Cwiczenie 2. Wiazanie lekéw z biatkami

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie stopnia wigzania gliklazydu z biatkami 0socza, z

zastosowaniem metody ultrafiltracji do rozdziatu leku wolnego od zwigzanego.
Opracowanie: dr Matylda Resztak, prof. dr hab. Franciszek Gtowka
Wprowadzenie

W wigkszosci przypadkéw w rutynowym monitorowaniu leku w ustroju oznacza si¢
stezenie catkowite leku w osoczu lub surowicy krwi. Efekt terapeutyczny leku zalezy jednak
od jego frakcji wolnej, niezwiagzanej z biatkiem. Przy tym samym stezeniu catkowitym mozemy
wigc obserwowaé rozne dziatanie w przypadku istotnie roznych stezen frakcji wolnej (tzn. gdy
stezenie catkowite w przypadku A i1 B bedzie to samo, ale w sytuacji A frakcja wolna bedzie
stanowi¢ 50%, a w sytuacji B 90%, to oczywiscie silniejszy efekt bedziemy obserwowacé w
sytuacji B).

Najczesciej wigzanie leku z biatkami osocza lub tkanek ma charakter niespecyficzny.
Lek wiaze si¢ z dowolnym biatkiem, w konsekwencji rozne leki mogg by¢ wigzane w tym
samym miejscu w czasteczce biatka. Wowczas lek o nizszym powinowactwie do miejsc
wigzacych bedzie wypierany przez lek o wiekszym powinowactwie. W przypadku wigzania
specyficznego, biatka sg odpowiednio dopasowane do kazdego leku.

Farmakologiczne dziatanie leku polega m.in. na wzajemnym oddziatywaniu czasteczki
substancji aktywnej i jej celu molekularnego (np. receptora). Czasteczka leku zwigzanego z
biatkiem o0socza jest farmakologicznie nieaktywna. Kompleks lek-biatko jest zbyt duzy, aby
przejs¢ przez blony biologiczne 1 dotrze¢ do receptora znajdujacego si¢ w tkankach. Tylko lek
wolny jest aktywny farmakologicznie. Najwazniejsze biatka osocza, ktore wigza leki to
albumina i kwasna oz-glikoproteina, ale moga tu mie¢ znaczenie réwniez lipoproteiny i vy-
globuliny. W przypadku petnej krwi dodatkowym czynnikiem wigzacym lek moga by¢ rowniez
komorki krwi, gtownie erytrocyty. Wiekszos¢ lekow wigze si¢ z biatkiem odwracalnie przy
udziale niespecyficznych oddziatywan, jak np. wigzan wodorowych, oddzialywan
hydrofobowych lub sit van der Waalsa. Czasteczki leku zwigzane z biatkami tworzg tzw. depot
(magazyn, rezerwuar), z ktorego stopniowo uwalniajg si¢ kolejne czasteczki leku, zastepujac
te, ktore ulegly juz eliminacji. Wigzanie nieodwracalne jest do$¢ rzadkie, a lek wigze si¢ w
takim przypadku z bialkiem najczgsciej za pomoca specyficznego wiagzania kowalencyjnego.

Do parametrow charakteryzujacych wigzanie lekéw z biatkami zaliczy¢ nalezy: stala

wigzania, liczb¢ miejsc wigzacych, stopien wigzania oraz czynniki determinujace wigzanie,



takie jak: stezenie leku, stezenie biatka, rodzaj biatka bioracego udziat w wigzaniu, pH, a takze

site jonowa.

Ilosciowy opis wigzania leku z bialkami

Reakcja wigzania leku z biatkiem przebiega zgodnie z prawem dziatania mas Guldberga-

Waagego:
biatko + lek «» kompleks lek-biatko

Proces wigzania leku A z biatkiem P mozna opisac ilosciowo poprzez stata wigzania w stanie

roéwnowagi Ka:
Ka
A+P <—> AP

K, = (2.1)

gdzie:

Ka — stata wigzania leku z biatkiem w stanie rOwnowagi
[A] — stezenie wolnego leku

[P] — stezenie biatka

[AP] — stezenie kompleksu lek-biatko

Stezenie leku zwigzanego wyznaczy¢ mozna:
[AP] = K4 [A][P] (2.2)

