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Badania do$wiadczalne nad interakcjg i indukujacym wplywem imuranu
(Azathioprine) na zdrowa i uszkodzong komodrke miazszows watroby
i’ SZCZUrow

OKCcnepuMeHTaNbHble MCCIEAOBAHMA MHTEPAKIVKM U MHAYKIMPOBAHHOTO
BausaunA ummypana (Azathioprine), Ha 3Z0pPOBYIO M NOBPEXKNEHHYIO
HapeHXMMATO3HYI0 KJIeTKY MNeueHM KpPbIC

Experimental Examination of the Interaction and of the Inducing Influence
of Imuran (Azothioprine) on the Healthy and Injured Parenchymatous
Cell of the Rats’ Liver

Zagadnienie wplywu lekéw i mechanizméw ich dzialania na zdrowg
i uszkodzong komoérke watrobows od dawna stanowi interesujacy temat
badan, zaréwno klinicznych, jak i do$wiadczalnych (6, 7, 10). Z jednej
bowiem strony wiele lekéw badZ ich metabolitow, w.zaleznosci od dawki,
czasu stosowania, stanu morfologicznego watroby czy osobniczej wrazli-
wosci, moze niekorzystnie wplywa¢ na funkcje i na stan morfologiczny
jej komorek (6, 7, 8, 10). Z drugiej — prowadzone badania zmierzajg do
lepszego poznania zloZonych proceséw metabolicznych komorki miaZzszo-
wej watroby uszkodzonej przez ostry lub przewlekly proces chorobowy
i do poszukiwania takich metod leczenia, ktore pozwolilyby te zaburze-
nia szybko usungé, a przynajmniej je zmmniejszy¢ (4, 5, 6, 7, 8). Wsrod
przewleklych schorzen watroby, prowadzacych do réznego stopnia uszko-
dzenia funkcji metabolicznej hepatocytow, szczegdlne zainteresowanie
budzg przewlekle aktywne zapalenia watroby (p.a.zw.) z uwagi na nie
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wyjasniong nalezycie etiopatogeneze, roézny przebieg kliniczny, rozne
rokowania oraz nie ustalone poglady dotyczgce leczenia (3, 9, 14). Wy-
chodzgc z zalozemia, ze p.a.z.w. jest zapaleniem immunologicznym, naj-
czesciej uruchamianym przez replikacje wirusa do komoérek i podirzy-
mywanym przez mechanizmy autoagresywne, wiekszo$¢ autoréw uwaza
przewlekle stosowanie imuranu (Azathioprine) i enkortonu za podstawo-
we leczenie tego schorzemia, mimo wysuwanych coraz czeSciej kontro-
wersji (1, 2, 3, 9, 12, 14, 15). Juz po kilku miesigcach u czesci leczonych
chorych udaje sie uzyska¢ wyrazng poprawe kliniczng oraz znaczng lub
calkowity normalizacje wszystkich badz wiekszosei biochemicznych
wskaznikow funkcji watroby (9, 12). Obserwowanej poprawy nie da sie
wyttumaczy¢ wylgeznie hamujgeym wplywem lekéw na zaburzome me-
chanizmy immunologiczne i toczacy sie w watrobie proces zapalny. Jak
wynika z oceny kontrolnych biopunktatéw watroby, poprawa stanu mor-
fologicznego w przebiegu leczemia wystepuje pézZniej niz poprawa kli-
niczna i normalizacja wskaznikéw biochemicznych (2, 3, 9, 12, 14). Row-
niez pézniej normalizuja sie parametry immunologiczne (9, 12). Pozostaje
wiec do rozwazenia, czy poza uznanymi dzialaniem immunosupresyjnym
i miejscowym przeciwzapalnym lekéw istnieje mozliwose ich dodatkowe-
go, korzystnego wplywu bezposrednio na funkcje metaboliczne hepatocy-
tow, uszkodzonych nie tylko w przebiegu procesu zapalnego, ale réwmiez
toksycznego (4, 5, 6, 7, 8, 10). Wplyw kortykosteryddéw i ich syntetycz-
nych pochodnych na zdrows i uszkodzena kémc’xrke watrobowsg jest zlo-
zony i wielokierunkowy (4, 5, 10). Whadomo jednak, ze mna przykiad
enkorton czy inne zwigzki, jak fenobarbital, sg silnymi induktorami en-
zymatycznymi watroby (4, 5, 6, 7, 8). Nasuwa sie wiec pytanie, czy row-
niez imuran, zwlaszcza w interakeji z enkortonem i fenobarbitalem, wy-
kazuje w okreslonych warunkach podobne dziatanie indukujace. Wyjas-
nienie tego problemu sklonilo nas do podjecia badan doswiadczalnych
na modelu perfuzji izolowanej watroby szczuréw zdrowych i szczuréw
po przewleklym zatruciu czterochlorkiem wegla (CCl,) w oparciu o test
eliminacji amidopiryny z ptynu perfundujgcego jako wskaznika stopnia
indukoji enzymatycznej komorek migzszowych watroby.

