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Summary

The aim of this study was to determine the ,,day-night” changes of the antipyrine biotransformation rate in
calves.

The experiment was carried out on 10 bulls-calves of the black and white breed. During the experiment the
animals were kept in uniform environmental condidions and constant light/dark cycle — L/D = 12:12. The
antipyrine test was performed on days 10, 20 and 40 after birth. Antipyrine was administered intravenously at
a dose of 1000 mg in a 10% sterile solution. Pharmacokinetic parameters of antipyrine were calculated from
the elimination curve in two time-intervals (9.00-17.00 — ,,day”’; 21.00-5.00 — ,,night”), by means of the TopFit
2.0 test.

Mean values of half-life and metabolic clearance of antipyrine for all examined calves (n=10) did not differ
significantly. Based on results obtained in each calf, the examined population was divided into 2 groups: in 7
calves a decrease of antipyrine half-life and an increase of metabolic clearance during the day were con-
firmed. The observed changes increased with the age of the examined calves. A different phenomenon was
observed in 3 calves — antipyrine elimination from plasma was faster during the night. Also in this case
observed changes increased with the age of the calves. The initial concentration of antipyrine and the distri-

bution coefficient did not differ significantly between day and night.

Badania farmakokinetyczne wskazuja na istnie-
nie rytmiki okofodobowej metabolizmu wielu Srod-
kow farmakologicznych (6, 9, 11, 12, 14, 20). Jest
ona, miedzy innymi, Wynlklem dobowych zmian
dktywnosm monooksygenaz mikrosomalnych hepa-
tocytow (1, 10, 15, 20, 21). Znajomos¢ rytmiki oko-
lodobowej (dobowych zmian) aktywnosci enzymow
uczestniczgcych w watrobowym metabolizmie kse-
nobiotykOw ma istotne znaczenie z punktu widze-
nia farmakologii i toksykologii (6, 10, 20, 23).

Dla okreslenia aktywnosci systemu monooksyge-
naz mikrosomalnych hepatocytéw zaleznych od cy-
tochromu P-450 najczesSciej stosuje si¢ test polega-

*) Praca wykonana i finansowana w ramach grantu nr BW/D/Z/55/95.

jacy na okreSleniu parametrow kinetyki antypiryny
(5, 8, 18, 22). Test antypirynowy jest powszechnie
uznawanym badaniem umozliwiajacym przeprowa-
dzenie w warunkach in vivo najpetniejszej oceny
wydolnosci metabolicznej uktadu MFO-P-450 (13,
18, 22, 36).

Dobowa zmiennosé farmakokinetyki antypiryny
u ludzi i zwierzat laboratoryjnych byta juz przed-
miotem badan zaréwno autordéw polskich (11, 19,
32)jak i zagranicznych (2, 30, 33). Rzadko spotyka
sie natomiast publikacje dotyczace dobowych zmian
szybkosci metabolizmu tej substancji testowej u
zwierzat gospodarskich. Przeprowadzone badania
mialy na celu ocen¢ farmakokinetyki antypiryny,
okolodobowych (dziefi-noc) r6znic w szybkosci bio-
transformacji watrobowej u cielat w roznym wieku.
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Tab. 1. Wartosci Srednie (x + s) parametrow farmakokinetycznych antypiryny

u badanych cielgt

Dzien Tos K cl
Wiek - (D)
cielat Noc (h)

- (N) il

: AUC

(ml/min/ (ug/ml
/kg) xh)

315

Stezenie antypiryny w osoczu krwi
oznaczano metoda spektrofotome-
tryczna (4).

Obliczenia farmakokinetyczne.
Farmakokinetyke antypiryny okre$la-
no wediug modelu jednokompart-
mentowego otwartego, przy wykorzy-

Istotnosé
réznic

12,49 0,055 0,68 614 staniu oznaczen w fazie wolnej ()
B.0=7 0,51 0,002 0,03 eliminacji tej substancji (8, 13, 22).
Faza o. stanowi jedynie okoto 8% pola
10 N, n=7 14,58 0,047 0,57 125 _ powierzchni pod krzywa (AUC) i dla-
dni 9,50 0,002 LA p<0,01 tego moze by¢ pominigta w oblicze-
D,n=3 14,37 0,043 0,53 716 niach (8, 18, 36) Wsp()lczynnik eli-
minacji antypiryny (k) oraz stezenie
N, n=3 11,50 0,060 0,73 573 poczatkowe (C,) obliczono metoda
najmniejszych kwadratoéw z krzywej
D, n=7 11,31 0,061 0,66 508 stezen tej substancji w osoczu w od-
0,47 0,003 0,03 niesieniu do czasu (t). Wielkos¢ kli-
rensu metabolicznego antypiryny
20 N, n=7 104507? 3:33? g:gg v p<0,01 (Cl,) wyliczono zgodnie ze wzorem:
dni L | i Cl, = Vd -k, gdzie V, - objetos¢ dys-
D, n=3 12,93 0,053 0.57 581 trybucji antypiryny obliczona wediug
wzoru: V, = D/C; D — dawka antypi-
N, n=3 9,97 0,069 0,76 436 ryny.

