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Zmiany poziomu cytochromu P-450

I glutationu zredukowenego (GSH) w watrobie myszy
pod wphywem podazy S-fluorouracylu i dekstranu

Streszczenie

W watrobie myszy oznaczano poziom cytochromu P-450 i glutationu
zredukowanego (GSH) pod wptywem 5-fluorouracylu i dekstranu. Poziom
cytochromu P-450 okreslano w mg biatka mikrosomalnego watroby, za$
GSH w jednym gramie badanej tkanki. Wykazano znaczny spadek poziomu
cytochromu P-450, jak i GSH; zaréwno pod wptywem 5-fluorouracylu,
jak i dekstranu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sugeruje sie, ze zardéwno 5-fluoro-
uracyl, jak i dekstran nie sg induktorami syntezy cytochromu P-450.

Wstep

Watroba ssakdw zawiera zespdt enzymatycznych i nieenzymatycz-
nych systemoéw, ktore katalizujg procesy biotransformacji ksenobio-
tykow, tj. egzogennych zwigzkéw chemicznych o strukturach nie syn-
tetyzowanych przez organizmy zwierzece w polarne metabolity mogace
by¢ wydalane z moczem lub Zzéicig (Gebolin, 1971). Do takich nalezy
miedzy innymi wielosktadnikowy uklad monocksygenaz, ktérego jednym

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

* Zaklad Fizjologii Zwierzat Instytutu Biologii Wyzszej Szkoty
Pedagogicznej w Krakowie.
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W procesach biotransformacji ksenobiotyk6w powstaje wiele posred-
nich metabolitow, z ktérych sporo jest toksycznych. Detoksyfikacja
tych metabolitow polega miedzy innymi na ich sprzeganiu z GSH.

Indukcja wzglednie hamowanie syntezy cytochromu P-450 majg
wplyw na szybkos$¢ metabolizmu lekéw, a tym samym na ich efekty
terapeutyczne. W zwiagzku z powyzszym interesujgcym wydaje sie pro-
blem okreslenia poziomu cytochromu P-450 w watrobie myszy pod
wpltywem 5-fluorouracylu, powszechnie stosowanego cytostatyku i dek-
stranu, leku ostonowego. Jezeli bowiem nastgpi ewentualna indukcja
syntezy cytochromu P-450, to efekty farmakologiczne lekéw cytosta-
tycznych bedg obnizone, by¢é moze nawet ponizej poziomu terapeutycz-
nego. W takiej sytuacji w miare trwania terapii nalezaloby zwiek-
sza¢ dawki cytostatykéw. Z drugiej za$ strony hamowanie syntezy
biatek pod wpltywem cytostatykOw jest powszechnie znane (Der i inni,
1975), co moze mie¢ takze wplyw na synteze monooksygenaz.

Rowniez ze wzgledu na fakt, ze 5-fluorouracyl wywotuje zaburze-
nia metabolizmu komorek, interesujagcym wydawato sie okreslenie tak-
ze poziomu GSH, trdjpeptydu uczestniczacego w odtoksycznianiu wielu

metabolitow.

Materiat i metodyka badan

Do badann uzyto 80 samcéw myszy biatej, dojrzalych piciowo o
Sredniej wadze 25 g, ktére zywiono pokarmem standardowym i hodowano
w warunkach oswietlenia LD 12:12. Zwierzeta przeznaczone do badan
podzielono na dwie grupy kontrolne i osiem grup doswiadczalnych.
Zwierzetom grup doswiadczalnych podawano 5-fluorouracyl w dawce 1.5
mg/kg wagi ciata, dekstran 40 000 mol w dawce 0.3 ml, przez siedem
kolejnych dni i na przemian 5-fluorouracyl i dekstran przez szesc

dni (3 iniekcje 5-fluorouracylu i 3 iniekcje dekstranu).
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W grupach doswiadczalnych zwierzeta zabijano bezposrednio po
ostatniej iniekcji i w przypadku zwierzat, ktorym podawano sam dek-
stran i dekstran na przemian z uracylem, takze po siedmiu dniach od
ostatniej iniekcji.

Cytochrom P-450 oznaczano w mikrosomach watroby myszy metoda
Omury i Sato (1964), za$ GSH metodg Ellmana (1959). Poziom cyto-
chromu P-450 wyrazano w nM/mg biatka mikrosomalnego, GSH w pM/g wa-
troby. Z wuzyskanych danych wyliczono $rednie arytmetyczne i odchy-
lenia standardowe. Dla stwierdzenia czy uzyskane zmiany poziomu
cytochromu P-450 i GSH pomiedzy kontrolg a poszczeg6lnymi grupami
badawczymi sg statystycznie istotne zastosowano test "t" Studenta-

-Gosseta.

