Cwiczenie 3. Ocena stezen leku wolnego i zwigzanego z biatkami osocza z

zastosowaniem metody ultrafiltracji

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie stopnia wigzania gliklazydu z biatkami osocza, metoda

ultrafiltracji zastosowanej do rozdziatu leku wolnego od zwigzanego.
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W wiekszosci przypadkédw w rutynowym monitorowaniu leku w ustroju oznacza sie stezenie
catkowite leku w osoczu lub surowicy krwi. Efekt terapeutyczny leku zalezy jednak od jego frakcji
wolnej, niezwigzanej z biatkiem. Temu samemu stezeniu catkowitemu moze wiec towarzyszy¢ rézne
dziatanie w przypadku istotnie réznych stezen frakcji wolnej (tzn. gdy stezenie catkowite w przypadku
A i B bedzie to samo, ale w sytuacji A frakcja wolna bedzie stanowi¢ 50%, a w sytuacji B 90%, to
oczywiscie silniejszy efekt bedziemy obserwowac w sytuacji B).

Najczesciej wigzanie leku z biatkami osocza lub tkanek ma charakter niespecyficzny. Lek wigze sie z
dowolnym biatkiem, w konsekwencji rdzne leki mogg by¢ wigzane w tym samym miejscu w czasteczce
biatka. Wéweczas lek o stabszym 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 wtasciwej czasteczki
zwigzku i receptora. Czasteczka leku zwigzanego z biatkiem jest farmakologicznie nieaktywna.
Kompleks lek-biatko jest zbyt duzy, aby przejs¢ przez btony biologiczne i dotrze¢ do receptora
znajdujacego sie w tkankach. Tylko lek wolny jest aktywny farmakologicznie.

Najwazniejsze biatka osocza, ktére wigzg leki to albumina i kwasna oy-glikoproteina, ponadto
lipoproteiny i gammaglobuliny. W przypadku petnej krwi dodatkowym czynnikiem wigzgcym lek, moga
by¢ réwniez komorki krwi, gtdwnie erytrocyty. Wiekszosc lekow wigze sie z biatkiem odwracalnie przy
udziale wigzan wodorowych, oddziatywan hydrofobowych lub sit van der Waalsa, tworzac tzw. depot
(magazyn), z ktérego stopniowo uwalniajg sie czasteczki leku, zastepujac te, ktére ulegty juz eliminacji.
Wiazanie nieodwracalne jest dos¢ rzadkie, lek wigze sie w takim przypadku z biatkiem najczesciej za
pomocg wigzania kowalencyjnego.

Do parametréw charakteryzujgcych wigzanie lekdw z biatkami zaliczy¢ nalezy: statg wigzania,
liczbe miejsc wigzacych, stopien wigzania oraz czynniki determinujgce wigzanie, takie jak: stezenie

leku, stezenie biatka, rodzaj biatka biorgcego udziat w wigzaniu, pH,a takze site jonowa.



llosciowy opis wigzania leku z biatkami
Reakcja wigzania leku z biatkiem przebiega zgodnie z prawem dziatania mas Guldberga-Waagego:
biatko + lek <> kompleks lek-biatko

Stopie wigzania leku [A] z biatkiem [P] mozna okresli¢ ilosciowo przez statg wigzania w stanie

rownowagi K.

Ka
A+P<—> AP

(5.1)

gdzie:

K, — stata wigzania w stanie réwnowagi
[A] - stezenie biatka

[P] — stezenie wolnego leku

[AP] — stezenie kompleksu lek-biatko

Stezenie leku zwigzanego wyznaczy¢ mozna:
[AP] = K,[A][P] (5.2)

Wielkoscig charakteryzujgcg zdolnos¢ tworzenia kompleksu substancji leczniczej z biatkiem jest
wartosé r, ktéra oznacza liczbe moli leku zwigzanego przez jeden mol biatka. Przy zatozeniu, ze na
czasteczce biatka znajduje sie jedno miejsce wigzace lek (czyli lek wigze sie z biatkiem w stosunku 1:1),
ilos¢ leku przypadajacg na czasteczke biatka mozina przedstawié¢ jako stosunek stezenia leku

zwigzanego [AP] do catkowitego stezenia biatka

r = [AP] . [AP] (5.3)
" [AP]+[P] " [Pltot '

Wyznaczajac z réwnania 5.2 stezenie leku zwigzanego i po podstawieniu do réwnania 5.3, otrzymuje

sie zaleznos¢:

— _KalAP) _ Kol
Kq[A][P]+[P] Kq[A]+1

(5.4)

Jezeli istnieje n identycznych i niezaleznych miejsc wigzgcych na czgsteczce biatka, to:

_ n-Kgy[A]

r= Kq[A]l+1 (5.5)



Metody badania wigzania leku z biatkami

W warunkach in vitro, przy zastosowaniu odpowiednich technik analitycznych mozemy okresli¢
stopien, w jakim dany lek zwigzany jest z biatkami osocza. Podstawowg zasadg wiekszosci metod
analitycznych ilosciowego oznaczania wigzania lekdw 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 i wady.

