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1.  WSTEP

Zaburzenia Igkowe, objawy stresu, a takze czeste schorzenia zwigzane z okresem cigzy —
takie jak padaczka, stan przedrzucawkowy i rzucawka — leczone sa przy uzyciu lekow
z grupy benzodiazepin. Najczesciej stosowang substancja stosowang przez ginekologow
1 potoznikéw w terapii kobiet cigzarnych jest diazepam, ktéry w organizmie przeksztalcany
jest do kilku aktywnych metabolitow, m.in. nordiazepamu i oksazepamu. Podjecie leczenia
benzodiazepinami moze by¢ uzasadnione, poniewaz udowodniono, ze nieleczony stres wigze
si¢ z ryzykiem przedwczesnego porodu lub niskiej masy urodzeniowej dziecka,
a wspolistniejace powazne stany patologiczne mogg nawet skutkowac utrata cigzy. Jednak
kazda decyzja uwzglgdniajaca terapi¢ benzodiazepinami powinna by¢ przemyslana, poniewaz
niesie za sobg niebezpieczenstwo dla rozwijajacego si¢ plodu. Leki te przenikajg przez bariere
tozyskowa 1 osiagaja w organizmie ptodu stezenia wyzsze niz u matki. W ekspozycji ptodu na
zwiazki benzodiazepinowe bardzo istotng kwestig jest czas jej wystgpienia w okresie cigzy.
Nadal dyskutowany w $rodowisku naukowym jest efekt teratogenny wystepujacy podczas
organogenezy. Coraz czesciej jednak omawiane s3g negatywne skutki zdrowotne, ktore moga
zaistnie¢ w trzecim trymestrze cigzy. Podane przed porodem moga by¢ przyczyng zaburzen
oddychania dziecka. Zarowno u plodu, jak 1 noworodka, benzodiazepiny sag metabolizowane
bardzo powoli, co prowadzi do ich kumulacji we krwi utrzymujacej si¢ nawet 2 tygodnie po
przyjsciu na $wiat. Rezultatem moze by¢ zespot stabosci migsniowej, nadmiernego
uspokojenia, nieumiej¢tnosci ssania. Z kolei po tym czasie, moze rozwing¢ si¢ zespot
odstawienny z nadpobudliwoscia, ptaczem i1 bezsennoscig. Ich chroniczne zazywanie przez
matke w cigzy moze zakldci¢ wewnatrzmaciczny rozwoj ptodu 1 opdzni¢ rozwoj mdzgu.
Istniejag obawy, ze dzieci takie w pdzniejszym zyciu mogg by¢ podatne na zaburzenia

skupienia uwagi, nadpobudliwos¢, trudnosci w nauce i cate spektrum zaburzen autystycznych.

Benzodiazepiny stosowane w czasie cigzy zostaty zaklasyfikowane przez Amerykanska
Agencje ds. Zywnosci i Lekoéw (z angielskiego Food and Drug Administration, FDA) do
kategorii D (a nawet X), czyli substancji, o ktorych wiadomo na podstawie wcze$niejszych
obserwacji, ze wykazuja zagrozenie dla plodu. Stosowanie takiego leku podczas ciazy jest
dopuszczone jedynie w sytuacji, gdy jest to bezwzglednie konieczne ze wzgledu na dobro
matki, a podanie bezpieczniejszego alternatywnego leku jest niemozliwe lub

przeciwwskazane. Obawy lekarzy, farmaceutow 1 pacjentek zwigzane ze stosowaniem



benzodiazepin wywotaly potrzebe oceny narazenia matek i ich dzieci na szkodliwe dziatanie
lekow. Znane dotychczas procedury obejmuja wykorzystanie tradycyjnych materialow
biologicznych. Poniewaz ich wyniki nie sg jednak w stanie zagwarantowa¢ wyczerpujacych
informacji na temat przebiegu ekspozycji i jej wielkos$ci, zaistniata konieczno$¢ opracowania

metody wykorzystujacej materiat alternatywny i innowacyjny.

W niniejszej pracy podjeto badania z uzyciem wtosoOw matek i ich noworodkow, ktérych
analiza dostarcza szczegolow dotyczacych przebytej terapii. Zebranie takich danych jest
niemozliwe przy zastosowaniu standardowych metod, gdyz trwato$¢ lekoéw w moczu czy krwi
jest bardzo ograniczona. Do oznaczenia poszczegolnych substancji wykorzystano nowoczesng
metode analityczng LC-MS/MS, ktora umozliwila niezwykle precyzyjny pomiar bardzo
niskich stezen w wybranej matrycy. Co wiecej, uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe dla
dalszych badan kontrolnych, obejmujgcych proces tzw. follow-up, czyli obserwacji zdrowia
dzieci narazonych w okresie prenatalnym na benzodiazepiny. Moga one przyczyni¢ si¢ do
okreslenia szkodliwych efektow odlegtych utrzymujacych sie¢ u dzieci, u ktérych stwierdzono
wysokie poziomy lekow. Potencjalng korzyscig zastosowania niniejszej metody byloby
wykonywanie badan przesiewowych noworodkéw 1 szybsze wdrozenie postgpowania

terapeutycznego u rozwijajacego sie dziecka.



2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. WLOSY

2.1.1. Anatomia i fizjologia wlosa

2.1.1.1. Budowa wlosa

Wilos mozna zdefiniowaé jako gigtki, wydluzony, wrzecionowaty twor naskorka
ssakow. W przekroju poprzecznym moze mie¢ ksztalt owalny badz okragly. W miejscu
zawigzywania si¢ wlosa komorki intensywnie dzielg si¢ i rosng, formujac czop wrastajacy
w mezenchyme. W rezultacie powstaje cylindryczne pasmo rosngce ukosnie w stosunku do
powierzchni skory. Wios sktada sie z todygi (scapus pili) wyrastajacej na powierzchni¢ skory
i korzenia osadzonego w skorze (Rycina 1). Korzen rozszerza si¢ ksztalttujac cebulke (bulbus
pili), zwang rowniez opuszka. Tkanka taczna wrasta w podstawe zawigzka tworzac silnie
unaczyniong brodawke wiosa (papilla pili). Do widkna przyczepia si¢ migsien przywlosowy
(arector pili) unoszacy wilos przy skurczu. Komorki cebulki podlegajg podziatlom i stanowig
podstawowy material, z ktérego powstaje wlos, czyli tzw. macierz (matrix pili). Z komorek
macierzy powstaje stozek, ktory stopniowo rogowaciejac 1 wydtuzajac si¢ w nitkowaty korzen
(radix pili) toruje sobie droge wzdhuz osi pierwotnego pasma nablonkowego i tworzy w nim
kanat. Sciany kanalu stanowia pochewke wlosa, okreslana jako mieszek (folliculus pili)
wewnetrzny nablonkowy, a tkanka tgczna usytuowana dookota niego to mieszek zewnetrzny.
Przy wyrwaniu wlosa mieszek nie odrywa si¢ i1 przylega do wlosa w postaci podtuznego
biatlego woreczka. Morfologicznie struktur¢ wlosa tworzg powloczka (cuticula), kora (cortex)
oraz rdzen (medulla). Powloczka to polprzejrzysta zewnetrzna warstwa widkna wlosowego,
ktora budujg tuski okrywowe, skiecrowane dachowkowato od konca proksymalnego (od strony
korzenia) do dystalnego wlosa (Rycina 2). Podluzne i wrzecionowate komoérki tworzg trzon
wilosa, czyli jego kor¢ (Rycina 3). Moze ona zawiera¢ skupiska pigmentowe lub przestrzenie

powietrzne (Bochenek, Reicher, 2008).
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RYCINA 1. Schemat przekroju poprzecznego przez skore
Zrédlo: na podstawie http://www.sciencekids.co.nz, data wejscia: 24.05.2012
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RYCINA 2. Mikroskopowe zdjecie wlosa
Zrédlo: http://www.optics.rochester.edu, data wejscia: 24.05.2012



Kutikula stanowi warstwe ochronng zbudowang w gtéwnej mierze z bogatych w siarke biatek
(Harkey, 1993). Komorki korowe w wewngtrznej strukturze pasma wlosowego zawieraja
szereg zwigzkow chemicznych, w tym melaning — podstawowy barwnik wiloséw. Kolor
wlosoéw zalezy od iloSci, rozmieszczenia i rodzaju obecnego barwnika. Rdzen — najbardziej
wewngetrzna cze$¢ osi wlosa — zbudowany jest ze szkieletu gabczastej keratyny i1 przestrzeni
powietrznych (Rycina 4). Pecherzyki gazu sprawiaja wrazenie, ze wlos jest siwy lub biaty.
We wiosie ludzkim rdzen moze by¢ nieciggly a nawet nieobecny. Mieszki wlosowe
u czlowieka osadzone sa w nabtonku naskorka. Tylko na samej glowie jest ich okoto 80-100

tysiecy (Forslind, 1990; Cooper, 2011).
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RYCINA 3. Schemat przekroju podtuznego wiosa
Zrodto: Bochenek, Reicher, 2008
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RYCINA 4. Schematu przekroju poprzecznego wlosa
Zrédto: Bochenek, Reicher, 2008

RYCINA 5. Schemat budowy mieszka wlosowego i otaczajacych go struktur
Zrédho: na podstawie http://img.webmd.com, data wejscia: 24.05.2012



Gruczoty lojowe holokrynowe 1 potowe apokrynowe wydzielaja substancje
bezposrednio do mieszka wlosowego, podczas gdy gruczoty potowe epokrynowe wydzielaja
w poblizu ujscia mieszka (Montagna, Van Scott, 1958). Gruczoly lojowe oraz gruczoty
ekrynowe s3 zlokalizowane na niemal calej powierzchni ciala, natomiast apokrynowe

znajduja si¢ pod pachami, w okolicy krocza i odbytu (Rycina 5).

2.1.1.2. Rozwoj owlosienia

W 3 miesigcu zycia plodowego zaczynaja zawigzywaé si¢ pierwsze wioski na dolne;j
i gornej wardze oraz na lukach brwiowych. Na przetomie 3 i 4 miesigca pojawiajg si¢ rowniez
na glowie. W ciggu kolejnych 3 miesigcy niemal cate cialo plodu pokrywa si¢ delikatnym
meszkiem wlosowym — lanugo. W 6 miesigcu korzenie wlosow wzrastajagc na dlugosé
przenikaja do naskodrka, a nastgpnie pojawiajg si¢ na powierzchni skory tworzac fodyge wlosa
(Bochenek, Reicher, 2008). Pod koniec zycia wewnatrzmacicznego, okoto 8-9 miesiaca cigzy
meszek zanika (za wyjatkiem wlosOw na glowie, brwi i rzgs) a na jego miejscu pojawia si¢
meszek staty (vellus).

Na ludzkim ciele wystepuja 3 podstawowe typy wlosow. Wiosy pierwotne to cienkie,
krotkie niewybarwione wiloski umiejscowione na powiekach, czole a takze na ciele dzieci
1 dorostych. Wlosy ostateczne sg grubsze, dlugie 1 wybarwione, o duzej powierzchni
przekroju poprzecznego. Znajduja si¢ one na skoérze glowy, brodzie, brwiach, pod pachami
1 okolicach tonowych. Poza tym na konczynach goérnych i dolnych moze si¢ pojawi¢ si¢ typ
przejsciowy wilosa, ktory posiada cechy zarowno wloséw pierwotnych, jak 1 ostatecznych.
Wiosy pierwotne sg wytwarzane przez mieszki niezalezne od hormonéw piciowych 1 ktérych
aktywno$¢ nie podlega zmianom po okresie dojrzewania. Mieszki wlosow posrednich
1 ostatecznych sg uzaleznione od wplywu hormonoéw i zmieniajg si¢ po okresie dojrzewania,
na przyktad w okolicach krocza, pach i na skroniach (Cooper, 2011). Pod wzgledem miejsca
wystepowania, dlugosci, ksztattu 1 koloru mozna szczegdlnie wyrdzni¢ wlosy glowy, brody,
fonowe, rzesy 1 brwi. Wilosy glowy nie wyrastajg prostopadle do powierzchni skory, lecz
ukosnie. W konsekwencji uktadajg si¢ w charakterystyczne pasma, strumienie (flumina)

i wiry (vortices) (Rycina 6) (Bochenek, Reicher, 2008).



RYCINA 6. Wiry wlosow na glowie
Zrédlo: http://dermimages.med.jhmi.edu, data wejscia: 24.05.2012

2.1.1.3. Barwa wlosow

Kolor wlosow jest uzalezniony od obecno$ci barwnika — melaniny. Jest on
wytwarzany przez komorki pigmentowe (melanocyty, melanofory) podczas procesu
melanogenezy. Za barwe wlosa odpowiedzialne sg dwie odmiany melaniny — eumelanina oraz
feomelanina (Rycina 7). Pierwsza z nich nadaje odcien czarno-brgzowy, natomiast druga —
czerwony. Silna koncentracja eumelaniny daje wlosy brazowe lub czarne. Wtosy koloru blond
zawieraja nieliczne skupiska melaniny wylacznie w warstwie korowej. Rude wlosy
charakteryzuja si¢ najwyzszg zawartoscig feomelaniny (Rycina 8). Zjawisko siwienia jest
zwigzane z zanikiem aktywnos$ci melanoblastow macierzy, za$ obecno$¢ pecherzykow gazu

migdzy komorkami matrix sprawia, ze wlosy maja kolor biaty (Bochenek, Reicher, 2008).
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RYCINA 7. Naturalne barwniki wlosa — po lewej eumelanina, po prawej feomelanina

Zrédlo: http://www.naturalhaircolor.com, data wejscia: 24.05.2012

RYCINA 8. Barwy wlosow: po lewej rudy wios, po prawej blond wlos

Zrédto: http://www.sciencephoto.com, data wejscia: 24.05.2012

2.1.1.4. Cykl wlosowy

Wiosy sg zbudowane z martwych, zrogowaciatych (skeratynizowanych) komorek,
w ktorych po okresie wyksztalcenia nie zachodza procesy fizjologiczne. Podlegaja one jednak
licznym przemianom podczas cyklu wlosowego, czyli poczawszy od fazy wzrostu do
samoistnego wypadniecia 1 reaktywacji ze stanu spoczynkowego. W mieszkach wlosowych

zachodzg kolejno 3 fazy. W pierwszej — anagenie — zachodzi aktywny wzrost. Katagen to
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druga faza tzw. inwolucji, czyli zanikowa. Trzecia natomiast okreslana jest jako spoczynkowa

1 nosi nazwe telogenu (Rycina 9). Cykl wlosowy powtarza si¢ wielokrotnie w ciggu Zycia
(Bochenek, Reicher, 2008).

Powierzchnia Stary wios

== Wios skéry —g
i 'y . -
i ANAGEN { KATAGEN @ TELOGEN POWROT
4 3-5LAT 1-2 TYGODNIE I 2-4 MIESIACE DO FAZY
S i \ ANAGENU
BEID KA MACIERZ WLOSA
FORMUJACA NOWY WLOS
FAZA AKTYWNEGO FAZA PRZEJSCIOWA FAZA SPOCZYNKOWA
WZROSTU Wios przesuwa sig w kierunku Brodawka catkowici e Brodawka przesuwa sie
Podczas tej fazy ma miejsce poru skérnego, a brodawka oddzielona od mieszka ku gdrze, a macierz tworzy
ciggta utrata wloséw oddziela sie od mieszka wlosowego nowy wios

RYCINA 9. Fazy wzrostu wlosa

Zrédlo: na podstawie http://thelaserhairremovalguide.com, data wejscia: 24.05.2012

Srednio 85% wlosow na glowie znajduje sie w fazie anagenu, co zwiazane jest ze
wzmozong aktywnos$cig metaboliczng, podziatami komérkowymi i wzrostem (Cooper, 2011).
To normalne zjawisko moze zosta¢ zaburzone przez stany chorobowe, niedozywicnie,
a nawet niektore leki. Jednym z przyktadow takiej zmiany jest okres cigzy. Podczas drugiego
1 trzeciego trymestru ilo§¢ wlosow na glowie w fazie anagenu wzrasta do 90%. W ciagu
3 miesigcy po porodzie odsetek ten powoli normuje si¢, ale jest to takze zwigzane
z fizjologiczng utratg wloséw (Harkey, 1993). Po tym etapie czynno$¢ mitotyczna ustaje,
pasmo wlosa zostaje w pelni skeratynizowane, a cebulka ulega degeneracji. T¢ fazg okresla
si¢ jako katagen, ktory stanowi okres przejsciowy o dlugosci trwania uzaleznionej od rodzaju
wilosa (Cooper, 2011). Dochodzi do oddzielenia brodawki wlosa oraz inwolucji pochewki
naskorkowej wlosa, ktora przeksztalca si¢ w woreczek epitelialny obejmujacy korzen wlosa.
Wytworzenie si¢ wlosa w petni rozpoczyna faze telogenu, w ktorej nie obserwuje si¢ wzrostu
wlosow, a jej dlugos¢ zalezy od typu wlosa i wydtuza si¢ wraz z wiekiem. Na koniec telogenu
nastepuje wyksztalcenie nowej macierzy wlosa 1 sprz¢zenie jej z nowa brodawka (Rycina 10).

Powstaje nowy wios, mocno osadzony w mieszku (Bochenek, Reicher, 2008). Za $rednie
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tempo wzrostu wlosow na glowie przyjmuje si¢ 1 cm na miesigc (Society of Hair Testing,
2004). Nalezy mie¢ na uwadze, ze wilosy przyciete przy skorze glowy nie reprezentuja
niedawnego wzrostu wlosoOw — szacuje si¢, ze musi ming¢ od 7-10 dni zanim wzrastajacy

wlos osiggnie powierzchnig skory (Cooper, 2011).
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RYCINA 10. Fazy wzrostu wlosow
Zrédto: na podstawie http://2.bp.blogspot.com, data wejscia: 24.05.2012

2.1.15. Unaczynienie i unerwienie wtosa
W dolnym odcinku mieszka wlosowego znajduje si¢ gesta, silnie rozwinicta sieé
wlosniczek (Rycina 11). Sg one najbardziej rozwinigte w fazie anagenu. Ponizej przewodu

gruczolu fojowego mieszek oplata siatka okreznie i podluznie przebiegajacych widokien

nerwowych obwodowego uktadu autonomicznego (Bochenek, Reicher, 2008).
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NACZYNIA KRWIONOSNE

RYCINA 11. Unaczynienie wlosa

Zrédlo: http://www.surviving-hairloss.com, data wejscia: 24.05.2012

2.1.2. Dystrybucja i inkorporacja ksenobiotykow we wiosie

Nieprzecigtnie dlugi okres obecnosci ksenobiotykow we wlosach, a co za tym idzie
mozliwos¢ wykrycia substancji nawet po wielu miesigcach od ekspozycji sprawia, ze analiza
wilosa stafa si¢ atrakcyjnym narzedziem oceny narazenia. Jej zasadno$¢ jest definiowana
poprzez okreslenie parametrow takich jak dawka, czas ekspozycji, tempo metabolizmu
i wydalania z ustroju, a takze czulo$¢ i specyficznos¢ metody (Cone, 1996). Zrozumienie
podstawowych mechanizmé6w chemicznych i farmakologicznych pojawiania si¢ ksenobiotyku
1 jego metabolitow w strukturze wlosa jest konieczne do wykorzystania analizy wlosow
w praktyce (Baumgartner et al., 1989). Leki i pierwiastki wbudowuja si¢ w strukture wlosa.
Jednakze mimo wielu lat badan nie w pelni wyjasniono mechanizm inkorporacji zwigzkéw
chemicznych w macierz wlosa. Za podstawowa droge uznaje si¢ bierng dyfuzje substancji
z krwi do szybko rosnagcych komoérek mieszka wlosowego (Rycina 12). W miarg, jak komorki
te obumieraja i taczg si¢ formujac pasmo wlosa zwigzki wbudowuja si¢ w te niezwykle

stabilng matryce. Teoria ta wydaje si¢ by¢ stuszna i zasadna, gdyz podstawa mieszka jest
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silnie unaczyniona. Niektore ksenobiotyki wigza si¢ z macierza w wigkszym stopniu ze
wzgledu na powinowactwo do skladnikoéw wewnatrzkomoérkowych, takich jak barwnik —
melanina (Slawson et al., 1998). Niektorzy naukowcy polemizujg na temat istotnosci tego
czynnika, argumentujac swoje stanowisko faktem inkorporacji substancji we wlosy
albinosow, pozbawionych melaniny (Ishiyama et al., 1983). Ponadto zaledwie niewielka
cz¢$¢ wbudowanego we wlos zwigzku jest wyodrebniana z frakcji melaninowej. Innym
proponowanym mechanizmem wzmagajacym inkorporacje moze by¢ tworzenie przez
ksenobiotyki z grupg sulfhydrylowg mostkow siarczkowych z aminokwasami siarkowymi

(takimi jak cysteina) keratyny budujacej macierz wilosa (Rycina 13) (Henderson, 1993).

POWLOCZKA

KSENOBIOTYKI
WBUDOWANE
W MACIERZ

RYCINA 12. Inkorporacja ksenobiotykow w macierz wlosow
Zrédto: na podstawie http://www.athomedrugtests.org, data wejscia: 24.05.2012
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RYCINA 13. Mostki disiarczkowe stabilizujace i uelastyczniajace strukture wlosa
Zrédlo: http://www.elmhurst.edu, data wejscia: 24.05.2012

Zjawisko przenikania substancji do komorek wlosa z krwi 1 stopniowe
zabudowywanie jej w komorkach ulegajacych keratynizacji jest podstawa naukowsg
stosowania analizy segmentowej wiosa, w ktorej kolejne odcinki wlosa sg analizowane pod
katem okreslenia czasu ekspozycji na dang substancj¢. Poniewaz przyjmuje si¢, ze wilosy
rosng ze stalg szybkos$cig lokalizacja ksenobiotyku w pasmie wiosa odpowiada momentowi
jego obecnosci we krwi w przesztosci. W prostym modelu dyfuzji ksenobiotyku z krwi do
wilosa zawarto$¢ substancji bytaby proporcjonalna do jej stezenia we krwi, a zatem takze od
przyjetej dawki. Badania i1 zastosowanie nowoczesnych technik analitycznych wykazaty
jednak, ze taka teoria stanowi zbytnie uproszczenie. Brak wyraznej zaleznos$ci dawka —
stezenie we wlosie przypisuje si¢ réznym czynnikom, wsrod ktorych wymienia si¢: odmienne
metodyki oznaczen poszczegdlnych laboratoriow, zanieczyszczenia ze $rodowiska
zewngetrznego lub korzystanie z zabiegow kosmetycznych na wlosach. Niemniej jednak cze$¢
badan doswiadczalnych dostarczyta dowodow na istnienie korelacji dawka — st¢zenie dla
licznych lekow i narkotykow (Baumgartner et al., 1979; Nakahara et al., 1992).

Waznym aspektem zaslugujacym na uwage w analizie wlosa jest okreslenie stosunku
zawartos$ci substancji przyjetej do jej metabolitu. Wielu badaczy podwaza zasadno$¢ idei
korelacji dawki i stezenia ksenobiotyku wiasnie ze wzgledu na ustalenie wysokiej wartosci

takiej proporcji. Zwigzki charakteryzujace si¢ krotkim biologicznym okresem pottrwania
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(w osoczu) sa oznaczane we wlosach w st¢zeniach nawet 10-krotnie wyzszych niz ich
metabolity (Kidwell, 1993). Powierzchnia wlosow i mieszki wlosowe sg stale omywane przez
pot i 16j (Harkey, 1993). Wilosy wykazuja zréznicowane powinowactwo do zdolnosci
wigzacej w stosunku do poszczegdlnych zwigzkéw, a mechanizm wigzania moze by¢
wyjatkowy dla wybranej substancji (Kikura et al., 1997; Nakahara, Kikura, 1996).
Z powyzszych wzgledow zaproponowano bardziej ztozony model wbudowywania zwigzkow
we wlosy. Zaklada on, ze zwiazki przenikaja do struktury wilosa z krwi podczas jego
tworzenia, z loju i potu po zakonczeniu tego procesu oraz z otaczajgcego Srodowiska
(np. z zanieczyszczen), po tym jak fodyga wlosa pojawi si¢ na powierzchni skory (Rycina 14).
Podczas fazy wzrostowej — anagenu — aktywno$¢ metaboliczna i podzialy komorkowe
nasilaja si¢. To wlasnie w tym okresie ksenobiotyki, w tym leki i pierwiastki §ladowe sa
prawdopodobnie wbudowywane w strukture wloséw (Cooper, 2011). Dodatkowo niektore
zwigzki mogg by¢ transportowane z roznych kompartmentéw organizmu 1 puli tkankowych.
Inkorporacja we wlosy zachodzi w tym wypadku, jednakze juz po aktywnym ich wzroscie,
stad ksenobiotyki sg stabiej zwigzane 1 w duzym stopniu ulegaja wyptukaniu podczas procesu
mycia wloséw na etapie przygotowania probek do analizy. Przenikanie substancji obcych ze
srodowiska jest istotnym czynnikiem w przypadku zwigzkéw lotnych, uzywek 1 narkotykow,
ktore sg palone i1 przedostajg si¢ do ustroju drogg inhalacyjng (np. nikotyna, marihuana,
heroina), a takze pierwiastkow, zwlaszcza metali cigzkich (Haley, Hoffmann, 1985). Kolejna
potencjalng droge stanowi przenikanie ksenobiotykdéw ze skory. Szczegolnie substancje
lipofilowe, dobrze rozpuszczalne w thuszczach moga by¢ zatrzymywane w warstwach skory

i dopiero pozniej transportowane do macierzy wlosa (Schaefer et al., 1982).

17



ROZKtAD PRZEZ 4

UTLENIANIE, A ! ZRODtA ZEWNETRZNE:
PROMIENIOWANIE UV \ \ KURZ
\ ’
Ay ~ v._/ DYM,
WYMYWANIE PRZEZ ' W\ BRUD
MYCIE SZAMPONEM, \ ~

ZABIEGI KOSMETYCZNE

! 10)

Y = OPAZNIONA
INKORPORACIA Z
OTACZAJACYCH TKANEK

g <+ INKORPORACIA Z KRWI

RYCINA 14. Mozliwe drogi inkorporacji i eliminacji ksenobiotykow z wlosa
Zrodlo: na podstawie Pragst, Balikova, 2006

Stabilnos¢ 1 zwigzanie substancji obcej w macierzy wlosa zapewniajg
najprawdopodobniej trzy komponenty matrycy — biatka, lipidy oraz melanina (Cone, 1996).
Uesmatsu 1 wspolpracownicy zbadali, ze wbudowywanie ofloksacyny jest $ci§le powigzane
z obecno$cig melaniny (Uematsu et al., 1992). Z kolei zesp6t badaczy pod kierunkiem
Harrisona dowiodt, ze pochodne L-DOPA zwigzanej we wlosach znajdowaty si¢ zarowno we
frakcjach melaninowych, jak i bezmelaninowych (Harisson et al., 1974). Badaczy
interesowata rowniez zasada przylaczania zwigzkow chemicznych do melaniny. Larsson
1 Tjalve stwierdzili na przykladzie badania chlorpromazyny i chlorochiny, iz to sily
elektrostatyczne oraz sity van der Waalsa sg istotne w tym procesie (Larsson, Tjalve, 1979).
Ustalili oni, ze formy kationowe lekow byty przyciagane przez miejsca anionowe melaniny,
a wiec na drodze mechanizmu wymiany jonowej. Drugorzedng rolg odgrywaty sity van der
Waalsa, ktore sa odpowiedzialne za oddziatywanie struktur aromatycznych lekow

z indolowym centrum melaniny. Prawdopodobnym jest rowniez to, ze bialka macierzy
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wlosow posiadaja specyficzne grupy, ktore umozliwiaja wigzanie ksenobiotykow za pomoca
sit elektrostatycznych i1 van der Waalsa, podobnie jak ma to miejsce w przypadku melaniny.
Su 1 wspotpracownicy doszli do wniosku, ze radioaktywnie znakowana kokaina wigze si¢ do
wlosow w sposob wysoce selektywny i stereospecyficzny, a takze zalezny od stopnia
pigmentacji wlosa (Joseph et al., 1996). Czynnikami wplywajacymi na wbudowywanie
ksenobiotykow we wlosy sa pK,, molekuly substancji niezwigzane z biatkami, ich wielkos¢,
lipofilno$¢, budowa i powinowactwo do melaniny (Joseph et al., 1996; Knorle et al., 1998).
Naukowcy udowodnili, ze zwiazki o charakterze zasadowym wbudowuja si¢ we wilosy
w wiekszym stopniu niz obojetne lub kwasowe. Rowniez to zwigzki zasadowe charakteryzuje

wigksze powinowactwo do melaniny (Cooper, 2011).

2.1.3. Analiza wlosa

Istnieje wiele réznych definicji 1 znaczen okre$lenia ,analiza wlosa”. Popularna
obecnie komercyjna jej odmiana, dostepna roOwniez przez Internet, ogranicza si¢ do pomiarow
stgzen mikroelementow, ktore rzekomo odzwierciedlaja stan zdrowia Klienta. Fryzjerzy
rozumiejg analize wilosa jako okreslenie kondycji wlosoOw pod katem dobrania fryzury
1 odpowiednich zabiegéw kosmetycznych. Naukowcy, w tym toksykolodzy, wykorzystujac
technike analizy wilosa jako narzedzie retrospektywne potrafig oceni¢ minione narazenie na
ksenobiotyki, takie jak leki czy uzywki i narkotyki (Pragst, 2004). Akredytowane laboratoria
diagnostyczne oferuja taka analiz¢ jako procedurg¢ skriningowag pracownikow (najczesciej
duzych korporacji) w celu wykluczenia uzaleznienia od $rodkéw psychoaktywnych
1 alkoholu. Naukowe podejscie do tematu analizy wlosa mozliwe jest po zapoznaniu si¢
z budowg 1 fizjologia wlosa oraz mechanizmami wbudowywania ksenobiotykéw w jego

strukture.

2.1.3.1. Historia

Pierwszy przypadek oznaczenia trucizny we wlosie zostat opublikowany w roku 1858
w “Praktycznym przewodniku do medycyny sadowej” pod redakcjg Caspera (Rycina 15)
(Casper, 1858). Opisano w nim wykrycie arszeniku we wlosach pobranych z ciata

ekshumowanego po 11 latach.
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RYCINA 15. Po lewej — Johann Ludwig Casper (1787-1853) — profesor medycyny sagdowej
w Berlinie, uwazany za jednego z tworcow nowoczesnej medycyny sagdowej; po prawej —
podrecznik  "Praktisches Handbuch der Gerichtlichen Medizin" pod redakcja
J.L. Caspera

Zrodlo: http://iwww.kryminalistyka.fr.pl, data wejscia: 29.05.2012

Dopiero niemal sto lat pozniej, w roku 1954 Goldblum oznaczyl amfetaming we
wlosach  $winki morskiej. Ale to dopiero publikacja zespolu Baumgartner
i wspolpracownikoéw zmienita sposdb postrzegania tej techniki analitycznej (Baumgartner
et al., 1979). Wyekstrahowali oni opiaty z wloséw i oznaczyli za pomoca metody
radioimmunologicznej. Byl to poczatek historii, ktora przez czgs¢ $§wiata naukowego byla
gloryfikowana, a przez innych potepiana. W roku 1980 Klug dodatkowo zweryfikowat
w swoich badaniach skuteczno$¢ analizy wlosa, potwierdzajac wyniki radioimmunologiczne
technikg chromatograficzng. Koncepcja procedury byla dos¢ prosta — wlosy nalezy
roztworzy¢ z formy statej do roztworu, czyli probki ciektej i oznaczy¢é w niej substancje, tak
jak w proébce moczu lub krwi. Wowczas nie podejrzewano, ze w tak przygotowanej matrycy
wiloséw mozna znalez¢ inne niz w moczu czy krwi zwigzki. Taki tok myslenia dominowat do
konca lat 1980., kiedy to udalo si¢ wykry¢ we wlosach kokaing i1 benzoiloekgoning,
a w badaniu iloSciowym stezenie kokainy bylo wyzsze niz metabolitu. Pierwsza analiza
wlosow pod katem obecnosci kokainy zostata wykonana przez Valente w 1980 roku (Valente

et al., 1981). Oznaczenie przeprowadzit przy uzyciu metody radioimmunologicznej po
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uprzedniej optymalizacji metody ekstrakcji w celu obnizenia granicy oznaczalnosci. Jego
zashiga bylo poréwnanie efektéw po uzyciu srodkoéw kwasowych, zasadowych oraz wody,
metanolu i1 buforu. Innym autorom udato si¢ ponadto przeprowadzi¢ analizy fenobarbitalu,
metakwalonu czy barbituranéw (Smith, Pomposini, 1981; Arnold, Piischel, 1983).