Wyniki badah

Uzyskane dane wskazujg, ze poziom cytochromu P-450 i GSH w wag-
trobie myszy wykazujg zmiany po podazy 5-fluorouracylu i dekstranu.
Wszystkie dane liczbowe zestawiono w tab. 1, 2 i zilustrowano je
rye. 1 i 2. W mikrosomach watroby zwierzat kontrolnych stwierdzono
wysoki poziom cytochromu P-450. Dekstran 40 000 spowodowat spadek
poziomu cytochromu P-450 u zwierzat, ktore zabijano bezposrednio po
ostatniej iniekcji, jak i u tych, ktoére zabijano po siedmiu dniach
od ostatniej iniekcji.

Znacznie wyrazniejszy spadek poziomu cytochromu P-450 odnotowa-
no po podazy 5-fluorouracylu. Spadek ten byt réwniez wyrazny, choé
nie tak wysoki jak u zwierzat, ktérym podawano dekstran na przemian
z uracylem. W watrobie myszy po podazy samego dekstranu uzyskano
nieznaczny, cho¢ réwniez statystycznie istotny spadek poziomu GSH u
zwierzgt, ktore zabijano bezposrednio po iniekcji, jak i u tych,
ktére byly badane po siedmiu dniach od ostatniej iniekcji. Spadek

ten byt wyrazniejszy u tych zwierzat, ktérym podawano sam 5-fluoro-
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uracyl

dekstran na przemian z 5-fluorouracylem i ktore zabijano

w siodmym dniu od ostatniej iniekcji.

Rye. 1
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Zmiany poziomu cytochromu P-450 w mikrosomach watroby myszy
pod wplywem podazy 5-fluorouracylu i dekstranu.

Oznaczenia: Di - Dekstran, cytochrom oznaczano bezposrednio
po ostatniej iniekcji; U2 - Dekstran, po 7 dniach od ostat-
niej iniekcji, D3 - Uracyl, bezposrednio po ostatniej
iniekcji, D4 - Dekstran + Uracyl (na przemian), bezposred-
nio po ostatniej iniekcji, Ds - Dekstran + Uracyl, po 7

dniach od ostatniej iniekcji.
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Rye. 2. Zmiany poziomu glutationu zredukowanego (GSH) w watrobie
myszy pod wpltywem podazy 5-fluorouracylu i dekstranu.
Oznaczenia jak na rye. 1
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Dyskusja

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze 5-fluorouracyl
oraz dekstran wywotujg statystycznie istotny spadek poziomu cyto-
chromu P-450 i GSH w watrobie myszy. W przypadku zwierzat, Kktére
otrzymywaty sam dekstran spadek poziomu cytochromu P-450 i GSH byt
wyraznie mniejszy. U zwierzat, ktorym podawano na przemian
5-fluorouracyl z dekstranem stwierdzono wprawdzie statystycznie
istotny spadek poziomu zaréwno cytochromu P-450, jak i GSH w poréw-
naniu z grupa kontrolng, lecz nie tak znaczny, jak pod wplywem po-
dazy samego 5-fluorouracylu.

Leki oraz trucizny s$rodowiskowe ulegajg detoksykacji w reak-
cjach utleniania enzymatycznego i w reakcjach nieenzymatycznego
sprzegania, np. z GSH, po czym zostaja wydalone (Parke i Otrebska-
-Parke, 1987). Alternatywnie zwiazki chemiczne moga by¢ tez utle-
niane enzymatycznie, lecz utworzone metabolity posrednie nie wcho-
dzg dalej w reakcje sprzegania. Reagujg one nieenzymatycznie z
biatkami, DNA oraz z GSH, powodujac $mieré komorek. Metabolity po-
Srednie moga rowniez reagowa¢ z tlenem, tworzgc aktywne rodniki
tlenowe, ktére powodujg peroksydacje lipidow, rozerwanie blon
komorkowych oraz takze uszkodzenia DNA, co w konsekwencji prowadzi
do martwicy tkanek, mutacji, zmian nowotworowych lub degeneracyj-
nych, wigczajac w to miazdzyce naczyn, cukrzyce czy chroniczne sta-
ny zapalne (Hallivel i Gutteridge, 1984; Kensler i Trush, 1984).

Utlenianie lekobw oraz innych zwigzkéw chemicznych w fazie utle-
niania enzymatycznego jest katalizowane przez uklad cytochromu
P-450. Enzymy nalezgce do rodziny cytochromu P-450 katalizujg utle-
nianie "latwo dostepnych” miejsc w czasteczkach zwigzkéw chemicz-
nych, co umozliwia nastepnie faze sprzegania z glutationem i zwia-

zang z nig detoksykacje (Gelboin, 1983).
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Ortiz de Montello i Correia (1983) sadza, ze synteze cytochromu
P-450 hamujg gtéwnie nadtlenki lipidow i metale ciezkie. Zdaniem
za$ Parke i Parke (1987) cytochrom P-450 jest wybiorczo niszczony
w przewlektych stanach zapalnych (choroby reumatyczne) oraz przez
aktywne rodniki tlenu tworzone pod wpltywem toksycznych zwigzkow
chemicznych i kancerogenéw.

