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CZESC TEORETYCZNA

Zespoly depresyjne naleza do najczgSciej wystepujacych zaburzen psychicznych,
ktorych rozpowszechnienie w populacji ludzkiej wg réznych autoréw waha si¢ w granicach
10 - 25%. Znaczna czes¢ zaburzen depresyjnych stanowi depresja w przebiegu choroby
afektywnej ( tzw. " duzy epizod depresyjny" wg DSM IV). Czgstosé wystgpowania tej postaci
depresji sigga 2 - 3% wsrdd mezezyzn 1 5 - 10% wiérod kobiet, a zapadalno§é w ciagu roku
w zaleznosci od plci ksztaltuje si¢ odpowiednio 1% i 3% [4, 105, 180].

Duze rozpowszechnienie depresji, bezposredni jej wplyw na jako$¢ i dlugosé zycia
chorych, jej przewlekto§¢ i sklonno$é do nawrotéw, opdzniona odpowiedZz na leczenie,
czasem opomoS¢ na leczenie a takze czgsta uciazliwo$¢ wystgpowania efektow
niepozadanych towarzyszacych leczeniu powoduje, ze schorzenie to stanowi istotny problem
publicznej opieki zdrowotnej i wiaze sig ze znacznymi kosztami ekonomicznymi
ponoszonymi przez samego chorego i spoteczenstwo.

Pomimo wprowadzenia do lecznictwa w ostatnich latach duzej liczby lekow
przeciwdepresyjnych tzw. "drugiej generacji" np. fluoksetyny, fluwoksaminy czy mianseryny,
trojcykliczne leki przeciwdepresyjne (TLPD) odgrywaja nadal kluczowa rolg¢ w leczeniu
depresji endogennych, wystgpujacych w przebiegu chordb afektywnych [68, 130, 162, 174,
180]. Leki te sa rowniez przydatne w terapii depresji objawowych, a takze znajduja
zastosowanie w leczeniu innych niz depresja stanéw chorobowych, przyktadowo takich jak:

lgk napadowy (ang. panic disorder), moczenie nocne u dzieci, bulimia, jadlowstret psychiczny



oraz jako leki wspomagajace w bolach nowofworowych [160, 162]. Ze wzgledu na ich
wieloletnie stosowanie w leczeniu psychiatrycznym oraz duza liczbg przeprowadzonych
badan nad ich farmakodynamikg i farmakokinetyka i to nie tylko na zwierzgtach, ale takZe na
zdrowych ochotnikach oraz pacjentach, leki te sa znacznie lepiej poznane niz tymoleptyki
nowszej generacji. Czolowi przedstawiciele TLPD czyli imipramina (IMI) i amitryptylina
(AMI) wykazujg stosunkowo duzg skuteczno$§¢ dzialania, szczegdlnie w duzych epizodach
depresyjnych wystepujacych w przebiegu chorob afektywnych (odsetek remisji lub poprawy
stanu klinicznego przy ich stosowaniu sigga wowczas okoto 75%) i dlatego sa one czgsto
punktem odniesienia przy ocenie nowych §rodkéw o potencjalnym dziataniu przeciwde-
presyjnym. Chociaz nowsze leki uwaza si¢ za bezpieczniejsze, szczegdlnie w przypadku
ostrego przedawkowania [42, 75, 96, 158, 174, 176], to jak dotad nie wykazano, aby
ktorykolwiek z nich byt skuteczniejszy od IMI czy AMI w leczeniu cigzkich stanow
depresyjnych [136, 162, 174]. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, Ze koszty terapii zwiazane
ze stosowaniem TLPD sa nieporéwnywalnie nizsze w stosunku do lekéw nowej generacji [97,
105, 161, 174]. Ponadto nowe leki przeciwdepresyjne (fluoksetyna, fluwoksamina czy
paroksetyna) jako silne inhibitory cytochromu P450 moga by¢ przyczyna istotnych klinicznie
niekorzystnych interakcji farmakokinetycznych, szczegdlnie w przypadku skojarzonego
leczenia depres;ji [36, 37, 42, 63, 84, 176, 206].

Jednym z czynnikéw zwigkszajacych skutecznosé¢ leczenia TLPD jest monitorowanie
ich stezenia w surowicy chorych. Wykazano, ‘ze skuteczno$é leczenia w przypadku
monitorowania zwigksza si¢ z okoto 40 - 50% do okoto 70 - 75% [160]. Wskazaniem do

monitorowania tych lekow sa:

¢ niski wspolczynnik terapeutyczny oraz trudnosci w okre§laniu wczesnej toksycznosci tych
lekow,

o duze migdzyosobnicze réZnice stgzen po podaniu zwyczajowych dawek,

e opdznione wystgpowanie efektu terapeutycznego, co utrudnia biezaca kontrole wynikow

leczenia.



Wskaznik terapeutyczny TLPD wynosi okoto 3 - 4. Oznacza to, ze stgzenia toksyczne
tych lekow sa zaledwie okolo 3 - 4 razy wyzsze od stgzen terapeutycznych. Oddziatywanie
TLPD na uk}ad noradrenergiczny, serotoninergiczny, cholinergiczny, dopaminergiczny i re-
ceptory histaminowe sprawia, ze leki te wykazujg szerokie spektrum dzialania przeciwdepre-
syjnego, lecz zarazem sprzyja to wystgpowaniu szeregu objawow niepozadanych (tabela 1),
ktére o réznym nasileniu obserwuje si¢ u okoto 50% chorych otrzymujacych lecznicze

dawki TLPD [92, 162]. Szczegdlnie niebezpieczny jest wplyw tych lekéw na uktad

Tabela 1. Mechanizm objawow niepozqdanych wystepujacych najczesciej w trakcie leczenia

TLPD [wg 42, 162, 193].

Wplyw hamujacy na: Mozliwe objawy niepozadane

Wychwyt noradrenaliny Drzenia mig$niowe, tachykardia, zaburzenia erekcji
i ejakulacji.

Wychwyt serotoniny Nudnos$ci, biegunka, béle glowy, objawy pozapirami-

dowe, pobudzenie, bezsenno$é, ostabienie erekcji i eja-
kulacji, ostabienie taknienia.

Receptory cholinergiczne Zaburzenia S$wiadomosci (majaczenia, przymglenia)
typu M zaburzenia akomodacji, wysychanie bton S$luzowych
jamy ustnej, tachykardia, napad jaskry, zaburzenia

oddawania moczu, zaparcia.

Receptory histaminowe H; Obnizenie ci$nienia krwi, dzialanie sedatywne, sennos¢,
zwigkszenie masy ciala.

Receptory aj-adrenergiczne  ObniZenie ciSnienia krwi, omdlenia, sennos¢, sedacja.

Receptory dopaminowe D, Pozapiramidowe zaburzenia ruchowe, podwyzszony
poziom prolaktyny.
Receptory serotoninowe Obnizenie ci$nienia krwi, zaburzenia ejakulacji.

5-HT,




krazenia i oSrodkowy uklad nerwowy. Jednym z najczegstszych objawoéw ze strony ukladu
krazenia jest ortostatyczny spadek ci$nienia krwi, ktéry wystepuje u okoto 20% leczonych
i moze niekiedy prowadzi¢ do niedokrwienia moézgu i omdlen [176, 193]. W czasie
podawania tych lekow moga pojawié si¢ tez objawy niedotlenienia migsnia sercowego z typo-
wymi zmianami w EKG: obnizenie odcinka S-T i splaszczenie zalamka T, oraz zmiany
w przewodnictwie w migéniu sercowym, bgdace wynikiem bezposredniego dzialania tych
lekéw na mechanizmy btonowe, a ktérych przejawem jest wydtuzenie odcinka PR, zespohu
QRS lub QT. Ponadto u blisko 5% chorych moga wystapi¢ zaburzenia rytmu (gléwnie
czgstoskurcz). W piSmiennictwie pojawily si¢ rOwniez doniesienia o przypadkach naglych
zgondw, zwiazanych z ostrymi zaburzeniami pracy serca po podaniu TLPD [50, 176].
Powiklanie to jest jednak bardzo rzadkie i dotyczy osob, ktore przed leczeniem przejawiaty
zaburzenia ze strony ukladu krazenia. ‘
Najwazniejszym objawem niepozadanym ze strony oSrodkowego ukladu nerwowego jest
zespol majaczeniowy zwany tez oSrodkowym zespotem cholinolitycznym. Wystepuje on
u okoto 2% leczonych chorych [162, 197]. Stosunkowo czestym zjawiskiem u 0sdb z choroba
afektywna dwubiegunowa jest zmiana fazy z depresyjnej w maniakalng w toku terapii
tymoleptykami. Mozliwe sa takze niekorzystne zmiany obrazu klinicznego depresji endo-
gennej tj. nasilenie lqkuoi niepokoju, bezsennoséci czy narastanie zahamowania ruchowego.
Poza tym TLPD wywo}ujacu okoto 1% chorych napady drgawkowe typu padaczkowego.
Oprécz wymienionych wyzej objawdw ze strony OUN oraz kardiotoksycznych czgsto, bo az
u 30% chorych leczonych TLPD, wyst¢puje nadmierna potliwo$¢ oraz uczucie goraca [197].
Opisano rowniez przypadki zaburzen funkcji watroby i zmian hematologicznych oraz
nadwrazliwosci na te leki objawiajacej si¢ zmianami skornymi takimi jak: rumien, pokrzywka
czy swiad [162, 193].

Wystgpowanie i stopien nasilenia wspomnianych powyzej objawdéw zalezy w pewnym
stopniu od stezenia i przy stezeniach powyzej 450-500 ng/ml zwigksza sig¢ prawdopodobien-
stwo ich wystgpowania. W praktyce, efekty niepozadane sa czgsto przyczyna zanizania dawek
TLPD do poziomdéw subterapeutycznych lub wystapienia braku wspoélpracy z chorym [50,
160, 193].



TLPD wykazuja bardzo duze, nierzadko nawet 30-krotne, migdzyosobnicze
zréznicowanie stezen stacjonarnych po podaniu zwyczajowych dawek [59, 79, 81, 159, 161,
205]. Stad, przy standardowym schemacie dawkowania tych lekow, zaledwie u okolo 40%
chorych osiagniete zostaja stezenia we krwi mieszczace si¢ w zakresie stgzen przyjetych za
terapeutyczne [161]. U pozostatlych moga wystapi¢ st¢Zenia subterapeutyczne, lub czgsciej,
potencjalnie toksyczne.

Jedna z gléwnych przyczyn tego zréznicowania stgzen stanowia migdzyosobnicze
réznice w procesach biotransformacji TLPD zachodzacych gléwnie w watrobie przy udziale
enzymow cytochromu P450. Najwazniejsze drogi metabolizmu tych lekéw, jak to przedsta-
wiono na przykladzie IMI obejmuja: N-demetylacje, hydroksylacje i sprzeganie powstatych
metabolitow z kwasem glukuronowym przy udziale UDP-glukuronylotransferazy, a nastepnie

ich wydalanie z moczem lub Zdlcia (rycina 1). Oprécz glownych metabolitow IMI czyli:

CYP1A2
CYP2C19 *
CYP3A4

Imipramina —— Dezypramina

CYP2D6* CYP2D6 *

\/ B
2-OH-imipramina — 2-OH-dezypramina

/

mocz
Y / \ \J
2-OH-IMI-glu- 2-OH-DMI-glu-

kuronid \ / kuronid
kat

* polimorfizm genetyczny

Rycina 1. Glowne szlaki metaboliczne imipraminy.
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dezypraminy (DMI), 2-hydroksyimipraminy (2-OH-IMI), 2-hydroksydezypraminy (2-OH-
DMI) oraz glukuronidéw obu hydroksymetabolitow, moga powstawaé réwniez inne, mniej
wazne produkty metabolizmu takie jak: N-tlenek IMI powstajacy w wyniku odwracalnej
N-oksydacji IMI, imidodibenzyl, powstajacy w wyniku odszczepienia calego faficucha
bocznego od czasteczki IMI, didemetyloimipramina, produkt dalszej demetylacji DMI oraz
produkty hydroksylacji IMI i DMI w pozycji 10 piercienia aromatycznego.

Wykazano, ze za N-demetylacje tych lekéw odpowiedzialne sa izoenzymy: CYP1A2,
CYP3A4 oraz prawdopodobnie takze izoenzymy podrodziny 2C (glownie CYP2CI19).
Natomiast hydroksylacja w pier§cieniu katalizowana jest przez izoenzym CYP2D6 [17, 116].
Zaréwno aktywnos¢ CYP2D6, jak i izoenzymdéw podrodziny 2C jest uwarunkowana
genetycznie i cechuje si¢ osobnicza zmiennoscia [16, 17, 138]. Jak wykazano, utlenianie
TLPD jest kontrolowane przez polimorfizm typu debryzochiny i sparteiny [32, 33, 69, 143].
W zalezno$ci od zdolno$ci utleniania debryzochiny i sparteiny do hydroksymetabolitow
wyrézniono w populacji ludzkiej dwie fenotypowo odmienne grupy: szybko metabolizujacych
(ang. extensive metabolizers - EM) oraz wolno metabolizujacych (ang. poor metabolizers -
PM) te zwiazki [34, 40, 58, 82]. Czg¢stos¢ wystgpowania fenotypéw EM i PM zalezy od rasy
lub grupy etnicznej. Dla ludnosci krajow europejskich i Ameryki Péinocnej nalezacej do rasy
kaukaskiej, odsetek wolnych metabolizeréw wynosi od 5 do 10% [3, 51, 117, 175]. Tak wiec
u chorych z fenotypem PM leczonych standardowymi dawkami TLPD czegsto wystgpuja
stezenia toksyczne w surowicy, stad chorzy ci s'a‘ szczegblnie narazeni na wystgpowanie
efektow niepozadanych. Z kolei u osobnikéw ekstremalnie szybko metabolizujgcych,
osiagane sa zbyt niskie stgzenia TLPD w surowicy, co moze prowadzi¢ do niepowodzenia
farmakoterapii. Stwierdzono wystgpowanie nawet 40-krotnych réznic w stgzeniach
stacjonarnych pomigdzy PM i EM, otrzymujacymi te same dawki TLPD [159]. Genetycznie
uwarunkowany polimorfizm utleniania typu mefenytoiny, spowodowany niedoborem
izoenzymu CYP2C19, ktory jest czgSciowo odpowiedzialny za N-demetylacje TLPD takich
jak: IMI, AMI czy klomipramina, odgrywa znacznie mniejsza rolg. Wsrdd rasy kaukaskiej
czesto$¢ wystgpowania PM wynosi zaledwie od 2 do 6% [37, 51, 65, 76, 116, 117].
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Inne czynniki wplywajace na duze migdzyosobnicze zréznicowanie stgzen stacjo-
namych TLPD odgrywajace istotng rolg¢ w praktyce klinicznej to wspdlistniejace choroby
watroby, nerek, serca oraz wiek.

Schorzenia watroby czesto prowadza do zmniejszonego przeptywu krwi przez ten
narzad oraz do obnizonej aktywno$ci enzymow watrobowych. Jak wykazano [133], u pa-
cjentéw z marskoScia watroby ma miejsce obniZenie st¢zenia mikrosomalnego CYP1A2
i CYP2E1. Wprawdzie podobnych zmian nie zaobserwowano dla izoenzyméw podrodziny
CYP3A, ale istnieja dane na temat zmian w klirensie lekéw, bgdacych substratami dla tych
izoenzyméw, w marskoSci watroby [61]. Poniewaz TPLD eliminowane s3 z organizmu
glownie na drodze metabolizmu w watrobie, niewydolno$¢ watroby moze powodowac
zmniejszenie klirensu catkowitego tych lekow, a co za tym idzie prowadzi¢ do wzrostu ich
stezenia w surowicy krwi.

Pomimo, Ze klirens nerkowy TLPD jest niewielki, bo mniej niz 3% dawki jest wydalane
w postaci nie zmienionej z moczem [114], w przypadku hydroksymetabolitow sytuacja
przedstawia si¢ nieco inaczej. Po podaniu pojedynczej dawki np. IMI [186] okoto 8% leku
wydala si¢ jako 2-OH-DMI w postaci nie sprzezonej, natomiast 33% dawki stanowia
metabolity wydalane w postaci sprzg¢zonej z kwasem glukuronowym. W przewleklej chorobie
nerek istnieje wigc mozliwos¢ kumulacji nie sprzgzonej 2-OH-DMI, co moze zmienic¢ profil
dziatania farmakologicznego leku macierzystego [106, 114]. Sprzezone metabolity IMI nie sa
wprawdzie aktywne farmakologicznie, ale przy znacznym ich nagromadzeniu (w anurii
mozliwy jest nawet 20-krotny wzrost ich stgzenia) istnieje duze prawdopodobienstwo
hydrolizy glukuronidéw i uwolnienia aktywnego leku [48, 68].

U chorych psychiatrycznych z zastoinowa niewydolno$cia serca stwierdza sig zardwno
obnizony klirens nerkowy jak i przeptyw krwi przez watrobe, mogace wpltywaé na wielkos§¢
stgzen stacjonamych TLPD [71, 136].

U pacjentow w podesztym wieku, w wyniku obnizenia aktywnosci enzymatycznej
watroby i zmniejszonego przeplywu krwi przez ten narzad dochodzi do obniZenia klirensu
TLPD [2, 53, 62, 92, 136, 173, 209]. W rezultacie ma miejsce spowolniona eliminacja tych

lekOw oraz metabolitow, co czgsto prowadzi do ich kumulacji [80]. Ponadto istnieja
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doniesienia o nieliniowo$ci farmakokinetyki IMI w tej populacji chorych wynikajace;j
z wysycenia gltownie procesu ich hydroksylacji [20, 31]. Réwnocze$nie, u pacjentow
geriatrycznych obserwuje si¢ obnizZenie przesaczania klebkowego, co powoduje wzrost
stezenia nie sprz¢zonych hydroksymetabolitow TLPD we krwi [136, 175, 209].

Sposrdd istotnych klinicznie czynnikow wplywajacych na stgzenie TLPD w stanie
stacjonarnym wymieni¢ nalezy takze rdwnoczesne podawanie innych lekow, palenie tytoniu,
spozywanie alkoholu oraz diete. Czynniki te moga wplywaé na stezenia TLPD gléwnie
poprzez indukowanie badZz hamowanie enzyméw mikrosomalnych watroby lub poprzez

oddzialywanie na szybkos$¢ przeptywu krwi przez watrobg (tabela 2).

Tabela 2. Niektore czynniki wplywajqce na stezenia stacjonarne TLPD [wg 62].

! stezenia TLPD T stezenia TLPD
Barbiturany Chlorpromazyna Izoniazyd
Wodzian chloralu Haloperidol Alprazolam
Glutetymid Perazyna Disulfiram
Trihexyphenidyl Lewomepromazyna B-blokery
Karbamazepina Perfenazyna Chloramfenikol
Doksycyklina Tiorydazyna Cymetydyna
Prymidon Chlorprotyksen Erytromycyna
Fenytoina Metylfenidat Fenfluramina
Zakwaszenie moczu Alkalizacja moczu Noretysteron
Palenie tytoniu 1-razowe spozycie Estrogeny
Chroniczne spozywanie alkoholu duzej dawki alkoholu

W praktyce klinicznej TLPD najczesSciej taczy sig z neuroleptykami, a ostatnio takze
z karbamazeping (CBZ). Skojarzone leczenie z matymi dawkami neuroleptykéw ma na celu
wzmozenie efektu uspokajajaco-anksjolitycznego. W depresjach psychotycznych lub z pod-
nieceniem ruchowym stosuje si¢ $rednie dawki niektérych neuroleptykow, gtéwnie
lewomepromazyny (LVP) lub perazyny (PER) [162, 197]. Proponuje si¢ rowniez wlaczenie

do terapii jednego z neuroleptykéw w leczeniu tzw. depresji opornych [197].
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Jak dotychczas, nie wszystkie $ciezki metaboliczne neuroleptykow zostaly przypisane
konkretnym izoenzymom, ale najprawdopodobniej w ich metabolizm sa zaangazowane dwa
izoenzymy: 2D6 i 3A4 [17]. W wielu pracach dotyczacych lacznego podawania TLPD
i neuroleptykéw, pochodnych fenotiazyny [9, 32, 70, 78, 127, 135] zaobserwowano wzrost
stezenia lekOw macierzystych i ich demetylowych pochodnych, przy réwnoczesnym spadku
stezenia hydroksymetabolitow. Interakcja ta dotyczy gtéwnie hamowania hydroksylacji TLPD
przez neuroleptyki (interakcja na poziomie izoenzymu 2D6) [70], ale jak wykazaly badania na
zwierzetach [46], niewykluczone jest rowniez hamowanie izoenzymu 3A4, odpowiedzialnego
za N-demetylacj¢ TLPD.

CBZ - znany lek przeciwpadaczkowy wykazuje rdwniez szerokie spektrum dziatania
psychotropowego. Stosowana jest jako lek przeciwmaniakalny w ostrej fazie manii oraz w za-
pobieganiu nawrotom obu faz choroby maniakalno-depresyjnej. Skojarzone podawanie
TLPD i CBZ stosowane jest w przypadku depresji opomych, w profilaktyce chorob
afektywnych dwubiegunowych oraz w leczeniu depresji u pacjentow chorych na padaczke.
CBZ, podobnie jak TLPD jest prawie calkowicie metabolizowana w organizmie przez
izoenzymy cytochromu P450 (mniej niz 5% dawki wydala sig z moczem w postaci nie
zmienionej). Glowny metabolit CBZ czyli 10,11-epoksykarbamazepina (CBZE) jest rownie
silnym zwigzkiem przeciwdrgawkowym jak lek macierzysty. Ulega on z kolei hydrolizie do
trans-10,11-dihydroksykarbamazepiny (tzw. trans-diolu karbamazepiny) wydalanej z moczem
w postaci sprzezonej z kwasem glukuronowym. W epoksydacje CBZ sa zaangazowane dwa
1zoenzymy cytochromu P450: CYP3A4 i w mniejszym stopniu CYP2C8, biorace udzial takze
w metabolizmie innych lekéw [17, 104]. Stad laczne podawanie CBZ z innymi lekami moze
prowadzi¢ z jednej strony do konkurowania o centra aktywne tych izoenzymoéw, a z drugiej
strony CBZ jako znany induktor enzymatyczny moze przy$piesza¢ metabolizm tych lekow.
Jak wykazaly badania kliniczne, taczne podawanie CBZ i TLPD prowadzi do spadku stezenia
zarowno lekéw macierzystych jak i demetylowych pochodnych TLPD ([35, 115, 184].
Stwierdzono réwniez, ze taczne podawanie CBZ i DMI powoduje wzrost wydalania catko-
witej (czyli wolnej i sprz¢zonej) 2-OH-DMI z moczem [183]. Nasuwa si¢ wigc wniosek,

ze CBZ z calg pewnoscia indukuje izoenzym odpowiedzialny za demetylacje TLPD, a wigc
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CYP3Ad4, i prawdopodobnie réwniez inne izoenzymy zwiazane z metabolizmem tych lekow
np.: CYP2D6 lub UDP-glukuronylotransferazg [35, 148].

Jednym z istotnych czynnikéw uzasadniajacym celowo$¢ monitorowania stezen TLPD
jest, jak to przedstawiono na str. 2, wystgpowanie efektow terapeutycznych tych lekow po
dluzszym czasie ich stosowania (zwykle 12-14 dni). Zjawisko to wiaze si¢ z mechanizmem
dziatania tych lekow. Jak wykazano w badaniach na zwierzgtach laboratoryjnych, po prze-
wlektym podawaniu TLPD dochodzi do zmniejszenia liczby i wrazliwosci receptorow
noradrenergicznych, gldwnie postsynaptycznych receptorow f, a takze, cho¢ w mniejszym
zakresie presynaptycznych ap 5-HT; i GABA-B, natomiast wrazliwo$¢ i liczba receptorow
postsynaptycznych o rosnie [208)]. Podobne jak po dlugotrwalym stosowaniu TLPD zmiany
w ukladach receptoréw B pojawiaja sig¢ u zwierzat doswiadczalnych takze po zastosowaniu
elektrowstrzasow, ktore jak wiadomo sg skuteczng formg leczenia niektorych cigzkich postaci
depresji endogennych, zwlaszcza opornych na dziatanie lekow [108].

