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Zatrucia karbamazeping (Amizepin, Tegretol), stanowig
wazny problem toksykologii klinicznej i sadowej, ktory
wystepuije coraz czesciej niezaleznie od prowadzonej po-
wszechnie monitorowanej terapii. W pracy przedstawio-
no metode analizy jako$ciowo-iloSciowej karbamazepi-
ny (CBZ) obok jej metabolitéw: 10,11-epoksydu (CBZ-E)
i 10,11-dihydroksykarbamazepiny (CBZ-DH) metodg wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). W pro-
gramie badan uwzgledniono: izolacje badanych zwiaz-
kow z osocza krwi z uzyciem statej fazy ekstrakcyjnej SPE
Abselut Nexus Varian, ustalenie zakreséw kalibracyjnych
oraz walidacje parametréw analitycznych. Dyskusja do-
tyczyta oceny wynikéw rutynowych badan diagnostycz-
nych przypadkéw intoksykacii, sprawdzajgcych przydat-
nos$¢ praktyczng opracowanej metody.

Intoxication with carbamazepine (Amizepine, Tegretol)
represents a significant problem of clinical and forensic
toxicology, which frequently develops independently
of the commonly used monitored therapy. In the study
atechnique of qualitative and quantitative analysis applied
to carbamazepine (CBZ) as well as its metabolites
carbamazepine 10, 11-epoxide (CBZ-E) and 10, 11-
-dihydroxycarbamazepine (CBZ-DH) in biological material
using high — performance liquid chromatography (HPLC)
was presented. The studies also involve isolation of
studied compounds using solid phase extraction, SPE-
-Abselut NEXUS (Varian), establishment of calibration

range and validation of analytical parameters. This was
followed by a discussion of results obtained in routine
diagnostic investigations in cases of intoxications,
corroborating practical suitability of the designed
technique.

Stowa kluczowe: karbamazepina i jej metabolity,
izolacja SPE, analiza jakosciowo-ilosciowa, Me-
toda HPLC

Key words: carbamazepine and its metabolites,
SPE isolation qualitative and quantitative analy-
sis, HPLC method

WPROWADZENIE

Szerokie stosowanie karbamazepiny (CBZ) w neu-
rologii, gtbwnie w leczeniu padaczki, stwarza nie-
bezpieczenstwo licznych przypadkéw zatru¢ noto-
wanych w toksykologii klinicznej i sadowej [1, 2, 4,
6,9, 12,16, 20, 23, 27-31]. Toksykokinetyczny prze-
bieg wielu przypadkow zatru¢ z udziatem CBZ cha-
rakteryzuje sie zréznicowang specyfika, ktérej towa-
rzyszg czesto kontrowersyjne interpretacje przyczy-
nowo-skutkowe. Zréznicowana osobniczo jako$¢
proceséw biotransformacyjnych wymaga zawsze
uwzglednienia addytywnego efektu farmakologicz-
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nych oddziatywar aktywnego metabolitu 10, 11-epok-
sydu karbamazepiny (CBZ-E), ktérego udziat jest
szczegOlnie wazny w zatruciach klinicznych jak
i w tanatologicznej interpretacji przyczyny Smierci na-
gtej, gwattownej [3, 7, 8, 11, 13, 14, 15, 21, 26].

W postepujacym procesie metabolizacji CBZ
zasadnicze znaczenie nalezy przypisa¢ stanowi kli-
nicznemu pacjenta, a w szczegdélnosci funkcjom
czynnos$ciowym watroby odpowiedzialnym za prze-
bieg jej biotransformacji zachodzacej czesto w ditu-
gotrwatym i ztozonym ukfadzie interakciji, wynikaja-
cym czesto z politerapii. Konsekwencjg interakcji
CBZ z innymi lekami przeciwpadaczkowymi, prze-
biegajacej zaréwno u osobnika zdrowego, jak i przy-
padku osobniczej dysfunkcji narzgdowej, sg czesto
obserwowane niepozadane toksyczne dziatania in-
terferencyjne, prowadzace zaréwno do wzrostu ste-
zenia we krwi czy jego obnizenia w nastepstwie
autoindukcji enzymatycznej [18, 19, 22].