Srodowisko naukowe podchodzito jednakze sceptycznie do analizy wlosa jako
uznanego narze¢dzia pomiarowego. Dopiero rozwdj technik analitycznych, a zwlaszcza
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas, umozliwil selektywne 1 czule
wykrywanie substancji stosunkowo niskim kosztem. Od tego momentu liczba publikacji na
temat analizy wlosa i oznaczanych zwiazkéw gwattownie wzrosta. Pojawily sie réwniez
konstruktywne opinie krytyczne i opisy walidacji. Prace dotyczyly prawidlowego
przygotowania probek, technik ekstrakcyjnych, mechanizméw wnikania ksenobiotykow
w strukture wlosa. Histori¢ analizy wlosa mozna podsumowac jako ewolucje technik
ekstrakcyjnych, poniewaz gdy substancja zostanie wyekstrahowana mozna poddac ja dalszym
procedurom jak w przypadku wyodrebnienia z krwi czy moczu. Celem udoskonalenia metody
bylo uzyskanie probki ciektej, calkowicie roztworzonej, a zarazem unikni¢cie rozkladu
1 destabilizacji zwiazku. Jednakze jeszcze w roku 1997 Sachs twierdzil, ze oznaczanie
benzodiazepin w tej matrycy nastrecza sporo trudnosci. Flunitrazepam udalo si¢ wykry¢ we
wilosach dopiero w roku 1996 (Sachs, 1997).

The Society of Hair Testing (SoHT) jest jedng z kilkunastu organizacji zajmujacych
si¢ analizg wlosow. Towarzystwo zatozone w 1995 roku ustala wytyczne w zakresie dobrej
praktyki laboratoryjnej dotyczace pobierania wlosdéw, ich przechowywania, przygotowania
prob, obrobki wstepnej i samej analizy. Istniejgce juz standardy europejskie odnoszace si¢ do
badan wtoséw w miejscu pracy, ISO/IEC 17025:2005 oraz ILAC-G19, a takze opublikowane
wskazowki Towarzystwa Chemii Toksykologicznej 1 Sagdowej (Society of Toxicological and
Forensic Chemistry) zostaly przyjete przez Zarzad Towarzystwa SoHT na dorocznym
spotkaniu w 2011 roku. Technika ta zostata uznana jako badanie komplementarne do metod
tradycyjnych, zar6wno w toksykologii klinicznej, jak i sgdowej. Jego niewatpliwag przewaga
jest zdolno$¢ dostarczenia informacji na temat profilu minionej ekspozycji pacjenta na
wybrane ksenobiotyki, w tym leki. Zastosowanie analizy wlosa upowszechnilo sie¢
w dochodzeniach kryminalnych (zgony i przestepstwa zwigzane z naduzyciem substancji
chemicznych, ochrona nieletnich), w monitorowaniu zazywania lekow i uzywek (programy
odwykowe, Kliniczne, epidemiologia, abstynencja w miejscu pracy, wydawanie prawa jazdy).

Wilos stanowi mocna, stabilng matryce alternatywna, na ktérag w mniejszym stopniu niz na
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krew 1

mozliw

mocz wplywaja $rodki zafalszowujace i krotkotrwata abstynencja i1 dzigki ktorej

e jest  potwierdzenie dlugotrwalego narazenia  (wielotygodniowego,

wielomiesiecznego) (Cooper et al., 2012).

2.1.3.2.

Zastosowanie analizy wlosa

Zgony zwigzane z uzyciem substancji chemicznych

Po$miertnie wykrycie lekow i narkotykéw we krwi dostarcza informacji na temat ich
krotkotrwatego przyjmowania przed zgonem, podczas gdy analiza wlosa moze
stanowi¢ niezastgpione zrédlo informacji na temat historii zazywania substancji
w ciggu miesiecy poprzedzajacych $mier¢. Dzigki tej technice mozna ustali¢
przyczyne zgonu, potwierdzi¢ abstynencj¢ 1 brak tolerancji na dany czynnik
toksyczny, stwierdzi¢ zatrucie ostre nawet w przypadku zaawansowanego rozktadu
zwlok (Cooper et al., 2012).

Przestepstwa z wykorzystaniem substancji chemicznych

Srodki najczeéciej podawane ofiarom przestepstw maja dzialanie sedatywne
I amnestyczne — takie jak benzodiazepiny. Wiaze si¢ to z poéznym zglaszaniem
przestepstwa na policje, co wyklucza pobranie tradycyjnych materiatow — Krwi
1 moczu. Wilosy umozliwiajg identyfikacje wiele miesiecy po zajsciu. Sytuacja taka
wymaga jednak wyspecjalizowanych metod 1 sprzetu, zdolnych wykry¢ substancje
podang w pojedynczej dawce, na poziomie pg/mg wlosow (Cooper et al., 2012).
Ochrona nieletnich

Analiza wlosa umozliwia ewaluacj¢ dlugotrwalej ekspozycji noworodkow 1 dzieci.
Wiosy 1 smoétka pobrane od noworodka potwierdzaja narazenie w przypadku dzieci
kobiet, ktore w czasie cigzy naduzywaty lekow, narkotykow i1 alkoholu. Niemowleta
karmione piersig przez kobiety stosujace leki przenikajgce do mleka rowniez moga
by¢ narazone na ich negatywne oddziatywanie. Dzieci rodza si¢ z wloskami roznej
dlugosci 1 gestosci, niektore tracg je krotko po narodzinach. U pozostatych jednak
mozliwe jest oznaczanie substancji w dystalnym odcinku todygi wlosa, ktory
odpowiada czgsci wyksztalconej w czasie zycia plodowego. Usredniony wspotczynnik
wzrostu wloséw stosowany u dorostych nie moze by¢ przyjety u dzieci, u ktorych
szybko$¢ wzrostu wlosow jest zroznicowana, a co za tym idzie - utrudniona jest u nich

walidowana analiza segmentowa (Cooper et al., 2012).
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2.1.3.3. Zebranie probek wlosow

Pobieranie wloséw jest nieinwazyjne i nie powoduje takiego skrepowania jak
oddawanie probki moczu. Zebrane wlosy nie muszg by¢ zamrazane i mozna je przechowywac
przez nieograniczony czas. Pasmo wlosow ucina si¢ z okolic wierzcholka glowy, mozliwie
najblizej skory, jako ze wlosy wykazuja w tym miejscu najmniejsze zroéznicowanie fazy
wzrostu. Na potrzeby badan komercyjnych nalezy $cig¢ lok grubosci otdwka, w celu
zabezpieczenia odpowiedniej ilo§ci materiatu na wykonanie potrzebnych testow lub powtdrng
analize w innym laboratorium. W przypadku osob, ktoére obawiaja sie, ze pobranie jednej
duzej probki pozostawi pusty skrawek skory — np. mate dzieci, osoby tysiejace — mozliwe jest
pobranie mniejszych probek z kilku miejsc koncentrujacych si¢ w poblizu wierzchotka glowy.
Wiosy z glowy sa probka preferowang, jednakze jesli ich zebranie jest niemozliwe nalezy
rozwazy¢ zebranie wlosow spod pachy, fonowych badz z brody. Pobranie wloséw tonowych
wymaga dodatkowo zgody naruszenia prywatno$ci, a wspolczynniki wzrostu wlosow
z wymienionych obszaréw ciala sa odmienne od tych z glowy. Zabiegi kosmetyczne —
zarOwno pielggnacji codziennej, jak 1 trwalej ondulacji, farbowania — mogg niszczy¢ jednolitg
powierzchni¢ wlosa 1 wplywaé negatywnie na stezenie substancji w jego macierzy, stad
wszelkie agresywne procedury chemiczne stosowane na wlosach powinny by¢ brane pod

uwagg podczas zbierania probek lub interpretacji wynikow analizy (Cooper et al., 2012).

RYCINA 16. Pobieranie probek wlosow
Zrédlo: po lewej - http://www.icassp2006.0rg; po prawej - http://www.concateno.com, data
wejscia: 29.05.2012
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Zalecenia proceduralne do pobrania probki wlosow:

1. przeprowadzane przez doswiadczong osob¢ w miejscu wolnym od zanieczyszczen

2. przeprowadzane w rekawiczkach z uzyciem zestawu do zbierania probek wg
zalaczonej instrukcji

3. zestaw powinien zawierac:

o formularze

e koperte do zabezpieczenia materialu
e torebkg¢/opakowanie zbiorcze

e instrukcj¢ pobrania materialu

4. wlosy powinny by¢ rozczesane, wyrOwnane, a miejsce przyciecia w poblizu
powierzchni skéry odpowiednio zabezpieczone (np. nitka, folig)

5. probki powinny by¢ przechowywane w suchym miejscu, bez dostgpu S$wiatla,
w temperaturze pokojowej. Zamrazanie prob jest wrecz niewskazane, ze wzgledu na
niebezpieczenstwo degeneracji wlosow (spulchnienie macierzy)

6. jesli wlosy byly mokre w momencie ich $cinania, nalezy je osuszy¢ przed
przechowywaniem.

Zalecenia proceduralne dotyczace $ledztw kryminalnych i medycyny sgdowej sg rozszerzone.

W celu prawidlowego przeprowadzenia analizy wilosa probki muszg by¢ starannie
odmierzone (w przypadku analizy segmentowej, w ktorej precyzyjnie okreslona dhugosc
pasma stanowi o prawidlowym okresleniu czasu narazenia) i zwazone (zarowno w analizie
segmentowe] 1 ogolnej — do ustalenia stg¢zenia ksenobiotyku w préobee). Etapy wazenia

i mierzenia wlosow zostaly zaprezentowane na rycinach 17 i 18.
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RYCINA 17. Wazenie probki wlosow
Zrédlo: http://www.psychemedics.com, data wejscia: 04.06.2012

RYCINA 18. Przygotowanie probki wiosow matki do analizy segmentowej — mierzenie
pasma wlosow

Zrédlo: materiaty whasne
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2.2. BENZODIAZEPINY

2.2.1. Historia

Synteze benzodiazepin faczy si¢ z nazwiskiem Leo Sternbacha, farmaceuty i chemika,
zatrudnionego w jednostce badawczej firmy Hoffmann-La Roche w Nutley, w New Jersey,
USA. We weczesnych latach 30. Sternbach jako student studidw podyplomowych na
Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie zsyntezowat kilka zwigzkow (tzw. heptoksydiazyn)
w celu uzyskania syntetycznych barwnikéw. W 1954 r., zainspirowany niesamowitym
sukcesem chlorpromazyny wznowil swoje badania nad tymi zwigzkami pod katem ich
dziatania psychoaktywnego. Naukowiec doszedt wtedy do wniosku, ze substancje te to tzw.
benzoksadiazepiny 1 zsyntezowat okoto 40 tego typu struktur. Mimo, iz wszystkie otrzymane
zwigzki byly farmakologicznie nieaktywne, Sternbach postanowil ustabilizowa¢ jeden z nich
metyloaming — aming pierwszorzgdowa (a nie jak w przypadku poprzednich nieudanych prob
— drugo i trzeciorzedowa aming). Zwigzek ten zostal oznakowany jako Ro 5-0690 i...
odlozony na poétke. W 1957 r. odnaleziono go podczas porzadkow i poddano analizie
farmakologicznej. Po  badaniach, ktore wykazaly wlasciwosci  anksjolityczne
i miorelaksacyjne poprawnie zidentyfikowano go jako 1,4-benzodiazeping. Zwigzek
opatentowano w roku 1958, natomiast do lecznictwa w 1960 roku wprowadzil go pod nazwa
handlowa Librium koncern farmaceutyczny Hoffman-La Roche. Nastgpnym lekiem z tej
grupy byt diazepam, ktory uzyskal nazwe¢ handlowg Valium. W latach 1969-1982 byt to
najczesciej przepisywany lek w Stanach Zjednoczonych. W ciagu kolejnych lat i dekad
pojawito si¢ wiele nowych benzodiazepin (Baenninger et al, 2004; Ban, 2006, a;
Ban, 2006, b).

2.2.2. Budowa

Pod wzgledem chemicznym benzodiazepiny sa pochodnymi (alkilowymi,
triazolowymi, chlorowcowymi, fenylowymi itp.) benzo-1,4-diazepiny. Podstawowg strukture
chemiczng tworzy polaczenie pierScienia benzenowego z  siedmioczlonowym,
heterocyklicznym pierScieniem diazepinowym (Feldman et al., 1997). Wyjatkiem jest
klobazam, o strukturze benzo-1,5-diazepiny (Rycina 19, Rycina 20). Nasladuja one
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prawdopodobnie dzialanie naturalnie wystepujacych zwigzkéw w osrodkowym ukladzie

nerwowym, tzw. endozepin.

YOO

RYCINA 19. Po lewej — budowa strukturalna benzo-1,4-diazepiny; po prawej — budowa
strukturalna benzo-1,5-diazepiny
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012
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RYCINA 20. Schemat podstawowej budowy strukturalnej wielu popularnych preparatow
benzodiazepinowych, takich jak np. diazepam (7-chloro-1-metylo podstawiony)
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012
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2.2.3. Mechanizm dzialania

Benzodiazepiny nasilaja neurotransmisj¢ GABA-ergiczng na poziomie moézgu
i rdzenia kregowego. Odpowiedzialne miejsca receptorowe znajdujg si¢ w rdzeniu kregowym,
hipokampie, podwzgorzu, istocie czarnej, korze mézdzku i korze mézgowej. Stymulacja
receptorow przez benzodiazepiny, ktoére wigza si¢ z receptorem allosterycznie w innym
miejscu niz GABA (kwas y-aminomastowy) powoduje zwigkszenie powinowactwa GABA do
receptora GABA-ergicznego. Receptory GABA-ergiczne sa zwigzane 2z kanalem
chlorkowym, a ich pobudzenie powoduje zwigkszenie czgsto$ci otwierania kanatu
chlorkowego, naptyw jonéw CI” do komorki i hiperpolaryzacj¢ blony (Rycina 21). Procesy te
prowadza do zmniejszenia pobudliwo$ci neuronéw i zahamowania przewodzenia impulsow
(Campo-Soria et al., 2006). Mechanizm dziatania benzodiazepin obejmuje nasilenie
aktywnosci GABA poprzez wigzanie z osrodkowym receptorem GABA-A. Istniejg cztery
typy receptora GABA-A wrazliwe na obecnos$¢ benzodiazepin, a rozrdznia si¢ je na podstawie
podjednostki a, ktorg zawieraja (o, 02, o3 oraz as) (Mohler et al., 2002; Lydiard RB, 2003).
Miejsca wigzania benzodiazepin w receptorze a;-GABA-A oraz a,-GABA-A bytly poprzednio
znane jako BZ-1 i odpowiednio BZ-2, lecz obecnie odchodzi si¢ od tej terminologii.
Receptory z podjednostka a; wystepuja w duzej ilosci w niemal wszystkich obszarach mézgu.
Reakcja benzodiazepiny z receptorem a;-GABA-A skutkuje uspokojeniem i efektem
amnestycznym, podczas gdy efekt anksjolityczny wynika z przylaczenia leku do receptora
a-GABA-A (Low et al., 2000). Drugi z wymienionych typéw receptora zlokalizowany jest
glownie w uktadzie limbicznym, korze moézgowej 1 prazkowiu. Obecnie dostepne
benzodiazepiny nie taczg si¢ selektywnie z zadnym z czterech podtypow receptora GABA-A.
Prowadzone sg badania nad stworzeniem leku, ktory bedzie selektywny wzgledem receptora
02-GABA-A, ktéry miatby dziatanie wytacznie przeciwlekowe, bez efektu sedacyjnego
i amnestycznego (Rycina 22) (Mohler et al., 2002; Low et al., 2000). Dodatkows =zaletg
takich zwigzkéw byloby minimalne zjawisko tolerancji, ograniczonej zaleznoS$ci
i zmniejszenie ryzyka zespotu odstawienia (Gorman, 2003). W lecznictwie funkcjonujg juz
leki o profilu wybidrczych agonistow receptora ai;-GABA-A, tak zwane Z-leki (Z-drugs) —

zolpidem, zaleplon, zopiklon i eszopiklon, ktore majg dzialanie nasenne.
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RYCINA 21. Schemat budowy kompleksu receptora GABAAa skladajacego si¢ z pieciu
biatkowych podjednostek: dwoch (az), dwoch (B2) i (v2) (benzodiazepiny (BDZ) przylaczaja
si¢ allosterycznie na powierzchni mi¢dzy podjednostkami oy i v2.)

Zrédlo: na podstawie http://en.wikipedia.org, data wejscia: 21.05.2012

M
Oy N S

‘\Y;"

i
P NH

PROPOFOL ETANOL
cr TIOPENTAL

¢

F 0 F
o
Fooa

S-IZOFLURAN

RYCINA 22. Przyktady substancji stymulujacych receptor GABAA
Zrédlo: na podstawie Belelli, Lambert, 2005
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2.2.4. Losy lekéw w ustroju

Benzodiazepiny sg dobrze wchtaniane z przewodu pokarmowego po 2-3 godzinach od
podania doustnego. Diazepam i klorazepat wchianiaja si¢ najszybciej, za§ oksazepam —
najwolniej. Sa rozprowadzane po calym organizmie i w sposob preferencyjny osiagaja
obszary o charakterze lipidowym, takie jak osrodkowy uklad nerwowy i tkanka tluszczowa.
Leki te ulegaja redystrybucji z organdéw silnie ukrwionych do tkanki thiszczowej. Stopien
wigzania z bialkami jest skorelowany z rozpuszczalno$cig w tluszczach. Substancje rdznig si¢
rozpuszczalno$cig lipidowa, co przeklada si¢ na odmienne wspdlczynniki wchlaniania,
szybkoscia wystgpienia efektu, a takze dlugoscig dzialania. Diazepam 1 klorazepat
charakteryzuje najwigksza rozpuszczalno$¢ w tluszczach 1 najszybsza czynno$¢
farmakologiczna, co jest zaleta w przypadku, gdy oczekiwane jest natychmiastowe
zahamowanie napadu lgku (cho¢ obydwa moga wywota¢ nieprzyjemne wrazenie odurzenia).
Wysoce lipofilne leki sg ponadto szybciej redystrybuowane z moézgu, co skraca ich czas
dziatania. Diazepam, lorazepam czy chlordiazepoksyd sa takze dostepne w postaci
preparatow do podania parenteralnego (dozylnych — z angielskiego intravenous, 1V,
domigsniowych — z angielskiego intramuscular, IM). Te drogi sa zazwyczaj zarezerwowane
do opanowania standbw najwyzszego pobudzenia, podniecenia, niepokoju, napadow
padaczkowych lub do indukcji sedacji przedoperacyjnej (Koda-Kimble, Young, 2008).
Nalezy zaznaczy¢, ze domig$niowe wstrzyknigcie zaroOwno diazepamu, jak
1 chlordiazepoksydu moze by¢ nieprzyjemne, a nawet bolesne. Diazepam moze wchtania¢ si¢
powoli 1 w sposOb nierOwnomierny, w zaleznos$ci od miejsca wstrzyknigcia. Lorazepam po
takiej drodze podania wchiania si¢ szybko 1 catkowicie, stad jest polecany, gdy zachodzi
konieczno$¢ bezzwlocznej interwencji anksjolitycznej (Charney, 2001). Benzodiazepiny
1 ich metabolity sg dobrze rozprowadzone po tkankach. Przenikajg barier¢ krew — mozg
i1tozysko, a takze przechodza do mleka matki.

Glownym aspektem ro6znigcym poszczegdlne benzodiazepiny jest ich profil
farmakokinetyczny, ktéry moze decydowac¢ o wyborze do terapii danej choroby. Cechami
odmiennymi sg biologiczny okres pdttrwania i metabolizm do aktywnych badz nieaktywnych
zwigzkow. Biologiczny okres pottrwania poszczegdlnych lekow moze by¢ stosunkowo
niedlugi (np. diazepamu), ale w wyniku procesow oksydacji watrobowej powstaja z nich
aktywne metabolity (demetylodiazepam, DMDZ), wykazujace wyjatkowo dhlugi czas

dziatania farmakologicznego (biologiczny okres pottrwania minimum 100 godzin) (Charney,
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2001). Rycina 23 ilustruje w jaki sposob benzodiazepiny wspoldziela podobne szlaki
metaboliczne. Diazepam i klorazepat ulegaja przeksztalceniu do demetylodiazepamu i innych
aktywnych metabolitow, ktére nastepnie s3 metabolizowane w watrobie. Podczas
przewleklego zazywania diazepamu moze doj$¢ do kumulacji demetylodiazepamu, co
skutkuje nadmierng sedacja. Demetylodiazepam jest ostatecznie przeksztalcany do
oksazepamu. Oksazepam, temazepam, triazolam oraz lorazepam maja krotki biologiczny
okres pottrwania (3-20 godzin), nie powstaja z nich aktywne produkty przemian, stad ich

stosowanie nie wywotuje problemu nagromadzenia metabolitow.

| CHLORDIAZEPOKSYD |

N
KLORAZEPAT | I DEMETYLOCHLORDIAZEPOKSYD | I DIAZEPAM

\ 4
DEMOKSEPAM |

DEMETYLODIAZEPAM
(nordiazepam)

OKSYDACJA / HYDROKSYLACJA
MIKROSOMALNA

\ 4 A 4
OKSAZEPAM || LORAZEPAM || TEMAZEPAM

SPRZEGANIE DO GLUKURONIDOW

A4 v v

WYDALANIE NIEAKTYWNYCH METABOLITOW Z MOCZEM

RYCINA 23. Szlak metaboliczny benzodiazepin
Zrédio: na podstawie Koda-Kimble, Young, 2008

Metabolizm benzodiazepin przebiega przede wszystkim na drodze hydroksylacji,

demetylacji i redukcji grupy nitrowej, przy udziale cytochromu P450 (Volz et al., 1979;

Tanaka, 1999). W demetylacji diazepamu do demetylodiazepamu posredniczy kilka izoform
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cytochromu P450, w tym CYP2C19, CYP3A4 i w mniejszym stopniu CYP2B6.
W przypadku stosowania zwyczajowych dawek diazepamu to CYP2C19 ma gléwny udziat
w metabolizmie leku, jednakze przy wyzszych dawkach i przedawkowaniu wigksze znaczenie
zyskuje CYP3A4. Drugi wazny metabolit diazepamu — temazepam — powstaje na skutek
hydroksylacji mediowanej przez izoenzym CYP3A4 (Schmider et al., 1996). Proleki, takie jak
klorazepat, ulegaja metabolizmowi do demetylodiazepamu (Charney et al., 2001). W zwiazku
z dhigim okresem poltrwania tego aktywnego metabolitu przewlekle stosowanie
benzodiazepin, ktére sa przeksztalcane do DMDZ moze prowadzi¢ do kumulacji leku
i przedluzenia efektu farmakologicznego. Benzodiazepiny wykazuja efekt kumulacyjny,
dlatego tez ich okres pottrwania wynosi do 200 godzin. Moze to wigza¢ si¢ z negatywnym
skutkiem nadmiernego uspokojenia i ataksji. Zjawisko to jest szczegoélnie problematyczne dla
starszych pacjentdéw lub oséb ze schorzeniami watroby. Stad mimo, iz dlugi czas dzialania
umozliwia dobowe dawkowanie jednorazowe, czgsto przepisywane sg mniejsze dawki
podzielone w celu uniknigcia skutkow ubocznych. Lorazepam, temazepam i1 oksazepam
przechodza 11 faz¢ metabolizmu podczas procesu glukuronidacji. Uwaza sig, ze sg substratami
w reakcji UDP — glukuronylotransferazy (izoforma 2B7). Leki te nie posiadaja aktywnych
metabolitéw, a ryzyko ich nagromadzenia w dtugotrwalej kuracji jest niewielkie. W rezultacie
sg czesto preparatami wybieranymi do leczenia osob starszych 1 z chorobami watroby.
W przeciwienstwie do reakcji utleniania fazy I, proces sprzegania do glukuronidow w fazie 11
nie pogarsza si¢ wraz z wiekiem (Liston et al., 2001). Metabolity te sa wydalane

Z moczem.

2.2.5. Zastosowanie

U ludzi dziatanie benzodiazepin ma cztery podstawowe skutki: przeciwlekowy,
przeciwdrgawkowy, miorelaksacyjny i sedatywno-nasenny. Srodki te sa uzywane w leczeniu
roznorodnych chorob i zaburzen, w tym kurczy mig¢sniowych, napadow padaczkowych,
zaburzen lekowych, pobudzeniu i bezsennosci. Benzodiazepiny szybko i krotko dziatajace sa
czesto stosowane w celu obnizenia poczucia lgku i obawy, a takze w sedacji przedoperacyjnej
i przed innymi zabiegami medycznymi (Koda-Kimble, Young, 2008). Sg niezwykle skuteczne
u pacjentow ze zdiagnozowanymi zaburzeniami lgkowymi, lecz nie w przypadku psychoz.
Niekiedy sa stosowane w leczeniu zaburzen psychosomatycznych, zespolu odstawienia

alkoholu oraz nadmiernego pobudzenia. Klonazepam i klorazepat znalazly zastosowanie
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w leczeniu napadow nieswiadomosci oraz napadéw mioklonicznych. Klorazepat jest takze
stosowany tgcznie z innymi antykonwulsantami w leczeniu padaczki czg$ciowej. Diazepam
i lorazepam sa uzywane do opanowania stanu padaczkowego. Inne zastosowania
benzodiazepin obejmujg m. in. tagodzenie stanow lekowych, stresu i niepokoju, zniesienie
swiadomos$ci, sedacje, zroOwnowazong anestezj¢, kontrole symptoméw odstawienia,
zwiotczenie migsni oraz wspomagajaco w leczeniu psychiatrycznym (Mathewson, Kuhn,
1991).

Ludziom od zawsze towarzyszylo dazenie do unikania stresu, zmniejszania napigcia,
minimalizacji leku. Od czasow starozytnych uzywano w tym celu alkoholu. Bromki (sodu,
potasu) zaczeto stosowaé w polowie XIX wieku jako $rodki uspokajajace, nasenne. Pierwszy
barbituran — fenobarbital — wprowadzono do lecznictwa w roku 1912. Wydarzenie to
stanowito przetom i dato poczatek syntezom oraz testom ponad 2000 zwigzkow z tej grupy.
Kilka z nich nadal jest w uzyciu. Zsyntezowanie w 1950 r. meprobamatu, wykazujacego
dziatanie uspokajajace, przeciwlekowe oraz nasenne, ukierunkowato badania nad nowymi
lekami na poszukiwanie §rodkéw uspokajajacych farmakologicznie bardziej selektywnych
i mniej toksycznych. Od momentu wprowadzenia na rynek diazepamu zsyntezowano ponad
3000 zwigzkow z grupy benzodiazepin, z czego okolo 25 stosuje si¢ obecnie na $wiecie.
Benzodiazepiny byly powszechnie stosowane w latach 60. i 70. XX wieku, jednakze po
okresie popularnosci dostrzezono, ze sg naduzywane. Er¢ anksjolitykow nie wykazujacych
wlasciwosci uzalezniajacych, niezwigzanych z ukladem GABA-ergicznym i nie
uposledzajacych zdolnosci psychomotorycznych, zapoczatkowat buspiron. Wymienione leki
fagodza jedynie wybrane symptomy, takie jak lek czy bezsenno$¢, ale nie wplywaja na
usuniecie ich przyczyn. Zespét leku uogolnionego (z angielskiego GAD — Generalized
Anxiety Disorder) jest jednym z najczestszych zaburzen Iekowych, z czestoscig
wystepowania od 3,9 do 6,6% (Tabela 1) (Lepine, 2002). Sredni wick pojawienia sie
symptomow zespotu wynosi 21 lat i dotyka kobiety dwukrotnie czes$ciej niz mezczyzn
(Pigott, 1999). U wigkszosci pacjentdOw wystepujg rownoczesnie inne choroby psychiczne, w
tym depresja i schorzenia Igkowe. Jest to szczegOlnie istotne w okresie, kiedy kobieta
decyduje si¢ na posiadanie dzieci i musi ograniczy¢ leczenie dotychczas przepisanymi

srodkami (Koda-Kimble, Young, 2008).
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TABELA 1. Charakterystyka wybranych zaburzen Igkowych

Zrédlo: na podstawie Bilikiewicz, 2007; Bilikiewicz et al., 2002

RODZAJ
ZABURZENIA

AGORAFOBIA

KRYTERIUM DIAGNOSTYCZNE

Irracjonalny lek przed przebywaniem na otwartej
przestrzeni, wyjsciem z domu, wejSciem do sklepu,
thamem, miejscami publicznymi, samotnym
podrézowaniem, wywolany obawa przed napadem paniki

i brakiem pomocy.

KOMPULSJA

Wystepowanie czynnosci przymusowych, natrectw, tzw.
rytuatow, dotyczacych cigglego czyszczenia
i sprawdzania wszystkiego, w celu niedopuszczenia do
niebezpiecznej sytuacji. U podstaw tego zachowania lezy
zazwycza] lek przed mozliwoscig niebezpieczenstwa,
a czynno$¢ rytualna jest bezskuteczng symboliczng proba

odwrdcenia tego niebezpieczenstwa.

ZABURZENIE
OBSESYJNO-
KOMPULSYWNE

Wystepowanie u chorego natretnych (obsesyjnych) mysli
oraz / lub zachowan przymusowych (kompulsywnych).
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ZESPOE LEKU
UOGOLNIONEGO

Nadmierny lgk Ilub obawy przed przysztymi
wydarzeniami, wystepujacy czesto przez okres co
najmniej 6 miesiecy, dotyczacy codziennych aktywnos$ci
(szkofta, praca itd). Dana osoba nie jest w stanie poradzi¢
sobie z objawami 1 ich kontrolowa¢. Symptomy:
niepokdj, nerwowos¢ lub podekscytowanie, latwe
meczenie si¢, drazliwos$¢, napiecie migsniowe, problemy
z zasypianiem, wstawaniem lub niespokojny sen,

problemy z koncentracja.

OBSESJA

Wystepowanie irracjonalnych mysli i impulsow, ktorym
towarzyszy przekonanie o ich niedorzecznosci 1 chec
uwolnienia si¢ od nich. Osoba dotknigta myslami
obsesyjnymi ma s$wiadomo$¢, ze pochodza one z jej
umystu, co ma znaczenie w diagnozie rdéznicowe]

zZ urojeniami.

ZABURZENIA
PANICZNE

Wystepowanie niespodziewanych napadéw  paniki,
charakteryzujacych si¢ uczuciem znacznego leku, ktorym
towarzyszg objawy somatyczne, takie jak: palpitacje
serca, pocenie si¢, drzenie, dusznos$¢ lub zadyszka,
uczucie dtawienia, b6l w klatce piersiowej, nieukladowe
zawroty glowy, lek przed utratg kontroli nad wiasnym
postepowaniem, Igk przed $miercig, parestezje, dreszcze
lub uderzenia gorgca. Objawy te majg charakter
nawrotowy. Chorzy unikajg zdarzen lub miejsc, ktore w
przesztosci wywolaty atak, aby unika¢ sytuacji mogacych

spowodowac ponowny atak paniki.
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ZESPOL
STRESU
POURAZOWEGO

Zaburzenie legkowe spowodowane przez stres o duzej sile,
powodujacy kryzys psychiczny, przekraczajacy ludzkie
przezywanie. Jest to opdzniona lub przedtuzona reakcja.
Objawy: przezywanie na nowo urazowej sytuacji
w natretnych wspomnieniach i1 koszmarach sennych,
poczucie odrgtwienia, odizolowanie od innych ludzi, brak
reakcji na otoczenie, niezdolno$¢ do przezywania
przyjemnosci, unikanie dziatan i sytuacji, ktore moglyby
przypomnie¢  przebyty uraz, stan nadmiernego
pobudzenia wegetatywnego z nadmierng czujnoscia i
wzmozong reaktywno$cig na bodzce oraz bezsennoscia,

lek, depresja, mysli samobojcze.

