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Zmiany poziomu cytochromu P-450 
i glutationu zredukowanego (GSH) w wątrobie myszy 

pod wpływem podaży 5-fluorouracylu i dekstranu

S t r e s z c z e n i e

W wątrobie myszy oznaczano poziom cytochromu P-450 i glutationu 
zredukowanego (GSH) pod wpływem 5-fluorouracylu i dekstranu. Poziom 
cytochromu P-450 określano w mg białka mikrosomalnego wątroby, zaś 
GSH w jednym gramie badanej tkanki. Wykazano znaczny spadek poziomu 
cytochromu P-450, jak i GSH; zarówno pod wpływem 5-fluorouracylu, 
jak i dekstranu.
Na podstawie uzyskanych wyników sugeruje się, że zarówno 5-fluoro- 
uracyl, jak i dekstran nie są induktorami syntezy cytochromu P-450.

Wstęp

Wątroba ssaków zawiera zespół enzymatycznych i nieenzymatycz- 

nych systemów, które katalizują procesy biotransformacji ksenobio- 

tyków, t j .  egzogennych związków chemicznych o strukturach nie syn­

tetyzowanych przez organizmy zwierzęce w polarne metabolity mogące 

być wydalane z moczem lub żółcią (Gebolin, 1971). Do takich należy 

między innymi wieloskładnikowy układ monocksygenaz, którego jednym 

ze składników jest cytochrom P-450 (Gander i Mannering, 1980).

* Zakład Fizjologii Zwierząt Instytutu Biologii Wyższej Szkoły 
Pedagogicznej w Krakowie.
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W procesach biotransformacji ksenobiotyków powstaje wiele pośred­

nich metabolitów, z których sporo jest toksycznych. Detoksyfikacja 

tych metabolitów polega między innymi na ich sprzęganiu z GSH.

Indukcja względnie hamowanie syntezy cytochromu P-450 mają 

wpływ na szybkość metabolizmu leków, a tym samym na ich efekty 

terapeutyczne. W związku z powyższym interesującym wydaje się pro­

blem określenia poziomu cytochromu P-450 w wątrobie myszy pod 

wpływem 5-fluorouracylu, powszechnie stosowanego cytostatyku i dek­

stranu, leku osłonowego. Jeżeli bowiem nastąpi ewentualna indukcja 

syntezy cytochromu P-450, to efekty farmakologiczne leków cytosta­

tycznych będą obniżone, być może nawet poniżej poziomu terapeutycz­

nego. W takiej sytuacji w miarę trwania terapii należałoby zwięk­

szać dawki cytostatyków. Z  drugiej zaś strony hamowanie syntezy 

białek pod wpływem cytostatyków jest powszechnie znane (Der i inni, 

1975), co może mieć także wpływ na syntezę monooksygenaz.

Również ze względu na fakt, że 5-fluorouracyl wywołuje zaburze­

nia metabolizmu komórek, interesującym wydawało się określenie tak­

że poziomu GSH, trójpeptydu uczestniczącego w odtoksycznianiu wielu 

metabolitów.

Materiał i metodyka badań

Do badań użyto 80 samców myszy białej, dojrzałych płciowo o 

średniej wadze 25 g, które żywiono pokarmem standardowym i hodowano 

w warunkach oświetlenia LD 12:12. Zwierzęta przeznaczone do badań 

podzielono na dwie grupy kontrolne i osiem grup doświadczalnych. 

Zwierzętom grup doświadczalnych podawano 5-fluorouracyl w dawce 1.5 

mg/kg wagi ciała, dekstran 40 000 mol w dawce 0.3 ml, przez siedem 

kolejnych dni i na przemian 5-fluorouracyl i dekstran przez sześć 

dni (3 iniekcje 5-fluorouracylu i 3 iniekcje dekstranu).
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W grupach doświadczalnych zwierzęta zabijano bezpośrednio po 

ostatniej iniekcji i w przypadku zwierząt, którym podawano sam dek­

stran i dekstran na przemian z uracylem, także po siedmiu dniach od 

ostatniej iniekcji.

Cytochrom P-450 oznaczano w mikrosomach wątroby myszy metodą 

Omury i Sato (1964), zaś GSH metodą Ellmana (1959). Poziom cyto- 

chromu P-450 wyrażano w nM/mg białka mikrosomalnego, GSH w pM/g wą­

troby. Z  uzyskanych danych wyliczono średnie arytmetyczne i odchy­

lenia standardowe. Dla stwierdzenia czy uzyskane zmiany poziomu 

cytochromu P-450 i GSH pomiędzy kontrolą a poszczególnymi grupami 

badawczymi są statystycznie istotne zastosowano test "t" Studenta- 

-Gosseta.

