentni joni m/z 152 i m/z 126.

Kao važan signal u rješavanju strukture nepoznatog metabolita
poslužio nam je signal koji se nalazi na kraju spektograma masa a po­
tiče od molekulskog jona m/z 583.

Na osnovu ovih informacija pretpostavili smo da se radi o me-
toksi-hidroksi alprenololu.

Na shemi 1. prikazana je fragmentacija N,O-TFA-derivata meta­
bolita alprenolola pretpostavljene strukture.

ou0-C-CF3 <

CH — CHj-N-i

H3C-CH-CH3

CH? - CH - CH2
och3F J m/z 563

m/z 305

On
CH2 -N - C - cs3

'm/z 125

ALPRENOLOL METOKSI HlDROKSI METABOLIT
O.N-TFAA DERIVAT

0-C-CF3 0
I • U

CH2 -CH — CH2—N—C - CFj
~b

o-c-cf3
ch2=ch

m/z *-2

m z U0

Shema 1. Fragmentacija N,O-TFA-derivata metabolita alprenolola
pretpostavljene strukture

Da bi se pouzdano mogla riješiti struktura nepoznatog metabo­
lita pristupilo se selektivnoj derivatizaciji ekstrakta urina sakupljenih
u različitim vremenskim intervalima nakon uzimanja alprenolola. De­
taljnom GC-MS analizom priređenih N-TFA,O-TMSjderivata došli smo
do sljedećih zaključaka.
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Slika 3. Hromatogram jonske struje fragmentnog jonam/z 284
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Slika 4. Spektogram masa hromatografskog signala Ć
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Na slici 3. prikazan je hromatogram jonske struje fragmentnog
jona m/z 284, koji je karakterističan za fragmentaciju N-TFA,O-TMS-
-derivata ovog tipa beta-andrenergičnih blokatora (16).

Na hromatogramu se jasno uočavaju signali koji potiču od ne-
metaboliziranog alprenolola i njegovih metabolita hidroksi alprenolola
i epihidroksi-alprenolola (signali A i B) i signal označen sa C, koji naj-
vjerovatnije potiče od do sada neidentifikovanog metabolita alprenolola.

Na spektogramu masa hromatografskog signala C (slika 4) uoča­
va se signal koji potiče od jona mase 284 a predstavlja ocjepljeni bočni
lanac od molekulskog jona. Fragmentacija jona m/z 284 odvija se dalje
u dva pravca i kao rezultat takvog cijepanja nastaju joni m/z 242 i
m/z 129 koji se nalaze u spektrogramu masa hromatografskog signala
C. Kao bazni signal prisutan je jon m/z 73, koji nastaje kao rezultat
odcjepljenja trimetilsilil grupe. Na kraju spektograma masa jasno se
uočava signal koji potiče od molekulskog jona m/z 535.

^OCF3CH3
0-^CH2- CH - CH2-N-CH
k O-Si(CH3)3 ^ch3
J1°ch3
\ i:h2-ch = ch2

O-Si(CH3)3
m/z 535

ALPRENOLOL
METOKSI - HIDPOKSI

METABOLIT O-TMS, N-TFA DERIVAT

cocf3 'CH3
t CH2 - CH ~ CH2-{~N -fr- CH

| A \Ch3
O-Si(CH?)-> \

m/z 2d4 
4 VJ

\ COCFj

tCH2 — C"CH2 tCH2-CH—CH2-NH
I I
O-Si(CH3)j O-Si(CH3)3

m/z 129 rn/^ 242

Shema 2. Fragmentacija N-TFA,O-TMS-derivata metabolita alprenolola
pretpostavljene strukture
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Analizom dobivenog spektograma masa i proučavanjem procesa
fragmentacije N-trifluoracetil, O-trimetilsilil derivata ovog metabolita,
prikazanog na shemi 2,potvrdili smo pretpostavku da se radi o metok-
si-hidroksi alprenololu sljedeće strukture:

O-CHj-CH-CHj-NH-CH

C//2 - CH~CH2
och3

Slika 5. Metoksi-hidroksi alprenolol

ALPRENOLOL METABOLITES STRUCTURE STUDY BY USING THE METHOD
OF GASS CHROMATOGRAPHY — MASS SPECTROMETRY

S um mar y

Alprenolole is subject to a fast metalobic transformation like other beta-
•blocking agents. Until no\v 4-hidroxy alprenolol and N-dcsizopropyl alprenolol
are identified as products of such metabolic transformations.

In the paper Identification of methoxy-hidroxy alprenolol, a new meta
bolite of alprenolol, perfomed by selective dcrivatization and GC-MS structure
examination. is described.
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