MATERIAL I METODA

Material doéwiadczalny stanowily szczury, samce szczepu Wistar, o c.c. 250—
270 g, w wieku 5—7 mies. Badania skladaly sie z dwu cze$ci. Pierwsza cze$é ba-
dan (cz. I b.) obejmowala 50 zdrowych szczuréw, a druga cze§é badan (cz. II b.)
rébwniez 50 szczuréw, u ktébrych watrobe uszkadzano dootrzewnowym podawaniem
CCl, w ilosci 0,1 ml co 7 dni przez 12 tygodni. Zwierzeta cz. I b. w zalezno$ci od
rodzaju stosowanego leku czy lek6w podzielono na 5 grup liczacych po 10 szczu-
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réw: 10 — kontrolna, w ktbérej nie stosowano zadnego leku, IA — szczurom poda-
wano dootrzewnowo imuran (2 mg/kg c.c.), IB — stosowano imuran (2 mg/kg c.c.)
+ fenobarbital (5 mgfkg c.c.), IC — szczury otrzymywaly imuran (2 mg/kg c.c)
+ enkorton (1 mg/kg c.c.) oraz ID — stosowano imuran (2 mg/kg c.c.) + enkorton
(1 mg/kg c.c) + fenobarbital (5 mg/kg c.c.). Leki podawano zwierzetom codziennie,
a czas ich stosowania wynosil 14 dni. Szczury w cz. II b. podzielono ré6wniez na
5 grup doswiadczalnych, liczacych po 10 zwierzat. Zasada podzialu na grupy, ich
symbole literowe O, A, B, C, D oraz sposd6b podawania lekéw, ich rodzaj i dawki
byly takie same jak w cz. I b. Cyfra II przed symbolem literowym grupy oznacza
jej przynaleznos$é do cz. II b.

Po zakonczeniu stosowania lekdéw, tj. 15 dnia, szczury usypiano, a ich watroby
perfundowano przez 2 godz., wedlug metody Millera w modyfikacji Hafta
{11). Do pitynu perfundujacego przed rozpoczeciem perfuzji dodawano amidopiryne
{Aminophenazone) do stezenia 30 pg/ml, oznaczonego wedlug metody Reinicka
(13). Po 2 godz. perfuzji ponownie oznaczano w plynie perfundujacym stezenie
amidopiryny, por6wnujac otrzymane wyniki z wartoécig wyjsciowa. Z kazdej z grup
doswiadczalnych cz. I i II b. po uplywie 14 dni stosowania lekéw wybierano loso-
wo po 2 szczury. Watroby tych zwierzat nie byly perfundowane, Sporzadzano z nich
preparaty barwione H+E, a w mikroskopie $§wietlnym oceniano budowe drobno-
widowa i powstale w niej zmiany.

Wyniki oznaczen amidopiryny poddano analizie sfatystycznej wediug testu ¢
Studenta. Kontrole stanowily wymiki uzyskane w grupach 10 dla cz. I b. i IIO dla
cz. II b, w kitérych nie stosowano przed perfuzjag watroby Zadnych lekdw.