FOBIA PROSTA

Zaburzenie nerwicowe, ktorego objawem osiowym jest
uporczywy lek przed okreslonymi sytuacjami, zjawiskami
lub przedmiotami, zwigzany z unikaniem przyczyn go
wywotujacych 1 utrudniajacy funkcjonowanie
w spoteczenstwie. Fobie wywolywane sa przez pewne
sytuacje lub obiekty zewnetrzne wobec osoby
przezywajacej lek, ktore w praktyce nie sg niebezpieczne.
Atak paniki wystgpuje zaraz przed lub w trakcie

ekspozycji na sytuacje stresowa.

FOBIA SPOLECZNA

L¢k dotyczacy kontaktéow z innymi ludzmi powoduje
znaczne ograniczenia zyciowe u 0sob z tym zaburzeniem.
Jako przyczyny tego zaburzenia podaje si¢ czynniki
genetyczne, psychologiczne, spoteczno-kulturowe
i neurobiologiczne. Najbardziej typowymi objawami fobii
spotecznej sa uporczywy lek (obawa przed nienormalnym
zachowaniem si¢ ws$rod ludzi, o$mieszeniem lub
kompromitacja), czerwienienie si¢, drzenie rgk i mig$ni,
przyspieszone bicie serca, nadmierne pocenie, dusznosci.
Prowadzi ona zwykle do znacznego wycofania z relacji

spotecznych.
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2.2.6. Charakterystyka wybranych lekow

Charakterystyke wybranych lekow z grupy benzodiazepin zaprezentowano w tabeli 2.

TABELA 2. Charakterystyka wybranych lekow z grupy benzodiazepin

Zrédto: ulotki informacyijne dla pacjenta dotaczane do lekéw przez producentow

NAZWA HANDLOWA

NAZWA
NAZWA POLSKA PREPARATU
ANGIELSKA
SUBSTANCJI DOSTEPNEGO NA
SUBSTNACJI
CHEMICZNEJ POLSKIM RYNKU
CHEMICZNEJ
FARMACEUTYCZNYM
Alprazolam Alprazolam Xanax, Afobam
Bromazepam Bromazepam Lexotan
Chlordiazepoksyd Chlordiazepoxide Elenium
Diazepam Diazepam Relanium, Valium
Estazolam Estazolam Estazolam
Klobazam Clobazam Frisium
Klonazepam Clonazepam Clonazepamum TZF
Klorazepat disodowy Chlorazepate
) ) Tranxene, Cloranxen
(Klorazepan) dipotassium
Lorazepam Lorazepam Lorafen
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Lormetazepam Lormetazepam Noctofer

Nitrazepam Nitrazepam Nitrazepam
Oksazepam Oxazepam Oxazepam
Temazepam Temazepam Signopam

Opis lekoéw, wzory strukturalne oraz budowa przestrzenna (Ryciny 24 — 36) czesto

stosowanych lekow z grupy benzodiazepin, wymienionych w tabeli 2:

1.

Alprazolam — stosowany gléwnie w zaburzeniach depresyjnych i napadach paniki;
wykazuje pewne dziatania zbiezne z trdjcyklicznymi lekami przeciwdepresyjnymi
zachowujac wiasciwosci anksjolityczne benzodiazepin. Nagle przerwanie terapii
alprazolamem moze skutkowa¢ napadami drgawkowymi, psychoza 1 ,lekiem
z odbicia” (nawrot stanow Igkowych), gdyz jest on szybko usuwany z ustroju.
Bromazepam - anksjolityk, ktory wplywa korzystnie na nastroj i oddziatuje
W nieznacznym stopniu na sprawnos$¢ umystowa. Stosowany w stanach leku, niepokoju,
napiecia nerwowego. Zalecany w nerwicach narzagdowych, gtéwnie serca. Pomocniczo
w zespole napiecia przedmiesigczkowego i bolesnych menstruacjach.

Chlordiazepoksyd — dorazne, krotkotrwale leczenie objawowe zespolow lekowych,
w zwigkszonym napieciu migSniowym o rdznej etiologii. Pomocniczo w leczeniu
objawowego ostrego zespotu odstawienia alkoholu. Lek wchiania si¢ powoli, st¢zenie
maksymalne w osoczu osigga po okolo 2-4 godzinach od podania doustnego,
a wydalany jest dopiero po 2-4 dniach. Po podaniu mi¢$niowym wchianianie jest jeszcze
wolniejsze.

Diazepam — lek podany doustnic wywoluje efekt nasenny w ciggu jednej godziny,
natomiast podany dozylnie dziata przeciwdrgawkowo. Substancj¢ stosuje si¢ doraznie
w ostrych stanach lekowych i niepokoju psychoruchowym. Wskazany jest ponadto
w stanach podwyzszonego napigcia mig$niowego, premedykacji przed rdznymi

zabiegami diagnostycznymi i chirurgicznymi, a takze w zwalczaniu stanu padaczkowego.
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Podczas stosowania u dzieci moga wystapi¢ reakcje paradoksalne. Pomocniczo w terapii
choroby alkoholowej. Diazepam mozna zaaplikowaé¢ dozylnie w dawce jednorazowe;j
i wielokrotnej lub we wlewie kroplowym. Jednorazowo osobie doroslej podaje si¢
zazwyczaj dawke 5-10 mg z szybkoscig do 1 ml (5 mg) na minute. Dawke mozna podaé
powtérnie w interwalach 5-10 minutowych, ale catkowita ilo§¢ leku nie powinna
przekracza¢ 30 mg. We wlewach kroplowych lek podaje si¢ najczesciej po rozcienczeniu
100 mg (10 amputek po 2 ml) w 500 ml 0,9% roztworu chlorku sodu lub 5% roztworu
glukozy, z szybkoscig 40 ml na godzing. Stosuje si¢ takze podanie domig¢sniowe, po
ktérym lek wchiania si¢ powoli.

Estazolam — dziata nasennie, juz po po6t godziny od momentu zazycia. Lek na ogot nie
wywoluje uczucia porannego zmeczenia. Wplywa gldwnie na skrdcenie okresu
zasypiania, stabiej na wydtuzenie snu. Pomocniczo w terapii padaczki.

Klobazam - wskazany do leczenia stanéw Igkowych 1 napigcia psychicznego,
rozdraznienia, zaburzenia snu  pochodzenia  emocjonalnego, wspomagajaco
w padaczce i alkoholizmie.

Klonazepam — lek przepisywany w terapii padaczki, chorobach przebiegajacych ze
wzmozonym napi¢ciem nerwowym (np. tiki, bolesne skurcze migsni). Moze byc
stosowany w bezsennosci 1 wspomagajaco w psychozach. Pacjentow nalezy ostrzegaé, ze
dhugotrwale stosowanie moze prowadzi¢ do uzaleznienia, a p0 naglym odstawieniu
preparatu moga wystgpi¢ objawy abstynencyjne: halucynacje, pobudzenie ruchowe,
psychoza, drgawki, zaburzenia zachowania.

Klorazepat disodowy (klorazepan) — jest prolekiem, po podaniu doustnym szybko si¢
wchiania 1 ulega dekarboksylacji do poczatkowej formy aktywnej, jaka jest
demetylodiazepam. Podczas watrobowych przemian metabolicznych powstaje kolejny
aktywny zwigzek — oksazepam. Wskazany w terapii zaburzen lekowych i zespotu
odstawienia alkoholu oraz detoksykacji opioidowej, a takze wspomagajaco jako
antykonwulsant (stosunkowo stabe dziatanie przeciwdrgawkowe).

Lorazepam — preparat podawany gtéwnie w stanach Iekowych i podnieceniu, ktére maja
podloze ~w  chorobach organicznych, =zaburzeniach snu i  trudnosciach
w zasypianiu. Obniza napigciec migs$ni szkieletowych silniej niz np. diazepam.
Przepisywane dawki dobowe wynosza do 10 mg (z najwyzsza dawka wyznaczang na

noc).
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10.

11.

12.

13.

Lormetazepam — przeznaczony dla osob, ktére posiadaja trudnosci z zasypianiem
1 cierpig na ptytki, przerywany sen. Wywotany sen trwa 6-8 godzin. Leku nie stosuje si¢
u 0sob ponizej 18 roku zycia. Pacjenci powinni by¢ $wiadomi, ze lek nalezy odstawiac
stopniowo. Jego nagle odstawieniec moze spowodowaé podniecenie, bezsennosc,
zmniejszenie apetytu, nadmierne pocenie, drgawki. Srodek podawany roéwniez
w przygotowaniu do zabiegdéw chirurgicznych.

Nitrazepam - krotkotrwale leczenie bezsenno$ci charakteryzujacej si¢ trudno$cig
W zasypianiu i czestymi nocnymi przebudzeniami. Lek wykazuje ponadto dzialanie
przeciwdrgawkowe 1 obniza napigcie mig¢sniowe, stad jest stosowany w niektorych
formach padaczki u dzieci. Moze by¢ podawany jako $rodek uspokajajacy przed
zabiegiem chirurgicznym. Aby zmniejszy¢ ryzyko niepamigci nastepczej, pacjent
powinien mie¢ zapewniony nieprzerwany sen przez 7-8 godzin po zazyciu dawki.
U o0s6b w podesztym wieku mogg pojawic¢ si¢ reakcje paradoksalne — pobudzenie,
niepokoj, agresywnos¢.

Oksazepam — ufatwia zasypianie jesli trudnosci z zasnigciem wynikaja z niepokoju,
a efekt pojawia si¢ po ok. 1 godzinie od momentu zazycia, stad dawke nasenng
(wynoszaca ok. 10-20 mg) podaje si¢ zazwyczaj godzine przed snem. W procesie
biotransformacji oksazepamu nie powstaja aktywne metabolity, w zwiazku z czym lek
ten zostal uznany za stosunkowo bezpieczny i jest przepisywany jako lek z wyboru
u pacjentdéw w zaawansowanym wieku i ze schorzeniami watroby.

Temazepam — we wzmozonym napi¢ciu, stanach niepokoju i leku. Zazywany takze
w bodlach glowy pochodzenia nerwicowego lub przejsciowej bezsennosci. Przepisywany
w przypadku padaczki dzieciecej, zwlaszcza typu petit mal (napady mate). Lek podaje si¢
rOwniez pomocniczo w nadczynnos$ci tarczycy

(na podstawie ulotek informacyjnych dla pacjentow dotgczanych do lekow).
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RYCINA 24. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna alprazolamu
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012
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RYCINA 25. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna bromazepamu
Zrédto: http://upload.wikimedia.org, dostep 21.05.2012

> '
RYCINA 26. Wzo6r strukturalny 1 budowa przestrzenna chlordiazepoksydu

Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012

41



)

Nrj<N/ é ’

2

Cl

RYCINA 27. Wz6r strukturalny i budowa przestrzenna diazepamu
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, dostep 21.05.2012
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RYCINA 28. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna estazolamu

Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejscia: 21.05.2012
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RYCINA 29. Wzor strukturalny 1 budowa przestrzenna klobazamu
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, dostep 21.05.2012
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RYCINA 30. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna klonazepamu

Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012
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RYCINA 31. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna Klorazepatu
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, dostep 21.05.2012

RYCINA 32. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna lorazepamu
Zrédto: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012
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RYCINA 33. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna lormetazepamu
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, dostep 21.05.2012
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RYCINA 34. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna nitrazepamu
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012

RYCINA 35. Wzor strukturalny i budowa przestrzenna oksazepamu
Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, dostep 21.05.2012
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RYCINA 36. Wzo6r strukturalny i budowa przestrzenna temazepamu

Zrédlo: http://upload.wikimedia.org, data wejécia: 21.05.2012

W tabeli 3 przedstawiono krotka charakterystyke czesto stosowanych w Polsce lekow

z grupy benzodiazepin. Leki roznig si¢ pod wzgledem celu terapeutycznego, najczescie]

stosowanych dawek, co ma takze znaczenie w schemacie dawkowania i przystepnosci

leczenia. W skutecznym i dogodnym leczeniu wazny jest dobor leku o odpowiednio dlugim

okresie dzialania.

TABELA 3. Porownanie wybranych benzodiazepin

Zrédlo: na podstawie Koda-Kimble, Young, 2008; Rzewuska, 1997; Bilikiewicz et al. 2003

WSKAZANIA

DAWKA OKRES

[mg/dobe] DZIALANIA

Iek, lek zwigzany 0,5-6
ALPRAZOLAM z depresja, (do 10 w Igku krotki
lek paniczny panicznym)
lgk, zespot stresu
BROMAZEPAM 4-12 srednio dhugi
pourazowego
lek, lek
CHLOR- rzedoperacyjny,
P PEracyIny 15-100 dtugi
DIAZEPOKSYD ostry zespot
odstawienia alkoholu
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DIAZEPAM

lgk, zwiotczenie
miegsni, ostry zespot
odstawienia alkoholu,
lek przedoperacyjny,

przeciwdrgawkowo

2-40

dlugi

ESTAZOLAM

uspokajajaco,

nasennie

1-2

(przed snem)

srednio dhugi

KLOBAZAM

Igk, zespot

odstawienia alkoholu

20-30

dlugi

KLONAZEPAM

przeciwdrgawkowo,

lek paniczny

0,5-12

srednio dhugi

KLORAZEPAT

Igk, zespot
odstawienia alkoholu,

przeciwdrgawkowo

15-40

dtugi

LORAZEPAM

lgk, lek zwigzany
z depresja

2-6

krotki

LORMETAZEPAM

nasennie,

premedykacja

0,5-2

krotki

NITRAZEPAM

nasennie,
premedykacja,

epilepsja

2-10

srednio dtugi

OKSAZEPAM

lek, zespot

odstawienia alkoholu

30-120

krotki

TEMAZEPAM

uspokajajaco,

nasennie

15-30

(przed snem)

krotki

2.2.7. Przeciwwskazania i Srodki ostroznos$ci

Benzodiazepiny sa przeciwwskazane w przypadku nadwrazliwos$ci na leki z tej grupy.
Nie powinny by¢ takze stosowane u pacjentéw z powaznymi chorobami watroby, gdyz
stanowi ona organ metabolizujacy te substancje. Terapia benzodiazepinowa powinna byc¢

wdrazana w sposob przemys$lany u osob z chorobami uktadu oddechowego, niewydolno$cia
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nerek 1 ostra przerywang porfiria. Niektore benzodiazepiny (np. klonazepam) nasilaja
wydzielanie §liny i ostabiaja czynno$¢ oddechowa. Poniewaz leki te s3 wydalane z moczem
pacjenci z zaburzeniami pracy nerek powinni by¢ pod stala obserwacja podczas terapii.
Leczenie napadow padaczkowych i1 objawow neurologicznych w porfirii moze by¢
utrudnione. Wiele $rodkow przeciwdrgawkowych aktywuje dziatanie syntazy kwasu
aminolewulinowego (prekursor syntezy porfiryn) oraz cytochromu P450, co skutkuje dalsza
nadprodukcjg prekursoré6w hemu i pogorszeniem pierwotnej choroby. Benzodiazepiny moga
powodowac rozszerzenie zrenic oraz zwigkszaé cisnienie srodgatkowe, stad nalezy stosowad
je ze szczeg6lng ostroznos$cia u pacjentow cierpigcych na jaskre z waskim katem
przesaczania. Benzodiazepiny moga by¢ stosowane w polaczeniu z innymi depresantami
wylacznie przy zachowaniu ostrozno$ci, gdyz mozliwe jest wystapienie depresji osrodka
oddechowego. U pacjentow stosujagcych dlugotrwale benzodiazepiny moze rozwing¢ si¢
tolerancja. Z kolei w przeciwienstwie do innych lekow przeciwdrgawkowych, nagle
przerwanie terapii klonazepamem moze wywola¢ stan padaczkowy. Bezpieczenstwo
stosowania w cigzy 1 w czasie laktacji nie zostalo potwierdzone. Leki z tej grupy przechodza
do mleka matki. Stosowanie diazepamu w czasie karmienia piersig jest niewskazane, gdyz lek

kumuluje si¢ w organizmie noworodka (Mathewson Kuhn, 1991).

2.2.8. Skutki uboczne

Najpowazniejsze skutki uboczne zazywania benzodiazepin sg nastepstwem dziatania
depresyjnego na osrodkowy uktad nerwowy. W leczeniu doraznym i1 ambulatoryjnym,
w ktorym przewaznie stosuje si¢ mate dawki leku, dominujg objawy takie jak: zawroty glowy,
sennos¢, zmeczenie, apatia, ataksja, dyzartria (zaburzenia mowy) oraz zaburzenia
behawioralne (np. agresja, nadaktywnos$¢, rozdraznienie, trudnosci z koncentracjg). U osob
starszych obserwowano splatanie, ktore jest jednak odwracalne po obnizeniu dawek lub
zakonczeniu podawania leku. Po podaniu dozylnym diazepamu, lorazepamu lub klonazepamu
moga wystapi¢ zaburzenia krazeniowe i oddechowe, zwlaszcza w przypadku jednoczesnego
zastosowania innych depresantow (Mathewson Kuhn, 1991).

Nalezy podkresli¢, ze przewlekle przyjmowanie wigkszosci srodkéw uspokajajaco-
nasennych prowadzi do wyksztalcenia uzaleznienia. Czesto przedstawiciele opieki
zdrowotnej, jak 1 sami pacjenci decyduja si¢ na terapi¢ anksjolitykami w celu ograniczenia

stresu dnia codziennego. Leki te zapewniaja chwilowa ulge i ,,chemiczng ucieczke”, co
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wzmacnia ich pozycje na rynku farmaceutykow i popularnos¢, a oddala konieczno$¢ uporania
si¢ z przyczyng stresu.

Niektore silniejsze 1 szybciej dzialajace $rodki sedatywne sg takze uzywane w celu
ulatwienia zasnigcia. Wydaja si¢ one wydtuza¢ czas snu, jednakze niekoniecznie gwarantuja
uczucie wypoczecia. Ma to zwiazek z faktem, ze wydtuza si¢ jedynie okres snu przypadajacy
na I i1l faze snu, a jednoczesnie spada liczba cykli i dlugo$é czasu snu REM (z angielskiego
Rapid Eye Movement — szybkiego ruchu gatek ocznych), skracajac fazg snu glebokiego.
Istnieje hipoteza, ze problemy zwigzane z fazg REM snu sprawiaja, ze pacjenci zaczynaja
przyjmowac anksjolityki w sposob regularny, dlugotrwaty, co prowadzi do uzaleznien.
Senno$¢ 1 ataksja to najczesciej wystepujace skutki uboczne wynikajace z podstawowych
wlasciwosci farmakologicznych benzodiazepin (tabela 4). Co ciekawe, pacjenci przyjmujacy
te leki w celu zmniejszenia uczucia Igku i stresu zazwyczaj nie uskarzajg si¢ na wymienione
problemy. Jednakze osoby zazywajacy benzodiazepiny przeciwdrgawkowe zglaszaja te efekty
jako wyjatkowo ucigzliwe. Rzadszym zjawiskiem jest amnezja nastegpowa, ktora mimo, iz
stanowi efekt uboczny, jest niekiedy wykorzystywana w celach terapeutycznych — lorazepam
pomocniczo w leczeniu nudnosci podczas chemioterapii lub diazepam podawany dozylnie
przed zabiegiem chirurgicznym, kardiowersjg elektryczng 1 porodem. Moga wystapic
dolegliwosci  zotadkowo-jelitowe, nudnosci 1 wymioty. Sposobem zmniejszenia
dokuczliwosci tych objawdw jest zazywanie benzodiazepin w czasie lub zaraz po positku.
Inne rzadkie skutki uboczne to: zaburzenia wzroku i mowy, hipotensja, bole glowy,
bezsennos¢, depresja, bradykardia, spadek libido, zoltaczka, zaparcia, wysypka, nietrzymanie
moczu. W przypadku benzodiazepin mozliwe jest takze wystgpienie swoistych reakcji
paradoksalnych, takich jak ekscytacja, wrogo$¢, agresja, splatanie i halucynacje (Mathewson
Kuhn, 1991).
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TABELA 4. Symptomy wystepujace w zespole odstawienia benzodiazepin
Zrodio: na podstawie Koda-Kimble, Young, 2008

T TSTTIIAGT SREDNIO CZESTO RZADKO
WYSTEPUJACE WYSTEPUJACE

lek mdlosci splatanie
bezsennos¢ depresja delirium
drazliwos$é ataksja psychoza
stabos¢ / tkliwo$¢ migSniowa hiperrefleksja napady padaczkowe
drzenia zaburzenia widzenia katatonia
spadek / zanik apetytu zmeczenie

2.2.9. Interakcje

Benzodiazepiny nie podlegajg tak zlozonym interakcjom z innymi lekami jak
wiekszos$¢ srodkéw uspokajajacych i1 nasennych. Podstawowa interakcjg lekow z tej grupy
jest oddziatywanie z pozostatymi depresantami OUN. Do substancji tych naleza miedzy
innymi: napoje  alkoholowe, opioidowe leki przeciwbolowe, pozostate leki
przeciwdrgawkowe, fenotiazyna, leki przeciwhistaminowe 1 inne leki uspokajajaco-nasenne.
Takie pofaczenie prowadzi do nadmiernej sedacji 1 uposledzenia sprawnosci ruchowej,
a nawet zaburzen oddechowych i $§mierci (Mathewson Kuhn, 1991).

W  zaleznosci od budowy 1 mechanizméw metabolicznych jakim podlegaja
poszczeg6lne benzodiazepiny, mozna je podzieli¢ na dwie grupy. Te krotko dziatajace nie
wchodza w sposob znaczacy w interakcje. Zdecydowana wigkszo$¢ jednak,
a zwlaszcza leki dlugo dzialajace, ktore sa metabolizowane przy udziale cytochromu P450
wykazuja wigkszy potencjat do interakcji z innymi substancjami (Meyler, Aronson, 2006).

Zwiazki, ktore upo$ledzaja dziatanie enzymoéw cytochromowych w watrobie (takie jak
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doustne $rodki antykoncepcyjne, przeciwgrzybiczne 1 przeciwbakteryjne) obnizaja
wspofczynnik eliminacji benzodiazepin metabolizowanych przez uktad cytochromu P450, co
potencjalnie moze prowadzi¢ do kumulacji leku i wystapienia nasilonych efektow ubocznych.
Istniejg takze leki (takie jak ryfampicyna, karbamazepina czy fenytoina) o odwrotnym
mechanizmie dziatanie - indukujagcym aktywno$¢ enzymatyczng, ktora skutkuje

przyspieszeniem eliminacji benzodiazepin i ich mniejsza efektywnoscia (Moody, 2004).

2.2.10. Epidemiologia

Benzodiazepiny sa powszechnie przepisywane pacjentom przez lekarzy. Jednak
przeglad pismiennictwa Swiatowego wskazuje, ze cel terapeutyczny, czesto$¢ stosowania oraz
wybdr lekow jest niezwykle zrdznicowany 1 zalezny w duzej mierze od polityki lekowe;
danego kraju. Wedhug Riss i wspotpracownikow benzodiazepiny utrzymuja swoja wazng
pozycje w leczeniu epilepsji, a takze jako leki pierwszego wyboru w terapii stanu
przedrzucawkowego i po niedotlenieniu (Riss et al., 2008). Sposréd 35 dostepnych lekow
Z tej grupy w leczeniu napadow padaczkowych i drgawkowych uzywa si¢ kilka: klobazam,
klonazepam, klorazepat, diazepam, lorazepam i midazolam. Diazepam i lorazepam sa
stosowane glownie do opanowania naglych atakow, podczas gdy klobazam, klonazepam
i klorazepat — zazwyczaj w terapii przewleklej padaczki. Randomizowane badania dowodza
skutecznos$ci tych lekow (zwlaszcza diazepamu 1 lorazepamu) we wstepnych interwencjach
leczniczych w przypadku stanu padaczkowego (Alldredge et al., 2001; Treiman, 1998).
Roéwniez efektywnos¢ w leczeniu zespolu Igku uogoélnionego i wielu innych zaburzen
lekowych jest dobrze udokumentowana (Brawman-Mintzer, 2001). Leki te zapewniajg szereg
waznych klinicznie zalet w stosunku do uprzednio stosowanych substancji, takich jak
barbiturany, meprobamat czy alkohol. Nalezy do nich zaliczy¢ bardziej specyficzne dziatanie
anksjolityczne, mniejsza $miertelnos¢ w toksycznosci ostrej 1 z przedawkowania, mniej
ucigzliwe efekty uboczne, nizszy potencjal do naduzywania, oraz mniej nicbezpieczne
interakcje z innymi lekami. W obliczu tych cech przepisywanie i stosowanie starszych
zwigzkow jest nieuzasadnione i niewskazane (Koda-Kimble, Young, 2008). Okoto 2/3
benzodiazepin ordynowana jest przez lekarzy ogdlnych, z czego zdecydowana wigkszo$¢ —
80% stosowana jest u pacjentow z zaburzeniami emocjonalnymi 1 psychicznymi.
W pozostatych przypadkach zalecane sg w chorobach uktadu krazenia i w mniejszym stopniu

— w dolegliwosciach zoladkowo-jelitowych. Najczes$ciej korzystaja z terapii lekami z tej
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grupy osoby w podesztym wieku, ktére niejednokrotnie cierpia na wiele schorzen
somatycznych (Rzewuska, 1997). Naukowcy 1 s$wiadczeniodawcy opieki zdrowotnej
finansowanej ze $rodkow publicznych w wielu krajach (Belgia, Francja, Niemcy, Wiochy,
Holandia, Hiszpania i Stany Zjednoczone) ustalili, iz lekarze pierwszego kontaktu przepisuja
najwicksze ilosci preparatdéw benzodiazepinowych. Analiza recept i profilu pacjentow
wykazata, ze jest to zjawisko zwigzane z wiekiem, plcig i chorobami towarzyszacymi.
Wyzszy odsetek takich lekow stosuje sie u osob powyzej 65 roku zycia, kobiet, u oséb
cierpigcych na choroby uktadu krazenia oraz tych, ktérzy w znacznym stopniu korzystaja
z opieki zdrowotnej (Rosman et al., 2011; Demyttenaere et al., 2008; Kisely et al., 2000;
Paulose-Ram et al, 2004; Dell'osso, Lader, 2012). Ankiety dotyczace stosowania
benzodiazepin w Wielkiej Brytanii pokazuja, ze po przejsciowym spadku ilo$ci recept
wydawanych na te leki odnotowano ponowny wzrost. Okoto 3,5% grupy, niemal 5000
respondentéw stanowily osoby aktualnie zazywajace leki psychotropowe, z czego az 63%
miato przepisane benzodiazepiny. Badanie potwierdzilo rowniez zalezno$¢ terapii
benzodiazepinami od wieku i pici (Ohayon et al., 1998). Podobne wyniki uzyskano
w Norwegii — 2/3 recept na benzodiazepiny lekarze ogdlni wydali kobietom, z ktorych ponad
polowa to pacjentki powyzej 65 roku zycia (Straand, Rokstad, 1997). W 2001 roku we Francji
przeprowadzono sondaz, z ktorego wynikato, ze benzodiazepiny zazywa 7,5% ankietowanych
— dwukrotnie czgSciej kobiety i osoby w podesztym wieku (Lagnaoui et al., 2004). Staranna
ocena danych pochodzacych z UK National Health Service (Narodowa Stuzba Zdrowia
Wielkiej Brytanii) dowodzi, ze popularno$¢ benzodiazepin w ciggu ostatnich 20 lat
nieznacznie wzrosla, przy uwzglednieniu ze preparaty z tej grupy o dziataniu nasennym
zostaly w duzej mierze zastgpione przez uzycie Z-lekow (Dell'osso, Lader, 2012). Wioskie
badanie dotyczace trenddow w konsumpcji benzodiazepin wykazato, ze w latach 1995-2003
utrzymywalo si¢ ono na stalym, znaczgcym poziomie (Ciuna et al., 2004). Jednakze najwigcej
lekéw z tej grupy uzywa si¢ w Japonii. Analiza elektronicznej bazy danych blisko 650 tysiecy
recept sugeruje, ze 6,1% z nich przepisano na benzodiazepiny o dziataniu anksjolitycznym,
a 5,8% - nasennym. Leki te byly najczesciej stosowane w medycynie wewnetrznej, chirurgii,
na oddzialach neurologicznych, rzadziej w jednostkach leczenia psychiatrycznego.
Antydepresanty przepisywano znacznie rzadziej (Nakao et al., 2007). Rozpatrujac kwestie
czestosci korzystania z benzodiazepin nie sposdb nie wspomnie¢ o zjawisku naduzywania
tych lekow. Jako Ze benzodiazepiny naleza do $rodkdéw psychoaktywnych sa stosowane

w celach nieterapeutycznych, rowniez tacznie z alkoholem i narkotykami (Substance Abuse
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and Mental Health Services Administration, 2011). Powszechne jest zazywanie tych lekow
bez specjalnych zalecen lekarza lub w zbyt duzych i czestych dawkach. Szybki efekt
uspokajajacy 1 wlasciwosci nasenne sprawiaja, ze sg takze chgtnie uzywane w sytuacjach
zwyklego podenerwowania, stresu dnia codziennego, zamiast we wskazaniach chorobowych.
Ponadto wiele panstw boryka si¢ z problemem fatszerstw recept na benzodiazepiny (Pauly
et al., 2012). Szacuje sig, ze az 33,4% interwencji ratownictwa medycznego bylo zwigzanych
z niemedycznym uzyciem lekow psychotropowych, szczegélnie tych o dziataniu
sedatywnym, nasennym i przeciwlegkowym. To wlasnie benzodiazepiny stanowily najwigksza
grupe substancji naduzywanych lub zle uzywanych substancji, zwlaszcza wsrod osob miedzy
18 a 44 rokiem zycia. Najczesciej zazywanymi lekami byly alprazolam, klonazepam,
diazepam oraz lorazepam. W 28% przypadkéw podjetych prob samobdjczych z uzyciem
lekow zastosowano benzodiazepiny. Na przestrzeni lat 2004-2008 zaobserwowano og6lny
wzrost ilosci tych przypadkow (uzycie alprazolamu w celu samobdjczym wzrosto az o 87%)

(Substance Abuse and Mental Health Services Administration, 2011).

2.3. CIAZA

2.3.1. Stosowanie lekow w czasie cigzy i laktacji

Juz dawno zauwazono, iz choroby czy trucizny ktore wywieraja szkodliwy wplyw na
stan zdrowia ci¢zarnej kobiety stanowig podobne lub nawet wicksze zagrozenie dla dziecka.
Zalezno$¢ taka zaobserwowano m.in. w przypadku wirusa rozyczki, czy kity wrodzone;.
W ostatnim stuleciu okazalo si¢ jednak, ze istnieje wiele substancji, ktore wywotuja
toksyczne efekty wylacznie u plodu. Do substancji, ktére wywolaly tragiczne efekty
u plodow, mimo braku ewidentnych skutkow ubocznych u matek nalezg dietylstilbestrol,
talidomid oraz metylorte¢. Stosunkowo niedawno zainteresowano si¢ takze negatywnym
wplywem natogéw matki na prawidlowy rozwdj ptodu — paleniem tytoniu, piciem alkoholu
oraz naduzywaniem lekow.

Postep nauki i techniki umozliwil badaczom ustalenie wptywu czynnikow endo-
1 egzogennych na rozwo6j plodu. Nowoczesne badania prenatalne pozwalaja stwierdzi¢, czy
dziecko bedzie zdrowe i czy bedzie si¢ prawidlowo rozwijato. W przypadku zagrozenia cigzy
mozliwe jest ponadto okreslenie profilaktyki i terapii. Badania te pozwalaja na wykrycie wad

rozwojowych plodu, powstatych zarowno na drodze obcigzenia genetycznego, jak i w wyniku
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dziatania czynnikow zewngtrznych. Mimo, iz dziatanie srodowiska zewnetrznego odpowiada
zaledwie za 10% uszkodzen, stanowi ono zagrozenie, ktore niejednokrotnie mozna wykluczy¢
poprzez $wiadoma prewencj¢. Piod jest narazony na niekorzystny wplyw $rodowiska
szczegOlnie podczas pierwszych 10 tygodni, kiedy nastepuje formowanie si¢ gldéwnych
narzadow ciala. Czynniki, mogace powodowa¢ wady plodu, dzieli si¢ na cztery grupy —
teratogeny, infekcje, nalozenie si¢ réznych czynnikéw oraz komplikacje cigzy i porodu.
Gloéwnie rolag matki rozwijajacego si¢ w jej tonie dziecka jest odpowiedzialne unikanie
zwlaszcza tych pierwszych. Za czynniki teratogenne uwaza si¢: leki, uzywki, promieniowanie
jonizujace, niedobér witamin, niektoére zwigzki chemiczne. Stopien szkodliwosci teratogenow
uzalezniony jest od tego, w ktérym momencie rozwoju ptodowego nastgpito ich dzialanie
(Moghe et al., 2008).

