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Wplyw indukcji enzymatycznej na zawartosé hydroksyproliny
w plynie perfundujacym izolowana watrobe zdrowych szczurow
i szczuréw po przewleklym zatruciu CCl,

Bimauue uHayRuMM 6MOKaTaIM3ATOPOB Ha COJAEPXKAaHMUE I'MAPOKCHITDOJIMHA
B nepdy3upyoMMX PacTBOPax M30JAMPOBAHHOM IeYeHM 3A0POBBIX KpPhIC
M KpBIC nocJyie aAnuTenbHoro orpaBienusa CCL,

The Influence of Enzymatic Induction on the Contents of Hydroxyproline
mm the Liquid Penelyating the Isolated Liver of Healthy Rats and of the Rats
After the Lasting Intoxication with CCl,

Hydroksyprolina jest aminokwasem prawie specyficznym dla kola-
genu ssakow, a jej poziom we krwi i w moczu obrazuje posrednio aktyw-
no$¢ metabolizmu kolagenu ustrojowego, zwlaszcza w narzadach o duzej
zawarto$ci tkanki lgcznej (2, 4, 5). W watrobie hydroksyprolina wolna
(h.p.w.) produkowana jest w hepatocytach, a synteza tego aminokwasu
jest aktywowana przez swoisty enzym — hydroksylaze proliny kolagenu
(3, 10). Zmiany w stezeniu h.p.w. we krwi i 'w moczu chorych z ostrymi
i przewleklymi schorzeniami watroby byly tematem szeregu doniesien
(2, 5, 7, 9). Autorzy na og6! zgodnie podkreslaja, ze w przypadkach, gdy
w watrobie dochodzi do aktywmej fibrogenezy, to poziom h.p.w. we krwi
i w moczu wzrasta (4, 5, 7, 9). Szczegélnie wysokie wartosci h.p.w. we
krwi i w moczu stwierdzili u chorych z alkoholowym zapaleniem watroby
Mata i wsp. (9). Duze znaczenie kliniczne ma dokladne sledzenie dyna-
miki rozwoju tkanki lacznej w watrobie w przebiegu jej schorzen, a
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zwlaszcza wplywu lekéw na ten proces, co sprawia, ze jest to ciggle
problem bardzo aktualny (8, 12). Wydaje sie jednak, ze interpretacja uzys-
kanych wynikéw réwniez w cytowanych badaniach jest trudna, gdyz, jak
wspomniano, poziom h.p.w. we krwi i w moczu posrednio tylko obrazuje
metabolizm kolagenu ustrojowego, a nie tylko w watrobie (4, 5). Wigksze
mozliwosci w tym wzgledzie, jak sie¢ wydaje, stwarzaja warunki doSwiad-
czalne, a zwlaszcza zastosowany przez nas model perfuzji izolowanej
watroby szczuréw zdrowych oraz szczuré6w z watrobg uszkodzong prze-
wleklym stosowaniem CCl, (1). Sklonilo to nas do podjecia obecnej pracy,
ktorej celem jest ocena przydatnos$ci tego modelu do-badan doswiadezal-
nych nad metabolizmem kolagenu watrobowego oraz okreslenie wplywu
indukeji enzymatycznej na zawartos¢ h.p-w. w plymnie perfundujgcym.