Wielkoscig charakteryzujaca zdolnos¢ tworzenia kompleksu substancji leczniczej z biatkiem
jest warto$¢ r, ktora oznacza liczbe moli leku zwigzanego przez jeden mol biatka. Przy
zatozeniu, Ze na czgsteczce biatka znajduje si¢ jedno miejsce wigzace lek (czyli lek wigze si¢ z
biatkiem w stosunku molowym 1:1), ilo$¢ leku przypadajaca na czasteczke biatka mozna

przedstawi¢ jako stosunek stezenia leku zwigzanego [AP] do catkowitego st¢zenia biatka [Pltot

__ [AP] __ [AP]
VTR T (2:3)

Wyznaczajac z rownania 2.2 stezenie leku zwigzanego i po podstawieniu do réwnania 2.3,

otrzymuje si¢ zaleznos$¢:



KqlAl[P] _ KglA]
" KqlAl[P1+[P] ~ KqlA]+1

(2.4)

Jezeli istnieje n identycznych i niezaleznych miejsc wigzacych na czasteczce biatka, to:

_ NKgl4]
T KglAl+1

(2.5)

Analizujac réwnanie 2.5, warto przypomnie¢ sobie model adsorpcji Langmuira z kursu chemii
fizycznej 1 odnies¢ proces wigzania leku z biatkiem do procesu adsorpcji na powierzchni ciata

stalego.

Jezeli dostepnych jest wigcej niz jeden rodzaj miejsc wigzacych, to rownanie przyjmuje postac:

i n1-Kq1'[4] + Ny Kgz'[A] + ... (26)

Kq1[A]l+1 Kgao[A]l+1

Istniejg rozne transformacje liniowe rownania 2.5 pozwalajace na wyznaczenie stalych n i K;
sg to np. odwrocone rownanie Klotza, rownanie Scatcharda i rownanie Rosenthala. W praktyce
proces wigzania leku z biatkiem charakteryzuje si¢ najczesciej poprzez podanie utamka

(frakcji) leku zwigzanego z biatkiem f.

[AP]

fo = (2.7)

[Altot

gdzie:

fo — utamek leku zwigzanego z biatkiem (moze przyjmowac wartosci od 0 do 1; wartos¢ 1
odpowiadataby teoretycznej sytuacji, gdy 100% leku wystepuje we krwi w postaci zwigzanej z

biatkami, w praktyce zawsze niewielki utamek leku bgdzie wystepowat w postaci wolnej)
[AP] — stezenie leku zwigzanego z biatkiem

[A]tot — catkowite stezenie leku (suma leku zwigzanego i leku wolnego)

W rutynowym terapeutycznym monitorowaniu lekow oznacza si¢ najczeSciej stezenie
catkowite leku w osoczu czy surowicy, roéwniez zakresy terapeutyczne dotycza najczesciej
stezen catkowitych leku. Jednakze, bioragc pod uwage powyzsze informacje, wiemy juz, ze

bardziej precyzyjnej informacji o mozliwym dziataniu farmakologicznym podanego leku



dostarcza analiza st¢zenia leku niezwigzanego, czyli aktywnej frakcji leku w osoczu czy
surowicy krwi. Problemem analitycznym, jaki nalezy pokonac, jest rozdzielenie leku wolnego
od zwigzanego z biatkiem. Ponizej opisano metody wykorzystywane do tego celu wraz z ich
najwazniejszymi zaletami i wadami. Poza mozliwymi problemami z rozdzieleniem leku
wolnego 1 zwigzanego z biatkiem, fatwo przewidzie¢, ze stezenie leku wolnego jest nizsze niz
stezenie catkowite, roznica ta jest tym wigksza, im silniej lek jest wigzany przez biatka osocza.
Przy niskich stgzeniach leku wolnego, do terapeutycznego monitorowania konieczne bedzie
zastosowanie odpowiednio czutych metod analitycznych, ktére pozwolg na rzetelne

oznaczenia.
Metody badania wigzania leku z bialkami

Podstawowa zasada wigkszosci metod analitycznych iloSciowego oznaczania wigzania
lekow z biatkami jest oddzielenie leku wolnego od duzej czasteczki biatka, wzglednie
kompleksu lek —biatko. Najczesciej stosowane metody to: dializa rOwnowagowa, mikrodializa,

ultrafiltracja, ultrawirowanie. Kazda z tych metod posiada zaréwno zalety, jak | wady.

