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Abstract

Detailed assessment of the biotransformation of compounds and the activity of their metabolites is an extremely important ele-
ment in the safety evaluation of a substance, both in preclinical and clinical studies. It should be noted that the metabolite may
differ from the parent compound in terms of physicochemical properties and consequently pharmacological and toxicological
properties.

The purpose of the biotransformation of xenobiotics is to increase their hydrophilicity, which allows excretion in the urine. The
metabolites of biotransformation phase I show undesirable pharmacological or toxic effects much more often. According to
U.S. Food and Drug Administration (FDA) guidance, if a metabolite in the human body accounts for more than 10% of the total
amount of metabolites, its safety should be thoroughly assessed. Metabolites can interact more strongly or weakly, or to the same
degree, with the same or a different molecular target as the parent compound. They can also display non-specific effects by, for
example, damaging macromolecules (e.g. proteins, nucleic acids) in the way that free radicals do.

In the case of new psychoactive substances (NPSs), the pharmacological properties, including metabolism, are largely unknown
until they are traded illegally and their users begin to appear in departments of toxicology or forensic medicine. It is in this way
that the activity profile and probable metabolic pathways of NPSs are determined. To determine the metabolites of NPSs is also
an important toxicological skill in the forensic testing of biological samples (blood/urine/tissue) collected from victims, in which
metabolites, not parent compounds, are usually found.

Using examples from the authors’ research and the available literature, the article aims to present alternative methods of me-
tabolism testing for NPSs. In vitro methods (application of microsomes, S9 fraction, hepatocytes, cytosol) are discussed and
comparisons are made between the results of in vivo tests on animals and analyses of autopsy material.

The experiments and the literature review demonstrate that by using in vitro methods the metabolism of NPSs can be predicted
with high probability. By improving existing methods of metabolism research and creating new and alternative ones it will be
possible to better understand metabolic pathways and better identify the NPS metabolites formed in the human body. This will
contribute not only to the development of better methods of treating NPS poisoning, but will also be of use when compiling
forensic and medical reports for the judiciary.
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1. Introduction

Metabolism is defined as the totality of biochem-
ical reactions occurring in cells. It can be divided
into primary metabolism, which is responsible for the
conversion and further use of substances that perform
specific functions in the body, and the metabolism of
xenobiotics, whose purpose is to excrete beneficial al-
ien substances (medicines) or harmful ones (narcotics,
designer drugs) from the body (mainly with the urine,
but also with the bile, sweat or milk) by increasing
their hydrophilicity (Fig. 1). Only very few substances
are not metabolised: highly polar substances that are
excreted in the urine, including oxalic acid and phthal-
ic acid, very volatile compounds excreted by the kid-
neys or lungs, including ethers and inhalational anaes-
thetics, and highly lipophilic compounds, which tend
to accumulate in adipose tissue (some dioxins). There
are two phases in the biotransformation of xenobiotics:
functionalisation and conjugation. In the functionali-
sation phase, compounds undergo oxidation, reduction
and hydrolysis reactions that reduce their lipophilici-
ty by increasing the number of hydrophilic function-
al groups in the molecule (e.g. hydroxyl, amine, and
carbonyl hydrophilic functional groups). During the
conjugation phase, the newly-formed polar functional
groups of xenobiotics are conjugated with large polar
residues, such as glucuronic acid, sulfate, acetic acid,

PHASE |
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Reactions:
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* reduction
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Figure 1. Phase I and phase II of xenobiotic metabolism.
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and glutathione. Many xenobiotics can only be excret-
ed in this way.

Biotransformation proceeds with greatest intensity
in the liver, but also takes place in the small intestine,
the lungs, the blood plasma, the skin, and the gonads.
At the cellular level, the greatest concentration of the
enzymes responsible for biotransformation occurs in
the area of the smooth endoplasmic reticulum, but
some of these enzymes also occur in the cytoplasm.
Some enzymes produced by the liver, such as ami-
dases and esterases, are secreted into the circulating
blood, where they catalyse biotransformation reactions
(Correia, 2012; Murray, 1995; Mutschler, Geisslinger,
Kroemer, Menzel, Ruth, Shifer-Korting, 2012; Sapo-
ta, 2017; Krechniak, 2007). Based on examples from
the authors’ own research and from the available lit-
erature, the aim of the paper is to present an overview
of the commonest alternatives to in vivo testing of the
metabolism of NPSs.

2. Metabolism phase I: Functionalisation

The first phase of metabolism, whose aim is to
increase the polarity of xenobiotics, mainly involves
oxidation, reduction, and hydrolysis reactions. It is
precisely in this phase that toxic metabolites are most
often formed.

PHASE II

Conjugation with systemic metabolites

PHASE I
METABOLITES
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2.1. Oxidation

The majority of reactions in phase I biotransfor-
mation are reactions of oxidation, which are catalysed
by enzymes known as oxidases, which catalyse an
oxidation reaction by removing hydrogen or its elec-
tron, and by enzymes known as oxygenases, which
introduce one oxygen atom (monooxygenase) or two
oxygen atoms (dioxygenases) into the xenobiotic mol-
ecule. Monooxygenases of the cytochrome P450 type,
which contain iron protoporphyrin IX as a prosthet-
ic group, play the dominant role here. They catalyse
a very broad range of NADPH- and oxygen-depend-
ent reactions, including hydroxylation, epoxidation,
dealkylation, N-/S-/O-oxidation, and dehalogenation
reactions of both aliphatic and aromatic compounds.
P450 cytochromes occur in the form of a number of
families and sub-families of isoenzymes that are pres-
ent in cells both constitutively and as synthesised un-
der the influence of induction by a specific xenobiotic.
P450 cytochromes are responsible for the metabolism
of very many groups of NPSs, which can be tested
using liver microsomes (human or animal) contain-
ing most cytochrome P450 isoforms or using micro-
somes prepared from insect cells transfected with the
human gene of the relevant cytochrome P450 isoform
(Gaunitz et al., 2019; Sauer, Peters, Schwaninger,
Meyer, Maurer, 2009; Teksin et al., 2009; Theobald,
Maurer, 2007).

Flavin monooxygenases (FMO) also catalyse ox-
idation reactions — especially with heteroatoms — for
example the oxidation of tertiary amines to amine ox-
ides and of primary and secondary amines to N-hy-
droxylamines. They differ, however, in respect of the
prosthetic group (flavin dinucleotide). Flavin monoox-
ygenase isoforms are classified in five groups accord-
ing to substrate and organ variation; the predominant
isoforms in humans are FMO1, FMO2, and FMO3.
Unlike in the case of cytochrome P450, they are not
inducted under the influence of xenobiotics; they
are marked, however, by lower substrate specifici-
ty. Thanks to insect cells transfected with the human
gene, specific isoforms can also be obtained for flavin
monooxygenases. Flavin monooxygenase is far less
important for the biotransformation of NPSs than cy-
tochromes; in practice it is only taken into considera-
tion for compounds possessing heteroatoms, such as
those derived from amphetamine (Hong et al., 2021;
Lee et al., 2009).

Monoamine oxidases (MAQ) are enzymes that cat-
alyse the oxidative deamination reaction of primary,
secondary, and tertiary amines — mainly endogenous
catecholamines and those derived from tryptamine.

Though this reaction may appear to be of little phys-
iological significance, drugs based on this system are
sufficiently important to the pharmacotherapy of many
diseases that a whole group of drugs known as mono-
amine oxidase inhibitors (MAOIs) has emerged. Stud-
ies of their involvement in NPS biotransformation are
few and only concern a small group of compounds,
such as those of the 2C family or that derive from the
NBOMe group (Nielsen, Holm, Leth-Petersen, Kris-
tensen, Olsen, Linnet, 2017; Theobald, Maurer, 2007).