Wedhlug najnowszych teorii mechanizm dzialania TLPD nalezy rozpatrywac nie jako
wplyw na okre$lony uktad neuroprzekaznikowy, lecz w kategoriach powiazan anatomicznych
1 funkcjonalnych, a wigc oddzialywan poszczegdlnych ukladéw receptorowych w okreslonych
strukturach. Koncowy efekt dziatania TLPD jest wypadkowa zmian w procesach aktywacji
i hamowania oraz interakcji pomigdzy poszczegblnymi systemami neuroprzekaznikowymi.
Jest to zatem uporzadkowany w okreslonym kierunku mechanizm wieloprzekaznikowy,
wynikajacy z modulacji funkcji wielu uktadow neurotransmiteréw. Mechanizm ten nazwano
"wieloprzekaznikowym, modulacyjnym dzialaniem lekéw przeciwdepresyjnych" [152].
W efekcie wyzej opisanych zmian dochodzi do pobudzenia procesow aktywacyjnych w OUN
w szerokim znaczeniu, w tym tez nastroju i aktywnosci psychoruchowe;j.

W podsumowaniu, sytuacje kliniczne, w ktérych monitorowanie stgzenia TLPD jest
pomocne w prowadzeniu leczenia obejmuja: brak zadawalajacego efektu klinicznego, nawro6t
depresji, powazne i uporczywe efekty niepozadane, kliniczne wskazania do podawania
wysokich dawek TLPD, co moze pociagaé za soba problemy natury medyczno-prawnej,
podejrzenie braku wspolpracy chorego z lekarzem, wystgpujacej u okolo 50% pacjentow

leczonych lekami psychotropowymi, mozliwo$¢ wystapienia interakcji z innymi réwnolegle
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stosowanymi lekami, choroby serca, watroby i nerek, zaawansowany wiek oraz przedaw-
kowanie lub podejrzenie zatrucia lekiem.

Przebieg leczenia przeciwdepresyjnego obejmuje na ogot trzy fazy (rycina 2). Pierwsza

Fazy leczenia depresji

I krétkotrwata —» spowodowanie remisji *
4 - 6 tygodni
II kontynuacja — » podtrzymanie remisji **
4 - 9 miesigcy
III podtrzymujaca Y » zapobieganie nawrotom depresji **
Io
* indywidualizacja dawkowania ** wspélpraca z chorym, interakcje,
(wiek, czynniki genetyczne, nieliniowo$¢ proceséw farmako-
schorzenia, wspélpraca z chorym) kinetycznych

Rycina 2. Fazy leczenia depresji oraz celowos¢ pomiaru stezenia w poszczegolnych fazach.

tzw. krotkotrwala, trwajaca 4 - 6 tygodni stanowi pewne minimum do spowodowania remisji.
Co najmniej w potowie trwania tej fazy celowa jest kontrola stgzenia leku we krwi
osiagajacego po tym czasie wartoSci stacjonarne. Podjgcie decyzji ewentualnego
indywidualizowania dawkowania leku pozwala w tej fazie uwzgledni¢ wplyw wieku,
czynnikow genetycznych, wspotistniejagcych schorzen oraz wspdlpracy z chorym w poste-
powaniu terapeutycznym.

Leczenie ostrego epizodu winno byé kontynuowane przy pelnej dawce (faza I) przez okolo
4 - 9 miesigcy. Uwaza sig, ze okres leczenia krotszy niz 4 miesiace stwarza niebezpieczenstwo
nawrotu choroby. Pacjenci po kilku duzych epizodach depresyjnych powinni by¢ poddani
dtugotrwatemu leczeniu podtrzymujacemu, celem zapobieZenia nawrotom depresji (faza III).

Czas tego leczenia wynosi okoto 1 roku. W tych dwoch ostatnich fazach pomiar stezenia ma



16

na celu m. in. oceng wspolpracy z chorym oraz kontrolg¢ ewentualnych skutkéw interakcji
w fazie farmakokinetycznej w przypadku skojarzonego leczenia depres;ji.
Aby prowadzié¢ leczenie pod kontrola st¢zenia leku we krwi musza by¢ spelnione

nastgpujace warunki:

e  istnienie zalezno$ci stezenie - efekt,
o  okreslenie zakresu stgzen terapeutycznych,

e dysponowanie odpowiednio czulg i selektywna metoda analityczna.

Wiyniki badan poszukujacych korelacji pomigdzy st¢zeniem leku przeciwdepresyjnego
a efektem terapeutycznym, mierzonym ilo§ciowo za pomoca odpowiedniej skali np. Skali
Depresji Hamiltona (HDRS - ang. Hamilton Depression Rating Scale) wskazuja w przypadku

IMI, klomipraminy, mianseryny i trazodonu na istnienie liniowej (rycina 3a) zaleznoSci

Imipramina 100 . Nortryptylina
Klomipramina a b Dezypramina
Mianseryna Fluoksetyna
Trazodon Sertralina
80— - Fluwoksamina
9
- 60— .
c
d
=
X 40 -
z
2
T}
20 -
T 1 T 1 ] | 1 T 1
200 400 600 800 200 400 600 goo 1000
Stezenie IMI+DMI (ng/ml) DMI (ng/ml)

Rycina 3. Zaleznos¢ pomiedzy skutecznosciq klinicznq a stezeniem stacjonarnym TLPD,

przedstawiona na przykiadzie IM+DMI (a) oraz DMI (b).



17

stezenie-efekt [50, 73, 77, 129, 141, 142, 168, 204]. Oznacza to, ze wzrost catkowitego
stezenia tych lekow w surowicy chorych zwigksza prawdopodobienstwo wystapienia efektu
terapeutycznego, a gdra granica stg¢zen tych lekow jest zdefiniowana poprzez wystgpowanie
nasilajacych si¢ efektéw niepozadanych. W przypadku demetylowych pochodnych TLPD
takich jak: DMI i nortryptylina (NT) oraz fluoksetyny, sertraliny i fluwoksaminy zalezno$é ta
ma charakter krzywoliniowy (rycina 3b) [7, 77, 89, 138, 141, 142]. Swiadczy to o istnieniu
tzw, okienka terapeutycznego. Stad tez, przy steZeniach stacjonamych leZzacych powyzej lub
ponizej okreSlonego zakresu, nalezy spodziewaé si¢ zmniejszonej skutecznosci dziatania. Inne
leki z tej grupy np. AMI nie wykazuja w zdecydowany sposdb zadnej z opisanych wyzej
zaleznosci [27, 55]. Analiza statystyczna wynikow badan nad zalezno$cia stezenie - efekt

pozwolila na okreSlenie zakresow ste¢zen terapeutycznych dla wigkszosct TLPD (tabela 3).

Tabela 3. Sugerowane zakresy stgzen terapeutycznych dla gléwnych przedstawicieli TLPD
[wg 50, 77, 142] .

Lek Zakres stezen (ng/ml)
Imipramina+dezypramina 150-300
Dezypramina 125-300
Amitryptylina+nortryptylina | 80-250
Nortryptylina 50-150
Doksepina+demetylodoksepina 150-250
Klomipramina+demetyloklomipramina 175-400

Zgodnie z definicja stgzenia te zapewniaja w populacji chorych najwigksze prawdopodo-
biefstwo dzialania terapeutycznego leku, przy najmniejszym ryzyku wystapienia objawow
niepozadanych.

Okreslenie w przypadku TLPD zaleznos$ci stgzenie - efekt nie jest latwe i bywa czgsto

niejednoznaczne, co spowodowane jest m.in. [59, 82, 91]:
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e niejednorodnymi kryteriami rozpoznawania depresji oraz ilo$ciowej oceny nasilenia
zespohu stosowanymi przez poszczegoélne osrodki,

e zbyt malymi grupami badanych chorych,

e nie stosowaniem sig pacjentow (szczegdlnie ambulatoryjnych) do zalecen lekarza,

e biledna interpretacja st¢zen oznaczonych po zbyt krétkim okresie leczenia tj. przed
ustaleniem sig¢ stanu stacjonarnego,

e nieodpowiednim przechowywaniem probek krwi,

e stosowaniem malo selektywej i czulej metody analityczne;j,

e nie uwzglednianiem obecnoéci aktywnych metabolitow oraz roli wigzania TLPD

z biatkami osocza.

Aby uzyskane wyniki oznaczen byly poréwnywalne, pobieranie probek krwi powinno
odbywaé sig w stanie stacjonarnym, tj. po uptywie co najmniej dwodch tygodni od chwili
rozpoczgcia leczenia lub od momentu zmiany dawkowania, najlepiej rano, przed podaniem
kolejnej dawki. Oznaczenia nalezy wykonywaé w osoczu lub w surowicy krwi. Ze wzglgdu na
to, ze stgzenie TLPD w erytrocytach jest wigksze niz w osoczu, zmiany temperatury oraz czas
przechowywania pelnej krwi moga wplywa¢ na rozmieszczenie tych lekéw pomigdzy
erytrocyty i osocze, dlatego tez probki powinny zosta¢ odwirowane tak szybko, jak to tylko
mozliwe. Osocze lub surowicg¢ nie powinno przechowywac si¢ dluzej niz cztery tygodnie
w temperaturze +4°C lub do jednego roku w -20°C [50, 141, 142]. Nie bez znaczenia sa
réwniez pojemniki, do ktéryéh pobierana jest krew. Dla przykladu tr6j(2-butoksy-
etylo)fosforan (TBEP) - plastyfikator zawarty w szeroko stosowanych jeszcze do niedawna
zatyczkach gumowych wypiera leki zasadowe z ich polaczen z biatkami osocza, w wyniku
czego leki te moga ulega¢ redystrybucji do erytrocytow. Stad, po odwirowaniu uzyskuje sig
nizsze st¢zenia tych lekow w osoczu lub surowicy [24, 67, 141, 146, 172, 187]. Podobny blad
moze spowodowaé adsorpcja czasteczek leku na niektdrych tworzywach stosowanych do
produkc;ji sprz¢tu laboratoryjnego.

Istotna role w badaniu zaleznosci st¢zenie - efekt moze odgrywac takze stosowana

metoda analityczna. NajczeSciej do rutynowego oznaczania TLPD stosuje si¢ metodg
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immunofluorescencyjng ze $wiatlem spolaryzowanym (FPIA) lub metode wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Pierwsza z tych metod pozwala na analiz¢ przede
wszystkim czterech glownych przedstawicieli TLPD: IMI, DMI, AMI oraz NT. Chociaz
charakteryzuje si¢ ona stosunkowo zadawalajaca czuloscig rzedu 20 ng/ml, jej zasadnicza
wada jest brak selektywnosci w stosunku do metabolitow (otrzymany wynik analizy stanowi
sumeg stezen leku macierzystego i jego demetylowej pochodnej), co moze mieé istotne
znaczenie w ustaleniu zaleznos$ci stgzenie - efekt. Ponadto pomiar stezen TLPD ta metoda
moze by¢ zaklécony w wyniku tzw. reakcji krzyzowych (cross-reactivity) zwiazanych
z obecnoscia podawanych réwnocze$nie innych lekow np. fenotiazyn, CBZ lub innych TLPD
(doksepiny, demetylodoksepiny, klomipraminy, protryptyliny). W wyniku tych interferencji
mozna uzyska¢ btedne, czgsto zawyzone, wyniki oznaczen [85, 141, 142, 158, 166].
W przeciwienstwie do FPIA, metoda HPLC charakteryzuje si¢ duza swoistoscia, gdyz pozwa-
la réwnocze$nie oznaczy¢ nie tylko aktywne metabolity, w tym takze hydroksypochodne, ale
takze inne stosowane rownolegle leki, nawet te, o podobnej strukturze chemicznej [83, 139].
Obecnos¢ aktywnych metabolitow moze wpltywaé na przebieg zaleznosci stezenie -
efekt TLPD. Stanowia one przyklad grupy lekéw dzialajacych w znacznej mierze poprzez
aktywne metabolity. Leki macierzyste np. IMI czy AMI, a szczeg6lnie klomipramina, silnie
hamuja wychwyt zwrotny S5-hydroksytryptaminy przez neurony, podczas gdy demetylowe
pochodne TLPD np. DMI i NT silniej wptywaja na wychwyt noradrenaliny [39]. W zwiazku
z tym, te pierwsze dzialaja gléwnie na nastrdj, natomiast pochodne demetylowe silniej od
leké6w macierzystych pobudzaja naped. W wigkszosci prac dotyczacych poszukiwania
korelacji pomigdzy stgzeniem TLPD we krwi a efektem terapeutycznym czy wystepowaniem
eféktc’)w niepozadanych, uwzglednia si¢ najcze$ciej sume stezen leku macierzystego i jego
demetylowej pochodnej [50, 93]. Tymczasem, w badaniach in vitro wykazano, Zze nie
sprzgzone hydroksymetabolity TLPD sa takze aktywne farmakologicznie. Maja one zdolno$¢
hamowania wychwytu zwrotnego noradrenaliny i serotoniny w roéznych tkankach, w tym
i mozgowej, w stopniu poréwnywalnym do lekéw macierzystych [138], natomiast ich
powinowactwo do receptor6w muskarynowych in vitro jest znacznie mniejsze, 1 tak dla

E-10-hydroksynortryptyliny stanowi ono tylko 1/18 powinowactwa NT do tych receptoréw,
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a w przypadku 2-OH-DMI zaledwie 1/32 powinowactwa DMI. Tak wigc hydroksymetabolity
TLPD powinny byé w mniejszym stopniu odpowiedzialne za wystgpowanie antycholiner-
gicznych objaw6w niepozadanych w stosunku do lekow macierzystych [138, 154].
Tymczasem jak wynika z badanh przeprowadzonych na zwierzgtach, 2-OH-IMI jest znacznie
bardziej kardiotoksyczna niz IMI czy klomipramina [90, 153, 200], a Z-10-hydroksy-
nortryptylina okazala si¢ bardziej kardiotoksyczna mz NT [154]. Z kolei wysokie stgZenia
hydroksypochodnej NT w surowicy krwi sa zwiazane z niekorzystnymi zmianami w elektro-
kardiogramie i kardiotoksycznoscia u ludzi starszych [210, 211]. Jak wykazano, duze st¢zenia
hydroksymetabolitow sa wykrywalne w plynie moézgowo-rdzeniowym, gdzie stosunki
2-OH-DMI/DMI i 2-OHIMI/IMI sa nawet 2-krotnie wigksze niz w osoczu [138, 153, 157].
Obecnosc tych metabolitow stwierdzono w mozgu zwierzat po podaniu TLPD [49] oraz
w moézgu chorego, ktory zmart w wyniku przedawkowania IMI [41].

Hydroksymetabolity TLPD rdznia sig¢ wlasciwosciami farmakokinetycznymi od lekow
macierzystych. Sa one mniej lipofilne niz leki macierzyste, stad tez charakteryzuja sig
mniejsza objetoscia dystrybucji. Ponadto maja krétszy okres pottrwania i stabiej wigza sie
z biatkami osocza [212]. Poniewaz w wielu stanach fizjologicznych i patologicznych stosunek
stgZenia metabolitu do leku macierzystego moze ulec zmianie, wktad hydroksymetabolitow
w uzyskany efekt terapeutyczny czy wystgpujacy efekt toksyczny prawdopodobnie jest
osobniczo zrdéznicowany i w zwiagzku z tym pomiar stezenia tych produktow metabolizmu
moze przyczynic si¢ do uscislenia korelacji stqienie-éfekt.

TLPD naleza do lekéw silnie wigzacych si¢ z biatkami osocza. Powstaje pytanie,
jaka rolg odgrywa to wiazanie w ocenie kinetyki TLPD w organizmie oraz w ustaleniu
zaleznosci st¢Zenie - efekt,

Wykazano, ze leki te wiaza sie¢ z biatkami osocza w szerokim zakresie od 68 do 98%
[26, 63]. Glowne biatka wiaZace te zwiazki o charakterze zasadowym to: albumina, kwasna
a1-glikoproteina oraz lipoproteiny.

Albumina (HSA) - jest to najwazniejsze biatko osocza o masie czasteczkowej 69 000,
stanowigce 45-66% wszystkich bialek osocza, a jej prawidlowe stgzenie miesci sig w zakresie

od 35 do 55 g/l. Jej rola w organizmie polega gldwnie na utrzymywaniu odpowiedniego
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ci$nienia koloidoosmotycznego krwi oraz na  transporcie rdznorodnych zwigzkow
drobnoczasteczkowych, zwlaszcza stabo rozpuszczalnych w wodzie np.: kwasow tluszczo-
wych, kwasu moczowego czy bilirubiny. Bialko to wiaze takze jony metali np.: jony
wapniowe, cynkowe i miedziowe, zmniejszajac st¢zenie ich zjonizowanych form w surowicy.
Poza tym wiaze przede wszystkim leki kwasne i w mniejszym stopniu leki o charakterze

oboje¢tnym i zasadowym (rycina 4). W stosunku do tych ostatnich wykazuje male

COOH
Miejsce VI NHp -J
Jony metali '_ﬂ Miejsce IV
Bilirubina
100
500
"
Mile]sce Il
Digitoksyna
poeer
Kwasy 26iciowe
WGl!fsce |
arfaryna
Sulfadimetoksyna %Iejsce \'
f\::prokumaryna wasy tluszczowe
proprazon
Fenylbutazon Miejsce Il y
Glibenklamid g:cmdinaez ttarll)/il;alt);:fanu i indolu
Flubiprofen
Naproksen
Flukloksacyna

Rycina 4. Lokalizacja miejsc wiqzqcych leki i substancje endogenne na czqsteczce HSA

[wg 87].
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powinowactwo, a duza pojemno$¢ wiazania, w zwiazku z czym niewielkie zmiany w stezeniu
HSA nie powoduja na ogdt wigkszych zmian w wiazaniu lekéw zasadowych. W warunkach
klinicznych stezenia tego biatka moga ulega¢ zmianom (tabela 4), a duze nasilenie tych zmian
obserwowane np. w cigzkich chorobach watroby czy nerek moze wplywac na wiazanie
niektorych lekoéw zasadowych. Jest to zalezne od udziatu HSA w catkowitym wiazaniu tego

typu lekow z biatkami osocza.

Kwasna oy-glikoproteina (AAG) - jest bialkiem wigzacym glownie leki o charakterze
zasadowym [87, 110, 172}, chociaz ma réowniez zdolno$¢ wiazania niektorych lekow
obojgtnych i kwasnych [195]. Glikoproteid ten stanowi 10% o-globulin i 0.5% wszystkich
bialek surowicy krwi. Masa czasteczkowa tego biatka szacowana jest na okolo 44 000, a swoéj
kwasny charakter i niska warto§¢ pK, zawdzigcza duzej zawartoSci w czasteczce kwasu
sjalowego. Wigzanie z lekami ma jednak charakter oddzialywan hydrofobowych, a nie jak
nalezaloby przypuszczaé elektrostatycznych, gdyz usuniecie z czasteczki tego biatka kwasu
sjalowego nie zmniejsza istotnie stopnia wiazania lekow [207]. AAG jest obecna w osoczu
w stgZeniu prawie 100-krotnie mniejszym niz HSA. U zdrowych ochotnikéw jej stezenia
wahajg si¢ w granicach od 0.5 do 1.0 g/l. Jej rola w organizmie nie jest w dalszym ciagu
wyjasniona do konca. Przypuszcza sig, Ze moze ona odgrywaé pewna role w procesach:
krzepnigcia, procesach odbudowy immunologicznej i tkankowej. Nalezy do biatek tzw. "ostrej
fazy". Stezenia AAG w osoczu wzrastaja nawet 5-krotnie w réznych stanach chorobowych
(tabela 4), co ma istotny wplyw na ulamek wolnej frakcji leku w przypadku lekow silnie
wiazacych si¢ z tym biatkiem. Dla przyktadu wiazanie IMI z biatkami osocza jest wigksze
u pacjentéow z podniesionym poziomem AAG po zawale migsnia sercowego [66]. Podobne
zjawisko zaobserwowano w grupie alkoholikéw [94] oraz w grupie pacjentow z depresja
poddanych 3-tygodniowej kuracji AMI [13]. AAG jest wigc czgsto gtdéwng przyczyna migdzy-
i wewnatrzosobniczej zmienno§ci w wartosciach ulamka wolnej frakcji lekéw, glownie
o wlasciwosciach zasadowych. Bialko to charakteryzuje si¢ duzym powinowactwem i mata

pojemno$cia wiazania, moze by¢ wigc tatwo wysycone przy wzrastajacych stgzeniach tego



Tabela 4. Czynniki powodujqce zmiany stezenia biatek osocza [wg 123, 194, 196, 213].
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Rodzaj bialka Spadek stezenia Wazrost stezenia
Albumina Wiek (ludzie starsi, noworodki)  Lagodne guzy
Oparzenia Nerwica
Nowotwory Psychoza
Marsko$¢ watroby Schizofrenia
Enteropatia
Ropien watroby
Niedozywienie
Zespot nerczycowy
Ciaza
Niewydolno$¢é nerek
Zabieg operacyjny
Uraz
Stany zapalne
Posocznica
Niewydolno$¢ mig$nia sercowego
Kwasna a/1-gliko- Wiek (noworodki) Wiek (ludzie starsi)
proteina Cigzka marsko$¢ watroby Nowotwory
Zespot nerczycowy Choroba Crohna
Ciaza Celiakia
Zakazenia

Lipoproteiny

Wrodzona hypolipoproteinemia
Nadczynnos¢ tarczycy
Niedozywienie

Stany zapalne

Zawal mig$nia sercowego
Otylosé

Niewydolnos¢ nerek
Reumatoidalne zapalenie
stawow

Stres

Zabieg operacyjny

Uraz

Wrodzona hyperlipoproteinemia

Alkoholizm

Niedoczynno$¢ tarczycy .
Choroba zaporowa watroby
Dna moczanowa

Cukrzyca

Dieta wysokocholesterolowa
Zapalenie trzustki

Cigza

Niewydolnos¢ nerek
Choroby watroby
Niedrozno$¢ drog zotciowych
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typu lekéw, co rdwniez sprzyja zréznicowaniu ich stopnia wiazania. Dla TLPD stwierdzono
wystgpowanie jednego tylko miejsca wiazacego na czasteczce AAG [87, 132, 140], chociaz
dla wyzszych stgzen tych lekow ujawnia si¢ rowniez druga klasa miejsc wiazacych, ale

0 znacznie mniejszym powinowactwie [29, 64, 107, 178].

Lipoproteiny - to grupa bialek zr6znicowana zaré6wno pod wzgledem masy czasteczkowe;j
mieszczacej si¢ w zakresie od 200 000 do 10 000 000, jak i zawartosci lipidow w czasteczce,
ktora oscyluje w granicach 40-95%. Biatka te mozna podzieli¢ na cztery grupy: chylomikrony,
lipoproteiny o bardzo matej ggstosci (VLDL), lipoproteiny o matej gestosci (LDL) oraz
lipoproteiny o duzej gestosci (HDL). Chylomikrony, ktérych gitéwnym skladnikiem sg
trojglicerydy, transportuja lipidy egzogenne (pokarmowe) i nie maja zdolnoSci wigzania
lekéw. VLDL transportuja lipidy endogenne pochodzace z watroby, gléwnie trojglicerydy,
natomiast cholesterol jest zwiazany z frakcjami LDL i HDL. Lipoproteiny te wiaza leki
zasadowe i obojgtne, chociaz niektore leki kwasne tez moga byC przez nie wiazane,
ale w znacznie mniejszym stopniu. W odréznieniu od lekéw takich jak: propranolol,
cyklosporyna, pindolol czy digoksyna, wiazacych si¢ z tymi bialkami na zasadzie
rozpuszczania w czgsci thuszczowej lipoprotein, wiazanie TLPD moze ulega¢ wysyceniu,
dlatego tez przypuszcza sig, ze leki te wiaza si¢ w pewnych Scisle okreslonych miejscach
wiazacych na biatku. Wedlug niektorych autoréw powinowactwo i pojemno$¢ wiazania
lipoprotein w stosunku do IMI sa co najmniej tak duze jak HSA [18, 150, 202].