Dializa rownowagowa - stanowi jedng z najcz¢scie] wykorzystywanych metod oznaczania
wolnej frakcji leku. Oznaczenie ta3 metoda przebiega w komorze dializacyjnej sktadajace; si¢ z
dwoch czgsci, ktore rozdziela potprzepuszczalna btona. W jednej czgsci komory znajduje si¢
badane osocze, w drugiej czgsci - wolny od biatek i izotoniczny roztwor buforowy. Zdolnosé
do przenikania przez btong¢ posiada tylko wolna forma leku. Lek zwigzany z biatkiem nie bedzie
wiec przechodzil przez btong 1 pozostanie w czgsci komory, w ktorej umieszczono osocze. Lek
wolny bedzie przechodzil przez polprzepuszczalng membrang do drugiej czgsci komory (do
buforu) az do ustalenia si¢ stanu rOwnowagi. Zatem, w stanie rownowagi catkowite stezenie
leku po obu stronach membrany nie bedzie jednakowe — bedzie ono wigksze w czesci komory
dializacyjnej, w ktorej znajduje si¢ lek zwigzany z biatkiem. Po ustaleniu si¢ stanu réwnowagi,
oznacza si¢ stezenie wolnego leku w komorze z buforem. Znajac poczatkowe caltkowite
stezenie leku, mozna obliczy¢ utamek ilosci leku zwigzanego z biatkami z nastepujacej

zalezno$ci.

f — Ap — Atot—Au _ Atot—CuViot (2 8)
b Atot Atot Atot

gdzie:



fo — utamek leku zwigzanego z biatkami
Ap — ilo$¢ leku zwigzanego z biatkami
Ay — ilo$¢ leku wolnego

Aot — catkowita ilos¢ leku

Cu — stezenie leku wolnego

Vot — objetos¢ catkowita osocza i buforu

Ograniczeniem tej metody jest stosunkowo dlugi czas ustalania si¢ stanu rOwnowagi stg¢zenia
leku wolnego po obu stronach membrany. Czynnikiem wptywajacym na szybkos¢ jej ustalenia
jest m.in temperatura oraz rodzaj stosowanej membrany. Do blednych wnioskow w tej metodzie
moze prowadzi¢ bezposrednie pordwnanie stezen leku po obu stronach btony. Nalezy pamietaé,
ze ruch przez blong¢ potprzepuszczalng bedzie zachodzi¢ w obu kierunkach. W trakcie procesu,
wskutek zjawiska osmozy czasteczki wody dyfunduja przez btong do komory z osoczem,
zwigkszajac jego objetos¢, a tym samym zmniejszajac stezenie leku i biatka po tej stronie biony.
Stad bardzo istotne sa warunki izoosmotyczne. Inng przyczyna btedow moze by¢ rowniez
adsorpcja niektorych lekow na komorze dializacyjnej. Nalezy wigc potozy¢ nacisk na rzetelne
okreslenie odzysku w procesie dializy, aby odpowiednio skorygowa¢ oznaczenia i prawidtowo
wyznaczy¢ stopien wigzania leku z biatkiem. Pomimo tych ograniczen metoda ta stanowi jedna
z najczescie] wykorzystywanych metod oznaczania wolnej frakcji leku, ze wzgledu na niski
koszt analizy, wysoka powtarzalnos¢ wynikow oraz mate objetosci probek osocza

wykorzystywanych w badaniu.

Mikrodializa — jest szybka i prosta metoda wyznaczania stopnia wigzania leku z biatkami.
Opiera si¢ na zastosowaniu sondy mikrodializacyjnej wyposazonej w btong potprzepuszczalng
(Ryc. 2.1), ktora umieszcza si¢ w badanej probce a nastepnie przeplukuje si¢ ja roztworem
Ringera (perfuzatem). W wyniku ciaglego przeptywu ptynu perfuzyjnego nie dochodzi do
osiggniecia stanu roéwnowagi. Nastepnie okres$la si¢ wspotczynnik odzysku w buforze nie
zawierajagcym biatek (w dializacie), dzigki czemu mozliwe jest obliczenie st¢zenia leku

wolnego oraz stopnia wigzania z biatkami osocza.
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Ryc. 2.1 Schemat pokazujacy zasade rozdzielenia leku wolnego i zwigzanego z biatkiem

metoda mikrodializy.

