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Summary

The aim of this study was a comparison of results of the bile acids test and antipyrine test on calves. The
experiment was carried out on 10 healthy calves of Black and White breed. In each subject the antipyrine test
was performed on day 10 and 20 after birth. The concentration of bile acids in plasma before feeding (fasting
—f£SKZ) and 2 hours after feeding (p SKZ) were also determined. A correlation analysis was used to compare
results of the bile acids test with the antipyrine test. The obtained results indicated that the hepatic biotrans-
formation rate of antipyrine in calves increased significantly with age. The concentrations of fasting bile acids
in the plasma of 10 day-old calves and 20 day-old calves were not significantly different. Similar results were
obtained in the case of postfeeding bile acids concentrations. In contrast, the concentration of bile acids in
plasma 2 hours after feeding was significantly (P<0.01) higher (both in 10 day-old and 20 day-old calves)
than the concentration of fasting bile acids. It was determined that fasting and postfeeding concentrations of
bile acids in plasma and values of metabolic clearance of antipyrine (C1,) were significantly (P <0.01) corre-

lated.

Od wielu lat poszukiwany jest uniwersalny test
pozwalajacy z duza precyzja okresli¢ wydolnos¢
metaboliczna, a w tym aktywnos¢ biotransforma-
cyjna watroby (8, 13, 19, 20, 22, 28). Najbardzie)
przydatne do oceny szybkmm b10transf0rmaql wa-
trobowej jest stosowanie testow z uzyciem substan-
cji markerowych (5, 22, 25, 29). Testy te umozliwia-
ja zarOwno oceng mdukcp jak réwniez obnizenia
aktywnosci enzymow mikrosomalnych hepatocytow
(5, 6,8, 18, 28). Wigkszos¢ stosowanych obecnie sub-
stancji markerowych umozliwia oceng aktywnosci
enzymow mikrosomalnych biorgcych udzial w pro-
cesach oksydacji (20, 22, 26, 27).

Dla okreslenia aktywnosci monooksygenaz mi-
krosomalnych hepatocytéw zaleznych od cytochro-
mu P-450 (MFO-P-450) coraz czgsciej stosuje sie
probe polegajaca na okreSleniu parametrow kine-
tyki antypiryny (3, 5, 13, 25). Obecnie test antypiry-
nowy jest powszechnie uznawanym badaniem
umozliwiajgcym przeprowadzenie w warunkach in
vivo najpelniejszej oceny wydolnosci metaboliczne]
uktadu MFO-P-450 (1, 3-5, 7, 13, 20).

W licznych badaniach wykazano, iz oznaczanie
stezenia kwasow zolciowych we krwi jest czulym
testem pozwalajacym na okreslenie stanu czynno-
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Sciowego watroby u ludzi (10-12, 14, 17). Stwier-
dzono, ze szczegolnie duzg wartos¢ dlagnostycznq
ma oznaczanie popositkowego stezenia kwasow
zolciowych (12, 17, 21, 23).

Metabolizm antypiryny i kwasow z6lciowych
(przynajmniej czesciowo) odbywa sie w obrebie sia-
teczki srodplazmatycznej gladkiej hepatocytow przy
udziale monooksygenaz mikrosomalnych, zalez-
nych od cytochromu P-450 (9, 12, 13, 21).

Celem przeprowadzonych badaf bylo poréwna-
nie wynikow testu z endogennymi kwasami zolcio-
wymi oraz referencyjnego, dla oceny aktywnosci
uktadu MFO-P-450, testu antypirynowego.

Materiat i metody

Material. Doswiadczenie przeprowadzono na 10 kli-
nicznie zdrowych cieletach rasy nizinno czarno-bialej w
10120 dniu zycia. W trakcie trwania eksperymentu zwie-
rz¢ta byly utrzymywane w ujednoliconych warunkach
Srodowiskowych i zywione zgodnie z og6lnie przyjetymi
normami. Przed rozpoczgciem doswiadczenia zwierze-
ta poddano zabiegowi kateteryzacji zyly jarzmowej ze-
wnetrznej. Zabieg ten umozliwit pobieranie probek krwi
w krotkich odstepach czasu. W trakcie trwania badan
cieleta nie otrzymywaly zadnych preparatéw mogacych
wchodzi¢ w interakcje farmakokinetyczna i biochemicz-
n3 z antypiryna.



Test antypirynowy. Cieletom podano w 10 i 20 dniu
zycia 20 mg/kg m.c. antypiryny (Sigma Chem. Co. — St.
Louis, USA) w jednorazowej iniekcji dozylnej (jako tzw.
bolus), w postaci 10% sterylnego roztworu. Proby krwi
do analiz pobierano przed (0) oraz po 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12,
18 124 godzinach od podania substancji testowej. Krew
pobierano do probowek z heparyna (250 j.m. Hepari-
num-Polfa), a nast¢pnie odwirowywano osocze (4000 g,
15 min.). Do czasu przeprowadzenia analiz proby prze-
chowywano w temperaturze -20 °C.