W przebiegu oceny zr6znicowanych przypadkdw
intoksykaciji praktycznie nie udaje sie wykorzysta¢
obowigzujacych parametrow farmakokinetycznych
wyznaczanych w uktadzie monoterapii, a ich inter-
pretacja przyczynowo-skutkowa sprowadza sie ru-
tynowo do oceny statycznych wartosci stezenia
zwigzkow aktywnych we krwi w odniesieniu do ob-
serwowanych objawoéw klinicznych [4, 5, 8, 9, 11,
14, 15, 24, 26].

Badania dotyczag opracowania efektywnych me-
tod izolacji i analizy CBZ, obok jej gtéwnych meta-
bolitbw 10,11-epoksydu karbamazepiny (CBZ-E)
i 10,11-dihydroksykarbamazepiny (CBZ-DH) we krwi
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Analiza porownawcza dotyczy
wynikow stezeh badanych zwigzkéw oznaczonych
we krwi oséb zatrutych metoda selektywnej chro-
matografii cieczowej i stosowanej najczesciej alter-
natywnej metody immunochemicznej (FPIA, TDx)
obarczonej efektem zalezno$ci reaktywnosci krzy-
zowej (,cross reactivity”) [21, 25].

MATERIAL | METODY

W badaniach uzyto chromatografii cieczowej
HPLC Perkin Elmer 1022 LC Plus, wyposazony
w detektor Perkin Elmer 785 A UV/VIS (A = 222 nm)
oraz kolumne rozdzielcza LiChroCart 250-4 LiChro-
spher 60 RP select B (5um). Optymalny rozdziat
uzyskano przy uzyciu dwustopniowej pompy w wa-
runkach przeptywu izokratycznego (1.1 mi/min)
o sktadzie fazy ruchomej 40 % Acetonitrylu, 60 %
buforu fosforanowego o pH 2.3.

Zasada oznaczania metodg HPLC — krzywa kali-

bracyjna.
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W przypadku analizy ilosciowej sprawdzono za-
kres kalibracji zaleznosci Ab = f (c), ktéra dotyczy-
ta przedziatu stezen 2.5-20 ug/cm?® badanych sub-
stancji (CBZ i CBZ-E) i 0.5-5 ug/cm® w przypadku
CBZ-DH. Powyzsze zaleznosci kalibracyjne uzyska-
no w warunkach precyzyjnego automatycznego
wprowadzenia statej objetosci 20 ul/cm?® bez ko-
niecznosci uzywania wzorca wewnetrznego. Warun-
ki izolacji badanych zwiazkéw dotyczyty surowicy
krwi ludzkiej, ktdrg obcigzono stata iloscig badane-
go zwigzku (0.1 mg/cm?). Po okresie inkubacji ob-
cigzonego osocza (+ 24 godz. w temp. 20°C), préb-
ke poddano izolacji z uzyciem statej fazy ekstrak-
cyjnej Abselut Nexus firmy Varian (SPE).

Warunki ekstrakcji SPE z uzyciem fazy statej
Abselut Nexus LRC-60 mg.

Na kolumne wypetniong fazg statg wprowadzo-
no 1 cm?® surowicy krwi ludzkiej zawierajgcej 0.1 mg
badanej substancji i przesaczono jg w czasie 1 mi-
nuty. Nastepnie kolumne przemyto wodg zdemine-
ralizowana (1 cm?®) i osuszono w prézni. Desorbcje
badanych zwigzkéw przeprowadzono przy uzyciu
metanolu (1 cm®). Otrzymany ekstrakt odparowa-
no do sucha i pozostato$é przed badaniem chro-
matograficznym ponownie rozpuszczono w 100 ul
alkoholu metylowego.

Wykonanie oznaczenia w _materiale biologicz-
nym.

Materiatem do badan byty prébki surowicy krwi
0so6b zatrutych karbamazeping o zr6znicowanym
stanie klinicznym oraz probki krwi sekcyjnej, zabez-
pieczonej do badan toksykologicznych, z racji jej
przedawkowania. Probki krwi bezposrednio po po-
braniu zostaty odwirowane a uzyskane osocze
w iloéci 1 cm?® zostato wykorzystane do izolacji na
kolumienkach Abselut-Nexus, zgodnie z powyz-
szym przepisem. W przypadku krwi sekcyjnej (zhe-
molizowanej) do izolacji uzyto 1 cm?.