Wielkosci badanych parametrow
D, n=7 1[][!'3353 ggg; g’gg doy farmakokinetycznych antypiryny ob-
liczono na podstawie analizy krzy-
40 N. n=7 13,68 0,053 0,53 456 wych eliminacji tej substancji testo-
dni i 0,38 0,004 0,06 p=0,01 wej (program TopFit 2.0), w dwoch
| ' rzedzialach czasowych (9.00-17.00 -

D,n=3 | 1203 | 0057 | 057 411 Qzie i 21.00-5.00 - ryloc)(.
N, n=3 9,03 0,076 0,76 314 Obliczenia statystyczne. Uzyskane
' wyniki opracowano statystycznie za

Materiat i metody

Material. Doswiadczenie przeprowadzono na 10 kli-
nicznie zdrowych cieletach-byczkach rasy czarno-biate;j
w 10., 20. 1 40. dniu zycia. W trakcie trwania ekspery-
mentu zwierzeta byly utrzymywane w ujednoliconych wa-
runkach Srodowiskowych (L/D = 12:12) i zywione zgod-
nie z ogolnie przyjetymi normami.

Przed rozpoczeciem doswiadczenia zwierzeta podda-
no zabiegowi kateteryzacji zyly szyjnej zewnetrznej. Za-
bieg ten umozliwit pobieranie probek krwi w krotkich
odstepach czasu.

W trakcie trwania badan cielgta nie otrzymywaly zad-
nych preparatow mogacych wchodzi w interakcje far-
makokinetyczng i biochemiczng z antypiryna.

Test antypirynowy. Cielgtom podano w 10., 20. i 40.
dniu zycia 1000 mg antypiryny (Sigma Chem. Co. — St.
Louis, USA) w postaci jednorazowej iniekcji dozylnej
(jako tzw. bolus), w postaci 10% sterylnego roztworu.
Proby krwi do analiz pobierano przed (0) oraz po 1, 2,
3,4,5,6,7,8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 i 24 godzinach od
podania substancji testowej. Krew pobierano do probo-
wek z heparyng (250 j.m. Heparinum-Jelfa), a nastep-
nie odwirowywano osocze (4000 g, 15 min.). Do czasu
przeprowadzenia analiz préby przechowywano w tem-
peraturze — 20°C.

pomoca testu t-Studenta. Do obliczen
wykorzystano program STATGRAPHICS (v. 5.0).

Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki zamieszczono w tab. 1-3.

Srednie wielkoSci okresu pottrwania antypiryny
dla przedziatu czasowego dzien w calej badane;j
populacji cielat wynosity w przypadku cielat 10-
-dniowych - 13,05 h, 20-dniowych — 11,80 h, nato-
miast 40-dniowych — 10,84 h, a wiclkosci okresu
poéttrwania antypiryny wynosily dla przedziatu cza-
sowego noc odpowiednio 13,66 h, 12,44 hi 12,09 h
(tab. 3). Zaobserwowane roznice nie okazaly sie
statystycznie istotne (tab. 3).

Potwierdzenia statystycznego nie uzyskaly row-
niez Srednie roznice wspolczynnika dystrybucii (A),
stalej eliminacji (k), klirensu metabolicznego (Cl,)
antypiryny oraz wielkosci pola powierzchni pod
krzywa (AUC) (tab. 3).

Wyniki oznaczefi parametréw farmakokinetycz-
nych antypiryny u poszczegolnych cielat pozwolily
na wyodrebnienie wérdd badanych zwierzat dwoch
podgrup: u 7 cielat stwierdzono istotnie krotszy
okres pdttrwania i wigkszy klirens metaboliczny
antypiryny w dzien, przy czym obserwowane ten-



dencje ulegaty zwickszeniu wraz
zwiekiem badanych zwierzat (tab.
1, 2). U 3 cielat zaobserwowano
zjawisko odwrotne, tzn. antypi-
ryna byta szybciej eliminowana
(krotszy okres poltrwania) z
krwiobiegu w nocy. Takze u tych 3

Wiek
cielat

cielat stwierdzono zwickszanie si¢
r6znic migdzy warto$ciami dla
dnia i nocy w wielkosci t,, i Cl, dni
wraz z wickiem badanych zwierzat e +25 -20 -21 +25
(tab. 1, 2). Nie obserwowano na- :
tomiast istotnych roznic st¢zenia DLN 220 +24 +24 220
poczatkowego (C,) oraz wspot- 20 n=7
czynnika dystrybucji antypiryny dni DN
(A) miegdzy $rednimi dla okresu n=3 +30 -23 -25 +33
dnia i nocy.

