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Wykaz uzywanych skrotow

5-HT - serotonina

S-http - 5-hydroksytryptofan

ACTH (Adrenocorticotropic hormone) - hormon adrenokortykotropowy

CA (Cluster Analysis) — analiza skupien

CBG (Corticosteroid - binding globulin) - transkortyna

Ck — stgzenie koncowe kortyzolu

Cn — najnizsze oznaczone st¢zenie kortyzolu

Cp — stezenie poczatkowe kortyzolu

CRH (Corticotropin - releasing hormon) - kortykoliberyna

Csr — srednia arytmetyczna st¢zenia kortyzolu

Cw — najwyzsze oznaczone stezenie kortyzolu

DEX - deksametazon

DHEA - dehydroepiandrosteron

EIA (Enzyme - Immuno Assay) — test immunoenzymatyczny

GR — receptor dla glikokortykosteroidow

HPA (Hypothalamic - Pituitary — Adrenocortical) - 0§ podwzgorze — przysadka - nadnercza
HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) - wysokosprawna chromatografia cieczowa
Hsp (Heat shock proteins) — biatka szoku termicznego

Kr — krotnos$¢ hospitalizacji

LC/MS (Liquid Chromatography/Mass Spectrometry) - chromatografia cieczowa sprzezona
ze spektrometrem mas

Ld — liczba dni hospitalizacji

LLE (Liquid - Liquid Extraction) - ekstrakcja ciecz - ciecz

M — mediana stezen kortyzolu

MR - receptor dla mineralokortykosteroidow

MS (Mass Spectrometry) - spektrometria mas

NaRI (Noradrenalin Reuptake Inhibitors) - selektywne inhibitory wtornego wychwytu
noradrenaliny

NaSSA (Noradrenergic and Selective Serotoninergic Antidepressants) - leki silniej blokujace
receptor noradrenergiczny niz serotoninergiczny

PCA (Principal Component Analysis) — analiza gtéwnych sktadowych

PTSD (Post - Traumatic Stress Disorder) - zespot stresu pourazowego

RIA (Radio - Immuno Assay) — test radioimmunologiczny

RIMA (Reversible Inhibitors of Monoaminooxidase A) - selektywne, odwracalne inhibitory
MAO-A (monoaminooksygenazy A)

SARI (Serotonin Antagonist and Reuptake Inhibitors) - inhibitory wychwytu serotoniny i
antagonisci receptora serotoninowego 5-HT,

SNRI (Serotonin - Noradrenalin Reuptake Inhibitors) - leki wplywajace rownie silnie na
wtoérny wychwyt serotoniny i noradrenaliny

SPE (Solid Phase Extraction) - ekstrakcja do fazy stale;j



SSA (Specific Serotonin Antidepressants) - leki blokujace w réwnym stopniu receptory
serotoninergiczne i noradrenergiczne

SSRE (Selective Serotonin Reuptake Enhancers) - leki zwigkszajace wychwyt zwrotny
serotoniny

SSRI (Selective Serotonin Reuptake Inhibitors) - selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego
serotoniny

St-8 — stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 8 ng/ml

St-10 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 10 ng/ml

St-15 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 15 ng/ml

St30-8 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 8 ng/ml po 30% hospitalizacji
St30-10 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 10 ng/ml po 30% hospitalizacji
St30-15 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 15 ng/ml po 30% hospitalizacji
St60-8 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 8 ng/ml po 60% hospitalizacji
St60-10 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 10 ng/ml po 60% hospitalizacji
St60-15 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 15 ng/ml po 60% hospitalizacji
St90-8 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 8 ng/ml po 90% hospitalizacji
St90-10 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 10 ng/ml po 90% hospitalizacji
St90-15 - stabilizacja wydzielania kortyzolu na poziomie 15 ng/ml po 90% hospitalizacji
TLPD - tréjpierscieniowe leki przeciwdepresyjne

W — wiek pacjentki



1. Wstep

1.1. Kortyzol i jego dzialanie na organizm czlowieka

Kortyzol jest jednym z najwazniejszych hormonoéw steroidowych wydzielanych przez
kor¢ nadnerczy. Jego uwalnianie kontrolowane jest bezposrednio przez produkowany w
przysadce mozgowej hormon adrenokortykotropowy (Adrenocorticotropic hormone, ACTH),
a posrednio przez kortykoliberyn¢ (Corticotropin - releasing hormon, CRH), hormon
podwzgdérza. Wydzielanie kortyzolu podlega rytmowi dobowemu, podobnie jak
kontrolujacego jego uwalnianie ACTH. Najwyzsze stezenie hormonu obserwowane jest w
godzinach porannych, okoto godziny 8. Natomiast péZznym wieczorem jego stezenie moze
ulec obnizeniu nawet o potowe (1, 2).

W organizmie hormon ten syntetyzowany jest z cholesterolu, a we krwi wystepuje
gldwnie w postaci zwigzanej (okoto 90%) z a, globuling, zwang transkortyna (Corticosteroid-
binding globulin, CBG). Mozliwos¢ wigzania z bialkiem jest ograniczona, dlatego tez w
przypadku zwigkszonego wydzielania kortyzolu przez kor¢ nadnerczy, transkortyna zostaje
wysycona 1 stgzenie formy wolnej szybko podwyzsza si¢. Okres pditrwania kortyzolu wynosi
okoto 100 minut. Jest on metabolizowany w watrobie 1 usuwany z moczem w postaci
licznych nieaktywnych metabolitéw. Kortyzol dziala poprzez wlasny receptor jadrowy.
Hormon zwiazany z biatkiem CBG dociera do komoérki docelowej, ulega roziaczeniu i jako
wolna molekuta przenika przez blone cytoplazmatyczng, a nastgpnie taczy si¢ ze swoistym
receptorem stabilizowanym przez biatka Hsp (heat shock proteins), z ktérych najwazniejsza
role odgrywaja dwa biatka Hsp 90. Nastepuje zmiana konformacji receptora, tak, iz bialka
stabilizujace ulegaja odlaczeniu, a kompleks receptor-kortyzol zostaje przeniesiony przy
uzyciu transportu aktywnego do jadra komoérkowego, gdzie nastepuje potaczenie z tancuchem
DNA i transkrypcja odpowiednich genow.

Kortyzol wywiera znaczacy wplyw na metabolizm organizmu, dzialanie uktadu
odpornosciowego, sercowo-naczyniowego, jak rowniez szkieletowego, posredniczy takze w
zmianach ekspresji licznych genow. Przyjmuje si¢, iz okoto 10 - 20% wszystkich genow w
komorce jest kontrolowanych przez glikokortykosteroidy.

Kortyzol, jako gléwny hormon glikokortykosteroidowy, wraz z insuling i glukagonem
kontroluje przede wszystkim homeostaze glukozy. Podwyzsza jej stezenie we krwi, co

stymuluje uwalnianie insuliny. Rdwnoczesnie hamuje wychwyt oraz zuzycie glukozy przez
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miesnie. Poprzez wrazliwa na jego dziatanie lipazg powoduje lipolize komoérek tluszczowych.
Jednakze uwalniana réwnoczesnie insulina stymuluje lipogeneze i w niewielkim stopniu
hamuje lipolizg.

Kortyzol wykazuje rowniez wptyw na gospodarke biatkowa. Wywoluje zwiekszong
produkcje RNA oraz biatek w watrobie, réwnocze$nie wywiera dziatanie kataboliczne na
tkanke miesniowa. Proteoliza w migé$niach zapewnia produkcje substratéw dla procesu
glukoneogenezy zachodzacego w watrobie. Opisane wyzej procesy maja na celu zapewnienie
odpowiedniej ilosci glukozy, ktora jest podstawowym zrodlem energii bezwzglednie
potrzebnej do prawidlowej pracy mézgu.

Kortyzol wykazuje supresj¢ na uklad immunologiczny poprzez wplyw na stezenie,
migracj¢ 1 dziatanie leukocytow, zwiekszajac ich apoptozg. Hamuje on rowniez wydzielanie
mediatoréw stanu prozapalnego, takich jak cytokiny i hemokiny, co jest szeroko
wykorzystywane w farmakoterapii. Kortyzol ogranicza takze rozpad mastocytow i bazofili, co
zapobiega uwalnianiu histaminy oraz znacznie zmniejsza przepuszczalno$¢ naczyn
wlosowatych podczas reakcji uczuleniowej. Wplywa réwniez na gospodarke wodno-
elektrolitowa, co jest spowodowane bezposrednim oddziatywaniem na receptor
aldosteronowy, ktéry wykazuje podobne powinowactwo zaréwno do aldosteronu, jak 1
kortyzolu (1, 2).

Dziatanie kortyzolu nie ogranicza si¢ tylko do tkanek obwodowych. Stwierdzono $cista
zalezno$¢ miedzy ukltadem hormonalnym a osrodkowym uktadem nerwowym, w ktorym
zaobserwowano wystepowanie dwdch typdw receptorow dla kortykosteroidéw - typ 1 (MR,
mineralokortykosteroidow) 1 typ II (GR, glikokortykosteroidow). Receptory typu I
rozmieszczone sa gtdéwnie w hipokampie i korze przedczotowej, natomiast receptory typu II
rozmieszczone s3 réwnomiernie w calym osrodkowym uktadzie nerwowym. Zarowno
receptory typu GR jak i MR maja wplyw na aktywno$¢ neuronalng, synteze
neuroprzekaznikow oraz receptoréw. Oba typy receptoréw wykazuja powinowactwo do
glikokortykosteroidow, jednakze w przypadku receptoréw MR jest ono prawie
dziesigciokrotnie wyzsze. Stwierdzono, iz receptory typu MR sa wysycone kortyzolem w
okoto 90%, niezaleznie od poziomu jego wydzielania w organizmie. Natomiast w sytuacji
stresowej, w ktérej nastgpuje znaczne zwigkszenie produkcji kortyzolu lub w przypadku
maksymalnego stezenia wspomnianego hormonu podczas cyklu dobowego, procent wigzania

receptorow GR ulega podwyzszeniu z okoto 10 do nawet 90%. Stwierdzono réwniez, iz



pobudzenie obu typow receptorow moze wywotlaé odmienne dziatanie neurondw oraz

neuroprzekaznikow (3).

1.2. Schorzenia wywolane zaburzeniami wydzielania Kortyzolu

Przyjmuje si¢, iz u zdrowych osob dorostych, w sytuacji bezstresowej dzienne
wydzielanie kortyzolu wynosi od okoto 10 do 20 mg. Poziom ten moze jednak ulegaé
znacznym wahaniom, wynikajacym zaréwno z naturalnego rytmu dobowego hormonu, jak
réwniez stresu, na jaki narazony jest wspodlczesny czlowiek. Schorzenia wywotane zmianami
stezenia kortyzolu moga by¢ spowodowane zarowno zwiekszeniem jak 1 obnizeniem jego
wydzielania.

Chroniczne zmniejszenie wydzielania kortyzolu moze by¢ spowodowane uszkodzeniem
podwzgorza, przysadki lub nadnerczy. W przypadku niedoboru wydzielania kortyzolu
(choroba Addisona), najczgstsza przyczyna jest uszkodzenie nadnerczy spowodowane
chorobami autoimmunologicznymi lub niektdrymi infekcjami, jak gruzlica czy wirus
cytomegalii. Objawia¢ si¢ to moze ostabieniem, przemeczeniem, utratag wagi, obnizeniem
ci$nienia, nadmierng pigmentacjg skdry oraz trudno$ciag w utrzymaniu prawidlowego poziomu
glukozy we krwi podczas glodu. W wyjatkowych przypadkach zmniejszenie wydzielania
kortyzolu moze by¢ spowodowane zaburzeniami genetycznymi w szlaku biosyntezy
steroiddw. Najczgsciej dotyczy ono enzymu 21-hydroksylazy steroidowej. Przy jego
niedoborze nastepuje m.in. obnizenie wytwarzania kortyzolu, co prowadzi do nadmierne;j
produkcji ACTH wskutek braku ujemnego sprzezenia zwrotnego, a w efekcie tego do
maskulinizacji zewnetrznych narzadéw piciowych plodéw zenskich lub w przypadku
nastolatek - hirsutyzmu lub zaburzen cyklu menstruacyjnego.

Podwyzszony poziom kortyzolu, okreslany mianem syndromu Cushinga, moze by¢
spowodowany schorzeniami podwzgdrza, przysadki lub kory nadnerczy, jednakze najczgstsza
przyczyna jego wystgpienia jest nadmierne stosowanie egzogennych glikokortykosteroidow.
Podwyzszone stezenie kortyzolu prowadzi do zmian w rozmieszczeniu tkanki tluszczowe;.
Gromadzi si¢ ona przede wszystkim w okolicach twarzy i1 karku, natomiast jej ilo$¢ zmniejsza
si¢ w konczynach. Nast¢gpuje rowniez zanik migsni szkieletowych i znaczne spowolnienie
procesdw regeneracyjnych. Dodatkowo nadmierne wydzielanie kortyzolu moze przyczynic

si¢ do wystgpienia cukrzycy, nadci§nienia oraz zaburzac prace gonad (2).



1.3. Kortyzol a depresja

Depresja to jedna z najcze$ciej wystepujacych chordb na $wiecie. Przyjmuje sie, iz
dotkniete jest nig nawet 15% populacji. Jest to choroba zlozona, wieloczynnikowa, ktorej
etiologia nie jest do konca znana. Depresja najcze¢sciej objawia si¢ m.in. obnizeniem nastroju i
napedu psychoruchowego. Dodatkowo moga jej towarzyszy¢ zaburzenia rytmu
okotodobowego, do ktédrych naleza zaburzenia snu. Ponadto moze pojawi¢ si¢ lgk, bdl,
wahania masy ciata i inne objawy somatyczne. Pacjenci czgsto miewaja mysli suicydalne,
poczucie winy oraz odznaczajg si¢ utratg zainteresowan. Depresja moze rdwniez towarzyszy¢
innym schorzeniom, m.in. chorobom ukfadu krazenia, nowotworowym, zaburzeniom
hormonalnym, infekcjom wirusowym, czy niedoborom witamin.

Znanych jest kilka hipotez dotyczacych etiologii depresji, ktére powstalty w wyniku
obserwacji mechanizmow dziatania substancji stosowanych podczas leczenia choroby.
Najwczesniejsza z nich jest teoria monoaminergiczna, ktora zostata sformulowana na
podstawie mechanizmu dziatania dwoch historycznie pierwszych lekéw przeciwdepresyjnych
grupy trojpierscieniowych lekow przeciwdepresyjnych (TLPD) - imipraminy i iproniazydu.
Zaobserwowano, iz podczas stosowania tych lekow dochodzi do zmian adaptacyjnych w
gestosci  oraz  reaktywnosci  receptorow  adrenergicznych,  serotoninowych i
dopaminergicznych. Réwniez wigkszo$¢ lekdw stosowanych wspofczesnie w leczeniu
depresji wykazuje wptyw na okreslone neuroprzekazniki (3).

Coraz wieksza rolg w patogenezie depresji przypisuje si¢ takze innym czynnikom, takim
jak czynniki genetyczne czy zaburzenia regulacji aktywnosci uktadu odpornosciowego. W
przypadku zmian w dzialaniu uktadu immunologicznego, obserwuje si¢ podwyzszona
sekrecje niektorych cytokin prozapalnych oraz bialek, ktore najczesciej towarzysza ostrej
fazie stanu zapalnego. Zaburzeniom ukladu odpornosciowego towarzyszy najczgscie]
zwigkszona aktywnos¢ osi podwzgdrze — przysadka - nadnercza (hypothalamic — pituitary —
adrenocortical, HPA), objawiajaca si¢ podwyzszonym stezeniem CRH, a w konsekwencji
rowniez kortyzolu (4).

Liczne badania potwierdzity istotny wplyw podwyzszonego poziomu kortyzolu w
patogenezie depresji. Stwierdzono, iz zwigkszone wydzielanie tego hormonu wynika z
ostabienia mechanizmu hamujacego sprzeznie zwrotne. Ponadto dlugotrwaty wplyw
kortyzolu na struktury moézgowe moze prowadzi¢ do niedoboru serotoniny (5-HT), w wyniku

zmniejszenia dostepnosci tryptofanu bedacego substratem do produkcji 5S-HT. Ulega rowniez
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obnizeniu gesto$¢ oraz reaktywnos¢ receptorow serotoninowych. Badania wykazaty takze, iz
podwyzszony poziomu kortyzolu towarzyszacy stresowi, moze powodowac zmiany o
charakterze neurodegeneracyjnym w niektorych strukturach moéozgu, przede wszystkim w
hipokampie. Ponadto wystepuja rdwniez zaburzenia plastycznosci neuronalnej (3).
Przypuszcza si¢, iz stosowane leki przeciwdepresyjne wplywaja nie tylko na
neuroprzekazniki, ale rowniez normalizuja aktywnos$¢ osi HPA, obnizajac stezenie CRH, a w

konsekwencji rowniez ACTH oraz kortyzolu.

1.4. Wplyw lekow przeciwdepresyjnych na wydzielanie kortyzolu

Leki przeciwdepresyjne nalezag do grupy substancji psychotropowych, dziatajacych na
osrodkowy uktad nerwowy. Charakteryzuja si¢ duzym zrdznicowaniem zaréwno pod
wzgledem budowy chemicznej, jak 1 mechanizmu dziatania. Najstarsza grupa wsrdd nich sa
trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne (TLPD), do ktérych nalezag m.in. amitryptylina 1
klomipramina. Dziataja one niewybidrczo na wigkszos$¢ receptoréw osrodkowego uktadu
nerwowego, m.in. na receptory adrenergiczne, cholinergiczne, dopaminergiczne czy
histaminowe. Ze wzgledu na malg selektywnos$¢ wykazuja liczne dziatania niepozadane.
Podzial pozostalych lekdw przeciwdepresyjnych opracowano na podstawie ich
mechanizmu dziatania. Wykazuja one selektywne oddzialywanie na okreslone receptory, w
zwiazku z tym wyrdznia si¢:
— selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI, Selective Serotonin
Reuptake Inhibitors),

— selektywne inhibitory wtérnego wychwytu noradrenaliny (NaRI, Noradrenalin
Reuptake Inhibitors),

— leki wplywajace rownie silnie na wtorny wychwyt serotoniny i noradrenaliny (SNRI,
Serotonin - Noradrenalin Reuptake Inhibitors),

— selektywne, odwracalne inhibitory MAO-A (RIMA, Reversible Inhibitors of
Monoaminooxidase A),

— leki blokujagce w rownym stopniu receptory serotoninergiczne i noradrenergiczne
(SSA, Specific Serotonin Antidepressants),

— leki silniej blokujace receptor noradrenergiczny niz serotoninergiczny (NaSSA,
Noradrenergic and Selective Serotoninergic Antidepressants),
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— inhibitory wychwytu serotoniny i antagonisci receptora serotoninowego 5-HT, (SARI,

Serotonin Antagonist and Reuptake Inhibitors),

— leki zwigkszajace wychwyt zwrotny serotoniny (SSRE, Selective Serotonin Reuptake
Enhancers) (3, 62).

Ze wzgledu na zlozony mechanizm dziatania, leki przeciwdepresyjne w rézny sposob
wplywaja na poziom kortyzolu, zaréwno podwyzszajac go, jak i obnizajac. Stabilizujacy
wplyw lekow przeciwdepresyjnych na o§ HPA moze wynikaé z bezposredniego dziatania na
receptory CRH, co powoduje hamowanie wydzielania kortykoliberyny, a w konsekwencji
obnizenie wydzielania ACTH 1 kortyzolu. Niektére z nich, jak np.: TPLP wplywaja na
biosyntez¢ receptordw GR poprzez podnoszenie stgzenia mRNA GR. W ten sposob
pobudzaja ostabiony w trakcie depresji mechanizm hamujacego sprz¢zenia zwrotnego. Jednak
wiele lekéw przeciwdepresyjnych, jak np. moklobemid (RIMA) czy trazodon (SARI), nie ma
dobrze udokumentowanego wptywu na dziatanie osi HPA.

Zrdznicowanie wplywu tych lekéw na poziom kortyzolu dotyczy réwniez ochotnikow
bioracych udziat w badaniu. Wielokrotnie podkreslano, iz niektore leki przeciwdepresyjne
mogg podwyzsza¢ poziom kortyzolu u zdrowych ochotnikow (np. citalopram), natomiast u
chorych na depresj¢ znacznie go obnizac.

W celu uwydatnienia ich dziatania na o§ HPA stosuje si¢ zwykle oznaczanie poziomu
kortyzolu poprzedzone testem z uzyciem egzogennych kortykosteroidow. Najczesciej
podawany jest doustnie deksametazon, ktory silnie hamuje wydzielanie endogenne;j
kortykoliberyny. Wykorzystywany jest w celu okres$lenia wystepowania nadczynnos$ci
tarczycy lub kory nadnerczy. Zahamowanie wydzielania CRH prowadzi do obnizenia
poziomu ACTH, a rezultacie rowniez kortyzolu. Znalazt on zastosowanie podczas
diagnozowania zespotu Cushinga oraz depresji.

Mozliwe jest réwniez zastosowanie modyfikowanego testu DEX/CRH, podczas ktérego
po kilku godzinach od podania deksametazonu (DEX) doustnie i pobraniu prébek do analizy,
aplikuje si¢ podskornie ludzka kortykoliberyne w celu stymulacji wydzielania ACTH, a w
konsekwencji kortyzolu. Test ten jest stosowany podczas diagnozowania depresji (1).

Prawidlowa praca kory nadnerczy moze by¢ rowniez potwierdzona testem z uzyciem
egzogennego ACTH, podawanego dozylnie lub domig$niowo. Test ten stosuje si¢ w celu
stwierdzenia wystgpowania hypoadrenalizmu. W przypadku osob zdrowych po podaniu
hormonu nastepuje szybki wzrost poziomu kortyzolu, natomiast u chorych z uszkodzong korg

nadnerczy podwyzszenie nie jest obserwowane (2).
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Czgsto podczas okreslania wptywu lekéw przeciwdepresyjnych na wydzielanie kortyzolu
stosuje si¢ rowniez specyficzne substancje, ktore bezposrednio dzialaja na okreslone
receptory. Pozwala to na wykluczenie lub potwierdzenie wptywu badanych lekdw na o§ HPA

poprzez te receptory.

1.4.1. TLPD a wydzielanie kortyzolu

Do najczesdciej stosowanych trojpierscieniowych lekéw przeciwdepresyjnych (TLPD)
nalezag amitryptylina 1 klomipramina. Jak juz wspomniano, ich wplyw na wydzielanie
kortyzolu zwigzany jest ze zwigkszeniem biosyntezy receptorow glukokortykosteroidowych
typu IL.

Badania potwierdzajace taki wtasnie mechanizm dziatania wykonali Okugawa 1 wsp. (5)
na zwierzecych kulturach komdrkowych. Okreslajac wptyw krétko i dlugotrwatej ekspozycji
komorek hipokampa na niektére leki z grupy TLPD (amitryptyling, desipraming) oraz inne
leki przeciwdepresyjne o odmiennym mechanizmie dzialania wykazali, iz po
czternastodniowej ekspozycji na dzialanie amitryptyliny poziom mRNA GR wzrost o 108%.
W rezultacie spowodowalo to zwiekszenie si¢ liczby receptoréw GR o 60%. W przypadku
desipraminy wzrost byt bardziej znaczacy. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono,
iz w kazdym z badanych przypadkow, zardwno po krdtko- jak i1 dlugotrwalej ekspozycji
nastepowat wzrost liczby receptorow. Natomiast wplyw ten byl zréznicowany w zaleznosci
od stosowanej grupy lekéw przeciwdepresyjnych.

Zmiany aktywnosci osi HPA u 0s6b cierpigcych z powodu depresji obserwowali Rota 1
wsp. (6). Autorzy badali zmiany poziomu kortyzolu we krwi zachodzace podczas stosowania
amitryptyliny oraz fluwoksaminy oznaczajac st¢zenie hormonu w pierwszym, czternastym i
czterdziestym drugim dniu terapii. Kazdego z pacjentow poddano terapii obydwoma lekami.
Zaobserwowano, iz rytm dobowy wydzielania kortyzolu zostal rozregulowany u wigkszosci
probantow. Stwierdzono, iz po czternastym dniu leczenia nastgpowala poprawa stanu
pacjenta. Ponadto stezenie kortyzolu ulegalo obnizeniu, tak, iz po okresie czterdziestu dwdch
dni jego poziom byl zblizony do poziomu u 0s6b zdrowych. Badania te potwierdzity teze, iz
zarowno leki z grupy TLPD, jak i SSRI obnizaja poziom kortyzolu u oséb chorych na
depresije.

Podobnie, wplyw lekéw z grupy TLPD oraz SSRI na poziom kortyzolu u osob z depresja

badali Weber-Hamann 1 wsp. (7). Oznaczyli stezenie hormonu w $linie w trakcie pierwszego 1
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pigtego tygodnia terapii amitryptyling i paroksetyng oraz okreslili zalezno$¢ pomigdzy
stezeniem kortyzolu a opornoscia insulinowa. W efekcie przeprowadzonych badan
stwierdzono, iz poziom kortyzolu w trzydziestym piatym dniu terapii ulegt obnizeniu tylko u
pacjentow leczonych amitryptyling, podczas gdy u pacjentdw stosujacych paroksetyng, jego
stezenie pozostalo bez zmian. Ponadto wykazano czesty spadek insulinoopornosci u
pacjentoéw, u ktorych nastgpita normalizacja funkcji osi HPA.

Aihara i wsp. (8) okreslili, ktéry z regiondéw mozgu jest powigzany z dysfunkcja osi
HPA. Badaniom poddano pacjentow z depresja nieleczonych farmakologicznie oraz
probantéw po dwudniowej terapii lekami z grupy TLPD (amitryptylina), SSRI
(fluwoksamina) oraz SSA (mianseryna). W celu kontroli funkcji mézgu zastosowano metode
emisji pozytronowej. Oznaczono rowniez poziom kortyzolu oraz ACTH we krwi przed i po
farmakoterapii poprzedzajac pomiar uzyciem testu DEX/CRH. Wykazano, iz w przypadku
0sob chorych na depresje nastepuja zmiany metaboliczne w mozgu, w szczegdlnosci w korze
przedczotowej, obszarze limbicznym 1 paralimbicznym. Po udanej terapii prawie wszystkie
anomalie ustgpily, z wyjatkiem tych w korze przedczolowej. Zaobserwowano roéwniez, iz
poziom obu oznaczanych hormondw ulegt znacznemu obnizeniu, niezaleznie od zastosowanej
terapii.

Wplyw farmakoterapii na poziom kortyzolu oraz ACTH u pacjentdw chorych na depresj¢
wykazujacych oporno$¢ lekowa, badali Kiinzel i wsp. (9). Poréwnali terapi¢ trimipraming
(nalezacg do grupy TLPD) z wynikami leczenia amitryptyling (TLPD) w polaczeniu z
haloperidolem, pochodng butyrofenonu, lekiem nalezacym do neuroleptykdéw. Okreslono
poziom kortyzolu we krwi w pierwszym 1 czterdziestym drugim dniu terapii poprzedzajac
oznaczenie zastosowaniem testu DEX/CRH. Zaobserwowano, iz sita odpowiedzi hormonalnej
ulegata obnizeniu, w wyniku czego stezenie kortyzolu zmniejszylo si¢. Jednakze czas, po
ktorym to nastgpito nie zalezal od zastosowanej terapii. Ponadto stwierdzono $cista zaleznos¢
pomiedzy obnizeniem poziomu kortyzolu a poprawa stanu pacjenta.

Wplywem kolejnego leku przeciwdepresyjnego, nalezacego rodwniez do TLPD, na
wydzielanie kortyzolu zajmowali si¢ Sargent i wsp. (10). Autorzy badali zmiany poziomu
hormonu pod wplywem prekursora serotoniny, S-hydroksytryptofanu, przed oraz po
osmiotygodniowej terapii klomipraming pacjentdéw z depresja. Zastosowanie S5-HTP
powoduje podwyzszenie poziomu ACTH we krwi, a w dalszej konsekwencji rowniez
kortyzolu w wyniku aktywacji postsynaptycznych receptoréw serotoninowych. Podobny, tak

znaczny wzrost wydzielania kortyzolu obserwowano u pacjentéw z depresja przyjmujacych
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leki z grupy SSRI. Stwierdzono, iz po przeprowadzonej terapii i ponownej stymulacji
receptoréw 5-HT prekursorem serotoniny, poziom hormonu ulegl znacznemu podwyzszeniu
pomimo, ze stosowany lek nalezy do TLPD. Wykazuje on jednak silny wptyw na wtérny
wychwyt serotoniny, co $wiadczy o modyfikacji receptorow serotoninowych podczas
stosowania klomipraminy.

Wptyw farmakoterapii klomipraming na wydzielanie kortyzolu u me¢zczyzn z depresja
oraz odpowiedZ kory nadnerczy na terapi¢ serig elektrowstrzaséw badali Markianos i1 wsp.
(11). Badania te potwierdzity, iz klomipramina modyfikuje receptory serotoninowe,
powodujac podwyzszenie poziomu kortyzolu. Podobny wplyw na wydzielanie hormonu
wywoluje rdwniez terapia elektrowstrzgsami, uwrazliwiajac receptory 5-HT na dzialanie
neuroprzekaznika.

W celu potwierdzenia wptywu klomipraminy na receptory serotoninowe, Porter i wsp.
(12) badali poziom kortyzolu po terapii tym lekiem. Wyniki poréwnali z otrzymanymi po
farmakoterapii desipraming, lekiem rowniez nalezacym do TLPD. Dodatkowo przed
oznaczeniem poziomu kortyzolu podano fenfluraming, substancj¢ nalezaca do Srodkdw
psychostymulujacych, zwigkszajacych uwalnianie m.in. serotoniny, ktéra poprzez
oddziatywanie na postsynaptyczne receptory 5-HT wywoluje wzrost poziomu ACTH, a w
konsekwencji roéwniez kortyzolu. Jednakze przeprowadzone badania nie potwierdzily
wczesniejszych doniesien o podwyzszonym poziomie hormonu, co moglo by¢ spowodowane
faktem, iz w badaniu wzieli udzial pacjenci cierpigcy na depresj¢ lekooporng.

Wsrdd czesto obserwowanych objawdw depresji, obok obnizonego nastroju pojawiajg si¢
rowniez zaburzenia snu. Kundermann i wsp. (13) badali wptyw przerywania snu na poziom
kortyzolu u pacjentdow z depresja. W celu stymulacji wydzielania hormonu, zastosowano
dozylnie niewielkg dawke klomipraminy, podajac ja przed oraz po zakonczeniu
eksperymentu. Stwierdzono, iz u pacjentow, u ktérych nie stosowano przerywania snu,
poziom kortyzolu ulegt obnizeniu. Ponadto po zastosowaniu stymulacji klomipraming
zaobserwowano znaczne jego podwyzszenie. Przeprowadzone badania §wiadcza o istotnym

wplywie leczenia zaburzen snu na poprawe funkcjonowania uktadu serotoninergicznego.

1.4.2. SSRI a wydzielanie kortyzolu

Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny w odmienny sposoéb wptywaja na
poziom kortyzolu u 0s6b zdrowych 1 chorych. Dlatego tez prowadzone sa liczne badania
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majace na celu ustalenie mechanizmu ich oddziatywania na receptory 5-HT oraz aktywno$¢
osi HPA, w zaleznosci od stanu zdrowia ochotnikow.

Wptyw wielkosci dawki citalopramu na poziom kortyzolu u zdrowych ochotnikéw badali
Attenburrow 1 wsp. (14). Lek w dawce 5 1 10 mg podawano trzykrotnie, w postaci
potgodzinnej infuzji, oznaczajac poziom kortyzolu we krwi po 150 min od zakonczenia
aplikacji leku. Potwierdzono, iz citalopram u zdrowych ochotnikéw powoduje zwigkszone
wydzielanie hormonu, a wzrost jego st¢zenia Scisle zalezy od zastosowanej dawki. Wykazano
jednak, ze odpowiedZz endokrynologiczna na dziatanie citalopramu jest spowodowana
wpltywem leku na kilka podtypow receptordw 5-HT, a nie jak wczesniej sadzono tylko na
receptor 5S-HT>a.

Wptyw citalopramu na poziom kortyzolu u zdrowych ochotnikdw badali rowniez Harmer
1 wsp. (15). Celem eksperymentu bylo okreslenie, jaki wplyw na poziom hormonu wywiera
szesciodniowa aplikacja 20 mg citalopramu lub 8 mg reboksetyny (NaRI). Poziom kortyzolu
oznaczano w Slinie po zakonczeniu aplikacji leku, pobierajac pierwsza probke zaraz po
przebudzeniu, nastgpne zas po kilku godzinach, w tym samym dniu. Stwierdzono, iz badane
leki wykazuja odmienny wpltyw na aktywnos$¢ osi HPA 1 st¢zenie kortyzolu zaraz po
przebudzeniu. Reboksetyna nie wplywa na poziom hormonu, natomiast citalopram znaczaco
zwigkszyl jego wydzielanie. Wykazano ponadto, ze oba leki dzialajace na wychwyt dwdch
réznych neuroprzekaznikow moga odmiennie wplywac na aktywnos¢ osi HPA 1 wydzielanie
kortyzolu u zdrowych ochotnikdw.

Aktywno$¢ ukladu serotoninergicznego ulega zmianie nie tylko w przypadku depresji, ale
rowniez w zaburzeniach laknienia. Dlatego tez leki przeciwdepresyjne wptywajace na ten
uktad sa stosowane w celu sprawdzenia prawidtowej funkcji uktadu 5-HP. Badania w tym
kierunku prowadzili Mondelli i wsp. (16), ktorzy okreslili zmiany poziomu kortyzolu,
prolaktyny i ACTH u kobiet ze stwierdzong anoreksja oraz zdrowych ochotniczek, wywotane
podaniem citalopramu w postaci infuzji. Stwierdzono, iz poziom ACTH 1 prolaktyny podczas
aplikacji leku ulegt podwyzszeniu zarowno u zdrowych ochotniczek, jak 1 kobiet z anoreksja.
Jednakze stezenie kortyzolu w trakcie infuzji u anorektyczek nie uleglo zmianie.
Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzié, iz citalopram wykazuje odmienny wplyw na
poziom kortyzolu u zdrowych kobiet i chorych na anoreksje, co moze swiadczy¢ o ostabieniu
aktywnosci osi HPA u chorych na anoreksje.

Wplyw citalopramu oraz sertraliny, lekéw nalezacych do SSRI na poziom kortyzolu,

analizowali Tucker 1 wsp. (17). W badaniu wzigly udzial osoby zdrowe oraz cierpiace na stres
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pourazowy, u ktorych mierzono m.in. poziom kortyzolu w $linie, przed przystapieniem do
eksperymentu oraz po jego zakonczeniu. Stwierdzono, iz u oséb chorych przyjmujacych
citalopram poziom kortyzolu po ukonczonej terapii obnizyl si¢ tak, iz jego warto$ci
odpowiadaty wynikom otrzymanym w grupie kontrolnej. Jednakze sertralina, mimo iz nalezy
do tej samej grupy lekdw spowodowala podwyzszenie st¢zenia hormonu. Ponadto
stwierdzono, ze w obu przypadkach terapii, zarowno sertraling, jak i citalopramem nie
wykryto zaleznosci pomiedzy poziomem wydzielanego kortyzolu a samopoczuciem chorych.

Wielokrotnie podczas eksperymentéw obserwowano odmienny wplyw citalopramu oraz
jego aktywnego enancjomeru S-citalopramu (escitalopramu) na wydzielanie kortyzolu u 0s6b
zdrowych 1 cierpigcych na depresje. Dlatego tez prowadzi si¢ liczne badania potwierdzajace
normalizujacy wptyw citalopramu na o§ HPA u 0sob z depresja. Jedno z takich doswiadczen
prowadzili Nikish i wsp. (18), ktorzy analizowali wptyw tego leku na wydzielanie kortyzolu
oraz ACTH. Badanie odpowiedzi hormonalnej poprzedzono zastosowaniem testu DEX/CRH.
Dodatkowo, oprécz oznaczenia st¢zenia obu hormondw, okreslono poziom citalopramu we
krwi oraz ptynie mézgowo - rdzeniowym. Badania potwierdzily, iz citalopram obniza poziom
oznaczanych hormondw. Ponadto obnizone wydzielanie kortyzolu jest $cisle uzaleznione od
stezenia citalopramu we krwi oraz ptynie mézgowo-rdzeniowym. Dlatego tez uzasadnione
jest okreslenie jego normalizujacego wplywu na dziatanie osi HPA na podstawie stezenia
substancji w materiale biologicznym, a nie wylacznie na podstawie zastosowanej dawki.

Podobne wyniki otrzymali Navinés i wsp. (19), ktérzy analizowali wptyw citalopramu na
wydzielanie ACTH, kortyzolu oraz prolaktyny. Badania przeprowadzono na chorych obu pici
z depresja, ktorych poddano terapii citalopramem. Poziom hormonow oznaczano we krwi, a
przed jej pobraniem pacjenci otrzymywali buspiron, lek z grupy czgsciowych agonistow
receptordw serotoninowych 5-HTjs. Jego zastosowanie umozliwilo obserwacje zmian
adaptacyjnych (desensytyzacja receptoréw), jakie nastgpily po terapii citalopramem.
Przeprowadzone badania potwierdzily, iz zastosowany lek przeciwdepresyjny wplywa na
normalizacj¢ pracy osi HPA poprzez wpltyw na uklad serotoninowy. Nastgpito znaczne
obnizenie poziomu kortyzolu i ACTH we krwi, natomiast st¢zenie prolaktyny uleglo
zwigkszeniu. Ponadto wykryto $cisla zaleznos¢ pomiedzy efektem terapeutycznym
citalopramu a obnizonym wydzielaniem hormonéw.

Réwniez Papakostas 1 wsp. (20) zastosowali buspiron w celu okreslenia wptywu s-
citalopramu na liczbe 1 wrazliwos¢ receptoréw serotoninowych 5-HT 4. W badaniach wziety

udziat osoby cierpigce na depresje, ktore poddano osmiotygodniowej terapii lekiem (SSRI).
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Oddzialywanie escitalopramu na receptory okreslono oznaczajac poziom kortyzolu w $linie.
W wyniku przeprowadzonych badan nie wykryto wplywu escitalopramu na stezenie
hormonu, mimo iz zaobserwowano poprawe stanu zdrowia pacjentow. Uzyskane dane nie
potwierdzaja wczesniejszych doniesien, co moze spowodowane niewielka grupa probantéw
bioracych udziat w badaniach (n=17).

Kolejnym lekiem z grupy SSRI, ktorego wplyw na poziom kortyzolu badano, jest
paroksetyna. Strachan i wsp. (21) okreslili zmiane stezenia kortyzolu oraz prolaktyny pod
wplywem wysitku fizycznego, ktdry poprzedzono podaniem paroksetyny lub placebo. W
badaniach uczestniczyli zdrowi ochotnicy. Stwierdzono, iz podczas wysitku fizycznego
nastgpuje podwyzszenie poziomu obu hormondéw, przy czym paroksetyna nie wywiera

wplywu na stezenie kortyzolu u 0sob zdrowych podczas wykonywania ¢wiczen fizycznych.