Dializa rownowagowa - stanowi jedng z najczesciej wykorzystywanych metod oznaczania wolnej frakcji
leku. Oznaczenie tg metodg przebiega w komorze dializacyjnej sktadajgcej sie z dwdch czesci
oddzielonych z pomocg pétprzepuszczalnej btony. W jednej czesci znajduje sie badane osocze, w
drugiej wolny od biatek izotoniczny roztwér buforowy. Wskutek zwigzania czesci leku z biatkiem jego
catkowite stezenie po obu stronach membrany nie bedzie jednakowe, poniewaz zdolnos¢ do
przenikania przez btone posiada tylko wolna forma leku. Po ustaleniu sie stanu réwnowagi, oznacza sie
stezenie wolnego leku w komorze z buforem. Znajgc catkowite stezenie leku, mozna obliczyé utamek

ilosci leku zwigzanego z biatkami z nastepujacej zaleznosci.

_ Ap _ Ator — Ay _ Ator — Cy * Viot

gdzie:

fp — utamek ilosci leku zwigzanego z biatkami
Ap —ilos¢ leku zwigzanego z biatkami
A,—ilos¢ leku wolnego

Aot — catkowita ilosc¢ leku

C, — stezenie leku wolnego

Viot — Objetosé catkowita osocza i buforu

Ograniczeniem tej metody jest stosunkowo dtugi czas ustalania sie stanu réwnowagi stezenia leku
wolnego po obu stronach membrany. Czynnikiem wptywajgcym na szybkos¢ jej ustalenia jest m.in
temperatura oraz rodzaj stosowanej membrany. Do btednych wnioskéw w tej metodzie moze
prowadzi¢ bezposrednie poréwnanie stezen leku po obu stronach btony. W trakcie procesu, wskutek
zjawiska osmozy czasteczki wody dyfundujg przez btone do komory z osoczem, zwiekszajgc jego
objetos¢, a tym samym zmniejszajac stezenie leku i biatka po tej stronie btony. Stad bardzo istotne sg

warunki izoosmotyczne. Inng przyczyng btedéw moze by¢ rowniez adsorbcja niektérych lekéow na



komorze dializacyjnej. Pomimo tych ograniczedA metoda ta stanowi jedng z najczesciej
wykorzystywanych metod oznaczania wolnej frakcji leku, ze wzgledu na niski koszt analizy, wysoka

powtarzalnos¢ wynikdw oraz mate objetosci prébek osocza wykorzystywanych w badaniu.

Mikrodializa — jest szybka i prosta metoda wyznaczania stopnia wigzania leku z biatkami. Opiera sie na
zastosowaniu sondy mikrodializacyjnej wyposazonej w btone pétprzepuszczalng, ktérg umieszcza sie
w badanej prébce a nastepnie przeptukuje sie jg roztworem Ringera. W wyniku ciggtego przeptywu
ptynu perfuzyjnego nie dochodzi do osiggniecia stanu rdwnowagi. Nastepnie okresla sie wspdtczynnik
odzysku w buforze nie zawierajgcym biatek, dzieki czemu mozliwe jest obliczenie stezenia leku

wolnego oraz stopnia wigzania z biatkami osocza.

Ultrdfiltracja — czesto stosowana metoda wyznaczania wigzania leku z biatkami ze wzgledu na krétki
czas analizy i proste wykonanie. W metodzie tej wykorzystuje sie specjalne naczynka wyposazone w
btone pdtprzepuszczalng (btona filtracyjna o Scisle okreslonej wielkosci poréw — np. 30K — tzn ze przez
filtr przejdg czgsteczki o masie ponizej 30 kDa). W czasie wirowania lek wolny oddzielony zostaje od
leku zwigzanego z biatkiem i wolnego biatka (duze czgsteczki zostajg na btonie filtracyjnej, mniejsze
przechodza do probowki, w ktérej umieszczany jest wktad z filtrem). Obliczenie stopnia wigzania leku
z biatkami osocza przeprowadza sie podobnie jak w przypadku dializy. Stosujgc te metode nalezy
zwrdcié¢ uwage, aby nie odwirowac zbyt duzej ilosci osocza, powyzej 20% catkowitej objetosci wzietej
do analizy, moze prowadzi¢ to bowiem do zaburzenia rownowagi wskutek zmiany stezenia biatka.
Ograniczeniem tej metody jest réwniez mozliwo$¢ adsorpcji niektorych lekéw na filtrze lub na
naczynku. W celu unikniecia btedu pomiaru nalezy ocenié zjawisko adsorbcji leku poprzez wyznaczenie
wartosci wigzan niespecyficznych NSB (non-specific binding). Ewentualny efekt adsorpcji probuje sie
minimalizowa¢ poprzez zastosowanie przed analizg antyadsorbentdéw nanoszonych na filtr np. 0,5%
Tweenu, lub przez nasycenie btony roztworem z lekiem w stezeniu odpowiadajgcym stezeniu leku