Catechol-O-methyltransferases (COMT) are en-
zymes of the methyltransferase group that are phys-
iologically involved in the degradation of catechola-
mines. They exist in two forms: MBCOMT (associ-
ated with the cell membrane) and SCOMT (the solu-
ble form in the cytosol). Methylation of the hydroxyl
groups is not an important NPS biotransformation
pathway and the metabolites do not usually require
additional analysis for toxicological risk. The liter-
ature therefore lacks data selectively analysing the
metabolism effected by COMT. However, methylated
derivatives, including MDMA, have been identified in
many studies of metabolism that use liver microsomes
or cytosol (Meyer, Maurer, 2009).

Even though it does not play a significant role dur-
ing NPS biotransformation, epoxide hydrolase (EH)
is another enzyme worth noting. This enzyme is very
important from a toxicological point of view, as it neu-
tralises epoxide compounds formed during the attach-
ment of the oxygen atom to double bonds or during the
transformation of aromatic compounds by cytochrome
P450. The epoxide derivatives that then arise (e.g. car-
bamazepine — 10,11-epoxide) are often highly toxic.
This is why they are degraded to biphenolic deriva-
tives by epoxide hydrolase.

Alcohol dehydrogenase (ADH), which oxidises al-
cohols to aldehydes and is especially important in eth-
anol metabolism, and aldehyde oxidase (AQO), which
converts aldehydes to acids, are two further enzymes.

2.2. Reduction

The reduction reaction occurring under anaerobic
conditions is of much less importance in metabolic
transformations. Reduction plays a significant role in
the metabolism of azo compounds and of aromatic ni-
tro compounds to primary amines, which are catalysed
respectively by NADPH-cytochrome P450 reductase
and nitroreductase. Reactions of reductive dehalo-
genation also play an important role in the biotrans-
formation of xenobiotics, such as halothane or DDT.
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2.3. Hydrolysis

Hydrolysis reactions occur mainly under the influ-
ence of non-specific amidases/esterases to acids and
alcohols, or amines, occurring intra- and extracellular-
ly, in the circulating blood, the liver, the kidneys or the
spleen. Esterases catalyse the degradation of both es-
ters and amidases, but at different rates (as a rule, ami-
dases show greater persistence). They are divided into
four groups depending on substrate type: arylesterases
(degradation of aromatic esters), carboxylesterases
(aliesterases degrading aliphatic esters), cholinesteras-
es (enzymes specialised in degrading esters, in which
choline is the alcohol), and acetylesterases (acetic acid
esters).

Enzymes produced by bacteria of the large intestinal
flora are also important in the metabolism of xenobiot-
ics. They can cause hydrolysis of phase II metabolites,
which are reabsorbed via the hepatic and intestinal cir-
culations (Correia, 2012; Murray, 1995; Mutschler et
al., 2012; Sapota, 2017; Krechniak, 2007).

3. Metabolism phase II: Conjugation

During biotransformation phase II (thanks to the
functional group formed in phase I) metabolites are
conjugated with endogenous compounds, which usu-
ally cause their bioinactivation. Apart from methylat-
ed and acylated metabolites, most of the products of
conjugation are acidic and ionise, which greatly fa-
cilitates their excretion in the urine and bile. Phase II
metabolites are usually biologically inactive, though
exceptions, such as morphine-6-glucuronide, occur.
Conjugation proceeds in two phases: activation influ-
enced by a high-energy compound, followed by the
transfer of the conjugated group onto the molecule of
the xenobiotic under the influence of transferases.

The most important phase II reaction in humans is
conjugation with glucuronic acid in the form of ac-
tive glucuronic acid (UDP-glucuronic acid), which
is catalysed by UDP-glucuronosyltransferase (UGT).
This enzyme belongs to two families, which together
contain 19 enzymes. Many endogenous compounds
and xenobiotics are subject to glucuronidation, includ-
ing NPSs, such as AB-CHMINACA (Erratico et al.,
2015), 25B-NBF (Kim et al., 2019), and designer ben-
zodiazepines (Pettersson Bergstrand, Richter, Maurer,
Wagmann, Meyer, 2019).

Conjugation with active sulfate (PAPS) by sul-
fotransferase (SULT), an enzyme with more than
a dozen isoforms of differing substrate and organ
specificity that is only slightly prone to induction,

is a further important phase II reaction. As a route
of phase II metabolism, sulfonation has been de-
scribed, for example, for the following amphetamine
derivatives:  3,4-methylenedioxyethylamphetamine
(MDEA), 3.,4-dihydroxyethylamphetamine (DHEA)
and 4-hydroxy-3-methoxyethylamphetamine (HMEA)
(Schwaninger, Meyer, Zapp, Maurer, 2012).

Other phase II reactions include conjugation with
acetylcyste catalysed by glutathione-S-transferas-
es (GSTs) and with a-amino acids (mainly glycine,
but also glutamine, serine, and lysine) catalysed by
N-acyltransferases. These two enzymes are pres-
ent in both the microsomal and cytosolic fractions.
Acetylation catalysed by N-acetyltransferase (NAT)
and methylation [thiol methyltransferase (TMT) and
thiopurine S-methyltransferase (TPMT)], which is of
marginal importance, are further reactions belonging
to phase II biotransformation (Correia, 2012; Murray,
1995; Mutschler et al., 2012; Sapota, 2017; Krech-
niak, 2007).

4. Standards in metabolism testing

A detailed and rigorous assessment of pharma-
cokinetic parameters (ADME processes: absorption,
distribution, metabolism, excretion) — particularly of
the biotransformation pathways and the activity of
in-formation metabolites — is a very important aspect
of evaluating the safety of new substances. Increased
knowledge of metabolism and the potential properties
of metabolites, which can differ significantly from par-
ent compounds and have a significant impact on the
safety of therapy has, when combined with significant
advances in instrumentation, made it possible to de-
tect even trace amounts of metabolites. This prompted
the question of which metabolites require separate risk
analyses. Should some quantitative limit be set on the
metabolite or should the risk be estimated based on its
chemical structure? These are the questions to which
the FDA responded in 2008 when it began issuing the
metabolites in safety testing (MIST) guidance [U.S.
Department of Health and Human Services Food and
Drug Administration & (CDER), 2016], which sets
out principles and procedures for testing the safety
of metabolites in the context of the biotransformation
of small non-biological compounds (excluding drugs
obviously harmful to healthy individuals, e.g. chem-
otherapeutics). The latest edition of the guidance,
which is published regularly, appeared in 2020 [U.S.
Department of Health and Human Services Food and
Drug Administration, & (CDER), 2020].
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A test using a C-14-radiolabelled compound fol-
lowed by determination in blood plasma, urine, and
faeces, and in the case of laboratory animals, some-
times also in tissue, is regarded as the gold standard
for pharmacokinetic studies. The guidance recom-
mends conducting tests of ADME processes as early
as possible — both in preclinical (using two appropriate
animal species) and clinical testing.

Much attention is devoted to the queston of how to
manage disproportionate drug metabolites, where the
biotransformation in laboratory animal species differs
quantitatively or qualitatively from that in humans.
Beacuse the interpretative spectrum is here fairly
broad, all unstraightforward cases should be consid-
ered separately based on current guidelines, the avail-
able literature, and individual findings. For example,
if a metabolite that has not been identified in a human,
or has been identified in very small quantities in a hu-
man, is present in large quantities in an animal, there
is no need to study its toxicity in detail. However, if
a metabolite not detected in animals is present in high
amounts in humans, a separate toxicity analysis of that
metabolite should be performed — either by changing
the laboratory animal species or by synthesising the
metabolite and administering it to the animal [U.S.
Department of Health and Human Services Food and
Drug Administration, & (CDER), 2020].