Stosowanie lekéw w czasie cigzy stanowi duze wyzwanie terapeutyczne, Z powodu
potencjalnych skutkéw ubocznych jakie moga wystapi¢ u zarodka, plodu 1 noworodka.
Ograniczona ilo$¢ randomizowanych badan naukowych komplikuje kwestie wyboru lekow
dla kobiety cigzarnej, nawet jesli ich zastosowanie jest niezbedne. Wiekszos$¢ lekow nie jest
wskazana przez producentéw do uzycia w cigzy ze wzgledow natury medycznej i prawne;.
Obecnie, zaledwie kilka §rodkow leczniczych z tysiecy opcji terapeutycznych jest dobrze
sprawdzona i uznana za stosunkowo niegrozne dla rozwoju zarodka i ptodu. Wiedza na temat
potencjatu teratogennego rdéznorodnych zwigzkow moze zostaC wykorzystana do
zapobiegania lub ograniczenia narazenia ptodu w czasie cigzy. Wiele kobiet wyraza generalny
poglad, ze uzycie jakichkolwiek lekow w cigzy moze zaszkodzi¢ dziecku. Taka opinia
skutkowa¢ moze decyzja o zakonczeniu cheianej cigzy badz odstawieniu koniecznej terapii na
czas trwania cigzy. Doglebna analiza, obejmujaca ocene ryzyka narazenia ptodu na szkodliwe
substancje, jak rowniez krytycznego momentu tego narazenia w trakcie cigzy, pozwala na

racjonalizacje indywidualnego procesu leczenia (Koda-Kimble, Young, 2008).

2.3.1.1. Losy lekow w uktadzie matczyno — ptodowo — tozyskowym

Obecnie wigkszo$¢ lekarzy ogranicza ilo$¢ lekow przepisywanych cigzarnym
pacjentkom i zaleca im powstrzymywanie si¢ od stosowania preparatow z tzw. grupy OTC
(z angielskiego Over The Counter), dostepnych bez recepty. Poniewaz jednak wiele kobiet
stosuje leki w czasie cigzy, istotne jest u§wiadamianie ich w zakresie zagrozen z tym

zwigzanych. Jesli zazywanie lekéw jest konieczne w celu utrzymania zdrowia, ich dawka
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powinna by¢ dostosowana do potrzeb pacjentki, tak by byla efektywna, a zarazem
nieszkodliwa dla rozwijajacego si¢ plodu (Mathewson Kuhn, 1991).

Zmiany fizjologiczne, zachodzace w organizmie kobiety w czasie cigzy wptywaja na
wszystkie parametry farmakokinetyczne przyjmowanych substancji. Dotyczy to zar6wno
absorpcji, dystrybucji, biotransformacji, jak i wydalania. Na podstawie pomiaréw
powyzszych zmian oraz po uwzglednieniu przemian hormonalnych mozna racjonalnie

zindywidualizowa¢ dawkowanie.

Absorpcja
Oproéznianie zofadka oraz motoryka zotadkowo-jelitowa ulegaja zahamowaniu w czasie cigzy
na skutek podwyzszonych stgzen progesteronu. Zjawisko to jednak nie wplywa zazwyczaj na

opdznienie i zmniejszenie stopnia wchtaniania lekow z przewodu pokarmowego (Mathewson

Kuhn, 1991).

Dystrybucja

W czasie cigzy znacznie zwigksza si¢ objetos¢ ptynow ustrojowych. Najwiekszy przyrost
dotyczy plynow zewnatrzkomérkowych. Objetos¢ osocza zwigksza si¢ o 50%, podczas gdy
stezenie biatek osoczowych spada. Poniewaz wigkszos$¢ lekéw wigze si¢ z bialkami osocza
przektada si¢ to na podwyzszenie frakcji wolnej, wywolujacej efekt farmakologiczny. Moze
to skutkowa¢ zmianami w objetosci dystrybucji 1 osoczowym stezeniu leku. Najwieksze
zmiany dotycza lekow charakteryzujacych si¢ niskg rozpuszczalnoscig w tluszczach, ktoére
w duzym stopniu wigza si¢ z bialkami osocza. Takie zjawisko skutkowatoby wydluzeniem
biologicznego okresu poftrwania, jednakze w cigzy zwicksza si¢ klirens zwigzany
z biotransformacjg i wydalaniem. Efektem moze by¢ obnizenie catkowitego stezenia leku

w osoczu kobiety cigzarnej, co wigze si¢ z koniecznoscig monitorowania efektywnosci terapii

(Mathewson Kuhn, 1991).

Biotransformacja

Uwaza si¢, ze w czasie cigzy metabolizm watrobowy ksenobiotykow jest zwigkszony,
glownie w zwigzku ze stymulacja progesteronows. Istniejg takze dowody na podwyzszone
wydzielanie enzymow metabolizujacych leki. Niewielki udziat w calkowitym metabolizmie

maja roéwniez przemiany lozyskowe i zachodzace w watrobie ptodu (Mathewson Kuhn,
1991).
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Wydalanie

W przypadku zwigkszonego metabolizmu ksenobiotykow dochodzi do podwyzszenia klirensu
watrobowego, co w efekcie przyspiesza ich eliminacj¢ z ustroju i skraca biologiczny okres
pottrwania. Nerkowy przeplyw krwi zwigksza si¢ w czasie cigzy niemal dwukrotnie
w stosunku do stanu sprzed cigzy. Znacznie wzrastaja rOwniez wspotczynnik przesaczania

ktebuszkowego i klirens kreatyninowy (Mathewson Kuhn, 1991).

W obliczu powyzszych faktéw oczywista wydaje si¢ konieczno$¢ zastosowania zmian
w podawaniu lekow kobietom cigzarnym. Jednakze dane dotyczace sposobu podania sg
dostepne dla nielicznych lekow. Potrzebne jest poszerzenie badan nad efektywnos$cig lekow

W cigzy, co jednak wigze si¢ z problemem etycznym.

2.3.1.2. Transport przeztozyskowy

Efekt dziatania leku na ptod zalezy od jego dystrybucji w ustroju. Ksenobiotyk moze
podlega¢ dystrybucji ogdlnoustrojowej badz selektywnej. Rodzaj dystrybucji jest istotny
w okresleniu, czy lek przenika przez barier¢ tozyskowa. Lozysko wykazuje istotng funkcje
przepuszczania substancji z ustroju matki do plodu. Najwazniejszymi parametrami
decydujacymi o transporcie przeztozyskowym sg wilasciwosci fizykochemiczne substancii,
stan fizjologiczny tkanki lozyska oraz matczyne 1 plodowe krazenie lozyskowe. Do
czynnikow fizykochemicznych charakteryzujacych substancje naleza: masa molekularna,
struktura molekularna, stopien jonizacji, rozpuszczalno$¢ w thiszczach i stopien wigzania
z biatkami. Leki o masie czgsteczkowe] mniejszej niz 600 z tatwoscig przenikaja przez
fozysko. Im wyzszy jest stopien jonizacji leku, tym mniejsze prawdopodobienstwo, ze
przenikng barier¢. Podobnie zachowaja si¢ substancje, ktore w duzym stopniu wigzg si¢
z biatkami osocza matki. Na transport przeztozyskowy duzy wptyw ma takze réwnowaga
kwasowo-zasadowa u matki i plodu. Plodowa hipoksja i zwigzana z nig kwasica moze
wywotywa¢ u plodu akumulacje ksenobiotykow o charakterze zasadowym. Ytozysko
charakteryzuje ponadto zdolno$¢ metabolizowania substancji, zarowno do zwigzkéw mniej,
jak 1 bardziej aktywnych. Ta cecha jest istotha w planowaniu terapii, w zaleznosSci czy
planowany efekt ma zosta¢ wywotany u matki czy u plodu, a takze w celu unikniecia dziatan
niepozadanych. Zwiazki, ktore ulegaja aktywacji podczas metabolizmu tozyskowego moga

pojawia¢ si¢ w stezeniach toksycznych w ustroju plodu. Stopien przenikania przez barierg
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fozyskowa zalezy takze od krazenia maciczno-tozyskowego. Przeptyw krwi zmniejsza si¢
przed porodem lub w wyniku okreslonych dolegliwosci, takich jak stan przedrzucawkowy,
nadci$nienie lub cukrzyca. Podczas skurczow macicy przeptyw krwi zostaje ograniczony, co
moze skutkowa¢ zatrzymaniem i kumulacja lekéw w organizmie plodu. Jest to zwigzane
z niemoznoscig powrotu substancji przez fozysko do krazenia matczynego.

Kilka czynnikéw moze wywota¢ efekty uboczne dziatania lekéw u plodu: rodzaj leku,
ilo§¢ leku, wspofczynnik eliminacji, dystrybucja w tkankach plodu, wiek plodowy czy
dzialanie specyficznych receptorow w organizmie plodu. W pierwszym trymestrze
ksenobiotyki moga w znaczacy sposob wpltywaé na rozwdj plodu. Stopien toksycznosci
i wielkos¢ efektow teratogennych jest rozna na poszczegdlnych etapach cigzy. Od momentu
zaplodnienia do implantacji obserwuje si¢ szereg mozliwych skutkéw dzialania lekow,
poczawszy od uszkodzen — ktore rozwijajacy si¢ zarodek potrafi naprawia¢ 1 minimalizowac
— az po $mier¢ embrionalng 1 aborcje cigzy. Okres organogenezy to czas, w ktorym mogag
wystapi¢ najwigcksze malformacje. Uklad moczopiciowy i1 podniebienie sa najbardziej
wrazliwe na szkodliwe dzialanie ksenobiotykéw po 36 dniu cigzy. W okresie plodowym
czynniki teratogenne wplywaja na komorki wywotujac ich $mier¢, spowolnienie wzrostu lub
zahamowanie dyferencjacji. Po 8 tygodniu cigzy mézg plodu rozwija si¢ bardzo intensywnie
1 jest niezwykle wrazliwy na szkodliwe dzialanie teratogenéw. Po pierwszym trymestrze leki
nie powoduja powaznych nieprawidlowosci strukturalnych, lecz moga w istotny sposob
zaburza¢ wzrost 1 rozwoj funkcjonalny ptodu lub prowadzi¢ do jego intoksykacji.

Wiele substancji chemicznych przenika z tatwoscig z krwi matki do plynu
owodniowego. Jednym z najszerzej omawianych zwigzkow w tej grupie jest alkohol etylowy.
Bardzo szybko przechodzi on bariere tozyskowa i szybko osigga w ptynie owodniowym takie
stezenie jak we krwi matki. Dwukrotnie dluzszy jest jednak jego czas biotransformacji
1 eliminacji z tego srodowiska. Podobnie zachowuje si¢ wiele lekow, ktore zazywa matka.
Istotnym czynnikiem warunkujacym ich dystrybucje w ustroju ci¢zarnej kobiety i1 ptodu jest
m.in. zdoIno$¢ wigzania si¢ ksenobiotykow z biatkami surowicy. Przyktadem ilustrujgcym to
zjawisko jest dikloksacylina, ktora wigze si¢ z bialkami w 98% 1 pojawia w plynie
owodniowym po 2 godzinach od momentu podania dozylnego kobiecie ci¢zarnej. Obserwacje
te maja duze znaczenie kliniczne i terapeutyczne, co podkresla praktyczny aspekt analizy
biomarkerow ekspozycji na substancje obce w okresie cigzy (Czajka, 2005).

Leki przenikaja przez lozysko droga dyfuzji biernej, transportu ulatwionego,

transportu aktywnego i pinocytozy. Czes¢ lekow nie przenika tej bariery.
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1. Dyfuzja bierna — jest najczestszym mechanizmem transportu lekow przez tozysko
i polega na przenikaniu lekow z miejsca o wyzszym st¢zeniu substancji do miejsca
o0 nizszym stezeniu. Ten rodzaj transportu nie wymaga energii.

2. Transport ulatwiony — odbywa si¢ w kierunku obnizania si¢ potencjalu
elektrochemicznego. Jest to mozliwe po polaczeniu si¢ czastek leku z nosnikiem
stanowigcym cze$¢ bariery tozyskowej. Zgodnie z tg regulg transportowane sg glukoza
i inne cukry proste. Ten rodzaj transportu rOwniez nie wymaga energii.

3. Transport aktywny — odbywa si¢ w kierunku przeciwnym do gradientu
elektrochemicznego i wymaga energii. Ta drogg przenoszone sg aminokwasy
1 niektore jony.

4. Pinocytoza — po wglebieniu si¢ fragmentu btony komérkowej i objeciu nig okreslonej
liczby czasteczek substancji transportowanej, blona zamyka si¢ 1 tworzy pecherzyk
przesuwajacy si¢ przez cytoplazme¢ komorki do przeciwleglego jej bieguna. Po
polaczeniu z blong komoérkowa pecherzyk uwalnia substancje.

5. Transport przez blony plodowe pozalozyskowe — za wybidrczos¢ 1 wielkos¢ tego
transportu odpowiada owodnia. Wigkszos¢ lekow podawanych matce przechodzi do
plynu owodniowego. Z plynu owodniowego ksenobiotyki przenikaja do plodu

w rezultacie potykania oraz przez ptuca i naskorek ptodu.

W obrgbie uktadu matczyno — ptodowo — tozyskowego dystrybucja lekow zachodzi
wielokierunkowo: pltod swobodnie wydala lek do ptynu owodniowego, reabsorbuje go
ponownie lub lek powraca do krwioobiegu matki (Czajka, 2005).

Aktywno$¢ terapeutyczna i toksycznos¢ leku dziatajacego na ptod jest modyfikowana
przez metabolizm ustroju matki, tozysko i ptdéd. W czasie cigzy organizm matki podlega
glebokim przemianom, takim jak stopniowy wzrost objetosci wody catkowitej 1 krwi
krazacej, co skutkuje zmniejszeniem stezenia biatek surowicy. Jedynie leki niezwigzane
z bialkami przenikaja przez tozysko. We krwi ptodu krazy znacznie wigcej niezwigzanego
leku niz we krwi matki, gdyz prawdopodobnie biatka osocza ptodu majg mniejsza zdolnos¢
wigzania substancji egzogennych. Metabolizm leku w tozysku i blonach ptodowych odgrywa
wazny wpltyw na aktywnos$¢ terapeutyczng substancji i efekt toksyczny na ptdd. Lozysko
moze syntezowac 1 transportowac substancje endogenne i egzogenne docierajace z krazenia
matczynego. Podczas proceséw zachodzacych w tozysku moze doj$s¢ do dwoch rodzajow

przemian — aktywnos$¢ srodkoéw farmakologicznych moze zosta¢ zahamowana lub zniesiona,
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badz zwigkszona. Do bioaktywacji dochodzi zazwyczaj podczas procesow utleniania, ktore
jednak zachodza w tozysku w niewielkim stopniu. Natomiast dezaktywacja nast¢puje na
drodze sprzggania z glutationem, glicyna, glukuronidacji, sulthydrylacji, acetylacji albo
metylacji. Stezenie enzymow katalizujacych te procesy w tozysku jest niskie lub brak ich
zupetnie (np. enzymoOw uczestniczacych w glukuronidacji), co skutkuje znikomag rola tego
organu w obnizaniu aktywnosci toksycznej ksenobiotykow. Srodki farmakologiczne, ktore
przenikaja do plodu osiagaja 50-100% stezenia wystepujacego w surowicy krwi matki.
Podstawowa role w metabolizmie lekow odgrywa watroba plodu, lecz procesy w niej
zachodzace charakteryzuje mniejsze nasilenie niz u matki, co w konsekwencji prowadzi do

przedtuzenia dziatania lekow na ptod (Czajka, 2005).

2.3.1.3. Wplyw lekéw na rozwoj ptodu

Nieprawidtowosci powstajace w okresie zycia wewnatrzmacicznego mogg mie¢ r6zng
etiologie 1 patogeneze. Ksenobiotyki moga wywotaé szereg dziatan niepozadanych
u rozwijajacego si¢ dziecka, w tym zaburzenia morfologiczne wewnetrzne 1 zewngtrzne.
W zaleznosci od rozleglosci wady mozna podzieli¢ na trzy kategorie (Tabela 5).

Faza rozwojowa, w ktorej wystgpito dziatanie teratogenne warunkuje rodzaj
uszkodzenia tkanek zarodka i ptodu. Wyr6znia si¢ zatem genopatie, blastopatie, embriopatie
oraz fetopatie. Farmakologiczne uszkodzenie ptodu moze wystagpi¢ w jednym z trzech
okresow rozwojowych, czyli przedimplantacyjnym, zarodkowym — organogenezy i okresie
plodowym. Oprocz czasu wystagpienia ekspozycji, wplyw na toksyczne dziatanie na zarodek
1 ptéd wywiera wielkos¢ dawki $rodka farmakologicznego i wrodzone predyspozycje.
Niektore leki oddzialujg bezposrednio na zarodek, doprowadzajac nawet do jego obumarcia.
W innych przypadkach szkodliwo§¢ substancji wynika z niedojrzatosci uktadow
enzymatycznych plodu lub ich zaburzenia przez same ksenobiotyki. Do najbardziej
niebezpiecznych dla rozwoju prenatalnego $rodkdéw farmakologicznych zaliczy¢ nalezy te,
ktorych wysoka specyficzno$¢ uszkadzania tkanek i1 narzadow plodu zostala wykazana
w badaniach teratogennos$ci u kilku gatunkéw zwierzat dos§wiadczalnych. Poniewaz badania
takie nie s3 w petni przekonujace w stosunku do czlowieka, Zrédtem cennych informacji sa
rowniez epidemiologiczne badania retro- i prospektywne, w ktérych zaobserwowano zwigzek

miedzy zastosowaniem leku a wystapieniem deformacji u noworodkow (Czajka, 2005).
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TABELA 5. Podziat wad rozwojowych wystepujacych u ptodu
Zrédlo: Czajka, 2005

WADY ROZWOJOWE PLODU

) defekty rozwoju deformujace caty organizm
CIEZKIE WADY _ _ o )
w stopniu uniemozliwiajagcym rozpoznanie
ROZWOJOWE ) )
zasadniczych cech ludzkiego fenotypu
zmiany morfologiczne jednego lub wigce;j
narzadow lub calego ciata zarodka,
MALFORMACJE ' _ '
przekraczajace zmienno$ci osobnicze
w obrgbie rodzaju
morfologiczne odchylenia od powszechnie
ANOMALIE o " ) T
, rzyjetej normy, przy zachowanej prawidtowe
I NIEPRAWIDLOWOSCI PreyIerel ' v prey IP !
czynnosci poszczegdlnych narzadow
2.3.1.4. System klasyfikacji lekow stosowanych w cigzy i laktacji

Istnieje kilka systemoéw klasyfikacji ryzyka dziatania lekéw na ptdéd opracowanych
w roznych krajach, ktore zostaly oparte na badaniach klinicznych i1 eksperymentalnych.
Najbardziej znang i1 uznang klasyfikacjg jest ta obowigzujagca od 1979 r. w Stanach
Zjednoczonych, ustanowiona przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow
(z angielskiego Food and Drug Administration, FDA) na wzor wprowadzonego rok wczesniej
systemu szwedzkiego. Wiele krajow zaadaptowalo ja z niewielkimi zmianami. W Polsce nie
opracowano jeszcze jednolitej Klasyfikacji ryzyka teratogennosci dziatania lekow na ptod
(Czajka, 2005). Ciaza to okres w zyciu kobiety, w ktorym powinna unikaé, o ile to tylko
mozliwe, przyjmowania lekéw. System klasyfikacji lekow FDA zawierajacy wskazowki
terapeutyczne oparte na potencjalnym zysku i ryzyku dla ptodu dzieli leki na kategorie A, B,
C, D i X (Tabela 6). W pierwszej z nich — grupie A — znajduja si¢ leki, ktore w badaniach na

cigzarnych kobietach nie stanowily zagrozenia dla ptodu. Grupa B wskazuje, ze podczas
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badan na zwierzetach lek okre$lono jako bezpieczny dla ptodu, lecz brak jest takich badan na
ludziach. Do grupy C zaliczono leki, ktérych stosowanie u kobiet cigzarnych jest mozliwe
i uzasadnione wylacznie wtedy, gdy potencjalne korzysci przewazaja nad ryzkiem dla ptodu,
udowodnionym w badaniach na zwierzgtach. W grupie D znajduja si¢ leki, ktore maja
udokumentowane negatywne dziatanie na ptdéd ludzki. Substancje te moga by¢ stosowane
w wyjatkowych sytuacjach, takich jak stan zagrozenia zycia lub choroba, ktérej nie mozna
leczy¢ zadnym innym, bezpieczniejszym lekiem. Leki, ktorych udowodnione szkodliwe
dziatanie na ptdd przewyzsza jakiekolwiek korzysci, takie jak Talidomid, naleza do Kategorii
X. Lekow z kategorii X nie powinny natomiast zazywac kobiety, u ktérych istnieje

prawdopodobienstwo zaj$cia w cigze (Food and Drug Administration, 2008).

TABELA 6. System klasyfikacji lekow stosowanych w ciazy Agencji ds. Zywnosci i Lekow
(FDA)
Zrédlo: na podstawie Food and Drug Administration, 2008

KATEGORIA OPIS DZIALANIA SZKODLIWEGO NA PLOD

Leki, ktore w badaniach na zwierzgtach oraz

w odpowiednio liczebnych i kontrolowanych obserwacjach

KATEGORIA A
u ludzi nie wykazaly dziatania szkodliwego dla ptodu, lek
moze by¢ stosowany bez przeszkéd w czasie cigzy.
To grupa lekow, w ktorej badania na zwierze¢tach wykazatly
szkodliwe dzialanie na ptdd, chociaz obserwacje u ludzi nie
KATEGORIA B wykazuja zagrozenia dla plodu ludzkiego. Takie leki moga

by¢ stosowane w cigzy tylko w wypadku zdecydowanej

koniecznosci.
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Leki te w badaniach na zwierzetach wykazaty szkodliwos$¢
dla ptodu, badz tez takich badan nie wykonano oraz brak
jest odpowiednio wiarygodnych danych z obserwacji
KATEGORIA C stosowania tego leku u ludzi. Lek z tej grupy mozna
zastosowac¢ w przebiegu cigzy jedynie wtedy, gdy w opinii
lekarza spodziewana korzy$¢ dla matki przewyzsza

potencjalne ryzyko dla ptodu.

To leki, o ktorych wiadomo na podstawie wczes$niejszych
obserwacji, ze wskazuja na zagrozenie dla plodu.

Stosowanie takiego leku podczas cigzy jest dopuszczone

KATEGORIAD
jedynie w sytuacji, gdy jest to bezwzglednie konieczne ze
wzgledu na dobro matki, a podanie bezpieczniejszego
alternatywnego leku jest niemozliwe lub przeciwwskazane.
To grupa lekow, o ktorych niewatpliwie wiadomo, ze
stanowig bezposrednie zagrozenie dla ptodu. Takie leki sg
KATEGORIA X

bezwzglednie niedopuszczone do stosowania podczas

cigzy.

Obicektem szczegdlnej uwagi sa matki zazywajace narkotyki, palace tyton, pijace
alkohol 1 naduzywajace lekow w czasie cigzy, gdyz ich naldg jest wyjatkowo niebezpieczny
dla zdrowia i zycia dzieci. P16d, a nastepnie noworodek jest w oczywisty sposob uzalezniony
od decyzji matki, takze w kwestii korzystania z uzywek. W profilaktyce uzaleznien lub
ustaleniu terapii kobiet ciezarnych niezbedne jest wyznaczenie zaleznosci pomigdzy
wielkos$cig narazenia na ksenobiotyk a efektami zdrowotnymi u ptodu i noworodka.

Nalezy wziag¢ pod uwage, ze zadne badania nie mogg wykluczy¢ ryzyka dla zdrowia
plodu, stad leki powinny by¢ przepisywane i zazywane w czasie cigzy, gdy jest to absolutnie

konieczne 1 po ustaleniu potencjalnych nastepstw dla ptodu. Ze wzgledu na aspekt etyczny
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badan dotyczacych wptywu lekow na plod informacje na temat teratogennego dzialania

substancji pochodza gtownie z badan retrospektywnych (Mathewson Kuhn, 1991).

TABELA 7. Przyklady powszechnie stosowanych benzodiazepin i1 ich klasyfikacja
bezpieczenstwa wg FDA
Zrédlo: na podstawie informacji o leku dostarczanych przez producentéw w ulotkach dla

pacjenta

NAZWA LEKU KATEGORIA

diazepam, lorazepam, nitrazepam, oksazepam, chlordiazepoksyd KATEGORIAD

estazolam, klobazam i temazepam KATEGORIA X

Benzodiazepiny stosowane w czasie cigzy przenikajg przez barier¢ fozyskowa. Jako
leki zakwalifikowane przez FDA do grup D 1 X, nie powinny by¢ stosowane w cigzy
(zwlaszcza w pierwszym trymestrze), poniewaz ryzyko wystgpienia wad wrodzonych
przewyzsza potencjalne korzysci terapeutyczne (Tabela 7). Wezesne doniesienia wskazywaty,
ze diazepam byt odpowiedzialny za ro6znorodne wady wrodzone, w tym rozszczep wargi i/lub
podniebienia, deformacje cztonkow 1 palcow, lecz pozniejsze badania tego nie potwierdzity.
Dostepne dane $wiadczg o tym, ze zazywanie benzodiazepin w pierwszym trymestrze cigzy
zwigksza ryzyko wystgpienia rozszczepu w obrgbie twarzoczaszki 2,4-krotnie. Alprazolam
1 lorazepam nie wykazaty efektu teratogennego, ale zawsze slusznym jest unikanie lekow
w pierwszym trymestrze cigzy, o ile to tylko mozliwe (Koda-Kimble, Young, 2008).
Przewlekle zazywanie tych lekow przez cigzarng moze skutkowa¢ wystgpieniem uzaleznienia
fizycznego u noworodka i w konsekwencji zespotem odstawienia. Z kolei przyjmowanie
benzodiazepin w okresie kilku ostatnich tygodni przed rozwigzaniem zwigzane jest
z ryzykiem wystapienia depresji osrodkowego uktadu nerwowego u noworodka. Ich dziatanie

teratogenne objawia si¢ zwigkszonym prawdopodobienstwem wystgpienia rozszczepu
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podniebienia. Podane przed porodem mogg by¢ przyczyna zaburzen oddychania dziecka.
Jezeli matka zazywa je w pdéznym okresie cigzy, moga powodowaé komplikacje
u niemowlecia. Zardwno u plodu, jak i noworodka, benzodiazepiny sa metabolizowane
bardzo powoli, co prowadzi do ich kumulacji we krwi utrzymujacej si¢ nawet 2 tygodnie po
przyjsciu na $wiat. Rezultatem moze by¢ zesp6t slabosci migsniowej, nadmiernego
uspokojenia, nieumiej¢tnosci ssania. Z kolei po tym czasie, moze rozwingé si¢ zespot
odstawienia z nadpobudliwos$cia, ptaczem i bezsennoscig. Ich chroniczne zazywanie przez
matke w cigzy moze zakloci¢ wewnatrzmaciczny rozwoj plodu i opdzni¢ rozwoj mozgu.
Istnieja obawy, ze dzieci takie w pdzniejszym zyciu moga by¢ podatne na zaburzenia
skupienia uwagi, nadpobudliwo$¢, trudnosci w mnauce, 1 cate spektrum zaburzen
autystycznych. Przed podjeciem terapii kobiety ci¢zarnej lekami z tej grupy nalezy
przeprowadzi€ bilans ryzyka i potencjalnych korzysci — bowiem zaré6wno choroba matki, jak i
przenikajace przez tozysko oraz do mleka wszystkie gldéwne grupy lekow psychotropowych

stanowig zagrozenie dla dziecka (Mathewson Kuhn, 1991).

2.3.2. Zaburzenia cigzy leczone benzodiazepinami

2.3.2.1. Zaburzenia Igkowe

W przypadku pacjentek cierpiagcych na zespot lgku uogolnionego catkowite
odstawienie leku jest niekiedy niemozliwe. Wtedy lekiem z wyboru jest alprazolam badz
lorazepam i1 moze by¢ stosowany bardziej bezpiecznie w drugim 1 trzecim trymestrze,
w matych dawkach jednorazowych badz wielokrotnych. Dhugotrwate terapie duzymi
dawkami lekéw dlugo dziatajagcych sa niedopuszczalne ze wzgledu na kumulacje leku
w ustroju plodu. Raporty okotoporodowe noworodkow, ktorych matki przyjmowaty
benzodiazepiny w czasie cigzy zawierajg informacje na temat symptomoOw zespotu
odstawienia, sedacji, stabosci mig$niowej, hipotonii, bezdechu, niedozywienia i zaburzen
termoregulacji (American Academy of Pediatrics Committee on Drugs, 2000). Jako, ze cigze
bywaja niezaplanowane moze zaistnie¢ sytuacja kliniczna nieoczekiwanej cigzy u pacjentki,
ktora jest w trakcie terapii benzodiazepinowej. Standardowym postgpowaniem jest wtedy
natychmiastowe odstawienie wszystkich lekéw. Jednakze nagle przerwanie dlugotrwatego
leczenia moze by¢ szkodliwe zaréwno dla matki, jak i dziecka, ze wzgledu na

prawdopodobienstwo wystapienia syndromu odstawienia. Dawki powinny by¢ zatem
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zmniejszone do koniecznego minimum, az do calkowitego zakonczenia terapii. Okres
poporodowy jest czasem podwyzszonego ryzyka ze wzgledu na prawdopodobienstwo
powrotu zaburzen lekowych, stad matki musza pozosta¢ pod stala obserwacja pod katem
symptomoéw nawrotu (Altshuler et al., 1998). Benzodiazepiny przenikaja rowniez tatwo do
mleka matki 1 z tego powodu sa odradzane w okresie laktacji (American Academy

of Pediatrics Committee on Drugs, 2001).

2.3.2.2. Nadci$nienie i stan przedrzucawkowy

Choroba nadci$nieniowa wystepuje u 5-10% ci¢zarnych pacjentek i stanowi glowna
przyczyne S$miertelno$ci matczynej i okotoporodowej (National High Blood Pressure
Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy, 2000). Od 15 do
24% zgonow kobiet cigzarnych w krajach rozwinigtych przypisuje si¢ komplikacjom
nadcisnieniowym (Wildman, Bouvier-Colle, 2004; Chang et al., 2003). Nadcisnienie w cigzy
definiuje si¢ poprzez warto$¢ systolicznego (skurczowego) cisnienia krwi przewyzszajaca 140
mm Hg oraz diastolicznego (rozkurczowego) przekraczajaca 90 mm Hg, potwierdzonych
podczas dwoch odrebnych pomiarow (w odstepie przynajmniej 6-godzinnym). Nadcisnienie
zwigzane z ci3za mozna podzieli¢ na kilka kategorii: przewlekle nadci$nienie, stan
przedrzucawkowy-rzucawka, stan przedrzucawkowy nakladajacy si¢ na nadci$nienie
przewlekte i nadci$nienie cigzowe (National High Blood Pressure Education Program
Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy, 2000). Jesli stan przedrzucawkowy nie
wystapi podczas porodu, a ci$nienie krwi unormuje si¢ w ciggu 12 tygodni po porodzie,
nadci$nienie cigzowe jest ostatecznie okreslone jako przejSciowe nadci$nienie cigzowe. Jesli
za$ ci$nienie krwi bedzie nadal podwyzszone — choroba kwalifikowana jest jako przewlekle
nadci$nienie (National High Blood Pressure Education Program Working Group on High
Blood Pressure in Pregnancy, 2000). Przewlekle nadci$nienie to nadci$nienie stwierdzone
przed zaplodnieniem lub przed 20 tygodniem cigzy, a takze takie, ktore utrzymuje si¢ ponad
12 tygodni po porodzie. Warto takze podkresli¢, ze kobiety z nadci$nieniem przewlekltym
czesto majg normalne wartosci ciSnienia krwi w pierwszej potowie cigzy, co wynika
z fizjologicznego spadku ci$nienia w drugim trymestrze cigzy. Ci$nienie zazwyczaj osiaga
ponownie warto$ci sprzed okresu cigzy W trzecim trymestrze (ACOG Committee on Practice

Bulletins-Obstetrics, 2001). Nadcisnienie zaobserwowane po 20 tygodniu cigzy moze by¢
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trudne do zdeterminowania, zwlaszcza gdy kobieta nie byla pod wlasciwa opieka prenatalng
obejmujaca kontrolg cisnienia krwi.