niezwigzanego.

Ultrawirowanie — metode te wykorzystuje sie w przypadku gdy obserwowany jest wysoki stopien
adsorbcji leku na membranie lub filtrze. Lek wolny od kompleksu leku z biatkiem o duzo wiekszej masie
czasteczkowej oddziela sie w wyniku wirowania, pozostatg wode osocza poddaje sie analizie celem
obliczenia stopnia wigzania leku z biatkami. Zaletg tej metody jest brak wystepowania efektu Donnana
oraz fakt, ze stezenie leku w ukfadzie jest state. Ograniczeniem jest natomiast mozliwos¢ wigzania sie
leku z lipoproteinami, ktére w wyniku matej gestosci majg tendencje do flotacji. Wada tej metody jest

rowniez jej wysoki koszt oraz dtugi czas trwania analizy.



Czynniki wptywajace na stopien wigzania leku z biatkami

Zmiana stezenia biatek osocza. Stan fizjologiczny (wiek, pteé, cigza, stany chorobowe) ma wptyw na
wigzanie lekéw z biatkami. Zwigzane jest to gtéwnie ze zmianami stezenia w osoczu albuminy, o1-
glikoproteiny, wolnych kwaséw ttuszczowych i bilirubiny. Stezenie albuminy w osoczu zmniejsza sie u
chorych z nieprawidtowg czynnosciag watroby, w wyniku tego stezenie leku wolnego wzrasta
(diazepam), cho¢ catkowite stezenie leku moze pozostaé¢ niezmienione ze wzgledu na zmniejszong
zdolnos¢ watroby do metabolizowania leku wolnego. Rdwniez podwyzszony poziom bilirubiny, ktéra
ma zdolnos¢ wypierania lekéw z potaczen z biatkami moze zmniejszac stopien wigzania leku z biatkiem.
Wigzanie z biatkami osocza wielu lekéw (fenytoiny, sulfonamidéw, fenylobutazonu, kwasu
walproinowego, furosemidu, diazepamu) obniza sie u pacjentéw z niewydolnoscig nerek. Wykazano,
ze kazdemu obnizeniu albuminy w surowicy o 1 g/l (warto$¢ prawidtowa 37 g/l) towarzyszy zwiekszenie
stezenia frakcji wolnej leku 0 1% . Obnizenie poziomu albumin do 27 g/l powoduje zwiekszenie wolnej
frakcji leku z 10 % do 20 %. Przedziat terapeutyczny fenytoiny catkowitej to 10-20 pg/ml u pacjentéw z
normalbuminemig (przy wigzaniu z biatkiem na poziomie 90%, frakcja wolna leku stanowi 10%, a wiec
zakres terapeutyczny dla leku wolnego to 1-2 pg/ml). U osoby z hipoalbuminemig na poziome 27 g/I,
jesli chcemy utrzymacd stezenie leku wolnego na tym samym poziomie 1-2 ug/ml, przedziat
terapeutyczny okreslany dla catkowitego stezenia musiatby wynosié¢ 5-10 pug/ml. W takiej sytuacji do
prawidtowego monitorowania terapii konieczne jest oznaczenie stezenia frakcji wolnej leku.

Stezenie kwasnej ai-glikoproteiny zwieksza sie w stanach zapalnych, w stresie, w przypadku choréb
nowotworowych czy zawatu miesnia 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 osiggna¢ wymagany poziom terapeutyczny,
podczas gdy stezenie leku wolnego bedzie ponizej tego poziomu. Frakcja wolna lidokainy wynoszaca
zwykle od 20 do 40%, zmniejsza sie ponizej 20% u pacjentdw po zawale serca, u ktérych obserwowany

jest wysoki poziom ai-kwasnej glikoproteiny, co powoduje zmniejszenie skutecznosci dziatania leku.