Pomiary stezen CBZ i jej metabolitbw w surowi-
cy krwi metoda fluorescencyjno-polaryzacyjno-im-
munologiczng (FPIA).

Do badan uzyto oryginalnych odczynnikéw fir-
my ABBOTT stosowanych rutynowo w analizie le-
kéw w surowicy krwi pod nazwg TDx-Analizer. Za-
stosowana metoda zapewnia szybkie i doktadne
pomiary zespotu zwigzkdw (karbamazepina-metabo-
lity) w uktadzie zaleznosci interpretacyjnych (cross-
reactivity). Dla oznaczenia CBZ czuto$¢ wynosi 0.5
ug/ml, a btad metody wyrazony procentowym od-
chyleniem standardowym oscyluje w zakresie poni-
2ej 5 %.

Wyniki i dyskusja.

Efekt dziatania toksycznego CBZ jest determi-
nowany dodatkowo poziomem aktywnego metabo-
litu 10,11-epoksydu karbamazepiny (CBZ-E) oraz
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w mniejszym stopniu jego produktu hydrolizy 10,
11-dihydroksykarbamazepiny (CBZ-DH), ktérego
zakres stezen w badanych prébkach oscylowat
w przedziale dolnej granicy kalibracji + 0.5-3.5 ug/
ml. Proces biotransformacji CBZ [17, 24] uwzgled-
niajacy strukture chemiczng gtéwnych metabolitow
przedstawia ryc. 1.

Ryc. 1. Schemat metabolizmu karbamazepiny (CBZ2).
Fig. 1. Metabolic pathway of carbamazepine (CBZ).
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W proponowanych warunkach wysoko spraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC) uzyskano roz-
dziat zespotu badanych zwigzkéw, przydatnych za-
rowno w analizie jako$ciowej, jak i ilosciowej mate-
riatu biologicznego (ryc. 2)
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Ryc. 2. Rozdziat chromatograficzny (HPLC) karbama-
zepiny (CB2) i jej metabolitow.

Fig. 2. Chromatographic separation (HPLC) of carba-
mazepine and its metabolites 1-10,11-CBZ-OH; 2-10,
11-CBZ-E; 3-CBZ.
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Statystyczna analiza powtarzalnosci oznaczen
CBZi jego gtdbwnego metabolitu CBZ-E przy zasto-
sowaniu proponowanej metody dla ustalonego za-
kresu kalibracji o wysokim wspétczynniku korelacji
R=0.998 wykazata akceptowane wartosci procen-
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towego wzglednego odchylenia standardowego
w przedziatach: Sr=2.03 (CBZ) i Sr=3.05 (CBZ-E).
Sprawdzone warunki izolacji badanych zwigzkow
z uzyciem statej fazy Abselut LRC-60 Nexus o uprosz-
czonej technice izolacji z pominigciem etapu akty-
wacji fazy, zapewniajg wysoki powtarzalny odzysk
w zakresie 95 % (CBA i CBZ-E) i 90 % (CBZ-DH)
(dla n=10). Wysoki parametr odzysku badanych
zwigzkow podczas ich izolacji oraz réwnoczesna
mozliwos¢ ich oznaczenia we krwi osdb zatrutych,
pozwolit na przeprowadzenie obiektywnej oceny
toksykologicznej, w aspekcie konfrontacji oby-
dwéch metod — homogenicznej (TDXx) i potwierdza-
jacej, heterogenicznej (HPLC).

Typowy przebieg zmian pozioméw stezen CBZ
i jej gtbwnego metabolitu CBZ-E w warunkach za-
trucia klinicznego, badany metodg HPLC, obserwo-
wany po czasie dwdch godzin od przedawkowania
przedstawiono na ryc. 3.

Ryc. 3. Typowe zmiany stezenia karbamazepiny (CBZ)
i epoksydu karbamazepiny (CBZ-E) obserwowane
w przebiegu procesu detoksykaciji.