1.4.3. SNRI a wydzielanie kortyzolu

Wenlafaksyna nalezy do lekéw wptywajacych na wtérny wychwyt zaréwno serotoniny,
jak 1 noradrenaliny. Nizsze dawki leku dziataja przede wszystkim na receptory serotoninowe,
natomiast wyzsze dzialaja zardwno na receptory 5-HT jak i noradrenergiczne. Wplyw
wenlafaksyny na o§ HPA wynika z oddzialywania na receptory serotoninowe. Badania
potwierdzajace t¢ teori¢ przeprowadzili m.in. Daffner-Bugia i wsp. (22), oznaczajac poziom
kortyzolu we krwi zdrowych mezczyzn, w zaleznosci od podanej dawki leku. Stwierdzono, iz
wenlafaksyna zwigksza wydzielanie hormonu, a wzrost byt tym bardziej znaczacy, im wyzsza
byta dawka leku.

Wplyw wenlafaksyny na poziom kortyzolu u 0séb zdrowych badali Hallam i wsp. (23),
oznaczajac w §linie stezenie hormonu w nocy, co pot godziny. Stwierdzono, iz badany lek
zwigksza wydzielanie kortyzolu, lecz tylko w poczatkowym okresie pomiaru. Nastgpnie
poziom hormonu ulega znacznemu obnizeniu do wartosci referencyjnych.

Wenlafaksyna, podobnie jak leki z grupy SSRI, wykazuje odmienny wplyw na
wydzielanie kortyzolu w zaleznosci od stanu zdrowia ochotnikdw. Araya 1 wsp. (24)
zajmowali si¢ wplywem wenlafaksyny na o§ HPA u oséb z depresja, ktore zostaty poddane
sze$ciotygodniowej terapii. W trakcie jej trwania porownywano stan zdrowia pacjentéw z
wynikami badan endokrynologicznych. Wykazano, iz czasookres trwania terapii pozwolit na
zmniejszenie objawdw depresji do okoto 25% stanu wyjsciowego u wszystkich badanych,
czego odzwierciedleniem bylo ustabilizowanie si¢ rytmu dobowego wydzielania kortyzolu i
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znaczne zmniejszenie jego wydzielania. Stezenie hormonu odpowiadato poziomowi, ktdry
wystepuje u 0sob zdrowych. Jednakze stwierdzono, iz poziom hormonu nadrz¢dnego (ACTH)
zalezy od szybkosci ustgpowania objawoéw depresji. W przypadku osob duzej chorujacych,
stezenie ACTH bylo nadal podwyzszone. Swiadczy to o tym, ze kliniczna odpowiedz na
dzialanie wenlafaksyny jest $cisle uzalezniona od parametréw endokrynologicznych pacjenta.

Wyzszy poziom kortyzolu towarzyszacy depresji moze by¢ rowniez spowodowany
obnizeniem aktywnos$ci enzymow odpowiedzialnych za rozklad hormonu. Do takich
wnioskow doszli Romer 1 wsp. (25), po przeprowadzeniu badan nad metabolizmem kortyzolu,
oznaczajac hormon oraz produkty jego przemiany. Okreslono, iz poziom dwoch enzymow,
So-reduktazy oraz 11B-hydroksysteroidowej dehydrogenazy typu 2, ulegt obnizeniu, co
manifestowalo si¢ znaczacym obnizeniem stezenia produktéw ich reakcji enzymatycznych.
Stan ten ulegt zmianie podczas trwania terapii wenlafaksyna lub mirtazaping (NaSSA). W
obu przypadkach po dwudziestoosmiodniowe;j terapii aktywnos¢ enzymow wrdcita do normy,

tak, iz odpowiadata aktywnosci u 0s6b zdrowych.

1.4.4. SSA a wydzielanie kortyzolu

Mianseryna jest jedynym lekiem z grupy SSA stosowanym w Polsce. Jej dzialanie
przeciwdepresyjne wynika z blokowania receptorow adrenergicznych oraz serotoninowych,
powodujac wzrost wydzielania zarowno serotoniny, jak i noradrenaliny. Wptyw mianseryny
na wydzielanie kortyzolu u oséb z depresja nie jest dobrze poznany. Badania, ktore
prowadzono nie dotyczyly bezposrednio jej wplywu na prace osi HPA, a jedynie dzialan
ubocznych (26).

Nieliczne eksperymenty, podczas ktérych okreslono wplyw m.in. mianseryny na
wydzielanie kortyzolu prowadzili Ostroumova i wsp. (27). Oznaczano wdwczas poziom
kortyzolu we krwi 220 pacjentow poddanych terapii dziesigcioma lekami psychotropowymi.
Badanie poziomu hormonu poprzedzono wykonaniem testu DEX. Stwierdzono, iz
mianseryna normalizuj¢ prace osi HPA, co jest zwigzane z mechanizmem jej dziatania.

Wplyw terapii laczonej, mianseryng i biperidonem (cholinolitykiem, stosowanym w
parkinsonizmie, hamujacym receptory muskarynowe M1), na stan zdrowia pacjentow z
depresja okreslili Fritze i wsp. (28). Farmakoterapi¢ podzielono na dwie czesci. Podczas
pierwszej z nich stosowanym lekiem byla tylko mianseryna. W drugiej czgséci do terapii
wiaczono biperidon lub placebo. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz
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kortyzol oznaczony we krwi podczas terapii taczonej mianseryna z biperidonem byt wyzszy
W porownaniu z jego poziom okreslonym po podaniu mianseryny i placebo. Potwierdza to
fakt, iz ten lek przeciwdepresyjny dziata normalizujaco na o§ HPA.

Zastosowanie mianseryny nie ogranicza si¢ tylko do depresji. Podawana jest rowniez
podczas leczenia zaburzen zoladkowo-jelitowych na tle nerwicowym. Terapii tym lekiem
poddano osoby cierpigce na zespdt jelita drazliwego lub dyspepsje, u ktorych nastgpnie
okreslono poziom kortyzolu oraz prolaktyny (29). Dodatkowo w celu zwigkszenia
odpowiedzi wydzielania tych hormondw, przed badaniem podano fenfluraming (substancje
psychostymulujaca, stosowang w leczeniu otylosci, powodujaca wzrost stezenia serotoniny w
mozgu). Stwierdzono, iz mianseryna po siedmiotygodniowej terapii znacznie zmniejszyta
odczucie bdolu oraz dysfunkcji zwigzanych z przebiegiem chordb gastrycznych.
Zaobserwowano rowniez, ze podanie fenfluraminy w trakcie farmakoterapii znacznie
podwyzszylo stgzenie kortyzolu i prolaktyny we krwi w stosunku do osob, u ktéorym

zaaplikowano placebo.

1.4.5. NaSSA a wydzielanie kortyzolu

Mirtazapina, podobnie jak wspomniana juz mianseryna, dziala przeciwdepresyjnie
poprzez receptory adrenergiczne oraz serotoninowe. Blokuje ona jednak silniej receptory
adrenergiczne niz 5-HT, wywotujac wzrost stezenia zaréwno noradrenaliny jak i1 serotoniny.

Lek ten stosowany u 0sdb zdrowych hamuje dzialanie osi HPA 1 zmniejsza wydzielanie
kortyzolu. U chorych z depresja mirtazapina w poczatkowym okresie terapii réwniez
wywotuje obnizenie poziomu ACTH oraz kortyzolu. Jednakze po dluzszym czasie stosowania
poziom hormonéw ulega nieznacznemu podwyzszeniu. Obserwacje takie zostaty dokonane
przez Schiile i wsp. (30), prowadzacych badania nad wptywem mirtazapiny oraz reboksetyny
(NaRI) na wydzielanie kortyzolu podczas kilkutygodniowej terapii. Pomiar stezenia hormonu
poprzedzono wykonaniem testu DEX/CRH. Zaobserwowano, iz mirtazapina obnizyta poziom
hormonow juz po pierwszym tygodniu terapii, by ponownie nieznacznie podnies¢ go po
okoto pigtym tygodniu. Reboksetyna natomiast obnizala stezenie wydzielanego kortyzolu
wolniej, ale systematycznie, tak, iz dopiero w pigtym tygodniu terapii poziom hormonu
odpowiadal wartosci u 0s6b zdrowych.

Do podobnych wnioskéw doszli Horstmann 1 wsp. (31), ktorzy zajmowali si¢ wptywem
mirtazapiny na wydzielanie kortyzolu i ACTH. Podczas eksperymentu okreslono st¢zenie
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hormonéw we krwi, a badanie poprzedzono testem DEX/CRH. Pacjenci po przeprowadzone;j
kuracji prawidlowo zareagowali na zastosowany test i po podaniu CRH nastgpil wzrost
poziomu kortyzolu, podobnie jak u grupy kontrolnej. Podwyzszenie poziomu hormonu byto
tym wigksze, im dluzej trwata terapia, tak, iz po siedmiu dniach wyniki testu DEX/CRH byly
identyczne z otrzymanymi u oséb zdrowych. Poczynione obserwacje byly szczegdlnie
widoczne u kobiet.

Bezposredni wptyw mirtazapiny na poziom kortyzolu oraz DHEA u osdéb z depresja
badali Schiile i wsp. (32). Pacjentéw poddano pigciotygodniowej terapii, podczas ktorej raz w
tygodniu oznaczano w ich krwi st¢zenie obu hormonoéw. Na podstawie otrzymanych wynikow
stwierdzono, iz terapia mirtazaping obnizyla poziom zardwno kortyzolu, jak i DHEA.
Ponadto wystgpowata $cista relacja pomig¢dzy poziomem obu hormonow.

Poréwnanie wplywu mirtazapiny i wenlafaksyny na poziom kortyzolu u oséb z depresja
przeprowadzili Scharnholz i wsp. (33). Oznaczyli st¢zenie hormonu w §linie na tydzien przed
rozpoczgciem terapii, a nastgpnie raz w kazdym tygodniu jej trwania. Ponadto w celu
okreslenia zmian poziomu hormonu w ciggu dnia, badania prowadzono rano oraz wieczorem.
Stwierdzono, iz mirtazapina obniza poziom kortyzolu zaréwno oznaczanego rano, jak i po
poludniu. Jednakze st¢zenie hormonu oznaczane po poludniu zmniejszato si¢ w kazdym
tygodniu, natomiast poranne tylko do trzeciego tygodnia terapii. W przypadku wenlafaksyny
poziom hormonu nie ulegl zmianie w trakcie farmakoterapii w pordéwnaniu z osobami
zdrowymi. Jednakze po zestawieniu wynikdw otrzymanych od pacjentéw reagujacych na
terapi¢ 1 lekoopornych, stwierdzono, Zze poziom kortyzolu obnizyl si¢ w godzinach
popotudniowych. Efekt przeprowadzonych badan $wiadczy o odmiennym wplywie
mirtazapiny i wenlafaksyny na o$ HPA.

1.4.6. SSRE a wydzielanie kortyzolu

Tianeptyna jest jedynym lekiem z grupy SSRE zarejestrowanym w Polsce. Jej
przeciwdepresyjny mechanizm dziatania wynika z hamowania osi HPA, co zwigksza
plastycznos¢ neuronéw. Ponadto, w przeciwienstwie do pozostatych lekow
przeciwdepresyjnych, zwieksza wychwyt zwrotny serotoniny.

Wplyw tianeptyny i paroksetyny (SSRI) na poziom kortyzolu, prolaktyny oraz st¢zenia
plytkowej i surowiczej serotoniny badali Miick-Seler i wsp. (34). Zaobserwowali, iz przed
rozpoczeciem farmakoterapii chorzy na depresje wykazuja podwyzszone stezenie kortyzolu
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oraz surowiczej 5-HT. Po czterotygodniowej terapii wybranym lekiem przeciwdepresyjnym
stwierdzono, ze tianeptyna tylko w nieznacznym stopniu powoduje obniZzenie poziomu
kortyzolu, natomiast pozostale oznaczane zwiazki (prolaktyna oraz st¢zenie plytkowej i
surowiczej serotoniny) pozostaty bez zmian. Ponadto byly to pierwsze badania, ktére nie
wykazaly normalizujagcego wplywu tianeptyny na wydzielanie kortyzolu. Paroksetyna za$
znaczaco obniza stezenie plytkowej serotoniny, natomiast nie wplywa na stezenie kortyzolu.
Dodatkowo zaden z badanych lekéw nie wptywa na stezenie surowiczej 5-HT, jak rdwniez
prolaktyny, co moze $wiadczyé o tym, iz zaréwno inhibicja, jak i stymulacja wychwytu
serotoniny wywiera ten sam efekt na wydzielanie prolaktyny.

Badano réwniez wplyw serotoniny na poziom kortyzolu u zdrowych ochotnikéw,
stosowano wowczas tianeptyng oraz lek z grupy SSRI, citalopram (35). Dodatkowo
probantéw poddano sytuacji stresowej poprzez wywotlanie hipoglikemii. Potwierdzono, iz
citalopram u o0sob zdrowych powoduje wzrost wydzielania ACTH oraz kortyzolu. Podobnie
na poziom hormondéw wplywa tianeptyna, mimo iz jak juz wspomniano wywiera ona
przeciwstawny wplyw na wychwyt serotoniny przez receptory w mézgu.

Terapi¢ tianeptyng i sertraling (SSRI) zastosowali Kochetkov i wsp. (36) w celu
okreslenia, czy odmienny wplyw tych lekow na serotoning w mézgu bedzie odzwierciedlony
poprzez zmiang poziomu kortyzolu w trakcie farmakoterapii. Przed przystagpieniem do
eksperymentu oznaczono poziom hormonu we krwi pacjentow, a nast¢gpnie okreslono go
ponownie po zakonczeniu czterotygodniowej terapii wybranym lekiem. Wyniki badan
potwierdzity podwyzszone stezenie kortyzolu przed rozpoczgciem leczenia. Ponadto po jego
zakonczeniu stwierdzono, iz oba leki obnizyly poziom hormonu, jednakze nie stwierdzono

znaczacych réznic.

1.5. Metody oznaczania kortyzolu

Na ogét poziom kortyzolu oznaczany jest we krwi, zarbwno w osoczu jak i w surowicy,
co prowadzi do oszacowania catkowitego stezenia. Mozliwe jest rOwniez okreslenie poziomu
kortyzolu w innym materiale biologicznym, jak mocz, §lina czy wlosy. W takim przypadku
wynik analizy ogranicza si¢ tylko do frakcji wolnej, nie zwigzanej z biatkami. Ponadto
badanie st¢zenia kortyzolu poprzedzone jest wspomnianymi juz testami hamujacymi lub

aktywujacymi o§ HPA.
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Najczgsciej stosowanymi metodami analitycznymi pozwalajagcymi na ilosciowe
oznaczenie poziomu kortyzolu w organizmie s3 metody immunochemiczne, m.in.
immunoenzymatyczne (Enzyme-Immuno Assay, EIA), z wykorzystaniem przeciwcial
zwierzgcych oraz radioimmunologiczne (Radio-Immuno Assay, RIA) z uzyciem przeciwciat
znakowanych radioaktywnie. W metodach immunologicznych do zwiazanego z podlozem
antygenu dodawany jest materiat biologiczny. Podczas inkubacji oznaczany hormon
(przeciwciato) tworzy kompleks antygen — przeciwcialo. Nastgpnie do uktadu dodawany jest
kolejny antygen, w przypadku metody EIA moze by¢ on zwigzany z biotyng lub znakowany
fluorescencyjnie. Po zakonczeniu reakcji kompleks ponownie poddawany jest inkubacji w
roztworze streptowidyny zwigzanej z enzymem, co umozliwia ilo§ciowe oznaczenie hormonu
poprzez okreslenie produktéw rozpadu reakcji enzymatycznych. W przypadku metody RIA
drugi z dodawanych antygendéw jest znakowany radioaktywnym pierwiastkiem, najczg¢sciej

21, Po zakonczonej reakcji nastepuje wytracenie kompleksu i okre$lenie jego

jodem
radioaktywnosci.

Powyzsze metody sa czule i pozwalaja na ilo§ciowe oznaczenie hormonu na poziomie
nano, a nawet pikogramow w 1 ml materiatu biologicznego. Jednakze podczas ich stosowania
moze dochodzi¢ do tak zwanej reakcji krzyzowej, ktdra polega na niespecyficznym wigzaniu
hormonéw steroidowych o podobnej budowie z antygenami, w wyniku czego nastepuje
zawyzenie wynikow (37).

W praktyce klinicznej do oznaczania poziomu kortyzolu wykorzystuje si¢ rowniez
metody separacyjne. Najwazniejsza role odgrywa wysokosprawna chromatografia cieczowa
(High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) w pofaczeniu z réznymi typami detektorow,

wsrdd nich najczesciej stosowany jest detektor UV, a coraz wiekszego znaczenie nabiera

spektrometria mas.

1.5.1. Zalety sliny jako materialu do badan

Oznaczanie poziomu kortyzolu w organizmie jest niezwykle wazne z punktu widzenia
diagnostyki medycznej. Jego analiza pomaga stwierdzi¢ wystepowanie choroby lub ja
wykluczy¢. Przez wiele lat podstawowym materiatem do badan byla krew. Jak juz
wspomniano pozwala ona oznaczy¢ poziom catkowitego kortyzolu, zaréwno czgsci zwigzanej
z biatkami, jak 1 frakcji wolnej. Wiadomo jednak, iz tylko cze$¢ niezwigzana jest forma

aktywng 1 jako taka wywiera wplyw na funkcjonowanie organizmu. Stad tez tak liczne
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badania dotyczace oznaczania poziomu kortyzolu réowniez w innych tkankach i ptynach
ustrojowych.

Do niedawna najwigksze znaczenie odgrywal mocz, ktory standardowo stosuje si¢ w
badaniach przesiewowych podczas diagnozowania syndromu Cushinga. Jednakze w celu
oznaczenia poziomu kortyzolu w moczu, potrzebna jest jego calodobowa zbiorka. W
przypadku tego materialu, jak réwniez sliny mozliwe jest oznaczenie wylacznie stgzenia
formy wolnej hormonu, jednakze liczne badania dowiodly, iz wystarcza ona do postawienia
prawidlowej diagnozy.

Od kilku lat w tym celu, jako material badawczy stosuje si¢ rowniez sling. Wielokrotnie
w przytoczonych publikacjach podkreslano wysoki stopien korelacji pomigdzy zmianami
stezenia kortyzolu we krwi oraz $linie. Dowiedziono, iz §lina moze stanowi¢ dogodng
alternatywe, jako materiat badawczy nie tylko dla moczu, ale rowniez dla krwi, ktora jest
najczesciej stosowana.

Wybdr §liny jako materiatu do badan ma wiele zalet. Przede wszystkim pobieranie go nie
jest czynnikiem stresogennym, przez co nie wptywa na zafalszowanie wynikéw badania.
Dodatkowo ochotnik moze samodzielnie gromadzi¢ probki w domu, podobnie jak ma to
miejsce w przypadku moczu, jednakze ilo$¢ sliny potrzebnej do oznaczenia stezenia kortyzolu
jest niewielka 1 w tym przypadku pobdr moze by¢ jednorazowy. O przewadze §liny jako
alternatywnego materialu do badan diagnostycznych swiadczy¢ moze fakt, iz wickszos¢
obecnie prowadzonych badan dotyczacych stopnia korelacji poziomu kortyzolu we krwi i

pozostalych ptynach ustrojowych dotyczy wilasnie §liny.

1.5.2. Metody oznaczania kortyzolu w Slinie

Oznaczanie poziomu kortyzolu w S$linie, podobnie jak we krwi, prowadzone jest
najczesciej metodami immunochemicznymi, zarowno EIA jak 1 RIA. Techniki te
wykorzystuje si¢ szczegolnie w diagnostyce medycznej, podczas badan przesiewowych
schorzen kory nadnerczy. Pozwalaja one na szybki i bezstresowy pomiar stezenia hormonu,
jednakze rowniez w tym przypadku istnieje mozliwos¢ wystgpienia reakcji krzyzowe;.

Z metod separacyjnych HPLC ma najwigksze znaczenie w przypadku oznaczania
kortyzolu w §linie. Oznaczenie ilosciowe hormonu musi by¢ jednak poprzedzone ekstrakcja
hormonu z materialu biologicznego oraz jego deproteinizacja. Stosowana jest zarOwno
ekstrakcja ciecz-ciecz (Liquid-Liquid Extraction, LLE), jak 1 nowszy typ, ekstrakcja do fazy
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statej (Solid Phase Extraction, SPE). Natomiast w celu odbialczania $liny stosuje si¢
niewielka ilo$¢ acetonitrylu lub zakwaszenie probki, czy tez jej wymrozenie 1 wirowanie.

Jak juz wspomniano, poziom kortyzolu oznacza si¢ najczesciej w badaniach
przesiewowych schorzen kory nadnerczy. Ostatnio jednak monitorowanie zmian st¢zenia
kortyzolu obserwowano réwniez w przebiegu innych chordb, niezwigzanych bezposrednio z

kora nadnerczy, ale wplywajacych na jego wydzielanie.

1.5.2.1. Metody nieseparacyjne

Metody nieseparacyjne naleza do najczesciej stosowanych technik oznaczania poziomu
kortyzolu we wszystkich materialach biologicznych, w tym rowniez w przypadku $liny.
Jednakze w tym przypadku ze wzgledu na bogata matryce biologiczng analiz¢ poprzedza si¢
ekstrakcja kortyzolu oraz deproteinizacja probki.

Wsrdd nieseparacyjnych metod uzywanych do oznaczania stezenia kortyzolu w $linie
znajduje si¢ tez metoda EIA, ktora zastosowali Hucklebridge 1 wsp. (38) do badania zmian
rytmu dobowego wydzielania tego hormonu oraz DHEA, hormonu produkowanego réwniez
przez kore¢ nadnerczy. Oznaczenia prowadzono w §linie zdrowych ochotnikéw, a pobor
materialu do badan odbywal si¢ zaraz po przebudzeniu probanta oraz kilkakrotnie w ciggu
dnia, bezposrednio do plastikowych probdéwek. Stwierdzono, iz poziom kortyzolu w
poréwnaniu z DHEA wykazuje wicksze wahania dobowe. Dodatkowo potwierdzono, iz
wydzielanie kortyzolu charakteryzuje si¢ znaczng wrazliwos$cig i jego stezenie ulega zmianie
nawet w przypadku, gdy badania prowadzono w krotkim okresie czasu (dwa dni), a ochotnik
nie byl narazony na duzy stres. W przypadku DHEA nie obserwowano tak znaczacych zmian
stezenia.

Metod¢ EIA zastosowali rowniez Masharani 1 wsp. (39) do oznaczenia poziomu
kortyzolu w $linie u 0s6b dorostych chorych na astmg. Badano stezenie hormonu u pacjentow
stosujacych rézne formy podania egzogennych steroidow, a nastepnie porownano poziom
endogennego kortyzolu z wynikami otrzymanymi od oso6b zdrowych. Podobnie, jak
poprzednio pobdr materialu do badan prowadzano kilka razy dziennie. Stwierdzono
wystepowanie znacznych réznic w poziomie kortyzolu w zaleznosci od sposobu podania oraz
dawki stosowanych lekow. Jednakze pojawily si¢ one tylko w przypadku oznaczenia stezenia
hormonu zaraz po przebudzeniu. Natomiast w probkach, ktorych pobor przebiegal okoto

dwunastu godzin pozniej nie wykazano juz znaczacych rozbieznosci.
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Kolejna nieseparacyjng metoda uzywang podczas badania poziomu kortyzolu w $linie
jest technika RIA, ktérg zastosowali m.in. Groschl i wsp. (40). Autorzy oznaczali rytm
dobowy wydzielania kortyzolu w §linie zdrowych dzieci, w zaleznosci od ich wieku.
Wykazali, iz tylko niemowleta do pierwszego miesigca zycia nie wykazuja zmian dobowych
w wydzielaniu kortyzolu. Rytm ten ksztattuje si¢ pomigdzy pierwszym a dwunastym
miesigcem zycia.

Metoda RIA postuzyli si¢ tez Ouellet-Morin 1 wsp. (41) do badania wptywu czynnikdéw
genetycznych oraz $rodowiskowych (m.in. mlody wiek matki, jej niski poziom edukacji,
problemy materialne czy wptyw nikotyny), na poziom wydzielanego kortyzolu u bliZniat
jedno- 1 dwujajowych. Przez pierwszy tydzien trwania eksperymentu prdébki sliny pobierano
zaraz po przebudzeniu w domu, w drugim tygodniu materiat do badan gromadzono po
przyjezdzie dzieci do laboratorium. Stwierdzono, iz na zwigkszone wydzielanie kortyzolu
najwigkszy wplyw wywieraja czynniki $rodowiskowe, wowczas dodatkowo obserwowano
wplyw czynnikow genetycznych. Bylo to widoczne w szczegdlnosci podczas pierwszego
tygodnia badan, kiedy to probki pobierano w domu. Duzy wplyw czynnikéw
$rodowiskowych na poziom kortyzolu potwierdzono w drugim tygodniu badan, gdy prébki
Sliny pobierano tylko w laboratorium. Nie obserwowano wowczas wplywu czynnikdw
genetycznych na wydzielanie hormonu.

Bandelow 1 wsp. (42) poshuizyli si¢ rowniez metoda RIA podczas oznaczania poziomu
kortyzolu u o0sob dorostych, cierpigcych na ataki paniki. Badania prowadzono podczas
trwania ataku, a nastgpnie wyniki porownywano z danymi otrzymanymi 24 h po ustaniu
objawow. Stwierdzono, iz w trakcie napadu poziom kortyzolu ulega znacznemu
podwyzszeniu w porownaniu z jego stezeniem po dobie od ustania ataku, co jest niezalezne
od samooceny pacjentow.

Poziom kortyzolu u kobiet wykorzystywanych seksualnie lub psychicznie, wsrdd
ktorych czes$¢ cierpiata na zespot stresu pourazowego (Post-Traumatic Stress Disorder,
PTSD) badali Elzinga i wsp. (43), stosujac rowniez metod¢ z uzyciem przeciwciat
znakowanych radioaktywnym jodem. Eksperyment obejmowat porownanie st¢zenia kortyzolu
u pacjentek z PTSD z grupa kontrolng kobiet nie wykazujacych zespohu stresu pourazowego.
Niektére z ochotniczek stosowaly farmakoterapie. Podczas badania kobiety przedstawialy
swoje wspomnienia z dziecinstwa zwigzane z seksualnym lub  psychicznym
wykorzystywaniem lub tez sytuacje, w ktorych czuly si¢ osamotnione, ktére nastepnie byly

spisywane, a potem odczytywane. Ostatnim etapem badania byt pomiar poziomu kortyzolu po
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trzech dniach od zakonczenia eksperymentu. Potwierdzono, iz osoby cierpigce na zespot
stresu pourazowego wykazuja podwyzszona aktywnos¢ osi HPA. Stezenie kortyzolu podczas
pierwszego etapu badan w obu grupach kobiet ulegalo podwyzszeniu, jednak u pacjentek z
PTDS byt on o okoto 100% wyzszy niz w przypadku grupy kontrolnej. Poziom kortyzolu u
kobiet z PTSD ulegat réwniez szybkiemu obnizeniu w krotkim czasie po zakonczeniu
pierwszego etapu badan. Nalezy jednak zauwazy¢, iz przez caly czas trwania eksperymentu
poziom kortyzolu byl wyzszy niz u kobiet z grupy kontrolnej. Wsrod kobiet stosujacych

farmakoterapi¢ nie zanotowano tak duzych wahan stezenia badanego hormonu.

1.5.2.2. Metody separacyjne

Oznaczenie poziomu kortyzolu w §linie za pomoca metod separacyjnych prowadzone jest
najczgsciej przy uzyciu chromatografii cieczowej. Wsrdd detektorow  stosowanych
wspoiczesnie najwigksze znaczenie ma spektroskopia masowa (MS).

Okumara i wsp. (44) uzyli wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa do oznaczenia
poziomu kortyzolu w S§linie zdrowych ochotnikdéw. Podczas deproteinizacji materiat
biologiczny oczyszczono przy pomocy ekstrakcji SPE. Kolumienki sprz¢zono bezposrednio z
uktadem chromatograficznym, co umozliwito automatyzacj¢ procesu i znaczne skrdcenie
czasu trwania oznaczenia. Rozdzial chromatograficzny prowadzono w uktadzie odwroconym,
przy pomocy gradientu stezen. Poziom kortyzolu oznaczono przy uzyciu detektora
fluorescencyjnego ze wzbudzeniem laserowym. Opracowana metoda analityczna pozwolita
na oznaczenie poziomu hormonu w bardzo niewielkiej, 0,1 ml objetosci $liny. Granica
wykrywalnosci kortyzolu wynosi 8 fmol, co pozwala na zastosowanie metody do rutynowych
analiz.

Ekstrakcje SPE uzyli takze Kataoka i wsp. (45) podczas oznaczania st¢zenia kortyzolu w
$linie zdrowych ochotnikow. Rozdzial chromatograficzny wykonano przy pomocy
chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrem mas (LC/MS). Objetos¢ §liny uzyta
do badania wynosita 0,2 ml. W celu deproteinizacji, oprocz mikroekstrakcji probki sliny byty
rowniez ogrzewane. Opracowana metoda umozliwia wykrycie kortyzolu w slinie w stezeniu
5 pg/ml, co pozwala na uzycie jej do monitorowania zmian poziomu hormonu w sytuacji
stresowe;.

Chromatografie cieczowg sprzezong ze spektrometrem mas zastosowali tez Jonsson 1
wsp. (46) w celu oznaczenia poziomu kortyzolu w §linie zdrowych ochotnikow. Analize
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chromatograficzng wykonano w gradiencie po uprzednim odbiatczeniu sliny przy pomocy
acetonitrylu. W celu weryfikacji wynikow uzyskanych technika LC/MS/MS, poréwnano je z
danymi otrzymanymi podczas oznaczania poziomu kortyzolu metoda RIA. Stwierdzono, iz
stezenie hormonu bylo ponad dwukrotnie wigksze w przypadku metody immunologiczne;j.
Rozbieznosci te moga by¢ spowodowane reakcja krzyzowa z innymi hormonami
sterydowymi.

Kolejna technik¢ separacyjna do oznaczania kortyzolu w §linie zastosowali Tanaka i wsp.
(47), ktérzy badali poziom kortyzolu przy pomocy mikroczipowej elektroforezy kapilarnej z
uzyciem detekcji fluorescencyjnej. W celu przeprowadzenia rozdziatu elektroforetycznego,
do fazy ruchomej dodano mieszaniny [-cyklodekstryny 1 metylocelulozy. Podczas
eksperymentu badano wptyw materiatu, z ktorego zostal wykonany mikroczip oraz sktad fazy
ruchomej. Stwierdzono, iz tworzywo, z ktérego wykonany jest czip, nie wptywa w znaczacy
sposob na wynik analizy. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na odpowiednie przygotowanie

probki.

1.5.3. Zaleznos¢ miedzy poziomem kortyzolu we krwi a w pozostalych

plynach ustrojowych

Oznaczenie poziomu kortyzolu we krwi pozwala na okreslenie jego catkowitego stezenia w
organizmie. Jednakze badanie to wigze si¢ z wieloma niedogodnosciami, przede wszystkim dla
pacjenta. Pobor krwi zwigzany jest zawsze z ryzykiem zakazenia. Dodatkowo jest to sytuacja
stresogenna, a badajac kortyzol, ktéry nazywany jest hormonem stresu mozna otrzyma¢ wyniki
zawyzone. Dlatego tez prowadzone sg liczne badania majace na celu oznaczenie poziomu
kortyzolu w innym materiale biologicznym oraz wyznaczenie zaleznosci pomiedzy jego
stezeniem we krwi i w innych materialach biologicznych, zaréwno u oséb zdrowych, jak i
cierpigcych na réznego rodzaju schorzenia. Najczesciej poziom kortyzolu oznacza si¢ w Slinie
lub moczu, gdzie mozliwe jest oznaczenie tylko frakcji wolnej. Stwierdzono jednak, Ze istnieje
Scista korelacja migdzy zmianami poziomu kortyzolu we krwi oraz w $linie i moczu. Jednym z
wazniejszych aspektéw tych prac jest sprawdzenie, w jakim stopniu mozliwe jest zastgpienie
krwi, jako podstawowego materialu biologicznego stuzacego do diagnozowania réznego typu

schorzen, innymi tatwiej dostepnymi ptynami ustrojowymi, takimi jak mocz, czy $lina.
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1.5.3.1. Zaleznos$¢ miedzy poziomem kortyzolu we krwi i §linie

Poroéwnania poziomu hormonu w osoczu i slinie u 0séb zdrowych z prawidlowa masa
ciala, u otylych oraz chorych na anoreksj¢, dokonali Putignano i wsp. (48). Kortyzol oznaczano
przy pomocy metody RIA. Wykazano $cisla korelacj¢ pomigdzy zmianami stezenia kortyzolu
we krwi 1 $linie. Jednakze w przypadku, gdy stezenie kortyzolu przekroczylo wartosci 500
nmol/l, wspotczynnik korelacji przyjmowal mniejsze wartosci. Stg¢zenie 500 nmol/l odpowiada
punktowi wysycenia biatka CBG. Wyniki te potwierdzaja teorie, iz w przypadku duzego
wzrostu poziomu kortyzolu we krwi i zwigzanego z nim wysyceniem biatka transportujacego,
nastepuje znaczace podwyzszenie poziomu wolnego kortyzolu we krwi, co skutkuje
lawinowym zwigkszeniem si¢ jego poziomu w Slinie.

Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem kortyzolu w surowicy i §linie oznaczali rowniez Baghai i
wsp. (49). Badaniami objgto pacjentdéw obu plci, hospitalizowanych z powodu depresji lub ze
stwierdzong choroba afektywng dwubiegunowa. Oznaczanie kortyzolu poprzedzono
zastosowaniem kombinowanego testu DEX/CRH, a do ilosciowego oznaczenia hormonu w
$linie uzyto metody EIA z wykorzystaniem mysich przeciwciat monoklonalnych znakowanych
europem. W surowicy natomiast jego poziom oznaczono przy pomocy metody RIA. Badania
potwierdzity wysoka korelacje pomiedzy stezeniem kortyzolu we krwi oraz §linie, zaréwno w
przypadku osdb, u ktérych zastosowano deksametazon, jak réwniez tych, ktorym nie byt on
podany. Stwierdzono takze, iz farmakoterapia oséb z depresja prowadzi do obnizenia
wydzielania kortyzolu.

Bhagwagar 1 wsp. (50) wyznaczali relacj¢ pomiedzy zmianami st¢zenia kortyzolu w osoczu
1 $linie stosujac do oznaczen metodg RIA. Okreslili poziom hormonu u zdrowych ochotnikéw
po podaniu dozylnym citalopramu i stwierdzili, iz podany lek powoduje podwyzszenie st¢zenia
kortyzolu zarowno we krwi jak 1 $linie, a stopien jego wzrostu w obu materiatach biologicznych
jest ze soba SciSle powigzany. Badania wykazaty rowniez znaczacg, dodatnig korelacje
pomigdzy poziomem kortyzolu w osoczu i §linie, co potwierdza wysoka warto$¢ wspotczynnika
korelacji.

Metode RIA wykorzystat tez Nadeem 1 wsp. (51) do oznaczania stezenia kortyzolu w $linie
1 osoczu zdrowych ochotnikéw. Badali wplyw doustnego podania citalopramu oraz
escitalopramu na wydzielanie kortyzolu oraz drugiego z hormonow, prolaktyny. Badania
potwierdzity wystgpowanie Scistej zaleznosci pomigdzy poziomem kortyzolu we krwi oraz

slinie. W obu przypadkach pod wplywem zastosowanych lekow nastepowat wzrost wydzielania

29



hormonu, czego odzwierciedleniem byl podwyzszony poziom kortyzolu w obu analizowanych
materiatach biologicznych.

Odpowiedz osi HPA na testy z uzyciem deksametazonu oraz kortykotropiny okreslili
Gozansky i1 wsp. (52). Celem tych badan bylo stwierdzenie, czy $lina moze shizy¢ jako
wygodny material biologiczny do oznaczania kortyzolu oraz w jakim stopniu zmiany poziomu
tego hormonu w §linie odzwierciedlaja wahania jego stezenia we krwi. W tym celu zdrowym
ochotnikom podawano doustnie deksametazon lub dozylnie hormon kortykotropowy. W obu
przypadkach poziom kortyzolu mierzono przed i po wysitku fizycznym. Oznaczenie ilosciowe
hormonu we krwi wykonano metoda RIA, natomiast w §linie technika EIA. Stwierdzono
wystepowanie $cistej zaleznos$ci pomigdzy zmianami stezenia kortyzolu we krwi 1 $linie w
kazdym z przeprowadzonych testdw. Badania potwierdzily tezg, iz oznaczenie kortyzolu w
$linie stanowi dogodny spos6b monitorowania zmian poziomu hormonu w organizmie.

Marcus-Perlman 1 wsp. (53) okreslili natomiast relacj¢ pomiedzy poziomem kortyzolu w
surowicy 1 $linie trzech grup kobiet — zdrowych, ze stwierdzong hiperestrogenemia, a takze
hypoadrenig. Badania miaty na celu okreslenie wptywu niewielkich dawek egzogennego ACTH
na wydzielanie kortyzolu u wyzej wymienionych grup chorych i pordwnanie otrzymanych
wynikéw z tymi otrzymanymi od osdb zdrowych. Analizowano ponadto, jak zmiany stezenia
kortyzolu w §$linie b¢da odzwierciedla¢ zmiany tego hormonu zachodzace we krwi. Oznaczanie
stezenia hormonu w §linie wykonano przy uzyciu metody radioimmunologicznej, natomiast we
krwi kortyzol oznaczono metoda enzymatyczng przy uzyciu przeciwcial znakowanych
kolorymetrycznie. Potwierdzono wystepowanie zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem hormonu we
krwi oraz w §linie. Wykazano, iz oznaczenie poziomu kortyzolu w $linie moze by¢ szczegdlnie
uzyteczne w przypadku, gdy dochodzi do zaburzen zwigzanych poziomem biatka CBG, co ma
miejsce w przypadku hiperestrogenizmu. Zauwazono ponadto, iz podanie dozylne ACTH
spowodowalo podwyzszenie poziomu kortyzolu u 0sob zdrowych, natomiast nie obserwowano
tego zjawiska u chorych z hypoadrenig.

Wiadomo, iz poziom kortyzolu w organizmie wykazuje rytm dobowy. Ahn i wsp. (54)
badali zmiany stezenia tego hormonu w zaleznos$ci od pory dnia, jak réwniez probowali ustali¢,
czy poziom jego wydzielania bedzie zalezat od wieku ochotnikow. Oznaczali ponadto stg¢zenie
drugiego hormonu, DHEA. Badania przeprowadzili na zdrowych ochotnikach, u ktérych
oznaczyli metoda RIA stg¢zenie obu hormondéw w §linie oraz w surowicy. Nastgpnie okreslili
zalezno$¢ pomigdzy zmianami ste¢zenia hormondw w obu materiatach biologicznych.

Stwierdzili, iz wydzielanie analizowanych hormonéw ulega obnizeniu okoto 40. roku zycia, a
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poniewaz poziom kortyzolu oraz DHEA w $linie odzwierciedla zmiany ich wydzielania,
dlatego tez moze stanowi¢ dogodny sposob monitorowania stgzenia obu zwigzkéw w
organizmie, jak réwniez prawidlowej funkcji nadnerczy.

Zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem kortyzolu w §linie 1 surowicy badali réwniez Restituto i
wsp. (55), oznaczajac poziom hormonu w roznych porach dnia, u 0séb z syndromem Cushinga,
pseudo-Cushinga oraz choroba Addisona. Probg kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy.
Oznaczania ilosciowe hormonu wykonane metoda enzymatyczng EIA wykazaly, iz zaréwno
kortyzol oznaczany we krwi, jak 1 w §linie moze by¢ uzyteczny do wykrywania nieprawidlowe;j
pracy kory nadnerczy. Ponadto okreslili, iz pomiar hormonu w godzinach porannych pozwala
jednoznacznie stwierdzi¢ wystegpowanie choroby Addisona, natomiast w godzinach
wieczornych syndromu Cushinga. Przeprowadzone badania nie tylko potwierdzity
wystepowanie $cistej zaleznosci pomigdzy wahaniami poziomu kortyzolu w obu materiatach
biologicznych, ale réwniez dostarczyly dowodu, iz oznaczanie hormonu w $linie pozwala w
dogodny sposdb monitorowac przebieg terapii obu schorzen. Interesujacym wydaje si¢ fakt, iz
w przypadku diagnozowania syndromu Cushinga metoda oznaczania kortyzolu w $linie
odznaczata si¢ wicksza czuloscig, a tym samych zapewnita wigkszg wykrywalnos¢ schorzenia.

Poll 1 wsp. (56) badali wplyw sposobu pobierania $liny na wynik oznaczenia kortyzolu.
Probki materiatu biologicznego pozyskiwano dwoma sposobami. Pierwszy z nich polegat na
gromadzeniu Sliny w wyniku Zucia bawemlianych wacikow (Salivette), co mialo na celu
zwigkszenie jej produkcji. Drugi ze sposobow polegat na bezposrednim przeniesieniu §liny z ust
do probdwki, bez wczesniejszej stymulacji jej wydzielania. Oba typy probek pochodzity od
zdrowych ochotnikéw. Oznaczanie ilosciowe kortyzolu w surowicy, jak réwniez w $linie
wykonano przy pomocy metody enzymatycznej, a w efekcie przeprowadzonych badan
wykazano, ze nieznacznie wyzszy wspotczynnik korelacji pomigdzy stezeniem kortyzolu w
surowicy 1 $linie osiagnieto w przypadku stymulacji produkcji Sliny poprzez zucie

bawetianych wacikow.

1.5.3.2. Zaleino$¢ miedzy poziomem Kkortyzolu we krwi, moczu i §linie

Materiatem biologicznym, w ktdrym oznaczano poziom kortyzolu, a nastgpnie badano jego
relacje w stosunku do stezenia tego hormonu w osoczu, byt rdwniez mocz. Kartsova 1 wsp. (57)
oznaczyli poziom kortyzolu we krwi i moczu przy uzyciu elektroforezy micelarnej z detekcja
UV. W ten sposob okreslili przydatnos¢ tej metody do oznaczania kortykosteroidow u oséb z
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réznymi zaburzeniami endokrynologicznymi. Oprocz kortyzolu oznaczano roéwniez kortyzon,
kortykosteron i ich metabolity. W celu zwigkszenia czulosci metody, do fazy ruchomej dodano
surfaktantu oraz zastosowano zat¢zanie préb. Stwierdzono, iz dopiero w tych warunkach
analiza wybranych kortykosteroiddw pozwala na otrzymanie zadawalajacych wynikow,
poréwnywalnych z uzyskanymi metodag HPLC.

Oznaczenie wolnego kortyzolu w moczu i $linie postuzylo Yaneva i wsp. (58) do
zdiagnozowania syndromu Cushinga oraz okreslenia relacji pomigdzy poziomem kortyzolu w
$linie 1 moczu u 0s6b zdrowych oraz u chorych ze zdiagnozowanym syndromem Cushinga.
Opierajac si¢ na wczesniejszych doniesieniach, okreslono poziom wolnego, czyli aktywnego
hormonu w moczu i §linie. St¢zenie kortyzolu w obu materialach oznaczono przy pomocy
metody RIA. Stwierdzono wystgpowanie zaleznosci pomiedzy wyznaczonymi stezeniami
kortyzolu w obu analizowanych ptynach ustrojowych. Poziom kortyzolu w §linie zmierzony
okoto pdhnocy odzwierciedla stgzenie hormonu w dobowej zbidrce moczu 1 pozwala na
jednoznaczne zdiagnozowanie syndromu Cushinga. Potwierdza to hipotezg, iz Slina stanowi
najdogodniejszy sposdb szybkiego 1 bezbolesnego wykrywania licznych schorzen
endokrynologicznych wynikajacych z zaburzen wydzielania kortyzolu.

Dla potwierdzenia zaleznosci pomigdzy st¢zeniem kortyzolu w roéznych materiatach
biologicznych czesto prowadzono rdéwniez badania, podczas ktorych oznaczano stezenie
hormonu we krwi, a nastepnie w moczu oraz §linie. Oznaczenie takie wykonali van Cruijsen 1
wsp. (59), okreslajac poziom kortyzolu oraz katecholamin u osob z chorobg Méniere’a, a
nastgpnie porownujac otrzymane wyniki z uzyskanymi od oséb zdrowych. Hormon oznaczano
przy pomocy metody RIA. Stwierdzono, iz u 0sdb chorych stezenie kortyzolu zaréwno w
osoczu, jak i $linie bylo wyzsze niz u 0s6b zdrowych. Swiadczy to o podwyzszonej aktywnosci
osi HPA w przebiegu schorzenia, bedacej prawdopodobnie jej skutkiem, a nie przyczyna.
Whiosek taki wysunieto poréwnujac poziom kortyzolu u pacjentéw rdéznigcych sie istotnie
czasem trwania choroby. Stezenie hormonu u o0séb przewlekle chorych bylo wyzsze, niz w
przypadku tych, u ktérych schorzenie zdiagnozowano niedawno.

Poréwnanie poziomu kortyzolu w surowicy, slinie oraz moczu wykonali Viardot i wsp.
(60) w celu stwierdzenia wystepowania syndromu Cushinga. Do badan poshizyta $lina zbierana
w godzinach wieczornych oraz krew pobierana rano, po supresji deksametazonem. Kortyzol
oznaczono rowniez w moczu pochodzacym z calodobowej zbidrki. Hormon w moczu oraz
surowicy oznaczono przy uzyciu metody enzymatycznej ELISA, natomiast w $linie metoda

RIA, stosujac jako materiat odniesienia probki otrzymane od osdéb zdrowych. Badania
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potwierdzity hipotezg, iz §lina moze by¢ dogodnym materialem biologicznym shuzacym do
oznaczania poziomu kortyzolu. Stanowi ona dobra alternatywe dla krwi i moczu podczas
diagnozowania syndromu Cushinga. Aktualnie, analiza moczu jest standardowa procedura
stosowang podczas badan przesiewowych przy wykrywaniu tego schorzenia.

Podobnie Putignano i wsp. (61) zastosowali pomiar zawartosci kortyzolu w $linie podczas
badan przesiewowych przy diagnozowaniu syndromu Cushinga. Nastgpnie porownali
otrzymane wyniki z poziomem tego hormonu w surowicy oraz moczu. W celu zmniejszenia
wplywu stresu zwigzanego z pobieraniem krwi na poziom kortyzolu, probki $liny gromadzono
przed pobraniem krwi. Mocz natomiast zbierano dobowo. Do ilo$ciowego oznaczenia kortyzolu
w zebranym materiale biologicznym uzyto metody RIA. Stwierdzono, iz we wszystkich
analizowanych przypadkach wystepuje zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem hormonu we krwi oraz
$linie. Zaobserwowano réwniez wysoki stopien korelacji kortyzolu w moczu oraz w surowicy.
Potwierdzono tym sposobem przydatnos$¢ sliny jako materiatu biologicznego uzytecznego w

trakcie badan przesiewowych w tescie podczas diagnozowania syndromu Cushinga.
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2. Cel pracy

Z przedstawionego we Wstepie przegladu literatury wynika, iz wigkszos¢ lekow
przeciwdepresyjnych obniza poziom kortyzolu u chorych na depresj¢. Jednakze przytoczone
badania nie daja jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy preparaty nalezace do tej samej
grupy lekéw i posiadajgce ten sam mechanizm dziatania bgda obnizaty st¢zenie kortyzolu po
tym samym okresie terapii. Opisane w literaturze wyniki badan czgsto wzajemnie si¢
wykluczaja, wynika z nich m.in. iz ta sama substancja chemiczna w rézny sposob wplywa na
stezenie kortyzolu. Dotyczy to zwlaszcza lekdw nalezacych do grupy SSRI.

W przytoczonej literaturze pomiar poziomu kortyzolu dokonywany byt jedynie przed i
po przeprowadzonej terapii. Nieliczne eksperymenty traktowaty rowniez o stezeniu hormonu
oznaczanym podczas leczenia, jednakze dokonywano oznaczenia jednorazowo, w okreslonym
dniu i nie uwzglgdniano przy tym cech osobniczych pacjentéw oraz ich stanu zdrowia.
Aktualnie dazy si¢ do indywidualizacji terapii, dlatego tez interesujacym wydaje si¢ byc¢
zbadanie, po jakim czasie od rozpoczecia farmakoterapii nastapi obnizenie poziomu kortyzolu
u okreslonej pacjentki oraz czy ta sama substancja chemiczna wywola podobna odpowiedz
organizmu u kilku probantek. Nalezy rdwniez zada¢ pytanie, jak szybko po zmniejszeniu si¢
wydzielania hormonu nastgpi poprawa stanu pacjentki 1 bedzie ona mogla zakonczyd
hospitalizacj¢. Codzienna analiza poziomu kortyzolu u osdb z depresja pomoze réwniez
okresli¢, czy stezenie hormonu ulega stabilizacji a takze, czy zmiany te sg trwate.

Z dostepnej literatury wynika, iz zajmowano si¢ wpltywem niektorych preparatow
nalezacych do TLPD oraz SSRI na poziom kortyzolu, jednakze czes$¢ stosowanych w Polsce
lekéw przeciwdepresyjnych, m.in. tianeptyna, moklobemid, ktore sg rzadziej podawane, czy
trazodon, stosowany najczesciej] w polipragmazji, nie ma dostatecznie udokumentowanego
wplywu na wydzielanie kortyzolu zaréwno u osob zdrowych, jak i cierpigcych z powodu
depresji. Nieliczne publikacje na ten temat nie dajg jednoznacznej odpowiedzi, czy wyzej
wspomniane substancje lecznicze obnizajg stezenie hormonu w trakcie farmakoterapii. Biorac
powyzsze pod uwage oraz fakt, iz wspotzalezno$¢ depresji i podwyzszonego poziomu
kortyzolu podczas trwania choroby jest dobrze udokumentowana, celowym wydaje si¢ by¢
zbadanie wptywu lekow przeciwdepresyjnych na stezenie kortyzolu u oséb z depresja.

Z przytoczonego przegladu literatury wynika, iz oznaczanie kortyzolu prowadzone jest
najcze¢sciej metodami immunologicznymi. Majac jednak na uwadze niskie stezenie tego

hormonu w §linie oraz mozliwos¢ wystgpienia reakcji krzyzowej podczas stosowania reakcji

34



immunologicznych, a w efekcie zawyzenia wynikow, za konieczne uznano opracowanie
separacyjnej metody analitycznej pozwalajacej oznaczy¢ ilosciowo kortyzol w §linie.

Bioragc powyzsze pod uwage zasadniczym celem niniejszej pracy bylo okreslenie, czy
wystepuje zaleznos¢ pomigdzy stosowanymi lekami przeciwdepresyjnymi a poziomem
wydzielanego kortyzolu oznaczanego w $linie pacjentek hospitalizowanych z powodu

depres;ji.

Gléwne zalozenia pracy realizowano poprzez cele czastkowe:

— wybdr $liny jako najwygodniejszego materiatu biologicznego do badan,

— opracowanie 1 walidacja metody analitycznej, pozwalajacej na ilosciowe
oznaczenie poziomu kortyzolu w §linie,

— wyznaczenie zaleznosci pomig¢dzy stezeniem oznaczanego hormonu a wybranymi
lekami przeciwdepresyjnymi nalezacymi do tej samej grupy,

— wyznaczenie zaleznosci pomigdzy stezeniem oznaczanego hormonu a lekami
reprezentujacymi rdzne generacje i grupy lekdw przeciwdepresyjnych,

— wyznaczenie zaleznosci pomi¢dzy zmiang poziomu hormonu a czasem trwania
hospitalizacji,

— okreslenie czy krotnos¢ pobytu pacjentki w szpitalu wplywa na poczatkowy
poziom kortyzolu w §linie,

— stwierdzenie czy obserwowane zmiany stezenia hormonu sg trwale.
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3. Czes¢ eksperymentalna

3.1. Material do badan

Materiat do badan stanowity 2653. probki $liny pobranej za zgoda Niezaleznej Komisji
Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy GUMed od 97. pacjentek Szpitala dla
Nerwowo i Psychicznie Chorych w Starogardzie Gdanskim. Sredni wiek probantek wyni6st
48 lat (£10), a $redni okres hospitalizacji 42 dni (£24). W trakcie hospitalizacji pacjentki
otrzymywaty leki przeciwdepresyjne nalezace do réznych grup, takich jak: TLPD, SSRI,
SNRI, SSA, NaSSA, SARI oraz RIMA. Szczegdlowe zestawienie przyjmowanych lekow
nalezacych do poszczegdlnych grup oraz liczbe pacjentek stosujacych dany preparat w
monoterapii oraz w terapii faczonej przedstawia Tabela 1. Material biologiczny gromadzono i
analizowano w latach 2008 — 2010.

Pacjentke przystepujaca do badan informowano o celu eksperymentu, nast¢pnie
podpisywala ona zgod¢ na uczestnictwo oraz upublicznienie danych otrzymanych z analizy
probek Sliny. Ponadto w trakcie trwania eksperymentu pielggniarka oddzialowa wypetniata
ankiet¢ dotyczaca typu zaburzen depresyjnych stwierdzonych u pacjentki, wieku probantki,
okresu hospitalizacja oraz jej krotnosci, a takze informacje o aktualnie podawanych lekach.

Sline pobierano kazdego dnia podczas calego okresu pobytu pacjentki w szpitalu. Pobor
materiatu odbywat si¢ o stalej porze, okoto godziny 10, kiedy st¢zenie hormonu w organizmie
jest najwyzsze. Prdbki sliny od momentu pobrania do czasu transportu do Katedry i Zaktadu
Chemii Analitycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, gdzie byly analizowane,
przechowywano w loddwce w temp. 4°C, a po przewiezieniu ich do GUMed, zamrazano do
czasu przeprowadzenia analizy. Dodatkowo niska temperatura sprzyjata usunieciu czesci
balastu pochodzenia biatkowego.

Probe kontrolng stanowity prébki sliny pobrane okoto godziny dziesigtej od zdrowych
ochotniczek (n=10). Oznaczono w nich poziom kortyzolu, a nastepnie okreslono jego srednie
stezenie.

Do wyznaczenia krzywej kalibracji oraz walidacji metody wykorzystano $ling pobrang
bez stymulacji, od zdrowych ochotnikow obu pici (n=10), okoto godziny dwudziestej. Probki

bezposrednio po pobraniu do plastikowych pojemnikdow byly zamrazane.
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Tabela 1. Zestawienie lekow stosowanych przez badane pacjentki.

Liczba pacjentek
Grupa lekéw przeciwdepresyjnych Substancja czynna
Monoterapia | Polipragmazja
Amitryptylina 7 -
Klomipramina 3 1
TLPD
Opipramol 1 -
Doksepina 1 1
Lacznie 12 2
Sertralina 10 4
Citalopram 7 3
Escitalopram 5 4
SSRI

Fluwoksamina 3
Fluoksetyna 1 -
Paroksetyna 2 -
Lacznie 28 11
SNRI Wenlafaksyna 14 5
SSA Mianseryna 7 5
NaSSA Mirtazapina 1 1
SARI Trazodon 3 8
SSRE Tianeptyna 3 -
RIMA Moklobemid 1 -
Inne leki psychotropowe 10 1

3.2. Aparatura

— Zestaw do HPLC firmy Knauer (Berlin, Niemcy) w skiad ktérego wchodzi:

pompa Mini-Star K-500

detektor UV K-2500

integrator

system akwizycji danych EUROCHROM 2000

komputer

— Zestaw do HPLC firmy Merck Hitachi (Darmstadt, Niemcy) w sktad ktérego wchodzi:

pompa L-7100

autosampler L-7200

piec L-7360

detektor UV/VIS La Chrom L-7420 (Tokio, Japonia)
integrator L-7000

system akwizycji danych HSM
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e komputer

— Kolumna chromatograficzna C-18 z prekolumna (Nucleosil 100-5, 125 x 4 mm i.d.,
Knauer, Berlin, Niemcy)

— Wytrzasarka laboratoryjna (358S, Elpan, Polska)

— Wiréwka laboratoryjna (MPW-250, MPW-211, MPW, Polska)

— Wirowka laboratoryjna (EBA20S, Hettich, Niemcy)

— Wirowka punktowa typu vortex (MX-S, DragonLab, Chiny)

— Laznia wodna termostatowana (Dittman, LW-12, Cabrolab Elektronik, Polska)

— Pipety automatyczne z wymiennymi koncowkami, proboéwki szklane, probdwki
wirdwkowe polipropylenowe, kolbki miarowe o poj. 10 ml, probéwki typu Eppendorf
0 poj. 500 pl, inserty szklane o poj. 200 pl, fiolki chromatograficzne z nakretkami,

pojemniki analityczne o poj. 25 ml do pobierania materiatu biologicznego

3.3. Odczynniki

— Kortyzol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

— Karbamazepina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

— Dichlorometan cz.d.a. (Merck, Darmstadt, Niemcy)

— Dichlorometan cz.d.a. (POCh, Gliwice, Polska)

— Acetonitryl do HPLC (Merck, Darmstadt, Niemcy)

— Acetonitryl do HPLC (POCh, Gliwice, Polska)

— Woda redestylowana (aparat do podwdjnej destylacji wody, typ 2104, GFL,
Burgwedel, Niemcy)

— Woda redestylowana (aparat do podwojnej destylacji wody, Destamat, Maintal,

Niemcy)

3.4. Roztwory

Roztwoér podstawowy kortyzolu o stezeniu 1 mg/ml sporzadzono rozpuszczajagc 10 mg
substancji w 10 ml acetonitrylu. Roztwor przygotowano w kolbce miarowej o poj. 10 ml i
przechowywano w lodéwce w temp. 4°C. W celu otrzymania pozadanego stezenia roztwor

podstawowy rozcienczano acetonitrylem.
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Roztwér podstawowy karbamazepiny o stgzeniu 1 mg/ml sporzadzono poprzez
rozpuszczenie 10 mg substancji w acetonitrylu w kolbce miarowej o poj. 10 ml i
przechowywano w lodéwce w temp. 4°C. Roztwdr podstawowy rozcieficzano acetonitrylem
w kolbkach miarowych o poj. 10 ml w celu otrzymania pozadanego st¢zenia.

Faze ruchoma o skladzie acetonitryl : woda sporzadzono poprzez zmieszanie obu
rozpuszczalnikow w stosunku objetosciowym 30 : 70. Nastgpnie faz¢ odgazowano przy

pomocy ultradzwickow.

3.5. Metody badan

3.5.1. Procedura analityczna

Probki §liny po rozmrozeniu wirowano przez 5 min przy 7500 obr/min, po odwirowaniu
pobierano 1 ml supernatantu i dodawano 100 pl roztworu karbamazepiny o stezeniu 1 pg/ml
(wzorzec wewngtrzny). Nastepnie probki mieszano przy uzyciu wirdwki punktowej typu
vortex, dodawano 3 ml dichlorometanu i1 wytrzgsano przez 20 min. Po tym czasie
analizowane mieszaniny wirowano przez 3 min przy 5500 obr/min, po czym faze organiczng
(dichlorometanowg) przenoszono do szklanych proboéwek. Nastepnie probki odparowywano
na fazni wodnej w temp. 60°C, a suchg pozostatos¢ rozpuszczano w 100 pl acetonitrylu. Z tak
przygotowanych roztworéw pobierano 60 pl, filtrowano i przenoszono do szklanych insertow,
ktore nastepnie umieszczano w szklanych fiolkach chromatograficznych. Tak przygotowane

probki poddawano analizie chromatograficzne;.

3.5.2. Warunki analizy chromatograficznej

Analiz¢ chromatograficzna przeprowadzono w ukladzie faz odwrdconych, w ktérym faze
ruchomg stanowit uktad binarny acetonitryl : woda (30 : 70, v : v) o przeptywie 1 ml/min.
Objetos¢ nastrzyku wynosita 20 pl, a analiza chromatograficzna trwata 20 min. Detekcje
przeprowadzono przy dlugosci fali 240 nm. W opisanych warunkach czas retencji kortyzolu
wynidst 3,9 min, natomiast karbamazepiny 6,9 min.
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3.5.2.1. Wyznaczanie krzywej kalibracji

W celu przygotowania 6 serii pomiarowych, probki §liny wirowano 5 min przy 7500
obr/min, nast¢pnie pobierano po 1 ml materiatu biologicznego, do wszystkich probek, z
wyjatkiem préby zerowej, dodawano 100 pl roztworu karbamazepiny (1 pg/ml, wzorzec
wewngtrzny) 1 odpowiednig objetos¢ roztworu kortyzolu o stezeniu 100 ng/ml, 1 pg/ml lub 10
pg/ml w celu otrzymania pozadanego st¢zenia (5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175,
200 ng/ml). Nastepnie postgpowano wedlug procedury opisanej w drugiej czgsci punktu
3.5.1.

Przeprowadzone oznaczenia pozwolitly na wyznaczenie krzywej kalibracji dla kortyzolu
w zakresie stgzen 5 — 200 ng/ml. Wartosci stosunku wysokosci pikéw analitu (H) do
wysokosci pikdéw wzorca wewnetrznego (H,) zestawiono w Tabeli 2, natomiast wykres
krzywej kalibracji, sporzadzonej na podstawie usrednionych wartosci stosunkow H/H,,

przedstawia Rys. 1.

Tabela 2. Wyniki analizy 6 serii pomiarowych krzywych kalibracji kortyzolu w §linie w
zakresie stezen 5 — 200 ng/ml

[}
% E '§ Nr serii E ;\?
£ 5| ¢ T |8 |2
5 M é n Q
M 1 2 3 4 5 6
5 100 0,045 | 0,038 | 0,036 | 0,045 | 0,044 | 0,038 | 0,041 | 0,0041 | 10,00
10 | 100 0,081 | 0,076 | 0,079 | 0,080 | 0,075 | 0,066 | 0,076 | 0,0055 | 7,24
15 100 0,110 | 0,130 | 0,120 | 0,110 | 0,120 | 0,130 | 0,120 | 0,0089 | 7,42
= 20 | 100 0,150 | 0,160 | 0,150 | 0,160 | 0,170 | 0,170 | 0,160 | 0,0089 | 5.56
2| s 100 0,230 | 0,200 | 0,210 | 0,220 | 0,240 | 0,220 | 0220 | 0,0141 | 6,36
lé 50 | 100 E 0,390 | 0,410 | 0,430 | 0,440 | 0,450 | 0,410 | 0420 | 0,0223 | 531
g 75 100 | & | 0,620 | 0,560 | 0,600 | 0,620 | 0,640 | 0,620 | 0,610 | 0,0276 | 4,52
E 100 | 100 0,840 | 0,790 | 0,800 | 0,770 | 0,800 | 0,740 | 0,790 | 0,0335 | 4,24
Z | 125 | 100 1,070 | 1,080 | 0,990 | 1,070 | 1,020 | 0,990 | 1,040 | 0,0418 | 4,02
150 | 100 1,240 | 1,280 | 1,200 | 1,300 | 1,210 | 1,260 | 1,250 | 0,0392 | 3,14
175 | 100 1,460 | 1,430 | 1,460 | 1,420 | 1,450 | 1,480 | 1,450 | 0,0219 | 1,31
200 | 100 1,650 | 1,660 | 1,640 | 1,650 | 1,600 | 1,620 | 1,640 | 0,0225 | 1,37
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Srednia krzywa kalibracji

16 -
14 -
1,2 -

H/H,,

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

c(ng/ml)

Rys. 1 Srednia krzywa kalibracji kortyzolu w $linie w zakresie stezen 5 - 200 ng/ml

H/H,, = 0,008 (0,00005) ¢ — 0,002 (0,006)
n=6 SD=0,014 r=0,9997

3.5.2.2. Analiza materialu biologicznego

Po rozmrozeniu zamrozonych probek S$liny przenoszono je do polipropylenowych
probowek wirowkowych 1 wirowano przez 5 min przy predkosci 7500 obr/min. Nastepnie
pobierano 1 ml $liny, do ktorej dodawano 100 ul wzorca wewngtrznego (karbamazepiny o

stezeniu 1 pg/ml) i postepowano dalej wedtug procedury opisanej w punkcie 3.5.1.

3.5.3. Okreslenie trwalosci kortyzolu

Trwatos¢ kortyzolu okreslono przeprowadzajac test zamrazania i rozmrazania probek
sliny o nastepujacych stezeniach kortyzolu: 15, 75, 125 ng/ml. W tym celu odwirowane
probki sliny o obj. 4 ml obcigzono roztworem kortyzolu o stezeniu 1 pg/ml w ilosci 60, 300 i
500 pl. Z kazdej probki pobrano 1 ml, dodano 100 pl roztworu wzorca wewnetrznego o

stezeniu 1 pg/ml i1 analizowano wedhug procedury opisanej w podrozdziale 3.5.1. Pozostaly
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$ling zamrozono. Po uptywie tygodnia prdbki §liny rozmrozono, odwirowano i pobrano 1 ml
do analizy, postepujac zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.5.1. W sumie wykonano 4

cykle zamrazania i rozmrazania probek.

3.5.4. Oznaczenie wydajnosci ekstrakcji

Wydajnos¢ procesu ekstrakcji przeprowadzono na dwunastu seriach pomiarowych, dla

dwdch stezen analitu (15 1 125 ng/ml).

3.5.4.1. Analiza probek ,,bez ekstrakcji”

Przygotowano 12 serii pomiarowych zawierajacych po 1 ml odwirowanej $liny, do ktorej
dodano 3 ml dichlorometanu. Nast¢pnie postgpowano wedtug procedury opisanej w rozdziale
3.5.1. Po otrzymaniu suchej pozostatosci, do szesciu probek dodano po 150 pl roztworu
kortyzolu o stezeniu 100 ng/ml, otrzymujac st¢zenie 15 ng/ml oraz 100 pl karbamazepiny (1
pg/ml). Do kolejnych 6 odparowanych probek dodano 125 pl analitu o stezeniu 1 pg/ml,
otrzymujac st¢zenie 125 ng/ml oraz 100 pl wzorca wewngtrznego (1 pg/ml). Probki ponownie
odparowano na lazni wodnej, a nastgpnie suchg pozostalos¢ rozpuszczono w 100 pl
acetonitrylu, filtrowano, przeniesiono do szklanych insertow 1 poddano analizie

chromatograficznej, ktdrej warunki opisano w punkcie 3.5.2.

3.5.4.2. Analiza probek ,,po ekstrakcji”

Przygotowano 12 serii pomiarowych zawierajacych po 1 ml odwirowanej §liny. Do 6
probowek dodano 150 pl roztworu kortyzolu o stgzeniu 100 ng/ml i 100 pl karbamazepiny (1
pg/ml). Do 6 kolejnych probek dodano 125 pl analitu o stezeniu 1 pg/ml oraz 100 ul wzorca
wewnetrznego (1 pg/ml). Nastgpnie probki poddano procedurze ekstrakcji opisanej w punkcie

3.5.1. 1 analizie chromatograficznej, ktdrej warunki opisano w punkcie 3.5.2.
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3.5.5. Parametry walidacji metody analitycznej

3.5.5.1. Selektywnos¢

Selektywnos$¢ metody badano na roztworach wzorcow i ekstraktach §liny. W celu
otrzymania obcigzonych kortyzolem ekstraktow $liny zastosowano procedure ekstrakcyjna
opisang w podrozdziale 3.5.1., a uzyskane probki poddano analizie chromatograficzne;j,
zgodnie z warunkami przedstawionymi w punkcie 3.5.2. Otrzymane chromatogramy
ekstraktu sliny porownano z chromatogramem roztworu kortyzolu i karbamazepiny (wzorca

wewnetrznego).

3.5.5.2. Powtarzalnosé

Powtarzalno$¢ metody ustalono na podstawie 6 serii pomiarowych. Do 1 ml odwirowane;j
$liny dodano 100 pl roztworu karbamazepiny (1 pg/ml, wzorzec wewnetrzny) 1 odpowiednia
objetos¢ roztworu kortyzolu o stezeniu 100 ng/ml, 1 pg/ml lub 10 pg/ml w celu otrzymania
nast¢pujacych stezen (5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 ng/ml). Nastepnie
probki §liny poddano procesom opisanym w rozdziale 3.5.1. 1 analizowano
chromatograficznie w warunkach wskazanych w punkcie 3.5.2. przy uzyciu zestawu do

HPLC firmy Knauer.

3.5.5.3. Odtwarzalnos¢

Odtwarzalno$¢ metody ustalono na podstawie czterech serii pomiarowych. Do 1 ml
odwirowanej §liny dodano 100 pl roztworu karbamazepiny (1 pg/ml, wzorzec wewnetrzny) i
odpowiednig ilo$¢ roztworu kortyzolu o stezeniu 1 pg/ml w celu otrzymania stezen 15 ng/ml,
75 ng/ml i 125 ng/ml. Nastgpnie probki poddano procedurze opisanej w podrozdziale 3.5.1.

oraz analizowano chromatograficznie przy uzyciu zestawu na HPLC firmy MERCK.
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3.5.5.4. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Granicg¢ wykrywalnosci 1 oznaczalnosci oszacowano na podstawie szeSciokrotnej analizy
Slepej proby, wyznaczajagc wartos¢ Sredniej 1 obliczajac  odchylenie standardowe.
Wykrywalnosci i oznaczalno$¢ metody obliczono na podstawie wzoru:

LOD=x4+3-SD
LOQ=x4(+ 10 - SD
gdzie: x¢ — warto$¢ $rednia Slepej proby

SD — odchylenie standardowe

3.6. Obliczenia statystyczne

Obliczenia matematyczne oraz analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu arkuszy
kalkulacyjnych programu Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, Warszawa,
Polska) oraz programu Statistica wersja 7.1 (StatSoft Inc., Krakdw, Polska).
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4. Wyniki
4.1. Optymalizacja metody analitycznej

W trakcie prowadzonych badan wstepnych nalezalo okresli¢ czas poboru oraz objgtosé
pobieranego materiatu biologicznego. Z danych literaturowych wynika, iz kortyzol wykazuje
najwyzsze st¢zenie w godzinach porannych, pomiedzy 8 a 10. Natomiast najnizszy poziom w
organizmie osiaga okoto godziny 20. Dlatego tez nalezalo rozgraniczy¢ czas poboru probek
przeznaczonych do wyznaczenia krzywej kalibracji od czasu zbierania §liny pochodzacej od
pacjentek i1 grupy kontrolne;.

Materiat biologiczny przeznaczony do wyznaczenia krzywej kalibracji gromadzono
okolo godziny dwudziestej, przy czym zdrowi ochotnicy byli zobligowani do powstrzymania
si¢ od spozywania positkdw 1 przyjmowania napojow na okolo 30 min przed rozpoczg¢ciem
gromadzenia probki.

Materiat biologiczny pobierany od hospitalizowanych pacjentek, ktéry postuzyt do
okreslenia poziomu endogennego kortyzolu, gromadzono okolo godziny dziesiatej, kiedy
poziom hormonu jest najwyzszy. Podobnie postgpowano w przypadku zbierania probek sliny
pochodzacych od zdrowych ochotnikdw stanowiacych probe kontrolng.

Nastepnym krokiem optymalizacji procedury analitycznej byt dobdér odpowiedniej
objetosci $liny do badan. Poczatkowo analizowano probki materialu biologicznego o obj. 0,5
ml, jednakze analiza chromatograficzna nie data satysfakcjonujacych wynikow. Badana
objetos¢ sliny nie pozwolitaby na oznaczenie nizszych st¢zen endogennego kortyzolu u osob
z depresja wykazujacych tylko nieznaczne podwyzszenie poziomu hormonu.

Jednym z wazniejszych elementow zwiazanych z opracowaniem metody analitycznej jest
dobdér odpowiedniego wzorca wewnetrznego. Podczas jego doboru zwracano uwage, aby
substancja ta charakteryzowala si¢ podobnymi wiasciwosciami do kortyzolu, dlatego tez jako
wzorzec wewnetrzny zastosowano karbamazeping, absorbujaca promieniowanie UV przy
dtugosci fali 240 nm, podobnie jak ma to miejsce w przypadku analitu. Dodatkowo, jako lek
przeciwpadaczkowy, karbamazepina wykazuje wlasciwosci lipofilowe 1 z tatwoscia
przechodzi do fazy organicznej podczas procesu ekstrakcji.

W trakcie optymalizacji metody badano réwniez wpltyw rozpuszczalnika uzytego do
sporzadzenia roztworow podstawowych analitu oraz wzorca wewngtrznego. W pierwszym
etapie zastosowano metanol, jednak analiza chromatograficzna ujawnita, iz pik kortyzolu

ulegt rozdwojeniu, dlatego tez ostatecznie do rozpuszczenia wzorcoOw uzyto acetonitryl.
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4.1.1. Optymalizacja warunkow ekstrakcji

W celu usunigcia zanieczyszczen pochodzacych z matrycy biologicznej optymalizowano
warunki ekstrakcji. Opracowujac procedure analityczng wykorzystano zaréwno ekstrakcje w
ukladzie ciecz-ciecz (LLE, liquid-liquid exraction) jak i ekstrakcje do ciata statlego (SPE,
solid phase extraction). W przypadku ekstrakcji SPE zastosowano kolumienki ze ztozem C-
18, odpowiednio aktywowane, na ktore nanoszono probki sliny z dodatkiem wzorca
wewnetrznego. Kolumienki przemywano woda i1 osuszano. Zaadsorbowang pozostatos$é
eluowano za pomoca metanolu, nastgpnie odparowywano, a sucha pozostato$¢ rozpuszczano
w fazie ruchomej i poddawano analizie chromatograficznej w warunkach opisanych w
podrozdziale 3.5.2.

W przypadku ekstrakcji typu LLE, okreslono dodatkowo wptyw krotnosci ekstrakcji na
jej wydajnos¢. Analizowano probki sliny obcigzone kortyzolem, poddano je jednokrotne;j
ekstrakcji uzywajac 3 ml dichlorometanu oraz trzykrotnej ekstrakcji stosujac za kazdym
razem 1 ml tego samego rozpuszczalnika. Stwierdzono, iz sposob prowadzenia ekstrakcji
typu LLE nie wplywa na poziom oznaczanego analitu, dlatego tez zdecydowano si¢
zastosowac jednokrotng ekstrakcje z uzyciem 3 ml dichlorometanu.

Opracowane krzywe kalibracji dla obu typdéw ekstrakcji poddano walidacji. Na
podstawie testu F-Snedecora stwierdzono, iz oba typy ekstrakcji charakteryzuje podobna
precyzja, za$ test t-Studenta wykazal, ze otrzymane wyniki nalezg do tej samej zbiorowosci
generalnej. Uzyskane wyniki zestawiono w Tabeli 3.

Pomimo, iz wyniki uzyskane za pomoca obu metod ekstrakcji nie réznity si¢ istotnie
statystycznie, do dalszych badan wybrano ekstrakcje typu LLE. Umozliwia ona lepsze
oczyszczenie probki z zanieczyszczen pochodzacych z matrycy biologicznej, jak réwniez
charakteryzuje ja lepsza precyzja (wartosci wspotczynnika zmiennosci, CV), w szczegdlnosci
w przypadku niskich stezen analitu. Dodatkowo przeprowadzenie ekstrakcji LLE pochtaniato
mniej czasu, niz ekstrakcja SPE. Ma to szczegdlne znaczenie podczas analizy wielu probek.
Potwierdzaja to wyniki analizy endogennego kortyzolu w $linie oséb zdrowych oraz z

depresja zestawione w Tabeli 4.
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Tabela 3. Ocena statystyczna procesu ekstrakcji typu LLE i SPE

Kortyzol _ e _ .
gimp) | F | Fa@005£5) |t | tor(a=0,05;f=10)
S 1,28 0,897
15 1,56 3,377
5,05 2,228
125 1,67 2,081
200 1,28 2,182

Tabela 4. Wptyw typu ekstrakcji na zawartos¢ endogennego kortyzolu w §linie

Endogenny kortyzol (ng/ml)
Sposéb ekstrakeji Osoba zdrowa Osoba z depresja
X +SD CV (%) X £SD CV (%)
LLE 10,8+0,35 3,24 146,3+0,68 | 0,46
SPE 9,2+0,46 5,00 146,3+1,37 | 0,93

4.1.2. Ocena trwalosci kortyzolu

Trwalo§¢ kortyzolu oznaczono na podstawie testu ,zamrazania 1 rozmrazania’.
Stwierdzono, iz analit nie ulega rozkladowi w niskich temperaturach i moze by¢ zamrazany,
co jest istotne ze wzgledu na koniecznos¢ transportu oraz przechowywania do czasu analizy

probek $liny pobranych od pacjentek. Wyniki testu trwatosci zilustrowano w Tabeli 5.

Tabela 5. Wyniki testu ,,zamrazania i rozmrazania” probek sliny

Cykl Stezenie nominalne kortyzolu (ng/ml)
15 75 125
Stezenie oznaczone (ng/ml)

1 14,9 74,0 128,3

2 14,2 66,7 125,6

3 14,0 70,0 125,0

4 13,8 70,0 125,0

$rednia 14,23 70,17 125,98
SD 0,68 2,98 1,16
CV (%) 4,78 4,26 0,92

Odzysk (%) 94,87 93,56 100,78
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4.1.3. Ocena wydajnosci ekstrakcji

Wydajnos¢ ekstrakcji (W) oszacowano na podstawie pordwnania wysokosci pikdw
kortyzolu otrzymanych po przeprowadzeniu analizy zgodnie z procedurg opisang w punkcie
3.5.4.1. 1 wysokosci pikdw analitu otrzymanych w wyniku postgpowania z probka

przestawionego w rozdziale 3.5.4.2. Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono w

. . . ;- "stezenie analitu po ekstrakcji"
Tabelach 6 i 7. Korzystajac z zalezno$ci W = —— — P 7 % 100 %

"stezenie analitu bez ekstrakcji"

dokonano oceny wydajnosci ekstrakcji, a wyniki oznaczen zestawiono w Tabeli 8.

Tabela 6. Wydajnos$¢ ekstrakcji kortyzolu o stezeniu 15 ng/ml w §linie

Prébki ,,bez ekstrakeji” Prébki ,,po ekstrakeji”

C (ng/ml) H/Hw C ozn. C (ng/ml) H/Hw C ozn.

15 0,15 18,75 15 0,13 16,25
15 0,14 17,50 15 0,13 16,25
15 0,14 17,50 15 0,15 18,75
15 0,13 16,25 15 0,14 17,50
15 0,16 20,00 15 0,15 18,75
15 0,16 20,00 15 0,13 16,25

Srednia | 0,146667 | 18,33333 | Srednia | 0,138333 | 17,29167

SD 0,012111 | 1,513825 SD 0,009832 | 1,22899

CV (%) 8,16 8,20 CV (%) 7,10 7,10

Tabela 7. Wydajnos¢ ekstrakeji kortyzolu o stezeniu 125 ng/ml w §linie

Prébki ,,bez ekstrakeji” Prébki ,,po ekstrakeji”

C (ng/ml) H/Hw C ozn. C (ng/ml) H/Hw C ozn.