Szczegéioyvc? omowienie uzy- D/N 24 +26 +95 .99
skanych wynikOw jest stosunkowo 40 n=7
trudne. Brak jest bowiem w do- dni D/N
stepnym piSmiennictwie poréwny- n=3 +33 25 -25 +32

walnych danych dotyczacych oce-
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Tab. 2. Wzgledne (%) $rednie roznice wielko§ci parametréw farmakokinetycznych
antypiryny u badanych cielat

 Dazien - (D)
Noc - (N)

ny dobowych wahan aktywnoSci
uktadu monooksygenaz mikroso-
malnych hepatocytow zaleznych
od cytochromu P-450 u zwierzat
gospodarskich. Przeglad nielicz-
nych danych z piSmiennictwa do-
tyczacych farmakokinetyki Srod-

Parametr
farmakoki-
netyczny

Tab. 3. Srednie ,,dzienne” i ,,nocne” wielko$ci parametréow farmakokinetycznych
antypiryny u badanych cielat (dane dla calej populacji) (n = 10, x +s)

Wiek cielat

0 - 20 dni-

kow farmakologicznych, metabo-

= 'Dzlal'l

Dzien

Noc.

lizowanych przez enzymy systemu — oy e 0 T s
MFO-P-450, wskazuje na istnienie C, 06 05 0.4 04 0.6 05
okotodobowych zmian parame- L ’ ’ : ’ :
trow charakteryzujacych ab- A 0,74 0,74 0,65 0,66 0,60 0,61
sorpcjg, dystrybucje¢, metabolizm 1 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02 0,01
wydalanie leku (6, 9, 10, 14, 21).

Analiza wiclkoSci parametrow b 113’0045 113;5676 111 h890 1226404 100’8894 122:,_079
farmakokinetycznych antypiryny ' ’ ’ ’ ’ ’ ’
wskazuje posrednio na istnienie : 0,053 | 0051 | 0059 | 005 | 0064 | 0,060
roznic aktywnosci monooksygenaz 0,005 0,004 0,004 0,002 0,005 0,008
mikrosomalnych hepatocytow za-
leznych od cytochromu P-450 u ba- cl, ggg ggg ggg g?? ggg 3[1;[2]
danych cielat w czasie godzin : 1 : : ’ ’
dziennych i nocnych. Podobne wy- AUC 645 679 530 572 377 404
niki uzyskano u szczuréw (2, 7) 54 62 41 44 30 49

oraz u ludzi (9-12, 14, 29, 30).

Za istnieniem rytmiki okotodo-
bowej biotransformacji szeregu
Srodkdéw farmakologicznych prze-
mawiajg takze wyniki badan nad
aktywnoscig enzymoéw kompleksu MFO in vitro.
Jori i wsp. (16) oraz Radzialowski i Bousquet (26)
wykazali m.in., ze szybko$¢ N-demetylacji amino-
piryny przez monooksygenaze frakcji mitochon-
drialnej watroby szczurdw i myszy jest najwigksza o
godz. 2.00, a najmniejsza o godz. 14.00. Wykazano
rOwniez, iz odwrocenie cyklu ,,Swiatto-ciemnosc”

Objasnienie: Srednie ,,dzienne” i ,,nocne” wielkosci parametrow farmakokinetycz-
nych antypiryny dla calej badanej populacji cielat nie r6znig si¢ istotnie (p>0,05).

powoduje inwersj¢ rytmiki okotodobowej aktywno-
sci monooksygenaz watrobowych, przy czym jest to
szczegblnie widoczne w przypadku N-demetylazy
aminopiryny i oksydazy heksobarbitalu (16). Nair i
Casper (24) stwierdzili natomiast, iz cw;gla ekspo-
zycja zwierzat na Swiatlo lub ciemnos¢ catkowicie
znosi dobowa rytmike aktywnosci MFO. Wykaza-
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no réwniez, iz czynnikiem znoszacym dobowe zmia-
ny aktywnoSci niektorych monooksygenaz mikro-
somalnych hepatocytow jest podawanie induktorow
tego ukfadu enzymatycznego, np. fenobarbitalu (26)
lub 3-metylocholantrenu (1).