MATERIAL I METODY

Material stanowity biate szczury szczepu Wistar, o c.c. 2560—270 g, w wieku
57 mies. Badania skladaly sie z dwu czes$ci. Pierwsza cze$é badan (cz. I b.) obej-
mowala 40 zdrowych szczuréw, a cze$é druga badan (cz. II b.) réwniez 40 szczu-
réw, u ktorych watrobe uszkadzano przy uzyciu CCls. Uszkadzanie watroby odby-
walo sie w sposob przewlekly. Zwierzeta otrzymywaty 0,1 mil CCly dootrzewnowo
co 7 dni przez 12 tygodni. Szczury cz. I b. oraz cz. I b, w zalegnosci od otrzymy-"
wanego leku czy lekow podzielono na 4 grupy do§wiadczalne, oznaczone symbolami
literowymi A, B, C i D, po 10 zwierzat w kazdej grupie. Cyfra I przed symbolem
literowym kazdej grupy oznacza jej przynaleinosé do cz. I b, a cyfra II — przy-
naleznosé do cz. II b. Zaréwno w cz. I b., jak i w cz. II b. rodzaj oraz dawki leku
czy lekow byly identyczne, a czas ich stosowania wymnosit 14 dni, jednak u szezu-
row w cz. II b. podawanie lekéw rozpoczynano dopiero po zakonczeniu stosowania
CCly, tj. po uplywie 12 tygodni. Zwierzeta grup IA i IIA nie otrzymywaty zadnego
leku (grupy kontrolne dla cz. I i I b). W grupach IB i IIB podawano dootrzew-
nowo fenobarbital (w dawce 5 mg/kg c.c.), w grupach IC i IIC enkorton (1 mg/kg
c.e), a w grupach ID i IID enkorton (1 mg/kg) + fenobarbital (5 mg/kg c.c.).
Wszystkie zwierzeta przebywaly w jednakowych warunkach i otrzymywaty taka
samg standardowsg diete. Po zakonhczeniu stosowania lekéw, tj. 15 dnia, zwierzeta
usypiano, a ich izolowane watroby perfundowano przez 2 godz., wedlug metody
Millera w modyfikacji Hafta (11). Po 2-godzinnej perfuzji w plynie perfun-
dujacym oznaczano stezenie h,pw. wedbug Prockopa i Udimnfrienda w
modyfikacji- Kovirikko (13). Z kazdej z grup doswiadczalnych cz. I i II b,
watroby wybranych losowo 2 zwierzat nie byly perfundowane. Sporzadzano z nich
preparaty mikroskopowe barwione E+H dia oceny zmian morfologicanych. Uzy-
skane wyniki oznaczen hpw. w perfuzatach poddano analizie statystycznej wediug
testu t Studenta.
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WYNIKI

Uzyskane wyniki zestawiono w tab. 1 i na ryc. 1. W cz. I b. w grupie
kontrolnej IA stezenie h.p.w. w plynie perfundujgcym wynosito 0,931 %
+0,46 pg/ml i nie roznilo sie w sposéb znamienny od stezenia h.p.w.
w grupach IC i ID. Natomiast w grupie IB, w ktorej zwierzeta przed
perfuzja otrzymywaly fenobarbital, stezenie hpp.w. w plymie perfundu-
jgcym wymosilo 2,216 + 0,23 ug/ml i bylo znamiennie wyzsze niz w pozo-
statych grupach doswiadczalnych cz. I b. (p < 0,001). Ocena mikroskopo-

Tab. 1. Rbéznica miedzy $rednimi stezeniami hydroksyproliny wolnej (h.p.w.) w per-
fuzatach watroby grup doswiadczalnych
Difference between the mean concentrations of free hydroxyproline (h.p.w.) in per-
fusates of test groups liver

Srednie stezeniel Istotnogé statystyczns réinicy
Grupy bedanych ezczuréw _ hepewe Gru i .
py Zneciennodé¢ ststystyczna
x + SD pg/ud porownyw ene ré2nicy
/1IN Ia/1B t = 6,956 <0,001
0,931 + 0,465 ’ p<0,
grupa konirolne ' ! 1A/1C t = 0,292 %3
e ;IB/Jenoberb}tal 216 + o '7 1a/1D t = 0,5 Ne
° S mg/kg c.ce 2,216 + 0,23 -
g Przes Toant ' s I1A/IIB t = 0,569 NS
8 o/ eorom 114/1IC t = 0,125 NS
P € orion - ar-
g /1 mg/kg coco/ 1,008 + 0,589 1IA/TID t = 1,940 NS
& przcz 14 dni IA/IIA t = 4,510 r<0,002
3 = 00 15
@ | /ID/ enkorton + IB/11B t=1,400 = ng
fenoberbitel 0,850 £ 0,406 10/11C t = 6,232 P <0,001
Ty, ID/I1D t =12,573 p <0,001
gripe kontrolna 2,820+ 1,089 1B/1C t =,5,372 P <0,000
@ = B
5 /11B/ fenoberbital 18/1C t= 9,724 p £0;001
& /5 mg/kg CoCe/ 2,563 + 0,660 IC/ID t = 0,489 NS
a przez T dnt I1I1B/IIC t = 0,980 X3
gmo‘* 511c/ enkortor/: »s 0. 6 1IB/IID t = 3,741 p £0,01
kg CuCe . +
3o p:_zgg/I e 1875 £ 0, IIC/1ID | t = 3,48 p<0,00
N
0 /1ID/ enkorton + ;
fenobarbital 3,632 £ 0,465

