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hybrydy odpowiednio stalej szybkosci dystrybucji i eliminacji leku (faza a), oraz
statej szybkosci eliminacji (faza f3),

aminotransferaza alaninowa,

paracetamol,

aminotransferaza asparaginianowa,

pole pod krzywa stezenie-czas,

catkowite pole powierzchni pod krzywa, stanowiace sum¢ AUCp;. i AUC egsik
pole pod krzywa otrzymane przez catkowanie w granicach 0 do ostatniego punktu
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pole resztkowe,

masa ciala (ang. body weight),

stezenie leku we krwi lub osoczu,

klirens ogdlnoustrojowy,

maksymalne st¢zenie leku we krwi w czasie tmax,

cyklooksygenaza kwasu arachidonowego,

izoformy cytochromu P-450 (np. CYP2A1 - pierwsza liczba arabska okresla
rodzing, litera — podrodzing, druga liczba arabska — poszczegdlne biatko lub gen),
dawka leku,

kompleks leku zwigzany z biatkami osocza, nieaktywny farmakologicznie,

kwas dichlorooctowy,

czynnik rozkurczajacy pochodzacy ze $rédbtonka — tlenek azotu (NO),

utamek wchionigtej dawki,

dinukleotyd flawinowy,

mononukleotyd flawinowy,

szybko$¢ przesaczania kigbuszkowego,

dehydrogenaza izocytrynianowa,

wskaznik protrombinowy,

stata szybkosci eliminacji leku r6znymi drogami,

stata szybkosci pierwszego rzgdu dystrybucji leku z kompartmentu centralnego (1)
do tkankowego (2),

stata szybkos$ci pierwszego rzedu dystrybucji leku z kompartmentu tkankowego

(2) do centralnego (1),
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stata szybkos$ci pierwszego rz¢du eliminacji leku z kompartmentu centralnego (1)
na zewnatrz kompartymentu centralnego (0),

stata szybkosci pierwszego rzedu wchilaniania leku (absorpcji) do krwi,

stata szybkosci pierwszego rzedu wydalania leku przez nerki,

stata szybkosci pierwszego rzedu wydalania leku drogami pozanerkowymi,

skrét: Liberation — uwalnianie, Absorption — wchtanianie, Distribution -
rozmieszczenie w poszczeg6lnych tkankach i narzadach, Metabolism - przemiany
chemiczne i enzymatyczne w tkankach lub narzadach, Elimination - wydalanie z
organizmu (mocz, krew, kat, pot),

dehydrogenaza mleczanowa,

kwas monochlorooctowy,

dehydrogenaza jabiczanowa,

ukfad enzymatyczny monooksygenaz o mieszanej funkcji,

$redni czas przebywania leku w organizmie,

N-acetylocysteina,

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego,

zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego,
N-acetylo-p-benzochinonoimina,

niesteroidowe leki przeciwzapalne (ang.),

niesteroidowe leki przeciwzapalne,

leki wydawane w aptekach bez recepty lekarskiej (ang. over the counter),
osrodkowy (centralny) uktad nerwowy,

dehydrogenaza sorbitolowa,

czas,

biologiczny okres péitrwania,

kwas trichlorooctowy,

czas, w ktérym osiagane jest stgzenie maksymalne Cpmax,

trichloroetanol,

trichloroetylen,

objgtosc kompartymentu centralnego,

objetosc dystrybuciji,

objgtos¢ dystrybucji wyliczona z wielkosci pola powierzchni pod krzywa zmian
stezenia leku w krwi,

objetos¢ dystrybuciji liczona dla fazy f,

objgtos¢ dystrybucji leku po ustaleniu si¢ réwnowagi dystrybucyjnej,
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objegtos¢ ptynéw pozanaczyniowych (tkankowych),

masa leku we krwi (reprezentujacej caty kompartyment) w czasie t,
masa leku w kompartymencie centralnym,

masa leku w Zotadku (mig$niu, jelicie grubym itp.),

masa leku w kompartymencie tkankowym,

masa leku wydalona drogami pozanerkowymi w czasie t,

masa leku wydalona do moczu w czasie t
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1. WSTEP

W naturalnym S$rodowisku czlowieka wystgpuje wiele réznorodnych zwiazkéw
chemicznych. Wigkszo$¢ z nich, mimo bezpos$redniej stycznos$ci z organizmem, nie przenika do
jego wnetrza. Niektore elementy S$rodowiska (powietrze, woda, pozywienie) dostarczaja
organizmowi niezbgdnych sktadnikéw do metabolizmu posredniego i umozliwiaja w okreslonych
warunkach jego istnienie. Wraz z nimi przedostaja si¢ do organizmu substancje obce,
ksenobiotyki, ktére moga wywiera¢ dziatanie szkodliwe. Czgsto réwniez substancje te sa
wprowadzane celowo do organizmu jako leki, uzywki, a nawet trucizny.

Samoleczenie staje si¢ coraz popularniejsze. Producenci zabiegaja, aby coraz wigcej
lekéw mogto by¢ sprzedawanych bez recepty, co zwigksza ich dostgpnosé. Czgsto sa to preparaty
zawierajace substancje czynne w tych samych dawkach, co ordynowane przez lekarza, ale w
opakowaniach o mniejszej liczbie tabletek. Nie zmienia to jednak faktu, ze dziatania niepozadane
i ewentualne interakcje, jakie moga zachodzi¢ migdzy lekami (ksenobiotykami), sa identyczne.

Takim ksenobiotykiem jest paracetamol (acetaminophen) nalezacy do pochodnych p-
aminofenolu. Jest on aktywnym metabolitem fenacetyny o dziataniu przeciwbdélowym i
przeciwgoraczkowym. Paracetamol wchodzi w sktad ponad 300 preparatow farmaceutycznych o
réznych nazwach, nie zawsze wskazujacych na jego zawarto$¢ (APAP, Acenol, Coldrex,
Efferalgan, Panadol). Obecnie praktycznie kazda znaczaca firma farmaceutyczna wytwarza lek w
sktad ktérego wchodzi paracetamol. Niewatpliwg zaleta paracetamolu jest szybko$¢ dzialania,
wysoka skuteczno$¢, znikoma toksyczno$¢ i bardzo rzadko wystgpujace skutki uboczne. Zalety te
spowodowaly, iz stat si¢ dostgpny bez recepty rdwniez poza siecia aptek. Dodatkowo reklama
prasowa i telewizyjna sprawita, ze paracetamol jest jednym z najczgsiciej stosowanych lekow
przeciwbdlowych i przeciwgoraczkowych, popularnoscia zblizonym do aspiryny. Powszechna
dostgpno$¢ przyczynita si¢ jednak do wzrostu wystgpowania nieumyslnych zatru¢ w nastgpstwie
przedawkowania paracetamolu.

Paracetamol zostal zsyntezowany w 1877 roku przez Meringa i po raz pierwszy
zastosowany przez niego w leczeniu klinicznym w 1893 roku. Prawdziwa kariera tego zwiazku
rozpoczgla si¢ jednak dopiero w roku 1948, gdy zostal zidentyfikowany przez Brodiego i
Axelorda jako aktywny metabolit acetanilidu i fenacetyny (odkrytych odpowiednio w 1886 i
1887 roku). Przeprowadzone badania wykazaty, ze kliniczne efekty tych dwéch zwiazkow
wynikaja z ich biotransformacji w organizmie do paracetamolu. Prace Brodiego i Axelorda
pozwolity na wprowadzenie paracetamolu do lecznictwa w postaci 500 mg tabletek. Od roku
1950 w Stanach Zjednoczonych lek ten zastapit fenacetyng, a od roku 1955 jest powszechnie

dostgpny bez recepty, poniewaz umieszczono go w wykazie ,,over-the-counter’(tzw. OTC — lek
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do sprzedazy odrecznej). W Wielkiej Brytanii paracetamol wprowadzono do sprzedazy w roku
1956 poczatkowo jako lek na receptg, a od roku 1963 jako lek OTC (Arana i wsp., 2001;
Mofenson i wsp. 1998; Prescott, 2000).

W roku 1966 opisano w Anglii pierwszy przypadek wystgpowania zmian martwiczych w
watrobie jako nastgpstwa przedawkowania paracetamolu w celach samobdjczych. Od tego czasu
liczba opisanych zatru¢ i przypadkéw $miertelnych wystgpujacych po zazyciu paracetamolu stale
wzrasta. Przyczynilo si¢ to do poszukiwania wybidrczych odtrutek skutecznych w leczeniu oséb,
ktére przedawkowaly lek. Jedna z takich odtrutek jest N-acetylocysteina (NAC), ktéra w
organizmie ulega biotransformacji do cysteiny bedacej waznym prekursorem wewnatrz
komoérkowej syntezy glutationu, strategicznego czynnika w ochronie organizmu przed
oksydantami. Cysteina stymuluje i zwigksza produkcj¢ endogennego glutationu zapobiegajac
znacznemu obnizeniu jego stezenia w watrobie. Glutation jest niezbedny do inaktywacji
toksycznego metabolitu paracetamolu — N-acetylo-p-benzochinonoiminy (NAPQI) (Betten i
wsp., 2007; Prescott, 2000; Prescott i wsp., 1979; Rumack i wsp., 1981).

W Polsce paracetamol zyskal na znaczeniu dopiero w latach 90 ubieglego stulecia.
Wedlug aktualnych danych Wielkopolskiego Centrum Medycyny Pracy w Poznaniu, liczba os6b
leczonych z powodu zatru¢ paracetamolem od 1994 r. wykazuje stala tendencj¢ zwyzkowa.
Ponad 90% tych przypadkéw ma jednak charakter samobdjczy.

Istotnym osiagnigciem farmakologii ogdlnej jest powstanie nowej subdyscypliny —
farmakokinetyki, zajmujacej si¢ matematycznym okresleniem losow lekoéw w ustroju (farmakon-
lek, kinesis-ruch). Obliczenia farmakokinetyczne opieraja si¢ na zalozeniu, ze lek, ktéry zostat
wchlonigty do krwi, ulega réwnomiernemu rozmieszczeniu w okreslonej tkance i narzadzie
zwanym kompartmentem. Wpyrézniamy kompartment centralny, ktérym jest krew, i
kompartmenty obwodowe (tkankowe), ktore stanowia rézne tkanki. W kazdym przedziale
czasowym stgzenie leku w réznych czg$ciach kompartmentu jest takie samo. Drugim waznym
pojeciem jest biodostgpnos¢ (dostgpnosé biologiczna) — utamek leku dostajacy si¢ do krazenia
ogblnego z miejsca podania. Pojecie biodostepnos$ci nie jest rdwnowazne z wchlanianiem,
poniewaz po wchionigciu np. z jelit, niektére leki podlegaja efektowi pierwszego przejscia,
podczas ktérego czgs¢ leku, przed osiagnigciem kompartmentu centralnego, jest metabolizowana
w $cianie jelit lub watrobie (Anderson i wsp., 2000; Danek, 1979, Feldman, 1975; Forrest i wsp.,
1993; Herman i Skibinska, 1992).

Cecha wspodlczesnie wystepujacych zagrozen S$rodowiskowych i zawodowych jest
narazenie taczne. Wiele substancji obecnych w $rodowisku moze zmieni¢ farmakokinetyke,
metabolizm 1 farmakodynamiczne dzialanie paracetamolu. W badaniach wstgpnych,

przeprowadzonych w ramach pracy magisterskiej stwierdzono, ze jedna z takich substancji jest
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trichloroetylen (TRI) — rozpuszczalnik czgsto stosowany w przemys$le i zyciu codziennym
(Btaszczak, 1999). Zaréwno trichloroetylen jak i paracetamol podlegaja biotransformacji za
posrednictwem ukladu monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450. W przypadku
przedawkowania, gléwna droga biotransformacji APAP, jaka jest sprzgganie z kwasem
glukuronowym i siarkowym, ulega wysyceniu, co prowadzi do nasilenia przemian zachodzacych
za posrednictwem uktadu cyt. P-450 (zwtlaszcza izoform: CYP 1A1, CYP 2B1, CYP 2E1, CYP
1A2 oraz CYP 3A1 i CYP 3A2) i wzmozonego tworzenia N-acetylo-p-benzochinonoiminy
(NAPQI), ktéra szybko wyczerpuje rezerwy endogennego glutationu. W konsekwencji w
watrobie gromadza si¢ duze iloSci wolnego i toksycznego metabolitu, wykazujacego zdolno$¢
faczenia si¢ z makroczasteczkami komérkowymi i w efekcie powodowania zmian
histopatologicznych w centralnej czg$ci zrazikoéw watrobowych (Dekant i wsp., 1986; Griffin i
wsp., 1998).

Drugi z badanych zwiazkéw - trichloroetylen (TRI) jest szeroko stosowanym
rozpuszczalnikiem organicznym ulegajacym biotransformacji gtéwnie w mikrosomach
hepatocytéw, w mniejszym stopniu w $ledzionie i plucach, przy udziale réznych izoform
cytochromu P-450. W przemianach tych gléwna rolg odgrywa CYP 2El, a takze CYP 2B1/2 i
CYP 1A1/2, izoformy zbiezne z izoformami bioracymi udzial w biotransformacji paracetamolu.
Podczas przemian TRI tworzony jest epoksyd, ulegajacy detoksykacji w reakcji z glutationem. W
przypadku narazenia tacznego detoksykacja aktywnych metabolitéw paracetamolu i TRI moze
nasila¢ wyczerpywanie rezerw endogennego glutationu (Cai i wsp., 2001; Fisher i wsp. 1991).

N-acetylocysteina (NAC, acetylocysteina) jest pochodng naturalnego aminokwasu L-
cysteiny, ulegajaca w watrobie deacetylacji do cysteiny — czynnego metabolitu, diacetylocysteiny
i cystyny. Mechanizm detoksykacyjnego dzialania NAC zwiazany jest z powstajaca w trakcie jej
biotransformacji cysteing, ktéra stymuluje i nasila produkcj¢ endogennego glutationu
zapobiegajac wyczerpaniu si¢ jego rezerw, a tym samym obniZeniu st¢zen w watrobie i w
ptucach. Ponadto N-acetylocysteina korzystnie wptywa na poziom enzyméw antyoksydacyjnych
(dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationu) oraz dziala depresyjnie na aktywno$¢
enzymOw zwigzanych z cytochromem P-450. Jak juz wspomniano, NAC jest swoista odtrutka
podawang w zatruciach paracetamolem, a najwigksza skuteczno$¢ wykazuje po podaniu do 10 —
16 godzin po spozyciu leku. Brak jest danych odno$nie skutecznosci NAC w leczeniu zatrué¢
mieszanych (Dawson i wsp., 1984; Heard, 2008; Hoffer i wsp., 1996).

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie parametréw farmakokinetycznych paracetamolu
oraz ocena wplywu lacznego narazenia na biotransformacj¢, po narazeniu pojedynczym i
facznym z trichloroetylenem i N-acetylocysteing. Dane te pozwola na przesledzenie losow

ksenobiotykow w organizmie 1 okre$lenie ich ewentualnych wzajemnych oddziatywan.
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Natomiast oznaczenie glutationu i sktadnikéw uktadu monooksygenaz zaleznych od cytochromu
P-450 powinno umozliwi¢ oceng sprawnosci tych uktadéw w przypadku narazenia facznego oraz

przydatnosci stosowania NAC.
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2. Cze¢sé teoretyczna

2.1 Paracetamol

2.1.1. Wiasciwosci fizykochemiczne paracetamolu

nazwa chemiczna : N-acetylo-p-aminofenol

synonimy : APAP, PAR, paracetamol, acetaminophen,
4’-hydroksyacetanilid, p-acetamidophen,

N-(4-hydroksyfenylo)acetanilid, Termidor.

wzOr sumaryczny : CH;CONHC¢H4sOH
wzor strukturalny : HNCOCH;
OH
postac : bezbarwne krysztatki o gorzkim smaku, bez
zapachu
masa czasteczkowa 1 151,16
pKa ('OH) . 9,5
rozpuszczalnosé : woda 1:70
alkohol 1:70
NaOH 1:15

dobrze rozpuszczalny w acetonie i octanie etylu;
stabo w chloroformie, dichlorometanie, eterze;

w benzenie nie rozpuszcza sig.

temperatura topnienia : 169 - 171°C

otrzymywanie : na drodze syntezy chemicznej z fenacetyny.
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2.1.2. Parametry farmakokinetyczne paracetamolu

absorpcja po podaniu p.o. :>95%

metabolizm presystemowy i 20%

okres péttrwania

zakres :1,5-3,0h
warto$¢ przecigtna :23h
objetos¢ dystrybucii :0,9 dm’
wiazanie z biatkami osocza :<20%
po przedawkowaniu : do 40%
pierwsze objawy zatrucia : po spozyciu 150 mg/kg m.c.

(tj. 10,5¢/70 kg m.c.)

2.1.3. Paracetamol - dzialanie, zastosowanie i przeciwwskazania

Paracetamol (APAP) jest aktywnym metabolitem fenacetyny (pochodna p-aminofenolu) o
silnym dziataniu przeciwb6lowym i przeciwgoraczkowym (Chomicka, 1998; Jodynis-Liebert i
wsp., 1995).

APAP jest czgsto zaliczany do grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NSLP,
NSAIDs), pomimo ze efekt terapeutyczny i skutki uboczne sa odmienne od wystgpujacych po
podaniu typowych NSLP. Mechanizm dzialania przeciwbdlowego paracetamolu zwiazany jest z
selektywnym hamowaniem cyklooksygenazy kwasu arachidonowego (COX-2), zlokalizowanej w
centralnym uktadzie nerwowym (OUN). Paracetamol nie odgrywa wigkszego wptywu na COX-2
zlokalizowana w ukladzie obwodowym. Konsekwencja tego jest obnizenie poziomu
prostaglandyn w OUN i w efekcie zmniejszenie wrazliwosci organizmu na dzialanie mediatoréw
bélu (kininy, serotoniny) oraz brak obwodowego dziatania przeciwzapalnego. APAP moze
rOwniez przyspiesza¢ przeksztalcanie prostaglandyny PGG; (czynnik bdlu i obrzgku w ostrych
stanach zapalnych) do PGH,. Z przemiany tej wynika skuteczno$¢ leku w ostrych stanach
zapalnych i jej brak w reumatoidalnym zapaleniu stawdéw. Potwierdzeniem badan in vitro sa
obserwacje kliniczne, ktére wykazaly, Ze terapeutyczne dawki paracetamolu nie obnizaja
poziomu prostaglandyn PGE, w plynie maziowym i PGF,, w moczu. Badania te sugeruja, ze

specyficzny profil farmakologiczny i analgetyczne wilasciwos$ci paracetamolu sa spowodowane
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jego dzialaniem o$rodkowym i hamowaniem mézgowej COX (Mrozikiewicz, 1984; Pawelczyk,
1986; Tanaka i wsp. 2000).

Osdrodkowe dziatanie leku moze réwniez wynika¢ z oddziatywania na uklad
serotoninergiczny, o czym $wiadczy ostabienie dziatania przeciwbdlowego paracetamolu po
podaniu  dordzeniowym  5,7-dihydroksytryptaminy  uszkadzajacej  zstgpujace  drogi
serotoninergiczne oraz brak tego dziatania po podaniu p-chlorofenyloaminy obnizajacej poziom
serotoniny (Ornaghi i wsp., 1993). Paracetamol moze réwniez hamowa¢ rdzeniowg substancje¢ P
(silny mediator bélu) i obniza¢ syntez¢ tlenku azotu (NO) zaangazowanego w rdzeniowa
hiperalgezj¢ indukowang przez NMDA (N-metylo-D-asparaginian) i substancj¢ P. Udowodniono
takze hamowanie przez paracetamol pobudzen bélowych w chemoreceptorach wrazliwych na
bradykining (Bjorkman i wsp., 1994; Fernandez i wsp., 1977; Fisher i wsp., 1991;Guzman i Lim,
1967; Lim i wsp., 1964). Stosujac agonistéw i antagonistow réznych receptoréw (tropisteron,
nalokson, indometacyna, johimbina) wykazano, ze APAP nie wigze si¢ z receptorami
adrenergicznymi (o, 0, ), muskarynowymi, adenozynowymi (A; i Az), dopaminowymi (D; i
D), histaminowymi (H,), opioidowymi (U, ¥, 8) oraz benzodiazepinowymi i NMDA (Morgan i
wsp., 1984; Mrozikiewicz, 1984; Pawelczyk i Zajac, 1995; Tanaka i wsp., 2000). Natomiast w
mechanizmie dziatania APAP duza rol¢ moga odgrywac¢ rdzeniowe receptory 5-HTj3, po ktérych
zablokowaniu, poprzez dordzeniowe podanie tropisteronu, nast¢puje zahamowanie
antynocyceptywnego dziatania paracetamolu (Ornaghi i wsp., 1993).

Badania ostatnich lat wskazuja na obecno$¢ trzeciej cyklooksygenazy — COX-3. Jest ona
kodowana przez m-RNA zapisany w tym samym genie co COX-1, jednak réznigcy si¢ iloscia
intronéw i eksonéw. Chandrasekharan i wsp. wykazali, ze COX-3 znajduje si¢ w niektérych
obszarach kory mézgowej i jest bardziej wrazliwa na dziatanie paracetamolu niz COX-1 i COX-
2, czym mozna obecnie tlumaczy¢ osrodkowe przeciwbdlowe i przeciwgoraczkowe dziatanie
leku. Aktywno$¢ tego enzymu nie jest hamowana przez kwas acetylosalicylowy (Buckley i wsp.,
1999; Chandrasekharan i wsp., 2002; McMurtry i wsp., 1978).

Dziatanie przeciwgoraczkowe paracetamolu zwiazane jest z obecnoscia pierScienia
aminobenzenowego, odpowiedzialnego za rozszerzenie obwodowych naczyn krwiono$nych, co
przejawia si¢ zwigkszeniem przeptywu krwi przez skorg, poceniem si¢ i utratg ciepta (Diaz i
wsp., 1990; Flower i Vane, 1972; Mazer i Perrone, 2008). APAP blokuje réwniez syntezeg i
uwalnianie prostaglandyn oraz endogennych pirogenéw, natomiast nie wywoluje zmian
prawidlowej temperatury ciala (Bourdeaux i Bewley, 2007; Fernendez i wsp., 1977,
Radzikowski i Mrozinska, 1998).

Po przyjeciu leku w jednorazowej dawce doustnej 10 mg/kg m.c. efekt

przeciwgoraczkowy pojawia sig, podobnie jak dziatanie przeciwbdlowe, po 30 minutach,
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osiggajac szczyt pomigdzy 2 — 3 h i trwa do 6 h. Obserwowane obnizenie temperatury ciata
wynosi ok. 1,6 °C (Chomicka, 1998; Radzikowski i Mroziniska, 1998).

Paracetamol nie wykazuje dzialania przeciwzapalnego, gdyz nie hamuje syntezy
prostanoidéw w tkankach obwodowych (Rainska-Giezek, 1995).

Wskazaniem do stosowania paracetamolu jest podwyzszona temperatura ciata oraz bole
mig$niowe, stawowe, kostne, zgbéw, nerwobdle, plecéw, barku, glowy (takze migrenowe),
bolesne miesiaczkowanie, przezigbienia, stany grypopodobne, péipasiec, stany skurczowe
przewodu pokarmowego. W dawce dobowej ok. 6 g APAP jest skuteczny w zwalczaniu bolu w
terapii choréb nowotworowych i w tagodzeniu boléw pooperacyjnych (Betten i wsp., 2007;
Chrusciel i Glinski, 1992; Janiec i Krupinska, 1995). Zalecane jest stosowanie APAP réwniez u
0s6b z owrzodzeniem zoladka i krwawieniem z przewodu pokarmowego. Moze by¢ takze
stosowany u chorych z astma, cukrzyca (moze jednakze wzmagac dziatanie doustnych lekéw
przeciwcukrzycowych), nadci$nieniem, zylakami przetyku lub zapaleniem przeltyku wywolanym
refluksem zotadkowo jelitowym. Ponadto moze by¢ przyjmowany przez pracownikow
obstugujacych urzadzenia mechaniczne, gdyz nie wywotuje sennosci i nie zaburza sprawnos$ci
psychofizycznej (Burdan, 1992; Chodera i Herman, 1993; Chrusciel i Glinski, 1992; Fujimura i
wsp., 1995; Newton i wsp., 1982, Tanaka i wsp., 2000).

Paracetamol w dawkach terapeutycznych jest lekiem bezpiecznym, dlatego stanowi
alternatywg dla innych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. W poréwnaniu do pochodnych
pirazolonu, ktére moga uszkadzaé szpik (metamizol, aminofenazon), jest lekiem znacznie mniej
toksycznym. APAP wykazuje podobna jak salicylany sil¢ dziatania przeciwbdlowego, jednak w
mniejszym stopniu uszkadza btong §luzowa przewodu pokarmowego, nie wptywa na plytki krwi,
nie uposledza wydalania kwasu moczowego, a takze nie wywoluje zespotu Reye'a u dzieci. W
przeciwienstwie do salicylandw, moze by¢ stosowany u dzieci w postaci ptynnej juz w
pierwszym miesigcu zycia, a na szczegdélna uwage zashuguje fakt, iz toksycznos¢ APAP u dzieci
jest mniejsza niz u dorostych. Jest to spowodowane nie osiagnigciem jeszcze pelnej aktywnosci
monooksygenaz watrobowych, co ogranicza powstawanie toksycznego metabolitu. U dzieci
powyzej 3-go miesiaca zycia zaleca si¢ podawanie APAP w dawkach 10-15 mg/kg m.c. per os
oraz 15-20 mg/kg m.c. per rectum (Burdan, 1992; Dollery i wsp., 1999; Estabrook i wsp., 1978;
Jackson i wsp., 1984; Janiec i Krupinska, 1995; Kostowski i Kubikowski, 1991; Mohandas i
wsp., 1981; Necki, 1996; Osrodek informacji Naukowej Polfa, 1995; Rainska-Giezek, 1996;
Rumack, 1984; Siembab, 1993; Thibault i wsp., 1991).

APAP jest najczesciej stosowanym lekiem przeciwbdlowym i przeciwgoraczkowym u

kobiet w ciazy, a dotychczasowe wieloletnie obserwacje wskazuja, ze nie dziata uszkadzajaco na
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ptéd, nawet w przypadkach przedawkowania w I trymestrze cigzy (Mazer i Perrone, 2008;
Pearson, 1978; Stokes, 1982; Thibault i wsp., 1991).

Paracetamol moze by¢ stosowany rowniez przez matki karmigce piersia w doraznym
zwalczaniu bélu. Wykazano, ze do organizmu noworodka przenika zaledwie 1 % dawki przyjetej
przez matkg. Sa to znikome ilosci i nie maja wplywu na stan zdrowia dziecka (Mazer i Perrone,
2008).

Nadwrazliwo$¢ na paracetamol jest opisywana bardzo rzadko, a zwiazane z nig objawy
takie jak: zapalenie skory, pokrzywka, goraczka polekowa, leukopenia, neutropenia, spadek
ci$nienia, przewaznie sa tagodne. Wystapienie ktérego$ z w/w objawow jest wskazaniem do
natychmiastowego odstawienia leku (Tanaka i wsp., 2000).

U chorych ze znacznie uposledzona funkcja watroby (gldwnie u pacjentéw z
poalkoholowymi schorzeniami watroby) lub/i nerek (ostre i odmiedniczkowe zapalenie nerek)
zaleca si¢ przyjmowanie leku jedynie pod stala kontrola lekarska. Paracetamol nie powinien by¢
takze stosowany u os6b przyjmujacych réwnocze$nie leki indukujace aktywno$¢ enzymow
watrobowych (gtéwnie cyt. P-450) takich jak fenobarbital (np. z powodu padaczki), czy
rifampicyna (gruzlica), gdyz moga one nasila¢ tworzenie hepatotoksycznego metabolitu
paracetamolu — N-acetylo-p-benzochinonoiminy. Nie zaleca si¢ stosowania APAP po przebytych
krwotokach, zZoéttaczce, nadci$nieniu tgtniczym, niedokrwisto$ci, wrodzonym braku
dehydrogenazy  glukozo-6-fosforanowe;j oraz  wrodzonym  niedoborze  reduktazy
methemoglobinowej (Dollery i wsp., 1999; Mazer i Perrone, 2008; Newton i wsp., 1982;
Towheed i wsp., 2003; Bray i wsp., 1992; Chomicka, 1998; Kostowski i Kubikowski, 1991;
Laurence i Benett, 1987).

Przeciwwskazaniem do stosowania APAP jest takze skrajne niedozywienie, w
konsekwencji, ktérego wystgpuje niedobor glutationu, niezbgdnego w  procesach
detoksykacyjnych (Dallner, 1974; Emoto i wsp., 2000; Lynch i Robertson, 2004; Eriksson i wsp.,
1992; Nadolski, 1995).

2.14. Preparaty paracetamolu

Paracetamol jest jednym z najczesciej przepisywanych i zalecanych lekow
przeciwbdlowych i przeciwgoraczkowych. Od potowy lat 80 ubieglego wieku liczba preparatéw
zawierajacych paracetamol stale wzrasta. Paracetamol wystgpuje pod réznymi nazwami
handlowymi, pojedynczo lub w skojarzeniu z innymi substancjami wzmagajacymi jego silg i

spektrum dziatania (kofeina, kodeina, propyfenazon, pseudoefedryna, dekstrometorfan,
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feniramina, kwas askorbinowy). Dostgpny jest w formie: kapsutek, tabletek, tabletek musujacych,
syropéw, czopkow, proszku do przygotowania napoju lub iniekcji.

W ostatnim okresie, z powodu stabej rozpuszczalno$ci samego paracetamolu w wodzie,
na rynku farmaceutycznym pojawity si¢ proleki paracetamolu przeznaczone do stosowania
dozylnego. Wprowadzono do obrotu pochodna — ester dietyloaminooctowy paracetamolu
stosowany w postaci iniekcji dozylnej i charakteryzujacy si¢ mniejsza toksycznoscia niz zwiazek
macierzysty. Alternatywna forma paracetamolu do podawania dozylnego jest propacetamol -
bioprekursor paracetamolu. Z innego proleku jakim jest proparacetamol uwalniany jest
paracetamol w proporcji 2:1, tzn. z dwéch graméw proparacetamolu uwalniany jest jeden gram
paracetamolu. Preparat ten jest dostgpny np. we Francji. Innym przyktadem jest benorylat — ester
paracetamolu i kwasu acetylosalicylowego, podawany tylko dwa razy dziennie. Po wchionigciu
dochodzi do rozerwania wiazan estrowych, co prowadzi do stopniowego uwalniania
paracetamolu i kwasu acetylosalicylowego. Koszt leku jest jednak stosunkowo wysoki, a
potencjalne dziatania niepozadane sa typowe dla niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
(Meredith iwsp., 1980).

Przyktady preparatoéw paracetamolu zestawiono w tabeli 1.
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Tab. 1. Wybrane preparaty ztozone paracetamolu.

Paracetamol

Paracetamol 200 mg
Analget Propyfenazon 200 mg
Kofeina 50 mg
Paracetamol 250 mg
Cefalgin, Saridon Propyfenazon 150 mg
Kofeina 50 mg
Paracetamol 500 mg
Fenylefryna 5 mg
Coldrex, Coldrex
Kofeina 25 mg
HotRem
Wodzian terpiny 20 mg
Kwas askorbowy 30 mg
Paracetamol 500 mg
Dolores
Kofeina 50 mg
Paracetamol 500 mg
Efferalgan Codeine
Fosforan kodeiny 30 mg
Paracetamol 500 mg
Fervex Kwas askorbowy 200 mg
Maleinian feniraminy 25 mg
Paracetamol 325/500 mg
Gripex, Gripex Max Pseudoefedryna 30 mg
Dekstrometorfan 10/15 mg
Paracetamol 500 mg
Panadol Extra
Kofeina 65 mg
Paracetamol 250 mg
Saridon Propyfenazon 250 mg
Kofeina 50 mg
Paracetamol 250 mg
Dekstrometorfan 10 mg
Tabcin impakt
Pseudoefedryna 30 mg
Doksylamina 6,25 mg
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2.1.5. Wchlanianie

Paracetamol w dawkach terapeutycznych szybko i prawie catkowicie wchiania sig z jelit
(ok. 95% dawki) na drodze dyfuzji biernej. Absorpcj¢ zmniejszaja m.in. dieta wegetarianska oraz
pokarm o duzej zawartosci weglowodandw. Szybko$¢ absorpcji zalezy od powierzchni kontaktu
leku z blona $luzowa przewodu pokarmowego oraz stopnia jego ukrwienia (Diaz i wsp., 1990;
Hoffer i wsp., 1996; Newton i wsp., 1982; Rainska-Giezek, 1995; Villagrasa i wsp., 1997). Ilo$¢
paracetamolu przenikajacego do krazenia ogdlnego jest proporcjonalna do podanej dawki i
zmniejsza si¢ z 90% (dawka 1000 do 2000 mg) do 70% (dawka 500 mg). Paracetamol lepiej
dyfunduje z podtoza lipofilnego niz hydrofilnego. Podany w postaci czopkéw (doodbytniczo)
wykazuje mniejsza dostgpno$¢ biologiczna, okre$lana jako 2/3 dostgpnosci po podaniu
doustnym, jak réwniez dluzszy czas, po ktérym osiaga stezenie maksymalne (Emeigh Hart i
wsp., 1994; Forrest i wsp., 1993).
Maksymalna dawka dobowa paracetamolu u oséb dorostych nie powinna przekroczy¢ 4,0 g. U
dzieci starszych, powyzej 3 miesiaca, stosuje si¢ dawkeg 10 mg/kg m.c. U noworodkéw dawke
ustala si¢ indywidualnie. Za dawke $miertelna dla dorostych uwaza si¢ 20-25g ( Bessems i wsp.,

1996; Chodera i Herman, 1993).

2.1.6. Dystrybucja

Biodostgpno$¢ paracetamolu po przyjeciu droga pokarmowa wynosi 80-90% natomiast po
podaniu doodbytniczym 62-88% podanej dawki (Wallace, 2004). Paracetamol tatwo przenika
przez barier¢ krew-moézg i lozysko (Burdan, 1992).

Stezenie maksymalne leku w surowicy krwi osiggane jest, w zaleznosci od jego postaci, w czasie
od 0,5 do 2 h (Diaz i wsp., 1990; VSP DI, 1998). Po jednorazowym podaniu doustnym APAP w
dawce 650 mg, maksymalne stezenie w surowicy wynosi 5-20 mg/dm3 i osiagane jest w czasie
od 0,5 do 1 h. Okres biologicznego péttrwania paracetamolu tos wynosi 1-4 h (McDaniel i wsp.,
2007; VSO DI, 1998). Stgzenia paracetamolu w osoczu w zakresie 10 do 20 mg/dm3 S uznawane
za skuteczne terapeutycznie.

APAP stosunkowo stabo wiaze si¢ z albuminami osocza, a stopien wigzania zalezy od st¢zenia
leku we krwi. W stezeniach do 60 mg/dm3, paracetamol stabo taczy si¢ z biatkami osocza (do
20%), w wyzszych st¢zeniach stopien wigzania moze dojs¢ do 40% (Diaz i wsp., 1990; Feldman,
1975; Mazer 1 Perrone, 2008; Radzikowski 1 Mrozinska, 1998; Rainska-Giezek, 1995; Tanaka 1
wsp., 2000; Zidlkowski i Zidtkowska, 1998).

Objetosé dystrybucji paracetamolu wynosi 0,9 dm*/kg (Diaz i wsp., 1990).
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2.1.7. Biotransformacja paracetamolu

Biotransformacja paracetamolu zachodzi gtéwnie w watrobie, szczegdlnie w III strefie
zrazika watrobowego, gdzie podlega kilkutorowym przemianom. Po podaniu paracetamolu w
dawkach terapeutycznych lek sprzggany jest gléwnie z kwasem glukuronowym (55%) przy
udziale transferazy glukuronowej oraz z kwasem siarkowym (30%) przy udziale
fenylosulfotransferazy, w mniejszym stopniu z cysteing (4%). Okoto 2% dawki jest wydalane w
postaci niezmienionej. U dorostych i u starszych dzieci przewaza sprzg¢ganie z kwasem
glukuronowym, natomiast u dzieci w wieku 3 — 9 lat wigkszo$¢ dawki jest wydalana po
sprzggnieciu z kwasem siarkowym. Powstate metabolity, niezaleznie od wieku, sa eliminowane z
moczem przez nerki (Dollery i wsp., 1999; Mazer i Perrone, 2008; Mohandas i wsp., 1981; Ott i
wsp., 1996).

Tab. 2. Wspdlczynnik frakcji glukuronidu do siarczanu w przemianie paracetamolu u réznych

grup wiekowych (Chomicka, 1998).

Wiek Noworodki 3-9lat 12 lat Dorosli
Wspétczynnik
0,34 0,75 1,61 1,80
glukuronidy/siarczany

Okoto 3-5% przyjetej dawki leku ulega biotransformacji przy udziale watrobowych
enzymOw mikrosomalnych zaleznych od cytochromu P-450, tzw. uklad mikrosomalnych
monooksygenaz o funkcji mieszanej (MFO) (Diaz i wsp., 1990).

Wszystkie koncowe produkty biotransformacji paracetamolu sa nieaktywne, natomiast
toksyczny jest posredni metabolit arylowy — N-acetylo-p-benzochinonoimina (NAPQI) powstajaca
w wyniku hydroksylacji grupy acetamidowej i nastgpnie utlenienia do formy chinonoiminowe;j
przy udziale cytochromu P-450. Badania z uzyciem ludzkich mikrosoméw watrobowych wykazaty,
ze za powstanie tego metabolitu odpowiada gtéwnie izoforma CYP 1Al indukowana przez P-
naftoflawon. Indukowana fenobarbitalem izoforma CYP 2Bl odpowiedzialna jest za
biotransformacj¢ paracetamolu do 3-hydroksyparacetamolu. Izoforma CYP 2E1 indukowana
etanolem odgrywa istotne znaczenie u alkoholikéw, u ktérych wzmaga toksyczno$¢ APAP

(Chandrasekharan, 2002; Lauterburg i Velez, 1988; Prescott, 2000; Whitcomb i Block, 1994). W
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przemianach paracetamolu do NAPQI biorg udziat takze izoformy CYP 1A2 oraz CYP 3A1 i CYP
3A2 (Dai i Cederbaum, 1960; Dollery i wsp., 1999; Szostek-Gawet, 2002).

W rdzeniu nerek, gdzie aktywno$¢ ukladu monooksygenaz jest mniejsza niz w watrobie,
biotransformacja paracetamolu do NAPQI przebiega przy udziale syntazy prostaglandynowe;.
Niewielka ilo§¢ leku moze zosta¢ przeksztalcona w procesie deacetylacji do nefrotoksycznego p-
aminofenolu (Dimova i Stoytcher, 1994; Dollery i wsp., 1999; Dyderski, 1997; Green i wsp., 1998;
Mazer i Perrone, 2008; Rainska-Giezek, 1995; Siembab, 1993; Tanaka i wsp., 2000; VSP DI,
1998).

Powstala NAPQI ulega detoksykacji w watrobie przez wiazanie si¢ z endogennym
glutationem do 3-(S-glutationylo)-paracetamolu, wydalanego nastgpnie z moczem oraz z6lcia w
postaci nietoksycznych zwiazkéw z kwasem merkapturowym i cysteing (Filipek, 1997; Flower i
Vane, 1972; Green i wsp., 1998; Mazer i Perrone, 2008; Rainska-Giezek, 1995; Tanaka i wsp.,
200).

Opisany schemat metabolizmu przedstawiono na Ryc.1.
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Ryc. 1. Biotransformacja paracetamolu (Tanaka i wsp., 2000 ).

HNCOCH, HNCOCH, HNCOCH,

Siarczan OH Glukuronian
Paracetamol

MFO
cyt. P-450

[ HO-NCOCH,]

N-hydroksyparacetamol

l

NCOCH,]

o

Glutation  N-acetylo-p-benzochinoimina  Nukleofilowe

makroczasteczki komérkowe

HNCOCH, HNCOCH,
Glutation Makroczgsteczka
OH OH komérkowa
Acetamidofenyloglutation
Sole kwasu Smier¢
merkapturowego komérki
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2.1.8. Wydalanie paracetamolu

Paracetamol po podaniu w jednorazowej dawce terapeutycznej jest wydalony w ciagu 24
godzin, gtéwnie z moczem w postaci estrow siarczanowych i glukuronowych (90-95%), a takze
w formie cysteinianéw i merkaptopurynianéw (5-10%) z z6tcia. Okolo 3% leku wydalane jest w
postaci niezmienionej. Okres péttrwania leku wynosi 3 — 3,3 h u dorostych i 1,5 — 4,5 h u dzieci
(Jodynis-Liebert, 1995). Klirens nerkowy paracetamolu wynosi 10 cm’/min. i nie zalezy od pH
moczu.

Udzial procentowy wolnego paracetamolu i jego metabolitow wydalanych z organizmu

r6znymi drogami, zestawiono w tabeli 3 (Diaz i wsp., 1990).

Tab.3. Procentowy udziat paracetamolu i jego metabolitéw wydalanych z moczem i zékcia.

Metabolit wydalany z moczem Wydalanie w (%)

Paracetamol wolny 1-4

Proste zwiazki sprzezone:

Glukuronian paracetamolu 40-60

Siarczan paracetamolu 20-30

Metabolity utlenione

Sprzezone z reszta siarczanowa:
Paracetamol-3-cysteina 5-10

Paracetamol-3-merkaptan

Pochodne katecholowe:

Siarczan 3-hydroksy-paracetamolu
Siarczan 3-metoksy-paracetamolu 5-10

Glukuronian 3-metoksy-paracetamolu

Metabolit wydalany z zoélcia Wydalanie w (%)
Cysteiniany 82.2
Glukuronian paracetamolu 164
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2.1.9. Toksyczne dzialanie paracetamolu

Pierwszy przypadek zmian martwiczych watroby spowodowanych przedawkowaniem
paracetamolu odnotowano w 1966 roku w Anglii. Od tego czasu liczba zatru¢ i wypadkéw
$miertelnych zwigzanych z przedawkowaniem paracetamolu stale wzrasta. Wynika to m.in. z
ogromnej ilosci preparatdw farmaceutycznych zawierajacych ten lek, jak réwniez ich tatwej
dostegpnosci (Fisher i wsp., 1991; Gilbertson i wsp., 1996; Makin, 1994). Dlatego w niektérych
krajach ustawowo zmniejszono wielko$¢ opakowania, co zmniejszyto liczbg przypadkéw
przedawkowania paracetamolu (Bergmman i wsp., 1996). Nalezy jednak podkresli¢, ze APAP
stosowany w dawkach terapeutycznych jest lekiem bardzo bezpiecznym, a ponad 90%
przypadkéw przedawkowania to préby samobdjcze (Campbell i Baylis, 1992; Martin i wsp.,
1996; Mohandas i wsp., 1981).

Paracetamol posiada bardzo wysoki indeks terapeutyczny pomigdzy stezeniem
leczniczym (20 mg/dm3 dla dawki 15 mg/kg m.c.), a toksycznym (200 mg/dm3 dla dawki 130-
150 mg/kg m.c.). Stanowi to o bezpieczenstwie stosowania tego leku (Liu i wsp., 1991).

Na podstawie badan przeprowadzonych na zwierzgtach obliczona pojedyncza dawka
paracetamolu, ktéra u zdrowych ludzi moze spowodowacé utratg¢ ponad 70% zasobdéw glutationu
w watrobie i w konsekwencji doprowadzi¢ do uszkodzenia hepatocytéw, wynosi 15 g (Lof i
wsp., 1990).

Paracetamol w dawkach toksycznych wywoluje zatrucia ostre i przewlekte. Pierwsze
objawy dzialania toksycznego pojawiaja si¢ po jednorazowym przyjeciu 5 g leku (10 tabletek po
500 mg). Przebieg ostrego zatrucia mozna podzieli¢ na 3 fazy (Anderson i wsp., 2000; Bogdanik,
1998; Angielski i Rogulski, 2000; Makin i Williams, 1994):

I faza: (2-4 h) rozpoczyna si¢ nieswoistymi objawami ze strony przewodu pokarmowego jak:
nudnosci, wymioty, biegunka. Dodatkowo wystepuje blado$¢ twarzy i obfite pocenie
sig. Obserwuje si¢ wydluzenie czasu protrombinowego (czgsto juz w 12 h po zatruciu
wskaznik protrombinowy jest obnizony, a warto§¢ INR podwyzszona) Lynch i
Robertson, 2004). Wystgpujaca po ok. 15 h kwasica jest nastgpstwem zaburzenia
oczyszczania krwi z kwasu mlekowego i niedotlenienia tkanek. Stan taki moze si¢
utrzymywac do 24 h, najdtuzej do 48h.

II faza: (2 dni od zatrucia) stwierdza si¢ pierwsze objawy uszkodzenia watroby. Wzrasta
aktywno$¢ aminotransferaz (AspAT > 10 000 j.m./dm3) i stgzenie bilirubiny w
surowicy. Niewydolno$¢ nerek z oliguriag (wydalanie moczu ponizej 300 cm’/24 h i
poziom kreatyniny w surowicy powyzej 300 pmol/dm’) wystepuje u ok. 2% chorych po
przedawkowaniu i u 11% chorych z cigzkim zatruciem (Bergman i wsp., 1996).
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III faza: (3-5 dni po przyjeciu leku) nasilaja si¢ objawy uszkodzenia watroby manifestujace si¢
z6ttaczka, skaza krwotoczna, kwasica metaboliczna oraz hipoglikemia, mogaca
doprowadzi¢ do $piaczki watrobowej. Obrzgk mézgu wystgpuje u 80% chorych, ktérzy
znajduja si¢ w IV okresie encefalopatii watrobowej. Moze dochodzi¢ do zakazenia
bakteriami gram-dodatnimi (polowg stanowi gronkowiec zlocisty). Pojawiajace si¢
zaburzenia sercowo — naczyniowe (wzrost wyrzutu krwi z serca, spadek systemowego
obwodowego oporu naczyniowego), prowadza w konsekwencji do uszkodzenie mig$nia
sercowego. Pojawia si¢ depresja OUN. Obserwuje si¢ takze pogorszenie stanu
czynnosciowego nerek. Najczgdciej przyczyna $mierci jest uszkodzenie watroby
(Angielski i Rogulski 2000; Makin i Williams, 1997).

Niektérzy autorzy wyrdzniaja réwniez czwarta fazg, trwajaca od 4 dni do 2 tygodni, ktéra

obejmuje zdrowienie po pomys$lnym przejsciu okresu zatrucia (Lynch i Robertson, 2004).

Dtugotrwale stosowanie wysokich dawek paracetamolu moze doprowadzi¢ do zatrucia
przewlekiego. Gléwne objawy to bodle i zawroty glowy, bdle brzucha, sinica, wahania ci$nienia
tetniczego krwi, wykwity skdérne, a w cigzszych przypadkach, uszkodzenie nerek wywotane
$rédmiazszowym zapaleniem nerek i miedniczek nerkowych (Anderson i wsp., 2000; Bogdanik,
1998; Luft i Herman, 1992; Pakravan i wsp., 2007; Rumack, 1996). Nalezy jednak wspomniec,
ze dlugotrwalte zazywanie paracetamolu uruchamia proces autoprotekcji, prowadzacy do wzrostu
odpornosci komoérek watroby oraz zapobiega nadwrazliwosci boélowej (Aleksunes i wsp., 2008;
Buckley i Eddelston, 2007; Crawley i wsp., 2008).

Hepatotoksyczne dzialanie paracetamolu wykazuje liniowa zalezno$¢ dawka-efekt,
dlatego w przypadku przedawkowania monitorowanie st¢zenia leku w krwi pozwala na oceng
prawdopodobienstwa zatrucia i wystapienia zwiazanych z nim objawdw ze zgonem wilacznie
(Anderson i wsp., 2000; Angielski i Rogulski, 1982). Dzigki obserwacjom klinicznym, opartym
na duzej liczbie przypadkéw przedawkowania, opracowano wykres potlogarytmiczny zaleznosci
migdzy stezeniem paracetamolu w osoczu a czasem, ktory wystapit od przyjecia nadmiernej
dawki oraz przewidywana hepatotoksyczno$cia (Ryc.3). Warunkiem niezbgdnym do
wykorzystania tego wykresu jest znajomo$¢ czasu jaki uptynat od spozycia paracetamolu. W
przypadku, gdy brak jest danych dotyczacych czasu jaki uplynat od przyjecia paracetamolu,
nalezy pobra¢ kilka prébek i oznaczy¢ biologiczny okres pottrwania leku. Obliczony wéwczas tg s
przekraczajacy 4 h wskazuje na uszkodzenie watroby, natomiast dtuzszy niz 12 h potwierdza
uszkodzenie tego organu (Dollery i wsp., 1999).

Wykazano, ze u 60 % pacjentéw, u ktoérych stgzenie paracetamolu w osoczu przekracza
200 mg/dm’® (1,32 mmol/dm®) w 4 h lub 30 mg/dm® (0,19 mmol/dm*) w 15 h po zatruciu,

wystapia objawy uszkodzenia watroby (Ryc.3, linia A). Powyzej odpowiedniej linii réwnoleglej
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taczacej 300 mg/dm’ (1,98 mmol/dm®) po 4 h i 45 mg/dm’® (0,28 mmol/dm®) w 15 h od zatrucia
istnieje 90% prawdopodobienstwo powaznego uszkodzenia watroby (Ryc.3, linia B) (Cattermole,
2007; Lee i wsp., 1991; Mielczarska i wsp., 1997).

