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Praca przedstawia wyniki badan wptywu wybranych nitrofuranéw: nitrofurazonu
ifurazolidonu na indukcje form molekularnych cytochromu P-450 w tescie - Cypia.

WSTEP

Nitrofurazon (semikarbazon-5-nitro-2-furaldehyd) i furazolidon (N-5-nitro-2-
-furfurylidienio-3-amino-2-o\azolidon) sg przeciwbakteryjnymi lekami stosowanymi
w terapiach mieszanych infekcji bakteryjnych (gtownie drég moczowych i skory).

Rye. 1 Struktura chemiczna nitrofurazonu i furazolidonu
Fig. 1. Chemical structures of nitrofurazone and furazolidone

Powszechnie sg stosowane w lecznictwie weterynaryjnym w postaci mieszanych
preparatow. Obok cennego dziatania farmakologicznego zwigzki te wywierajg jednak

* Praca wykonana w ramach realizacji tematu CPBR 05.08 ,,Badanie genotoksycznos$ci wybra-
nych lekéw weterynaryjnych”.
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szereg efektéw niepozadanych (dziatanie nefrotoksyczne, hepatotoksyczne). Odnoto-
wano réwniez dla obu zwiazkdw efekty mutagenne i kancerogenne [6]. Mimo, ze
dziatanie genotoksyczne nitrofurazonu i furazolidonu jak réwniez innych 5-nitrofura-
now jest dobrze udokumentowane [6] mechanizmy nadal pozostajg niewyjasnione.
Przypuszcza sie, ze za efekt genotoksycznego dziatania tych zwigzkéw odpowiedzial-
ne sg gtdwnie ich metabolity powstajagce w trakcie przemian redukcyjnych grupy
5-nitro: rodnik nitrofuranoanionowy, nitrozo- i hydroksyloaminopochodne furanowe
[6]. Dodatkowo w wyniku autooksydacji rodnika nitrofuranoanionowego dochodzi
do powstawania produktéw niepetnej redukcji tlenu: nadtlenku wodoru, rodnikow
nadtlenkowych i hydroksylowych, ktére rowniez mogg powodowac szereg uszkodzen
DNA. Badania przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Akademii Me-
dycznej w Warszawie wykazaty, ze udziat wolnych rodnikéw tlenowych w genotok-
sycznosci nitrofurandw jest niewielki [2]. Wydaje sie, ze zdecydowanie wieksze zna-
czenie w genotoksycznosci tych zwigzkéw (nitrofurazonu i furazolidonu) majg ich
metabolity powstajace niezaleznie od warunkéw tlenowych: odpowiednie rodniki
nitrozofuranowe i pochodne hydrosyloaminowe [2].

Wiadomo, ze wiekszo$¢ substancji chemicznych (leki, trucizny, uzywki, Srodki
ochrony roslin, dodatki do zywnosci, zanieczyszczenia przemystowe) jest chemicznie
nieczynna, dopiero swojg aktywnos$¢ biologiczng ujawnia w wyniku metabolicznej
aktywacji w organizmie. Metaboliczna aktywacja prowadzi bowiem do przeksztat-
cenia zwigzkéw w reaktywne metabolity silnie oddziatywujace z komdrkowymi ma-
kroczasteczkami (DNA, RNA, biatka) [8]. Metaboliczna aktywacja zwigzkéw che-
micznych jest mozliwa dzieki istnieniu w organizmie ssak6w wielu grup enzymoéw,
zwiaszcza systemu monooksygenaz o mieszanej funkcji, zaleznych od cytochromu
P-450. System monooksygenaz fatwo reaguje na zmiane aktywnos$ci w momencie
pojawienia sie odpowiedniego substratu [8].

Leki i inne ksenobiotyki mogg indukowa¢ w procesach biotransformacji synteze
biatka enzymatycznego oraz réznych form molekularnych cytochromu P-450. Ze
wzgledu na rodzaj indukowanej formy cytochromu P-450 przez zwigzki chemiczne
zastosowano ich podziat miedzy innymi na:

- induktory typu 3-methylocholantrenu (indukcja form molekularnych rodziny
cytochromu P-4501A);

- induktory typu fenobarbitalu (indukcja form molekularnych rodziny cytochro-
mu P-4502B);

- induktory typu 16 -y-karbnitryl pregnenolonu (indukcja form molekularnych
rodziny cytochromu P-4503A) [8].

Przedstawione badania prowadzone testem CYPIA [8 majg na celu okreslenie
przynaleznosci nitrofurazonu i furazolidonu do jednego z dwoch gtéwnych typow
induktorow systemu monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450 (typu fenobar-
bitalu lub 3-metylocholantrenu).