WYNIKI

Uzyskane wyniki zestawiono w tab. 1 i 2 oraz na ryc. 1. We wszyst-
kich preparatach mikroskopowych sporzadzonych z watroby zwierzat po-
szczegblnych grup doswiadezalnych stwierdzono prawidlowy jej obraz,
bez zmian. U szezurdw zdrowych (cz. I b.) réznica miedzy srednimi steze-
niami amidopiryny grupy kontrolnej 10 i IA nie byla statystycznie zna-
mienna (p > 0,2). Natomiast roéznice miedzy $rednimi w grupach IB, IC
i ID oraz grupg kontrolng IO byly wysoce statystycznie znamienne
(p <0,001). U szczuréw zdrowych (cz. I b.) najnizsze §rednie wartosci
stezen (11,351 0,49 ng/ml) stwierdzono w grupie ID, w ktoérej zwierzegta
przed perfuzja otrzymywaty imuran + enkorton + fenobarbital. Srednia
w tej grupie byla statystycznie znamiennie nizsza niz w grupach IA i IC
{(p < 0,001) i rOwniez nizsza, ale nieznamiennie statystycznie, niz w gru-
pie IB. U szczuréw w cz. II b. zmiany w watrobie, wywolane dootrzew-
nowym podawaniem CCl,, oceniane w mikroskopie $wietlnym, byly jed-
nakowe we wszystkich grupach do$wiadezalnych i polegaly na rozlegtym
stluszczeniu hepatocytow, ich pojedynczej martwicy, powstaniu tzw. prze-
grod biernych, pojedynczych guzkow regeneracyjnych oraz naciekow za-
palnych w okolicy triad. U szczuréw w cz. I b. $rednie wartoSci stgzenia
amidopiryny w grupach doswiadczalnych IIA, IIB, IIC i IID byly staty-
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Tab. 1. Réznice miedzy srednimi stezenmiami amidopiryny (X;) w perfuzatach watroby
perfundowanej przez 2 godz. u szczuréw zdrowych i szezuré6w po przewleklym za-
truciu CCls, wedtug testu t Studenta
Differences between the mean concentrations of amidopirine X, in perfusates of the
liver penetrated for 2 hrs in healthy rats and in rats affer lasting intoxication with
CCly after t Student test

X, pg/ml X, pg/ul %, po/ml X, pg/ml Xy pg/ml
10 110 _ Ia 1IA 1B poi:) Ic 1IC 1D 1D
19,9 23,29 13,7 17,7 11,92 10,84 17,16 9,06 11,35 8,89
3 1,549‘ + 0,286] + 1,063+ 0,83]12 1,4 * 1,291 41,64 1+ 1,29 1+ 0,491+ 1,28
t = 13,2543 t = 15,6667 t=1,5 t = 10,2532 t = 4,738
p < 9,001 p< 0,001 p < 0,2 p < 0,00% p < 0,002
P > 0,1 \

Objasnienia: O — grupa kontrolna, zwierzeta otrzymujace: A — imuran (2 mg/
/kg c.c.), B — imuran (2 mg/kg c.c.) + fenobarbital (5 mg/kg c.c.), C — imuran
(2 mg/kg c.c.) + enkorton (1 mg/kg c.c.), D — imuran (2 mg/kg cc.) + fenobarbital
(5 mg/kg cc.) + enkorton (1 mgikg c.c.).

Explanation: O — control group, animals receiving; A — imuran (2 mg/kg
body weight), B — imuran (2 mg/kg body weight) + fenobarbital (5 mg/kg body
weight), C — imuran (2 mg/kg body weight) + encorton (1 mg/kg body weight),
D — imuran (2 mg/kg body weight) + fenobarbital (5 mg/kg body weight) + encor-
ton (1 mg/kg body weight).

stycznie znamiennie nizsze niz w grupie kontrolnej IIO (p << 0,001). Naj-
nizsze wartosci sredniego stezenia (8,89 % 1,28 png/ml), a wiec najwickszg
eliminacje amidopiryny z perfuzatéw i najsilniejszag indukcje enzyma-
tyczng stwierdzono w grupie IID. Srednia w tej grupie byla statystycznie
znamiennie nizsza od $redniej w grupach IIA, IIB (p <0,02 i p <0,05),
a rOwniez nizsza, ale ‘statystycznie nieznamiennie, w grupie IIC
(p << 0,2). Analiza statystyczna $rednich analogicznych grup do$wiadczal-
nych szczuréw zdrowych (cz. I b.) i szczuréw z uszkodzong watrobg (cz.
II b.) wykazala, ze w grupie kontrolnej 10 u szczuréw zdrowych stezenie
amidopiryny bylo statystycznie znamiennie nizsze niz w grupie IIO
(p < 0,001). Natomiast Srednie w grupach IIA, IIC i IID okazaly sie wy-
raznie statystycznie nizsze niz w analogicznych grupach szczuréw zdro-
wych IA, IC i ID. Nie stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy mie-
dzy S$rednimi w grupach IB i IIB.