It should not be forgotten that the disproportion-
ality of a metabolite can only be determined by a full
ADME study — it may turn out that the metabolites are
formed in similar ratios but follow different distribu-
tion or elimination pathways.

One of the cases addressed in a publication on
unstraightforward cases arising in ADMET trials in
the ten years following the introduction of the FDA

>
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guidance is that of compound R483, which was in-
tended to be an anti-diabetic drug. In vitro testing
conducted on human and animal cells showed that the
metabolism is qualitatively comparable, while in vivo
studies on animals and humans detected significant,
quantitative inter-species differences (a rat and a cy-
nomolgus monkey Macaca fascicularis, Fig. 2). It has
been emphasised that quantitative discrepancies be-
tween species could result not only from quantitative-
ly disproportionate metabolism but also from dispro-
portionate elimination pathways (Schadt et al., 2018).

Metabolites, although they have a similar chemical
structure to their parent compounds, can differ from
them in a number of physicochemical and, conse-
quently, pharmacological and toxicological, proper-
ties. It is for this reason that a metabolite should al-
ways be considered as an independent substance dur-
ing implemental research and testing. Metabolites can
have a stronger, weaker, or equal impact with the same
or a different molecular target as the parent compound
or interact non-specifically with macromolecules.

Toxic properties or undesirable pharmacological
activity are much more often exhibited by phase I me-
tabolites due to the presence of a reactive functional
group, but unfortunately they are often difficult to de-
termine in vivo due to their short half-life in the body.
Phase II metabolites are much more frequently iden-
tified, but show toxic properties far more rarely; acyl
derivatives are the exception here. Federal Drug Ad-
ministration guidance stipulates a full, separate safety
assessment where a metabolite in humans constitutes
more than 10% of the total drug amount (the parent
compound and its metabolites).

Major bile metabolites:
09| mmmres3
35 ™1 M3*
[ o L

30 | *metabolites likely excreted into bile in conjugated form

Drug related material excreted
(% of dose)

human Cynomolgus rat
(20mgp.o.) monkey (1,5mg/kgiv..)
(1,8mg/kgp.o.)

Figure 2. An example of disproportionate R483 metabolism: human, cynomolgus monkey, and rat —adapted from Schadt et al. (2018).
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5. In vitro tools used in biotransformation
testing

The tools on which in vitro metabolism analyses
most often rely are microsomes, cytosol, and S9 frac-
tion. All are formed by homogenising a selected tissue,
which is usually, since it is responsible for the majority
of biotransformation processes, from the liver (human
or animal), although homogenates from other tissues
can equally well serve the same purpose.

Centrifugation at 9,000 x g produces a superna-
tant known as S9 fraction, which contains the major-
ity of the enzymes present in the cell (as discussed in
section 1). Further differential centrifugation of the
supernatant (S9 fraction) at acceleration ranges of
10,000 x g to 100,000 x g (depending on standardi-
sation) yields a cytosolic fraction (HLC) and a pellet
which, washed and re-centrifuged, constitutes the mi-
crosomal fraction (Fig. 3).

The microsomal fraction (microsomes) mainly
contains the enzymes located on the smooth endo-
plasmic reticulum, namely cytochromes P450 (CYP),
flavin monooxygenases (FMO), and UDP-glucurono-
syltransferase (UGT). Because these are the phase |
and phase II enzymes that play the major role in the
biotransformation of xenobiotics, this is a widely-used
testing tool that is also applied to analyses of the me-
tabolism of many structurally, pharmacologically, and
functionally different NPSs, which include methamne-
tamine (Hong et al., 2021) and MeOPP (Staack, The-
obald, Paul, Springer, Kraemer, Maurer, 2004) as well
as the following aminoindan derivatives: 2-Al, NM-
2AI1 (Manier, Felske, Zapp, Eckstein, Maurer, 2020),
AMB-FUBINACA (Xu et al. 2019), JWH-018 (Win-
termeyer et al. 2010), AB-CHMINACA (Erratico et
al.,2015), Cumyl-CH-MEGACLONE (Haschimi et al.
2021), 251-NBOMe/251-NBOH (Nielsen et al., 2017),
4-HO-MET (Bruni, Grafinger, Nussbaumer, Konig,
Schiirch, Weinmann, 2018), and U-47700/U-49900
(Krotulski, Mohr, Papsun, Logan, 2018). To initiate
the phase I reaction, it is necessary to add NADPH
as a cofactor for the P450 cytochromes. However, in
order to continue phase II, it is necessary to use UD-
PGA (uridine diphosphate glucuronic acid — active

Homogenate

'sz@)

Centrifugation
9,000 x g

Homogenization

Figure 3. Differential centrifugation of liver homogenate.

S9 fraction
(supernatant)

glucuronic acid), which is a cofactor for the UGT en-
zyme, and additional reagents to enable the reaction,
such as alamethicin or MgCl, (Table 1).

The use of cytosol fraction is an important com-
plement to the microsomal fraction. The cytosol of the
cell contains sulfotransferases (SULT) and the cyto-
solic form of catechol-O-methyltransferase (SCOMT).
Experiments using only cytosol are rarely found in the
literature, as it lacks most of the pertinent enzymes.
Far more often, cytosol is combined with microsomal
fraction, such as MDMA and its derivatives (Richter,
Flockerzi, Msurer, Meyer, 2017), a-PVP/MDPV (Ne-
greira et al. 2015), and diphenidine (Wink, Michely,
Jacobsen-Bauer, Zapp, Maurer, 2016).

S9 fraction contains a set of metabolising enzymes
that is most similar — both qualitatively and quanti-
tatively — to the set of enzymes contained in the cell.
These enzymes therefore also require the use of ap-
propriate cofactors: NADPH and UDPGA S9 fraction
is used in analyses of the metabolism of the follow-
ing NPSs: 4-EA-NBOMe (Caspar, Westpahl, Meyer,
Maurer, 2018), N-ethyl-N-propyltryptamine (Manier
etal.,2021) and aminoindan derivatives: 2-Al and NM-
2-Al (Manier et al., 2020), XLR-11, AB-PINACA,
FUB-PB-22, 4-methoxy-a-PVP, 25I-NBOMe, and
meclonazepam (Richter et al., 2017).

Table 1
The occurrence of enzymes involved in the metabolism
of xenobiotics in subcellular fractions of the liver

Human . .
. . Liver S9 | Liver
Metabolic enzymes liver .
microsomes fractions | cytosol
cytochromes P450
(CYP) v v
flavin monooxygenase
(FMO) v v
glutathione-S-
transferase (V4
(GST)
nonoamine oxidase
(MAO) v

Cytosolic fraction
(supernatant)

=\
')7)

Microsomal fraction
(pellet)

>V

Differential centrifugation
of pellet suspension
10,000-100,000 x g

Centrifugation
104,000 x g
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Human

. . Liver S9 | Liver
Metabolic enzymes liver fractions | cytosol
microsomes y
sulfotransferase
(SULT) v v
uridine glucuronide
transferase v (V4
(LIGT)
catechol-O-
methyltransferase v (V4 v
(COMT)
alcohol dehydrogenase
(ADH) v v
epoxide hydrolases
(EH) v v
aldehyde oxidase
Pre-incubation:
37°C
\ — 5min

))

Solution
of test article:
U-47700
(Spg/mL)

+

Blanksamples:

K1 — without microsomes

K2 — without NADPH

¢ 183 pL of 100 mM phosphate buffer
e 2L of test article
¢ 5yl of microsomes (HLM)

Figure 4. The workflow of the experiment.