Za  toksyczne  dzialanie  paracetamolu  odpowiedzialna  jest  N-acetylo-p-
benzochinonoimina. Po podaniu wysokich dawek paracetamolu dochodzi do wysycenia
detoksykacyjnego sprzg¢gania z glukuronianami i siarczanami i wzmozonej produkcji NAPQI
(Cattermole, 2007 ),ktérej nadmiar szybko wyczerpuje rezerwy dziatajacego detoksykacyjnie,
endogennego glutationu (ponizej 20%). Wolny, silnie elektrofilowy metabolit wigze sig
kowalencyjnie z makroczasteczkami komorek, gtéwnie watroby, a takze nerek. Badania
prowadzone przy uzyciu znakowanego paracetamolu pozwolity na wyciagnigcie nastgpujacych
wnioskow:

1. Paracetamol wiaze si¢ kowalencyjnie z biatkami watroby w znacznie wigkszym stopniu niz z
biatkami innych tkanek np. mig$ni;

2. Wigzania sa zlokalizowane gléwnie w czg¢$ci srodkowej zrazika watrobowego, ktéra podlega
uszkodzeniu (badania autoradiograficzne);

3. Kowalencyjne wigzanie z bialkami watroby jest odwrotnie proporcjonalne do stgzenia
niezmienionego paracetamolu w watrobie. Wigzanie kowalencyjne wzrasta lub obniza sig,
odpowiednio pod wptywem induktoréw lub inhibitoréw enzyméw mikrosomalnych;

4. Tlo§¢ wiazan z biatkami watrobowymi koreluje z dawka leku i znacznie wzrasta po
przekroczeniu dawki dziatajacej hepatotoksycznie;

5. Wiazanie kowalencyjne z biatkami watrobowymi zalezy od czasu. Nie stwierdzono takiej
zalezno$ci w odniesieniu do biatek migs$ni.

Wiazania kowalencyjne pojawiaja si¢ najwyrazniej w biatkach mitochondrialnych,
powodujac zaburzenie ich funkcji. Okolo 70% tych wiazan stanowia polaczenia poprzez grupg
sulfhydrylowa cysteiny (3-Cys-A) bialek watrobowych w pozycji 3 pier§cienia benzenowego. U
ludzi i u myszy metabolity paracetamolu wiaza si¢ gtéwnie z biatkami 58 kDa (Khandkar, 1996).
Funkcja tych bialek nie jest catkowicie poznana, nie mniej jednak sugeruje si¢, ze odgrywaja
istotng role w hepatotoksyczno$ci (Andrews i wsp., 2001; Flower i Vane, 1972).

Stwierdzono, ze po podaniu myszom APAP w dawce 300 mg/kg m.c. w watrobie i
nerkach nastgpuje wzrost aktywnos$ci katepsyny D (w czasie 2 — 2,5 h), RNA-zy (po 0,5 h) oraz
DNA-zy (po 2,5 h). Wzmozone dzialanie katepsyny D moze prowadzi¢ do masowej degradacji
biatek, natomiast wzrost aktywnosci DNA-zy i RNA-zy powoduje rozerwanie widkien kwasow
nukleinowych oraz fragmentacj¢ ich tancuchéw. Pod koniec 3 godziny od chwili podania leku
masa watroby wzrastata o 70%, natomiast masa nerek nie ulegata istotnym zmianom (Back i

Orme, 1990; Luczak i wsp., 1976).
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W badaniach in vitro na komérkach myszy CD-1 wykazano, ze paracetamol w dawkach
toksycznych indukuje aberracje chromosomowe. Po podawaniu 2,5% roztworu paracetamolu
przez okres 2 i 7 tygodni, na 150 préb, stwierdzono wystgpowanie aberracji, odpowiednio w 13 i
11 przypadkach, podczas gdy w grupie kontrolnej zanotowano tylko 1 uszkodzenie chromosomu.
Zanotowano takze pegkanie chromatyd jadrowych i inne anomalie takie jak: przerwy, pgknigcia,
fragmentowanie chromatyny i poliploidalne jadra. Wykazano, ze szczegélnie szkodliwa jest
kumulacja dawek (Back i Orme, 1990; Chen i wsp., 2008).

NAPQI jest odpowiedzialna takze za ultrastrukturalne zmiany u ssakéw takie jak:
powigkszenie mitochondriéw 1 aparatow Golgiego, czgsciowa degranulacje siateczki
$rédplazmatycznej szorstkiej, pojawianie si¢ pecherzykéw na powierzchni siateczki
$rédplazmatycznej gladkiej, wystgpowanie jader o nieregularnych ksztaltach z grudkowata
chromatyna, zmniejszenie rezerw glikogenu oraz zwigkszenie liczby wakuoli (Dahlin i wsp.,
1984; Flower i Vane, 1972; Goldin i wsp., 1996). W konsekwencji zmiany te prowadza do
zaburzenia wewnatrzkomérkowej homeostazy wapnia. Dochodzi do zwigkszenia frakcji wolnego
Ca™ w cytozolu i aktywacji wielu enzyméw, w tym fosfolipazy A,, ktéra uwalnia kwas
arachidonowy z blon komdrkowych. Powstaly kwas jest przeksztalcany przy udziale
lipooksygenazy do leukotriendw lub przy udziale cyklooksygenazy do nadtlenkéw prostaglandyn
PGG; i PGH,. Podczas tych przemian uwalniaja si¢ nadtlenki tworzace grupy —OH i wolne
rodniki prowadzace do uszkodzenia DNA i rybosomdéw. Zmianie ulega takze poziom siarki i
aktywno$¢ enzyméw lizosomalnych takich jak katepsyna D, RNA-za II i DNA-za II. Wzrasta
aktywnos$¢ fosforylazy glikogenu w wyniku czego dochodzi do obrzgku komérki i utraty Ca**
mitochondrialnego. Hipotez¢ tg potwierdzaja badania przeprowadzone przez Horton a i Wood™a,
ktérzy po podaniu kortykosteroidéw (inhibitory fosfolipazy A,) lub kwasu acetylosalicylowego
(nieswoisty inhibitor cyklooksygenaz), a takze innych blokeréw kaskady kwasu arachidonowego,
stwierdzili obnizenie hepatotoksycznego dzialania paracetamolu (Horton i Wood, 1989).
Podobny rezultat uzyskano po podaniu blokeréw kanalu wapniowego (Bessems i wsp., 1996;
Held i Biaglow, 1994; Klotz, 1983; Manautou, 1996; Rainska-Giezek, 1995; Socha, 1994).

Hepatotoksyczne dzialanie paracetamolu wiaze si¢ takze z tzw. stresem oksydacyjnym.
NAPQI jest forma chinonowa, niestabilnym produktem, fatwo ulegajacym przemianie do rodnika
semichinonowego. Chinonoimina i semichinonoimina tworza uklad oksydoredukcyjny, bgdacy
zrédtem anionu ponadtlenkowego. W procesie tym na poziomie komérkowym istotne znaczenie
maja dwa enzymy: reduktaza i peroksydaza glutationu (GSSG-Rd, GSH-Px). Oksydacyjne
uszkodzenie hepatocytow przez NAPQI powoduje zwigkszony wyptyw utlenionego glutationu
(GSSG) z komorki, co prowadzi do powstania reaktywnych form tlenu: anionéw nadtlenkowych,

rodnikéw hydroksylowych i nadtlenku wodoru. Nadtlenki ulegaja detoksykacji poprzez
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enzymatyczng redukcj¢ przy udziale peroksydazy glutationu (GSH-Px), utleniajacej glutation
GSH do GSSG. Gdy ilo$¢ powstalego GSSG przekroczy pojemno$¢ reduktazy glutationu
(GSSG-Rd), woéwczas niemozliwa staje si¢ redukcja GSSG do GSH. W nastgpstwie GSSG
gromadzi si¢ w komodrce, a jego nadmiar jest usuwany. Zwigkszony wyptyw GSSG z
hepatocytow jest wykorzystywany jako czuty wskaznik wystgpowania wewnatrzkomoérkowego
stresu oksydacyjnego (Adamson i Harman, 1993; Andrews i wsp., 2001; Bai i Cederbaum, 2004;
Bhatia i wsp., 2008; Imaeda i wsp., 2009; Rainska-Giezek, 1995).

Reaktywny metabolit paracetamolu (NAPQI) poza wigzaniem z biatkami moze dziataé
cytotoksycznie na poziomie bton komérkowych mitochondriéw, jader, blon plazmatycznych i
mikrosomoéw, a takze systemu bton lub enzyméw lizosomalnych. U pacjentéw, ktoérzy przyjeli
paracetamol w dawkach wyzszych niz terapeutyczne, wykazano stymulacj¢ uwalniania z
monocytéw krazacych w krwi czynnika martwicy nowotworéw (TNF), co sugeruje, ze rGwniez
makrofagi moga odgrywa¢ bezposrednia rolg¢ w patogenezie uszkodzen watroby indukowanych
tym lekiem poprzez uwalnianie czynnych form tlenu, enzyméw proteolitycznych i lizosomalnych
(Flower 1 Vane, 1972). Rolg¢ makrofagdw potwierdzaja badania Goldina i wspétpracownikow
wykonane na myszach, u ktérych wyeliminowano 99% watrobowych makrofagéw poprzez
wstrzyknigcie liposoméw zawierajacych DCMDP (difosforan dichlorometylenu). Wykazano, ze
uszkodzenie watroby u myszy uprzednio ,,zaszczepionych” liposomami z DCMDP, obserwowane
po 0,5; 1,0; 2,0 h po dootrzewnowym podaniu 0,5 cm’ paracetamolu w stgzeniu 500 ug/cm3, byto
znaczaco mniejsze niz u zwierzat nie poddanych dziataniu DCMDP lub potraktowanych pustymi
liposomami. Jednak juz po 4,0 h nie stwierdzono Zadnych réznic pomigdzy tymi trzema grupami
(Flower i Vane, 1972; Goldin i wsp. 1996).

Przeprowadzone badania wskazuja, ze paracetamol w dawkach hepatotoksycznych moze
dziala¢ réwniez genotoksycznie i rakotworczo. Za dziatanie to prawdopodobnie odpowiedzialne
sg trzy mechanizmy:

1. inhibicja reduktazy rybonukleotydowej;

2. podwyzszenie poziomu wapnia cytozolowego;

3. uszkodzenie DNA wywolane przez NAPQI po wyczerpaniu endogennych rezerw glutationu
(Angielski i Rogulski, 2000).

NAPQI po zwigzaniu si¢ z DNA i/lub RNA powoduje przerwanie podwdjnej helisy, w
wyniku czego dochodzi do uszkodzenia materialu genetycznego oraz hamowania replikacji,
syntezy i resyntezy naprawczej DNA w $ledzionie, grasicy, zotadku, jelicie cienkim i szpiku
kostnym. Zwigksza si¢ tez czegstotliwo$¢ uszkodzen chromosoméw. Badania dziatan
nowotworowych paracetamolu, przeprowadzone na myszach szczepu IF, ujawnity mozliwo$¢

wystgpienia gruczolaka, a nawet raka watroby, co potwierdzono w doswiadczeniach na
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szczurach, aczkolwiek wyniki otrzymane na szczepach myszy B6C3F1 i NIH byty negatywne.
Uzyskane wyniki sugeruja, iz rakotwdrczo$¢ paracetamolu moze by¢ specyficzna nawet w
obrgbie jednego gatunku. Potwierdzaja to do$wiadczenia laboratoryjne na izolowanych
hepatocytach myszy i chomikéw, ktére wykazaty, ze APAP stosunkowo latwo wywotuje ich
uszkodzenia, a nawet $mier¢. Szczurze i ludzkie hepatocyty sa natomiast bardziej odporne na to
dzialanie. Jednak doktadna ocena wrazliwosci czlowieka na dzialanie hepatotoksyczne
paracetamolu jest trudna do oszacowania, z uwagi na duza heterogenno$¢ populacji,
niemozliwo$¢ ustalenia w wielu przypadkach wielkos$ci dawki i czasu przyjecia leku oraz
dlatego, iz dane o zatruciach pochodza giéwnie z wywiadu od pacjentéw, ktérzy przebywaja w
szpitalu i w dalszym ciggu rozwija si¢ u nich uszkodzenie watroby. Dodatkowo moze wystapi¢
martwica komoérek watrobowych, ktéra wzrasta, wzglednie maleje po podaniu odpowiednich
induktoréw Iub inhibitoré6w enzyméw mikrosomalnych (Chen i wsp., 2008). Dlatego tez
konieczne jest prowadzanie badan modelowych w celu dokladnego poznania mechanizméw
toksycznego dzialania APAP, ktére pozwola na obnizenie ryzyka wystapienia szkodliwego
dziatania paracetamolu (Siembab, 1993).

Dziatanie genotoksyczne i mutagenne paracetamolu moze si¢ ujawnia¢ po zazyciu dawek

wigkszych niz 10g. Przejawia si¢ ono zahamowaniem proceséw replikacji, syntezy i naprawy
DNA w komorkach $ledziony, zotadka, jelita cienkiego, szpiku kostnego i grasicy (Back i Orme,
1990; Bourdeaux i Bewley, 2007; Ott i wsp., 1996).
Nalezy podkresli¢, ze efekty genotoksyczne i kancerogenne wystgpuja po podaniu APAP w
dawkach hepatotoksycznych, i ze poziom progowy dla tego dziatania nie jest osiagany po
podaniu leku w dawkach terapeutycznych (Back i Orme, 1990; Jarecki, 1996; Konturek, 1985;
Ott i wsp., 1996).

Przyjecie toksycznej dawki paracetamolu moze powodowal ostra martwicg cewek
nerkowych bez jednoczesnego dziatania hepatotoksycznego. Dziatanie nefrotoksyczne moze by¢
efektem cytotoksycznego dziatania NAPQI, powstajacej przy udziale cytochromu P-450 i
syntazy prostaglandyny. Ze wzgledu na niski poziom glutationu w nerkach, powstajacy
toksyczny metabolit wiaze si¢ bezposrednio z biatkami komérkowymi. Procesy te moga by¢
przyczyna ostrej martwicy cewek proksymalnych (mechanizm zalezny od cytochromu P-450) lub
przewlekiej martwicy brodawek nerkowych i w nastgpstwie nefropatii cewkowo-$rédmiazszowe;j
(mechanizm zalezny od syntazy prostaglandyny). Za toksyczne dzialanie APAP odpowiada
rOwniez powstajacy w procesie deacetylacji nefrotoksyczny p-aminofenol (Lodge i wsp., 2008;
Lof'i wsp., 1990; Mahe i wsp., 2004).

Paracetamol moze wykazywaé dziatanie kardiotoksyczne. Zaburzenia rytmu serca i

niewydolno$¢ krazenia pojawiaja si¢ w przebiegu zatru¢ u pacjentéw z cigzkim uszkodzeniem
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watroby, z encefalopatia watrobowa oraz u oséb jednoczesnie zatrutych opioidami. Paracetamol
zmniejszajac powstawanie grup sulfhydrylowych w watrobie uposledza syntez¢ czynnika EDRF
(Endothelium-Derived Relaxing Factor), co prowadzi do niewydolnosci wiencowej. Drugi
mechanizm kardiotoksycznos$ci wynika ze wzrostu w surowicy st¢zenia wolnych kwasow
thuszczowych w przebiegu cigzkiej niewydolnosci watroby. Podczas sekcji zwlok u takich os6b
stwierdza si¢ wyrazne nacieki tluszczowe w watrobie (Bessems i wsp., 1996).

Paracetamol w dawkach terapeutycznych nie wywotuje dzialnia embriotoksycznego. Ying
i wspotpracownicy podawali szczurom APAP w dawkach 125 i 250 mg/kg m.c. od 8 do 19 dnia
ciazy i nie stwierdzili dziatania uszkodzajacego ptdd. Dawka 350 mg/kg m.c. podawana w II
trymestrze ciazy powodowala jedynie istotny spadek masy ciata ptodéw szczuréw. Dziatanie
teratogenne i embriotoksyczne wykazano dopiero po podaniu cigzarnym szczurom paracetamolu
w dawce 1000 mg/kg m.c. (Ying i wsp., 1993).

Mozliwe toksyczne efekty dziatania paracetamolu przedstawiono na Ryc. 2.
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Ryc.2 Mozliwe toksyczne efekty wywolywane przez reaktywne metabolity

paracetamolu (Mankowski i wsp., 2000; Osrodek Informacji Naukowej
,,Polfa”, 1995).
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Ryc.3. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem paracetamolu w osoczu, czasem od zatrucia i niebezpieczenstwem uszkodzenia watroby

(Dollery i wsp., 1999; Prescott i wsp., 1979)
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2.1.10. Leczenie zatru¢ paracetamolem

Glutation jest aminokwasem odpowiedzialnym za przemiany detoksykacyjne wielu
zwigzkOow, w tym paracetamolu. Jednak w terapii zatru¢ nie ma on praktycznie Zzadnego
znaczenia, poniewaz nie wnika do hepatocytéw. Rowniez stosowanie prekursor6w glutationu
takich jak cysteamina i metionina posiada liczne wady. Cysteamina hamuje syntez¢ NAPQI i
umozliwia jej przemiang do zwiazku wyjsciowego. Wywotuje jednak wiele dzialan ubocznych w
postaci boléw brzucha, nudno$ci i wymiotéw oraz niekorzystnego wptywu na OUN. Natomiast
metionina pobudza syntez¢ glutationu w watrobie, lecz podana zbyt p6zno (powyzej 10 godzin
od zatrucia) moze powodowa¢ encefalopatie¢ watrobowa (Jollow i wsp., 1973; Mitchell i wsp.,
1973). Leki przydatne w leczeniu zatru¢ paracetamolem mozna podzieli¢, w zalezno$ci od
mechanizmu ich dziatania, na kilka grup:

1. zwigkszajace stezenie GSH,

2. inhibitory aktywnosci CYP P-450,
3.blokery kanatéw wapniowych,

4. stymulujace napraweg DNA,

5. przeciwutleniacze (Rannung i wsp., 1995).

W celu zmniejszenia wchianiania paracetamolu z przewodu pokarmowego, po
przedawkowaniu zaleca si¢ prowokowanie wymiotéw oraz podawanie lekow przeczyszczajacych
(sorbitol). Podjecie decyzji o sposobie dalszego leczenia w szpitalu zalezy od czasu jaki uptynat
od chwili zazycia paracetamolu. Jezeli lek zostal przyjety w czasie nie dtuzszym niz 4 godziny od
zatrucia, celem ograniczenia dalszego wchlaniania wykonuje si¢ ptukanie zotadka oraz podaje
doustnie wegiel aktywowany w dawce 1g/kg m.c.. Wykazano, ze 10g wegla, podane natychmiast
po spozyciu 1g paracetamolu, zmniejsza jego wchianianie o 69 - 77%, natomiast w 60 minut po
spozyciu paracetamolu - tylko o 16%. Podobne efekty stwierdza si¢ po podaniu cholestyraminy
(Levy i Regardh, 1971). Gdy istnieje mozliwo$¢, nalezy oznaczy¢ poziom paracetamolu w
surowicy krwi oraz czas protrombinowy. W przypadku braku takiej mozliwosci, kazdy chory,
ktéry przyjat wysoka dawke leku (powyzej 12g) powinien by¢ leczony N-acetylocysteina (NAC).
Decyzja o kontynuacji lub przerwaniu postgpowania odtruwajacego powinna jednak by¢ podjeta
dopiero po oznaczeniu poziomu leku we krwi (stgzenie paracetamolu powyzej standardowej linii
terapeutycznej — Ryc.3). NAC powinno si¢ podawac przez 24 godziny lub do chwili, w ktdre;j
stezenie APAP obnizy si¢ ponizej linii toksycznosci. W leczeniu odtruwajacym NAC podaje si¢
doustnie lub dozylnie. Zalecany sposéb dawkowania po podaniu p.o. jest nastgpujacy: 140 mg/kg
m.c. jako dawka inicjujaca, a nastgpnie 70 mg/kg m.c. co 4 godziny. Lacznie podaje si¢ 16 dawek

w postaci 20% wodnego roztworu NAC, rozcienczonego w stosunku 4:1 chtodnym napojem
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gazowanym lub sokiem owocowym. Jezeli u chorego wystgpuja problemy z przyjmowaniem
ptynu, NAC mozna poda¢ sonda do zotadka. Odmienny jest schemat podawania NAC w wlewie
dozylnym: dawka inicjujaca wynosi 150 mg/kg m.c. (20% roztwér NAC uzupetniony do 200 cm’
5% roztworem glukozy). Roztwor ten podaje si¢ w szybkiej 15 minutowej kropléwce, pézniej w
4 godzinnnym wlewie dozylnym podaje si¢ dawke podtrzymujaca 50 mg/kg m.c. w 500 cm® 5%
glukozy, a przez nastgpne 16 godzin podaje si¢ 100 mg/kg m.c. (rozpuszczone w 1 dm® 15%
glukozy). U dzieci objgto$¢ podawanych ptynéw musi by¢ modyfikowana (Janes i Roudedge,
1992; Prescott i wsp., 1979).

Weczesniej podany wegiel aktywowany moze obnizy¢ skutecznos$¢ dziatania NAC (Makin
i Williams, 1997).

Makin wykazat skuteczno$¢ hepatoochronnego dziatania NAC po podaniu do 24 godz. od
zatrucia. Obecnie istnieja jednak dowody potwierdzajace skuteczno$¢ NAC, nawet przy znacznie
pdzniejszym zastosowaniu, a takze, gdy juz rozwinglty si¢ cechy hepatotoksycznosci. Badania
przeprowadzone w Klinice Choréb Watroby King's College Hospital w Londynie wykazaty, ze
zastosowanie NAC nawet w 72 godz. po zatruciu zmniejsza progresj¢ niewydolnosci watroby,
zapobiega encefalopatii watrobowej, a w koncowym efekcie zmniejsza $miertelno$¢
spowodowang ostra niewydolnoscia watroby (FHF) (Makin i Williams, 1997).

Ponadto podanie NAC pozwala obnizy¢ czgsto$¢ wystgpowania obrzeku mézgu. U 0s6b z
IV stopniem encefalopatii watrobowej, u ktérych mézgowy wskaznik metabolizmu tlenowego
byl obnizony, a stwierdzony byl metabolizm anaerobowy, wykazano, ze NAC powoduje wzrost
przeptywu krwi przez mézg i wzrost wskaznika metabolizmu tlenowego. Stwierdzono tez, ze
leczenie NAC powoduje zwigkszenie wyrzutu sercowego, spadek czgstosci wystgpowania
niewydolnos$ci nerek i cigzkich zaburzen krazenia (Makin i Williams, 1997) oraz moze zwigkszac
odporno$¢ na raka watroby (Dawson i wsp., 1984; Hanczko i wsp., 2009) i by¢ pomocny w
terapii nowotworowej (Anderson i wsp., 2000; Conrad i wsp., 2006; Danek, 1979; Herda, 2008).

Mechanizm dzialania i przeciwwskazania do podawania NAC opisano w rozdziale 2.2.3.

Od momentu rozpoczegcia leczenia pacjent powinien by¢ stale monitorowany. Codziennie
nalezy oznacza¢ INR, a jezeli warto$§¢ wyjsciowa byla powyzej 2 lub wystgpuje wzrost
wskaznika, nalezy go oznacza¢ w odstgpach 12 godzinnych. Ponadto nalezy monitorowaé
wydalanie moczu i stgzenie kreatyniny we krwi. Stgzenie glukozy nalezy oznacza¢, co 4 godziny,
a gazometri¢ krwi t¢tniczej wykona¢ w przypadku, gdy stan chorego nie poprawia si¢. Nagte
zmiany stanu $§wiadomos$ci moga by¢ powodowane hipoglikemia, ktéra zwalcza si¢ podajac 10%
lub 20% roztwor glukozy i.v. (Lee i wsp., 1991).

W przypadku znacznego niedoci$nienia uzupelnia si¢ ptyny przez podawanie 4%

roztworu albuminy ludzkiej przez cewnik umieszczony w tetnicy ptucnej. Jezeli po uzupetnieniu
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ptynéw ci$nienie nie ulega normalizacji to nalezy poda¢ leki inotropowe. W przypadku
niewydolno$ci nerek 1 kwasicy metabolicznej stosowana jest dializa pozaustrojowa
(hemodializy).

Schemat postgpowania leczniczego po zatruciu paracetamolem przedstawiono na Ryc. 4
(Anderson i wsp., 2000; Angielski i Rogulski, 2000).

Leczenie objawowe 0s6b zatrutych paracetamolem polega na pozajelitowym uzupehieniu
ptynéw w ciagu pierwszych dwdéch dni. Podanie preparatu Distalgesic lub dozylne zastosowanie
naloksonu ogranicza depresj¢ oddechowa i $piaczke, wywolane toksyczna dawka APAP. W
ciezkich zatruciach manifestujacych si¢ skaza krwotoczng nalezy stosowa¢ witaming K, lecz jest
to metoda malo skuteczna. Utrzymanie na odpowiednim poziomie wskaznika protrombinowego
moze wymaga¢ podania $wiezego, mrozonego osocza lub koncentratu czynnikéw krzepnigcia
(Lee i wsp., 1991).

Przy braku specyficznych odtrutek stosuje si¢ hemoperfuzj¢ (efektywniejsza od
hemodializy), ktéra jest najskuteczniejsza do 10 godz. od chwili spozycia leku (Dollery i wsp.,
1999; Kokot, 1996).

W celu obnizenia stresu oksydacyjnego stosuje si¢ antyoksydanty (przeciwutleniacze,
srodki redukujace) np.: witamina C, karotenoidy, a-tokoferol (Chrusciel i Glinski, 1992; Dollery
i wsp., 1999; Kokot, 1996; Liu i wsp., 1992).
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Paracetamol w osoczu [mmol/l]

Ryc4.

1500
1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

- Poziomy

- niediagnostyczne
- jesli probka

- pobrana

- wczesniej niz

-4 hpo

- przedawkowaniu

Zasada leczenia zatrucia paracetamolem (Angielski i Rogulski, 2000).

+ 1,5
+ 14
Efektywnos¢ leczenia | 1,3
Parvolexem (NAC) jest

mniejsza jesli rozpoczgth
Leczenie N-Acetylocysteing p6zniej niz 12 hpo 4 1,0
(Parvolex) przedawkowaniu. -
ZALECANE 1 0,8
1 0,7
1 0,6
1 0,5
+ 04
Leczenie N-Acetylocysteing 0,3
(Parvolex) 4 0,2
NIE ZALECANE 4 0,1

| | | | | | | | | |

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Godziny po wchlonigciu [h]
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2.2. N-acetylocysteina

2.2.1. Wiasciwosci fizykochemiczne

nazwa chemiczna:
synonimy:
wzOr sumaryczny:

wzor strukturalny:

postac:

masa czasteczkowa:
pKa

rozpuszczalnos¢:

pH:
temperatura topnienia:

otrzymywanie:

N-acetylo-L-cysteina
N-acetylcysteine, acetylocysteina, NAC, N-AAC
CsHoNOsS

HS—CH,

- AN e
NN,

OH

biaty, krystaliczny proszek o gorzkim smaku i
lekko kwasnym zapachu
163,19

3,24
200 g/dm’

dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie, kwasach
mineralnych i w etanolu

1,5-2,5
108-110°C

acetylacja L-cysteiny

2.2.2. Parametry farmakokinetyczne N-acetylocysteiny u czlowieka

metabolizm presystemowy
okres poéttrwania

objetos¢ dystrybucji
wigzanie z bialkami osocza

dawka $miertelna

: 10-30%

:1-2h

10,33 l/kg

: 50%

: 5-15 g/kg m.c.; dla 70 kg osoby
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W Polsce N-acetylocysteina (NAC) wystepuje w nastgpujacych preparatach:
e Acetylocysteina (200 mg),
e ACC (tabletki musujace, kapsutki, granulat 100, 200, 600 mg),
e  Mucisol (proszek do zawiesiny 100, 200, 600 mg),
¢  Mucomyst (proszek do zawiesiny100, 200, 600 mg),
e Tussicom (granulat w torebkach 100, 200, 400, 600 mg),
e Fluimucil (granulat w torebkach 100, 200, 600 mg).

2.2.3. Wchianianie, metabolizm i wydalanie

N-acetylocysteina (NAC, acetylocysteina) nalezy do pochodnych naturalnego
aminokwasu L-cysteiny. Po podaniu per os szybko i prawie calkowicie wchiania si¢ z przewodu
pokarmowego. We krwi ulega w 50% wiazaniu z biatkami natomiast nie zwiazana czgs$¢ leku
kumuluje si¢ w ptynie $rédkomérkowym, gitéwnie w okolicach nerek, watroby a przede
wszystkim ptuc. W watrobie, ktéra jest gldéwnym miejscem biotransformacji, ulega deacetylacji
do cysteiny — czynnego metabolitu, N,N-diacetylocysteiny, cystyny i w niewielkiej ilosci do
tauryny. Biologiczny okres péttrwania leku tys u oséb zdrowych wynosi 1 — 2 godzin, natomiast
w przypadku wspdtistniejacej niew ydolnosci watroby moze ulec wydtuzeniu nawet do 8 godzin.

NAC jest wydalana gléwnie z moczem (Newton i wsp., 1982; Podlewski i Podlewska-

Chwalibogowska., 2010).

2.2.4. Mechanizm dzialania, zastosowanie oraz przeciwskazania do stosowania

NAC wchodzi w sklad wielu preparatow, ktére sa stosowane w ostrych i przewlektych
chorobach drég oddechowych z obfita i lepka wydzieling drzewa oskrzelowego takich jak:
e astma oskrzelowa,
e mukowiscydoza,
e ostre i przewlekle zapalenie oskrzeli,
e przewlekly spastyczny niezyt oskrzeli,

e dlugotrwala sztuczna wentylacja w leczeniu niewydolnosci oddechowe;.

Mechanizm dziatania leczniczego NAC polega gidwnie na rozrywaniu wigzan
disiarczkowych mukoprotein obecnych w $luzie zalegajacym w drogach oddechowych (migdzy

innymi mucyny). W wyniku tego procesu dochodzi do fragmentacji mukoprotein z

44



wytworzeniem hydrofilnych komplekséw, tatwiej rozpuszczalnych i usuwalnych z drzewa
oskrzelowego. Ponadto N-acetylocysteina wplywa na ruchy rzgsek oskrzeli poprzez ich
pobudzanie do szybszego usuwania wydzieliny oskrzelowej (Diaz i wsp., 1990) oraz wykazuje
zdolno$¢ do izolowania mykobakterii z plwociny (Lof i wsp., 1990). Podjeto prébe
scharakteryzowania flory bakteryjnej drzewa oskrzelowego w okresie wolnym od infekcji i
oceny, czy czynniki immunologiczne i leczenie farmakologiczne maja wptyw na wystgpowanie
bakterii. Jedynie u pacjentéw leczonych N-acetylocysteing stwierdzono znamiennie nizsza ilo$¢
kultur bakteryjnych w posiewach materialu uzyskanego z drzewa oskrzelowego. W badaniach in
vitro stwierdzono roéwniez zwigkszenie aktywnosci przeciwgrzybiczej makrofagéw uzyskanych z
krwi obwodowej po podaniu N-acetylocysteiny. N-acetylocysteina stymuluje takze wzrost
produkcji surfaktantu. Wolne rodniki moga uszkadza¢ szkielet cytoplazmatyczny erytrocytow, co
powoduje patologiczna zmiang ksztattu, ktéra moze z kolei uposledzac¢ transport tlenu i wymiang
gazowa. Poréwnano erytrocyty u pacjentéw z POChP leczonych i nieleczonych N-
acetylocysteing. Okazato si¢, ze podanie N-acetylocysteiny skutecznie zapobiega zmianom w
ultrastrukturze erytrocytéw oraz ekspresji glikoforyn. N-acetylocysteing podawano ratownikom
likwidujacym skutki awarii reaktora w Czernobylu, u ktérych znacznie czgSciej wystgpowaty
objawy charakterystyczne dla POChP. W wyniku zastosowanej dobowej dawki 600 mg N-
acetylocysteiny przez 12 miesigcy stwierdzono znaczace obnizenie ilo$ci i nasilenia zaostrzen w
przebiegu schorzen drég oddechowych oraz szybszy niz w grupie kontrolnej spadek ilosci
makrofagdw zawierajacych w swoim wngtrzu pyl radioaktywny, co mozna wigza¢ z szybsza
ewakuacja pylu z drzewa oskrzelowego. Poniewaz stres oksydacyjny odgrywa prawdopodobnie
centralng rolg w patogenezie POChP, wydaje si¢ celowe stale stosowanie N-acetylocysteiny,
ktéra w dawce 600 mg/dobg skutecznie redukuje ilo$¢ zaostrzen w lagodnej i umiarkowanej
postaci POChP (Szostek-Gawet, 2002).

NAC wykazuje takze wlasciwosci antyoksydacyjne, ktére moga wynika¢ z zapobiegania
spadku poziomu glutationu. Ten mechanizm zostal wykorzystany w leczeniu zatru
muchomorem sromotnikowym (Amanita phalloides), w ktérych toksyczne dziatanie o-amanityny
zostaje zniesione przez antyoksydanty (Lauterburg i wsp., 1983; McDaniel i wsp., 2007; Newton
i wsp., 1982).

W lecznictwie wykorzystuje si¢ rowniez zdolno$¢ NAC do tworzenia komplekséow z
metalami cigzkimi. Ma to ogromne znaczenie w leczeniu zatru¢ zwiazkami zlota i rteci, ktére z
NAC tworza latwo rozpuszczalne i szybko usuwalne potaczenia tiol-metal. W zatruciach
otowiem podanie NAC znosi niekorzystne dziatanie tego pierwiastka na poziom immunoglobulin
IgA, IgM i IgG w surowicy oraz przywraca do warto$ci kontrolnych wigkszo§¢ parametrow

wykorzystywanych w ocenie stresu oksydacyjnego (Kurtovic i Riordan, 2003).
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W zatruciach chromem NAC dziala jako reaktywny oksydant, redukuje chrom VI do
chromu IV, zwiazku o zmniejszonej reaktywnos$ci. Zapobiega tym samym dzialaniu
mutagennemu chromu — zwlaszcza uszkodzeniom DNA. Podobny mechanizm dziatania
stwierdza si¢ po ekspozycji na sktadniki dymu tytoniowego (Heyman i wsp, 2003; Moeschlin,
1960).

Niskie dawki N-acetylocysteiny hamuja wymiang siostrzanych chromatyd w ludzkich
limfocytach poddanych dziataniu 1,8-dinitropyrenu i I-nitropyrenu (silnie rakotwodrcze
substancje wystgpujace w oleju napegdowym). Przypuszczalnie mechanizm dziatania polega na
obniZzeniu liczby podzialéw krwinek biatych. Ten typ dzialania NAC zostal wykorzystany w
obnizeniu replikacji linii limfocytéw u oséb zakazonych wirusem HIV (Aremu i wsp., 2008;
Kanter, 2006).

Arstall w swoich badaniach, wykazal, ze dzicki wlewowi nitratéw i NAC stwierdza sig
lepsza kurczliwo$¢ lewej komory. Zagadnieniu temu poswigcono wiele uwagi w badaniach
ISLAND (Infarct Size Limitation Acute N-acetylcysteine Defense trial). Zaobserwowano, iz u
chorych, u ktérych dokonano skutecznej reperfuzji i podano NAC nastgpita istotna poprawa
objetosci wyrzutowej lewej komory. Podanie NAC jest bezpieczne, poniewaz nie powoduje
zadnych zaburzen hemodynamicznych i innych waznych skutkéw ubocznych (Arstall i wsp.,
1995).

Ponadto NAC rozszerzajac tgtnice wieficowe polepsza w nich przeptyw krwi,
zapobiegajac powstawaniu blaszek miazdzycowych, stad tez zalecane jest jej podawanie w
leczeniu ostrych objawéw wiencowych (Anderson i wsp., 2000; Reid i Hazell, 2003). NAC
poprawia takze kurczliwo$¢ serca u pacjentéw z wirusowym zapaleniem mig§nia sercowego
(Reid 1 Hazell, 2003).

Badania przeprowadzone przez Stolarka miaty na celu oceng wptywu N-acetylocysteiny
(NAC) w stgzeniach uzyskiwanych po podaniu dozylnym oraz doustnym na warto$ci
spoczynkowe chemiluminescencji oraz warto$ci parametréw kinetycznych wybuchu
oddechowego PMN stymulowanych N-formylo-metionylo-leucylo-fenyloalaning (FMLP) oraz
estrami forbolu (PMA). Za pomoca bezposredniego pomiaru NO metoda elektrochemiczna
badano, czy ludzkie granulocyty oboj¢tnochtonne, po stymulacji substancjami dziatajacymi
agonistycznie, sa zdolne do produkcji tlenku azotu. N-acetylocysteina w stgzeniach 20, 100 i 200
UM obnizyta wartosci spoczynkowe chemiluminescencji komérek PMN. Zalezno$¢ ta miata
charakter liniowy i byla znamienna tylko w czasie kilkudziesi¢ciu sekund po dodaniu N-
acetylocysteiny. W stgzeniach 100 i 200 puM, odpowiadajacym podaniu jej droga dozylna,
obnizala warto§¢ maksymalna, szybko$¢ odpowiedzi oraz calkowita warto$¢ zaleznej od

luminolu chemiluminescencji ludzkich granulocytéw obojetnochtonnych stymulowanych fMLP.
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NAC w stezeniu 100 pM, w poréwnaniu z ambroksolem w tym samym st¢zeniu, wykazywata
silniejsze bezposrednie dziatanie antyoksydacyjne w poczatkowej fazie odpowiedzi PMN
(Stolarek, 2000).

Ponadto Villagrasa wykazal, ze dodanie NAC do zawiesiny granulocytéw
obojetnochtonnych (PMN) w chorobie niedokrwiennej serca redukuje nadmierng produkcje
anionéw ponadtlenkowych (Villagrasa i wsp., 1997). Wyniki te sa jednak czg$ciowo sprzeczne z
doniesieniami innych autoréw, ktérzy wykazali, ze NAC zmniejsza stymulowang produkcje
nadtlenku wodoru przez granulocyty obojetnochtonne, lecz nie wywiera wplywu na
spoczynkowe uwalnianie anionéw ponadtlenkowych (Gu i wsp., 2005).

Dozylne podanie leku (60mg/kg) rozszerza zwegzone naczynia nerkowe indukowane
angiotensyng II, indometacyng, L-NAME (N-nitro-L-arginine). NAC zwigksza réwniez przeptyw
brodawkowy nerek i wspomaga rozszerzenie naczyh w odpowiedzi na acetylocholing. Te
wszystkie wiasciwosci NAC polepszaja funkcj¢ nerek i moga odgrywac istotna rol¢ w ich ostrej
niewydolno$ci (Hanna i wsp., 1989).

Dziatanie ochronne i odtruwajace NAC w zatruciach ksenobiotykami polega migdzy
innymi na redukcji metabolitow do zwiazku wyjSciowego oraz na dostarczaniu wigzan
sulfhydrylowych i obnizaniu w ten sposéb poziomu szkodliwych metabolitbw w osoczu.
Sugeruje si¢ réwniez, ze zwiazki zawierajace w swojej budowie grupy sulthydrylowe moga
bezposrednio inaktywowaé reaktywne metabolity (Acharya i Lau-Cam, 2010; Petersen, 1993;
Saito i wsp., 2010).

Kolejny mechanizm dziatania ochronnego NAC zwiazany jest z powstajaca w trakcie jej
biotransformacji cysteing, ktéra pobudzajac wewnatrzkomérkowa produkcje glutationu
zapobiega obniZeniu jego st¢zenia w watrobie (zatrucia paracetamolem), czy w ptucach (zatrucia
Paraquatem) (Dai i Cederbaum, 1995; Hazai i wsp., 2002).

Glutation spetnia w organizmie podwdjna rolg. Jest on pro-oksydantem indukujacym stres
oksydacyjny w komoérkach narazonych na dziatanie np. selenu. Z drugiej strony jest on anty-
oksydantem chronigcym komorki przed indukcja stresu oksydacyjnego i apoptoza. Powstajace w
wyniku tego procesu nadtlenki wodoru sa metabolizowane przez katalaz¢ do H,O i O, lub
peroksydazy (w tym peroksydazg glutationowa), gdzie utleniania jest reszta SH, do S i H,O. W
tej ostatniej reakcji glutation jest kosubstratem dla peroksydazy glutationowej (Gu i wsp., 2005;
Przeglad lekarski, 2002; Shen i wsp., 2000). Ponadto NAC zwigksza w organizmie poziom,
dzialajacej réwniez jako antyoksydant, dysmutazy ponadtlenkowej, a zmniejsza aktywno$¢
enzymow zwiazanych z cytochromem P-450, co w przypadku zatru¢ paracetamolem ogranicza

jego przemiang w kierunku toksycznych metabolitow (Necki, 1996).
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Wiasciwosci nukleofilowe NAC wykorzystuje si¢ do inaktywacji silnie elektrofilowych
zwigzkow, np. NAPQI w zatruciu paracetamolem. Nie do konca jednak wiadomo, czy NAC
faczy si¢ bezposrednio z toksycznym metabolitem. Przebadano dwa stereoizomery NAC,
poréwnujac zdolno$¢ tworzenia pochodnych siarczanowych i stopien uszkodzenia watroby u
myszy po przedawkowaniu APAP. Stwierdzono, ze za wzrost nerkowego wydalania
nieorganicznych pochodnych siarczanowych paracetamolu i ochron¢ watroby przed
uszkodzeniami odpowiedzialny jest L-izomer, natomiast D-izomer zwigksza sulfuracje tego leku
o okoto 39% bez wzrostu nerkowego wydzielania. Dane te nalezy uwzgledni¢ przy ocenie
zastosowania NAC w zatruciach paracetamolem (Chen i wsp., 2008; Tokatli, 2007).

Bezwzglednym przeciwwskazaniem do stosowania NAC jest nadwrazliwo$¢ na lek i ostry
stan astmatyczny. Nalezy zachowa¢ ostrozno$¢ w przypadkach zylakéw przetyku, chorobie
wrzodowej zotadka, w nadreaktywnosci oskrzeli oraz w czasie karmienia piersig. Ograniczenia w

podaniu NAC dotycza dzieci do 2 r.z. i 0s6b starszych z ostabionym odruchem kaszlowym.

2.2.5. Dzialania toksyczne oraz niepozadane

Dawka $miertelna przy zazyciu NAC wynosi 5-15 g/kg m.c. (Gilani i wsp., 1998;
Gosselin 1 wsp., 1984; Nadolski, 1995; Pendyala i Creaven, 1995). Wigkszo$¢ niekorzystnych
efektow ubocznych opisano po dozylnym podaniu NAC w zatruciach paracetamolem. U
pacjentéw stwierdzano zmiany w postaci wysypki, rumienia, skurczu oskrzeli, obnizenia
ci$nienia, wymiotéw, nudnosci, czg¢stoskurczu (tachykardii), obrzgku pluc czy hemolizy.
Wymienione zmiany wystgpowaty po 20 min. do 1 h od podania (Newton i wsp., 1982;
Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska, 2010).

Udowodniono embriotoksyczne dziatanie NAC w postaci zmniejszonej masy plodu,
opOznienia kostnienia i zaburzen w prawidlowym rozwoju kos¢ca. Stad podawanie ksenobiotyku
u kobiet w ciazy zalecane jest jedynie w sytuacjach, kiedy korzysci przewyzszaja ryzyko
uszkodzenia ptodu badz poronienia (Moore i wsp. 1985; Ornaghi i wsp., 1993).

Oranghi wykazal, ze w prawidlowym przebiegu procesu kostnienia u ptodéw mysich
poddanych jednoczesnemu dziataniu metylochlorku rtgci (MMC), korzystniejsze jest
jednorazowe niz kilkukrotne podanie NAC w nizszych dawkach. Wyniki otrzymane u zwierzat
do$wiadczalnych otrzymujacych MMC a nastgpnie jednorazowa dawke NAC byly
poréwnywalne do otrzymanych po podaniu samego MMC (zredukowane kostnienie). Natomiast
kilkukrotne podanie NAC po uprzedniej intoksykacji MMC korelowalo z prawidlowym
kostnieniem (Ornaghi i wsp., 1993).
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Stwierdzono réwniez, ze NAC obniza aktywno$¢ krwinek bialych (zwlaszcza
granulocytéw), co wiaze si¢ ze spadkiem klirensu E. coli z krwi i wzrostem liczby zaktadanych
kolonii w ptucach, watrobie i nerkach (Izotti i wsp., 1999; Koch i wsp., 1996).

NAC moze indukowa¢ apoptoz¢ migs$ni gladkich u ludzi i zwierzat, ponadto znane sa
przypadki wystapienia zwtdknienia watroby po podaniu doustnym (106 g) lub doodbytniczym
(250 g) pojedynczej dawki NAC. Odpowiedzialny za to mechanizm prawdopodobnie oparty jest
na nadmiernym wytwarzaniu H,O, podczas oksydacji tioli (Gu i wsp., 2005; Held i Biaglow,
1994).

Wszystkie powyzej omOwione symptomy sg tatwo zauwazalne i dzigki temu Zadna z

wymienionych reakcji ubocznych nie stanowi zagrozenia dla zycia pacjentow.
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2.3 Trichloroetylen

nazwa chemiczna

synonimy

2.3.1. Wiasciwosci fizykochemiczne trichloroetylenu

: 1,2,2-trichloroetylen

: TRI, trichlorek etylenu, trichlorek

acetylenu, trichlorek etinylu

wzOr sumaryczny : C,HCl;3
wzor strukturalny : Cl H

AN /7

C—2C
/7 N
Cl Cl

cigzar czasteczkowy 11314
temperatura topnienia :-73,0°C
temperatura wrzenia : 86,7°C

gestos¢ wlasciwa

: 1.446 (18°C)

prezno$¢ par (20 °C) : 8 kPa (60 mmHg)
wspotczynnik podziatu O/W : 409
wspotczynnik podziatu W/O 02,3

najwyzsze dopuszczalne stgzenie (NDS) : 50 mg/m’ tj. 0,38 mmol/m’

Trichloroetylen (TRI) jest bezbarwna, przezroczysta ciecza o zapachu zblizonym do
chloroformu. Trudno rozpuszcza si¢ w wodzie, fatwo w etanolu, eterze, benzenie i innych
rozpuszczalnikach organicznych. TRI otrzymywany jest przez odszczepienie chlorowodoru z
tetrachloroetanu w reakcji z wodorotlenkiem wapniowym. Jest lotna, niepalng substancja. Pod
wplywem $wiatta, wysokich temperatur, wilgoci lub w obecnosci zasad moze ulec rozktadowi do

fosgenu, wodzianu chloralu i tlenku wegla.
2.3.2. Zrédla emisji trichloroetylenu

Trichloroetylen jest rozpuszczalnikiem organicznym, ktérego wilasciwosci niepalne

przyczynity si¢ do szerokiego wykorzystania w przemysle jako rozpuszczalnika farb, emalii,
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lakieréw, kauczuku, gumy, zywic, smoty, tworzyw sztucznych i thuszczow. TRI stosowany jest
takze do odtluszczania i czyszczenia metali, prania na sucho i produkcji klejow.

W przemysle spozywczym TRI byt wykorzystywany do ekstrakcji wonnych zapachow z
oleozywic oraz kofeiny z kawy, a w rolnictwie i ogrodnictwie réwniez jako srodek owadobdjczy
i bakteriobdjczy. Ze wzgledu na wiasciwosci narkotyczne trichloroetylen byl uzywany do
krétkotrwatych narkoz w chirurgii i potoznictwie (Trilene — znieczulenie ogdélne bez petnego
zwiotczenia migéni gtadkich) (Bogdanik, 1992; Bogdanik, 1998; Luczak i wsp., 1976; Senczuk,
1994).

2.3.3. Wchianianie trichloroetylenu

TRI wchtania si¢ gtéwnie w postaci par z drég oddechowych. Pary rozpuszczalnika moga
takze wnika¢ przez nieuszkodzona skorg i blony $luzowe, najszybciej w ciagu pierwszych minut
narazenia. Retencja trichloroetylenu u ludzi w ptucach wynosi $rednio 60%, a ciekty TRI moze
wnika¢ do organizmu z przewodu pokarmowego oraz przez nieuszkodzong skérg i btony §luzowe
(Poulsen i wsp., 1991; Senczuk, 1994).

U wszystkich gatunkéw ssakéw obserwuje si¢ podobna kinetyke procesu wchtaniania -
szybkie wchlonigcie, a nastgpnie zanikanie z czasem do wartosci stalej, wynikajacej z ustalenia
stanu rownowagi pomigdzy szybkoscia wychwytywania przez krew a szybkoS$ciag uwalniania z
krwi do tkanek (Junod i wsp., 1987; Kryteria Zdrowotne Srodowiska, 1993). Maksymalne

stezenie trichloroetylenu w krwi jest osiagane natychmiast po ekspozycji.
2.3.4. Dystrybucja trichloroetylenu

TRI ulega dystrybucji w nastgpujacych kompartmentach:
e tkance tluszczowej,
* mobzgu,
e narzadach miazszowych,
® migs$niach.

Po przejsciu do krwiobiegu jest rozprowadzany przez krew do tkanek, w ktérych
rozmieszcza si¢ proporcjonalnie do zawarto$ci lipiddw. Najwyzsze stezenie trichloroetylenu
stwierdzono gtéwnie w tkance ttuszczowej, z ktdrej zostaje z powrotem powoli uwalniany do
krwi i metabolizowany. Najnizsze stezenie stwierdza si¢ w narzadach miazszowych i mig$niach

(Bogdanik, 1998; Defalaque, 1960; Dekant i wsp.,1983, Senczuk, 1994).
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2.3.5. Biotransformacja trichloroetylenu

TRI ulega biotransformacji giéwnie w mikrosomach hepatocytéw oraz w mniejszym
stopniu w $ledzionie i plucach. Biotransformacja przebiega kilkoma drogami przy udziale
réznych izoform cytochromu P-450, gtéwnie CYP 2E1, a takze w kolejnosci CYP 2C11/6, CYP
2B1/2 i CYP 1A1/2 (Chomicka, 1998; Cort i wsp., 2001; Guengerich i wsp., 2009; Koop i wsp.,
1985). Trichloroetylen jest utleniany do 1,1,2-trichloroepoksydu, ktéry jako zwiazek nietrwaly
szybko ulega dalszej przemianie do trichloroacetaldehydu (chloral) (Bogen i wsp.,1997; Dallner,
1974; Danek, 1979; Dekant i wsp., 1984). Proces ten zachodzi w obecnosci tlenu i NADPH
(zredukowanego  fosforanu  dinukleotydu  nikotynoamidoadeninowego).  Czynnikiem
elektrofilowym w tym procesie jest najprawdopodobniej tréjwartosciowe zelazo z centrum
aktywnego tego enzymu. Chloral ulega dalszemu utlenianiu do kwasu trichlorooctowego (TCA)
(10-40% wchilonigtej dawki) i trichloroetanolu (TCE) (30-60%) [240]. Epoksyd moze réwniez
podlega¢ spontanicznej przemianie do chlorku dichlorooctowego, ktéry po przylaczeniu
czasteczki wody tworzy kwas dichlorooctowy (DCA) (0,1-2%). Jego dehalogenacja prowadzi do
powstania kwasu monochlorooctowego (MCA) (Dawson i wsp., 1984; Dekant i wsp., 1984).

