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Streszczenie

Cel pracy: Poréwnanie profilu metabolicznego kwasu walproinowego (VPA) w badanych grupach przypadkéw po-
przez analize zmienno$ci stezent VPA z jego wybranymi metabolitami (2-en-VPA, 4-en-VPA, 3-keto-VPA).

Material do badan: Surowica krwi pochodzaca od 27 pacjentéw leczonych preparatami VPA na Oddziale Psy-
chiatrii oraz Neurologii i Udaréw Mézgu WSS im. Ludwika Rydygiera w Krakowie oraz surowica krwi 26 pacjentéw
z podejrzeniem ostrego zatrucia VPA, hospitalizowanych w Klinice Toksykologii Katedry Toksykologii i Choréb Sro-
dowiskowych UJ CM w Krakowie.

Wryniki i wnioski: Analiza warto$ci stezenn VPA i jego wybranych metabolitéw dowodzi odmiennosci profilu metabo-
licznego VPA w ostrym zatruciu wzgledem terapii lekiem.

Jedna z drég przemian VPA - proces desaturacji — nie ulega zmianie w ostrym zatruciu i ma przewage nad procesem
-oksydacji. Przyjecie dawek toksycznych VPA skutkuje wzmozonym powstawaniem 4-en-VPA proporcjonalnym do
zwigkszenia stezenia VPA. W ostrym zatruciu VPA dochodzi do wysycenia przemian metabolicznych VPA na etapie
[-oksydacji. Proces utleniania 2-en-VPA do 3-keto-VPA ulega zwolnieniu po dawkach toksycznych.

Stowa kluczowe: kwas walproinowy (VPA), profil metaboliczny, ostre zatrucie, terapia lekiem.

Abstract

Aim of the study: To compare the metabolic profile of valproic acid (VPA) in the studied groups of cases through an
analysis of variability of concentrations of VPA with its selected metabolites (2-ene-VPA, 4-ene-VPA, 3-keto-VPA).
Study material: Blood serum samples collected from 27 patients treated with VPA drugs in the Psychiatry Unit and in
the Neurology and Cerebral Strokes Unit at the Ludwik Rydygier Provincial Specialist Hospital in Krakow, and blood
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serum samples collected from 26 patients hospitalized because of suspected acute VPA poisoning at the Toxicology
Department, Chair of Toxicology and Environmental Diseases, Jagiellonian University Medical College in Krakow.

Results and conclusions: The analysis of concentrations of VPA and its selected metabolites has shown that the metabolic
profile of VPA determined in cases of acute poisoning is different from cases of VPA therapy. One of VPAs metabolic
pathways — the process of desaturation - is unchanged in acute poisoning and prevails over the process of -oxidation.
The ingestion of toxic VPA doses results in an increased formation of 4-ene-VPA, proportional to an increase in VPA con-
centration. Acute VPA poisoning involves the saturation of VPAs metabolic transformations at the stage of 3-oxidation.

The process of oxidation of 2-ene-VPA to 3-keto-VPA is slowed down after the ingestion of toxic doses.

Key words: valproic acid (VPA), metabolic profile, acute poisoning, VPA therapy.

Wprowadzenie

Pomimo uplywu 50 lat od przeprowadzenia
pierwszych préb Kklinicznych leczenia padaczki,
kwas walproinowy (VPA) jest nadal powszechnie
uznanym lekiem przeciwpadaczkowym pierwsze-
go rzutu i jednym z najczesciej przepisywanych
(w ponad 100 krajach). Skutecznos¢ leczenia VPA,
odzwierciedlona jego zlozonym mechanizmem
dzialania farmakologicznego, dotyczy choréb neu-
rologicznych, w szczegélnosci réznych postaci pa-
daczki u dzieci i dorostych, jak réwniez choréb psy-
chiatrycznych [1].

Na szczegdlng uwage zastuguje zlozony szlak
metaboliczny, ktéry obejmuje co najmniej pie¢ drog
metabolizmu (ryc. 1.), prowadzacy do wytworzenia
ok. 50 metabolitéw o aktywnosci farmakologicznej,
nieaktywnych oraz odpowiedzialnych za dziatania
niepozadane lub toksyczne leku. Gléwne przemiany
metaboliczne VPA zachodzg w komorkach watro-
by w mitochondrium i cytozolu. S to m.in. proce-
sy utleniania, przebiegajace przy udziale enzymow
mikrosomalnych (desaturacja, ®-, ®,-, ®,-hydro-
ksylacja), mitochondrialne procesy oksydacyjne
(B-oksydacja) oraz mikrosomalne reakcje sprzega-
nia z kwasem glukuronowym [1-3].

Pierwszy proces metaboliczny - -oksydacja, za-
chodzacy w mitochondriach hepatocytéw, metabo-
lizuje ponad 40% dawki leku do aktywnego farma-
kologicznie 2-en-VPA (najczesciej jako E-izomeru),
nastepnie do 3-OH-VPA, ktéry ostatecznie ulega
przemianie do 3-keto-VPA - gléwnego obok 2-en-
-VPA metabolitu kwasu walproinowego krazacego
we krwi [4-7].

Background

Although 50 years have passed since the first clin-
ical trials on epilepsy treatment, valproic acid (VPA)
is still a generally recognized first-line antiepileptic
drug, and one of the most commonly prescribed an-
tiepileptic medications (in over 100 countries). The
efficacy of VPA treatment, reflecting its complex
mechanism of pharmacological activity, has been
confirmed in neurological disorders, particularly in
different forms of epilepsy in children and in adults,
and in psychiatric diseases [1].

A particularly noteworthy feature is the com-
plex metabolic pathway of VPA which comprises
at least five metabolic routes (Fig. 1), leading to
the formation of ca. 50 metabolites displaying
pharmacological activity, inactive and responsi-
ble for the drug’s adverse or toxic reactions. The
main metabolic transformations of valproic acid
take place in hepatocytes, in the mitochondrium
and cytosol. They include, among others, oxida-
tion processes mediated by microsomal enzymes
(desaturation, -, o,- oaz—hydroxylation), mito-
chondrial oxidation processes (-oxidation) and
microsomal reactions of conjugation with glucu-
ronic acid [1-3].

The first metabolic process, i.e. B-oxidation,
which takes place in the mitochondria of hepato-
cytes, metabolizes over 40% of the drug dose to
pharmacologically active 2-ene-VPA (usually in the
form of E-isomer) and then to 3-OH-VPA which is
ultimately metabolized to 3-keto-VPA - the main
metabolite of valproic acid circulating in the blood
besides 2-ene-VPA [4-7].
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Ryc. 1. Szlak metaboliczny kwasu walproinowego (2]
Fig. 1. Metabolic pathway of VPA [2]

Wigkszo§¢  pozamitochondrialnych  reakcji
I fazy biotransformacji (desaturacja, hydroksyla-
cja) przebiega przy udziale enzyméw cytochromu
P450 (10% dawki) [8]. Proces desaturacji VPA
(o-oksydacja) jest jednym z istotniejszych szlakow
metabolicznych, zachodzacym przy udziale enzy-
moéw mikrosomalnych watroby CYP2C9, CYP2B6,
CYP2A6 (prawdopodobnie réwniez CYP2C19),
prowadzacym do powstania reaktywnego metabo-
litu 4-en-VPA [1, 3, 8-14].

W procesach o-, o, -, ®,-oksydacji powstaja nato-
miast hydroksylowe pochodne kwasu walproinowego:
5-OH-VPA, 4-OH-VPA, 3-OH-VPA oraz 2-PGA [4].

The majority of extra-mitochondrial reactions
of the first phase of biotransformation (desatura-
tion, hydroxylation) involve cytochrome P450 en-
zymes (10% of the dose) [8]. The process of VPA
desaturation (o-oxidation) is one of the more
prominent metabolic pathways mediated by mi-
crosomal hepatic enzymes CYP2C9, CYP2B6 and
CYP2A6 (probably also CYP2C19), and leading to
the formation of the reactive metabolite 4-ene-VPA
1,3, 8-14].