12000
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))

Acidification of the reaction environment:
¢ SO pL of formic acid (0,1%)

15 30

Time [min]

— U-47700

During the experiments, when incubating the
synthetic opioid U-47700 using human liver micro-
somes (HLM) and the human S9 fraction as set out
in Figure 4., the authors too became convinced of the
significant difference in enzyme content and, conse-
quently, of the significant difference in the metabolites
obtained.

The compound was incubated separately with the
S9 fraction (Graph A) and with HLM (Graph B) at five
time points in the manner set out in Figure 4. and the
metabolite concentrations shown in the graphs were
obtained (Fig. 5).

Cell lines, such as HepG2, Hep3B or PLC/PREF/S,
constitute another method of testing metabolism. It
used to be used mainly for potential drugs but is now
being used more and more often to test NPSs also.
They are usually cancer cell lines, which means that
they have an infinite potential to proliferate and pos-
sess a stable metabolism. It should not be forgotten,

Incubation: 37°C
Time points:
0, 15, 30,45, 60, 90 min

INITIATION oftre REACTION TERMINATION cfthe REACTION
+10 pL of NADPH solution +200 L ethyl acetate
(20mM)
Centrifugation:

10min/3000g/18°C

Harvest the organic phase.
Evaporate to dryness.

30000

25000

20000

(8]
2 15000
<

10000 \\
5000 .

0 15 30 60 90
Time [min]

== N-desmethyl-U-47700 - N, N-didesmethyl-U-47700

Figure 5. Results of in vitro experiment with the application of S9 fraction (A) and HLM (B) to evaluate the progress of
the biotransformation of the compound U-47700 with simultaneous formation of the metabolites N-desmethyl-U-47700 and
N,N-didesmethyl-U-47700.
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however, that their metabolism can differ in certain
ways from the metabolism of physiological cells.
Primary liver cell cultures and the use of liver
sections are considered the gold standard for in vitro
metabolism studies. These methods allow for the most
faithful representation of the metabolism occurring in
the body. However the material is very impermanent as
the primary cultures begin to lose their properties after
only 24 hours (Klas, Guzy, Piska, Wojcik-Pszczota,
Koczurkiewicz-Adamczyk, Pekala, 2018).

5.1. The advantages of in vitro testing

In vivo animal metabolism testing makes it possi-
ble to assess the overall metabolism of a test substance,
but it should be borne in mind that biotransformation
in animals and humans can differ quantitatively and
qualitatively. That it is possible to assess the adequacy
of a model and to select the most appropriate labora-
tory animal species when compared with metabolism
in human cells and cell fractions is therefore one of
the most frequently mentioned advantages of in vitro
testing. This means of analysis also produces prelim-
inary information and makes it possible to optimise
experiments.

While in vivo methods used to investigate biotrans-
formation only provide an understanding of this pro-
cess as a whole, the use of their in vitro counterparts
permits an evaluation of fragments, because each cell
fraction (microsomes, S9 fraction, cytosol) contains
a different set of enzymes. Modern biotechnological
tools even make it possible to obtain microsomes con-
taining only one isoform of cytochrome P450, making
it possible to establish which isoforms are responsible
for the appearance of the metabolite in question. Insect
cells transfected with the human genes of our desired
protein, in which heterologous expression is effected,
are good examples of these tools (Robak, Walczak,
2009). Finally, by proceeding in accordance with the
3Rs when using in vitro methods they produce anoth-
er, ethical advantage: reducing the number of animals
used in the experiments.

6. The importance of metabolism testing
(NPSs)

While no one questions the necessity for pharma-
cokinetic analyses and metabolite safety assessments
in studies of new drugs, some may question their im-
portance and relevance in the case of NPSs. Leaving
aside the purely cognitive dimension, knowledge
of the biotransformation of NPSs can find very real

applications. In fact, compiling correct toxicology
reports for consideration by a court can depend on
knowledge of their metabolism. Cases arise in which
it is not possible to determine the parent compound in
the autopsy (or vital) material. It is then that the me-
tabolites are determined instead.

The understanding that metabolites can be pharma-
cologically active, and that their properties can differ
significantly when compared with parent compounds,
means that metabolites and their activity have begun
to be considered as intrinsic to the dynamics of poi-
soning and its effective treatment. The classic example
is administering ethanol, which has a higher affinity
for alcohol dehydrogenase and thus blocks methanol
metabolism, as an antidote to methanol poisoning, in
which the potent poison is in fact its metabolite: for-
maldehyde. This is an old but excellent example of
how knowledge of metabolism and the properties of
metabolites permitted the development of increasingly
effective treatment algorithms.

In addition, knowledge of the metabolites and
elimination pathways of NPSs can help to establish
the consumption of drugs with metabolites/biomark-
ers common to a particular group or skeletal structure
of NPSs and be used to devise rapid diagnostic tests to
identify the ingestion of an illicit substance. Tests of
this kind can be applied not only in hospital emergen-
cy departments, but also among non-medical person-
nel such as police officers, teachers, sports coaches,
and parents.
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METODY BADANIA METABOLIZMU NA PRZYKLADZIE
WYBRANYCH NOWYCH SUBSTANCJI PSYCHOAKTYWNYCH (NSP)

1. Wstep

Metabolizm definiuje si¢ jako catoksztalt reakcji bio-
chemicznych zachodzacych w komodrkach. Mozna go
podzieli¢ na metabolizm podstawowy, odpowiadajacy
za przeksztatcanie i dalsze wykorzystywanie substancji
petniacych okreslone funkcje w organizmie oraz meta-
bolizm ksenobiotykow, majacy na celu wydalenie (gtow-
nie z moczem, ale rowniez z z61cig, potem czy mlekiem)
z organizmu substancji obcych, zarowno korzystnych
(leki), jak i szkodliwych (narkotyki, ,,dopalacze”), przez
zwigkszenie ich hydrofilowosci (Ryc. 1). Tylko bardzo
nieliczne substancje nie ulegaja metabolizmowi — sub-
stancje bardzo polarne, ktore zostaja wydalone z mo-
czem (m.in. kwas szczawiowy, kwas ftalowy), zwigzki
bardzo lotne wydalane przez nerki lub ptuca (etery, anes-
tetyki wziewne) lub zwigzki silnie lipofilowe, ktore maja
tendencj¢ do kumulownia si¢ w tkance thuszczowe;j (nie-
ktére dioksyny). Biotransformacja ksenobiotykéw obej-
muje dwie fazy: funkcjonalizacji i sprz¢gania. W fazie
funkcjonalizacji zwiazki ulegaja reakcjom utleniania, re-
dukecji oraz hydrolizy majacym na celu zmniejszenie ich
lipofilowosci dzigki zwigkszeniu liczby hydrofilowych
grup funkcyjnych w czasteczce (np. hydroksylowe;,
aminowej, karbonylowej etc.). Podczas fazy sprzegania
nowo powstale polarne grupy funkcyjne ksenobiotykow
zostaja sprzegnigte z duzymi polarnymi resztami, takimi
jak kwas glukuronowy, siarkowy, octowy, glutation etc.
Dopiero dzigki temu wiele ksenobiotykéw moze zosta¢
wydalonych.