Ultrafiltracja — czgsto stosowana metoda wyznaczania wigzania leku z biatkami ze wzgledu na
krotki czas analizy 1 proste wykonanie. W metodzie tej wykorzystuje si¢ specjalne naczynka
wyposazone w btong filtracyjng o Scisle okreslonej wielkosci poréw (np. 30K — tzn, ze przez
filtr przejda czasteczki o masie ponizej 30 kDa). Najczgsciej sg to probowki ze specjalnym
wkladem zawierajacym btong filtracyjna, w ktérym umieszcza si¢ badang probke. W czasie
wirowania lek wolny oddzielony zostaje od leku zwigzanego z bialkiem i wolnego biatka (duze
czasteczki zostaja na blonie filtracyjnej, mniejsze przechodza do probdéwki, w ktorej
umieszczany jest wklad z filtrem). Obliczenie stopnia wigzania leku z biatkami osocza
przeprowadza si¢ podobnie jak w przypadku dializy. Stosujac te metode nalezy zwrdci¢ uwagg,
aby nie odwirowa¢ zbyt duzej ilo$ci osocza, powyzej 20% catkowitej objgtosci wzietej do
analizy, moze prowadzi¢ to bowiem do zaburzenia réwnowagi wigzania leku z biatkami
wskutek zmiany stezenia bialek. Ograniczeniem tej metody jest réwniez mozliwo$¢ adsorpcji
niektorych lekow na filtrze lub na naczynku. W celu uniknigcia bledu pomiaru nalezy ocenié¢
zjawisko adsorpcji leku poprzez wyznaczenie wartosci wigzan niespecyficznych NSB (non-
specific binding). Ewentualny efekt adsorpcji probuje si¢ minimalizowaé poprzez zastosowanie
przed analizg antyadsorbentoéw nanoszonych na filtr np. 0,5% Tweenu, lub przez nasycenie

btony roztworem z lekiem w stezeniu odpowiadajacym stezeniu leku niezwigzanego.



Ultrawirowanie — metode te wykorzystuje si¢ w przypadku, gdy obserwowany jest wysoki
stopien adsorpcji leku na membranie lub filtrze. Kompleks leku z biatkiem o duzo wigkszej
masie czasteczkowej oddziela si¢ od leku wolnego w procesie ultrawirowania przy
przyspieszeniu odsrodkowym rzedu 100000 g, a pozostatg wode osocza poddaje si¢ analizie
celem obliczenia stopnia wigzania leku z biatkami. Zaletg tej metody jest brak wystepowania
efektu Donnana oraz fakt, ze st¢zenie leku w ukladzie jest state. Ograniczeniem jest natomiast
mozliwo$¢ wigzania si¢ leku z lipoproteinami, ktore w wyniku matej gestosci maja tendencje
do flotacji. Wada tej metody jest rowniez jej wysoki koszt zakupu ultrawirowki oraz dtugi czas

trwania analizy.

Czynniki wplywajace na stopien wigzania leku z bialkami

Zmiana stezenia biatek osocza. Stan fizjologiczny (wiek, pte¢, cigza, stany chorobowe) ma
wplyw na wigzanie lekéw z biatkami. Zwigzane jest to gldwnie ze zmianami st¢zenia w osoczu
albuminy,

az-glikoproteiny, wolnych kwasow ttuszczowych 1 bilirubiny. St¢Zzenie albuminy w osoczu
zmniejsza sie u chorych z nieprawidlowg czynno$cig watroby, w wyniku tego stezenie leku
wolnego wzrasta (diazepam), cho¢ catkowite stezenie leku moze pozosta¢ niezmienione ze
wzgledu na zmniejszong zdolnos¢ watroby do metabolizowania leku wolnego. Rowniez
podwyzszony poziom bilirubiny, ktéra ma zdolno§¢ wypierania lekdw z polaczen z biatkami
moze zmniejszac stopien wigzania leku z biatkiem.