Processes of ®-, ® -, ®,-oxidation, in turn, gen-
erate hydroxyl derivatives of valproic acid, including
5-OH-VPA, 4-OH-VPA, 3-OH-VPA and 2-PGA [4].
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Znaczna czg$¢ leku (30-50% dawki) ulega jed-
nak inaktywowaniu podczas glukuronidacji z wy-
tworzeniem glukuronidu VPA wydalanego z mo-
czem. Proces ten jest katalizowany przez izoenzymy
glukuronozylotransferazy —urydynodifosforanowej
(UDPGT lub UGT), m.in. UGT1A6, ktérych aktyw-
no$¢ moze by¢ modyfikowana genetycznie, wplywa-
jac na zmiang eliminacji VPA [13, 15].

Celem pracy bylo poréwnanie profilu metaboliczne-
go kwasu walproinowego w terapii lekiem oraz ostrym
zatruciu VPA poprzez analiz¢ zmiennosci stezen kwasu
walproinowego z jego wybranymi metabolitami.

Materiat i metody
Materiat biologiczny

Material biologiczny stanowity:

o surowica krwi 26 pacjentéw z podejrzeniem
ostrego zatrucia kwasem walproinowym, hospi-
talizowanych w Klinice Toksykologii Katedry
Toksykologii i Choréb Srodowiskowych U] CM
w Krakowie. Krew do oznaczen toksykologicz-
nych pobierano przy przyjeciu do szpitala i kilka-
krotnie podczas leczenia zatrucia wg nastepuja-
cego schematu: dwukrotnie w pierwszej i drugiej
dobie leczenia, a nastepnie raz na dobe do uzyska-
nia stezen terapeutycznych kwasu walproinowego.
Pacjenci toksykologiczni przyjmowali kwas wal-
proinowy tacznie z innymi lekami, tj. pochodnymi
benzodwuazepiny, pochodnymi fenotiazyny, kar-
bamazeping, chlorprotiksenem, hydroksyzyna,
olanzaping i trdjpierscieniowymi lekami przeciw-
depresyjnymi. Poza wyzej wymienionymi lekami
zidentyfikowanymi w badaniu toksykologicznym,
kwas walproinowy byt przyjmowany z takimi le-
kami, jak diklofenak, fluoksetyna, haloperidol,
risperidon, topiramat, wenlafaksyna, zolpidem.
Dodatkowo wykazano spozycie kwasu walpro-
inowego Iacznie z alkoholem w przebiegu ostrego
zatrucia lub uzaleznienia od etanolu;

« surowica krwi 27 pacjentéw leczonych prepara-
tami kwasu walproinowego z powodu napadéw
padaczkowych, afektywnej choroby dwubiegu-
nowej lub innych schorzen psychiatrycznych na
Oddzialach Psychiatrii oraz Neurologii i Udaréw
Moézgu WSS im. Ludwika Rydygiera w Krakowie.
Krew dla celéw kontroli bezpieczenstwa terapii
kwasem walproinowym pobierano w stanie sta-
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A major part of the drug (30-50% of the dose),
however, is inactivated during glucuronidation, pro-
ducing VPA-glucuronide which is eliminated in urine.
The process is catalyzed by uridine diphosphate glu-
curonosyltransferase (UDPGT or UGT) isoenzymes,
e.g. UGT1A6. Their activity can be modified geneti-
cally, affecting a change in VPA elimination [13, 15].

The aim of the study was to compare the meta-
bolic profile of valproic acid in drug therapy and
in acute VPA poisoning through an analysis of the
variability of concentrations of valproic acid with its
selected metabolites.

Material and methods
Biological material

Biological material was:

« blood serum samples obtained from 26 patients
with suspected acute VPA poisoning hospitalized
at the Toxicology Department, Chair of Toxicology
and Environmental Diseases, Jagiellonian Universi-
ty Medical College in Krakow. Blood samples for to-
xicological analysis were collected upon admission
to hospital and several times during the treatment
of poisoning according to the following scheme:
twice during the first and second days of treatment,
and then once a day until the achievement of thera-
peutic concentrations of valproic acid.
Toxicological patients took valproic acid in
combination with other drugs, i.e. benzodiaz-
epine derivatives, phenothiazine derivatives,
carbamazepine, chlorprothixene, hydroxyzine,
olanzapine and tricyclic antidepressants. Apart
from the above-mentioned drugs identified by
toxicological analysis, valproic acid was also used
with other medications including diclofenac,
fluoxetine, haloperidol, risperidone, topiramate,
venlafaxine and zolpidem. Additionally, the
analysis demonstrated the ingestion of valproic
acid in combination with alcohol secondary to
acute poisoning or addiction to ethanol;

« blood serum samples obtained from 27 patients
treated with VPA drugs due to epileptic seizures,
bipolar disorder or other psychiatric conditions in
the Psychiatry Unit and the Neurology and Cere-
bral Strokes Unit at the Ludwik Rydygier Provin-
cial Specialist Hospital in Krakow. For the purpose
of controlling the safety of therapy with valproic
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cjonarnym i réwnowadze dystrybucyjnej (przed
podaniem kolejnej dawki leku).

Pacjencileczeni kwasem walproinowym, ze wzgledu
na zlozono$¢ procesu chorobowego i wspdtistnienie
innych schorzen, byli réwnoczesnie poddawani te-
rapii lekami z réznych grup farmakologicznych,
m.in. innymi lekami przeciwpadaczkowymi, uspo-
kajajaco-nasennymi, lekami neuroleptycznymi, leki
przeciwdepresyjnymi, innymi lekami antypsycho-
tycznymi, lekami nadci$nieniowymi i innymi.

Metoda analityczna

Oznaczenia stezenia kwasu walproinowego i jego
wybranych metabolitow - 2-en-VPA, 4-en-VPA
i 3-keto-VPA, w surowicy krwi wykonano zwali-
dowang autorska metoda chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometria mas w opcji jonizacji
elektronowej (GC-EI-MS).

Substancje wzorcowe, odczynniki
chemiczne

Do oznaczen kwasu walproinowego i jego wy-
branych metabolitow zastosowano nastepujace
roztwory lub substancje wzorcowe: roztwér kwasu
walproinowego (99%) zakupiony w firmie SIGMA
(Poznan, Polska), substancje wzorcowe (E, Z) kwas
2-propylo-2-pentenowy (2-en-VPA) (95,6% izome-
ru trans (E) + 4,4% izomeru cis (Z)), s6l sodowa kwa-
su 3-oksy-2-propylopentanowego (3-keto-VPA),
roztwor (+) kwasu 2-propylo-4-pentenowego (4-en-
-VPA) z firmy TRC (Toronto Research Chemicals,
Kanada) oraz roztwdr deuterowanego wzorca we-
wnetrznego (IS) VPA-d, (kwas 2-(propylo-1,1-d,)-
-pentanowy-3,3-d,) (99%), ktéry pochodzil z CDN
Isotope Inc. (Quebec, Kanada).

Z odczynnikéw chemicznych wykorzystano na-
stepujace: BSTFA z 1% TMCS (bis-trimetylosililo-
trifluoroacetamid z trimetylochlorosilanem) i piry-
dyne zamdéwione w firmie SIGMA (Poznan, Polska)
oraz metanol, octan etylu, bufor cytrynianowy
(pH 3) o czystosci analitycznej zakupione w firmie
POCH (Gliwice, Polska).

Przygotowanie préb do oznaczen

W celu izolacji oznaczanych analitéw z materia-
tu biologicznego wzbogacono 100 pl surowicy bada-

acid, blood samples were collected in the stationa-
ry state and distribution equilibrium (before the
administration of the next dose of the drug).