U zdrowych ochotnikéw wykazano, ze stgzenia lipoprotein sa w znacznym stopniu
zrdznicowane migdzyosobniczo. Podniesiony poziom cholesterolu i trojglicerydow obserwuje
si¢ w wielu stanach chorobowych (tabela 4), jak rowniez u pacjentéw zazywajacych pewne
leki np. fenytoing czy cyklosporyng. Dla lekow, ktore silnie wiaza sie z lipoproteinami nalezy
oczekiwa¢ korelacji pomiedzy ulamkiem wolnej frakcji leku a stgzeniem lipoprotein,
cholesterolu lub tréjglicerydow. Takie zalezno$ci wykazano np. dla AMI i NT [151], ponadto
stwierdzono, ze u pacjentéw z hyperlipoproteinemia utamek wolnej frakcji IMI byt nizszy niz

w grupie kontrolnej [47].
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Interakcja lek - bialko jest procesem odwracalnym, w ktérym ustala sig rownowaga

pomigdzy wolnym biatkiem [B] i nie zwiazanym lekiem [L] a kompleksem lek-biatko [LB]:

ki

[L]+[B] (LB] (D

ky

gdzie k; i k, to odpowiednio stale szybkosci asocjacji 1 dysocjacji kompleksu [LB].
Powinowactwo leku do biatka mozna wyrazié stosunkiem kj/kp, ktory okresla si¢ jako statg
wigzania Kj. Im wigksza jest jej wartos¢, tym wigksze powinowactwo leku do bialka.
Ilosciowo wiazanie leku z biatkami osocza okresla utamek leku zwigzanego (fp), lub utamek

wolnej frakcji leku (fy), ktory wyraza sig rbwnaniem:

f =-U 2)

w ktorym: cy - stezenie wolnej frakcji leku,

ct - calkowite stezenie leku.

Ulamek wolnej frakcji leku zalezy od stalej wiazania K, i od stgzenia wolnego biatka [B]

zgodnie z nastgpujacym rownaniem:

1
fy=m———
1+K, -[B]

©))

Réwnania opisujace $rednie stgzenie leku wolnego (c}’) w stanie stacjonarnym beda miaty
rézng posta¢ w zaleznosci od tego, czy eliminacja leku zalezy od jego wiazania z biatkami
osocza (restrictively-cleared drugs) czy tez jest od niego niezalezna (nonrestrictively-cleared
drugs). Pierwsza grupa, to leki o stosunkowo niskich wartosciach wspétczynnika ekstrakc;ji
watrobowej (Ey<0.3) np. fenytoina, diazepam, tolbutamid, warfaryna, kwas walproinowy,
dizopiramid, fenylbutazon, ibuprofen, natomiast w drugiej grupie znajduja si¢ leki o wysokich

wartosciach tego wspotczynnika (Ep>0.7) np. morfina, lidokaina, verapamil, TLPD, ktére
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wykazuja duze powinowactwo do enzyméw watrobowych, a wiazanie z biatkami osocza nie
ogranicza ich eliminacji.
Dla lekéw o eliminacji zaleznej od wigzania z biatkami osocza, ich klirens watrobowy (Cly)

wyraza rOwnanie:
Cly ~ fy-Cline “)

gdzie: Cliy - klirens wewngtrzny, okresla aktywno$é enzyméw metabolizujacych wolny lek,

a stezenie catkowite (cfs) tych lekéw w stanie stacjonarnym okresla zaleznos¢:

F-D/z
=i ®)

gdzie: F - ulamek dawki wchionigtej (dostgpnosé biologiczna),
D - podana dawka,
T - przedzial dawkowania,
pozostale symbole jak wyze;j.

Natomiast st¢zenia wolnej frakcji tych lekéw opisuje rownanie:

CSS _ F'D/T
u Cl.

int

(6)

Jak wynika z réwnan 5 oraz 6 w przypadku lekoéw wykazujacych eliminacjg zalezng od wia-
zania z biatkami osocza, calkowite st¢zenia tych lekéw w stanie stacjonarnym zaleza
od utamka wolnego leku we krwi. Natomiast stezenia ich wolnej frakcji nie zaleza od tego
parametru. Stad, w sytuacjach klinicznych, w ktérych zachodzi zmiana utamka wolnej frakc;ji
leku, korygowanie dawkowania tych lekow w oparciu o st¢zenia calkowite nie zawsze jest
stuszne, poniewaz st¢zenie wolnej frakcji, odpowiedzialnej za dzialanie farmakologiczne,
moze pozosta¢ nie zmienione. Spostrzezenie to jest stuszne przy zalozeniu, ze klirens

wewngtrzny wolnego leku nie ulega zmianie.
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Dla lekéw o wysokich warto$ciach Ey problem ten jest o wiele bardziej ztozony, poniewaz
na opisane powyzej zalezno$ci bedzie wptywaé w istotny sposéb rowniez droga podania leku.
Klirens catkowity (Cl 1) tych lekow po podaniu dozylnym, jak przedstawiono ponizej, nie

zalezy od fj;, a jedynie od szybkosci przeptywu krwi przez watrobg (Qp):

Clt~Qu @)

Dlatego tez zmiany w wigzaniu tych lekow z biatkami osocza nie bgda wptywac na catkowite

stezenie w stanie stacjonarnym, ktore w przypadku tej grupy lekéw mozna opisaé¢ rownaniem:

D/z
e = ®)
Qy
Natomiast st¢zenie wolnej frakcji tych lekéw opisuje rownanie:
D
=1, & )
" H

Z réwnania 9 wynika, ze zmiany w wigzaniu z biatkami osocza moga wplywac na stezenia
wolnej frakcji lekoéw o wysokich warto§ciach wspotczynnika ekstrakcji watrobowe;.
Nalezy jednak pamietaé, ze przedstawione wyzej rozwazania teoretyczne sa shuszne tylko
wtedy, gdy szybkos¢ przeplywu krwi przez watrobg oraz aktywnos¢ jej enzymow
metabolizujacych pozostaja bez zmian w trakcie stosowania leku, co w praktyce kliniczne;j
zdarza si¢ niezwykle rzadko ze wzgledu na czgsto stosowang politerapig, wspolistniejace
choroby czy wreszcie czynniki §srodowiskowe, dietg itp.
Po podaniu doustnym, w wyniku tzw. efektu pierwszego przejscia, o stezeniu w stanie
stacjonamym decydowa¢ bedzie takze aktywnos¢é enzymow metabolizujacych te leki.

W warunkach klinicznych wiele czynnikdw fizjologicznych lub patologicznych moze
zmienia¢ stezenia bialek osocza (tabela 4), w wyniku czego nastgpuja zmiany w ulamku

wolnej frakcji leku. Substancje endo- i egzogenne moga takze wpltywac na stopien wigzania
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leku z bialkami. Do endogennych, fizjologicznych inhibitoréw wiazania lekéw z biatkami
naleza: kwasy tluszczowe, bilirubina, mocznik i kwas moczowy, niektore hormony
(estrogeny, tyroksyna). Podobny efekt moze wywola¢ obecnosé wysokich stgzen metabolitu
danego leku lub caty szereg niefizjologicznych substancji, pojawiajacych si¢ w konsekwencji
procesu chorobowego [12, 113, 126, 191. Interakcja pomigdzy lekiem a wymienionymi wyzej
substancjami moze polega¢ albo na wspdtzawodnictwie o wspoélne miejsca wiazace na bialku,
albo wynika¢ ze zdolno$ci danej substancji do zmiany trzeciorzgdowej struktury bialka.
Bez wzglgdu na mechanizm, tego rodzaju interakcje powodujac wypieranie leku z jego
polaczen z biatkami i obnizenie powinowactwa leku do biatka, zwigkszaja utamek wolnej
frakcji leku wypieranego.

Interakcje¢ w zakresie wiazania leku z biatkami moze powodowac takze rownoczesne
podanie innego leku. Aby jednak zjawisko to moglo wystapi¢ musza byc speinione
nastepujace warunki [122]:

e lek wypierany powinien silnie wigza¢ si¢ z biatkami osocza, poniewaz tylko wowczas
obnizenie frakcji leku zwiazanego spowoduje znaczny wzrost wielkos$ci utamka wolnej
frakcji tego leku,

e lek wypierany 1 wypierajacy musza mie¢ wspolne miejsce wiazace na biatku (hamowanie
kompetycyjne) lub wspdlne biatko wiazace (hamowanie niekompetycyjne),

e liczba miejsc wigzacych na biatku powinna by¢ ograniczona, a st¢zenie molowe leku
wypierajacego powinno osiggaé wartosci stgzenia molowego biatka wiazacego,

e powinowactwo do miejsca wigzacego i/lub stgzenie wolnej frakcji leku wypierajacego

powinno byé wigksze niz leku wypieranego.

Ocena stopnia wigzania leku z biatkami osocza oparta jest na oddzieleniu wolnej, nie

zwigzanej z biatkami frakcji leku. Do tego celu stosowane sa najczeéciej dwie metody:

o dializy rbwnowagowe;j,

» ultrafiltracji.
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Dializa rownowagowa jest uwazana za metod¢ odniesienia przy ocenie innych technik
np. ultrafiltracji czy ultrawirowania [11, 182]. Wigkszo$¢ badan dotyczacych wiazania leku
z biatkami przeprowadza si¢ z wykorzystaniem tej metody, poniewaz posiada ona tg przewage
nad innymi, Ze w stanie rownowagi mozna oznaczy¢ zarowno wolne jak i catkowite st¢Zenia
leku. Oddzielenie leku wolnego od zwigzanego z biatkami zachodzi w naczynku diali-
zacyjnym skladajacym si¢ z 2 komoér oddzielonych od siebie blong polprzepuszczalng, w kto-
rych umieszcza si¢ osocze zawierajace lek i bufor. W stanie rOwnowagi, st¢zenie leku
wolnego jest takie samo po obu stronach btony, a utamek wolnej frakcji leku oblicza si¢ jako
stosunek stezenia leku w czgsci buforowej odpowiadajacej stgzeniu leku wolnego do steZenia
leku w czgSci zawierajacej osocze. Metoda ta jest szeroko stosowana glownie w badaniach
nad charakterystyka wiazania nowych lekow z surowica czy poszczegélnymi biatkami osocza
np. pozwala na okreslenie liczby miejsc wiazacych czy statych wiazania. W odniesieniu do
monitorowania leku wolnego metoda ta posiada dwa istotne ograniczenia: stosunkowo dlugi
czas trwania procedury (nawet do 48 godzin) oraz wystgpowanie tzw. ,,efektu rozcienczania"
[12, 113]. Zrédlem tego efektu jest dyfuzja leku wolnego z ,.kompartmentu biatkowego” do
buforu, przez co st¢zenie leku w tym kompartmencie maleje. W wyniku tego osiagana jest
nowa rownowaga, przy ktdrej stezenie leku wolnego jest inne niz bylo w prébce pierwotnej,
tzn. przed rozpoczgciem dializy. Efekt ten jest szczegllnie wyrazny dla lekow o wigzaniu
zaleznym od st¢zenia (concentration-dependent binding), np. kwasu walproinowego czy dizo-
piramidu. Poza tym nalezy pamieta¢ o mozliwosci vs}ystapienia takich niekorzystnych zjawisk
jak: zmiana pH probki i wzrost stgzenia wolnych kwaséw tluszczowych w wyniku diugo-
trwalej inkubacji. Na wyniki pomiaru utamka wolnej frakcji leku z wykorzystaniem dializy
rownowagowej moze takze wptywaé efekt Donnana, wigzanie leku z membrang i komora
dializacyjna oraz przechodzenie buforu do komory zawierajacej osocze pod wptywem cisnie-
nia osmotycznego wywieranego przez bialka, co w efekcie koncowym prowadzi do
rozcienczenia badanej probki osocza [12, 25, 44, 112, 113, 196, 201].

W swietle tych ograniczen, ultrafiltracja wydaje si¢ by¢ obiecujaca technika,
szczegblnie do szybkiego, rutynowego oznaczania wolnego leku w praktyce kliniczne;.

Ultrafiltracj¢ przeprowadza si¢ w dostgpnych na rynku mikroseparatorach, znajdujacych sig
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w ofercie wielu firm np. firmy Amicon, Nihon Millipore i innych. Skiladaja si¢ one
z 2 zbiornikéw oddzielonych od siebie membrana o odpowiedniej srednicy poréw. Sam pro-
ces polega na filtrowaniu probki osocza zawierajacej lek, umieszczonej w goémej czgSci
mikroseparatora, pod wplywem ci$nienia wywieranego na osocze za pomocg strzykawki lub
gazowego azotu albo pod wplywem sily osrodkowej czyli przy uzyciu wirdwki (najlepie)
termostatowanej), wyposazonej w rotor katowy, co zapobiega gromadzeniu si¢ biatek na
powierzchni membrany [113]. Stezenie leku w ultrafiltracie zbieranym w dolnej czgsci
mikroseparatora stanowi bezpos$rednia miarg stgzenia wolnego leku w osoczu krwi. Jest to
wigc metoda niezwykle prosta i szybka (czas trwania calej procedury wynosi maksymalnie
1 godzing), ponadto nie wystgpuja tutaj opisane wyzej niekorzystne zjawiska towarzyszace
zazwyczaj stosowaniu dializy réwnowagowej. Jedynym problemem wspdlnym dla obu
technik jest wystepujaca w przypadku niektorych lekéw niespecyficzna adsorpcja na mem-
branie mikroseparatora. Nalezy wiec zawsze wykona¢ badania wstgpne w tym kierunku
i ewentualnie wprowadzi¢ odpowiednie korekty w obliczeniach [26, 112, 113]. Jak wykazano,
stgzenie leku wolnego pozostaje nie zmienione przez caly czas trwania procesu ultrafiltracji
i nie zalezy od objgtosci filtrowanej probki [25, 98, 113, 199]. Zdaniem wielu autoréw jest to
najbardziej odpowiednia metoda do rutynowego monitorowania stezen wolnej frakcji leku
12,113,118, 119, 124, 181, 187, 201].

Okreslenie stgzenia wolnej frakcji TLPD jest mozliwe takze in vivo, poprzez pomiar
stezenia tych lekéw w plynie mézgowo-rdzenio;ivym (CSF). Metoda ta opiera si¢ na
zalozeniu, ze poniewaz w warunkach fizjologicznych stgzenie biatek w CSF jest niewielkie
(<1% stegzenia w surowicy) [22], dlatego tez w przypadku lekéw lipofilnych, tatwo
przechodzacych przez barierg krew-mozg, ich stgzenie w tym plynie teoretycznie powinno by¢
rowne stgzeniu wolnej frakcji leku w osoczu [26]. Potwierdzily to prace niektérych autorow
[134, 157, 177]. Pomimo tego, metoda ta jako inwazyjna nie zyskata zbyt wielu zwolennikéw,

glownie ze wzgledu na trudnoéci zwiazane z pobieraniem probek od pacjentow.



31

2. CEL PRACY

W $wietle przedstawionych rozwazan rodzi si¢ pytanie o znaczenie stezenia wolnej
frakcji TLPD w rutynowym leczeniu psychiatrycznym. Z tego punktu widzenia zaktada sig,

ze monitorowanie stgzenia leku wolnego jest uzasadnione w przypadku lekow:

e silnie wigzacych si¢ z biatkami osocza (= 80%),

e dla ktorych utamek wolnej frakcji zmienia si¢ w zakresie st¢zen terapeutycznych oraz
w réznych stanach fizjologicznych i patologicznych,

e dla ktérych istnieje zwiazek pomigdzy st¢zeniem leku nie zwiazanego z biatkami
a efektem klinicznym,

e 0 waskim indeksie terapeutycznym dla stezen wolnej frakc;ji leku,

o dla ktdrych opracowano metodg oznaczania st¢zenia leku wolnego.

Wiele z tych zalozen, jak przedstawiono w czgsci teoretycznej, dotyczy takze TLPD.

Jak dotychczas podejmowano proby monitorowania stezenia wolnej frakeji leku
glownie w przypadku lekéw przeciwpadaczkowych, takich jak: fenytoina, karbamazepina,
kwas walproinowy, lekow przeciwarytmicznych: lidokainy, chinidyny dizopiramidu,

propranololu oraz niektorych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych [201].
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W odniesieniu do TLPD, istnieja liczne dane na temat ich wiazania z biatkami osocza
oraz badania ich wolnej frakcji w warunkach in vitro, natomiast niewiele jest danych na ten
temat w warunkach in vivo, szczegolnie u pacjentow psychiatrycznych poddanych leczeniu
przewleklemu. Pierwsze badania z tego zakresu przeprowadzil Borga w roku 1969,
wykorzystujac metode ultrafiltracji [23]. Wykazat on, Ze leki te silnie wiaza z biatkami osocza
0s0b zdrowych, lecz nie stwierdzit wigkszych migdzyosobniczych réznic w wielkos$ci utamka
wolnej frakcji TLPD. Wyniki tych badan oraz trudnoSci metodyczne (czuto§é¢ metody
analitycznej, brak odpowiedniej metody oddzielania wolnej frakcji TLPD) powodowaty,
ze dlugo nie przywiazywano wagi do tego zagadnienia i dopiero Glassman i wspolpr. [72],
stosujac metode dializy rownowagowej stwierdzili ponad 4-krotne (5.4-23%) zréznicowanie
w utamku wolnej frakcji IMI w grupie 26 chorych psychiatrycznych. Wyniki te znacznie
roznily si¢ od obserwacji Borgi i daty poczatek dalszym badaniom [27, 28, 30, 102, 140; 147].

W ostatnich latach wielu autoréw zwraca uwage, ze w przypadku TLPD, oprocz
obecnosci aktywnych metabolitow, takze migdzyosobnicze réznice w wiazaniu tych lekow
z bialkami osocza, uwarunkowane czynnikami fizjologicznymi i patofizjologicznymi moga
stanowi¢ jeden z istotnych czynnikéw wplywajacych na przebieg zaleznoSci st¢Zenie - efekt
terapeutyczny [62, 75, 123].

W Swietle przedstawionych danych, celem niniejszej pracy jest okre$lenie,
na przykladzie imipraminy, roli monitorowania stezenia wolnej frakcji TLPD w ocenie
kinetyki tych lekéw w warunkach rutynowego postqiaowania klinicznego. W trakcie realizacji
podjetych badan oznaczano w stanie stacjonamym stgZenia caltkowite oraz wolnej frakeji IMI
1 jej trzech aktywnych metabolitow w surowicy chorych psychiatrycznych leczonych IMI
w monoterapii oraz w leczeniu skojarzonym z CBZ lub neuroleptykami (LVP i PER).
Oznaczone steZenia odnoszono nastgpnie do efektu terapeutycznego oraz dziatan

niepozadanych.
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3. MATERIALY 1 METODY

3.1. Pacjenci

Badania wykonano ogétem w grupie 66 chorych glownie z duzym zespolem

depresyjnym (wg kryteriow DSM-III-R Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycénego)

leczonych w Klinice Psychiatrii Dorostych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

(Kierownik: prof. dr hab. Adam Szymusik, bezposrednia opieka: dr med. Andrzej

Wasieczko). Dane demograficzne badanych chorych zebrano w tabeli 5. Wszyscy chorzy byli

Tabela 5. Charakterystyka demograficzna chorych psychiatrycznych.

Liczba chorych

Ptec

Wiek [lata] (SredniatSD)
Masa ciata [kg] (§redniatSD)
Rodzaj depresji

Dawkowanie IMI

Inne najczegsciej stosowane leki

66
37K, 29 M

22 - 71 (43.49£9.30)
51 - 125 (73.05£14.55)

Mata depresja - 8 chorych
Duza depresja -58 chorych

29 chorych 2 mg/kg/dzien
37 chorych 3 mg/kg/dzien

LVP-15

PER - 13 .
Pochodne benzodiazepiny - 11
Haloperidol -1
Karbamazepina - 13
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leczeni imipraming (Polfa Starogard) w postaci drazetek 4 25 mg w dawce 2 lub 3
mg/kg/dzien, podawanej w dwodch porcjach, co 12 godzin. Ponadto badanym chorym
podawano inne leki wspomagajace (tabela 5). Jak wynika z tej tabeli IMI byla najczesciej
kojarzona z neuroleptykami pochodnymi fenotiazyny tzn. z LVP (Tisercin, Egyt) lub PER
(Pemnazinum, Labor) podawanymi w dwodch lub trzech porcjach dziénnych, w dawce
kazdorazowo dobranej wedlug wskazan klinicznych i uznania lekarza. W tym celu kierowano
si¢ glownie masg ciata chorego, nasileniem niepokoju i zaburzen snu, ewentualnie obecnoscia
tendencji samobojczych. Niektoérzy chorzy otrzymywali dodatkowo jedna z pochodnych
benzodiazepiny jako leku ulatwiajacego zasypianie. Ponadto u 13 sposréd badanych chorych
po 2 tygodniach leczenia tylko IMI wiaczano CBZ (Amizepin, Polfa Starogard lub Tegretol,
Ciba-Geigy), tabletki 4 200 mg lub 400 mg. Do badan wlaczono takze jako grupg¢ kontrolna
14 chorych z padaczka leczonych CBZ w monoterapii (probki krwi uzyskano z Pracowni
Terapii Monitorowanej CM UJ).

Probki krwi do oznaczen (okoto 6 ml) pobierano z zyly przedramienia lub z dotu tokciowego
tuz przed podaniem porannej dawki leku, po co najmniej dwodch tygodniach przyjgtego
leczenia (stgZenie minimalne w stanie stacjonarnym). Pobrang krew wirowano, a otrzymang
surowicg¢ przechowywano w temperaturze -20°C do czasu analizy.

Monitorowanie steienia leku, zatwierdzone przez Komisje Etyczng CM UJ, bylo prowadzo-
ne w ramach rutynowego postepowania klinicznego obejmujqcego: diagnozowanie, wybor
lekow, dawkowanie oraz ocene kliniczng wynikow léczenia.

Wszyscy badani chorzy zostali poddani rutynowym badaniom psychiatrycznym, fizykalnym,
w tym neurologicznemu oraz podstawowym badaniom laboratoryjnym, takim jak: morfologia
1 badania biochemiczne krwi: oznaczenie stgzenia bialka calkowitego, albuminy, bilirubiny,
elektrolitow 1 glukozy oraz poziomu aminotransferazy asparaginianowej (AspAt) i amino-
transferazy alaninowej (AlAt). W trakcie podawania IMI monitorowano takze uktad sercowo-
naczyniowy tj: wykonywano badania elektrokardiograficzne (EKG) i dokonywano pomiaru
ci$nienia krwi.

Glebokos¢ depresji oraz jej nasilenie oceniano przy pomocy 21-objawowej Skali Depres;ji

Hamiltona (HDRS). Do badan zostali wlaczeni jedynie chorzy z glebokim zespolem
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depresyjnym tzn. majacy co najmniej 25 punktéw w skali HDRS. Oceng glebokosci depresji
przeprowadzono przed rozpoczeciem leczenia (HDRS|) oraz w 22-gim dniu leczenia pelna
dawka IMI (HDRS;). O pozytywnej odpowiedzi terapeutycznej S$wiadczylo obnizenie
punktow w HDRS o co najmniej 50% w stosunku do wartosci wyjsciowej (HDRS)).

Nasilenie objawow niepozadanych (ADR) klasyfikowano wg nastgpujacej skali:

0 - brak jakichkolwiek ADR,
1 - lagodne, uchwytne jedynie w pierwszym tygodniu leczenia,
2 - umiarkowane, nie wymagajace zmiany terapii,

3 - powazne, rOwniez zmiana fazy z depresyjnej na maniakalng, wymagajace zmiany leczenia.

3.2. Metodyka badan

3.2.1. Aparatura

Stezenia badanych zwiazkow oznaczano metoda FPIA lub HPLC, stosujac
odpowiednio aparat TDx firmy Abbott lub chromatograf cieczowy firmy Thermo Separation

Products (USA) zlozony z nastgpujacych modutow:

pompa iéokratyczna o zakresie przeplywu fazy ruchomej 0-10 ml/min. (P100 Iso Chrom,

Thermo Separation Products, USA),

e dozownik z petla 50 pul (model 7125, Rheodyne, USA),

o detektor UV-VIS ze zmienna dlugoscia fali (Spectra 100, Thermo Separation Products,
USA),

 integrator (Chrom Jet SP 4400, Thermo Separation Products, USA).

Do rozdzialu badanych zwiazkéw zastosowano kolumne Supelcosil LC PCN 25 cm x 4.6 mm

(Supelco, USA) zabezpieczona przedkolumna 2 cm x 4.6 mm o tym samym wypehieniu.
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Dla IMI i jej metabolitow oraz LVP i PER ustalono nastgpujace warunki analizy:

e faza ruchoma: 50 mM bufor fosforanowy KH2PO4 (pH=4.5) i acetonitryl (58:42 v/v),
e szybko$¢ przepltywu 1 ml/min.,
e analityczna dlugos¢ fali A=214 nm.

Dla CBZ i CBZE opracowano nastgpujace warunki:

faza ruchoma: acetonitryl i woda (25:75 v/v),

szybkos¢ przeptywu 1.1 ml/min.,

analityczna dlugo$é fali A=210 nm.