Biotransformacja zachodzi najintensywniej w watro-
bie, ale rowniez w jelicie cienkim, ptucach, osoczu, sko-
rze 1 gonadach. Z kolei na poziomie komorki najwigksze
zageszcezenie enzymow odpowiadajacych za biotransfor-
macje znajduje si¢ w obrebie gladkiej siateczki srodpla-
zmatycznej, ale niektore z nich wystepuja rowniez w cy-
toplazmie. Niektore enzymy produkowane przez watrobg
sa wydzielane do krwi krazacej, np. amidazy i esterazy,
i tam katalizuja reakcje biotransformacji (Correia, 2012;
Murray, 1995; Mutschler, Geisslinger, Kroemer, Menzel,
Ruth, Shéfer-Korting, 2012; Sapota, 2017; Krechniak,
2007).

Celem przedstawionej pracy jest zaprezentowanie,
na przyktadach badan wtasnych autoréw oraz dostepne;j
literatury, przegladu najpopularniejszych metod alerna-
tywnych badania metabolizmu NSP wobec badan in vivo.

2. Funkcjonalizacja - I faza metabolizmu

Pierwsza faza metabolizmu obejmuje gldwnie reak-
cje utleniania, redukcji oraz hydrolizy, majace na celu
zwigkszenie polarnosci ksenobiotykow. Wiasnie w 1 fa-
zie najczesciej powstaja metabolity toksyczne.

2.1. Utlenianie

Wigkszo$¢ reakcji 1 fazy biotransformacji to reak-
cje utleniania, za ktore odpowiadajg enzymy zwane
oksydazami, ktore katalizuja reakcj¢ utleniania przez
usunigcie wodoru lub elektronu oraz oksygenazy odpo-
wiadajace za wprowadzenie jednego (monooksgenazy)
lub dwoch (dioksygenazy) atoméw tlenu do czasteczki
ksenobiotyku.

Dominujaca rol¢ petniag monooksygenazy w typie cy-
tochromu P450 (CYP) zawierajace zelazoprotoporfiryng
IX jako grupe prostetyczng. Katalizujg bardzo szeroki
zakres reakcji zaleznych od NADPH oraz tlenu, m.in.
reakcje hydroksylacji, epoksydacji, dealkilacji, N-/S-/O-
-oksydacji oraz dehalogenacji, zarowno zwigzkow alifa-
tycznych, jak i aromatycznych. Cytochromy P450 wyste-
puja w postaci wielu izoenzymédw dzielonych na rodziny
i podrodziny, wystepujacych w komoérkach zaré6wno kon-
stytutywnie, jak i syntetyzowanych pod wplywem induk-
cji przez konkretny ksenobiotyk.

Cytochromy P450 odpowiadaja za przemiany bardzo
wielu grup NSP, co mozna bada¢, wykorzystujac mikro-
somy watrobowe (ludzkie lub zwierze¢ce) zawierajace
wigkszo$¢ izoform CYP lub mikrosomy przygotowane
z owadzich komorek transfekowanych ludzkim genem
odpowiedniej izoformy CYP (Gaunitz i in., 2019; Sauer,
Peters, Schwaninger, Meyer, Maurer, 2009; Teksin i in.,
2009; Theobald, Maurer, 2007).

Monooksygenazy flawinowe (FMO) réwniez katali-
zujg reakcje utleniania, zwlaszcza przy heteroatomach,
np. utlenianiu trzeciorzgdowych amin do tlenkéw amin
oraz pierwszo- i drugorzedowych amin do N-hydrok-
syloamin. Ro6znig si¢ jednak grupa prostetyczng (dinu-
kleotyd flawinowy). Izomery FMO klasyfikowane sa
w pigciu grupach charakteryzujacych si¢ zmiennoscia
substratowa i narzadowa — u cztowieka dominujg izo-
formy FMOI1, FMO2 i FMO3. W przeciwienstwie do
CYP nie ulegaja one indukcji pod wptywem ksenobioty-
kow, jednak charakteryzuja si¢ mniejsza specyficznoscia
substratowa. Dla monooksygenaz flawinowych réwniez
mozna uzyskiwa¢ konkretne izoformy dzigki komorkom
owadzim transfekowanym ludzkim genem. Znaczenie
FMO dla biotransformacji NSP jest znacznie mniejsze
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niz cytochromoéw — praktycznie rozpatruje si¢ ja tylko
dla zwigzkoéw posiadajacych heteroatomy, takich jak po-
chodne amfetaminy (Hong i in., 2021; Lee i in., 2009).

Monoaminooksydazy (MAO) sa enzymami katali-
zujacymi reakcj¢ oksydatywnej deaminacji pierwszo-,
drugo- i trzeciorzgdowych amin, gléwnie endogennych
amin katecholowych oraz pochodnych tryptaminy. Fi-
zjologicznie reakcja ta ma pozornie waskie i marginalne
znaczenie, jednak dzialajace na ten uktad leki sg na tyle
wazne dla farmakoterapii wielu chordb, ze pojawila si¢
cala grupa lekow nazywanych inbhibitorami monoami-
nooksydaz (I-MAO). Badan ich udziatu w biotransfor-
macji NSP jest bardzo mato i dotycza nielicznej grupy
zwiazkow, np. zwiazkéw z rodziny 2C lub pochodnych
NBOMe (Nielsen, Holm, Leth-Petersen, Kristensen,
Olsen, Linnet, 2017; Theobald, Maurer, 2007).

Katecholo-O-metylotransferazy (COMT) to enzymy
z grupy transferaz przenoszace grupy metylowe, ktore fi-
zjologicznie uczestnicza w degradacji katecholamin. Wy-
stepuja w dwoch formach: zwigzanej z blong komérkowa
(mbCOMT) oraz rozpuszczalnej w cytozolu (sCOMT).
Metylacja grup hydroksylowych nie jest istotna dro-
gg biotransformacji NSP, a metabolity zwykle nie wy-
magaja dodatkowej analizy ryzyka toksykologicznego.
Dlatego tez w literaturze brakuje danych analizujacych
wybidrczo metabolizm przeprowadzany przez COMT.
Jednak w wielu badaniach metabolizmu z wykorzysta-
niem mikrosomoéw watrobowych lub cytozolu identyfi-
kuje si¢ pochodne metylowane, m.in:. MDMA (Meyer,
Maurer, 2009).

Innym enzymem, o ktérym warto wspomnie¢, mimo
ze nie odgrywa on znaczacej roli podczas biotransfor-
macji NSP, jest hydroksylaza epoksydowa (EH). Jest to
enzym bardzo istotny z toksykologicznego punktu wi-
dzenia, poniewaz neutralizuje on zwigzki epoksydowe,
powstajace podczas przytaczania atomu tlenu do wigzan
podwdjnych lub podczas przemian zwigzkow aroma-
tycznych przez CYP. Powstajace wowczas pochodne
epoksydowe charakteryzuja si¢ czesto znaczng toksycz-
noscig (np. karbamazepina — 10,11-epoksyd karbama-
zepiny) i dlatego hydroksylaza epoksydowa rozktada je
do pochodnych bifenolowych.

Kolejnymi enzymami sa: dehydrogenaza alkoholo-
wa (ADH), utleniajaca alkohole do aldehydow, istotna
zwlaszcza w konteks$cie metabolizmu etanolu, oraz ok-
sydaza aldehydowa (ALDH), przeksztalcajaca aldehydy
w kwasy.

2.2. Redukcja

Znacznie mniejsze znaczenie w przemianach meta-
bolicznych ma zachodzaca w warunkach beztlenowych
reakcja redukcji. Redukcja petni istotng role w metabo-
lizmie zwigzkow azowych oraz aromatycznych zwigz-
kéw nitrowych do amin pierwszorzedowych, ktore

katalizuja odpowiednio: reduktaza NADPH-cytochrom
P450 oraz nitroreduktaza.