Due to the complexity of the disease process and the
presence of concomitant diseases, patients treated
with valproic acid received concurrent therapy with
drugs from different pharmacological groups, e.g.
other antiepileptic medications, sedative and hyp-
notic drugs, neuroleptics, antidepressants, other
antipsychotic drugs, hypotensive drugs and others.

Analytical method

Assays of the concentration of valproic acid and
its selected metabolites - 2-ene-VPA, 4-ene-VPA
and 3-keto-VPA, in the blood serum were per-
formed using a validated original method of gas
chromatography coupled with electron ionization
mass spectrometry (GC-EI-MS).

Reference substances, chemical
reagents

Assays of valproic acid and its selected metabo-
lites were performed with the following reference
solutions or substances: solution of valproic acid
(99%) purchased from SIGMA (Poznan, Poland),
reference substances (E, Z): 2-propyl-2-pentenoic
acid (2-ene-VPA) (95.6% of E-(trans) isomer + 4.4%
of Z-(cis) isomer), 3-oxo-2-propyl-pentanoic acid
sodium salt (3-keto-VPA), solution () of 2-pro-
pyl-4-pentenoic acid (4-ene-VPA) from TRC (To-
ronto Research Chemicals, Canada) and solution of
deuterated internal standard (IS) VPA-d, (2-(pro-
pyl-1,1-d,)-pentanoic-3,3-d, acid) (99%) from CDN
Isotope Inc. (Quebec, Canada).

The following chemical reagents were also used:
BSTFA with 1% TMCS (bis-trimethylsilyl trifluoro-
acetamide with trimethylchlorosilane) and pyridine
ordered from SIGMA (Poznan, Poland), and metha-
nol, ethyl acetate, citrate buffer (pH 3) - p.a. grade,
purchased from POCH (Gliwice, Poland).

Preparation of samples for assays

In order to isolate assayed analytes from the bio-
logical material, a 100 pl portion of tested blood se-
rum was enriched with the internal standard VPA-d »
after which liquid-liquid extraction (LLE) from the
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nej dodatkiem wzorca wewnetrznego VPA-d, i pro-
wadzono ekstrakcje w ukladzie ciecz-ciecz (LLE)
octanem etylu ze $rodowiska kwasnego (pH 3).
Pozostalos¢ po odparowaniu rozpuszczalnika za-
dano mieszaning derywatyzujaca o skladzie BSTFA
z 1% TMCS i pirydyny (1 : 1, v/v).

Rozdziat chromatograficzny, parametry
detekc;ji

Analize chromatograficzng prowadzono z wy-
korzystaniem chromatografu gazowego TRACE
(Thermo-Electron, Austin, USA) na niepolarnej
kolumnie kapilarnej Rtx-5MS (dlugo$¢ 60 m x sred-
nica 0,25 mm, grubos¢ filmu 0,25 um) (Restek, PA,
USA). Jako gaz no$ny zastosowano hel o czystosci 6,
ktorego przeptyw przez kolumne wynosit 1,5 ml/
min. Program temperaturowy pieca skladat sie z kil-
ku segmentéw. Temperatura poczatkowa kolumny
wynosita 60°C i byla utrzymywana przez 1 minu-
te, a nastepnie wzrastata liniowo do 90°C z przyro-
stem temperatury 40°C/min. Kolejny wzrost to 2°C/
min do 130°C i ponowny liniowy wzrost do 250°C
z przyrostem temperatury 30°C/min utrzymywanej
2 minuty. Po osiggnieciu 250°C temperatura nadal
wzrastata liniowo do 300°C, lecz z przyrostem 40°C/
min. Temperature 300°C utrzymywano przez kolejne
2 minuty. Catkowity czas analizy wynosit 31 minut.

Identyfikacji pikow chromatograficznych poszcze-
golnych zwigzkéw dokonywano na podstawie czaséw
retencji analitdw oraz poréwnania widm mas eluowa-
nych zwigzkéw z widmami wcze$niej analizowanych
substancji wzorcowych dla VPA, 4-en-VPA, 2-en-VPA,
3-keto-VPA. W wyniku rozdzialu chromatograficzne-
go uzyskano nastepujace czasy retencji dla VPA, 4-en-
-VPA, 2-en-VPA, 3-keto-VPA i VPA-d, odpowiednio:
14,05; 13,87; 16,68; 24,70 oraz 13,93 minuty.

Do detekcji badanych analitow zastosowano spek-
trometr mas POLARIS Q (Thermo-Electron, Austin,
USA) wyposazony w analizator mas typu kwadru-
polowej putapki jonowej z opcja dodatniej jonizacji
elektronowej. Temperatura zrodla jondw wynosita
230°C, prad emisji katody 250 pA, a energia wiazki
bombardujacych elektronéw miata warto$¢ réwna
70 eV. Napigcie powielacza elektronowego wynosito
1350 V. Detektor mas pracowal w opcji skanowania
catkowitego pradu jonowego (TIC) m/z 50-350.

Jony wykorzystane do identyfikacji to: dla kwasu
walproinowego jony o m/z 129, 145, dla 4-en-VPA jony

Arch Med Sad Kryminol 2014; vol. 64: 212-229

acidic environment (pH 3) was performed with ethyl
acetate. The residues left after solvent evaporation
were spiked with a derivatization mixture containing
BSTFA with 1% of TMCS and pyridine (1 : 1, v/v).

Chromatographic separation, detection
parameters

Chromatographic analysis was performed with
TRACE gas chromatograph (Thermo-Electron, Aus-
tin, USA) using a non-polar capillary column Rtx-
5MS (60 m in length x 0.25 mm in diameter; film
thickness: 0.25 pm) (Restek, PA, USA). Helium (pu-
rity grade 6) was used as carrier gas, with a column
flow rate of 1.5 ml/min. The oven temperature pro-
gramme consisted of several segments. The initial
column temperature was 60°C and was maintained
for 1 minute, after which it rose in a linear man-
ner to 90°C with a temperature increment of 40°C/
min. Next, the temperature increased by 2°C/min
to 130°C, and then again linearly up to 250°C with
a temperature increment of 30°C/min maintained
for 2 minutes. After reaching 250°C, the tempera-
ture continued rising in a linear manner to 300°C,
but with an increment of 40°C/min. The temperature
of 300°C was maintained for another 2 minutes. The
total duration of the analysis was 31 minutes.

Chromatographic peaks of individual compounds
were identified on the basis of analyte retention times
and by comparing the mass spectra of eluted com-
pounds with the spectra of previously analyzed refer-
ence substances for VPA, 4-ene-VPA, 2-ene-VPA and
3-keto-VPA. The chromatographic separation yielded
the following retention times for VPA, 4-ene-VPA,
2-ene-VPA, 3-keto-VPA and VPA-d;: 14.05, 13.87,
16.68, 24.70 and 13.93 minutes, respectively.

The detection of tested analytes was performed
with POLARIS Q mass spectrometer (Thermo-Elec-
tron, Austin, USA) equipped with quadrupole ion
trap mass analyzer with optional positive electron
ionization. The temperature of the ion source was
230°C, the cathode emission current was 250 pA,
and the energy of the bombarding electron beam
was 70 eV. The voltage level of the electron multipli-
er was 1350 V. The mass detector operated in the to-
tal ion current (TIC) scanning mode at m/z 50-350.

The following ions were used in the identification
process: for valproic acid - ions with m/z 129, 145;
for 4-ene-VPA - ions with m/z 172, 185; for 2-ene-
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o m/z 172, 185, dla 2-en-VPA jony o m/z 124, 169, dla
3-keto-VPA jony o m/z 183, 147. Podstawe analizy ilo-
$ciowej stanowily jony o m/z 201 dla kwasu walproino-
wego, m/z 199 dla 4-en-VPA, m/z 199 dla 2-en-VPA,
m/z 287 dla 3-keto-VPA oraz m/z 205 dla VPA-d,.