Metody analityczne. Stezenie antypiryny w osoczu
krwi oznaczano metoda spektrofotometryczna (2), przy
zastosowaniu fotometru Spekol-11 firmy Carl Zeiss Jena
i dlugosci fali 350 nm. Btad metody wynosit =5%.

Stezenie endogennych kwasoéw zotciowych (KZ) we
krwi pobranej na czczo (f SKZ) oraz w 2 godziny po
nakarmieniu cielgt (p SKZ) okreslono metoda enzyma-
tyczna, z uzyciem zestawu Sterognost 3o (Nyegaard,
Oslo).

Otzliczenia farmakokinetyczne. Farmakokinetyke an-
typiryny okreslano wedtug modelu jednokompartmen-
towego otwartego, przy wykorzystaniu oznaczen w fa-
zie wolnej (3) eliminacji tej substancji (5, 28, 29). Faza
o stanowi jedynie okolo 8% pola powierzchni pod krzy-
wa (AUC) i dlatego moze by¢ pominieta w obliczeniach
(5,15, 22). Wspolczynnik eliminacji antypiryny (k) oraz
stezenie poczatkowe (C ) obliczono metodg najmniej-
szych kwadratow z krzywej stezen tej substancji w 0so-
czu w odniesieniu do czasu (t). Wielko$¢ klirensu meta-
bolicznego cmlvpir\fnv (C1,) wyliczono zgodnie ze wzo-
rem: Cl, =V =Kk, gdzie \/LJ — objeto$é dystrybucji anty-
piryny oblu,zona wedlug wzoru: V, = D/C; D - dawka
antypiryny.

Obliczenia statystyczne. Uzyskane wyniki opracowa-
no statystycznie za pomoca testu t-Studenta. Wyliczono
takze wspotczynniki korelacji miedzy wielkoSciami me-
tabolicznego klirensu antypiryny (Cl,) a stezeniami f
SKZ1ip SKZ. Do obliczefi wykorzystano program STAT-
GRAPHICS (v. 5.0).

Wyniki i oméwienie

W przeprowadzonym doswiadczeniu stwierdzo-
no zwigkszenie metabolicznego klirensu antypiry-
ny (Cl,) wraz z wiekiem badanych cielat. U zwie-
rzat 10-cio dniowych wielko$¢ Cl, wynosifa 38,05
ml/min., natomiast u cielgt 20-to dniowych — 43,58
ml/min. Roznica ta okazala sie statystycznie istot-
na na poziomie P < 0,01 (tab. 1).

Stezenie kwasow zotciowych przed positkiem (f
SKZ) w osoczu krwi 10-dniowych i 20-dniowych cie-
lat nie réznilo si¢ istotnie, wynoszac odpowiednio
3,57 umol/l 1 3,46 pmol/l (tab. 2). Podobne zjawi-
sko zaobserwowano w przypadku popositkowego
stezenia endogennych kwasow zoiciowych (p SKZ).
Wartosci p SKZ u 10-dniowych i 20-dniowych cie-
lat wynosity odpowiednio 4,71 umol/l oraz 4,52
umol/l (tab. 2). Zaobserwowano natomiast staty-
stycznie istotne (P < 0,01) roéznice migdzy steze-
niem kwasow zotciowych przed positkiem i po po-
sitku, zarowno u 10-dniowych, jak i 20-dniowych
cielat. Uzyskane wartoS§ci wynosily odpowiednio:

Tab. 1. Wielko$ci metabolicznego klirensu antypiryny
(C1,) u badanych cielat

Wiek cielat
Numer cielgcia 10 dni 20 dni
C1, (ML/MIN) C1, (ML/MIN)
1 36,25 44,00
2 41,15 44,85
3 38,11 4511
4 36,00 43,06
5 30,03 42,67
6 43,25 44,14
7 39,50 44,95
8 40,45 41,67
9 36,89 41,88
10 38,88 43,50
X 38,05 43,58
=] 3,63 1,28
L

fSKZ = 3,75 umol/l, p SKZ =471 umol/l; fSKZ
=3 46 umol/l pSKZ, =4 57 umol/l (tab. 2). Wy-
kazano istotna u]emnqgkorelaqe; migdzy wielkoScia-
mi metabolicznego klirensu antypiryny oraz st¢ze-
niem endogennych kwasow zolciowych w osoczu
krwi badanych cielat. NajsciSlejsza korelacje zaob-
serwowano miedzy £ SKZ a Cl, u 10-dniowych cie-
lat (r = -0,996). Najnizszy (choc rowniez statystycz-
nie istotny) wspolezynnik korelacji stwierdzono w
przypadku p SKZ i Cl, u 20-dniowych cielgt (r =
-0 875) Wielkosci tego wspolczynnika mlqdzy p
SKZ i Cl, u 10-dniowych cielgt oraz f SKZ i Cl, u
20- dnlowych cielgt wynosily odpowiednio -0, J51
1-0,961.