Wigzanie z biatkami osocza wielu lekéw (fenytoiny, sulfonamidéw, kwasu walproinowego,
furosemidu, diazepamu) obniza si¢ u pacjentow z niewydolnoscig nerek. Wigzanie fenytoiny
z biatkami osocza osigga wartos¢ ok. 90% (fb = 0,9; wartos¢ prawidlowa), a u pacjentow, u
ktorych zdiagnozowano zespdt nerczycowy moze zmniejszy¢ si¢ nawet do 60% (fp = 0,6).
Wykazano, ze kazdemu obnizeniu stezenia albuminy w surowicy o 1 g/L (wartos¢ prawidtowa
37 g/L) towarzyszy zwiekszenie stezenia frakcji wolnej leku o 1%. Obnizenie poziomu albumin
do 27 g/L powoduje zwigkszenie wolnej frakcji fenytoiny z 10 % do 20 % (fu wzrasta z wartosci
0,1 do wartosci 0,2). Przedziat terapeutyczny fenytoiny catkowitej to 10-20 pg/mL u pacjentow
z normalbuminemig (przy wigzaniu z bialkiem na poziomie 90%, frakcja wolna leku stanowi
10%, a wiec zakres terapeutyczny dla leku wolnego to 1-2 pug/mL). U osoby z hipoalbuminemig
na poziome 27 g/L, jesli chcemy utrzymac stezenie leku wolnego na tym samym poziomie 1-2
png/mL, przedzial terapeutyczny okre$lany dla catkowitego stezenia musialby wynosi¢ 5-10

pg/mL. W takiej sytuacji do prawidtowego monitorowania terapii konieczne jest oznaczenie



stezenia frakcji wolnej leku lub korekta catkowitego stg¢zenia w oparciu o rownania
populacyjne.

Stezenie kwasnej ai-glikoproteiny zwigksza si¢ w stanach zapalnych, w stresie, w przypadku
chorob nowotworowych czy zawalu mi¢$nia sercowego, spada natomiast w schorzeniach nerek
i watroby. Dla lekow silnie wigzacych sie z glikoproteing (lidokaina, propranolol, chinidyna)
stezenie catkowite leku w osoczu, w pierwszych z przytoczonych sytuacji moze osiagnaé
wymagany poziom terapeutyczny, podczas gdy stezenie leku wolnego bedzie ponizej tego
poziomu. Frakcja wolna lidokainy wynoszaca zwykle od 20 do 40%, zmniejsza si¢ do warto$ci
ponizej 20% u pacjentow po zawale serca, u ktoérych obserwowany jest wysoki poziom oua-

kwasnej glikoproteiny, co powoduje zmniejszenie skutecznosci dziatania leku.

Wspotzawodnictwo o miejsca wigzqce na biatku. W praktyce terapeutycznej bardzo czgsto
wymagane jest stosowanie kilku lekow réwnoczesnie. Poniewaz leki posiadaja rozne
powinowactwo do czasteczki biatka, zdarza sig¢, ze lek posiadajacy wigksze powinowactwo do
tego samego miejsca wigzania wyprze inny z jego kompleksu z biatkiem. Zazwyczaj jednak
zmiana stopnia wigzania leku z biatkiem rzadko przyczynia si¢ do trwatej zmiany stezenia leku
niezwigzanego, poniewaz jednoczesnie dochodzi do zmiany jego klirensu. W przypadku lekow
o farmakokinetyce liniowej zmiana stopnia wigzania z bialkami osocza wywoluje zmiane
stezenia leku wolnego 1 wptywa na efekt terapeutyczny, jesli lek ma wysoki wspdiczynnik
ekstrakcji watrobowej 1 jest podawany parenteralnie. Zmiana wigzania leku z bialkami ma
wigksze znaczenie w przypadku lekéw o nieliniowej dystrybucji lub eliminacji. Przyktadem
klinicznym, w ktérym wypieranie lekow ze swoich miejsc wigzacych skutkuje wzrostem
stezenia wolnej frakcji leku a tym samym zwigkszeniem efektu terapeutycznego jest interakcja
fenytoiny i kwasu walproinowego. Jesli nie doszto do wysycenia procesu eliminacji, fenytoina
uwolniona z polaczen z bialtkiem bedzie ulegaé szybszej eliminacji wskutek zwigkszonego
klirensu, co z kolei prowadzi do obnizenia jej catkowitego stgzenia w stanie stacjonarnym
(stezenie leku wolnego powinno nie zmieni¢ si¢ znaczaco). Jednakze, w przypadku fenytoiny
sytuacje¢ komplikuje fakt, Zze nawet przy terapeutycznych stezeniach leku w osoczu, jej
metabolizm najczesciej ulega wysyceniu (fenytoina charakteryzuje si¢ farmakokinetyka
nieliniowg). Wtedy, pomimo wzrostu frakcji wolnej leku, nie bedzie wzrasta¢ kompensacyjnie
klirens fenytoiny, gdyz proces eliminacji osiggnal maksymalng szybkos¢. W takim przypadku
calkowite stezenie leku nie zmieni si¢ znaczgco, wzrosnie natomiast stezenie leku wolnego, a
w konsekwencji nasili si¢ dziatanie leku. Interesujacym przypadkiem jest interakcja

fenprokumonu z fenylobutazonem. Liczne badania wykazaty, ze obserwowane krwawienie



zwigzane ze wzrostem dziatania pochodnej kumaryny powodowane jest nie tylko jej
wypieraniem z kompleksu z biatkami osocza, ale dodatkowo hamowaniem przez fenylobutazon
metabolizmu fenprokumonu. Obnizony w ten sposob klirens wewnetrzny fenprokumonu
prowadzi do wzrostu stezenia frakcji wolnej i w konsekwencji do wystgpienia objawow
toksycznych.