W biotransformacji ksenobiotykow takich jak halotan
czy DDT wazna role odgrywa réwniez reakcja reduktyw-
nej dehalogenacji.

2.3. Hydroliza

Reakcje hydrolizy zachodza gltéwnie pod wptywem
nieswoistych amidaz/esteraz do kwasoéw i alkoholi lub
amin wystepujacych wewnatrz- i zewnatrzkomérkowo,
we krwi krazacej, watrobie, nerkach czy $ledzionie. Este-
razy katalizujg rozktad zaro6wno estrow, jak i amidow, ale
z 16zng szybkoscia (z reguty amidy wykazuja wigksza
trwato$¢). Dziela si¢ na 4 grupy w zalezno$ci od rodza-
ju substratu: aryloesterazy (rozktad estrow aromatycz-
nych), karboksyesterazy (aliesterazy, rozktadajace estry
alifatyczne), cholinoesterazy (enzymy wyspecjalizowane
do rozktadania estrow, w ktorych alkoholem jest cholina)
oraz acetyloesterazy (estry kwasu octowego).

Istotne w metabolizmie ksenobiotykdéw sg rowniez
enzymy produkowane przez bakterie flory jelita gru-
bego. Moga one powodowaé hydrolize metabolitow
II fazy, ktore ulegajg procesowi wchianiania zwrotne-
go na drodze krazenia watrobowo-jelitowego (Correia,
2012; Murray, 1995; Mutschler i in., 2012; Sapota, 2017,
Krechniak, 2007).

3. Sprzeganie — II faza metabolizmu

Podczas II fazy biotransformacji dzicki powstatej
w I fazie grupie funkcyjnej metabolity ulegaja sprzgganiu
ze zwigzkami endogennymi, co zazwyczaj powoduje ich
bioinaktywacj¢. Poza metabolitami metylowanymi i acy-
lowanymi wickszo$¢ produktoéw sprzggania ma charakter
kwasny i ulega jonizacji, co znacznie ulatwia wydalanie
ich z moczem i zotcig. Metabolity II fazy sa zazwyczaj
nieaktywne biologicznie, cho¢ zdarzaja si¢ wyjatki (np.
6-glukuronid morfiny). Sprzgganie zachodzi w dwdch fa-
zach: aktywacja pod wplywem zwigzku o duzej energii,
a nastepnie przeniesienie grupy sprzeganej na czasteczke
ksenobiotyku pod wptywem transferaz.

U czlowieka najwazniejszg reakcja II fazy jest sprzg-
ganie z kwasem glukuronowym pod postacig aktywne-
go kwasu glukuronowego (kwas UDP-glukuronowy),
ktérg katalizuje UDP-glukuronozylotransferaza (UGT).
Enzym ten klasyfikuje si¢ w dwie rodziny, do ktorych
nalezy tacznie 19 enzyméw. Glukuronidacji ulega wie-
le zwiazkéw endogennych oraz ksenobiotykow, w tym
réwniez NSP, m.in. AB-CHMINACA (Erratico i in.,
2015), 25B-NBF (Kim i in., 2019) oraz pozamedyczne
benzodiazepiny (Pettersson Bergstrand, Richter, Maurer,
Wagmann, Meyer, 2019).
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Wazng reakcja II fazy jest rowniez sprzgganie z ak-
tywnym siarczanem (PAPS) dzigki sulfotransferazie
(SULT), enzym ten wystepuje w kilkunastu izofor-
mach réznigcych si¢ specyfika substratowa i narzadowa
i w niewielkim stopniu ulega indukcji. Sulfonowanie
jako droga metabolizmu II fazy zostato opisane np. dla
pochodnych amfetaminy: 3,4-metylenodioksyetylo-
amfetaminy (MDEA), 3,4-dihydroksyetyloamfetami-
ny (DHEA) i 4-hydroksy-3-metoksyetyloamfetaminy
(HMEA) (Schwaninger, Meyer, Zapp, Maurer, 2012).

Inne reakcje II fazy to sprzgganie z acetylocyste-
ing, za ktére odpowiadaja S-transferazy glutationowe
(GST), a-aminokwasami, glownie glicyna, ale rowniez
glutamina, seryng i lizyna, katalizowane przez N-acy-
lotransferazy. Oba te enzymy wystepuja zar6wno we
frakcji mikrosomalnej, jak i cytozolowej. Rowniez ace-
tylacja katalizowana przez N-acetylotransferaz¢ (NAT)
oraz majgca marginalne znaczenie metylacja (metylo-
transferaza tiolowa, TMT, oraz S-metylotransferaza tio-
purynowa, TPMT) sa reakcjami zaliczanymi do II fazy
biotransformacji. (Correia, 2012; Murray, 1995; Mut-
schler i in., 2012; Sapota, 2017; Krechniak, 2007).

4. Standardy badania metabolizmu

Szczegdtowa ocena parametrow farmakokinetycz-
nych (procesy ADME), w szczegolnosci szlakow bio-
transformacji oraz aktywnosci powstajacych metaboli-
tow, jest bardzo waznym elementem oceny bezpieczen-
stwa nowych substancji. Z jednej strony rozwoj wiedzy
na temat samego metabolizmu oraz potencjalnych wta-
Sciwo$ci metabolitow, ktore moga znaczaco roéznic si¢
od zwigzkow macierzystych i istotnie wplywac na bez-
pieczenstwo terapii, z drugiej rowniez znaczacy rozwoj
mozliwo$ci aparaturowych umozliwily wykrywanie
nawet §ladowych ilosci metabolitow. To wszystko za-
czelo generowad pytania: dla ktérych metabolitow na-
lezy przeprowadzi¢ osobng analiz¢ ryzyka? Czy nalezy
ustali¢ jaki$ limit ilosciowy metabolitu, czy szacowac
ryzyko na podstawie jego struktury chemicznej? Wszyst-
kie te rozwazania zaowocowaly wydaniem przez FDA
w 2008 roku instrukcji MIST [U.S. Department of Health
and Human Services Food and Drug Administration &
(CDER), 2016] okreslajacych zasady i procedury bada-
nia bezpieczenstwa metabolitow dotyczace badania bio-
transformacji matych niebiologicznych zwigzkow (z wy-
faczeniem lekow ewidentnie szkodliwych dla 0sob zdro-
wych, np. chemioterapeutykow). Wytyczne sa wydawane
regularnie, a ostatnia aktualizacja miata miejsce w 2020
roku [U.S. Department of Health and Human Services
Food and Drug Administration & (CDER), 2020].

Jako zloty standard badan farmakokinetycznych
uznaje si¢ badanie z wykorzystaniem zwigzku zna-
kowanego izotopem C'* oraz nastepne oznaczenie go

w osoczu, moczu oraz kale, a w przypadku zwierzat la-
boratoryjnych niekiedy rowniez w tkankach. Zaleca ona,
aby badania procesow ADME podejmowac jak najwcze-
$niej zarowno w badaniach przedklinicznych (z wyko-
rzystaniem dwoch adekwatnych gatunkdéw zwierzat), jak
i klinicznych.