wa watroby szczuréw poszczegdlnych grup doswiadczalnych cz. I b. wy-
kazywala budowe prawidlowa, bez zmian patologicznych. U szczurdéw
w cz. IT b. w grupach IIA, IIC i IID stezenie hipp.w. w perfuzatach bylo
znamiennie wyzsze niz w analogicznych grupach doéwiadezalnych szczu-
row zdrowych cz. I b. Jedynie réznica miedzy steZeniami h.p.w. w plynie
perfundujgcym w grupach IB i IIB nie byla statystycznie znamiemmna.
Nie stwierdzono zadnej réznicy statystycznej miedzy stezeniami h.p.w.
w perfuzatach zwierzat grupy IIA a pozostalymi grupami doswiadczal-
nymi cz. II b, Ocena mikroskopowa preparatéw z watroby szczuréow z po-
szczegblnych grup doswiadczalnych cz. II b. wykazala, ze w nastepstwie
przewleklego stosowania CCl, powstaty jednakowe zmiany morfologiczne,
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Ryc. 1. Srednie stezenie h.p.w. w pg/mi perfuzatu watroby w grupach szczurébw
zdrowych i szezuré4w po przewleklym zatruciu CCly; A — grupa kontrolna, B —
fenobarbital (5 mg/kg c.c), C — enkorton (1 mg/kg c.c.), D — enkorton + feno-
barbital
Mean concentration of h.p.w. in pg/ml of liver perfusates in the groups of healthy
rats and in the groups after lasting intoxication with CClL; A — control group,
B — fenobarbital (5 mgikg body weight), C — encorton (1 mg/kg body weight),
D — encorton + fenobarbital

polegajace na stluszczeniu hepatocytéw, wyraznym wldknieniu i nacie-
kach zapalnych w okolicy triad oraz powstamu tzw. przegrod biernych
i pojedynczych guzkéw regeneracyjnych.

’