Do oddzielania wolnej frakcji leku zastosowano wirowke firmy Hettich - EBA III
z wimnikiem katowym oraz mikroseparatory MPS 1 firmy Amicon (Beverly, MA, USA)
wielokrotnego uzycia z wymiennymi membranami hydrofilnymi YM30, nieprzepuszczalnymi
dla czastek o masie czasteczkowej wigkszej od 30 000 (30 000 MW cut-off). Schemat takiego

mikroseparatora przedstawiono na rycinie 5 .

Rezerwuar probki

Rycina 5. Schemat mikroseparatora firmy Amicon.
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3.2.2. Substancje badane i odezynniki

W badaniach uzyto nastgpujace substancje:

¢ Imipramina chlorowodorek (ZF Polfa, Polska),

e Dezypramina chlorowodorek (Ciba-Geigy oraz USV - Pharmaceutical Corp., Tarrytown,
USA),

e 2-hydroksyimipramina chlorowodorek (dar Instytutu Farmakologii PAN),

e 2-hydroksydezypramina szczawian (dar Instytutu Farmakologii PAN),

o Karbamazepina (Ciba-Geigy, Szwajcaria),

e 10,11-epoksykarbamazepina (Ciba-Geigy, Szawajcaria),

e Levomepromazyna maleinian (Egyt, Wegry),

e Perazyna chlorowodorek (ZF Polfa, Polska),

e Mianseryna chlorowodorek (Organon, Holandia),

o Butabarbital (Ciba-Geigy, Szwajcaria),

¢ Albumina ludzka liofilizowana wg Cohna frakcja V (Wytwdrnia Surowic i Szczepionek,
Polska),

o Kwasna o]-glikoproteina ludzka (Fluka, Szwajcaria).

W metodzie FPIA stosowano firmowy zastaw odczynnikéw sktadajacy sie z:

» zestawu do oznaczen TLPD zawierajacego stabilizowany roztwor przeciwciala i antygenu
znakowanego fluoresceina,

o szesciu kalibratordw czyli roztworow IMI w surowicy ludzkiej o nastgpujacych
stgzeniach: 0.0, 75.0, 150.0, 300.0, 600.0, 1000.0 ng/ml,

o trzech kontroli stanowiacych roztwory IMI o znanych stgzeniach dla zakresu stezen

niskich (L), srednich (M) i wysokich (H).
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Odczynniki stosowane w metodzie HPLC:

acetonitryl, metanol, heksan, octan etylu, dichlorometan, alkohol izoamylowy czysto$ci
HPLC (Merck),

e KH7PO4 (Fluka),

e NapHPOg4 - 2 H20 (Fluka),

e woda czystosci HPLC (Merck).

3.2.3. Roztwory podstawowe

Roztwory podstawowe IMI, DMI, 2-OH-IMI, 2-OH-DMI, LVP, PER i mianseryny
jako standardu wewngtrznego (IS) o stgzeniu 1 mg/ml (w przeliczeniu na wolna zasade) oraz
roztwory podstawowe CBZ, CBZE i butabarbitalu (IS) réwniez o stezeniu 1 mg/ml
sporzadzono przez rozpuszczenie badanych zwiazkéw w metanolu.

Tak otrzymane roztwory podstawowe rozcienczano dalej metanolem, celem otrzymania

roztwordw roboczych o Zadanym stezeniu i przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C.

3.2.4. Oddzielanie wolnej frakcji badanych lekéw

Oddzielanie wolnej frakcji IMI i jej metabolitow oraz CBZ i jej metabolitu (CBZE)
przeprowadzono in vitro z wykorzystaniem metody ultrafiltracji. W tym celu do 2-3 ml
surowicy pacjenta dodawano bufor fosforanowy o pH=6.1 w ilosci 50 pl/ml surowicy.
Nastepnie badang surowice inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C w szczelnie
zamknietych probowkach szklanych przez 1 godzing. W tym czasie sgczki do ultrafiltracji
moczono w wodzie destylowanej celem usunigcia $rodkow konserwujacych, mogacych

interferowa¢ z badanymi zwiazkami. Nastgpnie probki surowicy przenoszono do
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mikroseparatoréw za pomoca pipety automatycznej i poddawano wirowaniu w temperaturze
37°C w wirbwce EBA III przez 1 godzing przy szybkosci obrotow rotora 1000 x g. Otrzymany
przesacz przenoszono do proboéwek ekstrakcyjnych i poddawano dalszej analizie.

W badaniach wstepnych okre§lono ewentualny procent wigzania IMI i CBZ oraz ich
metabolitOw z membrang i innymi elementami mikroseparatora. W tym celu sporzadzono
roztwory IMI i jej metabolitow w buforze fosforanowym o pH=7.4 o stezeniach: 5, 10
i 50 ng/ml oraz roztwory CBZ i jej epoksydu o stgzeniach: 0.5, 1 1 3 pl/ml. Roztwory te
poddano analizie przed i po saczeniu. Dla kazdego z tych stezen wykonano po 4 oznaczenia.
Sprawdzono réwniez powtarzalno$¢ procesu ultrafiltracji z zastosowaniem surowicy. W tym
celu do 1 ml surowicy pobranej od zdrowego ochotnika dodawano odpowiednie objetosci
roztworu roboczego IMI i jej metabolitow tak, aby uzyska¢ stgzenia tych zwiazkoéw rowne
100 i 200 ng/ml. Surowic¢ wraz z lekami inkubowano w tazni wodnej w 37°C, a nasfqpnie
poddano ultrafiltracji wedlug opisanej powyzej procedury. Dla kazdego stgzenia wykonano po
4 pomiary.

3.2.5. Procedura oznaczania IMI i DMI metoda FPIA

Sumaryczne stgzenia IMI i jej demetylowej pochodnej oznaczano metods FPIA
zgodnie z procedura dla TLPD opisang w-TDx Systém Operation Manual opracowana przez
Abbott Laboratories Diagnostics Division. W tym celu po odwirowaniu prébek krwi, 50 pl
osocza odpipetowywano do naczyniek reakcyjnych, ktore nastgpnie wstawiono do aparatu
wraz z zestawem odczynnikow i kontrola.

Krzywe kalibracji czyli wykres zaleznosci stopnia polaryzacji §wiatla od stezenia leku
sporzadzano w zakresie stgzen od 0 do 1000 ng/ml. Dokladno$¢ oznaczen sprawdzano

analizujac kazdorazowo badang serig¢ probek z jedna z surowic kontrolnych.
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3.2.6. Procedura oznaczania IMI i jej metabolitéw oraz LVP i PER metoda HPLC

W celu oznaczenia stezenia IMI i jej metabolitow, LVP i PER zastosowano

zmodyfikowana metode Kenney i wspolpr. [103]. Modyfikacja dotyczyta skladu fazy
ruchomej oraz wyboru uzytego standardu wewnetrznego.
Zgodnie z przyjgta metodyka do 1 ml surowicy pacjenta dodawano mianseryng jako IS, 1 ml
wody czystosci HPLC oraz 200 pl 2 M roztworu NaOH. Po dodaniu odczynnika
ekstrahujacego, jakim byla mieszanina octanu etylu, heksanu i alkoholu izoamylowego
zmieszanych w stosunku 50:49:1 (v/v), probke¢ wytrzasano na vorteksie przez 3 minuty,
po czym odwirowywano przez 10 minut przy szybkosci obrotéw rotora 1000 x g. Nastepnie
warstweg organiczng przenoszono do szklanej probowki i odparowywano do sucha w tempe-
raturze 37°C w atmosferze azotu. Po rozpuszczeniu suchej pozostatosci (vortex, 1 minuta)
w 100 pl fazy ruchome;j, 50 pl roztworu nanoszono na kolumng chromatograficzna.

W przypadku oznaczania wolnej frakcji badanych zwiazkoéw otrzymany ultrafiltrat
dopeliano woda do 2 ml, a nastgpnie dodawano IS. Dalsza procedura postepowania byta
analogiczna jak dla surowicy.

Po stwierdzeniu liniowosci odpowiedzi detektora w zakresie stezen od 0 do 400 ng/ml,
wykonano krzywe wzorcowe, badajac zalezno$¢ pomiedzy stosunkiem wysokosci pikow
analizowanych zwiazkow do wysokosci piku IS a stgzeniem tych zwiazkow. W tym celu
do 0.95 ml surowicy nie zawierajacej badanych lekéw dodawano w 50 pl roztworu znane
ilo$ci IMI i jej metabolitow lub LVP czy PER oraz 50 pl roztworu IS. W tak przygotowanych
probkach st¢zenia IMI i DMI wynosity: iO, 50, 100, 200 i 400 ng/ml surowicy, stgZenia
2-OH-IMI i 2-OH-DMLI: 5, 10, 50, 100 i 200 ng/ml, a stezenia LVP oraz PER odpowiednio:
10, 50, 100, 200 ng/ml oraz 10, 50, 100, 200 i 400 ng/ml. Stgzenie IS we wszystkich probkach
bylo stale i wynosito 100 ng/ml surowicy. Dla kazdego z badanych stgzen wykonano po
5 oznaczen wedlug opisanej wczesniej procedury.

Podobne krzywe wzorcowe sporzadzano dla wolnej frakcji IMI i jej metabolitdéw poprzez
odpowiednie rozcienczanie roztworéw podstawowych tych zwiazkéw w buforze fosfo-

ranowym o pH=7.4 do uzyskania nastgpujacych stezen: 5, 10, 20, 30 1 50 ng/ml. St¢zenie IS
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byto rowne 30 ng/ml. Otrzymane roztwory buforowe lekéw przesaczano a nastgpnie podda-
wano dalszej analizie. Wykonano po 4 oznaczenia dla kazdego z badanych stgZen.

Wydajnosé ekstrakcji badano poréwnujac wysokosci pikow znanych ilosci badanych
zwigzkow poddanych ekstrakcji z surowicy i buforu z wysokos$ciami pikéw uzyskanych po
bezposrednim nastrzyku czystych standardow.

Precyzje metody oznaczania IMI i metabolitow w ciagu dnia i w réznych dniach
oszacowano na podstawie analizy probek surowicy i buforu zawierajacych badane zwiazki w
stezeniu odpowiednio: 10, 50 i 100 ng/ml oraz 5, 10 i 50 ng/ml dla oznaczen wewnatrzse-
ryjnych i 50 i 100 ng/ml oraz 5 i 50 ng/ml dla oznaczen migdzyseryjnych. Dla LVP i PER
precyzj¢ metody w surowicy w tym samym dniu badano dla stgzen: 10, 50 1 100 ng/ml
a w roznych dniach dla stgzen: 50 1 100 ng/ml.

3.2.7. Procedura oznaczania CBZ i jej metabolitu

Ze wzgledu na odmienne wlasciwosci fizykochemiczne CBZ i TLPD niemozliwe bylo
rownoczesne oznaczenie tych lekow w warunkach izokratycznych. Dlatego tez, stosujac te
samg kolumng zmodyfikowano skiad fazy ruchomej oraz zmieniono procedure ekstrakcji
1 przeprowadzono odrgbna analiz¢ karbamazepiny i jej epoksydu. W tym celu do 100 pil suro-
wicy lub ultrafiltratu dodawano IS, 1 ml dichlorome'tanu, a nastgpnie analizowana probke wy-
trzasano na vorteksie przez 3 minuty. Po odwirowaniu, warstwg organiczna przenoszono do
nowej proboéwki i odparowywano do sucha w temperaturze 37°C w atmosferze azotu. Suchg
pozostato$¢ rozpuszczano w 100 pl fazy ruchomej i 50 pl roztworu nanoszono na kolumne.

Po sprawdzeniu liniowosci odpowiedzi detektora w zakresie badanych stgzen CBZ
i CBZE oraz okresleniu wydajnosci ekstrakcji, wykonano krzywe wzorcowe tych zwiazkow.
Standardy kalibracyjne otrzymano dodajac do surowicy kontrolnej i buforu fosforanowego
o pH=7.4 roztwory CBZ i CBZE do uzyskania st¢zen: 1, 3, 5, 1 10 pg/ml dla surowicy i 0.5,
I, 315 pg/ml dla buforu. Stgzenie IS w probkach surowicy oraz buforu wynosilo
odpowiednio 5 oraz 2.5 pg/ml. Dla kazdego z badanych stgzen wykonano po 4 oznaczenia
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wedlug opisanej powyzej procedury, a uzyskane wyniki przedstawiono w postaci krzywych
zaleznoSci pomigdzy stosunkiem wysokosci pikéw CBZ i CBZE do wysokosci piku IS a
stezeniem analizowanych zwiazkow.

Precyzj¢ metody okreslano, podobnie jak w przypadku IMI i jej metabolitow,
badaniem powtarzalno$ci w ciagu dnia i w réznych dniach, uzywajac standardéw kalibra-

cyjnych o st¢zeniach 1, 5, 10 pg/ml dla surowicy oraz 0.5, 1 i 3 pg/ml dla buforu.

3.3. Badanie wigzania IMI i jej metabolitow z bialkami osocza w obecnosci CBZ

w warunkach irn vitro

Wplyw CBZ na wiazanie IMI i jej metabolitow z biatkami osocza (HSA i AAG)
w warunkach in vitro oceniano na podstawie pomiaru st¢zen wolnej frakcji IMI i metabolitow
przeprowadzonych w obecnosci i bez dodatku CBZ. Badania wykonano przy stezeniach IMI
i jej metabolitow zblizonych do terapeutycznych oraz przy réznych stgzeniach stosowanych
bialek.

W tym celu sporzadzono roztwory HSA o stezeniach: 0.5, 1,2,4 1 6 g/100 ml i AAG
o stezeniach: 10, 30, 50, 80, 100, 200 mg/100 ml 0.067 M buforu fosforanowego o pH=7.4.
Do 1 ml okre§lonego roztworu biatka dodawano roztwory buforowe IMI, DMI, 2-OH-IMI
i 2-OH-DMI w stezeniach wynoszacych odpowiedn'io: 200, 400, 30 i 50 ng/ml. Do czeSci
prébek dodawano ponadto CBZ w stezeniu 10 pg/ml, po czym wszystkie probki inkubowano
w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez okolo 3 godziny. Nastgpnie probki te poddawano
ultrafiltracji w temperaturze 37°C, a otrzymane przesacze analizowano wedlug podanej
wczesniej procedury.

Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczono, w oparciu o metodg Romera {171],
stale wigzania IMI i jej metabolitow, sporzadzajac wykresy zalezno$ci stosunku stgzenia leku
zwigzanego do stezenia bialka jako funkcjg stgzenia leku zwiazanego. Wspoiczynniki
kierunkowe uzyskanych prostych odpowiadaty statym wigzania (K3) dla IMI i jej metabo-

litdow, wyznaczonym odpowiednio w obecnosci i bez dodatku CBZ.
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4. OBLICZENIA

Krzywe Kkalibracji opisano stosujac réwnanie regresji liniowej i wspotczynniki
korelacji. Precyzjg opisanych metod oszacowano wykorzystujac wspotczynnik zmiennosci CV

wyrazony w procentach a opisany réwnaniem:

odchylenie standardowe

Cv= x 100

Srednia wartos¢ stezenia

Ulamek wolnej frakeji leku (fy) obliczano z réwnania:

stezenie leku w ultrafiltracie

u= : . : x 100
calkowite stezenie leku w surowicy

Stezenie leku zwigzanego z biatkiem (cp) obliczano korzystajac z zalezno$ci:
Cb=Ct-Cy

gdzie: c¢; - stgzenie calkowite,

Cu - st¢zenie wolnej frakcji leku.
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Stale wiazania (K3) z HSA i AAG dla IMI i jej metabolitow wyznaczono metoda regresji
liniowej w oparciu o nastgpujace réwnanie:

C
Eb = KaCbmax - Kacb

gdzie: B - catkowite st¢zenie bialka,

Cbmax - St¢zenie leku zwiazanego przy caltkowitym wysyceniu miejsc wigzacych.

W opracowaniu statystycznym otrzymanych wynikéw zastosowano metodg regresji
liniowej, test t-Studenta oraz analiz¢ wariancji dla klasyfikacji pojedynczej (one-way
ANOVA).

Wplyw CBZ na stale wiazania oceniano za pomoca testu rownoleglosci. W przeprowa-

dzonych analizach statystycznych otrzymanych wynikow przyjgto poziom istotnosci p = 0.05.



45

5. WYNIKI

5.1. Parametry opracowanych metod analitycznych

W opracowanych warunkach analizy uzyskano zadawalajacy rozdzial badanych
zwiazkow 1 nie stwierdzono interferencji ze sktadnikami tla biologicznego. Na rycinie 6
przedstawiono przykladowe chromatogramy surowicy kontrolnej, surowicy, do ktérej dodano
znane ilosci IMI i jej metabolitéw oraz PER lub LVP, a takze przykladowy chromatogram

surowicy pacjenta leczonego IMI i LVP.

OdpowiedZ detektora

Czas (min.)

Rycina 6. Chromatogramy: (a) - surowicy kontrolnej, (b) surowicy zawierajqcej IMI i jej
metabolity oraz PER w stezeniach 100 ng/ml (c) surowicy zawierajqcej IMI i jej
metabolity oraz LVP w stezeniach 100 ng/ml oraz (d) surowicy pacjenta
leczonego IMI w dawce 150 mg/dzien i LVP w dawce 100 mg/dzien.

Piki: 1=2-OH-DMI, 2=2-OH-IMI, 3=IS, 4=DMI, 5=IMI, 6=PER i 7=LVP.
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Podobne chromatogramy dla CBZ i jej metabolitu przedstawiono na rycinie 7.
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Rycina 7. Chromatogramy: (a) - surowicy kontrolnej, (b) surowicy zawierajqcej CBZ i CBZE
w stezeniach 5 ug/ml oraz (c) surowicy pacjenta leczonego CBZ w dawce 400

mg/dzien. Piki: 1=IS, 2=CBZE i 3=CBZ.

Czasy retencji wszystkich badanych zwigzkéow w prowadzonych warunkach analizy

przedstawiono odpowiednio w tabelach 61 7.

Tabela 6. Czasy retencji IMI i jej metabolitow, LVP, PER oraz standardu wewnetrznego.

Zwiazek Czas retencji
2-OH-DMI 8.02 min.
2-OH-IMI 9.05 min.
IS (mianseryna) 13.23 min.
DMI 14.52 min.
MI 16.23 min.
LVP 18.54 min.

PER 19.56 min.
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Tabela 7. Czasy retencji CBZ i jej metabolitu CBZE oraz standardu wewnetrznego.

Zwiazek Czas retencji

IS (Butabarbital) 5.63 min.
CBZE 6.80 min.
CBZ 9.27 min.

Jak wynika z ryciny 8 i 9, dla wszystkich analizowanych zwiazk6w oznaczonych odpowiednio
w surowicy i buforze, krzywe wzorcowe byly liniowe w zakresie badanych stezen.

Wspétczynniki korelacji (r) dla tych krzywych miescily si¢ w zakresie od 0.995 do 0.999.
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Rycina 8. Krzywe wzorcowe IMI i jej metabolitéw (a), LVP i PER (b) oraz CBZ i CBZE (c)

sporzqdzone dla surowicy.
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Rycina 9. Krzywe wzorcowe IMI i jej metabolitéw (a) oraz CBZ i CBZE (b) sporzqdzone dla

buforu.
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Wspb6tczynnik zmiennoéci (CV) w badaniach zaréwno wewnatrz- jak i migdzy-
seryjnych nie przekraczal 10% dla kazdego z badanych lekéw, zaré6wno w surowicy jak
i w buforze. Opracowane metody charakteryzowaly sig takze zadawalajaca wydajnoScia
ekstrakcji i czuloécia: w przypadku surowicy dla IMI, DMI, LVP i PER czuto$¢ metody
wynosita 10 ng/ ml, a dla hydroksymetabolitow IMI i DMI - 2 ng/ml. W przypadku ekstrakcji
z buforu mozliwe byto oznaczenie badanych lekow juz w stgzeniu 1 ng/ml.

Dla CBZ i jej epoksydu najmniejsze oznaczone st¢zenie wynosilo 50 ng/ml i bylo znacznie
wigksze od limitu detekciji.

W tabelach 8, 9, 10, 11 1 12 przedstawiono wyniki badan wydajnosci ekstrakcji oraz
wewnatrz- 1 migdzyseryjnej precyzji opracowanej metody oznaczania IMI i jej metabolitéw
w surowicy i buforze, stosowanej odpowiednio do analizy stgzef calkowitych oraz wolnej
frakcji tych zwigzkow. Ponadto w tabeli 8 oraz 9 zebrano parametry tej metody wyznaczone

dla LVP, PER oraz mianseryny stosowanej jako IS.

Tabela 8. Wydajnosci ekstrakcji z surowicy dla IMI i jej metabolitow, mianseryny (IS)

oraz neuroleptykow.

Zwiazek Odzysk (%), n=5
10 ng/ml 50 ng/ml - 100 ng/ml X+SD
IMI 80.13+3.65 79.62+2.80 90.04+7.32 83.26+5.87
DMI 76.32+2.11 78.18+5.24 90.35+9.80 81.6217.62
2-OH-IMI 70.82+3.78 76.3016.20 88.02+7.56 78.38+8.79
2-OH-DMI 68.95+2.60 85.17+5.49 86.25+8.60 80.1249.69
IS (mianseryna) 85.31+4.34 82.38+3.44 87.651+5.27 85.114+4.45
LVP 77.5616.43 80.3414.70 76.87+3.83 78.2614.70
PER 85.67+3.92 82.4516.73 84.89+6.04 84.34+5.14
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Tabela 9. Wewngqtrz- i miedzyseryjna precyzja metody oznaczania IMI i jej metabolitow

oraz neuroleptykow w surowicy.

CV (%), n=5

Zwiazek Oznaczenia wewnatrzseryjne Oznaczenia mig¢dzyseryjne

10 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml
IMI 5.08 6.23 4.80 6.77 3.32
DMI 8.70 5.30 3.70 5.70 5.60
2-OH-IMI 7.12 7.65 6.20 8.22 4.90
2-OH-DMI 1.87 3.70 7.49 4.08 7.99
LVP 8.21 4.35 3.87 7.92 5.29
PER 6.45 5.67 7.27 5.71 6.33

Tabela 10. Powtarzalnos¢ procesu ultrafiltracji surowicy zawierajqcej IMI i jej metabolity.

Stezenie CV (%), n=4
(ng/ml) IMI DMI 2-OH-IMI 2-OHDMI
100 9.55 5.70 4.29 3.81
200 4.58 3.22 3.64 2.56
Tabela 11. Wydajnosci ekstrakcji IMI i jej metabolitow z buforu.
Zwiazek Odzysk (%), n=4
5 ng/ml 10 ng/ml 50 ng/ml X+SD
IMI 85.45+3.45 87.341+2.02 83.11£2.60 85.30+3.08
DMI 80.55+2.21 81.41%1.13 78.3416.24 80.10+3.76
2-OH-IMI 79.79+6.74 84.68+4.07 86.22+3.51 83.5615.33
2-OH-DMI 83.65+6.44 80.56+1.58 81.88+4.99 82.03+4.54
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Tabela 12. Precyzja oznaczania IMI i jej metabolitow w buforze po przesqczeniu.

CV (%), n=5
Zwiazek Oznaczenia wewnatrzseryjne Oznaczenia miedzyseryjne
5 ng/ml 10 ng/ml 50 ng/ml 5 ng/ml 50 ng/ml
IMI 8.78 7.66 4.51 9.24 3.22
DMI 7.67 542 3.88 6.78 5.79
2-OH-IMI 5.99 6.31 5.12 4.32 3.77
2-OH-DMI 4.89 5.23 6.78 6.11 7.04

Podobne parametry okres$lajace wydajno$¢ i1 precyzj¢ oznaczania CBZ i jej metabolitu

w surowicy i buforze zebrano w tabelach 13, 14, 151 16.

Tabela 13. Wydajnosci ekstrakcji z surowicy dla CBZ i CBZE.

Zwiazek Odzysk (%), n=4
1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml X+SD
CBZ 90.28+1.21 93.5446.71 86.8013.42 90.21+3.37
CBZE 92.72+1.76 94.341+6.58 86.90+4.21 91.3243.91

Tabela 14. Wydajnosci ekstrakcji z buforu dla CBZ i CBZE.