Wyniki badah

Uzyskane dane wskazują, że poziom cytochromu P-450 i GSH w wą­

trobie myszy wykazują zmiany po podaży 5-fluorouracylu i dekstranu. 

Wszystkie dane liczbowe zestawiono w tab. 1, 2 i zilustrowano je 

rye. 1 i 2. W mikrosomach wątroby zwierząt kontrolnych stwierdzono 

wysoki poziom cytochromu P-450. Dekstran 40 000 spowodował spadek 

poziomu cytochromu P-450 u zwierząt, które zabijano bezpośrednio po 

ostatniej iniekcji, jak i u tych, które zabijano po siedmiu dniach 

od ostatniej iniekcji.

Znacznie wyraźniejszy spadek poziomu cytochromu P-450 odnotowa­

no po podaży 5-fluorouracylu. Spadek ten był również wyraźny, choć 

nie tak wysoki jak u zwierząt, którym podawano dekstran na przemian 

z uracylem. W wątrobie myszy po podaży samego dekstranu uzyskano 

nieznaczny, choć również statystycznie istotny spadek poziomu GSH u 

zwierząt, które zabijano bezpośrednio po iniekcji, jak i u tych, 

które były badane po siedmiu dniach od ostatniej iniekcji. Spadek 

ten był wyraźniejszy u tych zwierząt, którym podawano sam 5-fluoro-
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uracyl i dekstran na przemian z 5-fluorouracylem i które zabijano 

w siódmym dniu od ostatniej iniekcji.

Rye. 1. Zmiany poziomu cytochromu P-450 w mikrosomach wątroby myszy 
pod wpływem podaży 5-fluorouracylu i dekstranu.
Oznaczenia: Di -  Dekstran, cytochrom oznaczano bezpośrednio 
po ostatniej iniekcji; Ü2 -  Dekstran, po 7 dniach od ostat­
niej iniekcji, D3 -  Uracyl, bezpośrednio po ostatniej 
iniekcji, D4 -  Dekstran + Uracyl (na przemian), bezpośred­
nio po ostatniej iniekcji, Ds -  Dekstran + Uracyl, po 7 
dniach od ostatniej iniekcji.

34



T
ab

el
a 

1

Zm
ia

n
y 

po
zi

om
u

 
cy

to
ch

ro
m

u
 P

-4
5

0
 w

 m
lk

ro
so

m
ac

h
 w

ąt
ro

b
y 

m
ys

zy
 

po
d 

w
pł

yw
em

 
p

od
aż

y 
5

-f
lu

o
ro

u
ra

cy
lu

 
1 

d
ek

st
ra

n
u

K
aż

da
 

gr
u

p
a 

ba
da

w
cz

a 
za

w
ie

ra
ła

 
po

 
8 

os
ob

n
ik

ów
. 

‘S
ta

ty
st

y
cz

n
ie

 
is

to
tn

e
 

p
rz

y 
p 

s 
0.

00
1 

O
zn

ac
ze

n
ia

: 
D

i 
- 

b
ez

p
o

śr
ed

n
io

 
po

 
o

st
a

tn
ie

j 
in

ie
k

c
ji

, 
Ü2

 
- 

po
 

7 
d

n
ia

ch
 

od
 

o
st

a
tn

ie
j 

in
ie

k
c

ji
, 

D3
 

- 
b

ez
p

o
śr

ed
n

io
 

po
 

o
st

a
tn

ie
j 

in
ie

k
c

ji
, 

D
ł 

- 
b

ez
p

o
śr

ed
n

io
 

po
 

o
st

a
tn

ie
j 

in
ie

k
c

ji
, 

D
s 

- 
po

 
7 

d
n

ia
ch

 
od

 
o

st
a

tn
ie

j 
in

ie
k

c
ji

.

"t
"

5
1

.5
2

0
7

* 

3
3

.6
0

0
8

* 

7
6

.5
1

2
8

* 

4
9

.1
9

1
1

* 

2
9

.3
3

1
6

*

Śr
ed

n
i

b
łą

d Sx

0
.0

1
1

0
.0

0
5

6

0
.0

0
4

9

0.0
02

2
0

.0
0

3
7

0
.0

0
3

4

% 
S

9
.5

5

1
4

.5
9

7
.3

1

1
8

.3
9

7
.9

5

4
.5

0

O
d

ch
y

le
n

ie
 

st
a

n
d

a
rd

o
­

w
e 

S 0
.0

3
1

9

0
.0

1
6

1

0
.0

1
4

0

0
.0

0
6

5

0
.0

1
0

6

0
.0

0
9

7

*/.
k

o
n

tr
o

li

100 3
3

.0
3

5
7

.3
2

1
0

.3
6

3
9

.8
9

6
4

.5
1

C
yt

oc
h

ro
m

 
P

-4
5

0
 

w 
nM

/m
g 

b
ia

łk
a

 
m

ik
ro

so
m

al
n

eg
o

0
.3

3
3

9
 

0
.1

1
0

3
 

0
.1

9
1

4
 

0
.0

3
5

5
 

0
.1

3
3

2
 

0
.2

1
5

4

»