Takze substancje endogenne, jak np. bilirubina, moga zosta¢ wyparte przez leki z ich miejsc
wigzacych na biatku. Przyktadem sg sulfonamidy wypierajace bilirubing z postaci zwigzanej z
biatkiem do postaci wolnej. Podanie ich noworodkom moze doprowadzi¢ do wystgpienia
zo6taczki, w skrajnym przypadku do zo6ttaczki jader podkorowych mézgu.

Interakcje polegajace na wypieraniu z potaczen z biatkiem jednego leku przez drugi moga mie¢
istotne znaczenie kliniczne gldwnie w przypadku lekéw, ktore wigzg si¢ z biatkami w ponad
95% 1 charakteryzuja si¢ waskim indeksem terapeutycznym. Np. gdy lek wiaze si¢ w 95% z
biatkiem, nawet niewielkie (o 5%) zastgpienie leku w jego wigzaniu z biatkiem przez inny lek
powoduje znaczacy wzrost stezenia leku wolnego (poczatkowo 5% leku wolnego vs 5% + 5%
= 10% frakcji wolnej po zmianie, a wigc wzrost o 100%!) . W przypadku lekéw $rednio
wiazacych sie z biatkami osocza (50%) obserwowane w wyniku podania innego konkurujacego
leku wyparcie 10% puli leku zwigzanego z biatkiem nie bedzie miato tak znaczacego wplywu
na efekt terapeutyczny (poczatkowo 50% leku wolnego vs 50% + 10% = 60% frakcji wolnej

po zmianie, a wigc wzrost 0 20%).

Wysycenie miejsc wigzqcych w czgsteczce biatka. Czasteczka biatka posiada ograniczong liczbe
miejsc wigzacych w stosunku do danego leku. Dla wigkszo$ci lekow stezenie biatka jest duzo
wicksze niz stezenie leku, dlatego wysycenie miejsc wigzacych nie jest mozliwe. Jednak w
przypadku pewnej grupy lekéw wystepujacych w osoczu w stezeniu terapeutycznym, ktorych
wigzanie z biatkiem zalezy od stezenia, moze doj$¢ do takiej sytuacji. Dzieje si¢ tak np. w
przypadku kwasu walproinowego, gdy przy wzroscie st¢zenia catkowitego moze dojs¢ do
wysycenia przez lek miejsc wigzacych, a co za tym idzie do nawet 10-krotnego wzrostu utamka
leku wolnego (fu). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze stezenie leku wolnego (Cy) wzrosénie tylko

chwilowo, a nastepnie wroci do poczatkowego poziomu, dzigki zwigkszeniu klirensu.

Wplyw wiazania leku z bialkami na parametry farmakokinetyczne

Czes¢ leku, ktora zwigzana jest z biatkiem, jest farmakologiczne nieaktywna i spetnia role

magazynu, podczas gdy forma wolna posiada zdolno$¢ przenikania do tkanek i wywiera



dziatanie farmakologiczne. Zmiana stopnia wigzania leku z biatkami wptywa na jego objetos¢

dystrybucji, Klirens i biologiczny okres pottrwania.