Fig. 3. Typical changes of CBZ and CBZ-E concentra-
tion observed in the course of Detoxication. 1-CBZ;
2-CBZ-E.
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Uzyskane zaleznos$ci wskazujg na znaczacy
udziat aktywnego metabolitu (CBZ-E), ktéry $red-
nio dla 10-ciu badanych przypadkdéw intoksykaciji
klinicznej osiaga w osoczu stezenie wynoszgce
5-33 % stezenia CBZ. Powyzsze wyniki zaleznoSci
stezen CBZ i CBZE znajduja potwierdzenie w ba-
daniach innych autoréw [4, 5, 7, 11, 13, 14, 18],
ktdrzy probowali je wykorzysta¢ dla celow obiek-
tywnej interpretacji przebiegu zatru¢ klinicznych.
Przyjmuje sie, ze dawka niebezpieczna, stwarzaja-
ca duze ryzyko zgonu, jest zwigzana z zazyciem
powyzej 12.0 g CBZ, natomiast dawki ponizej 10 g
nie stwarzajg takiego zagrozenia [27]. Zakres ste-
zen $miertelnych w osoczu krwi jest zréznicowany
i wynosit $rednio 37 ug/ml, a u pacjentéow wyleczo-
nych 35 ug/ml [27]. Podobne zakresy stezeh $mier-
telnych CBZ 35-70 pug/ml znajduja potwierdzenie
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w badaniach innych autorow, ktére uwzgledniono
w monografii [1]. Nizsze zakresy stezeh $miertel-
nych CBZ wynikaja zaréwno z udziatu aktywnych
metabolitdw [5, 15, 29], jak rowniez z nastepstw zbyt
pbdzno wdrozonych zabiegdw detoksykacyjnych [23,
31]. W ocenie zagrozen klinicznych nalezy przyja¢ za
niebezpieczny poziom CBZ zakres 20-40 ug/ml, na
ktory wskazujg badania wielu autoréw [1, 9, 12, 23,
28].

Stopien zatrucia klinicznego karbamazeping jest
determinowany zakresem stezeh w surowicy krwi,
ktory jest zroznicowany dla dorostych czy dzieci
i wzbudza szereg kontrowersji interpretacyjnych
w relacji jego ciezkosci przebiegu. Zgodnie z ob-
serwacjami Hojera i wspot. [12] przekroczenie ste-
zenia 40 ug/ml jest nastepstwem powaznych i groz-
nych objawow zatrucia CBZ, tj. wystepowaniem
$piaczki, drgawek, zaburzen oddychania i przewod-

ZATRUCIA KARBAMAZEPINA

97

nictwa sercowego. Wsérdd innych kwalifikacji obra-
zu klinicznego zatrucia CBZ w odniesieniu do jej
stezenia w surowicy krwi wskazuje sie na cztery
najczesciej notowane fazy [31]: powyzej 25 pug/ml
(duze ryzyko drgawek i Spigczki toksycznej), 15-25
ug/ml (pobudzenie psychoruchowe, hipermetrycz-
ne, objawy halucynacji), 11-15 ug/ml (senno$c¢, atak-
sja), ponizej 11 ug/ml (stan prawidtowy, rzadko ta-
godna ataksja). Réwnoczesnie nalezy podkresli¢, ze
ryzyko zgonu na skutek przedawkowania CBZ u dzie-
ci do 12 roku zycia jest wigksze przy poziomach
W surowicy nizszych anizeli u dorostych [11, 16, 18].

Uzyskane wyniki badan wtasnych (tabela I) dwo-
ma niezaleznymi metodami analitycznymi (HPLC)
i immunofluorescencyjna w $wietle spolaryzowanym
(FPIA TDx) wskazuje na zroznicowane zakresy ste-
zen CBZ i jej gtbwnego metabolitu (CBZ-E) dla ba-
danych przypadkéw zatrué.

Tab. I. Wyniki analizy karbamazepiny (CBZ) i jej metabolitéw; 10,11-epoksydu karbamazepiny (CBZ-E) i 10,11-dihy-
droksykarbamazepiny (CBZ-DH) w materiale biologicznym (krew) i ich zakresy stezen.

Tab. I. Analytical results of carbamazepine (CBZ) and its metabolites 10,11-epoxide carbamazepine (CBZ-E), 10,
11-dihydroxycarbamazepine (CBZ-DH) in biological material (blood) and their concentration ranges.