Antypiryna jest powoli metabolizowana u nowo
narodzonych cielat (t,, = 24 h) (1, 6, 7, 16). Tempo
eliminowania tej substancp testowej z osocza tych
zwierzat wzrasta istotnie wraz z wiekiem, osiagajac
w 6 miesigcu zycia wartosci obserwowane u 0sob-
nikéw dorostych (t,. = 3-4 h) (7). Burrows i wsp.
(4) stwierdzili ]ednalsi przejsciowe wydiuzenie okre-
su poOltrwania antypiryny u cielat pod koniec 31w 4
tygodniu zycia. Uzyskane w przeprowadzonym do-
Swiadczeniu wyniki (istotne zwigkszenie wielkoSci
metabolicznego klirensu antypiryny miedzy 10 a 20
dniem Zzycia cielat) potwierdzaja nasze wcze$niej-
sze spostrzezenia dotyczace jej farmakokinetyki w
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Tab. 2. Stezenie endogennych kwasow zélciowych w osoczu krwi badanych

cielat (umol/I)
Wiek cielat
10 dni

Numer cielecia

na czczo po positku na czczo

20 dni
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W sytuacji, gdy w mikrosomach ko-
morki watrobowej metabolizowana
jest antypiryna i w tych samych struk-
turach komdrkowych odbywa sig je-
den z etapow transportu kwasow zol-
ciowych, mozna bylo si¢ spodziewa¢

po positku korelacji migdzy tymi dwoma proce-

(f SKZ) (p SKZ) (f SK2) (p SK2) sami (21). r=
1 417 5.45 356 465 Uzyskane w niniejszym ekspery-
' mencie wyniki sa zbiezne z rezulta-
2 3,08 4,34 3,12 4,15 tami doSwiadczen Habiora (9, 10,
: 11), ktory wykazat istotng dodatnig
3 3,67 4,89 3,00 4,00 korelacje miedzy wielkosciami okre-
4 417 511 3,56 478 su poltrwapla_@ntyplryny, a steze-
_ niem kwasow zo6Iciowych we krwi u
5 5,33 6,00 3,78 4,45 ludzi (zaréwno na czczo jak i po po-

itku).

6 2,78 3,67 3,34 4,35 ) Whioski
7 3,42 4,23 3,11 4,25 . Scista korelacja mi¢dzy wyni-
kami testu eliminacji antypiryny, a
i i 405 3,69 458 zmianami stezenia endogennych
9 a11 5,00 3.80 4,88 kwasow zolciowych (KZ) we krwi
wskazuje na mozliwos¢ oceny meta-
10 3,56 4,34 3,45 4,75 bolicznej wydolnosci watroby u cie-
i 357 47 3,46 452 lat na podstawie oznaczania koncen-

tracji KZ we krwi.
xS 0,73 0,71 0,31 0,33 2. Wiek cielat nie wywiera istotne-
T o go wplywu na stezenie endogennych
Jséoé“";ﬂlz% p < 0,01 p < 0,01 kwasow 2()lci'0wych we krwi, zarow-
2 ' no na czczo, jak i po positku.

organizmie tych zwierzat (1, 16) oraz sg zgodne z
rezultatami badan Depelchina i wsp. (6). Swiadcza
one takze jednoznacznie o tym, iz cieleta 20-dnio-
we charakteryzujg si¢ istotnie szybszg biotransfor-
macja watrobowa, uwarunkowana wigksza aktyw-
noscig monooksygenaz mikrosomalnych hepatocy-
tow zaleznych od cytochromu P-450, w poréwna-
niu ze zwierz¢tami 10-dniowymi.

Stezenie endogennych kwasow zolciowych we
krwi uwazane jest za czuly test wydolnosci watroby
(9, 10, 17, 21). Hofmann (14) pierwszy zwrocil
uwage, ze oznaczanie stezenia KZ po bodzcu po-
karmowym (popositkowe — p SKZ), stymulujacym
wyrzut duzej ilosci kwasow zolciowych, jest czulszym
wskaznikiem stanu czynno$ciowego watroby niz ste-
zenie kwasow zolciowych na czezo (f SKZ). Wiek-
szoSC autorow zgadza sie z ta opinig (17, 21, 23),
ale nie wszyscy (24).

W stanach fizjologicznych wickszosé wehiania-
nych w jelicie cienkim kwaséw zotciowych wychwy-
tywana jest przez hepatocyty juz w czasie pierwsze-
go ich przejScia w krazeniu jelitowo-watrobowym,
a tylko niewielka ich ilo$¢ omija watrobe i dostaje
si¢ do krazenia og6lnego. Dlatego w warunkach
normalnych stezenia kwaséw zolciowych we krwi
obwodowe;j sa niskie i sa wyrazem rownowagi mig-
dzy wchianianiem jelitowym a klirensem watrobo-
wym (14, 17).
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