OMOWIENIE WYNIKOW

Wykonana praca wykazala przydatnos¢ modelu perfuzji izolowanej
watroby szezuréw do badan doswiadczalnych nad metabolizmem kolage-
nu watrobowego. W plynie perfundujagcym h.p.w. mogla bowiem pocho-
dzi¢ wylacznie z watroby, a-stwierdzane réznice w jej poziomach mogs
by¢ tlumaczone zmianami morfologicznymi w watrobie, wplywem stoso-
wanych uprzednio leko6w bgdZz obu czynnikoéw réwnoczesnie (11). Stosujac
u zwierzat przed perfuzjg rézne leki i uszkadzajac watrobe w réznym
stopniu mozna wnikliwiej niz dotychczas, opierajgc sie na oznaczeniach
h.p.w. w perfuzatach, §ledzi¢ metabolizm kolagenu w tkance watrobowej.
W przeprowadzonych badaniach u szczuréw z nie uszkodzong watrobg
(cz. I b)) i u szczuréw z watrobg uszkodzong przewleklym stosowaniem
CCl, stosowano przed perfuzjg induktory enzymatyczne, tj. fenobarbital,
enkorton i obydwa leki rownoczesnie, starajac sie oceni¢ ich wplyw na
stezenie h.p.w. w perfuzatach (1). Postepowanie takie wynikalo czesciowo
Z dniesien McGee i wsp., wedtug ktoérych za synteze h.p.w. w watro-
bie odpowiedzialny jest swoisty enzym — hydroksylaza proliny kolagenu
(10). Mozna bylo przypuszczaé, ze stosowane w badaniach induktory en-
zymatyczne, indukujac w watrobie enzymy aktywujgce niektore procesy
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metaboliczne, moga réwniez indukowaé¢ hydroksylaze proliny kolagenu,
co znajdzie odzwierciedlenie w réznych stezeniach h.p.w. w perfuzatach:
Rozumowanie takie moglo réwniez czesciowo sugerowat masze poprzed-
nie badania do$wiadczalne, w ktdrych stosujac identyczny uklad do$wiad-
czalny, opierajac sig na tescie eliminacji z ptynu perfundujgcego amido-
piryny, wykazano wyrazny indukujacy wplyw na watrobe szczurdéw feno-
barbitalu, enkortonu i obydwu lekéw stosowanych réwnoczesnie (1). Wy-
konane obecnie badania przypuszczenia te potwierdzily tylko czesciowo.
U szczurdéw zdrowych jedymie fenobarbital podawany zwierzetom przed
perfuzja powodowal znamienny wzrost stezenia h.p.w. w perfuzatach,
natomiast sam enkorton i enkorton stosowany rdéwmoczesnie z fenobar-
bitalem takiego dzialania nie wykazywal. Ponadto fenobarbital stosowany
rownoczesnie z enkortonem prawdopodobnie na skutek interakeji na po-
ziomie metabolicznym nie wplywal na zmiane stezenia h.p.w. w perfu-
zatach, tak jak w grupie szczurow otrzymujgcych tylko emkorton bez
fenobarbitalu. Ocena mikroskopowa watroby szczurow wybranych losowo
z kazdej z grup doSwiadczalnych cz. I b. nie wykazala zadnych widocz-
nych zmian patologicznych. A zatem stwierdzany wplyw fenobarbitalu
na wzrost stezenia h.p.w. w perfuzatach winien by¢ tlumaczony inaczej,
np. bezposrednim wplywem na jej symteze w watrobie tych zwierzat,
ktore go otrzymywaly. W preparatach mikroskopowych szczuréw cz. II b.
stwierdzono wyrazne zmiany morfologiczne, polegajace z jednej strony
na zmianach wstecznych komoérek wagtrobowych, a z drugiej — na wy-
tworzeniu zrebu. Poniewaz we wszystkich ocenianych preparatach histo-
logicznych zmiany byly jednakowe, mozna przyja¢, Ze rodzaj i zakres
toksycznego dziatania CCl; na watrobe zwierzat cz. II b. byl taki sam,
a stosowane przed perfuzja induktory emnzymatyczne nie masilaly tych
zmian ani nie hamowaly ich rozwoju. Stezenie hpw. w perfuzatach
watroby szczuréw cz. II b. bylo wyzsze niz u szczuréw z nie uszkodzong
watroba, co pokrywa sie posrednio z cytowanymi doniesieniami klinicz-
nymi, w ktérych stwierdzono, ze wowczas, gdy w watrobie dochodzi do
aktywnej fibrogenezy, poziom hydroksyproliny i proliny w moczu i we
krwi wzrasta (2, 5, 7, 9). W przeprowadzonych badaniach nie potwier-
dzono zakladanego wplywu stosowanych przed perfuzjg induktoréw na
stezenie h.p.w. w perfuzatach watroby szczuréw cz. II b. W' trzech gru-
pach doswiadczalnych, w ktorych podawano zwierzetom induktory enzy-
matyczne, stezenie h.p.w. w preparatach nie réznilo sie w sposob istotny
od wynikéw uzyskanych w grupie kontrolnej IIA, w ktérej nie stoso-
wano zadnych lekow. Interpretacja uzyskanych wynikéw jest trudna
i na obecnym etapie badan moze by¢ tylko hipotetyczna. Albo stosowane
w doswiadczeniu induktory enzymatyczne nie wywieraly zakladanego,
indukujgcego dziatania na hydroksylaze proliny kolagenu, a stwierdzany
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po fenobarbitalu wzrost stezenia h.p.w. w perfuzatach szczuréw zdro-
wych byl nastepstwem innego zupelnie mechanizmu dzialania leku, albo
tez wlasnie indukujace dzialanie wykazywat tylko fenobarbital i to wy-
facznie na watrobe nie uszkodzong. Ostateczne wyjasnienie takiego zalo-
zenia nie jest obecnie mozliwe. Wymaga to obserwacji wiekszego mate-
rialu doswiadczalnego z zastosowaniem roéznych dawek, rodzajow i czasu
stosowania induktoréw enzymatycznych oraz oceny histoenzymatycznej
tkanki watrobowej badanych zwierzat. '

Wnioski ‘

1. Perfuzja izolowanej watroby szczuréw i ocena stezenia hp.w. w
plynie perfundujgcym jest przydatnym modelem do$wiadczalnym w ba-
daniach nad dynamikg fibrogenezy w watrobie.