Parametry walidacji

Parametry walidacji metody réwnoczesnego
oznaczania kwasu walproinowego i jego wybranych
metabolitow w surowicy krwi technikg GC-MS ze-
brano w tabelach I-III.

Metody obliczeniowe

Do analizy zmienno$ci stezen kwasu walproino-
wego i jego wybranych metabolitow wykorzystano
tzw. wspolczynnik Apple’a, ktdry jest ilorazem ste-
zenia VPA i stezen poszczegélnych metabolitow, tj.

VPA - ions with m/z 124, 169; for 3-keto-VPA -
ions with m/z 183, 147. The basis for the quantitative
analysis were ions with m/z 201 for valproic acid,
m/z 199 for 4-ene-VPA, m/z 199 for 2-ene-VPA,
m/z 287 for 3-keto-VPA and m/z 205 for VPA-d,.

Validation parameters

The validation parameters for the method of
concurrent analysis of valproic acid and its selected
metabolites in the blood serum by GC-MS are listed
in Tables I-III.

Calculation methods

The analysis of variability of concentrations of val-
proic acid and its selected metabolites was based on
Apples factor, ie. the ratio between the concentra-
tion of VPA and the concentrations of individual VPA

Tabela I. Zakres liniowosci, granice wykrywalnosci i oznaczalnosci dla badanych analitéw
Table I. Limits of linearity, detection and quantification of the studied analytes

Parametry walidacji/Analit VPA 4-en-VPA (E)-2-en-VPA 3-keto-VPA

Validation data/Analyte [mg/1] 4-ene-VPA (E)-2-ene-VPA 3-keto-VPA
[mg/1] [mg/1] [mg/1]

zakresy liniowosci 1,0-100,0 0,05-10,0 0,1-10,0 0,5-30,0

limits of linearity (LOL)

granice wykrywalnosci 0,5 0,05 0,05 0,5

limits of detection (LOD)

granice oznaczalnosci 1,0 0,05 0,1 1,0

limits of quantification (LOQ)

Tabela I1. Powtarzalnos¢ i doktadnos$¢ wewnatrzgrupowa oznaczania kwasu walproinowego i jego metaboli-

tow w surowicy krwi metodg GC-MS

Table 11. Intra-assay repeatability and accuracy of determination of valproic acid and its metabolites in blood

serum by GC-MS

Oznaczana substancja Stezenie zadane | Srednie stezenie* +SD CV [%] Bias [%]
Analyte Defined Mean
concentration concentration
[mg/1] [mg/1]
kwas walproinowy 2 2,06 0,09 4,56 -2,81
valproic acid 50 51,27 1,64 3,19 2,31
4-en-VPA 0,2 0,19 0,006 3,15 1,16
4-ene-VPA 5 4,97 0,18 3,58 0,49
(E)-2-en-VPA 0,2 0,20 0,006 3,01 2,34
(E)-2-ene-VPA 5 5,05 0,19 3,85 1,08
3-keto-VPA 1,5 1,62 0,1 6,19 -7,08
20 21,95 1,56 7,14 -7,58
*N=5
QQNICAMD%
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Tabela I1l. Powtarzalnos¢ i doktadnos¢ miedzygrupowa oznaczania kwasu walproinowego i jego wybranych

metabolitéw w surowicy krwi metoda GC-MS

Table Ill. Inter-assay repeatability and accuracy of determination of valproic acid and its metabolites in blood
serum by GC-MS
Oznaczana substancja Stezenie zadane Srednie stezenie* +SD CV [%] Bias [%]
Analyte Defined Mean
concentration concentration
[mg/1] [mg/1]
kwas walproinowy 1 0,95 0,05 5,40 5,21
valproic acid 2 1,91 0,03 1,68 4,30
5 4,99 0,32 6,49 0,46
10 9,73 0,28 2,87 2,78
20 19,64 1,18 6,01 2,11
50 51,16 2,23 4,36 2,13
4-en-VPA 0,1 0,054 0,008 10,54 19,42
4-ene-VPA 0,2 0,20 0,023 11,03 3,49
0,5 0,48 0,005 0,96 39
2 1,97 0,14 7,25 1,89
5 511 0,32 6,26 -1,98
(E)-2-en-VPA 0,1 0,10 0,005 512 -4,52
()-2-ene-VPA 0,2 0,2 0,011 5,76 1,81
0,5 0,51 0,030 5,86 -2,56
2 1,93 0,087 4,51 3,76
5 5,02 0,42 8,33 0,14
3-keto-VPA 1 1,11 0,14 12,56 4,22
1,5 1,73 0,11 6,43 -13,7
5 4,91 0,53 10,74 4,9
20 18,76 1,48 7,89 9,35
30 30,98 1,27 4,09 -3,06
*N=5

VPA/4-en-VPA, VPA/2-en-VPA, VPA/3-keto-VPA
[16]. Aby oceni¢ zmiennos¢ dwdch podstawo-
wych drég metabolizmu VPA w grupie pacjentéw
ze stezeniami terapeutycznymi VPA i w grupie ze
stezeniami toksycznymi VPA, postuzono si¢ wiel-
kosciami 3-keto-VPA/2-en-VPA oraz 2-en-VPA/
4-en-VPA. Do pordéwnania ww. wielkosci oraz ste-
zen wybranych metabolitéow VPA u pacjentéw ho-
spitalizowanych z powodu ostrego zatrucia VPA
z grupa pacjentow leczonych VPA zastosowano test
nieparametryczny Manna-Whitneya.

Wyniki

Otrzymane wyniki stezent kwasu walproinowego
i jego wybranych metabolitéw poddano analizie po-

metabolites, ie. VPA/4-ene-VPA, VPA/2-ene-VPA
and VPA/3-keto-VPA [16]. The assessment of vari-
ability of two basic metabolic pathways of VPA in the
group of patients with therapeutic VPA concentrations
and in the group with toxic VPA concentrations was
performed using 3-keto-VPA/2-ene-VPA and 2-ene-
VPA/4-ene-VPA values. In order to compare the above
values and the concentrations of selected VPA metabo-
lites in patients hospitalized due to acute VPA poison-
ing and in the group of patients treated with VPA, the
non-parametric Mann-Whitney test was employed.

Results

The resulting concentrations of valproic acid and
its selected metabolites were analyzed comparative-
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réwnawczej w badanych grupach i pomiedzy gru-
pami. Stezenia maksymalne kwasu walproinowego
przy przyjeciu do szpitala u wszystkich 26 pacjen-
tow toksykologicznych przekroczyty gorny zakres
stezenia terapeutycznego (> 125 mg/l), jak réw-
niez - z wyjatkiem trzech przypadkow (129,1, 136,8
i 148,4 mg/l) - granice stezenia toksycznego kwasu
walproinowego (> 150 mg/l) i wahaty sie od 150,6
do 714,2 mg/l. W grupie pacjentéw leczonych steze-
nie VPA miescilo si¢ w zakresie stezenn VPA od 25,8
do 74,8 mg/1.

Stezenia 4-en-VPA, 2-en-VPA i 3-keto-VPA
w surowicy krwi zmierzone przy stezeniach to-
ksycznych VPA oraz stezenia metabolitow VPA przy
stezeniu terapeutycznym VPA w stanie stacjonar-
nym u pacjentéw poddanych terapii lekiem poréow-
nano w tabeli IV. Test Manna-Whitneya wykazal

ly within and between the study groups. Maximum
concentrations of valproic acid determined upon
hospital admission in all 26 toxicological patients
exceeded both the upper range of the therapeutic
concentration (> 125 mg/l), and - with the excep-
tion of three cases (129.1, 136.8 and 148.4 mg/l)
— also exceeded the limit of the toxic concentration
of valproic acid (> 150 mg/l), and varied between
150.6 and 714.2 mg/l. In the group of treated pa-
tients the concentration of VPA ranged between
25.8 and 74.8 mg/l.