OMOWIENIE WYNIKOW
Wykonane badania do$wiadczalne i analiza uzyskanych wynikéw wy-

kazaly, ze eliminacja amidopiryny z plynu perfundujgcego, obrazujgca
stopien indukeji enzymatycznej, przebiegala inaczej w poszczegdlnych
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Tab. 2. Roznice miedzy $érednpimi stezeniami amidopiryny X, w pg/ml perfuzatu
poszezegdlnych grup doswiadezalnych u szezurow adrowych (IO, 1A, IB, IC i ID)
oraz u szezurow z uszkodzong watrobg (IO, ITA, IIB, IIC i IID), wedlug testu t
Studenta
Ditferences between the mean concentrations of amidopirine (X;) in pg/ml of per-
fusate of the particular test groups in healthy rats (IO, IA, IB, IC and ID) as well
as in rats with injured liver (I1O, ITA IIB, IIC and IID) after t Student test
X2

0 |1a 18 iC 1D
19,9 | 18,7 1,92 [1,06 | 1,35
1,649 | 1,063 | 214 1,66 | 20,49
o t=1,619 [t=9,767 [t 23,117 [t=13153 | 10
28,19 >02 {p<Q001 (P<G02 [p<0pOt | 199
+0,286 S w i’ +1,649
t:5377 t=10,21 [t=2,084 [t=1662 | 1A
+083 [p<000! p <0001 [p>005 |p<0g0t |,

1B [t=349 |[t=022 t=662 [t=1,006 | IB

2 | S |p<0g0r [p>05 p<ogn {p>gs 142} X

IC  1t=3698 {t=275 |t=2,507 £=1035 117c16
+129 |p<0001 (p<005 |p<005 P<0007 | 21’64

Lo, [t=38 [t=3z5 t-2026 Jt-05 10

28 Jp<opot [p<0p2 {p<005 1p<02 i

19 1A i0:] ac
2,29 |1on {108 | 9,06
00,286 |*083 | 2129 [+1,29

U e
(Y. 1=
82

Objasnienie: rdéznice miedzy $rednimi wartoéciami X, poszczegblnych grup i ich
znamiennosci statystyczme znajdujg sie na przecieciu poziomych i pionowych rubryk.

Explanation: differences between mean values X2 of the particular groups and
their statistical significance are in the point of intersection of horizontal and per-
pendicular columns.

i
°

) 1@kz.1 8 &z 2(cz. 1l &)

8y ¥
tuzjq

3

Rl

Amidapiryna w ug/mi perfuzaty
&
warlos¢ wyjdciowa przed per-

Gri 7]
4o p <0001

Ryc. 1. Zakres eliminacji amidopiryny z plynu perfundujacego, obrazujacy stopien
uzyskanej indukcji enzymatycznej w poszezegdinych grupach doswiadezalnych;
1 — szczuréw zdrowych, 2 — szezuréw z uszkodzona watroba
A range of elimination of amidopirine from the penetrating liquid, showing the
degree of obtained enzymatic in the particular t{est groups; 1 — healthy rats, 2 —
rats with imjured liver