Objetos¢ dystrybucji. Wiazanie leku z biatkami to jeden z czynnikow wplywajacych na
rozmieszczenie leku w organizmie, a wiec na warto$¢ jego objetosci dystrybucji. Zaleznos¢

miedzy wigzaniem leku z biatkami, a objetoscig dystrybucji przedstawia nast¢pujgcy wzor:

V, = Vg + LV, (2.9)
fum

gdzie:

V4 — objetos¢ dystrybucji (pozorna)

VB — objetos¢ krwi

fu — utamek leku wolnego we krwi

fuer) — utamek leku wolnego w tkankach

V1 — réznica migdzy calkowita objgtoscia ptyndow ustrojowych a objetoscia krwi

Dla substancji stabo wigzacych si¢ z biatkami osocza i tkanek objetos$¢ dystrybucji odpowiada
fizjologicznej objetosci ptynow, w ktorych lek jest rozmieszczony. Przyktadem moga byc¢
antybiotyki aminoglikozydowe, ktore nie przenikaja do wnetrza komorek 1 rozmieszczone sg
gléwnie w wodzie zewnatrzkomorkowej. Ich objetos¢ dystrybucji wynosi ok. 0,25 I’kg. W
przypadku leku dobrze wiazacego si¢ z bialkami osocza i1 tkanek na wartos¢ objetosci
dystrybucji wptywa iloraz frakcji niezwigzanych leku fy i fum). Niewielka warto$¢ objetosci
dystrybucji ibuprofenu 0,15 1/kg zwigzana jest z faktem, iz lek w 99% wigze si¢ z biatkami
osocza, w ktorym osigga wysokie stgzenie. Z kolei diazepam wykazujacy wlasciwosci lipofilne
w duzym stopniu (ok. 99%) wiaze si¢ z biatkami tkanek i jego objetos¢ dystrybucji wynosi ok.
1,1 1/kg. Objetos¢ dystrybucji digoksyny jest duza i wynosi ok. 7,3 l/kg, poniewaz lek w
niewielkim stopniu wigze si¢ z biatkami osocza, ale ma duze powinowactwo do tkanek

(zagadnienie omowiono w materiatach do ¢w. 1).

Klirens. Wigzanie lekéw z biatkami ma czgsto wptyw na klirens, metabolizowane moga by¢
bowiem tylko wolne czgsteczki leku (zagadnienie omoéwione réwniez w materiatach do ¢w. 1).
Gloéwne narzady odpowiedzialne za eliminacje leku to watroba i nerki, dlatego duze znaczenie
ma klirens watrobowy oraz klirens nerkowy leku. W przypadku lekow o duzym wspoétczynniku

ekstrakcji watrobowej (ER > 0,7, np. propranolol) watroba zdolna jest catkowicie



zmetabolizowac lek wptywajacy do niej wraz z krwig. Wigzanie leku z biatkami nie ma w tym
przypadku wplywu na klirens watrobowy leku, a jego warto$¢ zalezy gléwnie od przeptywu
krwi przez ten narzad. Dla lekow o matym wspotczynniku ekstrakcji (ER < 0,3, np. warfaryna,
kwas walproinowy) szybko$¢ eliminacji zalezy od stezenia leku wolnego 1 klirens watrobowy
zmienia si¢ proporcjonalnie wraz ze zmiang st¢zenia jego frakcji wolnej, co wynika z

nastepujacej zaleznosci:
Cly = Clint * fu (2.10)
gdzie:

Cln — klirens watrobowy
Clint — Klirens wewnetrzny

fu—utamek leku wolnego we krwi

Wigzanie leku z biatkami osocza wplywa réwniez na klirens nerkowy. Duze czasteczki biatka
nie przechodza przez filtr nerkowy (nie ulegaja filtracji kiebuszkowej) 1 pozostajg we krwi.
Tylko lek wolny ulega filtracji w klgbuszkach nerkowych zdrowej nerki, a szybko$¢ filtracji
zalezy wprost proporcjonalnie od utamka leku wolnego.

Klirens odpowiadajacy filtracji kigbkowej leku bedzie réwny:

Clyp = Clyy " fu (2.11)
gdzie:

Clit — klirens odpowiadajacy filtracji klebkowej
Clkr — klirens kreatyniny

fu —utamek leku wolnego we krwi.

Biologiczny okres pottrwania. Wptyw stopnia wigzania na czas tos zalezy od wartosci takich
parametrow jak klirens 1 objetos¢ dystrybucji. W przypadku niewydolnos$ci nerek catkowity
klirens fenytoiny moze wzrasta¢ (jesli proces eliminacji nie uleglt wysyceniu) w zwiazku ze
zmniejszeniem si¢ jej stopnia wigzania z biatkami, co moze wplywa¢ na skrocenie jej
biologicznego okresu poéttrwania. Z kolei klirens watrobowy propranololu zalezy gléwnie od
przepltywu krwi przez watrobe, a mniejsze znaczenie ma wigzanie leku z biatkami. Zmiana

objetosci dystrybucji przy statym klirensie leku powoduje zmiang biologicznego okresu



pottrwania. W przypadku zmniejszenia stopnia wigzania propranololu z biatkami jego tos si¢

wydhuza ze wzgledu na wzrost objetosci dystrybucji leku.