125 1,01 126,25 125 1,07 133,75
125 1,03 128,75 125 1,02 127,50
125 1,09 136,25 125 1,04 130,00
125 1,03 128,75 125 1,09 136,25
125 1,07 133,75 125 1,03 128,75
125 1 125,00 125 1,09 133,75

Srednia | 1,038333 | 129,7917 | Srednia | 1,056667 | 131,6667

SD 0,034881 | 4,360094 SD 0,030768 | 3,41565

CV (%) 3,37 3,36 CV (%) 2,80 2,58

Tabela 8. Ocena wydajnosci ekstrakcji

Stezenie kortyzolu w probce | Wydajnosé ekstrakeji
C (ng/ml) (%)
15 94,33
125 101,45
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4.1.4. Dobor parametrow chromatograficznych

W trakcie doboru parametrow analizy chromatograficznej wazne byto, aby piki kortyzolu
1 karbamazepiny nie interferowaty ze soba oraz z zanieczyszczeniami pochodzacymi z
matrycy biologicznej. Istotnym czynnikiem byt rdwniez czas retencji, zarowno kortyzolu jak i
karbamazepiny. Wskazane bylo, aby parametr ten w obu przypadkach nie przekroczyt 10 min.

Dobdr skfadu fazy ruchomej rozpoczgto od okreslenia rodzaju i objetosci dodanego
modyfikatora. Metanol nie dawal satysfakcjonujagcych wynikéw 1 wuzyskane na
chromatogramie piki byly znaczaco nizsze od tych otrzymanych przy uzyciu dodatku
acetonitrylu. Dlatego tez zdecydowano si¢ na wykorzystanie drugiego z rozpuszczalnikéw. W
pierwszej kolejnosci zastosowano faze ruchomg zawierajaca 45% acetonitrylu, jednakze czas
retencji piku pochodzacego od analitu miescit si¢ w granicach dwdch minut. Nastepnie uzyto
fazy zawierajacej 35% dodatek tego modyfikatora, jednak najlepsza do przeprowadzenia
efektywnej analizy okazala si¢ faza ruchoma o skladzie acetonitryl : woda w stosunku 30 : 70
(V:v).

Analizowano rowniez wplyw temperatury na rozdzial oraz wysokos¢ pikow kortyzolu i
karbamazepiny. Stwierdzono, iz wyzsza temperatura nie wplywa na wysokos¢ pikow
analizowanych zwigzkow, a takze na czas ich retencji. Rowniez niewielka zmiana pH

pozostaje bez wplywu na wynik analizy chromatograficzne;.

4.1.5. Walidacja metody analitycznej

W celu przeprowadzenia walidacji opracowanej metody analitycznej wyznaczono

nastepujace parametry:

selektywnos¢

— powtarzalnos¢

— odtwarzalnos¢

— doktadnos¢

— liniowos¢

— granic¢ wykrywalnosci 1 oznaczalnosci

—  czulo$é
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4.1.5.1. Selektywnos¢

Selektywno$¢ metody okreslono na podstawie procedury opisanej w podrozdziale 3.5.1.
Stwierdzono, iz na chromatogramie w miejscach odpowiadajacych czasom retencji kortyzolu
i karbamazepiny nie wystepuja interferencje spowodowane obecnoscig innych substancji
pochodzacych z matrycy biologicznej. Rys. 2 przedstawia chromatogram (A) ekstraktu
nieobcigzonej §liny ludzkiej, a chromatogram (B) probki §liny zawierajacej dodatek kortyzolu

o stezeniu 15 ng/ml (1) 1 100 ng/ml karbamazepiny (wzorca wewngtrznego) (2).

4.1.5.2. Powtarzalnosé

Na podstawie analizy wynikdw oznaczen precyzji serii jednoczesnej — powtarzalnosci
metody, stwierdzono, iz wspdlczynnik zmiennosci opracowanej metody miesci si¢ w granicy
pomiedzy 1,12 a 9,94%. Wspdlczynnik zmiennosci nie przekraczajacy 10% pozwala
wnioskowa¢ o powtarzalnosci opracowanej metody. Uzyskane wspdlczynniki zmiennosci
zestawiono w Tabeli 9. Stezenie kortyzolu obliczono w oparciu o rdwnanie regresji opisane w
punkcie 3.5.2.1.

Tabela 9. Wyniki badan powtarzalnosci metody (precyzja serii jednoczesnej)

]
‘% ) g Nr serii ) = e\E
AR S P I
A E% 5|k
©n ] )
M 1 2 3 4 5 6
5 100 5,6 4.8 4,5 5,6 5,5 4,8 5,13 | 0,51 ] 9,94 | 102,60
10 | 100 10,1 9,5 9,9 10,3 9,4 8,2 9,56 | 0,75 | 7,85 | 95,60
= | 15 [100] | 139 | 159 | 148 | 13,7 | 158 | 159 | 15,00 | 1,02 | 6,80 | 100,00
gj 20 | 100 % 18,6 | 20,0 | 18,7 | 20,0 | 21,2 | 21,8 | 20,00 | 1,30 | 6,50 | 100,00
% 25 | 100 % 28,3 | 249 | 269 | 27,6 | 29,8 | 27,7 | 27,50 | 1,60 | 5,82 | 110,00
g 50 | 100 § 48,7 | 50,9 | 53,7 | 54,5 | 56,2 | 51,2 | 52,50 | 2,75 | 5,23 | 105,00
.g 75 | 100 E 77,8 | 69,6 | 75,5 | 77,5 | 79,9 | 77,2 | 76,25 | 3,55 | 4,66 | 101,67
g 100 | 100 .g 104,9 | 98,7 | 100,0 | 96,1 | 100,2 | 92,6 | 98,75 | 4,16 | 4,20 | 104,90
5 125 | 100 5 134,3 | 1353 | 124,6 | 1343 | 126,9 | 124,7 | 130,00 | 5,14 | 3,95 | 104,00
Z 150 | 100 2 155,5 | 160,0 | 150,5 | 162,5 | 151,3 | 157,7 | 156,25 | 4,76 | 3,00 | 104,17
175 | 100 182,9 | 178,8 | 182,3 | 177,5 | 181,2 | 184,8 | 181,25 | 2,70 | 1,49 | 103,57
200 | 100 206,5 | 207,0 | 205,2 | 207,0 | 201,8 | 202,5 | 205,00 | 2,30 | 1,12 | 102,50
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4.1.5.3. Odtwarzalnos¢

Oceny odtwarzalnosci metody dokonano na podstawie wartosci wspdtczynnika
zmienno$¢, ktdry miesci si¢ w granicach od 1,60 do 6,79%. Niska warto$¢ wspotczynnika
zmiennos$ci pozwala wnioskowaé o odtwarzalnosci opracowanej metody. Zestawienie
wynikow otrzymanych podczas badania odtwarzalnosci przedstawia Tabela 10.

Tabela 10. Wyniki oszacowania odtwarzalnosci metody

Daiefi Parametry regresji Stezenie kortyzolu (ng/ml)

a b r SD 15 75 125

A 0,005 (£0,0005) | 0,006 (+0,022) | 0,9976 | 0,020 15,0 74,0 130,0
B 0,006 (+0,0006) | -0,025 (£0,052)| 0,9951 | 0,047 14,2 66,7 128,3
C 0,006 (+0,0002) | -0,014 (£0,024)| 0,9979 | 0,020 14,0 70,0 125,0
D 0,006 (+0,0003) | -0,028 (+0,032)| 0,9983 | 0,028 12,7 70,0 128,3
Srednia 13,98 | 70,17 | 1279
SD 0,95 2,98 2,09
CV (%) 6,79 4,26 1,60
Odzysk (%) 93,20 | 93,56 102,32

4.1.5.4. Dokladnos¢

Doktadnos¢ metody okreslono na podstawie odzysku analitu, ktéry obliczono w oparciu
o wyniki pomiaréw uzyskanych podczas oceny powtarzalnosci i odtwarzalnosci opracowanej
metody analitycznej. Odzysk obliczony na podstawie wynikow precyzji serii jednoczesnej
miescit si¢ w zakresie od 95,6 do 110%, za§ w przypadku odtwarzalnosci metody, znajdowat
si¢ w zakresie od 93,20 do 102,32%. Szczegotowe zestawienie informacji o wartosci odzysku

dla poszczegdInych stezen kortyzolu przedstawiono Tabelach 9 1 10.

4.1.5.5. Liniowos¢
Liniowo$¢ metody potwierdzono w zakresie stezen 5 — 200 ng/ml. Wybrany zakres

stezen w peini pokrywa si¢ z oznaczanym w $linie poziomem hormonu, zardéwno u 0sdb

zdrowych jak i z depresja.
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4.1.5.6. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci
Granica wykrywalnosci metody obliczona na postawie wzoru wskazanego w

podrozdziale 3.5.5.4. wyniosta 2,54 ng/ml, natomiast granica oznaczalnosci - 5,67 ng/ml,

dlatego tez stezenie 5 ng/ml stanowi jednoczesnie pierwszy punkt krzywej kalibracji.
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Rys. 2 Chromatogram ekstraktu §liny zdrowego czlowieka (A)
Chromatogram ekstraktu §liny z dodatkiem 15 ng/ml kortyzolu i 100 ng/ml
karbamazepiny (B)
Chromatogram ekstraktu $liny z dodatkiem 150 ng/ml kortyzolu i 100 ng/ml
karbamazepiny (C)
1 — kortyzol

2 — karbamazepina
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4.2. Wyniki badan grupy kontrolnej

Grupe kontrolng stanowily zdrowe ochotniczki (n=10), od ktoérych okoto godziny
dziesiatej pobrano prdbki sliny. Material do badan przygotowano do analizy zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale 3.5.1., a nastgpnie poddano analizie chromatograficznej, ktorej
warunki przestawiono w punkcie 3.5.2. Celem eksperymentu bylo okreslenie, jakie stezenie
osiggnie wydzielany kortyzol u oséb nieobciazonych depresja. Wyniki badan zestawiono w

Tabeli 11.

Tabela 11. Stgzenie kortyzolu w $linie 0séb zdrowych

Stezenie oznaczone

(ng/ml)

Srednia | SD | CV (%)

3,875 | 3,125 | 7,500 | 5,625 | 6,500 | 4,000 | 6,125 [ 4,375 | 3,500 | 5,250 | 4,9875 | 1.439 [ 28,85

4.3. Wyniki badan probek sliny pochodzacych od pacjentek

W toku badan analizowano 2653. probki sliny pochodzace od 97. pacjentek
hospitalizowanych z powodu depresji. Material do badan pobierano kazdego dnia w trakcie
calego okresu leczenia w szpitalu, jednakze w niektorych przypadkach czg$¢ pacjentek nie
byta w stanie odda¢ prébki sliny do analizy ze wzgledu na bardzo zle samopoczucie w danym
dniu. Zgromadzony material biologiczny wykorzystano do badania wptywu otrzymywanych
przez probantki lekow przeciwdepresyjnych na poziom wydzielanego kortyzolu. Dodatkowo
na podstawie wypelnionej podczas przyjecia pacjentki na oddziat ankiety, dostarczajacej
informacji o czasie trwania hospitalizacji oraz podawanych substancjach sprawdzono, czy
grupa stosowanych lekow przeciwdepresyjnych moze w jakikolwiek sposob determinowac
czasookres pobytu w szpitalu. Na Rys. 3 przedstawiono diagram obrazujacy zaleznos¢
pomiedzy czasem trwania hospitalizacji a podawanymi lekami przeciwdepresyjnymi.
Stwierdzono, iz nie mozna okresli¢ relacji pomigdzy stosowang terapig a czasem pobytu

pacjentki w szpitalu.
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Rys. 3 Zaleznos$¢ czasookresu pobytu pacjentki w szpitalu od stosowanej grupy lekow

przeciwdepresyjnych

Opracowana metoda analityczna, ktdrej tok postepowania oraz parametry rozdziatu
chromatograficznego opisano w rozdziale 3, pozwolita na ekstrakcje oraz iloSciowe
oznaczenie kortyzolu w badanych probkach $liny, pochodzacych od pacjentek
hospitalizowanych z powodu depresji w Szpitalu dla Nerwowo 1 Psychicznie Chorych w
Starogardzie Gdanskim. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu techniki HPLC z detekcja UV,
a przyktadowe chromatogramy przedstawiono na Rys. 4 — 7. Obrazuja one wyglad pikow
kortyzolu oraz wzorca wewnetrznego — karbamazepiny. Zestawienie trzech fragmentow
chromatogramdw otrzymanych w trakcie analizy probek §liny pochodzacych od tej samej

pacjentki w kolejnych dniach terapii, ilustruje wptyw stosowanego leku na poziom hormonu.
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Rys. 4 Chromatogram ekstraktow $liny z dodatkiem karbamazepiny (100 ng/ml)
pochodzacych od pacjentki leczonej dokseping w kolejnych dniach terapii
(A) kortyzol — 86,25 ng/ml
(B) kortyzol — 10,625 ng/ml
(C) kortyzol — 7,50 ng/ml
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5 Chromatogram ekstraktéw $liny z dodatkiem karbamazepiny (100 ng/ml)
pochodzacych od pacjentki leczonej sertraling w kolejnych dniach terapii

(A)kortyzol — 67,50 ng/ml

(B) kortyzol — 13,75 ng/ml

(C) kortyzol — 12,50 ng/ml
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6 Chromatogram ekstraktéw §liny z dodatkiem karbamazepiny (100 ng/ml)

pochodzacych od pacjentki leczonej wenlafaksyng w kolejnych dniach terapii
(A)kortyzol — 13,625 ng/ml

(B) kortyzol — 3,625 ng/ml

(C) kortyzol — 2,065 ng/ml
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Rys. 7 Chromatogram ekstraktow sliny z dodatkiem karbamazepiny (100 ng/ml)
pochodzacych od pacjentki leczonej klomipraming 1 citalopramem w kolejnych dniach
terapii
(A)kortyzol — 41,25 ng/ml
(B) kortyzol — 11,375 ng/ml
(C) kortyzol — 6,25 ng/ml
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4.3.1. Wplyw TLPD na wydzielanie kortyzolu

Amitryptylina, doksepina, klomipramina i opipramol naleza do najczg¢sciej podawanych
lekow przeciwdepresyjnych z grupy TLPD. Czas hospitalizacji pacjentek stosujacych
amitryptyling wahat si¢ pomigdzy 7. a 59. dniami, dla pozostatych substancji wynosi od 8. do
52. dni. Jedynie okres leczenia opipramolem trwat 153 dni. Nie stwierdzono, aby krotnos¢
pobytu pacjentki w szpitalu wplywala na czas trwania leczenia. Rowniez w przypadku
pozostatych lekdw z tej grupy nie zaobserwowano relacji pomigdzy krotnoscig pobytu chorej
w szpitalu, a czasem trwania hospitalizacji. W wigkszosci przypadkéw poziom kortyzolu
oznaczony w Slinie pacjentek w pierwszym okresie hospitalizacji (kilka dni) byt
podwyzszony. Zaobserwowano jednak, iz wydzielanie hormonu szybko ulegato obniZeniu, a
jego spadek byt proporcjonalny do czasu trwania terapii. Wyniki oznaczen poziomu kortyzolu
w slinie pacjentek leczonych lekami z grupy TLPD wraz z datami pobrania prébek zebrano w
Tabelach 12 — 14. Wynika z nich, iz najczgsciej spadek stezenia kortyzolu do wartosci
referencyjnych zajmowat okoto 30% catego okresu pobytu w szpitalu. W tym czasie poziom
hormonu ulegal nieznacznym wahaniom, jednak nadal w niewielkim stopniu przekraczat
stezenie oznaczane w slinie osob z grupy kontrolnej. Przyktadem pacjentki o takim profilu
zmian stezenia kortyzolu jest probantka oznaczona symbolem 57. Ponadto zaobserwowano, iz
w przypadku pacjentek, ktorych hospitalizacja trwala ponad 30 dni, po tym okresie
nastepowato ponowne podwyzszenie poziomu hormonu. Stopien w jakim zachodzito
podwyzszenie st¢zenia kortyzolu byl zawsze proporcjonalny do poziomu wyjsciowego
hormonu, jednak poziom hormonu nie osiagat nigdy tak wysokich wartosci jak oznaczony w
pierwszych dniach terapii. Obserwacje te obrazuja Rys. 8 1 9 przedstawiajagce zmiany
poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych amitryptyling. W obu przypadkach mozna
zauwazy¢ szybki spadek poziomu kortyzolu po rozpoczeciu terapii oraz jego ponowny wzrost

po okoto trzydziestu dniach leczenia.
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Pacjentka 46, oddzial 7
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Rys. 8 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas terapii amitryptyling

Pacjentka 57, oddzial 7
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Rys. 9 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii amitryptyling

Podczas eksperymentu zaobserwowano, ze wzrost poziomu kortyzolu po prawie 30.
dniach terapii wystgpit réwniez w przypadku pacjentki, u ktorej nie stwierdzono
zwigkszonego wydzielania hormonu w pierwszym okresie leczenia. Podobnie jak u pacjentki
o symbolu 57, normalizacja poziomu kortyzolu nastepowata w trakcie kolejnych szesciu dni i
nie ulegata zmianie do konca trwania hospitalizacji. Zmiany st¢zenia hormonu w §linie u

pacjentki stosujacej terapie klomipraming przedstawiono na Rys. 10.
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Pacjentka 53, oddzial 7
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Rys. 10 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii klomipraming

Tylko w przypadku pacjentki oznaczonej symbolem 28, otrzymujacej dokseping, profil
zmian stezenia hormonu nieznacznie réznit si¢ od profili pozostalych probantek poddanych
terapii TLPD. Zauwazono, ze poziomu kortyzolu obnizyt si¢ w pierwszym tygodniu leczenia,
nast¢pnie wystapito jednodniowe jego podwyzszenie, po czym nastapil szybki spadek do
wartosci referencyjnych. W tym wypadku stabilizacja wydzielanego kortyzolu byla trwata.

Przebieg zmian stezenia hormonu oznaczanego w slinie podczas terapii dokseping obrazuje
Rys. 11.
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Rys. 11 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii dokseping

62



Jak juz wspomniano szybko$¢ obnizania si¢ stezenia kortyzolu w §linie kobiet chorych
na depresje do wartosci oznaczanych u zdrowych ochotnikow byta $ci§le zwigzana z okresem
pobytu pacjentek w szpitalu. Na Rys. 12 przedstawiono zmiany poziomu hormonu u
pacjentki, ktérej okres hospitalizacji trwal mniej niz dziesi¢g¢ dni. Obnizenie st¢zenia
kortyzolu w $linie nastapito juz po trzech dniach kuracji, co moze $§wiadczyé o szybkiej

reakcji organizmu na podawany lek.

Pacjentka 37, oddzial 7
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Rys. 12 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii amitryptyling
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Tabela 13. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych klomipraming

Klomipramina
Pacjentka 41, oddzial 7 Pacjentka 44, oddzial 7 Pacjentka 53, oddzial 7
Data S(fgz/:llll)e Data S(fgz/:llll)e Data Stezenie (ng/ml)
26.01. 19,375 09.02. 25,500 17.03. 4,500
27.01. 21,750 11.02. 19,750 18.03. 6,250
28.01. 13,375 12.02. 22,500 19.03. 2,750
29.01. 26,250 14.02. 21,125 20.03. 6,500
30.01. 15,000 15.02. 8,500 21.03. 4,125
01.02. 7,500 16.02. 6,000 23.03. 5,625
02.02. 5,000 24.03. 6,875
03.02. 5,000 25.03. 7,250
04.02. 7,625 26.03. 2,0875
05.02. 3,500 27.03. 2,500
06.02. 10,000 28.03. 8,875
07.02. 8,750 29.03. 6,250
08.02. 3,000 30.03. 4,000
09.02. 14,250 31.03. 6,750
10.02. 3,250 01.04. 13,750
11.02. 5,750 02.04. 6,375
12.02. 23,750 03.04. 9,875
04.04. 9,375
05.04. 5,750
06.04. 6,125
07.04. 8,875
08.04. 2,500
09.04. 7,375
10.04. 6,500
13.04. 9,375
14.04. 5,375
15.04. 7,500
16.04. 3,750
18.04. 5,375
19.04. 5,000
20.04. 4,375
21.04. 2,625
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23.04. 2,125
24.04. 55,000
26.04. 11,250
27.04. 12,375
29.04. 11,500
30.04. 6,875
01.05. 7,000
02.05. 8,500
04.05. 8,875
05.05. 4,625
06.05. 4,625
07.05. 8,500
09.05. 9,500

Tabela 14. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych dokseping 1

opipramolem

Doksepina Opipramol
Pacjentka 28, oddzial 7 Pacjentka 4, oddzial 9
Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stezenie (ng/ml)
27.10. 87,725 01.04. 33,750
29.10. 16,250 02.04. 25,000
30.10. 26,250 03.04. 25,000
31.10. 31,875 04.04. 20,000
01.11. 16,625 05.04. 7,500
02.11. 19,625 06.04. 2,500
03.11. 10,000 07.04. 11,250
04.11. 86,250 08.04. 3,750
05.11. 14,000 09.04. 30,000
06.11. 1,625 10.04. 22,500
07.11. 9,625 12.04. 22,500
09.11. 5,625 14.04. 21,250
10.11. 9,625 15.04. 2,000
11.11. 3,625 16.04. 10,000
14.11. 3,5625 17.04. 16,250
15.11. 7,500 18.04. 16,250
17.11. 9,875 20.04. 27,500
19.11. 10,625 21.04. 10,000
20.11. 5,8125 22.04. 21,250
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21.11. 5,000 23.04. 26,250
23.11. 7,500 24.04. 13,750
25.11. 3,750 25.04. 8,750
26.11. 7,625 26.04. 16,250
29.11. 8,625 27.04. 20,000
03.12. 7,625 28.04 33,750
04.12. 7,500 29.04. 22,500
05.12. 2,875 30.04. 13,750
06.12. 4,000
07.12. 5,000
08.12. 5,625
09.12. 3,375
12.12. 9,125
14.12. 7,125
15.12. 5,625

4.3.2. Wplyw SSRI na wydzielanie kortyzolu

Substancje nalezace do grupy SSRI stanowig najczesciej stosowang grupe lekow
przeciwdepresyjnych. Wsrod badanych kobiet, od ktorych pozyskiwano prébki sliny, 28.
stosowalo terapi¢ preparatami nalezacymi do tej grupy. Do lekéw najczgsciej podawanych
nalezaly: sertralina, citalopram oraz jego enancjomer - escitalopram, ponadto farmakoterapi¢
prowadzono réwniez fluwoksamina, fluoksetyna i paroksetyna. Sredni czas pobytu w szpitalu
pacjentek stosujacych te leki wynidst 35 dni. Podobnie jak w przypadku pacjentek leczonych
preparatami z grupy TLPD, poczatkowy poziom kortyzolu bardzo czgsto determinowat
czasookres pobytu w szpitalu. W szczegdlnosci bylo to widoczne w przypadku pacjentek,
ktorych hospitalizacja trwata okoto 20 dni. Stezenie oznaczanego hormonu ulegato obnizeniu
po trzech dniach od rozpoczgcia terapii i nie ulegato ponownemu podwyzszeniu, co ilustruja

diagramy przedstawione na Rys. 13 1 14.
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Rys. 13 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii escitalopramem

Pacjentka 87, oddzial 7
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Rys. 14 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas terapii sertraling

Na podstawie wynikéw zestawionych w Tabelach 15 — 19 mozna stwierdzi¢, ze zmiany
poziomu kortyzolu w $linie pacjentek stosujacych leki z grupy SSRI ksztaltowaty si¢ na dwa
sposoby. W przypadku pacjentek, u ktorych stezenie hormonu w pierwszych dniach
hospitalizacji bylo bardzo wysokie (powyzej 60 ng/ml), najczgsciej w przeciggu 3. do 6. dni
poziom kortyzolu ulegat stopniowemu obnizeniu do wartosci referencyjnych. Jednakze po
kilku dniach stabilizacji st¢zenie analitu ulegalo ponownie podwyzszeniu do wartosci
nieznacznie przekraczajacych te oznaczane w $linie zdrowych ochotnikéw. Ponadto w wielu

przypadkach zauwazono, ze po okoto 30. dniach hospitalizacji nastepuje znaczny wzrost

69



wydzielania kortyzolu, podobnie jak to mialo miejsce u pacjentek stosujacych leki
przeciwdepresyjne z grupy TLPD. Jednak w tym przypadku nie zaobserwowano stabilizacji
poziomu hormonu. Ulegal on obnizeniu, lecz oznaczane warto$ci przekraczaty referencyjne
oraz wykazywaly znaczne wahania. Rys. 15 - 17 ilustruja graficznie zmiany poziomu

kortyzolu w §linie pacjentek, u ktérych poczatkowe stgzenie hormonu przekroczyto 60 ng/ml.
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Rys. 15 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii citalopramem

Pacjentka 14, oddzial 7
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Rys. 16 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii citalopramem
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Rys. 17 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii sertraling

W przypadku pacjentek, u ktérych w poczatkowym okresie leczenia poziom kortyzolu

byt nieznacznie podwyzszony (ponizej 60 ng/ml), zaobserwowano, iz przez caty okres
hospitalizacji stezenie hormonu oscyluje w granicach 15 ng/ml, przy czym jego amplituda jest
niewielka. W kilku przypadkach, gdy leczenie trwalo diuzej, po okoto 30. dniach terapii
nastgpowal gwattowny wzrost wydzielania hormonu, co miato réwniez miejsce u pacjentek, u
ktorych poczatkowe stezenie kortyzolu znacznie przekraczato warto$ci referencyjne. Réwniez
w przypadku probantek o nizszym wyjsciowym stezeniu hormonu, poziom kortyzolu byt
najczesciej nizszy od jego wartosci oznaczonych w pierwszych dniach pobytu w szpitalu.

Rys. 18 - 20 przedstawiaja zmiany poziomu kortyzolu w §linie pacjentek, u ktorych

wyjsciowe st¢zenie hormonu wynosito ponizej 60 ng/ml.

180
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Rys. 18 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas terapii sertraling
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Pacjentka 76, oddzial 7
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Rys. 19 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii citalopramem
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Rys. 20 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas terapii escitalopramem
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Tabela 18. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych sertraling

Sertralina
Pacjentka 11, Pacjentka 74, Pacjentka 75, Pacjentka 77, Pacjentka 82, Pacjentka 87,
oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7

Data S(It?gz/illlll)e Data S(Itfgz/:llll; Data S(Itfgz/:llll; Data S(It?gz/illlll)e Data S(It?gz/illlll)e Data S(It?gz/:llll;
21.04. | 15,750 | 28.07. | 13,750 | 30.07. | 69,500 | 18.08. | 8,250 15.09. | 10,000 | O1.11. | 14,000
25.04. | 2,875 | 29.07. | 20,000 |31.07.| 67,500 | 19.08. | 2,500 16.09. | 10,625 | 10.11. | 13,625
26.04. | 2,750 | 30.07. | 6,875 | 01.08. | 8,875 | 21.08. | 4,250 17.09. | 10,000 | 11.11. | 8,250
27.04. | 2,875 | 31.07. | 3,000 | 02.08.| 10,000 | 22.08. | 6,250 18.09. | 10,000 | 12.11. | 8,875
28.04. | 3,625 | 01.08. | 12,250 | 03.08. | 15,125 | 23.08. | 6,250 19.09. | 7,875 13.11. | 8,875
29.04. | 4,250 | 02.08. | 21,250 | 04.08. | 6,625 | 24.08. | 10,000 | 20.09. | 6,250 14.11. | 13,750
30.04. | 3,375 | 03.08. | 7,500 | 05.08.| 5,000 | 25.08.| 3,125 | 21.09.| 3,125 15.11. | 6,875
02.05. 1,250 | 04.08. | 6,000 | 06.08. | 9,375 26.08 6,250 | 22.09. | 2,250 16.11. | 2,500
03.05. | 10,000 | 05.08. [ 5,000 | 07.08. | 5,000 | 27.08. 1,500 | 23.09. | 19,625 | 17.11. | 4,500
04.05. 1,875 | 06.08. | 10,000 | 08.08. | 2,500 | 28.08. [ 10,000 | 24.09. | 2,625 18.11. | 2,000
05.05. | 3,500 | 07.08. 8,750 | 09.08. | 3,750 | 29.08. 1,750 | 25.09. | 17,000 | 19.11. | 5,125
06.05. | 3,125 | 08.08. | 2,500 10.08. | 6,250 | 30.08. | 0,250 | 26.09. | 9,125 | 20.11.| 2,500
07.05. | 10,000 | 09.08. | 2,500 11.08. | 7,500 27.09. | 5,750 | 21.11. | 5,750
08.05. | 2,250 10.08. | 16,250 | 12.08. | 11,250 28.09. | 6,875 | 22.11. | 3,000
09.05. 1,250 12.08. | 6,000 13.08. | 5,000 29.09. | 7,500 | 23.11. | 3,625
11.05. | 3,125 13.08. | 6,875 14.08. | 4,000 30.09. | 7,500 | 24.11.| 3,750
12.05. | 3,750 14.08. 1,875 15.08. | 5,625 01.10. | 7,500 | 25.11. | 2,625
13.05. | 2,500 15.08. | 6,375 16.08. 1,250 02.10. | 7,750
14.05. | 2,125 16.08. | 3,750 17.08. | 3,750 03.10. | 5,125
15.05. | 2,500 17.08. | 7,500 18.08. | 3,750 04.10. | 6,500
16.05. | 5,000 18.08. | 0,250 19.08. | 2,500 05.10. | 6,500
17.05. 1,750 19.08. | 31,875 | 20.08. | 8,125 06.10. | 2,500
18.05. 1,250 | 20.08. | 3,000 | 21.08. | 3,750 07.10. | 2,250
19.05. 1,250 | 21.08. | 4,250 | 22.08. | 15,000 08.10. | 10,125
20.05. | 10,000 | 22.08. [ 7,500 | 23.08. | 13,750 09.10 | 13,750
21.05. | 25,000 | 23.08. | 8,375 |24.08.| 6,875 10.10. | 18,625
22.05. | 42,500 | 24.08. | 18,000 | 25.08. | 47,500 11.10. | 10,000
23.05. 1,250 | 25.08. | 0,300 | 26.08. | 13,750 12.10. | 10,000
24.05. | 2,000 | 26.08.| 7,875 | 27.08.| 6,750 13.10. | 3,250
25.05. 1,750 | 27.08. | 3,750 | 30.08. | 15,000 14.10. | 10,000
26.05. | 2,500 | 28.08. | 12,625 | 01.09. | 2,125 16.10. | 5,000
27.05. | 4,500 | 29.08. 10,375 | 03.09. | 51,250 17.10. | 8,750
28.05. | 2,500 | 30.08. | 156,250 | 04.09. | 6,250 18.10. | 12,500
29.05. | 2,500 05.09. | 28,750 19.10. | 7,500
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02.06. | 2,750 06.09. | 7,500 20.10. | 6,250
03.06. | 7,625 07.09. | 2,500 21.10 3,625
04.06. | 3,750 08.09. | 8,750 22.10. | 3,375
05.06. | 3,375 09.09 5,000 23.10. | 6,375
09.06. | 3,375 10.09. | 2,500 25.10. | 3,750
11.06. | 3,125 11.09. | 10,750 26.10. | 7,500
12.06. | 2,000 12.09. | 2,500 27.10. | 7,875
13.06. | 4,000 13.09. | 2,500 28.10. | 13,250
14.06. | 2,875 14.09. | 16,250 29.10. | 5,000
15.06. | 3,500 15.09. | 5,000 30.10. | 2,500
16.06. | 4,250 16.09. | 6,250 31.10. | 6,250
17.06. | 4,000 17.09. | 3,750 01.11. | 6,000
18.06. | 4,750 18.09. | 6,250 02.11. | 5,500
19.09. | 2,625 03.11. | 6,250
20.09. | 4,375 04.11. | 4,125
22.09. | 46,250 05.11. | 8,750
23.09. 1,375 06.11. | 5,625
24.09. | 12,500 07.11. | 6,875
25.09. | 7,500 08.11. | 3,375
26.09. | 5,750 09.11. | 4,375
27.09. | 10,950 10.11. | 10,625
28.09. | 15,000 11.11. | 8,000
29.09. | 7,875 12.11. | 4,375
30.09. | 6,250 13.11. | 2,375
01.10. | 5,000 14.11. | 6,875
02.10. | 13,750 15.11. | 15,000
03.10. | 6,750 16.11. | 27,125
04.10 9,250 17.11. | 6,750
05.10. | 5,125 18.11. | 9,375
06.10. | 15,000 19.11. | 10,750
07.10. | 12,500 20.11. | 5,625
08.10 9,875 21.11. | 5,500
09.10. | 2,500 22.11. | 9,625
10.10. | 5,250 23.11. | 84875
11.10. 1,250 25.11. | 4,125
12.10. | 17,500 26.11. | 8,000
13.10. | 6,250 27.11. | 3,8125
14.10. | 12,125 28.11. | 3,750
15.10. | 14,375 29.11. | 10,625
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17.10. | 6,250 30.11. | 2,500
18.10. | 10,750
19.10. 1,250
20.10. | 75,000

Tabela 19. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych sertraling

Sertralina
Pacjentka 6, oddzial 9 Pacjentka 9, oddzial 9 Pacjentka 11, oddziat 9 | Pacjentka 16, oddzial 9
Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stgzenie (ng/ml)
04.04. 190,000 11.04. 45,000 27.06. 23,500 26.06. 4,625
05.04. 48,750 12.04. 5,000 28.06. 15,625 27.06. 5,750
06.04. 22,500 13.04. 2,500 29.06. 20,000 28.06. 10,125
07.04. 12,500 14.04. 7,500 30.06. 10,000 29.06. 3,750
08.04. 27,500 15.04. 8,750 01.07. 3,750 30.06. 6,625
09.04. 10,000 02.07. 10,000 03.07. 9,375
10.04. 6,250 03.07. 8,000 04.07. 7,750
11.04. 10,000 04.07. 17,500 05.07. 3,750
12.04. 55,000 05.07. 6,750 06.07. 10,875
13.04. 11,250 06.07. 4,250 07.07. 5,375
14.04. 7,500 07.07. 3,750 08.07. 5,000
15.04 11,250 08.07. 6,9375 09.07. 4,625
16.04. 3,750 09.07. 2,250 10.07. 3,250
17.04. 0,750 10.07. 5,500 11.07. 12,375
18.04. 17,500 11.07. 6,750 12.07. 11,250
19.04. 20,000 13.07. 10,500
20.04. 1,250 14.07. 10,750
21.04. 23,750 15.07. 4,250
22.04. 1,500 16.07. 4,000
23.04. 5,000 17.07. 7,500
24.04. 7,500 18.07. 7,625
26.04. 3,750 19.07. 7,125
28.04. 5,000 20.07. 7,000
29.04. 65,000 21.07. 10,000
22.07. 7,125
23.07. 9,000
24.07. 9,750
25.07. 9,625
26.07. 4,125
27.07. 7,750
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28.07. 45,000
29.07. 6,625
01.08. 10,000
02.08. 2,875
03.08. 1,875
04.08. 1,250
05.08. 3,250

4.3.3. Wplyw SNRI na wydzielanie kortyzolu

Sposréd badanych pacjentek, 15. stosowato wenlafaksyng, lek nalezacy do grupy SNRI.
Sredni czas hospitalizacji wyniést 48 dni. Podobnie jak we wcze$niej omawianych grupach
lekow, wptyw wenlafaksyny na poziom kortyzolu ksztaltowat si¢ w rdézny sposobow, co
obrazuja wyniki oznaczania hormonu w §linie pacjentek leczonych wspomnianym
preparatem, zebrane w Tabelach 20 — 22. Na ich podstawie mozna zauwazy¢, ze w przypadku
wenlafaksyny wykryto zréznicowane dzialanie leku na wydzielanie kortyzolu.

U niektorych pacjentek, stezenie hormonu szybko ulegalo obnizeniu do wartosci
referencyjnych, w zwiazku z czym czas ich pobytu w szpitalu nie przekroczyl 20. dni.
Ponadto stwierdzono, ze stabilizacja poziomu hormonu byta trwata. Podobny rozktad zmian
stezenia obserwowano podczas stosowania wczesniej omowionych preparatow, m.in.
amitryptyliny, sertraliny i escitalopramu. Na Rys. 21 zilustrowano zmiany st¢zenia kortyzolu
w §linie pacjentki o symbolu 66, ktérej okres hospitalizacji wynidst 18 dni. Zaobserwowano,
iz poziom kortyzolu w ciggu dwoch pierwszych dni obnizyt si¢ do wartosci referencyjnych

obserwowanych u zdrowych ochotnikow.
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Pacjentka 66, oddzial 7
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Rys. 21 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii wenlafaksyna

W przypadku pacjentek, u ktorych stezenie kortyzolu obnizalo si¢ wolniej, a okres
hospitalizacji trwat kilkadziesigt dni, stwierdzono kilka typow zmian poziomu hormonu. Gdy
poczatkowe stezenie hormonu bylo wysokie (powyzej 60 ng/ml), wdwczas w ciagu
kilkunastu dni terapii (12 — 16 dni) poziom hormonu obnizat si¢ stopniowo do wartosci
referencyjnych. Jednakze juz w kilka dni po osiagnigciu wartosci referencyjnych, poziom
kortyzolu ulegal ponownemu podwyzszeniu. Rys. 22 ilustruje typ zmian poziomu hormonu,
podczas ktdrego obserwowano, iz po okresie wzglednej stabilizacji wydzielania kortyzolu,
nast¢puja ponowne duze wahania jego st¢zenia. Mozna jednak zauwazy¢, ze wydzielanie
hormonu nie jest juz tak nasilone, jak mialo to miejsce w poczatkowej fazie leczenia.
Podobne zmiany poziomu kortyzolu obserwowano u pacjentki o symbolu 59, co obrazuje
Rys. 23. Rowniez w tym przypadku stezenie hormonu ulega bardzo powolnemu obnizeniu

(15 dni), a podczas catego procesu leczenia jego poziom wahat sie.
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Pacjentka 40, oddzial 7
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Rys. 22 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii wenlafaksyna

Pacjentka 59, oddzial 7
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Rys. 23 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii wenlafaksyna

W przypadku pacjentek, u ktorych w poczatkowym okresie leczenia stezenie kortyzolu w
slinie wynositlo okoto 40 ng/ml, obserwowano szybsze jego obnizenie do wartosci
referencyjnych, jednakze rowniez w tym przypadku nie nastgpowata stabilizacja, lecz poziom
hormonu wahat si¢. Ten typ zmian prezentuje Rys. 24, z ktérego wynika, iz w przez caly
czasookres hospitalizacji, mimo cze¢sto obserwowanego wzrostu wydzielania kortyzolu, jego

poziom nie przekroczyt wartosci oznaczonych w pierwszych dniach terapii.
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Nalezy podkreslié, iz w przypadku pacjentek leczonych wenlafaksyna, w sposob
szczegdlny uwydatnia si¢ wplyw kortyzolu na czas trwania hospitalizacji. W czgsto
obserwowanych sytuacjach, poziom oznaczanego hormonu ulegal duzym wahaniom, w

zwigzku z czym okres pobytu pacjentek w szpitalu przekraczat 60 dni.
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Rys. 24 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas terapii wenlafaksyna

Tabela 20. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych wenlafaksyna

Wenlafaksyna

Pacjentka 3, oddzial 9 Pacjentka S, oddzial 9 Pacjentka 8, oddzial 9
Data S(I?gz/irllll)e Data S(Ifgz/illl; Data Stezenie (ng/ml)
06.03. 173,625 07.04. 158,750 07.04. 41,250
07.03. 6,250 08.04. 5,000 08.04. 7,500
08.03. 6,250 09.04. 25,000 09.04. 1,625
09.03. 5,625 10.04. 7,500 10.04. 7,500
10.03. 3,750 11.04. 7,500 12.04. 2,500
11.03. 2,500 12.04. 2,500 14.04. 40,000
12.03. 2,500 13.04. 5,000 15.04. 6,250
13.03. 1,125 14.04. 3,750 16.04. 5,000
14.03. 0,250 15.04. 2,500 17.04. 11,250
15.03. 67,500 16.04. 6,250 18.04. 3,750
16.03 6,625 17.04. 22,500 20.04. 7,000
17.03. 77,500 18.04. 3,750 21.04. 36,250
18.03. 40,000 19.04. 5,000 22.04. 2,500
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19.03. 23,250 20.04. 2,750 23.04. 22,500
20.03. 6,250 21.04. 13,750 24.04. 18,750
21.03. 1,250 22.04. 5,000 25.04. 17,500
22.03. 5,000 23.04. 31,250 02.05. 2,875
23.03. 0,250 24.04. 11,250 03.05. 5,000
24.03. 1,250 06.05. 8,750
25.03. 2,500
26.03. 2,500
27.03. 9,750
28.03. 9,750
29.03. 3,750
30.03. 0,250
31.03. 1,750
01.04. 10,375
02.04. 40,000
03.04. 30,000
04.04. 8,750
05.04. 3,125
06.04 18,750
07.04. 15,000
08.04. 5,000
09.04. 20,000
10.04. 3,750
11.04. 35,000
12.04. 5,000
14.04. 3,750
15.04. 1,250
16.04. 8,750
17.04. 1,250
18.04. 8,125
20.04. 5,000
21.04. 18,750
22.04. 1,000
23.04. 7,500
24.04. 5,000
25.04. 0,250
27.04. 10,000
28.04. 2,500
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29.04. 6,250
30.04. 11,250
01.05. 8,750
02.05. 17,500
03.05. 1,125
05.05. 7,500
06.05. 7,500
07.05. 2,500
08.05. 0,025
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4.3.4. Wplyw SSA na wydzielanie kortyzolu

Jedynym lekiem z grupy SSA stosowanym w Polsce jest mianseryna. Preparat ten
podawano siedmiu pacjentkom, ktérych s$redni czas hospitalizacji wyniost 40 dni. W
przypadku tej grupy probantek trudno jest wskaza¢ jednolity profil zmian st¢zenia hormonu.
Wyniki obrazujace réznorodny wplyw mianseryny na poziom kortyzolu w trakcie trwania
hospitalizacji pacjentek przedstawiono w Tabeli 23. W wigkszosci przypadkdéw stezenie
wydzielanego kortyzolu ulegalo znacznym wahaniom w trakcie calego pobytu w szpitalu,
niezaleznie od poczatkowego jego poziomu. Nalezy jednak zauwazy¢, iz kazde nastgpne
zwigkszenie poziomu wydzielanego hormonu byto nizsze od poprzedniego, co zilustrowano
na Rys. 25. Hospitalizacja pacjentki oznaczonej symbolem 42 trwala 60 dni, a poczatkowe
stezenie kortyzolu wynosito 102 ng/ml. W trakcie terapii poziom hormonu wielokrotnie
przekraczal wartosci oznaczane w slinie zdrowych ochotnikdw.