Inna droga biotransformacji TRI, przebiegajaca w wyniku enzymatycznej lub
nieenzymatycznej reakcji rozszczepienia tancucha epoksydu, prowadzi do powstania
niestabilnego wodzianu chloralu (1,1,1-trichloro-2,2-dihydroksyetan). Po odlaczeniu dwoéch
czasteczek kwasu solnego zwiazek ten przechodzi w chlorek kwasu dioksalowego, utleniany
nastgpnie do kwasu oksalowego (szczawiowego). Epoksyd moze réwniez reagowal ze
sktadnikami blony komoérkowej (etanoloaming, fosfatydyloetanoloaming). W wyniku redukcji
powstaje 2-(hydroksyaceto)-aminoetanol (Dekant i wsp., 1983; Dekant i wsp., 1984; Dorczak i
wsp., 1982).

Schemat biotransformacji trichloroetylenu przedstawiono na rycinie 5.
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0) H .
Cl3CCOOH dehydrogenaza 2aldehydowa CLC - CHO dehydrogznuzza2 alkoholowa CI3CCH20H UDP-glukuronylotransferaza C13CCH20-g1ukm‘0n1d
Kwas trichlorooctowy Chloral Trichloroetanol Glukuronid trichoroetanolu
ccucoal %0 . CLCHCOOH
Cl Cl c o / , - HC ,
N s 0, N N/ Chlorek dichloroacetylu Kwas dichlorooctowy
/C N NADPH /C c \
H Cl pras0 H Cl \ _HCI
Trichloroetylen Tlenek trichloroetylenu -t fosfatydyloetanoloamina
|
| 0 0
% H,0 a \C C//
a TN
OH Cl H H - CH, - CH, - O - fosfatydyl
| | |
HO—C—C—Cl |
H - fosfatydyl/
- redukcja
Wodzian chloralu |
| |
|
'2HCI /O
| HO - CH, - c<
Q 0 Q 0 NH - CH, - CH, - OH
N\ / Utlenianie \C C// - CH, - CH, -
/ \ ~ Hydroliza / \ 2-(hydroksyaceto)-aminoetanol
OH OH H Cl
Kwas szczawiowy Chlorek kwasu dioksalowego
(kwas oksalowy)

Ryc.5. Schemat biotransformacji trichloroetylenu (Bogdanik, 1992).
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2.3.6. Wydalanie trichloroetylenu

TRI jest wydalany w formie niezmienionej gtéwnie przez ptuca (ok. 20% dawki) oraz z
moczem przez nerki (ok.1%). Metabolity TRI usuwane sa przede wszystkim przez nerki (ok.
75%), w tym trichoroetanol wolny i zwiazany z kwasem glukuronowym stanowia odpowiednio
30 i 60%, kwas trichlorooctowy 10-40% 1 monochlorooctowy ok. 3-5% podanej dawki
(Podlewski i wsp., 1998; Senczuk, 1994). Kinetyka eliminacji z moczem poszczegblnych
metabolitéw jest r6zna. Wpltywa na nig wiele czynnikéw takich, jak choroby uktadu
oddechowego (zaburzenia oddychania, obrzeki, zapalenie ptuc, zaburzenia hemodynamiczne), a
takze stosowane leki (beta-blokery), niewydolno$¢ nerek i sprawno$¢ czynnosciowa watroby. Po
kilku minutach od rozpoczecia ekspozycji na rozpuszczalnik w moczu pojawia si¢ MCA
osiagajac maksymalne stgzenie po zakonczonej ekspozycji. W poczatkowym okresie z moczem
wydalany jest réwniez trichloroetanol, ktéry osiaga warto$ci maksymalne po 3 — 4 godzinach po
ekspozycji i jest oznaczalny dluzej niz MCA. Natomiast wydalanie TCA utrzymuje si¢ $rednio
okoto 400 godzin osiagajac maksymalne stgzenie po 24 — 48 godzinach od zakonczenia
ekspozycji (Bogdanik, 1998; Monster i wsp., 1976).

Metabolity trichloroetylenu zestawiono w tabeli 4.

Tab.4. Procentowy udziat TRI i jego metabolitéw wydalanych przez ptuca i z moczem.

Wydalanie przez ptuca Wydalanie w (%)
Trichloroetylen wolny ok.19
Wydalanie z moczem ok.75
Trichloroetylen wolny ponizej 1
Trichloroetanol wolny ok. 10

Trichloroetanol sprz¢zony z kwasem

ok. 30

glukuronowym (kwas urochlorowy)
Kwas trichlorooctowy 10-40
Kwas dichlorooctowy 0,1-2,0
Kwas monochlorooctowy 3,0-5,0
Kwas szczawiowy (oksalowy) 0,7-1,8
N-(hydroksyacetylo)-aminoetanol 4,1-7,2
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2.3.7. Mechanizm dzialania toksycznego trichloroetylenu

Najwyzsze dopuszczalne st¢zenie (NDS) dla trichloroetylenu w $rodowisku pracy wynosi
50 mg/m3, a w powietrzu obszar6w chronionych 0,15 mg/m3 i specjalnie chronionych 0,06
mg/m’. Dopuszczalne stezenie biologiczne (DBS) kwasu trichlorooctowego w moczu pobranym
jednorazowo pod koniec ekspozycji dziennej w dowolnym dniu wynosi 20 mg/dm’. Dawke
$miertelna dla oséb dorostych (doustna lub wziewna) ocenia si¢ na ok. 5 cm’. Do zatrucia
dochodzi gléwnie przez drogi oddechowe lub przewdd pokarmowy (Glinska-Serwin i wsp.,
1978; Bogdanik, 1992; Pastino i wsp., 2000).

Do ostrego zatrucia TRI moze dojs¢ po narazeniu inhalacyjnym, doustnym lub przez
skére. Duze znaczenie ma wielko$¢ dawki, gdyz od niej zalezy dynamika narastania zmian i
objawéw. Wdychanie par ksenobiotyku powoduje poczatkowo lekkie zamroczenie, oszotomienie
i zaburzenia $wiadomosci. Dziatanie narkotyzujace i euforyzujace TRI moze by¢
wykorzystywane przez toksykomandéw (narkomania trichloroetylenowa) (Betten i wsp., 2007;
Bogdanik, 1998; Dutkiewicz, 1968).

Objawy zatrucia trichloroetylenem mozna podzieli¢ na wczesne — zmiany w obrazie
EKG, w tym zaburzenia rytmu, zaburzenia repolaryzacji komdr, zaburzenia przewodnictwa,
pojawiaja si¢ bdle i zawroty glowy, nudno$ci, wymioty, zaburzenia Zoladkowo jelitowe,
biegunka (czgsto krwawa w zatruciach droga doustna), ostabienie, béle mig§niowe i drgawki. Do
objawéw pdznych zalicza sig¢ S$piaczke toksyczna (nawracajaca, czgsto o przebiegu
dwufazowym), zapalenie oskrzeli, ptuc, a w najcigzszych przypadkach uszkodzenie watroby
(podwyzszenie aktywnosci AspAT, ALAT, zmniejszenie st¢zenia protrombiny, zmniejszenie
aktywnosci cholinoesterazy, niedokrwisto$¢, powigkszenie watroby) (Okino i wsp., 1991;
Rusiecki, 1977).

Najczgstsze objawy toksycznego dziatania TRI zwiazane sa z jego oddzialywaniem na
ukiad krazenia. Trichloroetylen dzialta hamujaco na antagonist¢ amin katecholowych —
acetylocholing, dlatego pobudzenie mig$nia sercowego przez adrenaling nie jest hamowane i
prowadzi do dodatkowych skurczy komorowych. Zaburzenia rytmu i tgtna objawiaja sig
przedwczesnymi skurczami nadkomorowymi i komorowymi, tachykardia (ok. 40% przypadkéw),
migotaniem komor (ok. 15% przypadkéw). U pojedynczych chorych obserwowano bradykardig,
trzepotanie i migotanie przedsionkdw z niemiarowos$cia calkowita oraz cechy niedotlenienia
mig$nia sercowego. Zmiany w obrazie EKG wystepuja najczesciej do 4 dni po zatruciu.
Bezposrednig przyczyna $mierci jest migotanie komér (Bogdanik, 1992; Dmochowska-Mroczek,

1972; Pach, 1989).
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Kontakt z ciektym rozpuszczalnikiem Ilub jego stgzonymi parami prowadzi do
wystgpienia zmian skérnych takich jak: egzema, rumien, wysigk, pecherze lub tuszczenie sig
skéry. Moga pojawi¢ sig takze znaczne oparzenia chemiczne skoéry krocza i okolicy posladkéw
(Angielski i Rogulski, 2000; Dmochowska-Mroczek, 1972; Wiernikowski i wsp., 1982).
Wysokie stgzenie par trichloroetylenu, np. w miejscu pracy, moze powodowac podraznienie
uktadu oddechowego, 1zawienie, pieczenie, zapalenie oczu, a nawet powierzchniowe uszkodzenie
rogéwki (Kryteria zdrowotne srodowiska, 1993).

W przypadku réwnoczesnego podraznienia mechanoreceptoréw ptlucnych i receptoréow
deflacyjnych, moze wystapi¢ przyspieszenie i sptycenie oddechu oraz znaczne zmniejszenie
objetosci oddechowej, co w konsekwencji prowadzi do znacznego niedotlenienia (Rolski, 1968;
Wiernikowski i wsp., 1982). Dalszym powiktaniem ze strony uktadu oddechowego jest zapalenie
oskrzeli lub rzadziej ptuc.

Aromatyczny zapach powietrza wydechowego jest bardzo pomocny w rozpoznaniu
ostrego zatrucia trichloroetylenem. Objaw ten nie wystepuje jednak w przypadku wystapienia
zaburzen oddechowych i gigbokiej §piaczki.

Szczegolnie niebezpieczne dla zycia jest depresyjne dzialanie trichloroetylenu na OUN,
zwigzane z lipofilnym charakterem rozpuszczalnika oraz tatwa przenikalno$cia przez btony o
strukturze lipidowo-biatkowej. Pod wplywem TRI dochodzi do zaburzen $wiadomos$ci i
zamroczenia, co moze prowadzi¢ do dlugotrwalej $piaczki toksycznej. Objawy te w przypadku
jednorazowego ostrego zatrucia nie trwaja zbyt dlugo z wyjatkiem wystgpowania zespoldw
rzekomonerwicowych i zmian czynnosci bioelektrycznej moézgu. Przy powtarzajacych sig
zatruciach droga inhalacyjna moga wystapi¢ nasilone zespoly neurasteniczne, depresyjno-
urojeniowe, zespoty psychoorganiczno-otgpienne i otgpienno-depresyjne. Zmiany te taczy si¢ z
uszkodzeniami struktur podkorowych mézgu. Spiaczka toksyczna wystepuje niezaleznie od drogi
wchlaniania trichloroetylenu do organizmu i o wigkszym nasileniu pojawia si¢ przy zatruciach
droga doustng. Jednakze w takich przypadkach nie stwierdzono wyraznej zaleznosci migdzy
glebokoscia Spiaczki a stgzeniem kwasu trichlorooctowego w moczu. Wystgpowanie giebokiej
$piaczki stwierdzono réwniez u osob, ktére bedac narazone na TRI jednoczes$nie spozywaty
alkohol (Bogdanik, 1992; Wiernikowski i wsp., 1982).

Pod wptywem trichloroetylenu moze doj$¢ do porazenia nerwu tréjdzielnego, a zwlaszcza
jego widkien czuciowych, czego skutkiem jest zupelny zanik czucia w skdrze twarzy, przedniej
czgsdci jezyka, zanik smaku i powonienia. Narazenie na wysokie dawki trichloroetylenu droga
wziewng prowadzi do relaksacji zuchwy i jezyka, a tym samym do uduszenia. Ponadto TRI

rozszerza naczynia mézgowe oraz zwigksza przeplyw moézgowy, co w konsekwencji moze
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prowadzi¢ do wzrostu ci$nienia §rédczaszkowego (Bogdanik, 1992; Glinska, 1978; Plewka i
wsp., 2000).

Metabolity trichloroetylenu, tj. kwas trichlorooctowy i trichloroetanol naleza do silnych
trucizn protoplazmatycznych i enzymatycznych. W wyniku ich dzialania dochodzi do
stluszczenia 1 marskosci komoérek watrobowych oraz uszkodzenia nerek (Atapin, 1968;
Dutkiewicz, 1968; Senczuk, 1994). Uszkodzenie narzadéw miazszowych wystepuje gldwnie w
nastgpstwie zatru¢ przewlektych (Gattner i Glinecka, 1982).

Badania nad rakotworczo$cia trichloroetlenu nie dostarczyly jednoznacznej odpowiedzi.
Uwaza sig, ze za kancerogenne dzialanie odpowiedzialne sa gtéwnie metabolity trichloroetylenu
(Keshava i Caldwell, 2006). Wedlug jednego z mechanizméw hepatokancerogenno$¢ u myszy
spowodowana jest wzrostem liczby dzielacych si¢ komoérek rakotwdrczych wywotanym
proliferacja peroksysoméw. Wykazano, ze hepatocyty ludzkie i malpie sa mniej podatne na
indukcje proliferacji peroksysomow niz hepatocyty gryzoni (Bogen i Swirsky Gold, 1997).

W warunkach przemystowych moga wystapi¢ zatrucia ostre i przewlekte. Poczatkowo
pojawiaja si¢ zawroty i bdle glowy, nudnos$ci, wymioty, pobudzenie, drgawki, a nast¢pnie utrata
przytomnosci. Nieregularne t¢tno wskazuje na zaburzenia rytmu serca. Zgon moze nastapi¢ w
ciagu kilku godzin z powodu porazenia o$rodka oddechowego i czynno$ci mig$nia sercowego
(Senczuk, 1994).

W zatruciu przewleklym obserwuje si¢ nudnosci, utrat¢ taknienia, zmniejszenie masy
ciata, zmgczenie, uposledzenie wzroku, zapalenie nerwu tréjdzielnego, béle nerwowe, stawowe i
mig$niowe. Objawom tym czgsto towarzysza stany padaczkowe. Rozwija si¢ zoltaczka,
stluszczenie i marsko$¢ watroby oraz uszkodzenia nerek. Wystgpuja stany zapalne skory.
Postgpujace wyniszczenie moze doprowadzi¢ do zaburzen osobowosci (Dutkiewicz, 1968;

Senczuk, 1994).

2.3.8. Leczenie zatruc¢

Dotychczas nie znaleziono swoistej odtrutki, ktéra mozna bytoby zastosowaé w leczeniu
zatru¢ trichloroetlenem. Postgpowanie lecznicze polega obecnie na przeciwdzialaniu
niekorzystnym skutkom wywotanym przez rozpuszczalnik. Przy zatruciach droga pokarmowa
wykonuje si¢ ptukanie Zotadka z dodatkiem oleju parafinowego, a nastgpnie podaje Srodki
przeczyszczajace oraz dozylnie elektrolity. Celem szybszej eliminacji TRI przez drogi
oddechowe stosuje si¢ wspomagane sztuczne oddychanie. Ponadto stosuje si¢ leczenie
objawowe, np. podaje si¢ propranolol w leczeniu zaburzef migsnia sercowego, czy leki
ostaniajace watrobg. Z uwagi na mozliwo$¢ wystgpienia zaburzen homeostazy nalezy doktadnie

monitorowa¢ gospodarke wodno-elektrolitowa i kwasowo-zasadowa (Defalaque, 1960).

57



W celu oceny stopnia narazenia oznacza si¢ w moczu metabolity trichloroetylenu:

trichloroetanol i kwas trichlorooctowy (Senczuk, 1994).

2.4. Interakcje ksenobiotykow

Interakcja nazywamy takie oddziatywanie zwigzkéw chemicznych, wynikiem ktdérego jest
wzajemna modyfikacja dzialan dwoch lub wigcej substancji réwnocze$nie lub kolejno po sobie
wnikajacych lub wprowadzanych do ustroju (Chien i wsp., 1997). Modyfikacja dziatan moze
dotyczy¢ nie tylko sity i czasu ale réwniez kierunku toksycznego dziatania ksenobiotykéw. W
ocenie zjawisk interakcji zawsze nalezy bra¢ pod uwage czynniki fizjologiczne, genetyczne i
patologiczne.

Interakcje toksykologiczne moga wystapi¢ w trzech fazach (Alloui i wsp., 2002; Angielski i
Rogulski, 2000; Senczuk, 1994):

I Interakcje w_fazie dostepnosci toksykologicznej — obejmuja procesy wzajemnego

dzialania i transformacji pozaustrojowej ksenobiotykow w srodowisku. Z tych wzgledéw
maja one niewielki zwiazek z wlasciwym pojeciem interakcji toksykologicznej. Stanowiag
przedmiot badan srodowiskowych.

I Interakcje w fazie toksykokinetycznej — obejmuja wspéldziatanie w organizmie dwdéch

lub wigcej zwiazkéw w zakresie modyfikacji proceséw wchianiania, dystrybucji,
wigzania, biotransformacji i wydalania.

I Interakcje w fazie toksykodynamicznej — obejmuja wplyw jednego zwiazku na zdolnos¢

lub mozliwo$¢ drugiego zwiazku do wiazania si¢ z makroczasteczkami w miejscu
dzialania, a takze procesy wstgpnego pobudzania, zmiany dzialania az do wystapienia
objawéw zatrucia.

Efektem dziatan skojarzonych dwdéch zwiazkéw jest synergizm lub antagonizm. Synergizm
okresla interakcje dwdch lub kilku zwiazkéw, prowadzace do jednokierunkowego zwigkszenia
dzialania biologicznego, zar6wno farmakologicznego jak i toksycznego. Antagonizm natomiast
okresla przeciwstawne dziatlanie dwdch lub kilku zwiazkéw chemicznych, ostabiajacych lub
znoszacych, jedno lub dwustronne, dziatanie (Sehczuk, 1994).

Interakcje paracetamolu, trichloroetylenu i N-acetylocysteiny z innymi ksenobiotykami
zachodza gléwnie w fazie toksykokinetycznej i dotycza przede wszystkim proceséw wchtaniania,
biotransformacji i wydalania.

Biotransformacja TRI, podobnie jak paracetamolu, przebiega przy udziale enzyméw
ukfadu cytochromu P-450, dlatego ich aktywacja lub inhibicja powoduje odpowiednio

zwigkszenie lub zahamowanie przemian tych zwiazkéw. Wigkszo$¢ interakcji NAC wynika
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natomiast z gwaltownego zwigkszenia jej ilosci w organizmie na skutek uwolnienia z polaczen z

biatkami krwi przez zwiazki o silniejszym do nich powinowactwie.

Interakcje paracetamolu, NAC 1 trichloroetylenu nie naleza do rzadkos$ci. Ponizej

przedstawiono najwazniejsze interakcje tych zwigzkow.

2.4.1. Interakcje paracetamolu

1.

Wegiel aktywowany, leki antycholinergiczne (atropina, butyloskopolamina), cholestyramina,
oraz opioidowe leki przeciwb6lowe (morfina), zwalniajace oprdéznianie zotadka, moga
ostabi¢ wchianianie paracetamolu (Chomicka, 1998; Podlewski i Podlewska-
Chwalibogowska, 2010).

Metoklopramid, domperidon, neostygmina i cizaprid przyspieszajac oprdznianie zotadka,
przyspieszaja wchianianie paracetamolu do krwi (Chomicka, 1998; Betten i wsp., 2007;
Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska, 2010; Webster i wsp., 1987).

Kofeina moze nasila¢ dzialanie przeciwgoraczkowe i przeciwbdlowe paracetamolu poprzez
tagodna stymulacje OUN. Hamujac (na drodze wspo6tzawodnictwa) biotransformacjg
paracetamolu do reaktywnego metabolitu N-acetylo-p-benzochinoiminy (NAPQI) zmniejsza
jego dzialanie hepatotoksyczne oraz przyspiesza wydalanie z organizmu w postaci
glukuronidéw (Rainska-Giezek, 1995; USP DI, 1998).

Rifampicyna, leki nasenne (fenobarbital), przeciwpadaczkowe i alkohol etylowy zwigkszaja
aktywno$¢ enzymoéw watrobowych, w efekcie nasilaja biotransformacj¢ paracetamolu do
szkodliwych metabolitow (Raifiska-Giezek, 1995; USP DI, 1998).

Badania interakcji z alkoholem nie daty jednoznacznej odpowiedzi (od ochronnego wptywu
alkoholu, poprzez brak toksycznosci APAP u alkoholikéw, az do prac dokumentujacych
toksyczno$¢ paracetamolu w polaczeniu z alkoholem). Obecnie uwaza si¢, ze nie nalezy
spozywa¢ alkoholu w trakcie leczenia paracetamolem (Prescott, 2000; Riordan i Williams,
2002; Thummel i wsp., 1989).

Cymetydyna, dekstrapropoksyfen i ranitydyna zmniejszaja toksyczno$¢ paracetamolu
hamujac oksydazy zalezne od cytochromu P-450 (Davis, 1986).

Omeprazol nasila biotransformacj¢ i toksyczno$¢ APAP na drodze indukcji cytochromu P-
450 (Diaz i wsp., 1990; Petersen 1993).

Disulfiram (disiarczek tetraetylotiuramu) stosowany w leczeniu choroby alkoholowej, hamuje
enzymy cytochromu P-450, zmniejszajac tym samym hepatotoksyczne dziatanie
paracetamolu (Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska, 2010).

Kwas oleanowy zwigksza wydalanie paracetamolu z moczem zmniejszajac jego eliminacj¢ z

z6fcia (Liu i wsp., 1993).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Salicylamid wydtuza czas dzialania paracetamolu przez opdznienie jego eliminacji (Klotz,
1983; Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska, 2010).

Propranolol wydtuza okres péttrwania paracetamolu w surowicy (Klotz, 1983; Podlewski i
Podlewska-Chwalibogowska, 2010).

Paracetamol zwigksza stezenie kortykosteroidow w krwi, konkurujac z nimi o wsp6lna droge
detoksykacji — sprzgganie z kwasem glukuronowym (Rogers i wsp., 1978).

Paracetamol moze nasila¢ dziatanie przeciwzakrzepowe pochodnych kumaryny (warfaryna) i
indandionu poprzez zmniejszenie watrobowej syntezy czynnikow krzepnigcia (Ray i wsp.,
1996; Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska, 2010, USP DI, 1998).

Paracetamol wzmaga dzialanie doustnych lekéw przeciwcukrzycowych poprzez
wspotzawodnictwo o miejsce wiazace z biatkami (Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska,
2010; USP DI, 1998).

L.aczne stosowanie paracetamolu z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi zwigksza
ryzyko wystapienia zaburzen czynnosci nerek (Klotz, 1983; USP DI, 1998).

Stosowanie paracetamolu z inhibitorami MAO (monoaminooksydazy) moze wywola¢ stan
pobudzenia i wysoka goraczke (Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska, 2010; Siembab,
1993; Zidtkowski, 1993).

Paracetamol wydtuza okres péitrwania chloramfenikolu i w razie wielokrotnego stosowania
nasila jego toksyczno$¢, prawdopodobnie na drodze wspélzawodnictwa na etapie
glukuronidacji. Nalezy monitorowa¢ poziom tych lekéw w surowicy pacjenta przy
jednoczesnym stosowaniu tych lekéw facznie z paracetamolem (Podlewski i Podlewska-

Chwalibogowska, 2010; Stein i wsp., 1989).

2.4.2. Interakcje N-acetylocysteiny

NAC istotnie zmniejsza granulocytozg obojgtnochlonng we krwi obwodowej u chorych
otrzymujacych leki fibrynolityczne, w poréwnaniu do pacjentéw, ktérym podano tylko
streptokinaze (Jolly i wsp., 1986).

NAC nasila dzialanie rozszerzajace naczynia wywolane przez azotany (zwlaszcza
nitrogliceryng) oraz zmniejsza czgsto$¢ wystgpowania zawatu serca (Manov i wsp., 2002;
Mrozikiewicz, 1984).

NAC ze wzgledu na dzialanie antyagregacyjne moze wzmaga¢ dzialanie lekéw
przeciwzakrzepowych (synergizm addycyjny) (Ott i wsp., 1996).

NAC podana tacznie z witaming E hamuje peroksydacj¢ lipidéw wywotana kadmem (Shaikh
i wsp.,1999).
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. Miedz i zelazo nasilajac stres oksydacyjny ostabiaja dzialanie protekcyjne NAC (Lorber i
wsp., 1973).

. N-acetylocysteina podana 1acznie =z azotowym isosorbitolem redukuje poziom
przedsionkowego peptydu sodopednego (ANP, peptyd natriuretyczny) w osoczu, co
zapobiega rozszerzeniu naczyn krwiono$nych (Mc Murtry i wsp., 1978).

. NAC chroni nerki przed toksycznym wplywem cis-platyny tworzac z nia kompleksy nie
podlegajace resorpcji zwrotnej w cewkach nerkowych (Lodge i wsp., 2008).

. NAC wykazuje dzialanie antagonistyczne do niektérych grup antybiotykéw: cefalosporyn,
penicylin, tetracyklin oraz aminoglikozydow. Nalezy zachowaé¢ dwugodzinng przerwe
migdzy podaniem tych lekéw i NAC (Pendyala i Creaven, 1995).

. Podczas stosowania NAC z silnymi lekami przeciwkaszlowymi (np. kodeing) w wyniku
zmniejszania odruchu kaszlowego dochodzi do zalegania rozrzedzonej wydzieliny w ptucach

(Podlewski i Podlewska-Chwalibogowska, 2010).
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2.4.3 Interakcje trichloroetylenu

10.

. Antybiotyki (streptomycyna, gentamycyna, neomycyna) moga poglebia¢ depresyjne dziatanie

TRI na osrodek oddechowy lub spowodowa¢ dtugotrwata blokad¢ przewodnictwa nerwowo-
mig$niowego (Monster i wsp., 1960).

Pochodne fenotiazyny (chloropromazyna, promazyna) nasilaja dziatanie toksyczne TRI
(Mrozikiewicz, 1984).

Alkohol etylowy nasila objawy zatrucia TRI (dziatanie hepatotoksyczne i nefrotoksyczne)
(Moeschlin, 1960; Mrozikiewicz, 1984).

Fenobarbital indukujac enzymy cytochromu P-450 zwigksza toksyczno§¢ TRI poprzez
nasilenie produkcji toksycznych metabolitéw (Moeschlin, 1960; Mrozikiewicz, 1984).

TRI facznie z preparatami tarczycy prowadzi do zaburzen pracy mig¢$nia sercowego (Okino i
wsp., 1991).

TRI z lekami wywotujacymi blok polaryzacyjny (tubokuraryna, galamina) doprowadza do
porazenia czynnos$ci oddechowej (Makin i Williams, 1997; Monster i wsp., 1976).

TRI stosowany tacznie z lekami nasennymi, uspokajajacymi i psychotropowymi prowadzi do
spotggowania ich dzialania depresyjnego na OUN (Moeschlin, 1960; Okino i wsp., 1991).
TRI konkuruje z ksylenem o uklad cytochromu P-450. Dochodzi do zahamowania
biotransformacji TRI, co powoduje dtuzsze utrzymywanie si¢ niezmienionego TRI w ustroju.
Biotransformacja ksylenu zostaje przyspieszona, wynikiem tego jest wzrost wydalania jego
metabolitéw z moczem (Mrozikiewicz, 1984).

TRI znacznie modyfikuje biotransformacj¢ benzenu na etapie hydroksylacji i sprzggania
(Okino 1 wsp., 1991; Zielinska-Psuja i wsp., 1993).

TRI poteguje dziatanie hipotensyjne rezerpiny, co moze doprowadzi¢ do zapasci (Moeschlin,

1960; Okino i wsp., 1991).
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2.5 Parametry farmakokinetyczne w ocenie dzialania ksenobiotykow

Farmakokinetyka, wchodzaca w sklad farmakologii, zajmuje si¢ przebiegiem w czasie
procesow decydujacych o losach lekéw i ich metabolitow w organizmach zywych. Przedmiotem
zainteresowania jest szybko$¢ proceséw wchtaniania (absorpcji), dystrybucji, biotransformacji i
wydalania lekow (ksenobiotykéw) w ustroju biologicznym oraz wptywem drogi podania i dawki
na przebieg tych proceséw. Informacje te stuza do ustalenia czasu dziatania oraz oceny skutkéw
biologicznych (Herman i Skibinska, 1992; Senczuk,1994).

Wystapienie efektu biologicznego zalezy od szybkosci transportu leku z miejsca podania
do odpowiedniej biofazy (miejsce w obrgbie receptora majace znaczenie dla reakcji wiazania
ksenobiotyku). Szybko$¢ osiagnigcia tkanki docelowej zalezy od kinetyki proceséw okreslanych
skrotem LADME (Liberation — uwolnienie, Absorbtion — wchianianie, Distribution —
rozmieszczenie, Metabolism — metabolizm, Excretion — wydalanie). Etapy D, M, E, odpowiadaja
pojeciowo procesowi biotransformacji (Htadon, 1997).

Pierwszym etapem warunkujacym wystapienie efektu farmakologicznego jest uwalnianie
substancji leczniczej. W kazdej pozanaczyniowej drodze podania leku wystgpuje przejscie
substancji czynnej z danej postaci leku do roztworu. Zalezy ono od rozpuszczalnosci substancji
leczniczej (wspdtczynnik podziatu o/w i w/o), pH $rodowiska oraz czynnikéw technologicznych.
Na szybko$¢ i wydajno$¢ rozpuszczania leku wptywaja: charakter substancji leczniczej, stopien
rozdrobnienia, posta¢ krystalograficzna, uzyte substancje pomocnicze (tenzydy, solubilizatory) a
takze posta¢ leku (tabletka, tabletka powlekana, czopki, roztwory, syropy, systemy
transdermalne, mikrokapsuiki, liposomy itp.) (Back i Orme, 1990; Danek, 1979).

Wchtanianie polega na przejSciu substancji ze $rodowiska zewngtrznego do krazenia
ogoblnego (krew, chlonka). Zalezy od rozpuszczalnos$ci ksenobiotyku w lipidach, jego masy
czasteczkowej, stopnia jonizacji, konfiguracji przestrzennej, powierzchni absorpcyjnej, oraz
ukrwienia miejsca wchlaniania. Proces ten moze zachodzi¢ ré6znymi drogami: pokarmowa p.o.,
skérna (dermalna), wziewna (inhalacyjna), pozajelitowa (i.v. — dozylnie, i.m. — domig$niowo,
s.c. — podskérnie, i.p. — dootrzewnowo) i przez jamy ciala (per rectum — doodbytniczo)
(Htadon, 1997). W toksykologii najwigksze znaczenie ma droga doustna, wziewna i skoérna.
Proces wchtaniania zalezy od: drogi i sposobu podania ksenobiotyku, jego dawki, przedziatu
dawkowania i fizykochemicznych wilasciwosci substancji leczniczej. Szybko$¢ wchianiania
wplywa na intensywno$¢ dziatania, nasilenie objawéw i czas trwania zatrucia. Ksenobiotyki
podane doustnie i niektére doodbytniczo przechodza najpierw przez watrobe, gdzie stykajac si¢ z
odpowiednimi enzymami moga ulec biotransformacji, w tzw. procesie pierwszego przejscia (first

pass effect).
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Dystrybucja, czyli przechodzenie substancji z krwi do tkanek i narzadéw oraz odwrotnie,
to kolejny etap, ktéremu podlega ksenobiotyk w ustroju. Zalezy ona od stopnia wiagzania leku z
biatkami krwi i tkanek, przechodzenia przez btony biologiczne (rodzaj transportu), zdolnosci
pokonywania barier (np.: krew-moézg, tozysko), stopnia ukrwienia tkanek i szybkosci przeptywu
krwi przez tkanki. Wilasciwe dziatanie farmakologiczne moze wywiera¢ tylko forma
ksenobiotyku niezwiazana z biatkami ustrojowymi. Miarg rozmieszczenia substancji obcej w
organizmie jest objeto$¢ dystrybucji V4. Charakterystyczna cecha dystrybucji jest jej
odwracalnos$¢, wskutek czego lek obecny we krwi znajduje si¢ caty czas w stanie rOwnowagi z
innymi ptynami ustrojowymi (Janiec i Krupinska, 1995).

Przechodzenie ksenobiotyku przez blony biologiczne opiera si¢ na kilku mechanizmach, z
ktérych najwazniejszymi sa transporty: bierny i aktywny. Transport bierny (dyfuzja prosta)
polega na przejsciu ksenobiotyku przez blony biatkowo-lipidowe, bez naktadu energii i bez
udziatu skladnikéw bton, ze Srodowiska o wigkszym st¢zeniu do $rodowiska o mniejszym
stgzeniu. Na szybko$¢ tego procesu ma wplyw wielko$¢ czasteczek, stopien jonizacji i
rozpuszczalno$¢ zaréwno w lipidach, jak i wodzie. Transport aktywny wymaga naktadu
energetycznego i odznacza si¢ wysycalno$cia, swoistoscia oraz hamowaniem kompetycyjnym.
Do jego funkcjonowania niezbedny jest réwniez system nosnikowy. No$nik begdacy sktadnikiem
btony wiaze si¢ z substancja i transportuje ja na druga strong blony. Energia niezbg¢dna do tego
procesu pochodzi z hydrolizy ATP przy udziale btonowej ATP-azy. Ksenobiotyk przechodzac z
krwi do komoérek moze ulec zwiazaniu z biatkami (albuminy, globuliny, kwasne ol -
glikoproteiny, lipoproteiny i inne) do formy nieczynnej, czyli DEPOT (magazyn). Ksenobiotyk z
DEPOT moze by¢ wyparty przez inne substancje (,,wypieracze”) o wigkszym powinowactwie do
tych bialek. Moze to spowodowac nagle zatrucie z powodu szybkiego wzrostu stgzenia w krwi
ksenobiotyku wypartego z wiazania z biatkami ustrojowymi przez inng substancje (np. glikozydy
nasercowe) (Htadon, 1997).

Po opuszczeniu biofazy ksenobiotyk przechodzi z powrotem z kompartmentu tkankowego
(zewngtrznego) do kompartmentu centralnego, z ktérego jest wydalany w postaci niezmienionej
przez nerki, $ling, mleko (matki karmiace) lub przedostaje si¢ do watroby, gdzie jest
metabolizowany. Biotransformacja ksenobiotykéw moze zachodzi¢ réwniez w osoczu, tkankach i
innych narzadach. W efekcie przemian biotransformacyjnych powstaja metabolity, ktére moga
by¢ aktywne farmakologicznie, nieaktywne lub wywolywaé dzialanie toksyczne. Catkowity
wynik metabolizmu (doktadniej — etapu syntezy) i wydalania, objawiajacy si¢ ubytkiem
niezmienionego ksenobiotyku w ustroju, nosi nazwe eliminacji (Danek, 1979; Htadon, 1997)

Najwigksza rolg w usuwaniu substancji obcych z ustroju odgrywa wydalanie przez nerki.

Z moczem wydalane sa substancje dobrze rozpuszczalne w wodzie i o malej masie
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czasteczkowej. Wydalanie ksenobiotykéw z moczem moze by¢ zwigkszone przez zakwaszanie
(wzrost wydalania substancji o charakterze zasadowym) lub alkalizacje moczu (wzrost wydalania
substancji o charakterze kwasnym). Uproszczony schemat proceséw LADME przedstawiono na

ryc. 6.

Ryc. 6 Uproszczony schemat proceséw wchtaniania, dystrybucji i eliminacji ksenobiotyku w

organizmie (Htadon, 1997).

Kompartment
zewnetrzny
tkanki
I lDystrybucja
ic.
Ly Kompartment '
Ksenobiotyk im Biofaza
S— > centralny «—
NO- / Miejsce
dziatania
Watroba
l Wydalanie
Metabolizm

Kazdy z wymienionych powyzej proceséw przebiega z okre§long szybkoscia. Wptywajac
na dowolny proces kinetyczny przedstawiony na rycinach 6 i 7, mozna zmieni¢ profil krzywej
obrazujacej zalezno$¢ stezenia leku we krwi od czasu, np. zmiana statej szybkosci wchianiania
k., statej szybkosci eliminacji ksenobiotyku kjo (z moczem i w trakcie biotransformacji), statej
dystrybucji ki» leku migdzy tkanki czy redystrybucji z tkanek do krwi ko; (Danek, 1982; Danek,
1979).
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Ryc. 7. Analiza kompartmentowa (Herman i Skibinska, 1992).

Ksenobiotyk k, Ksenobiotyk Ko Ksenobiotyk
W miejscu —_—> wekrwi (1) | —> eliminowany

podania

Ksenobiotyk
w tkankach (2)

Do matematycznej interpretacji wynikéw badan farmakokinetycznych niezbedne jest
przyjecie odpowiedniego modelu, zaktadajacego istnienie w ustroju jednego Ilub kilku
kompartmentéw. Kompartment (przedziat, pula) to przestrzen organizmu, w ktérej ksenobiotyk
jest rozmieszczony w sposéb jednorodny i podlega takim samym procesom kinetycznym.
Poniewaz kazdy zywy organizm jest strukturalnie bardzo ztozony, przyjmuje si¢, ze stanowi on
ukiad wielokompartmentowy. Najczgsciej jednak przyjete przedzialy nie pokrywaja sig¢ ze
strukturami anatomicznymi ustroju. Wiele tkanek wykazuje podobne wiasciwosci w odniesieniu
do badanego zwiazku, dlatego tez celem uproszczenia obliczen farmakokinetycznych 1aczy sig je
w jeden kompartment. Klasyfikacja danej tkanki, czy narzadu do konkretnego kompartmentu
zalezy od wlasciwosci fizykochemicznych badanej substancji, np.: mézg jest narzadem silnie
ukrwionym, ale wyraznie oddzielonym od krwi bariera lipidowa. W przypadku substancji
lipofilnych bedzie zaliczatl si¢ do kompartmentu centralnego, natomiast w przypadku substancji
polarnych do kompartmentu tkankowego.

Na szybko$¢ transportu ksenobiotyku wptywa wiele czynnikéw, z ktérych do
najwazniejszych naleza wlasciwosci bton biologicznych (stanowiacych bariery ustrojowe),
ktérymi oddzielone sa poszczegdlne kompartmenty. Organizm moze wigc stanowi¢ uklad jedno-,

dwu- lub wielokompartmentowy.
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2.5.1. Otwarty model jednokompartmentowy

Najprostszym modelem kinetycznym jest otwarty uktad jednokompartmentowy. Zaktada
on natychmiastowe i homogeniczne mieszanie ksenobiotyku w plynach i tkankach organizmu,
ktéry stanowi jednostke jednorodng pod wzgledem kinetycznym. W modelu tym ksenobiotyk do
ustroju dostaje si¢ droga dozylng lub pozanaczyniowa, a jego eliminacja jest natychmiastowa.
Szybko$¢ zmian masy (st¢zenia) ksenobiotyku w osoczu odzwierciedla ilo§ciowe zmiany w
calym organizmie.

Model ten dla jednorazowej dawki dozylnej (i. v.) mozna przedstawi¢ nastgpujaco:

1LV Xu

V. ke
X0%X<

Kar Xor

gdzie:

Xo — podana dozylnie masa ksenobiotyku (dawka) w czasie tg

X — masa ksenobiotyku we krwi (caly kompartment) w czasie t

X, — masa ksenobiotyku wydalana do moczu w czasie t

Xar — masa ksenobiotyku wydalana drogami pozanerkowymi

ke — stala szybkos$ci wydalania ksenobiotyku przez nerki zgodnie z procesem
pierwszego rzedu

kyr — stata szybkosci pierwszego rzedu wydalania ksenobiotyku drogami

pozanerkowymi

Stata szybko$ci eliminacji ksenobiotyku z ustroju (K) jest suma stalych wszystkich
procesow, ktore powoduja wydalanie ksenobiotyku z kompartmentu centralnego droga nerkowa

(ke) 1 pozanerkowa (ky,) (Danek, 1979):
K=k, + ky,

Zakladajac, ze dawka dozylna ulega natychmiastowej dystrybucji powyzszy model

jednokompartmentowy mozna opisac jeszcze prosciej zakladajac:

67



Wigkszo$¢ proceséw kinetycznych przebiega zgodnie z zasadami kinetyki pierwszego
rzedu, dlatego szybko$¢ zmian masy ksenobiotyku we krwi w modelu jednokompartmentowym

mozna przedstawi¢ rdwnaniem rézniczkow ym:

dX

—=-KX
dt

po przeksztatceniu, ktérego otrzymuje si¢ posta¢ wykladnicza:

X=X, oK

Praktycznie powyzszych réwnan nie mozna sprawdzi¢, poniewaz badajac losy danego
ksenobiotyku w organizmach zywych otrzymuje si¢ zawsze st¢zenie ksenobiotyku we krwi (C) a
nie jego masg. Dlatego, w celu opisu zalezno$ci zmian stgzenia ksenobiotyku we krwi od czasu,
wprowadzono pojgcie objetosci dystrybucji (Vq), czyli hipotetycznej objgtosci plynow
ustrojowych, w ktérych po réwnomiernym rozmieszczeniu wprowadzonej dawki ksenobiotyk
osiagnie takie samo stgzenie jak w osoczu krwi. Objgto$¢ dystrybucji jest wspoétczynnikiem
proporcjonalno$ci migdzy stezeniem ksenobiotyku we krwi, a niedajaca si¢ oznaczyé

doswiadczalnie jego iloscia (masa) w ustroju:

X=V, C

Objetosé dystrybucji wyraza si¢ w litrach [dm”’], a stezenie ksenobiotyku we krwi (osoczu
lub surowicy) w mg/dm3 lub mol/dm’. O hipotetycznym charakterze objgtosci dystrybucji
Swiadczy fakt, ze czgsto jej warto$¢ kilkakrotnie przekracza objgto$¢ ciata. Jest ona jednak
bardzo przydatnym parametrem, ktérego wartos$¢ jest charakterystyczna dla danego ksenobiotyku
i osobnika. Zalezy takze od masy ciala. WielkoS$cig niezalezna od masy ciala BW jest natomiast

tzw. wzgledna objetos$¢ dystrybucji (A*):

Vi
BW

A =

Objetos¢ dystrybucji pozwala takze na oceng, w jakim stopniu ksenobiotyk wiaze sig¢ z
biatkami osocza i tkanek. Ponizej przedstawiono dane dla czlowieka o masie ciata 70 kg:
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e Vi ~5dm’ ksenobiotyk tylko w kompartmencie centralnym (stanowi to ok. 4%

m.c. — gléwnie uklad krazenia)

* V4 ~10-20dm’ ksenobiotyk znajduje si¢ w plynie zewnatrzkomérkowym (ok. 15 —
27% m.c.)

* Vi ~25-30dm’ ksenobiotyk w ptynie wewnatrzkomoérkowym (ok. 40% m.c.)

e Vg ~40dm’ ksenobiotyk we wszystkich ptynach ustrojowych (ok. 60% m.c.)

e V,kilkaset dm’ kumulacja ksenobiotyku w tkankach i jego Ilaczenie si¢ ze

strukturami wewnatrzkomérkowymi (kompartment gigboki: tkanka

tluszczowa, kosci)

Jezeli V4 maleje to stopien wiazania ksenobiotyku z biatkami krwi ro$nie — wéwczas
wystegpuje on tylko i wylacznie w krwi. Natomiast, gdy warto$¢ Vg4 ro$nie to takze rosnie stopien
wiazania ksenobiotyku z biatkami tkanek (Danek, 1982; Danek, 1979; Janiec i Krupinska, 1995).

Stezenie ksenobiotyku po podaniu jednorazowej dawki dozylnej mozna przedstawi¢ jako
funkcje czasu w skali pétlogarytmicznej. Otrzymana wéwczas linia prosta jest charakterystyczna

dla tego modelu (Danek, 1982).

Ryc.8. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci stezenia ksenobiotyku we krwi od czasu (Danek,

1982).

C [mg/cm3 ]

10> —
10" —

100 —

[ ] I I [ I I
00 02 04 06 08 L0 12 14 L6

t [h]

Stata szybkosci eliminacji leku K umozliwia obliczenie biologicznego okresu péttrwania
(to5), czyli czasu po uplywie ktérego stgzenie niezmienionego ksenobiotyku zmaleje do polowy
po uprzedniej dystrybucji i przy zalozeniu, Ze eliminacja ksenobiotyku z ustroju jest procesem
pierwszego rzgdu. Wowczas tg s jest okreslany rownaniem:
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0,693

los =

Im wigksza jest warto$¢ stalej K, tym mniejsza jest wartos¢ tos, czyli krdtszy jest okres
péttrwania ksenobiotyku w organizmie (ksenobiotyk jest szybciej eliminowany). Im warto$¢
statej K jest nizsza, tym samym tys przyjmuje warto$ci wyzsze (w organizmie jest wyzsza
koncentracja ksenobiotyku — wolniejsza eliminacja) (Danek, 1982). Ze wzoru wynika rowniez
jednostka statej K — [h'']; wartos¢ statej K nie zalezy od sposobu wyrazenia st¢zen leku we krwi
(np. mg/dm® lub mol/dm® itp.) Jest to charakterystyczna cecha jedynie statej szybkosci
pierwszego rzedu (Hiadon, 1997).

Biologiczny okres poéitrwania, podobnie jak stata szybkosci eliminacji, jest wielkos$cia
charakterystyczna dla danego ksenobiotyku, uzalezniona jednocze$nie od czynnikéw
genetycznych, wieku, plci, rasy, a nawet pozycji cztowieka (stojaca, siedzaca). Na wartos¢ tos
wplywa rowniez stan fizjologiczny pacjenta oraz schorzenia, szczeg6lnie nerek, uktadu krazenia,
watroby a takze inhibicja lub indukcja uktadéw enzymatycznych (Htadon, 1997).

W celu oceny eliminacji ksenobiotyku z ustroju wprowadzono pojgcie klirensu
(wspéifczynnik oczyszczania). Klirens ogdlnoustrojowy stanowi sume klirenséw narzadowych,
wplywajacych na eliminacje zwiazkéw. Wyraza si¢ go stosunkiem szybko$ci eliminacji
wprowadzonej masy ksenobiotyku (X) do jego stgzenia (C) we krwi lub osoczu (Danek, 1982;
Hermann, 2002).

_dX/di
C

Cls

catkujac réwnanie w przedziale czasu od t = 0 do t = o (nieskonczono$¢) otrzymuje sig:

]: (dX /dt)-dt
Clszﬁw—
J.C'dt

gdzie licznik odpowiada calkowitej masie wyeliminowanego leku, czyli podanej dozylnie dawce
D, a mianownik réwna si¢ polu pod krzywa st¢zenia leku AUC (area under the curve) we krwi

lub osoczu jako funkcji czasu:



Dla obliczenia pola powierzchni pod krzywa stosowane sg nastgpujace wzory:

AUC = c,
K
D. -h
oraz AUC = & {mg_S}
K cm

Parametr AUC mozna wyznaczy¢ takze planimetrycznie lub metoda trapezoidalng
(Htadon, 1997).
Dla kazdej innej drogi podania ksenobiotyku, z wyjatkiem iniekcji dozylnej, mozna

przyja¢ nastgpujacy otwarty model jednokompartmentowy (Hermann, 2002):

ka ke
Xb X Xu

gdzie:
X —ilo$¢ (masa) ksenobiotyku w krwi
Xp — ilo$¢ (masa) ksenobiotyku w zotadku (jelicie grubym, migéniu itp.)
Xy — ilo$¢ leku wydalona do moczu
k, — stala szybkosci absorpcji ksenobiotyku pierwszego rzedu.
ke — stata szybkosci wydalania ksenobiotyku pierwszego rzedu przez nerki

Model ten mozna réwniez przedstawi¢ graficznie:

t [h]

Ryc.9. Krzywe zmian st¢zen leku w organizmie (Y) w czasie (t) po podaniu pozanaczyniowym
(Hermann, 2002).
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A — stezenie leku w Zzotadku

B - stezenie leku we krwi

C — kumulowana ilo$¢ leku w moczu

W jednorazowym podaniu pozanaczyniowym proces wchlaniania ksenobiotyku jest
poprzedzony szeregiem zjawisk wynikajacych z wlasciwosci postaci ksenobiotyku (stan
skupienia, szybko$¢ uwalniania, rozpuszczania, a takze mozliwy czg§ciowy rozktad substancji
czynnej). Szybkos¢ tych zjawisk ma istotny wptyw na tzw. dostgpno$¢ biologiczng ksenobiotyku
(Danek, 1979; Herman i Skibinska, 1992; Hermann, 2002).

Dostgpnos¢ biologiczna okresla utamek dawki ksenobiotyku dostajacej si¢ do krazenia
ogblnego do szybkosci z jaka ten proces zachodzi. Wyznaczenie dostgpnosci biologicznej
ksenobiotyku (zwlaszcza leku) jest szczegdlnie wazne, gdy dotyczy substancji trudno
rozpuszczalnych w sokach trawiennych i ptynach ustrojowych lub gdy podana posta¢ leku ma
zagwarantowa¢ utrzymanie pewnego minimalnego st¢zenia terapeutycznego we krwi przez jakis
okres czasu.

Parametrami okreslajacymi dostgpno$¢ biologiczng sa :

° Wielko$¢ powierzchni pola pod krzywa zmian st¢zenia ksenobiotyku we krwi (AUC);

° Maksymalne stgzenie ksenobiotyku we krwi (Cpax);

° Czas, po ktérym zostaje osiaggnigte stezenie maksymalne (tpax).
Dla okreslenia dostgpnosci biologicznej ksenobiotyku lub nowej postaci leku nalezy wyznaczy¢
wszystkie trzy wymienione parametry (Danek, 1982; Danek, 1979).