G
ru

pa
 b

ad
aw

cz
a

K
o

n
tr

o
la

D
ek

st
ra

n
 

40
 

00
0 

m
ol

 
(D

j)

D
ek

st
ra

n
 

40
 

00
0 

m
ol

 
(D

 
) 2

5
-f

lu
o

ro
u

ra
cy

l 
(D

3
) 

D
e

k
st

ra
n

/5
-f

lu
o

ro
u

ra
cy

l 
(D

 
)

4

D
e

k
st

ra
n

/5
-f

lu
o

ro
u

ra
cy

l 
(D

g)



Rye. 2. Zmiany poziomu glutationu zredukowanego (GSH) w wątrobie 
myszy pod wpływem podaży 5-fluorouracylu i dekstranu. 
Oznaczenia jak na rye. 1.
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Dyskusja

W wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono, że 5-fluorouracyl 

oraz dekstran wywołują statystycznie istotny spadek poziomu cyto- 

chromu P-450 i GSH w wątrobie myszy. W przypadku zwierząt, które 

otrzymywały sam dekstran spadek poziomu cytochromu P-450 i GSH był 

wyraźnie mniejszy. U zwierząt, którym podawano na przemian 

5-fluorouracyl z dekstranem stwierdzono wprawdzie statystycznie 

istotny spadek poziomu zarówno cytochromu P-450, jak i GSH w porów­

naniu z grupą kontrolną, lecz nie tak znaczny, jak pod wpływem po­

daży samego 5-fluorouracylu.

Leki oraz trucizny środowiskowe ulegają detoksykacji w reak­

cjach utleniania enzymatycznego i w reakcjach nieenzymatycznego 

sprzęgania, np. z GSH, po czym zostają wydalone (Parke i Otrębska- 

-Parke, 1987). Alternatywnie związki chemiczne mogą być też utle­

niane enzymatycznie, lecz utworzone metabolity pośrednie nie wcho­

dzą dalej w reakcję sprzęgania. Reagują one nieenzymatycznie z 

białkami, DNA oraz z GSH, powodując śmierć komórek. Metabolity po­

średnie mogą również reagować z tlenem, tworząc aktywne rodniki 

tlenowe, które powodują peroksydację lipidów, rozerwanie błon 

komórkowych oraz także uszkodzenia DNA, co w konsekwencji prowadzi 

do martwicy tkanek, mutacji, zmian nowotworowych lub degeneracyj- 

nych, włączając w to miażdżycę naczyń, cukrzycę czy chroniczne sta­

ny zapalne (Hallivel i Gutteridge, 1984; Kensler i Trush, 1984).

Utlenianie leków oraz innych związków chemicznych w fazie utle­

niania enzymatycznego jest katalizowane przez układ cytochromu 

P-450. Enzymy należące do rodziny cytochromu P-450 katalizują utle­

nianie "łatwo dostępnych" miejsc w cząsteczkach związków chemicz­

nych, co umożliwia następnie fazę sprzęgania z glutationem i zwią­

zaną z nią detoksykację (Gelboin, 1983).
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Ortiz de Montello i Correia (1983) sądzą, że syntezę cytochromu 

P-450 hamują głównie nadtlenki lipidów i metale ciężkie. Zdaniem 

zaś Parke i Parke (1987) cytochrom P-450 jest wybiórczo niszczony 

w przewlekłych stanach zapalnych (choroby reumatyczne) oraz przez 

aktywne rodniki tlenu tworzone pod wpływem toksycznych związków 

chemicznych i kancerogenów.

W obecnej pracy stwierdzono spadek poziomu cytochromu P-450 

w wątrobie myszy pod wpływem podaży 5-fluorouracylu. 5-fluorouracyl 

jest fluorowaną pirymidyną i wywołuje blok biosyntezy endogennych 

zasad pirymidynowych oraz hamuje cykl mitotyczny. 5-fiuorouracyl 

ulega w organizmie konwersji do trójfosfonukleozydu i zostaje wbu­

dowany w informacyjny RNA zamiast uracylu, hamując tym samym bio­

syntezę RNA (Czarnecki, 1987).

Stwierdzony spadek indukcji syntezy cytochromu P-450 w przypad­

ku podaży 5-fluorouracylu należałoby wiązać ze spadkiem syntezy RNA 

i białka w hepatocytach wątroby. Sugestia ta koresponduje z danymi 

Parke (1982), który twierdzi, że leki przeciwnowotworowe powodują 

tworzenie się wolnych rodników, powstawanie nadtlenków lipidów, 

rozrywanie błon komórkowych, uszkodzenia DNA i wiele mutacji, co w 

efekcie wyraźnie hamuje biosyntezę cytochromu P-450.