The concentrations of 4-ene-VPA, 2-ene-VPA
and 3-keto-VPA in the blood serum measured at
toxic VPA concentrations, and the concentrations of
VPA metabolites at the therapeutic range of VPA in
the stationary state in patients receiving VPA ther-
apy are compared in Table IV. The Mann-Whitney

Tabela IV. Poréwnanie Srednich wynikéw stezeri VPA, 4-en-VPA, 2-en-VPA i 3-keto-VPA w badanych grupach

pacjentéw

Table IV. The comparison of the mean results VPA, 4-ene-VPA, 2-ene-VPA and 3-keto-VPA concentrations in

the studied groups of patients

Analit/Stezenie Zatrucie VPA Terapia VPA Srednie stezenia
Analyte/Concentration VPA poisoning VPA therapy Zatrucie/Terapia
[mg/1] Mean results
Poisoning/Therapy
VPA x +SD 306,74 £158,17 53,28 £12,96 5,8
min.—maks. 123,39-714,20 25,80-74,80 -
min.—max.
n 26° 27° -
4-en-VPA X £ SD 0,84 £0,59 0,14 £0,06 6,0
4-ene-VPA min.—maks. 0,10-2,80 <LOQ-0,38 -
min.—max.
n 61¢ 27 -
2-en-VPA X +SD 3,42 +1,80 3,78 £1,63 0,9
2-ene-VPA min.—maks. 0,65-10,81 1,53-8,26 -
min.—max.
n 63¢ 27 -
3-keto-VPA X +£SD 16,81 £13,01 27,16 £9,50 0,6
min.—maks. 2,00-56,40 10,55-52,71 -
min.—max.
n 63¢ 27 -

n — liczba oznaczeri analitu

“dotyczy C,, VPA

b dotyczy C,, VPA

< dotyczy oznaczen analitow dla stezeri VPA > 125 mg/l
n — number of analyte determinations

2for C,_ _VPA

b for C,, VPA

< for VPA concentrations > 125 mg/|
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znamienne statystycznie roznice w $rednich ste-
zeniach 4-en-VPA (p < 0,0001) oraz 3-keto-VPA
(p < 0,0001) pomiedzy badanymi grupami pacjen-
tow. Nie stwierdzono natomiast znamiennej istot-
nosci, poréwnujac $rednie stezenia 2-en-VPA (p =
= 0,3820) pomiedzy grupami.

Zmiany stezen wybranych metabolitow VPA
wzgledem stezenia kwasu walproinowego (ocena
wspolczynnikéow VPA/4-en-VPA, VPA/2-en-VPA
i VPA/3-keto-VPA) oraz poréwnanie dwoch szlakdéw
metabolicznych VPA - B-oksydacje i desaturacje
(ocena ilorazéw stezen metabolitow 3-keto-VPA/
2-en-VPA oraz 2-en-VPA/4-en-VPA) w badanych
grupach, przedstawiono w tabeli V.

Zmiany stezenia wybranych metabolitow oraz
zmienno$¢ dwoéch szlakéw metabolicznych VPA
zobrazowano w zaleznosci od wielkosci stezenia
VPA w surowicy krwi i przedstawiono na ryci-
nach 2.-5.

Arch Med Sad Kryminol 2014; vol. 64: 212-229

test showed statistically significant differences in
mean concentrations of 4-ene-VPA (p < 0.0001) and
3-keto-VPA (p <0.0001) between the studied groups
of patients. However, no statistical significance was
found when comparing the mean concentrations of
2-ene-VPA (p = 0.3820) between the groups.

Changes in concentrations of selected VPA me-
tabolites in relation to the concentration of valproic
acid (assessment of VPA/4-ene-VPA, VPA/2-ene-
VPA and VPA/3-keto-VPA ratios) and the compari-
son of two metabolic pathways of VPA - 3-oxidation
and desaturation (assessment of 3-keto-VPA/2-ene-
VPA and 2-ene-VPA/4-ene-VPA metabolite con-
centration ratios) in the study groups are listed in
Table V.

Changes in the concentration of selected metab-
olites and the variability of two metabolic pathways
of VPA are shown as a function of the concentration
of VPA in the blood serum in Figs. 2-5.

Tabela V. Poréwnanie rozktadu wspétczynnikéw VPA/4-en-VPA, VPA/2-en-VPA, VPA/3-keto-VPA, 3-keto-
-VPA/2-en-VPA oraz 2-en-VPA/4-en-VPA w grupach pacjentéw hospitalizowanych z powodu ostrego zatru-
cia (zatrucie) i leczonych VPA (terapia) z uzyciem testu Manna-Whitneya

Table V. Comparison of the distribution of VPA/4-ene-VPA, VPA/2-ene-VPA, VPA/3-keto-VPA, 3-keto-VPA/
2-ene-VPA and 2-ene-VPA/4-ene-VPA ratios in groups of patients hospitalized because of suspected acute
VPA poisoning (poisoning) and patients treated with VPA (therapy) by Mann-Whitney test

Wspétczynnik Grupa pacjentéw Mediana (min.-maks.) n Test Manna-Whitneya
Ratio Group of patients Median (min.-max.) Mann-Whitney test
VPA/4-en-VPA zatrucie 413,26 23
VPA/4-ene-VPA poisoning (198,18-1827,86)
; p=0,1883
terapia 421,16 28
therapy (168,97-623,62)
VPA/2-en-VPA zatrucie 114,59 24
VPA/2-ene-VPA poisoning (28,84-390,00)
; p < 0,0001
terapia 15,78 30
therapy (7,19-28,41)
VPA/3-keto-VPA zatrucie 26,31 20
VPA/3-keto-VPA poisoning (6,38-84,27)
, p < 0,0001
terapia 2,01 30
therapy (1,17-4,30)
3-keto-VPA/2-en-VPA zatrucie 5,03 20
3-keto-VPA/2-ene-VPA poisoning (1,10-18,73)
, p = 0,0054
terapia 7,29 30
therapy (2,23-15,77)
2-en-VPA/4-en-VPA zatrucie 4,10 23
2-ene-VPA/4-ene-VPA poisoning (0,81-15,00)
: p < 0,0001
terapia 24,13 30
therapy (12,38-86,63)

n — liczba pacjentéw w grupie
n — number of patients in group
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Ryc. 2. Zmiany stezenia 4-en-VPA w zaleznosci od wartosci stezenia VPA u pacjentéw hospitalizowanych
z powodu ostrego zatrucia oraz w terapii lekiem

Fig. 2. Changes in 4-ene-VPA concentration depending on the value of VPA concentration in patients hospital-
ized because of suspected acute VPA poisoning and in VPA therapy
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Ryc. 3. Zmiany stezenia 2-en-VPA w zaleznosci od wartosci stezenia VPA u pacjentéw hospitalizowanych
z powodu ostrego zatrucia oraz w terapii lekiem

Fig. 3. Changes in 2-ene-VPA concentration depending on the value of VPA concentration in patients hospital-
ized because of suspected acute VPA poisoning and in VPA therapy
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Ryc. 4. Zmiany stezenia 3-keto-VPA w zaleznosci od wartosci stezenia VPA u pacjentéw hospitalizowanych
z powodu ostrego zatrucia oraz w terapii lekiem

Fig. 4. Changes in 3-keto-VPA concentration depending on the value of VPA concentration in patients hospital-
ized because of suspected acute VPA poisoning and in VPA therapy
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Ryc. 5. Zmiany ilorazu stezen 2-en-VPA/4-en-VPA w zaleznosci od wartosci stezenia VPA u pacjentéw hospi-
talizowanych z powodu ostrego zatrucia oraz w terapii lekiem