Wspdtzawodnictwo o miejsca wigzqce na biatku. W praktyce terapeutycznej bardzo czesto wymagane
jest stosowanie kilku lekow réwnoczesnie. Poniewaz leki posiadajg rézne powinowactwo do czgsteczki
biatka, zdarza sie, ze lek posiadajgcy wieksze powinowactwo do tego samego miejsca wigzania wyprze
inny z jego kompleksu z biatkiem. Zwiekszy sie w ten sposéb stezenie frakcji wolnej leku wypieranego
we krwi, a tym samym wzrosnie efekt terapeutyczny. Przyktadem takiego procesu jest wzrost stezenia
wolnej fenytoiny w obecnosci kwasu walproinowego. Wolna fenytoina ulega szybszej eliminacji, co z

kolei prowadzi do obnizenia jej stezenia w stanie stacjonarnym.



Takze substancje endogenne, jak np. bilirubina, mogg zosta¢ wyparte przez leki z ich miejsc wigzacych
na biatku. Przyktadem sg sulfonamidy wypierajgce bilirubine z postaci zwigzanej z biatkiem do postaci
wolnej. Podanie ich noworodkom moze doprowadzi¢ do wystgpienia z6ttaczki.

Interakcje polegajgce na wypieraniu z potgczen z biatkiem jednego leku przez drugi majg istotne
znaczenie w przypadku lekéw, ktére wigzg sie z biatkami w ponad 95% i charakteryzujg sie waskim
indeksem terapeutycznym. Np. gdy lek wigze sie w 95% z biatkiem, nawet niewielkie (o 5%) zastgpienie
leku w jego wigzaniu z biatkiem przez inny lek powoduje znaczacy (5% leku wolnego vs 5+5=10% frakcji
wolnej, a wiec wzrost 0 100%!) wzrost stezenia leku wolnego. W przypadku lekéw Srednio wigzacych
sie z biatkami osocza (50%) obserwowany w wyniku podania innego konkurujacego leku, wyparcie 10%

puli leku zwigzanego z biatkiem nie bedzie miato tak znaczgcego wptywu na efekt terapeutyczny.

Wysycenie miejsc wigzqcych w czgsteczce biatka. Czasteczka biatka posiada ograniczong liczbe miejsc
wigzacych w stosunku do danego leku. Dla wiekszosci lekow stezenie biatka jest duzo wieksze niz
stezenie leku, dlatego wysycenie miejsc wigzacych nie jest mozliwe. Jednak w przypadku pewnej grupy
lekdow wystepujgcych w osoczu w stezeniu terapeutycznym, ktorych wigzanie z biatkiem zalezy od
stezenia, moze dojs¢ do takiej sytuacji. Dzieje sie tak np. w przypadku kwasu walproinowego, gdy przy
wzroscie stezenia catkowitego moze dojs¢ do wysycenia przez lek miejsc wigzgcych, a co za tym idzie

do nawet 10-krotnego wzrostu stezenia leku wolnego.

Wptyw wigzania leku z biatkami na parametry farmakokinetyczne

Zmiana stopnia wigzania leku z biatkami wptywa na jego objetos¢ dystrybuciji, klirens i biologiczny okres

pottrwania.

Objetosc dystrybucji. Wigzanie leku z biatkami to jeden z czynnikdw wptywajgcych na rozmieszczenie
leku w organizmie, a wiec na wartosc¢ jego objetosci dystrybucji. Zalezno$¢ miedzy wigzaniem leku z

biatkami, a objetoscig dystrybucji przedstawia nastepujgcy wzor:

fu

Vy=Vg+——
¢ g fu(T)

Vr

gdzie:

V4 — objetosé¢ dystrybucji

Vg -objetos¢ krwi

fu — utamek leku wolnego we krwi

fum — utamek leku wolnego w tkankach

V1 —rdznica miedzy catkowity objetoscig ptyndw ustrojowych a objetoscig krwi



Dla substancji stabo wigzacych sie z biatkami osocza i tkanek objetos$é¢ dystrybucji odpowiada
fizjologicznej objetosci ptyndw, w ktérych lek jest rozmieszczony. Przyktadem moga byé antybiotyki
aminoglikozydowe, ktére nie przenikajg do wnetrza komdrek i rozmieszczone sg gtdwnie w wodzie
zewnatrzkomérkowej. Ich objetos¢ dystrybucji wynosi ok. 0,25 I/kg. W przypadku leku dobrze
wigzgcego sie z biatkami osocza i tkanek na warto$é objetosci dystrybucji wptywa iloraz frakcji
niezwigzanych leku f, i fum. Niewielka warto$¢ objetosci dystrybucji ibuprofenu 0,15 I/kg zwigzana jest
z faktem, iz lek w 99% wigze sie z biatkami osocza, w ktdrym osigga wysokie stezenie. Z kolei diazepam
wykazujgcy witasciwosci lipofilne w duzym stopniu (ok. 99%) wigze sie z biatkami tkanek i jego objetos¢
dystrybucji wynosi ok. 1,1 I/kg. Objetos¢ dystrybucji digoksyny jest duza i wynosi ok 7,3 I/kg, poniewaz

lek w niewielkim stopniu wigze sie z biatkami osocza, ale ma duze powinowactwo do tkanek.