4 Annales, sectio D, vol. XL
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grupach doswiadczalnych u szczuréw zdrowych (cz. I b.) niz u szczuréw
z uszkodzong watrobg (cz. II b). U zdrowych szczurdéw (cz. I b)), u kto-
rych w watrobie nie wykazano zadnych zmian histopatologicznych, imu-
ran podawany zwierzetom przed perfuzjg watroby nie zwiekszyl w spo-
s6b istotny zakresu eliminacji amidopiryny z plynu perfundujgcego. Je-
zeli jednak szczury zdrowe przed perfuzjg otrzymywaly imuran réwno-
czes$nie z enkortonem, z fenobarbitalem, a zwtlaszeza z enkortonem i feno-
barbitalem, to prawdopodobnie na zasadzie interakecji na poziomie meta-
bolicznym zakres eliminacji amidopiryny z plynu perfundujgcego ulegat
wyraznemu zwiekszeniu (4, 5). Przemawia to za wybitnie dodatnim dzia-
laniem indukujgcym na siateczke endoplazmatyczng hepatocytéw stoso-
wanych lekéw, a w konsekwencji zwiekszonym metabolizmem amido-
piryny w indukowanej watrobie (4, 5). U szczurow w cz. II b. watrobe
uszkadzano przewleklym dootrzewnowym podawaniem CCl, przez 12 ty-
godni, a leki, ktorych indukujgcy wplyw na watrobe byl tematem badan,
stosowano dopiero po tym okresie. Zakres i rodzaj wywolanych uszko-
dzen watroby oceniano u 2 zwierzat wybranych losowo z kazdej z grup
doswiadczalnych bezposrednio przed perfuzja, a wiec po okresie stoso-
wania badanych lekéw. We wszystkich ocenianych preparatach, a wiec
wykonanych réwniez z watroby zwierzat grupy kontrolnej IIO, u ktérych
nie stosowano zadmego leku, rodzaj i zakres zmian histopatologicznych
byl taki sam. Na tej podstawie mozna bylo wykluczy¢ ewentualny dodat-
kowy wplyw imuranu, enkortonu i fenobarbitalu na toksyczne dzialanie
CCl, i wywolane przez niego zmiany morfologiczne. W grupie IIO (cz.
II b.), w ktorej szczurom nie pedawano Zadnego leku, zakres eliminacji
amidopiryny z plynu perfundujacego byl minimalny, co swiadezy o tym,
ze wywolane uszkodzenie watroby znaczmie oslabilo jej wydolno$¢ meta-
boliczng (4, 5). Natomiast w pozostalych grupach cz. II b, w ktorych
zwierzeta przed perfuzjg otrzymywaly leki, eliminacja amidopiryny z per-
fuzatéw znacznie sie zwiekszyla. Thumaczy¢ to mozna wylgcznie korzyst-
nym wplywem lekéw na uszkodzone przez CCl, procesy metaboliczne
w komorkach watrobowych (4, 5). Dzialanie takie wykazal réwmiez imu-
ran, pod ktérego wplywem zakres eliminacji amidopiryny ulegl bardzo
wyraznemu zwiekszeniu, czego w tak wyraZny sposéb nie obserwowano
w analogicznej grupie do$wiadczalnej szczuréw zdrowych. Réwmoczesne
podawanie zwierzetom w cz. II b, imuranu z fenobarbitalem lub z enkor-
tonem, a zwlaszcza trzech badanych lekéw réwmnoczesnie zwigkszylo eli-
minacje amidopiryny tak, ze jej zakres byl nawet wiekszy amizeli w
analogicznych grupach doswiadczalnych szczuréw zdrowych. Obserwacja
ta potwierdza fakt, ze leki, ktore nie wywieraja wyraznego wplywu na
procesy metaboliczne w zdrowej watrobie, mogg wplyw taki wykaza¢
i to w bardzo znacznym stopniu w watrobie uszkodzonej (5). W rézny
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sposOb przebiega¢ moze rdéwmiez interakcja miedzy lekami na poziomie
metabolicznym w zdrowej i uszkodzonej komoérce migzszowej watroby
(4, 5). Przeprowadzone przez nas badania doswiadczalne z pewnosciag wy-
magajg jeszcze dodatkowych potwierdzen na wiekszym materiale, w roz-
nych etapach i rodzajach uszkodzenia watroby oraz roinych dawkach
lekéw i okresach ich stosowania. Na pewno wynikow badan do$wiadczal-
nych nie mozna odnosi¢ do obserwacji klinicznych, o ktérych wspomniano
we wstepie (3, 9, 12, 14, 15). Wymaga to odrebnych badan, obserwacji
i opracowan klinicznych. Jednak wydaje sie, ze potwierdzona zostala
mozliwos¢ korzystnego, indukujacego dzialania imuranu, zwlaszcza w
interakeji z enkortonem i fenobarbitalem, na siateczke endoplazmatyczng
nie uszkodzonej watroby, a gléwnie watroby, w ktorej wywolano okres-
lone zmiany histopatologiczne przy uzyciu CCl,.