Test Cypia obejmuje:

I - Preparatyke posmitochondrialnego supernatantu 9000 xg (frakcji S9) z wat-
roby zwierzat otrzymujacych nitrofurazon, furazolidon, fenobarbital, 3-metylocho-
lantren i olej;

I - Test na mutagennos$¢ bromku etydyny (EtBr) w szczepie S. typhimurium TA9
i cyklofosfamidu (CPA) w szczepie TA 100 zgodnie z metodyka (Lesca i wsp. 1984).
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Ocena ilosci rewertantow his+ w uktadach doswiadczalnych

Zasada tej metody jest oparta na szeroko rozpowszechnionej, klasycznej juz dzi$
technice testu Amesa [1,7].

Opiera sie ona na obserwacji, ze frakcja S-9 uzyskana z watroby szczuréw indu-
kowanych zwigzkami zwiekszajacymi aktywnos$¢ cytochromu P-4501A (typu 3-mety-
locholantrenu), specyficznie katalizuje przemiane bromku etydyny do mutagennych
metabolitéw. Natomiast induktory typu fenobarbitalu zwiekszajace aktywnos$¢ cyto-
chromu P-4502B stymulujg aktywnos$¢ cyklofosfamidu do zwigzkdw mutagennych
przez frakcje S9 z watroby szczuréw indukowanych tymi zwiazkami.

Posrednie (mutagenne) metabolity obu promutagenow, powstajgce w wyniku
dziatania monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450 obecnych w frakcji S9
z watroby zaindukowanej nitrofuranami (nitrofurazonem lub furazolidonem) wg.
typu fenobarbitalu lub typu 3-metylocholantrenu wywotuja rewersje his* w testo-
wych szczepach S. typhimurium TA98 i TA100.

MATERIAL | METODY

Zwigzki chemiczne. Nilrofurazon i furazolidon - firmy Polfa; bromek etydyny (BrEt) i cyklo-
fosfamid (CFA) - firmy Sigma; 2-nitrofluoren i tlenek 4-nitrochinoliny - firmy Serva; Wszystkie
pozostate odczynniki produkcji polskiej - P.O.CH-Gliwice.

Szczepy bakteryjne. Szczepy S. typhimurium TA98 (hisD3052 chi (hio, uvrB, gal) 100B-rfal004
pkMIOI) i TA100 (hisG46 chl(bio, uvrB, gal)l005 rfa-1001 pkMIOIl) wykorzystane w teScie Cypia
otrzymano od Prof. B.N. Amesa (Biochemistry Department, University of California, Berkley, CA,
U.S.A). Fenotypy uzytych szczepdw w kazdym doswiadczeniu byly sprawdzane zgodnie z procedurg
opisang przez Amesa i wsp. [1].

Zwierzeta: Samce szczuréw rasy Wistar o masie ciata od 90-100 g pochodzity ze zwierzetami
Akademii Medycznej w Warszawie. W czasie do$wiadczenia zwierzeta byty przetrzymywane w pla-
stikowych klatkach w jednakowych warunkach z zachowaniem cyklu dobowego (dziefi/noc). Wszyst-
kie otrzymywalty pasze standardowg firmy Bacutil i wode ad libitum. Szczury dzielono na grupy
doswiadczalne, w kazdej po 5 sztuk. Badania byly prowadzone réwnolegle we wszystkich grupach
doswiadczalnych szczuréw. Wykonano 3 oddzielne/réwnolegte doswiadczenia.



400 H. Czeczot, M. Kobierska-Szeliga Nr 4

Sposéb podawania zwierzetom badanych zwigzkéw. Samce rasy Wistar otrzymywaty
badane zwigzki: nitrofurazon i furazolidon rozpuszczone w oleju jadalnym:

I - jednorazowo drogg dootrzewnowej iniekcji w dawce wynoszacej 80 mg/kg masy ciata;
zwierzeta dekapitowano po 48 godzinach;

1 - dootrzewnowo przez 3 kolejne dni w odstepach dobowych dawke wynoszaca 80 mg/kg masy
ciata (tagczna dawka - 240 mg/kg masy ciata). Zwierzeta zabijano po 24 godzinach od ostatniego
podania zwiazkéw przez dyslokacje rdzenia nerwowego.

Fenobarbital rozpuszczony w wodzie podawano szczurom w dawce 80 mg/kg masy ciata przez
3 kolejne dni. Zwierzeta dekapitowano po 24 godzinach od ostatniego podania.

3-metylocholantren rozpuszczony w oleju podawano szczurom jednorazowo w dawce 80 mg/kg
masy ciata drogg dootrzewnowej iniekcji na 48 godzin przed dekapitacja.

Grupy kontrolne zwierzat otrzymywaty olej lub wode.

Przygotowanie frakcji S9 z watroby szczuréw po podaniu nitrofurazonu,
furazolid onu, 3-metylocholantrenu i fenobarbitalu.

