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Oceniajac powojenny okres rczwoju mnauk fizjolo-
gicznych stwierdzi¢ mozna, ze wzrasta ranga prac ba-
dawczych w tej dziedzinie, a naukowcy polscy publi-
kuja prace w powaznych czasopismach zagranicznych
i biorg udrzial w krajowych i miedzynarodowych kon-

gresach. W 1990 r. w Krakowie odby! sie Kongres

Folskiego Towarzystwa Fizjolozicznego, na ktérym
2 sympozja zostaly poswiscone fizjologii zwierzat
gospodarskien.
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Summary

Trials to evaluate biotransformatic activity of the liver
in calves using a simplified antypyrine test

In the experiment done en 59 calves red aund white,
aged 13—12 days, were determined pharmacokinetic para-
meters of antypyrine basing on changes of the copccuntra-
ticn ¢f {he drug in blecod after 20 mirn, 1, 2, 4, 6, 8, 12 anA
24 h (a full variant), and in simplified variants, i.e. after
4, 8 and 124, (variant B), 4, 8 and 24 (variant C), 4 and 241
(variant{ D) and 8 ard 24 h (variant E) afler iniravencus
injection of antypyrine at a dese of 15 mg/kg of body
weight., It was found that it is possibic to evaluate preci-
sely a hictransformative activity of the liver (activity of
the system of microesomal! moncoxyrenases (RIMO) coriju-
gated with cytochrome P-450 in calves when a simplified
variant of the antypyrine test is used in which only 2 er
3 samnples of blood are examined and the concesntrztion of
fecnazene is delermined. The gpharmacokinetic psrameters
for anlypyrine {in simgplified wvariants) wcre ccorrelated
significantly (r = 0.958) with data obtained ian a full test.
The highest correlation (r = 0.990) was noted when blood
samyples were examined after 4, 8 and 24 h since antypyrine
injeetion.

Antypiryna (fenazon) jest modelowg substancjg far-
makologiczng, stuzgcg do oceny metabolicznej wydol-
nodci systemu monooksygenaz mikrosomalnych (MMO)
hepatocytow, sprzezonych z cytochromem P-450 (4, 15,
17, 20). Znaczne wahania aktywno$ci enzymow wcho-
dzacych w sklad systemu MMO-P-450 w zalezno$ci od
pici (5), wieku (1, 5), diety (7, 9) i stanu fizjologiczne-
go organizmu (4, 19) wskazujg na duze znaczenie oce-
ny wydolnoéci metabolicznej tego ukladu enzymatycz-
nego w klinice.

Test antypirynowy polega na dozylnym wprowadze-
niu okre$lonej ilosei fenzzenu i oznaczaniu stezenia
tej substancji we krwi w okreslonych przedziatach
czasowych (4, 6, 14, 16). Z reguly stosuje sie 24-godzin-
ne kolekcjonowanie materialu biologicznego (9, 10, 14,
17, 20). Liczne préby modyfikacji tego testu (doswiad-
czenia przeprowadzano na ludziach) mialty na celu
ograniczenie ilo$ci pobieranych prob krwi (w wersji
peinej 8—12) oraz skrocenie okresu ich kolekcjonowa-
nia (6, 12, 13, 15, 16). Wykazano, ze mozliwe jest u lu-
dzi precyzyjne okreslenie wielkosei parametrow far-
makokinetyki antypiryny w oparciu o oznaczanie kon-
centracji tej substancji w 2, a nawet 1 probce mate-
riatu bkiologicznego (krwi lub $liny) (6, 8, 14, 18).

Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie
uproszezonego wariantu testu antypirynowego u cielat,
polegajacego na zmniejszeniu iloSel analizowanych
prob krwi z 8 do 2—3.

Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na 50 cieletach rasy cb,
w wieku 10—12 dni, o S$redniej masie ciala 3812 kg.
W czasie trwania badan zwierzeta utrzymywane byly w
kojecach pojedynczych i zywione zgodnie z ogélnie przyje-
tymi mormami. Przed rozpoczeciem doswiadczenia cielgta
poddano zabiegowi kateteryzacji zyly jarzmowej zewnetrz-
nej. Zalozenie kateteru umozliwilo dozylng iniekeje anty-
piryny oraz pobieranie probek krwi w krotkich odstepach
czasu.