Zwiazek Odzysk (%), n=4
0.5 pg/ml 1 pg/ml 3 pg/ml X+SD
CBZ 91.52+1.45 89.30£2.33 86.4312.10 89.08+2.83
CBZE 90.60+2.05 88.42+3.03 87.86+3.46 88.96+2.90
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Tabela 15. Wewnqtrz- i miedzyseryjna precyzja metody oznaczania CBZ i CBZE w surowicy.

CV (%), n=4

Zwiazek Oznaczenia wewnatrzseryjne Oznaczenia miedzyseryjne

1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml

CBZ 4.66 2.03 2.15 3.76 2.78 2.67
CBZE 4.26 2.67 1.80 5.32 3.67 31

Tabela 16. Wewnqtrz- i miedzyseryjna precyzja metody oznaczania CBZ i CBZE w buforze.

CV (%), n=4

Zwiazek Oznaczenia wewnatrzseryjne Oznaczenia miedzyseryjne

0.5 pg/ml 1 pg/ml 3 pg/ml 0.5 pg/ml 1 pg/ml 3 pg/ml

CBZ 3.24 3.51 2.00 4.56 431 3.07

CBZE 4.11 2.90 4.02 4.99 3.45 2.89

W badaniach dotyczacych wiazania analizowanych zwiazkéw z membrang i innymi
elementami mikroseparatora nie stwierdzono adsorpcji CBZ i CBZE na tych elementach.
Zjawisko to wystapilo w przypadku IMI i DMI (w okoto 30%) oraz w znacznie mniejszym
stopniu, bo w okoto 10% w przypadku ich hydroksymetabolitéw i byto niezalezne od steZenia
w zakresie od 5 do 50 ng/ml.
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5.2. Stezenia IMI+DMI oznaczone metodg FPIA w grupie chorych leczonych IMI a efekt

terapeutyczny i wystgpowanie efektéw niepozadanych

U 26 sposrod badanych chorych leczonych IMI w dawce 3 mg/kg/dzien stgzenia IMI
i DMI oznaczono sumarycznie, stosujac metod¢ FPIA. Wyniki tych oznaczen oraz ocene

stanu klinicznego chorych zebrano w tabeli 17. U 12 chorych tej grupy po uptywie pierwszych

Tabela 17. Dane demograficzne i kliniczne oraz stezenia IMI+DMI oznaczone metodq FPIA

u pacjentow leczonych IMI w monoterapii.

Pacjent Ple¢ Wiek Masa Stezenie  Nasilenie HDRS1 HDRS2 Obnizenie

(lata) ciata (kg) IMI(ng/ml) ADR HDRS (%)

JK. K 42 72 266.4 0 31 13 58.1
JA. M 37 125 193.3 0 36 19 47.2
LM. K 29 59 247.0 0 32 11 50.0
AS. K 44 65 85.3 0 25 8 68.0
F.A. K 48 68 217.0 0 31 16 48.4
M.G. K 34 61 185.9 0 31 14 54.8
ZW. M 50 72 154.0 1 30 17 43.3
M.S. K 40 69 74.8 1 30 18 40.0
J.F. M 35 73 261.9 | 31 13 58.1
S.Z. M 43 75 161.7 1 30 11 63.3
AH. M 37 82 110.3 1 41 17 58.5
M.B. K 40 52 193.2 1 29 19 34.5
R.B. M 43 85 111.2 1 43 16 62.8
R.W. M 41 98 202.0 1 33 20 39.4
H.M. M 6l 72 284.0 2 35 11 68.6
AF. M 39 80 161.0 2 34 11 67.7
H.S. K 37 51 52.8 2 32 20 375
M.W. K 38 62 94.7 2 32 19 40.6
M.K. M 43 66 514 2 32 18 43.8
T.S. M 42 72 242.9 2 39 23 41.0
J.P. K 39 63 228.5 2 31 5 83.9
JF. K 37 71 716.9 3 29 13 55.2
J.B. M 45 76 211.0 3 43 46 brak
AK. K 46 51 930.0 3 33 36 efektu
K.G. K 41 59 475.0 3 39 40 terapeu-
AM. M 35 80 341.0 3 33 40 tycznego
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trzech tygodni leczenia poprawa w skali HDRS byta wigksza od 50% (rycina 10). Srednie
wartosci stezeh IMI+DMI zmierzone u tych chorych lezaly w zakresie terapeutycznym i byty

wyzsze w stosunku do stezen obserwowanych u 10 chorych, u ktérych obnizenie punktow

500 -
n=12

400 -
g 300}
&
.g S n=10
8 2001 \ T
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100 1 \ \
HDRS>50% HDRS<50%

Rycina 10. Rozkiad Srednich stezen stacjonarnych IMI+DMI oznaczonych metodq FPIA
w grupie chorych z depresjq endogennq w odniesieniu do uzyskanego efektu

terapeutycznego.

w HDRS bylo mniejsze od 50%, a st¢zenia lezaty w dolnej granicy wartosci terapeutycznych
lub ponizej. Srednie wartoéci tych stezen wynosily odpowiednio 235.01%165.99 oraz
147.58%£72.56 ng/ml. Z uwagi jednak na duzy ich rozrzut, obserwowane rdznice nie byly
istotne statystycznie (p>0.05). Na uwagg zastuguje 4 pozostatych chorych tej grupy (J.B.,
AK., K.G., AM.), u ktérych pomimo bardzo wysokich stgzen, znacznie przekraczajacych
zakres terapeutyczny nie uzyskano zadawalajacego efektu klinicznego, co kwalifikuje tych
chorych do grupy opomnych na leczenie TLPD. Jak wynika z ryciny 11, obserwowane efekty
niepozadane u tych chorych .mialy charakter powazny (ADR=3). Natomiast u chorych,
u ktorych objawy niepozadane mialy charakter tagodny (ADR=1) lub umiarkowany (ADR=2)
wartoéci stezen IMI+DMI byty podobne jak w grupie chorych bez tych objawéw.
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Rycina 11. Rozklad srednich stezen stacjonarnych IMI+DMI oznaczonych metodq FPIA

w grupie 26 chorych z depresjq endogenng w zaleznosci od nasilenia objawow

niepozqdanych.

5.3. Stezenia calkowite i wolnej frakcji IMI i jej metabolitéw oznaczone metoda HPLC

U 40 badanych chorych oznaczono stg¢zenia catkowite i wolnej frakcji IMI i jej trzech

aktywnych metabolitow stosujac do tego celu metode HPLC. Wyniki tych oznaczen jako

zbiorcze udokumentowanie badan zebrano lacznie w tabeli 18.

Tabela 18. Steienia catkowite (c) i wolnej frakcji (cy) IMI i jej metabolitow (w ng/ml)

oznaczone metodq HPLC w surowicy badanych chorych.

Pacjent IML IMI, f, DML DMI, f, 20H- 20H- f, 20H- 20H- f,
(%) (%) IMI IMI, (%) DML DM, (%)

EK. 677 91 134 3350 804 240 74 16 21.6 735 29.1 396
GR. 990 9.1 92 548 98 179 284 40 141 342 146 427
HB. 625 68 109 2519 244 .97 111 13 117 608 131 216
136 19 140 393 135 344

LK. 2057 182 89 17342447 141
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UD. 1421 43 3.0 2181 244 112 344 21 6.1 39 1.0 256
HL. 1920 119 62 5878 436 74 39 10 256 6.7 1.2 179
WZ 1465 43 29 932 7.1 76 21.1 5.1 242 3l1.1 92 296
WK. 1876 68 3.6 4679 684 146 72 22 306 155 58 373
W.Sz. 633 - - 583 3.1 53 122 33 271 222 63 284
E.B. 866 89 103 1931 162 84 39 - - 155 3.5 226

J.C. 1843 43 23 1582 172 109 228 26 114 333 7.1 213

w.Ss.¢ 136.7 11.6 85 1233 272 221 194 3.1 160 517 102 199

ZB.c 71.0 - - 3833 596 156 - - - 21.1 57 27.0
EKo.¢ 722 37 51 1865 353 189 50 16 320 222 84 378
JN.¢ 1265 4.0 32 2231 199 89 50 1.7 340 6.7 2.6 3838
EKtc 788 28 36 118.1 9.8 83 72 1.7 236 239 53 222
K.SS.¢ 2042 155 7.6 3796 393 104 139 59 425 583 131 225
ubD.c 666 22 33 2564 332 130 6.1 - - 1.1 1.5 135
HL.¢ 1399 89 64 536.1 475 89 44 1.3 296 133 26 19.6
W.Z.¢c 1055 89 84 83.1 64 77 250 78 312 555 83 150
WKe 921 74 80 3713 314 85 172 22 306 239 58 243
W.Sz.¢c  40.0 - - 36.6 3.1 85 155 33 213 155 50 323
EB.c 733 89 121 866 1023 11.8 7.8 1.2 154 144 35 243

J.C.¢c 688 59 86 1000 102 102 100 13 13.0 289 7.1 246

¢ po wiaczeniu CBZ

Z uwagi na rézny sposob leczenia (monoterapia, leczenie skojarzone) w badanej

grupie chorych wyrézniono nastgpujace podgrupy:

« grupa chorych leczonych IMI w monoterapii,
» grupa chorych leczonych IMI+LVP,
e grupa chorych leczonych IMI+PER,
« grupa chorych leczonych IMI+CBZ.
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W wymienionych podgrupach podjgto prébe analizy oznaczonych stezen catkowitych oraz
wolnej frakcji IMI i jej metabolitow w odniesieniu do obserwowanych efektow

terapeutycznych oraz dziatan niepozadanych.

5.4. Stezenia calkowite oraz wolnej frakcji IMI i jej metabolitow w grupie chorych
leczonych IMI w monoterapii a efekt terapeutyczny i wystgpowanie efektow

niepozadanych

W tabeli 19 przedstawiono szczegoétowa charakterystyke 11 chorych leczonych tylko

Tabela 19. Dane demograficzne i kliniczne badanych chorych leczonych IMI w monoterapii

(grupa kontrolna).

Pacjent Ple¢ Wiek Masa  Dawkowanie HDRS? HDRSS Obnizenie

(lata) ciala(kg) IMI (mg) HDRS (%)
G.R. K 43 77.0 100-0-100 37 11 70.3
H.B. K 48 65.0 100-0-100 33 20 394
GW. M 35 71.0 75-0-75 35 15 57.1
M.S. K 46 65.0 100-0-100 46 32 304
MXK. M 26 63.5 50-0-50 29 17 41.4
W.Z. M 47 78.5 100-0-100 32 12 62.5
wW.Sz. M 51 85.5 75-0-75 29 20 31.0
K.S. K 43 86.5 125-0-125 29 22 24.1
J.P. K 40 63.0 100-0-100 31 12 61.3
B.O. K 34 62.0 75-50-75 29 13 55.2
J.C. K 46 60.0 75-0-75 39 20 48.7

a przed rozpoczgciem terapii

b w 22-gim dniu leczenia

IMI oraz oceng ich stanu klinicznego wyrazona stopniem nasilenia depresji w skali HDRS
wykonana przed rozpoczeciem oraz w 22-gim dniu leczenia. Pacjenci ci stanowili grupg
kontrolna dla pozostatych chorych poddanych leczeniu kombinowanemu (IMI+LVP lub
IMI+PER). Jak wynika z tabeli 19, éredni wiek w tej grupie chorych wynosit 41.73+7.40 lat,
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$rednia masa ciata 71.18+9.86 kg, natomiast Srednie obnizenie punktoéw w skali HDRS po
22 dniach leczenia wynosito 47.41£15.16% w stosunku do warto$ci wyjsciowych (HDRS).
Oznaczone stgzenia catkowite w tej grupie chorych wykazaly 7-, 11-, 4- 1 4.5-krotne zroz-
nicowanie odpowiednio dla IMI, DMI, 2-OH-IMI i 2-OH-DMI i wynosity (rycina 12)
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Rycina 12. Rozklad Srednich stezen catkowitych IMI i jej metabolitow w stanie stacjonarnym

w surowicy chorych leczonych IMI w monoterapii (grupa kontrolna).

odpowiednio:  117.46+79.42, 146.11£129.69, 16.34t£6.73 i 44.77£19.04 ng/ml.
Srednie stgzenia wolnej frakcji w tej grupie chorych (rycina 13) takze byly osobniczo
35}
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Rycina 13. Rozklad Ssrednich stezen wolnej frakcji IMI i jej metabolitow w stanie
stacjonarnym, w surowicy chorych leczohych IMI w monoterapii (grupa

kontrolna) .



60

zroznicowane i wynosily: 5.1343.13, 17.49+13.98, 3.39+1.23 oraz 11.22+4.17 ng/ml
odpowiednio dla IMI, DMI, 2-OH-IMI i 2-OH-DMLI. Jak wynika z obydwu rycin, metabolitem
dominujacym i to zar6wno w przypadku stezen catkowitych jak i wolnej frakcji byta DMI,
osiagajac w obydwu przypadkach wyzsze wartosci niz lek macierzysty i pozostate metabolity.
Na uwagg zasluguje nizsza warto$é stgzenia wolnej frakcji IMI w stosunku do stgZenia wolnej
frakcji nie tylko DMI, ale takze hydroksylowej pochodnej 2-OH-DMI. Utamek wolnej frakcji

badanych zwiazkéw w tej populacji chorych, jak przedstawiono na rycinie 14, zwigkszal sig

5,4% 12,8%

94,6% 87,2%

IMI DMI

26,7%

75,8% 73,3%

20H-IMI 20H-DMI

| lek wolny @ lek zwiazany

Rycina 14. Ulamek wolnej frakcji IMI i jej metabolitéw w surowicy chorych leczonych IMI

W monoterapii.

wraz z polarnoscia badanych zwiazkéw i byt najwigkszy dla najbardziej polarnego metabolitu
czyli 2-OH-DMI. W wyniku tego wartosci stosunkéw stezen wolnej frakeji
hydroksymetabolitéw do ich zwiazkéw macierzystych byly istotnie wyzsze w pordéwnaniu

z warto$ciami tych stosunkéw wyznaczonymi dla stgzen catkowitych (rycina 15).
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Rycina 15. Stosunki stezeri catkowitych i wolnej frakcji hydroksymetabolitow IMI i DMI

do ich lekow macierzystych w grupie pacjentow leczonych IMI w monoterapii.

Utamek wolnej frakcji IMI malat wraz z wiekiem badanych chorych, ale obserwowana

zalezno$¢ nie byla istotna statystycznie (rycina 16). Istotna statystycznie liniowa zalezno$é

— et
HO

Utamek wolne;j frakeji IMI (%)

r=-0.56, p<0.07

0 25 30

35

40

Wiek [lata]

Rycina 16. Zaleinos¢ pomiedzy utamkiem wolnej frakcji IMI w surowicy chorych leczonych

IMI w monoterapii a wiekiem tych chorych.

zaobserwowano natomiast pomigdzy st¢zeniem wolnej frakcji DMI oraz 2-OH-DMI

a stezeniem bilirubiny oznaczonym w surowicy badanych chorych (rycina 17). Podobnej
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Rycina 17. Zaleznosc pomiedzy stgzeniem wolnej frakcji DMI (a) i jej hydroksymetabolitu (b)
a stezeniem bilirubiny oznaczonym w sur'owicy chorych leczonych IMI w mono-

terapii.

zaleznoSci nie stwierdzono zaréwno dla stezenia jak i ulamka wolnej frakcji IMI i jej
hydroksymetabolitu. Nie zaobserwowano réwniez korelacji pomigdzy stezeniem ktérego-
kolwiek z badanych zwiazkow a stezeniem HSA lub biatka catkowitego.

Analiza zalezno$ci pomigdzy stgzeniem wolnej frakcji IMI, 2-OH-IMI lub suma stezen
tych zwiazkéw w surowicy a poprawa stanu klinicznego wyrazona obnizeniem liczby
punktéw w skali HDRS wykazala charakter liniowy tej zaleznosci w badanej grupie chorych
(rycina 18).



63

o
-]

{ r=0.55,p<0.08 .

(=1

o

N W aH& U & 3 0
o O © (=]

—
(=]

(=]

Obnizenie punktacji w HDRS (%)

2 3 4 5 6 71 8 9 10
Stezenie wolnej IMI [ng/ml]

o
—

80 h b
1 r=0.61,p<0.04 .

Y O =
[T = N =]

(=]

—_— N W
[= I =

Obnizenie punktacji w HDRS (%)
S
(=] o

0 1 2 3 4 5 6
Stezenie wolnej 2-OH-IMI [ng/ml]

o
o
(¢

709 r=0.73, p<0.01 :

A
(=]

50 -

W
(= =

—_ N
o ©

> 4 6 8 10 12 14
Stezenie wolnej IMI+2-OH-IMI [ng/ml]

Obnizenie punktacji w HDRS (%)

o
o

Rycina 18. Zaleinos¢ pomiedzy spadkiem punktéw w HDRS (w %) a Stezeniem wolnej frakcji
IMI (a), 2-OH-IMI (b) oraz sumq tych stezer (c) oznaczonych w surowicy chorych

leczonych IMI w monoterapii.
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Podobnej zaleznosci nie zaobserwowano w odniesieniu do stezen wolnej frakcji DMI 1 jej

hydroksymetabolitu (rycina 19).
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Rycina 19. Zaleznosé pomiedzy spadkiem punktow w HDRS (w %) a stezeniami wolnej frakcji

DMI (a) i 2-OH-DMI (b) oznaczonymi w surowicy chorych leczonych IMI w mo-

noterapii.

Na rycinach 20 i 21 przedstawiono rozktad stezen catkowitych i wolnej frakeji IMI i jej

metabolitow w zaleznosci od uzyskanego efektu terapeutycznego. Jak wynika z . tych rycin,

u chorych z obnizeniem punktacji w HDRS wigkszym niz 50% stwierdzono jedynie znacznie
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Rycina 20. Rozktad srednich stezen catkowitych IMI i jej metabolitow w grupie chorych le-

czonych IMI w monoterapii w zaleznosci od uzyskanego efektu terapeutycznego.
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Rycina 21. Rozklad Srednich stezen wolnej frakcji IMI i jej metabolitow w grupie chorych

leczonych IMI w monoterapii w zaleznosci od uzyskanego efektu terapeutycznego.

wyzsze warto$ci Sredniego stezenia wolnej frakcji IMI 1 2-OH-IMI odpowiednio o 37% i 32%
w poréwnaniu do chorych, u ktérych obnizenie punktow w HDRS bylo mniejsze niz 50%.
Na uwage zashuguja zaréwno catkowite stgzenia DMI (rycina 20), jak 1 wolnej frakcji tego

metabolitu (rycina 21) oznaczone u pacjentéw z pozytywna odpowiedzia terapeutyczna, ktore
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byly nizsze odpowiednio o 42% oraz 37% w poréwnaniu do chorych bez pozytywnej
odpowiedzi. Ze wzgledu na mata liczebnoé¢ proby oraz duze odchylenia standardowe,
obserwowane roznice nie byly istotne statystycznie (p>0.05). Sredni stosunek stezen wolnej
frakcji IMI do DMI wynosit 0.57+0.38 oraz 0.27+0.42, odpowiednio u pacjentéw
z HDRS>50% oraz u pacjentow, u ktérych spadek punktéw w HDRS byl mniejszy niz 50%.
W przypadku stezen catkowitych, wartos$¢ tego stosunku w tych dwoch grupach byla zblizona
i wynosita odpowiedno 1.16+0.46 oraz 0.89+0.71.

W tabeli 20 przedstawiono rodzaj obserwowanych objawdw niepozadanych

Tabela 20. Nasilenie i rodzaj obserwowanych objawow niepozqdanych w grupie chorych

leczonych IMI w monoterapii.

Pacjent Ple¢ Wiek Nasilenie Rodzaj objaw6éw niepozadanych
(lata) ADR
G.R. K 43 1 Wysychanie §luzowek
H.B. K 48 0 -
G.W. M 35 1 Tachykardia, wysychanie §luzéwek,
M.S. K 46 1 Wysychanie §luzéwek
MK. M 26 0 -
W.Z. M 47 2 Hypotonia ortostatyczna
WSz M 51 0 -
K.S. K 43 1 Hypotonia ortostatyczna, wysychanie §luzowek
J.P. K 40 2 Hypotonia ortostatyczna, potliwo§é
B.O. K 34 0 -
J.C. K 46 1 Wysychanie $luzéwek

oraz oceng ich stopnia nasilenia u poszczegdlnych chorych tej grupy. W oparciu o te dane
mozna stwierdzi¢, ze u 4 chorych (36%) leczonych IMI w monoterapii nie stwierdzono
wystgpowania jakichkolwiek objawow niepozadanych (ADR=0), natomiast tylko u 2 chorych
(13%) mialy one charakter umiarkowany (ADR=2). Nie stwierdzono w tej grupie chorych ani
zaburzefi akomodacji, ani objawéw niepozadanych ze strony oSrodkowego ukladu

nerwowego. Objawami dominujacymi bylo wysychanie §luzéwek i hypotonia ortostatyczna.
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Mata liczebno$¢ chorych z ADR=2 nie pozwolita na oceng statystyczna zalezno$ci pomigdzy

nasileniem ADR a stezeniem badanych zwiazk6éw. Z rozkladu stezen catkowitych (rycina 22)
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Rycina 22. Rozkiad srednich stezen catkowitych IMI i jej metabolitow oznaczonych w suro-

wicy chorych leczonych tylko IMI w zaleznosci od nasilenia objawow

niepozqdanych.

oraz wolnej frakcji (rycina 23) IMI i jej metabolitbw u pacjentow bez (ADR=0) oraz
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Rycina 23. Rozkiad srednich stezen wolnej frakcji IMI i jej metabolitow w grupie chorych

leczonych tylko IMI w zaleznosci od nasilenia objawow niepozgdanych.
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z umiarkowanymi objawami niepozadanymi (ADR=2) wynika, Zze objawom niepozadanym

towarzyszyly wigksze calkowite stgzenia IMI. Nie znalazlo to jednak odzwierciedlenia

w stezeniach wolnej frakcji leku macierzystego, ktore byty nizsze u tych chorych (rycina 23).

5.5. Stezenia calkowite oraz wo'lnej frakcji IMI i jej metabolitow w surowicy chorych
poddanych leczeniu skojarzonemu z LVP lub PER a efekt terapeutyczny i wyste-
powanie efektéw niepozgdanych

W tabeli 21 przedstawiono dane demograficzne 15 chorych z depresja endogenng

Tabela 21. Dane demograficzne i kliniczne badanych chorych leczonych IMI i LVP.

Pacjent Ple¢ Wiek  Masa  Dawkowanie HDRS? HDRS'z’ Obnizenie

(lata) ciala(kg) IMI(mg) HDRS (%)
E.K. K 45 57.0 75-0-100 29 16 44.8
EKw. K 45 61.0 50-0-50 34 15 55.9
D.O. K 37 53.0 75-0-75 32 26 18.8
JK. M 42 95.0 100-0-100 40 17 57.5
Z.B. K 43 57.5 50-0-75 43 17 60.5
KM. K 50 70.0 100-0-100 47 10 78.7
JN. M 45 78.7 75-0-75 45 22 51.1
EKt. K 59 85.5 50-0-50 36 24 333
HL M 59 95.5 75-0-75 49 23 53.1
WK. K 44 75.0 75-0-75 27 13 51.9
UD. K 50 63.0 50-0-50 31 20 35.5
C.T. K 46 75.0 75-0-75 30 14 53.3
TK. M 22 b.d. 75-0-75 b.d. b.d. -
E.B. K 43 61.0 75-0-75 32 15 53.1
KSk. K 44 91.0 100-0-100 29 22 24.1

a przed rozpoczeciem terapii

b w 22-gim dniu leczenia

leczonych kombinacja IMI i LVP oraz oceng ich stanu klinicznego wyrazona w skali HDRS.
Sredni wiek oraz masa ciata w tej grupie chorych wynosity odpowiednio: 44.93+8.68 lat oraz
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72.73+£14.68 kg i byly zblizone do tych danych obserwowanych w omdéwionej w poprzednim
rozdziale grupie kontrolnej (p>0.05). Srednie obnizenie punktéw w skali HDRS uzyskane po
uptywie 22 dni leczenia w odniesieniu do stanu wyjsciowego, podobnie jak w grupie
kontrolnej wynosito 47.97+15.60%. Istotne statystycznie roéznice dotyczyly natomiast dawek
IMI, ktére w grupie kontrolnej i badanej wynosity odpowiednio: 2.56+0.55 i 2.09+0.51
mg/kg/dzien (p<0.03). Pomimo nizszych dawek stosowanych w grupie badanej, rownoczesne

podanie IMI i LVP, jak wynika z ryciny 24, spowodowato podwyzszenie st¢zen catkowitych
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Rycina 24. Rozklad srednich stezen catkowitych IMI i jej metabolitow oznaczonych w suro-

wicy chorych leczonych tylko IMI (grupa kontrolna) oraz w surowicy chorych
poddanych skojarzonemu leczeniu IMI i LVP.