Model jednokompartmentowy dla podania pozanaczyniowego stosuje sig, gdy szybkos¢
dystrybucji znacznie przewyzsza szybkos¢ eliminacji ksenobiotyku lub gdy jest ona maskowana
przez proces jego wchtaniania, przebiegajacy w fazie eliminacji (Danek, 1982).

Stezenie ksenobiotyku w osoczu krwi w modelu jednokompartmentowym mozna obliczy¢

z wzoru Batmana (Gyamlani i wsp., 2002).

ka*XD(O)
C: . (e—ke*t_e—ka*t)
Vd*(ka_ke)

gdzie:
k. — stala szybkosci eliminacji [h ']
k. — stafa szybkosci dystrybucji [h ']

Xbp(o) — ilo$¢ (masa) ksenobiotyku w zotadku w czasie t =0
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Réwnanie to dotyczy sytuacji, w ktérej wprowadzona dawka ksenobiotyku ulegta
catkowitemu wchionigciu do krwi, tzn. ze utamek wchtonigtej dawki F = 1. Gdy warunek ten nie
moze by¢ spelniony, to wtedy nalezy wprowadzi¢ F do powyzszego réwnania (Gyamlani i wsp.,
2002):

ka.XD(O).F
C = . (e—ke.t_e—ka.t)
Vd. (ka_ke)

Czas, w ktérym stezenie substancji w osoczu osiaga warto§¢ maksymalng jest okre§lany

jako tmay:

w chwili tpx , C = Chax

k
In(—%
(kg)

k,—k

a e

Unax =

2.5.2. Otwarty model dwukompartmentowy

Model dwukompartmentowy jest bardziej realnym modelem farmakokinetycznym od
modelu jednokompartmentowego. Po podaniu dozylnym, oznaczone w krétkich przedziatach
czasowych stgzenie ksenobiotyku w osoczu krwi, umozliwia okre$lenie przebiegu
potlogarytmicznego wykresu zmian st¢zenia jako funkcji czasu i stwierdzenie czy ma on przebieg
dwufazowy czy trojfazowy. Réwnanie opisujace taka krzywa jest réwnaniem dwu- lub
trojwykladniczym. Szybkie i nieuktadajace si¢ w ling prosta zmiany st¢zenia ksenobiotyku w
osoczu charakteryzuja fazg¢ dystrybucji, natomiast koncowy, liniowy odcinek okresla faz¢ jego
eliminacji z ustroju. Faza dystrybucji moze trwaé kilka minut lub godzin, a nawet dni. Szybka
dystrybucja ksenobiotykow odbywa si¢ w narzadach i tkankach silnie ukrwionych, jak watroba i
nerki.

Stezenie ksenobiotyku powinno obniza¢ si¢ szybciej we wszystkich tkankach i ptynach
kompartmentu centralnego podczas fazy dystrybucji niz podczas nast¢pnych faz. Natomiast
poziom ksenobiotyku w stabiej ukrwionych tkankach (mig$nie, tkanka tluszczowa), stanowiacych
kompartment tkankowy (peryferyjny), najpierw wzrasta az do osiagnigcia warto$ci maksymalne;j
a nastgpnie spada podczas fazy dystrybucji. Pod koniec fazy dystrybucji zostaje osiagnigty stan
roOwnowagi w kompartmentach centralnym i peryferyjnym. Przynalezno$¢ do danego
kompartmentu zalezy czg¢sto od wiasciwosci danego ksenobiotyku (Herman i Skibinska, 1992;

Hermann, 2002).
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Zwykle zaklada sig, ze eliminacja nast¢puje wylacznie z kompartmentu centralnego.
Podstawa tego zalozenia jest fakt, ze miejsca biotransformacji i wydalania ksenobiotykéw
(watroba, nerki) sa dobrze ukrwione i dlatego fatwo dostgpne dla zwiazku znajdujacego si¢ w
ukfadzie krwiono$nym.

Najprostszy model dwukompartmentowy dla jednorazowej dawki dozylnej mozna
przedstawi¢ wg nastgpujacego schematu (Hermann, 2002):

K12
Xe " Xy

—
ka1

klO

gdzie:

e XciXr—masaleku w kompartmencie centralnym i tkankowym

® kio, koi, kio — stale szybkosci pierwszego rzgdu, kolejno: dystrybucji leku z
kompartmentu centralnego (1) do tkankowego (2); z tkankowego (2) do
centralnego (1) i eliminacji z kompartmentu centralnego (1) na zewnatrz

kompartmentu centralnego (0)

Natomiast w jednorazowej dawce pozanaczyniowej model ten jest nastgpujacy:

ka kll
— _—
Xp Xc «—— Xy
ka1
Kio
gdzie:

e Xp Xc i Xt — masa leku w miejscu podania, kompartmencie centralnym i
tkankowym

* Lk, ki, ko1, kjo — stale szybkosci pierwszego rzgdu kolejno: absorpcji
ksenobiotyku z miejsca podania do kompartmentu centralnego, dystrybucji
leku z kompartmentu centralnego (1) do tkankowego (2); z tkankowego (2)
do centralnego (1) i eliminacji z kompartmentu centralnego (1) na zewnatrz
kompartmentu centralnego (0)
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W modelu dwukompartmentowym, dla jednorazowej dawki dozylnej, st¢zenie substancji
w osoczu (C) w dowolnym czasie (t) mozna obliczy¢ z réwnania dwuwykladniczego (Hermann,

2002):

C=A:e¢®+B:e? (1)
gdzie:
o — hybryda (okres$la nachylenie krzywej w fazie dystrybucji),
B — hybryda (okre$la nachylenie krzywej w fazie eliminacji),
(A«e™™) — wyrazenie obrazujace faze dystrybucii,

(B*e'ﬁt) — wyrazenie obrazujace fazg eliminacji.

W celu obliczenia statych A, B, o i B stosuje si¢ tzw. technike odejmowania i metodg
najmniejszych kwadratéw.

Warto$é o jest z reguty wieksza od wartoéci B. W zwiazku z tym, gdy wartos¢ A « ™
bedzie bliska zeru, stgzenie ksenobiotyku w kompartmencie centralnym (osoczu) wyznacza
rOéwnanie :

C=B«e” 2
czyli:

mCi=nB-Bt 3)

Parametry toksykokinetyczne fazy dystrybucji A i & mozna wyznaczy¢ z réwnania :

mCor=InA-ax«t (4)

Faza dystrybucji (A) moze trwa¢ od kilku do kilkuset minut. W przypadku bardzo
krétkiego okresu dystrybucji, gdy nie daje si¢ zaobserwowac na wykresie fazy o, przyjmuje si¢
model jednokompartmentowy.

State szybkosci pierwszego rzg¢du dla proceséw: dystrybucji (kj2), redystrybucji (kap),
i eliminacji (ko) oblicza si¢ z nastgpujacych réwnan (Gyamlani i wsp., 2002; Herman i

Skibifiska, 1992):

oB + A
k= —— 88— (5)
A+ B
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kio = (6)

k21

kiz=a+ -k -k @)

Stata szybkosci eliminacji (kjo) nie okresla tego samego procesu co stata B, jak to ma
miejsce w przypadku modelu jednokompartmentowego. Pierwsza z nich okres$la eliminacje
substancji z kompartmentu centralnego, druga — eliminacj¢ z catego organizmu. Stata B stuzy do

wyznaczania biologicznego okresu péttrwania to s :
0,693

B

®)

los =

W przypadku podania pozanaczyniowego wzor (1) na stezenie substancji w osoczu ulega

przeksztalceniu, dzigki ktéremu mozemy obliczy¢ st¢zenie leku w dowolnym czasie t:

C:A*e_m+B*€_ﬁt—C0*€_kat )
gdzie: Co— stgzenie poczatkowe leku w miejscu podania pozanaczyniowego; wylicza
si¢ je ze wzoru:

Co=A+B (10)

Wzory na pozostate state, wystgpujace w tym modelu sg nastgpujace:

A*B*(ﬂ- 0!)2
kix = (11)
C()*(A*ﬂ+B*a)

A*Q]+B*a

ko = 12
21 CO ( )
Co Co
ko = = (13)
Ala+ B/B- Co/k, AUCy_e

(a-ky)*kg Xp=F

A= : (14)
(a' ﬂ)*(ka' a) VC
(kg] _ﬂ)*ka XD*F

B = : (15)

(a-p) = (ka- p) Ve
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W modelu dwukompartmentowym dla podania pozanaczyniowego obliczanie objgtosci
dystrybucji jest do§¢ skomplikowane. Trudno$¢ ta wynika z dystrybucji ksenobiotyku pomigdzy
kompartment centralny i tkankowy, w wyniku ktérej ilos¢ leku w kompartmencie centralnym
maleje (poczatkowo szybko, a p6zniej liniowo w skali pétlogarytmicznej), natomiast ilo$¢ leku w
kompartmencie obwodowym (tkankowym) poczatkowo wzrasta, osiagajac pewne maksimum, a
nastgpnie maleje. Objeto$¢ dystrybucji leku obliczcona w momencie osiagnigcia stanu
stacjonarnego bedzie inna niz po ustaleniu si¢ fazy f3 i inna od obliczonej metoda ekstrapolacji
(tak jak liczy si¢ dla modelu jednokompartmentowego) oraz rézna od objetosci kompartmentu
centralnego. Wzdr na objgtos¢ dystrybucji kompartmentu centralnego przedstawiono ponizej

(Herman i Skibinska, 1992):

X e 19
gdzie:
V. — objetos¢ kompartmentu centralnego,
ka — stala szybkosci pierwszego rzedu dla procesu wchianiania ksenobiotyku z miejsca
podania, wyrazona w jednostce [h™'],
F — utamek dawki wchtonigtej,
D — dawka leku wyrazona w jednostce [mg],
ko1 — stata szybkosci pierwszego rzgdu dla procesu dystrybucji leku pomigdzy
kompartment tkankowy i centralny,
B — stata szybkosci eliminacji w modelu dwukompartmentowym,
o — stala szybkosci dystrybucji w modelu dwukompartmentowym.
Objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym (Vyss) (czyli, gdy dT/dt=0 wg Riggsa, gdzie T

odpowiada ilo$ci leku w kompartmencie tkankowym) okresla si¢ wzorem (Hermann, 2002):

ki2+ k21 '
k21

Vdss = Ve ( 17)

gdzie:
ki, — stata szybkos$ci pierwszego rzedu dla procesu dystrybucji leku pomigdzy
kompartment centralny i tkankowy.
Znajac V. 1 Vg4ss mozna wyliczy¢ Vr, czyli objetos¢ dystrybucji w kompartmencie

tkankowym:
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VT = Vdss - Vc (18)

Wykorzystujac do obliczen objgtosci dystrybucji wielko$¢ pola powierzchni pod krzywa
zmian stezenia leku w krwi, otrzymamy wzor:
Vitaeo) = % (19)
gdzie:
AUC - pole powierzchni pod krzywa zmian st¢zenia mierzonym od czasu t= 0 do
t = oc, wyrazone w jednostce [mg * h/dm’].
Jak wykazal Gibaldi, objgtos¢ dystrybucji obliczona w ten sposéb jest rowna objgtosci

dystrybucji obliczonej dla sytuacji, gdy mamy do czynienia wytacznie z faza 3 eliminacji :

Vap = (20)

Objetos¢ Vg mozna wigce przyrownac do Vyrea):

Vdﬁ = Vd(area) (21)

Parametr ten okresla objgto$¢ zastgpczego modelu jednokompartmentowego, o statej
predkosci eliminacji B, ktory ma ten sam klirens co rozpatrywany model dwukompartmentowy.
Klirens catkowity Cli wylicza sig z przeksztalcenia powyzszego wzoru (Gibaldi i wsp., 1971;

Hermann, 2002):

Cltoml = Vd(area) .ﬁ (22)

i wyraza si¢ w jednostce [dm’/h].
Klirens jest to objgtos$¢ osocza, ktéra w jednostce czasu jest calkowicie oczyszczona z
danej substancji X w wyniku wydzielniczej czynnos$ci nerek. Wielko$¢ t¢ mozna wyliczad

rOéwniez z ponizszego réwnania (Gu i wsp., 2005):

Uu."v
Cl=—"" (23)
P,
gdzie:
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Uy — stgzenie substancji X w moczu,
P — stgzenie formy nie zwiazanej w osoczu

V — objgtos¢ moczu wydalana w jednostce czasu [dm?/h].

Do obliczenia szybkosci przesaczania kigbuszkowego (GFR) stosuje si¢ substancje, ktore
sa catkowicie przesaczone przez kigbki, dla ktérych wydalanie, jak i wchlanianie zwrotne nie
odgrywaja zadnej roli, a klirens zalezy wylacznie od przesaczenia. Substancja taka jest m.in.
inulina, ktérej klirens jest w zasadzie rowny GFR. Jezeli klirens substancji X jest nizszy od GFR,
to nalezy sadzi¢, ze nerka nie jest w stanie jej eliminowa¢ w wystarczajacym stopniu. Warto$¢
klirensu wigksza od GFR wskazuje na aktywne wydalanie ksenobiotyku do $wiatla cewek
nerkowych. Wartoé¢ GFR u czlowieka wynosi w przyblizeniu 120 cm’/min (Gu i wsp., 2005;
Janiec i Krupinska, 1995).

Czas, w ktérym st¢zenie substancji w osoczu osigga warto$¢ maksymalng (tnax) oblicza

si¢ z wzoru:

(24)

i wyraza w godzinach [h].

Stezenie maksymalne Cp,x mozna wyliczy¢ ze wzoru (9), podstawiajac za t — tyx.

Zmiany stgzenia ksenobiotyku w osoczu, badane jako funkcja czasu, mozna uwazaé za
procesy podlegajace prawom prawdopodobienstwa i statystyki. W farmakokinetyce stosuje si¢
teori¢ momentéw statystycznych (zerowy, pierwszy, drugi) niezaleznych od modelu lub tzw.
bezmodelowych. Jednym z momentéw statystycznych jest tzw. $redni czas przebywania
ksenobiotyku w organizmie (MRT; Mean Residence Time). Stanowi on statystyczny

odpowiednik biologicznego okresu péttrwania i przedstawia si¢ wzorem:

MRT = o . ﬁ: 1 (25)
K* C, K
czyli: tos =0,693 - MRT  [h] (26)

Przez MRT rozumie si¢ w procesach pierwszego rzgdu czas niezbgdny do

wyeliminowania 63,21% podanej dawki (Gyamlani i wsp., 2002; Hermann, 2002).

79



2.6. Toksyczne uszkodzenia watroby

2.6.1. Enzymy biorace udzial w biotransformacji ksenobiotykow

Watroba spetnia gtéwna rol¢ w biotransformacji ksenobiotykéw zaréwno endo- jak i
egzogennych. Zachodzi tu wiele przemian, tj. bialkowa, weglowodanowa, tluszczowa,
barwnikowa z procesami odtruwania oraz wytwarzania i wydzielania z6tci (Bogdanik, 1998).

Wigkszos$¢ ksenobiotykdéw, ktérych przemiany zachodza w watrobie to substancje
niepolarne, lipofilne. Tylko niewielka liczba substancji organicznych nie ulega biotransformacji.
Naleza do nich zwiazki silnie polarne (kwas szczawiowy, czwartorzgdowe zasady amoniowe) lub
bardzo lotne (eter etylowy), ktére szybko ulegaja wydaleniu przez nerki lub ptuca (Bogdanik,
1998).

Enzymy mikrosomalne hepatocytéw biora udziat w reakcjach pierwszej fazy
biotransformacji, tj. utleniania, redukcji i hydrolizy oraz reakcjach drugiej fazy, czyli sprzg¢gania
(biosyntezy). Enzymy biorace udziat w utlenianiu ksenobiotykéw sa zaliczane do
monooksygenaz (oksydazy o funkcji mieszanej). Katalizuja one takze inne reakcje i reaguja ze
zwigzkami o bardzo r16znej budowie. Jedynym warunkiem jest lipofilny charakter
ksenobiotykow, dzigki ktéremu moga one przenika¢ w glab siateczki srédplazmatycznej, w ktorej
zlokalizowane sa monooksygenazy. Mimo, ze monooksygenazy charakteryzuja si¢ mata liczba
cykléw i wydajnoscia reakcji, to jednak katalizowane przez nie reakcje sa bardzo efektywne, co
wynika z ich duzej zawarto$ci w narzadach istotnych dla biotransformacji. Najwyzsze st¢zenie
monooksygenaz wystgpuje w siateczce Srédplazmatycznej hepatocytéw, gdzie stanowia okoto
20% ogblnej zawartosci biatka. Gtéwnymi monooksygenazami siateczki $rédplazmatycznej sa
enzymy grupy cytochromu P-450, w sktad ktérego wchodza: cytochrom P-450, reduktaza
NADPH-cytochrom P-450 oraz czynnik fosfolipidowy (Bogdanik, 1998; Desta i wsp., 2001).

Cytochrom P-450 jest hemoproteina zbudowana z apoproteiny i zelazoprotoporfiryny IX
bedaca grupa prostetyczng. Ksenobiotyk najczeSciej wiaze si¢ z cze$cia hydrofobowa
apoproteiny, ale moze réwniez taczy¢ si¢ z atomem zelaza (Fe®™) grupy prostetycznej.

Cytochrom P-450 wystgpuje w postaci wielu izoenzymoéw, ktére réznig si¢ od siebie
budowa apoproteiny, wlasciwosciami spektralnymi i immunologicznymi oraz masa czasteczkowa
(47000 — 550000). Kazdy z izoenzymoéw charakteryzuje si¢ szeroka specyfika substratowa. Ich
obecnos$¢ w poszczegdlnych tkankach i narzadach zalezy od gatunku, pici, wieku. W ostatnich
latach wyizolowano i scharakteryzowano geny kodujace poszczegdlne rodzaje cytochromu P-
450. Pierwsze cztery rodziny gendéw cytochromu P-450 sa zlokalizowane gltéwnie w siateczce

$rédplazmatycznej watroby i biorg udzial w biotransformacji ksenobiotykow. Izoenzymy 1Al i
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1A2 sa indukowane przez wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne, izoenzymy 1B1 i 1B2
przez fenobarbital, izoenzymy 4A1 i 4A2 przez klofibrat i leki hipoglikemiczne, izoenzym 2E1
przez etanol i aceton. W mitochondriach wystgpuje CYP 11. Cztery rodziny CYP 17, CYP 19,
CYP 20 i CYP 22 biorg udziat gtéwnie w biosyntezie hormonéw steroidowych (Dyderski, 1997;
Emoto i wsp., 2000; Poulsen i wsp., 1991; Senczuk, 1994; Zakia, 2008).

CYP2E] jest jedynym genem ludzkiej podrodziny CYP2E. Wykryto kilka odmian
polimorficznych tego genu. Najwigksze iloSci mozna znalez¢ w centralnych czg$ciach watroby.
To nieré6wnomierne rozmieszczenie CYP2E] moze wyja$nia¢, dlaczego niektére hepatotoksyczne
zwiazki w pierwszym rzedzie powoduja uszkodzenie wilasnie tego regionu watroby (Pendyala i

Creaven, 1995).

2.6.2. Diagnostyka toksycznych uszkodzen watroby — metody biochemiczne

Toksyczne uszkodzenie watroby moze by¢ wynikiem bezposredniego dzialania
ksenobiotyku uszkadzajacego struktury protoplazmatyczne. Dziatanie hepatotoksyczne pojawia
si¢ po skumulowaniu okres$lonej dawki, a sita dzialania zalezy od jej wielkosci.

Pomimo znacznego postgpu w badaniach diagnostycznych, jak dotad nie znaleziono
idealnego biomarkera, ktéry pozwalatby na oceng stopnia uszkodzenia watroby. Zréznicowanie
czynno$ciowe oraz znaczne zdolnosci kompensacyjne watroby sprawiaja, iz zaburzenia
biochemiczne stwierdza si¢ dopiero przy zaawansowanych zmianach jej struktury.

Obecnie w diagnostyce schorzen watroby stosowane sa 3 grupy biomarkeréw. Zadna z
tych grup nie moze by¢ jednak uwazana za bardziej czulg niz pozostate, gdyz umozliwia oceng
innego zakresu czynno$ci narzadu. Stad w postgpowaniu diagnostycznym wykorzystuje sig
szereg roznych préb i na ich podstawie ocenia si¢ tacznie funkcj¢ watroby (James i wsp., 2003;
Kokot, 1996).

L Préby czynnosciowe — polegaja na ocenie zdolnosci syntetycznych oraz funkcji komérek

watrobowych. Proby te opieraja si¢ na metabolizmie barwnikow zolciowych, syntezie
albumin oraz czynnikéw krzepnigcia krwi. Obejmuja takze oznaczenia stg¢zenia albumin
W surowicy, czasu protrombinowego i czynnikéw ukladu krzepnigcia krwi, stezenia
aminokwas6w w surowicy oraz porfiryn w moczu. Ponadto do oceny wykorzystuje si¢
oznaczanie poziomu glikoprotein, estréw cholesterolu i transferyny w surowicy.

IL Préby klirensowe — o charakterze dynamicznym, zwiazane sa z odtruwajaca i wydalnicza

rola watroby. Opierajq si¢ one na badaniach eliminacji z krwi substancji egzogennych i
endogennych np. préba hipurowa, bromosulfoftaleinowa, z zielenia indocyjanowa.

Klirens watrobowy tych barwnikéw koreluje z nasileniem i rozlegloscia uszkodzen
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watroby. Klirens zieleni indocyjanowej pozwala na ocen¢ zmian w watrobowym
przeptywie krwi oraz zdolnosci jej wychwytywania z krazenia przez hepatocyty. Badania
przy zastosowaniu stopniowo wigkszych dawek barwnika sa wykorzystywane do
iloSciowego czasowego monitorowania poprawy stanu czynnosciowego watroby.

IIL. Préby enzymatyczne — o charakterze statycznym, stosowane w r6znych uktadach maja w

chwili obecnej najwigksze znaczenie. Enzymami najczgdciej stosowanymi w diagnostyce
watroby sa aminotransferaza alaninowa (AIAT), aminotransferaza asparaginianowa
(AspAT), dehydrogenaza mleczanowa (LDH), y-glutamylotranspeptydaza (GGTP) oraz
esteraza cholinowa, fosfataza zasadowa (AP) i ceruloplazmina. Za specyficzne wskazniki
uwaza si¢ dehydrogenaze¢ sorbitolowa (SDH) i dehydrogenaze izocytrynianowa (ICD).
Oznaczenie aktywnos$ci AIAT, AspAT, LDH w surowicy krwi okre§la stopien
przepuszczalno$ci blony hepatocyta w procesie chorobowym. Natomiast zmiany w
aktywnosci fosfatazy zasadowej, st¢zenia bilirubiny w surowicy, wskazuja na schorzenia
watroby typu cholestatycznego, zwiazane z uszkodzeniem drég odprowadzajacych zot¢.
Czutymi wskaznikami wydolno$ci watroby sa takze cholinesteraza i GGTP.

Ogo6lnie enzymy dzieli si¢ na:

1. wskaznikowe (indykatorowe) — nie wystgpuja w surowicy krwi lub ich aktywnos$¢ jest

niewielka. Po uszkodzeniu komorek przedostaja si¢ do krwi. Enzymy te moga by¢
narzadowo swoiste lub nieswoiste. Enzymy cytoplazmatyczne pojawiaja si¢ we krwi juz
przy niewielkich uszkodzeniach blon komodrkowych, np. aminotransferaza alaninowa
(AlAT), aminotransferaza asparaginianowa (AspAT), 7Y-glutamylotranspeptydaza
(GGTP), dehydrogenaza sorbitolowa (SDH), dehydrogenaza mleczanowa (LDH).
Enzymy te zwiazane z siateczka endoplazmatyczna, mitochondriami, rybosomami i
lizosomami pojawiaja si¢ w krwiobiegu jedynie w przypadku bardzo duzych uszkodzen
watroby - dehydrogenaza glutaminianowa (GLDH).

2. wydzielnicze (sekrecyjne) — sg syntetyzowane w rybosomach komorek, gtéwnie watroby, a

nastgpnie wydzielane do krwi. Wykazuja zmniejszong aktywno$¢ w surowicy krwi w
uszkodzeniu hepatocytéw np. esteraza cholinowa.

3. wydalnicze (ekskrecyjne) — wystepuja w niewielkich ilosciach w surowicy krwi. Sa wydalane

przez watrobg do zodlci, dlatego w uszkodzeniu narzadu badZz uposledzonym odptywie
z6kci zwigksza si¢ ich stgzenie w surowicy np. fosfataza zasadowa (AP), ceruloplazmina.

Aminotransferazy alaninowa (AIAT) i asparaginianowa (AspAT) wystepuja gldwnie w

sercu, watrobie, migsniach, nerkach, erytrocytach, trzustce i mézgu. Jako enzymy
cytoplazmatyczne stanowig czuty wskaznik proceséw chorobowych, poniewaz pojawiaja si¢ w

krwi juz przy niewielkim uszkodzeniu btony komérkowej. Podwyzszone aktywnosci enzymow w
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osoczu wskazuja raczej na uszkodzenie komdrek, niz na zaburzenie funkcji narzadu. W ostrym
uszkodzeniu watroby aktywno$¢ aminotransferaz moze wzrasta¢ 50 do 100-krotnie. Najwyzsze
wartosci, jako dominujacy enzym cytozolowy, osiaga AIAT. W diagnostyce jest takze stosowany
wskaznik de Ritisa (jest to stosunek AspAT/AIAT). W schorzeniach ostrych warto$¢ wskaznika
Ritisa jest wigksza od 1, natomiast w schorzeniach przewleklych nie przekracza jednosci.
Cytozolowa AspAT pojawia si¢ w osoczu w przebiegu zawalu serca i uszkodzenia watroby.
Nastgpnie pojawia si¢ forma mitochondrialna enzymu. Przenikanie mitochondrialnej formy
AspAT przez blong jest zwigzane z utrata zdolnosci do fosforylacji oksydatywnej i wiaze si¢ ze
$miercig komorki. Przyjmuje sig¢, ze btona komérkowa jest w wigkszym stopniu podatna na
dtugotrwaty niszczacy proces niz btona mitochondrialna.

Najwyzsze aktywno$ci aminotransferaz wystepuja zwykle po 72 godzinach od momentu
zatrucia. U ludzi aktywno$é AIAT w surowicy wynosi 3-16 U/dm’® a AspAT 6-22 U/dm’. Oba
enzymy stanowia czuly, aczkolwiek nieswoisty wskaznik. Czas péttrwania AIAT w surowicy
wynosi 47 £ 10 godzin, a AspAT 17 = 5 godzin. W okresie zdrowienia aktywno$¢ AIAT jest
wyzsza od AspAT. Zwiazane jest to z wolniejsza eliminacja AIAT z ukladu krazenia (James i
wsp., 2003).

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest enzymem cytozolowym, tetramerem

zbudowanym z dwdéch podjednostek (H — przemiany oksydacyjne, M — przemiany beztlenowe).
Ze wzgledu na r6zne kombinacje wyrdznia si¢ pig¢ izoenzyméw: LDH;» wystgpuja w sercu i
erytrocytach, LDH4 s w watrobie, LDH; w mig$niach szkieletowych, LDH, 4 w innych narzadach
oraz tkankach nowotworowych. Izoformy r6znig si¢ nie tylko miejscem wystgpowania, ale takze
wlasciwosciami fizyko-chemicznymi, kinetycznymi i biologicznymi, przy czym najistotniejszy
jest czas péitrwania, ktéry moze si¢ wynosi¢ od 100 godzin dla LDH; do 10 godzin dla LDHs.
Rézni je takze ruchliwo$¢ elektroforetyczna — izoenzym, ktéry najszybciej wedruje do anody
okreslany jest LDH;, a najwolniej - ako LDHs. W ostrym zapaleniu watroby poczatkowo
wzrastaja jedynie izoenzymy LDH,s, dopiero po pewnym czasie pojawiaja si¢ pozostale
izoformy. Choroby przewlekle charakteryzuja si¢ podwyzszeniem aktywnosci LDHs i LDH;. U
0s6b z marsko$cia watroby wystegpuje gtéwnie LDH;. Zwigkszenie aktywnosci LDHs $Swiadczy o
istnieniu ognisk martwicy. LDH; jest czutym markerem zawatu serca, ze wzgledu na jego
swoisto$¢ 1 wydluzona obecno$¢ w osoczu. Zawarto$¢ enzymu w surowicy w przebiegu chordb
moze wzrasta¢ 10 do 20-krotnie, np. w przypadku WZW, nowotworéw, zatoréw pluc.
Prawidtowa aktywno$¢ LDH w surowicy ludzi wynosi 120-240 U/dm’.

Dehydrogenaza sorbitolowa (SDH) wystgpuje gléwnie w cytoplazmie komodrek

watrobowych, a w mniejszych iloSciach w prostacie, nerkach, $ledzionie i mig$niach. Jest

hamowana przez cyjanki, cysteing, glutation. SDH jest wysoce selektywnym wskaznikiem
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uszkodzenia hepatocytow. Wzrost aktywnosci SDH obserwuje si¢ w toksycznym uszkodzeniu
badz ostrym zapaleniu watroby. Dochodzi wtedy do 10 do 30-krotnego podwyzszenia zawartosci
enzymu w surowicy. Aktywno$¢ enzymu w surowicy krwi wzrasta takze w wirusowym zapaleniu
watroby, chorobach trzustki i drég zdélciowych. Wada tego parametru jest szybki spadek
aktywnosci SDH w poréwnaniu z AIAT i AspAT. W przewleklym zapaleniu i marsko$ci watroby
nie obserwuje si¢ zmian aktywnosci dehydrogenazy sorbitolowej. Wartosci prawidtowe u ludzi

wynosza 0-2,8 U/dm’,

Dehydrogenaza izocytrynianowa (ICD) posiada dwie izoformy, cytozolowa zwiazang z
NADP i mitochondrialng wykorzystujaca NAD, ktérych najwyzsze aktywnosci obserwuje si¢ w
hepatocytach. Ponadto w mniejszych ilo§ciach ICD wystgpuje w sercu, mig¢$niach szkieletowych,
nerkach, krwinkach, jelitach i nadnerczach. W surowicy wystegpuje izoenzym cytoplazamatyczny.
Wazrost aktywnosci ICD w surowicy $wiadczy o uszkodzeniu miazszu w watroby. 10 do 20-
krotne podwyzszenie zawartosci enzymu obserwuje si¢ w przebiegu WZW a 2 do 4-krotne w
marskosci watroby. Moze pojawi¢ si¢ réwniez w przypadku przerzutéw raka do watroby.
Wartos$ci prawidtowe u ludzi wynosza 1,1-6,3 U/dm® (Anderson i wsp., 2000; Bogdanik, 1998;
Borowski i wsp., 1986; Hanna i wsp., 1989; Luczak i wsp., 1976; Stewart i wsp., 1974; Tee i
wsp., 1987; Thabrew i wsp., 1995).

Glutation (GSH, gamma-glutamylo-cysteinyloglicyna) jest tréjpeptydem zbudowanym z
reszt aminokwasowych kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny. Ma wlasciwosci
przeciwutleniajace (dzigki odwracalnej reakcji odrywania lub przylaczania elektronéw), co
umozliwia regeneracj¢ grup tiolowych -SH w biatkach, w ktérych ulegly one utlenieniu do grup
sulfonowych -SOsH lub wigzan disiarczkowych -S-S-. Bierze tez udzial w procesie oddychania i
jest koenzymem niektérych enzyméw oksydo-redukcyjnych. W formie zredukowanej, dzigki
wolnej grupie tiolowej stuzy do redukcji nadtlenkéw (np. nadtlenku wodoru). Wychwytuje
reaktywne czynniki elektrofilowe ochraniajac komorki przed uszkodzeniem ze strony toksyn.

Glutation koncentruje si¢ gtéwnie w watrobie, gdzie odgrywa funkcje gtéwnego czynnika
detoksyfikacyjnego - umozliwia m.in. usuwanie 2z ustroju zwiazkéw azotowych i
chlorowcopochodnych toksyn. Nadmierne lub dlugotrwale podawanie paracetamolu, przy
rownoczesnej matej podazy metioniny w pokarmie powoduje zuzycie glutationu zawartego w
ustroju, co z kolei jest przyczyna martwicy watroby. Zywno$é bogata w glutation to: awokado,
szparagi, brokuly, brukselka, czosnek, cebula, kapusta (najlepiej stosowac¢ soki z tych warzyw)
(Martensson i wsp., 1990).

Glutation, jako antyoksydant neutralizuje wolne rodniki w watrobie, detoksyfikuje
pestycydy (nawet do 60%), stabilizuje blony lizosoméw i hamuje uwalnianie katabolicznych

enzymOw lizosomalnych. Jako transporter aminokwaséw w cyklu gamma glutamylowym,
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utatwia synteze¢ biatka i sprzyja tworzeniu dodatniego bilansu azotowego. Zwigksza uwodnienie
komoérek oraz zasoby glikogenu mig$niowego. Zwigksza poziom hormonu wzrostu, obniza
poziom kortyzolu, przyspiesza redukcje¢ tkanki ttuszczowej, wspomaga odpornos¢, tagodzi
objawy zmeczenia, obniza poziom kwasu mlekowego.

Zredukowany glutation jest syntetyzowany w kazdej komorce organizmu w obecnosci
witaminy C i N-acetylocysteiny, dlatego aminokwas endogenny, jakim jest cysteina musi by¢
dostarczany z pozywieniem. Zredukowany glutation jest przeciwutleniaczem pelniagcym wiele
funkcji komoérkowych, takich jak detoksyfikacja, transport aminokwaséw, produkcja koenzymow
oraz przemiany witamin E i C. Glutation jest substancja wykorzystywana, na poziomie
komoérkowym, na pierwszym miejscu w obronie organizmu. Odgrywa on kluczowa role w
funkcjonowaniu oraz rozmnazaniu limfocytéw. Przy nieodpowiednim poziomie glutationu
komoérki "popetniaja samobdjstwo" poddajac si¢ procesowi nazywanemu zaprogramowang
$miercig komérkowa (apoptoza). Niestety wraz z wiekiem poziom glutationu obniza sig.

Niski poziom glutationu we krwi wskazuje na stan chorobowy. Glutation jest naturalng
substancja przeciwutleniajaca, a spadek jego poziomu oznacza, ze organizm nie radzi sobie z
usuwaniem wolnych rodnikéw, uszkadzajacych komérki w mézgu, watrobie i innych narzadach.

Dochodza do tego problemy z trawieniem pokarméw i spadek odpornosci organizmu.
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3. Cel pracy,hipotezy badawcze

Paracetamol jest powszechnie stosowanym lekiem przeciwbdlowym
i przeciwgoraczkowym, skutecznym w zalecanych dawkach. Jest lekiem ogdlnodostgpnym
przeznaczonym do odrgcznej sprzedazy w aptekach, réwniez w réznego rodzaju placéwkach
handlowych, w tym w super- i hipermarketach, kioskach, czy na stacjach benzynowych. Duza
liczba preparatéw farmaceutycznych, o réznych nazwach handlowych, zawierajacych w swoim
sktadzie paracetamol, stwarza jednak ryzyko wystgpienia nieumyslnych zatru¢ tym lekiem, co w
konsekwencji moze doprowadzi¢ do powaznych uszkodzen watroby i nerek. Ryzyko to wzrasta
w przypadku réwnoczesnego narazenia na inne zwiazki dziatajace jako induktory lub inhibitory
ustrojowych przemian metabolicznych. Zwiazkiem takim moze by¢ trichloroetylen, ktéry
podobnie jak paracetamol, ulega biotransformacji przy udziale tych samych izoenzyméw
cytochromu P-450 (CYP 2E1, CYP 1A1/2). Jednoczesne narazenie na te ksenobiotyki moze
prowadzi¢ do wystapienia interakcji, ktérych efektem moze by¢ migdzy innymi wplyw na
parametry farmakokinetyczne paracetamolu a takze nasilenie jego hepatotoksycznego dziatania.
W leczeniu zatru¢ ostrych paracetamolem standardowo w terapii stosuje si¢ N-
acetylocysteing, ktorej hepatoprotekcyjne dziatanie zwigzane jest migdzy innymi z uzupetnianiem
rezerw endogennego glutationu, niezbgdnego w procesie detoksykacji toksycznego, aktywnego
metabolitu (N-acetylo-p-benzochinonoiminy) leku.
Dziatanie N-acetylocysteiny zostalo dobrze opisane, niemniej brak jest danych o
skutecznosci stosowania NAC w zatruciach mieszanych paracetamolem i trichloroetylenem.
Celem podjetych badan eksperymentalnych bylo ocena farmakokinetyki paracetamolu po
narazeniu tacznym z trichloroetylenem oraz wykazanie i poréwnanie skutecznosci terapeutycznej
N-acetylocysteiny w ostrym zatruciu tacznym tymi ksenobiotykami. W zwiazku z zalozonym
celem badan sformutowano gléwna hipoteze badawcza:
Trichloroetylen istotnie zmienia farmakokinetykg¢ paracetamolu oraz nasila jego dziatanie
hepatotoksyczne a N-acetylocysteina, standardowo stosowana w leczeniu ostrych zatrué
paracetamolem, wykazuje podobng skuteczno$¢ réwniez w przypadku zatru¢ mieszanych
paracetamolem i trichloroetylenem.
Ponadto sformutowano szczegétowe hipotezy badawcze:
1. Pomigdzy badanymi ksenobiotykami zachodza interakcje kinetyczne prowadzace do
zmian w wielkos$ciach parametréw farmakokinetycznych paracetamolu.
2. Trichloroetylen i NAC zmieniajq profil metaboliczny paracetamolu.
3. Laczne narazenie na paracetamol i trichloroetylen zwigksza dziatanie hepatotoksyczne

leku.
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4. Zatrucie taczne paracetamolem i trichloroetylenem prowadzi do wzrostu aktywnosci
uktadu mikrosomalnego, w tym wybranych izoform cytochromu P-450.

5. N-acetylocysteina, niezaleznie od czasu wprowadzenia do terapii, wykazuje podobna
skuteczno$¢ hepatoprotekcyjna w przypadku facznego zatrucia ostrego paracetamolem i

trichloroetylenem.

Zalozony cel badan i wyznaczone hipotezy badawcze zrealizowano w oparciu o oceng u
zwierzat doswiadczalnych nastgpujacych parametrow:
1. stgzenia paracetamolu w osoczu krwi
2. stgzenia paracetamolu i jego glukuronidu w moczu.
3. aktywnosci enzyméw (ALAT, AspAT, LDH, SDH, ICD) wykorzystywanych w
diagnostyce laboratoryjnej, jako biomarkery uszkodzenia watroby.
4. ukladu enzym6éw mikrosomalnych zaleznych od cytochromu P-450 i wybranych izoform

CYP450 oraz stezenia glutationu w watrobie.

Uzyskane dane pozwolity na przesledzenie loséw paracetamolu w organizmie, oraz ich
matematyczng interpretacj¢. Ponadto, postuzyty do oceny funkcji watroby oraz wptywu na uktad
enzymOw mikrosomalnych bioracych udzial w biotransformacji paracetamolu do toksycznego

metabolitu, ktéry podlega detoksykacji w reakcjach sprzggania z endogennym glutationem.
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4. Cze¢sé¢ doswiadczalna

4.1. Schemat do$§wiadczenia

4.1.1. Zwierzeta

Badania przeprowadzono na 180 szczurach, samcach szczepu Wistar, o masie ciata 290 +
10g, pochodzacych z hodowli Katedry Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Zwierzg¢ta karmiono standardowa pasza laboratoryjna Murigran z dostgpem do wody ad libitum.

Na badania uzyskano zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej nr 17/2003 z dnia 5 maja 2003

roku.

4.1.2. Przebieg badan

Badania wykonano w dwdch etapach. W pierwszym etapie podawano jednorazowo
zwierzgtom sonda dozotadkowa paracetamol (APAP), trichloroetylen (TRI) i N-acetylocysteing
(NAC) w 2,5 % roztworze glukozy o objetosci 5 cm’. Paracetamol pojedynczo lub tacznie z
trichloroetylenem podawano réwnoczesnie, natomiast N-acetylocysteing w dwdch wariantach
czasowych, tj. réwnocze$nie (Oh) lub po dwdch godzinach (2h) od podania ksenobiotykéw.
Paracetamol podawano w dawkach 250 i 500 mg/kg m.c., trichloroetylen w dawce 250 mg/kg
m.c., N-acetylocysteing w dawce 150 mg/kg m.c. Badania przeprowadzono w 6 grupach

do$wiadczalnych wg nastgpujacego schematu:

Grupa Il — APAP

a) APAP - 250 mg/kg m.c.
b) APAP - 500 mg/kg m.c.

Grupa II — APAP lacznie z N-acetylocysteina

a) APAP - 250 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c.(Oh)
b) APAP - 500 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c.(Oh)

Grupa III — APAP i po 2 godzinach N-acetylocysteina

a) APAP - 250 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c.(2h)

b) APAP - 500 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c.(2h)
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Grupa IV — APAP lacznie z TRI

a) APAP - 250 mg/kg m.c., TRI - 250 mg/kg m.c.
b) APAP - 500 mg/kg m.c., TRI - 250 mg/kg m.c.

Grupa V — APAP lacznie z N-acetylocysteina i TRI

a) APAP - 250 mg/kg m.c., TRI - 250 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c. (Oh)
b) APAP - 500 mg/kg m.c., TRI — 250 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c. (Oh)

Grupa VI — APAP 1acznie z TRI i po 2 godzinach N-acetylocysteina

a) APAP - 250 mg/kg m.c., TRI - 250 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c. (2h)

b) APAP - 500 mg/kg m.c., TRI — 250 mg/kg m.c., NAC — 150 mg/kg m.c. (2h)

Po podaniu ksenobiotykdéw zwierzgta umieszczono w klatkach metabolicznych. Mocz do
badan zbierano w porcjach po 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 i 72 godzinach od podania ksenobiotyku.
Po zmierzeniu objgtosci probki, mocz przechowywano w lodéwce do chwili wykonania oznaczen
stgzenia niezmienionego paracetamolu oraz glukuronidu paracetamolu.

W drugim etapie zwierzata podzielono na identyczne grupy I[-VI. Zwierzgta réwniez
otrzymywaty dozotadkowo paracetamol, TRI i NAC w 2,5 % roztworze glukozy o objetosci 5
cm’ w jednorazowej dawce pojedynczo lub tacznie. Zwierzgta kontrolne, hodowane w tych
samych warunkach, otrzymywaty sonda dozotadkowo 2,5% roztwdr glukozy. Po uptywie czasu:
5, 10, 15, 20, 30, 60 i 90 minut oraz 4, 12, 24, 48 i 120 godzinach zwierz¢ta usypiano w lekkie;]
narkozie eterowej. Pobierano krew z serca do badan, a nast¢pnie oznaczano w surowicy stgzenie
APAP metoda TDx i aktywno$¢ enzyméw (biomarkeréw uszkodzenia watroby). W watrobach
oznaczono aktywno$¢ ukladu monooksygenaz zaleznych od cytochromu P450 (stgzenie
watrobowego cytochromu P-450, cytochromu bs oraz aktywno$¢ wspoipracujacych z nimi
reduktaz) oraz stezenie biatka i glutationu catkowitego. Ponadto w wybranych grupach
oznaczono izoenzymy cytochromu P-450: CYP 2E1, CYP 2B1/2 oraz CYP1A2. Otrzymane

wyniki poddano analizie statystyczne;.
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4.2. Oznaczanie paracetamolu w Kkrwi i moczu

4.2.1 Metoda oznaczania paracetamolu w surowicy krwi

Paracetamol oznaczano immunologiczna metoda fluorescencyjno — polaryzacyjna
TDx/FLx na aparacie firmy Abbott. Badania wykonano w Katedrze i Zakladzie Farmacji
Klinicznej Akademii Medycznej w Poznaniu.

4.2.1.1 Zasada metody

Immunologiczna metoda fluorescencyjno — polaryzacyjna (FPIA — Fluorescence
Polarization ImmunoAssay) oparta jest na zjawisku wzbudzenia czasteczek antygenu
znakowanego fluoroforem o osiach réwnolegtych do ptaszczyzny $wiatla spolaryzowanego.
Czasteczki te rotuja migdzy stanami wzbudzenia i emisji, bedac zrédlem promieniowania
fluorescencyjnego niespolaryzowanego. Stopien depolaryzacji jest uzalezniony od szybkosci
rotacji, ktéra jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci czasteczek rotujacych. Zwiazanie
maloczasteczkowego znakowanego fluoroforem antygenu z przeciwciatem, w przeciwienstwie
do wolnego antygenu, powoduje znaczne zahamowanie rotacji, a wigc promieniowanie
fluorescencyjne stanowi w dalszym ciagu przede wszystkim $wiatlo spolaryzowane. Nieznany
antygen (lek), konkuruje z antygenem znakowanym fluoroforem o miejsce wiazace przeciwciata.
W ten sposob stopien depolaryzacji emitowanego promieniowania fluorescencyjnego, jest
proporcjonalny do stezenia leku obecnego w prébie.

Stezenie APAP odczytuje si¢ z wykresu kalibracyjnego stworzonego na potrzeby tego

testu.

4.2.1.2 Odczynniki

Zestaw odczynnikéw do oznaczania paracetamolu przy uzyciu aparatu TDx/FLx firmy

Abbott (USA).

1. Roztwory do oznaczania paracetamolu P, S, T (Paracetamol Reagent Pack):
P — roztwér o dziataniu powierzchniowym w buforze
S — przeciwciata paracetamolu w buforze
T — paracetamol znaczony fluoresceing w buforze z roztworem o dziataniu
powierzchniowym

e Roztwory konserwowane 0,1% azotynem sodowym.
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2. Roztwory kalibracyjne paracetamolu A, B, C, D, E, F w surowicy ludzkiej (Paracetamol

Calibrators) [ ug/cm3]:

A-0,0 D -50,0
B -10,0 E -100,0
C-20,0 F —200,0

e Roztwory konserwowane 0,1% azotynem sodowym.

3. Roztwory kontrolne paracetamolu L, M, H w surowicy ludzkiej [pg/cm’]:

L-135 - 16,5
M -31,5 - 38,5
H-135,0 - 165,0

e Roztwory konserwowane 0,1% azotynem sodowym.

4.2.1.3 Tok postgpowania

Do plastikowych pojemnikéw umieszczonych w kolektorze préb, odmierzano 100 pl
badanej surowicy. Nastgpnie kolektor wraz z zestawem odczynnikéw do oznaczen paracetamolu
wstawiono do aparatu TDx/FLx, dokonujacego samoczynnie pomiaru stgzen APAP w kolejnych
prébach.

Wyniki przedstawiono jako warto$¢ srednia (X £ SD) z trzech niezaleznych pomiaréw.

Zakres stgzen paracetamolu w met.TDx mozliwych do oznaczen waha si¢ pomigdzy 1,00
(czuto$¢ metody) a 200 ug/cm3 (roztwor kalibracyjny F). Odczyt wyzszych stgzen jest mozliwy
po wykonaniu ,,protokotu rozcienczen”.

Precyzja metody TDx zostala okre$lona na podstawie 9 réznych odczytéw dla 5 préb o

stezeniach 151 150 ug/cm3 oraz 10 odczytéw dla 5 préb o stgzeniu 35 ug/cm3:

stezenie [pg/cm’] 15 35 150

(n=) 45 50 45

$rednia + SD 14,70 £ 0,72 36,33+ 1,10 145,68 £5,73
btad [%] 4,92 3,03 3,93

4.2.1.4. Metodyka obliczen farmakokinetycznych.

Dla wyznaczenia niezb¢dnych parametréw farmakokinetycznych zastosowano metod¢

dekompozycji graficznej, polegajaca na wielokrotnym stosowaniu regresji liniowe;j.
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Przy opisie stezenia w kompartmencie centralnym modelu r-kompartmentowego wg

WZOoru:
cift) = ) Ae™ (27)
i=1

gdzie:

¢ — stezenie w czasie (t),

t — czas,

A, a; — wspdlczynniki;
i spetnieniu warunku:

a>>ay...>>a,

mozliwe jest oddzielne analizowanie odcinkéw przebiegu In c;(t) = f{t) 1 kolejne wyznaczenie par
wspoétczynnikéw A;, a; (Chien i wsp., 1997; Gu i wsp., 2005; Gyamlani i wsp., 2002).

Po przeksztalceniu wzoru (27) dla modelu dwukompartmentowego otrzymuje si¢:

ci(t) = Aze_”Et{l+%e_(”‘_”2)’ } (28)

2

Jezeli a; jest znacznie wigksze od a;, wtedy dla duzych warto$ci czasu t sktadnik

wyktadniczy w nawiasie kwadratowym mozna pomina¢. Po zlogarytmowaniu uzyskuje si¢ wzor:
Inci(t)=In Ay — ast (29)

Jest to znane réwnanie linii prostej

y=b-ax (30)
gdzie:
a — wspolczynnik kierunkowy prostej,
b — punkt przecigcia z osig y dlax =0
X,y — wspétrzedne;
n punktéw pomiarowych o wspétrzednych x;, y; . . . x5, y.. W celu znalezienia parametrow

rOwnania korzysta si¢ z zaleznoSci:

5y Zr L

a €2Y)

, Q0
2x
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po 220 (32)

Zastosowana metoda nosi nazw¢ metody najmniejszych kwadratéw (Court i wsp., 2001;
Gyamlani i wsp., 2002).
Pierwszym krokiem w metodzie regresji liniowej jest wyznaczenie z krzywej punktéw

nalezacych do fazy eliminacji, gdzie:

ca=p
b:th()
e’ =A,

InC=b-At

Dla wartosci ¢ lezacych na krzywej obrazujacej fazg absorpcji i dystrybucji oblicza sig
stezenie regresji Cir.g, a nastgpnie od wartosci do$wiadczalnej odejmuje si¢ wyliczone
teoretyczne Cig). Otrzymane w ten sposéb punkty (C-Ci.,)) nanosi si¢ na wykres. Nastgpnie

wyznacza si¢ punkty, ktére naleza do fazy dystrybucji, korzystajac ze wzoréw (28)-(32), gdzie:

-a=a
-b =1n Cy
-’ = A
r=x

In (C— C(reg)) =Yy
Kolejnym krokiem jest podstawienie otrzymanych wartosci do wzoru:

InC=b-At (33)
co pozwala na wyliczenie warto$ci C () (dla fazy absorpcji).
Po odjgciu od Ceq) (C — Creg)) Wylicza sig parametry a, b, korzystajac ze wzoréw (31)-
(32), natomiast r wyznacza si¢ ze wWzoru:
XD X
n

r= (34)

B
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Wyliczone parametry pozwalaja na wyliczenie stalej absorpciji k, gdzie:

-a =kq

¢’ = A;

Znajac parametry A;, A, Az oraz f, a i k,, korzystajac ze wzoru (9), mozna wyliczy¢
stezenie w dowolnym czasie ¢, a takze state kj, kjo, k;2, wedlug wzoréw (6), (7), (12). Obliczone
warto$ci pozwalaja na wyznaczenie V. ze wzoru (16), Vg, z (17) 1V, z (18).