Stan przedrzucawkowy jest to zespot objawdw chorobowych specyficznych dla okresu
cigzy, wystepujacy najczesciej po 20 tygodniu, na ktory sklada si¢ nadci$nienie 1 biatkomocz.
Oznaki moga zaburza¢ prace wielu uktadow organizmu (np. nerek, watroby, krazenia,
osrodkowego uktadu nerwowego), sa nieprzewidywalne i niejednokrotnic sg mylnie
diagnozowane jako inne schorzenia. Poniewaz obrzgki pojawia si¢ powszechnie w cigzy
o normalnym przebiegu nie sa obecnie uznawane za kryterium diagnostyczne stanu
przedrzucawkowego. Stan przedrzucawkowy jest rezultatem postepujacej dysfunkcji komorek
srodblonka maciczno-tozyskowego, wzmozonej agregacji plytkowej oraz utraty regulacji
czynnosci naczyn krwionosnych  (Lockwood, Paidas, 2000). Odmiang stanu
przedrzucawkowego jest syndrom HELLP obejmujacy nastg¢pujace objawy: niedokrwistosé
hemolityczna, podwyzszony poziom enzymoéw watrobowych i matoplytkowos¢. Litery
zaczerpnigte z angielskich nazw kolejnych symptoméw tworza akronim — “hemolysis” (H),
“elevated liver enzymes” (EL) oraz “low platelet count” (LP). Zespo6t ten rowniez moze
zagraza¢ zyciu, mimo ze cz¢sto cisnienie krwi jest tylko nieznacznie podwyzszone,
a biatkomocz niewielki (ACOG Committee on Practice Bulletins-Obstetrics, 2002).
W sytuacji, gdy u kobiety cigzarnej ze zdiagnozowanym stanem przedrzucawkowym
wystapia napady drgawkowe dochodzi do rzucawki. Pacjentka moze nieoczekiwanie w ciggu
kilku dni, a nawet godzin przej$¢ z tagodnej do cigzkiej postaci stanu przedrzucawkowego,
a nastgpnie do rzucawki. Rzucawka to powiklanie stanu przedrzucawkowego, ktdéremu
potencjalnie mozna zapobiega¢. Okolo 20% kobiet, u ktorych dochodzi do rzucawki ma
ci$nienie krwi ponizej 90 mm Hg lub nie wykazuje proteinurii (Sibai, 1996). Okreslenie
,hadci$nienie cigzowe” stosuje si¢, gdy ci$nienie krwi jest podwyzszone w czasie cigzy lub
w ciggu 24 godzin po porodzie u pacjentki, ktéora nie miata objawow stanu
przedrzucawkowego i uprzednio stwierdzonego nadci$nienia t¢tniczego (National High Blood
Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy, 2000).
Nalezy mie¢ na uwadze, ze pacjentke taka charakteryzuje podwyzszone ryzyko nawrotu
choroby podczas kolejnej cigzy. Stan przedrzucawkowy wystgpuje najczesciej w czasie
pierwszej cigzy (2/3 przypadkow). Czynnikami ryzyka sa otylo$¢, stan przedrzucawkowy
w wywiadzie rodzinnym (u siostry lub matki) oraz bardziej zaawansowany wiek matKi
(Roberts, Funai, 2009). Réwniez choroby przewlekte, takie jak cukrzyca, insulinoopornosé

oraz choroby nerek moga podwyzsza¢ ryzyko stanu przedrzucawkowego. Czynniki ryzyka
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powiazane z cigzag obejmuja infekcje drég moczowych, ciaz¢ mnoga, okreslone
nieprawidlowos$ci chromosomowe plodu i za$niad groniasty (niezlosliwa posta¢ cigzowej

choroby trofoblastycznej) (Koda-Kimble, Young, 2008).

2.3.3. Cigza wieloptodowa

Cigza wieloplodowa charakteryzuje si¢ jednoczesnym rozwojem w jamie macicy
dwoch lub wigkszej liczby plodow. W zaleznosci od liczby rozwijajacych si¢ plodow
wyréznia si¢ cigze blizniacza (dwojacza, z taciny — graviditas gemellaris s. bigeminalis),
trojacza itd. Najczestsza postacig cigzy wieloptodowej u czlowieka jest cigza blizniacza.
Plody rozwijajace si¢ w wyniku zaplodnienia oddzielnych komorek jajowych przez dwa
osobne plemniki s3 ro6zne genetycznie 1 stanowig bliznieta dwujajowe (inaczej
dwuzygotyczne). Blizniaki takie sa do siebie fizycznie podobne jak rodzenstwo urodzone
w tej samej rodzinie, a nie identyczne. Natomiast w wyniku podziatu pierwotnie pojedynczej
zygoty powstalej na skutek zaptodnienia jednej komoérki jajowej przez jeden plemnik moze
dojs¢ do wytworzenia dwoch identycznych genetycznie struktur embrionalnych. Podziat taki
nastepuje ok. dwa tygodnie po zaplodnieniu. Bliznigta te okresla si¢ jako jednojajowe
(jednozygotyczne) i s3 one zawsze jednopitciowe. Przyjmuje si¢, ze w Polsce czestos¢ tego
typu cigz stanowi okoto 0,4% ogoétu porodow, zas dwuzygotycznych — 1% i jest ona
uzalezniona od wielu czynnikow (np. rasy kobiety, wieku matki, predyspozycji genetycznych
i innych) (Malinowski, 2005).

W cigzach blizniaczych mozna wyr6zni¢ trzy rodzaje tozysk: dwa oddzielne dyski
fozysk, tozyska podwojne — ale zlaczone ze sobg oraz pojedynczy dysk tozyska. Ponadto
mozliwe jest roznorodne wyksztatlcenie bton ptodowych: dwie kosmoéowki 1 dwie owodnie,
jedna kosmoéwka i dwie owodnie lub jedna kosméwka i jedna owodnia (Rycina 37,
Rycina 38):
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Podziat
1-3 dzienA

dwuowodniowe/
dwukosmowkowe

Podziat
_). :
4-8 dzien
dwuowodniowe/
jednokosméwkowe

Podziat

8-13 dzien

Zagniezdzona jednowodniowe/
blastocysta jednokosmoéwkowe

RYCINA 37. Rozne typy kosmowki i owodni w cigzy blizniaczej monozygotycznej,

rozwijajace si¢ w zaleznos$ci od czasu podziatu zaptodnionej komorki jajowe;

Zrédlo: na podstawie http://commons.wikimedia.org, data wejscia: 10.06.2012

CIAZA BLIZNIACZA

DWUKOSMOWKOWA JEDNOKOSMOWKOWA JEDNOKOSMOWKOWA
DWUOWODNIOWA DWUOWODNIOWA JEDNOOWODNIOWA

CIAZA CIAZABARDZO CIAZA
WYSOKIEGO RYZYKA WYSOKIEGO RYZYKA NAJWYZSZEGO RYZYKA

RYCINA 38. Ryzyko zwigzane z rodzajem cigzy blizniaczej
Zrédlo: Poreba, Poreba, 2003
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1. tozyska dwukosméwkowe, dwuowodniowe - wystepuja u wszystkich blizniat
dwujajowych, a takze u ok. 13% jednojajowych (podziat pojedynczej zygoty nastgpuje
w tym wypadku w okresie przedimplantacyjnym — ponizej 4 dni po zaplodnieniu).
Jesli blastocysty zagniezdza si¢ obok siebie dyski tozysk moga by¢ ze soba ztaczone,
natomiast gdy implantacja nastagpi w oddalonych od siebie rejonach macicy powstaja

rozdzielone dyski tozysk (Malinowski, 2005)

2. lozyska jednokosmowkowe wystepuja wylacznie w cigzach jednojajowych. Dysk
fozyska jest wtedy zawsze pojedynczy. W zaleznosci od czasu podziatu zaplodnione;j
komorki pierwotnie pojedynczej wytwarzajg si¢ rézne formy blon plodowych. Ciaza
jednokosméwkowa i zarazem dwuowodniowa (czyli 85% przypadkow) powstaje
migdzy 4. a 7. dniem od zaplodnienia. Jesli do podzialu dochodzi po tygodniu
powstaje najrzadsza posta¢ cigzy blizniaczej, czyli jednokosméwkowa,
jednoowodniowa (1-2% przypadkow wszystkich cigz  blizniaczych, 3-4%

jednokosméwkowych) (Malinowski, 2005).
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3. CEL PRACY

W zaleznos$ci od rodzaju materialu biologicznego uzytego w badaniach otrzymuje si¢
informacj¢ o narazeniu organizmu na ksenobiotyk w roznych okresach czasu. Szczegdlne
znaczenie ma informacja o okresie prenatalnym.

W pracy wykorzystano pomiar benzodiazepin we wlosach matek i ich noworodkéw
narazonych prenatalnie na lek z tej grupy. Benzodiazepiny wbudowuja si¢ w strukturg wlosa.
W odréznieniu od badania ptynéw ustrojowych, w ktorych leki ulegaja szybkiemu
metabolizowaniu i wydaleniu, analiza wlosow dostarcza informacji na temat bliskiej lub
odlegtej historii przyjmowania leku przez matke.

Opracowanie, walidacja i1 okreslenie funkcjonalnos$ci metody oznaczania benzodiazepin
u ci¢zarnych 1 ich noworodkéw umozliwia ustalenie okresu narazenia, zwigzanego z tym
ryzyka zdrowotnego dla dziecka i wdrozenia odpowiedniego postgpowania terapeutycznego.

Celem pracy byla ocena narazenia na benzodiazepiny noworodkow, ktérych matki
przyjmowaly w réznych okresach cigzy leki z tej grupy. W realizacji celu pracy wykorzystano
innowacyjng metode analizy alternatywnego materiatu biologicznego — wlosow, pobranych
zarowno 0od matek, jak i noworodkoéw. Ocen¢ przeprowadzono po ustaleniu, W jakim
momencie cigzy pacjentka zazywala benzodiazeping, a takze jakie substancje
farmakologicznie czynne z grupy benzodiazepin pojawity si¢ u ptodu. Zadaniem badawczym
bylo poréwnanie stopnia narazenia noworodka wzgledem matki, a takze — w przypadku cigz

mnogich — poréwnanie stopnia ekspozycji obojga noworodkow.
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4, CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Materiat i metody

4.1.1. Grupa badana

W latach 2008-2010 przeprowadzono badania wsrdd cigzarnych pacjentek Oddziatu
Porodowego Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, ktore w okresie cigzy przyjmowaly leki z grupy
benzodiazepin. 62 zakwalifikowane do projektu pacjentki byly w cigzy pojedynczej, a 33 —
cigzy blizniaczej. Badaniami objeto rowniez ich noworodki — 62 z cigzy pojedynczej oraz 66
bliznigt z cigzy mnogiej. Ponadto o wstepnej selekceji ochotniczek decydowata dlugos¢
1 kondycja wlosow.

Zgode na przeprowadzenie badan wydata Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (zgoda nr 387/08 w dniu
03.04.2008 r.). Udzial w badaniach byl dobrowolny, a pacjentki wypetialy formularz
swiadomej zgody na udziat w badaniach w obecnosci $wiadka, do ktorego dotaczona byta
informacja opisujaca celowosc¢ 1 przebieg badan. Dodatkowo pacjentki odpowiadaty na cztery
pytania zawarte w kwestionariuszu ankiety, ktére dotyczyty stosowania lekéw z grupy
benzodiazepin. Udzielajac odpowiedzi na pierwsze pytanie pacjentka potwierdzata
stosowanie leku z grupy benzodiazepin, a nast¢pnie okreslata precyzyjnie rodzaj preparatu
farmakologicznego. W odpowiedzi na trzecie i czwarte pytanie nalezato opisa¢ schemat

dawkowania leku.

4.1.2. Materiatl biologiczny do badan

Materiatlem biologicznym do badan byly wlosy matek i ich noworodkow. Wiosy
pobierano metoda nieinwazyjng w ciggu doby po porodzie. Wybierano kosmyki wlosow
z rejonu szczytowego glowy, o orientacyjnej grubos$ci zapatki, okoto 100 mg (w przypadku
noworodkow pobierano mozliwie najwigksza ilos¢ wlosow, optymalnie od 30 do 50 mg).
Wilosy matek byly zwigzywane niebarwionag nitka w celu wyrdwnania i oznaczenia koncow
proksymalnych (blizszych powierzchni skory) i przycinane prostopadle do powierzchni i jak

najblizej skory, jednym cigciem naostrzonymi nozyczkami. Wiosy umieszczano w kopercie
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I przechowywano w temperaturze pokojowej w suchym i ciemnym miejscu do momentu
oznaczen. Materialem odniesienia (referencyjnym) byty wilosy, ktére pochodzity z zakladu

fryzjerskiego, z obcigtego warkocza 9-letniej dziewczynki.

4.1.3. Metodyka oznaczania benzodiazepin we wlosach

Benzodiazepiny we wlosach oznaczono metoda chromatografii cieczowej sprz¢zone;j
z tandemowg spektrometrig mas (z angielskiego Liquid Chromatography — Coupled Tandem
Mass Spectrometry, LC-MS-MS), z uzyciem diazepamu deuterowanego ds jako wzorca

wewnetrznego, po uprzedniej ekstrakcji z wykorzystaniem techniki ciecz-ciecz.

Analiz¢ chromatograficzng wykonano w Instytucie Ekspertyz Sadowych w Krakowie.

Aparatura 1 sprzet

e Chromatograf cieczowy serii 1200 potaczony ze spektrometrem mas 6460 Triple
Quad firmy Agilent Technologies

e Kolumna Zorbax Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT 50 x 4.6 mm

¢ Rotator Biosan Multi Bio RS-24

o  Wirowko-worteks Biosan MSC-6000 MultiSpin

e Dwumodutowy suchy blok grzewczy Rocker seria Sahara 320

e Butla ze sprz¢zonym azotem

e Blok grzejny model Reacti- Therm Pierce

Odczynniki i roztwory

e Bufor fosforanowy pH=7,4 10-krotnic stezony koncentrat PBS (z angielskiego
Phosphate Buffer Saline) - BioReagent

e Alkohol izopropylowy — Sigma-Aldrich

e Dichlorometan (chlorek metylenu) — Sigma-Aldrich

e Eter dietylowy — Sigma-Aldrich
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e Wzorce benzodiazepin (diazepam, nordiazepam, oksazepam, temazepam) -
LGC Standards Polska

e Diazepam ds, roztwor 200 ng/ml — Sigma-Aldrich

e Eter diizopropylowy - Merck Darmstadt, Niemcy

e Alkohol izopropylowy - Chempur Piekary Slaskie, Polska

e Chlorek metylenu - Merck Darmstadt, Niemcy

e Acetonitryl - Merck Darmstadt, Niemcy

e Woda do HPLC - Sigma-Aldrich

Procedura przygotowania probek do analizy

Zwigzane wilosy umieszczano w 15 ml probowce polipropylenowej typu Falcon
I poddawano myciu przez tagodne wytrzgsanie sekwencjg nast¢pujacych rozpuszczalnikow,
za kazdym razem dekantujac ciecz: bufor fosforanowy pH=7,4 (10 ml) przez 5 minut, alkohol
izopropylowy (10 ml) przez 5 minut i dichlorometan (10 ml) przez 5 minut. Wlosy suszono
na twardej bibule, po czym dokladnie uktadano 1 wyréwnywano wzgledem miary.
Przeprowadzano segmentacj¢ wlosow matek na 3 cm odcinki odpowiadajagce kolejnym
trymestrom cigzy (3 cm = 1 trymestr). Wloséw od dzieci nie segmentowano, tylko pobierano
w calosci. Odpowiednio oznakowane naczynia reakcyjne typu Eppendorf wazono
i przenoszono do nich segmenty rozdrobnione nozyczkami na 0,5-1 mm odcinki. Tak
przygotowane probki byly wazone, a masy netto zapisywane. Do wloséw dodawano po 400
ul buforu fosforanowego o pH=7,4 (przygotowanego uprzednio z koncentratu PBS),
standardu wewnetrzny diazepam ds, w ilosci 20 ul o stezeniu 200 ng/ml (stezenie
w przeliczeniu na mas¢ wlosow to 400 pg/mg). Inkubowano przez noc w temperaturze 50 °C
w suchym bloku grzewczym. Po ostudzeniu dodawano 1,2 ml eteru diizopropylowego
1 ekstrahowano przez wytrzasanie przez 1 minute. Odwirowywano probki i faze organiczng
w ilosci 1 ml przenoszono do fiolek szklanych Supelco celem odparowania (40 °C) przy
nadmuchu azotu. Sucha pozostatlo$¢ byta rozpuszczana w 50 pl fazy ruchomej, czyli

mieszaninie acetonitrylu z woda (w stosunku 30:70) z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego.
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Oznaczanie z uzyciem metody chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowa

spektrometrig mas

Sktad i warunki przepltywu fazy ruchome;j:

o faza A woda + kwas mrowkowy 0,1 ml/100 ml wody

e faza B acetonitryl + kwas mréwkowy 0,1 ml/100 ml acetonitrylu

e przeplyw 0,4 ml/min

e cCi$nienie minimalne 30 barow

W tabeli 8 przedstawiono zmiany sktadu fazy ruchomej w czasie (dopetnieniem fazy B byta

faza A).

TABELA 8. Zmiana skladu fazy ruchomej w czasie

ZAWARTOSC B %

0 min. 40
3 min. 40
6 min. 80
7 min. 80
8 min. 40
13 min. 40
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Walidacja metody

e Specyficznos¢ — dla kazdego z wymienionych zwigzkoéw (analitow) zastosowano trzy
przejscia trybie monitorowania wybranych fragmentacji (z angielskiego Multiple
Reaction Monitoring, MRM), co zapewnialo specyficzno$¢ metody.

e Liniowos¢ — dla zakresu 10-500 pg/mg przy stezeniu standardu wewngtrznego
diazepam ds 400 pg/mg wspotczynniki korelacji krzywych kalibracyjnych wynosity:
diazepam R?=0,999: nordiazepam R?=0,997; oksazepam R?=0,989

e Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci:
Granica wykrywalnos$ci oszacowana na 5 pg/mg na podstawie najstabszego (najmniej
intensywnego) przejscia MRM i wartosci S/N (stosunek sygnatu do szumu) rownej 3.
Granica oznaczalnoSci stanowi najnizsze stezenie z krzywych Kkalibracyjnych
20 pg/mg

e Dokladnos$¢ i precyzja (Tabela 9)

TABELA 9. Dokfadno$¢ metody oznaczenia benzodiazepin

SUBSTANCJA DOKEADNOSC PRECYZJA
nordiazepam 108% CV <20%
diazepam 111% CV<1%
oksazepam 87,5% CV < 26%

e Wartosci stezen dodanych i obliczonych przedstawiono w tabeli 10.
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TABELA 10. Walidacja i doktadno$¢ metody oznaczania benzodiazepin

Stezenie dodane Stezenie obliczone Stezenie obliczone Stezenie obliczone
[pg/mg] oksazepam nordiazepam diazepam
(pg/mg] [pg/mg] (pg/mg]
20 19,8 24,1 22,4
20 20,9 24,2 22,2
20 9,7 14,1 22,4
20 16,9 221 22,4
20 20,2 234 22,2
50 49,0 57,1 51,4
100 51 82,5 88,5
100 103,0 113,5 98,9
100 86,7 93,3 99,3
100 126,6 90,2 101,6
100 82,0 86,2 100,7
200 201,4 203,0 201,4
500 452,0 482,1 491,7
500 480,5 493,0 509,0
500 537,8 514,2 499,4
500 527,2 513,3 500,5

TABELA 11. Precyzja na podstawie analizy materiatu pobranego od kobiet przyjmujacych
Relanium

Srednie stezenie

nordiazepamu [pg/mg]

n=5

SD 0,843 2,93 0,93

cv 3% 12% 4%
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Analiza z uzyciem LC-MS/MS zostata przeprowadzona w trybie monitorowania

wybranych fragmentacji (MRM) w trybie pozytywnej jonizacji w polu elektrycznym

(z angielskiego electrospray ionization, ESI+) (Rycina 39). Dla kazdego analitu za wyjatkiem

wzorca wewnetrznego sledzono trzy przejscia jonowe:

diazepam 285.1-222.0; 285.1-193.0; 285.1-153.9

nordiazepam 271.1-208.0; 271.1-164.9; 271.1-140.0

oksazepam 287.1-269.0; 287.1-240.9; 287.1-104.0

diazepam-ds 290.1-227.0; 290.1-198.1

czas akwizycji jonow dla wszystkich przejs¢ — 80 msek w trybie MRM

napi¢cia fragmentora i kolizji: diazepam ds — 151 V i 24 V; diazepam — 145V i 28 V;,
oksazepam — 95 V i 21 V; nordiazepam — 151 V i 25V
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RYCINA 39. Przyktadowy chromatogram przedstawiajacy oznaczenie benzodiazepin
w trybie MRM
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4.2.  Analiza statystyczna

Wyniki badan poziomu benzodiazepin we wlosach matek i noworodkéw poddano
analizie statystycznej z zastosowaniem komputerowego programu Statistica 10 firmy
StatSoft. Jako poziom istotnosci przyjeto a=0,05. Wyniki uznano za istotne statystycznie, gdy
p<a.

Badane wartosci opisano $rednig arytmetyczng, mediang, odchyleniem standardowym,
warto$ciami minimalnymi, maksymalnymi, kwartylami goérnym i dolnym. Parametry
wyrazone w skali nominalnej zawarte w ankiecie opisano liczno$ciami oraz warto$ciami
procentowymi.

Do zbadania rozkladéw roznic zmiennych zmierzonych na skali interwalowej, nie
posiadajacych jednak rozkladéw zgodnych z rozktadem normalnym, zastosowano testy
Wilcoxona oraz Friedmana (w zaleznos$ci od liczby grup).

Do zbadania zalezno$ci pomigdzy zmiennymi zmierzonymi na skali interwatowe;j, ale
nie posiadajacych rozkladow zgodnych z normalnym, obliczono wspotczynnik korelacji
rangowej RS Spearmana. Do zbadania zgodnosci rozktadu zmiennej z rozktadem normalnym

(przy wystarczajacych licznosciach) zastosowano 2 testy: Lillieforsa i Shapira-Wilka.
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o. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Badaniami objeto 62 pacjentki w cigzy pojedynczej i 33 w ciazy blizniaczej oraz ich
noworodki. Wszystkie badane kobiety zazywaly w czasie cigzy jeden lek z grupy
benzodiazepin — diazepam, preparat handlowy Relanium (w postaci iniekcji i tabletek).

W pobranych probach biologicznych oznaczono zwalidowang metoda LC-MS/MS
stezenie diazepamu oraz jego metabolitow — nordiazepamu i oksazepamu. Dane
porownywano pomiedzy grupami matek i noworodkow, a takze w obrebie poszczegdlnych
trymestrow cigzy. Prezentacja wynikow koncentruje si¢ na opisie zmian i zaleznosci
zaobserwowanych u matki w III trymestrze ciazy i u noworodkéw, gdyz zgodnie z obecnymi
obawami neonatologéw i toksykologdw to wlasnie ten okres stanowi potencjalne zagrozenie
dla zdrowia dziecka. RoOwniez zastosowanie wybranej matrycy biologicznej jest uzasadnione
dla ostatniego trymestru, poniewaz mozliwe jest zebranie wloséw o odpowiedniej dlugosci od

matek oraz wyksztalconych juz wloséw noworodka.

5.1. Wyniki dla cigzy pojedyncze;j

Srednie stgzenie poszczegdlnych substancji z grupy benzodiazepin przedstawiono
w tabeli 12, w ktorej uwzgledniono ponadto wartosci minimum i maksimum danej zmiennej,
gorme 1 dolne kwartyle oraz pomiar odchylenia standardowego. Zbiorczo dane te
zaprezentowano takze na rycinie 40, w ktorej réznice w poziomach zwigzkow sa tatwe do

zaobserwowania.
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TABELA 12. Statystyka opisowa otrzymanych wynikdw w grupie cigzy pojedynczej

Srednie Mediana | Minimum | Maksimum Dolny Gorny Odchylenie
stezenie [pg/mg] [pg/mg] kwartyl | kwartyl | standardowe
[pg/mg]

30,0 18,0 38,0

Diazepam 6 30,8 13,0 56,0 15,3
w | trymestrze

Diazepam 12 31,6 22,5 6,0 140,0 13,5 33,5 36,0
w |l trymestrze

Diazepam 26 34,1 215 4,3 205,0 1150 31,0 42,4
w Il trymestrze

Diazepam 13 538 42,0 10,0 128,0 34,0 67,0 36,5
u noworodka

Nordiazepam 4 64,5 47,0 11,0 153,0 26,5 102,5 61,5
w | trymestrze

Nordiazepam 16 52,9 39,0 5,0 166,0 22,5 57,5 48,1
w Il trymestrze

Nordiazepam 27 89,9 54,0 5,0 624,0 1950 128,0 122,8
w Il trymestrze

Nordiazepam 27 108,1 40,0 8,2 527,0 18,0 136,0 144,2
u noworodka

Oksazepam 0

w | trymestrze

Oksazepam 0

w |l trymestrze

Oksazepam il 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0

w Il trymestrze

Oksazepam 2 40,1 40,1 20,2 60,0 20,2 60,0 28,1

u noworodka
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300
250 A T

100 - T

50 -

Srednie stezenie [pg/mg]

1-diazepam | trymestr; 2-diazepam |l trymestr; 3-diazepam Ill trymestr;
4-diazepam noworodek;

5-nordiazepam | trymestr; 6-nordiazepam Il trymestr; 7-nordiazepam Il trymestr;
8-nordiazepam noworodek;

9-oksazepam | trymestr; 10-oksazepam Il trymestr; 11-oksazepam Ill trymestr;
12-oksazepam noworodek

RYCINA 40. Zbiorcze przedstawienie graficzne S$rednich stezen (z odchyleniem
standardowym) dla poszczegdlnych benzodiazepin oznaczanych u matek w trzech

trymestrach cigzy pojedynczej oraz u noworodkow

Przeprowadzono sprawdzenie normalnosci rozktadu dla zmiennych o wystarczajace;j
licznosci, tj. dla stezenia diazepamu w I, II oraz III trymestrze, dla st¢zenia diazepamu
u noworodka, nordiazepamu w II oraz IIl trymestrze a takze dla stezenia nordiazepamu
u noworodka. Ze wzgledu na brak normalnos$ci rozktadu wykonano test Wilcoxona.

Zbadano zalezno$¢ stezenia nordiazepamu oznaczonego we wiosach matek w III
trymestrze oraz ich noworodkow. Poniewaz okreslony zostat brak normalnosci rozktadu
zastosowano wspOtczynnik korelacji rangowej Rs Spearmana. Analiza otrzymanych

pomiaréw stgzen wykazata brak roznic istotnych statystycznie pomiedzy stezeniem
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diazepamu w III trymestrze oraz jego st¢zeniem u noworodka, natomiast potwierdzita
wystapienie réznicy istotnej pomigdzy Srednim st¢zeniem nordiazepamu oznaczonym w 111
trymestrze a stgzeniem tego metabolitu u noworodka (p = 0,00196). Dla par kompletnych
zestawow danych wynosit on Rg = 0.731. Poniewaz Rs bylo dodatnie, to wnioskowaé mozna
iz wzrost st¢zenia nordiazepamu w III trymestrze powodowatl wzrost stezenia tej aktywnej
farmakologicznie benzodiazepiny u ptodu (Rycina 41). Fakt ten mozna thumaczy¢ szybkim
metabolizmem leku macierzystego do nordiazepamu oraz wickszym powinowactwem
metabolitu do macierzy wilosa. Nalezy mie¢ to na uwadze dokonujac oceny noworodka

i podejmujac interwencj¢ medyczng.

600

500 ~

400 -

300 A

200 A

100 A

Stezenie nordiazepamu w Il trymestrze [pg/mg]

0 100 200 300 400 500 600 700

Stezenie nordiazepamu u noworodka [pg/mg]

RYCINA 41. Korelacja stezen nordiazepamu [pg/mg] oznaczonych u matek w III trymestrze

1 noworodkéw z cigzy pojedynczej
W tabeli 13 zebrano $rednie st¢zenia diazepamu oznaczone w poszczegdlnych

trymestrach cigzy pojedynczej oraz u noworodkow, a graficznie wyniki te zaprezentowano na

rycinie 42.
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TABELA 13. Srednie stezenia diazepamu [pg/mg] oznaczone w poszczegdlnych trymestrach

ciazy pojedynczej oraz u noworodkow

Srednie stezenie [pg/mg]

Parametr

Diazepam
w | trymestrze

Diazepam
w Il trymestrze

Diazepam
w Il trymestrze

Diazepam
u noworodka

12

26

13

Srednie stezenie

[pg/mg]

30,8

31,6

34,1

53,3

Odchylenie

standardowe

15,3

36,0

42,4

36,5

100

80 -

60 A

40 -

20 -

1

2

3

4

1-diazepam | trymestr; 2-diazepam Il trymestr;
3-diazepam Il trymestr; 4-diazepam noworodek

RYCINA 42. Srednie stezenia diazepamu [pg/mg] oznaczone u matek w poszczegdlnych

trymestrach ciazy pojedynczej oraz u noworodkow
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Na rycinie 43 zaprezentowano wyniki oznaczen diazepamu i jego gldwnego
metabolitu we wlosach przyktadowej pacjentki i jej noworodka. Wyraznie zaznaczone jest
wysokie stezenie metabolitu diazepamu — nordiazepamu, ktéry jest zwigzkiem

farmakologicznie czynnym.
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RYCINA 43. Wyniki oznaczen diazepamu 1 jego gldwnego metabolitu we wlosach

przyktadowej pacjentki i jej noworodka
W tabeli 14 =zebrano s$rednie st¢zenia nordiazepamu oznaczone U matek

w poszczegolnych trymestrach cigzy pojedynczej oraz u noworodkow, a graficznie wyniki te

zaprezentowano na rycinie 44.
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TABELA 14. Srednie stgzenia nordiazepamu oznaczone U matek w poszczegdlnych

trymestrach cigzy pojedynczej oraz u noworodkow

Srednie stezenie Odchylenie

Ll [pg/mg] standardowe

Nordiazepam

4 6415 6115
w | trymestrze
Nordiazepam 16 529 481
w Il trymestrze
Nordiazepam 27 89.9 122,8
w Il trymestrze
Nordigzepan 27 108,1 144,2

u noworodka

300

250 i

200 +

150 A

100 ~

Srednie stezenie [pg/mg]

50 A

1 2 3 4

1-nordiazepam | trymestr; 2-nordiazepam Il trymestr;
3-nordiazepam Il trymestr; 4-nordiazepam noworodek

RYCINA 44. Srednie stezenia nordiazepamu [pg/mg] oznaczone u matek w poszczegdlnych

trymestrach ciazy pojedynczej oraz u noworodkow
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Tabela 15 przedstawia stosunek stgzen nordiazepamu do diazepamu we wlosach
odpowiadajacych III trymestrowi cigzy pojedynczej pobranych od matek oraz we wilosach
noworodkow. Prezentacja graficzna powyzszych wartosci na rycinie 45. Obliczone wartosci
sugeruja, ze nordiazepam jest obecny w ponad dwukrotnie wyzszych stezeniach zaré6wno we
wlosach matek odpowiadajacych III trymestrowi cigzy, jak i we wlosach noworodkow. Moze
to by¢ zwigzane z intensywnym i szybkim metabolizmem leku diazepam oraz wigkszym

powinowactwem metabolitu do komorek macierzy wilosa.