IMI i DMI w stosunku do grupy kontrolnej oraz znaczne obnizenie st¢zenia catkowitego
hydroksymetabolitow. Srednie wartosci stezen catkowitych IMI, DMI, 2-OH-IMI i 2-OH-DMI
w surowicy chorych poddanych leczeniu skojarzonemu wynosity w stanie stacjonarnym odpo-
wiednio: 152.01+66.73, 291.59+112.24, 9.93+12.32 i 21.25£18.50 ng/ml. Analogiczne zmia-
ny obserwowano w przypadku stgzen wolnej frakcji IMI, DMI oraz 2-OH-IMI i 2-OH-DMI
(rycina 25).- Wartosci tych stgzen w grupie chorych leczonych kombinacja IMI+LVP wynosity
odpowiednio: 7.1314.95, 40.00+21.79, 1.71+2.48 1 5.731£7.06 ng/ml. Nie stwierdzono istot-
nych réznic pomigdzy grupa kontrolna i badana w warto$ciach utamka wolnej frakcji leku
macierzystego oraz jego metabolitow. Utamek ten dla IMI, DMI, 2-OH-IMI i 2-OH-DMI
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obliczony w grupie kontrolnej oraz badanej wynosit odpowiednio: 5.411+4.67 oraz
5.31+4.38%, 12.84+5.03 oraz 13.49+6.08%, 24.17+£15.57 oraz 20.20+16.00% i 26.67+7.82
oraz 24.8018.15%.
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Rycina 25. Rozktad srednich stezen wolnej frakcji IMI i jej metabolitow oznaczonych w suro-
wicy chorych leczonych IMI w monoterapii (grupa kontrolna) oraz w surowicy

chorych poddanych skojarzonemu leczeniu IMI i LVP.

W tabeli 22 przedstawiono rodzaj obserwowanych objaw6éw niepozadanych oraz

Tabela 22. Nasilenie i rodzaj obserwowanych objawéw niepozqdanych w grupie pacjentow

poddanych leczeniu skojarzonemu IMI i LVP.

Pacjent Ple¢ Wiek Nasilenie Rodzaj objawéw niepozadanych
(latay ADR
EK. K 45 1 Zaburzenia akomodacji, wysychanie §luzowek
EKw. K 45 2 Hypotonia ortostatyczna, zaburzenia akomodacji,
wysychanie §luzéwek
D.O. K 37 2 Hypotonia ortostatyczna, zaburzenia rOwnowagi,
wysychanie §luzowek
JK. M 42 1 Zawroty glowy, wysychanie §luzéwek
Z.B. K 43 2 Hypotonia ortostatyczna, zawroty glowy,
wysychanie §luzoéwek
K.M. K 50 ¥. Hypotonia ortostatyczna, zaburzenia akomodacji,

potliwos¢
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Hypotonia ortostatyczna, zaburzenia akomodacji,
sennos¢

Potliwo$é, wysychanie §luzowek

Zawroty glowy, wysychanie §luzéwek

b.d.
Kotatanie serca, wysychanie §luzéwek
Hypotonia ortostatyczna, wysychanie §luzéwek,

oceng ich stopnia nasilenia. Jak wynika z tej tabeli, wystgpowanie objawow niepozadanych

stwierdzono u 11 chorych (79%) leczonych réwnoczesnie IMI i LVP. Na uwagg zasluguje

fakt, ze dominowala tutaj hypotonia ortostatyczna oraz nie wystgpujace w grupie kontrolne;j

zaburzenia akomodacji.

W tabeli 23 przedstawiono dane demograficzne 13 chorych poddanych leczeniu

Tabela 23. Dane demograficzne i kliniczne chorych leczonych IMI i PER.

Pacjent Ple¢ Wiek

Masa
(lata) ciata (kg)

Dawkowanie yprs? HpRrsP Obnizenie
IMI (mg) 1 2 HDRS (%)

LK.
E.Ko.
J.Kr.
JM.
S.P.
A.H.
E.G.
Z.W.
H.D.
M.W.
G.L.
M.Z.
S.M.

ZSRERREZEEZRARE

46
40
71
54
42
40
45
50
70
65
25
33
46

88.5
52.5
52.0
90.0
55.0
84.2
85.0
76.5
91.0
b.d.
78.0
68.0
98.0

100-0-100 28 13 53.6
50-0-50 28 8 714
50-0-50 29 9 69.0
75-0-75 40 25 37.5
75-0-75 31 17 45.2

100-0-100 41 19 53.7

75-0-100 42 31 26.2
75-0-75 48 39 18.8

50-50-0 b.d. b.d. -
50-50-0 b.d. b.d. -
75-0-75 27 25 7.4

75-0-75 31 20 35.5
100-0-100 36 13 63.9

a przed rozpoczeciem terapii

b w 22-gim dniu leczenia

skojarzonemu IMI i PER oraz oceng stariu klinicznego tych chorych w skali HDRS. Podobnie

jak w przypadku chorych leczonych kombinacja IMI i LVP, éredni wiek oraz masa ciata
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chorych z tej grupy nie réznily sig istotnie w stosunku do grupy kontrolnej i wynosity
odpowiednio: 48.23+13.77 lat i 75.73+15.90 kg, natomiast $rednie procentowe obniZzenie
punktéow w skali HDRS okre§lone po uplywie 22 dni leczenia w stosunku do stanu
wyjéciowego wynosito 43.84+20.89%. W grupie chorych poddanych leczeniu kombi-
nowanemu stosowano istotnie mniejsze dawki IMI w poréwnaniu z grupa kontrolng

(2.01+0.40 oraz 2.56+0.55 mg/kg/dzien, (p<0.009). Na rycinie 26 przedstawiono wplyw
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Rycina 26. Rozkiad srednich stezen catkowitych IMI i jej metabolitow oznaczonych w suro-
wicy chorych leczonych tylko IMI (grupa kontrolna) oraz w surowicy chorych

poddanych skojarzonemu leczeniu IMI i PER.

skojarzonego leczenia z PER na stgzenia catkowite IMI i jej metabolitow w surowicy bada-
nych chorych. Jak wynika z tej ryciny, wlaczenie PER do terapii, podobnie jak po podaniu
LVP, podwyzszato catkowite st¢zenia IMI i DMI, odpowiednio do wartosci 146.89+101.83
1249.57£101.90 ng/ml, przy réwnoczesnym obnizeniu st¢zen 2-OH-IMI i 2-OH-DMI do 8.31
+4.71 i 33.34+21.62 ng/ml w stosunku do grupy kontrolnej. Podobne zmiany obserwowano
w przypadku stgzen wolnej frakcji tych zwiazkéw (rycina 27). Wartoéci stgzen wolnej frakcji
IMI, DMI, 2-OH-IMI i 2-OH-DMI w tej grupie chorych poddanych leczeniu skojarzonemu
wynosity odpowiednio: 6.74+5.35, 29.55+18.06, 1.85+0.99 oraz 9.21+7.31 ng/ml. Podobnie

jak w przypadku LVP, ulamek wolnej frakcji badanych zwiazkéw w surowicy chorych
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Rycina 27. Rozklad Srednich stezen wolnej frakcji IMI i jej metabolitéw w grupie pacjentéw
leczonych IMI w monoterapii (grupa kontrolna) oraz w grupie pacjentéw

leczonych kombinacjq IMI i PER.

poddanych skojarzonemu leczeniu z PER, nie r6znit si¢ w stosunku do grupy kontrolne;j. Uta-
mek ten wynosit odpowiednio: 5.05+3.89%, 11.951+4.78%, 22.84+15.60% oraz 25.4617.95%.

W tabeli 24 przedstawiono objawy niepozadane jakie wystgpowaly w tej

Tabela 24. Nasilenie i rodzaj obserwowanych objawow niepozqdanych w grupie pacjentow

poddanych skojarzonemu leczeniu IMI i PER.

Pacjent Ple¢ Wiek Nasilenie Rodzaj objawow niepozadanych
(lata) ADR |
LE. M 46 2 Hypotonia ortostatyczna, potliwos¢
E.Ko. K 40 4 Sennos¢, wysychanie §luzoéwek
J.Kr. K 71 1 Hypotonia ortostatyczna, wysychanie sluzéwek
JM. K 54 1 Tachykardia, wysychanie §luzéwek
S.P. M 42 0 -
A.H. M 40 1 Zawroty glowy, wysychanie §luzowek
EG. M 45 0 -
ZW. M 50 2 Hypotonia ortostatyczna, wysychanie §luzéwek
H.D. K 70 b.d. b.d.
MW. K 65 b.d. b.d.
G.L. M 25 0 -
M.Z. K 33 0 -
S.M. M 46 2 Hypotonia ortostatyczna, tachykardia
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grupie chorych oraz oceng stopnia ich nasilenia. Poréwnujac te dane z grupa kontrolna oraz
grupa chorych leczonych IMI+LVP mozna stwierdzié, ze czesto$é wystgpowania objawdw
niepozadanych byta taka sama jak w grupie kontrolnej czyli 64% chorych. Odsetek chorych
z umiarkowanymi objawami niepozadanymi byt zblizony do grupy leczonej LVP, wynosit
36% i podobnie jak w tej grupie, u znacznej liczby chorych wystapila hypotonia ortosta-
tyczna, natomiast u zadnego nie obserwowano zaburzen akomodacji.

W tabeli 25 dla poréwnania przedstawiono tacznie wplyw LVP i PER na stezenia

Tabela 25. Zmiany stezen catkowitych i wolnej frakcji IMI i jej metabolitow po podaniu

neuroleptykow.
Podawane leki Zmiany stgzen w poréwnaniu z grupa kontrolng (w %)
IMI DMI 2-OH-IMI 2-OH-DMI
Ct Cu Ct Cu Ct Cu Ct Cu
IMI+LVP 29T 40T 1007 1297 39l s0l  s3L 49l
IMI+PER 25T 31T 71T 69T 49l 45l 260 18l

calkowite oraz wolnej frakcji IMI i jej metabolitdéw w odniesieniu do st¢zen tych zwiagzkoéw
obserwowanych u chorych leczonych tylko IMI. Jak wynika z zamieszczonych w tej tabeli
warto$ci, zmiany stezenia szczegdlnie DMI oraz 2-OH-DMI byly wigksze po podaniu LVP
niz w skojarzonym leczeniu z PER.

Analiza zaleznoSci stgzen wolnej frakcji IMI 1 jej metabolitow od catkowitych stezen
tych zwiazkow oznaczonych w surowicy wszystkich chorych, niezaleznie od sposobu leczenia
(monoterapia, leczenie skojarzone) wykazala liniowa zalezno$¢ pomigdzy tymi stezeniami
(rycina 28), charakteryzujaca si¢, szczegllnie w przypadku metabolitow, wysokimi wspot-
czynnikami korelacji. Wyniki te §wiadcza o liniowo$ci wiazania IMI i jej metabolitow z biat-

kami osocza w obserwowanym zakresie st¢zen.
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Rycina 28. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem wolnej frakcji a stezeniem catkowitym IMI (a),
DMI (b), 2-OH-IMI (c¢) i 2-OH-DMI (d) w calej populacji badanych chorych
z uwzglednieniem grupy kontrolnej (IMI) i badanych (IMI+LVP i IMI+PER).

W poszukiwaniu zaleznosci pomigdzy st¢zeniami wolnej frakcji badanych zwiazkow
a efektem terapeutycznym obserwowanym w calej populacji chorych wykazano statystycznie
istotng korelacj¢ pomigdzy obnizeniem punktéw w skali HDRS a stosunkiem stezen wolnej

frakcji IMI do DMI oznaczonych w stanie stacjonarnym (rycina 29). Jak wynika z tej ryciny,
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Rycina 29. Wykres zaleznosci pomiedzy poprawq stanu klinicznego badanych chorych mie-

rzonq spadkiem punktéw w HDRS a stosunkiem stezer wolnej frakcji IMI
do DMI.
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im wyzsza warto$¢ tego stosunku, tym wigksza poprawa w skali HDRS.
Analiza rozkladu st¢zefh wolnej frakcji IMI i jej metabolitow w zaleznosci od rodzaju
wystepujacych efektow niepozadanych (rycina 30) wykazala najwyzsze st¢zenia wolnej
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Rycina 30. Srednie stezenia wolnej frakcji IMI i jej metabolitéw w zaleznosci od rodzaju

objawow niepozqdanych.

frakcji IMI oraz DMI towarzyszace zaburzeniom akomodacji oraz tachykardii.
Analiza stopnia nasilenia objawéw niepozadanych w zaleznosci od stg¢zenia wolnej frak-
cji badanych zwiazkéw obserwowanych w calej populacji chorych, niezaleznie od sposobu le-

czenia (monoterapia, leczenie skojarzone z neuroleptykami) wykazala (tabela 26), ze utamek

Tabela 26. Ulamek wolnej frakcji IMI i jej metabolitéw u pacjentéw bez i z umiarkowanymi

objawami niepozqdanymi.

Zwiazek Utamek wolnej frakcji u pacjentéw  Ulamek wolnej frakcji u pacjentow
z ADR=0 z ADR=2

IMI 6.06+4.49 6.031+4.37

DMI 11.87+5.04 12.6315.69

2-OH-IMI 18.8619.67% 35.35+17.13%

2-OH-DMI 25.7245.99 25.27+7.70

1 p<0.01
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wolnej frakcji 2-OH-IMI byt istotnie wyzszy u chorych z objawami niepozadanymi o nasi-
leniu umiarkowanym (ADR=2) w poréwnaniu do tego utamka w grupie chorych bez ADR.

5.6. Stezenia LVP i PER w surowicy krwi badanych chorych poddanych leczeniu
skojarzonemu
Poniewaz niewiele jest danych na temat stgzen neuroleptykdw u chorych
psychiatrycznych, szczegélnie w leczeniu skojarzonym, oznaczono takze stgZenia

stosowanych neuroleptykéw w surowicy badanych chorych. W tabeli 27 przedstawiono

Tabela 27. Stezenia LVP oznaczone w surowicy chorych leczonych IMI i LVP.

Pacjent Dawkowanie LVP Stezenie

(mg) (ng/ml)
E.K. 25-0-25 21.59
E.Kw. 50-50-75 32.84
D.O. 0-0-100 23.30
JK. 50-0-50 30.68
Z.B. 25-0-50 74.53
K.M. 0-0-25 59.60
JN. 25-25-100 49.89
EKt 25-0-50 ' 37.50
H.L. 25-25-50 63.80
W.K. 25-25-50 58.95
U.D. 25-0-50 20.03
C.T. 0-0-50 19.32
T.K. 0-0-50 23.86
E.B. 25-0-50 19.32
K.Sk. 25-0-50 53.41

X+SD  39.24+18.99

stezenia LVP oznaczone w grupie 15 chorych, ktorym podawano LVP w potaczeniu z IMI,

a w tabeli 28 - stezenia PER oznaczone w grupie 13 chorych poddanych leczeniu
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Tabela 28. Stezenia PER oznaczone w surowicy chorych leczonych IMI i PER.

Pacjent Dawkowanie PER Stezenie
(mg) (ng/ml)
LK. 25-25-25 n.o
E.Ko. 25-25-50 206.56
JKr. b.d. 415.81
JM. 50-50-100 453.86
S.P. 25-25-100 561.66
A.H. 100-0-200 225.58
E.G. 50-50-100 358.74
Z.W. 50-0-100 257.29
H.D. 0-0-50 n.o.
M.W. 0-0-100 472.88
G.L. 25-25-100 60.71
M.Z. 100-100-150 n.o.
S.M. 50-0-50 288.99

X+tSD  330.21£150.27

skojarzonemu IMI i PER. Srednia dawka LVP u tych chorych wynosita 93.33+40.61
mg/dzien, a PER - 160.42+90.11 mg/dzien.

5.7. Stezenia calkowite oraz wolnej frakcji IMI'i jej metabolitéw w surowicy chorych

poddanych leczeniu skojarzonemu z CBZ

W tabeli 29 zebrano dane demograficzne oraz kliniczne 13 chorych, ktérym po 2 ty-
godniach leczenia IMI wiaczono CBZ w dawce 400 mg/dzien. Z analizy stanu klinicznego
tych chorych wynika, Ze u niemal wszystkich chorych po okoto 4 tygodniach leczenia, w tym
przez 2 tygodnie leczenia IMIH+CBZ, uzyskano zadawalajacy efekt terapeutyczny
(HDRS>50%) w poréwnaniu ze stanem poczatkowym (HDRS;). Srednie procentowe
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Tabela 29. Dane demograficzne i kliniczne badanych chorych leczonych IMI, ktérym po 2 ty-

godniach leczenia wiqczono CBZ.

Pacjent Ple¢ Wiek Masa Dawkowanie gprs? HDRS? HDRSS  Obnizenie

(lata) ciala (kg) IMI (mg) ‘ % 3 HDRS (%)
WS, M 57 94.5 100-0-100 45 40 19 57.8
ZB. K & 57.5 50-0-75 43 17 6 86.0
EKo. K 40 52.5 50-0-50 28 8 3 89.3
JN. M 45 78.7 75-0-75 45 22 18 60.0
EKL. K 59 85.7 50-0-50 36 21 3 91.7
KS K a8 86.5 125-0-125 29 22 20 31.0
1P ¢ TR RO 63.0 50-0-50 31 20 11 64.5
Hi. M % 95.5 75-0-75 49 23 13 73.5
wWZ. M 47 78.5 100-0-100 32 12 b.d. b.d.
WK. K 44 75.0 75-0-75 27 13 6 77.8
Wiz M-8 85.5 75-0-75 29 20 16 44.8
BB s 61.0 75-0-75 32 15 10 68.8
JC ik Al 60.0 75-0-75 39 20 7 82.1

a przed rozpoczgciem terapii

b po co najmniej dwéch tygodniach podawania IMI

¢ dwa tygodnie po wilaczeniu CBZ

obnizenie punktéw w skali HDRS wynosito 68.94+18.44% w stosunku do HDRS. Na rycinie

31 przedstawiono wartosci Srednich st¢zen catkowitych IMI i jej metabolitow oznaczone

500 -

400 -

Stezenie [ng/ml]

100 -

300 -

200 -

przed podaniem CBZ
po podaniu CBZ

NS

NS

2-OH-IMI 2-OH-DMI

Rycina 31. Srednie stezenia catkowite IMI i jej metabolitéw oznaczone w stanie stacjonarnym

w surowicy chorych przed i po wiqczeniu CBZ do leczenia .
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w stanie stacjonarnym w surowicy chorych przed podaniem CBZ i po dwoch tygodniach
lacznego jej stosowania z IMI. Jak wynika z tej ryciny catkowite stezenia IMI i jej gldwnego
metabolitu - DMI ulegly istotnemu obnizeniu odpowiednio z 168.84+102.18 do 98.12+43.79
ng/ml i z 293.89+171.93 do 221.85+153.21 ng/ml, natomiast st¢zenia hydroksymetabolitow
praktycznie pozostaly bez zmian i wynosily przed i po podaniu CBZ odpowiednio:
12.65+11.14 oraz 9.731+6.92 ng/ml dla 2-OH-IMI i 28.38+29.36 oraz 26.65+17.38 ng/ml dla
2-OH-DMI. Stgzenia wolnej frakcji tych zwiazkéw, oznaczone przed i po wlaczeniu CBZ
(rycina 32) nie réznily si¢ istotnie (p>0.05). Dla IMI, DMI, 2-OH-IMI i 2-OH-DMI wynosity

60 1
przed podaniem CBZ
50 po podaniu CBZ
F 40
)
£,
o 301 NN
£ N\
8
£ \
e NRY
N
N
10 \\% NS
X N\ A
DMI 2-OH-IMI 2-OH-DMI

Rycina 32. Srednie stezenia wolnej frakcji IMI i jej metabolitéw oznaczone w stanie

stacjonarnym w surowicy chorych przed i po wiqczeniu CBZ do leczenia.

odpowiednio: 5.07+3.75 oraz 6.13+4.61 ng/ml, 30.74+21.87 oraz 25.63+17.42 ng/ml, 1.92
+1.40 oraz 2.39+2.23 ng/ml i 5.62+4.26 oraz 6.08+3.31 ng/ml.

Obserwowane obnizenie st¢zen catkowitych IMI i DMI, przy rownoczesnym podtrzy-
maniu nie zmienionego st¢zenia ich wolnej frakcji, powodowato wzrost utamka wolnej frakcji
leku macierzystego i jego glownego metabolitu po podaniu CBZ (rycina 33) odpowiednio
z 3.3613.24% do 5.7513.60% 1 z 9.70+2.82% do 11.75%£4.51% (dla IMI p<0.02). W przypad-

ku hydroksymetabolitoéw nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie w wartosciach tego
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Rycina 33. Ulamek wolnej frakcji IMI i jej metabolitow wyznaczony w surowicy chorych

przed i po wiqczeniu CBZ do leczenia.

parametru obserwowanych przed i po podaniu CBZ, a wynoszacych odpowiednio: 18.22+
12.31% oraz 22.25%+12.95% dla 2-OH-IMI i 22.28+6.56% oraz 24.74+7.72% dla 2-OH-DMI).

W tabeli 30 przedstawiono nasilenie objawéw niepozadanych obserwowane w tej

Tabela 30. Nasilenie objawow niepozqdanych obserwowanych w grupie chorych poddanych
skojarzonemu leczeniu IMI i CBZ.

Pacjent Ple¢ Wiek ADR; ¢ ADR>
(lata)
W.S. M 57 3 0
Z.B. K 43 2 0
EKo. K 40 2 1
JN. M 45 2 1
E.K1. K 59 1 1
K.S. K 43 1 1
U.D. K 50 0 0
Hl. M 59 1 1
W.Z. M 47 2 zm. fazy
W.K. K 44 0 0
WSz M 51 0 0
E.B. K 43 1 0
JC. K 43 1 0
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grupie chorych po 2 tygodniach leczenia IMI w monoterapii (ADR]) oraz po 2 tygodniach
tacznego podawania z CBZ (ADRj). Jak wynika z tych danych, po wlaczeniu CBZ nasilenie
objawow niepozadanych uleglo obniZeniu i ostatecznie u 5 chorych miato charakter tagodny

(ADR=1), u pozostalych objawy niepozadane nie wystgpowatly.

5.8. Stezenia CBZ i jej metabolitu w surowicy chorych poddanych skojarzonemu

leczeniu z IM1

W tabeli 31 przedstawiono stgzenia catkowite i wolnej frakcji CBZ i CBZE

Tabela 31. Stezenia catkowite i wolnej frakcji CBZ i CBZE w surowicy badanych chorych po

2 tygodniach leczenia skojarzonego.

Pacjent Dawkowanie Stezenie catkowite Stezenie wolnej frakcji

(mg) CBZ (ug/ml) CBZE (pg/ml) CBZ (ug/ml) CBZE (pug/ml)

W.S. 300-0-300 9.80 1.10 240 0.51
Z.B. 200-0-200 6.00 0.95 1.55 0.45
JLN. 200-0-200 7.00 0.75 2.50 0.49
E.Ko.  200-0-200 8.33 1.40 2.53 0.78
E.KL 200-0-200 7.18 0.95 2.11 0.50
K.S. 200-0-200 6.80 1.30 1.34 0.46
U.D. 200-0-200 6.95 1.10 233 0.64
H.L. 200-0-200 4.00 0.65 0.89 0.25
W.Z. 200-0-200 4.70 0.58 1.00 0.24
WK. 200-0-200 6.50 1.00 2.10 0.53
W.Sz.  200-0-200 4.65 0.65 1.33 0.35
E.B. 200-0-200 5.80 0.79 1.17 0.30
J.C. 100-0-100 2.63 0.47 0.47 0.16

X1tSD 400.00+81.65  6.18%1.88 0.9010.28 1.6710.69 0.4410.17
mg/ dzien
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zmierzone u badanych chorych po 2 tygodniach leczenia skojarzonego IMI+CBZ. Dla po-

rOwnania w tabeli 32 przedstawiono st¢zenia calkowite oraz wolnej frakcji tych zwiazkéw

Tabela 32. Stezenia catkowite i wolnej frakcji CBZ i CBZE w grupie chorych leczonych CBZ

z powodu padaczki.