AUC oblicza si¢ korzystajac ze wzoru:

A Uc(caik.) = AUC(obl.) + AUC(resztk.) (35)
wartosc
ostatiego
stezenia
AUC(resztk.) = (36)
B

B — hybryda stalej szybkos$ci eliminacji (faza B).

Po zsumowaniu AUCp1) 1 AUCreszr) otrzymuje si¢ AUCcqik), ktdre nastgpnie mozna
wykorzysta¢ do obliczenia Viwreq) (19). Po podstawieniu do wzoru (21) mozna okresli¢ klirens
catkowity Clyyq ze wzoru (22), a tys i tys odpowiednio ze wzoréw (8), (24) oraz Ciux

(Guengerich i wsp., 2009).

4.2.2. Metoda oznaczania wolnego paracetamolu i jego metabolitu w moczu

Wolny paracetamol i jego metabolit — glukuronid oznaczono w moczu metoda HPLC

stosowang przez Aguilara (Aguilar i wsp., 1988).

4.2.2.1. Zasada metody

Do badan uzyto HPLC firmy Beckman (uklad pomp 126, detektor 168). Przygotowane
proby nastrzykiwano w objetosci 20 pl na kolumng Eclipse ® XDB-CI8 250 x 4,6 mm
wypelniong czastkami 5 pm. Piki rejestrowano przy dlugosci fali A=254 nm. Jako fazg ciekla
stosowano mieszaning wody, metanolu i kwasu octowego w stosunku objetosciowym 86,5 : 12,5
: 1, z szybkos$cia przeptywu 1 cm’/min. Czas retencji wynosit ok. 13 min., natomiast catkowity

czas oznaczania 1 probki to 16 min. Oznaczenia przeprowadzono w temp. pokojowe;.
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4.2.2.2. Odczynniki i roztwory

e metanol, HPLC

e kwas octowy, HPLC

e woda destylowana, HPLC

e metanolowy roztwér wzorcowy paracetamolu o stezeniu 4 mg/cm’

* metanolowy roztwor wzorcowy teofiliny o stezeniu 8 mg/cm3 (wzorzec wewngtrzny)

* metanolowy roztwor wzorcowy glukuronidu paracetamolu o st¢zeniu 4 mg/cm3

4.2.2.3. Tok postepowania

Prébki przygotowano przez zmieszanie wody destylowanej, moczu i teofiliny (wzorzec
wewngtrzny) w ilosciach: 1960 pl, 20 pl i 20 pl, uzyskujac rozcienczenie 1:100. Przygotowane

préby nastrzykiwano na kolumne.

4.2.2.4. Wykres wzorcowy i dokladno$¢ oznaczen.

Z roztworu wzorcowego paracetamolu/glukuronidu paracetamolu przygotowano roztwory
robocze o nastgpujacych stezeniach: 04; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0; 2,4; 2,8; 3,2; 3,6; 4,0 mg/cm3.
Nastgpnie postgpowano wg toku opisanego w punkcie 4.2.2.3.

Wykresy wzorcowe sporzadzono metoda najmniejszych kwadratéw na podstawie
zalezno$ci stosunku pola powierzchni piku paracetamol/teofilina od stezenia paracetamolu oraz

pola powierzchni piku glukuronid paracetamolu/teofilina od stgzenia glukuronidu paracetamolu.
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Tab.5. Zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia wolnego paracetamolu

Stezenie wolnego Stosunek pola powierzchni
w paracetamolu [mg/cm’] piku paracetamolu/teofiliny
1 0 0
2 0.4 1,060
3 0,8 2,070
4 1,2 2,961
5 1,6 3,741
6 2,0 4,913
7 2.4 5,769
8 2,8 6,680
9 32 7,745
10 3,6 9,021
11 4,0 9,670

e w tabeli zestawiono $rednie z 3 niezaleznych pomiaréw

Tab.6. Zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia glukuronidu paracetamolu

Stezenie glukuronidu Stosunek pole powierzchni
w [mg/cm’] piku glukuronidu/teofiliny
1 0 0
2 0.4 0,507
3 0,8 0,966
3 1,2 1,350
4 1,6 1,761
6 2,0 2,193
7 2.4 2,585
8 2,8 3,094
9 32 3,509
10 3,6 4,091
11 4,0 4,366

e w tabeli zestawiono $rednie z 3 niezaleznych pomiaréw
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Tab.7. Parametry statystyczne

paracetamolu

dla krzywych wzorcowych paracetamolu i glukuronidu

Glukuronid
Parametry statystyczne Paracetamol
paracetamolu
1. Wspétczynnik korelacji
Z Xy r=0,9991 r=0,9991
V=
[ZXZ % ZyZ
2. Odchylenie standardowe
Sb=0,2584 Sb=0,1175
1_ 2 2 ) .
sp= [0
n—1
3. Wspélczynnik zmiennosci
Wz =4,78% Wz =4.81%
wz ="*% 1009
y
4. Wspélcezynnik kierunkowy
ny a =0,245575 a =0,110528
a= 2
D> x
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4.2.2.5. Metodyka obliczen farmakokinetycznych

Do poréwnania krzywych, przedstawiajacych proces wydalania wolnego paracetamolu
lub jego glukuronidu w czasie, zastosowano test istotnosci dla wspéiczynnika regresji liniowej,

korzystajac z przeksztalcenia prostoliniowego:

C(t) = Cu(l-e ™™

c

t=In——5"—
C,—C@)
gdzie:
® C, - skumulowana ilos¢ graniczna
® k- wspétczynnik regresji

e t-czas [h]

4.3. Oznaczanie aktywnos$ci enzymow w surowicy Krwi

4.3.1. Oznaczanie aktywnosci aminotransferazy alaninowej
Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej w surowicy krwi oznaczono za pomoca testu

firmy bioMerieux

4.3.1.1. Zasada metody

Aminotransferaza alaninowa, przenosi grup¢ aminowa z alaniny na kwas o-
ketoglutarowy, a w wyniku reakcji powstaje kwas pirogronowy (ketokwas) i kwas glutaminowy.
Ketokwas w reakcji odwracalnej, katalizowanej przez dehydrogenazg¢ mleczanowa (LDH), jest

redukowany do mleczanu.

AIAT
L-alanina + o-ketoglutaran <t———=>> pirogronian + L-glutaminian

LDH
pirogronian + NADH + H¥ <<——=> mleczan + NAD*
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4.3.1.2. Odczynniki

1. Odczynnik I

Tris bufor pH = 7,5 100 mmol/dm’
a-alanina (L-alanina) 500 mmol/dm’
2. Odczynnik II
o-ketoglutaran 15 mmol/dm’
enzym-koenzym NADH 0,18 mmol/dm’
LDH > 1200 U/dm’

3. Odczynnik roboczy

mieszanina odczynnikéw I i II w stosunku 1:1

4.3.1.3. Tok postgpowania

Do 1 cm’ odczynnika roboczego, dodano 100 pl surowicy. Nastepnie w temp. 25°C
dokonano pomiaru absorbancji po 1, 2 i 3 minutach, dla dlugosci fali 340 nm, stosujac wodg jako
odnos$nik.

Aktywnosci AIAT obliczono ze wzoru:

AIAT (U/dm?) = AA/min. * 1746

4.3.2. Oznaczanie aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej
Aktywno$¢ aminotransferazy asparaginianowej w surowicy krwi oznaczono za pomoca

testu firmy bioMerieux

4.3.2.1. Zasada metody

Aminotransferaza asparaginianowa, przenosi grup¢ aminowa z kwasu asparaginowego na
kwas o-ketoglutarowy, w wyniku redukcji powstaje kwas szczawiooctowy (ketokwas) i
glutaminowy. Powstaly ketokwas w reakcji odwracalnej jest redukowany do jabiczanu przez

dehydrogenazg jabtczanowa (MDH).

AspAT
L-asparaginian + o-ketoglutaran <<———> szczawiooctan + L-glutaminian

MDH
szczawiooctan + NADH + H* <<———> jablczan + NAD *
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4.3.2.2. Odczynniki

1. Odczynnik I

Tris bufor pH =7,8 80 mmol/dm’
kwas asparaginowy (L-asparaginian) 200 mmol/dm’
2. Odczynnik II
o-ketoglutaran 12 mmol/dm’
enzym-koenzym NADH 0,18 mmol/dm’
MDH > 500 U/dm’
LDH > 1200 U/dm’

3. Odczynnik roboczy

mieszanina odczynnikéw I i II w stosunku 1:1

4.3.2.3. Tok postgpowania

Do 1 cm’ mieszaniny roboczej, dodano 100 pl surowicy. Nastgpnie w temp. 25°C
dokonano pomiaru absorbancji po 1, 2 i 3 minutach dla dtugosci fali 340 nm, stosujac wodg jako
odnos$nik.

Aktywnos$ci AspAT obliczono z wzoru:

AspAT (U/dm’) = AA/min. * 1746

4.3.3. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej

Aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej icy krwi oznaczono za pomoca testu firmy
bioMerieux.
4.3.3.1. Zasada metody

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH), katalizuje odwracalna reakcje redukcji pirogronianu
do mleczanu.

LDH
pirogronian + NADH + H* <———=> mleczan + NAD *
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4.3.3.2. Odczynniki

1. Odczynnik I

bufor fosforanowy pH =7,5 50 mmol/dm’
substrat pirogronian 0,6 mmol/dm’
NaNj 1 g/dm’
2. Odczynnik II
koenzym NADH 0,18 mmol/dm’

3. Odczynnik roboczy

mieszanina odczynnikéw I i II w stosunku 1:1

4.3.3.3. Tok postgpowania

Do 1 cm® odczynnika roboczego, dodano 20 ul surowicy. Nastepnie po 1 minucie
dokonano pomiaru absorbancji w temp. 25°C po 1 i 2 minutach dla dtugosci fali 340 nm, stosujac
wodg¢ jako odnos$nik.

Aktywnos$ci LDH obliczono z wzoru:

LDH (U/dm?) = AA/min. * 8095

4.3.4. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy izocytrynianowej

Aktywno$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej w surowicy krwi oznaczono za pomoca
testu firmy SIGMA DIAGNOSTIC
4.34.1. Zasada metody

Dehydrogenaza izocytrynianowa katalizuje dwie kolejne reakcje cyklu Krebsa: utlenianie

izocytrynianu i dekarboksylacj¢ szczawiobursztynianu wedtug nizej przedstawionego schematu:

(|:00H (|:00H (|:00H
CHOH C=0 C=0
| NAD | |
HC-COOH ——> HC-COOH —> CH, +  CO,
| NADP | |
(|:H2 (|:H2 (|:H2
COOH COOH COOH
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Aktywno$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej (ICD) w osoczu krwi, oznaczano
spektrofotometrycznie, mierzac wystgpujacy podczas redukcji NADP do NADPH przyrost
absorbancji w ciggu 5 minut dla dtugosci fali 340 nm.

Aktywno$¢ ICD jest proporcjonalna do stezenia NADPH.

4.3.4.2. Odczynniki

SIGMA DIAGNOSTIC (Procedure No. 153 — UV)

1. NADP o stez. 1,0 mg/fiolke;

2. Substrat izocytrynianowy o pH = 7,8 i stez. 10 umol/cm”;

3. Roztwér chlorku manganu (0,1 mol/dm’ MnCl, w 0,15 mol/dm’ NaCl).

4.3.4.3. Tok postegpowania

Przygotowanie roztworu NADP: do 1,0 mg NADP dodano 1,5 cm® H,O, mieszano az do
rozpuszczenia i nastgpnie umieszczano w tazni wodnej o temp. 37°C.

Do fiolki zawierajacej 1,2 cm’ substratu izocytrynianowego dodano 2 krople roztworu
chlorku manganu (MnCl,), 0,5 cm® surowicy i 1,2 cm® przygotowanego wcze$niej roztworu
NADP. Nastgpnie po 1 i 5 minutach od momentu dodania roztworu NADP dokonano pomiaru
absorbancji w temp. 25°C dla dlugosci fali 340 nm, stosujac wodg¢ jako odnos$nik.

Obliczen aktywnosci ICD dokonano ze wzoru:

ICD (Sigma U/dm®) = AA/5 min. * 12/0,5 * 0,002 * TCF
gdzie:
12 — przemiana AA/5 min. w stosunku do AA/h
0,5 — objetos¢ surowicy (cm®)
0,002 — absorbancja 1 nmol NADPH mierzona dla dt. fali 340 nm
TCF — czynnik korygujacy temperaturg (TCF = 0,37 w temp. 37°C)

Jednostki SIGMA ICD przeliczono na jednostki migdzynarodowe stosujac wzor:

ICD (SIGMA U/dm?)/60 = ICD (U/dm’)
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4.3.5. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy sorbitolowej

Aktywno$¢ dehydrogenazy sorbitolowej w surowicy krwi oznaczono za pomocg testu
firmy SIGMA DIAGNOSTIC
4.3.5.1. Zasada metody

Dehydrogenaza sorbitolowa katalizuje reakcje utleniania sorbitolu do fruktozy wedtug

nizej przedstawionej reakcji:

CH,OH CH,OH
H(|ZOH (|:= 0
HCOH SDH OHCH
| + NAD' S —> | + NADH" + H'
HO(|ZH H(|ZOH
H(|ZOH H(|ZOH
CH,OH CH,OH

Aktywno$¢ SDH w osoczu krwi, oznaczano spektrofotometrycznie, mierzac spadek

absorbancji w ciagu 1 minuty w ukladzie zawierajacym enzym oraz fruktoz¢ jako substrat.

4.3.5.2. Odczynniki

SIGMA DIAGNOSTIC (Procedure No. 50 — UV)

1. NADH o stez. 0,2 mg/fiolke;

2. Bufor TRIZMA (Tris(hydroksymetylo)aminometan) o pH = 7.5 i stez. 0,1 mol/dm’;
3. Roztwér fruktozy o stez. 0,72 g/cm’.

4.3.5.3. Tok postgpowania

Do fiolki zawierajacej 0,2 mg NADH (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) dodano 2
cm’ buforu TRIZMA i 0,5 cm® osocza krwi. Ze wzgledu na obecnosé w osoczu ciat reagujacych
z NADH-Na,, przed dodaniem roztworu fruktozy cato$¢ inkubowano przez 10 minut w temp.
25°C. Nastgpnie dodano 0,5 cm’ roztworu B-D(-)fruktozy o stgzeniu 0,72 g/cm3. W temp. 25°C
mierzono spadek absorbancji dla dtugosci fali 340 nm po 1 i 5 minutach, stosujac wodg jako
odnos$nik.

Aktywno$¢ SDH obliczano ze wzoru:
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SDH (Sigma U/dm®) = AA/min. # 3 * 60 / 0,00622 * 0,5 = AA/min. * 58.000 * TC
gdzie:

3 — objetos¢ roztworu reakcyjnego (cm®)

60 — przemiana A A/min. w stosunku do A A/h

0,00622 — mikromolarny wspétczynnik absorbancji NADH przy 340 nm

0,5 — objetos¢ prébki (cm?)

TC — korekta temperatury (TC =1 dla temp. 25°C)

Jednostki SIGMA SDH przeliczano na jednostki migdzynarodowe korzystajac ze wzoru:
SDH (SIGMA U/dm’)/60 = SDH (U/dm”)
4.3.6. Uwagi
Ze wzgledu na obecno$¢ AIAT, AspAT, LDH, ICD, SDH w erytrocytach — hemoliza
powoduje zawyzenie wynikow.

Przechowywanie surowicy w temperaturze pokojowej powoduje spadek aktywnosci SDH

0 8% po 8 godzinach, natomiast w temperaturze 4°C — jedynie o 6,5% po 7 dniach.

4.4. Badanie ukladu monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450 w watrobie

4.4.1. Izolacja frakcji mikrosomalnej watroby

4.4.1.1. Odczynniki

- sacharoza, cz.d.a. (0,25 M roztwér wodny)

- bufor Tris-HCI o pH 7.4, cz.d.a. (10 mM roztwér wodny)
- K(, cz.d.a. (0,15 M roztwér wodny)

- glicerol, cz.d.a. (20%)

- Na(l, cz.d.a. (0,17M roztwdér wodny)

4.4.1.2. Tok postepowania

Watrobowa frakcje mikrosomalng izolowano stosujac met. Dallnera [45]. Po

kilkukrotnym przeptukaniu watroby roztworem 0,17M NaCl, tkankg cigto na niewielkie skrawki i
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rozdrabniano w homogenizatorze Pottera-Elvehjema z tlokiem teflonowym, przy 400 obrotach na
min. i 4 petnych ruchach ttoka. Srodowiskiem homogenizacyjnym byt 0,25 M roztwér sacharozy
w 10 mM buforze Tris-HCI o pH 7,4. Na 1g tkanki dodawano 5 cm’ wymienionego uprzednio
roztworu sacharozy. Wszystkie czynno$ci prowadzono w temp. 2-4 C.

Uzyskane homogenaty, celem osadzenia frakcji jadrowej i blon komdérkowych, wirowano
przy 900g przez 10min.. Otrzymane supernatanty odwirowano ponownie przy 10000g przez
20min., celem oddzielenia frakcji mitochondrialnej. Supernatant postmitochondrialny postuzyt do
izolacji frakcji mikrosomalnej. W tym celu poddano go ultrawirowaniu przy 105000g przez
90min. Uzyskane osady mikrosomalne oczyszczano przez zawieszanie w 0,15 M KCI i ponownie
ultrawirowano przy 105000g przez 45 min.

Czyste frakcje mikrosomalne zawieszano w srodowisku zawierajacym 0,25 M sacharozy
w 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) i 20% roztwér glicerolu. Préby zamrazano w temperaturze —20 C i
przechowywano do nast¢gpnego dnia. Po stopniowym rozmrozeniu wykonywano oznaczenia

biochemiczne.

4.4.2. Oznaczanie zawartosci cytochromu P-450
Zawarto$¢ cytochromu P-450 z matymi modyfikacjami oznaczano metoda Estabrooka i
Werringloera (Estabrook i Werrongloer, 1978) Pomiary wykonano rejestrujac tzw. widmo

réznicowe.

4.4.2.1. Odczynniki

- bufor Tris-HCI pH 7,4 (50 mM roztwdr wodny)
- ditionin sodowy, cz.d.a.

- tlenek wegla

4.4.2.2. Tok postepowania

Zawiesing mikrosoméw rozcienczano w buforze Tris-HCI (50 mM, pH 7.4), aby uzyskac
stezenie biatka rze¢du 0,3 mg/cm3. Tak rozcienczong zawiesing umieszczano w dwéch kuwetach i
redukowano ja ditioninem sodowym. Nastgpnie prébg przyjeta za doswiadczalng wysycano
tlenkiem wegla przez okoto 20 sek. Widmo réznicowe rejestrowano w przedziale 400-500 nm.
Pomiary wykonywano w temperaturze pokojowe;j.

Korzystajac z widm wyliczano réznicg¢ absorbancji dla 450 i 490 nm, ktéra nastgpnie

przeliczano na zawarto$¢ cytochromu P-450, korzystajac z milimolowego wspéiczynnika
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absorbancji, rownego 91 mMem™ (Omura i Sato, 1964). Zawartosé cytochromu wyrazano w

nanomolach cytochromu na 1 mg biatka mikrosomalnego.

4.4.3. Oznaczanie zawartosci cytochromu bs
Cytochrom bs oznaczano metoda Estabrooka i Werringloera (Estabrook i Wellongloer,

1978).

4.4.3.1. Odczynniki

- NADH, cz.d.a. (30 mM roztwér wodny)

4.4.3.2. Tok postepowania

Do préby do$wiadczalnej o objgtosci 3 cm’ dodawano 5 pl 30 mM roztworu NADH i
rejestrowano widmo réznicowe w zakresie 400-450 nm, wobec préby kontrolnej zawierajace;]
czysta zawiesing mikrosomalng. Dodanie NADH powoduje szybka redukcj¢ cytochromu bs, co
powoduje pojawienie si¢ charakterystycznego widma z minimum przy 409 nm i maksimum przy
426 nm. Stosujac wspofczynnik absorbancji 185 mM'ecm™ (Omura i Sato, 1964), z réznicy
absorbancji przy podanych dlugos$ciach fali oznaczano stezenie hemoproteiny w nanomolach na 1

mg biatka mikrosomalnego.

4.4.4. Oznaczanie aktywnosci reduktazy NADPH-cytochrom c (P-450)

4.4.4.1. Odczynniki

- KCN, cz.d.a. (50 mM roztwér wodny)

- cytochrom c, cz.d.a. (0,45 mM roztwér wodny)

- bufor Tris-HCl o pH 7,4 (50 mM roztw6r wodny)
- NADPH, cz.d.a. (3 mM roztw6r wodny)

4.4.4.2. Tok postepowania

Oznaczenia prowadzono w temperaturze pokojowej mierzac szybko$¢ redukcji
cytochromu c dla 550 nm (Hauer i wsp.), w kuwetach o pojemnosci 3 cm’. Mieszanina reakcyjna

zawierata 0,1 cm’ (okoto 30 pg biatka) zawiesiny mikrosomalnej, 0,1 cm’ 50 mM roztworu
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KCN, 0,2 cm’ 0,45 mM roztworu cytochromu ¢ i 2,5 cm’ 50 mM buforu Tris-HCI o pH 7.4.
Reakcje zapoczatkowywano przez dodanie 0,1 cm’ 3 mM roztworu NADPH, a pomiary
wykonywano wzgledem proby zerowej, do ktérej zamiast nukleotydu dodawano odpowiednia
ilo$¢ wymienionego powyzej buforu. Z otrzymanych wykresow wyznaczano szybko$¢ reakcji.
Stezenie zredukowanego cytochromu ¢ wyliczano, stosujac wspolczynnik absorbancji

molowej 18,5 mMlem™.
4.4.5. Oznaczanie aktywnos$ci reduktazy NADH-cytochrom bs
4.4.5.1. Odczynniki

- KCN, cz.d.a. (50 mM roztwér wodny)

- cytochrom c, cz.d.a. (0,45 mM roztwér wodny)

- bufor Tris-HCl o pH 7,4 (50 mM roztw6r wodny)
- NADH, cz.d.a. (3 mM roztwér wodny)

4.4.5.2. Tok postepowania

Oznaczanie aktywnosci tego enzymu wykonano analogicznie jak w przypadku reduktazy
cytochromu c, z ta réznica, ze reakcjg zapoczatkowywano przez dodanie 0,1 cm® 3 mM roztworu
NADH.

Aktywno$¢ obu reduktaz wyrazano w mikromolach zredukowanego cytochromu c na 1

minute¢ na 1 mg biatka mikrosomalnego.
4.4.6. Oznaczanie biatka we frakcji mikrosomalnej watroby
4.4.6.1. Zasada metody

Metoda wykorzystuje czuly reakcje¢, jakiej ulegaja wiazania peptydowe i aminokwasy
aromatyczne z odczynnikiem Folina-Ciocalteau (FC). Pierwszy etap polega na przylaczaniu
jondéw Cu™ do wiazan peptydowych, natomiast w drugim etapie zachodzi reakcja kwasu

fosforowolframowego i fosforomolibdenowego do odpowiednich tlenkéw (Lowry i wsp., 1951).
4.4.6.2. Odczynniki

1. Odczynnik miedziowy
A- 2,0 g bezwodnego Na,COs; w 100 cm® 0,1 M. NaOH
B- 0,5 g CuSOsx 5 HO w 100 cm’ 1% roztworu cytrynianu sodowego.
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Przed uzyciem zmieszano roztwor A i B w stosunku 1:50
2. Odczynnik Folina — Ciocalteau (FC)

3. Roztwdr wzorcowy albuminy 0,1 cm3/mg
4.4.6.3. Tok postepowania

Frakcje mikrosomalng rozcienczono woda destylowana w stosunku 1:500. Pobrano 0,5
cm’ rozcienczonej frakeji i dodawano 2,5 cm’ odczynnika miedziowego. Mieszano i odstawiono
na 10 minut. Nastgpnie dodawano 0,25 cm’ odczynnika FC i zostawiono na 60 minut. Wzorzec
przygotowano analogicznie dodajac kolejno wymienione odczynniki do 0,5 cm’ WZOICOwego

roztworu albuminy. Absorbancje odczytywano dla dlugosci fali A= 750 nm wobec préby Slepe;.
Stezenie biatka obliczono ze wzoru:

A xXC xW

C _ ““proby wz
B=

A

wz

[mg/cm3 homogenatu]

Aprsby- absorbancja proby badane;j
Cy, _ stezenie wzorca
W —rozcienczenie

Ay~ absorbancja wzorca

4.4.7. Oznaczanie izoenzymow cytochromu P-450

4.4.7.1. Zasada metody

Oznaczenia procentowych zmian poziomu izoform cytochromu P-450 (2E1, 2B1/2,
1A2), wzglegdem grupy kontrolnej, w mikrosomach watroby szczura wykonano metoda
immunochemiczna Western Blot. Mikrosomy poddawano elektroforezie na zZelu
poliakrylamidowym (8%) w obecnosci SDS zgodnie z metoda Laemmli. Biatka po
elektroforezie  przenoszono elektroforetycznie na membrang PVDF i  barwiono
immunochemicznie. Przeciwciata do poszczegdlnych izoform, uzyskane od krélikéw pochodzity
z Chemicon Int. Analiz¢ ilosciowa przeprowadzono na podstawie pomiaréw

densytometrycznych blotow.
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4.4.7.2. Tok postepowania

Podlozem roboczym uzywanym do rozdzialu -elektroforetycznego bialek byt zel
poliakrylamidowy o grubosci 1 mm i dlugosci 15 cm. W swoim poczatkowym odcinku podioze
bylo 4% zelem (tzw. starking gel) w 0.125 milimolowym buforze Tris-HCI (pH 6.8)
zawierajacym 0.1% SDS. Czg$¢ robocza podioza to 10% zel (tzw. running gel) w 0.375
milimolowym Tris-HC1 (pHS8.8) zawierajacym takze 0.1% SDS. W przestrzeniach wokét
elektrodowych stosowano 0.1% roztwér SDS, zawierajacy w 1 dm® 6g Tris i 2,8g glicyny. W
miar¢ potrzeby pH tego roztworu ustawiono na 8.5. Po nalozeniu proby proces elektroforezy
prowadzono przy natgzeniu pradu 30 mA (co odpowiada napigciu 120 V). Z chwilg przejscia
préby na wlasciwe podloze robocze, natezenie pradu zmniejszano do 8 mA. Rozdziat
prowadzono przez cala noc. Na poczatku rozdzialu napigcie wynosito okoto 40 V, a w
koncowym etapie tego procesu wzrastato do 70 V. Po zakonczeniu rozdziatu zel utrwalano 20%
kwasem trichlorooctowym (TCA) przez dwie godziny, a nastgpnie barwiono przez 30 minut w
0.2% Coomassie Brillantblau R-250. Barwnik rozpuszczano w 45% wodnym roztworze alkoholu
metylowego. Odbarwienie prowadzono w dwoéch etapach. W fazie pierwszej, trwajacej jedna
godzing, wybarwiony uprzednio zel umieszczano w wodnym roztworze mieszaniny 50%
alkoholu metylowego i 70% kwasu octowego. Nastgpnie zel umieszczano w analogicznym
roztworze 70% kwasu i 10% alkoholu. Ten etap odbarwienia trwajacy cala noc przerywano, gdy

wybarwione prazki znajdowaly si¢ w bezbarwnym tle podtoza.

4.4.7.3. Analiza Western Blot izoform cytochromu P-450

Poziom poszczegbdlnych izoform cytochromu P-450 wzgledem grupy kontrolnej (%) w
mikrosomach watroby szczura oznaczano metoda immunochemiczna Western Blot. Prébe
mikrosoméw (5g biatka) poddawano (jak opisano powyzej) -elektroforezie na zZelu
poliakrylamidowym (8%) w obecnosci SDS zgodnie z metoda Laemmli. Biatka po
elektroforezie przenoszono na blong PVDF (Milipore) i barwiono immunochemicznie.
Przeciwciata do poszczeg6lnych izoform CYP-6w uzyskane z krélikéw, pochodzity z Chemicon
Int. Wigzanie przeciwciatl bylo uwidaczniane w reakcji z wtérnym przeciwcialem sprzggnigtym
z fosfataza alkaliczna. Reakcj¢ rozwijano z substratem BCIP/NBT (Sigma). Uzyskane
immunoelektroforegramy poddano analizie densytometrycznej za pomoca programu One D-scan

(Scananalytics).
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4.5. Oznaczanie glutationu w_watrobie

Calkowity glutation (tj. zredukowany 1 utleniony) w watrobie szczura oznaczano zgodnie
z metoda Adamsa et al. Proby (okoto 50 mg tkanki watroby) wazono i homogenizowano w 10
mM/dm’® DNTB rozpuszczonym w 100 mM buforze fosforanowym (pH 7.5) zawierajacym 5
mM/dm® EDTA (bufor A), a nastgpnie rozcienczano 10 razy buforem A. Po odwirowaniu
(2000g) przez 5 minut do oznaczeh pobierano 0,1 cm’ supernatantu. Mieszanina reakcyjna,
oprécz supernatantu, zawierata 0,1 cm® 5 mM/dm® roztworu DNTB w buforze A, 0,1 cm’
reduktazy glutationowej (5 U/cm® w buforze A). Préba zerowa, zamiast supernatantu, zawierata
bufor A. Reakcje zapoczatkowywano dodajac 0,7 cm® 0,3 mM/dm’ NADPH w buforze A.
Mierzono zmiang absorbancji dla 412 nm przez 6 minut (spektrofotometr Hitachi U-3210).
Zawarto$¢ glutationu obliczano z krzywej kalibracyjnej, na ktéra naniesiono (A/6 min. dla
znanych stgzen glutationu w prébie. Wyniki zawartosci glutationu przeliczano na jeden gram

tkanki watrobowe;.

4.6. Metodyka obliczen statystycznych

Rozktad normalny uzyskanych wynikéw sprawdzono za pomoca testu Shapiro — Wilka.
Uzyskane wyniki aktywnos$ci enzyméw nie podlegaty rozkladowi normalnemu, dlatego
przedstawiono je w postaci mediany. Oceng statystyczna przeprowadzono korzystajac z testu U
Mann"a — Whitney a.

W przypadku pozostatych wynikéw, po stwierdzeniu rozkladu normalnego, wartosci
$rednie w poszczegdlnych grupach poréwnywano ze soba za pomoca testu istotno$ci réznic

pomigdzy $rednimi t-Studenta, poprzedzonego testem F-Fishera—Snedecora dla dwdch wariancji.
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5. Wyniki badan.

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w tabelach 8 — 38 oraz na rycinach 10 — 13.

Tabela 8. Stgzenie APAP w surowicy [ug/cm3] po jednorazowym podaniu leku w dawce 250 mg/kg m.c. pojedynczo lub facznie z TRI (250 mg/kg
m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x£SD, n=6).

CZAS
5 10 15 20 30 60 90 4,0 12,0 24,0
APAP 250 34,843 69,573 111,510 | 114,445 91,433 82,197 41,893 20,867 1,540 0,140
10,673 12,358 +1,864 17,945 +5,855 16,515 14,510 +2,315 10,746 0,000
APAP 250 + TRI 250 27,607 32,637 54,613 49,957 38,870 34,133 31,467 21,207 1,060 0,020

+1,227* | £2,205*% | +£3,385* | +4,991* | £2,196* | +3,213* | £3,547* | £1,756 40,000 | £0,000%*

APAP 250 + NAC 150 32,083 50,267 91,990 74,543 62,850 48,507 39,803 24,543 1,403 0,183

(Oh) +0,326* | +1,558* | +6,638* | +2,078* | £3,803* | +5,915* | +£2,397 +5,118 10,535 10,104
APAP 250 + NAC 150 34,843 69,573 111,510 | 114,447 91,433 82,197 41,893 17,690 1,507 0,167
(2h) 10,673 12,358 +1,864 17,945 +5,855 16,514 14,510 12,786 10,476 10,058
APAP 250 + TRI 250 + 42,383 70,203 72,037 58,557 47,823 36,347 29,960 21,890 1,767 0,267
NAC 150 (0h) +5,291* | £6,631 | £14,696* @ +3,570* | *£3,511* | +4,587* | £6,761* | =£1,680 40,709 | £0,058*
APAP 250 + TRI 250 + 27,607 32,637 54,613 49,957 38,870 34,133 31,467 23,247 2,067 0,233
NAC 150 (0h) +1,227* | £2,205* | +£3,385* | +4,991* | +2,196* | +3,213* | £3,547* | £3,900 10,252 | £0,058*

*rdznica statystycznie istotna w pordwnaniu do grupy otrzymujacej paracetamol na poziomie o = 0,05
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Tabela 9. Stezenie APAP w surowicy [pg/cm’] po jednorazowym podaniu leku w dawce 500 mg/kg m.c. pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg
m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x£SD, n=6).

CZAS
GRUPA [MIN.] [H]

S 10 15 20 30 60 90 4,0 12,0 24,0

APAP 500 141,233 | 240,733 | 278,633 | 251,633 | 208,533 | 158,367 | 134,233 54,867 23,967 3,567
18,967 | £12,003 | £7.453 | *14,814 | *12,983 | £5,532 +7,788 +2,873 12,470 10,513

61,500 134,333 | 186,200 | 197,367 | 153,767 | 133,767 | 126,967 51,500 12,367 1,500
APAP 500 +TRI 250 +4,996* | +£7,353*% | +4,158* | £6,385* | +4,701* | £3,009* | +£6,087 4,246 | £0,971* | +0,100*

APAP 500 + NAC 150 55,517 99,350 155,417 | 125,177 | 118,267 | 113,897 | 103,997 41,553 2,947 0,800
(Oh) +6,985% | +1,307* | +£2,226* | +5547* | *1,815* | +2,404* | £3,278* | £3,522 | +0,432* | £0,000*

APAP 500 + NAC 150 141,233 | 240,733 | 278,633 | 251,633 | 208,533 | 158,367 | 134,233 41,343 26,557 3,233
(2h) 18,967 | £12,003 | £7.453 | *14,814 | *12,983 | £5,532 +7,788 | £6,801* | £4,927 10,681

APAP 500 + TRI 250+ 42,177 87,870 120,577 | 110,560 | 103,907 68,867 38,120 26,710 1,367 0,200
NAC 150 (0h) +4,477% | £5208*% | £3,952* | +2817* | £2,161* | +5,997* | £3,571* | +0,890* | +0,635* | 0,100*

APAP 500 + TRI 250+ 61,500 134,333 | 186,200 | 197,367 | 153,767 | 133,767 | 126,967 51,670 2,123 0,500
NAC 150 (2h) +4,996* | +£7,353* | +4,158* | +6,385* | +4,701* | £3,009* | £6,087* | £15,441* | +0,370* | £0,346*

*rdznica statystycznie istotna w pordwnaniu do grupy otrzymujacej paracetamol na poziomie o = 0,05
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Tabela 10. Parametry farmakokinetyczne APAP podanego w dawce 250 mg/kg m.c. pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150

mg/kg m.c.); (;ci- SD , n=6).

APAP 250 APAP 250
Parametry APAP 250 APAP 250 APAP 250 APAP 250 TRI 250 TRI 250
TRI 250 NAC 150 [0 h] NAC 150 [2 h]
NAC 150 [0 h] NAC 150 [2 h]
AUC [pg/em’xh] 296,046,9 215,0%15,3* 274 4+30,5 276,6+13,7° 215.2+153%4 238,1428 4%
Cmax [ng/dm’] 109,667+4.,470 45,201+1,450% 76,71342,700%° | 102,663+3,483%* | 759+1,045%%4 | 43,983+2,994%*4
tmax [h] 0,282+0,076 0,740+0,063* 0,41940,038%° 0,23840,043%* | 0,12140,026%**% | 0,699+0,080***
to,s [h] 3,696+0,761 2,11340,168* 424842 ,345° 3,108+0,037° 3,205+0,085° 3,86240,687°
V. [dm’] 1,508+0,217 2,100+0,013* 2,35240,076%° 1,25440,120°* 2,04840,265%4 | 3,87840,111***4
Ka[h™] 11,648+3,304 3,574+0,461%* 7,77640,465%° 11,24443,565%* | 22,874+11,812%* | 4,590+0,948+*4
a [h'] 0,619+0,246 0,328+0,003* 0,35540,079% 1,09740,327%* | 2,22840,825%**4 | 0,22740,026%**4
B [h'] 0,193+0,040 0,482+0,003* 0,174+0,064° 0,223+0,003° 0,216+0,006° 0,183+0,030°
Cl [dm*/h] 0,591+0,014 0,82140,051* 0,64310,077° 0,633+0,009%° 0,81610,057+*4 0,74240,084+ 4
ky; [h] 0,310£0,153 0,38340,003 0,224+0,092 0,490+0,122* 1,448+0,678+*4 0,210+0,0184
kiz [h] 0,109+0,092 0,011£0,010% 0,026+0,013* 0,33540,181%* | 0,65240,367***% | 0,005+0,008+*
ki [h™] 0,392+0,046 0,228+0,020% 0,27940,046* 0,495+0,032+** 0,34440,074* 0,19540,004%**4
Vs [dm’] 1,972+0,128 2,103+0,015% 2,66740,238%*"* 2,054+0,245* 3,05240,722%**4 | 386440,389***4
Vd area [dm”] 3,164+0,720 3,23240,042 4,095+1,674° 2,83840,072 3,776+0,3264 4,173%1,136%4

* réznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam APAP

& rdznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC

® rdznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i TRI

A réznicaistotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC [2h]
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Tabela 11. Parametry farmakokinetyczne APAP podanego w dawce 500 mg/kg m.c. pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150

mg/kg m.c.); (;ci- SD , n=6).

APAP 500 APAP 500 APAP 500 APAR 500 APARS00
T LTS 05 APARS00 TRI 250 NAC 150 [0 h] NAC 150 [2 h] TRI230 TRI230
NAC 150 [0 h] NAC 150 [2 h]
AUC [pg/em’xh] 1023,9+18,4 721,7411,4% 560,9+57,8%"° 962,5+79,9%* 317,6£13,5 %4 655,2490,1+4
Cmax [ng/dm’] 255,16748,050 192,83343,976* 133,0044,47+° | 248,734%5,149°* | 1154343,98+**4 | 181,035+4,712%*4
tmax [h] 0,158+0,040 0,19420,009 0,38340,026%"° 0,16610,044* 0,21240,034*4 0,31540,039% 4
to,s [h] 4,8580,294 3,90940,77* 6,658+0,966%° 5,29240,121%* 4,692+1,939* 5,13042,693
V. [dm’] 1,148+0,067 1,566+0,112* 2,35740,145%° 1,20040,053°* | 3,20040,077+**4 | 1,81440,076%*4
k.[h™] 19,21347,174 15,01942,363 8,78540,905%° 21,53049,129* 18,28943,878* 11,420+2,850
a[h™] 1,32440,203 1,03140,301 0,36110,107%* 0,87740,191*+%* | 0,446+0,055%*% | 0,38120,121**4
B ™M 0,14320,009 0,17740,004* 0,10740,012%° 0,13120,03%* 0,16310,054 0,160+0,074
Cl [dm’/h] 0,34240,006 0,47510,023* 0,6280,062+° 0,365+0,031* 1,10240,012%**4 | 0,54140,079**4
K1 [h] 0,649+0,089 0,61910,149 0,13640,027%* 0,37210,080%** 0,208+0,082%*° 0,209+0,123%*
kiz [h] 0,527+0,106 0,29610,135 0,05140,030%*° 0,327+0,111* 0,048+0,019**4 | 0,03610,024% 4
ko [h] 0,29140,018 0,29340,019 0,28120,062 0,308+0,013 0,3530,007*°* 0,2960,050
Vs [dm?] 2,073+0,087 2,28410,016* 3,16840,226° 2,23040,059%* | 4,008+0,477%**4 2,191+0,327*
Vdarea [dm’] 2,396+0,118 2,73620,066* 5,90343,22%"° 2,78940,230%* | 7,47243,132%**4 | 3910+1,891%°"*

* réznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam APAP

& rdznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC

® réznicaistotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i TRI

A réznicaistotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC [2h]
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stezenie [ug/cma3]

Ryc. 11 Wykres zalezno$ci st¢zenie paracetamolu w surowicy po jednorazowym podaniu leku w dawce 250 mg/kg m.c. pojedynczo
lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.).

120
100 -
80 -
60 -
40 -
e
20 -
0 T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
czas [h]
=—&— APAP 250 mg/kg m.c. —m— APAP 250 + TRI 250 mg/kg m.c.
—a— APAP 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [0h] APAP 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
—x*— APAP 250 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [0h] —@— APAP 250 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
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stezenie [ug/cm3]
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Ryc. 12 Wykres zaleznosci st¢Zenie paracetamolu w surowicy po jednorazowym podaniu leku w dawce 500 mg/kg m.c.

pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.).

0,5 1

1,5

2 2,5 3
czas [h]

3,5

—&— APAP 500 mg/kg m.c.

—— APAP 500 + TRI 250 mg/kg m.c.

—4&— APAP 500 + NAC 150 mg/kg m.c. [Oh]
—¥— APAP 500 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [0h]

APAP 500 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
—e— APAP 500 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
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Inc

Ryc. 13 Wykres zaleznos$ci In C=f{(t) po jednorazowym podaniu paracetamolu w dawce 250 mg/kg m.c. pojedynczo

lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.).

4,5 1

2,5

N

2,
<

0,5 1 1,5 2

2,5 3 3,5
czasl[h]

—o— APAP 250 mg/kg m.c.
APAP 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [Oh]
—¥— APAP 250 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [0h]

—=— APAP 250 + TRI 250 mg/kg m.c.
APAP 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
—0— APAP 250 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
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Ryc. 14 Wykres zaleznos$ci In C=f(t) po jednorazowym podaniu paracetamolu w dawce 500 mg/kg m.c. pojedynczo
lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.).

3,5
3 T T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
czas [h]
—o— APAP 500 mg/kg m.c. —=— APAP 500 + TRI 250 mg/kg m.c.
APAP 500 + NAC 150 mg/kg m.c. [Oh] APAP 500 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
—¥— APAP 500 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [Oh] —o— APAP 500 + TRI 250 + NAC 150 mg/kg m.c. [2h]
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Tabela 12. Ilo$¢ wydalonego paracetamolu [mg] z moczem po podaniu w dawce 250 mg/kg m.c. pojedynczo lub tacznym z TRI

(250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); ()_ci- SD , n=0).

APAP APAP
APAP 250 Ag/ﬁP 250 A;:P 250 m%l/i(lg m.c. 250 m’Ig‘l/:IIg m.c.
mg/kg m.c. mg/kg m.c.
rso e 250 ng’kmg e NAC NAC 250 mg/kgm.c. | 250 mg/kg m.c.
Czas giikg m.c. - 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c. NAC NAC
[h] 0 mg/kg m.c. [0 h] [2 h] 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c.
[0 h] [2 h]
Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona
ilos¢ (Uo-Uy) ilo§¢ (Uco-Uy) ilos¢ (Uco-Uy) ilos¢ (Uco-Uy) ilos¢ (Uo-Uy) ilo§¢ (Uoo-Uy)
leku leku leku leku leku leku

) 2,96 2,96 2,06 2,06 2,32 2,32 2,64 2,64 1,58 1,58 0,94 0,94
+ 1,02 + 1,02 +0,89 +0,89 +0,62 +0,62 +1,20 + 1,20 + 0,56 + 0,56 + 0,05 + 0,05

4 4,17 1,21 3,68 1,62 4,38 2,06 4,70 2,06 4,04 2,46 1,38 0,44
+ 1,59 +0,78 + 1,33 +0,44 +0,45 +0,87 + 1,15 +0,13 + 1,23 +0,91 + 0,05 +0,10

6 4,80 0,63 4,35 0,67 4,75 0,37 5,15 0,45 491 0,87 1,51 0,13
+1,52 +0,07 + 1,34 + 0,06 +0,42 +0,03 +1,20 +0,07 + 1,31 +0,11 +0,02 +0,02

3 5,47 0,67 5,21 0,86 491 0,16 5,60 0,45 5,41 0,50 1,63 0,11
+ 1,24 + 0,30 + 1,14 + 0,20 +043 +0,04 +1,24 +0,34 + 149 +0,17 + 0,05 +0,03

1 5,60 0,13 5,46 0,25 4,97 0,06 5,80 0,20 5,72 0,31 1,65 0,02
+ 1,23 +0,02 + 1,18 + 0,06 +043 +0,01 +1,16 +0,10 +145 +0,03 + 0,05 + 0,01

24 5,72 0,12 5,59 0,13 5,04 0,07 5,87 0,07 5,82 0,10 1,67 0,02
+ 1,30 +0,11 + 1,16 +0,02 +043 +0,01 +1,18 + 0,03 +149 + 0,04 + 0,06 +0,01

36 5,77 0,05 5,64 0,05 5,09 0,05 591 0,04 5,92 0,10 1,69 0,02
+ 1,34 +0,02 + 1,15 +0,01 +0,44 +0,03 +1,19 +0,02 + 1,46 +0,01 + 0,07 +0,01

48 5,82 0,05 5,69 0,05 5,12 0,03 5,96 0,05 6,0 0,08 1,71 0,01
+ 1,33 +0,02 + 1,15 +0,01 +0,44 +0,01 +1,17 +0,02 +1,48 +0,03 +0,07 +0,01

7 5,87 0,05 5,76 0,07 5,18 0,06 6,01 0,05 6,07 0,07 1,72 0,01
+ 1,34 +0,01 + 1,13 +0,02 +0,45 +0,02 +1,17 +0,01 + 1,50 +0,01 +0,10 +0,01

120




Tabela 13. Ilo$¢ wydalonego glukuronidu paracetamolu [mg] z moczem po podaniu w dawce 250 mg/kg m.c. pojedynczo lub tacznym z TRI (250
mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x+SD, n=6).

Czas APAP APAP
[h] APAP APAP APAP 250 mg/kg m.c. 250 mg/kg m.c.
APAP 250 mg/kg m.c. 250 mg/kg m.c. 250 mg/kg m.c. TRI TRI
250 mg/kg m.c. TRI NAC NAC 250 mg/kg m.c. 250 mg/kg m.c.
250 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c. NAC NAC
[0 h] [2 h] 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c.
[0 h] [2 h]
Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona
ilo$é (Uco-Uy) ilo$é (Uco-Uy) ilosé (Uco-Uy) ilosé (Uco-Uy) ilo§é (Uco-Uy) ilo$é (Uco-Uy)
metabolitu metabolitu metabolitu metabolitu metabolitu metabolitu

5 13,54 13,54 6,08 6,08 8,83 8,83 8,87 8,87 4,42 4,42 4,13 4,13
+3,78 +3,78 +1,78 +1,78 +2,51 +2,51 +3,13 +3,13 t1,42 t1,42 +0,52 +0,52

4 19,60 6,06 12,14 6,06 17,26 8,43 18,09 9,22 12,84 8,42 6,97 2,84
16,20 +3,21 t 1,26 +0,52 +0,99 +2,55 +045 +2,38 12,26 +2,73 0,25 +0,33

6 23,11 3,51 15,06 2,92 19,36 2,10 20,68 2,59 16,63 3,79 7,95 0,98
+ 6,04 +0,35 + 1,00 +1,14 +1,05 +0,23 +5,03 +0,57 + 4,05 + 0,38 +0,17 + 0,08

3 28,47 5,36 19,93 4,87 20,74 1,38 23,78 3,10 19,53 2,90 8,82 0,87
3,96 +2,24 +2,89 +1,92 1,40 +0,48 +3,19 +0,24 14,80 +0,75 +0,02 +0,04

12 29,77 1,30 21,81 1,88 21,36 0,62 25,74 1,96 21,76 2,23 9,04 0,22
+3,50 0,64 +3,32 + 0,66 +1,52 +1,20 +2.98 +0,98 14,04 +0,76 +0,10 +0,04

24 30,99 1,22 23,02 1,21 22,09 0,73 26,48 0,74 22,68 0,92 9,23 0,19
+433 + 0,88 + 3,93 + 0,60 + 1,60 10,08 +3,45 +0,48 +427 +0,22 + 0,07 + 0,03

36 31,43 0,44 23,64 0,62 2241 0,32 27,03 0,55 2343 0,75 9,34 0,11
t4,45 0,14 t4,15 +0,41 +7,23 t1,15 +3,07 +0,11 +393 0,35 +0,08 +0,02

48 31,67 0,24 23,95 0,31 2420 0,18 27,42 0,39 23,95 0,52 9,41 0,07
t443 +0,05 t4,16 +0,14 16,92 +0,05 3,05 +0,08 3,94 +0,12 +0,10 +0,01

7 32,08 0,41 24,45 0,50 27,71 3,51 27,81 0,39 24,36 0,41 9,46 0,05
+4,49 +0,10 14,26 +0,31 16,1 +0,89 +3,00 +0,09 3,94 + 0,06 +0,11 +0,01
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Tabela 14. Ilo$¢ wydalonego paracetamolu [mg] z moczem po podaniu w dawce 500 mg/kg m.c. pojedynczo lub

tacznym z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); ()_ci- SD , n=6).