Dekstrany w zależności od wielkości cząsteczki różnie się za­

chowują w ustroju* zwierzęcia. Dekstrany o dużej cząsteczce są bar­

dzo toksyczne. Mianowicie uszkadzają narządy ciała i powodują po­

wstawanie ognisk martwicy w wątrobie. Przyjmuje się jednak, że dek­

strany o mniejszej cząsteczce niż 20 000 mol nie są toksyczne (Sup- 

niewski, 1966). Zdaniem zaś Czarneckiego (1987) dekstrany w ogóle 

nie uszkadzają narządów miąższowych.

Uzyskane dane sugerują jednak, że dekstran 40 000 mol obniża 

poziom cytochromu P-450. Być może dzieje się tak dlatego, że właś­

nie tak jak sugeruje Supniewski (1966) dekstrany są toksyczne i
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uszkadzają hepatocyty wątroby, obniżając w ten sposób syntezę cyto- 

chromu P-450, ale pod warunkiem, że są podawane przez dłuższy okres 

czasu.

Metabolity 5-fluorouracylu oraz dekstranu po enzymatycznym 

utlenieniu, w którym uczestniczy cytochrom P-450, ulegają w dalszej 

kolejności sprzęganiu z CSH. W wątrobie zwierząt w warunkach fiz jo ­

logicznych stwierdza się znaczny poziom GSH, u wielu badanych zwie­

rząt laboratoryjnych. Od poziomu GSH zależy między innymi intensyw­

ność biosyntezy białka, syntezy RNA jądrowego, intensywność podzia­

łów mitotycznych i integralność membran cytoplazmatycznych (Joce­

lyn, 1972). Poziom GSH ma więc istotne znaczenie dla prawidłowego 

funkcjonowania komórek, organów i całego ustroju, o czym świadczą 

między innymi badania Flohé i wsp. (1974). Badania te wykazują, że 

poziom GSH świadczy o ogólnym stopniu przemian metabolicznych u 

zwierząt i człowieka.

Wykazany spadek poziomu GSH zarówno po podaży 5-fluorouracylu, 

jak i dekstranu sugeruje, że leki te podawane przez dłuższy okres 

nie są obojętne dla organizmu zwierząt. Podając je, obniżamy wła­

ściwości detoksykacyjne wątroby.

W konkluzji należy stwierdzić, że 5-fluorouracyl oraz dekstran 

podawane w wybranych dawkach wywołały ef ekt z przewagą zahamowania 

syntezy monooksygenaz. Nie stwierdzono faktu indukcji syntezy cyto- 

chromu P-450.
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Karol Dziubek

CHANGES IN THE LEVEL OF CYTOCHROME P-450 

AND REDUCED GLUTATHIONE (GSH)

IN THE LIVER OF MICE TREATED WITH 

5-FLU0R0URACIL AND DEXTRANE

S u m m a r y

The effect of 5-fluorouracil and dextrane on the activity of 

cytochrome P-450 and reduced glutathione (GSH) in the mouse liver 

was examined. The cytochrome P-450 content was determined in mg of 

the iiver microsomal protein, while that of GSH was given in 1 g of 

the analysed tissue. The action of 5-fluorouracil and dextrane 

caused a considerable decrease in the content of cytochrome P-450 

as well as in that of GSH. The results obtained seem to indicate 

that both 5-fluorouracil and dextrane do not induce the synthesis 

of cytochrome P-450.
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Кароль Дэюбек

ИЗМЕНЕНИЯ УРОВНЯ ЦИТОХРОМА Р-450 

А ТАКЖЕ ГЛЮТАТИОНА 

(GSH) РЕДУЦИРОВАННОГО В ПЕЧЕНИ МЫШИ 

ПОД ВЛИЯНИЕМ ИНЪЕКЦИИ 5-ФЛЮОРОУРАЦИЛЯ И ДЕКСТРАНА

Р е з ю м е

В печени мыши отмечался уровень цитохрома Р-450, а также 

(GSH), который был редуцирован под влиянием5-флюороурациляи 

декстрана. Уровень цитохрома Р-450 определялся в мг. микро- 

сомалъного' белка печени, a(GSH) в одном грамме исседованной 

ткани.

Было отмечено значительное надение цитохрома Р-450 и (GSH) 

так под влиянием 5-флюороурациля, как и декстрана. Полученные 

данные наводят на мысль, что так 5-флюороурацил как и декстран 

не являются индукторами синтеза цитохрома Р-450.
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