Podobnie wyglada profil pacjentki o symbolu 3 stosujacej ten sam lek, co przedstawiono
graficznie na Rys. 26. ROwniez w tym przypadku poczatkowe st¢zenie kortyzolu bylo
wysokie, a w trakcie calego okresu hospitalizacji ulegato znacznym wahaniom, przekraczajac

w niektorych dniach wartosci referencyjne.

Pacjentka 42, oddzial 7
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Rys. 25 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii mianseryng
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Pacjentka 3, oddzial 7
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Rys. 26 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii mianseryng

Z kolei u pacjentek charakteryzujacych si¢ poziomem hormonu nieznacznie
przekraczajacym stezenie kortyzolu w $linie zdrowych ochotnikdw, najczgsciej nie
dochodzilo do calkowitego obnizenia poziomu hormonu i po kilku dniach terapii amplituda
zmian stezenia kortyzolu zwigkszata si¢. Taki profil zmian stezenia hormonu w $linie ilustruje
Rys. 27. Pacjentka zaraz po przyjeciu do szpitala miata podwyzszony poziom, jednak nie byt
on tak wysoki, jak u probantek o symbolach 3 142, rdwniez stosujagcych mianseryng. W kilka
dni po rozpoczeciu terapii stgzenie hormonu bylo nizsze i1 odpowiadato wartosciom
referencyjnym. Jednakze nie obserwowano tym przypadku diugotrwalej stabilizacji 1 do

konca trwania hospitalizacji poziom kortyzolu pozostat nieznacznie podwyzszony.

Pacjentka 26, oddzial 7
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Rys. 27 Zmiany stgzenia kortyzolu podczas terapii mianseryng
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Na Rys. 28 przedstawiono profil pacjentki oznaczonej symbolem 39, u ktdrej stgzenie
kortyzolu oznaczone krotko po przyjeciu do szpitala bylo podobne do poziomu hormonu u
pacjentki oznaczonej symbolem 26, jednakze pacjentka o symbolu 39 odznacza si¢ tym, iz po
kilku dniach od rozpoczecia terapii st¢zenie kortyzolu uleglo u niej obnizeniu do wartosci
oznaczanych w $linie 0sdb zdrowych, a ponadto czas stabilizacji byt dtuzszy. Jednak rowniez
u pacjentki o symbolu 26 wida¢, ze mimo stosowania leku i poprawy stanu probantki nie jest
mozliwa catkowita kontrola wydzielania hormonu, tak iz w koncowym okresie hospitalizacji

ponownie amplituda stezenia nieznacznie zwicksza si¢ przekraczajac wartosci referencyjne.

Pacjentka 39, oddzial 7
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Rys. 28 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii mianseryng
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4.3.5. Wplyw pozostalych lekow przeciwdepresyjnych na wydzielanie
kortyzolu

Badano rowniez wptyw na poziom kortyzolu czterech lekéw nie nalezacych do Zzadnej z
wczesniej wymienionych grup lekéw przeciwdepresyjnych. Ws$rdd nich znalazly sig
tianeptyna, trazodon, mirtazapina i moklobemid. Sredni czas pobytu w szpitalu pacjentek
stosujacych te substancje wynidst: tianeptyna — 29 dni, trazodon — 79, mirtazapina — 12 i
moklobemid — 23.

Tianeptyna, ktdrej mechanizm dziatania polega na zwigkszaniu wchtaniania serotoniny
oraz hamowaniu osi HPA, powinna znaczaco i szybko obnizy¢ poziom wydzielanego
kortyzolu. W¢rdéd badanych pacjentek trzy stosowaly ten lek, dwie z nich byly
hospitalizowane po raz pierwszy. Wplyw tianeptyny na wydzielanie kortyzolu nieznacznie
rozni si¢ od pozostatych omawianych lekow nalezacych do grupy TLPD, SSRI, czy SNRI.
Zmiany poziomu wydzielanego hormonu pod wplywem terapii tianeptyna oznaczonego w
$linie pacjentek podczas ich hospitalizacji przedstawiono w Tabeli 24. Na Rys. 29
zilustrowano profil zmian poziomu kortyzolu w trakcie terapii tym lekiem. Poczatkowe
stezenie hormonu bylo podwyzszone, po czym nastgpuje stosunkowo lagodne zmniejszenie
jego wydzielania. Rowniez w trakcie terapii tianeptyng obserwowany jest wzrost wydzielania
hormonu, jednak zaréwno wzrost jak 1 obnizenie si¢ stezenia kortyzolu do wartosci

referencyjnych nastepuje stopniowo.

Pacjentka 27, oddzial 7
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Rys. 29 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii tianeptyng
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W przypadku pacjentki, ktdrg hospitalizowano po raz siodmy, profil zmian kortyzolu byt
podobny do profili spotykanych podczas terapii pacjentek wenlafaksyng lub mianseryng, u
ktérych poziom kortyzolu w pierwszych dniach terapii nie przekroczyl 60 ng/ml. Zmiany
stezenia hormonu w trakcie leczenia tianeptyna pacjentki o symbolu 84 ilustruje Rys. 30.
Nalezy podkresli¢, iz mimo znacznych wahan poziomu kortyzolu, w szczegdlnosci w
poczatkowym etapie leczenia, amplituda zmian jest mniejsza niz w przypadku pacjentek
stosujacych leki z innych grup, m.in. citalopram, sertraling, wenlafaksyn¢ i mianseryng.
Ponadto roznice pomiedzy ste¢zeniami wyznaczonymi w kolejnych dniach s3 mniejsze, co

dodatkowo §wiadczy o bezposrednim hamowaniu osi HPA przez tianeptyng.

Pacjentka 84, oddzial 7
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Rys. 30 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii tianeptyng

Trazodon jest jedynym lekiem z grupy SARI zarejestrowanym w Polsce. Jego
mechanizm dziatania polega na hamowaniu wychwytu zwrotnego serotoniny oraz
antagonistycznym wptywie na receptor 5-HT,. W trakcie badan trazodon najczesciej
podawano w polipragmazji, natomiast w monoterapii stosowano go u trzech pacjentek,
ktorych sredni czas terapii wynidst 79 dni. Wszystkie pacjentki byty juz kilkakrotnie leczone
w szpitalu z powodu depresji, jednak okres hospitalizacji nie byt proporcjonalny do krotnosci
pobytu. Przez wigksza czes¢ pobytu pacjentek w szpitalu poziom wydzielanego kortyzolu byt
podwyzszony, co obrazuje Tabela 24, w ktorej przedstawiono stezenie hormonu w
poszczegbdlnych dniach leczenia pacjentek tym lekiem. W przypadku probantki, u ktorej
wyjsciowe stezenie hormonu przekroczylo 180 ng/ml, obserwowano szybkie jego obnizenie

tak, iz po 10. dniach hospitalizacji oznaczona wartos¢ odpowiadata poziomowi hormonu u
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os6b zdrowych. Jednak po kilku dniach stabilizacji obserwowano ponowne zwigkszenie
wydzielania kortyzolu, ktére w tym przypadku bylo znacznie nizsze niz w poczatkowej fazie
leczenia. Do konca trwania hospitalizacji poziom hormonu wahat si¢ i czgsto przekraczal
wartosci referencyjne, jednak jego wzrost nie byt juz tak znaczacy jak w pierwszych dniach

hospitalizacji. Zmiany poziomu kortyzolu pacjentki leczonej trazodonem przedstawia Rys.
31.

Pacjentka 10, oddzial 9
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Rys. 31 Zmiany stezenia kortyzolu podczas terapii trazodonem

W przypadku pozostatych dwdch pacjentek leczonych trazodonem poziom kortyzolu
oznaczony w poczatkowym okresie hospitalizacji byt podwyzszony, jednak nie tak znaczaco
jak u probantki oznaczonej symbolem 10. W trakcie pobytu w szpitalu pozostatych pacjentek
leczonych trazodonem, poziom hormonu takze si¢ wahal, jednak amplituda zmian jego
stezenia byta mniejsza. Dotyczy to réwniez okresu, w ktorym stezenie kortyzolu odpowiadato
wartosciom referencyjnym, ktory byl dhuzszy. Profil zmian poziom hormonu u pacjentki
leczonej trazodonem, u ktorej stwierdzono nieznaczne podwyzszenie jego wydzielania,

obrazuje Rys. 32.
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Pacjentka 13, oddzial 9
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Rys. 32 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas terapii trazodonem

Pozostale dwa leki stosowane w monoterapii to mirtazapina i moklobemid., ktérymi
leczono tylko dwie pacjentki. Okres pobytu w szpitalu probantek byt krotki, terapia
mirtazaping trwata 12 dni, natomiast moklobemidem 23. Ponadto stezenie kortyzolu, ktére w
pierwszych dniach terapii tylko nieznacznie byto podwyzszone, w obu przypadkach szybko
obnizylo si¢ do warto$ci oznaczanych w $linie 0sob zdrowych, co zilustrowano w Tabeli 24.

Na tej podstawie okreslono profil zmian poziomu kortyzolu w $linie pacjentki leczone;j

moklobemidem, co ilustruje Rys. 33.

Pacjentka 16, oddzial 7
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Rys. 33 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas terapii moklobemidem
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4.3.6. Wplyw polipragmazji na wydzielanie kortyzolu

Podawane w monoterapii leki przeciwdepresyjne u okoto 20% pacjentéw nie przynosza
oczekiwanych efektow terapeutycznych nawet po kilku tygodniach leczenia. Dlatego tez w
przypadku tzw. depresji lekoopornej stosowana jest terapia skojarzona. Polipragmazja
praktykowana jest takze w przypadku, gdy nalezy rozszerzy¢ spektrum dzialania leku. Wsréd
97. badanych pacjentek, 16. poddano terapii skojarzonej. Najczesciej taczono leki z grupy
SSRI (sertraling, citalopram i escitalopram) z SARI (trazodonem) oraz SSA (mianseryng). W
kilku przypadkach podawano trazodon lacznie z wenlafaksyna (SNRI). Sredni czas
hospitalizacji pacjentek stosujacych terapi¢ skojarzong wyniodst 40 dni.

Wyniki analizy poziomu kortyzolu w §linie pacjentek stosujacych terapie skojarzong
przedstawiaja Tabele 25 — 28. Na podstawie otrzymanych danych stwierdzono, ze oznaczony
w pierwszych dniach terapii kortyzol w §linie pacjentek leczonych preparatami z grupy SSRI
w polaczeniu z trazodonem najczgsciej przekraczal wartosci referencyjne. Tylko w jednym
przypadku przez caly okres hospitalizacji stezenie hormonu nie przekroczyto dopuszczalnych

norm, co ilustruje Rys. 34.

Pacjentka 7, oddzial 7
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Rys. 34 Zmiany stgzenia kortyzolu podczas politerapii escitalopramem i trazodonem

U pozostatych pacjentek jego poczatkowe stezenie nie przekraczalo 60 ng/ml. Ponadto
obnizenie poziomu wydzielanego hormonu nastepowato najczgsciej w przeciagu czterech dni

od rozpoczecia terapii. W przypadku pacjentek, dla ktorych byta to pierwsza hospitalizacja z
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powodu depresji, zauwazyé mozna silniejszy wplyw zastosowanej polipragmazji poprzez
trwate obnizenie poziomu kortyzolu. Profil zmian wydzielania hormonu przedstawiaja Rys.
35136. Rys. 35 obrazuje wplyw politerapii sertraling oraz trazodonem na poziom kortyzolu w
slinie pacjentki hospitalizowanej po raz pierwszy. Nalezy zauwazy¢, iz stezenie kortyzolu
ulega trwalemu obnizeniu do wartos$ci referencyjnych po okoto dwdch tygodniach terapii i nie
ulega podwyzszeniu ponad norme¢ do konca trwania hospitalizacji. W przypadku pacjentki,
ktérej profil zmian poziomu oznaczanego hormonu przedstawiono na Rys. 36, stosowano
terapi¢ skojarzong escitalopramem z trazodonem. Probantka przebywala w szpitalu po raz
szosty. Rowniez w tym przypadku obnizenie poziomu wydzielanego hormonu nastgpito
stosunkowo szybko, jednak po krdtkim czasie stezenie kortyzolu ponownie wzroslto, aby po
kilka nastgpnych dniach obnizy¢ sig, tak iz do konca trwania hospitalizacji wydzielanie

kortyzolu nieznacznie wahalo si¢ przekraczajac wartosci referencyjne.

Pacjentka 9, oddzial 7
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Rys. 35 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas politerapii sertraling i trazodonem
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Pacjentka 86, oddzial 7
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Rys. 36 Zmiany stezenia kortyzolu podczas politerapii escitalopramem i trazodonem

Leki z grupy SSRI taczono réwniez z mianseryng. Taka terapie skojarzong zastosowano

u trzech pacjentek, ktorych sredni czas hospitalizacji wynidst 26 dni. U wszystkich badanych

probantek stwierdzono podwyzszony poziom kortyzolu w pierwszych dniach terapii, ktory

wynosil okoto 40 ng/ml. W wyniku zastosowanego leczenia skojarzonego lekami z grupy

SSRI 1 mianseryng poziom hormonu obnizyt si¢, jednak nie mozna wykaza¢, aby

zmniejszenie jego wydzielania bylto trwate. Po kilku dniach u wszystkich badanych pacjentek

nastepowal ponowny wzrost stezenia hormonu, a jego wahania utrzymywaly si¢ do konca

trwania hospitalizacji. Profil zmian poziomu kortyzolu w §linie wybranej pacjentki, u ktore;j

zastosowano politerapi¢ citalopramem i1 mianseryng przedstawia Rys. 37.
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Rys. 37 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas politerapii citalopramem i mianseryna
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Kolejnymi lekami, z ktorymi stosowano tacznie preparaty z grupy SSRI byty
wenlafaksyna, mirtazapina oraz leki z grupy TLPD, klomipramina i doksepina. Najczgsciej
podawanym lekiem z grupy SSRI byla sertralina, ktéra faczono z pozostatymi preparatami.
Tylko w jednym przypadku zastosowano terapi¢ skojarzong citalopramu z klomipraming u
pacjentki oznaczonej symbolem 80, ktdra wielokrotnie byta hospitalizowana (12-krotnie), w
tym badaniu czas jej pobytu w szpitalu wyniost 76 dni. Profil zmian poziomu oznaczanego w
jej Slinie kortyzolu przedstawia Rys. 38. Poczatkowe stg¢zenie hormonu wielokrotnie
przekraczato wartosci referencyjne, jednak po wdrozeniu leczenia uleglo bardzo szybko
obnizeniu. Niestety, rowniez w tym przypadku po kilku dniach terapii st¢zenie kortyzolu
ponownie przekroczylo wartosci oznaczane u osob zdrowych 1 przez kilka kolejnych dni
ulegato duzym zmianom. Dopiero po okofo 50. dniach terapii nastgpito trwale zmniejszenie
wydzielania hormonu 1 praktycznie do konca trwania hospitalizacji bylo zgodne z

wartosciami oznaczanymi u 0sob zdrowych.
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Rys. 38 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas politerapii citalopramem i klomipramingna

W pozostalych przypadkach polipragmazji, w ktérych z grupy SSRI stosowano
sertraling, trudno jest wskaza¢ cechy wspolne dla profili zmian poziomu kortyzolu. W
zadnym z omawianych przyktadow, w wyjatkiem terapii skojarzonej z mirtazaping, nie udato
si¢ obnizy¢ poziomu hormonu do warto$ci oznaczanych w §linie zdrowych ochotnikow.
Ponadto zastosowanie polipragmazji sertraliny 1 mirtazapiny pozwolifo na trwale
zmniejszenie wydzielania kortyzolu w przeciagu pierwszych 13. dni terapii, co zobrazowano
graficznie na Rys. 39.

109



Pacjentka 29, oddzial 7
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Rys. 39 Zmiany stezenia kortyzolu podczas politerapii sertraling i mirtazaping

W przypadku pacjentek, u ktorych zastosowano polaczenie sertraliny z wenlafaksyna
oraz sertraliny z dokseping nie uzyskano tak dobrych wynikéw, jak u probantki o symbolu 29.
Obie pacjentki byly hospitalizowane po raz pierwszy, a profile zmian st¢zenia hormonu byly
podobne do opisanych w przypadku politerapii innymi lekami przeciwdepresyjnymi, np.:
sertaling 1 trazodonem (pacjentka o symbolu 9), czy escitalopramem i trazodonem (pacjentka
o symbolu 86). Przykladowy profil zmian poziomu kortyzolu u pacjentki stosujacej
politerapi¢ sertraling 1 wenlafaksyng ilustruje Rys. 40. Réwniez obserwowano podwyzszone
stezenie hormonu w pierwszych dniach terapii, oraz zmniejszenie jego wydzielania po
krétkim okresie leczenia. Zmiany te nie byly trwale i do konca hospitalizacji stezenie

hormonu wahalo sie¢, czesto przekraczajac wartosci referencyjne.
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Pacjentka 55, oddzial 7
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Rys. 40 Zmiany st¢zenia kortyzolu podczas politerapii sertraling i wenlafaksyna

Jak wspomniano w rozdziale 4.3.5. trazodon byl jednym z najczgsciej stosowanych
lekow w polipragmazji. Terapi¢ skojarzona tym preparatem prowadzono laczac go z
omoéwionym wyzej preparatami z grupy SSRI (sertralig, escitalopramem), jak réwniez z
innymi lekami - wenlafaksyng i mianseryng. W realizowanych w niniejszej pracy badaniach
trzy pacjentki byly leczone trazodonem z wenlafaksyng, przy czym jedna z nich dodatkowo
otrzymywata rowniez mianseryne. Sredni czas hospitalizacji pacjentek wyniést 38 dni. W
pierwszych dniach pobytu w szpitalu stgzenie kortyzolu u wszystkich probantek bylo
podwyzszone, a ponadto pomimo zastosowanej terapii i poczatkowego zmniejszenia si¢ jego
wydzielania, wahato si¢ podczas catego okresu hospitalizacji i nieznacznie przekraczato
wartosci referencyjne. Dodatkowo nalezy zauwazy¢, iz wtorny wzrost stezenia hormonu
nigdy nie przewyzszyt poziomu wykrytego w pierwszych dniach terapii 1 najczesciej wynosit
kilkanascie ng/ml. Profil zmian st¢zenia kortyzolu w §linie pacjentki poddanej terapii

skojarzonej trazodonem i wenlafaksyng obrazuje Rys. 41.
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Pacjentka 45, oddzial 7

45
2
30 \
5 Y I
15 '
o A A
; ANAVAVASNEN
V\/.J | .V\, | VY\-

Stezenie kortyzolu (ng/ml)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Czasookres hospitalizacji (dni)

Rys. 41 Zmiany stezenia kortyzolu podczas politerapii trazodonem i wenlafaksyng

Wsrod stosowanych lekow w terapii skojarzonej znalazty si¢ rowniez mianseryna w
polaczeniu z wenlafaksyng. Taki typ polipragmazji zastosowano u jednej z pacjentek, ktorej
profil zmian kortyzolu zilustrowano na Rys. 42. Probantka przebywata w szpitalu po raz
szosty. Nalezy zauwazy¢, iz rowniez w tym przypadku stezenie kortyzolu silnie waha si¢
podczas calego okresu hospitalizacji, jednakze amplituda tych zmian jest coraz mniejsza, a

ponadto pod koniec pobytu w szpitalu poziom hormonu odpowiadal warto$ciom

referencyjnym.

Pacjentka 85, oddzial 7
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Rys. 42 Zmiany stgzenia kortyzolu podczas politerapii mianseryng i wenlafaksyna
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Tabela 25. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych sertraling w polaczeniu z

innymi lekami

Polipragmazja
sertralina i sertralina i sertralina i sertralina i sertralina i
trazodon mirtazapina wenlafaksyna mianseryna doksepina
Pacjentka 9, Pacjentka 29, Pacjentka 55, Pacjentka 83, Pacjentka 88,
oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7

Data | Stezenie (ng/ml) | Data S(fgz/ilﬁ)e Data S(L@gz/‘:«:llll)e Data S(I?gz/:ll;)e Data S(I?gz/:llll;
14.04. 16,250 12.11. 31,250 27.04. 95,000 17.09. 42,000 27.10. 13,500
16.04. 15,000 23.11. 12,250 05.05. 9,250 21.09. 13,750 10.11. 12,125
17.04. 13,750 25.11. 3,000 06.05. 37,250 22.09. 11,250 11.11. 9,000
18.04. 7,500 26.11. 2,500 07.05. 6,250 23.09. 17,500 12.11. 3,375
19.04. 10,000 29.11. 5,000 08.05. 7,875 24.09. 8,000 13.11. 8,375
20.04. 3,750 04.12. 5,250 09.05. 4,875 25.09. 27,500 14.11. 3,375
21.04. 10,000 05.12. 3,750 10.05. 82,500 26.09. 5,000 15.11. 8,625
22.04. 6,250 06.12. 3,125 11.05. 52,500 27.09. 13,750 16.11. 9,875
23.04. 3,500 07.12. 3,250 13.05. 20,000 28.09. 11,625 17.11. 3,375
24.04. 5,000 08.12. 3,750 14.05. 5,250 29.09. 1,375 18.11. 11,250
25.04. 22,500 09.12. 3,750 15.05. 32,500 30.09. 15,000 19.11. 9,375
26.04. 7,500 10.12. 3,000 17.05. 25,000 01.10. 17,500 20.11. 8,625
28.04. 2,875 12.12. 3,375 18.05. 11,375 04.10. 2,500 21.11. 12,250
29.04. 8,750 14.12. 4,000 19.05. 20,000 05.10. 5,000 22.11. 3,125
30.04. 10,000 15.12. 7,875 21.05. 15,000 06.10. 5,500 23.11. 5,250
02.05. 3,000 16.12. 2,750 22.05. 11,500 07.10. 2,500 24.11. 2,125
03.05. 2,500 25.05. 4,750 08.10. 5,625 25.11. 2,000
04.05. 7,875 26.05. 13,000
05.05. 2,875 28.05. 17,500
06.05. 2,500 02.06. 9,125
07.05. 1,500 03.06. 6,125
08.05. 2,000 04.06. 7,000
09.05. 1,625 05.06. 9,125
10.05. 1,625 06.06. 4,750
11.05. 1,875 07.06. 5,750
12.05. 2,250 08.06. 5,375
13.05. 1,250 09.06. 9,250
14.05. 1,250 11.06. 4,375
15.05. 1,250 15.06. 2,500
20.05. 2,500 16.06. 8,750
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21.05. 2,500 17.06. 11,375
22.05. 2,250
26.05. 1,500
27.05. 3,750
02.06. 3,750
03.06. 1,875
04.06. 2,875
08.06. 1,375
09.06. 2,500
10.06. 1,250
11.06. 1,250
12.06. 2,500
13.06. 3,750

Tabela 26. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych citalopramem w

polaczeniu z innymi lekami

Polipragmazja

citalopram i mianseryna

citalopram i klomipramina

Pacjentka 52, oddzial 7 | Pacjentka 58, oddzial 7 Pacjentka 80, oddziat 7
Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stezenie (ng/ml) | Data Stezenie (ng/ml)
14.03. 46,250 28.05. 39,000 15.09. 72,000
15.03. 18,750 30.05. 17,125 16.09. 7,500
16.03. 7,125 02.06. 6,750 17.09. 3,750
17.03. 15,000 03.06. 8,625 18.09. 6,250
18.03. 7,500 05.06. 11,250 19.09. 4,250
19.03. 16,125 06.06. 7,500 20.09. 11,250
20.03. 7,500 07.06. 32,500 21.09. 5,000
21.03. 5,500 08.06. 13,000 22.09. 21,250
23.03. 1,750 09.06. 11,500 23.09. 20,000
24.03. 9,000 11.06. 5,000 24.09. 12,250
13.06. 6,875 25.09. 6,250
15.06. 2,875 26.09. 12,125
16.06. 3,250 27.09. 18,750
17.06. 3,625 28.09. 11,250
24.06. 9,000 29.09. 22,500
26.06. 10,125 30.09. 5,000
28.06. 3,250 01.10. 7,500
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02.07. 6,250 02.10. 17,500
04.07. 13,750 03.10. 10,000
05.07. 4,000 04.10. 47,500
06.07. 4,250 05.10. 32,500
07.07. 16,250 06.10. 8,750
08.07. 6,750 07.10. 8,750
09.07. 20,000 08.10. 41,250
10.07. 5,750 09.10. 3,750
11.07. 23,750 10.10. 4,125
12.07. 7,500 11.10. 31,250
13.07. 10,750 12.10. 12,375
13.10. 3,000
14.10. 10,000
15.10. 12,500
16.10. 11,250
17.10. 11,375
18.10. 21,250
19.10. 17,500
20.10. 2,750
21.10. 7,250
22.10. 5,000
23.10. 7,500
25.10. 10,625
26.10. 5,000
27.10. 7,375
28.10. 5,750
29.10. 6,250
30.10. 8,750
31.10. 8,750
01.11. 3,250
02.11. 10,375
03.11. 3,000
04.11. 10,875
05.11. 5,000
06.11. 5,500
08.11. 4,250
09.11. 4,875
10.11. 2,625
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11.11. 6,125
12.11. 4,125
13.11. 6,750
14.11. 3,250
15.11. 5,500
16.11. 6,250
17.11. 3,5625
18.11. 5,750
19.11. 6,500
20.11. 4,375
21.11. 6,750
22.11. 7,750
23.11. 10,500
24.11. 11,750
27.11. 8,375
29.11. 3,000
30.11. 5,500

Tabela 27. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych escitalopramem w

polaczeniu z trazodonem

Polipragmazja (escitalopram i trazodon)

Pacjentka 7, oddzial 7 Pacjentka 12, oddzial 7 | Pacjentka 64, oddzial 7 | Pacjentka 86, oddzial 7
Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stezenie (ng/ml) | Data | Stgzenie (ng/ml)
31.03. 6,250 22.04. 45,750 06.07. 61,000 14.10. 44,800
02.04. 3,000 25.04. 41,250 07.07. 35,000 16.10. 13,5625
03.04. 2,500 26.04. 5,000 08.07. 20,000 17.10. 25,875
04.04. 2,000 27.04. 2,500 09.07. 15,000 18.10. 33,250
05.04. 2,375 28.04. 3,750 10.07. 46,250 19.10. 21,000
06.04. 1,250 29.04. 3,750 11.07. 10,625 20.10. 10,250
07.04. 1,750 30.04. 5,000 12.07. 6,125 21.10. 5,500
08.04. 1,750 02.05. 2,500 13.07. 9,125 22.10. 7,875
09.04. 2,125 03.05. 3,125 14.07. 11,750 23.10. 7,875
10.04. 2,875 04.05. 6,250 24.10. 6,500
11.04. 6,250 05.05. 3,750 25.10. 9,375
12.04. 3,375 06.05. 3,750 26.10. 7,000
13.04. 1,250 07.05. 3,750 27.10. 6,375
14.04. 2,500 08.05. 3,750 28.10. 7,500
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15.04. 1,250 09.05. 3,750 29.10. 6,250
16.04. 1,625 10.05. 2,500 30.10. 35,000
17.04. 1,250 11.05. 2,500 31.10. 17,875
18.04. 1,875 12.05. 2,500 02.11. 13,250
19.04. 1,250 14.05. 3,750 03.11. 5,000
20.04. 1,250 15.05. 2,500 04.11. 5,000
21.04. 1,250 16.05. 3,750 05.11. 10,625
22.04. 1,500 17.05. 3,750 06.11. 6,625
24.04. 3,375 18.05. 4,250 07.11. 9,250
25.04. 6,250 19.05. 2,250 08.11. 3,000
26.04. 3,750 20.05. 4,375 11.11. 10,250
28.04. 5,000 21.05. 3,250 12.11. 11,750
29.04. 3,750 22.05. 1,750 13.11. 5,375
30.04. 2,500 23.05. 3,250 14.11. 8,750
06.05. 2,500 24.05. 2,000 15.11. 5,625
07.05. 3,750 25.05. 2,250 16.11. 5,375
08.05. 3,750 26.05. 2,125 17.11. 6,750
09.05. 6,250 27.05. 2,875 18.11. 4,250
10.05. 3,750 28.05. 9,000 19.11. 10,125
12.05. 3,750 29.05. 2,125 20.11. 4,500
15.05. 2,500 30.05. 2,750 21.11. 12,125
16.05. 2,500 01.06. 3,375 22.11. 10,500
19.05. 2,500 02.06. 2,750 23.11. 3,125
20.05. 3,750 03.06. 15,000 24.11. 11,500
21.05. 3,750 04.06. 3,750 25.11. 3,750
05.06. 2,500 27.11. 7,750
06.06. 4,625 28.11. 7,625
07.06. 5,625 29.11. 3,375
08.06. 4,250 30.11. 2,375
09.06. 3,125
10.06. 2,375
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Tabela 28. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych poliprgmazja

Polipragmazja

wenlafaksyna i trazodon

wenlafaksyna, mianseryna i trazodon

mianseryna i wenlafaksyna

Pacjentka 22, Pacjentka 45, Pacjentka 51, Pacjentka 85,
oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7
Data S(fgz/?ﬁ(; Data | Stezenie (ng/ml) Data S(Itf;gz/(:llll; Data Stezenie (ng/ml)
19.07. | 32,000 | 16.02. 41,625 09.03. 15,625 06.10. 23,500
20.07. | 2,750 | 24.02. 17,500 10.03. 12,125 09.10. 21,750
22.07. | 5,000 | 25.02. 17,000 11.03. 6,875 10.10. 38,500
23.07. | 3,125 | 26.02. 23,750 13.03. 7,375 11.10. 27,200
24.07. | 6,000 | 27.02. 13,625 14.03. 5,250 12.10. 10,000
25.07. | 8,375 | 28.02. 27,125 15.03. 4,750 13.10. 9,625
26.07. | 5,375 | 01.03. 3,000 16.03. 9,250 14.10. 21,625
27.07. | 3,625 | 02.03. 12,125 17.03. 6,750 15.10. 18,625
28.07. | 5,000 | 03.03. 2,500 19.03. 5,375 16.10. 12,250
29.07. | 6,750 | 04.03. 3,750 20.03. 12,125 17.10. 5,250
31.07. | 3,875 | 05.03. 4,250 21.03. 7,250 18.10. 4,625
01.08. | 18,750 | 06.03. 9,125 23.03. 11,750 19.10. 4,500
02.08. | 4,625 | 07.03. 7,375 24.03. 4,250 21.10. 22,625
05.08. | 3,750 | 08.03. 5,875 25.03. 9,125 22.10. 3,875
06.08. | 11,500 | 09.03. 10,000 26.03. 2,750 23.10. 15,000
07.08. | 10,250 | 10.03. 4,125 27.03. 6,250 25.10. 4,375
08.08. | 20,125 | 11.03. 7,875 28.03. 2,875 26.10. 11,000
09.08. | 10,125 | 12.03. 10,000 29.03. 6,000 27.10. 5,625
10.08. | 6,875 13.03. 7,250 30.03. 6,250 28.10. 5,250
11.08. | 2,500 15.03. 7,750 31.03. 2,750 29.10. 11,875
12.08. | 4,000 16.03. 5,500 01.04. 3,375 30.10. 6,750
13.08. | 15,000 | 17.03. 2,500 02.04. 2,875 31.10. 5,750
14.08. | 2,875 18.03. 4,625 03.04. 3,000 01.11. 3,750
15.08. | 3,125 19.03. 1,500 04.04. 4,875 02.11. 3,125
20.03. 23,750 05.04. 10,125 03.11. 8,625
21.03. 11,000 06.04. 9,250 04.11. 14,625
23.03. 8,125 07.04. 6,000 05.11. 12,375
24.03. 8,125 14.04. 6,000 06.11. 10,875
25.03. 6,750 15.04. 1,500 07.11. 10,750
26.03. 6,500 08.11. 19,750
27.03. 6,125 09.11. 7,750
28.03. 8,250 10.11. 9,125
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29.03. 1,250 11.11. 9,500
30.03. 9,500 12.11. 5,875
31.03. 2,500 13.11. 2,875
01.04. 6,375 14.11. 5,250
02.04. 3,750 15.11. 4,625
03.04. 3,625 16.11. 2,8125
17.11. 5,125
18.11. 3,000
19.11. 7,625

4.3.7. Wplyw pozostalych lekow psychotropowych na wydzielanie

Kkortyzolu

W przypadku depresji pojawiajacej si¢ w chorobie afektywnej dwubiegunowej nie jest
wskazane stosowanie typowych lekdw przeciwdepresyjnych ze wzgledu na duze
prawdopodobienstwo wystapienia w trakcie ich podawania epizodu maniakalnego. Ponadto u
pacjentek w starszym wieku, u ktérych depresji wspoltowarzysza zaburzenia organiczne,
rowniez czesto podaje si¢ leki nalezace do starszej generacji neuroleptykéw. Dlatego tez kilka
z badanych probantek leczono innymi lekami psychotropowymi, takimi jak perazyna,
hydroksyzyna, zyprazydon i olanzapina. Wspomniana farmakoterapia nie odpowiadata celowi
postawionemu w pracy, jednakze warto zauwazy¢, iz takze w przypadku tych preparatow
profile zmian stezenia kortyzolu u badanych probantek wygladaly podobnie do
przedstawionych powyzej, co ilustrujag wyniki oznaczen poziomu hormonu zebrane w Tabeli
29 1 30. Natomiast profil zmian poziomu hormonu pod wpltywem stosowanych neuroleptykow

u przyktadowych pacjentek o symbolach 13 i 21 zilustrowano na Rys. 43 144.
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Tabela 29. Wyniki analizy poziomu kortyzolu u pacjentek leczonych perazyna

Perazyna
Pacjentka 13, Pacjentka 18, Pacjentka 19, Pacjentka 38, Pacjentka 62,
oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddzial 7 oddziat 7

Data S(fgz/en?]; Data S(Itfgz/:llll; Data S(Itfgz/:llll; Data S(Itf;gz/illlll)e Data S(It?gz/illlll)e
23.04. | 26,250 | 20.06. | 26,250 | 18.07. | 3,000 13.01. | 133,500 | 06.07. | 8,750
25.04. | 25,000 | 21.06. | 12,500 | 19.07. | 6,250 14.01. | 123,000 | 07.07. | 4,625
26.04. | 4,375 | 22.06. | 6,250 | 20.07. | 5,750 15.01. | 11,250 | 09.07. | 3,250
27.04. | 7,000 | 23.06. | 2,625 16.01. | 15,000 | 10.07. | 8,625
28.04. 1,500 | 24.06. | 3,125 17.01. | 5,000 11.07. | 2,500
29.04. 1,625 | 25.06. | 2,500 18.01. | 85,000
30.04. 1,750 | 26.06. | 2,000 19.01. | 17,500
02.05. 1,625 | 27.06. | 3,375 20.01. | 43,750
03.05. 1,875 | 28.06. | 2,875 21.01. | 18,750
04.05. 1,375 | 29.06. | 8,250 22.01. | 7,500
05.05. 1,750 24.01. 17,50
06.05. | 2,250 25.01. | 8,625
07.05. | 2,000 26.01. | 3,500
09.05. 1,250 27.01. | 4,125
10.05. | 2,250 28.01. | 8,125
11.05. 1,250 29.01. | 3,750
13.05. | 2,125 30.01. | 4,250
14.05. | 2,375 31.01. | 11,250
15.05. | 2,125 01.02. | 6,125
19.05. 1,375 02.02. | 9,625
20.05. 1,375 03.02. | 13,250
21.05. | 2,250 04.02. | 5,875
22.05. | 2,250 05.02. | 12,625
23.05. 1,375 06.02. | 3,500
24.05. | 2,000 07.02 4,500
25.05. 1,250 08.02. | 15,000
26.05. | 2,250 09.02. | 8,375
28.05. | 4,125 10.02. | 11,500
29.05. 1,250 11.02. | 5,500

12.02. | 3,125

13.02. | 6,250

14.02. | 6,625

15.02. | 5,375

16.02. | 9,125
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17.02. | 13,750
18.02. | 3,750
19.02. | 16,250
20.02. | 38,750
21.02. | 9,500
22.02. | 42,500
23.02. | 9,000
24.02. | 18,750
25.02. | 5,625
26.02. | 17,500
28.02. | 13,3125
01.03. | 78,250
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5. Dyskusja wynikow

W 2007 roku mingto 50 lat od opublikowania pierwszego artykutu traktujacego o
dziataniu przeciwdepresyjnym imipraminy, bedacej pierwszym lekiem przeciwdepresyjnym
nalezagcym do grupy TPLD. Od tego czasu wprowadzono do lecznictwa ponad 50 lekdw
stosowanych w tym schorzeniu. W migdzyczasie, wiele z nich wycofano ze wzgledu na
dziatania niepozadane, a etiologia depresji nadal nie jest do konca poznana. Obecnie
poszukuje si¢ nowych preparatdw o dziataniu przeciwdepresyjnym, nie tylko koncentrujac si¢
na ich wptywie na neuroprzekazniki ale rowniez dzialajacych na inne struktury i receptory.
Do takich kierunkéw zainteresowan naleza m.in. inhibitory syntezy steroiddw, agonisci
receptora glukokortykosteroidowego czy neuroaktywnych steroidow (62, 63, 64).