Badany przypadek Czas badania od Poziomy badanych zwigzkéw
zatrucia klinicznego zatrucia (godziny) w osoczu (zatrucia kliniczne) lub

krwi sekcyjnej — (zgony) ug/ml
Examined case of Sample withdrawal Levels of examined compounds
clinical poisoning time (h) in serum (clinical poisoning) or

autopsy blood (fatal cases) ug/ml

FPIA-TDx HPLC

CBz CBz |CBZE |[CBZ-OH
WML = QlL19 2 25.1 15.67 3.50 0.75
RPL= 137 12 31.0 18.98 2.19 1.37
DML= Q.18 14 15.0 11.84 4.03 1.75
WML= 7123 16 21.0 17.98 3.36 1.67
WRL= 127 15 37.2 23.07 6.12 2.47
CRL= 1.30 20 42.5 2164 | 12.41 1.31
NBL = 1154 18 40.0 22.77 3.76 1.55
KEL = 149 23 26.3" 4.36 1.84 1.50
GAL= 120 4 25 8.71 0.72 -
PKL= QI.43 12 24 14.33 2.04 0.94
Badany przypadek Obecnos¢ innych
zgonu zwiazkow
Examined fatal case Presence of other

compounds
DZ +1.57 25.4 17.0 4.51 2.52
SB 7'1. 49 Etanol 0.28 %
Estazolam 0.3 ug/ml 15.2 9.8 3.19 1.35

PM 1. 51 Etanol 1.57 % 18.2 7.2 3.25 0.93
SM 1. 16 Diazepam 20.6 - - -
KP x1. 43 Estazolam 0.05 ug/ml | 290.75 - - -
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Poziomy CBZ ustalone metodg TDx, sa obarczo-
ne efektem wptywow interferencyjnych metabolitow
(cross-reactivity) i sg zdecydowanie wyzsze od wyni-
kow badan uzyskanych metodg HPLC. Obserwowa-
ne réznice stanowig w przyblizeniu addytywnos$¢
wartosci stezeniowych CBZ i jej metabolitdw (CBZ-E,
CBZ-DH). Brak precyzyjnych danych o wiasciwo-
$ciach toksycznych CBZ-E i CBZ-DH nie pozwala
w petni na obiektywng ocene ich udziatu w przebie-
gu intoksykacji CBZ. Badania kliniczne przebiegu
licznych przypadkéw intoksykacji wskazuja, ze nie
mozna jednoznacznie okresli¢ korelacji miedzy po-
czatkowym stezeniem CBZ w surowicy krwi a kon-
cowym efektem prowadzonej detoksykaciji. Szero-
kie badania kliniczne wskazuja, ze stezenie CBZ
w surowicy krwi powyzej 30 ug/ml implikuje wyraz-
nie grozne objawy zatrucia, wsérdd ktorych wyste-
puja drgawki, zaburzenia oddychania wymagajace
jego wspomagania oraz dysfunkcje uktadu kraze-
niowego, zagrazajaca zyciu.

W interpretacji objawéw klinicznych wynikaja-
cych z przedawkowania CBZ dominujg wyktadniki
oddziatywania kardiotoksycznego z towarzyszaca
hipotensja i bradykardig [19].

Ocena zakresow stezen CBZ, ktére notowano
w przypadkach niektdrych zgonow (tab. I) oraz ana-
logicznych danych pismiennictwa [5, 15], wskazu-
je czesto na nizsze wartosci anizeli te, ktére wyste-
powaly podczas skutecznie leczonych przypadkow
zatru¢ klinicznych. Brak szczegétowych danych od-
nosnie czasu przebiegu intoksykacji do wystapie-
nia zgonu wskazuje na dodatkowy udziat innych
czynnikow zaktdcajgcych przebieg farmakokine-
tycznych proceséw eliminaciji CBZ.

Wsrod czynnikow modyfikujgcych proces prze-
mian metabolicznych CBZ wymieni¢ nalezy autoin-
dukcje enzymatyczng, wystepujaca u pacjentow le-
czonych przewlekle, stan czynnosciowy narzadow,
a szczegolnie watroby, egzogenne czynniki wyni-
kajace z interakc;ji innych lekow, bedacymi inhibito-
rami enzymatycznymi. Szczegolne znaczenie w in-
terpretacji zatru¢ CBZ nalezy przypisa¢ interakc;ji
z udziatem innych lekéw. Dostepne pismiennictwo
[18, 19] wskazuje na znaczace efekty inhibicji pro-
cesOw metabolizacji CBZ w surowicy krwi oraz in-
terakcji wigzan z biatkami. Odwrotny efekt obnize-
nia stezenia CBZ w surowicy krwi jest obserwowa-
ny w uktadzie interakcji z lekami bedacymi indukto-
rami enzymatycznymi, m.in. podczas politerapii
z udziatem innych lekéw [19, 22].