TABELA 15. Stosunek stezen nordiazepamu do diazepamu oznaczonych we wlosach matek

z III trymestru oraz noworodkow

we wiosach matki we wtosach

Parametr
w lll trymestrze noworodka

Stezenie diazepamu [pg/mg] 34 1. 53,3
Stezenie nordiazepamu [pg/mg] 89,9 108,1
Stosunek stezen

nordiazepamu do diazepamu 2,64 2,03
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noworodek
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RYCINA 45. Stosunek stezen nordiazepamu do diazepamu oznaczonych we wlosach matek

N
|

[EY
]

w 11 trymestrze cigzy oraz noworodkoéw

W tabeli 16 zestawiono takze stezenia diazepamu i jego metabolitu oznaczone U matek
w III trymestrze cigzy i u noworodkow, po czym okreslono stosunek tych wartosci. Wartosci
te wskazuja, ze stezenie diazepamu 1 nordiazepamu we wilosach noworodkow byto

odpowiednio 1,56 i 1,2 razy wyzsze niz u matek w III trymestrze (Rycina 46).

1,8

diazepam
1,6 P
nordiazepam

14 -
1,2 -
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0 -

RYCINA 46. Stosunek stgzen benzodiazepin oznaczonych u noworodkéw wzgledem stezen

oznaczonych we wlosach w III trymestrze u ich matek
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TABELA 16. Srednie stezenia diazepamu i nordiazepamu [pg/mg] oznaczone w III

trymestrze cigzy u matek i u noworodkow i stosunek ich wartosci

Stezenie diazepamu w Il trymestrze [pg/mg] 34,1
Stezenie diazepamu u noworodka [pg/mg] 53,3
Stosunek stezenia diazepamu u noworodka 1,56

do stezenia w Il trymestrze

Stezenie nordiazepamu w Ill trymestrze [pg/mg] 89,9
Stezenie nordiazepamu u noworodka [pg/mg] 108,1
Stosunek stezenia nordiazepamu u noworodka 1,20

do stezenia w Ill trymestrze

5.2. Wyniki dla cigzy blizniaczej

Po rozwigzaniu zdecydowanej wigkszosci cigz blizniaczych urodzily si¢ bliznigta
dwujajowe. Tylko 6 par noworodkow stanowity bliznigta jednojajowe. W jednym przypadku
wyksztalcilo si¢ tozysko jednoowodniowe, jednokosmowkowe. W pigciu cigzach
zdiagnozowano tozysko dwuowodniowe, jednokosméwkowe. W pozostatych sytuacjach
bliznigta rozwijaly si¢ w lozyskach dwuowodniowych, dwukosmoéwkowych lub
dwukosméwkowych potaczonych.

Srednie stezenie poszczegdlnych substancji z grupy benzodiazepin przedstawiono
w tabeli 17, w ktorej uwzgledniono ponadto warto$ci minimum i maksimum danej zmiennej,
gérme 1 dolne kwartyle oraz pomiar odchylenia standardowego. Zbiorczo dane te
zaprezentowano takze na rycinie 47, w ktorej réznice w poziomach zwiazkow sa fatwe do

zaobserwowania.
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TABELA 17. Statystyka opisowa wynikéw otrzymanych w grupie cigzy blizniaczej

Srednie Mediana | Minimum | Maksimum | Dolny Odchylenie
stezenie [pg/mg] [pg/mg] standardowe
[pg/mg]
Diazepam 14 335 23,0 5,0 129,4 10,9 28,7 37,3
w | trymestrze
Diazepam 13 22,4 12,7 5,3 92,0 9,3 25,5 23,6
w Il trymestrze
Diazepam 20 30,9 30,8 1,8 100,5 5,1 45,4 27.9
w |l trymestrze
Nordiazepam 19 15,8 6,9 1,2t 111,0 2,7 16,4 25,1
w | trymestrze
Nordiazepam 21 14,8 5,6 0,8 65,4 2,8 16,1 19,0
w Il trymestrze
Nordiazepam 22 23,8 12,8 1l 69,5 4,5 40,6 22,8
w Il trymestrze
Oksazepam 0
w | trymestrze
Oksazepam 1 551 Syl 51! 5,1 5.1 51
w Il trymestrze
Oksazepam 6 19 1,3 0,6 5:4 1,0 2,2 1,8
w Il trymestrze
Diazepam 8 228,5 53,2 8,6 1408,0 15,7 136,8 479,6
u noworodka |
Nordiazepam 25 80,1 39,9 257 537,0 14,5 87,7 114,9
u noworodka |
Oksazepam 3 77 15,8 9,9 27,4 9.9 27,4 8,9
u noworodka |
Diazepam 10 28,1 27,7 1,8 94,1 12.3 29,4 26,1
u noworodka Il
Nordiazepam 27 88,9 62,5 3,4 402,7 25,3 125,4 89,3
u noworodka Il
Oksazepam 5 6,4 4,7 1,4 12,7 2,6 10,4 49

u noworodka Il
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800
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Srednie stezenie [pg/mg]

o 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1-diazepam w | trymestrze; 2-diazepam w |l trymestrze; 3-diazepam w Ill trymestrze;
4-nordiazepam w | trymestrze; 5-nordiazepam w |l trymestrze; 6-nordiazepam w Ill trymestrze;
7-oksazepam w | trymestrze; 8-oksazepam w || trymestrze; 9-oksazepam w Il trymestrze;
10-diazepam u noworodka |; 11-nordiazepam u noworodka |; 12-oksazepam u noworodka I;
13-diazepam u noworodka II; 14-nordiazepam u noworodka Il; 15-oksazepam u noworodka Il

RYCINA 47. Zbiorcze przedstawienie graficzne S$rednich stezen (z odchyleniem
standardowym) dla poszczegdlnych benzodiazepin oznaczanych u matek w trzech

trymestrach cigzy blizniaczej oraz u noworodkow.

Na rycinie 48 przedstawiono $rednie stezenia diazepamu i jego dwdch metabolitow
wyznaczone dla calego okresu cigzy (usrednione z probek wlosow z wszystkich trzech
trymestrow. Dla diazepamu wynosito ono 21,9 pg/mg, dla nordiazepamu — 16,4 pg/mg, za$

dla oksazepamu — 0,8 pg/mg.
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diazepam

20 -

nordiazepam

10 -

oksazepam

RYCINA 48. Srednie stezenia benzodiazepin [pg/mg] oznaczone we wlosach matek ze

zdiagnozowang ci3zg blizniacza

Przeprowadzono sprawdzenie normalnosci rozkladu dla zmian poziomu diazepamu,
nordiazepamu 1 oksazepamu w czasie. Ze wzgledu na brak normalnosci rozktadu
przeprowadzono analize¢ wariancji ANOVA Friedmana z uwzglednieniem wspoiczynnika
zgodnosci Kendalla. Jego warto$¢ dla analizy zmian stezen diazepamu w trzech trymestrach
cigzy wynosita 0,17355. Do sprawdzania istotnos$ci wspolczynnika zgodnos$ci uzyto testu chi-
kwadrat (X*> = 3,818182 przy p = 0,14822). Pordwnujac warto$¢ p z poziomem istotnosci
a = 0,05 stwierdzono, ze zmiany w czasie Nie sg istotne statystycznie.

Wartos¢ wspotczynnika Kendalla dla analizy zmian stezen nordiazepamu w trzech
trymestrach cigzy wynosita 0,14879. Do sprawdzania istotno$ci wspotczynnika zgodnos$ci
uzyto testu chi-kwadrat (X? = 5,058824 przy p = 0,07971). Poréwnujac warto$¢ p z poziomem
istotnosci o = 0,05 stwierdzono, ze zmiany w czasie Nie sg istotne statystycznie.

Ze wzgledu na zbyt malg ilos¢ przypadkow wykrycia 1 oznaczenia oksazepamu nie
przeprowadzono analizy statystyczne;.

Przeprowadzono rowniez porownanie Srednich st¢zen benzodiazepin oznaczonych
u matki i jej pierwszego noworodka w poszczegolnych trymestrach cigzy, korzystajac z testu
Wilcoxona, poniewaz pary danych traktowa¢ mozna jako zmienne powigzane — ptod byt
eksponowany na benzodiazepiny w zwigzku z przyjmowaniem lekow przez matke.
W konsekwencji ujawniono statystycznie istotne réznice w stezeniu nordiazepamu u kobiet

i dzieci w kazdym z trymestrow, jak i zbiorczo dla catej cigzy. Podobnie, jak w przypadku
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cigz pojedynczych fakt ten mozna tlumaczy¢ intensywnym metabolizmem diazepamu do
nordiazepamu zaré6wno w organizmie matek, jak 1 ich dzieci, a takze wigkszym
fizjologicznym powinowactwem metabolitu do macierzy wlosoéw dzieci.

Na rycinach 49, 50 i 51 przedstawiono graficznie $rednie poziomy st¢zen diazepamu,
nordiazepamu i oksazepamu oznaczone we wilosach matek w poszczegdlnych trymestrach
cigzy mnogiej oraz u ich noworodkow. Uwage zwracaja wysokie stezenia substancji

0znaczone u dzieci.
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RYCINA 49. Srednie stezenia diazepamu [pg/mg] oznaczone w poszczegdlnych trymestrach

cigzy u matek i u bliznigt
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RYCINA 51. Srednie stgzenia oksazepamu [pg/mg] oznaczone w poszczegdlnych

trymestrach cigzy we wlosach matek i u bliznigt
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Zbadano takze zalezno$¢ pomiedzy $Srednimi stgzeniami benzodiazepin oznaczonymi

u matek 1 kazdego z dwojki noworodkow.

Analizg¢ statystyczng porownujacag Srednie  stezenia benzodiazepin  oznaczonych
u matki i jej pierwszego noworodka przedstawiono ponize;.

Wobec braku normalnosci rozktadu zastosowano wspotczynnik korelacji rangowe;j
Rs Spearmana. Stwierdzono, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy $rednim stezeniem nordiazepamu
oznaczonym we wiosach pobranych od dziecka I a stezeniem tego zwigzku we wlosach matek
odpowiadajacych I trymestrowi cigzy (p = 0,015185). Poniewaz wspdtczynniki korelacji Rs
byt dodatni (0,57756) to nalezy wysnu¢ wniosek, iz wzrost st¢zenia gldownego metabolitu
diazepamu u matki w | trymestrze ciagzy skutkowat wzrostem jego stezenia u noworodka I.

W nastgpnym etapie analizy statystycznej cigzy blizniaczej przeprowadzono
poroéwnanie Srednich stgzen benzodiazepin oznaczonych u matki i jej drugiego noworodka
w poszczegbdlnych trymestrach cigzy, korzystajac z testu Wilcoxona. Podobnie, jak
w przypadku poréwnania z pierwszym noworodkiem rdznice istotne statystycznie zauwazono
w stezeniu nordiazepamu. Rdéznice te odnotowano w kazdym z trymestrow, jak 1 zbiorczo dla

calej cigzy.

Analize statystyczng porownujacg Srednie stezenia benzodiazepin oznaczonych u matki 1 jej
drugiego noworodka zaprezentowano ponize;j.

Wobec braku normalnosci rozktadu zastosowano wspotczynnik korelacji rangowej
Rs Spearmana. Warto$¢ p dla st¢zenia diazepamu i nordiazepamu we wszystkich trzech
trymestrach wskazuje, ze nie zachodzila zalezno$¢ pomigdzy S$rednimi stezeniami tych
substancji oznaczonymi we wlosach matek a stezeniami u noworodka I1.

Analiza stezen oksazepamu nie byla mozliwa ze wzgledu na zbyt malg licznosé
przypadkow.

Zestawienie danych uzyskanych z analizy par bliznigt, obejmujace sprawdzenie
normalnosci rozkfadu i kolejne przeprowadzenie testu Wilcoxona nie wykazalo zadnych
istotnych réznic dla stezen opisywanych benzodiazepin.

Podobnie pordéwnanie danych dotyczacych stezen benzodiazepin pomigdzy
noworodkami z cigz blizniaczych testem U Manna-Whitneya nie wykazato zadnych réznic
wynikajacych z rodzaju bliznigt (jedno- i dwujajowych). Analogiczne badanie

przeprowadzono dla zmiennych pod wzgledem typu tozyska (z analizy wylaczono jednak
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przypadek tozyska jednoowodniowego, jednokosmowkowego z powodu malej licznosci
grupy — jedna para blizniat.

W ocenie ekspozycji noworodkdw z cigz mnogich wykorzystano poréwnanie stgzen
nordiazepamu do diazepamu we wilosach matek w III trymestrze oraz ich dzieci. Uzyskane

wartos$ci stosunkow zamieszczono w tabeli 18.

TABELA 18. Srednie stezenia diazepamu i nordiazepamu [pg/mg] oznaczone w III

trymestrze cigzy u matek i u noworodkow oraz stosunek ich wartosci

Parametr We wtosach matki | We wtosach We wtosach

w |l trymestrze noworodka | noworodka

Stezenie diazepamu [pg/mg] 30,9 228,5 281
Stezenie nordiazepamu [pg/mg] 23,8 80,1 88,9
Stosunek stezen 0.77 035 316

nordiazepamu do diazepamu

W tabeli 19 zestawiono takze st¢zenia diazepamu oznaczone u matek w III trymestrze
cigzy 1 u bliznigt, po czym okreslono stosunek tych wartosci. Wartosci te wskazuja, ze
przecietnie stezenie diazepamu u pierwszego noworodka bylo 7,39 wyzsze niz u matki w III
trymestrze cigzy, za$§ u drugiego porownywalne ze st¢zeniem w ostatnim trymestrze.
Graficzna prezentacja powyzszych zaleznosci widnieje na rycinie 52.

W tabeli 20 zaprezentowano stezenia nordiazepamu oznaczone w III trymestrze cigzy
1 u blizniat, po czym okreslono stosunek tych wartosci. Wskazuja one, zZe przecigtnie st¢zenie
nordiazepamu u pierwszego noworodka bylo 3,36, za§ u drugiego 3,73 razy wyzsze niz

u matki w III trymestrze cigzy. Powyzsze zalezno$ci zilustrowano na rycinie 53.
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TABELA 19. Srednie stezenia diazepamu [pg/mg] oznaczone w III trymestrze ciazy u matek

iu bliznigt oraz stosunek ich wartosci

Stezenie diazepamu w Ill trymestrze [pg/mg] 30,9
Stezenie diazepamu u noworodka | [pg/mg] 228,5
Stezenie diazepamu u noworodka Il [pg/mg] 28,1

Stosunek stezenia diazepamu u noworodka |

S 7,39
do stezenia w Il trymestrze

Stosunek stezenia diazepamu u noworodka

do stezenia w Il trymestrze 0,30

noworodek |

noworodek I

.

O B N W H U1 OO N 0 O
]

RYCINA 52. Stosunek S$redniego st¢zenia diazepamu oznaczonego we wlosach bliznigt

wzgledem Sredniego stezenia diazepamu oznaczonego w III trymestrze cigzy u matki
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TABELA 20. Srednie stezenia nordiazepamu [pg/mg] oznaczone w III trymestrze cigzy

u matek i u blizniat oraz stosunek ich wartosci

Stezenie nordiazepamu w Il trymestrze [pg/mg] 23,8
Stezenie nordiazepamu u noworodka | [pg/mg] 80,1
Stezenie nordiazepamu u noworodka Il [pg/mg] 88,9

Stosunek stezenia nordiazepamu u noworodka |

- 3,36
do stezenia w Il trymestrze

Stosunek stezenia nordiazepamu u noworodka Il

do stezenia w Il trymestrze 3,73

4,
> noworodek I

noworodek |

3,5

2,5 -

1,5 -

0,5 -

RYCINA 53. Stosunek $redniego stgzenia nordiazepamu oznaczonego we wlosach bliZniat

wzgledem Sredniego stezenia diazepamu oznaczonego w III trymestrze ciazy u matki
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Na rycinach 54 i 55 przedstawiono graficznie korelacje stezen nordiazepamu 0znaczonego we

wlosach poszczegdlnych matek w I11 trymestrze i we wlosach ich kolejnych noworodkow.
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RYCINA 54. Korelacja stezen nordiazepamu [pg/mg] oznaczonych u matki w I11 trymestrze

cigzy i pierwszego noworodka z cigzy blizniaczej
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RYCINA 55. Korelacja stezen nordiazepamu [pg/mg] oznaczonych u matki w III trymestrze

ciagzy i drugiego noworodka z cigzy blizniacze;.
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6. DYSKUSJA

Wszelkie choroby wystepujace w ciazy i okresie karmienia piersig stanowig ogromne
wyzwanie terapeutyczne. Konieczne jest efektywne leczenie stanu patologicznego
z jednoczesnym minimalizowaniem narazenia plodu na szkodliwe leki. Idealnym
rozwigzaniem jest planowanie prekoncepcyjne. W sytuacji, gdy chora pacjentka zachodzi
w cigze lub gdy choroba rozwija si¢ w trakcie trwania cigzy, zadanie powrotu do zdrowia jest
utrudnione. Niejednokrotnie (np. w przypadku zaburzen psychicznych) szansa na
zmniejszenie dawek lekow w celu osiggnigcia maksymalnej ochrony plodu w pierwszym
trymestrze zostaje zaprzepaszczona. W momencie uwidocznienia si¢ do$¢ zaawansowanej juz
cigzy okazuje si¢, ze rozwijajacy si¢ ptod byl narazony na substancje teratogenne. Mimo, iz
FDA nie zatwierdzita zadnego zwigzku z grupy lekéw psychotropowych do leczenia w czasie
cigzy 1 laktacji (np. diazepam nalezy do kategorii D) calkowite zaprzestanie terapii moze
okaza¢ si¢ zbyt ryzykowne zarowno dla matki, jak i dla ptodu. W takich sytuacjach rozsadne
jest korzystanie z lekow starszych, sprawdzonych w wieloletniej praktyce, ktorych skutki
uboczne zostaly juz zaobserwowane 1 scharakteryzowane w piSmiennictwie. Nowe
substancje, potencjalnie bezpieczniejsze, mogg bowiem wywolywaé u plodu zmiany
wykrywalne dopiero po porodzie lub toksyczne efekty odlegle. Lekarz majacy pod opieka
pacjentke ciezarng badZz karmigcg musi wigc podja¢ sie indywidualnej oceny ryzyka
i korzySci wypltywajacych z wybranego post¢gpowania farmakologicznego. Waznymi
aspektami takiej analizy sg niewatpliwie stopien zaawansowania choroby kobiety,
konsekwencje jej nie leczenia, potencjalne skutki uboczne zastosowania lekow dla zdrowia
matki i dziecka, a ponadto okres cigzy lub karmienia. Badania obserwacyjne, mimo licznych
stabych stron, stanowig obecnie najwazniejsze zrodlo wiedzy do optymalizacji terapii.
Ztozone 1 delikatne kwestie dotyczace przeprowadzania doglgbnych badan interwencyjnych
W cigzy sprawiaja, ze leczenie pozostaje zagadkowe. Ten zrozumiaty, a zarazem niefortunny
fakt sprawil, ze badacze poszukujg nieinwazyjnych i etycznych sposobow poglgbienia wiedzy
na temat terapii kobiet cigzarnych.

Szacunkowe dane dotyczace ryzyka stosowania lekoéw w cigzy pozyskiwane sa
glownie z opisoOw przypadkéw lub retrospektywnych badan epidemiologicznych. Tego typu
analizy obarczone sg czg¢sto blgdem zwigzanym z brakami w raportach medycznych lub
wystepowaniem przeroznych zmiennych wiktajacych, takich jak: stan zdrowia, odzywienia,

wiek matki, uzywanie alkoholu, tytoniu i nielegalnych substancji, toksyny $rodowiskowe,
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historia poronien i urodzen martwych, uwarunkowan genetycznych, obcigzen rodzinnych,
stosowanie licznych lekow dostepnych bez recepty lub bez konsultacji farmaceutycznej, wiek
cigzowy w momencie wystapienia ekspozycji, stosowanie si¢ do zalecen lekarza, dawki leku,
skutkéw choroby towarzyszacej cigzy (American Academy of Pediatrics, 2000).

Obecnie stosowane modele oceny bezpieczenstwa lekow stosowanych w cigzy to
m.in. opis przypadku, czyli doniesienie sygnalizujace potencjalny problem, ktére umozliwia
wdrozenie formalnego dochodzenia badawczego lub serie przypadkéw - opis od kilku do
nawet kilkuset podobnych przypadkow, ktory jednak ograniczony jest brakiem grupy
poréwnawczej (kontrolnej), ktora reprezentowalaby populacje. W pismiennictwie wyrdznia
si¢ rOwniez poréwnawcze badania kohortowe prospektywne — model czesto stosowany
w identyfikacji dziatania teratogennego. Kobiety narazone na dany czynnik sg kwalifikowane
do badania, najczesciej w pierwszym trymestrze cigzy (okres organogenezy) w celu
prospektywnej obserwacji. Po narodzinach dziecka uzyskane wyniki cigzy poréwnuje si¢
z wynikami grupy nienarazonej i zdrowej. Proponowane jest rowniez kontrolne badanie
przypadkow — badania retrospektywne, w ktorych porownuje si¢ grupe przypadkow
z okreslonym efektem zdrowotnym z grupg bez tego efektu. Zwigzek miedzy potencjalnym
czynnikiem ryzyka a wystgpieniem efektu jest sprawdzany poprzez porownanie czgstosci jego
obecnosci u pacjentow chorych i zdrowych. Istnieje réwniez metaanaliza — narzedzie
pozyteczne zwlaszcza w zakresie analizy stosowania lekow w cigzy, w zwigzku z matg liczba
przypadkow dostepnych w badaniach obserwacyjnych; metoda umozliwiajaca taczenie grup
w obrebie roznych badan w celu ustalenia pewniejszej ekspertyzy na podstawie dostepnego
piSmiennictwa; warunkiem wlaczenia przypadkéw do badania jest ich podobienstwo,
oceniane przez niezaleznych recenzentow artykutow (Einarson, 2009).

Ocena bezpieczenstwa lekow w cigzy 1 narazenia plodu na toksyczne dziatanie
ksenobiotykow jest procesem skomplikowanym. W zwigzku z licznymi zastrzezeniami natury
etycznej dotyczgcymi badan kobiet ci¢zarnych, ptodow, a nawet noworodkoéw watpliwe jest
przeprowadzenie randomizowanych badan klinicznych. Wszystkie wymienione metody
charakteryzujg si¢ pewnymi ograniczeniami, takimi jak mala grupa badana, obcigzenie
retrospektywne, brak pewnosci co do procesu farmakoterapii w cigzy (np. stosowanie si¢ do
zalecen lekarza — z angielskiego compliance), czy brak pelnej historii medycznej pacjentki.
Nie oznacza to jednak, ze wnioski uzyskane za pomoca tych narz¢dzi nie sg oparte na

dowodach naukowych (Einarson, 2009).
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Specjalisci opieki zdrowotnej powinni mie¢ do dyspozycji technik¢ umozliwiajaca
rozpoznanie noworodka, ktory byt narazony w zyciu ptodowym na nielegalne i niebezpieczne
dla zdrowia substancje. Jest to istotne podczas porodu i pierwszego okresu pielggnacji
dziecka, zwlaszcza w obliczu nieoczekiwanych objawow patologicznych. Neonatolodzy
1 pediatrzy zwracajg szczegdlng uwage na role analizy probek biologicznych pobranych od
noworodkow, zarowno pod wzgledem klinicznym, jak i prawnym. Okre$lenie stopnia
ekspozycji dziecka na leki jest niezbedne do wdrozenia wiasciwego postgpowania
terapeutycznego, a ponadto stanowi podstawe do ustalenia strategii pomocy zdrowotno-
socjalnej dla matki. Praktyka dowodzi, ze kobiety zazywaja leki nie tylko ze wskazan
lekarskich, ale rowniez naduzywaja ich, stosuja w niewlasciwych sytuacjach, a nawet sa
ofiarami przemocy z uzyciem S$rodkow farmakologicznych. W tych dramatycznych
przypadkach sytuacja nie ulega zmianie, gdy kobieta zachodzi w cigzg. Sa to pacjentki
wysokiego ryzyka, ktoérych zdiagnozowanie moze decydowac o bezpieczenstwie rodziny po
wypisie ze szpitala. Precyzyjna ocena krotko- i dlugoterminowych objawow ubocznych
wystepujacych u noworodka, wynikajacych z narazenia na ksenobiotyki w czasie cigzy, moze
by¢ niezwykle trudna.

Potencjalne efekty zwigzane z narazeniem prenatalnym na nielegalne substancje
1 naduzywane leki (stymulanty, kannabinoidy, opiaty/opioidy, halucynogeny i $rodki
uspokajajace) moga by¢ niezwykle zrdéznicowane pod wzgledem charakteru i nasilenia.
Zazywanie przez kobiete ciezarng metamfetaminy lub kokainy moze wigzaé si¢ z objawami
okotoporodowymi u noworodka takimi jak: niska masa urodzeniowa, rozdraznienie,
placzliwo$¢, trudnosci z ssaniem, zaburzenia psychorozwoju, martwicze zapalenie jelit oraz
dhlugotrwalymi: umiarkowane zaburzenia wzrostu, poznawcze, jezykowe czy behawioralne.
Podobne objawy obserwuje si¢ po stosowaniu heroiny, morfiny, kodeiny oraz fentanylu.
Profil okotoporodowych dziatan niepozgdanych u dziecka jest ponadto rozszerzony
o noworodkowy zespdt abstynencyjny (z angielskiego Neonatal Abstinence Syndrome, NAS):
drazliwos$¢, zaburzenia uktadu autonomicznego, ukladu oddechowego, zotgdkowo-jelitowe.
Zyskujace coraz wigksza akceptacj¢ spoleczng korzystanie z marihuany wigze si¢
Z wystapieniem u dlugotrwale narazonego ptodu/noworodka wyjatkowej impulsywnosci oraz
zaburzeniami procesow kognitywnych. Zazywanie halucynogendéw przez ciezarng kobiete
wigze si¢ glownie z krotkotrwalymi, aczkolwiek groznymi skutkami negatywnymi
u noworodka — niska masg urodzeniowa i zaburzeniami psychorozwoju. Okoloporodowe

objawy stosowania popularnych $rodkéw uspokajajacych, takich jak barbiturany
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1 benzodiazepiny to wystepujace u noworodka: niska masa urodzeniowa, depresja uktadu
oddechowego, hipotonia, trudno$ci z ssaniem, zespot odstawienia, rozdraznienie
i placzliwos¢. Do dlugotrwatych efektow ich dziatania zaliczy¢ nalezy zaburzenia
psychorozwoju dziecka (Farst et al., 2011). Nalezy podkresli¢, ze niewlasciwe stosowanie
lekow przepisywanych na recepte, takich jak leki przeciwbdlowe czy benzodiazepiny uznaje
si¢ za przyjmowanie nielegalnych substancji. Do najczg$ciej naduzywanych lekow z grupy
benzodiazepin naleza w Stanach Zjednoczonych alprazolam 1 diazepam, a takze
flunitrazepam, stosowany jako narkotyk imprezowy (z angielskiego ,party drug”, zwany
popularnie ,,roofie”) (United States Drug Enforcement Administration, 2012).

Stosowanie benzodiazepin w czasie ciazy jest nadal dyskusyjne. Badania kohortowe
kobiet cigzarnych w stanie Waszyngton wykazaly, ze ponad 10% z nich (300 pacjentek)
zazywalo substancje psychotropowe w czasie cigzy, z czego az 85% — benzodiazepiny.
Stosowanie przez matke benzodiazepin w czasie cigzy bylo zwigzane z niemal 7-Krotnie
wyzszym ryzykiem porodu przedwczesnego oraz podwyzszonym ryzkiem wystgpienia niskiej
urodzeniowej masy ciata (38,4% w poréwnaniu do 5,5% w grupie kontrolnej), zespotu
zaburzenia oddychania noworodka (17,4% w poroéwnaniu do 2,8% w grupie kontrolnej),
obnizeniem wyniku w skali Apgar (wynik ponizej 7 mierzony w 5 minucie u 8,1%
przypadkoéw, w porownaniu do 1,5% w grupie kontrolnej), a takze czestszym przyjmowaniem
noworodkow na oddziat intensywnej opieki (32,6% przypadkéw w poréwnaniu do 6,3%
w grupie kontrolnej). Ryzyko wystgpienia negatywnych skutkow zdrowotnych réznilo sie
ponadto w zalezno$ci od momentu rozpoczgcia terapii benzodiazepinowej. Warto podkreslic,
ze wigkszos$¢ kobiet zakwalifikowanych do analizy zazywalo lorazepam (73 przypadki),
a diazepam przepisano tylko 2 pacjentkom (Calderon-Margalit et al., 2009). Natomiast
w badaniach przeprowadzonych wsrod 1944 kobiet deklarujacych zazywanie benzodiazepin
w czasie cigzy przez Wikner i wspdtpracownikow dominujgcym lekiem byt diazepam.
Szwedzki zespot otrzymat wyniki dotyczace zagrozen cigzy i noworodka zbiezne, cho¢ nieco
nizsze niz w/w zespot z USA. Podobnie odnotowano r6znice w wielkos$ci ryzyka uzaleznione
od czasu ekspozycji na leki. Wczesne narazenie prenatalne wigzalo si¢ z niemal 1,5-krotnie
wyzszym, za$ poézne — z ponad 2,5-krotniec wyzszym ryzykiem przedwczesnego porodu.
PodzZniejsze podanie benzodiazepiny zwigkszalo rowniez prawdopodobienstwo wystapienia
wszystkich pozostatych negatywnych skutkow zdrowotnych (Wikner et al., 2007). Z kolei
badania przeprowadzone w Tours (Francja) dowodza, ze ponad potowa noworodkow

narazonych na dziatanie benzodiazepin wykazywata odstepstwa od normy zdrowotnej. Istotne
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ryzyko wigzalo si¢ z hipotonig i hipowentylacja (42% przypadkoéw zaburzen zdrowotnych
zwigzanych z ekspozycja na benzodiazepiny) oraz zespolem odstawienia (20% przypadkow
zaburzen zdrowotnych zwigzanych z ekspozycja na benzodiazepiny). Wymieniono
nastgpujace wskazania do stosowania lekow: depresja (36,5%), lek (22,5%), epilepsja (18%),
inne zaburzenia psychiatryczne (11,5%) oraz bezsennos$¢ (4,5%). Niestety stosunkowo duza
grupa pacjentek podejmowata samodzielne leczenie tymi lekami psychotropowymi (7%).
Najczesciej stosowanymi lekami z tej grupy byly: oksazepam (20%), bromazepam (19%)
i alprazolam (16,5%). Autorzy zauwazaja, ze w pdznym okresie cigzy (zwlaszcza w ostatnim
miesigcu) warto wzigé pod uwage mozliwos¢ zmiany przepisanej benzodiazepiny na
bezpieczniejsza, krocej dzialajaca, nie kumulujacg si¢ w organizmie ptodu — np. oksazepam
(Swortfiguer et al., 2005). Ta sugestia warta jest podkreslenia rowniez w kontekscie wynikow
badan witasnych i niniejszej analizy oraz czesto$ci stosowania diazepamu wsrdéd poznanskich
pacjentek cigzarnych. Wszystkie pacjentki zakwalifikowane do badan bedgcych przedmiotem
rozprawy doktorskiej zazywaly diazepam. Po uwzglednieniu réznic dotyczacych profilu
dziatania diazepamu i oksazepamu oraz potrzeb danej pacjentki, moze okazaé sig¢, ze
wystarczajace bedzie zastosowanie leku mniej toksycznego, ktory nie kumuluje sie
w organizmie dziecka. W badaniach wtasnych oksazepam, jako metabolit diazepamu zostat
oznaczony w sporadycznych przypadkach par matka — noworodek, co moze potwierdzaé jego
mniejszy udziat w ekspozycji benzodiazepinowej plodu. Przytoczone przyktady badan
wskazuja, ze problem zbyt czestego stosowania benzodiazepin u pacjentek cigzarnych
dotyczy wielu panstw europejskich. Réwniez informacje zawarte w pracy opublikowanej
przez zespot naukowcoéw z Chorwacji stanowig argument potwierdzajacy te teze. To wilasnie
diazepam byt drugim najczesciej przepisywanym lekiem w cigzy. Ponad 1/3 pacjentek
cigzarnych czterech szpitali w Zagrzebiu przyjmowala ten lek, a czesto$¢ jego zazywania
zwigkszala si¢ wraz z wiekiem cigzowym — w pierwszym trymestrze zazywato go 8,3%
kobiet, w drugim — 14,2% oraz 23,7% w trzecim. Badacze apelujg o rozwage w stosowaniu
benzodiazepin i wprowadzanie innych niz farmakologiczne procedur leczniczych (Leppée
et al., 2010). Amerykanska Akademia Pediatryczna (American Academy of Pediatrics)
zaniepokojona skalg zjawiska wystosowala zalecenia do terapii substancjami
psychoaktywnymi w czasie cigzy (American Academy of Pediatrics, 2000). W opracowaniu
znalazly si¢ cenne uwagi dotyczace lekow z grupy benzodiazepin. Naukowcy zaznaczaja, ze
do najistotniejszych skutkdw ubocznych dzialania benzodiazepin u noworodkéw naleza

sedacja, uzaleznienie oraz objawy odstawienia. U noworodkéw eksponowanych nawet na
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obnizone dawki leku moga okoloporodowo wystapi¢: benzodiazepinowy zespot wiotkiego
dziecka (z angielskiego floppy infant syndrome) — hipotonia mig¢$niowa, niski wynik w skali
Apgar, hipotermia, ostabiona reakcja na zimno, depresja neurologiczna, a takze objawy
zespotu odstawienia — hipertonia, hiperrefleksja, irytacja, niepokdj ruchowy, drgawki,
zaburzenia snu, nadmierna placzliwo$¢, dreszcze, bradykardia, sinica. Objawy moga wystapic
zaraz po porodzie lub nawet do 3 tygodni po narodzinach i utrzymywac si¢ kilka miesiecy
(w zaleznosci od stopnia ekspozycji i profilu farmakokinetycznego leku). Na przyktad
diazepam posiada dlugodziatajacy metabolit — nordiazepam, ktorego $redni biologiczny okres
pottrwania wynosi u dorostych 73 godziny, a posréd benzodiazepin nieposiadajacych lub
posiadajacych jedynie krotko-aktywne metabolity najdiuzej dziatajgcym lekiem  jest
klonazepam ($redni biologiczny okres péltrwania u dorostych to 23 godziny). W raporcie
podsumowano rowniez aktualng wiedze na temat dziatania teratogennego czgsto stosowanych
benzodiazepin i ustalono, ze twierdzenie o teratogennym dziataniu diazepamu jest nadal
kontrowersyjne (Briggs et al., 1994), a takze nie wykazano wad wrodzonych po stosowaniu
u ludzi alprazolamu i lorazepamu (St Clair, Schirmer, 1992). Jedynie ograniczone badania
wskazujg na mozliwo$¢ uszkodzenia ptodu po stosowaniu klonazepamu, stad zalecane jest
badanie ultrasonograficzne pod katem anomalii pomigedzy 18 a 20 tygodniem cigzy.
W podsumowaniu eksperci przedstawili wskazowki terapeutyczne do stosowania lekow
z grupy benzodiazepin. Jezeli wskazane jest zastosowanie benzodiazepiny u kobiety cigzarnej
to lekiem z wyboru powinien by¢ alprazolam lub lorazepam (w stosunku do
dlugodziatajacego diazepamu i klonazepamu). Jak dotad nie wykazano wad wrodzonych po
stosowaniu alprazolamu i lorazepamu. W postgpowaniu zapobiegawczym lekiem
preferowanym wzgledem alprazolamu jest lorazepam, ze wzgledu na nieco dhuzszy okres
dziatania, nieobecnos¢ aktywnych metabolitow i1 brak powigzania z wystepowaniem zespotu
odstawienia u noworodka.