Wiele uwagi poswigca si¢ zagadnieniu postepowa-
nia w przypadku tzw. metabolitu nieproporcjonalnego
(disproportionate drug metabolites), w przypadku ktore-
go biotransformacja zachodzgca u zwierzat doswiadczal-
nych rozni si¢ ilosciowo lub jakosciowo w poréwnaniu
do tej przebiegajacej u cztowieka. Definicja ma dos¢ sze-
rokie spektrum interpretacyjne, w zwigzku z czym kazdy
dyskusyjny przypadek powinien by¢ rozpatrywany osob-
no w oparciu o aktualne wytyczne, dostepna literaturg
oraz indywidualne ustalenia. Przyktadowo, jezeli u zwie-
rzgcia wystepuje w duzych ilo§ciach metabolit, ktérego
nie zidentyfikowano u cztowieka (lub zidentyfikowano
w bardzo matych ilo$ciach), nie ma potrzeby doktadne-
go badania jego toksycznos$ci. Natomiast w sytuacji gdy
u cztowicka w duzych ilo$ciach wystepuje metabolit,
ktorego nie wykryto u zwierzat, nalezy osobno przepro-
wadzi¢ analiz¢ toksyczno$ci tego metabolitu — w tym
celu rekomenduje si¢ zmiang gatunku do$wiadczalnego
badz zsyntetyzowanie metabolitu i podanie go zwierze-
ciu [U.S. Department of Health and Human Services
Food and Drug Administration & (CDER), 2020]. Warto
pamigtaé, ze orzec o nieproporcjonalnosci danego me-
tabolitu mozna jedynie w przypadku pelnego badania
ADME — moze si¢ okaza¢, ze metabolity powstaja w po-
dobnych stosunkach, ale ulegaja innym drogom dystry-
bucji lub eliminacji.

W publikacji opisujacej dyskusyjne przypadki badan
ADMET na przestrzeni 10 lat od wprowadzenia wytycz-
nych FDA opisano przypadek zwiazku R483, ktory do-
celowo miat by¢ lekiem przeciwcukrzycowym. Badania
in vitro przeprowadzone z uzyciem ludzkich i zwierzeg-
cych komorek wykazaty, ze metabolizm jest porowny-
walny jako$ciowo, jednak badania in vivo na zwierzgtach
i z udziatem ludzi wykazaly znaczne rdéznice iloscio-
we miedzy gatunkami (szczur oraz makak krabozerny;
Ryec. 2). Podkreslono, Ze niezgodnosci ilosciowe pomig-
dzy gatunkami mogty wynikac¢ nie tylko z niewspotmier-
nego ilosciowo metabolizmu, ale réwniez z niepropor-
cjonalnych drdg eliminacji (Schadt i in., 2018).

Metabolity, pomimo ze posiadaja zblizong budowe
chemiczng do zwigzkéw macierzystych, moga si¢ od
nich r6zni¢ szeregiem wiasciwosci fizykochemicznych,
a w konsekwencji farmakologicznych i toksykologicz-
nych. Dlatego podczas badan wdrozeniowych nalezy za-
wsze rozpatrywac metabolit jako niezalezng substancjg.
Metabolity moga oddzialywac¢ silniej/stabiej/w rownym
stopniu z tym samym lub innym celem molekularnym co
zwiazek macierzysty lub oddziatywaé niespecyficznie na
makromolekuty.
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Wtasciwosci toksyczne lub niepozadang aktywno$é
farmakologiczng znacznie czgsciej wykazujg metabolity
I fazy z uwagi na obecnos¢ reaktywnej grupy funkcyjnej,
jednak niestety czesto trudno je oznaczy¢ w badaniach
in vivo ze wzgledu na krotki okres pottrwania w organi-
zmie. Znacznie cz¢sciej oznacza si¢ metabolity I fazy, te
jednak wykazuja znacznie rzadziej wtasciwos$ci toksycz-
ne; wyjatkiem si¢ tu pochodne acylowe. Zgodnie z wy-
tycznymi FDA jezeli metabolit u ludzi stanowi wigcej niz
10% ogolnej ilosci leku (zw. macierzysty oraz jego me-
tabolity), nalezy przeprowadzi¢ dla niego osobna, pelng
ocene bezpieczenstwa.

5. Narzedzia in vitro wykorzystywane w badaniu
biotransformacji

Najczesciej wykorzystywanymi narzedziami w bada-
niach metabolizmu in vitro s3 mikrosomy, cytozol oraz
frakcja S9. Wszystkie powstaja po homogenizacji wy-
branej tkanki, najczesciej watroby (ludzkiej badz zwie-
rzecej), poniewaz odpowiada ona za wigkszos¢ procesow
biotransformacji, cho¢ nic nie stoi na przeszkodzie, aby
wykorzysta¢ homogenaty innych tkanek.

Wirowanie przy 9000 x g skutkuje otrzymaniem
supernatantu zwanego frakcja S9, ktora zawiera wigk-
szo$¢ enzymow wystepujacych w komorce (jak zostato
omoéwione w rozdziale 1). Dalsze réznicujace wirowa-
nie supernatantu (frakcji S9) w zakresach przys$pieszenia
10 000 do 100 000 x g (w zalezno$ci od standaryzacji)
pozwala otrzyma¢ frakcje cytozolowa (HLC) oraz pellet,
ktory przemyty i ponownie zwirowany stanowi frakcje
mikrosomalng (Ryc. 3).

Frakcja mikrosomalna (mikrosomy) zawiera glow-
nie enzymy znajdujace si¢ na siateczce $rodplazma-
tycznej gladkiej, czyli cytochromy P450 (CYP), mono-
oksygenazy flawinowe (FMO) oraz UDP-glukuronozy-
lotransferaz¢ (UGT). Poniewaz sg to enzymy I oraz Il
fazy odgrywajace najwicksza rol¢ w biotransformacji
ksenobiotykow, jest to narzedzie badawcze bardzo cze-
sto wykorzystywane rowniez podczas oceny metabo-
lizmu wielu réznych (strukturalnie, farmakologicznie,
funkcjonalnie) NSP, m.in.: metamnetaminy (Hong i in.,
2021), MeOPP (Staack, Theobald, Paul, Springer, Kra-
emer, Maurer, 2004), pochodnych aminoindanu: 2-Al,
NM-2AIl (Manier, Felske, Zapp, Eckstein, Maurer,
2020), AMB-FUBINACA (Xu i in., 2019), JWH-018
(Wintermeyer i in., 2010), AB-CHMINACA (Erratico
iin., 2015), Cumyl-CH-MEGACLONE (Haschimi i in.,
2021), 251-NBOMe/251-NBOH (Nielsen, Holm, Leth
-Petersen, Kristensen, Olsen, Linnet, 2017), 4-HO-MET
(Bruni, Grafinger, Nussbaumer, Konig, Schiirch, Wein-
man, 2018), U-47700/U-49900 (Krotulski, Mohr, Pap-
sun, Logan, 2018). W celu zainicjowania reakcji I fazy

nalezy doda¢ kofaktor dla cytochroméw P450 — NADPH,
natomiast w celu kontynuowania II fazy — uzy¢ kofakto-
ra enzymu UGT — UDPGA (kwas urydyno-5'-difosfo-D-
glukuronowy — aktywny kwas glukuronowy) oraz do-
datkowych odczynnikow umozliwiajacych zachodzenie
reakcji, takich jak alametacyna czy MgCl, (Tabela 1).

Waznym uzupetnieniem frakcji mikrosomalnej jest
uzycie frakcji cytozolowej. Cytozol komorki zawiera
sulfotransferazy (SULT) oraz form¢ cytozolowa katecho-
lo-O-metylotransferazy (sCOMT). Rzadko w literaturze
spotyka si¢ eksperymenty z wykorzystaniem wytacznie
cytozolu, poniewaz nie zawiera on wickszo$ci istotnych
enzymoOw. Znacznie czgsciej taczy si¢ cytozol z frakcja
mikrosomalna, np. MDMA oraz jego pochodne (Richter,
Flockerzi, Msurer, Meyer, 2017), a-PVP/MDPV (Ne-
greira i in., 2015), difenidyna (Wink, Michely, Jacobsen
-Bauer, Zapp, Maurer, 2016).