Fig. 5. Changes in 2-ene-VPA/4-ene-VPA concentration ratio depending on the value of VPA concentration in
patients hospitalized because of suspected acute VPA poisoning and in VPA therapy
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Dyskusja

W przebiegu biotransformacji kwasu walpro-
inowego na najwicksza uwage zastuguje szlak
[-oksydacji, ktéry w terapii kwasem walproinowym
stanowi najistotniejsza przemiang I fazy biotrans-
formacji VPA [17]. GIéwny metabolit utleniania na
drodze 3-oksydacji - 2-en-VPA - odpowiada w daw-
kach terapeutycznych za dzialanie przeciwpadacz-
kowe, a po przerwaniu podawania leku znany jest
z przedluzonego dzialania farmakologicznego [18,
19]. Wiadomo juz réwniez, ze 2-en-VPA w ostrym
zatruciu VPA jest odpowiedzialny m.in. za dzialanie
neurotoksyczne. Prawdopodobnie $pigczka towa-
rzyszaca zatruciu VPA jest efektem podwyzszonego
poziomu GABA w moézgu i postsynaptycznego dzia-
tania hamujgcego 2-en-VPA [20]. Konicowym i dru-
gim gléwnym metabolitem mitochondrialnym jest
3-keto-VPA, ktérego wydalanie razem z 2-en-VPA
koreluje z wydajnoscia procesu -oksydacji [13].

Drugi omawiany w pracy szlak przemian VPA
to proces desaturacji, ktory metabolizuje niewiel-
ka ilos¢ VPA, jednak powstajace metabolity moga
inicjowa¢ powazne dzialania toksyczne. Z dotych-
czasowych obserwacji najwazniejsze metabolity de-
saturacji 4-en-VPA oraz produkty jego degradacji —
2,4-dien-VPA i 3-keto-4-en-VPA - moga wywoly-
wa¢é dzialanie niepozadane na watrobe oraz odpo-
wiada¢ za dzialanie embriotoksyczne. 4-en-VPA
uwazany jest za silny induktor drobnopecherzyko-
watego stluszczenia watroby oraz inhibitor (3-oksy-
dacji kwaséw tluszczowych [1, 3, 8-14].

Poréwnujgc zmiany stezenia VPA i jego wybra-
nych metabolitow podczas terapii lekiem z ostrym
zatruciem kwasem walproinowym, wykazano przed-
stawione ponizej réznice. Pierwszy z badanych
metabolitéw, 4-en-VPA, wystepuje podczas terapii
VPA w malych stezeniach w surowicy krwi. Srednie
stezenie 4-en-VPA u pacjentéow toksykologicznych
byto 6-krotnie wigksze niz u pacjentéw leczonych
VPA (0,84 £0,59 mg/1 vs 0,14 £0,06 mg/1), podob-
nie jak $rednie stezenie VPA, ktdére przekraczalo
5,8-krotnie $rednie stezenie terapeutyczne VPA
w grupie badanej (306,74 £158,17 mg/l vs 53,28
+12,96 mg/l; tab. IV). Poréwnywalne wyniki $§red-
niego stezenia 4-en-VPA u pacjentéw leczonych
VPA w monoterapii uzyskali Kreher et al. (0,15
10,12 mg/1) [21]. W grupie otrzymujacej wysokie
dawki terapeutyczne VPA (74,9 £12,9 mg/kg m.c./

Discussion

The most prominent pathway in valproic acid bi-
otransformation is B-oxidation — the most essential
process occurring in the first phase of VPA biotrans-
formation in valproic acid therapy [17]. The main
metabolite of B-oxidation, 2-ene-VPA, in therapeu-
tic doses is responsible for VPA’ antiepileptic activ-
ity. After the discontinuation of the drug it is known
to exhibit a prolonged pharmacological activity [18,
19]. It has also been demonstrated that, among oth-
er effects, 2-ene-VPA is responsible for the neuro-
toxic activity in cases of acute VPA poisoning. Coma
accompanying VPA poisoning is probably an effect
of an increased GABA level in the brain and the
postsynaptic inhibitory activity of 2-ene-VPA [20].
The terminal and other major mitochondrial me-
tabolite is 3-keto-VPA. Its excretion - together with
2-ene-VPA - is correlated with the efficiency of the
[-oxidation process [13].

The other metabolic pathway of VPA discussed
in the present study is desaturation. Even though the
process metabolizes only a small amount of VPA,
the resulting metabolites may initiate severe toxic
effects. Observations to date reveal that the most
important desaturation metabolite 4-ene-VPA, as
well as the products of its degradation (2,4-diene-
VPA and 3-keto-4-ene-VPA), may produce adverse
reactions affecting the liver and induce embryotoxic
effects. 4-ene-VPA is considered to be a potent in-
ducer of microvesicular liver steatosis and an inhibi-
tor of B-oxidation of fatty acids [1, 3, 8-14].

The comparison of changes in the concentration
of VPA and its selected metabolites during VPA
therapy and in acute VPA poisoning shows the fol-
lowing differences. The first of the studied metabo-
lites, 4-ene-VPA, is found during VPA therapy at
low blood serum concentrations. The mean concen-
tration of 4-ene-VPA in toxicological patients was
six times higher than in patients treated with VPA
(0.84 £0.59 mg/l vs. 0.14 £0.06 mg/l), similarly to
the mean concentration of VPA which exceeded 5.8
times the mean therapeutic concentration of VPA
in the study group (306.74 £158.17 mg/l vs. 53.28
£12.96 mg/l; Table IV). Comparable results for the
mean concentration of 4-ene-VPA in patients treat-
ed with VPA in monotherapy were obtained by Kre-
her et al. (0.15 £0.12 mg/1) [21]. Significantly differ-
ent mean concentrations of 4-ene-VPA, amounting
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dobe) w poréwnaniu z dawkami standardowy-
mi VPA (17,8 +6,4 mg/kg m.c./dobe) stwierdzono
istotnie r6zne $rednie stezenia 4-en-VPA wynoszace
odpowiednio 0,44 +0,13 mg/11 0,08 +£0,06 mg/1 [22].

W grupie oséb leczonych VPA oraz hospitali-
zowanych z powodu ostrego zatrucia VPA obser-
wowano istotng statystycznie korelacje pomiedzy
VPA i 4-en-VPA (ryc. 2.). W obu grupach zalez-
nos¢ stezenia 4-en-VPA od stezenia VPA jest zbli-
zona, co pozwala sadzi¢, ze kazdemu wzrostowi
stezenia VPA w zakresie stezen terapeutycznych
czy w zakresie stezen toksycznych VPA (zmierzo-
nych do wartosci 714,2 mg/1) towarzyszyt podobny
wzrost stezenia 4-en-VPA (wspodtczynniki kierun-
kowe prostych regresji dla obu grup badanych sg
prawie identyczne - 0,0023 i 0,0024). Zatem szlak
desaturacji VPA do 4-en-VPA nie ulega wysyce-
niu w wyniku przekroczenia zakresu stezen tera-
peutycznych VPA, a stezenie 4-en-VPA w surowi-
cy krwi zwigksza si¢ proporcjonalnie do wartosci
stezenia VPA. Podobnie duze dawki terapeutycz-
ne VPA skutkowaly wzmozonym powstawaniem
4-en-VPA dodatnio korelujacym z calkowitym ste-
zeniem VPA [22].

Potwierdzeniem braku zmian w metabolizmie
VPA do 4-en-VPA w zaleznosci od dawki sg porow-
nywalne warto$ci wspdtczynnika VPA/4-en-VPA
w grupach hospitalizowanych z powodu ostrego
zatrucia i leczonych VPA (mediana: 413,26 mg/1 vs
421,16 mg/l; tab. V).