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania mialy na celu okreslenie wptywu
lekow przeciwdepresyjnych, stosowanych zardwno w monoterapii jak i polipragmazji, na
wydzielanie kortyzolu u pacjentek hospitalizowanych z powodu depresji. Wzrost wydzielania
kortyzolu spowodowany zaburzeniami aktywnos$ci osi podwzgorze - przysadka - nadnercza
zostatl potwierdzony licznymi badaniami, tak iz obecnie uwaza sie, ze jedna z przyczyn
wystepowania depresji jest ostabienie sprz¢zenia zwrotnego osi HPA (3, 4). Wybdr pacjentek,
jako grupy badanej podyktowany byl tym, iz depresja nalezaca do najczesciej wystgpujacych
chorob na swiecie dotyka w gldwnej mierze wiasnie tej plci. Ponadto przebieg schorzen
psychicznych jest duzo intensywniejszy u kobiet niz ma to miejsce u me¢zczyzn (65).

Przystepujac do realizacji badan nalezalo dokona¢ wyboru materiatu biologicznego,
ktory umozliwi w tatwy 1 prosty sposob oznaczenie ilosciowe kortyzolu. Najczesciej
stosowanym w tym celu materialem diagnostycznym jest krew, ktora umozliwia oznaczenie
catkowitego stezenia hormonu, jednak mozliwos¢ wywolania infekcji oraz dyskomfortu
zwiazanego z codziennym pobieraniem tego materialu stanowi istotng przeszkode w realizacji
zalozonego celu. Drugim co do czestosci wykorzystania materiatlem biologicznym jest mocz,
szczegbdlnie polecany podczas badan przesiewowych w kierunku wykrycia syndromu
Cushinga, jednak w tym przypadku pobdor materiatu do badan odbywa si¢ poprzez zbiorke
dobowg, co rowniez nie jest korzystne dla pacjentek przebywajacych w szpitalu. Natomiast
slina, jako materiat biologiczny, umozliwia nieinwazyjny oraz bezstresowy pobdr prébek,
przez co ogranicza mozliwos¢ zwickszonego wydzielania kortyzolu w odpowiedzi na stres

zwigzany z codziennym pobieraniem krwi. Ponadto w przytoczonej w czgsci teoretycznej
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literaturze wielokrotnie podkreslano silng zalezno$¢ pomigdzy zmianami st¢zenia kortyzolu
we krwi, w moczu i w $linie (48 — 61).

Kolejnym krokiem w kierunku realizacji zatozonego programu badan bylo opracowanie
metody analitycznej pozwalajacej na szybkie i precyzyjne okreslenie poziomu kortyzolu w
$linie. Z przedstawionego we Wstepie piSmiennictwie wynika, iz do najczesciej stosowanych
metod ilo§ciowego oznaczania hormondw naleza techniki nieseparacyjne (38 — 43). Jednak w
przypadku prowadzenia badan z uzyciem tych metod zachodzi prawdopodobienstwo
wystapienia tzw. reakcji krzyzowej, ktora moze spowodowac zawyzenie wynikOw oznaczen
kortyzolu (46). Rowniez ze wzgledu na niskie stezenie analizowanego hormonu w $linie u
zdrowych ochotnikow, zastosowanie metod nieseparacyjnych mogloby przyczyni¢ si¢ do
wystgpienia duzego bledu, a tym samym zafalszowania wynikow. W zwigzku z tym
zdecydowano si¢ na zastosowanie metody separacyjnej — HPLC z detekcja UV, ktdra stosuje
si¢ od poczatku lat 90’ z uwagi na mozliwos¢ precyzyjnego kortyzolu w $linie (66, 67).

Podczas opracowywania metody analitycznej probki $liny pobierano w godzinach
wieczornych, co wynikato z udokumentowanego dobowego rytmu wydzielania kortyzolu, w
ktérym stezenie hormonu jest najnizsze okoto godziny dwudziestej (1). Dlatego tez materiat
biologiczny przeznaczony do wyznaczenia krzywej kalibracji oraz walidacji metody byt
gromadzony o tej porze dnia, kiedy to stezenie kortyzolu w $linie nie przekracza 1 ng/ml (44).
W przypadku analizy probek pochodzacych od zdrowych ochotnikéw oraz materiatu
pobieranego od pacjentek cierpiacych na depresje, w ktorym oznaczano zmiany poziomu
hormonu, pobor sliny do badan obywat si¢ okoto godziny 10, kiedy to wydzielanie kortyzolu
jest najwicksze. Sling zbierano do plastikowych probéwek, bez wezesniejszej stymulacji, co
wynikato przede wszystkim z potrzeby jak najwickszego skrocenia czasu poboru materiatu ze
wzgledu na stan hospitalizowanych probantek. Podobny sposdéb gromadzenia materiatu
opisywano réwniez w literaturze (52, 54, 55).

Po przeprowadzeniu optymalizacji metody analitycznej zdecydowano si¢ na oznaczanie
kortyzolu w objetosci 1 ml materiatu biologicznego z uzyciem ekstrakcji typu LLE (rozdziat
4.1.), ktéra zapewnia lepsze oczyszczenie probki oraz skrocenie czasu jej przygotowania. Jest
to szczegolnie istotne jezeli uwzgledni si¢ fakt, ze metode przygotowano do analizy materiatu
biologicznego pochodzacego od 97. pacjentek, obejmujacego tacznie 2653. probki. Ponadto
metoda z uzyciem ekstrakcji LLE charakteryzowata si¢ lepsza precyzja oznaczen niz
ekstrakcja SPE. Ocene wydajnosci zastosowanego typu ekstrakcji przeprowadzono dla dwoch

stezen kortyzolu, 15 1 125 ng/ml. Na podstawie zestawionych w Tabeli 8 danych mozna
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wnioskowaé, ze w trakcie ekstrakcji typu LLE obserwuje si¢ mniejsze straty analitu niz ma to
miejsce w przypadku ekstrakcji SPE, co potwierdzono obliczajac stosunek stezenia analitu w
prébcee, ktdra poddano pelnej procedurze analitycznej do stezenia analitu w probee, do ktorej
kortyzol dodano po przeprowadzeniu procesu ekstrakcji. Dla obu badanych stezen kortyzolu
wydajno$¢ ekstrakeji przekroczyta 94%.

Postgpowanie analityczne obejmujace wszystkie probki, zardwno te przeznaczone do
walidacji metody i pochodzace od zdrowych ochotnikow, jak i otrzymane od pacjentek,
przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.5.1. Podobng procedure
stosuje si¢ rowniez w przypadku innych materialow biologicznych, m.in. krwi (57). Przed
przystapieniem do analizy, probki §liny zamrazano w celu usuni¢cia mucyn (52), ponadto w
trakcie procedury analitycznej pozbywano si¢ reszty biatek rozpuszczajac sucha pozostatosé
po odparowaniu warstwy dichlorometanowej w acetonitrylu (46). Dodatkowo wykonano test
zamrazania i rozmrazania probek sliny obcigzonych kortyzolem, ktorego procedurg opisano w
rozdziale 3.5.3. W efekcie tych badan stwierdzono, ze zamrazanie probek $liny przed ich
analiza nie powoduje strat analitu. Analiza zestawionych w Tabeli 5 wynikéw wskazuje, iz
pomimo przeprowadzenia czterech cykli zamrazania i rozmrazania probek, odzysk dla
kazdego z badanych stezen przekroczyt 93%.

Analize chromatograficzng przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w punkcie
3.5.2. Warunki analizy zmodyfikowano w stosunku do opisanych w literaturze (44 — 46),
wprowadzajac prosty uklad binarny w ukladzie izokratycznym, umozliwiajacy
satysfakcjonujacy rozdziat zwigzkéw. W cytowanym we Wstgpie pismiennictwie jako
modyfikator wymieniano najczesciej metanol, a ponadto rozdziat przeprowadzano stosujac
technike pracy w gradiencie (44 - 46).

Detekcje kortyzolu oraz karbamazepiny prowadzono przy dilugosci fali 240 nm. Przed
przystapieniem do analizy zarejestrowano widmo absorpcji kortyzolu. Stwierdzono, ze
maksimum absorpcji dla tego zwigzku wystepuje przy dtugosci fali 240 nm, co odpowiada
wymaganiom farmakopealnym oraz jest zgodne z danym literaturowymi (66).

Krzywa kalibracji wyznaczono w przedziale st¢zen od 5 do 200 ng/ml i réwniez w tym
przedziale potwierdzono liniowos¢ opracowanej metody (r = 0,9997). Zakres stezen, w
ktorym wyznaczono krzywa kalibracji, rozszerzono w stosunku do danych literaturowych (44,
45), ze wzgledu na potrzebe oznaczenia kortyzolu u pacjentek hospitalizowanych z powodu

depresji, u ktérych nalezato si¢ spodziewaé podwyzszonego poziomu hormonu.
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Zastosowana metoda ekstrakcji oraz warunki analizy chromatograficznej pozwolity na
opracowanie selektywnej metody oznaczania kortyzolu w $linie. Chromatogram ekstraktu
nieobcigzonej sliny pobranej od zdrowego ochotnika okoto godziny dwudziestej i probki tego
materialu biologicznego z dodatkiem roznych stgzen kortyzolu ilustruje Rys. 2. W miejscu
wystepowania pikow analitu oraz wzorca wewnetrznego nie stwierdzono obecnos$ci
zanieczyszczen pochodzacych z matrycy biologicznej, dzigki czemu mozliwe jest oznaczenie
takze nizszych stg¢zen kortyzolu w nieobcigzonych prdobkach §liny gromadzonych okoto
godziny dziesiatej, gdy stezenie wydzielanego kortyzolu w $linie pochodzacej od zdrowych
ochotnikéw oraz badanych pacjentek jest najwyzsze.

Opracowang metod¢ analityczng zwalidowano okreslajac jej powtarzalno$¢ oraz
odtwarzalnos¢. W obu przypadkach obliczone wartosci wspotczynnikow zmiennosci
charakteryzowaly si¢ niska wartoscig, t.j. nie przekraczaly 10% (CV). Pozwala to
wnioskowaé o dobrej precyzji oznaczen zarowno serii jednoczesnej (intra — day) jak i migdzy
dniami (inter — day). Ponadto odtwarzalno§¢ metody potwierdzono nie tylko poprzez
wykonanie analizy w roznym czasie, ale rowniez na innym aparacie HPLC oraz przy
zastosowaniu odczynnikdéw pochodzacych z innej firmy, kontrolujac tym samym odpornos¢
opracowanej metody. Na podstawie uzyskanego odzysku analitu, obliczonego w oparciu o
wyniki otrzymane w trakcie badania powtarzalnosci i odtwarzalnosci metody, okreslono
doktadnos$¢ metody. W zwiazku z tym, ze w obu przypadkach minimalna warto$¢ odzysku
wyniosta 93,20%, mozna stwierdzi¢ ze badana metoda jest dokladna.

Scharakteryzowana powyzej metoda analityczna postuzyta do okreslenia zmian poziomu
kortyzolu w §linie pacjentek hospitalizowanych z powodu depresji. Dane zamieszczone w
piSmiennictwie cytowanym we Wstepie (3, 4) wykazuja, ze u wiekszosci chorych dochodzi
do zwiekszonego wydzielania kortyzolu na skutek zaburzen sprzezenia zwrotnego osi HPA.
Dlatego tez przystepujac do badan mozna bylo zalozy¢, iz u wigkszosci z badanych probantek
stezenie hormonu bedzie podwyzszone, co potwierdzity wyniki pdzniejszych analiz.
Zastosowanie detekcji UV pozwolito na wyznaczenie granicy wykrywalnosci na poziomie 2
ng/ml, natomiast oznaczalnosci - 5 ng/ml, co jest zgodne z danymi literaturowymi (57), w
ktorych granice wykrywalnos$ci okreslono na poziomie 3 ng/ml.

Przed przystgpieniem do analizy danych uzyskanych w wyniku oznaczenia poziomu
hormonu w probkach sliny pochodzacych od pacjentek, okreslono poziom kortyzolu w $linie
zdrowych ochotniczek, pobranej okolo godziny dziesigtej, tak aby stanowila materiat

odniesienia dla poziomu hormonu oznaczonego w probkach $liny pacjentek z depresja.
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Otrzymane wartosci miescity si¢ w zakresie stezen pomiedzy 3,125 a 7,500 ng/ml i s zgodne
z danymi literaturowymi (48, 50, 52, 54, 55, 59), wedhug ktorych stezenie wydzielanego
kortyzolu oznaczone w §linie 0sdb zdrowych w godzinach porannych miesci si¢ w zakresie
stezen pomigdzy 2,30 a 6,37 ng/ml. Za wartosci referencyjne dla poziomu kortyzolu
oznaczonego w S$linie w godzinach porannych, przyjeto zakres stezen od 1 do 8 ng/ml,
natomiast poziom hormonu wydzielanego wieczorem nie powinien przekracza¢ 1 ng/ml (46).

Po zebraniu wszystkich danych o czasookresie pobytu pacjentek w szpitalu, ich krotnosci
oraz zastosowane] farmakoterapii, nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy stosowanym lekiem
a czasookresem hospitalizacji pacjentki. Zobrazowano to na Rys. 3, na ktéorym przedstawiono
czas pobytu probantek w szpitalu oraz podawane preparaty. Stwierdzono, ze tylko na
podstawie zastosowanego leku nie mozna jednoznacznie okresli¢, jak dlugo bedzie trwata
hospitalizacja pacjentki. W ten sposéb wykluczono, ze lek lub grupa lekow
przeciwdepresyjnych determinuje czas leczenia. Pozwolilo to zalozy¢ wplyw innych
czynnikow na szybko$¢ poprawy stanu pacjentek, m.in. poziomu kortyzolu. Teori¢ t¢
potwierdzaja liczne doniesienia naukowe (3, 4, 68 — 73), traktujace depresj¢ jako stan
dhlugotrwatego stresu powodujacego wzrost aktywnosci uktadu HPA, a w nastgpstwie tego
réwniez poziomu kortyzolu (74 — 76). Dlatego tez istotna jest odpowiedZz na pytanie jak
stosowane powszechnie leki przeciwdepresyjne beda wptywaly na poziom kortyzolu. Jak
wspomniano we Wstepie, tylko nieliczne publikacje traktuja o zmianach stezenia tego
hormonu podczas trwania terapii (6, 30 - 33), natomiast wielokrotnie badano wptyw lekow
przeciwdepresyjnych na poziom kortyzolu u zdrowych ochotnikdw oraz u chorych po
zakonczeniu leczenia (6 — 38).

Leczenie pierwszego epizodu depresyjnego rozpoczyna si¢ od zastosowania dowolnego
leku przeciwdepresyjnego w monoterapii (77, 78). W niniejszej pracy badano wplyw
najczesciej stosowanych lekéw przeciwdepresyjnych podawanych zarowno w monoterapii jak
1 polipragmazji na wydzielanie kortyzolu. Najstarszymi lekami przeciwdepresyjnymi sg leki z
grupy TLPD. Obecnie najczesciej podawanymi preparatami z tej grupy sa amitryptylina i
klomipramina (77), co ujawnity m.in. niniejsze badania, poniewaz na dwanascie pacjentek
leczonych w monoterapii lekami z grupy TLPD, siedem otrzymywato amitryptyling,
natomiast trzy klomipraming¢. Pozostate dwie pacjentki otrzymywaty opipramol i doksepine.

Zaobserwowano, iz w przypadku pacjentek z podwyzszonym poczatkowym poziomem
kortyzolu niezaleznie od zastosowanego preparatu, szybkos$¢ obnizania si¢ stezenia hormonu

determinowata okres pobytu pacjentki w szpitalu. Potwierdzajg to dotychczasowe doniesienia
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(6, 9), z ktorych wynika, ze po przeprowadzonej terapii pacjentek ze stwierdzong depresja, w
tym réowniez lekooporna, nastepuje zmniejszenie wydzielania kortyzolu. Ponadto poprawa
stanu pacjentki zalezala od szybkosci obnizania si¢ poziomu hormonu, co w szczegolnosci
dotyczylo pacjentek leczonych amitryptyling. Uwidocznilo si¢ to zwlaszcza u probantek,
ktorych pobyt w szpitalu nie przekroczyt 20 dni.

Podczas realizacji badan zaobserwowano réwniez, ze u wszystkich pacjentek leczonych
lekami z grupy TLPD, po 30. dniu terapii nastgpowato zwickszenie wydzielania kortyzolu,
ktore po uptywie kilku (do pigciu) dni ustgpowato. W badaniach prowadzonych przez Weber—
Hamann 1 wsp. (7), okreslono stezenie kortyzolu w §linie po 35. dniu terapii. Stwierdzono, ze
u pacjentek stosujacych amitryptyling poziom hormonu ulegt obnizeniu. Czas po ktéorym
wykonano oznaczenie, pokrywa si¢ z okresem, jaki uptynal od wtérnego zwigkszenia
wydzielania kortyzolu w przypadku niniejszych badan. Réwniez wyniki innych
opublikowanych badan potwierdzaja obnizenie poziomu kortyzolu (8, 9, 79), jednakze w tych
przypadkach oznaczenie hormonu prowadzono w dniach, w ktorych jego wydzielanie bylo
obnizone w stosunku do wartosci mierzonych w pierwszych dniach terapii.

Ponadto w przedstawionej we Wstgpie bibliografii (10, 11, 13) wielokrotnie podkreslano
wplyw klomipraminy na dzialanie receptorow serotoninowych, a w konsekwencji
podwyzszenie poziomu kortyzolu. W niniejszej pracy, w przypadku pacjentek leczonych tym
lekiem wykazano, ze po 30. dniu terapii st¢zenie kortyzolu ulegalo podwyzszeniu, nawet u
probantek, u ktérych poczatkowy poziom hormonu nieznacznie przekraczat wartosci
oznaczone w Slinie zdrowych ochotniczek. Nastepnie stezenie hormonu obnizato sie¢, lecz
nadal pozostawalo wyzsze niz oznaczone w poczatkowym okresie leczenia. Natomiast u
pacjentki o symbolu 41, ktéra wykazywata zwigkszone wydzielanie hormonu na poczatku
hospitalizacji nie zauwazono obnizenia poziomu hormonu przez wigkszg czg$¢ pobytu w
szpitalu. Obserwacje te potwierdzaja hipotez¢ o modyfikacji receptorow 5-HT przez
klomipraming, co w konsekwencji powoduje podwyzszenie poziomu kortyzolu (10, 11, 13,
80, 81).

Rzadziej stosowanymi lekami z grupy TLPD sg opipramol i doksepina. W niniejszych
badaniach wzigta udziat tylko jedna pacjentka (o symbolu 28) stosujaca dokseping, jednakze
zaobserwowano, iz profil zmian st¢zenia kortyzolu rozni si¢ od profili pacjentek stosujacych
inne preparaty nalezace do grupy TLPD. Poczatkowy podwyzszony poziom kortyzolu po
wdrozonej terapii tym lekiem ulega obnizeniu, a wtorny wzrost wydzielania hormonu

nastepuje siedem dni po rozpoczeciu leczenia. W przypadku tej pacjentki nie obserwuje si¢
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podwyzszonego poziomu kortyzolu po 30. dniu leczenia. Podobny wptyw doksepiny na
stezenie kortyzolu opisano rdwniez w literaturze (82).

Opipramol przyjmowata takze tylko jedna pacjentka. Zwazywszy na mechanizm
dzialania tej substancji, polegajacy na hamowaniu receptoréw serotoninowych 5-HT, oraz
adrenergicznych a,, powinna ona obniza¢ poziom kortyzolu podobnie jak mialo to miejsce w
przypadku amitryptyliny czy doksepiny. W badaniu wzigta udziat pacjentka, ktora
hospitalizowano z powodu depresji po raz pierwszy, jednakze poziom kortyzolu pozostawat
podwyzszony przez caty okres pobytu w szpitalu (153 dni), co $wiadczy o silnym wplywie
osi HPA a takze wydzielanego kortyzolu na stan zdrowia pacjentki.

Najczesciej stosowng grupa lekow przeciwdepresyjnych sa preparaty z grupy SSRI, ktore
ze wzgledu na mniejsza ilos¢ dziatan niepozadanych w stosunku do TLPD, podawane sa w
depresjach o roznym podtozu. Wséréd wskazan do aplikacji preparatow z grupy SSRI sa
depresje zwigzane z choroba niedokrwienng serca, gdzie udowodniono wspotistnienie leku,
depresji oraz zaburzen pracy serca (83, 84). Substancje nalezace do grupy SSRI s3 rowniez
zalecane jako leki pierwszego wyboru u chorych na depresj¢ w przebiegu chorob
neurologicznych, takich jak udar modzgu, stwardnienie rozsiane, padaczka 1 choroba
Alzheimera (85). Ponadto leki SSRI zalecane sa réwniez podczas leczenia depresji
towarzyszacej bolowi (86), lgkom u oséb z chorobg Charcot-Marie-Tooth (87), a takze w
wielu przypadkach depresji towarzyszacej chorobom skory (88). Innymi wskazaniami do
podawania SSRI sa rowniez depresje z objawami atypowymi, do ktérych naleza: nadmierne
taknienie (hiperfagia), hipersomnia, oci¢zatos¢ 1 wrazliwos$¢ na odrzucenie (89) oraz depresje
wystepujace u oséb w wieku podesztym (90). Zalecane sg takze w trakcie terapii sprawcow
przestepstw seksualnych (91).

W niniejszych badaniach leki SSRI stanowity najliczniejsza grupg preparatow, tak iz 28
pacjentek bylo leczonych w monoterapii ta grupg lekdw, a ponadto 11 pacjentek stosowalo je
w politerapii, wérdd nich najczg¢sciej podawana byta sertralina, ktorg w monoterapii leczono
10 pacjentek oraz citalopram i jego enancjomer — escitalopram, ktére w sumie stosowano u
12. pacjentek. W trakcie badan zaobserwowano, iz w przypadku probantek leczonych
nieselektywnymi inhibitorami wychwytu zwrotnego serotoniny, u ktérych wyjsciowy poziom
kortyzolu byl nieznacznie podwyzszony oraz u ktéorych wystapita szybka odpowiedz
organizmu na zastosowang farmakoterapi¢ w postaci obnizenia poziomu kortyzolu (w
przeciggu 3. dni), pobyt pacjentek w szpitalu byt krotki — ponizej 20. dni, a oznaczone

stezenie hormonu nie przekraczalo wartosci referencyjnych do konca trwania hospitalizacji.
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Podobnag zalezno$¢ zaobserwowano réwniez w przypadku pacjentek leczonych lekami z
grupy TLPD, a szczegdlnosci stosujacych amitryptyling.

W przypadku pacjentek, ktdrych okres hospitalizacji przekroczyl 30 dni, obnizenie
poziomu kortyzolu nastagpilo réwniez stosunkowo szybko (pomiedzy 3. a 6. dniem), jednakze
po 30. dniu farmakoterapii wykryto ponowny wzrost wydzielania hormonu. Wzrost
wydzielania kortyzolu obserwowano niezaleznie od wyjsciowego stezenia hormonu,
oznaczonego w pierwszych dniach pobytu w szpitalu. Podobne zmiany w profilach
wydzielania kortyzolu zauwazono roéwniez u pacjentek leczonych preparatami z grupy TLPD,
przy czym wtorny wzrost stezenia kortyzolu obserwowano po 35. dniu terapii. Ponadto w
przypadku pacjentek stosujacych I generacje¢ lekdw przeciwdepresyjnych, stezenie kortyzolu
obnizylo si¢ do wartosci referencyjnych, czego nie stwierdzono u pacjentek leczonych lekami
z grupy SSRI. Moze to mie¢ zwigzek z bezposrednim wplywem tej grupy lekéw (SSRI) na
receptory serotoninowe.

Dotychczas prowadzone badania nie daja jednoznacznej odpowiedzi, jak leki z grupy
SSRI wplywaja na wydzielanie kortyzolu. Wielokrotnie potwierdzono wzrost wydzielania
hormonu po zastosowaniu citalopramu u oséb zdrowych (14 - 18, 21), natomiast w przypadku
chorych, u ktérych nastgpilo zaburzenie dziatania osi HPA wplyw lekéw z grupy SSRI nie
jest juz tak jednoznaczny. Z pismiennictwa (17, 18) wiadomo, iz citalopram powoduje
obnizenie wydzielania kortyzolu u pacjentow poddanych terapii tym lekiem trwajacej co
najmniej 10 tygodni. Nie zaobserwowano natomiast takiej reakcji organizmu podczas
osmiotygodniowej farmakoterapii citalopramem (19, 20).

Na podstawie przeprowadzonych badan wykryto, ze w przypadku pacjentek leczonych
citalopramem oraz escitalopramem, po 30. dniu terapii, kiedy to poziom hormonu byl juz
zblizony do wartosci referencyjnych, wystapito ponowne podwyzszenie stezenia kortyzolu,
jednakze wzrost jego wydzielania byt tylko przejsciowy. Nie zauwazono réwniez by wtdrne
podniesienie st¢zenia analitu bylo tak wysokie, jak poziomu hormonu oznaczany w
pierwszych dniach terapii. Moze to $wiadczy¢, iz amplitudy zmian stezenia kortyzolu ulegaja
zmniejszeniu wraz z czasem trwania terapii citalopramem. Stad tez roznice jakie pojawity si¢
w wynikach dotychczas przeprowadzonych 1 opublikowanych badaniach (17 - 20).

Pozostale badane leki nalezace do grupy SSRI wykazaly podobny do citalopramu wptyw
na wydzielanie kortyzolu, co potwierdzono m.in. oznaczajagc wpltyw sertraliny na poziom

hormonu, przed oraz po czteromiesiecznej kuracji lekiem (92). Rowniez w tym przypadku
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poziom kortyzolu u probantdw z depresja byt nizszy po przeprowadzonej terapii, ktdra trwata
ponad 10 tygodni, niz przed jej rozpoczgciem.

Lekiem dzialajacym podobnie jak SSRI na przekaznictwo serotoninergiczne, a
dodatkowo noradrenergiczne jest wenlafaksyna, ktora jest jednym z podstawowych lekow
stosowanych w terapii depresji (62). Najczesciej stosowana jest w przypadku glebokich i
wymagajacych hospitalizacji epizodow depresyjnych (77) oraz w leczeniu i profilaktyce
zaburzen depresyjnych nawracajacych (93). Ze wzglegdu na wplyw wenlafaksyny na
neuroprzekazniki serotoninowe i noradrenergiczne, podawana jest rowniez w terapii bolu
przewlektego, ktory czesto moze by¢ spowodowany zmniejszong aktywnoscia szlakow
neuronalnych biorgcych udzial w patogenezie depresji (94, 95). Poniewaz w wielu
przypadkach chorobom somatycznym towarzyszy depresja, badania z zastosowaniem
wenlafaksyny prowadzono w neuropatii cukrzycowej, w leczeniu migren, jak réwniez
podczas terapii chronicznych zespotdw bdlowych o rdznej etiologii (94).

Wenlafaksyna podobnie jak leki z grupy SSRI znalazta takze zastosowanie w leczeniu
depresji w przebiegu chordb neurologicznych (85), w psychodermatologii, a w szczegolnosci
w leczeniu dysmorfofobii oraz w terapii nerwicowych przeczoséw (samookaleczania si¢ przy
pomocy papierosdw, chemikalidw lub ostrych narzedzi) (88). Wenlafaksyna jest rowniez
podawana w farmakoterapii depresji wystepujacej u 0sob starszych (90, 96).

W publikacjach przedstawiajacych wplyw wenlafaksyny na wydzielanie kortyzolu
podkreslano jej zréznicowane oddziatywanie na poziom hormonu u o0séb zdrowych oraz
cierpigcych na depresje (22 — 24). Jak juz wspomniano lek ten hamuje wtérny wychwyt
serotoniny oraz noradrenaliny. Wiadomym jest, iz mniejsze dawki wenlafaksyny dziatajg
gléwnie na receptor serotoninowy, dlatego tez zrozumialym wydaje si¢ fakt podwyzszenia
wydzielania kortyzolu po podaniu tego leku osobom zdrowym (22, 23). Podobny wplyw na
poziom hormonu obserwowano po aplikacji citalopramu oraz klomipraminy (10, 14 — 16).

U o0sdéb chorych na depresje, u ktérych stwierdzono podwyzszony poziom kortyzolu,
wenlafaksyna po kilkutygodniowej terapii spowodowala obnizenie st¢zenia hormonu,
jednakze nie nastgpita normalizacja osi HPA, co manifestowalo si¢ podwyzszonym
poziomem ACTH (24). Ponadto zaobserwowano, ze w przebiegu depresji dochodzi do
zmniejszenia aktywnosci enzymow odpowiadajacych za rozktad kortyzolu, co réwniez moze
przyczynia¢ si¢ do podwyzszenia poziomu tego hormonu. W trakcie terapii wenlafaksyna

stwierdzono, iz aktywnosci enzymoéw wrocita do normy (25).
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W niniejszych badaniach stwierdzono, ze wenlafaksyna wywiera zréznicowane dzialanie
na zmiany poziomu kortyzolu, co w znaczacy sposob wptywato na czas trwania hospitalizacji.
W przypadku probantek, u ktérych zaobserwowano szybka odpowiedZ organizmu na
prowadzong farmakoterapig, tak iz poziom kortyzolu obnizyt si¢ do wartos$ci referencyjnych
w ciggu pierwszych kilku dni leczenia, okres pobytu w szpitalu nie przekroczyl 30 dni.
Natomiast w przypadku pacjentek, u ktérych normalizacja wydzielania kortyzolu trwata
ponad 30 dni, zaobserwowano wicksze wahania poziomu hormonu w trakcie leczenia.
Ponadto zauwazono rowniez, iz po prawie 30. dniach pobytu w szpitalu, u dwdch pacjentek
stosujacych wenlafaksyng¢ nastapil silny wzrost wydzielania kortyzolu, podobny do tego jaki
wystepowal u probantek leczonych preparatami z grupy TLPD, m.in. amitryptyling, czy
SSRI, np. citalopramem. Uwidaczniato si¢ to w szczegdlnosci u pacjentek, ktdrych czas
hospitalizacji najczesciej przekroczyt 60 dni. Tylko jedna z badanych probantek, u ktorej
obserwowano wtorny wzrost poziomu kortyzolu, przebywata w szpitalu 50 dni.

Ponadto zaobserwowano rdwniez, iz na czasookres hospitalizacji miala wplyw amplituda
zmian stezenia kortyzolu w trakcie leczenia, natomiast nie odnotowano takiej zaleznosci od
wyjsciowego stezenia hormonu. Nawet w przypadku, gdy poziom kortyzolu oznaczony w
poczatkowym okresie hospitalizacji byt bardzo podwyzszony, np. u pacjentki oznaczonej
symbolem 31 (stezenie kortyzolu przekroczylo 350 ng/ml), okres hospitalizacji trwat
zaledwie 34 dni, a czas w jakim doszlo do obnizenia wydzielania kortyzolu to 8 dni.
Natomiast w przypadku probantki o symbolu 50, ktorej okres hospitalizacji wynidst 87 dni,
mimo stosunkowo nieznacznie podwyzszonego poziomu hormonu w poczatkowym okresie
leczenia (40 ng/ml), zaobserwowano silne wahania wydzielania kortyzolu w trakcie catego
okresu pobytu w szpitalu.

W opublikowanych danych na temat wptywu wenlafaksyny na poziom kortyzolu (24),
terapi¢ tym lekiem prowadzono przez okres 6 tygodni. W przeprowadzonych badaniach w
przypadku pacjentek hospitalizowanych ponizej 42. dni (6 tygodni), zaobserwowano réwniez
zmniejszenie wydzielania kortyzolu w stosunku do wartosci oznaczonych w pierwszych
dniach leczenia. Jednakze po zakonczeniu leczenia nie zawsze oznaczony poziom hormonu
odpowiadal wartosciom referencyjnym.

W badaniach okreslono takze wplyw mianseryny na wydzielanie kortyzolu. Lek ten jest
jedynym zarejestrowanym w Polsce przedstawicielem grupy SSA, ktéry wykazuje
antagonistyczne dziatanie w stosunku do receptora adrenergicznego o, (62). Mianseryna jest

najczesciej podawana w depresji, ktorej towarzyszy niepokoj oraz bezsennos¢ (77), a ponadto
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stosowana jest jako lek z wyboru w przypadku depresji u chorych w stanie terminalnym (97)
oraz w leczeniu bezsennosci pierwotnej (98).

W opublikowanych dotychczas badaniach niewiele miejsca poswigcono wptywowi
mianseryny na wydzielanie kortyzolu. Nieliczne prace na ten temat wskazuja, ze u oséb z
depresja mianseryna powoduje normalizacje aktywnosci osi HPA, co w konsekwencji
wplywa na obnizenie wydzielania hormonu (27 — 29).

W niniejszych badaniach siedem pacjentek, u ktérych oznaczano poziom kortyzolu w
Slinie, leczono mianseryng. W trakcie eksperymentu nie zaobserwowano, aby wydzielanie
hormonu trwale obnizylo si¢ do wartosci referencyjnych. W kilku przypadkach, po kilku
dniach leczenia stgzenie kortyzolu bylo nizsze niz oznaczone w pierwszych dniach pobytu w
szpitalu. Dotyczylto to w szczegdlnosci pacjentek, ktorych okres hospitalizacji nie przekroczyt
46 dni. U tych probantek zauwazalne jest ponadto nieznaczne przekroczenie wartosci
referencyjnych poziomu kortyzolu pod koniec pobytu w szpitalu, co moze swiadczy¢ o
stabilizacji aktywnosci osi HPA.

W przypadku pacjentek, u ktdrych amplituda wahan poziomu kortyzolu byta znaczna lub
stezenie hormonu nie obnizylo si¢ do wartosci oznaczanych w §linie zdrowych ochotnikéw,
czas hospitalizacji wynidst ponad 55 dni.

Analizowano réwniez wplyw na  wydzielanie kortyzolu innych lekow
przeciwdepresyjnych, rzadziej stosowanych w leczeniu zamknigtym. Byly to tianeptyna,
moklobemid i mirtazapina, ponadto okreslono takze wptyw trazodonu na poziom hormonu,
leku najczg$ciej podawanego w terapii skojarzone;.

Mechanizm dzialania tianeptyny polega m.in. na bezposrednim hamowaniu osi HPA.
Powoduje ona réwniez, w przeciwienstwie do pozostalych lekéw przeciwdepresyjnych,
zwigkszenie wychwytu zwrotnego serotoniny. Tianeptyna najczescie] podawana jest w
przypadku depresji z nasilonym lekiem i zaburzeniami snu (85), a takze u chorych w stanie
terminalnym (97).

Badania prowadzone z udzialem zdrowych ochotnikdw wykazaly, iz tianeptyna
powoduje podwyzszenie poziomu kortyzolu (35), podobnie jak ma to miejsce w przypadku
lekéw hamujacych wtorny wychwyt serotoniny, m.in. citalopramu. Natomiast w przypadku
0sob cierpigcych na depresj¢ stwierdzono, iz tianeptyna w niewielkim stopniu zmniejsza
wydzielanie kortyzolu, a ponadto efekt ten nie rdzni si¢ znaczaco od otrzymanego podczas

stosowania lekéw z grupy SSRI (36).
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W trakcie przeprowadzonych badan tylko trzy pacjentki otrzymywaty tianeptyne,
jednakze 1 w tych przypadkach nie zaobserwowano calkowitej stabilizacji wydzielania
kortyzolu, tak iz w trakcie leczenia poziom hormonu podwyzszat si¢. Zauwazono jednak, ze
zmiany stezenia wydzielanego hormonu nastepowaly lagodniej, niz mialo to miejsce w
przypadku lekéw z grupy SSRI czy SNRI. Uwidocznito si¢ to w szczegdlnie u pacjentek,
ktére hospitalizowano po raz pierwszy. W przypadku pacjentki leczonej w szpitalu po raz
siddmy, zmiany poziomu kortyzolu nie odbiegaty od tych obserwowanych podczas leczenia
probantek lekami z grupy SSRI. Potwierdzaja to dane literaturowe (36), wskazujace na
obnizenie wydzielania kortyzolu, przy czym zmiany te nie roznily si¢ znaczaco od
obserwowanych w trakcie terapii SSRI.

Kolejnym lekiem rzadziej stosowanym w leczeniu zamknigtym jest mirtazapina,
dzialajaca antagonistycznie w stosunku do receptoréw adrenergicznych i serotoninowych
(62). Stosowana jest najcze¢sciej w depresji z nasilonym lgkiem oraz zaburzeniami snu (85), a
takze w leczeniu depresji z towarzyszacym przewlektym, napigciowym bolem glowy (95)
oraz w depresji towarzyszacej chorobie Parkinsona (99).

Z dotychczas opublikowanych badan dotyczacych wplywu mirtazapiny na poziom
kortyzolu wynika, iz u zdrowych ochotnikéw lek ten powoduje obnizenie wydzielania
hormonu (30), natomiast w przypadku osob z depresja dzialanie mitrazapiny nie jest juz tak
jednoznaczne. W wigkszosci opisanych przypadkow, w wyniku pigciotygodniowej terapii
mirtazaping aktywnos¢ osi HPA ulegla normalizacji i poziom kortyzolu obnizyt si¢ (32, 33).
Takze po zastosowaniu testu DEX/CRH, odpowiedz organizmu osdéb leczonych mirtazapia na
kortykoliberyn¢ byta identyczna z obserwowang u o0séb zdrowych 1 nastepowalo
podwyzszenie wydzielania hormonu (31).

Realizujac cel rozprawy doktorskiej, mirtazaping w monoterapii zastosowano tylko u
jednej pacjentki, u ktorej lek ten réwniez obnizat stezenie kortyzolu. Ponadto szybkosc
zmniejszenia wydzielania hormonu byla proporcjonalna do czasu terapii, o czym $wiadczy
fakt, iz okres hospitalizacji pacjentki wyniost tylko 12 dni.

Kolejnym badanym lekiem, wywierajacym wptyw na poziom kortyzolu byt trazodon.
W monoterapii preparat ten stosowany jest w leczeniu zaburzen lekowych, zaburzen
zachowan, t.j. drazliwos$ci, niepokoju, agresji i zachowan opozycyjnych u oséb z otepieniem,
jak réwniez w leczeniu uzaleznien od alkoholu czy benzodiazepin. Ponadto podawany jest tez
w zaburzeniach snu a takze w terapii depresji z nasilonym lgkiem oraz ze wspotistniejacymi z

depresja zaburzeniami snu (85, 100).
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W ramach prowadzonych badan trazodon stosowano w monoterapii u trzech pacjentek.
Zaobserwowano, ze pod wplywem zastosowanej terapii poziom kortyzolu ulegt szybkiemu
obnizeniu i u dwoch z trzech pacjentek, u ktérych poczatkowe stezenie hormonu nie
przekroczylo 40 ng/ml, zmniejszenie jego wydzielania bylo w znacznej mierze trwale,
ponadto tylko w nielicznych sytuacjach pojawiaty si¢ wtorne epizody podwyzszonego
stezenia kortyzolu. Natomiast u pacjentki, ktorej wyjSciowe stgzenie hormonu znacznie
przekroczylo wartosci referencyjne (poziom hormonu u tej pacjentki to 180 ng/ml), nie udato
si¢ trwale obnizy¢ wydzielania kortyzolu, tak iz praktycznie przez caly okres terapii jego
stezenie bylo podwyzszone.