Frakcja S9 zawiera zestaw enzymdéw metabolizu-
jacych, najbardziej zblizony zaréwno jakosciowo jak
i ilosciowo do zestawu enzymdéw zawartych w komor-
ce, dlatego rowniez wymagaja uzycia odpowiednich ko-
faktorow: NADPH i UDPGA. Frakcj¢ S9 wykorzystano
praktycznie podczas badania metabolizmu nastgpuja-
cych NSP: 4-EA-NBOMe (Caspar, Westpahl, Meyer,
Maurer, 2018), N-etylo-propylotryptamina (Manier i in.,
2021), pochodne aminoindanu: 2-Al oraz NM-2-Al (Ma-
nier i in., 2020), XLR-11, AB-PINACA, FUB-PB-22,
4-methoxy-a-PVP, 25-I- NBOMe, meclonazepam
(Richter i in., 2017).

O istotnej réznicy w zawarto$ci enzymow oraz
w konsekwencji znacznej rdéznicy w uzyskanych meta-
bolitach przekonali si¢ sami autorzy podczas ekspery-
mentow: podczas prowadzenia inkubacji syntetycznego
opioidu U-47700 z wykorzystaniem ludzkich mikroso-
mow watrobowych (HLM) oraz ludzkiej frakcji S9 zgod-
nie z rycing 4.

Zwigzek inkubowano osobno z frakcjga S9 (A) oraz
z HLM (B) w 5 punktach czasowych wedtug schematu
zalagczonego na rycinie 4 i otrzymano stezenia metaboli-
tow zobrazowane na wykresach A i B (Ryc. 5).

Innymi metodami badania metabolizmu, kiedys$ wy-
korzystywanymi gtownie do badan potencjalnych lekow,
a dzi$ coraz czesciej rowniez do badan NSP, sg linie ko-
moérkowe (np. HepG2, Hep3B lub PLC/PRF/S). Sa to
najczesciej linie komorek nowotworowych, co oznacza,
ze maja nieskonczony potencjat do proliferacji oraz wy-
kazuja stabilny metabolizm. Nalezy jednak pamigtaé, ze
ich metabolizm moze si¢ w pewien sposob rézni¢ od me-
tabolizmu komérek fizjologicznych.

Za ztoty standard badan metabolizmu in vitro uzna-
je si¢ pierwotne hodowle komoérkowe komorek watroby
oraz wykorzystywanie skrawkow watroby. Sa to metody
umozliwiajace najwierniejsze oddanie metabolizmu za-
chodzacego w organizmie, jednak jest to materiat bardzo
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nietrwaty, juz po 24 godzinach hodowle pierwotne zaczy-
najg traci¢ swoje wiasciwosci (Klas, Guzy, Piska, Wojcik
-Pszczota, Koczurkiewicz-Adamczyk, Pekala, 2018).

5.1. Zalety badan in vitro

Badanie metabolizmu in vivo na zwierzgtach pozwala
na oceng calosciowego metabolizmu badanej substancji,
jednak nalezy pamigtac, ze biotransformacja u zwierzat
i ludzi moze r6zni¢ si¢ ilosciowo i jakosciowo. Dlatego
wsrod najczeSciej wymienianych zalet badan in vitro
wskazuje si¢ mozliwo$¢ oceny adekwatnosci modelu
oraz dobor najodpowiedniejszego gatunku doswiadczal-
nego w poréwnaniu do metabolizmu przeprowadzanego
przez ludzkie komorki i frakcje komorkowe. Badania in
vitro dostarczaja rowniez informacji wstepnych i umoz-
liwiaja zoptymalizowanie do$wiadczenia.

Wykorzystujac metody in vivo do badania biotrans-
formacji, poznajemy ten proces wylacznie catosciowo,
natomiast wykorzystujac metody in vitro, mamy mozli-
wos¢ oceny fragmentarycznej, poniewaz kazda frakcja
komérkowa (mikrosomy, frakcja S9, cytozol), zawiera
inny zestaw enzymow. Nowoczesne narzgdzia biotech-
nologiczne umozliwiaja wrecz otrzymywanie mikroso-
mow zawierajacych tylko jedna izoforme¢ cytochromu
P450, pozwalajac ustalaé, ktére izoformy odpowiadaja
za pojawienie si¢ odpowiednich metabolitow. Przykta-
dem takich narzg¢dzi sa owadzie komorki transfekowane
ludzkimi genami pozadanego przez nas biatka, ulegajace
heterologicznej ekspresji (Robak, Walczak, 2009). Oczy-
wiscie wérod zalet stosowania metod in vitro niewatpli-
wie wymieni¢ nalezy aspekty etyczne, czyli ograniczenie
liczby zwierzat wykorzystywanych w do$wiadczeniach
zgodne z zasada 3R.

6. Znaczenie badan metabolizmu (NSP)

O ile w przypadku badan nowych lekow nikt nie
podwaza koniecznosci przeprowadzania analiz farmako-
kinetycznych oraz oceny bezpieczenstwa metabolitow,
to w przypadku nowych substancji psychoaktywnych
(NSP) pojawi¢ moze si¢ pytanie, czy rzeczywiscie sa one
istotne.

Pomijajac aspekt czysto poznawczy, wiedza o bio-
transformacji NSP moze znalez¢ bardzo realne zasto-
sowania. Znajomos$¢ metabolizmu NSP jest istotna dla
poprawnego wydania ekspertyzy toksykologicznej na
potrzeby opiniowania sadowego. Zdarzaja si¢ przypad-
ki, w ktoych nie ma mozliwos$ci oznaczenia w materiale
sekcyjnym (czy przyzyciowym) zwigzku macierzystego
— wtedy oznacza si¢ wlasnie metabolity.

Zrozumienie, ze metabolity mogg by¢ aktywne far-
makologicznie, oraz ze ich wlasciwosci moga znaczaco

r6ézni¢ si¢ w poréwnaniu ze zwigzkami macierzystymi,
spowodowato, ze zaczeto rozpatrywaé metabolity 1 ich
aktywno$¢ w dynamice zatrucia oraz skutecznym jego
leczeniu. Klasycznym przyktadem jest zatrucie meta-
nolem, w ktorym silng trucizng jest tak naprawdeg jego
metabolit — aldehyd mréwkowy. Jako odtrutk¢ w za-
truciu metanolem podawano etanol, ktéry ma wicksze
powinowactwo do dehydrogenzay alkoholowej i dzigki
temu blokuje metabolizm metanolu. Jest to stary, ale
i znakomity przyktad na to, jak znajomos¢ metabolizmu
i wlasciwosci metabolitow pozwalaty opracowywacé co-
raz skuteczniejsze algorytmy leczenia.

Ponadto poznanie metabolitow oraz droég wydala-
nia NSP moze przyczyni¢ si¢ do ustalenia zazycia me-
tabolitow/biomarkerow wspolnych dla danej grupy czy
szkieletu strukturalniego NSP i zosta¢ wykorzystane do
opracowania szybkich testow diagnostycznych identyfi-
kujacych zazycie nielegalnej substancji. Testy takie zna-
laztyby zastosowanie nie tylko na szpitalnych oddziatach
ratunkowych, ale réwniez wsrod personelu niemedycz-
nego, takiego jak policjanci, nauczyciele, trenerzy spor-
towi czy rodzice.
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