APAP APAP

APAP 500 Ag/iP 500 AP;:P 500 m’Ig‘l/:IIg m.c. 500 m%l/i(lg m.c.

mg/kg m.c. mg/kg m.c.
S0P 500 ng/kmg s NAC NAC 250 mg/hkgm.c. | 250 mg/ke m.c.
Czas gikg m.c. 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c. NAC NAC
[h] 250 mg/kg m.c. [0 h] [2h] 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c.
[0 h] [2h]

Hette | 000 | ki | @00 | Ve | @y | S | O | G | 000 | ke | U0

) 2,52 2,52 1,99 1,99 0,84 0,84 0,89 0,89 1,64 1,64 2,75 2,75
+1,08 | £1,08 | 0,18 | +018 | +014 | 0,14 | +028 | +028 | +055 | +055 | £021 | +021

s 5,40 2,88 2,67 0,68 3,98 3,14 4,03 3,14 3,92 2,28 3,84 1,09
+233 | £149 | £064 | £027 | 2045 | 2057 | £108 | £1,08 | +016 | 20,65 | £002 | +024

) 7,85 2,45 4,64 1,97 6,50 2,52 6,51 2,48 6,69 2,77 5,18 134
+174 | £0,77 | £138 | £039 | £066 | £048 | £108 | +001 | +064 | 2030 | £032 | +030

g 9,78 1,93 7,97 3,33 7,53 1,03 8,35 1,84 8,36 1,67 6,43 1,26
+373 | £096 | £197 | 067 | 094 | £006 | £160 | +018 | +076 | 0,12 | £084 | +052

o | 1318 | 340 12,10 | 4,13 7,97 0,44 10,82 | 247 11,78 | 342 6,58 0,15
+465 | £0,06 | £0.85 | £1,13 | £093 | +006 | £047 | 014 | +1,53 | £029 | £081 | +0,09

| 1389 | 071 13,70 1,60 8,45 0,48 11,56 | 0,74 1277 | 099 6,65 0,07
+462 | £0,05 | £048 | £053 | 2095 | 2001 | £059 | 002 | 222 | 20,09 | £091 | +002

3 | 1405 | 016 13,96 | 0,26 8,58 0,13 11,76 | 0,20 1289 | 0,12 6,70 0,05
+454 | £0,06 | £043 | £008 | 064 | 001 | £073 | £001 | +228 | 001 | £098 | +001

g | 1414 | 009 1403 | 0,07 8,67 0,09 1,82 | 006 1296 | 007 6,73 0,03
+456 | £001 | £041 | £001 | £2,68 | 2001 | £074 | £001 | 023 | 2001 | £1,01 | +001

5 | 1415 | 001 1435 | 0,32 8,72 0,05 11,9 | 0,08 1309 | 013 6,74 0,01
+452 | £001 | £030 | £001 | +2,67 | 2002 | £073 | £001 | 239 | 2002 | £1,03 | +001
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Tabela 15. Ilo$¢ wydalonego glukuronidu paracetamolu [mg] z moczem po podaniu w dawce 500 mg/kg m.c. pojedynczo lub tacznym z TRI (250

mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x £ SD, n=6).

APAP APAP
APAP APAP APAP 500 mg/kg m.c. 500 mg/kg m.c.
APAP 500 mg/kg m.c. 500 mg/kg m.c. 500 mg/kg m.c. TRI TRI
500 mg/kg m.c. TRI NAC NAC 250 mg/kg m.c. 250 mg/kg m.c.
Czas A e 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c. NAC NAC
[h] mgrke m.c. [0 h] [2h] 150 mg/kg m.c. 150 mg/kg m.c.
[0 h] [2 h]
Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona Wydalona
ilos¢ (Uco-Uy) ilosé (Uco-Uy) ilos¢ (Uco-Uny) ilos¢ (Uco-Uy) ilos¢ (Uco-Uy) ilo$¢ (Uoo-Uy)
metabolitu metabolitu metabolitu metabolitu metabolitu metabolitu

) 8,26 8,26 6,53 6,53 3,83 3,83 6,12 6,12 7,66 7,66 8,59 8,59
+1,35 +1,35 +041 +0,41 +0,95 +0,95 +0,83 +0,83 + 0,66 +0,66 +1,24 t1,24

4 19,75 11,49 10,71 4,18 16,67 12,84 20,03 13,91 18,03 10,37 13,20 4,61
*6,34 +2,87 +0,27 +0,23 1,76 +3,69 +2,13 +2,13 +4,36 2,61 +2.23 +0,99

6 28,45 8,70 20,97 10,26 26,38 9,71 31,12 11,08 28,46 10,43 20,79 7,59
+5,68 t145 + 2,87 +2,29 + 3,66 +1,19 +2,24 12,94 t3,45 t1,44 + 3,37 t1,14

3 40,5 12,09 41,25 20,28 29,83 3,45 40,74 9,63 35,87 7,41 28,48 7,70
+13,8 +1,55 +2,09 +3,83 4,56 +0,27 +0,46 + 1,78 + 3,38 +0,07 + 3,68 +0,31

» 60,86 20,32 66,64 25,39 32,50 2,67 58,32 17,63 55,12 19,25 29,59 1,11
+17,5 +4,78 19,97 +4,90 +0,49 +0,51 +6,6 16,93 + 11,81 +4,45 3,75 +0,19

24 66,85 5,99 82,55 1591 32,89 0,39 65,25 6,88 63,74 8,62 29,82 0,23
+19,8 +0,76 +11,00 +1,43 1+4,22 +0,01 + 8,8 + 1,37 1443 +2,53 + 3,84 + 0,08

36 68,75 1,90 84,81 2,26 34,16 1,27 67,02 1,77 64,96 1,22 29,96 0,14
+133 + 0,05 + 10,08 + 0,81 + 4,75 +0,04 +15,2 +0,32 + 18,31 +0,09 +3,89 +0,02

48 69,26 0,51 85,54 0,73 34,79 0,63 67,53 0,51 65,47 0,51 30,03 0,07
+104 + 0,05 + 10,05 + 0,04 +5,07 +0,01 + 18,2 +0,02 + 19,65 + 0,08 +394 +0,01

7 69,37 0,11 86,31 0,77 35,21 0,42 68,02 0,50 65,85 0,38 30,05 0,02
+19,8 +0,03 +10,04 + 0,09 +5,31 +0,06 + 18,5 + 0,09 + 15,92 + 0,06 +3,96 +0,01

123




m.c. i/lub facznym z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.), ()_ci SD , n=6).

Tabela 16. Stale szybkosci eliminacji z moczem i czas péttrwania wolnego paracetamolu po podaniu pojedynczym APAP w dawce 250 i 500 mg/kg

DAWKA APAP
GRUPA (me/k | Stala szybkosci eliminacji k | Czas poéttrwania tos [h]
mg/kg m.c.
250 0,1212+0,0414 5,7201 +1,9530
APAP
500 0,1535 + 0,0145 4,5164 +0,4258
250 0,1137 £0,0385 6,0940 + 2,0606
APAP + TRI -
500 0,0918 “+0,0177 7,5544 + 1,4609
250 0,1202 +0,0414 57648 +2,4661
APAP + NAC [0h] .
500 0,1205 “* % 0,0002 5,7523 +1,1751
250 0,1234 + 0,0450 56171 %2,0505
APAP + NAC [2h] -
500 0,1182 “* +0,0205 5,8664 % 1,0189
APAP + TRI + 250 01113 +0,0343 6,2266 + 1,9229
NAC [0h] i 0,1141 "+ *+ 0,0002 6,0747 +1,1587
APAP + TRI + 250 0,1127 40,0356 61502 £1,9415
NBXC [P 500 0,1583 % 4 +0,0422 4,3785 % 1,1675

* r6znica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam APAP

® réznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i TRI

& réznica istotna na poziomie 0=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC

A r6znica istotna na poziomie 0=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC [2h]
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Tabela 17. Stale szybkosci eliminacji z moczem i czas péitrwania glukuronidu paracetamolu po podaniu pojedynczym APAP

w dawce 250 i 500 mg/kg m.c. i/lub facznym z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.), (x£SD, n=6).

DAWKA APAP
GRUPA Stala szybkosci eliminacji k | Czas pottrwania tos [h]
(mg/kg m.c.)
250 0,1107 +0,0317 6,2593 + 1,7899
APAP
500 0.1335 + 0,0487 51924 + 0,3454
250 0,0982 " +0,0246 7.0593 + 17697
APAP + TRI :
500 0.1061 * +0,0125 6,5336 + 0,7690
250 0,1090 * +0,0382 6.3601 +2,2276
APAP + NAC [0h] :
500 0.1031 * +£0,0157 6.7241 + 1,0250
250 0.1050 ® + 0,0296 6.6037 + 1,8597
APAP + NAC [2h]
500 0.1099 * +0,0133 6.3081 + 07657
APAP + TRI + 250 0,0964 " +0,0225 7,1889 £ 1,6768
NAC [0h] 500 0.1166 + 0,0001 5.9461 + 0,6378
APAP + TRI + 250 0,1174 *+0,0311 4,0438 +0,9266
NAC [2h] 500 017147 * 4 £0,0393 5.9060 + 1,5626

* réznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam APAP

® réznica istotna na poziomie a=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i TRI

& réznica istotna na poziomie 0=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC

A r6znica istotna na poziomie 0=0,05 w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP i NAC [2h]
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Tabela 18. Procentowa ilo$¢ wydalonego wolnego paracetamolu i glukuronidu w moczu po podaniu pojedynczym APAP w dawce 250 i 500 mg/kg

m.c. i/lub facznym z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.), ()_ci- SD , n=6).

Procent wydalonego Procent wydalonego
DAWKA APAP
GRUPA wolnego paracetamolu glukuronidu
(mg/kg m.c.)
do podanej dawki [%] do podanej dawki [%]

7,57
APAP 250 18,32
500 9,83 20,85

8,21
APAP + TRI =y 14.49
500 9,27 25,50

6,68
APAP + NAC ay 15,48
500 6,06 10,58
250 7,75 15,54

APAP + NAC (2h)

500 7,65 18,61
APAP + TRI + 250 7.83 13,61
NAC 500 9,09 19,80
APAP + TRI + 250 3,23 6,54
NELC A 500 4,25 7,58
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Tabela 19. Aktywnos$¢ AIAT po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)
i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

AMINOTRANSFERAZA ALANINOWA [U/DM3]
GRUPA CZAS (H)
0,5 1,0 1,5 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0
Kontrol 35.0 39.0 35,5 34,5 30,5 34,5 40,0 39,0
ontrofa 26-45 31-47 27-43 32-48 27-36 27-45 31-47 28-47
32.5 37.0 415 31,5 29.5 26,5 28,0 32,0
LRI 20 iglag s 30-40 24-50 29-44 23-47 21-37 23-50 21-47 30-49
36.0 345 275 31,5 31,5 35,5 33,5 31,5
LR T 29-49 26-50 24-35 23-47 27-52 30-49 24-42 23-47
58,5%* 66,0%* 64,0%* 62,0%* 62,0%* 73,0%* 41,0 34,5
LRI - AL () 53-64 56-75 57-75 56-67 55-63 68-81 2447 21-49
56,5% 68,0%* 59,5%* 49 5* 39,5
LRI - A ) 41.61 58-76 55-65 47.53 28-52
67,5%* 63,0%* 64,5%* 63,0%* 78,0%* 62,0%* 35,5 36,0
ALRE s TR A (T 60-75 59-72 51-79 52-75 64-89 50-76 2347 2348
56,5%* 69,5%* 60,5%* 455 34,5
ALRE s TR NAC (T 50-68 50-74 51-68 32.51 2843

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 20. Aktywnos$¢ AIAT po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)
i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

AMINOTRANSFERAZA ALANINOWA [U/DM3]
GRUPA CZAS (H)
0,5 1,0 1,5 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0
Kontrol 35.0 39,0 35.5 34.5 30.5 34,5 40,0 39.0
ontrofa 26-45 31-47 27-43 32-48 27-36 27-45 31-47 28-47
32.5 35.0 28.0 32,0 27.5 30,0 28.0 30.5
LRI ST gz, 25-40 30-43 20-37 24-47 23-48 28-41 22-42 24-44
50,5%* 49,0+* 60,5% o 68,0%* 73,0%* 58,0%* 45,0 39,5
LR T 48-59 44-59 5276 52-83 64-83 53-62 25-48 25-43
64,0%* 71,0%* 76,0%* 60,5%* 64,5%* 51,5%* 41,0 435
PR N (O 52-67 57.74 66-82 56-68 5871 45-55 3347 26-50
69,0%* 59,0%* 53,0%* 40,0 40,0
LRI - A ) 64-75 53-67 51-68 32-50 2749
57,5%* 69,5%* 70,0%* 62,5%* 66,5%* 69,0%* 42.0 36,5
ALRE s TR A (T 54-67 68-83 65-84 58-70 56-69 50-77 25-50 32-49
58,0% 71,0%* 74,5%* 46,5 32,5
ALRE s TR NAC (T 45.65 60-78 69-79 30-53 20-50

* rznica statystycznie istotna w pordwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05

128




Tabela 21. Aktywnos$¢ AspAT po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)
i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

AMINOTRANSFERAZA ASPARAGINIANOWA [U/DM3]
GRUPA CZAS (H)
0.5 1,0 1.5 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0
Kontrol 1105 103.5 935 95.5 83.5 83.0 915 101.5
onfrota 92-121 88-128 65-108 68-104 63-104 67-105 71-121 62-116
83.5 90,0 94.0 88.5 79.0 102.5 102.0 985
e 64-105 78-108 66-127 66-128 63-116 72117 67-113 67-103
99.5 1035 119.0 106.0 160.5%* 141.5% 76.5 83.0
AERE I 72-107 91-112 101-121 95-121 148-180 116-149 71-98 63-98
98,5 136,5+* 151,5+* 142,0+* 158,5+* 108.,0 99,5 102,5
PR N (O 86-111 128152 142-169 132-154 128-195 97-121 76-117 80-118
142,5%* 146,5%* 159,0+* 100,5 106,0
AR NAC U 132.-153 140-163 143-170 71-129 73-118
114,0 144,0%* 148,5%* 139,5%* 161,0%* 148,5+* 101,0 86,5
APAP +TRI+ NACOD) | o, ;50 131-165 143-160 131-150 141-172 133-158 68-118 65-100
146,5%* 162,0%* 142,5+* 94,0 1035
ALRE s TR NAC (T 139-160 152175 130-150 70-109 71-120

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 22. Aktywnos$¢ AspAT po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)
i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

AMINOTRANSFERAZA ASPARAGINIANOWA [U/DM3]
GRUPA CZAS (H)
0,5 1,0 1,5 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0
Kontrol 110.5 103.5 93,5 95,5 83.5 83.0 91,5 1015
onfrota 92-121 88-128 65-108 68-104 63-104 67-105 71-121 62-116
85.5 93,5 100.0 99,0 141,5* 161,5* 141,5% 935
LRI ST gz, 68-105 71-128 71-118 67-116 131-162 148-208 131-150 71-104
111,0 115,0% 120,5% 134,0%* 208,0%* 181,5* 97,5* 100,5
AERE I 89-120 105-132 108-130 125-153 200224 161-195 71-103 80-106
103.,0 185,5+* 198,5+* 199,0+* 205,5%* 190,5* 90,5* 87,5
PR N (O 81-117 170-210 183-208 180-216 194-223 180-202 76-111 73-113
202,5%* 200,5%* 187,0* 99,5* 101,5
AR NAC U 184218 187-222 172-200 68-119 88-113
100,5 183,0%* 216,5%* 239,0%* 204,0%* 193,5%* 101,0* 90,5
APARHIRIFNACODE ¢ 5, 160-196 199235 200.265 190231 167204 75-120 71-100
229,0%* 218,5%* 187,0* 99,5* 101,5
PR L N (2l 213241 200235 180-200 68-119 88-113

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 23. Aktywno$¢ LDH po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)

i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

DEHYDROGENAZA MLECZANOWA [U/DM3]

GRUPA CZAS (H)
0.5 1,0 1.5 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0
Kontrol 685.0 710.5 689.5 703.0 704.5 708.0 710.0 7015
ontrofa 588-720 600-732 624-742 600-731 624-722 647-742 674-729 600-706
686.5 671.0 786.0 804,0% 1048.5% 910,0* 569.5" 593.5
e 648-745 608-706 709-835 788-867 914-1141 839-966 526-625 549-669
APAP 4 TRI 702.0 643.0 643.0 8730 937.5+ 658.5* 610.5 670.5
605-749 570-749 611-754 796-902 827-982 643-700 576-655 599718
1424,5%* 2092,0%* 1483,0+* 1086,5** 854,0% 788.0 669,0 652,5
PR N (O 1158-1519 | 1789-2192 | 1444-1692 | 918-1218 | 756-996 630-873 600-742 486-758
1293,0%* 976.0* 863.5% 670.5 659.0
LRI - A ) 1200-1453 | 906-1169 | 787-947 563-815 470-700
10115%* | 14855%* | 1298.5%* | 14780%* | 1332.5% 8460 645.0 654.0
APAP +TRI+NACOh) | o0 1077 | 14211743 | 1128.1613 | 1250-1683 | 1106-1458 | 740-976 571-743 543-710
1075.0* | 1021,0% 795.5 587.5 667.0
PR L N (2l 935-1115 | 920-1211 | 700-944 535-763 462781

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 24. Aktywno$¢ LDH po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)

i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

DEHYDROGENAZA MLECZANOWA [U/DM3]

GRUPA CZAS (H)
0.5 1.0 15 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0
Kontrol 685.0 710.5 689.5 703.0 704.5 708.0 710.0 7015
ontrofa 588-720 600-732 624-742 600-731 624-722 647-742 674-729 600-706
697.0 700.5 797.5 918.0% 1392.0% 1004.0% 502.0 623.0
LRI ST gz, 601-725 610-741 706-881 | 822-1053 | 1302-1473 | 902-1081 | 442569 599-706
APAP + TRI 722.0 757.5 797.0% 909.0% 1158,0%* 959,0* 606.5 613.0
684-735 728-801 744.850 | 885-1077 | 1100-1279 | 931-1009 | 557-643 526-665
560,0 659,5 1033,0+* 1727,0%* 1727,0%* 841,5% 790,0%* 737.0
PR N (O 507-734 553789 | 917-1288 | 1547-1991 | 13232017 | 754913 712.975 654-819
2616,5+* 2478 5%* 841,0 781,5* 675,5
AR NAC U 20192792 | 22472747 | 686-965 614-896 528-768
667.0 807.0* 823 5% 1400.0%* | 1829.0%* 855 0% 659.5 549.0
APAP+TRI+NACOh) | 503705 | 7141025 | 728-1100 | 1277-1540 | 17172109 | 763-1015 | 500-729 469-635
962.0% 1517.5% 664.5* 655.0 619.0
PR L N (2l 877-1148 | 1348-1809 | 567-717 519-682 528-719

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 25. Aktywno$¢ SDH po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub acznie z TRI (250 mg/kg m.c.)

i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

DEHYDROGENAZA SORBITOLOWA [U/DM3]

GRUPA CZAS (H)
0.5 1.0 15 40 12,0 24,0 48,0 1200
Kontrol 7.8 7.80 6.81 7.45 707 7.66 6.75 6.83
onfrota 538-830 | 7.07-8,71 | 541-8,02 | 583-824 | 532-825 | 628814 @ 6287.66 | 5.82-8,00
7.41 791 752 9.35% 10.15% 11.05% 720 751
AR SUY g 6.40-7.72 | 6.00-881 | 620846 | 8.00-1038 | 9.45-1033 | 10.63-12.05 | 6.12-969 | 625801
6.85 7.08 6.39 1023+ 1033+ 6.28* 730 7.41
LR T 6.40-8.86 | 570768 | 540725 | 943-10.84 | 9.02-1099 | 5,70-877 | 574754 | 7.03-8.22
6,57 6,94 7,01 7,70 7,30* 7,18* 6,36 7,05
LRI - AL () 509793 | 6.19-820 | 570758 | 735847 | 615800 | 657-841 | 541-696 | 6.57-7.93
6,38* 6,92* 6,43* 6,76 7,86
LRI - A ) 540735 | 598812 | 546800 | 574796 | 6.57-8.28
7,63 7.88 8,37 8,02 7.21* 7.58* 6,34 7.57
APAP+TRI+NACO) | 59960 | 655864 | 644866 | 670820 | 560-870 | 683822 | 5567.83 | 6.68-7.86
723 7,70* 7.25* 7,04 6,14
ALRE s TR NAC (T 667795 | 540801 | 650-7.83 @ 646-802 | 548-7.96

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 26. Aktywno$¢ ICD po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)

i NAC (150 mg/kg m.c.); (M, min.-maks., n = 6)

DEHYDROGENAZA IZOCYTRYNIANOWA [U/DM3]

GRUPA CZAS (H)

0.5 1.0 15 40 12,0 24,0 48,0 1200
Kontrol 338 2.87 3.65 3.66 3.40 2.88 334 2.08

wiiel 266420 | 237420 | 280440 | 343426 | 253384 | 237344 | 240384 | 215344
3.00 347 337 4,09 5.00% 5.43% 5.00% 2.53

AR SUY g 218392 | 2.89-392 | 211385 | 337-429 | 459-636 | 4.83-592 | 470-6.63 | 237-3.41
2.08 370 346 417 5,01 5.60" 4.76% 2.75

APAP +TRI 222374 | 225390 | 303421 | 3,15-498 | 438584 | 500-604 | 437-537 | 237-3,60
3,30 5,25%* 546%* 5,76%* 5,82 2,94* 3,05* 2.89

LRI - AL () 286345 | 480566 | 5.00-6.60 | 553689 | 533640 | 240327 | 200382 | 2.60-3.45
5.03% 7.16% 430 2.05* 276

LRI - A ) 420584 | 562-884 | 300502 | 262373 | 220321
3,22 5,50%* 5,43%* 5,48%* 5,84 3,42* 2,54* 2.85

APAP +TRI+NACO) | 5 ¢ 361 | 480600 | 500664 | 489590 | 500-635 | 261378 | 2.07-320 | 2.65-3.69
4,58 5,75% 2,78* 3,09* 3,17

ALRE s TR NAC (T 422568 | 5.00-668 | 20032 27400 | 2.00-3.93

* rznica statystycznie istotna w pordwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 27. Stezenie cytochromu P-450 w watrobie po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub Iacznie
z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x= SD , n=6).

CYTOCHROM P-450 [NMOL/MG BIALKA]

GRUPA CZAS (B)
1,5 4,0 | 12,0 24,0 | 48,0 120,0

Kontrola 0,8076+0,0244

APAP 250 mg/kg m.c. 0,713840,0442 0,855740,2261 0,6994+0,0443 0,70880,0745 0,802240,0783 0,907440,0630
APAP + TRI 0,810020,0689 0,7067+0,0553 0,7067+0,0747 0,66680,1361 0,8444+0,1097 0,90140,0703
APAP + NAC (0h) 0,7883+0,0281 0,8413+0,0718 0,8768+0,0913 0,8682+0,0815 0,7688+0,1154 0,827040,1213
APAP + NAC (2h) 0,8284+0,0817 0,8342+0,1080 0,8956+0,1125 0,8457+0,0981 0,9218+0,0710
APAP + TRI + NAC (Oh) | 0,8154+0,0456 0,8295+0,0404 0,8606+0,0587 1,0119+0,0460 0,7739+0,1172 0,9150+0,0104
APAP + TRI + NAC (2h) 0,8809+0,0362 0,9445+0,0242 0,8400+0,0370 0,8947+0,0284 0,8521+0,0039

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 28. Stezenie cytochromu P-450 w watrobie po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo

lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (;ci SD , n=6).

CYTOCHROM P-450 [NMOL/MG BIALKA ]

GRUPA CZAS (B)
1,5 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0

Kontrola 0,8076%0,0244

APAP 500 mg/kg m.c. 0,6647+0,0113 | 1,068040,0842* | 1,671340,1309* | 1,895140,1796* | 1,0887+0,0347* | 0,9025+0,0315
APAP + TRI 0,6649+0,0263 | 0,6249+0,0551* | 0,986140,0773* | 1,091340,0336** | 0,7202+0,0294* | 0,6993+0,0783
APAP + NAC (Oh) 0,920240,0783* | 0,8000+0,0470* | 0,9979+0,0638* | 0,8159+0,0653* | 0,4125+0,0553** | 0,475610,0205**
APAP + NAC (2h) 0,92114£0,0417 | 1,170820,1095%* | 0,9836+0,0798* | 0,835740,0981 0,9118+0,0710
APAP + TRI + NAC (Oh) | 0,9908+0,0262* | 0,9826+0,0441 | 0,9178+0,1237* | 1,211840,1105%* | 0,947440,0317 0,8255+0,0336
APAP + TRI + NAC (2h) 0,9275+0,0456 | 1,064240,0709** | 1,0638+0,1170** | 0,9136+0,0336 0,812610,0458

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 29. Stezenie cytochromu bs w watrobie po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i

NAC (150 mg/kg m.c.); (x+SD, n=6).

CYTOCHROM B;5 [NMOL/MG BIALKA ]

GRUPA CZAS (B)
1,5 4,0 | 12,0 24,0 | 48,0 120,0

Kontrola 0,74530,0286

APAP 250 mg/kg m.c. 0,665610,0728 | 0,573640,0983* | 0,561020,0400% | 0,4874+0,0484* | 04292+0,0670% | 0,756620,0752
APAP + TRI 0,713240,0333 | 0,7174+0,0313* | 0,67800,0805 | 0,5868+0,0592* | 0,5899+0,1034 0,604420,0715
APAP + NAC (Oh) 0,746240,0683 | 0,795540,0531* | 0,714240,1192 | 0,571140,1735 0,5977+0,1231 0,6357%0,0604
APAP + NAC (2h) 0,653620,0931 0,632640,1359 | 0,669340,1252 | 0,6512+0,2042 0,65700,1941
APAP + TRI + NAC (Oh) | 0,7690+0,0678 | 0,6922+0,0650 | 0,591240,1223 | 0,7833%0,1026* | 0,4519+0,0386* | 0,5919+0,1057
APAP + TRI + NAC (2h) 0,606440,0285 | 0,520740,0777* | 0,567240,0567* | 0,4680£0,0375% | 0,4815+0,0421+*

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 30. Stezenie cytochromu bs w watrobie po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.) i

NAC (150 mg/kg m.c.); (x+SD, n=6).

CYTOCHROM B;5 [NMOL/MG BIALKA ]

GRUPA CZAS (B)
1,5 4,0 | 12,0 | 24,0 | 48,0 | 120,0

Kontrola 0,7453+0,0286

APAP 500 mg/kg m.c. 0,6245+0,0504* | 0,636740,0346* | 0,6476+0,0270% | 0,5006+0,0463* | 0,5010£0,0274* | 0,7185+0,1004
APAP + TRI 0,689140,1348 | 0,744740,0413* | 0,617240,0325*% | 04838+0,0125*% | 0,3970£0,0251** | 0,543610,0765*
APAP + NAC (Oh) 0,746240,0683 | 0,7955+0,0531* | 0,714240,1192 | 0,5711+0,1735 0,5977+40,1231 0,6357+0,0605
APAP + NAC (2h) 0,6536+0,0931 0,6326+0,1359 0,6693+0,1252 0,6512+0,2042 0,6570£0,1941
APAP + TRI + NAC (Oh) | 0,8731140,0253* | 0,8689+0,0500* | 0,7875+0,0707* | 0,7379+0,0425* | 0,8789+0,1024* | 0,780740,0704
APAP + TRI + NAC (2h) 0,8370140,0441* | 0,837740,0678* | 0,7092+0,0302* | 0,6910+0,0978* | 0,7107+0,0934

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 31. Aktywno$¢ reduktazy NADPH-cytochrom P-450 po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250

mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x £ SD, n=6).

REDUKTAZA NADPH-CYTOCHROM P-450 [UMOL/MIN./MG]

GRUPA CZAS (B)
1,5 4,0 | 12,0 24,0 | 48,0 | 120,0
Kontrola 0,1039+0,0054
APAP 250 mg/kg m.c. 0,111640,0139 | 0,123840,0153* | 0,124740,0234* | 0,1445+0,0450 0,120740,0124 0,1145+0,0071
APAP + TRI 0,098610,0109 | 0,1208+0,0136 0,121540,0107 0,104240,0152 0,111240,0082 | 0,130240,0103*
APAP + NAC (0h) 0,0970£0,0059 | 0,0978+0,0138* | 0,0867+0,0055** | 0,083340,0177 0,093240,0063 0,1010£0,0097
APAP + NAC (2h) 0,0908+0,0110* | 0,0865+0,0092** | 0,0860+0,0140 0,102610,0114 0,1108+0,0029

APAP + TRI + NAC (0Oh)

0,1011£0,0045

0,1199+0,0127

0,125140,0121

0,105620,0077

0,0944%0,0081

0,1103%0,0073

APAP + TRI + NAC (2h)

0,1061+0,0127

0,1314%0,0063*

0,1158%0,0056

0,086610,0077**

0,0952+0,0065

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 32. Aktywno$¢ reduktazy NADPH-cytochrom P-450 po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250

mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x £ SD, n=6).

REDUKTAZA NADPH-CYTOCHROM P-450 [UMOL/MIN./MG]

GRUPA CZAS (H)
1,5 4,0 | 12,0 24,0 | 48,0 120,0
Kontrola 0,1039+0,0054
APAP 500 mg/kg m.c. 0,122240,0133 0,1017+0,0143 0,13850,0033 0,12160,0120 0,11280,0200 0,1011£0,0102
APAP + TRI 0,1192+0,0076 0,1249+0,0043 0,1097+0,0096 0,1117+0,0043 0,136420,0061 0,1128+0,0123
APAP + NAC (Oh) 0,119240,0091 0,1166+0,0088 0,10620,0097 0,0889+0,0090 0,08960,0049 0,08460,0035
APAP + NAC (2h) 0,122740,0082 0,107240,0042 0,1002+0,0084 0,09390,0099 0,10450,0049

APAP + TRI + NAC (0Oh)

0,1160£0,0041

0,123240,0100

0,1205+0,0064

0,1154+0,0077

0,1175%0,0092

0,1028+0,0069

APAP + TRI + NAC (2h)

0,102140,0082

0,0961+0,0093

0,1012+0,0120

0,1038+0,0089

0,0945+0,0073

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 33. Aktywno$¢ reduktazy NADH-cytochrom bs po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg

m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (x+SD, n=6).

REDUKTAZA NADH-CYTOCHROM Bs [UAMOL/MIN./MG]

GRUPA CZAS (H)
1,5 4,0 | 12,0 24,0 | 48,0 120,0

Kontrola 0,8405+0,0182

APAP 250 mg/kg m.c. 0,8033+0,0524 | 0,688120,0878* | 0,5918+0,0346* | 0,6624+0,0908* | 0,6393+0,1094* | 0,9852+0,1302
APAP + TRI 0,804140,0143 | 0,832740,0359 | 0,631540,0210% | 0,743940,0558 | 0,6301+0,0615* | 0,7499+0,0266
APAP + NAC (0h) 0,7688+0,0682 | 0,708610,0348 0,7069+0,1308 0,716240,1128 | 0,6779+0,0943* | 0,7148+0,0460
APAP + NAC (2h) 0,718040,0520 | 0,634110,0865* | 0,713320,1106 0,7394+0,0674 0,7840+0,0569
APAP + TRI+ NAC (Oh) | 0,823640,0145 | 0,911540,0093* | 0,7302+0,0566* | 0,6288+0,0437* | 0,5110£0,0250* | 0,5009+0,0728%*
APAP + TRI + NAC (2h) 0,803040,0254 | 0,721240,0227* | 0,6728+0,0482 | 0,62350,0230% | 0,5145+0,0424**

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05

& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 34. Aktywno$¢ reduktazy NADH-cytochrom bs po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie

z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); ()_ci SD , n=6).

REDUKTAZA NADH-CYTOCHROM B;5 [AMOL/MIN./MG]

GRUPA CZAS (H)
1,5 4,0 | 12,0 24,0 48,0 | 120,0

Kontrola 0,8405+0,0182

APAP 500 mg/kg m.c. 0,8109£0,0563 0,8747£0,0332 | 0,665140,0566* | 0,589640,0141% | 0,6696+0,0334* | 0,8001%0,0732
APAP + TRI 0,8599+0,0379 0,8885+0,0201 | 0,5540+0,0488+* | 0,4589+0,0111** | 0,3750+0,0328** | 0,4499+0,0109%*
APAP + NAC (0h) 0,911240,0535% | 0,8543+0,0395 | 0,802040,0629* | 0,8485+0,0581* | 0,8128+0,0235* | 0,94100,0666*
APAP + NAC (2h) 0,987540,0417%* | 0,874740,0330* | 0,8326+0,0720* | 0,8634+0,0218* | 0,8800+0,0743
é)flfp +TRI+ NAC 0,9395+0,0395%* | 0,921240,0650* | 0,8996+0,0355* | 0,8789+0,0394* | 0,8037+0,0334* | 0,8401+0,0368
éflfp + TRI+ NAC 0,8053£0,0547 | 0,8942+0,0985* | 0,8734+0,0520* | 0,8841+0,0947* | 0,9703%0,0123

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 35. Izoformy cytochromu P-450 w watrobie po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub lacznie
z TRI (250 mg/kg m.c.) i NAC (150 mg/kg m.c.); (n=6).

IZOFORMY CYTOCHROMU P-450 [ % KONTROLI]

CZAS (H)

GRUPA 4,0 12,0 24,0 48,0 120,0

2E1 |2B1/2 | 1A2 | 2E1 |2B1/2| 1A2 | 2E1 |2B1/2| 1A2 | 2E1 |2B1/2| 1A2 | 2E1 |2B1/2 | 1A2

Kontrola 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

*

APAP 250 mg/kg m.c. 167* | 144* 88 142* 98 71 242% | 172% | 65 133* | 163* 88 124 126 90

APAP 250 + TRI 164% | 137% | 93 136% | 167**| 77 |171%* [241=*| 107* | 172% |253*%*| 110 | 134* | 145*% | 106

APAP 250 + NAC (0Oh) 119* | 182%*| 98 175% [ 174%* | 85 | 156%™ |247%* | 92 |225%*|276%*| 103 113 105 93

APAP 250 + NAC (2h) 116* | 122 89 144% | 173%*| 66" | 167+*| 145% 94 | 187%*| 164* | 100 | 180**| 81 77

gifPZSOJ’TR“NAC 119% | 173% | 119 | 135% | 120%*| 84 | 193%*| 196% | 98 | 158* | 124% | 112 |166** | 185%*| 84
éifPZSOJ’TR“NAC 142+ | 169 | 172%*] 102 [188**| 101 |169%* | 258+*| 52% |202%*| 139% | 83 |180%*| 135% | 63

* rznica statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 36. Izoformy cytochromu P-450 w watrobie po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.) pojedynczo lub tacznie

z TRI (250 mg/kg m.c.); (n = 6)

IZOFORMY CYTOCHROMU P-450 [ %]
GRUPA 2,0 CZ;:; o 48,0
2E1 2B1/2 1A2 2E1 2B1/2 1A2 2E1 2B1/2 1A2
Kontrola 100 100 100 100 100 100 100 100 100
APAP 500 mg/kg m.c. 97 219% 100 98 233% 86 95 237% 70
APAP 500 + TRI 102 238* 93 105 184+* 100 100 133%* 44%*

* rznica statystycznie istotna w pordwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (500 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05

Czgs¢ probek (grupy APAPS00+NAC(0), APAPS00+NAC(2), APAP5S00+TRI+NAC(0) I APAP500+TRI+NAC(2) ulegla zniszczeniu wskutek

awarii zamrazarki. Powtdrzenie do§wiadczenia nie byto mozliwe ze wzgledéw technicznych, finansowych oraz braku zezwolenia komisji etycznej.




Tabela 37. Stezenie glutationu po jednorazowym podaniu APAP (250 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)
i NAC (150 mg/kg m.c.); (x+SD, n=6).

GLUTATION [MG/G TKANKI]
GRUPA CZAS (H)
4,0 12,0 | 24,0 | 48,0 120,0

Kontrola 1,21840,119
APAP 250 mg/kg m.c. 0,97540,078* 0,65010,052* 1,36540,130 1,430+0,078* 1,10540,091
APAP 250 + TRI 0,956+0,052 0,97440,096* 0,937+0,057* 0,950+0,075* 1,26840,058
APAP 250 + NAC (0Oh) 0,89610,081* 1,117+0,119* 1,16940,165 1,2024+0,072* 1,16340,146
APAP 250 + NAC (2h) 1,02610,180 1,163+0,131* 1,14440,186 1,39340,019 1,543+0,235
é)flfp Zaler N (C 1,058+0,069 1,113+0,081* 1,15240,108 0,83010,024* 1,087+0,079
éflfp Zaler N (C 0,94340,046* 0,95840,042+* 0,83140,041+* 0,81740,046** 0,95840,025*

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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Tabela 38. Stezenie glutationu po jednorazowym podaniu APAP (500 mg/kg m.c.), pojedynczo lub tacznie z TRI (250 mg/kg m.c.)
i NAC (150 mg/kg m.c.); (x+SD, n=6).

GLUTATION [MG/G TKANKI]
GRUPA CZAS (H)
4,0 12,0 | 24,0 | 48,0 120,0

Kontrola 1,08840,119
APAP 500 mg/kg m.c. 0,66140,046%* 0,83440,038* 1,12840,057 1,23240,037* 1,01140,056*
APAP 500 + TRI 0,884+0,078* 0,663+0,052** 0,520+0,104** 0,547+0,234** 1,37840,143*
APAP 500 + NAC (0h) 0,835+0,036** 0,738+0,031** 0,809+0,025** 0,913+0,056* 0,82240,023**
APAP 500 + NAC (2h) 1,1160,100* 1,15740,126* 1,10740,083 1,021+0,117* 1,265+0,086*
é)flfp S I R 0,83140,031** 0,73440,030+* 0,70940,034** 0,82740,031+* 0,868+0,035**
éflfp S I R 0,72340,021* 0,74540,067* 0,59440,071** 0,66910,081+* 0,93840,044*

* rznica statystycznie istotna w porOwnaniu do grupy kontrolnej na poziomie o = 0,05
& rdznica statystycznie istotna w poréwnaniu do grupy otrzymujacej APAP (250 mg/kg m.c.) na poziomie o = 0,05
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6. Omowienie wynikow i dyskusja.

Przeprowadzono badania wptywu trichloroetylenu oraz N-acetylocysteiny (NAC) na
farmakokinetyke paracetamolu oraz funkcje watroby a takze uktad watrobowych enzymoéw
mikrosomalnych bioracych udziat w biotransformacji tego leku u szczuréw. Zwierzgtom
podawano jednorazowo sonda dozotadkowo paracetamol (APAP) w dawkach 250 lub 500 mg/kg
m.c., trichloroetylen (TRI) w dawce 250 mg/kg m.c. i N-acetylocysteing (NAC) w dawce 150
mg/kg m.c. wedlug schematu przedstawionego w rozdziale 4.1.2. Paracetamol podawano
pojedynczo lub jednoczesnie z trichloroetylenem, natomiast N-acetylocysteing réwnocze$nie (Oh)
lub po dwoéch godzinach od podania (2h) pozostatych ksenobiotykéw (APAP i/lub TRI). W
badaniach wykorzystano materiat biologiczny (krew, mocz, watroba) pobierany w okreslonym

czasie od podania ksenobiotykow.

6.1. Farmakokinetyka paracetamolu w surowicy

Do badan farmakokinetycznych pobierano krew z serca po uptywie 5, 10, 15, 20, 30, 60 i
90 minut oraz 4, 12, 24, 48 i 120 godzin od podania ksenobiotykéw. W surowicy oznaczano
stezenie APAP metoda TDx.

Na podstawie oznaczonych stgzefn paracetamolu w surowicy wyznaczono nastgpujace
parametry farmakokinetyczne: biologiczny okres péttrwania to s, stgzenie maksymalne Cp,x 1 czas
tmax, pO ktérym jest ono osiagane, pole powierzchni pod krzywa zmian st¢zen AUC, klirens Cl,
objetos¢ dystrybucji w kompartymencie centralnym V., w stanie stacjonarnym Vg i w fazie

eliminacji Vg area. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 8 i 9 oraz na rycinach 10-13.

6.1.1. Biologiczny okres poéltrwania (tos)

Biologiczny okres poéitrwania paracetamolu w duzym stopniu zalezy od podanej dawki
leku. U szczuréw, ktérym podano APAP w dawce 250 mg/kg m.c. tos wynosit 3,696 h, natomiast
dla dawki 500 mg/kg m.c. ulegt wydtuzeniu do 4,858 h.

Odmiennie, po lacznym podaniu paracetamolu (w obu dawkach) i trichloroetylenu
stwierdzono znaczne skrdcenie tps w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam lek. Dla dawki
APAP 250 mg/kg m.c. tos wynidst 2,113 h, a dla dawki 500 mg/kg m.c. wyniést 3,909 h.

Réwnoczesne podanie APAP w dawce 250 lub 500 mg/kg m.c. oraz NAC spowodowalo
wydtuzenie tos, odpowiednio do 4,248 i 6,658 h. Po podaniu NAC po 2 h od intoksykacji
stwierdzono nieznaczne wydluzenie ty s jedynie po podaniu leku w wyzszej dawce (tos = 5,292h)

w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam APAP (ty 5 = 4,86h).



Po facznym podaniu APAP, TRI i NAC, niezaleznie od zastosowanej dawki leku, nie

stwierdzono istotnych zmian w warto$ciach jego biologicznego okresu péttrwania.

6.1.2. Stezenie maksymalne (Cuax) 1 czas jego osiagniecia (tmax)

W  przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze czas po ktérym osiagane jest
maksymalne stgzenie APAP w surowicy koreluje ze wzrostem dawki leku. U szczuréw
otrzymujacych lek w dawce 250 mg/kg m.c. stgzenie maksymalne (109,667 ug/cm3) bylo
osiggane w czasie rownym 0,282 h. Natomiast w grupie zwierzat, ktérym podano 500 mg/kg m.c.
maksymalne stezenie leku (255,167 ug/cm3) bylo osiagane szybciej, gdyz juz po 0,158 h.

Trichloroetylen wydtuzat tma.x paracetamolu i obnizat Cpax. Obserwowane zmiany byly
silniej wyrazone u zwierzat otrzymujacych APAP w dawce 250 mg/kg m.c. — tyax 0,740 h (okoto
2,5 razy dtuzszy); Cmax 45,201 pg/em® (ok. 2 razy). Podobny charakter zmian stwierdzono po
podaniu wyzszej dawki leku, niemniej wptyw TRI byt znacznie mniejszy (Cpax — 192,833
pg/em’, toax — 0,194 h).

Stwierdzono, ze NAC, zaleznie od czasu podania, odmiennie wplywala na obydwa
parametry. Podanie jednoczesne z APAP, powodowalo obnizenie Cy,ax 0 ok. 30% (z 110 do 77
pg/cm3) dla dawki 250 mg/kg m.c. i o0 ok. 48% (z 255 do 133 pg/cm3) dla dawki 500 mg/kg m.c.
oraz wydtuzenie t;,x, odpowiednio do 0,419 h oraz 0,383 h. Odmiennie, po podaniu NAC po 2 h,
niezaleznie od dawki APAP, zaré6wno stezenie maksymalne jak i czas, po ktérym bylo osiagane
byly podobne jak po podaniu samego leku.

Laczne podanie TRI i NAC obnizalo maksymalne st¢zenia osiagane przez APAP,
odpowiednio o okolo 31% dla dawki 250 mg/kg m.c. i o okoto 55% dla dawki 500 mg/kg m.c.
Jedynie po réwnoczesnym podaniu APAP w dawce 250 mg/kg m.c. oraz TRI i NAC,
stwierdzono ok. 2-krotne skrdcenie czasu wystgpienia maksymalnego st¢zenia. Odmiennie, po
podaniu APAP (500), TRI i NAC stwierdzono wydtuzenie t,.x o 34% w poréwnaniu do
analogicznej grupy otrzymujacej wylacznie sam lek. Podanie NAC po 2 h od podania APAP i

TRI spowodowato dwukrotne wydtuzenie tmax 1 obnizenie Cmax dla obu dawek paracetamolu.

6.1.3. Pole powierzchni pod krzywa zmian stezenia (AUC)

Warto$¢ pola powierzchni pod krzywa (AUC) zalezy od przebiegu krzywej zalezno$ci
InC=f{t) 1 jest miara dostgpnosci biologicznej leku. Na wielko$¢ tego parametru maja wptyw
zaréwno procesy absorpcji jak i eliminacji leku. U szczuréw otrzymujacych APAP w dawkach
250 mg/kg m.c. i 500 mg/kg m.c. wartos¢ AUC wyniosta odpowiednio 269,01 1023,9 ug/cm3 h.

Po podaniu APAP facznie z TRI warto$¢ AUC leku ulegata zmniejszeniu o okoto 20% dla
dawki 250 mg/kg m.c. i o okoto 30% dla dawki 500 mg/kg m.c.
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Jednoczesne podanie NAC z paracetamolem obnizylo o okolo 10% warto§¢ AUC leku
podanego w dawce 250 mg/kg m.c. i az 0 50% w dawce 500 mg/kg m.c. Po podaniu NAC po 2 h,
niezaleznie od dawki APAP, nie stwierdzono istotnych zmian w warto$ci AUC leku.

Podanie taczne APAP z TRI i NAC (jednocze$nie lub po 2 h) spowodowalo istotne
obnizenie dostgpnosci biologicznej leku w obu dawkach. Warto§¢ AUC APAP w dawce 250
mg/kg m.c. byta zmniejszona o ok. 20% i 27%, odpowiednio po podaniu NAC w czasie 0 i po 2
h; natomiast wartos¢ AUC APAP w dawce 500 mg/kg m.c. byla mniejsza odpowiednio o 70% i
40%.

6.1.4. Objetos¢ dystrybucji w kompartmencie centralnym (V)

Objetos¢ dystrybucji w kompartymencie centralnym u szczur6w otrzymujacych APAP w
dawce 250 i 500 mg/kg m.c. wynosita odpowiednio 1,508 i 1,148 dm”. U szczura o masie 300 g
objetos¢ krwi krazacej wynosi okoto 20 cm’ (50-70 cm3/kg m.c.). Uzyskane wartosci V. dla leku
wielokrotnie przewyzszaja objgto$¢ kompartymentu centralnego, co $wiadczy o przenikaniu
ksenobiotyku do wszystkich ptynéw ustrojowych.

Podanie TRI spowodowato wzrost V. leku o okoto 30% u zwierzat otrzymujacych APAP
w obu badanych dawkach, co moze §wiadczy¢ o kumulacji ksenobiotykéw w tkankach i ich
faczeniu si¢ ze strukturami wewnatrzkomérkowymi (kompartment gieboki: tkanka ttuszczowa,
kosci).

Podobnie réwnoczesne podanie APAP (250 i 500 mg/kg m.c.) i NAC zwigkszylo objgtose
dystrybucji w kompartymencie centralnym, odpowiednio o 56% i 100%. U zwierzat
otrzymujacych lek w dawkach 250 mg/kg m.c., ktérym podano NAC po 2 h, stwierdzono
zmniejszenie objetosci dystrybucji o ok. 17%.

Réwniez taczne podanie TRI i NAC (0 h) istotnie wpltyngto na wzrost V. APAP (o ok.
35% dla dawki 250 mg/kg m.c. i 180% dla dawki 500 mg/kg m.c.). Natomiast po podaniu NAC
2h po APAP i TRI stwierdzono wzrost wartosci V. o okoto 160% jedynie w grupie zwierzat
otrzymujacych lek w dawce 250 mg/kg m.c.

We wszystkich przeprowadzonych dos$wiadczeniach podanie APAP tacznie z
trichloroetylenem i/lub NAC spowodowato wzrost objgtosci dystrybucji leku, co moze $wiadczy¢
o przenikaniu ksenobiotyku do ptynéw ustrojowych oraz jego kumulacji w tkankach i

kompartymencie gtebokim.

6.1.5. Objetos¢ dystrybucji w fazie stacjonarnej (V)
Warto$¢ ta opisuje objeto$¢ dystrybucji po ustaleniu si¢ stanu réwnowagi pomigdzy

dystrybucja leku w kompartymencie centralnym i peryferyjnym.
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W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono istotnej zaleznosci pomigdzy dawka
leku a objgtoscia dystrybucji osiagana w stanie stacjonarnym.

Dla obu dawek, we wszystkich badanych grupach, nastapit wzrost Vg, przy czym
najwigksze zmiany stwierdzono po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg m.c. tacznie z NAC i TRI
(wzrost ok. 2-krotny), oraz dla dawki APAP 500 mg/kg m.c., po jednoczesnym podaniu z NAC
oraz facznie z NAC i TRI (wzrost 0 50 i 100%).

6.1.6. Objetos¢ dystrybucji w fazie eliminacji (Vq area)

Warto$¢ ta okresla objgtos¢ dystrybucji dla uktadu, w ktérym istnieje tylko faza eliminacji
p. U zwierzat otrzymujacych pojedynczo paracetamol w dawkach 250 i 500 mg/kg m.c. Vq arca
wyniosta odpowiednio 3,164 12,396 dm’.

TRI zwigkszat Vy 4eq jedynie po podaniu tacznym z paracetamolem w dawce 500 mg/kg

Objetos$¢ Vd area APAP, podanego rownoczes$nie z NAC ulegla zwigkszeniu 0 30% 1 150%
odpowiednio dla dawki 250 i 500 mg/kg m.c. Podanie odtrutki po 2 h od intoksykacji APAP z
TRI nieznacznie zwigkszylo Vq area (0 16%) tylko w przypadku dawki 500 mg/kg m.c.

L.aczne podanie TRI i NAC (0 h) wywotalo znaczne podwyzszenie Vg 4ea APAP (0 ok
20% dla dawki 250 mg/kg m.c. i 0 ok. 210% dla dawki 500 mg/kg m.c.). Wzrost wartosci Vq area
stwierdzono rowniez w grupach zwierzat, ktérym podano NAC po 2 h od intoksykacji APAP

facznie z TRI, odpowiednio o 32 i 63% dla dawek 250 mg/kg m.c. i 500 mg/kg m.c.