Podsumowujac, zmiana stopnia wigzania leku z biatkami relatywnie rzadko wplywa na stezenie
leku niezwigzanego, gdyz jednoczesnie zmienia si¢ jego klirens. Co za tym idzie, nie wptywa
ona réwniez na efekt kliniczny czy wystepowanie dziatan niepozadanych. Rutynowe
monitorowanie leku wolnego jest trudne z analitycznego punktu widzenia i obcigzone jest
wickszym bledem niz pomiar st¢zenia catkowitego leku. Istniejg jednak przypadki, gdy

monitorowanie leku wolnego jest wskazane:

- W przypadku braku odpowiedzi klinicznej po podaniu dawki leku charakteryzujacego si¢
wysokim stopniem wigzania z biatkami osocza, jak rowniez, kiedy silny efekt farmakologiczny

obserwowany jest po podaniu malej dawki takiego leku.

- W przypadku politerapii, kiedy stosowane sa leki o wysokim stopniu wigzania si¢ z biatkami

osocza i konkurujg o te same miejsca wigzace w czasteczce biatka.

Gliklazyd - farmakokinetyka
Wskazania

Gliklazyd jest doustnym lekiem przeciwcukrzycowym nalezacym do II generacji pochodnych
sulfonylomocznika, stosowanym w leczeniu cukrzycy typu 2. Obniza st¢zenie glukozy we
krwi, blokujac selektywnie kanaty potasowe zalezne od ATP w komorkach P trzustki. Oprocz
dzialania hipoglikemizujagcego wyrdznia si¢ takze szeregiem korzystnych efektow
pozatrzustkowych, dzigki ktorym terapia gliklazydem znacznie opdznia powstawanie powiktan

cukrzycowych, przyczyniajacych si¢ do znacznej $miertelnosci w tej grupie chorych.
Postacie leku

Gliklazyd stosowany si¢ doustnie w formie tabletek klasycznych w dawkach 80 mg, tabletek
o zmodyfikowanym uwalnianiu 30 mg i 60 mg oraz tabletek o przedtuzonym uwalnianiu 30

mg i 90 mg.

Dawkowanie



Gliklazyd nalezy przyjmowac podczas positku, najlepiej rano przy $niadaniu, w przypadku
dawkowania raz na dobg. Dawki dobowe dla dorostych wahajg si¢ od 30 mg do 320 mg, w
zalezno$ci od rodzaju preparatu. Dobowa dawka preparatu o zmodyfikowanym uwalnianiu
moze wynosi¢ od 1 do 4 tabletek na dobe, (od 30 do 120 mg), przyjmowanych jednorazowo,
W porze $niadania. Dawkowanie gliklazydu zwigksza si¢ stopniowo, przy czym odstepy
czasowe migdzy zmianami dawek moga wynosi¢ od kilku dni do kilku tygodni, w zalezno$ci

od postaci leku.

Wchlanianie

Gliklazyd wchtania si¢ szybko 1 calkowicie z przewodu pokarmowego. Positek nie ma
wplywu na szybkos¢ ani na stopien wchlaniania. Stezenie gliklazydu w osoczu osiaga
warto$¢ maksymalng w 4-6 h po podaniu leku. Stezenie terapeutyczne utrzymywane jest
przez szes¢ do dwunastu godzin po podaniu preparatu o przedtuzonym uwalnianiu. Natomiast
jednorazowa dawka dobowa preparatu o zmodyfikowanym uwalnianiu umozliwia utrzymanie
terapeutycznego stezenia gliklazydu w osoczu przez ponad 24 godziny. Zmiennos¢ u

poszczegolnych osobnikow jest niska.

Dystrybucja

Z biatkami osocza gliklazyd wigze si¢ w okoto 95%. Objetos¢ dystrybucji wynosi okoto 30 1.
Metabolizm

Gliklazyd jest intensywnie metabolizowany w watrobie a powstale metabolity sg wydalane z
moczem (mniej niz 1% dawki jest wydalane w postaci niezmienionej). W osoczu nie wykryto

obecnosci aktywnych farmakologicznie metabolitow.
Eliminacja

Biologiczny okres pottrwania gliklazydu wynosi od 12 do 20 godzin.
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