W badaniach przeprowadzonych na szczurach
Kagan i wsp. (17) wykazali, iz minimalna zawartosc¢
cytochromu P-450 przypada na poczatek fazy jasnej
dobowego cyklu aktywnosci oraz, ze aktywnosc re-
duktazy cytochromu P-450 ulega zmianom zgodnym
ze zmianami iloSci wspotdziatajgcego z nig cytochro-
mu. Birt i Hines (3) zaobserwowali natomiast ist-
nienie podobnych dobowych zmian st¢zenia biatka
mikrosomalnego 1 cytochromu P-450 w watrobie
chomika syryjskiego. Nalezy podkreslic, iz w Swie-
tle wynikow najnowszych badan coraz wigcej zwo-
lennikéw zyskuje hipoteza sugerujaca, iz dobowym
zmianom aktywnosci ulegaja jedynie niektore izo-
enzymy cytochromu P-450 (22, 34, 35).

Nalezy mie¢ rOwniez na uwadze fakt, ze rytm ak-
tywnosSci enzymoOw bioracych udzial w procesach
biotransformacji watrobowej lekOw zwigzany jest z
dobowymi zmianami stezen niektorych hormondw,
zwlaszcza steroidowych (10, 20, 31). Istotna role
odgrywaja szczegoOlnie dobowe zmiany stezenia hy-
drokortyzonu, hormonu majacego znaczacy wplyw
na aktywnos¢ polimerazy RNA II, a wigc posred-
nio na powstawanie mRNA w hepatocytach, co z
kolei znajduje odbicie w szybkoSci biosyntezy enzy-
mow mikrosomalnych, w tym i monooksygenaz za-
leznych od cytochromu P-450 (10, 20, 27, 31, 37).

Na podstawie analizy wielkoSci parametrow far-
makokinetycznych antypiryny wérod badanej popu-
lacji cielat wyrdzniono 2 podgrupy: u 7 cielat anty-
piryna eliminowana byla z organizmu szybciej w
dzien niz w nocy (dodatnie roznice klirensu meta-
bolicznego od 19 do 25%), natomiast u 3 pozosta-
tych osobnikéw substancja ta ulegala szybszej eli-
minacji w nocy niz w dzien (ujemne roznice kliren-
sumetabolicznego w granicach od 21 do 26%). Uzy-
skane wyniki sa zbiezne z rezultatami doswiadczen
Hartleba i wsp. (11), ktérzy analizujac dobowg
zmiennoS$¢ szybkoSci metabolizmu antypiryny u lu-
dzi wyroznili w badanej populacji podgrupy: ,,dzien-
nych eliminatorow” i ,,nocnych eliminatorow”. Au-
torzy ci stwierdzili jednak istnienie w badanej po-
pulacji (n=9) trzeciej podgrupy, tzn. osobnikow, u
ktorych nie obserwowano zmian szybkosci elimina-
cji antypiryny w zaleznoSci od pory doby.

Probujac wyjasni¢ zaobserwowane w doswiadcze-
niu istnienie ,,dzienno-nocnych” rdznic okresu pot-
trwania i metabolicznego klirensu antypiryny u cie-
lat, nalezy wzia¢ pod uwagg sugestie zawarte w pracy
Hartleba i wsp. (11). Autorzy ci ttumacza dobowa
zmiennoS¢ szybkosci metabolizmu antypiryny u lu-
dzi genetycznie uwarunkowanymi réznicami aktyw-
nosci monooksygenaz mikrosomalnych hepatocy-
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tow zaleznych od cytochromu P-450. Uwazajg oni,
ze wystepowanie ,,dziennych”, ,,nocnych” 1 nieza-
leznych od pory doby ,,eliminatorow” antypiryny jest
cecha osobniczg. Podobne zdanie wyraza w swych
pracach Vesell (34, 35).

Uzyskane w przeprowadzonym doswiadczeniu
wyniki wskazuja posrednio, iz aktywnoS¢ monook-
sygenaz mikrosomalnych hepatocytow zaleznych od
cytochromu P-450 u cielat wykazuje istotne ,,dzien-
no-nocne” roznice. Wigkszo$¢ badanej populacji
c1elqt (70%) charakteryzowalo si¢ wigksza aktyw-
noscig tego ukladu enzymatycznego w ciggu dnia.
Odmienne zjawisko zaobserwowano jedynie u 30%
badanych cielat.
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