Biorac pod uwage mechanizm dzialania trazodonu, polegajacy na hamowaniu wychwytu
zwrotnego serotoniny oraz blokowaniu receptora SHT, (62), podczas jego stosowania nalezy
spodziewaé si¢ zmniejszenia wydzielania kortyzolu, podobnie jak mialo to miejsce w
przypadku terapii mirtazaping, ktora rowniez dziala antagonistycznie w stosunku do tych
receptorow. Jednakze w dostgpnej literaturze opisujacej dziatanie trazodonu nie znaleziono
informacji o jego wplywie na wydzielanie kortyzolu. Przeprowadzone badania wykazaty z
kolei, ze liczba probantek leczonych tym lekiem w monoterapii jest zbyt mala, by mdc
wyciggna¢ jednoznaczne wnioski o wplywie trazodonu na wydzielanie kortyzolu.

Badania z udzialem trazodonu przeprowadzono na pacjentkach chorych na depresje,
ktérych stan zdrowia byt na tyle powazny, ze nie pozwalat na leczenie ambulatoryjne. W tej
sytuacji najlepszym rozwiazaniem byto skierowanie na leczenie w szpitalu, stad tez wynika
duza liczba probantek, u ktorych zastosowano terapi¢ skojarzong. Politerapia zaburzen
depresyjnych jest preferowana najczesciej w przypadku tzw. depresji lekoopornej, gdy
dwukrotnie zawiodta monoterapia lub podczas wspolchorobowosci zaburzen, np. zaburzenia
lekowe wspotistniejg z depresja. Ponadto polipragmazje stosuje si¢ gdyz tatwiej jest wiaczy¢
drugi lek psychotropowy niz zupetnie zmieni¢ preparat (101).

Podczas leczenia depresji lekoopornej, oprécz potencjalizacji (augmentacji) dzialania
leku przeciwdepresyjnego, w trakcie ktdrej podaje si¢ preparaty nalezace do roznych klas,
np.: $rodki hormonalne jak trijodotyronina, leki przeciwpsychotyczne m.in. olanzapina,
kwetiapina, buspiron, normotymiczne — lamotrygina, czy walproinian, mozliwe jest rowniez
kojarzenie lekow nalezacych do tej samej klasy ale posiadajacych rézny mechanizm dziatania
(77, 101). Najczesciej stosuje si¢ polaczenie lekow z grupy SSRI z lekami grupy TLPD,
mirtazaping lub mianseryng. Spotykane jest rowniez skojarzenie preparatow z grupy SSRI z

innym lekiem z tej grupy lub z trazodonem czy z wenlafaksyng (102). Niestety, badania
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farmakologiczne dotycza gtdownie lekéw przeciwdepresyjnych w monoterapii (101). Podobnie
rzadko prowadzone sa prace zmierzajace do okreslenia wplywu terapii skojarzonej na
wydzielanie kortyzolu. Nieliczne z nich (9), oprécz pordwnania skutecznosci aktywnosci osi
HPA, dotyczyly wptywu amitryptyliny na wydzielanie kortyzolu, stosowanej w potaczeniu z
haloperidolem oraz trimipraminy stosowanej w monoterapii. Na podstawie otrzymanych
wynikow nie stwierdzono réznic w dobowym wydzielaniu hormonu. Jednakze nalezy braé
pod uwagg fakt, ze oznaczenia prowadzono w pierwszym oraz w czterdziestym drugim dniu
terapii, nie uwzgledniajac przebiegu leczenia oraz zmian w poziomie kortyzolu w trakcie jej
trwania.

Jak wykazaly przeprowadzone badania najlepsze wyniki, tzn. trwale 1 szybkie obnizenie
poziomu kortyzolu, uzyskano stosujac skojarzone leczenie lekami z grupy SSRI z trazodonem
lub mirtazaping. Bylo to szczegdlnie widoczne w trakcie terapii sertraling, nie
zaobserwowano wowczas wtornego zwigkszenia wydzielania hormonu, ktéry byl obecny w
trakcie monoterapii sertraling. To potaczenie lekdw preferowane jest rowniez przez lekarzy w
trakcie terapii skojarzonej (101, 102). Natomiast w przypadku tacznego podawania
preparatow z grupy SSRI z mianseryng obserwowano takze obnizenie stezenia kortyzolu. Nie
bylo ono jednak trwale, a oznaczane stgzenia kortyzolu nieznacznie przekraczaly wartosci
referencyjne. Podobnie ksztattowaty si¢ zmiany poziomu hormonu w trakcie terapii lekiem z
grupy SSRI, podawanym w polaczeniu z preparatem starszej generacji — TLPD. Réwniez w
tej sytuacji obserwowano duze wahania poziomu hormonu, a st¢zenie kortyzolu czesto
przekraczalo wartosci oznaczane w $linie zdrowych ochotnikow. W podobny sposdb zmieniat
si¢ poziom hormonu w trakcie terapii skojarzonej z wenlafaksyng.

W kilku przypadkach polipragmazji Iaczono wenlafaksyne z trazodonem lub mianseryna,
jednak wtedy najczg¢s$ciej mimo znacznego zmniejszenia wydzielania kortyzolu, jego poziom
nadal pozostal nieznacznie podwyzszony.

Terapia skojarzona praktykowana jest najczesciej, gdy zawodzi monoterapia. Nalezy
podkresli¢, ze w przypadku jej zastosowania znacznie skrocit si¢ czas pobytu pacjentek w
szpitalu. Wiekszo$¢ z nich hospitalizowano ponizej 50. dni, a tylko jedna przebywata dtuzej —
76 dni. Rowniez w tym przypadku wdrozenie polipragmazji powoduje szybkie, a przede
wszystkim trwale zmniejszenie wydzielania kortyzolu. Interesujacym wydaje si¢ fakt, iz u
wiekszosci z badanych probantek, poczatkowe stezenie kortyzolu nie przekroczyto 40 ng/ml.

Tylko w kilku przypadkach poziom hormonu byt wyzszy 1 wowczas proces jego trwatego
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obnizenia byl dluzszy. Rowniez w tej sytuacji nie obserwowano wtornego silnego wzrostu
wydzielania kortyzolu.

Zastosowanie u niektdrych pacjentek typowych lekdw przeciwdepresyjnych nie przynosi
oczekiwanych efektow lub tez nie jest wskazane leczenie ta grupa lekdw, jak np. w leczeniu
depresji w chorobie afektywnej dwubiegunowej, kiedy zaleca si¢ terapi¢ lekami
przeciwpsychotycznymi. Do najczgsciej stosowanych preparatow I generacji (klasycznych
neuroleptykow) nalezy perazyna, natomiast II generacji — olanzapina, kwetiapina,
zyprazydon. Leki przeciwpsychotyczne moga by¢ podawane w depresji zardwno w
monoterapii, jak 1 polipragmazji, najczgsciej w potaczeniu z lekami z grupy SSRI (102). W
niniejszej pracy kilka pacjentek stosowalo w monoterapii preparaty nalezace zarowno do I jak
1 II generacji neuroleptykéw. Wplyw preparatow przeciwpsychotycznych na wydzielanie
kortyzolu nie stanowil tematu niniejszej pracy, nalezy jednak zauwazy¢, iz ich dzialanie
przeciwdepresyjne wywoluje podobng reakcj¢ organizmu na poziom kortyzolu jaka
obserwowano w przypadku zastosowania typowych lekdw przeciwdepresyjnych, co byto
szczegdlnie widoczne podczas badania poziomu kortyzolu u pacjentek stosujacych preparaty

nalezace do II generacji neuroleptykow — olanzapine i zyprazydon.

5.1. Interpretacja chemometryczna uzyskanych danych

Poczynione obserwacje potwierdzono wykonujac analize¢ gléwnych skladowych
(Principal Component Analysis, PCA) oraz analize skupien (Cluster Analysis, CA) (103,
104). PCA uzywana jest w celu redukcji wymiarowosci macierzy bez nadmiernej utraty
informacji. Natomiast metoda CA pozwala na grupowanie przypadkéw lub zmiennych ze
wzgledu na wystepujace miedzy nimi podobienstwa.

Na podstawie otrzymanych w trakcie badan danych utworzono macierz zawierajaca 22.
zmienne, ktore obejmowaty: wiek probantki (W), liczbe dni pobytu pacjentki w szpitalu (Ld),
jego krotnos¢ (Kr) oraz stezenie poczatkowe (Cp) 1 koncowe (Ck) kortyzolu. Wzigto takze
pod uwage najnizsze (Cn) oraz najwyzsze (Cw) stezenie hormonu oznaczone w trakcie
pobytu probantki w szpitalu, a takze rdznic¢ pomiedzy tymi stezeniami (R). Wsrod
zmiennych znalazly si¢ réwniez Srednie st¢zenie kortyzolu (Csér) oraz mediana stezen (M), a
takze stabilizacja wydzielania kortyzolu, ktora okreslono na podstawie liczby probek
wyrazonych w procentach o stezeniu nie przekraczajagcym 8 ng/ml (St-8), 10 ng/ml (St-10) i
15 ng/ml (St-15) w stosunku do ogdlnej liczby badanych probek w rozpatrywanym okresie
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hospitalizacji. Ze wzgledu na zrdéznicowany czasookres pobytu probantek w szpitalu
zdecydowano si¢, aby caty okres hospitalizacji traktowa¢ jako 100% pobytu danej pacjentki
w szpitalu. W ten sposob okreslono rowniez stabilizacje wydzielania kortyzolu po uplywie
30% (St30), 60% (St60) i 90% (St90) pobytu pacjentki w szpitalu. Badaniami objeto 97
pacjentek Szpitala dla Nerwowo i Psychicznie Chorych w Starogardzie Gdanskim.

Powyzsza macierz zawierala réwniez dane opisujace rodzaj zaburzenia nastroju. Po
przeprowadzeniu wstgpnych obliczen CA i PCA okazalo si¢, ze zmienne te nie wykazuja
wplywu na grupowanie si¢ pacjentek, dlatego tez nie uwzgledniono ich w dalszych
obliczeniach.

Obliczenia CA przeprowadzone dla roéznych metod aglomeracji i miar odleglosci
wykazaly, Ze najkorzystniejsze wyniki uzyskano stosujac metod¢ Warda jako metode
aglomeracji oraz odleglo$¢ euklidesowa jako miare odleglosci. Wyniki analizy skupien
przedstawiono w postaci dendrogramu.

Przedstawiony na Rys. 45 dendrogram pozwala stwierdzi¢, ze w odleglosci ponizej 28%
odlegtosci maksymalnej wyrdznia si¢ cztery skupienia, z ktorych I jest najwieksze 1 obejmuje
ponad 36% zmiennych (16 zmiennych), okreslajacych stabilizacj¢ wydzielania kortyzolu na
poziomie 10 i 15 ng/ml hormonu oznaczonego po uplywie okreslonego czasu leczenia.

Drugim co do wielkosci skupieniem jest skupienie II laczace si¢ ze skupieniem I w
odleglosci 28% odleglosci maksymalnej. Grupuje ono sze$¢ zmiennych, ktore zawieraja
informacje o stabilizacji wydzielania kortyzolu na poziomie 8 ng/ml i nizszym oraz wieku i
liczbie dni pobytu pacjentki w szpitalu. Pozostale zmienne utworzyly dwa kolejne skupienia,
I 11V, ktére taczg si¢ ze sobg w odleglosci 54% odleglosci maksymalnej. Klaster II1 zawiera
informacje o stezeniu koncowym kortyzolu, najwyzszym jakie wystgpilo podczas
hospitalizacji pacjentki, srednim stezeniu oraz medianie hormonu, a takze krotnosci pobytu
probantki w szpitalu. Natomiast skupienie IV grupuje zmienne opisujace stezenie poczatkowe
1 najnizsze oznaczone w trakcie pobytu pacjentki w szpitalu, a ponadto roznice pomiedzy
najwyzszym 1 najnizszym stezeniem hormonu u danej pacjentki. Skupienia I 1 II tacza si¢ z

dwoma pozostatymi w maksymalnej mierze odlegtosci.

140



120

100 ¢

80

60

40t

20 ¢

| =y B

n O v v v © O O T oooccocokg§.y,¥n:c
T T T LS YR TR S & @& X4 S o o
@ R O @ 3 e} n ® 17}

w 0 v w ow n

Rys. 45 Dendrogram przedstawiajacy sposob grupowania dwudziestu dwdch zmiennych

Z przeprowadzonych uprzednio badan wynika, iz najwigkszy wpltyw na stabilizacje
wydzielania kortyzolu na poziomie 8 ng/ml miato pierwsze 30% pobytu pacjentki w szpitalu,
co potwierdzona CA (dendrogram zamieszczony na Rys. 45). Nalezy zauwazy¢, ze w
skupieniu II wystgpuja wszystkie zmienne opisujace stabilizacje wydzielania kortyzolu na
tym poziomie, co $wiadczy o silnej korelacji pomigdzy tymi zmiennymi.

Okres stabilizacji wydzielania kortyzolu na poziomie 10 lub 15 ng/ml (St-10, St-15),
oznaczony niezaleznie od czasookresu pobytu pacjentki (St30, St60, St90), tworzy jedno
skupienie (I), przy czym silna korelacja wystgpuje w przypadku stabilizacji wydzielania
kortyzolu na poziomie 10 ng/ml (St-10) w calym okresie hospitalizacji oraz po uptywie 30% i
60% pobytu pacjentki w szpitalu. Korelacja jest natomiast duzo stabsza w przypadku
stabilizacji wydzielania hormonu oznaczonego w prdbkach gromadzonych po 90%
hospitalizacji. Zmienna ta (St90-10) wykazuje wigksza korelacj¢ ze zmienna opisujaca
stabilizacje wydzielania kortyzolu na poziomie 15 ng/ml oznaczonym po tym samym okresie
pobytu (St90-15).

W skupieniu (IIT) natomiast wysoka korelacje wykazuja krotno$¢ pobytu pacjentki (Kr) 1
najwyzsze stezenie kortyzolu (Cw). Podobnie silng zaleznoscig charakteryzuja si¢ mediana
(M) 1 srednie stezenie hormonu (Csr), natomiast stezenie koncowe (Ck) w najmniejszym

stopniu koreluje z pozostalymi zmiennymi skupionymi w tym skupieniu.
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W skupieniu IV silna korelacja wystgpuje pomigdzy najnizszym stezeniem (Cn) i réznica
pomiedzy najwyzszym a najnizszym stg¢zeniem (R) kortyzolu. W mniejszym stopniu obie te
zmienne korelujg za stezeniem poczatkowym (Cp).

Te sama metode uzyto do poszukiwania podobienstw i réznic wsréd badanych 97
pacjentek, a otrzymane wyniki przedstawiono w formie dendrogramu na Rys. 46. Z
uzyskanych danych wynika, ze w odlegltosci 33% odleglosci maksymalnej mozna wydzieli¢
cztery skupienia, przy czym w odlegloSci nieznacznie mniejszej - 29% odleglosci
maksymalnej wyrdznia si¢ pie¢ skupien.

Skupienie I obejmuje 23 pacjentki, co stanowi 24% badanej populacji. Sa to pacjentki, u
ktorych najwyzsze stgzenie kortyzolu oznaczone na poczatku leczenia nie przekroczyto 40
ng/ml, natomiast w trakcie terapii nie bylo wyzsze niz 20 ng/ml. Nalezy réwniez zaznaczyc¢,
iz w odleglosci ponizej 8% odleglosci maksymalnej mozna wyrdzni¢ niewielkie skupienie
(Ia) grupujace szes¢ pacjentek, u ktérych nie stwierdzono podwyzszenia poziomu kortyzolu
przez caty czas trwania badania, tak iz byl on zgodny z warto$ciami oznaczanymi w §linie
0s0b zdrowych. Dodatkowo w omawianej grupie pacjentek nie wystepowaty duze amplitudy
stezenia hormonu.

Najczesciej stosowanymi lekami u pacjentek skupionych w skupieniu I byly preparaty z
grupy SSRI, a w szczegdlnosci sertralina, ktdrg podawano w monoterapii czterem z dziesi¢ciu
badanych pacjentek. Ponadto w skupieniu [ znalazta si¢ takze pacjentka stosujaca fluoksetyng
oraz pacjentka leczona moklobemidem. Sposrdd lekéw nalezacych do grupy TLPD
najczesciej stosowano amitryptyling, ktorg przyjmowaly dwie pacjentki. W tym samym
skupieniu znajduje si¢ rowniez duza grupa pacjentek stosujacych polipragmazje — piec z
pigtnastu probantek. Rdwniez znaczna czg$¢ pacjentek stosujacych leki przeciwpsychotyczne
skupito si¢ w skupieniu I. Zestawienie preparatow stosowanych przez pacjentki zgrupowane

w poszczegdlnych skupieniach przedstawiono w Tabeli 31.
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Tabela 31. Preparaty stosowane przez pacjentki zgrupowane w poszczegdlnych skupieniach

Skupienie
Preparat mymr | |v
Amitryptylina 21112 1|1
Klomipramina - - 3 - -
Doksepina -1 - - -
Opipramol - - - 1 -
Sertralina 41113 2
Citalopram 1{3] 3 -
Escitalopram -121] 3 -
Fluwoksamina - - 1 2 | -
Fluoksetyna 1] - - -
Paroksetyna -1 1 - -1
Wenlafaksyna 2151 6 3
Mianseryna 11| 4 1
Mirtazapina -1 - 1 -
Trazodon - - 1 1 1
Tianeptyna 1] - 1 1| -
Moklobemid 1| - - -
Polipragmazja 51217 1| -
Inne leki psychotropowe | 4 | 1 | 5 1

Kolejne trzy skupienia lacza si¢ ze skupieniem I w odleglosci ponizej 64% odleglosci
maksymalnej, co $wiadczy o tym, iz dane charakteryzujace pacjentki skupione w nich rdznig
si¢ miedzy soba. W pozostalych skupieniach znalazty si¢ probantki, u ktérych amplitudy
zmian poziomu kortyzolu sg wigksze, a ponadto st¢zenia koncowe i poczatkowe hormonu sg
duzo wyzsze.

Skupienie II grupuje 18 pacjentek, ktore charakteryzuja si¢ przede wszystkim duzymi
wahaniami poziomu kortyzolu w trakcie terapii. Ponadto nalezy zauwazy¢, ze w odleglosci
8% odlegtosci maksymalnej dzieli si¢ ono na dwa mniejsze skupienia (Ila i IIb), a pacjentki
grupujace si¢ w nich nieznacznie réznig si¢ profilami zmian poziomu hormonu w trakcie
leczenia. W obejmujacej 13 probantek aglomeracji Ila znalazly si¢ przede wszystkim
pacjentki, u ktorych st¢zenie poczatkowe kortyzolu bylo wysokie i przekraczato 70 ng/ml.
Dodatkowo w poczatkowym okresie leczenia, mimo obnizania si¢ stezenia hormonu,
wystepowala dos¢ duza amplituda jego zmian. W wiekszosci przypadkow pobyt w szpitalu
pacjentek nalezacych do tej grupy byt dos¢ dlugi i przekraczat 30 dni. W tym okresie
wydzielanie hormonu wykazywalo krétka stabilizacje, po czym amplituda jego zmian
zwigkszala si¢. Zdarzalo si¢ rowniez, iz poziom kortyzolu stabilizowatl si¢, lecz do konca

pobytu w szpitalu przekraczat wartosci referencyjne.
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Skupienie IIb stanowig pacjentki, u ktérych réwniez wystgpowalo wysokie stgzenie
poczatkowe kortyzolu, jednakze w trakcie terapii ulegalo ono obnizeniu i stabilizacji, a
poziom hormonu pozostawat nieznacznie wyzszy niz w przypadku os6b zdrowych.

Wsrod lekow najczesciej podawanych pacjentkom zgrupowanym w skupieniu 11 znalazta
si¢ wenlafaksyna, ktora otrzymywato pi¢¢ z pigtnastu leczonych tym lekiem pacjentek.
Ponadto stosowano citalopram nalezacy do grupy SSRI, ktéry podawano trzem z siedmiu
pacjentek oraz escitalopram, ktéry podawano dwom z pigciu pacjentek.

Obejmujace czterdziesci probantek skupienie III utworzyly pacjentki, u ktorych
najwyzsze stezenie kortyzolu oznaczone na poczatku leczenia nie przekroczylo 40 ng/ml,
jednakze amplitudy jego zmian byly stosunkowo duze. Profile zmian stezenia hormonu
charakteryzowaly si¢ prawie catkowitym brakiem stabilizacji wydzielania. Dodatkowo u
wielu pacjentek z tego skupienia odnotowano znaczny wzrost wydzielania kortyzolu pod
koniec pobytu w szpitalu oraz nasilenie wahan jego poziomu. Nalezy zauwazy¢, ze w
odleglosci ponizej 20% odleglosci maksymalnej, skupienie III dzieli si¢ na dwa mniejsze
skupienia, IlIa i IIIb, grupujace odpowiednio 21 i 19 pacjentek, réznigcych si¢ nieznacznie
profilami zmian wydzielania kortyzolu. Skupienie Illa to probantki, u ktoérych poczatkowe
stezenie hormonu nie przekroczyto 20 ng/ml, jednakze amplituda jego zmian w trakcie
leczenia byta duza i1 nie nastgpowala stabilizacja. Skupienie IIIb obejmuje pacjentki, u ktorych
stezenie poczatkowe hormonu nie bylo wyzsze niz 40 ng/ml. Roéwniez u nich nie stwierdzano
stabilizacji wydzielania kortyzolu w trakcie leczenia, a amplituda jego zmian byta duza
podczas calego pobytu w szpitalu, tak iz wielkosci oznaczone w kolejnych dniach roznity si¢
migdzy sobg nawet o 30 ng/ml.

W skupieniu III znajduja si¢ wszystkie pacjentki, ktére stosowaty klomipramine nalezaca
do grupy TLPD. Duza grupe — siedmiu pacjentek, reprezentuja probantki leczone terapia
skojarzong oraz stosujace wenlafaksyne — sze$¢ pacjentek. Do najczesciej podawanych
preparatéw z grupy SSRI nalezg sertralina, citalopram oraz escitalopram, ktore stosowaty po
trzy pacjentki.

Kolejne, IV skupienie, tworzg pacjentki, u ktorych poziom kortyzolu nie przekroczyt 40
ng/ml, jednakze w trakcie pobytu w szpitalu odnotowywano jego podwyzszony poziom, a
stabilizacja wydzielania hormonu na poziomie nie przekraczajacym 8 ng/ml byta bardzo
krotka i obejmowata kilka dni. Ponadto zaobserwowano, iz w przypadku pacjentek, u ktorych
odnotowano stabilizacje wydzielania hormonu, pod koniec pobytu w szpitalu stezenie

kortyzolu znacznie podwyzszato sig.
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W skupieniu IV znajduja si¢ dwie pacjentki stosujace fluwoksamine nalezaca do grupy
SSRI, a ponadto pacjentka leczona opipramolem. Z uwagi na matg liczb¢ pacjentek
tworzacych to skupienie trudno jest wskaza¢ jednoznacznie preparaty czgsciej podawane niz
w innych skupieniach.

Skupienie V faczy si¢ z pozostalymi skupieniami w odleglosci maksymalnej wskazujac,
ze pacjentki w nim zgrupowane znacznie r6znig si¢ od pozostatych probantek. Skupia ono
dziesig¢ probantek, charakteryzujacych si¢ bardzo wysokim poziomem kortyzolu w §linie,
ktéry przekraczat 200 ng/ml. Wysokie stezenie hormonu pojawia si¢ zarowno na poczatku
terapii, jak 1 pod koniec jej trwania. Ponadto w trakcie pobytu pacjentek w szpitalu
praktycznie nie obserwowano obnizenia wydzielania kortyzolu do wartosci referencyjnych.
Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze wiekszos$¢ probantek wchodzacych w skfad skupienia byta juz
leczona kilkakrotnie w szpitalu. Preparaty, ktore podawano tej grupie pacjentek to gldwnie

sertralina 1 wenlafaksyna.
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Kolejnym etapem opracowania statystycznego uzyskanych wynikéw bylo wykonanie
analizy gléwnych sktadowych (PCA). Przystepujac do PCA wzigto pod uwage wszystkie 97
pacjentek uczestniczacych w badaniach. Skorzystano z tej samej macierzy danych, ktora
przygotowano do CA. Na podstawie wynikdw zamieszczonych w Tabeli 32 stwierdzono, ze
do opisu co najmniej 50% zmiennosci zawartej w danych nalezy uzy¢ dwie lub trzy pierwsze
sktadowe — PC1, PC2 lub PC3. Wykres wartosci wlasnych w postaci osypiska potwierdzil, ze
dwie pierwsze sktadowe gldéwne opisuja wigkszo§¢ zmiennosci analizowanych danych. Do
obliczen postuzono si¢ algorytmem bez rotacji czynnikow.

Analiza przedstawionych na Rys. 47 wykreséw PC1 vs PC2 oraz PC1 vs PC3 wykazata,
iz cztery pacjentki znacznie rdznig si¢ od pozostatych. W zwiazku z tym zdecydowano si¢
odrzuci¢ te pacjentki. Bylty to pacjentki o symbolach: 4 z oddziatu 9 oraz 2, 7 1 31 z oddziatu
7. Probantki o symbolach 2 1 31 (oddziat 7) znacznie r6znity si¢ od pozostalych pacjentek ze
wzgledu na mlody wiek (29 1 31 lat); ponadto podczas calego okresu pobytu w szpitalu
stezenie kortyzolu w ich $linie bylo silnie podwyzszone. W przypadku pacjentki 31 (oddziat
7) zaobserwowano takze, ze st¢zenie hormonu oznaczone w pierwszych dniach terapii
znacznie przekraczalo 300 ng/ml. Podobnie ksztattowat si¢ profil zmian kortyzolu w $linie
pacjentki o symbolu 2 réwniez z oddzialu 7, u ktdérej nie wykryto obnizenia poziomu
hormonu ponizej 10 ng/ml, a ponadto stezenie poczatkowe kortyzolu przekraczato 160 ng/ml.
Nalezy nadmieni¢ ze pacjentka o symbolu 2 (oddzial 7), pomimo miodego wieku, byla juz
kilkakrotnie hospitalizowana. U trzeciej pacjentki z oddzialu 7 o symbolu 7 réwniez nie
stwierdzono stabilizacji wydzielania kortyzolu, a ponadto zaobserwowano, iz pod koniec jej
pobytu w szpitalu st¢zenie hormonu znacznie podwyzszylo si¢, osiggajac poziom 190 ng/ml.

Analiza rozrzutu przypadkéw na plaszczyzne PC1 vs PC3 wykazala ponadto, iz
pacjentka o symbolu 4 (oddziat 9) rowniez znacznie r6zni si¢ od pozostatych pacjentek. W
tym przypadku probantka przebywata bardzo dtugi okres w szpitalu (150 dni). W tym czasie
poziom hormonu wykazywat znaczne wahania 1 nie stwierdzono stabilizacji jego wydzielania.

Po wusunigciu z macierzy wynikow czterech pacjentek, przeprowadzono ponownie
obliczenia PCA, z ktérych wynika, iz PC1 1 PC2 opisuja co najmniej 50% zmiennosci
zawartych danych.
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Tabela 32. Wartosci wlasne zmiennych

Macierz obejmujgca 97 pacjentek Macierz obejmujaca 93 pacjentki
Gléwna skladowa Zmiennosé Zmiennos¢é
%) Skumulowane | Warto$ci wlasne %) Skumulowane | Warto$ci wlasne
’ (%) ’ (%)
PCl1 49,8 49,8 10,96 46,2 46,2 10,17
PC2 12,4 62,2 2,73 15,1 61,3 3,32
PC3 9,7 72,0 2,15 9,1 70,4 1,99
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Rys. 47 Wykres rzutu gléwnych sktadowych PC1 vs PC2 1 PC1 vs PC3 na ptaszczyzne

Przedstawiony na Rys. 48 wykres fadunkow glownych sktadowych (rozrzut zmiennych)
dla 93. pacjentek wykazat, ze najwigkszy wplyw na grupowanie si¢ przypadkow wzdtuz osi
PC1 miat okres stabilizacji wydzielania kortyzolu na poziomie 8, 10 i 15 ng/ml po uplywie
30% pobytu w szpitalu (St30-8, St30-10, St30-15) oraz podczas catego procesu leczenia (St-
8, St-10, St-15). Nieznacznie mniejszy wptyw na grupowanie si¢ przypadkow wzdhiz tej
samej osi miat czasookres, w ktorym wydzielanie kortyzolu nie przekraczato 8 Iub 10 ng/ml,
a probki sliny gromadzone byly po uptywie 60% pobytu pacjentek w szpitalu (St60-8, St60-
10). W podobny sposob lecz odwrotnie proporcjonalnie na grupowanie si¢ pacjentek wzdhz
osi PC1 mialo wplyw s$rednie stezenie (Csr) wydzielanego hormonu oraz mediana (M). W
nieco stabszy sposob na skupianie si¢ pacjentek wzdhz osi PC1 oddzialywalo st¢zenie nie
przekraczajace 8, 10 1 15 ng/ml oznaczone w probkach zbieranych po uplywie 90% okresu
leczenia (St90-8, St90-10, St90-15), a takze 15 ng/ml po 60% okresie hospitalizacji (St60-15).
Na podobnym poziomie na grupowanie pacjentek, lecz wzdhz osi PC2, swédj wplyw
zaznaczyly rowniez stezenie poczatkowe (Cp), najnizsze stg¢zenie (Cn) oraz roznica pomiedzy

najwyzszym 1 najnizszym stezeniem (R). Analiza ta wykazata rowniez, ze wiek, liczba dni 1
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krotnos$¢ pobytu pacjentki w szpitalu, a takze najwyzsze (Cw) oraz koncowe stezenie (Ck) nie

maja istotnego wptywu na grupowanie si¢ pacjentek.

1,0
I R
0.8 Cn®
Cp
O
0,6 |
Ck Ld
04|
N S5 b ot 10
t- t-
T 02} Kr St30-8 OOE
c O ce S $t30-15
] $r W St30-10
3 A St60-8
0,0 St60-15
St60-10
(@]
02t St900-8
M
a v St9é)-15o
Cw S190-10
0,6

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
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Rys. 48 Wykres tadunkow gltéwnych sktadowych

Analiza wykresu PC1 vs PC2 przedstawionego na Rys. 49 wykazata, ze pacjentki
tworza cztery gtdwne klastery. Pacjentki stanowigce klaster w dolnym lewym rogu, tworza
waskie pasmo wzdhuiz osi PC2 i przyjmuja ujemne wartosci obu sktadowych, zarowno PC1
jak 1 PC2. Charakteryzuja si¢ one krétkim czasem pobytu w szpitalu, ktory poza jednym
przypadkiem (34/7) nie przekroczyt 14 dni. Ponadto podwyzszone stezenie poczatkowe
kortyzolu do okoto 40 ng/ml u tych pacjentek ulegato bardzo szybko obnizeniu. Grupa ta w
wiekszosci przypadkéw pokrywa si¢ z pacjentkami tworzacymi skupienie IV w analizie
skupien.

Drugie odrebne skupienie tworzg probantki, ktore zgrupowaly si¢ réwniez wzdtuz osi

PC2 i przyjmuja najbardziej dodatnie wartosci tej skladowej. Nalezg tutaj pacjentki, ktére w
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analizie skupien utworzyly skupienie V. Charakteryzuja si¢ one bardzo wysokim st¢zeniem
kortyzolu podczas calego pobytu w szpitalu. U tych pacjentek nie zanotowano rdéwniez
stabilizacji wydzielania hormonu.

W prawej czgsci wykresu znalazly sie pacjentki tworzace waski klaster wzdhuz osi PC2 i
charakteryzujacy si¢ wartosciami dodatnimi na osi PC1. Na Rys. 49 opisano je jako klaster I,
skupienie to odpowiada catemu skupieniu I w analizie skupien oraz czg¢sci skupienia Illa na
dendrogramie CA. W najbardziej peryferyjnej czesci wykresu znajduja si¢ probantki
charakteryzujace si¢ niskim poziomem kortyzolu przez caly okres hospitalizacji.

Skupienie oznaczone na Rys. 49 jako III grupuje pacjentki, ktore w wigkszosci utworzyty
klaster I w analizie skupien. U pacjentek tych wystgpowalo wysokie stezenie kortyzolu, a
takze duza amplituda wahan poziomu hormonu. Ponadto w skupieniu III znalazty sig¢
pacjentki, ktérych okres pobytu w szpitalu byl dlugi i wigkszosci przypadkdw przekraczat 40
dni. Pozostale pacjentki nie tworzg jednolitego skupienia.

Na Rys. 50 kolorami zaznaczono poszczegoélne grupy lekdw stosowane w leczeniu
depresji przez badane pacjentki. Nalezy zauwazy¢, ze probantki stosujace okreslone preparaty
tworza skupienia wzdtuz skladowej PC2. Najbardziej charakterystyczne skupienia tworza
pacjentki leczone wenlafaksyng (zaznaczono to kolorem czerwonym). Zastosowanie
sertraliny, oznaczonej kolorem pomaranczowym, pokrywa si¢ z dotychczasowymi
wnioskami, iz najczesciej stosowana byla u pacjentek tworzacych aglomeracje I w analizie
skupien. Nalezy rowniez zauwazy¢, iz pacjentki leczone terapig skojarzong (kolor niebieski)

rowniez tworza odrebne skupienie, zlokalizowane wzdtuz osi PC2.
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5.2. Podsumowanie badan

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan nalezy stwierdzié, ze opracowana
metoda analityczna wykorzystujaca sling jako materiat diagnostyczny do oznaczania poziomu
kortyzolu, pozwala na szybkie i nieinwazyjne okreslenie st¢zenia analitu. Ponadto wybrany
materiat do badan jest tatwy do gromadzenia, a jego pobranie nie niesie ze sobg zagrozenia
infekcja, jak rdwniez nie jest klopotliwe przy codziennym gromadzeniu probek, dodatkowo
jego pobor nie jest tez krepujacy dla probantki. Jest to szczegolnie istotne w przypadku
oznaczania poziomu kortyzolu u oséb z depresja, ktdra charakteryzuje si¢ znacznym
obnizeniem nastroju 1 zwigzang z tym apatig. [lo§¢ pobieranej sliny byta niewielka i wynosita
1 ml. Taka obj¢tos¢ materiatu do badan data satysfakcjonujace wyniki podczas oznaczania
ilosciowego hormonu, co ustalono wczesniej wykonana analizg wstepna.

W trakcie opracowywania procedury analitycznej stwierdzono, iz metoda ekstrakcji typu
LLE charakteryzowatla si¢ lepszymi wynikami, w jej toku nie dochodzi do znacznych strat
analitu, dlatego tez zastosowano ja do analizy probek pochodzacych od probantek chorych na
depresj¢. Do analizy ilosciowej kortyzolu uzyto chromatografii HPLC z detekcja UV, ktora
prowadzono przy dlugosci fali 240 nm. Zastosowanie tej techniki pozwolito na unikniecie
reakcji krzyzowej, ktora czgsto wystepuje w trakcie oznaczania iloSciowego steroidow przy
pomocy metod immunologicznych powodujac zawyzenie wynikdw. Ponadto w toku badan
stwierdzono, iz sposob przechowywania materialu diagnostycznego nie powoduje strat analitu
w probkach §liny.

Opracowana metoda analityczna jest selektywna i liniowa w badanym zakresie stezen.
Charakteryzuje si¢ rowniez dobrg precyzja i1 dokladnoscig, co pozwala na oznaczenie
niewielkich ilosci kortyzolu w analizowanym materiale biologicznym.

Przeprowadzone badania pozwolity na obserwacj¢ zmian poziomu kortyzolu w trakcie
terapii roznymi lekami przeciwdepresyjnymi, podczas ktorej stwierdzono, ze szybkos¢ zmian
poziomu hormonu oraz trwalos¢ tych zmian determinuje czas pobytu pacjentki w szpitalu. W
przypadku dobrej reakcji organizmu na zastosowang terapie¢, niezaleznie od podanego leku
przeciwdepresyjnego, obnizenie poziomu kortyzolu nastepowalo szybko, a czas pobytu w
szpitalu ograniczat si¢ do okoto 20 dni.

Ponadto w przypadku pacjentek, ktorych okres hospitalizacji byt dluzszy, niezwykle
istotnym okazal si¢ by¢ kolejny dzien terapii, w ktérym pobierano probki do analizy.
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Przeprowadzone badania wykazaty, iz w wigkszo$ci zastosowanych monoterapii (TLPD,
SSRI, SNRI), po 30. dniu trwania monoterapii nastgpowal wtorny wzrost wydzielania
kortyzolu. Jednakze poziom hormonu byl zawsze nizszy od st¢zenia poczatkowego 1 w
przeciagu kilku nast¢gpnych dni obnizal si¢ do wartosci referencyjnych. Nie obserwowano
natomiast takiego skoku stezenia kortyzolu w przypadku zastosowania politerapii taczacej
wspomniane wyzej grupy lekow.

W toku analizy danych stwierdzono, Zze amplituda wahan poziomu kortyzolu znaczaco
wplywala na czas hospitalizacji pacjentek. W przypadku, gdy byfa ona niewielka i poziom
hormonu nieznacznie przekraczat wartosci referencyjne, okres leczenia byt krétszy. Podobna
sytuacja wystepowata u probantek, u ktoérych stezenie kortyzolu nie obnizyto si¢ do warto$ci
referencyjnych, ale nieznacznie je przekroczylo, jednak niewielka amplituda tych zmian
spowodowata skrdcenie czasu hospitalizacji, co $wiadczy o tym, iz podczas farmakoterapii
nastgpuje normalizacja aktywnosci osi HPA, a wydzielanie hormonu ustala si¢ na
okreslonym, charakterystycznym dla danej pacjentki poziomie.

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania dowiodty réwniez, Zze okres pobytu
pacjentki w szpitalu nie zalezy od poczatkowego poziomu kortyzolu, natomiast jest scisle
uzalezniony od szybkosci stabilizacji wydzielania hormonu na poziomie charakterystycznym
dla danej pacjentki. Zarowno probantki u ktérych poczatkowe stezenie hormonu przekroczyto
100 ng/ml, jak rdwniez pacjentki, u ktdrych poziom ten nie przekroczyt 40 ng/ml, konczyty
pobyt w szpitalu w przeciggu 50 dni, jezeli zmiany poziomu kortyzolu w trakcie trwania
terapii nie byty znaczace.

Nie stwierdzono, aby krotnos¢ pobytu w szpitalu wplywala na okres hospitalizacji.
Zaobserwowano natomiast, iz w przypadku pacjentek wielokrotnie leczonych, amplituda
zmian poziomu kortyzolu byla najczgsciej wigksza niz mialo to miejsce u probantek
hospitalizowanych po raz pierwszy lub drugi. Bylo to szczegdlnie widoczne u pacjentek,
ktorych okres pobytu w szpitalu przekroczyt 50 dni.