Wnioski

1. Imuran (Azathioprine) nie wywiera wyraznego wplywu indukuja-
cego na nie uszkodzong watrobe szczurow.

2. Indukujgce dzialanie imuranu na zdrowg watrobe szczuréow wyste-
puje w interakcji z fenobarbitalem, a wyraZnie nasila sie przy réwnoczes-
nym stosowaniu z enkortonem oraz z emkortonem i fenobarbitalem.

3. Imuran wykazuje bardzo silne indukujgce dzialanie na uszkodzong
przez czterochlorek wegla watrobe szczurow.

4, Indukujgce dzialanie imuranu na uszkodzong watrobe szczurdéw
bardzo wyraznie nasila sie w nastepstwie jego interakcji z fenobarbita-
lem, enkortonem, a zwlaszcza z fenobarbitalem i enkortonem.
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PE3IOME

¥ 50 370poBbIX KpbBIC ¥ 50 KPBIC C HMOBPEXJAEHHOM AJUTEIbHBIM BHYTPMOpDIO-
mmuubiM BBegedueMm CCLy,, medYeHBI0 NPOBOAMJIOCH MCCIENOBAHME SH3MMATUIECKOMN
MHAVKUMM TENaTOIMTOR B pe3yJjibTaTe BAManuMA uMmypana (Azathioprine), a Takxe
€ro MHTEpPaKLUMIO ¢ JIHKOPTOHOM K eHobapOurtaneMm. IIloxa3ateneM CTENEHM 9SH3U-
MATUYECKOM MHAYKUMM ObIJ TEeCT MCKJIOYeHMs aMmuponmupuHa (Aminophenazone) B
nepoy3upyIomeM PacTBCPe M30JAMPOBAHHOM IEeYeHU MCCIeLYEMbIX IKMBOTHbIX. KoH-
CTaTMPOBAHO, Y10 MMYDPaH HE OKa3bIBAeT BLIPABUTENLHOTO MHAYKUMPOBAHHOTO A€~
CTBMA H3 IIeYeHb 3JOPOBLIX KpbIC. ¥ 3[0DPOBBIX KMBOTHBIX TAKOe HXEJCTBUE Bbl-
CTyIaeT ML TOJNBKO B MHTEpPaKiMu ¢ ¢GeHobapbuTajioM M SHEOPTOHOM, @ 0COGEeHHO
1IPM * OZEOBPEMEHHOM IIPMMEHEHMM TpeX JIeKapceTB. ¥ KDBbIC C IIOBPEIKAEHHON Iie-
YSeHBI0 MMYPAH BBI3GIBAET OYEeHb CUJIBHOE MHIYKUMDYIOIlee AeMCTBME, BhIpasuTeNb-
HO ycuIuBalollleeci B MHTEpPaKOuMM C SHKOPTOHOM, enobapburanom u ocobexHo
Ipy OZHOBPEMEHHOM IPMMEHEeHMM 3HKOPTOHA M (peHoOapburana.

SUMMARY

In 50 healthy rats and 50 rats with the injured liver by the lasting application
of CCl; to the peritoneum was examined the enzymatic induction of the hepato-
cytes under the influence of imuran (Azathioprine) and its interaction with encor-
ton and fenobarbital. The indicator of the degree of the enzymatic induction was
the test of the elimination of the amidopirine (Aminophenazone) of the liquid
penetrating the isolated liver of the examined animals. It was stated that imuran
does not exert distinct inducating action on the liver of the healthy rats. In the
healthy rats such action appears only with the interaction with the fenobarbital
aad encorton and especially by the simultaneous application of the three drugs.
In the rats with the injured liver imuran shows the very strong inducing action
which increases distinctly in the interaction with encorton and fenobarbital which
are applied simultaneously.