Réwnoczesnie nalezy podkresli¢, ze CBZ, be-
dac sama induktorem enzymatycznym przyspiesza
metabolizm innych lekéw, m.in. kwasu walproino-
wego, fenytoiny, benzodiazepin [19].
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Konsekwencje wynikajace z toksykokinetycz-
nych zagrozen obserwowanych po przedawkowa-
niu CBZ nakazujg wiec natychmiastowe wdrozenie
dziatan detoksykacyjnych, ktorym nalezy przypisa¢
znaczaca role w skutecznym postepowaniu tera-
peutycznym osob zatrutych [23]. Praktyka kliniczna
dowodzi, ze kazda zwtoka czy odstgpienie od wdro-
zenia postepowania detoksykacyjnego w przypadku
zatru¢, stwarza ryzyko niepowodzenia terapeutycz-
nego a notowane zgony charakteryzujg sie niskim
zakresem stezeh CBZ ponizej 20 pg/ml. Za szcze-
golnie niebezpieczne nalezy uznaé przypadki intok-
sykacji oséb przewlekle zazywajacych leki przeciw-
padaczkowe. Kompleksowa ocena opiniodawcza
zamieszczonego w tabeli | przypadku $mierci na-
gtej 16 letniego mezczyzny (SM), zazywajacego leki
od 5 roku zycia (fenytoina, kwas walproinowy, lumi-
nal), wykazata uszkodzenie nerek oraz watroby o cha-
rakterze przewleklym. Nagty wzrost stezenia CBZ we
krwi do wartosci 20.6 ug/ml byt nastepstwem zabu-
rzen czynnosciowych watroby, wynikajacych z ha-
mowania aktywnosci hepatocytdw w procesie jej
metabolizaciji.

Wsréd wyktadnikow ostrej dysfunkciji watroby
w badaniach histologicznych tego przypadku ujaw-
niono: rozproszong martwice komorek strefy posred-
niej i centralnej, rozproszone sttuszczenie oraz na-
cieki limfocytarne, granulocytarne i obojetnochton-
ne w przestrzeniach bramnych. Konsekwencjg po-
wyzszych zmian i dysfunkcji byt zastoj zétci obok ma-
sywnego przekrwienia watroby.

W toksykologicznej ocenie przebiegu podob-
nych przypadkow zatru¢ klinicznych czy smiertel-
nych z udziatem CBZ i jej aktywnych metabolitow,
nalezy niezaleznie od wynikow badan chemicznych
uwzgledni¢ udziat innych czynnikéw interferujacych,
wynikajacych ze stanu zdrowia czy objawow cho-
robowych pacjenta przed zdarzeniem oraz tanato-
logicznych badan posmiertnych, a szczegdlnie hi-
stopatologicznego.

WNIOSKI:

— Zatrucia karbamazepina (Amizepin, Tegretol)
stanowig wazny problem toksykologii klinicz-
nej i sadowej, ktéry wymaga odpowiednich
metod diagnostycznych przydatnych w obiek-
tywnej interpretaciji klinicznej czy tanatologicz-
nej.

— Zaproponowane warunki izolacji (met. SPE-
-Abselut Nexus-RC-60) i analizy (met. HPLC)
CBZ i jej metabolitow CBZ-E i CBZ-DH moga
by¢ przydatne w diagnostyce chemicznej
zatru¢ klinicznych, sadowych oraz w monito-
rowanej terapii.
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— Obiektywna ocena przebiegu ciezkosci zatru-
cia klinicznego czy ustalenia mechanizmu
$mierci nagtej z udziatem CBZ wymaga kom-
pleksowych badan z zakresu diagnostyki che-
micznej, konfrontacji stanu zdrowia i objawow
chorobowych pacjenta w chwili zdarzenia
oraz tanatologicznych badan po$miertnych.
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