Inny raport Kliniczny Amerykanskiej Akademii Pediatrycznej zostal w calosSci
poswiecony problemowi zespotu odstawienia u noworodka. Duza jego cze$¢ poswigcona jest
objawom powigzanym z ekspozycja na benzodiazepiny. Autorzy zaznaczaja, ze w przypadku
diazepamu mogg si¢ one pojawi¢ dopiero 12 dni po porodzie, a utrzymywac¢ do O6smego
miesigca zycia noworodka. Pediatrzy zwrocili uwage na fakt, ze zesp6dt ten moze by¢ mylony
z innymi stanami chorobowymi, np. infekcja. Jesli niemozliwe jest postawienie jednoznaczne;j
diagnozy, konieczne jest przeprowadzenie doktadnego wywiadu medycznego. Specjalisci

podkreslaja jednocze$nie, iz informacje uzyskane od matki sa niedoszacowane, a analiza
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moczu matki nie gwarantuje wykrycia ksenobiotykéw. W zwigzku z powyzszym niezbedne
jest badanie skriningowe noworodka (Hudak, Tan, 2012). Badania narazenia noworodkow
mozna przeprowadzi¢ w moczu, krwi, krwi pgpowinowej, smolce, wlosach lub fragmentach
tkanek. Testy immunologiczne krwi i moczu mimo opisanego zastrzezenia s3 czgsto
wykorzystywane ze wzgledu na szybko§¢ wykonania. Gdy to mozliwe, preferowana jest do
badania probka moczu, ktéra mozna w sposdb nieinwazyjny pobra¢ do specjalnego
pojemnika na mocz dla noworodkow i niemowlat. Podstawowa wada tych materiatow
biologicznych jest szybki czas eliminacji ksenobiotykow, ktory moze skutkowaé falszywie
negatywnym wynikiem w przypadku opo6znionego zebrania probek (Lozano et al., 2007).
Tworzenie smolki rozpoczyna si¢ w drugim trymestrze cigzy, stad dodatni wynik analizy
swiadczy o ekspozycji na ksenobiotyk, ktora wystapita po tym czasie. Badanie smotki moze
dostarczy¢ bardziej szczegdlowych informacji na temat historii stosowania substancji/leku.
W sytuacji, gdy zostata ona przyjeta po raz pierwszy krotko przed porodem moze okazac sie,
ze upltyneto zbyt malo czasu, by przenikneta do smoiki 1 otrzymany wynik bedzie fatszywie
ujemny. Pobranie tego materiatu jest utrudnione u noworodkéw cigzko chorych, matych
1 z oczywistych powodow wykluczone, gdy zostanie wydalona jeszcze podczas zycia
plodowego. W badaniu smotki oraz krwi pgpowinowej niemozliwe jest ponadto ustalenie
konkretnego okresu przyje¢cia ksenobiotyku (Farst et al., 2011). Autorzy aktualnego raportu
“Neonatal Drug Withdrawal” omoéwili powszechnie stosowane materialy biologiczne,
zauwazajac ze mocz dziecka musi zosta¢ zebrany niezwlocznie po porodzie, gdyz wiele
lekow jest szybko eliminowanych z ustroju noworodka, a nawet dodatni wynik analizy
dostarcza informacji wytacznie na temat niedawnej ekspozycji na ksenobiotyk (Hudak, Tan,
2012). Docenili zalety smoiki, zaznaczajgc zarazem, ze ocena tego materiatu biologicznego
nie jest standardowo wykonywana w szpitalu. Nalezy tez zebra¢ ja odpowiednio wczesnie,
przed zanieczyszczeniem przez mleko przejsciowe lub modyfikowane (Ostrea et al., 1989;
Ryan et al., 1994). W raporciec wspomniano rowniez o prowadzonych w laboratoriach
badawczych analiz wloséw pobranych od matek i noworodkow (Ostrea et al., 2001).
Cytowany zespot badaczy pod kierunkiem Vinner uznal w konkluzji swoich badan, iz analiza
wlosow umozliwia stwierdzenie wystgpienia noworodkowego zespotu odstawienia (Vinner
et al.,, 2003). Osrodki opieki zdrowotnej sa odpowiedzialne za wlasciwg oceng pacjenta za
pomoca specjalistycznych technik potwierdzajacych wynik badan przesiewowych. Jest to
bardzo wazne zwlaszcza w sytuacji, gdy u noworodka stwierdzono dodatni wynik kontroli na

obecnos$¢ srodkow toksycznych, a matka zaprzecza ich zazywaniu. Nalezy przyja¢ mozliwos¢
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otrzymania btednie pozytywnego wyniku np. w przypadku testow immunologicznych
i zweryfikowa¢ go metoda bezposredniej identyfikacji (chromatografii gazowej lub
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria masowsa). Odsetek
btednych wynikéw badan immunologicznych jest wysoki zwlaszcza w przypadku amfetamin
I benzodiazepin (Valentine, Komoroski, 1995). Wnioski wyptywajace z opublikowanych
badan wptynely na wybdr bardziej specyficznej metody oznaczania w niniejszym projekcie
badawczym, a mianowicie LC-MS/MS.

Wilosy sg praktycznym materialem alternatywnym w ocenie stopnia intoksykacji po
dluzszym okresie od jej wystgpienia, a takze dlugotrwalej ekspozycji na ksenobiotyki.
Stanowia lepszy wybor w porownaniu do probek moczu i krwi. Te zalet¢ analizy wlosa
mozna wykorzystat w okreSleniu stopnia narazenia plodu w czasie rozwoju
wewnatrzmacicznego. Wigkszo$¢ badan przeprowadzonych w tej dziedzinie dotyczy
naduzywania lekow, narkotykoéw 1 uzywek. Callahan 1 wspolpracownicy pordwnali stezenia
kokainy oznaczonej we wlosach pobranych od matek 1 ich noworodkéw oraz smotce i moczu
z ankietowym wywiadem dotyczacym zazywania narkotyku uzyskanym od 59 pacjentek.
Wiosy matek zostaly podzielone za 3 réwne segmenty, ktére odpowiadaty 3 kolejnym
trymestrom cigzy. Uzyskane z analiz materiatu biologicznego dane potwierdzily 94%
deklaracji pozytywnych/potwierdzajacych stosowania kokainy i tylko 6% deklaracji
negatywnych/zaprzeczajacych. Probki wlosow noworodkow zostaly przebadane w calosci
i w 25 z 32 przypadkéw wykazano wynik pozytywny narazenia (Callahan et al., 1992).
Nakahara z zespolem przeprowadzitl podobne badania z udziatem noworodkow, u ktérych
wykryto metamfetaming, metyloefedryng, dihydrokodeing oraz chlorfeniraming. Ich matki
uzywaly tych srodkow w czasie cigzy (Nakahara, 1999). Pomiar stezenia opiatow we wlosach
pobranych od 17 par matek i noworodkow zostat z kolei przeprowadzony przez naukowcow
pod kierunkiem Vinner (Vinner et al., 2003). Powazng kwestig ekspozycji W okresie
prenatalnym na dym tytoniowy 1 jego skladniki zajmowat si¢ m.in. Kintz. Kontrola 40 par
probek wykazata 83% korelacje pomigdzy stezeniami nikotyny oznaczonymi we wilosach
matek i ich noworodkow (Kintz et al., 1993). W konteksScie ciekawych wynikow badan
dotyczacych analizy wlosow matek i noworodkéw pod katem obecnosci substancji
nielegalnych, a takze istnienia potwierdzonych zagrozeh zwigzanych z zazywaniem
benzodiazepin w cigzy, zostala w niniejszym projekcie podjeta proba oceny ekspozycji tej

grupy populacyjnej przy uzyciu innowacyjnej matrycy biologicznej — wlosa.
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Noworodek narazony w czasie zycia ptodowego na dziatanie lekow i1 narkotykow
moze cierpie¢ na zespot odstawienia o réznym stopniu nasilenia. Jego wyleczenie jest
mozliwe, lecz rozpoznanie zrodia intoksykacji nie jest latwe ze wzgledu na szerokie spektrum
wykazywanych przez dzieci symptomoéw oraz na brak wiarygodnych danych dotyczacych
przyjmowania substancji przez matki. Analiza wloséw noworodkéw przyczynia si¢ do
ustalenia przyczyny ekspozycji, jej wielkosci, czasu wystapienia (co jest niezwykle istotne
w przypadku rozwoju wewnatrzmacicznego organdow 1 ukladow) i1 przeprowadzenia
adekwatnej interwencji terapeutycznej, zwlaszcza gdy testy moczu i smotki sg negatywne czy
nieosiggalne (Balikova, 2005).

Przygotowanie probek do analizy obejmuje kilka etapow, w tym mycie i segmentacje
(opcjonalnie). Dokladno$¢ analizy segmentowej zalezy zar6wno od procedury pobrania
probki, jak 1 etapu fragmentacji w laboratorium. Nalezy mie¢ na uwadze fakt, Zze st¢zenie
ksenobiotykow w odcinkach bardziej oddalonych od cebulki wlosa moze by¢ nieco nizsze, co
wigze si¢ z wymywaniem substancji na skutek codziennej pielggnacji. Tylko wlosy z glowy,
odpowiednio wyrdwnane 1 zabezpieczone mogg by¢ poddane analizie segmentowe;.
Pierwszym etapem przygotowania materiatu jest mycie. Ma ono na celu usunigcie produktow
ochrony 1 pielegnacji wlosow, potu, loju, a takze wszelkich zanieczyszczen
powierzchniowych (takich jak komorki skory, pasozyty, brud), ktore mogltyby zakldcac
wyniki poprzez obnizenie odzysku ekstrakcyjnego. Ponadto eliminuje potencjalne
zanieczyszczenie zewngtrzne samym ksenobiotykiem (np. poszukiwanym lekiem, czy
narkotykiem) (Society of Hair Testing, 2004). W chwili obecnej nie ma standaryzowanych
procedur mycia, ktore zapewnityby catkowite usuni¢cie mikrozanieczyszczen bez naruszenia
struktury wlosow. Istniejg jednak ogdlne zasady pozwalajace na wykluczenie zanieczyszczen
srodowiskowych z oceny ekspozycji po przyjeciu substancji. Powszechnie przyjetym jest, ze
rozpuszczalnik organiczny (taki jak dichlorometan lub aceton) usuwa zanieczyszczenia
z powierzchni wlosow, podczas gdy roztwory wodne lub metanol spulchniaja wilosy
1 uwalniajg ksenobiotyk z macierzy. Wysuszona czg$¢ wlosow wybrana do analizy musi by¢
homogeniczna, co uzyskuje si¢ poprzez odpowiednie rozdrobnienie fragmentéw pasm lub ich
zmielenie. Do kolejnego etapu odwaza si¢ zazwyczaj od 10 do 50 mg wloséw. Wstepna
obrobka tak przygotowanego materialu biologicznego wymaga uwolnienia poszukiwanych
ksenobiotykow z macierzy. Uzyskany ekstrakt moze by¢ nastgpnie bezposrednio analizowany
technikami detekcyjnymi, ale najczgsciej niezbedne jest oczyszczenie analitu technikg

ekstrakcji ciecz-ciecz (z angielskiego Liquid-Liquid Extraction, LLE) lub do fazy stalej
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(z angielskiego Solid Phase Extraction, SPE). Wybor niewlasciwej techniki ekstrakcyjnej
moze w znacznym stopniu obnizy¢ wydajno$¢ metody. Procedur¢ nalezy zawsze dobieraé
pod katem oznaczanego zwigzku chemicznego. Rozpuszczalniki powinny by¢
wyselekcjonowane tak, by nie wplywaly na ksenobiotyk obecny we wlosach. Zwigzki
niestabilne, takie jak kokaina i heroina ulegaja hydrolizie w $rodowisku kwasowym
i zasadowym. Z kolei inkubacja z metanolem nie skutkuje rozkladem, natomiast odzysk jest
nizszy (Cooper et al., 2012).

Oznaczanie poszczegolnych substancji w probach biologicznych jest mozliwe dzigki
zastosowaniu metod immunologicznych i chromatograficznych (Musshoff, Madea, 2007).
Testy immunologiczne stosowane zwykle do szybkiego badania skriningowego tradycyjnego
materialu biologicznego sa obecnie rowniez dostepne dla matryc alternatywnych (m.in.
wiloséw). Metody chromatograficzne wykorzystujace spektrometric masowag sa mniej
przydatne w przypadku oznaczania duzej liczby probek, ale ich niewatpliwag zaletg jest
zdolnos$¢ jednoczesnej detekcji szerokiego spektrum substancji podczas jednej analizy. Ma to
szczegblne znaczenie w sytuacji, gdy objetos¢ probki jest niewielka. Nalezy upewnic sig, ze
metoda jest wystarczajaco czuta do wykrywania niskich stezen ksenobiotykow, a matryca
wlosa nie zakléca pomiaru. Wskazanym jest, by wstgpne wyniki pozytywne badan
immunologicznych potwierdza¢ bardziej specyficznymi dla poszukiwanej substancji
sposobami, np. z uzyciem spektrometrii masowej (Society of Hair Testing, 2004). Rozdziat
1 oznaczenie poszczegdlnych zwigzkdéw mozna osiggnac poprzez zastosowanie chromatografii
gazowej lub cieczowej sprzezonej ze spektrometrig masowg. Poniewaz poziomy oznaczanych
we wlosach substancji sg nizsze od tych we krwi 1 moczu, czg¢sto wykorzystywany jest
spektrometr tandemowy — z dwoma analizatorami (MS/MS). W badaniach wlasnych wysoka
specyficznos¢ metody gwarantowana byla przez trzy przejScia MRM w zastosowanej technice
LC-MS/MS. Granica wykrywalnos$ci zostala oszacowana na poziomie 5 pg/mg wlosoOw na
podstawie najstabszego przejscia MRM i warto$ci S/N=3. Ponadto cennym aspektem tego
typu technik analitycznych jest umiejetnos¢ wykrycia 1 oznaczenia iloSciowego zwigzku
macierzystego oraz jego metabolitu/6w, co pomaga w odroznieniu zanieczyszczenia od
faktycznego przyjecia ksenobiotyku (Cooper et al., 2012; Musshoff, Madea, 2007).

Ekstrakcja i oznaczanie benzodiazepin w probkach wloséw sg stosunkowo trudne,
poniewaz ich st¢zenie po wbudowaniu w macierz jest bardzo niskie. Istotng role
w oznaczaniu ksenobiotykéw we wilosach odgrywa mycie probek, ich wytrawianie oraz

ekstrakcja substancji z macierzy. Benzodiazepiny probowano uwolni¢ ze struktury wlosow na
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drodze trawienia enzymatycznego, podczas inkubacji z mocnymi kwasami i zasadami
w podwyzszonych temperaturach, bezposrednia ekstrakcja rozpuszczalnikami, buforami lub
ptynem nadkrytycznym. Sachs i Kintz udowodnili, ze zasadowa i kwasowa hydroliza probek
jest niewskazana w przypadku ekstrakcji benzodiazepin, a inkubacja z metanolem skutkuje
podwyzszeniem szuméw podczas uzyskiwania chromatogramu (Sachs, Kintz, 1998).
Hydroliza kwasowa 1 zasadowa moze doprowadzi¢ do rozkladu tych lekéw i1 powstania
benzofenondéw. Scott i Nakahara przeprowadzili poréwnanie technik ekstrakcji benzodiazepin
z wloséw pochodzacych od szczurow i najlepsze wyniki uzyskali po wykorzystaniu
mieszaniny metanolu z kwasem trifluorooctowym  (Scott, Nakahara, 2003).
Najbezpieczniejsza i efektywng metoda, zapewniajaca stabilno$¢ substancji 1 dobry odzysk,
jest delikatne trawienie enzymatyczne lub roztwarzanie buforowe, z ekstrakcja
rozpuszczalnikami. Nalezy zaznaczy¢, ze ocena metod ekstrakcyjnych jest niedoskonata
z powodu oczywistego braku standardowych, zunifikowanych probek wloséw zawierajacych
sciSle okreslone ilosci leku. Wysoce wskazane jest stosowanie deuterowanego wzorca
wewnetrznego (np. diazepamu ds w przypadku benzodiazepin) w celu zwigkszenia
doktadnosci i precyzji metody. Po uwolnieniu benzodiazepin z matrycy, dalsze oznaczanie
moze zosta¢ przeprowadzone podobnie jak w moczu czy we krwi (Kronstrand et al., 2002).

Po raz pierwszy benzodiazepiny we wlosach wykryt zesp6t badaczy pod kierunkiem
Sramek w roku 1992, kiedy to oznaczono diazepam za pomocg techniki
radioimmunologicznej (Sramek et al.,, 1992). Kolejni naukowcy podjeli si¢ wykrycia
benzodiazepin we wlosach bardziej czutymi 1 specyficznymi metodami. Na uwage zashuguje
w tym miejscu praca Cirimele 1 Kintza, w ktorej przedstawiono wyniki analizy wlosow po
hydrolizie z buforem Serensena. W 1997 roku zespét oznaczyt flunitrazepam w zakresie
stezen 0,031-0,129 ng/mg oraz nordiazepam w zakresie 0,20-18,87 ng/mg, we wlosach 0s6b
dorostych, po ekstrakcji eterem dietylowym i chloroformem (Cirimele et al., 1997, a;
Cirimele et al., 1997, b). Réwniez w tym roku zespot pod kierunkiem Yegles podjat sie
zadania oznaczenia diazepamu i oksazepamu we wlosach. Po zastosowaniu buforu
octanowego, B-glukuronidazy oraz arylosulfatazy, a nastepnie eckstrakcji do fazy stalej
uzyskano nastepujace wyniki: 0,01-2,21 ng diazepamu oraz 0,20-3,44 ng oksazepamu na mg
wlosow (Yegles et al. 1997).

Metoda oznaczania benzodiazepin we wlosach byta z wyboru chromatografia gazowa
sprz¢zona ze spektrometria masowg (z angielskiego gas chromatography — mass

spectrometry, GC-MS) (Kintz et al., 1996; Negrusz et al., 2000). Technika ta wymagata
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jednak uprzedniej derywatyzacji probek, a 1 na etapie oznaczania wystgpowalo ryzyko
czg$ciowego lub catkowitego rozktadu termicznego tych substancji podczas nastrzyku. Proba
optymalizacji procesu wykrywania lekow benzodiazepinowych we wlosach zaowocowata
zastosowaniem chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS), co
umozliwitlo ominigcie derywatyzacji 1 skrocito procedure przygotowania probek
biologicznych (McClean, 1999).

Uniwersalng metode wykrywania 16 benzodiazepin i ich oznaczania ilosciowego na
poziomie pg/mg wloséw przedstawita Villain ze wspotpracownikami. Probki po hydrolizie
z buforem fosforanowym o pH=8,4 poddano ekstrakcji typu ciecz — ciecz z uzyciem eteru
dietylowego oraz dichlorometanu. Granica oznaczalnos$ci dla wszystkich lekow z tej grupy
wynosita od 0,5 do 5 pg/mg. Kontrolowane badanie udowodnilo, ze zastosowanie
powyzszych procedur umozliwia wykrycie obecnosci benzodiazepiny nawet po jednokrotnym
podaniu (Villain et al., 2005). Interesujgce porownanie procedur ekstrakcyjnych przedstawit
zespot naukowcdédw pod kierunkiem Morini. Opisano w nim dwie techniki uwolnienia
benzodiazepin z macierzy wlosa, z ktorych pierwsza obejmowala te same etapy co w/w
metoda Villain, za§ druga roztwarzanie w metanolu. Uzyskane w ten sposob anality byty
oznaczane przy uzyciu chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometria mas.
Przebadano 35 probek (33 pobrane podczas autopsji) pod katem obecno$ci az 32 substancji
o budowie benzodiazepinowej. Procedura z zastosowaniem buforu okazata si¢ bardziej czula,
wykazata nizsze granice wykrywalnosci i oznaczalnos$ci (z angielskiego Limit Of Detection,
LOD oraz Limit Of Quantification, LOQ). Przyktadowo dla diazepamu wartosci te wynosity
odpowiednio LOD=0,1 pg/mg, LOQ=0,3 pg/mg dla pierwszej metody oraz LOD=0,3 pg/mg
1 LOQ=1,5 pg/mg dla drugiej. Lepszy odzysk substancji uzyskano po wydlizeniu czasu
inkubacji. Autorzy zaznaczaja, ze dla przesiewowego wykrycia przyjmowania benzodiazepin
w stezeniach od 20 pg/mg wygodniejsze, szybsze i tansze jest stosowanie roztwarzania
w metanolu, ktore umozliwia bezposrednie nastrzykiwanie probek na uktad LC-MS/MS
(Morini et al., 2012). Chéze i wspoltpracownicy zastosowali podobne warunki przygotowania
materiatu biologicznego do analizy. W celu dodatkowego oczyszczenia probki poddano
filtracji. Po rozpuszczeniu w mieszaninie acetonitrylu i metanolu anality byly oznaczane przy
uzyciu LC-MS/MS. Réwniez w tym badaniu uzyskano satysfakcjonujace granice LOD 1 LOQ
(np. dla diazepamu LOD=1 pg/mg, LOQ=2 pg/mg) (Chéze et al., 2005). Metoda hydrolizy
buforem fosforanowym zostata takze wykorzystana przez naukowcéw z Chin, ktoérzy we

wlosach ochotnikow oznaczyli podczas analizy segmentowej estazolam po podaniu
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jednorazowym. Zastosowanie chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowa
spektrometria masowa umozliwito oznaczenie ilosciowe zwigzku w stezeniu 0,56 pg/mg po
zazyciu 1 mg leku, w odcinku wloséw o dlugosci 2 cm, przycigtym przy skorze, miesigc po
ekspozycji (Xiang et al., 2011). W badaniach wtasnych zakres stezen diazepamu oznaczonego
u matek w Il trymestrze cigzy pojedynczej wynosit 4,3 — 205,0 pg/mg wlosow, a u ich
noworodkow 10,0 — 128,0 pg/mg wloséw. Nordiazepam u matek osiggal w ostatnim
trymestrze cigzy st¢zenia od 5,0 do 624,0 pg/mg wlosow, a u noworodkow od 8,2 do 527,0
pg/mg wloséw. Kolejny metabolit — oksazepam — oznaczono na poziomie 23,0 pg/mg
u jednej z matek, oraz 20,2 i 60,0 pg/mg u dwojki dzieci. Stgzenia diazepamu oznaczone
u matek bliznigt we wlosach z trzeciego trymestru wynosity 1,8 — 100,5, nordiazepamu 1,1 —
69,5, za$ oksazepamu 0,6 — 5,4 pg/mg wlosow. W grupie pierwszej polowy noworodkow
stezenie diazepamu mieScito si¢ w zakresie 8,6 — 1408,0, a u drugiej w zakresie 1,8 — 94,1
pg/mg wloséw. Glowny metabolit — nordiazepam, osiggal stezenia od 2,7 do 537,0 pg/mg w
pierwszej potowie bliznigt oraz od 3,4 do 402,7 pg/mg w drugiej potowie. Zakres stezen
oksazepamu w pierwszej grupie noworodkow z cigz blizniaczych wynosit 9,9 — 27,4 pg/mg
wlosow, a w drugiej 1,4 — 12,7 pg/mg.

Wybdr metody oczyszczania 1 ekstrakeji substancji z probek w badaniach wlasnych
byl przemysSlany 1 opieral si¢ na analizie aktualnego piSmiennictwa S$wiatowego. Na
podstawie najnowszych metod wykorzystywanych do jednoczesnego wykrywania roznych
lekow z grupy benzodiazepin, opisanych w literaturze przez prekursorow analiz wlosow,
zdecydowano o inkubacji prob z buforem fosforanowym i diazepamem ds jako wzorcem
wewnetrznym  (Villain et al, 2005). Procedura ekstrakcyjna okazata si¢ skuteczna
w uzyskiwaniu czystych analitow umozliwiajagcych oznaczenie benzodiazepin na poziomie
kilku pikograméw na miligram wlosow. Wedlug analitykow z zespotu Morini uzycie
prostszej i szybszej metody metanolowej jest zadowalajgce, ale zastosowanie buforu
zapewnia obnizenie dolnej granicy detekcji benzodiazepin (Morini et al., 2012).

Wazrost popularnosci Z-lekow, selektywnych wzgledem receptora
benzodiazepinowego ®;, stworzyl potrzeb¢ opracowania procedur jednoczesnego
wykrywania $rodkéw farmakologicznych o klasycznej budowie benzodiazepinowej, jak
1 zopiklonu, zolpidemu 1 zaleplonu. Irving i Dickson zaproponowali uzycie metanolu
z dodatkiem kwasu trifluorooctowego jako stabilizatora dla zopiklonu i jego metabolitu.
Kolejne etapy obejmowaty wytrzagsanie z buforem fosforanowym o pH=7,2, dichlorometanem

oraz rozpuszczanie w fazie ruchomej do analizy LC-MS. Badacze otrzymali bardzo dobre
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granice wykrywalnosci dla 14 zwigzkow (najnizsza 0,01 pg/mg dla midazolamu, najwyzsza
6,00 pg/mg dla temazepamu) (Irving, Dickson, 2007). W badaniach przeprowadzonych przez
zespot Rust otrzymano zadowalajacy odzysk dla benzodiazepin po jednokrotnej ekstrakcji
bezposredniej metanolem. Poszerzenie profilu badan o Z-leki wymagato jednakze wydhuzenia
procesu o dodatkowa ekstrakcje tym rozpuszczalnikiem zmieszanym z mrowczanem amonu.
Zabieg ten okazal si¢ istotny, jako ze az w 24% probek wykryto zolpidem. Najczgsciej
oznaczanymi benzodiazepinami byly natomiast diazepam, nordiazepam i oksazepam
(odpowiednio 10, 13 i 12% préb). Poniewaz nordiazepam i oksazepam stanowig metabolity
diazepamu, zwigzki te byly czesto obecne we wlosach jednoczesnie (Rust, 2012).

Publikacje dotyczace wykrywania benzodiazepin we wlosach opieraly si¢ gldwnie na
opisie kontrolowanych badan na zdrowych ochotnikach lub przypadkéw kryminalnych,
w ktorych leki te byly przyczyng zgondéw lub naduzy¢. Badacze nie byli zgodni co do
przydatnosci metody do analiz klinicznych, miedzy innymi kontroli podporzadkowania si¢
zaleceniom lekarskim. Traqui 1 wspdtpracownicy wyrazili obawe, ze nie istnieje korelacja
migdzy dawka podanego leku a jego stezeniem we wilosach. Potencjalnym powodem braku
konsensusu sg trudno$ci w ustaleniu precyzyjnych informacji retrospektywnych na temat
przyjmowania lekow, stopnia faktycznego zastosowania si¢ do wskazdéwek lekarskich oraz
duza zmienno$¢ miedzyosobnicza w pigmentacji czy pielggnacji wloséw (Tracqui et al.,
1995). Zespot Kronstranda argumentuje jednak na korzys$¢ analizy wlosa, ze w tego typu
technice pacjent stanowi autokontrole, poniewaz porownywane sg wzgledem siebie stezenia
substancji oznaczone w poszczegdlnych segmentach wlosow. Z tego wzgledu wiele zrodet
roznic mig¢dzyosobniczych — pigmentacja, pojemno$¢ metaboliczna, wspotczynnik wzrostu
wlosa — moze zosta¢ wykluczonych (Kronstrand et al., 2002). Analogiczne pordéwnanie
mozna zastosowa¢ w przypadku oznaczania benzodiazepin we wlosach matek i noworodkow,
ktore zostalo przedstawione w badaniach wilasnych. Stezenia lekéw oznaczone
w poszczegbdlnych segmentach odpowiadajg trymestrom cigzy, stanowigc odzwierciedlenie
ekspozycji. Mozna je porownywaé¢ wzgledem siebie w celu okreslenia przebiegu narazenia,
a takze wzgledem stezen leku oraz jego metabolitow we wilosach noworodka. Jedynym
i calkowitym zrodfem benzodiazepin dla ptodu byto bowiem przyjmowanie leku w czasie
trwania cigzy przez matke, bez wzgledu na droge wnikniecia substancji (wody ptodowe,
fozysko).