6.1.7. Klirens (Cl)

Stwierdzono ujemna korelacje pomi¢dzy podana dawka APAP a wyznaczona wartoscia
klirensu. U zwierzat otrzymujacych APAP w dawce 250 mg/kg m.c. obliczona warto$¢ klirensu
wyniosta 0,591 dm’/h, a dla dawki 500 mg/kg m.c. - 0,342 dm’/h. Uzyskane wyniki korelujg z
wydtuzeniem czasu biologicznego péitrwania.

Podobna zalezno$¢ zaobserwowano u zwierzat doswiadczalnych otrzymujacych
paracetamol w dawce 250 mg/kg m.c. lub 500 mg/kg m.c. facznie z trichloroetylenem, u ktérych
wzrost wartosci klirensu o ok. 40% spowodowat skrdcenie czasu pottrwania to s.

Jednoczesne podanie APAP w dawce 250 mg/kg m.c. z NAC spowodowalo zmniejszenie
wartosci klirensu o ok. 62%. Odmiennie, u zwierzat otrzymujacych wyzsza dawke APAP w
skojarzeniu z NAC, wartos¢ tego parametru ulegta zwigkszeniu do 0,628 dm’/h, tj. o ok. 50%.
Nie stwierdzono wptywu NAC (2 h) na wartos$¢ klirensu APAP.

Wzrost klirensu leku stwierdzono réwniez u wszystkich zwierzat otrzymujacych lacznie trzy

ksenobiotyki, odpowiednio o ok. 38 i 26% dla dawek 250 mg/kg m.c. i 500 mg/kg m.c. Podanie
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NAC po 2 h spowodowalo wzrost klirensu o okoto 222% i 58% (250 mg/kg m.c. i 500 mg/kg
m.c.).

Analizujac parametry farmakokinetyczne wyznaczone w badaniach wtasnych na
podstawie pomiaru stezen paracetamolu w surowicy wykazano istotny wptyw trichloroetylenu na
biodostgpno$¢ paracetamolu. TRI obnizat AUC paracetamolu oraz osiagane st¢zenie
maksymalne, wydluzajac czas, po ktérym jest ono osiagane. Istotny wplyw trichloroetylenu na te
parametry moze w konsekwencji ogranicza¢ skutecznos$¢ terapeutyczng leku.

Podobnie, N-acetylocysteina podana lacznie z APAP zmniejsza biodostgpnos¢ leku,
osiagane stezenie maksymalne w surowicy i wydluza czas jego osiagnigcia tmax, CO potwierdza
skuteczno$¢ dziatania NAC w zatruciu APAP. Wptyw NAC podanej po 2 h od przyjecia APAP
byt stabiej zaznaczony.

Laczne podanie TRI i NAC obnizyto biodostepnos¢ i stezenie maksymalne APAP, a
ponadto zwigkszylo klirens leku. Stwierdzone zmiany byly bardziej nasilone niz po lacznym
podaniu APAP z TRI lub APAP z NAC. Ponadto wykazano wigksza skuteczno$s¢ NAC w
zatruciu skojarzonym APAP i TRI, gdzie jej dzialanie ograniczajace biodostgpno$¢ paracetamolu
bylo wigksze niz po podaniu z samym lekiem.

Uzyskane wyniki badan wlasnych potwierdzily zalozona hipotezg, ze pomigdzy
ocenianymi ksenobiotykami, zachodza interakcje kinetyczne, ktére odpowiedzialne sa za zmiany
parametréw farmakokinetycznych paracetamolu.

Stezenie maksymalne leku oraz czas jego wystapienia sa uzaleznione od szybkosci i ilosci
wchlonigtej substancji. W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Gawronska-Szklarz u
pacjentéw lezacych zahamowanie oprdézniania zoladka a tym samym spowolnienie procesu
absorpcji spowodowalo okoto 36% obnizenie wartosci Cpax W poréwnaniu do grupy pacjentéw
chodzacych (Gawronska-Szklarz i wsp., 2008).

Czas osiagnigcia maksymalnego st¢zenia, w przypadku podania per os, zalezy od postaci
wprowadzanego leku. Podanie réwnowaznych dawek paracetamolu (1g) w postaci syropu lub
tabletek powodowato istotne skrdcenie czasu tmax (1,04 h — tabletki, 0,56 h- syrop). Czas ten
ulegat dalszemu skréceniu po zastosowaniu w doswiadczeniu leku w postaci tabletek musujacych
i wynosit okoto 0,5 h (Bogdanik, 1998).

Tos zalezy od wielko$ci podanej dawki i wydluza si¢ wraz z jej wzrostem, co moze
$wiadczy¢ o zahamowaniu proceséw eliminacji ksenobiotyku z ustroju. Otrzymane wyniki
$wiadcza, ze TRI przyspieszyt proces eliminacji APAP. Mechanizm takiego dzialania TRI moze
by¢ zwiazany z indukcja enzymdw sprzggajacych lub z przyspieszeniem biotransformacji APAP.
Istotny wplyw na warto$¢ Cls ma pozycja ciata. U oséb lezacych wzrasta przeptyw krwi przez

nerki oraz watrobg, co istotnie wptywa na klirens leku. Gawronska-Szklarz wykazata okoto 40%
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wzrost klirensu paracetamolu u pacjentéw lezacych w poréwnaniu do o0séb chodzacych
(Gawronska-Szklarz, 2008).

Czynnikiem istotnie wptywajacym na biotransformacj¢ ksenobiotykéw sa réwniez ple¢ i
wiek. Wykazano istotny wptyw hormonéw piciowych na aktywno$¢ enzyméw mikrosomalnych
watroby odpowiedzialnych za biotransformacje zwiazkéw chemicznych pochodzenia
egzogennego (Issa i wsp., 2007). Paracetamol jest eliminowany z ustroju w postaci sprz¢zonej z
kwasem glukuronowym Iub siarkowym. Wpltyw hormonéw piciowych na eliminacje APAP
oceniano w badaniach przeprowadzonych u samic krélikéw, ktérym usunigto obustronnie jajniki.
Zwierz¢tom podawano per os jednorazowo paracetamol w dawce 50 mg/kg m.c. przed zabiegiem
oraz po jednym i dwoch miesiacach od usunigcia jajnikow. Przeprowadzone obliczenia
farmakokinetyczne wykazaty wzrost klirensu leku o okoto 22 i 32%, odpowiednio po 1 i 2
miesiacach od owariektomii. Uzyskane wyniki wskazuja na hamowanie przez estrogeny
watrobowego uktadu sprzggania z glukuronidami i siarczanami (Dai i wsp., 2006; Elfarra i wsp.,
1998). Wyniki te jednak nie zostaly potwierdzone u kobiet, ktérym usunigto obustronnie jajniki,
a przeprowadzona u tych kobiet krétkoterminowa kuracja hormonalna nie wptywata znaczaco na
parametry farmakokinetyczne parcetamolu (Izumi i wsp., 1996). Odmiennie, badania
przeprowadzone u kobiet w réznych fazach cyklu miesigcznego wykazaty, ze w fazie lutealnej, w
poréwnaniu z faza folikularna, uzyskiwane sa znacznie wyzsze warto$ci AUC oraz Cp,x (Kroger i
wsp., 1996). Anderson wykazal, Zze objgto$¢ dystrybucji paracetamolu zmniejsza si¢ wraz z
wiekiem, co wigze si¢ z utrata wody w organizmie — u noworodkéw objgtos¢ ta jest o 174%
wigksza niz u starszych dzieci. Podobnie wiek wptywa na klirens — po urodzeniu jest on o 62%
wigkszy niz u mlodziezy i starszych ludzi (Anderson i wsp., 2000).

Lee przebadat wplyw alkaloidu rutakarpiny wyizolowanego z owocéw Evodia
Rutaecarpia — inhibitora COX-2, na farmakokinetyke paracetamolu u samcéw szczuréw. Po
podaniu APAP (25 mg/kg m.c. i.v.) facznie z rutakarping (80 mg/kg m.c.), pole powierzchni pod
krzywa (AUC) APAP w osoczu bylo istotnie mniejsze w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam
APAP, co moze $wiadczy¢ o antagonistycznym dziataniu obu zwigzkéw (Lee 1 wsp., 2007).

W przeprowadzonych badaniach wlasnych réwniez stwierdzono istotne zmniejszenie
warto$ci AUC po podaniu APAP facznie z TRI lub NAC a takze TRI i NAC, co wskazuje na

antagonistyczne dzialanie badanych ksenobiotykéw.
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6.2. Kinetyka wydalania paracetamolu i jego metabolitu z moczem

Po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg m.c. globalna ilo$¢ wydalonego niezmienionego
leku i glukuronidu wyniosta odpowiednio 7,6% 1 42,3%. Najintensywniejsze wydalanie
stwierdzono w moczu zebranym w ciagu pierwszych 2 godzin od intoksykacji. W grupie
zwierzat, ktére otrzymaly APAP tacznie z TRI stwierdzono wzrost wydalania niezmienionego
leku o 8,3% oraz zmniejszenie wydalania glukuronidu o 19,1%. Odmiennie, po podaniu APAP
facznie z NAC wydalanie niezmienionego paracetamolu i jego metabolitu bylo zmniejszone,
odpowiednio o 11,7% i 13,6%. Maksymalne st¢zenia leku i jego glukuronidu stwierdzono w
pierwszym przedziale pomiarowym pomigdzy 0 do 2 h. Nie stwierdzono jednak, w poréwnaniu
do grupy otrzymujacej sam lek, istotnych zmian w wydalaniu globalnej ilosci wolnego
paracetamolu i jego glukuronidu - (6,7% i 35,6%). Podobna zalezno$¢ odnotowano w grupie,
ktérej podano NAC po 2 godzinach. Po réwnoczesnym podaniu trzech ksenobiotykow
stwierdzono wydtuzenie czasu, w ktéorym wydalane byly maksymalne ilosci wolnego
paracetamolu i glukuronidu do 2-4 h od podania leku. W poréwnaniu do grupy zwierzat, ktore
otrzymywaty sam APAP, globalna ilo§¢ wydalanego niezmienionego leku nie ulegata istotnym
zmianom (wzrost o 2,4%), natomiast stwierdzono istotny wzrost (o 24,1%) wydalania leku w
postaci glukuronidu. Po podaniu APAP z TRI, a nastgpnie po 2 h NAC, stwierdzono istotne
ograniczenie wydalania niezmienionego paracetamolu i jego glukuronidu, ktére w poréwnaniu do
grupy zwierzat otrzymujacej sam APAP bylo obnizone, odpowiednio o ok. 80% dla leku i jego
glukuronidu (tabela 18).

U szczuréw otrzymujacych APAP w dawce 500 mg/kg m.c. globalne ilosci leku i
glukuronidu wydalonego w ciagu 72 godz. stanowity odpowiednio 9,8% i 48% podanej dawki.
W postaci niezmienionej APAP byt eliminowany w najwigkszych ilo§ciach w ciagu pierwszych
czterech godzin od podania, natomiast wydalanie glukuronidu utrzymywato si¢ na podobnym
poziomie do 12 godziny od zatrucia. Po tym okresie stwierdzono spowolnienie wydalania. Po
podaniu APAP facznie z TRI, nie stwierdzono, w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam lek,
istotnych réznic w wydalaniu paracetamolu w postaci niezmienionej. Natomiast wydalanie
glukuronidu byto zwigkszone o ok. 22% i stanowilo 59% podanej dawki. Stwierdzono réwniez
wydtuzenie czasu, w ktérym byly wydalane najwigksze ilosci paracetamolu i glukuronidu - do 8-
12 h. Podanie leku tacznie z NAC zmniejszyto wydalanie niezmienionego paracetamolu (6,1%) i
glukuronidu (24,5%), odpowiednio 38,8% i 49,2% podanej dawki. Globalna ilo§¢ wydalonego
leku i glukuronidu z moczem po podaniu APAP tacznie z TRI i NAC wyniosta odpowiednio
9,1% 1 45,7% podanej dawki i byla nizsza niz w grupie zwierzat otrzymujacych sam APAP,
odpowiednio o 7,5% i 5,1%. Podobnie, jak w grupie otrzymujacej APAP w dawce 250 mg/kg

153



m.c., rtéwniez po podaniu APAP w dawce 500 mg/kg m.c. facznie z TRI oraz NAC po 2 h
stwierdzono znaczne zmniejszenie ilo$ci wydalanego paracetamolu i jego glukuronidu. Globalna
ilo$¢ wydalonego niezmienionego leku i jego glukuronidu wyniosta odpowiednio 4,25 i 17,51 %
i byta zmniejszona o 45,3 1 56,7% (tabela 18).

Po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg m.c. nie stwierdzono istotnych réznic w stalej
szybkosci eliminacji wolnego paracetamolu. Natomiast dla glukuronidu réznice te byly istotne
statystycznie — wzrost wartosci stalej szybkosci eliminacji k (tabele 16 1 17).

Po podaniu APAP w dawce 500 mg/kg m.c. tacznie z TRI i/lub NAC stwierdzono réznice
istotne statystycznie w warto$ciach statej szybkosci eliminacji wolnego paracetamolu i
glukuronidu w poréwnaniu do grupy zwierzat, ktérym podawano sam APAP — wzrost dla grupy
APAP-TRI (wolny paracetamol) i spadek dla pozostaltych grup (tabele 16 i 17). Jedynie dla
glukuronidu nie stwierdzono zmian w grupach poddanych dzialaniu wszystkich trzech
ksenobiotykow.

Zwigkszenie dawki APAP korelowalo ze skréceniem okresu biologicznego poéitrwania
wolnego paracetamolu i glukuronidu, ktéry wynosit odpowiednio: dla dawki: 250 mg/kg m.c. 5,7
hi6,3 h;idla500 mg/kg m.c4,5hi5,2 h(tabele 161 17).

Po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg lacznie z TRI stwierdzono istotne wydtuzenie
biologicznego okresu poéitrwania wolnego leku z 5,7 h do 6,1 h i glukuronidu z 6,3 h do 7,1 h.
Nie stwierdzono wptywu NAC oraz NAC Iacznie z TRI na ty s ocenianych zwiazkéw.

Biologiczny okres péttrwania paracetamolu i glukuronidu po podaniu leku w dawce 500
mg/kg m.c. oraz TRI, ulegat wydtuzeniu z 4,5 hdo 7,6 hi z 5,2 do 6,5 h. Analogicznie, jak w
poprzedniej grupie (250 mg paracetamolu), nie stwierdzono wptywu NAC podanej po 2 h oraz
NAC tacznie z TRI na ty 5 ocenianych zwiazkéw (tabele 161 17).

Glukuronid paracetamolu, w poréwnaniu z wydalaniem niezmienionego paracetamolu,
niezaleznie od podanej dawki leku, wydalany jest przez nerki w st¢zeniach 5.krotnie wyzszych.
Hidvegi przeprowadzil badania na $winkach morskich w celu oznaczenia metabolitow
paracetamolu w moczu. Po podaniu dawki 100 mg/kg m.c. wykazal dominujace st¢zenia
glukuronidu (90%) oraz niskie stg¢zenia siarczanu (7%) i niewielka ilo$¢ wolnego paracetamolu w
dobowej zbidrce moczu. Nie wykryl natomiast polaczen z glutationem i cysteing (Hidvegi i wsp.,
1986). Ghanem wykazal, ze kierunek eliminacji polaczenia APAP z kwasem glukuronowym
zalezy od czgstotliwosci oraz wielkos$ci przyjetej dawki APAP. Po podaniu nietoksycznej dawki
APAP (0,2 g/lkg m.c. i.p.) a nastgpnie dawki toksycznej (1 g/kg m.c.) stwierdzili, ze taka
kolejno$¢ wprowadzenia leku do ustroju powoduje przesunigcie eliminacji glukuronidu z zéici do
moczu z jednoczesnym zmniejszeniem jego stgezenia w watrobie i wzrostem w surowicy

(Ghanem i wsp., 2009).

154



Siebers, badajac biotransformacj¢ paracetamolu u ludzi wykazal, Zze siarczany stanowig
39% wydalonego z moczem leku, natomiast glukuronid - 28%, potaczenia z cysteing - 12%,
merkapturany -12% i wolny paracetamol ok. 9% (Siegers i wsp., 1984). Forrest stwierdzil, ze z
moczem wydala si¢ w postaci metabolitéw oraz wolnego leku od 85 do 95 % przyjetej dawki
(Forrest 1 wsp., 1993). Natomiast Critchely nie stwierdzil réznicy w sprzgganiu z kwasem
siarkowym u réznych ras i plci ludzi, natomiast r6znice pojawiaty si¢ w sprzgganiu z kwasem
glikuronowym, np: u Azjatéw 54% w poréwnaniu do Afrykanczykéw 58% (rdznica istotna
statystycznie) (Critchley i wsp., 1983). Mutlib przebadat wplyw réznych izoenzyméw UDP-
glukuronylotransferazy (UGT), m.in. UGT 2B15, UGT 1A1, UGT 1A6 i UGT 1A9 na kinetyke
glukuronidyzacji i hepatotoksyczno$¢ paracetamolu. Wykazano réznice w aktywnosci tych
izoenzyméw w zaleznosci od stgzenia APAP. Przy nizszych stgzeniach kluczowa rolg odgrywaty
UGT 1A9 1 UGT 2B15, a przy wyzszych stezeniach APAP dominujacymi byty izoenzymy 1A9 i
1A1. Wykazano tez r6znice w przebiegu kinetyki poszczegélnych izoenzyméw — UGT 1A1
przedstawial kinetyke Hill’a, a UGT 1A9 kinetyke Michaelis-Menten. Potwierdzono takze, ze
zahamowanie dziatania UGT, i w zwiazku z tym glukuronidyzacji, prowadzi do zwigkszenia
toksycznosci APAP (Mutlib i wsp., 2006; Hanczko i wsp., 2009).

W badaniach wlasnych réwnoczesnie podawane ksenobiotyki - TRI i NAC, zaleznie od
podanej dawki APAP - zmienialy profil metaboliczny oraz biologiczny okres poéttrwania leku w
ustroju. Stwierdzony brak zmian po lacznym podaniu APAP w dawce 250 i 500 mg/kg m.c. z
TRI i NAC, moze sugerowac dziatanie antagonistyczne odtrutki i rozpuszczalnika. Yim badat
wplyw innego rozpuszczalnika organicznego — tetrachlorku wegla, na biotransformacje i
eliminacj¢ paracetamolu u samcéw myszy. Po 24 h od podania tetrachlorku wegla podawano
paracetamol w dawce 350 mg/kg m.c. Tetrachlorek wegla zmniejszal w surowicy st¢zenie
polaczen paracetamolu z cysteing i kwasami merkapturowymi, natomiast zwigkszal st¢zenia
potaczen z kwasem glukuronowym i siarkowym. W moczu zbieranym przez 24 h stgzenia
potaczen z kwasem glukuronowym i siarkowym, byly wigksze odpowiednio o 84% i 33% w
odniesieniu do wartosci kontrolnych, a potaczenia z cysteing i kwasami merkapturowymi
stanowily tylko 1/3 tych wartosci. Wyniki te wskazuja, ze tetrachlorek wegla zmniejsza
utlenianie paracetamolu w watrobie (reakcje I —fazy), a zwigksza biotransformacje w kierunku
powstawania potaczen z kwasem glukuronowym i siarkowym, czego wynikiem jest zwigkszone

wydalanie tych zwigzkéw z moczem (reakcje II — fazy) (Yim i wsp., 20006).
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6.3. Wyniki badan enzymatycznych

W praktyce klinicznej do oceny stanu funkcjonalnego watroby stosuje si¢ rutynowo
szereg badan biochemicznych, w tym oznaczanie aktywnosci tzw. enzyméw wskaznikowych jak:
aminotransferaza alaninowa, aminotransferaza asparaginianowa, dehydrogenaza mleczanowa,
dehydrogenaza sorbitolowa i dehydrogenaza cytrynianowa. W badaniach wilasnych oznaczenia
aktywnos$ci wyzej wymienionych enzyméw wykonano w osoczu krwi pobranej od zwierzat po
uptywie 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 minut i 4, 12, 24, 48 oraz 120 godzin od podania

ksenobiotykow. Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 19-26.

6.3.1. Aminotransferaza alaninowa AIAT

Po podaniu paracetamolu w dawkach 250 mg/kg m.c. i 500 mg/kg m.c. nie stwierdzono
zmian w aktywnos$ciach AIAT w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podobnie nie stwierdzono
zmian w aktywnoS$ciach tej aminotransferazy u zwierzat otrzymujacych APAP w dawce 250
mg/kg m.c. facznie z TRI (tabele 21, 22).

We wszystkich pozostatych grupach do$wiadczalnych, poddanych tacznemu dziataniu
dwu lub trzech ksenobiotykéw stwierdzono, utrzymujacy si¢ przez 24 godziny od narazenia,
przejsciowy 1,5-2 — krotny wzrost aktywnosci AIAT. Aktywno$ci tej aminotransferazy po 48 h
powracaty do pozioméw wystepujacych w grupie kontrolne;.

Zwigkszenie dawki paracetamolu do 500 mg/kg m.c. przy réwnoczesnym narazeniu na
TRI spowodowalo istotny przejsciowy wzrost aktywnosci AIAT pomigdzy 30 minuta a 24
godzing do$wiadczenia, z maksimum w 12 godzinie od intoksykacji (73,0 U/dm’).

Aktywno$¢ AIAT réwniez istotnie wzrastala po podaniu paracetamolu (w dawkach 250 i
500 mg/kg m.c.) tacznie z N-acetylocysteina, niezaleznie od czasu jej podania, tj. O i 2 godzinie.
W ciagu pierwszych 24 godzin we wszystkich czterech grupach aktywnos$¢ AIAT byta od ok. 1,5
do 2 razy wigksza niz w grupie kontrolnej i narazonej na sam APAP. Najwyzsza aktywno$¢
AIAT w grupie APAP 250 i NAC(0) stwierdzono po 24 godzinach (73,0 U/dm’), w grupie APAP
250 1 NAC(2) oraz APAP 500 i NAC(0) po 12 godziniach (odpowiednio 68,0 i 64,5 U/dm?), a w
grupie APAP 500 i NAC(2) po 4 godzinach (69,0 U/dm?).

W grupach zwierzat otrzymujacych APAP (w dawkach 250 i 500 mg/kg m.c.) facznie z
TRI i NAC(0) oraz NAC (2) aktywnosci AIAT byly podwyzszone w ciagu pierwszych 24 godzin
do$wiadczenia, podobnie jak w pozostatych grupach. W grupie zwierzat, ktérym podano nizsza
dawke APAP réwnoczesnie z TRI i NAC, najwyzsza aktywno$¢ stwierdzono po 12 godzinach od
intoksykacji, odpowiednio 78,0 U/dm’, natomiast w grupie, ktérej podano NAC po 2h,

aktywno$¢ AIAT byla nieznacznie nizsza (69,5 U/dm?), lecz nadal ok. 2-krotnie wyzsza niz w
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grupie kontrolnej. W analogicznych grupach, w ktérych podawano APAP w dawce 500 mg/kg,
aktywnosci AIAT byly podwyzszone w podobnym stopniu i w 24 godzinie dla NAC (0) oraz
NAC (2h) wyniosty odpowiednio 69,0 U/dm’ oraz 74,5 U/dm’.

6.3.2. Aminotransferaza asparaginianowa AspAT

Paracetamol w dawce 250 mg/kg m.c. nie wptywal istotnie na aktywno$¢ AspAT.
Aktywno$¢ tego enzymu, migdzy 24 a 48 godzing od podania, byla nieznacznie wyzsza niz w
grupie kontrolnej (tab. 23). Po podaniu APAP w wyzszej dawce (500 mg/kg m.c.) stwierdzono
natomiast istotny wzrost aktywnosci AspAT migdzy 12 a 48 godzing od intoksykacji. Najwyzsza
aktywnos¢ 161,5 U/dm’ stwierdzono w 24 godzinie; aktywno$¢ tego enzymu po 48 h - do
poziomdw kontrolnych (tabela 24).

Istotny przejSciowy wzrost aktywnosci AspAT stwierdzono réwniez w grupie poddanej
dzialaniu trichloroetylenu. Po tacznym narazeniu na APAP w dawce 250 mg/kg m.c. i TRI,
aktywnos$¢ AspAT byla podwyzszona o ok. 2-krotnie i 1,7-krotnie, odpowiednio po 12 i 24
godzinach do narazenia (160,5 U/dm’). Po podaniu leku w dawce 500 mg/kg m.c. tacznie z TRI
stwierdzono sukcesywny istotny wzrost aktywno$ci AspAT od 1 do 24 godziny do§wiadczenia z
maksimum aktywnosci w 12 godzinie (208,0 U/dm’) a nastepnie po 48 h jej powrét do wartosci
kontrolnych.

Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej rOwniez istotnie wzrastata, po tacznym podaniu
leku w dawce 250 mg/kg m.c. z NAC oraz wszystkich trzech ocenianych ksenobiotykéw. Wzrost
aktywnosci od ok. 32% do ok. 100%, stwierdzony juz w pierwszej godzinie od intoksykacji
utrzymywat si¢ do 24 godziny do§wiadczenia. Jedynie w grupie, ktérej podano NAC (0) tacznie z
APAP (250 mg/kg m.c.), zmiany utrzymywaly si¢ krécej tj. do 12 godziny. Zmiany w
aktywnosci tego enzymu byly bardziej nasilone po podaniu wyzszej dawki paracetamolu (500
mg/kg m.c.) a oznaczone aktywnosci byty o ok. 2 do 2,2 -krotnie wyzsze niz w grupie kontrolne;j.
Aktywno$¢ AspAT powracala do pozioméw kontrolnych po 48 godzinach od intoksykacji.

Po podaniu APAP 250 tacznie z NAC, aktywnos$¢ AspAT wzrastata od pierwszej godziny
od podania osiagajac najwyzsza warto$¢ po 12 godzinach (158,5 U/dm’). Podobnie wzrost
aktywnosci tego enzymu stwierdzono po podaniu NAC po 2 godzinach od podania leku;
aktywnos$¢ AspAT byla podwyzszona do 24 godziny (159,0 U/dm*). Po zwickszeniu dawki
APAP do 500 mg kg m.c. i podaniu NAC, Iacznie lub po 2 godzinach, réwniez stwierdzono
istotny wzrost aktywnos$ci AspAT utrzymujacy si¢ do 24 godziny do§wiadczenia (maksimum w
12 godzinie wynoszace 205,5 U/dm® w grupie z NAC podang jednocze$nie i w 4 godzinie, a

202,5 U/dm’® w grupie, gdzie NAC podano po 2 godzinach).
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Podobnie, istotny wzrost aktywno$ci AspAT stwierdzono u zwierzat, ktérym podano
facznie APAP z TRI i NAC. Aktywnos¢ AspAT wzrastata istotnie, niezaleznie od dawki
paracetamolu oraz czasu wprowadzenia NAC: jednak szybciej niz to stwierdzono po podaniu
leku wytacznie z TRI. We wszystkich czterech grupach podwyzszona aktywno$¢ utrzymywata
si¢ do 24 godzin od intoksykacji, z maksimum w 12 godzinie dla dawki paracetamolu 250 mg/kg
m.c. (161,0 U/dm® w grupie NAC(0) i 162,0 U/dm® w grupie NAC(2)) i w 4 godzinie dla dawki
paracetamolu 500 mg/kg m.c., odpowiednio 239,0 i 229,0 U/dm’® dla grup NAC(0) i NAC(2)
(tabele 23, 24).

6.3.3. Dehydrogenaza mleczanowa LDH

Paracetamol w dawkach 250 i 500 mg/kg m.c. powodowatl istotny, przejSciowy wzrost
aktywnosci LDH w surowicy pomigdzy 4 a 24 godzing, z maksimum w 12 godzinie
(odpowiednio, 1048,5 1 1392,0 U/dm3) (tabele 25, 26).

Narazenie laczne na APAP (250 mg/kg m.c.) i TRI powodowalo istotny wzrost
aktywnosci tego enzymu od 12 godziny do 24 godziny (937,5 U/dm® w 12 godzinie). Zmiany te
byly jednak mniejsze od stwierdzonych w grupie zwierzat, ktérym podano jedynie paracetamol.
Po zwigkszeniu dawki leku do 500 mg/kg m.c. zmiany w aktywnos$ci LDH pojawiaty sig
wczesniej, tj. juz w 4 godzinie i utrzymywaty si¢ do 24 godziny, podobnie jak w przypadku
nizszej dawki paracetamolu i byly mniej nasilone niz po podaniu samego paracetamolu.

Aktywno$¢ LDH byla najwyzsza po podaniu APAP tacznie z NAC. Dla dawki
paracetamolu 250 mg/kg m.c. wzrost aktywnosci tego enzymu stwierdzono po 30 minutach.
Podwyzszona aktywno$¢ utrzymywala si¢ do 12 godziny, osiagajac maksymalng warto$¢ po 1
godzinie (2092,0 U/dm?). Podanie NAC po dwéch godzinach wplynelo na wydhuzenie tego
okresu do 24 godzin (maksimum w 4 godzinie 1293,0 U/dm’*). Wzrost aktywnosci miat charakter
przejsciowy i po 48 godzinie aktywno$§¢ LDH byla podobna jak w grupie kontrolnej (700,0
U/dm’*). Po zwigkszeniu dawki APAP do 500 mg/kg m.c. charakter zmian byt zblizony do grupy
otrzymujacej nizsza dawke leku (maksimum aktywnosci w 4 godzinie dla APAP + NAC (0 h) -
1727.,0 U/dm? oraz 2616,5 U/dm’ dla APAP + NAC (2 h).

Podobnie, jak w poprzednich grupach, stwierdzono przejsciowy wzrost aktywnosci LDH
u szczuréw poddanych dziataniu wszystkich trzech ksenobiotykéw. Aktywnos¢ LDH byla
istotnie wyzsza niz po podaniu samego leku, natomiast nizsza w porOéwnaniu z analogicznymi
grupami otrzymujacymi APAP w skojarzeniu z NAC.

W grupach zwierzat poddanych lacznemu dziataniu trzech ksenobiotykéw aktywnos$¢
LDH istotnie wzrastata od pierwszych minut do 24 godziny od intoksykacji, uzyskujac
maksymalne wartosci w 4 godzinie dla APAP 250 i 12 godzinie dla APAP 500 i byta nizsza u
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zwierzat, ktérym NAC podano z dwugodzinnym opdznieniem, wynoszac odpowiednio dla APAP
250, TRI oraz NAC (0 h) i NAC (2h) 1478,0 U/dm’ i 1075,0 U/dm’, a dla APAP 500 - 1829,0
U/dm’ i 1517,5 U/dm’.

6.3.4. Dehydrogenaza sorbitolowa SDH i dehydrogenaza izocytrynianowa ICD

Oznaczenia obu dehydrogenaz zostaly wykonane tylko w grupach narazonych na
najwyzsza dawke leku tj. 500 mg/kg m.c. (tabele 27 i 28). Jednorazowe podanie paracetamolu w
dawce 500 mg/kg m.c. spowodowato wzrost aktywnosci SDH do 11 U/dm’ juz w 4 godzinie od
podania. Podwyzszone aktywno$ci o ok. 34 % utrzymywaty si¢ przez 24 godziny. Réwniez
aktywnos$¢ ICD po podaniu APAP w tej dawce byla podwyzszona o ok. 58 %, a istotne zmiany w
aktywnosci tej dehydrogenazy utrzymywaty si¢ od 12 do 48 godzin.

Podobnie, po podaniu APAP facznie z TRI, stwierdzono wzrost aktywnosci SDH i ICD,
odpowiednio o ok. 39%, migdzy 4 al2 godzina i 0 47% miedzy 12 a 48 godzina.

Po réwnoczesnym podaniu APAP i NAC nie stwierdzono zmian w aktywnosci SDH.
Aktywno$¢ tego enzymu utrzymywala si¢ na poziomie wartosci kontrolnych i byta nizsza niz w
grupie narazonej na sam APAP. Odmiennie, stwierdzono wzrost aktywnosci ICD pomiedzy 1 i
12 godzina od podania ksenobiotykdw. Zmiany te byly o ok. 63% wyzsze w stosunku do grupy
kontrolnej oraz o ok. 32% - w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam APAP. Podanie NAC po 2
godzinach od podania APAP wywotato krétkotrwaly wzrost aktywnosci ICD, o ok. 83% w
poréwnaniu do grupy kontrolnej i o okoto 25% w poréwnaniu do grupy otrzymujacej wylacznie
paracetamol, w przedziale czasowym 4 — 12 godzin. Czas podania N-acetylocysteiny istotnie
wptynal ma aktywno$¢ ICD. U szczuréw otrzymujacych réwnoczesnie APAP i1 NAC
stwierdzono istotny wzrost aktywnosci ICD juz w 1 godzinie od podania, niemniej nizszy o 20%
niz w grupie zwierzat, ktérym podano APAP i NAC po 2 godzinach.

W grupie szczuréw otrzymujacej tacznie APAP, TRI i NAC aktywno$¢ ICD w ciagu
pierwszych 12 godzin byla o okoto 64% wyzsza niz w grupie kontrolnej i o okoto 32% niz w
grupie zwierzat otrzymujacej sam APAP. Nie stwierdzono istotnych zmian w aktywnos$ci SDH w
poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz do grupy otrzymujacej sam APAP.

W grupie zwierzat, ktérym podano NAC po 2 godzinach, jedynie pomigdzy 4 a 12
godzing od intoksykacji stwierdzono, wzrost aktywnosci ICD o 46,3%, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Nie wykazano zmian w aktywnos$ci tego enzymu w poréwnaniu do grupy szczurdw,

ktére otrzymaty wytacznie paracetamol.
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AspAT jest zar6wno enzymem cytozolowym, jak i mitochondrialnym. Hepatocyty
zawieraja duza ilo$¢ tych organelli. Istotny wzrost aktywnosci AspAT moze wigc $wiadczyC o
wybidrczym uszkodzeniu przez APAP blaszki wewngtrznej mitochondriéw.

Znaczacy wzrost aktywno$ci aminotransferaz u szczuréw po podaniu paracetamolu
obserwowano w badaniach przeprowadzonych przez Gilani. U zwierzat otrzymujacych lek
jednorazowo w dawce 640 mg/kg m.c. per os stwierdzono 22 krotny wzrost aktywnosci AIAT
oraz 14 krotny AspAT (Gilani i wsp., 1998). Knight oceniat skuteczno$¢ podawania witaminy E
jako czynnika hepatoprotekcyjnego u myszy po przedawkowaniu paracetamolu. Po podaniu
APAP w dawce 300 mg/kg m.c. obserwowat 2-krotny wzrost aktywnosci AIAT w 6 godzinie
do$wiadczenia (Knight i wsp., 2003). W badaniach wiasnych aktywnos¢ tych enzymoéw réwniez
2-krotnie przewyzszata wartosci kontrolne, przy zastosowaniu podobnych dawek paracetamolu.
Natomiast Watkins, w badaniach klinicznych, prowadzonych na zdrowych ochotnikach, ktérym
podawano codziennie przez okres 14 dni po 4 g APAP w dawkach podzielonych, stwierdzit o ok.
3. krotny wzrost aktywnosci AIAT w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Watkins i wsp., 2006).
Odmiennie, Temple, ktéry podawat zdrowym ochotnikom APAP w dawce 4 g oraz wyzszych tj.
6 lub 8 g przez 3 dni, nie stwierdzil istotnych zmian w aktywnos$ci AIAT i AspAT (Temple i
wsp., 2007). Prawdopodobnie brak zmian w aktywnosciach obu dehydrogenaz byl spowodowany
zbyt krotkim okresem narazenia, niewystarczajacym do wyczerpania si¢ rezerw endogennego
glutationu i ujawnienia si¢ hepatotoksycznego wplywu powstajacej podczas biotransformacji
NAPQI, co potwierdzaja badania Jamesa, ktéry wykazat, Ze st¢zenie NAPQI oznaczone w
surowicy metoda HPLC koreluje ze wzrostem aktywno$ci aminotransferaz i maleje po
zastosowaniu N-acetylocysteiny (James i wsp., 2009).

LDH jest enzymem cytozolowym, wystepujacym w duzych iloSciach w komoérkach
watroby. Zwigkszenie aktywnoS$ci tego enzymu w surowicy moze $wiadczy¢ o uszkodzeniu
btony komérkowej hepatocytéw, zaréwno po pojedynczym podaniu APAP lub TRI jak i facznym
podaniu obu ksenobiotykow.

W badaniach in vitro na izolowanych mysich hepatocytach wykazano toksyczne dziatanie
APAP, zalezne od czasu i stgzenia. Inkubacja komérek w medium zawierajacym od 0,005mM do
SmM APAP powodowala ubytek tego enzymu z hepatocytéw na skutek ich uszkodzenia.
Pierwsze zmiany aktywnosci enzymu obserwowano juz po 2 godz. od dodania leku do medium.
Najsilniejszy 80% spadek aktywnosci LDH w hepatocytach obserwowano po 5 godzinnej
inkubacji z lekiem w stezeniu SmM (Back i Orme, 1990).

Pomimo, ze dehydrogenaza izocytrynianowa i dehydrogenaza sorbitolowa uwazane sa za
specyficzne wskazniki uszkodzenia blony hepatocytéw, uzyskane wyniki sa trudne do

jednoznacznej interpretacji. Podwyzszone aktywnosci ICD wskazuja nie tylko na uszkodzenie
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btony komoérkowej, ale takze mitochondriéw. Krétki okres trwania zmian w aktywnosciach
enzymu moze wynika¢ z krétkiego jego okresu péttrwania, a wigc szybkiej eliminacji z krwi.
Podobnie, jak w przypadku ICD, krétki czas péttrwania SDH w surowicy powodowal szybkie
jego zanikanie i powr6t do warto$ci kontrolnych. W dostgpnym piSmiennictwie niewiele jest
informacji na temat zmian aktywnosci tych enzyméw wskutek polekowego uszkodzenia watroby,
badz tez w wyniku narazenia na rozpuszczalniki organiczne.

Obserwowane zmiany w aktywno$ciach enzyméw po podaniu paracetamolu w dawce
toksycznej, jak réwniez po narazeniu lacznym z trichloroetylenem potwierdzaja mozliwo$¢
uszkodzenia hepatocytéw. Zastosowanie N-acetylocysteiny w réznym czasie pozwolito na
stwierdzenie zalezno$ci migdzy czasem jej podania a wystapieniem istotnych zmian w
aktywnosci oznaczanych enzymoéw. Nalezy podkresli¢, ze im p6zniejszy jest czas podania NAC,
tym wigksza jest mozliwo$¢ uszkodzenia watroby, co zgadza si¢ z doniesieniami literaturowymi

(Dollery i wsp., 1999; [zumi i wsp., 1996).

6.4. Wyniki oznaczen ukladu monooksygenaz zaleznvch od cvtochromu P-450

Szczury zabijano zawsze o tej samej porze dnia (migdzy godzina 8.30 a 9.30), aby
unikna¢ wahan dobowych w aktywnosci ukladu monooksygenaz zaleznych od cytochromu P450.
Watrobowa frakcj¢ mikrosomalna izolowano met. Dallnera. Uzyskane czyste frakcje
mikrosomalne, po odpowiednim przygotowaniu (rozdz. 4.4.1.2), zamrazano w temperaturze —20
'C do czasu oznaczenia. Przed oznaczeniem po delikatnym rozmrozeniu prébek, wykonywano
oznaczenia biochemiczne. W badaniach wlasnych oznaczenia aktywnosci ukladu
monooksygenaz wykonano po uptywie 1.5, 4, 12, 24, 48 1 120 godzin od podania ksenobiotykow.

Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 27-34.

6.4.1. Cytochrom P-450

Po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg m.c. nie stwierdzono istotnego wplywu leku na
poziom cytochromu P-450, niemniej od 48 godziny zanotowano wzrost powyzej wartosci
kontrolnych. Nie stwierdzono rowniez wpltywu TRI i NAC na zawarto$¢ tego cytochromu (tabela
27).

Podanie leku w dawce 500 mg/kg m.c. spowodowalo indukcj¢ cytochromu P-450
pomigdzy 4 a 48 godzina dos$wiadczenia, z maksimum w 24 godzinie (235% wartosci
kontrolnej). Indukcje cyt.P-450 stwierdzono réwniez w grupie zwierzat poddanej lacznemu
dziataniu APAP, TRI i NAC (2h) (132% warto$ci kontrolnej) (tabela 28, rycina 23). Oznaczanie

poziomu P-450, ktérego dalszy metabolizm prowadzi do dysfunkcji mitochondriéw i apaptozy
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ma znaczenie w badaniach klinicznych. Tarantino stwierdzil, Ze mozna okresli¢ wspoétczynnik
ryzyka na indukowane lekiem uszkodzenie watroby, uwzgledniajac takie czynniki jak: choroby
watroby, wiek i genetyczny polimorfizm cyt. 450 (Tarantino i wsp., 2009). Podatno$¢ pacjentow
mozna przewidzie¢ jeszcze przed podaniem leku, badajac fenotyp i genotyp oraz oceniajac stan
zdrowia pacjenta. Czynniki ryzyka choroby watroby u dzieci po ostrym zatruciu APAP, byty
badane w pracy (Mahadevan i wsp., 2006).

6.4.2. Reduktaza NADPH - cyt. P 450

Po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg m.c. stwierdzono istotny wzrost aktywnosci
reduktazy NADPH-cyt.P450, migdzy 4 a 24 godzing eksperymentu, z maksimum w 12 godzinie,
w ktorej aktywno$¢ osiagnela 139 % wartosci kontrolnej. Réwnoczesne podanie APAP i TRI
oraz APAP, TRI i NAC (0 h) nie wptyneto na zmiany aktywnos$ci reduktazy NADPH-cyt.P450.
Natomiast w grupie otrzymujacej APAP i NAC po 2 godzinach od podania leku obserwowano w
12 godzinie hamowanie aktywnosci reduktazy NADPH-cyt.P450 do 83% wartosci kontrolne;j.
Podanie NAC 2 godziny od intoksykacji APAP facznie z TRI, spowodowalo wzrost aktywnosci
NADPH-cyt.P450 w 12 godzinie do 126 % wartosci kontrolnej, a nastgpnie od 24 godziny jej
spadek. W 48 godzinie aktywnos$¢ tej reduktazy wynosita 83 % wartosci kontrolnej (tabela 31).

Nie stwierdzono istotnego wptywu badanych ksenobiotykéw na aktywno$¢ reduktazy
NADPH-cyt.P450 po pojedynczym lub tacznym podaniu APAP w dawce 500 mg/kg m.c., przy
czym aktywno$¢ tej reduktazy w przebiegu catego eksperymentu byla wyzsza niz warto$¢

kontrolna (tabela 32).

6.4.3. Cytochrom bs

Po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg m.c. stwierdzono istotne obnizenie poziomu
cytochromu bs migdzy 4 a 48 godzing eksperymentu, az do 58 % warto$ci kontrolnej w 48
godzinie. Po wiaczeniu do uktadu TRI réwniez stwierdzono obnizenie poziomu cytochromu bs,
ktéry osiagat 79 % w 48 godzinie eksperymentu. Po podaniu APAP z NAC (facznie i po dwoéch
godzinach) obserwowany poziom cytochromu bs byl zblizony do wartosci grupy kontrolne;j.
Jednoczesne narazenie na wszystkie trzy ksenobiotyki wplyng¢lo na obnizenie poziomu
cytochromu bs dopiero od 48 godziny do$wiadczenia (61 % warto$ci kontrolnej). Odmiennie, po
podaniu NAC po 2 h od narazenia tacznego na APAP z TRI poziom cytochromu bs byt obnizony
juz w pierwszych godzinach do$wiadczenia i osiagal 63 % wartosci kontrolnej w 48 godzinie.

Po podaniu APAP w dawce 500 mg/kg m.c. stwierdzono obnizenie poziomu cytochromu
bs ponizej warto$ci kontrolnych w catym przedziale trwania do§wiadczenia z minimum migdzy

24 a 48 godzing (67%). Podanie taczne APAP z TRI réwniez wptyngto negatywnie na poziom
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cytochromu bs z minimum przypadajacym, podobnie jak w poprzedniej grupie, migdzy 24 a 48 h
(53 % wartosci kontrolnej). L.aczne podanie APAP i NAC, a takze APAP, TRI i NAC (w obu

przedziatach czasowych) nie miato Zadnego wptywu na poziom cytochromu bs (tabela 29,30).

6.4.4. Reduktaza NADH - cyt. bs

Podanie APAP w dawce 250 mg/kg m.c. spowodowato spadek aktywnos$ci reduktazy
NADH-cyt bs juz od 4 godziny doswiadczenia, az do 70 % wartos$ci kontrolnej w 12 godzinie
obserwacji. Dopiero od 48 godziny aktywnos$¢ tej reduktazy ulegata lekkiej stymulacji. Jezeli
zwierzgta narazono lacznie na APAP i TRI, to stwierdzono znacznie mniejsze obnizenie
aktywnosci reduktazy NADH-cyt bs niz po podaniu samego leku (75% w 48 godzinie).
Réwnoczesne podanie APAP i NAC obnizyto aktywno$¢ reduktazy NADH-cyt bs jedynie w 48
godzinie doswiadczenia (81% warto$ci kontrolnej). Podanie NAC po 2 godzinach od podania
leku skrécita do 12 godziny czas, w ktérym aktywno$¢ reduktazy NADH-cyt bs obnizyla sig
istotnie ponizej wartosci kontrolnej (75 %). Rownoczesne podanie wszystkich trzech
ksenobiotykow miato najbardziej negatywny wplyw na aktywnos$¢ reduktazy NADH-cyt bs we
wszystkich przebadanych grupach. Po jednoczesnym podaniu APAP, TRI i NAC, aktywno$¢
reduktazy NADH-cyt.bs byla obnizona migdzy 24 a 120 godzina eksperymentu (60 % wartosci
kontrolnej). Podanie NAC po 2 godzinach nie wplyngto znaczaco na aktywno$¢ reduktazy
NADH-cyt bs w poréwnaniu do poprzedniej grupy (61 %) (tabela 33).

Po podaniu APAP w dawce 500 mg/kg, aktywno$¢ reduktazy NADH-cyt bs byta istotnie
obnizona migdzy 12 a 48 godzina do$wiadczenia (70 % wartosci kontrolnej). Najwigkszy spadek
aktywnosci reduktazy NADH-cyt bs stwierdzono jednak po podaniu tacznym APAP z TRI
migdzy 12 a 120 godzing z minimum w 48 godzinie (45%). W grupach otrzymujacych APAP
facznie z NAC razem i po 2 godzinach od intoksykacji obserwowano w pierwszych godzinach
do$wiadczenia istotny wzrost aktywnosci reduktazy NADH-cyt bs — 108 % warto$ci kontrolnej
dla grupy APAP+NAC(0) i 117 % dla grupy APAP+NAC(2). W ostatnich dwoéch grupach,
otrzymujacych tacznie wszystkie trzy ksenobiotyki, jedynie przy jednoczesnym ich podaniu
stwierdzono wzrost aktywno$ci reduktazy NADH-cyt bs w pierwszych 4 godzinach
dos$wiadczenia (112% wartosci kontrolnej). Opéznione podanie NAC nie wplywato na aktywno$¢

reduktazy NADH-cyt bs (tabela 34).
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6.5 Wyniki oznaczania izoenzymow cytochromu P-450

Wyniki wybranych izoform cyt.P450, zaangazowanych w przemiany paracetamolu i
trichloroetylenu przedstawiono w tabelach 35 i 36.

APAP w dawce 250 mg/kg m.c. stymulujaco wptywat na poziom cytochromu CYP 2EI.
Od okoto 167 % wartosci grupy kontrolnej uzyskanej w 4 godzinie od zakonczenia
eksperymentu, jego poziom wzrastat osiagajac maksimum po uptywie 1 doby (242 %). Po pigciu
dniach obserwacji poziom tego cytochromu byt nadal wyzszy niz w grupie kontrolnej. Podobny
charakter zmian obserwowano w przypadku izoformy CYP 2B1/2, jednak stymulacja tego biatka
byla stabsza (maksimum po 1 dniu — 172 % wartos$ci kontrolnej). Natomiast obnizeniu ulegata
izoforma CYP 1A2. W calym okresie badan poziom tej izoformy byt nizszy niz w grupie
kontrolnej. Szczegdblnie silny spadek ujawniono w 24 godzinie obserwacji (65 %).

t.aczne podanie APAP i TRI nieco stabiej stymulowalo CYP 2E1, w poréwnaniu do
podania samego leku. Podwyzszony juz po 4 godzinach poziom do 164 % warto$ci kontrolnych
ulegal nieznacznemu podwyzszeniu osiagajac migdzy 24 a 48 godzina (maksimum 172%). Po
120 godzinach poziom tej izoformy nadal przewyzszat wartosci kontrolnej (134%). Izoforma
CYP 2B1/2 tuz po zakonczeniu eksperymentu przekraczata poziom kontrolny (137%), a
nastgpnie wraz z uptywem czasu jaki minat od intoksykacji ulegata szybkiemu wzrostowi
osiggajac po 48 godzinach 253 % wartosci kontrolnej. Po pigciu dniach jej poziom obnizyt si¢ do
145 %. Nie stwierdzono istotnego wplywu APAP i TRI na poziom CYP 1A2 a oznaczone
poziomy oscylowaly w przedziale warto$ci kontrolnych.

Podanie taczne APAP i NAC silnie stymulowalo CYP 2E1, ktérego podwyzszony poziom
utrzymywat si¢ przez 48 godzin (maksimum 225 % w 48 godzinie), a nastgpnie ulegat obnizeniu
by w 5 dniu od intoksykacji powrdci¢ do wartosci kontrolnych zakoficzenia eksperymentu.
Jeszcze efektywniej byta stymulowana izoforma CYP 2B1/2 (276 % w 48 godzinie). Poziom tej
izoformy, podobnie jak CYP 2El1, po pigciu powracat do poziomu kontrolnego. Nie stwierdzono
istotnego wptywu APAP i NAC na CYP 1A2 w calym zakresie obserwacji. NAC podana dwie
godziny p6zniej niz APAP, réwniez prowadzita do stymulacji pozioméw CYP 2E1 i CYP2B1/2,
jednak efekt ten byl znacznie slabszy niz to obserwowano w grupie otrzymujacej oba
ksenobiotyki réwnocze$nie. Maksymalne poziomy obu izoform stwierdzono po 48 godzinach od
intoksykacji i wynosity one, odpowiednio 187 % i 164 %. Przez caly okres od intoksykacji,
poziomy izoformy CYP 1A2 byly obnizone, niemniej rdéznice statystycznie znamienne
stwierdzono jedynie w 12 godzinie (66 % warto$ci kontrolnej).