Test antypirynowy wykonano u kazdego cielecia dwu-
krotnie w odstepach 48 godzin ({gcznie dokonano 100 ozna-
czen parametrow farmakokinetyki fenazonu). Antypiryne
podawano w iniekcji dozylnej, w postaci 1¢% roztworu,
w dawce 15 mg/kg masy ciala. W czasie trwania badan
cieleta nie otrzymywaty zadnych preparatéw farmakolo-
gicznych mogacych wchodzié w interakcje biochemiczng
i dystrybucyjna z antypiryna. Préby krwi do analiz, po
okolo 5 ml do probdéwek z heparyng (250 j.m. Heparinum-
-Polfa) pobierano przed — 0 oraz po 30 minutach i 1, 2, 4,
6, 8, 12 i 24 godzinach od wstrzykniecia roztworu testowe-
go. Koncentracje fenazonu w osoczu okreslano metods ko-
korymetryczng (11). Wspdlczynnik eliminacji antypiryny
(k) i1 stezenie poczatkowe (C,) obliczono metoda najmniej-
szych kwadratéw z krzywej stezen fenazonu w osoczu
krwi (C) w odniesieniu do czasu (t). Pozostale parametry
farmakokinetyki antypiryny obliczono wedlug wzordéw:

In,
fos =7
v, D
d — Co
CIA = Vd + k
gdzie: D = dawka antypiryny
tys = okres péltrwania antypiryny
Cl, = klirens metaboliczny antypiryny
Va = objetosé dystrybucji antypiryny

Wielko$¢ parametréw farmakokinetyki
czono okre§lajac stezenie tej substancji:
1, 2, 4

1 — we wszystkich pobranych prébkach krwi (30°, 1, 2, 4,
6, 8, 12, 24 godziny po iniekcji roztworu testowego) —
wariant pelny (A),

2 — w probkach krwi pobranych po uplywie 4, 8 i 12 go-
dzin od wstrzykniecia antypiryny (wariant B),

3 — w probkach krwi pobranych po uplywie 4, 8 i 24 go-
dzin od iniekeji antypiryny (wariant C),

4 — w probkach krwi pobranych po uplywie 4 i 24 godzin
od wstrzykniecia antypiryny (wariant D),

5 — w probkach krwi pobranych po uplywie 8 i 24 godzin
od wstrzykniecia antypiryny (wariant E).

Uzyskane wyniki poddano opracowaniu statystycznemu
za pomoca testu t-Studenta (wyniki testu peinego poréow-
nywano z kazdym z wariantow testu uproszezonego), " Wy-
liczono takze wspolezynniki korelacji (r) migdzy wynikami
wariantu pelnego (A) a wynikami poszczegdlnych warian-
tow festu uproszczonego (B, C, D, E).

fenazonu wyli-
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Tab. 1. Wielkosci parametréw farmakekinetyki fenazonu
u cielgt, okreslone na podstawie wynikéw pelnego i uprosz-
czonych wariantéw testu antypirynowego (n = 100)

Wariant |
nd” T | Taris ‘ Nari: i
Oznaczane | (peiny) Wc.fjl‘c}m | \P\lagﬁnl W dgini Wal}g"c’lnt
| tans 9 pat * 2% b3
parametry | 300 L2\, § 12 )| (4, 8,24 h) (4,24 h) | (8,24 h)
N 15 %V AN I I R
Va b 0,755 0,746 0,752 0,740 0,735
(1/kg) s| 0,012 0,017 | 0,013 0,018 0,019
by — 0,968 * 0,989 * 0,970 * 0,960 *
k X| 0,083 0,065 0,063 0,067 0,069
(1) s| 0,005 0,007 0,006 0,008 0,008
T — 0,972 * 0,993 * 0,963 * 0,954 ¢
tos x| 11,0 | 108 11,2 10,3 10,0
(h) s| 10 | 12 1,0 1.3 1,2
r == 0,975* | 0,992* | 0962* | 0952*
Cly X 0,79 0,81 0,79 ‘ 0,83 0,85
(ml/min/ s| 0,07 0,08 0,08 0,09 0,09
_/kg) x| — | 0970*] 0990* | 0865%| 0955*
Objasnienia: * —istotnos¢ wspoélczynnika korelacji przy p <0,01,
liczby w nagitowkach (30’, 1, 2, 4, ...) oznaczajg czas (h) pobierania
Pprob krwi.

Wyniki i omowienle

Antypiryna jest powoli metabolizowana u nowo na-
rodzonych cielat (t,; =24 h) (5). Tempo eliminowania
fenazonu z osocza tych zwierzgt wzrasta istotnie wraz
z wiekiem (1), osiggajac w 6 miesigcu zycia wartosci
obserwowane u osobnikéow dorostych (i, ; = 3—4 h) (9).
Burrows i wsp. (2) stwierdzili jednak przejsciowe wy-
dtuzenie okresu poitrwania fenazonu u cielagt pod ko-
niec 3 1 w 4 tygodniu zycia. Jedynie niewielki procent
wprowadzone] do organizmu cielat antypiryny ulega
zwigzaniu z biatkami osocza, wielkosé frakcji fenazon-
-bijatko waha sie w granicach od 3 do 10% (3, 10).