Stezenia metabolitéow procesu B-oksydacji po-
miedzy badanymi grupami nie byly istotnie rézne
dla 2-en-VPA ($§rednie + SD; 3,42 £1,80 mg/l vs
3,78 £1,63 mg/l), podczas gdy stezenia 3-keto-
-VPA pacjentéw leczonych VPA byto ok. 2-krot-
nie wieksze wzgledem otrzymanych po dawkach
toksycznych VPA (Srednie £ SD; 27,16 £9,50 mg/1
vs 16,81 £13,01 mg/l, tab. IV). W badaniach in-
nych autoréw, wykonanych dla wysokich dawek
terapeutycznych VPA ($rednio £ SD; 74,9 £12,9
mg/kg/dobe), wykazano wieksze stezenia 2-en-
-VPA (p = 0,05) wzgledem dawek standardowych
($rednio £ SD; 17,8 £6,4 mg/kg m.c./dobg) oraz
zblizone stezenia 3-keto-VPA pomiedzy grupami
[22], natomiast odmienne od wynikéw prezento-
wanych w niniejszej publikacji dla dawek terapeu-
tycznych VPA.

Zmiany stezen 2-en-VPA i 3-keto-VPA w zalez-
nosci od wartosci stezenia kwasu walproinowego

Arch Med Sad Kryminol 2014; vol. 64: 212-229

to 0.44 £0.13 mg/l and 0.08 +0.06 mg/I respectively,
were noted in the group receiving high therapeutic
doses of VPA (74.9 +12.9 mg/kg/24 h) compared to
standard VPA doses (17.8 £6.4 mg/kg/24 h) [22].

In the group of patients treated with VPA and pa-
tients hospitalized because of acute VPA poisoning,
there was a statistically significant correlation between
VPA and 4-ene-VPA (Fig. 2). The relationship between
the concentration of 4-ene-VPA and the concentration
of VPA is similar in both groups, which gives grounds to
assume that every increase in VPA concentration, either
within the range of therapeutic or toxic concentrations
(measured up to the value of 714.2 mg/1), was accompa-
nied by a similar increase in the concentration of 4-ene-
VPA (at 0.0023 and 0.0024, the slope coefficients of re-
gression lines for both study groups are nearly identical).
Therefore, the pathway of VPA desaturation to 4-ene-
VPA does not become saturated as a result of exceed-
ing of the range of VPAs therapeutic concentrations,
and the concentration of 4-ene-VPA in the blood serum
rises proportionally to the value of VPA concentration.
Similarly, high therapeutic doses of VPA resulted in an
increased formation of 4-ene-VPA exhibiting a positive
correlation with the total concentration of VPA [22].

The fact that there are no changes in the me-
tabolism of VPA to 4-ene-VPA depending on the
dose is confirmed by comparable values of the VPA/
4-ene-VPA ratio in the groups of patients hospital-
ized because of acute poisoning and treated with VPA
(median: 413.26 mg/1 vs. 421.16 mg/l; Table V).

The concentrations of metabolites of the
[-oxidation process between the study groups were
not significantly different for 2-ene-VPA (mean
* SD; 3.42 £1.80 mg/1 vs. 3.78 £1.63 mg/l), whereas
the concentrations of 3-keto-VPA in patients treated
with VPA were approximately twice as high as the
concentrations obtained after toxic doses of VPA
(mean + SDj; 27.16 £9.50 mg/l vs. 16.81 £13.01 mg/l;
Table IV). Studies conducted by other authors for
high therapeutic doses of VPA (mean + SD; 74.9
+12.9 mg/kg/24 h) have demonstrated higher con-
centrations of 2-ene-VPA (p = 0.05) than for stand-
ard doses (mean * SD; 17.8 £6.4 mg/kg/24 h) and
similar concentrations of 3-keto-VPA between the
groups [22], however different from results obtained
in the present study for therapeutic doses of VPA.

Changes in 2-ene-VPA and 3-keto-VPA concen-
trations depending on the concentration of valproic
acid are different for cases of acute poisoning and
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Analiza zmiennosci stezeri kwasu walproinowego oraz jego wybranych metabolitéw w surowicy krwi pacjentéw podczas terapii

lekiem i w zatruciach

roznig sie¢ pomiedzy przypadkami ostrych zatru¢
a terapig VPA (ryc. 3. i 4.). Korelacja pomiedzy
stezeniami 2-en-VPA i 3-keto-VPA a stezeniami
terapeutycznymi VPA jest wyraznie dodatnia (od-
powiednio r = 0,3554 1 0,2734). W zakresie stezen
toksycznych VPA stezenia 2-en-VPA i 3-keto-
-VPA nie ulegaly istotnej zmianie. Jedynie kore-
lacja pomiedzy stezeniami 2-en-VPA a stezeniami
terapeutycznymi VPA byla bliska istotnosci staty-
stycznej (p = 0,0539). Z duzg pewnoscig mozna za-
tem stwierdzi¢, ze zwiekszenie stezenia VPA w za-
kresie terapeutycznym skutkuje proporcjonalnym
wzrostem stezenia 2-en-VPA. W ostrym zatruciu
natomiast ulega zahamowaniu przemiana VPA do
2-en-VPA.

Srednie i mediany wspétczynnikéw VPA/2-en-
-VPA i VPA/3-keto-VPA wykazuja istotne rdéznice
pomiedzy grupami badanymi (tab. V). Po dawce
toksycznej VPA oba wspolczynniki ulegaja zwigk-
szeniu wzgledem dawki terapeutycznej VPA, po-
twierdzajac wczesniejsze stwierdzenie, ze u pacjen-
tow hospitalizowanych z powodu ostrego zatrucia
przemiana metaboliczna VPA do 2-en-VPA i 3-ke-
to-VPA na drodze [3-oksydacji ulega ostabieniu. Tak
jak po duzych dawkach terapeutycznych w ostrym
zatruciu VPA dochodzi do zmniejszenia konwersji
VPA do 2-en-VPA, ktdrej przyczyna moze by¢ au-
toinhibicja lub wysycenie mitochondrialnego szlaku
[-oksydacji kwasu walproinowego [20].

Analizujac przemiane metaboliczng 2-en-VPA
do 3-keto-VPA, postuzono sie ilorazem stezen
3-keto-VPA/2-en-VPA. Poréwnanie otrzymanych
wspotczynnikdw po dawce terapeutycznej i toksycz-
nej wykazalo, ze $rednie wartosci (mediany) 3-ke-
to-VPA/2-en-VPA byly istotnie statystycznie nizsze
u pacjentéw hospitalizowanych z powodu ostrego
zatrucia VPA (5,03 vs 7,29; tab. V). Obnizenie ilora-
zu stezen 3-keto-VPA/2-en-VPA dowodzi, ze zaha-
mowaniu ulegla réwniez przemiana metaboliczna
2-en-VPA do 3-keto-VPA oraz prawdopodobnie
powstawanie produktu posredniego B-oksydacji -
3-OH-VPA.

Wielko$¢ ilorazu stezen 2-en-VPA/4-en-VPA
pozwala oceni¢ réznice w przebiegu dwoch szlakéw
metabolicznych VPA (B-oksydacji i desaturacji)
w zaleznosci od wielkosci dawki. W grupie pacjen-
tow leczonych z powodu ostrego zatrucia VPA ob-
serwuje si¢ istotng statystycznie réznice w $redniej
(medianie) dla ilorazu stezen 2-en-VPA/4-en-VPA,

cases of VPA therapy (Figs. 3 and 4). The correlation
existing between concentrations of 2-ene-VPA and
3-keto-VPA, and therapeutic concentrations of VPA
is clearly positive (r = 0.3554 and 0.2734, respective-
ly). There was no significant change in 2-ene-VPA
and 3-keto-VPA concentrations for the range of tox-
ic concentrations of VPA. Only the correlation deter-
mined between 2-ene-VPA concentrations and ther-
apeutic concentrations of VPA was close to statistical
significance (p = 0.0539). It is therefore possible to
conclude with a high degree of certainty that an in-
crease in VPA concentration within the therapeutic
range causes a proportional increase in 2-ene-VPA
concentration. In cases of acute poisoning, however,
the conversion of VPA to 2-ene-VPA is inhibited.