Pacjent Dawkowanie Stezenie catkowite Stezenie wolnej frakcji
(mg) CBZ (pg/ml) CBZE (pg/ml) CBZ (ug/ml) CBZE (pg/ml)

B.S. 400-0-600 7.91 0.79 1.94 0.38
S.T. 400-0-800 1.74 1.90 2.26 1.12
JK. 300-0-300 2.86 0.32 0.62 0.13
AS. 600-0-800 6.95 1.15 1.27 0.45
AG. 400-0-400 8.42 1.47 1.29 0.52
J.B. 400-0-400 541 0.86 1.00 031
T.O. 200-0-200 4.53 0.50 0.72 0.16
M.K. 400-0-600 9.23 0.92 1.48 0.31
D.O. 600-0-800 9.40 1.33 1.91 0.55
L.B. 300-0-300 3.44 0.47 0.79 0.20
ZM. 100-100-100 3.21 0.57 0.62 0.22
EX. 600-0-800 5.76 0.72 1.02 0.26
B.P. 400-0-400 5.44 0.86 1.11 0.31
M.K. 600-0-600 6.83 0.89 1.37 0.35

X+SD 921.43+368.32 6.22+2.19 0.91+0.43 1.2440.51 0.38+0.25
mg/dzien

oznaczone w surowicy 14 chorych nie otrzymujacych lekow psychotropowych (chorzy neuro-
logiczni). Na podstawie otrzymanych wynikow mozZna stwierdzi¢, Ze pomimo stosowania
znacznie wigkszych dawek CBZ u pacjentow neurologicznych w pordwnaniu z grupa chorych
psychiatrycznych, stgzenia calkowite zardwno leku macierzystego jak i jego metabolitu nie
roznily si¢ istotnie w obu grupach chorych, podczas gdy st¢zenia wolnej frakcji CBZ i CBZE
byly nizsze w grupie chorych neurologicznych. Pociagalo to za soba istotne statystycznie
réznice pomiedzy utamkiem wolnej frakcji obu zwigzkéw (rycina 34). Ulamek ten dla CBZ
i CBZE w grupie chorych psychiatrycznych oraz neurologicznych wynosil odpowiednio:
26.27+5.81% oraz 20.0143.74% 1 47.6749.73% oraz 39.8616.84%.
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Rycina 34. Ulamek wolnej frakcji CBZ i CBZE w grupie pacjentow psychiatrycznych

i neurologicznych.

5.9. Wplyw CBZ na wigzanie IMI i jej metabolitéw z HSA i AAG w warunkach in vitro

Poniewaz po podaniu CBZ obserwowano w warunkach in vivo zmiany ulamka wolnej

frakcji IMI i DMI, podjgto badania nad wptywem CBZ na parametry wigzania IMI i jej

metabolitow w warunkach in vitro. W tabelach 33 i 34 zebrano utamek wolnej frakcji IMI i jej

Tabela 33. Ulamek wolnej frakcji IMI i DMI (wyrazony w %) w roztworach HSA bez

i w obecnosci CBZ (kazda wartos¢ stanowi Sredniq z 4 pomiaréw).

Stezenie
HSA fu IMI fu IMI fu DMI fu DMI
(g/100 ml) (+CB2) (+CB2)
0.5 76.341+5.20 83.28+2.94 81.18+0.76 90.86+2.09
1 65.24+3.93 71.49+5.68 72.311+0.57 83.33+3.23
2 40.25+2.50 55.00+5.90 53.58+0.41 69.62+2.66
-4 34.20+4.64 46.50+2.85 38.44+5.50 57.7143.42
6 25.5614.25 26.32+0.53 32.50+1.98 42.57+5.52




bez i w obecnosci CBZ (kazda wartos¢ stanowi Sredniq z 4 pomiarow).

Stezenie
HSA fy 2-OH-IMI fu 2-OH-IMI fy 2-OH-DMI fy 2-OH-DMI
(g/100 ml) (+CBZ) (+CBZ)
0.5 80.33£3.61 81.9418.03 77.6613.03 77.0017.76
1 66.86+1.95 65.5615.45 62.4317.51 62.1514.05
2 48.8619.10 56.57+£10.29 46.11+1.31 52.69+2.16
4 37.2614.62 44.56x0.74 30.414£3.52 36.9314.31
6 31.94+0.86 33.43+1.49 23.58+1.10 25.38%1.02
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Tabela 34. Ulamek wolnej frakcji 2-OH-IMI i 2-OH-DMI (wyrazony w %) w roztworach HSA

metabolitow wyznaczony przy réznych stgzeniach HSA wahajacych si¢ od 0.5 do
6 g/100 ml (72.5 - 870 uM) bez 1 w obecnosci CBZ, dodawanej w ilosci 10 pg/ml. Stgzenia
IMI, DMI, 2-OH-IMI i 2-OH-DMI byty stale i wynosily odpowiednio: 200, 400, 30 i 50 ng/ml
(=0.71, 1.50, 0.18 1 0.10 pM). Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze do-
datek CBZ powodowal istotny wzrost ulamka wolnej frakcji IMI i DMI, co potwierdza
wyniki badan in vivo i moze §wiadczy¢ o wypieraniu tych zwiazkow przez CBZ z ich wigzan
z HSA. W przypadku hydroksymetabolitow zmiany utamka ich wolnej frakcji po dodaniu
CBZ, podobnie jak w badaniach in vivo, byly nieistotne statystycznie. W tabelach 35 i 36

Tabela 35. Ulamek wolnej frakcji IMI i DMI (wyrazony w %) w roztworach AAG bez

i w obecnosci CBZ (kazda wartosc stanowi Sredniq z 4 pomiarow).

Stezenie
AAG fy IMI fy IMI fy DMI f, DMI
(mg/100 ml) (+CBZ) (+CBZ)
10 65.041+2.35 72.1418.41 85.62+2.51 93.44+1.39
30 40.04+2.39 45.96x1.19 67.9311.08 81.69%7.55
50 28.08+10.18 37.78+2.93 55.74+3.85 76.0110.93
80 22.56x7.40 25.561+10.09 52.32+1.61 63.1212.48
100 10.44+1.99 22.9315.92 40.00+4.81 57.6612.94
200 9.02£3.19 14.38+0.40 24.4613.86 44.56x1.24




bez i w obecnosci CBZ (kazda wartos¢ stanowi Sredniq z 4 pomiarow).
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Tabela 36. Ulamek wolnej frakcji 2-OH-IMI i 2-OH-DMI (wyrazony w %) w roztworach AAG

Stezenie
AAG fy 2-OH-IMI fu 2-OH-IMI fy 2-OH-DMI fy 2-OH-DMI
(mg/100 ml) (+CBZ) (+CBZ)

10 86.54+4.03 87.75+2.78 87.26+3.78 89.02+9.41
30 65.244+2.67 70.32+1.20 70.42+7.60 72.00+4.94
50 55.37£7.08 60.23+4.70 59.4217.76 65.6217.35
80 43.40+0.51 49.25+1.84 47.13£1.49 52.36%1.47
100 37.08%5.16 45.43+5.16 43.98+1.98 49.244+3.77
200 24.00£5.24 29.24+5.24 32.80£1.98 35.42+3.72

zebrano analogiczne wyniki badan wiazania IMI i jej metabolitéw z AAG otrzymane przy
stezeniach tego biatka wahajacych si¢ od 10 do 200 mg/100 ml (2.27 - 45.5 uM). Jak wynika
z danych zawartych w tych tabelach, podobnie jak w przypadku HSA utamek wolnej frakeji
IMI 1 DMI dla wigkszoSci stgzen byl istotnie wigkszy w obecnosci CBZ. Zjawiska tego nie
zaobserwowano w przypadku 2-OH-IMI i 2-OH-DMI. Ilustracja omdéwionych powyzej

zaleznosci sa wykresy przedstawione na rycinie 35.
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Rycina 35. Wykresy zaleznosci ulamka wolnej frakcji IMI i DMI w roztworach o roznych
stezeniach HSA (a) i AAG (b) wyznaczone bez i w obecnosci CBZ.

W oparciu o uzyskane w badaniach in vitro stezenia wolnej frakcji IMI i jej metabolitéw przy
réznych stqzeni‘ach HSA oraz AAG obliczono state wiazania tych zwiazkéw z obydwoma
bialkami bez i w obecnosci CBZ, stosujac do tego celu metode zaproponowang przez Romera
[171]. Zgodnie z ta metoda przedstawiono wykresy zalezno$ci stosunku steZenia leku
zwiazanego do stgzenia okre$lonego biatka (cy/B) jako funkcje stezenia leku zwigzanego (cp)
(ryciny 36 i 37). Stosujac test rownoleglosci prostych wykazano, ze ich wspoétczynniki
kierunkowe, odpowiadajace stalym wiazania przed i po dodaniu CBZ, réznily si¢ istotnie
w przypadku IMI oraz DMI i to zarbwno w roztworach HSA jak i AAG (p<0.05). Podobne
zaleznos$ci badane dla hydroksymetabolitow wykaza'}y, ze CBZ nie wptywa w spos6b istotny

a u IMI
3 » IMI+CBZ
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Rycina 36. Wykresy zaleznoSci stosunku stezenia leku zwiqzanego do stezenia HSA (cp/B)
jako funkcji stezenia leku zwiqzanego (cp) dla IMI (a), DMI (b), 2-OH-IMI (c)
i 2-OH-DMI (d) wyznaczone bez i w obecnosci CBZ. Kazdy punkt jest mediang

z 4 pomiarow.
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Rycina 37. Wykresy zaleinosci stosunku stezenia leku zwiqzanego do stezenia AAG (cy/B)

Jako funkcji stezenia leku zwiqzanego (cp) dla IMI (a), DMI (b), 2-OH-IMI (c)

i 2-OH-DMI (d) wyznaczone bez i w obecnosci CBZ. Kazdy punkt jest mediang

z 4 pomiarow.

(p>0.1) na ich stale wiazania z HSA oraz AAG. State wiazania IMI i jej metabolitéw z HSA

1 AAG bez i w obecnosci CBZ zebrano w tabeli 37 .

Tabela 37. Stale wiqzania IMI i jej metabolitow z albuming ludzkq (Kyss) i kwasng

ay - glikoproteing (K 44G) wyznaczone metodgq Romera.

Zwiazek Kusa (M-1) T Kysa (M-1) r
w obecnosci CBZ
IMI 4.15x103 0.97 2.72x103 0.98
DMI 3.05x103 0.98 1.38x103 0.99
2-OH-IMI 3.53x103 0.98 3.27x103 0.96
2-OH-DMI 4.04x103 0.99 4.15x103 0.98
KaagM-1)  r Kaag (M-1) r
w obecno$ci CBZ
IMI 2.22x105 0.98 1.73x105 0.99
DMI 7.17x104 0.97 3.13x104 0.98
2-OH-IMI 7.01x104 0.99 6.23x104 0.99
2-OH-DMI 6.49x104 0.99 5.55x104 0.98
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6. OMOWIENIE WYNIKOW

Rzetelna interpretacja wynikéw badan farmakokinetycznych wymaga stosowania
odpowiednio precyzyjnej, swoistej i czulej metody analitycznej. Wymagania te sa szczeg6lnie
duze w przypadku badan klinicznych z uwagi na mozliwo$¢ wystgpowania aktywnych
metabolitow, rownoczesnego stosowania innych lekéw, mata objgtos¢ analizowanych probek
biologicznych lub niskie st¢zenia leku po podaniu dawek terapeutycznych. Z praktycznego
punktu widzenia istotng rolg odgrywa takze pracochtonnos$¢ i czas trwania analizy oraz koszty
prowadzonych badan [74, 93, 99, 141, 142, 160].

Opracowana w ramach niniejszej pracy metoda analityczna z zastosowaniem HPLC
umozliwila r6wnoczesne oznaczenie IMI i jej trzech, aktywnych metabolitow: DMI, 2-OH-IMI
i 2-OH-DMI oraz niektérych innych lekéw podawanych tacznie z TLPD np.: LVP czy PER,
lub po zmodyfikowaniu warunkdow analizy, takze na oznaczenie CBZ i jej aktywnego
metabolitu CBZE. Analizy byly prowadzone w warunkach izokratycznych z zastosowaniem
techniki faz odwroconych. Czas trwania pojedynczego oznaczenia byl stosunkowo krétki i nie
przekraczatl 20 min. w przypadku IMI i metabolitéw oraz 10 min dla CBZ i jej epoksydu,
co pozwalato na analize nawet kilkudziesigciu probek w ciagu dnia.

Jednoetapowe procesy ekstrakcji badanych zwiazkéw z materiatu biologicznego byly
proste i charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysoka wydajnoscia rzgdu 80-90%, poréwnywalng
z wydajnoscia uzyskana w pracach innych autoréw [8, 57, 60, 109, 125, 170, 185].
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Opracowana metoda charakteryzowala si¢ zadawalajaca precyzja wyrazona poprzez
wspolczynnik zmienno$ci (CV), ktory dla réznych stezen nie przekraczal 10% oraz wysoka
czutoscia rzedu kilku ng/ml, pozwalajaca z tatwoscia oznaczac st¢zenia badanych lekoéw 1 ich
metabolitéw w surowicy chorych leczonych przewlekle IMI lub CBZ.

Wszystko to powoduje, Ze metoda ta jest nie tylko pordwnywalna ze zautomatyzowana
metoda FPIA, ale z uwagi na wieksza swoisto$é i czulo§¢ moze byé bardziej przydatna
w badaniach interakcji w fazie farmakokinetycznej lub badaniu stgzen wolnej frakeji leku.

Metoda ultrafiltracji, ktora zastosowano do oddzielania wolnej frakcji IMI i jej

metabolitow oraz CBZ i jej epoksydu, charakteryzowala si¢ duza powtarzalnoscia i stosun-
kowo krotkim czasem trwania analizy, co czyni ja przydatna w praktyce klinicznej. Caly
proces oddzielania wolnej frakcji prowadzono w warunkach fizjologicznego pH i tempera-
tury. Zachowanie w/w warunkéw byto istotne, gdyz jak wykazano w innych pracach, Wzrost
pH o 0.4 jednostki zmniejszal ulamek wolnej frakcji IMI i AMI do 75% ich warto$ci
poczatkowej [28]. W podobnych badaniach stwierdzono, ze wzrost pH z 7.3 do 7.5
powodowal wzrost wiazania TLPD z biatkami osocza z 96 do 98%, zmniejszajac tym samym
o polowg stgzenie wolnej frakcji leku [92].
Badania dotyczace wplywu temperatury na utamek wolnej frakcji DMI wykazaly, ze wraz ze
wzrostem temperatury z 4 do 30°C utamek wolnej frakcji DMI (293 ng/ml) wzrést o 30%
[23], natomiast utamek wolnej frakcji CBZ wzrastal nawet o 50% przy zmianie temperatury
222 do 37°C [52, 88, 167]. |

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza stgzen badanego leku z zastosowaniem
metody FPIA pozwolila na globalna oceng stgzen stacjonamych IMI+DMI. Wyniki tych
oznaczen wykazaly, Ze podobnie jak we wczesniejszych badaniach prowadzonych w naszym
Zaktadzie [189, 190}, uzyskanie stgzeh IMI i jej metabolitu DMI w zakresie terapeutycznym
zapewnialo u wigkszosci chorych pomyslny efekt kliniczny (obnizenie punktacji
w HDRS>50%). Znaczne przekroczenie zakresu terapeutycznego, jakie obserwowano u pew-
nej grupy tych chorych, sprzyjalo wystgpowaniu nasilonych efektéw niepozadanych
(ADR=3), przy réwnoczesnym braku dzialan terapeutycznych. Stanowito to wskazanie do

zmiany zalozonego leczenia, a pomiar stezenia w przypadku tych chorych stanowit racjonalng
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podstawe do podjecia takiej decyzji. Metoda FPIA nie pozwolita jednak na oceng udziatu
poszczegblnych metabolitow, jak rowniez wolnej frakcji leku w obserwowanych efektach
terapeutycznych oraz niepozadanych. Mozliwoéci takie daly badania stezen catkowitych oraz
wolnej frakcji IMI i jej metabolitow przeprowadzone u chorych z zastosowaniem metody
HPLC.

Wyniki przeprowadzonych badan z zastosowaniem tej metody analitycznej wykazaly
duze migdzyosobnicze zrdznicowanie stgzen catkowitych oraz wolnej frakcji IMI i jej
metabolitow oznaczonych w surowicy badanych chorych po podaniu znormalizowanych
dawek tego leku. Wyniki te potwierdzily wczesniejsze obserwacje uzyskane przez innych
autoréw, glownie w odniesieniu do zréZnicowania st¢Zen catkowitych TLPD ([81, 59, 159,
205]. Wykazano takze, ze proces wigzania IMI i jej metabolitoéw z biatkami osocza badanych
chorych leczonych IMI w monoterapii i w leczeniu skojarzonym z neuroleptykami ma
charakter liniowy.

Obliczona na podstawie stgZzen catkowitych oraz wolnej frakcji wartos¢ ulamka
wolnego leku wynoszaca w przypadku IMI 5.4+4.7% byta por6wnywalna z wynikami innych
prac, gdzie do oddzielania wolnej frakcji IMI zastosowano metodg ultrafiltracji lub filtracje na
zelu, a w ktorych warto$é ta wahata si¢ w granicach od 4.2% do 5,2% [23, 47, 102]. Podobnie
byla ona zblizona do wynikow badan, w ktérych utamek wolnej frakcji IMI okre$lany metoda
in vivo tj. poprzez pomiar stosunku st¢zen CSF/osogze wynosit 8.3% [86]. Natomiast warto$¢
ta réznila si¢ znacznie w odniesieniu do prac, w ktérych zastosowano dializ¢ rownowagowa
[28, 66, 72, 111, 149, 156, 198], gdzie otrzymane warto$ci ulamka wolnej frakcji IMI wahaty
si¢ w granicach od 7.9 do 41%. Przyczyne tak znacznego zréznicowania w wartosciach tego
ulamka przy zastosowaniu do oddzielania wolnej frakcji IMI dializy rownowagowej nalezy
upatrywaé m. in. w dhlugiej, trwajacej niekiedy nawet 36 godzin inkubacji badanych prébek
w temperaturze 37°C [156]. Moglo to prowadzi¢ do zmian strukturalnych niektérych biatek
osocza, gtownie labilnych lipoprotein [14, 26]. Ulamek wolnej frakcji DMI, wyznaczony dla
populacji chorych badanych w niniejszej pracy byt, podobnie jak dla innych demetylowych
pochodnych TLPD [23, 28, 86, 87, 151], wyzszy w stosunku do leku macierzystego i wynosit

12.845.0%. Warto$¢ ta byla zblizona do uzyskanej metoda pomiaru stosunku stgzZen
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CSF/osocze w grupie 23 pacjentow psychiatrycznych [86], gdzie wynosita 12.7%. Roznila sig
natomiast nieznacznie od warto$ci podanych w pracach Muscettola [134], Brinkschulte [28]
i Borgi [23], w ktorych wynosita odpowiednio: 15%, 15.3+1.6 i 9.5£1.4%. W przypadku
ostatniej warto$ci réznice te mogly by¢ spowodowane tym, ze w badaniach stosowano krew
pobrana od zdrowych ochotnikéw. Wyznaczone w niniejszej pracy utamki wolnej frakeji
hydroksymetabolitow czyli 2-OH-IMI i 2-OH-DMI wynosity odpowiednio 24.2+15.6% oraz
26.717.8% 1 jak dotad nie znalazly odniesienia w pi$miennictwie, gdyz brak jest danych na
ten temat, zarbwno dla pacjentéw psychiatrycznych jak i zdrowych ochotnikow. Wprawdzie
Potter [157] wyznaczyt utamek wolnej frakcji 2-OH-DMI réwny 16% w grupie 8 chorych
metoda pomiaru stosunku st¢zen CSF/osocze, ale chorzy ci otrzymywali DMI a nie IMI. Nato-
miast w pracach dotyczacych innych TLPD [27, 154] wykazano np., Ze obie optycznie czynne
pochodne 10-OH-NT byly o okolo 2 do 3-razy stabiej zwigzane z biatkami osocza niz NT.

Jak wykazaly wyniki niniejszej pracy w badanej populacji chorych ulamek leku
wolnego byl znacznie zréznicowany, przy czym najsilniej zaznaczone roznice wystapily
w przypadku IMI i jej hydroksylowej pochodnej. Zroznicowanie to, zdaniem niektorych
autor6w, moze stanowi¢ wskazanie do monitorowania stezen wolnego leku [12, 14, 26,
72, 201].

W poszukiwaniu czynnikéw wplywajacych w warunkach klinicznych na utamek
wolnej frakcji IMI i jej metabolitow wykazano w badanej grupie chorych, podobnie jak
w pracach innych autorow [30, 66, 149], brzlik korelacji pomigdzy tym parametrem
a stgzeniem HSA, gldwnie ze wzgledu na male migdzyosobnicze zréznicowanie w stezeniu
tego biatka. Podobnie male zréznicowanie steZenia bilirubiny (mieszczacego si¢ w badane;j
grupie chorych w zakresie normy) powodowalo stosunkowo sltaba korelacje pomigdzy
utamkiem wolnej frakcji IMI i jej metabolitow a stgzeniem bilirubiny. Zdaniem wielu auto-
row [12, 56, 113, 172, 202], warunkiem wypierania lekéw z ich polaczefr z albuming jest
wystepowanie odpowiednio wysokich stgzen bilirubiny. Wykazano ponadto, ze ulamek
wolnej frakcji IMI malal wraz z wiekiem badanych chorych, podobnie jak w pracy Burch

dotyczacej AMI i NT [38].
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Z analizy stgzen IMI i jej metabolitow wynika, Ze tak jak to wykazano w innych
pracach [81, 79, 186], metabolitem dominujacym byla DMI, ktéra w surowicy badanych
chorych osiagata wyzsze stgzenia, zarowno catkowite jak i wolnej frakcji. Poniewaz o wy-
nikach leczenia depresji decyduja nie tylko stgzenia leku macierzystego osiagane we krwi
chorych, ale takze aktywnych metabolitow, ktore jak przedstawiono w czgsci teoretycznej,
wykazuja inny profil dzialania, stad istotny wplyw na efekt terapeutyczny begdzie miala
wzajemna relacja ich stezen. W badaniach innych autoréw obserwowano, ze u 85% chorych
leczonych IMI, u ktoérych nastapila poprawa stanu klinicznego, stosunek stezen IMI/DMI
miescil si¢ w przedziale 0.4 - 1.0. Przyjeto, ze "idealna" jego warto$¢ wynosi okoto 0.7 [162].
Wyniki niniejszej pracy wykazaly, ze u chorych z pozytywna odpowiedzia terapeutyczna
(obnizenie punktacji w HDRS>50%) leczonych IMI w monoterapii, wartosci stosunku stezen
IMI/DMI w odniesieniu do stgzen calkowitych wynosity 1.16, natomiast wolnej frakcji 0.57.
W przypadku chorych bez efektu (obnizenie punktow w HDRS<50%), stosunki te dla stgzen
catkowitych byly podobne, natomiast dla wolnej frakcji byly ponad dwukrotnie nizsze.
Otrzymane wyniki wykazaty takze, Ze wzrost st¢zenia wolnej frakcji DMI zmniejszat w ba-
danej grupie chorych efektywno$¢ leczenia. Stad mozna przypuszczac, ze w interpretacji
wynikow leczenia w oparciu o kryteria farmakokinetyczne bardziej przydatne bedzie
oznaczanie nie tyle calkowitego steZenia, co raczej wolnej frakcji leku macierzystego i jego
metabolitow.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazat}", ze ocena ilosciowa wzajemnych relacji
pomigdzy IMI i DMI a ich hydroksylowymi pochodnymi zalezna byta od tego, czy odnoszono
ja do stgzen calkowitych czy wolnej frakcji. Stosunki stgzen wolnej frakcji obu hydroksylo-
wych pochodnych do odpowiadajacych im stgzen wolnej frakcji lekoéw macierzystych obliczo-
ne dla badanej grupy chorych byly istotnie wyzsze od podobnych stosunkéw wyznaczonych
dla stezen calkowitych. Stezenia wolnej frakcji 2-OH-IMI i 2-OH-DMI stanowily odpo-
wiednio 63.6% i 93.6% stgzen wolnej frakcji IMI i DMI, podczas gdy analogiczny odsetek
obliczony dla stgzen catkowitych wynosit odpowiednio 16.6% i 39.4%. Suma stg¢zen wolnej
frakcji hydroksylowych pochodnych przewyzszata st¢zenie wolnej frakeji leku macierzystego
(p<0.002). Poniewaz, jak przedstawiono w czesci teoretycznej, hydroksymetabolity TLPD
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przenikaja do plynu moézgowo-rdzeniowego, a stosunki ich stgzen do stezen lekow
macierzystych sa nawet wyzsze w plynie moézgowo-rdzeniowym niz w osoczu, nalezy
przypuszczac, ze hydroksymetabolity moga odgrywac istotna rol¢ w dzialaniu terapeutycznym
i toksycznym IML.