2. Fenobarbital podawany przed perfuzjg szczurom zdrowym powoduje
wyrazny wzrost stezemia h.p.w. w plynie perfundujacym.

3. U zdrowych szczurdéw po stosowaniu enkortonu i enkortonu z feno-
barbitalem stezenie hp.w. w ptynie perfundujgcym nie zmienia sie.

4. Stezenie hpp.w. w plynie perfundujacym jest wyzsze u szczurow
z uszkodzong przez CCl, watrobg niz u szczuréw z nie uszkodzong wag-
troba.

5. Fenobarbital, enkorton oraz enkorton stosowany réwnoczesnie z fe-
nobarbitalem nie wplywaja ma zmiany stezenia h.p.w. w plynie perfun-
dujacym watrobe uszkodzong przewleklym stosowaniem CCl,.

i
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PE3IOME
\

Onpepenanca cpobopusni ruapokcunpoiaux (h.p.w.) B nepdys3upyiuem pacrtsBope
M30AUPOBaHHOM redeHu 40 370POBBIX KPbIC, NeY€Hb KOTOPBIX NOpaxaJjach IJUTENb-
HbIM BHYTPuOprourmuHbiM BBegeHueM CCL,. IIpumenas uccjeAyeMbIM KMBOTHBLIM MH-
AyKUMPOBaHHBINA GuokaTanausatop: ¢dreHobapOural, sHKOpPTOH ¢ (henobapburasom onpe-
AENANIOCh MX BAMAHME HA HACBINEHHOCTH (hpw.) B nepdys3uitHbiXx pacTBopax. KoH-
cTaTUpOBaHO GOJIBIIYI0 HPUTOAHOCTE MOJEJM M30JUPOBAHHONK epdy3umM IedYeHu
KpBIC I NPOBOIMMBIX MccaenoBanuii. IloaTBepxAeHO, WTO HAChILeHHOCTH (hpw.)
B nepdy3MiHLIX PAcTBOPAaX y KPBIC € IIOBPEeXACHHOM NEYEHBIO 3HAUUTEALHO BbIILIE,
4YeM Yy XKMBOTHBIX C HEINOBPEXJE€HHOM NEedYeHbI0. Y S3A0POBBIX KpPBIC TOJBKO IIOCJe
npumenenusa ¢enobapburana nabaroganoch 3HAYMTENBHOE YBENAWIEHME HACHINIEH-
uoctu (h.paw.) B nepdy3upymolinx pactBopax. OgHAKO, Y KUBOTHBIX C NOBPEXKAEH-
HOM IIeYEeHBI0 NPMMEHEHME JIeKapcTB mnepen nepdys3ueii, He MMeEJO HMKAKOrQO BJMA-
HUA Ha HachlIIeHHOCTh (hp.w.) B mepdyzarax.

SUMMARY

Free hydroxyproline (h.p.w.) has been determined in the liquid penetrating
the isolated livers of 40 healthy rats and 40 rats whose livers were injured with
the lasting intoxication with CCls to the peritoneum. For the examined animals
the following inductors were used: fenobarbital, encorton with fenobarbital; their
influence on h.p.w. concentration in the perfusates was estimated. There was
shown the great usefulness of the model of perfusion of the isolated livers of the
rats for the carried out experimental investigations. It was stated that the concen-
tration of h.p.w, in perfusates of the rats with injured liver is significantly higher
than that in the rats with the liver which is not injured. In the healthy rats only
after application of fenobarbital there was observed a distinet increase of h.p.w.
concentration in the penetrating liquid. On' the other hand, in the rats with the
injured liver the drugs applied before the perfusion had no influence on h.p.w.
concentration in the perfusates.