Przygotowujac si¢ do przeprowadzenia analizy wlosow pod katem obecnosci

ksenobiotykow nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze pomimo licznych zalet jest ona obcigzona
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réwniez pewnymi wadami. Analiza segmentowa dostarcza bardziej szczegétowych informacji
na temat dlugotrwalego narazenia w pordéwnaniu do testow przeprowadzanych na §linie,
moczu czy krwi. Ksenobiotyki charakteryzuja si¢ dhuzszym okresem biologicznego
pottrwania w matrycy wlosa. Ekspozycja dlugoterminowa jest jednym z glownych tematow
badan zwigzanych ze zdrowiem publicznym. Brak aktywno$ci metabolicznej w todydze wlosa
oraz stosunkowo ujednolicony wspotczynnik wzrostu w okreslonym regionie ciata moze
pom6c w ustaleniu faktow z minionego narazenia (okres$lenie profilu historycznego),
w zalozeniu, ze oznaczone st¢zenia substancji w poszczegdlnych odcinkach wilosa
odpowiadajg kolejnym miesigcom ekspozycji. Ksenobiotyki mozna oznacza¢ we wlosach
standardowymi technikami, jak i bardziej nowoczesnymi, wydajnymi metodami, ktére mozna
stosowa¢ w badaniach epidemiologicznych. Prébke wlos6w mozna pobra¢ w tatwy sposob,
bez koniecznosci specjalnego przygotowania uczestnikoéw badania. Procedura nie jest
krepujaca, jest bezbolesna, a zebrany material mozna dlugo 1 niskim kosztem przechowywac
bez ryzyka utraty jakosci probek. Uzycie tego biomarkera wyklucza bledy ankietowe
zwigzane z rozmijaniem si¢ Z prawda, nieswiadomoscig lub zapominaniem o faktach
dotyczacych ekspozycji na ksenobiotyki. Analiza wlosa noworodka umozliwia ocene
ekspozycji plodowej na roznorodne czynniki (Al-Delaimy, 2002). W kontekscie badan
wiasnych waznym aspektem projektu badawczego jest charakterystyka grupy badanej, ktora
obejmowata zaré6wno pacjentki dlugo hospitalizowane — przyjmujace diazepam
zaordynowany przez lekarza, jak i te, ktore zazywaly lek doraznie lub bez kontroli
medycznej.

Zastrzezenia dotyczace analizy wilosa dotycza zaréwno etapu pobierania prob, jak
i przeprowadzenia toku analitycznego. Stezenie substancji we wlosach nie wykazuje
jednoznacznej korelacji z dawka 1 moze by¢ zaburzone przez nieregularny wzrost wlosow, ich
kolor itp. Ponadto zabiegi chemiczne stosowane na wilosach, takie jak utlenianie i trwata
ondulacja moga narusza¢ ich struktur¢ i powodowa¢ wymywanie ksenobiotykow. Materiaty
referencyjne dla poszczegdlnych technik oznaczania ksenobiotykow sg wcigz trudnodostepne.
Uzycie analizy wlosa jest bardziej kosztowne od kwestionariusza ankiety. W niektorych
kregach kulturowych istnieja ograniczenia dotyczace obcinania wlosow. W konteks$cie badan
u noworodkow trzeba mie¢ na uwadze fakt, iz cz¢$¢ dzieci rodzi sie z malg iloscig wlosOw na
glowie, co uniemozliwia zebranie odpowiedniej probki do analizy (Al-Delaimy, 2002).

Zasady fizjologii, fizykochemiczne i proceduralne, ktore charakteryzuja analize wlosa

sa skomplikowane. Wigze si¢ to z ryzykiem popelienia bledow wykonania analizy.
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Znajomo$¢ zagrozen to podstawowy warunek odpowiedzialnego postgpowania analitycznego
— poczawszy od etapu zbierania probek az po interpretacj¢ wynikdw. Poniewaz to narzedzie
diagnostyczne zdobywa coraz wigksze uznanie, takze w kryminalistyce i sadownictwie,
prawidlowe wnioskowanie nabralo niezwykle istotnego znaczenia. Rezultat badania moze
rozstrzyga¢c w kwestiach odpowiedzialno$ci prawnej, przyznawania praw do opieki nad
dzie¢mi, prawa jazdy, kontroli abstynencyjnej w miejscu pracy i wielu innych (Pragst, 2004)
W przypadku retrospektywnej analizy wlosa stosowanej w badaniach epidemiologicznych
wsrod kobiet ciezarnych i ich dzieci wlasciwa ocena danych moze warunkowaé postawienie
trafnej diagnozy. Najpowazniejsze zastrzezenia dotyczace analizy wlosa skupiajg si¢ na
analizie segmentowej. Wynikaja one z konieczno$ci uzyskania doktadnej dtugosci kosmyka
wlosow pobranego do analizy. Precyzyjne zebranie materiatu biologicznego warunkuje w tym
wypadku  wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow. Wiele czynnikow genetycznych
1 zewnetrznych moze wplywac na wzrost wlosa. Nalezg do nich srodowisko, wiek, cigza czy
zmiany hormonalne. Poniewaz jednak naukowcy sg zgodni co do niewielkiego wptywu tych
zmiennych na ostateczny wynik analizy, dla uproszczenia przyjmuje si¢ sredni wspotczynnik
wzrostu wlosa, wynoszacy 1 cm na miesigc dla wloso6w rosngcych na wierzchotku glowy.
W badaniach wlasnych, podczas pobierania wlos6w od matki zwrdcono wigc szczegdlng
uwage na selekcje pasma ze szczytowego miejsca na glowie (w tym miejscu wlosy znajdujg
si¢ w tej samej fazie wzrostu) 1 staranne zwigzanie wlosow tuz nad powierzchnig skory.
Ciecie bylo prostopadte i zdecydowane, przez co uzyskano pozadang jednolito$¢ dlugosci dla
wszystkich wlosow. Niedoswiadczeni analitycy moga popehi¢ btad wybierajac zbyt szerokie
pasmo wlosow, niewltasciwie zabezpieczajac kosmyk przed rozpadem lub obcinajac go pod
katem, co uniemozliwia uzyskanie identycznych koncow proksymalnych w calej objgtosci
proby. Fragment wlosa z wbudowanym ksenobiotykiem pojawia si¢ na powierzchni glowy
z okoto dwutygodniowym opo6znieniem (LeBeau et al., 2011). W prezentowanych badaniach
wlosy obcinano pacjentkom Oddzialu Porodowego GPSK Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu 3 dni po porodzie, poniewaz nie uczestniczyly one w programie typu follow-up
w okresie pologowym. Z badania wykluczono ponadto pacjentki, ktorych wlosy byty
Zniszczone agresywnymi zabiegami kosmetycznymi, takimi jak silne rozjasnianie i trwala
ondulacja.

Kolejne ograniczenie opisywanych badan stanowi rozwdj wiosow u plodu.
Rozpoczyna si¢ on okoto 10 tygodnia zycia plodowego, a wigkszo$¢ wlosoOw pojawia si¢ na

powierzchni skory okoto 16 tygodnia zycia (Gareri, Koren, 2010) (Rycina 56). Dane te
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wskazuja, ze matryca wlosow dziecka moze nie odzwierciedla¢ ekspozycji przebytej
w pierwszym trymestrze cigzy. W prezentowanych badaniach mozliwe jest jednak
zestawienie danych uzyskanych zar6wno od matki, jak i noworodka. Istotnym jest rowniez
fakt, Ze obecnic obawy specjalistow opieki zdrowotnej w zakresie lecznictwa
benzodiazepinami dotycza gléwnie narazenia w poéznych okresach cigzy, zwigzanych
z wyksztalceniem u plodu uzaleznienia, a w konsekwencji zespolu odstawienia po
narodzinach. Zdarza si¢ takze, ze noworodek rodzi si¢ z niewielkg ilosciag wlosow na glowie,
co utrudnia pobranie odpowiedniej masy probki. Wlosy wyksztalcone w czasie zycia
plodowego sa zanieczyszczone ptynem owodniowym, jednakze nie nalezy rozpatrywac tego

zanieczyszczenia jako zewnetrznego w kontekscie oceny ekspozycji wewnatrzmacicznej na
leki (Bailey et al., 1997).

RYCINA 56. Okolo 14 tygodnia cigzy u plodu pojawiaja si¢ wlosy na glowce, w ktore od
poczatku wzrostu wbudowuja si¢ ksenobiotyki przenikajace przez barier¢ fozyskowa

Zrodlo: na podstawie www.pregnancysymptomsweekbyweek.org, data wejscia: 04.06.2012

W dotychczas zrealizowanych projektach badawczych nie podjgto proby zestawienia
danych uzyskanych z analizy wloso6w pobranych jednoczesnie od matek 1 ich noworodkéw

narazonych prenatalnie na benzodiazepiny. W wyniku analizy statystycznej stezen diazepamu
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i jego metabolitow w probkach pobranych podczas badan wilasnych od matek i ich
noworodkow z cigzy pojedynczej stwierdzono, ze wzrost st¢zenia nordiazepamu (glownego
metabolitu diazepamu) u matki w Il trymestrze cigzy jest zwigzany ze wzrostem jego
stezenia u plodu. Co wigcej stezenie nordiazepamu u matek i noworodkéw ponad dwukrotnie
przewyzszalo stgzenie zwigzku macierzystego. Zarowno stezenie diazepamu, jak
i nordiazepamu byto wyzsze u noworodkéw niz u matek w III trymestrze. W przypadku cigz
mnogich u polowy bliznigt Srednie stezenie diazepamu bylo nawet ponad siedmiokrotnie
wyzsze niz u matek w III trymestrze. Stezenie nordiazepamu bylto ponad trzy razy wyzsze u
noworodkéw w obu podgrupach niz u matek w ostatnim trymestrze cigzy. Na podstawie
powyzszych obserwacji mozna przypuszczaé, ze ma to zwigzek z szybkim metabolizmem
diazepamu do farmakologicznie aktywnego nordiazepamu, a takze 2z wickszym
powinowactwem tego metabolitu do struktury wlosa dziecka. Istnicje takze realne zagrozenie
dla zdrowia plodu i noworodka wynikajace z kumulacji nordiazepamu w jego organizmie.

W wyniku przeprowadzenia badan dotyczacych ekspozycji ptodowej na narkotyki
z uzyciem analizy wlosa matki 1 noworodka, badacze odkryli, Ze moze istnie¢ zmienno$¢
migdzyosobnicza w wielko$ci przezlozyskowego przenikania np. kokainy. Naukowcy
podkreslajg takze potencjalne rdznice w plodowym metabolizmie ksenobiotykow oraz
w stopniu ich wbudowywania we wlosy rozwijajacego si¢ ptodu (Lozano et al., 2007). Na
poparcie tych watpliwosci przytaczane sg przyktady badan, w ktorych u noworodkéw kobiet
zazywajacych 1 silnie uzaleznionych od kokainy nie wykryto tego zwigzku. W analizie
segmentowej, we fragmentach wloso6w matki odpowiadajacych poszczegdlnym trymetrom
cigzy oznaczono metabolit kokainy, jednakze nie znaleziono go we wlosach dziecka (Potter et
al., 1994; Katikaneni et al., 2002; Marques et al., 1993). Zastrzezen tych jednak nie mozna
przyjmowa¢ niepodwazalnie dla pozostatych ksenobiotykdéw. Stopien przenikania zwigzku
przez barier¢ tozyskowg oraz powinowactwo do macierzy wlosa uwarunkowane jest przez
zmienne parametry, takie jak: rozpuszczalno$¢ lipidowa, wspotczynnik wigzania z biatkami
i czynniki fizykochemiczne, ktore sprawiajg, iz substancja przyjmuje posta¢ niezjonizowang
we krwi. Ciekawy aspekt zaleznosci pomiedzy ekspozycjag na benzodiazepiny a typem
fozyska i1 kosmoéwki zostat przeanalizowany w badaniach wlasnych podczas analizy réznic
miedzy poziomami st¢zen lekow w obrebie bliznigt. Analiza statystyczna nie wykazala jednak
takich réznic po porownaniu rodzaju bliznigt (jedno- i dwujajowych) oraz typow tozysk.

Na kazdym etapie analizy wlosa nalezy wystrzegaé si¢ potencjalnych uchybien.

Dotyczg one zarowno pracy analityka, jak i schematu postgpowania (Pragst, Balikova, 2006).
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Przy okresleniu celu badania zrodlem bledu mogag by¢ niedostateczne informacje na temat
podmiotu badania, brak wywiadu S$rodowiskowego, historii choroby lub przypadku,
niewlasciwy wybor wlosa jako materialu do badan, a takze nieprawidlowa dlugos¢ obcigtych
wlosow. W badaniach wilasnych wybdr wlosa jako probki biologicznej umozliwiat
przeprowadzenie badan retrospektywnych, a pobranie fragmentéw o dlugosci 9 cm pozwolito
na przeprowadzenie analizy segmentowej wlosow matek. Podczas pobierania
I zabezpieczania probki nalezy zwroci¢ szczeg6lng uwage na jednoznaczng identyfikacje
podmiotu badania, dostateczng ilos¢ wlosow, prawidlowe oznakowanie i zabezpieczenie
probki oraz ryzyko jej zanieczyszczenia lub rozktadu. Podczas realizacji niniejszych badan
kierowano si¢ zaleceniami Society of Hair Testing. Kolejnymi waznymi etapami sg
oczyszczanie i ekstrakcja substancji z wloséw. Bledem o zasadniczym znaczeniu moze by¢
btedny wybdr rozpuszczalnikdéw lub ich kolejnosci, niewlasciwy wybor metody roztwarzania
i ekstrakcji. Doswiadczenia autorow takich jak Villain, Morini, Cirimele, Sachs czy Kintz
pozwolity na dobranie optymalnych warunkéw oczyszczania i ekstrakcji w projekcie badan
wlasnych. Istnieje ponadto ryzyko rozkladu ksenobiotyku Iub wysokiego stopnia
zanieczyszczenia analitu. W kluczowym momencie oznaczania zwigzkow zrodlem blgdu
moze by¢ natomiast niedostateczna specyficzno$¢, czulo$¢ i1 dokfadnos¢ metody, brak
deuterowanego standardu w technice GC-MS lub LC-MS, a w konsekwencji biednie
pozytywny lub negatywny wynik. Podczas realizacji badan wlasnych wykorzystano wzorzec
wewnetrzny — diazepam deuterowany oraz technike LC-MS/MS, co gwarantowalo wysoki
poziom specyficzno$ci, doktadnoSci i precyzji pomiaréw. W podsumowaniu analizy
niezbedne jest zachowanie obiektywizmu warunkujacego wystawienie racjonalnej ekspertyzy
— mozliwe s3 nieadekwatna interpretacja stezenia ksenobiotyku, czasu ekspozycji, czy
nieuwzgl¢dnienie wlasciwosci probki (Pragst, Balikova, 2006).

Mimo wymienionych putapek analitycznych obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie
analizg wlosa na S$wiecie. Nowe kierunki w analizie wlosa obejmujg badania nad
mechanizmem inkorporacji i retencji ksenobiotykéw we wilosie. Uwzgledniaja one
eksperymenty na modelu zwierz¢cym, uzycie substancji znakowanych izotopowo, badania in
vitro, okreslenie wptywu dziatan zewngtrznych na strukture wlosow, a takze optymalizacje
metod usuwania zanieczyszczen. Poszukiwane sg nowe procedury analityczne — np. metody
immunoenzymosorbcyjne (z angielskiego ELISA), alternatywne metody przygotowania
probek (np. mikroekstrakcja do fazy stalej z headspace — z angielskiego HS-SPME). Coraz

bardziej popularne i dostgpne staje si¢ wykorzystanie chromatografii cieczowej sprzgzone;j
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z tandemowg spektrometrig masowa (LC-MS/MS) z nowoczesnymi analizatorami masy
(QTrap, Q-TOF). Analiza wlosa znajduje ponadto nowe zastosowania, Np. W przestepstwach
z wykorzystaniem substancji chemicznych, w ktorych okresla si¢ obecno$é: benzodiazepin,
Z-lekéw, neuroleptykéw, uzywek, etanolu, lekéw antyhistaminowych, anestetykow
I narkotykoéw. Istotnym aspektem takiej analizy jest optymalizacja metod w kierunku
stwierdzenia ekspozycji po jednokrotnym podaniu ksenobiotyku. Duze wyzwanie dla
analitykéw wykorzystujacych wlosy jako material biologiczny jest analiza pod katem
obecnosci rzadkich, nowych, labilnych lub niespecyficznych zwigzkow, takich jak kwasu
y-hydroksymastowego (z angielskiego GHB), kawainy, katynonu, ketaminy i lekéw (m.in.
benzodiazepin, antybiotykow, chemioterapeutykéw). Obiecujacym trendem wymagajacym
jednak obecnie dodatkowych obserwacji jest kliniczne zastosowanie analizy wlosa.
Nowoczesnym zadaniem takiej analizy byloby dostarczanie informacji dotyczacych profilu
ekspozycji dlugoterminowej, ktore mogloby znalez¢ zastosowanie w monitoringu klinicznym,
diagnostyce, terapiach odwykowych, ocenie ekspozycji ptodowej, kontroli dostosowania
pacjentow do zalecen lekarza (z angielskiego compliance) — w terapii padaczki, zaburzen

psychicznych czy dolegliwosci bolowych (Musshoff , Madea 2007).

117



7. WNIOSKI

Diazepam i nordiazepam wbudowuja si¢ trwale w strukture wlosa.

Obecnos¢ diazepamu i nordiazepamu we wlosach noworodka potwierdza fakt przenikania
benzodiazepin przez barier¢ lozyskowa.

Analiza segmentowa wiosa umozliwia oceng czasu przyjmowania leku przez matke.

Leki i ich metabolity oznaczane we wlosach moga stanowi¢ biomarker narazenia
prenatalnego.

Zastosowana metoda LC-MS/MS okazala si¢ przydatna w tego typu oznaczeniach.
Pozwolita na wykrycie nawet niewielkich ilosci ksenobiotykow, rzgdu kilku pikograméw
na miligram wtosow.

Diazepam we wlosach noworodkow z cigzy pojedynczej i mnogiej osiggal st¢zenia
poréwnywalne lub wyzsze 0d stgzen oznaczonych u matek. Moze to potwierdza¢ fakt, ze
zdolno$¢ metabolizowania diazepamu u plodu jest ograniczona.

. Nordiazepam wykryto w wyzszych stezeniach we wlosach noworodkow niz ich matek, co
moze $wiadczy¢ o kumulacji zwigzku w organizmie dziecka. Fakt ten dotyczyt zar6wno
noworodkow z cigzy pojedynczej, jak 1 blizniacze;j.

Pozostale metabolity diazepamu i nordiazepamu - oksazepam i temazepam — wykryto
w sporadycznych przypadkach, w bardzo niskich st¢zeniach, co moze s$wiadczy¢
0 ograniczonym metabolizmie ptodowym nordiazepamu.

Analiza porownawcza pomiedzy noworodkami z cigz blizniaczych, uwzglgdniajaca typ
bliznigt 1 rodzaj lozyska, nie wykazata roznic istotnych statycznie w ekspozycji na

przyjety przez matke diazepam.
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8. STRESZCZENIE

Podjecie leczenia benzodiazepinami kobiet cigzarnych moze by¢ uzasadnione,
poniewaz udowodniono, ze nieleczony stres wigze si¢ z ryzykiem przedwczesnego porodu lub
niskiej masy urodzeniowej dziecka, a wspdlistniejace powazne stany patologiczne moga
nawet skutkowa¢ utratg cigzy. Jednak kazda decyzja uwzgledniajaca terapie
benzodiazepinami powinna by¢ przemys$lana, poniewaz niesie za sobg niebezpieczenstwo dla
rozwijajacego si¢ ptodu. Leki te przenikajg przez bariere tozyskowa i osiggaja w organizmie
ptodu stezenia wyzsze niz u matki. W ekspozycji ptodu na zwigzki benzodiazepinowe bardzo
istotng kwestig jest czas jej wystapienia w okresie ciazy.

W pracy wykorzystano pomiar stezenia benzodiazepin we wlosach matek 1 ich
noworodkoOw narazonych prenatalnie na lek z tej grupy. Benzodiazepiny wbudowujg si¢ w
strukture wlosa. W odréznieniu od badania plynéw ustrojowych, w ktérych leki ulegaja
szybkiemu metabolizowaniu 1 wydaleniu, analiza wlosow dostarcza informacji na temat
bliskiej lub odleglej historii przyjmowania leku przez matke.

Opracowanie, walidacja 1 okreslenie funkcjonalnosci metody oznaczania
benzodiazepin u cigzarnych oraz ich noworodkéw umozliwia ustalenie okresu narazenia,
zwigzanego z tym ryzyka zdrowotnego dla dziecka i wdrozenia odpowiedniego postepowania
terapeutycznego.

Badania przeprowadzono wsrdd cigzarnych pacjentek Oddziatu Porodowego
Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, ktore w okresie cigzy przyjmowaly lek z grupy benzodiazepin
— diazepam (Relanium). Zgode na przeprowadzenie badan wydata Komisja Bioetyczna przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (zgoda nr 387/08 z dnia
03.04.2008 r.). 62 zakwalifikowane do projektu pacjentki byly w cigzy pojedynczej, a 33 —
cigzy blizniaczej. Badaniami obj¢to rowniez ich noworodki — 62 z cigzy pojedynczej oraz 66
bliznigt z cigzy mnogiej. Materiatem biologicznym do badan byly wlosy matek i ich
noworodkow. Wlosy matek poddano analizie segmentowe;j, ktora umozliwita okreslenie czasu
przyjecia leku. Benzodiazepiny we wlosach oznaczono metoda chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas, z uzyciem diazepamu deuterowanego ds jako
wzorca wewngtrznego, po uprzedniej ekstrakcji z wykorzystaniem techniki ciecz-ciecz.
Analizg chromatograficzng wykonano w Instytucie Ekspertyz Sadowych w Krakowie. WyniKi

badan poddano analizie statystycznej z zastosowaniem programu Statistica 10 (StatSoft).
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W grupie kobiet w cigzy pojedyncze] wykryto diazepam w $rednim stezeniu
30,8+15,3, 31,6£36 oraz 34,1+424 pg/mg we fragmentach wlosow odpowiadajacych
kolejnym trymestrom cigzy. We wlosach I trymestru oznaczono gldéwny metabolit diazepamu
— nordiazepam w $rednim stezeniu 64,5+61,5, 1l trymestru — 52,9+48,1 oraz 11l trymestru —
89,9+122,8 pg/mg. U ich noworodkéw S$rednie stezenie diazepamu wynosito 53,3+36,5,
a nordiazepamu 108,1+144,2 pg/mg wlosow. Stosunek stezenia diazepamu oznaczonego
u noworodkéw do stezenia oznaczonego we wlosach matek w III trymestrze wynosit 1,56, za$
nordiazepamu 1,2. We wlosach matek odpowiadajacych III trymestrowi cigzy wykryto 2,64, a
we wlosach pobranych od noworodkéw 2,03 razy wigcej nordiazepamu niz diazepamu.

W grupie kobiet ze zdiagnozowang cigza mnoga oznaczono we wilosach I trymestru
diazepam w $rednim st¢zeniu 33,5+37,3, Il trymestru — 22,4+23,6, a Il trymestru — 30,9+27,9
pg/mg. Nordiazepam oznaczono we wlosach odpowiadajacych kolejnym trymestrom cigzy
blizniaczej w $rednich st¢zeniach: 15,8+25,1; 14,8+19,0 oraz 23,8+22,8 pg/mg. Diazepam
wykryto w $rednim stezeniu wynoszacym 228,5+479,6 u jednej polowy bliznigt oraz
28,1426,1 pg/mg wloséw u drugiej. Srednie stezenia nordiazepamu w tych grupach wynosity
odpowiednio 80,1+£114,9 i 88,9+89,3 pg/mg wlosow. Stosunek $rednich stezen nordiazepamu
do diazepamu oznaczonych we wlosach matek z III trymestru wyniost 0,77, a u dwoch grup
noworodkow odpowiednio 0,35 i 3,16.

Stosunek stezen diazepamu oznaczonego u jednej polowy bliznigt do stezenia we
wlosach matek w III trymestrze wynosit 7,39, a u drugiej 0,9. Nordiazepam zostat wykryty
w ilo$ci 3,36 razy wigkszej u pierwszej polowy bliznigt niz w III trymestrze u matek oraz 3,73
razy wiekszej u drugiej polowy.

W wyniku badan stwierdzono, ze diazepam i nordiazepam wbudowujg si¢ trwale
w strukture wlosa. Obecno$¢ diazepamu i nordiazepamu we wlosach noworodka potwierdza
fakt przenikania benzodiazepin przez barier¢ tozyskowsg. Analiza segmentowa umozliwia
ocen¢ czasu przyjmowania leku przez matke. Leki i ich metabolity oznaczane we wilosach
moga stanowi¢ biomarker narazenia prenatalnego. Zastosowana metoda LC-MS/MS okazata
si¢ przydatna w tego typu oznaczeniach. Pozwolila na wykrycie nawet niewielkich ilosci
ksenobiotykow, rzedu kilku pikograméw na miligram wloséw. Diazepam we wlosach
noworodkow z cigzy pojedynczej i mnogiej osiagat stezenia porownywalne lub wyzsze od
stezen oznaczonych u matek. Moze to potwierdza¢ fakt, ze zdolno$¢ metabolizowania
diazepamu u plodu jest ograniczona. Nordiazepam wykryto w wyzszych stezeniach we

wlosach noworodkow niz ich matek, co moze §wiadczy¢ o kumulacji zwigzku w organizmie
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dziecka. Fakt ten dotyczyl zard6wno noworodkéw z cigzy pojedynczej, jak i blizniacze;.
Pozostale metabolity diazepamu i nordiazepamu - oksazepam i temazepam — wykryto
w sporadycznych przypadkach, w bardzo niskich stezeniach, co moze $wiadczyé
o ograniczonym metabolizmie plodowym nordiazepamu. Analiza poréwnawcza pomigdzy
noworodkami z cigz blizniaczych, uwzgledniajaca typ blizniat i rodzaj fozyska, nie wykazata
réznic istotnych statycznie w ekspozycji na przyjety przez matke diazepam.

Uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe dla dalszych badan kontrolnych,
obejmujacych obserwacj¢ zdrowia dzieci narazonych w okresie prenatalnym na
benzodiazepiny. Moga one przyczyni¢ si¢ do okreslenia szkodliwych efektow odlegtych
utrzymujacych si¢ u dzieci, u ktoérych stwierdzono wysokie poziomy lekéw. Potencjalng
korzys$cig zastosowania niniejszej metody byloby wykonywanie badan przesiewowych

noworodkow 1 szybsze wdrozenie postepowania terapeutycznego u rozwijajacego si¢ dziecka.
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9. SUMMARY

Treatment of pregnant women with benzodiazepines may be justified since untreated
stress disorders are associated with a risk of preterm delivery or low birth weight of
a newborn. Co-existing severe pathological conditions can even result in pregnancy loss.
However, each decision about implementation of such treatment should be thoroughly
considered as it carries danger for developing fetus. Benzodiazepines permeate placental
barrier and are present in higher concentrations in fetus than in mother. Time of exposure
during course of pregnancy is a significant aspect of fetal exposure to drugs. Benzodiazepine
concentration assay in hair of mothers and newborns exposed prenatally to these drugs was
performed in the studies. Development, validation and evaluation of benzodiazepine
determination method in mothers and their newborns enables assessment of time of exposure,
health risks for the child and implementation of adequate therapeutic procedures. The studies
were carried out among patients of Obstetric Unit in the Gynecological-Obstetrical Clinical
Hospital of Poznan University of Medical Sciences (PUMS), who were prescribed diazepam
(Relanium) during pregnancy. Permission for the research was issued by the Bioethical
Committee by PUMS (permission No 387/08 on April 3™ 2008). 62 of enrolled patients were
in singleton and 33 in twin pregnancy. Moreover, the study group included 62 newborns from
the singleton pregnancies and 66 twin newborns from multiple ones. Hair collected from
mothers and their newborns was the biological sample used in the project. Segmental hair
analysis was performed on mothers’ hair, which enabled assessment of drug administration
time. Benzodiazepines — diazepam and its metabolites — were assayed in the Institute of
Forensic Research in Cracow, Poland, by means of liquid chromatography — tandem mass
spectrometry method (LC-MS/MS), with use of diazepam ds as an internal standard,
subsequent to liquid-liquid extraction. Statistical analysis of obtained data was performed
with Statistica 10 (StatSoft) software.

In the group of women in singleton pregnancy diazepam was detected and determined
in three hair segments corresponding to subsequent trimesters, in mean concentrations:
30.8+15.3, 31.6£36 and 34.1+42.4 pg/mg, respectively. Diazepam’s main metabolite —
nordiazepam — was determined in a mean concentration of 64.5+61.5 pg/mg in hair shaft from
the 1% trimester, 52.9+48.1 pg/mg from the 2", and 89.9+122.8 pg/mg in the 3" trimester.

Mean concentration of diazepam in their newborns’ hair was 53.3+36.5 pg/mg and of
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nordiazepam — 108.1+144.2 pg/mg. The ratio of diazepam concentration determined in
newborns to concentration assayed in mothers’ hair in the 3" trimester was 1.56. Ratio of
nordiazepam concentrations in these samples was 1.2. The level of nordiazepam was 2.64
higher than diazepam in hair collected from mothers in the 3" trimester and 2.03 times higher
than in hair of newborns.

In the group of women in twin pregnancy diazepam was determined in a mean
concentration of 33.5+37.3 pg/mg in hair from the 1% trimester, 22.4+23.6 pg/mg in hair from
the 2" one and 30.9+27.9 pg/mg from the 3" one. Nordiazepam was assayed in hair segments
corresponding to the three subsequent trimesters of twin pregnancy in mean concentration:
15.8+25.1, 14.8+19.0 and 23.8+22.8 pg/mg. Diazepam was detected at levels amounting to
228.5+479.6 pg/mg in the first half of twins and 28.1+26.1 pg/mg in the other half. Mean
concentrations of nordiazepam in these groups of newborns were 80.1+114.9 and 88.9+89.3
pg/mg of hair, respectively. Ratio of mean nordiazepam concentration to mean diazepam
concentration determined in mother’s hair from the 3™ trimester was 0.77 and in two groups
of twins — 0.35 and 3.16, respectively.

Ratio of diazepam hair concentrations to concentrations found in mothers’ hair from
the 3 trimester was 7.39 in the first subgroup of twins and 0.9 in the second one. There was
3.36 times more nordiazepam determined in hair collected from the first half of twins and
3.73 times more in the second one than in mothers’ hair from the 3™ trimester.

In this study it was concluded that diazepam and nordiazepam are permanently
incorporated into the hair structure. Presence of diazepam and its metabolites in newborn’s
hair confirms that these benzodiazepines permeate placental barrier. Segmental analysis of
mothers’ hair enabled the assessment of drug administration time. Diazepam and its
metabolites determined in hair of newborns may serve as biomarkers of prenatal exposure to
these drugs. The performed LC-MS/MS analysis was proved to be useful in execution of the
research project. It was accurate enough to determine even low concentrations of
benzodiazepines, at the level of few pg/mg of hair. Levels of diazepam detected in hair of
newborns in singleton and twin pregnancies were comparable or higher than levels
determined in mothers. This may confirm the fact, that fetus’s ability to metabolize diazepam
is scarce. Nordiazepam was found in higher concentrations in hair of newborns than in hair of
mothers, which may suggest that it is cumulated in child’s organism. This observation was
made in case of both singleton and twin pregnancies. Other metabolites of diazepam —

oxazepam and temazepam — were detected in very few cases, in low concentrations.
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Comparative analysis between newborns in multiple pregnancy, including type of twins and
placenta, did not reveal any statistical differences in exposure to diazepam taken by mother.

The obtained results may serve as a cornerstone for further follow-up control studies,
including observations of health effects in children prenatally exposed to benzodiazepines.
They can contribute to determination of long-lasting side effects in children exposed to high
levels of these drugs. The application of the hereby presented method in newborns’ screening
examination and a fast implementation of an appropriate treatment would be of potential
benefit for the developing child.
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w formie elektronicznej w Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej
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OSWIADCZENIE

Niniejszym  o$wiadczam, iz jestem  autorem pracy  doktorskiej
p.t.:,,Ocena naraienia prenatalnego na benzodiazepiny — cigia pojedyncza i blizniacza”.

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu oséb
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materialow
zroédlowych, stanowi ona prace¢ oryginalng, nie narusza praw autorskich oraz dobr osobistych
0s0b trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktore
zostaty uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas przedmiotem
zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem stopnia naukowego: doktor nauk
farmaceutycznych, a zlozona przeze mnie dyskietka/ptyta CD zawiera elektroniczny zapis
przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednocze$nie oswiadczam, ze nieodplatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej wymienionej pracy
bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu nosnikami, na ktorych prace
utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub najem egzemplarzy w postaci
elektronicznej, a nadto upowazniam Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pracy w zakresie wprowadzania jej
do pamieci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udostepniania w formie elektronicznej

oraz drukowane;j.
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