Both mean and median VPA/2-ene-VPA and
VPA/3-keto-VPA ratios differ significantly between
the study groups (Table V). After a toxic dose of
VPA both ratios increase in relation to the therapeu-
tic dose of VPA, corroborating the previous finding
that the metabolic transformation of VPA to 2-ene-
VPA and 3-keto-VPA in the process of 3-oxidation
is weakened in patients hospitalized because of acute
poisoning. Similarly to the ingestion of high thera-
peutic doses, acute VPA poisoning results in a de-
creased VPA conversion to 2-ene-VPA - possibly
due to self-inhibition or saturation of the mitochon-
drial pathway of -oxidation of valproic acid [20].

The analysis of the metabolic conversion of
2-ene-VPA to 3-keto-VPA was based on the ratio
between 3-keto-VPA and 2-ene-VPA concentra-
tions. A comparison of ratios determined after ther-
apeutic and toxic doses showed that the mean values
(medians) of 3-keto-VPA/2-ene-VPA were lower in
a statistically significant manner in patients hospi-
talized due to acute VPA poisoning (5.03 vs. 7.29;
Table V). A decrease in the 3-keto-VPA/2-ene-VPA
concentration ratio also proves the inhibition of the
metabolic conversion of 2-ene-VPA to 3-keto-VPA
and, probably, the formation of the intermediate
product of B-oxidation, i.e. 3-OH-VPA.

The value of the 2-ene-VPA/4-ene-VPA concen-
tration ratio makes it possible to evaluate the differ-
ence in the progression of both metabolic pathways
of VPA (B-oxidation and desaturation) depending
on the dose size. In the group of patients treated
because of acute VPA poisoning there is a statisti-
cally significant difference in mean (median) for
the 2-ene-VPA/4-ene-VPA concentration ratio
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ktéra ulega obnizeniu wzgledem dawek terapeu-
tycznych VPA (4,1 vs 24,13; tab. V). Wraz ze wzro-
stem dawki VPA powstaje proporcjonalnie wigcej
4-en-VPA, ktory jako inhibitor procesu 3-oksydacji
hamuje réwniez metabolizm VPA w kierunku 2-en-
-VPA. Tloraz stezen 2-en-VPA/4-en-VPA wykazuje
istotng ujemna korelacje¢ ze stezeniem toksycznym
VPA (r = -0,3178; p = 0,0016; ryc. 5.). W zakresie
stezen toksycznych VPA przewage zyskuje proces
desaturacji, a odmiennie przebiega proces tworze-
nia 2-en-VPA, ktérego stezenie nie ulega propor-
cjonalnemu zwiekszeniu wraz ze wzrostem dawki
kwasu walproinowego.

W dostepnych badaniach w pismiennictwie za-
stosowanie duzych dawek terapeutycznych kwasu
walproinowego bylo zwigzane z ostabieniem reakcji
B-oksydacji, z wyjatkiem zwiekszonego tworzenia
2-en-VPA. W konsekwencji zahamowania meta-
bolizmu 2-en-VPA do 3-OH-VPA i 3-keto-VPA
(wzrasta stosunek stezen 2-en-VPA/3-keto-VPA)
zwiekszeniu proporcjonalnie do dawki ulegaty reak-
cje w- i w -oksydacji [21, 22].

Otrzymane wyniki badania zmiennosci ste-
zen kwasu walproinowego i jego wybranych me-
tabolitow pozwola na poszerzenie diagnostyki
pacjentow zatrutych VPA o ilosciowe oznaczenie
toksycznych metabolitéw leku (2-en-VPA i 4-en-
-VPA). Odmienny metabolizm kwasu walproino-
wego w ostrym zatruciu w poroéwnaniu z terapia
lekiem na etapie B-oksydacji oraz proporcjonalne
do stezenia VPA zwigkszenie stezenia 4-en-VPA
moze si¢ przelozy¢ na skuteczniejsze leczenie,
mniejsze ryzyko powiklan oraz ograniczenie kosz-
tow leczenia.

Whioski

Analiza zmiennosci stezen kwasu walproino-
wego i jego metabolitow (2-en-VPA, 4-en-VPA,
3-keto-VPA) w surowicy krwi dowodzi odmienno-
$ci profilu metabolicznego kwasu walproinowego
wzgledem terapii, a w szczegdlnosci wykazuje, ze:
 proces desaturacji nie ulega zmianie w ostrym za-

truciu i ma przewage nad procesem [-oksydacji,
o przyjecie dawek toksycznych VPA skutkuje

wzmozonym powstawaniem 4-en-VPA propor-
cjonalnym do wzrostu stezenia kwasu walpro-
inowego,

Arch Med Sad Kryminol 2014; vol. 64: 212-229

which decreases in relation to the therapeutic doses
of VPA (4.1 vs. 24.13; Table V). An increase in the
dose of VPA causes a proportional increase in the
quantity of 4-ene-VPA which, being an inhibitor
of the B-oxidation process, also inhibits the me-
tabolism of VPA to 2-ene-VPA. The 2-ene-VPA/4-
ene-VPA concentration ratio exhibits a significant
negative correlation with toxic VPA concentrations
(r=-0.3178; p = 0.0016; Fig. 5). In the range of toxic
VPA concentrations, the dominant role is assumed
by the process of desaturation, and the process of
2-ene-VPA formation proceeds differently, with no
increase in 2-ene-VPA concentration proportion-
ally to an increase in the dose of valproic acid.

Studies available in the literature show that the
administration of high therapeutic doses of valp-
roic acid has been associated with a weakening of
the reaction of B-oxidation with the exception of
increased formation of 2-ene-VPA. An inhibition
of the metabolism of 2-ene-VPA to 3-OH-VPA and
3-keto-VPA (with an increase in the 2-ene-VPA/
3-keto-VPA concentration ratio) has produced an
increase in the reactions of w- and w,-oxidation in
proportion to the dose [21, 22].

The results of the study investigating the variabil-
ity of concentrations of valproic acid and its selected
metabolites will make it possible to extend the diag-
nostics of patients with VPA poisoning by perform-
ing a quantitative assay of toxic metabolites of the
drug (2-ene-VPA and 4-ene-VPA). Differences in
the metabolism of valproic acid in acute poisoning
and in drug therapy at the stage of B-oxidation, and
the increase in 4-ene-VPA concentration in propor-
tion to the concentration of VPA, may translate into
more effective treatment options, a lesser risk of
complications and lower costs of therapy.

Conclusions

The analysis of variability of concentrations of
valproic acid and its metabolites (2-ene-VPA, 4-ene-
VPA and 3-keto-VPA) in the blood serum has found
that the metabolic profile of valproic acid in acute
poisoning and in therapy is different. In particular,
it has been shown that:

o the process of desaturation is unchanged in acute
poisoning and prevails over the process of f-ox-
idation;
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Analysis of variability of concentrations of valproic acid (VPA) and its selected metabolites in the blood serum of patients treated with
VPA and patients hospitalized because of VPA poisoning

w ostrym zatruciu VPA dochodzi do wysycenia « the ingestion of toxic doses of VPA causes an in-

przemian metabolicznych VPA na etapie 3-oksy- creased formation of 4-ene-VPA, proportional to
daciji, an increase in valproic acid concentration;
« proces utleniania 2-en-VPA do 3-keto-VPA ule- « acute VPA poisoning involves the saturation of
ga zwolnieniu po dawkach toksycznych. VPAs metabolic pathways at the stage of 3-oxi-
dation;
Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow. o the process of oxidation of 2-ene-VPA to 3-ke-

to-VPA slows down after the ingestion of toxic
doses.
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