Poszukujac zalezno$ci pomiedzy stezeniem wolne) frakcji lekow a efektem
terapeutycznym wykazano liniowa korelacj¢ pomigdzy stezeniem wolnej frakcji IMI
i 2-OH-IMI oraz suma tych stgzen a efektem terapeutycznym mierzonym spadkiem punktow
w HDRS. Istnienie takiej korelacji moze wskazywa¢ na udzial hydroksymetabolitu IMI
w efekcie terapeutycznym, gléwnie poprzez dzialanie na uklad serotoninergiczny, co potwier-
dzono w badaniach in vitro [49, 138, 156, 164].

Laczne podawanie TLPD i neuroleptykow stanowi przyczyng istotnej klinicznie
interakcji farmakokinetycznej. Otrzymane w niniejszej pracy wyniki badan potwierdzity
wczedniejsze doniesienia [9, 32, 70, 78, 92, 93, 95] o hamujacym wptywie LVP i PER na
proces hydroksylacji IMI i DMI, co wyrazalo statystycznie istotne zwickszenie stezenia obu
zwiazkow i obnizenie stgzenia ich hydroksylowych pochodnych. Obserwowane w tej grupie
chorych stgzenia catkowite IMI i DMI, pomimo nizszej dawki IMI, przewyzszaly warto$ci
terapeutyczne, osiagajac st¢zenia bliskie toksycznym (suma stgzen IMI i DMI wynosita
421.71£150.81 ng/ml), natomiast w grupie kontrolnej stgzenia te mieScily si¢ w zakresie
terapeutycznym i dla sumy IMI i DMI wynosity 263.57+197.82 ng/ml. Wzrostowi stgzefi
catkowitych IMI i DMI odpowiadato takze znaczne zwigkszenie steZenia wolnej frakcji tych
zwiazkow w surowicy badanych chorych. Wysokie wartosci tych stezen sprzyjaly zwiekszeniu
czgstotliwoSci wystgpowania i nasilenia efektow niepozadanych, wynikajacych gtéwnie
z antycholinergicznego dzialania tych lekow. Analizujac oddzielnie wplyw badanych
neuroleptykéw na st¢zenia IMI i jej metabolitéw, stwierdzono, ze LVP jest silniejszym
inhibitorem hydroksylacji w porownaniu z PER oraz, Ze obserwowana interakcja
farmakokinetyczna dotyczy gléwnie hydroksylacji DMI. Potwierdza to obserwacje innych
autorow [92, 135], ktére wskazywaly na podwyzszenie calkowitych stezen IMI i DMI

w stanie stacjonarnym odpowiednio o 30 i 200% po podaniu LVP.
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Pomiedzy LVP i PER a IMI i jej metabolitami nie stwierdzono wystgpowania
interakcji w fazie wiazania tych lekow z biatkami osocza, o czym $wiadczyly zblizone
warto$ci utamka wolnej frakcji IMI i jej metabolitow w obu grupach chorych poddanych
leczeniu skojarzonemu i grupie kontrolnej. Badane neuroleptyki, jak wykazano w pracach
innych autorow [29, 128, 131, 179], maja duze powinowactwo do bialek osocza, przede
wszystkim do AAG (Kaag dla LVP = 0.9x105 M-1, a dla PER Kaag = 3.8x105 M-1) i co
wigcej, lacza sig z tym samym miejscem wiazacym na AAG co TLPD. Ponadto w badanich
in vitro, przy zastosowanych bardzo wysokich stezeniach (rzgdu pM), leki te wypieraty
TLPD z ich polaczen z biatkami, a wypieranie zachodzilo wedhig kolejnosci przewidywane;j
na podstawie wartosci statej K, [132]. Jednak po podaniu zwyczajowych dawek, jak to miato
miejsce w niniejszej pracy, st¢zenia neuroleptykéw we krwi byly niewielkie (rzqdu‘ng/ml),
przez co nie osiagaty stezenia molowego bialka wiazacego, czyli nie spelnialy podstawowego
warunku, niezbgdnego do wystapienia interakcji w zakresie wigzania z biatkami osocza [122,
155].

Oznaczone wartosci stgzen catkowitych LVP wynoszace $rednio 39.24+18.99 ng/ml
(19.32 - 74.53 ng/ml) i PER réwne 330.21£150.27 ng/ml (60.71 - 561.66 ng/ml) u badanych
chorych z depresja endogenna byly nieco wyzsze od stezen uzyskanych w pracach innych
autorow, dotyczacych chorych ze schizofrenia [30, 188]. Otrzymane wyniki moga potwier-
dza¢ wigc sugesti¢ Loga [120], o mozliwym hgmujqcym wplywie TLPD na metabolizm
fenotiazyn, manifestujacym sig¢ wzrostem stgzenia neuroleptyku.

Podobnie jak w pracach innych autoréw [5, 31, 68, 96, 130, 137, 169], do najczesciej
wystgpujacych efektow niepozadanych obserwowanych w badanej grupie chorych, nalezy
zaliczy¢: wysychanie §luzéwek (19 chorych), hypotoni¢ ortostatyczng (13 chorych) i zabu-
rzenia akomodacji (4 chorych). Nalezy doda¢, ze szczegdllnie liczne objawy niepozadane
wystgpowaly u pacjentow leczonych kombinacja IMI i LVP. Przyczyng tej nasilonej
toksyczno$ci mogty stanowié z jednej strony istotnie wyzsze stgzenia zardwno catkowite jak
i wolnej frakcji IMI i DMI, z drugiej za$ dziatania niepoZadane wywolane przez samg LVP.
Wyniki niniejszej pracy potwierdzily obserwacje dotyczace stosowania takze innych TLPD,

wskazujace na brak $cistej korelacji pomiedzy stgzeniem calkowitym lub wolnej frakcji IMI
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1 jej metabolitdw a wystgpowaniem czy nasileniem objawdw niepozadanym [6, 21, 89, 93,
147, 203]. W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badaniach wykazano istotnie
wyzszy utamek wolnej frakcji 2-OH-IMI u chorych z umiarkowanymi objawami
niepozadanymi. Analizujac zwigzek pomiedzy st¢zeniem wolnej frakcji IMI i jej metabolitow
a rodzajem wystepujacych efektow niepozadanych, nie stwierdzono rdznic istotnych
statystycznie (ANOVA) pomigdzy grupami chorych, u ktérych dominowaly poszczegélne
objawy. Jedynie u pacjentdw z zaburzeniami akomodacji wystapily szczegdélnie wysokie
stezenia wolnej frakcji IMI i DMI.

Niniejsze badania wykazaty, ze aczne podawanie IMI i CBZ prowadzi do interakcji
farmakokinetycznej w fazie metabolizmu i wiazania z bialkami. ZloZony charakter interakcji
jaka moze zachodzié pomigdzy tymi lekami, gtdwnie poprzez indukcjg CYP 3A4 odpowie-
dzialnego za demetylacje IMI, daje trudne do przewidzenia w warunkach klinicznych Waﬂoéci
stezen lekow macierzystych oraz ich aktywnych metabolitéw (DMI, 2-OH-IMI, 2-OH-DMI
i CBZE). W przeprowadzonych badaniach, podobnie jak w pracach innych autorow [35, 115]
wykazano, ze w 2 tygodnie po wiaczeniu CBZ do terapii nastapilo istotne obnizZenie stezen
IMI i DMI w poroéwnaniu do stanu przed rozpoczgciem leczenia skojarzonego, a u niektorych
pacjentow stgZenia te osiagnely nawet wartoSci uwazane za subterapeutyczne. StgZenia
hydroksymetabolitow, w przeciwienstwie do sugestii autoréw innych prac [10] byly w prze-
prowadzonych badaniach nizsze, lecz nie roznily si¢ istotnie w stosunku do stgzen
oznaczonych przed rozpoczg¢ciem podawania CBZ. Whyniki tych badan potwierdzity, ze CBZ
w pierwszych tygodniach stosowania indukuje nie tylko wilasny metabolizm [15, 101, 163,
165], ale takze podawanych rownolegle TLPD. Nie mozna wykluczyé, ze CBZ indukuje takze
inne, oprocz wymienionego wyzej, izoenzymy cytochromu P450 powodujace obnizenie
st¢zenia DMI (np. poprzez tworzenie didemetylowej pochodnej) czy enzymy przyspieszajace
eliminacjg hydroksymetabolitow (np. glukuronylotransferaze) [148].

W przypadku stgzenn wolnego leku, stwierdzono wzrost stgzen wolnej frakcji IMI
(o 21%), 2-OH-IMI (o 25%) i 2-OH-DMI (o 8%), za$ stgZenie wolnej frakcji DMI uleglo
obnizeniu o 17%, lecz obserwowane roznice nie byly istotne statystycznie. Oznacza to

w praktyce, ze po wlaczeniu CBZ do leczenia st¢zenia wolnej frakcji IMI i jej metabolitow,
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odpowiedzialne za dzialanie terapeutyczne pozostaly nie zmienione, pomimo istotnego
spadku stgzen catkowitych. Znalazlo to odzwierciedlenie w ocenie stanu klinicznego
badanych chorych wyrazajacej si¢ istotna poprawa mierzong spadkiem punktacji w HDRS.
Na podstawie tych wynikéw, wbrew sugestiom innych autoréw [35, 115, 145, 183] mozna
przypuszczaé, ze nie istnieje potrzeba zwigkszania dawek IMI przy réwnoczesnym jej
podawaniu z CBZ.

Obserwowane w niniejszej pracy réznice w wartosciach utamka wolnej frakcji IMI
i DMI przed i po wiaczeniu CBZ do leczenia mogg $wiadczy¢ o wystapieniu w warunkach
klinicznych interakcji w zakresie wiazania tych lekéw z bialkami osocza. Potwierdzeniem
tego przypuszczenia moga by¢ wyniki badan in vitro przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy.

Analizujagc wyniki tych badan w odniesieniu do warunkéw in vivo trzeba mieé na
uwadze fakt, ze w przypadku lekéw wiazacych si¢ z wigcej niz jednym bialkiem osocza,
nawet znaczne wypieranie z jednego bialka, moze nie powodowaé widocznego wzrostu
stezenia leku wolnego w surowicy, ktéra zawiera wszystkie biatka wiazace. Jest to
szczegblnie wazne dla lekdw wypieranych z bialek o duzym powinowactwie, a male;j
pojemnosci wiazania, jakim jest np. AAG. Wowczas inne bialko o duzej pojemnosci
np. albumina moze "buforowaé" wszelkie zmiany w ulamku leku wolnego, spowodowane
wypieraniem stosunkowo malej ilosci leku z biatka o matej pojemnosci [121].

Przeprowadzone badania in vitro wykazaly; ze zmiany stezenia HSA i AAG powoduja
istotne zmiany w utamku wolnej frakcji IMI i kaZdego z jej aktywnych metabolitéw. Przy
czym malo prawdopodobnej w warunkach in vivo zmianie stezenia HSA z 0.5 do 6 g/100 ml
towarzyszylo w niniejszej pracy zaledwie od 2.5 do 3-krotne obnizenie utamka wolne;j frakcji
IMI i jej metabolitow. W przypadku mozliwej u pacjentdw zmiany stezenia AAG z 10 do 200
mg/100 ml zaobserwowano podobny, bo od 2.5 do 3.5-krotny spadek utamka wolnej frakcji
DMI i obu hydroksymetabolitow oraz ponad 7-krotny spadek tego utamka dla IMI. Potwier-
dza to tezg o decydujacym wplywie AAG na wiazanie IMI z biatkami osocza [66, 107].

Poréwnujac uzyskane wyniki badan z warto§ciami wyznaczonymi np. dla IMI metoda

dializy rownowagowej przez innych autor6w, mozna zauwazyc¢, ze dla fizjologicznych stezen
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izolowanej AAG otrzymany utamek zwiazanej IMI rowny 71.92% byt zblizony do wartosci
podanych w pracach Ferry [64] oraz Miiller [132], wynoszacych odpowiednio 69% i 70.7%.

Dodanie CBZ w stezeniu 10 pg/ml, czyli mieszczacym si¢ w zakresie stezen
terapeutycznych dla tego leku [12, 19, 91], spowodowato wzrost utamka wolnej frakcji IMI
i DMI w roztworach HSA i AAG. Wypieranie DMI z jej miejsc wigzacych na obu biatkach
bylo znacznie silniejsze w poréwnaniu z IMI, o czym §wiadczyly nizsze wartosci statych
Kusa i Kaag dla tego metabolitu wyznaczone w obecnosci CBZ.

Analizujac stgzenia wolnej frakcji IMI i jej metabolitbw w grupie pacjentéw
psychiatrycznych leczonych rownoczesnie CBZ, u ktorych wystapity stosunkowo wysokie
(>7 ng/ml) stezenia tego leku (pacjenci W.S., E.Ko., E.Kt.), zaobserwowano istotnie wyzszy
utamek wolnej frakcji DMI w stosunku do pozostatych chorych tej subpopulacji (p<0.03).

Wielkos$ci stalych Kysa 1 Kaag hydroksymetabolitow byly zblizone do wartoéci tych
stalych dla DMI, ale przy zastosowanych w niniejszych badaniach niskich stezeniach tych
metabolitow, nie zaobserwowano wplywu CBZ na ich powinowactwo do biatek wiazacych.
Wyniki przeprowadzonych badan in vitro wykazaly ponadto, ze ultrafiltracja moze
z powodzeniem by¢é wykorzystana takze do wyznaczania stalych wigzania leku z biatkami,
o czym $wiadcza wielko$ci wyznaczonych w niniejszej pracy stalych wiazania IMI i DMI
z HSA i AAG zblizone do danych z pi$miennictwa [107, 110, 131], gdzie postugiwano sie¢
najczgsciej w celu ich okreslenia metoda dializy rownowagowej. Wystepujace niewielkie
réznice mogly by¢ spowodowane m. in. réinymi‘ zrédlami pozyskiwania przez producenta
AAG (mocz, surowica, osocze) lub réZznymi metodami izolowania tego biatka [54].
W zadnym z dostgpnych zrddel nie podano, jak dotad, wartosci stalych wiazania dla
hydroksymetabolitow IMI i DMI.

Catkowite stezenia CBZ i CBZE oznaczone w surowicy badanych chorych
psychiatrycznych, pomimo stosowania nizszych dawek CBZ (400.0+81.65 vs 921.431368.32
mg/dzien, p<0.00004), nie rdznily si¢ istotnie od stgzen tych zwiazkéw w grupie pacjentdw
neurologicznych poddanych kuracji CBZ w monoterapii. Moze to potwierdza¢ wczesniejsze
doniesienia 0 hamowaniu przez TLPD metabolizmu tego leku [45, 100]. Warto$ci utamkow

wolnej frakcji CBZ i CBZE w badanej grupie chorych psychiatrycznych, a wigc w obecnoéci
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IMI, wynoszace odpowiednio 26.3+5.8% i 47.719.7%, byly istotnie wyzsze od utamkow
wolnej frakceji tych zwiazkoéw wyznaczonych w grupie neurologicznej. Obserwowane roéznice
moga by¢ spowodowane zwigkszonym stgzeniem AAG u chorych neurologicznych podda-
nych dlugotrwatemu leczeniu. Wykazano, ze niektére leki przeciwdrgawkowe, jak CBZ lub
fenytoina, zwigkszaja stezenie AAG [192]. Efektu tego nie nalezy oczekiwa¢ w badanej
grupie chorych psychiatrycznych z uwagi na stosunkowo krotki, bo zaledwie 2-tygodniowy
okres leczenia CBZ.

Fakt, ze cze$¢ chorych, ktorym wiaczono CBZ otrzymywalo rowniez neuroleptyki nie
mialo istotnego znaczenia w interpretacji otrzymanych wynikéw, poniewaz LVP i PER byly
podawane tym chorym przez caly czas trwania terapii. ROwniez stosowanie benzodiazepin,
glownie diazepamu u niektoérych chorych, nie moglo wptywaé na badane interakcje, poniewaz
jak wykazano w wielu pracach [43, 92, 95], leki te nie oddzialywuja na metabolizm TLPD
i slabo wiaza si¢ z AAG [1]. Wplyw pochodnych benzodiazepiny na wiazanie TLPD
z biatkami osocza zaobserwowany w badaniach in vitro [107], dotyczyt jedynie stgzen tych
lekéw znacznie przekraczajacych wartosci wystgpujace we krwi po podaniu zwyczajowych
dawek.

Przeprowadzone badania potwierdzity, Ze kierowanie si¢ w post¢gpowaniu klinicznym
tylko zaleznoscia dawka - efekt jest w przypadku TLPD zawodne, co znalazto odzwiercie-
dlenie w zrdéznicowaniu st¢zen oraz obserwowanych efektéw po podaniu znormalizowanych
dawek. Mozliwo$¢ oznaczania metabolitow oraz wolnej frakcji leku pozwolita oceni¢ ich
udzial w wystgpujacych efektach oraz wyjasni¢ mechanizm zachodzacych interakcji.
Przyczyny niekorzystnych efektow czesto nalezy poszukiwac¢ nie tyle w niewlasciwej
dawce, ale takze we wzajemnym stosunku st¢zei metabolitbw do leku macierzystego.
Dotychczasowe wyniki badan sugeruja [144], ze zrédiem tego moga by¢ m. in. czynniki

genetyczne lub, jak wykazano w niniejszej pracy, skutki zachodzacych interakc;ji.
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7. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badaf mozna wyciagna¢ nastgpujace wnioski:

1. Stezenia wolnej frakcji IMI i jej aktywnych metabolitow wykazaty, podobnie jak ich
catkowite stgzenia, duze migdzyosobnicze zréznicowanie, pomimo stosowania znormali-

zowanych dawek IMI.

2. Otrzymane wyniki wydaja si¢ potwierdza¢ udzial wszystkich oznaczanych metabolitow
w ustalaniu zalezno$ci stgzenie - efekt wyrazajacej si¢ w warunkach klinicznych dziata-

niem terapeutycznym lub wystepowaniem efektoéw niepozadanych.

3. Wykazano, zZe stosunki stgzen wolnej frakcji IMI do stezen wolnej frakcji jej metabolitow
pozostaja w lepszej zaleznosci z obsewowanymi efektami terapeutycznymi niz podobne

stosunki stgzen catkowitych.

4. Leczenie skojarzone depresji IMI z neuroleptykami lub IMI z CBZ jest zrodlem istotnej

klinicznie interakcji przede wszystkim w procesie metabolizmu tych lekow.

5. Sposréd lekow stosowanych w skojarzonym leczeniu z IMI, tylko CBZ moze powodowaé
interakcj¢ w procesie wiazania IMI oraz DMI z biatkami osocza badanych chorych.

Mozliwo$é wystepowania tej interakcji potwierdzily takze wyniki badan in vitro.

6. Monitorowanie st¢zenia wolnej frakcji TLPD jest pomocne w wyjasnianiu mechanizmu
zachodzacej interakcji, natomiast w rutynowym postepowaniu klinicznym wystarczajace

jest monitorowanie stgzen catkowitych.
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8. STRESZCZENIE

Pomimo wprowadzenia do lecznictwa w ostatnich latach duzej liczby lekow
przeciwdepresyjnych tzw. "drugiej generacji" np. fluoksetyny, fluwoksaminy czy mianseryny,
trojcykliczne leki przeciwdepresyjne (TLPD) odgrywaja nadal kluczowa role w leczeniu
depresji endogennych, wystgpujacych w przebiegu chorob afektywnych. Jednym z czynnikow
zwigkszajacych skuteczno$¢ leczenia TLPD jest monitorowanie ich stezenia w surowicy
chorych. Wykazano, ze skuteczno$¢ leczenia w przypadku monitorowania zwigksza sig
z okoto 40 - 50% do okoto 70 - 75%.

W ostatnich latach wielu autoréw zwraca uwage, ze w przypadku TLPD, oprocz
obecnosci aktywnych metabolitow, takze migdzyosobnicze roéznice w wiazaniu tych lekow
z bialkami osocza, uwarunkowane czynnikami fizjologicznymi i patofizjologicznymi moga
stanowic¢ jeden z istotnych czynnikéw wplywajacych na przebieg zaleznosci stezenie - efekt
terapeutyczny. Poniewaz TLPD naleza do lek(’m'/ silnie wiazacych si¢ z biatkami osocza
powstaje pytanie, jaka rolg odgrywa to wigzanie w ocenie kinetyki TLPD w organizmie oraz
w ustaleniu zalezno$ci stezenie - efekt.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie, na przykladzie imipraminy (IMI), roli monito-
rowania st¢zenia wolnej frakcji TLPD w ocenie kinetyki tych lekow w warunkach rutynowego
postepowania klinicznego.

Badania przeprowadzono ogoélem w grupie 66 chorych gtéwnie z duzym zespolem
depresyjnym (wg kryteriow DSM-III-R Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego)
leczonych w Klinice Psychiatrii Dorostych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellon-

skiego. Chorzy ci byli leczeni imipramina w dawce 2 lub 3 mg/kg/dzien, ponadto otrzymywali
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takze inne leki wspomagajace, najczesciej neuroleptyki pochodne fenotiazyny oraz karbama-
zeping (CBZ).

W trakcie realizacji podjgtych badah oznaczano w stanie stacjonamym stgzenia
catkowite oraz wolnej frakcji IMI i jej trzech aktywnych metabolitow w surowicy badanych
chorych leczonych IMI w monoterapii oraz w leczeniu skojarzonym z CBZ lub neurolepty-
kami (LVP i PER), stosujac do tego celu metod¢ HPLC. Oddzielanie wolne;j frakeji badanych
zwiazkéw przeprowadzono in vitro z wykorzystaniem metody ultrafiltracji. Oznaczone
stgzenia odnoszono nastgpnie do efektu terapeutycznego oraz dziatan niepozadanych.
Poniewaz w wyniku podawania CBZ obserwowano w warunkach in vivo zmiany ulamka
wolnej frakcji IMI oraz DMI, podj¢to badania nad wptywem CBZ na parametry wigzania IMI
i jej metabolitéw z gtdwnymi biatkami wigzacymi te leki tzn. z albuming i kwasna o.-gliko-
proteina w warunkach in vitro.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wykazaly, Zze pomimo stosowania
znormalizowanych dawek IMI, stezenia wolnej frakcji tego leku i jego trzech aktywnych
metabolitow, podobnie jak stgzenia catkowite tych zwiazkoéw, wykazuja duze
migdzyosobnicze zrdéznicowanie. Otrzymane wyniki wydaja si¢ potwierdza¢ udziat
wszystkich oznaczanych metabolitow w ustalaniu zaleznosci stgzenie - efekt, wyrazajacej si¢
w warunkach klinicznych dzialaniem terapeutycznym lub wystegpowaniem efektow
niepozadanych. Wykazano ponadto, ze stosunkilstqzeﬁ wolnej frakcji IMI do stezen wolnej
frakcji jej metabolitdw pozostaja w lepszej zalezno$ci z obsewowanymi efektami
terapeutycznymi niz podobne stosunki stgzen catkowitych. Leczenie skojarzone depresji IMI
z neuroleptykami lub z CBZ jest Zzrodtem istotnej klinicznie interakcji przede wszystkim
w procesie metabolizmu tych lekéw, ponadto réwnoczesne podawanie IMI i CBZ moze
powodowa¢ réwniez interakcj¢ w procesie wigzania IMI oraz DMI z bialkami osocza
badanych chorych. Mozliwo$¢ wystgpowania tej interakcji potwierdzily takze wyniki
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badan in vitro. W oparciu o uzyskane wyniki
nalezy stwierdzi¢, Ze monitorowanie st¢zenia wolnej frakcji TLPD moze by¢ pomocne w wy-
jasnianiu mechanizmu zachodzacych interakcji, natomiast w rutynowym postgpowaniu

klinicznym wystarczajace jest monitorowanie stgzen catkowitych tych lekow.
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