Klirens. Wigzanie lekéw z biatkami ma réwniez w niektérych przypadkach wptyw na klirens,
metabolizowane mogg by¢ bowiem tylko wolne czgsteczki leku. Gtéwne narzady odpowiedzialne za
eliminacje leku to watroba i nerki, dlatego duze znaczenie ma klirens watrobowy oraz klirens nerkowy
leku. W przypadku lekow o duzym wspdtczynniku ekstrakeji (ER>0,7, np. propranolol) watroba zdolna
jest catkowicie usungé lek wptywajgcy do niej wraz z krwig. Wigzanie leku z biatkami nie ma w tym
przypadku wptywu na klirens watrobowy leku, a jego wartos$é zalezy gtdwnie od przeptywu krwi przez
ten narzad. Dla lekéw o matym wspétczynniku ekstrakcji (ER<0,3, np. fenytoina, warfaryna) szybko$é
eliminacji zalezy od stezenia leku wolnego i klirens watrobowy zmienia sie proporcjonalnie wraz ze

zmiang stezenia jego frakcji wolnej, co wynika z nastepujacej zaleznosci:

Cly = Clint ' fu
gdzie:

Cly = klirens watrobowy

Clint — klirens wewnetrzny

fu—utamek leku wolnego we krwi

Wigzanie leku z biatkami osocza wptywa réwniez na klirens nerkowy. Duze czgsteczki biatka nie
przechodzg przez filtr nerkowy (nie ulegajg filtracji ktebuszkowej) i pozostajg we krwi. Tylko lek wolny
ulega filtracji w ktebuszkach nerkowych, a szybkos¢ filtracji zalezy wprost proporcjonalnie od utamka
leku wolnego.

Klirens odpowiadajacy filtracji ktebkowej leku bedzie rowny:

Clip = Cliy " fu
gdzie:



Cl¢ — klirens odpowiadajacy filtracji ktebkowej
Clir — klirens kreatyniny
fu —utamek leku wolnego we krwi.

Biologiczny okres pdftrwania. Wptyw stopnia wigzania na czas tos zalezy od wartosci takich
parametréw jak klirens i objetos¢ dystrybucji. W przypadku niewydolnosci nerek catkowity klirens
fenytoiny wzrasta w zwigzku ze zmniejszeniem sie jej stopnia wigzania z biatkami, co wptywa na
skrdcenie jej biologicznego okresu poéttrwania. Z kolei klirens watrobowy propranololu zalezy gtéwnie
od przeptywu krwi przez watrobe, a mniejsze znaczenie ma wigzanie leku z biatkami. Zmiana objetosci
dystrybucji przy statym klirensie leku powoduje wiec zmiane biologicznego okresu péttrwania. W
przypadku zmniejszenia stopnia wigzania propranololu z biatkami jego tos sie wydtuza ze wzgledu na

wzrost objetosci dystrybucji leku.

Podsumowujgc, zmiana stopnia wigzania leku z biatkami nie zawsze wptywa na stezenie leku
niezwigzanego, gdyz jednoczes$nie zmienia sie jego klirens. Co za tym idzie, nie wptywa ona réwniez na
efekt kliniczny czy wystepowanie efektéw ubocznych. Rutynowe monitorowanie leku wolnego jest
trudne z analitycznego punktu widzenia i obcigzone jest wiekszym btedem niz pomiar stezenia

catkowitego leku. Istniejg jednak przypadki gdy monitorowanie leku wolnego jest wskazane:

- W przypadku braku odpowiedzi klinicznej po podaniu dawki leku charakteryzujgcego sie wysokim
stopniem wigzania z biatkami osocza, jak réwniez, kiedy silny efekt farmakologiczny obserwowany jest

po podaniu matej dawki.

- W przypadku politerapii, kiedy stosowane sg leki o wysokim stopniu wigzania sie z biatkami osocza i

konkurujg o te same miejsca wigzgce w czgsteczce biatka.
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