Réwnoczesne narazenie na trzy ksenobiotyki indukowato CYP 2E1 oraz 2B1/2, nie

wplywajac istotnie na poziom izoformy 1A2. Wptyw tych ksenobiotykéw na badane izoformy
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byl znaczaco mniejszy od stwierdzanego po 12 godzinach w grupach poddanych dziataniu dwéch
z ocenianych zwiazkéw (APAP +TRI lub APAP+NAC). Poziom izoformy CYP 2E1 wzrastat od
119 %, po 4 godz., do 193 % po uptywie 24 godzin. Po tym czasie zauwazono delikatng
tendencj¢ do spadku st¢zenia tej izoformy, niemniej podwyzszone wartosci utrzymywaly si¢ do
120 godz. Poziom izoformy CYP 2B1/2 réwniez byt podwyzszony przez caly czas obserwacji,
jednak wykazywat tendencj¢ do naprzemiennych wzrostéw i spadkéw; stale utrzymujac sie
powyzej wartosci kontrolnych. Po pigciu dniach poziom tego biatka byt niemal identyczny, jak
po 24 godzinach (okoto 190 %). W ostatniej serii badan, w ktérej NAC byta podawana 2 godziny
po APAP i TRI, réwniez obserwowano stymulacj¢ izoformy CYP 2El. Po poczatkowym
wzro§cie poziomu tej izoformy, po czterech godzinach od zakonczenia eksperymentu,
stwierdzono jego spadek do wartosci kontrolnych, a nastgpnie ponowny gwattowny wzrost - do
202 % w 48 godzinie. Poziom CYP 2B1/2 narastal monotonicznie, osiagajac po 24 godzinach
258 % wartosci kontrolnej, a po pigciu dniach obnizyt si¢ do 135 %. Poziom CYP 1A2, po
gwaltownym przejsciowym wzroscie w 4 godzinie od zakonczenia eksperymentu (172 %), ulegat
obniZzeniu do wartosci grupy kontrolnej (w 12h) a nastgpnie dalszemu zmniejszeniu do 63% tej
wartos$ci po 120 h (tabela 35).

Jednorazowe podanie APAP w dawce 500 mg/kg nie wplyngto znaczaco na poziom
izoform CYP 2E1 i 1A2. Natomiast izoforma CYP 2B1/2 ulegata istotnej stymulacji w catym
zakresie obserwacji osiagajac w 48 godzinie poziom 237 % wartosci kontrolnej. faczne
narazenie na APAP i TRI, analogicznie jak w poprzedniej grupie, nie wptynglo istotnie na
izoformy CYP 2E1 i 1A2, natomiast poziom izoformy CYP 2B1/2 byl istotnie podwyzszony od
238 % po 4 h do 133 % po uptywie 2 dni (tabela 36),co pozostaje w dobrej zgodnosci z
wynikami literaturowymi. (Chen i wsp., 2008; Guengerich i wsp., 2009).

Dai badat réznice w toksycznosci APAP u samic i samcow myszy. Po podaniu dawki 500
mg/kg m.c. i oznaczeniu aktywnosci enzyméw AIAT, AspAT i LDH, a takze przeprowadzeniu
analizy histologicznej, wykazano wigksza odpornos$¢ samic niz samcéw na toksyczne dziatanie
APAP. Ponadto u samic takze biotransformacja APAP byla wolniejsza niz u samcéw — wynikiem
tego byl nizszy poziom glukuronidyzacji i sulfuracji oraz wyzsze st¢zenie wolnego leku w
watrobie. Potwierdzeniem tego byt nizszy poziom mRNA dla CYP 1A2 i CYP 3All. Nie
stwierdzono natomiast réznic w wigzaniu NAPQI z biatkami po 2 h od podania APAP (Dai i
wsp., 2006). Natomiast Tan wykazal réznice w mechanizmie przemian APAP do NAPQI
zachodzacych w mikrosomach myszy (MLM) i ludzi (HLM). Po podaniu leflunomidu (LEF; lek
immunosupresyjny) tacznie z APAP, przemiana APAP do NAPQI byta hamowana przez LEF
tylko w MLM a nie w HLM. Badania te potwierdzaja r6znice gatunkowe dla enzymu CYP 1A2
(Tan i wsp., 2008).
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6.6. Wyniki oznaczen glutationu calkowitego w watrobie

Narazenie na APAP w dawce 250 mg/kg m.c. doprowadzito do spadku glutationu
catkowitego (53 % warto$ci kontrolnych) w pierwszych 12 godzinach do$wiadczenia. Od 24
godziny obserwacji ujawnita si¢ tendencja do wzrostu stgzenia tego tripeptydu do wartosci
kontrolnych. Laczne podanie APAP w dawce 250 mg/kg m.c. i TRI nie miato wigkszego wptywu
na poziom glutationu, niemniej przez caly okres obserwacji istniala tendencja do nieznacznego
obnizenia jego poziomu. Podanie APAP jednoczesnie z NAC obnizylo stgzenie glutationu
jedynie w pierwszych 4 godzinach trwania eksperymentu (74%). Opdznione podanie NAC nie
wplynglo znaczaco na stgzenie glutationu, ktére bylo zblizone do wartosci kontrolnych.
Podobnie, jednoczesne narazenie na wszystkie trzy ksenobiotyki nie wplynglo znaczaco na
stezenie tripeptydu, ktére jednak byto nieznacznie nizsze niz w grupie kontrolnej. Odmiennie,
podanie NAC dwie godziny po narazeniu na APAP tacznie z TRI doprowadzito do widocznego
spadku st¢zenia glutaionu w catym okresie doswiadczenia (67 % wartosci kontrolnych w 48
godzinie obserwacji) (tabela 37).

Podanie APAP w dawce 500 mg/kg m.c., podobnie jak w grupie otrzymujacej lek w
nizszej dawce spowodowalo spadek stgzenia glutationu w ciagu pierwszych 12 godzin obserwacji
(61 % w 4 godzinie doswiadczenia). Od 24 godziny nastapit wzrost st¢zenia glutationu az do 113
% wartosci kontrolnej w 48 godzinie obserwacji.

Natomiast laczne podanie APAP z TRI doprowadzilo do jeszcze wigkszego spadku
stezenia glutationu, odmiennie niz w przypadku grupy otrzymujacej lek w nizszej dawce. Od 12
do 48 godziny doswiadczenia poziom glutationu osiagnat zaledwie 48 % wartosci kontrolnej. Po
pigciu dniach st¢zenie tego tripeptydu osiagneglo wartosci wyjsciowe.

L.aczne podanie APAP i NAC réwniez prowadzito do spadku stezenia glutationu, jednak
mniejszego niz w poprzedniej grupie. Najnizsze st¢zenia zanotowano w 12 godzinie
do$wiadczenia (68 % warto$ci kontrolnej). Po podaniu NAC 2 godziny po narazeniu na lek, efekt
byl przeciwny. Stwierdzono nieznacznie podwyzszony poziom glutationu, w catym zakresie
do$wiadczenia, w poréwnaniu do warto$ci kontrolnej. Koresponduje to z wynikami badan Yanga
przeprowadzonymi na samcach myszy, stwierdzajacych, ze NAC jest najbardziej skuteczny przy
podaniu w pierwszych godzinach po przedawkowaniu APAP. Podawany po6zniej, moze
powodowaé wzrost poziomu endogennego glutationu, a dlugotrwale podawanie tego antidotum
utrudnia regeneracj¢ watroby przy ostrej niewydolnosci tego organu po przedawkowaniu APAP

(Yang i wsp., 2009; Yim i wsp., 2006).
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Narazenie na rownoczesne laczne podanie wszystkich trzech ksenobiotykéw prowadzito
do silnego spadku stgzenia glutationu w calym zakresie obserwacji (65 %). Podobnie, podanie
NAC z 2 godzinnym opdznieniem poglebito ten deficyt, niemniej w wigkszym stopniu niz to
obserwowano po réwnoczesnym podaniu NAC; najwigkszy spadek (55 % wartosci kontrolnej) w
24 godzinie do$wiadczenia — (tabela 38). Z przegladu literatury wynika, ze NAC rutynowo
stosowany przy przedawkowaniu APAP (Heard, 2008; Fontana, 2008), moze by¢ réwniez
antidotum i czynnikiem biomonitorujacym przy zatruciu metylkiem rteci (wystgpuje w owocach
morza), co wykazaty badania na szczurach, przeprowadzone przez Aremu (Aremu i wsp., 2008).
Poniewaz podanie NAC moze wywotywaé pewne skutki uboczne (Schmidt i Dalhoff, 2001;
Beckett i wsp., 1985), trwaja badania skutecznosci innych substancji o podobnym dzialaniu jak
NAC (Terneus i wsp., 2008; Wallace, 2004).

Podsumowanie
Paracetamol przyjmowany w dawkach terapeutycznych uwazany jest za lek bezpieczny.
W wyzszych dawkach powoduje jednak martwicg w czgéci Srodkowej zrazikéw watrobowych,
ktéra moze by¢ przyczyna zgonu. Hepatotoksyczne dzialanie paracetamolu zwiazane jest z serig
wystepujacych po sobie kolejno zdarzen, w tym:
1. Biotransformacja paracetamolu zachodzaca przy udziale CYP 450 prowadzaca do powstania
reaktywnego metabolitu wyczerpujacego rezerwy endogennego glutationu i wiazacego sig
kowalencyjnie z biatkami;
2. Wyczerpaniem rezerw endogennego glutationu nasilajacym stres oksydacyjny wskutek
obniZzenia detoksykacji tworzonych reaktywnych form tlenu i azotu w hepatocytach i w efekcie
inicjujacych powstawanie zmian martwiczych/nekrotycznych;
3. Wzrostem stresu oksydacyjnego, prawdopodobnie zwigzanym z zaburzeniami homeostazy
wapnia, przekaznictwa sygnatéw (signal transduction permeability) oraz wzrostem
przepuszczalno$ci mitochondrialnej (mitochondria permeability transition);
4. Zwigkszona przepuszczalnoscia mitochondrialna, ktérej towarzyszy nasilenie stresu
oksydacyjnego, utrata potencjalu btony mitochondrialnej i utrata zdolnosci do syntezowania
ATP;
5. Brakiem ATP skutkujacym powstawaniem zmian martwiczych (Hinson i wsp.2010).
Zdarzeniom tym towarzyszy obecno$¢ szeregu modulatorow odpowiedzi zapalnej, ktére
moga modyfikowaé cigzko$¢ uszkodzen watroby. Do chwili obecnej nie udato si¢ jednak
wyjasni¢, jaki jest udzial mediatoréw zapalenia w toksycznosci paracetamolu i ich wptywie na

stres oksydacyjny i przekaznictwo sygnalow.
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Prescott, analizujac kliniczne i biochemiczne zmiany u pacjentéw po przedawkowaniu
paracetamolu zwraca szczegbélna uwage na dramatyczny wzrost aktywno$ci aminotransferaz:
asparaginianowej i alaninowej, umiarkowana hiperbilirubinemi¢ oraz wzrost czasu
protrombinowego. Zmianom tym towarzyszyto wydtuzenie czasu T, eliminacji (Prescott, 2000).

Analizujac wyniki badan wtasnych dotyczacych wptywu trichloroetylenu i N-acetylocysteiny
na parametry farmakokinetyczne paracetamolu wykazano, zalezne od dawki paracetamolu,
wydtuzenie czasu biologicznego péttrwania leku (tp s = 3,696 h dla 250 mg/kg m.c. itos=4,858 h
dla 500 mg/kg m.c.) Odmiennie, maksymalne st¢zenie leku byto osiagane szybciej po podaniu
wyzszej dawki paracetamolu (tmax = 0,158 dla 500 mg/kg m.c. i t max = 2,862 h dla 250 mg/kg
m.c.). Réwniez dostgpnos¢ leku, mierzona na podstawie AUC, wzrastala nieproporcjonalnie do
dawki i wynosita 269,0 i 1023,9 pg/em’h. Ujemna korelacje stwierdzono réwniez pomigdzy
badana dawka APAP a wyznaczana warto$cia klirensu leku. Ilos¢ wydalonego leku w postaci
niezmienionej i w postaci glukuronidu zwigkszata si¢ wraz ze wzrostem podanej dawki
paracetamolu i wynosita odpowiednio dla dawki 250 mg/kg m.c. 7,57% 1 18,32% oraz 9,83% i
20,85% po podaniu 500 mg/kg m.c.

Specyfika obecnie wystepujacych zatru¢ ostrych czg¢sto jest narazenie skojarzone (taczne), w
tym z rozpuszczalnikami organicznymi. W badaniach wilasnych wykorzystano, jako substancje
modelowa, trichloroetylen - ksenobiotyk, w ktérego biotransformacj¢ zaangazowane sa, zbiezne
z biotransformacja paracetamolu, izoenzymy cytochromu P450. Wspdlna droga biotransformacji
tych zwiazkéw stwarza mozliwo$¢ wzajemnej modyfikacji metabolizmu a tym samym ich
toksycznego dzialania, zwlaszcza, ze obydwa zwiazki w sprzyjajacych okolicznosciach dziataja
hepatotoksycznie.

W badaniach wlasnych wykazano, ze trichloroetylen istotnie wplywa na parametry
farmakokinetyczne paracetamolu, zmniejszajac nie tylko maksymalne st¢zenie leku, ale réwniez
wydtuzajac czas, po ktérym jest ono osiagane. Obserwowane dziatanie bylo zalezne od podanej
dawki paracetamolu i bylo silniej zaznaczone po podaniu nizszej z badanych, dla ktdrej
maksymalne st¢zenie bylo ok. 2.krotnie nizsze i osiagane po czasie ok. 2,5-krotnie dluzszym.
Zmniejszeniu ulegata réwniez dostgpno$¢ biologiczna leku, mierzona na podstawie wartosci
AUC tj. o ok. 20% dla dawki 250 mg/kg m.c. i 30% dla dawki 500 mg/kg m.c. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze réwnoczesne narazenie na paracetamol i trichloroetylen moze w konsekwencji
ogranicza¢ skuteczno$¢ terapeutyczna/toksyczng leku. N-acetylocysteina, standardowo stosowana
w zatruciach paracetamolem, podana szczurom w zatruciu eksperymentalnym, zmniejsza
biodostepnos¢ leku oraz osiagane maksymalne st¢zenie, przy rownoczesnym wydluzeniu czasu,
po ktédrym jest ono osiggane. Efekty dzialania NAC, byty niezaleznie od czasu jej podania

(réwnoczesnie i po 2h) u zwierzat otrzymujacych APAP w dawce 250 mg/kg m.c. Po podaniu
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APAP w wyzszej dawce lepsze efekty uzyskano po réwnoczesnym tacznym podaniu APAP i
NAC (0h). N-acetylocysteina podana w tacznym zatruciu APAP i TRI nie wptywala istotnie na
osiagane przez lek maksymalne st¢zenie, w poréwnaniu do grupy nie poddanej dziataniu tej
odtrutki (APAP i TRI). Zaleznie od czasu podania NAC, w poréwnaniu do grupy APAP i TRI, w
czasie Oh stwierdzono o ok. 6-krotne skrdcenie czasu tn.x oraz o ok. 70% wzrost C.x. Ponadto
stwierdzono wzrost t s,

Zweryfikowano pierwsza ze szczegbélowych hipotez badawczych i potwierdzono, ze
pomiedzy badanymi ksenobiotykami zachodza interakcje kinetyczne prowadzace do zmian w
wielko$ciach parametréw farmakokinetycznych paracetamolu. NAC nie wplywa istotnie na
poprawe parametrow farmakokinetycznych leku po narazeniu tacznym z TRI.

Po podaniu paracetamolu, lek ten wydalany jest z moczem migdzy innymi w postaci wolnego
paracetamolu i glukuronidu paracetamolu. W badaniach wtasnych wykazano, ze w przebadanym
zakresie dawek (250 i 500 mg/kg m.c.) lek ten wydalany jest w ilosci ponizej 10% w postaci
niezmienionej, odpowiednio 7,57% dla dawki 250 mg/kg m.c. 1 9,83% dla dawki 500 mg/kg oraz
w postaci glukuronidu paracetamolu w ok. 20%, odpowiednio 18,32% i 20,85%. Rdéwnoczesne
narazenie na APAP i TRI nie wplywalo istotnie na ilo§¢ wydalonego leku w postaci
niezmienionej, natomiast zmniejszylo, do ok. 15% podanej dawki, wydalanie glukuronidu
paracetamolu po dawce 250 mg/kg m.c. oraz zwigkszylo to wydalanie do 25,5% po dawce 500
mg/kg m.c. N-acetylocysteina, podana réwnocze$nie z paracetamolem zmniejszyla ilo$¢
wydalanego paracetamolu w postaci niezmienionej do ok. 6% podanej dawki, nie stwierdzono
réznic pomigdzy dawka 250 i 500 mg/kg, natomiast ilo§¢ wydalonego leku w postaci
glukuronidu byla obnizona o ok. 50% po dawce 500 mg/kg m.c. w poréwnaniu do grupy, w
ktérej podano sam APAP. Po podaniu APAP w dawce 250 mg/kg a nastgpnie NAC po 2h, nie
stwierdzono wptywu czasu podania odtrutki na procentowg ilo§¢ wydalonej dawki leku w postaci
glukuronidu po dawce. Wydalanie glukuronidu w tej grupie (NAC po 2h) po podaniu leku w
dawce 500 mg/kg m.c. bylo podobne jak w grupie otrzymujacej sam lek. Odmiennie, po podaniu
NAC po 2h w grupie zwierzat narazonych na APAP facznie z TRI stwierdzono istotne
zmniejszenie o ok. 2-krotne wydalania leku w postaci niezmienionej i o ok. 3 — krotne w postaci
glukuronidu. Zaréwno paracetamol jak i trichloroetylen wydalane sa z ustroju w postaci
glukuronidéw, ktérych dostgpno$¢ w ustroju jest ograniczona. Dziatanie ochronne i odtruwajace
NAC w zatruciach ksenobiotykami polega migdzy innymi na redukcji metabolitéw do zwiazku
wyj$ciowego oraz na dostarczaniu wigzan sulthydrylowych i obnizaniu w ten sposéb poziomu
szkodliwych metabolitdw w osoczu. Sugeruje si¢ réwniez, ze zwigzki zawierajace w swojej
budowie grupy sulthydrylowe moga bezposrednio inaktywowa¢ reaktywne metabolity (Mazer i

Perrone, 2008). Prawdopodobnie, w przypadku podania N-acetylocysteiny w zatruciu facznym
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APAP i TRI, zwiazek ten przesunal przemiany paracetamolu w kierunku sprzggania z
siarczanami, co skutkowalo obnizeniem wydalania paracetamolu w postaci glukuronidu.
Potwierdzono druga z zatozonych hipotez szczegétowych, ze trichloroetylen i NAC zmieniaja
profil metaboliczny paracetamolu. NAC podana w zatruciu tacznym na APAP i TRI nie wplywa
istotnie na procent dawki leku wydalany w postaci niezmienionej natomiast zmniejsza istotnie
wydalanie glukuronidu paracetamolu, zaleznie od czasu podania odtrutki, zwlaszcza po 2h.

Gtéwnym metabolitem paracetamolu odpowiedzialnym za jego hepatotoksyczne dziatanie
jest NAPQI. Dzialanie hepatotoksyczne paracetamolu byto opisywane nie tylko u ludzi, ale
rowniez u gryzoni. Wykazano, ze szczury sa mniej wrazliwe niz myszy na dzialanie
hepatotoksyczne paracetamolu (Betten i wsp., 2007; Cattermole, 2007). W zwiazku z powyzszym
w badaniach wlasnych, celem indukcji zmian hepatotoksycznych u szczurdéw, zastosowano
wysokie dawki leku (250 i 500 mg/kg m.c.). W prowadzonych uprzednio w Katedrze
Toksykologii Akademii Medycznej (obecnie Uniwersytetu Medycznego) w Poznaniu badaniach
dotyczacych wptywu N-acetylocysteiny na strukturg histologiczna watroby szczur6w po
pojedynczym i facznym narazeniu per os na paracetamol (250 i 500 mg/kg m.c.) i trichloroetylen
(250 mg/kg m.c.) po pojedynczym jednorazowym podaniu paracetamolu i trichloroetylenu
wykazano subtelne zmiany w strukturze watroby, ktére ulegaly znacznemu nasileniu po tacznym
podaniu obu ksenobiotykéw. W watrobach, zwlaszcza po 24 godzinach, stwierdzono poszerzenie
naczyh wlosowatych, gléwnie przebiegajacych przez III stref¢ zrazikow. Jadra hepatocytow
zlokalizowanych w strefie I i IIl wykazywaly wzmozong piknoz¢. Natomiast w cytoplazmie
komoérek migzszowych wykazano narastajaca wakuolizacj¢ cytoplazmy oraz zanik ziarnistos$ci
zasadochtonnych. W strefach III zrazikéw stwierdzono obecno$¢ silnie kwasochtonnych i
gestych optycznie komodrek odseparowanych od mniej zmienionych hepatocytéw. Podanie NAC
ograniczato wakuolizacje cytoplazmy hepatocytéw poddanych pojedynczemu dziataniu APAP
lub TRI. Ponadto, zmniejszato w III strefach, liczb¢ komérek zmienionych apoptycznie. Po
podaniu NAC, opisane powyzej zmiany, wystgpujace po tacznym narazeniu na APAP i TRI, byly
jednak bardziej zaawansowane (dane niepublikowane). TRI nasila hepatotoksyczne dziatanie
APAP a NAC podana zwierzatom narazonym na faczne dzialanie obu ksenobiotykéw nie dziata
hepatoprotekcyjnie.

Obserwowane zmiany morfologiczne w watrobie korelowaly z podwyzszonymi
aktywnosciami osoczowych enzyméw wskaznikowych, w tym AIAT, AspAT, SDH, ICDH,
LDH. Znamiennym jest fakt podwyzszonej aktywnos$ci markeréw uszkodzenia watroby po
podaniu N-acetylocysteiny, pojedynczo lub tacznie z trichloroetylenem (dane niepublikowane).
Obserwowane wzrosty aktywno$ci enzyméw indykatorowych mialy jednak charakter zmian

przejsciowych i powracaty, z matymi wyjatkami, do normy po 48 godzinach od intoksykacji, co

170



moze wskazywa¢ na szybka regeneracj¢ komérek watrobowych i ponowne podjecie przez nie
funkcji fizjologicznych.

Réwniez w badaniach przedstawionych w niniejszej pracy, jedynie po podaniu paracetamolu
w wyzszej dawce (500 mg/kg m.c.) stwierdzono przejsciowy wzrost aktywnosci oznaczanych
marker6w uszkodzenia watroby, w tym aminotransferazy asparaginianowej, dehydrogenazy
mleczanowej, dehydrogenazy sorbitolowej i dehydrogenazy izocytrynianowej. Nie stwierdzono
natomiast zmian w aktywnos$ciach dehydrogenazy alaninowej. Obserwowane zmiany miaty
charakter przejsciowy a podwyzszone aktywno$ci ocenianych marker6w utrzymywaty sig
zazwyczaj do 48 godzin. Po 120 godzinach aktywno$ci wszystkich ocenianych enzymoéw
powracaty do pozioméw wartosci kontrolnych. Po podaniu nizszej dawki paracetamolu (250
mg/kg m.c.) nie stwierdzono istotnych réznic, w poréwnaniu do kontroli, w aktywnos$ciach
AspAT i AIAT. W grupie tej stwierdzono przejsciowo podwyzszong aktywnos¢ LDH. W
przeprowadzonych poprzednio badaniach wilasnych (dane niepublikowane) po jednorazowym
podaniu TRI nie stwierdzono, w poréwnaniu do kontroli, istotnych zmian w aktywnosciach
AspAT i1 AIAT, natomiast podobnie jak po podaniu paracetamolu, stwierdzono podwyzszong
przejsciowo aktywno$¢ LDH, z maksimum po 12 h. Aktywno§¢ LDH byta jednak o ok. 30%
nizsza niz w grupach poddanych dziataniu leku. Po lacznym podaniu APAP lacznie z TRI,
zaleznie od dawki leku stwierdzono wzrost aktywnos$ci badanych enzyméw. Po podaniu z nizsza
dawka leku, zmiany pojawiaty si¢ po 4 godzinach i utrzymywaly do 24 godzin. Zmiany te byty
bardziej nasilone po podaniu APAP, w wyzszej z ocenianych dawek,. Aktywno$c¢
aminotransferaz wzrastata sukcesywnie od poczatku narazenia, by osiagna¢ po 12 godzinach
warto$ci maksymalne od ok.1,5 — 2 krotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Po 48 godzinach
warto$ci te powracaty do pozioméw kontrolnych. Réwniez po tacznym podaniu NAC,
stwierdzono wzrost aktywnosci AIAT, AspAT oraz ICD. Aktywnosci tych enzyméw byty
istotnie wyzsze niz po podaniu z APAP 250 mg/kg m.c. Po podaniu NAC z APAP 500 mg/kg
m.c. podwyzszone aktywnosci, zaleznie od ocenianego markera, utrzymywaly si¢ zazwyczaj do
24 godzin od intoksykacji. Podobny charakter zmian stwierdzono po podaniu NAC tacznie z
APAP i TRI. Nie potwierdzono hepatoochronnego dziatania NAC w przypadku zatrucia
facznego, a aktywnosci ocenianych markeréw czgstokro¢ byly znacznie wyzsze niz po facznym
podaniu APAP i TRI (AspAT, LDH). Niemniej, we wszystkich grupach, wzrost aktywnos$ci byt
przejéciowy i po 48 godzinach aktywnos$ci enzymdéw powracaty do pozioméw kontrolnych.

Jak wspomniano wyzej, za hepatotoksyczne dzialanie paracetamolu odpowiedzialny jest
aktywny metabolit NAPQI, powstajacy przy udziale cytochromu P450, giéwnie izoenzymdéw
CYP2EI, CYP1A2, CYP3A4 i w mniejszych iloSciach CYP2D6. W badaniach wlasnych

poddano ocenie skladniki mikrosomalnego ukladu watrobowego cytochromu P-450, w tym
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stezenie cytochromu P450, cytochromu bs oraz aktywnos$¢ reduktaz wspoétpracujacych z tymi
cytochromami.

Nie stwierdzono istotnego wplywu nizszej dawki APAP na stgzenie cyt.P450 we
wszystkich ocenianych grupach badawczych. APAP w dawce 500 mg/kg indukowat cyt. P450,
przy czym dziatanie indukcyjne utrzymywato si¢ do 12 h od zatrucia. APAP, w obu dawkach, byt
natomiast inhibitorem cyt. bs. Po 120 godzinach st¢zenie cyt. bs. powracalo do poziomu wartosci
kontrolnych.  Aktywno$¢ reduktazy NADPH-cyt. P450 nie ulegala istotnym zmianom we
wszystkich grupach dos$wiadczalnych narazonych na wyzsza dawke APAP. Nieznaczne
obnizenie aktywnosci tej reduktazy stwierdzono jedynie po facznym podaniu APAP 250 mg/kg
m.c. z NAC (0, 2h) oraz z TRI i NAC (2h). Zmiany te w pierwszych dwdch grupach
utrzymywaty si¢ od 4 do 24 godziny od intoksykacji, natomiast w grupie trzeciej pojawily sig po
48 h. Odmiennie, nieznaczne wzrosty aktywnosci odnotowano u zwierzat narazonych pojedynczo
na APAP oraz APAP i TRI oraz NAC. Zmiany te utrzymywaty si¢ do 12 h eksperymentu, z
wyjatkiem grupy poddanej dziataniu samego APAP, gdzie wyzsze aktywnosci tej reduktazy
utrzymywaty si¢ do 120 godz. Aktywno$¢ reduktazy NAPH-cyt.bs, ulegata obnizeniu po podaniu
APAP w obu dawkach. Obnizone aktywnosci utrzymywaty si¢ do 48 h eksperymentu. Podobnie
obnizone aktywnosci, utrzymujace si¢ od 12 do 120 godziny badan, stwierdzono w grupach
zwierzat narazonych na taczne dziatanie APAP i TRI. Odmiennie, w grupach narazonych na TRI
i NAC oraz na trzy oceniane ksenobiotyki, aktywno$¢ tej reduktazy byta obnizona jedynie w
grupach poddanych dzialaniu nizszej dawki APAP. W grupach poddanych dziataniu APAP
facznie z TRI i NAC obnizone aktywnosci tej reduktazy utrzymywaly si¢ do zakonczenia
eksperymentu tj. 120 h.

N-acetylocysteina podana zwierzgtom narazonym na faczne dzialanie APAP 500 i TRI
zmniejszala inhibitorowe dzialanie tych ksenobiotykéw w stosunku do cyt. P450 i cyt.bs Nie
stwierdzono istotnego wptywu na aktywno$¢ reduktazy NADPH-cyt.P450, natomiast od 12 h
do$wiadczenia o ok. 2-krotnie podwyzszala aktywno$¢ reduktazy wspotpracujacej z cyt.bs,

Poza sktadnikami ukladu cytochromu P450 w badaniach wilasnych oceniono stezenia
izoenzyméw bioracych udzial w biotransformacji APAP i TRI, w tym CYP2El, CYP1A2,
CYP3A4. Po podaniu APAP 250, po 24 godzinach od intoksykacji, stwierdzono prawie 2,4-
krotny wzrost izoformy CYP2E1 oraz 1,7-krotny wzrost CYP2B1/2, przy réwnoczesnym
obnizeniu izoformy 1A2. Odmiennie, po APAP tacznie z TRI, stwierdzono ok. 1,7-krotny wzrost
CYP2EI i 2,4-krotny warosci CYP 2B1/2. Podobnie wzrost stwierdzono po podaniu APAP
facznie z NAC (Oh). Po podaniu NAC po 2 h wzrost obu izoform byl mniejszy (ok. 1,71 1,5 —
krotny). Wykazano, ze zarowno APAP jak i TRI sa induktorami izoform CYP2E1 i CYP 2B1/2.
Ponadto dziataja jako inhibitory w stosunku do izoformy CYP1A2.
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N-acetylocysteina, podana po 2h grupie zwierzat narazonym na laczne dziatanie APAP i TRI,
po 24 godz. nie spowodowala istotnych réznic w stgzeniach CYP2E1 i CYP2B1/2. Natomiast
stwierdzono zmniejszenie o ok. 50% st¢zenia izoformy CYP 1A2 w grupie APAP 250 + TRI +
NAC (2h). Po 48 h, w poréwnaniu do grupy narazonej na APAP tacznie z TRI, stwierdzono
wzrost izoformy CYP2E] i spadek CYP2B1/2 oraz CYP1A2.

W prawidtowych warunkach, NAPQI ulega detoksykacji w reakcji sprzegania z grupami
sulfhydrylowymi glutationu. W przypadkach zatru¢ paracetamolem, gtéwne szlaki metaboliczne
leku, a wigc sprzgganie z siarczanami i glukuronianami, ulega wysyceniu i wigksze ilosci leku
podlegaja przemianom zachodzacym przy udziale ukladu cytochromu P450 do toksycznego
NAPQI. Brak dostatecznej ilosci glutationu powoduje, ze NAPQI nie ulega reakcjom
detoksykacji i jako wolny aktywny metabolit moze reagowa¢ z molekutami bton komérkowych
powodujac martwicg¢ watroby, szczegdlnie w centralnej czgsci zrazikéw (3 strefy). W badaniach
na zwierzgtach wykazano, ze niezb¢gdnym warunkiem wystgpienia dzialania hepatotoksycznego
jest obnizenie pozioméw watrobowego glutationu do warto$ci, co najmniej o 70% nizszych niz
wartosci fizjologiczne (Hinson i wsp., 2010).

W badaniach wlasnych oznaczono w watrobie stgzenie glutationu catkowitego (tj.
zredukowanego i utlenionego). Wykazano, ze paracetamol, w obu dawkach krétkotrwale obnizat
stezenie endogennego glutationu (do 12 h), ktére jednak ulegato normalizacji po 24 godzinach od
intoksykacji. Najwigksze zmiany (obniZenie stgzenia) stwierdzono w grupie narazonej na APAP
(500 mg/kg) tacznie z TRI. Wykazano, ze podanie NAC w tym przypadku zabezpiecza watrobe
przed dalszym spadkiem stgzenia glutationu u zwierzat narazonych na APAP i TRI jedynie w
przypadku réwnoczesnego wdrozenia odtrutki (Oh). Efektu takiego nie obserwowano po podaniu
NAC po 2h.

Uzyskane wyniki przemawiaja za brakiem skuteczno$ci terapeutycznej jednorazowego
podania NAC w mieszanym zatruciu APAP i TRI. Wskazuja réwniez na fakt poglgbiania przez
NAC dziatania hepatotoksycznego.

Reasumujac, czgsciowo potwierdzono giéwna hipotez¢ badawcza wykazujac, ze
trichloroetylen istotnie wplywa na farmakokinetyk¢ oraz nasila hepatotoksyczne dziatanie
paracetamolu natomiast nie potwierdzono, ze N-acetylocysteina, standardowo stosowana w
leczeniu ostrych zatru¢ paracetamolem, wykazuje podobng skuteczno$¢ terapeutyczng réwniez w

przypadku zatru¢ mieszanych paracetamolem i trichloroetylenem.
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7. Wnioski

- Trichloroetylen 1 N-acetylocysteina podane pojedynczo modyfikuja parametry
farmakokinetyczne i biotransformacje¢ paracetamolu. Pomiedzy badanymi ksenobiotykami
zachodza interakcje kinetyczne prowadzace do zmian w warto$ciach parametréw
farmakokinetycznych paracetamolu.

- Trichloroetylen i N-acetylocysteina podane réwnocze$nie w zatruciu, istotnie zmniejszaja
biodostgpnos¢ APAP, szczegdlnie w wyzszej dawce, oraz osiagane przez lek maksymalne
stezenie we krwi, wydtuzajac czas, po ktérym jest ono osiggane.

- N-acetylocysteina podana w facznym zatruciu APAP i TRI, silniej niz po podaniu w
zatruciu pojedynczym APAP, zmniejsza dostgpnos¢ biologiczna leku, a ponadto obniza
maksymalne jego stgzenie oraz wydtuza czas, po ktérym jest ono osiagane.

- N-acetylocysteina w zatruciu tacznym, podana po 2h istotnie zmniejsza wydalanie
paracetamolu w postaci niezmienionej, ograniczajac, zaleznie od dawki leku, wydalanie
glukuronidu paracetamolu.

- Paracetamol, w wyzszej dawce (500 mg/kg m.c.) przejSciowo podwyzsza aktywnos$é
markeréw uszkodzenia watroby, w tym aminotransferazy asparaginianowej, dehydrogenazy
mleczanowej, dehydrogenazy sorbitolowej i dehydrogenazy izocytrynianowe;j.

- NAC podana w zatruciu APAP, silniej niz lek podwyzsza aktywnosci markeréw
uszkodzenia watroby. Podobny charakter zmian stwierdzono po podaniu NAC w zatruciu
mieszanym APAP facznie z TRI.

- APAP w dawce 250 mg/kg m.c. wykazuje slabe dziatanie inhibicyjne w stosunku do
watrobowego cytochromu P450 i cytochromu bs utrzymujace si¢ do 48 godziny od
intoksykacji, nieznacznie zwigkszajac aktywno$¢ reduktaz wspdlpracujacych z tymi
cytochromami. Odmiennie, w wyzszej dawce APAP indukuje stezenie cytochromu P450 i
aktywnos$¢ reduktazy wspdlpracujacej z tym cytochromem, natomiast obniza stezenie cyt.
bs, hamujac réwnoczesnie aktywno$¢ zaleznej reduktazy.

- N-acetylocysteina, podana réwnoczesnie z APAP 250, nieznacznie wplywa na st¢zenie
cytochromu P450 i cyt.bs oraz aktywnos$ci wspéipracujacych reduktaz, zaréwno po
narazeniu pojedynczym jak i tacznym z TRL

- N-acetylocysteina podana réwnoczesnie z APAP 500 istotnie obniza-stgzenie cyt. P450 po
48 godz. od intoksykacji.

N-acetylocysteina podana rownocze$nie z APAP 500 i TRI zmniejsza inhibitorowe
dzialanie obu ksenobiotykéw w stosunku do cyt. P450 i cyt.bs Nie stwierdzono istotnego

wpltywu na aktywno$¢ reduktazy NADPH-cyt.P450, natomiast, poczawszy od 12 h
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do$wiadczenia, aktywno$¢ reduktazy wspotpracujacej z cyt.bs. byta podwyzszona o ok. 2-
krotnie.

- N-acetylocysteina, podana po 2h zwierzatom narazonym na taczne dziatanie APAP i TRI,
po 24 godz. nie spowodowala istotnych réznic w stezeniach CYP2E1 i CYP2B1/2,
natomiast zmniejszala o ok. 50% stgzenie izoformy CYP 1A2.

- Paracetamol, w obu dawkach krétkotrwale obniza stezenie endogennego glutationu (do 12
h) w watrobie.

- NAC, podana réwnoczesnie z APAP 250, nie wplywa istotnie na stgzenie glutationu
catkowitego w watrobie, natomiast podana z wyzsza dawka APAP, obniza st¢zenie
glutationu, ktére utrzymuje si¢ przez caty okres obserwacji. Odmiennie, po podaniu NAC
po 2h, stezenie glutationu pozostawalo na podobnym poziomie jak w grupie kontrolnej.
NAC, podana w zatruciu lacznym, odmiennie niz w zatruciu pojedynczym APAP,

spowodowatla przejsciowe obnizenie stg¢zenia glutationu catkowitego w watrobie.

Podsumowujac, trichloroetylen istotnie wplywa na parametry farmakokinetyczne i
hepatotoksyczne dzialanie paracetamolu, natomiast N-acetylocysteina, standardowo stosowana w
leczeniu ostrych zatru¢ paracetamolem, nie wykazuje podobnej skuteczno$ci terapeutycznej po

jednorazowym podaniu w przypadku zatru¢ mieszanych paracetamolem i trichloroetylenem.
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8. Streszczenie

Farmakokinetyka, metabolizm i hepatotoksyczno$¢ paracetamolu po narazeniu

pojedynczym i tacznym z trichloroetylenem i N-acetylocysteina

Przebadano wptyw jednorazowego podania trichloroetylenu i N-acetylocysteiny na
farmakokinetyke i hepatotoksyczne dzialanie paracetamolu (APAP 250 i 500 mg/kg m.c.) w
zatruciu ostrym u szczurOw. Badania przeprowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar o
masie ciala 290 + 10g. Zwierz¢tom podawano jednorazowo, pojedynczo lub lacznie, sonda
dozotadkowo paracetamol w dawce 250 lub 500 mg/kg m.c., trichloroetylen (250 mg/kg m.c.)
oraz N-acetylocysteing (150 mg/kg m.c., réwnocze$nie lub po 2 h od wprowadzeniu
ksenobiotykow).

W moczu zebranym po 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 i 72 h oznaczano stgzenie wolnego
paracetamolu i jego metabolitu - glukuronidu metoda HPLC. W krwi pobranej po uptywie: 5, 10,
15, 20, 30, 60 i 90 minut oraz 4, 12, 24, 48 i 120 h od podania ksenobiotykéw oznaczano:
stezenie APAP metoda TDx oraz aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (AIAT),
aminotransferazy  asparaginianowej (AspAT), dehydrogenazy mleczanowej (LDH),
dehydrogenazy izocytrynianowej (ICD) i dehydrogenazy sorbitolowej (SDH).

W watrobach pobranych po 4, 12, 24, 48 i 120 h od intoksykacji oznaczono stgzenia:
biatka, glutationu catkowitego, watrobowego cytochromu P-450, cytochromu bs oraz aktywno$¢
reduktaz wspdlpracujacych z tymi cytochromami. Ponadto w wybranych grupach oznaczono
izoenzymy cytochromu P-450: CYP 2E1, CYP 2B1/2 oraz CYP1A2. Otrzymane wyniki poddano
analizie statystycznej.

Stwierdzono, ze N-acetylocysteina i trichloroetylen, podane pojedynczo modyfikuja
parametry farmakokinetyczne 1 biotransformacje paracetamolu. Pomigdzy badanymi
ksenobiotykami zachodza interakcje kinetyczne prowadzace do zmian w wielkosciach
parametréw farmakokinetycznych paracetamolu.

Trichloroetylen i N-acetylocysteina, podana rdwnocze$nie w zatruciu, istotnie zmniejszaja
biodostgpnos¢ APAP, szczegdlnie w wyzszej dawce, oraz osiagane przez lek maksymalne
stezenie we krwi wydtuzajac czas, po ktérym jest ono osiagane.

N-acetylocysteina podana w tacznym zatruciu APAP i TRI, silniej niz po podaniu w
zatruciu pojedynczym APAP, zmniejsza dostgpno$¢ biologiczna leku, obniza maksymalne
stezenie oraz wydtuza czas po ktérym jest ono osiagane. N-acetylocysteina w zatruciu lacznym,
podana po 2h istotnie zmniejsza wydalanie paracetamolu w postaci niezmienionej, ograniczajac,

zaleznie od dawki leku, wydalanie glukuronidu paracetamolu.
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Paracetamol, w wyzszej dawce (500 mg/kg m.c.) przejSciowo podwyzsza aktywnos$¢
markeré6w uszkodzenia watroby, w tym aminotransferazy asparaginianowej, dehydrogenazy
mleczanowej, dehydrogenazy sorbitolowej i dehydrogenazy izocytrynianowej. NAC podana w
zatruciu APAP, silniej niz lek, podwyzsza aktywnos$ci markeréw uszkodzenia watroby. Podobny
charakter zmian stwierdzono po podaniu NAC w zatruciu mieszanym APAP facznie z TRIL.

APAP w dawce 250 mg/kg m.c. wykazuje stabe dzialanie inhibicyjne w stosunku do
watrobowego cytochromu P450 i cytochromu bs utrzymujace si¢ do 48 godziny od intoksykacji,
nieznacznie zwigkszajac aktywno$¢ reduktaz wspdipracujacych z tymi cytochromami.
Odmiennie, w wyzszej dawce APAP indukuje stgzenie cytochromu P450 i aktywno$¢ reduktazy
wspoOlpracujacej z tym cytochromem, natomiast obniza st¢zenie cyt. bs, hamujac réwnocze$nie
aktywnos$¢ zaleznej reduktazy. N-acetylocysteina, podana réwnocze$nie z APAP 250, subtelnie
wplywa na stgzenie cytochromu P450 i cyt.bs oraz aktywnosci wspotpracujacych reduktaz,
zarbwno po narazeniu pojedynczym jak i tacznym z TRI. N-acetylocysteina podana
rownocze$nie z APAP 500 istotnie obniza stezenie cyt. P450 od 48 godz. od intoksykacji. N-
acetylocysteina podana réwnoczes$nie z APAP 500 i TRI zmniejsza inhibitorowe dzialanie obu
ksenobiotykow w stosunku do cyt. P450 i cyt.bs Nie stwierdzono istotnego wpltywu na
aktywnos$¢ reduktazy NADPH-cyt.P450, natomiast od 12 h do$wiadczenia aktywno$¢ reduktazy
wspoOtpracujacej z cyt.bs byla podwyzszona o ok. 2-krotnie.

N-acetylocysteina, podana po 2h grupie zwierzat narazonym na taczne dzialanie APAP i
TRI, po 24 godz. nie spowodowala istotnych réznic w stezeniach CYP2EI i CYP2B1/2,
natomiast zmniejszata o ok. 50% stgzenie izoformy CYP 1A2.

Paracetamol, w obu dawkach krétkotrwale obniza st¢zenie endogennego glutationu (do 12
h) w watrobie. NAC, podana réwnocze$nie z APAP 250, nie wptywa istotnie na stgzenie
glutationu catkowitego w watrobie, natomiast podana z wyzsza dawka APAP, obniza stezenie
glutationu, ktére utrzymuje si¢ przez caty okres obserwacji. Odmiennie, po podaniu NAC po 2h,
stezenie glutationu pozostawato na podobnym poziomie jak w grupie kontrolnej. NAC, podana w
zatruciu lacznym, odmiennie niz w zatruciu pojedynczym APAP, spowodowala przejsciowe
obniZenie st¢zenia glutationu catkowitego w watrobie.

Podsumowujac, trichloroetylen i N-acetylocysteina, podane pojedynczo modyfikuja
parametry farmakokinetyczne i biotransformacj¢ paracetamolu. N-acetylocysteina, standardowo
stosowana w leczeniu ostrych zatru¢ paracetamolem, nie wykazuje podobnej skutecznos$ci
terapeutycznej po jednorazowym podaniu w przypadku zatru¢ mieszanych paracetamolem i

trichloroetylenem.
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Stowa kluczowe: paracetamol, trichloroetylen, N-acetylocysteina, monooksygenazy cyt.P-450,
izoformy: CYP 2EI1, CYP 2B1/2, CYP 1 A2, farmakokinetyka paracetamolu, hepatotoksycznos¢,
glutation.
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Abstract

Pharmacokinetics, metabolism and hepatotoxicity of paracetamol after single or combined

intoxication with trichloroethylene and N- acetylcysteine

The effect of a single dose administration of trichloroethylene and N-acetylcysteine,
separately or in combination on the pharmacokinetics and hepatotoxic activity of paracetamol
(APAP 250 and 500 mg/kg b.w.) in acute poisoning in rats has been studied. The study was
performed on male Wistar rats of b.w. 290 £ 10g. via a gastric tube the animals were given
paracetamol in a dose of 250 or 500 mg/kg b.w., trichloroethylene (250 mg/kg b.w.) and N-
acetylcysteine (150 mg/kg b.w), simultaneously or in two hours after the introduction of
xenobiotics.

In the urine collected after 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 and 72 h the concentrations of free
paracetamol and its metabolite glucuronide were determined by the HPLC method. In the blood
collected after 5, 10, 15, 20, 30, 60 and 90 minutes as well as after 4, 12, 24, 48 and 120 h from
xenobiotics administration the concentration of APAP was measured by TDx method and the
activity of alanine aminotransferase (AIAT), aspartate aminotransferase (AspAT), lactate
dehydrogenase (LDH), isocitrate dehydrogenase (ICD) and sorbitol dehydrogenase (SDH) were
determined. In the livers collected after 4, 12, 24, 48 and 120 h from intoxication the
concentrations of proteins, total glutathione and the liver cytochrome P-450, cytochrome bs as
well as the activity of co-working reductases were determined. In selected samples the
isoenzymes of cytochrome P-450: CYP 2E1, CYP 2B1/2 and CYP1A2 were measured. The
results were subjected to statistical analysis.

N-acetylocysteina and trichloroethylene in single administration modify the
pharmacokinetic parameters and biotransformation of paracetamol. The xenobiotics studied are
engaged in kinetic interactions leading to changes in the pharmacokinetic parameters of
paracetamol. Trichloroethylene and N-acetylocysteine administered together for the treatment of
paracetamol poisoning significantly decreased the bioavailability of APAP, in particular in higher
doses, reduced the maximum concentration of paracetamol in blood and extended the time of
reaching this maximum concentration. N-acetylcysteine administered to treat a combined
poisoning with APAP and TRI has similar effect but stronger than when treating poisoning only
with APAP. N-acetylocysteine applied for the treatment of combined poisoning with APAP and
TRI in 2 hours poisoning significantly decreases excretion of paracetamol in the unchanged form

and restricts excretion of glucuroinide.
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Paracetamol in a higher dose (500 mg/kg body weight) temporarily increases the activity
of liver damage markers, including AspAT, LDH, SDH and ICD. NAC administered against
APAP poisoning, increases the activity of the liver damage markers. A similar effect was
observed after administration of NAC for the treatment of combined poisoning with APAP and
TRL

APAP in a dose of 250 mg/kg body weight shows a weak inhibitory effect on the liver
cytochrome P450 and cytochrome bs observed up to 48 hours after intoxication and slightly
increases the activity of reductases co-working with these cytochromes. In higher doses APAP
causes an increase in the concentration of cytochrome P450 and in the activity of the reductase
working with this cytochrome, but it causes a decrease in the concentration of cytochrome bs and
in the activity of the relevant reductase. N-acetylcysteine, administered together with APAP 250,
had a slight influence on the concentration of cytochromes P450 and bs and activities of relevant
reductases, similar effect was observed in the treatment of combined poisoning with TRI. N-
acetylcysteine administered together with APAP 500 significantly decreased the concentration of
cytochrome P450 starting from 48 hours after intoxication. N-acetylcysteine administered
together with APAP 500 and TRI reduced the inhibitory effect of both xenobiotics towards
cytochromes P450 and bs No significant effect of N-acetylcysteine on the activity of NADPH
reductase co-working with P450, but starting from 12 h after intoxication, the activity of the
reductase co-working with cytochrome bs was about twice increased. N-acetylcysteine
administered in two hours after combined intoxication with APAP and TRI, whose effect was
observed in 24 hours after intoxication did not cause significant changes in the concentrations of
CYP2E1 and CYP2B1/2, but decreased by about 50% the concentration of CYP 1A2.

Paracetamol, taken in both doses caused a short time decrease in the concentration of
endogenous glutathione (up to 12 h) in the liver. NAC given together with APAP 250 had no
significant effect on the concentration of total glutathione in the liver, but given with APAP 500
caused a decrease in glutathione concentration that was maintained throughout the period of
observation. Administration of NAC in 2h after intoxication did not change the concentration of
glutathione which remained at the same level as in the control group. NAC, administered for the
treatment of combined intoxication caused temporary decrease in the concentration of total
glutathione in the liver.

In conclusion, trichloroethylene and N-acetylcysteine modify the pharmacokinetic
parameters, biotransformation and hepatotoxicity of paracetamol and N-acetylcysteine
administered in the standard treatment of paracetamol’s acute intoxication, does not show a
similar therapeutic effectiveness in the treatment of combined intoxication with paracetamol and

trichloroethylene.
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hepatotoxicity, glutathione.
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