Przeprowadzone badania potwierdzity, iz stosowane w niektdrych przypadkach depresji
neuroleptyki wykazuja podobny wptyw na wydzielanie kortyzolu, jak leki przeciwdepresyjne.
Réwniez czas trwania terapii byt podobny do okresu hospitalizacji pacjentek leczonych
tymoleptykami.

Na podstawie analizy statystycznej uzyskanych danych wykonanej z uzyciem CA
zaobserwowano, iz badane pacjentki tworza charakterystyczne grupy, a glownymi

czynnikami decydujacymi o przynaleznosci pacjentki do danego skupienia sa amplituda
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zmian poziomu kortyzolu i czasookres stabilizacji wydzielania hormonu na poziomie wartos$ci
referencyjnych.

PCA wykazala natomiast, iz na grupowanie si¢ pacjentek, oprocz amplitudy zmian
stezenia kortyzolu ma réwniez wptyw okres pobytu w szpitalu oraz czas w jakim nastgpowalo
obnizenie poziomu hormonu.

Obie techniki chemometryczne pozwolily na stwierdzenie, ktére z zastosowanych lekow
pozwalaja na skuteczne obnizenie poziomu kortyzolu w trakcie terapii (sertralina,

amitryptylina oraz terapia skojarzona).
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6. Whnioski

W pracy przedstawiono wyniki badan zwigzanych z opracowaniem warunkow ekstrakcji

1 rozdzialu chromatograficznego, umozliwiajacych analiz¢ ilosciowa kortyzolu w materiale

biologicznym pochodzacym od pacjentow Szpitala dla Nerwowo i Psychicznie Chorych w

Starogardzie Gdanskim. Probki sliny pobierano o stalej porze, okoto godziny 10, w trakcie

calego pobytu pacjentek w szpitalu. Materiat do badan gromadzono i analizowano w latach

2008-2010. W toku przeprowadzonych badan analizowano 2653. probki §liny pochodzace od

97. pacjentek. Opracowana metoda analityczna oraz uzyskane wyniki pozwalaja na

wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1.

Zastosowanie $liny jako materialu diagnostycznego do monitorowania stezenia
kortyzolu pozwala na szybkie i nieinwazyjne gromadzenie probek do badan, nie
stwarza zagrozenia infekcja oraz umozliwia samodzielny pobdr probek przez
probantke. Niewielka ilo$¢ §liny potrzebna do wykonania analizy (1 ml) pozwala na
uczestnictwo w badaniach rdwniez pacjentkom, u ktoérych zastosowane leki powoduja
wystapienie suchosci w jamie ustne;.

Opracowana metoda analityczna wykorzystujaca ekstrakcje typu LLE oraz HPLC z
detekcja UV umozliwia wykrycie, identyfikacje i ilosciowe oznaczenie kortyzolu w
slinie na niskim poziomie wykrywalnosci (2,54 ng/ml) i oznaczalnosci (5,67 ng/ml).
Ponadto opracowana procedura charakteryzuje si¢ dobra precyzja (dla powtarzalnosci
w przedziale od 1,12 do 9,94% i odtwarzalnosci w zakresie od 1,60 do 6,79%) oraz
doktadnoscia (dla powtarzalnosci w zakresie od 95,60 do 105,00% 1 odtwarzalnosci w
przedziale od 93,00 do 102,32%).

Analiza probek sliny pacjentek wykazata zaleznos¢ pomiedzy szybkoscia obnizania
si¢ poziomu kortyzolu a czasem pobytu pacjentek w szpitalu. Stwierdzono, iz w
przypadku szybkiej i trwalej stabilizacji wydzielania hormonu, czas hospitalizacji
probantek nie przekraczat 20 dni.

U pacjentek hospitalizowanych ponad 30 dni, u ktérych zastosowano terapi¢
preparatami wykazujagcymi wpltyw na wychwyt zwrotny serotoniny (leki z grup:
TLPD, SSRI, SNRI), po 30. dniu terapii obserwowano wtorny, jedno lub kilkudniowy
wzrost wydzielania kortyzolu. Poziom hormonu byt jednak nizszy niz jego stgzenie
oznaczone w pierwszych dniach terapii. W przypadku probantek leczonych

preparatami z grupy SSRI, a w szczegdlnosci citalopramem stwierdzono, ze poziom
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10.

hormonu byt wyzszy niz ten oznaczony bezposrednio przed wtdrnym podwyzszeniem,
co ma zwigzek z modyfikacja przez ten lek receptorow SHT.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze kolejnym czynnikiem determinujacym czas
pobytu pacjentek w szpitalu jest amplituda zmian poziomu kortyzolu, niezaleznie od
zastosowanej terapii jak réwniez poczatkowego stezenia hormonu. W przypadku, gdy
wydzielanie kortyzolu ulegato silnym wahaniom, tak iz réznice st¢zen oznaczanych w
kolejnych dniach wynosity powyzej 10 ng/ml, pobyt pacjentek najczesciej przekraczat
50 dni. Bylo to niezalezne od poziomu hormonu oznaczonego w pierwszych dniach
terapii.

U niektdrych pacjentek nie obserwowano obnizenia wydzielania kortyzolu do
wartosci referencyjnych, natomiast stwierdzono zmniejszenie amplitudy wahan
stezenia hormonu do poziomu charakterystycznego dla danej pacjentki.

W przypadku zastosowania terapii skojarzonej nie zaobserwowano wtoérnego wzrostu
wydzielania kortyzolu po 30. dniach hospitalizacji, a ponadto w przypadku kojarzenia
preparatow z grupy SSRI z trazodonem wykryto, iz poziom hormonu ulega stabilizacji
1 nie podwyzsza si¢ do konca trwania pobytu pacjentki w szpitalu.

Przeprowadzone badania wykazaty, Ze zastosowane w leczeniu depresji leki
przeciwpsychotyczne wykazuja podobny wplyw na wydzielanie kortyzolu jak leki
przeciwdepresyjne, powodujac obnizenie jego wydzielania. Bylo to szczegolnie
widoczne w przypadku preparatow nalezacych do neuroleptykéw II generacji
(olanzapina, zyprazydon).

Analiza skupien wykazata, ze pacjentki mozna zréznicowa¢ na podstawie stopnia
stabilizacji wydzielania kortyzolu oznaczonego w calym czasookresie pobytu
pacjentki w szpitalu oraz po uptywie 30% okresu hospitalizacji.

Na podstawie analizy gldwnych skladowych stwierdzono, ze amplituda stezen
kortyzolu i profil przebiegu jego zmian sg szczegdlnie charakterystyczne dla pacjentek
przyjmujacych sertraling, wenlafaksyne oraz leczonych terapig skojarzong i dzigki

temu rdznig si¢ od pozostatych probantek.
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8. Aneks

Charakterystyka pacjentek leczonych w Szpitalu dla Nerwowo i1 Psychicznie Chorych w
Starogardzie Gdanskim. Wyniki analizy zawartosci kortyzolu w §linie tych pacjentek sa
przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskie;.

. Czasookres Krotnosé Grupa
L.p. Syl.nbol . Wiek Typ zaburzenia leczenia pobytu w | Stosowany lek zastosowanego
pacjentki | (lata) (liczba dni) szpitalu leku
Depresyjne z
1 3/9 51 elementami 90 4 Wenlafaksyna SNRI
psychotycznymi
2 4/9 60 Depresyjne 153 1 Opipramol TLPD
Depresyjne,
3 5/9 52 zaburzenia 28 1 Wenlafaksyna SNRI
organiczne
4 6/9 63 Depresyjne 31 2 Sertralina SSRI
Depresyjne,
5 7/9 38 zaburzenia 29 1 Paroksetyna SSRI
organiczne
6 8/9 47 Depresyjne 31 2 Wenlafaksyna SNRI
7 9/9 55 Depresyjne 24 1 Sertralina SSRI
8 10/9 51 Depresyjne 76 4 Trazodon SARI
9 11/9 36 Depresyjne 31 1 Sertralina SSRI
10 12/9 54 Depresyjne 59 7 Amitryptylina TLPD
nawracajace
11 13/9 38 Depresyjne 104 3 Trazodon SARI
12 14/9 63 Depresyjne 12 1 Mirtazapina NaSSA
13 15/9 46 Depresyjne 57 7 Trazodon SARI
14 16/9 38 Depresyjne 84 3 Sertralina SSRI
15 1/7 45 Organiczne 41 4 Citalopram SSRI
zaburzenia lgkowe
16 2/7 31 Zabl(l)rrzge?ﬁ;clzéfowe 32 3 Amitryptylina TLPD
17 3/7 53 Zespot depresyjny 29 6 Mianseryna SSA
18 4/7 48 Depresyjne 49 5 Escitalopram SSRI
nawracajace
19 5/7 39 Depresyjne 16 2 Amitryptylina TLPD
nawracajace
20 717 51 Deprs;ggggfc"zsjmb‘e 52 1 Es;legggim SSRI/SARI
21 8/7 54 Depresyjno-lekowe 39 3 Citalopram SSRI
22 9/7 59 | Depresja endogenna 61 1 STemahna/ SSRI/SARI
razodon
23 10/7 26 | Depresyine, po probie 24 2 Perazyna/ Neuroleptyk
samobojczej Hydroksyzyna
24 11/7 s6 | Depresyjno-lekowe 78 1 Sertralina SSRI
mieszane
25 12/7 53 Depresyjne 49 2 Escitalopram/ SSRI/SARI
nawracajace Trazodon
Depresyjne z
26 13/7 50 objawami 38 3 Perazyna Neuroleptyk
psychotycznymi
27 14/7 58 Depresyjne 72 2 Citalopram SSRI
28 15/7 57 Depresyjne 63 1 Wenlafaksyna SNRI
29 16/7 50 Depresyjno-lekowe 23 5 Moklobemid RIMA

165




30 17/7 28 Depresyjno-lekowe 39 4 Mianseryna SSA

31 18/7 50 Depresyjno-lekowe 38 3 Perazyna Neuroleptyk

32 19/7 56 Depresyjno-lekowe 7 1 Perazyna Neuroleptyk

33 20/7 21 Reakcja sytuacyjna 12 1 Hydroksyzyna Neuroleptyk

34 21/7 47 Depresyjne 19 7 Zyprazydon Neuroleptyk

35 22/7 47 | Depresyjno-lekowe 28 2 Wenlafaksyna/ SNRI/SARI

Trazodon

36 23/7 34 Depresyjno-lgkowe 43 2 Olanzapina Neuroleptyk

37 24/7 36 Depresyjne 26 1 Wenlafaksyna SNRI
nawracajace

38 25/7 65 Depresyjne 46 1 Mianseryna SSA

39 26/7 43 Depresyjne 55 1 Mianseryna SSA

40 2717 46 | Reaktywnyzespét 30 1 Tianeptyna SSRE
depresyjny

41 28/7 56 Depresyjne 50 3 Doksepina TLPD

0 29/7 48 Depresyjne 36 2 Sertralina/ NaSSA
nawracajace Mirtazapina

43 30/7 51 Depresyjno-lekowe 18 7 Escitalopram SSRI

44 31/7 29 Depresyjne 34 1 Wenlafaksyna SNRI

45 32/7 55 Depresyjne 34 1 Escitalopram SSRI

46 33/7 52 Epizod depresyjny 34 2 Escitalopram SSRI

47 34/7 51 Reakcja sytuacyjna 32 1 Citalopram SSRI

43 35/7 53 Zablg;fﬁ‘;f;l;mju 40 2 Wenlafaksyna SNRI

49 36/7 36 Reakcja sytuacyjna 28 5 Paroksetyna SSRI

50 37/7 65 Depresyjne 7 3 Amitryptylina TLPD
nawracajace
Organiczne

51 38/7 43 zaburzenia 48 1 Perazyna Neuroleptyk

osobowosci i nastroju

52 39/7 57 Iﬁifrmaef;?;fe 46 2 Mianseryna SSA

53 40/7 53 Depresyjne 50 1 Wenlafaksyna SNRI

54 41/7 54 Depresyjno-lekowe 17 4 Klomipramina TLPD
Organiczne

55 42/7 52 fg&ifi?gg:gi‘ﬂ; 60 2 Mianseryna SSA
umystowe
Depresyjne z

56 43/7 31 myslami i probami 14 4 Fluwoksamina SSRI

samobdjczymi

57 44/7 58 Depresyjno-lekowe 8 2 Klomipramina TLPD

58 45/7 44 Deprse;ggﬁgfc"zsjmb‘e 46 2 szlﬁi‘fflfsr;/na SARI/SNRI

59 46/7 52 Depresyjne 46 2 Amitryptylina TLPD

60 47/7 47 ;ﬂiﬁfﬁﬁﬁe 33 4 Fluwoksamina SSRI
Organiczne

61 48/7 46 deprezsf;?;‘er’z;r:;rébie 6 2 Mianseryna SSA
samobdjczej

62 49/7 47 rﬁ‘\?f;f;?;; 29 5 Fluwoksamina SSRI
Organiczne
zaburzenia

63 50/7 44 depresyjne, 87 2 Wenlafaksyna SNRI
zaburzenia
0sobowosci

64 51/7 47 Depresyjne 39 3 Wenlafaksyna/ | SNRI/SSA/SARI
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Mianseryna/

Trazodon
65 52/7 4 Depresyjne 1 2 Citaloprany SSRUSSA
Mianseryna
66 53/7 63 Organiczne 52 1 Klomipramina TLPD
zaburzenia nastroju
67 55/7 59 Depresyjne 52 | Sertralina/ SSRI/SNRI
Wenlafaksyna
68 56/7 39 Epizod depresyjny 58 1 Escitalopram SSRI
69 57/7 43 Depresyjne 35 2 Amitryptylina TLPD
70 58/7 46 Depresyjne 46 1 Citalopram/ SSRUSSA
Mianseryna
71 59/7 26 | Zespol depresyjny, po 68 1 Wenlafaksyna SNRI
proébie samobdjczej
Zespot depresyjny, . .
72 60/7 55 CHAD 43 1 Amitryptylina TLPD
73 61/7 47 Depresyjne 14 1 Wenlafaksyna SNRI
74 62/7 55 Depresyjne 9 1 Perazyna Neuroleptyk
75 63/7 47 Depresyjne 12 1 Tianeptyna SSRE
76 64/7 69 Depresyjne 8 2 Escitalopram/ SSRI/SARI
Trazodon
Epizod depresyjny,
77 65/7 49 schorzenie 14 3 Olanzapina Neuroleptyk
schizoafektywne
78 66/7 48 Depresyjne 18 2 Wenlafaksyna SNRI
nawracajace
79 70/7 52 Depresyjne 36 1 Wenlafaksyna SNRI
80 71/7 46 Depresyjne 68 4 Wenlafaksyna SNRI
81 72/7 31 Depresyjne 66 3 Wenlafaksyna SNRI
82 73/7 44 Depresyjne 41 3 Hydroksyzyna Neuroleptyk
83 74/7 44 Reakcja sytuacyjna 32 3 Sertralina SSRI
Zespot depresyjny, .
84 7517 49 CHAD 82 5 Sertralina SSRI
85 76/7 53 Depresyjno-lekowe 79 2 Citalopram SSRI
86 7717 2 | Epizod depresyiny, 12 1 Sertralina SSRI
mysli samobdjcze
87 78/7 48 Organiczne 29 3 Citalopram SSRI
zaburzenia nastroju
Organiczne
88 79/7 58 zaburzenia lgkowe i 40 3 Citalopram SSRI
depresyjne
89 80/7 59 Organiczny zespot 76 12 Klomipramina/ |y ppy ggpy
depresyjny Citalopram
90 81/7 60 Organiczne 31 6 Fluoksetyna SSRI
zaburzenia depresyjne
91 82/7 66 Depresyjne 76 2 Sertralina SSRI
Depresyjne, .
92 83/7 31 osobowosci, po 21 1 Mianseryna/ SSA/SSRI
o . Sertralina
probie samobojczej
93 84/7 28 Depresyjne 46 7 Tianeptyna SSRE
94 85/7 56 Depresyjne 45 6 Mianseryna/ SSA/SNRI
nawracajace Wenlafaksyna
95 86/7 53 Organiczne 47 6 Escitalopram/ SSRI/SARI
zaburzenia depresyjne Trazodon
96 87/7 44 Zespot depresyjny 25 2 Sertralina SSRI
. . Sertralina/
97 88/7 53 Epizod depresyjny 29 1 Doksepina SSRI/TLPD

167




Streszczenie

Kortyzol, jeden z najwazniejszych hormonoéw steroidowych, produkowany przez korg
nadnerczy, odpowiada za kontrole wiekszos$ci przemian metabolicznych organizmu, dzialanie
uktadu odpornosciowego, sercowo - naczyniowego, jak rowniez szkieletowego, posredniczy
takze w zmianach ekspresji licznych genow. Podwyzszenie jego poziomu towarzyszy wielu
chorobom w tym rowniez depresji, ktéra wedtug WHO jest czwartym co do czgstosci
wystgpowania schorzeniem na $wiecie. Przyjmuje si¢, iz depresja dotyka cze¢sciej kobiety niz
mezczyzn, co jest w duzej mierze zwigzane ze zmianami hormonalnymi zachodzacymi w
organizmie.

W leczeniu depresji stosowane s3 leki nalezace do kilku grup a ich podziat opiera si¢
glownie na wptywie na okreslone neuroprzekazniki, co wynika z najlepiej udokumentowane;j
teorii powstawania depresji, jaka jest teoria monoaminergiczna. Stosunkowo niedawno
zaczeto rozpatrywac inne procesy, ktére moga mie¢ wplyw na pojawienie si¢ tego schorzenia.
Obecnie prowadzone s3 liczne badania majace na celu okreslenie roli kortyzolu w
patogenezie depresji. Analizuje si¢ rOwniez wplyw stosowanych lekow przeciwdepresyjnych
na poziom hormonu zardwno u 0sob zdrowych, jak i u cierpigcych z powodu depresji. Z
danych literaturowych wynika, iz leki przeciwdepresyjne w rozny sposoéb wplywaja na
poziom kortyzolu w zaleznosci od stanu zdrowia probanta.

Najczesciej poziom hormonu u oséb chorych na depresj¢ oznaczany jest przed oraz po
przeprowadzonej terapii. Brak jest jednak danych dotyczacych zmian jego stezenia w trakcie
leczenia. Material badawczy, w ktérym najczesciej oznaczany jest kortyzol, stanowi krew.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze jej pobdr do badan moze by¢ klopotliwy ze wzgledu na bardzo
czgsto towarzyszaca depresji apatie. Ponadto stres zwigzany z pobieraniem krwi moze
dodatkowo przyczyni¢ si¢ do wzrostu poziomu hormonu.

Z danych literaturowych wynika, iz do analizy ilosciowej kortyzolu najczesciej
stosowane s3 metody nieseparacyjne, a wsréd nich RIA 1 EIA. Otrzymane przy ich
wykorzystaniu wyniki moga by¢ jednak zawyzone ze wzgledu na czgsto wystepujaca reakcje
krzyzowa pomigdzy oznaczanymi hormonami steroidowymi.

Analizujac dostepne dane literaturowe stwierdzono, iz brak jest peinej informacji na
temat wplywu poszczegdlnych lekdw przeciwdepresyjnych na wydzielanie hormonu w

trakcie terapii, dlatego tez zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ badania, ktérych celem jest
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okreslenie zmian poziomu kortyzolu pod wplywem stosowanych lekow psychotropowych u
kobiet hospitalizowanych z powodu depresji. Jako material badawczy wybrano $ling, ktorej
pobor jest mato inwazyjny, a jej gromadzenie nie nastrecza trudnosci probantce.

Oznaczenia ilosciowe wykonano przy pomocy HPLC z uzyciem detektora UV przy
dhugosci fali 240 nm. Przed przystgpieniem do analizy probek pochodzacych od pacjentek
opracowano procedur¢ analityczng pozwalajacg na oczyszczenie probki. Do wstgpnej analizy
zastosowano dwa typy ekstrakcji — SPE 1 LLE. Na podstawie analizy uzyskanych danych
stwierdzono, iz lepsze wyniki daje ekstrakcja typu ciecz — ciecz. W zwiazku z powyzszym
zdecydowano si¢ na zastosowanie ekstrakcji dichlorometanem.

Przed opracowywaniem warunkow analizy chromatograficznej wykonano widmo
absorpcji kortyzolu w celu okreslenia optymalnej dlugosci fali, nastgpnie przystapiono do
doboru fazy ruchome;j i stacjonarnej. Jako faza ruchoma najbardziej optymalny okazat si¢
uktad binarny acetonitryl : woda (30 : 70, v : v), natomiast w roli fazy stacjonarnej uzyto
kolumng z wypetieniem C,;s. Opracowane warunki ekstrakcji 1 analizy chromatograficzne;]
zastosowano do wyznaczenia krzywej kalibracji stosujagc metod¢ wzorca wewngtrznego,
ktérym byta karbamazepina. Nastepnie okreslono trwalos¢ kortyzolu na podstawie testu
zamrazania 1 rozmrazania probek, obejmujacego 4 cykle. Ponadto okreslono rowniez
wydajno$¢ zastosowanej ekstrakeji.

Przed przystgpieniem do analizy probek pochodzacych od pacjentek przeprowadzono
walidacje metody okreslajac jej selektywnos¢, powtarzalnos$¢, odtwarzalnosé¢, dokltadnos¢, a
takze wyznaczajac liniowos¢, granice wykrywalnos$ci 1 oznaczalnos$ci oraz czutosé.

Badaniami obj¢to pacjentki hospitalizowane z powodu depresji w Szpitalu dla Nerwowo
1 Psychicznie Chorych w Starogardzie Gdanskim w latach 2008 - 2010. Prébki $liny
pobierano do plastikowych pojemnikdéw kazdego dnia w trakcie catego pobytu pacjentki w
szpitalu. Material do badan gromadzono o stalej porze, okoto godziny 10, kiedy to poziom
endogennego kortyzolu jest najwyzszy. Probki sliny przechowywano w lodéwce, a nastepnie
przewozono do Katedry i1 Zaktadu Chemii Analitycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, gdzie w stanie zamrozonym przechowywano do czasu analizy.

Analizie poddano 2653. probki §liny pochodzace od 97. pacjentek, ktorych sredni wiek
wynosit 48 lat, a §redni okres hospitalizacji - 42. dni. Wsrdd stosowanych lekow znalazty sie
preparaty podawane zarowno w mono- jak 1 politerapii, nalezagce do grupy TLPD
(amitryptylina, klomipramina, doksepina i opipramol), a takze SSRI (sertralina, citalopram,

escitalopram, fluoksetyna, fluwoksamina, paroksetyna), jak rowniez wenlafaksyna,
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mianseryna oraz mirtazapina. Kortyzol oznaczano tez w $linie probantek leczonych terapia
skojarzong oraz innymi preparatami psychotropowymi, takimi jak perazyna czy olanzapina.

Przed przystapieniem do analizy probki §liny rozmrazano, a nast¢pnie z kazdej pobierano
I ml materialu biologicznego, dodawano wzorca wewngtrznego 1 ekstrahowano
dichlorometanem. Oczyszczone ekstrakty poddawano nastgpnie analizie chromatograficzne;
w opisanych wyzej warunkach.

Na podstawie otrzymanych danych wykonano diagramy obrazujace zmiany st¢zenia
kortyzolu w trakcie terapii poszczegdlnymi lekami. Pozwolity one na wstgpna analize
wynikow. Zaobserwowano, iz w przypadku pacjentek, ktérych odpowiedZ organizmu na
zastosowane leczenie byla dobra, nastgpowato szybkie obnizanie wydzielanego kortyzolu, a
czas hospitalizacji probantki rzadko przekraczal 20 dni. Istotnym wydaje si¢ fakt, iz taka
sytuacja miata miejsce niezaleznie od zastosowanej terapii.

W pozostatych przypadkach, kiedy poziom kortyzolu ulegat wahaniom w trakcie terapii,
profile zmian st¢zenia hormonu w $linie réznily si¢ od siebie w zalezno$ci od zastosowanego
leku 1 jego mechanizmu dziatania, a w szczegdlnosci od sposobu wptywu leku na receptory
serotoninowe. Zaobserwowano, iz w przypadku pacjentek hospitalizowanych powyzej 30 dni,
ktére leczono przede wszystkim preparatami z grupy TLPD (amitryptylina i klomipramina)
oraz SSRI (sertralina i citalopram), po uptywie prawie 30. dni terapii nastgpowal wtorny
wzrost wydzielania kortyzolu, a w ciggu nast¢gpnych kilku dni st¢zenie hormonu obnizato sig.

Stwierdzono ponadto, ze leki modyfikujace receptory serotoninowe u 0oséb zdrowych, jak
citalopram 1 klomipramina, w podobny sposéb wptywaja na receptory 5-HT rowniez oséb
chorych na depresje. W zwiazku z tym, iz u pacjentek leczonych tymi lekami po wystgpieniu
wtérnego wzrostu stezenia kortyzolu, poziom hormonu pozostawat podwyzszony, a
amplituda jego zmian byla wicksza niz przed wystgpieniem wtoérnego wzrostu jego
wydzielania.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono rowniez, iz na czasookres pobytu
pacjentki w szpitalu bezposredni wplyw ma amplituda zmian poziomu kortyzolu w $linie.
Pacjentki, u ktorych wystepowaly znaczne wahania stezenia hormonu tak, iz rdznica
pomiedzy oznaczonymi wartosciami w kolejnych dniach byta rzedu kilkunastu ng/ml,
charakteryzowaty si¢ dluzszym czasookres hospitalizacji w stosunku do probantek, u ktérych
roznice stezen kortyzolu nie przekraczaty kilku ng/ml. Zaobserwowano ponadto, ze pacjentki
u ktorych wystapity duze wahania poziomu hormonu byty juz kilkakrotnie leczone w szpitalu

z powodu depresji.
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Badania wskazaty réwniez, iz pacjentki, u ktérych zastosowano terapi¢ taczong, a czas
ich pobytu w szpitalu byt dluzszy niz 30 dni, nie odznaczaly si¢ wtérnym wzrostem
wydzielania kortyzolu rowniez wtedy, gdy jednym z lekow byl preparat, ktéry w monoterapii
wywolywat wtérny wzrost wydzielania hormonu (citalopram, wenlafaksyna). W tych
przypadkach tylko w nielicznych sytuacjach obserwowano nieznaczne podwyzszenie st¢zenia
kortyzolu.

Analiza uzyskanych danych pozwolila takze stwierdzi¢, iz u niektérych pacjentek
pomimo obnizenia st¢zenia kortyzolu w trakcie terapii, nadal przekraczat on wartosci
referencyjne. Zaobserwowano jednak, ze amplituda zmian st¢zenia hormonu byta niewielka
(kilka ng/ml), co swiadczy o tym, iz w wyniku zastosowanego leczenia nastgpuje stabilizacja
wydzielania kortyzolu na poziomie charakterystycznym dla danej pacjentki.

Wsrédd badanych pacjentek znalazly si¢ réwniez probantki leczone preparatami
przeciwpsychotycznymi, ktore powoduja, ze zmiany poziomu kortyzolu maja podobny
przebieg, jaki obserwowano w przypadku pacjentek leczonych typowymi lekami
przeciwdepresyjnymi.

W celu potwierdzenia wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych badan, uzyskane
dane poddano analizie statystycznej z uzyciem analizy skupien (CA) i analizy gidéwnych
sktadowych (PCA). W obu przypadkach skorzystano z macierzy zawierajacej 22. zmienne,
ktore charakteryzowaly 97. pacjentek. CA wykazata, ze badane probantki mozna podzieli¢ na
grupy biorgc pod uwage przede wszystkim amplitude zmian poziomu hormonu w §linie.
Jedna grupe utworzyly pacjentki, u ktérych amplituda zmian byta niewielka (kilka ng/ml), a
stezenie kortyzolu najczesciej nie przekraczalo wartosci referencyjnych. Kolejna grupa
obejmowata probantki, u ktorych nie zaobserwowano obnizenia poziomu kortyzolu do
wartosci referencyjnych w trakcie calego okresu hospitalizacji. W tej grupie pacjentek
szczegdlnie mocno zaznaczyt si¢ fakt, iz byly uprzednio kilkakrotnie hospitalizowane z
powodu depresji.

Pozostale trzy grupy utworzyty probantki, u ktérych stwierdzono obnizenie wydzielania
kortyzolu do wartosci referencyjnych. W przypadku tych pacjentek klasyfikacja do
poszczegdlnych grup zalezala od czasu w jakim utrzymywal si¢ obnizony poziom
wydzielania hormonu.

Nalezy rowniez zauwazy¢, iz analiza skupien pozwolita zaobserwowac, ktore leki byty
najczesciej stosowane przez pacjentki nalezace do poszczegdlnych grup. Potwierdzilo to

opisane wyzej wyniki badan, jak rdwniez dane literaturowe na temat wptywu niektérych
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lekéw, jak np.: klomipraminy i citalopramu, na receptory serotoninowe nie tylko u oséb
zdrowych, lecz takze cierpiacych z powodu depresji.

PCA wykazata z kolei, iz najwigkszy wptyw na grupowanie si¢ pacjentek ma czasookres
ich pobytu w szpitalu, w trakcie ktérego wykryto poziom wydzielanego kortyzolu zblizony do
wartosci referencyjnych. Istotna jest rowniez amplituda zmian poziomu kortyzolu w trakcie
leczenia. Odrebne grupy tworza pacjentki, u ktérych zaobserwowano szybki spadek poziomu
kortyzolu oraz krétki okres hospitalizacji, a takze te kilkakrotnie leczone, u ktorych poziom
hormonu ulegat znacznym wahaniom w ciggu catego okresu hospitalizacji, a ponadto nie
wykryto u nich stgzenia kortyzolu odpowiadajacego wartosciom referencyjnym.

Zaobserwowano rowniez, ze W szczegdlnosci probantki stosujace sertraling,
wenlafaksyng oraz terapi¢ skojarzong tworza charakterystyczne skupienia, ktére pokrywaja
si¢ z odpowiednimi aglomeracjami tworzonymi przez pacjentki w analizie skupien.

Wyniki przeprowadzonych badan oraz wykonana na ich podstawie analiza statystyczna
wykazala, ze sertralina, amitryptylina oraz polipragmazja najczg¢sciej pozwalaja na skuteczne
obnizenie poziomu kortyzolu podczas leczenia depresji. Ponadto stwierdzono, iz w przypadku
pacjentek dobrze reagujacych na podany lek przeciwdepresyjny niezaleznie od jego
mechanizmu dziatania, nastgpuje szybka poprawa stanu zdrowia probantki, co znajduje swoje
odzwierciedlenie w obnizaniu si¢ poziomu wydzielanego hormonu i rownoczesnie w krotkim
okresie hospitalizacji.

Wykazano takze, ze inne leki psychotropowe, jak perazyna, hydroksyzyna, olanzapina
czy zyprazydon, stosowane rowniez w terapii depresji, wykazuja podobny wplyw na
obnizenie wydzielania kortyzolu, a pacjentki stosujace te leki charakteryzowaly si¢ zblizonym
profilem zmian poziomu hormonu do obserwowanego u probantek leczonych lekami

przeciwdepresyjnymi.
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Summary

Cortisol is one of the most important steroid hormones produced by adrenal cortex. It
controls majority of body metabolism, immune function, cardiovascular system and skeleton.
It also mediates in expression of many genes. The increase of its level is concomitant in many
diseases, like for example depression, which according to WHO is forth of the most common
occur diseases in the world. It is suggested that the depression appears more often in women
population and it can be caused by hormonal changes in females’ organisms.

There are few groups of drugs that are used in treatment for depression. Division of them
is based on their influence on neurotransmitters because the best documented theory about
genesis of depression is based on drugs action on monoamines. Until recently there are some
investigations about other processes, which can cause this illnesses. In nowadays many
researches are related to the role cortisol plays in pathogenesis of depression. The influence of
the antidepressant drugs on the level of cortisol in healthy and depressed people is also
analyzed. In the literature we can find, that antidepressants effect in different way cortisol’s
level and it depends on health condition of subject.

Most often the level of the cortisol in depressed persons is determined before or after
drug therapy and there is no enough information about changes of hormone’s concentration
during the treatment. As a research material, the blood is the most frequently used for
determination of cortisol level, but it can be difficult for sampling because of the apathy
which occur very often during the depression. Moreover during the blood sampling the stress
can cause the increase of cortisol level.

The EIA and RIA are the most popular unseparated methods used for determination of
the cortisol according to recorded data, but the results of these methods can be inflated
because of crossing reaction between different steroids hormones.

The analysis of the literature allows to state that there is no complete information about
the influence of antidepressants on cortisol secretion during the therapy. That is why it was
decided to carry out the researches related to determination of the level of cortisol in women
hospitalized because of depression during the psychotropic drugs therapy. The saliva was
chosen as a research material because of non-invasive way of receiving it and its sampling

does not procure the troubles for subject.
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The quantitative determination of the cortisol was made by HPLC with UV detection by
240 nm. Before the analysis of saliva samples obtained from depressed patients there was
analytical procedure developed, which allowed refining the probe. For the preliminary
analysis the LLE and SPE were applied. The results of the initial analysis showed that LLE
gave the better effect, so it was decided to use this kind of extraction with dichloromethane.

Before the elaboration of chromatographic conditions the absorption spectrum of cortisol
was made for determination its wavelength. After this the chromatographic condition —
mobile and stationary phases were worked up. As a mobile phase acetonitrile and water were
used (70 : 30, v : v) and the chromatographic column with reversed - phase C;g filling was
used as a stationary phase. The elaborated conditions of extraction and chromatographic
analysis were used for determination of calibration curve with internal standard method which
was the carbamazepine. Then the freezing and thawing test was made which included 4
cycles. In addition the efficiency of extraction was made.

The validation of elaborated method was made before the analysis of samples obtained
from patients. Selectivity, intra- and inter — assay study, accuracy, linearity, limit of detection
and quantification and sensitivity of method were determined.

Depressed women and hospitalized in the years 2008 — 2010 in Hospital for Psycho and
Nervous Il in Starogard Gdanski took a participation in the researches. The saliva samples
were sampled into plastic tubes on daily basis about 10 a.m. when the level of endogenous
cortisol is the highest. The sampling took place every day during the whole stay of the patient
in the hospital. The saliva samples were stored in the fridge and then transported into
Department of Analytical Chemistry of Medical University of Gdansk, where they were
frozen until the analysis.

The 2653 saliva samples obtained from 97 patients were analyzed. Patient mean age was
48 and mean hospitalized time was 42 days. Among the drugs, that were applied in
monotherapy and also in polipragmasy were TCA (amitriptyline, clomipramine, doxepin and
opipramol), as well SSRI (sertraline, citalopram, escitalopram, fluoxetine, fluwoxamine,
paroxetine) and venlafaxine, mianserine, mirtazapine were used. The cortisol was determined
in saliva samples obtained from depressed women treated with combined treatment and with
other psychotropic drugs like olanzapine and perazine.

The saliva samples were thawing before the analysis. After this 1 ml of saliva was taken

and the internal standard was added then the extraction with dichloromethane was made. The

174



cleaned extracts of saliva samples were analyzed by HPLC in conditions which were
described below.

The results of the researches in form of diagrams were used for presentation of changes in
salivary cortisol level during the therapy. It was useful for initial analysis of the results. It was
observed that in the case of patient organism respond to treatment, the concentration of
cortisol was decreased very quickly and the time of hospitalization of that patient was not
longer than 20 days. It was interesting that this kind of situation appeared independently of
applied drug therapy.

In the other cases, when the level of cortisol oscillated during the therapy, profiles of
changes of its concentration in saliva were different depending on the applied drug and its
mechanism of action, in particular the influence on serotonin receptors. It was observed, that
the patients, who stayed at hospital longer than 30 days and were treated with drugs from
TCA (amitriptyline and clomipramine) or SSRI (sertraline and citalopram) had the increase of
the secretion of cortisol after almost 30 days of the therapy. After few next days the level of
this hormone was decreasing.

Also it was observed that drugs, like clomipramine and citalopram, which modify the
serotonin receptors in healthy subject, cause the similar action on the 5-HT receptors in
depressed persons too. In this situation it was noticed that in profiles of patients who were
treated with those drugs the level of cortisol after secondary increase of hormone stayed on
the higher level and the amplitude of its secretion was larger than before the secondary
increase.

The results of the studies also allowed to state that the amplitude of the concentration of
cortisol during the treatment had a direct influence on time of hospitalization. In case when
the fluctuation of the concentration of the cortisol was wide, it means that the results between
the concentration determined in two days were about dozen of ng/ml, the time of the
hospitalization of that patients was longer than when the results between the concentration
were only a few ng/ml. It was also observed that the patients with wider oscillation of the
concentration of the cortisol were already hospitalized several times because of the
depression.

The researches indicated also, that the patients who were treated with combined treatment
and their time of the hospitalization was longer than 30 days, did not show the secondary

increase of the level of cortisol, even when one of the drug, like venlafaxine and citalopram
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used in monotherapy caused that effect. In some cases only a small increase of the level of
cortisol was noticed.

The analysis of the results allowed to find that in some cases, in spite of therapy, the level
of the cortisol did not decrease and it was still higher than the reference value. However it was
noticed that the amplitude was smaller (a few ng/ml), which pointed that concentration of the
cortisol got stabilized on characteristic for the patient level in response to the treatment.

Among the patients were also subjects treated with antipsychotic drugs, in that cases it
was observed that that drugs caused the same effect on concentration of the cortisol as well as
the typical antidepressants.

In the purpose of verification of the results of the researches, they were analyzed with the
used of Cluster Analysis (CA) and Principles Component Analysis (PCA). In both cases the
same matrix with 22 covariance characterizing 97 patients were used. CA demonstrated that
the subjects can be divided into groups because of the changes amplitude of the cortisol
concentration in saliva. One of the groups was created by patients with small amplitude of
concentration of the hormone (a few ng/ml) and the values were similar to references. The
next group was created by subjects without any stabilization of the secretion of the cortisol
during the whole hospitalization. For this group it was very typical that all patients were
already hospitalized because of the depression a few times.

The other groups were created by the subjects which had some periods of decrease of the
secretion during the hospitalization. Classification in these groups depended on length of the
period with lower secretion of the cortisol.

The CA also allowed to notice which drugs were used by patients from particular groups.
This observation confirmed the researches as well as literature information about influence of
some drugs, like clomipramine and citalopram on serotonin receptors not only in healthy
subjects but also in depressed patients.

PCA demonstrated, that the most significant influence on creation of the agglomerations
was a period of the hospitalization during which the level of the cortisol was similar to the
referenced value. The amplitude of the changes of the concentration during the treatment was
important as well. Separate group was created by the patients who had a significant decrease
of the cortisol concentration and their period of hospitalization was short. Also patients who
were hospitalized a few times with fluctuated level of the cortisol and without a stabilization

period had created a separate group.
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It was also observed that particularly patients treated with sertraline, venlafaxine and
combined treatment created a characteristic concentrations, which are similar to those created
by patients noticed in CA.

The results of the researches and the statistical analysis which was made according to the
results of this studies demonstrated that sertralina, amitriptyline and combined treatment are
the most useful in treatment for effective decrease of the secretion of the cortisol during the
treatment of the depression. Moreover it was noticed, that in case of patients with good
reaction on the therapy of antidepressant, independently of its mechanism of action,
improvement of health state was quick. It was a reflection of decrease of the concentration of
the cortisol and the short period of hospitalization.

It was also revealed that other psychotropic drugs like perazine, hydroxizine, olanzapine
or ziprasidone, which are also used in the therapy of the depression had similar influence on
decrease of the secretion of cortisol. Patients who were treated with antipsychotics had similar

profiles of hormone level changes as those who were treated with antidepressants.
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