Wielkos¢ parametrow farmakokinetyki antypiryny
okreslona na podstawie testu pelnego (wariant A) wyno-
sila odpowiednio: objetosé dystrybucji (V,) = 0,755 l/kg,
okres pottrwania (t,; = 11,0 h), stala eliminacji (k) =
= 0,063 h™! oraz klirens metaboliczny (Cl,) = 0,79 ml/
/min/kg. Srednie wartoéci tych parametréw oznaczone
poszczegolnymi wariantami testu uproszczonego (B, C,
D, E) zamieszczono w tab. 1; nie roznily si¢ one istot-
nie (ocena testem — t) od wartosci uzyskanych pod-
czas wykonywania testu pelnego (wariant A). Uzyska-
ne wyniki wskazujg, ze farmakokinetyka fenazonu u
cielat okreslana na podstawie zmian koncentracji tej
substancji farmakologiczne] w 8 (test pelny) oraz 2 lub
3 probkach krwi (warianty uproszczone) jest bardzo
zblizona (r > 0,950). Naj$cislejsze skorelowanie z wyni-
kami testu pelnego (r > 0,990) zaobserwowano w przy-
padku, gdy materiatl kiologiczny do badan kolekcjono-
wano po uplywie 4, 8, 24 godzin od iniekcji antypiry-
ny (tab. 1). Uzyskane wyniki korespondujg z rezulta-
tami do$wiadczen innych autorow (6, 12, 14). Mc Pher-
son i wsp. (12) okreslajge farmakokinetyke fenazonu
u ludzi na podstawie oznaczania koncentracji tej sub-
stancji w osoczu w 4 1 24 godziny po podaniu anty-
piryny per os stwierdzili, ze wielkosci okresu pot-
trwania fenazonu obhserwowane w wariancie uprosi-
czonym byly bardzo zblizone do wielkosci uzyskanych
podczas wykonywania pelnego testu antypirynowego
(kolekcjonowano 6 probek krwi). Farrell i Zaluzny (8)
zaobserwowali natomiast &cislg korelacje miedzy wiel-
ko$ciami klirensu metabolicznego antypiryny okresla-
nego na pedstawie oznaczania zmian tej substancji
farmakologicznej w 2 1 6 probkach osocza. Scavone
i wsp. (14) stwierdzili najsciSlejsze skorelowanie

(r =0,99) wielkoSci parametréow kinetyki antypiryny
wyliczonycnh w oparciu o dane uproszczonego i pelne-
go testu aniypirynowego, jezeli w wersji uproszczonej
prooki krwi do analiz pobierano po uplywie 8 i 24 go-
dzin od wprowadzenia fenazonu do organizmu.

Pedsumowujac mozna stwierdzi¢, iz mozliwe jest
precyzyjne okreslenie parametrow farmakokinetyki
antypiryny u cielat, a co za tym idzie — biotransfor-

watroby (system MMO-P-450) na
podsiawie oznaczania stezenia tej substancji jedynie
w 2 lub 3 probkach krwi. Kolekejonowanie krwi po
uplywie 4, 8 1 24 gcdzin c¢d wprowadzenia antypiryny
do organizmu pozwala na osiagniecie wynikow najbar-
dziej zblizonych do obserwowsnych podczas wykony-
wania pelnego testu antypirynowego (r > 0,990).

macyjnej czynnosci

Uproszczony test antypirynowy, oparty o oznaczanie
koncentracji fenazonu w 2—3, zamiast jak w wersji
pelnej w 8 probkach osccza, pozwala na precyzyjna
ccene biotransformacyjnej czynnoscei watroby (aktyw-
nosci systemu enzymatycznego MMO-P-450) u cielat.
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Na 8 krowach o normalnym cyklu plciowym przebadanc
mozliwo$¢ transwaginalnego naklucia pecherzykéw pod
kontrola echosondy w celu pobrania niedojrzaiych oocytow
do produkcji in vitro zarodkoéw. W 6 doswiadczeniach prze-
prowadzonych w odstepie 7 dni otrzymano 104 oocyty. Po
dojrzeniu w warunkach in vitro, a nastepnie zaplodnieniu
104 oocyty przeniesiono do jajowodéw owiec biorcow. Po
6 dniach 75 oocytow wyplukano z jajowodéw. Sposrdéd nich
2486 rozwinelo sie w morule lub blastccyty, ktére nada-
waly sie do przeszczepienia. Zastosowana w badaniach nie-
operacyjna metoda umozliwia kilkakrotne pobieranie nie-
dojrzatych oocytéw i daje wyniki zblizone do otrzymywa-
nych przy indukcji superowulacji.
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