W obecnej pracy stwierdzono spadek poziomu cytochromu P-450
w watrobie myszy pod wptywem podazy 5-fluorouracylu. 5-fluorouracyl
jest fluorowanag pirymidyng i wywotuje blok biosyntezy endogennych
zasad pirymidynowych oraz hamuje cykl mitotyczny. 5-fiuorouracyl
ulega w organizmie konwersji do trojfosfonukleozydu i zostaje wbu-
dowany w informacyjny RNA zamiast uracylu, hamujac tym samym bio-
synteze RNA (Czarnecki, 1987).

Stwierdzony spadek indukcji syntezy cytochromu P-450 w przypad-
ku podazy 5-fluorouracylu nalezatoby wigza¢ ze spadkiem syntezy RNA
i biatka w hepatocytach watroby. Sugestia ta koresponduje z danymi
Parke (1982), ktoéry twierdzi, ze leki przeciwnowotworowe powodujg
tworzenie sie wolnych rodnikéw, powstawanie nadtlenkéw lipidow,
rozrywanie bton komorkowych, uszkodzenia DNA i wiele mutacji, co w
efekcie wyraznie hamuje biosynteze cytochromu P-450.

Dekstrany w zaleznosci od wielkosci czagsteczki réznie sie za-
chowujg w ustroju* zwierzecia. Dekstrany o duzej czgsteczce sg bar-
dzo toksyczne. Mianowicie uszkadzajg narzady ciata i powodujg po-
wstawanie ognisk martwicy w watrobie. Przyjmuje sie jednak, ze dek-
strany o mniejszej czasteczce niz 20 000 mol nie sg toksyczne (Sup-
niewski, 1966). Zdaniem za$ Czarneckiego (1987) dekstrany w ogole
nie uszkadzajg narzgdéw migzszowych.

Uzyskane dane sugeruja jednak, ze dekstran 40 000 mol obniza
poziom cytochromu P-450. By¢ moze dzieje sie tak dlatego, ze wias-

nie tak jak sugeruje Supniewski (1966) dekstrany sg toksyczne i
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uszkadzajg hepatocyty watroby, obnizajac w ten sposéb synteze cyto-
chromu P-450, ale pod warunkiem, ze sg podawane przez diuzszy okres
czasu.

Metabolity 5-fluorouracylu oraz dekstranu po enzymatycznym
utlenieniu, w ktérym uczestniczy cytochrom P-450, ulegaja w dalszej
kolejnosci sprzeganiu z CSH. W watrobie zwierzat w warunkach fizjo-
logicznych stwierdza sie znaczny poziom GSH, u wielu badanych zwie-
rzat laboratoryjnych. Od poziomu GSH zalezy miedzy innymi intensyw-
no$¢ biosyntezy biatka, syntezy RNA jadrowego, intensywnos¢ podzia-
tow mitotycznych i integralno$¢ membran cytoplazmatycznych (Joce-
lyn, 1972). Poziom GSH ma wiec istotne znaczenie dla prawidiowego
funkcjonowania komoérek, organdw i catego ustroju, o czym S$wiadcza
miedzy innymi badania Flohé i wsp. (1974). Badania te wykazujg, ze
poziom GSH S$wiadczy o ogélnym stopniu przemian metabolicznych u
zwierzat i cztowieka.

Wykazany spadek poziomu GSH zaréwno po podazy 5-fluorouracylu,
jak i dekstranu sugeruje, ze leki te podawane przez diuzszy okres
nie sg obojetne dla organizmu zwierzat. Podajac je, obnizamy wia-
sciwosci detoksykacyjne watroby.

W konkluzji nalezy stwierdzi¢, ze 5-fluorouracyl oraz dekstran
podawane w wybranych dawkach wywotaty efekt z przewagag 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-FLUOROURACIL AND DEXTRANE

Summary

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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Kaponb [st06ek

M3MEHEHUA YPOBHSA LIMTOXPOMA P-450
A TAKXE T/IIOTATVIOHA
(GSH) PEAYLMPOBAHHOIO B MEYEHW MbILLM
Mo BAVNAHUEM WHDBEKLMN 5-0IIOOPOYPALMAA W AEKCTPAHA

Pes3wme

B neyeHy MbIlLM OTMeyasica ypoBeHb uUuToxXxpoma P-450, a Takxke
(GSH), KoTopblli 6bln peayuunpoBaH Mog BAVUAHUEMS-0opoypauLnnsam
LeKcTpaHa. YpoBeHb uutoxpoma P-450 onpegensanca B MI. MUKPO-
comanbHoro' 6enka nedeHu, a(GSH) B ogHOM rpamMme wuccegoBaHHOM
TKaHW.

Bbl/I0 OTMEYEHO 3Ha4YUTeNbHOE HageHume yutToxpoma P-450 m (GSH)
Tak nofj BnAuvsHMeM 5-thnioopoypauymnns, Kak U gekctpaHa. lMonyyeHHble
JaHHble HaBOAAT Ha MbIC/b, YTO TakK 5-h/toopoypaumi Kak U geKcTpaH

He SABNATCA WHAYKTOpaMU CUHTe3a uutoxpoma P-450.
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