Frakcje S9 i mieszanine S9 mix uzywang do aktywacji metabolicznej 2 standardowych promuta-
genéw: bromku etydyny w szczepie TA98 i cyklofosfamidu w szczepie TA100 S. typhimurium przygo-
towano zgodnie z metodg opisang przez Amesa i wsp. [1, 7]. W kazdej frakcji S9 oznaczano stezenie
biatka wedtug metody Lowry i wsp. [5] i stezenie cytochromu P-450 okreslano metodg Omura i Saito
[9]. Frakcje S9 przechowywano w temperaturze -80°C.

Badanie mutagenno$ci bromku etydyny (BrEt) i cyklofosfamidu (CFA)

Dla wykazania indukcji cytochromu P-4501A (typu 3-metylocholantrenu) i cytochromu
P-4502B (typu fenobarbitalu) wykonano badanie mutagennosci bromku etydyny (BrEt) i cyklo-
fosfamidu (CFA) zgodnie z metoda testu Amesa [1] dodajagc 100 pi S9 na ptytke. Dodatkowo dla
kazdego uktadu doswiadczalnego wykonano kontrole pozytywne w celu okreslenia zdolnosci
szczepbw testowych S. typhimurium do rewersji prototroféw histydynowych his stosujac dla szczepu
TA98 2-nitrolluoren w stezeniu 2 //g/ptytke oraz dla szczepu TA100 tlenek-4-nitro-chinoliny
w stezeniu 4 /ig/ptytke. Obserwowana ilo$¢ rewertantéw his* w szczepach testowych S. typhimurium
w obecnosci w/w standardowych mutagendw byta zgodna z danymi literaturowymi [1, 7]. Kazda
frakcje S9 mix badano réwniez bez substratu (BrEt lub CFA) w celu wykluczenia rewersji
his spowodowanej przez samg frakcje S9. Rewersje spontaniczne (bez S9 mix) byly na poziomie
29+ 9 kolonii dla szczepu TA98 S. typhimurium oraz 164+ 33 kolonii dla szczepu TA100
S. typhimurium.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Wyniki badan przedstawiono w tabelach I, Il i na rycinach 2, 3.

Stwierdzono, ze nitrofurazon podawany szczurom jednorazowo oraz trzykrotnie
w odstepach dobowych w dawce 80 mg/kg masy ciata nie indukuje form molekular-
nych cytochromu P-4501A (typu 3-metylocholantrenu) (Tab. I, Ryc. 2). Natomiast
furazolidon podany w #gcznej dawce (3x 80 mg/kg masy ciata) indukuje ten typ
cytochromu P-450 (Tab. I, Ryc. 2).

Wedtug Lesca i wsp. [4] badanego zwigzku nie zalicza si¢ do induktoréw cyto-
chromu P-4501A (typu 3-metylocholantrenu) jedli liczba rewertantow his* jest po-
nizej 40-60 kolonii//ig bromku etydyny (BrEt). Do silnych induktorow tych form
cytochromu P-450 sg klasyfikowane zwigzki indukujgce od 600 do ponad 2000 rewer-
tantow his+fig bromku etydyny (np. 3-metylocholantren, Aroclor).
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Liczba rewertantéw his+ (w tvsiacach)

Ryc. 2 Mutagenno$¢ bromku etydyny (BrEt) w szczepie TA98 S. typhimurium w obecnosci frakcji S9
(100/d) z watroby szczuréw po podaniu: 3-metylocholantrenu (3-MC-) - 80 mg/kg masy ciala;
nitrofurazonu (NF) - 1x 80 mg/kg masy ciata; nitrofurazonu (NF) - 3x 80 mg/kg masy ciala;
furazolidonu (FZ) - 1x 80 mg/kg masy ciata; furazolidonu (FZ) - 3x 80 mg/kg masy ciata.
Wyniki sg wartoscig $rednig z 3 oddzielnie przeprowadzonych dos$wiadczen.
Fig. 2 Mutagenicity of ethidium bromide (EtBr) to S. typhimurium TA98 in the presence of S9 (100 al):
S9 was isolated from livers of rats treated with: 3-methylocholantrene (3-MC) - 1x 80 mg/kg body
weight; nitrofurazone (NF) - 1x 80 mg/kg body weight; nitrofurazone (NF) - 3 x 80 mg/kg body weight;
furazolidone (FZ) - 1x 80 mg/kg body weight; furazolidone (FZ) - 3 x 80 mg/kg body weight.
The results are expressed as mean values from 3 separate experiments.

Nitrofurazon i furazolidon w opisanych warunkach dos$wiadczalnych zaréwno
w jednorazowej jak i wielokrotnej dawce nie indukujg réwniez systemu mono-
oksygenaz zaleznych od form molekularnych cytochromu P-4502B (Tab. II, Ryc. 3).



402 H. Czeczot, M. Kobierska-Szeliga Nr 4

Rye. 3 Mutagenno$¢ cyklofosfamidu (CFA) w szczepie TA100 S. typhimurium w obecnosci frakcji S9
(100/d) z watroby szczuréw po podaniu: fenobarbitalu (FB) - 3X 80 mg/kg masy ciata; nitrofurazonu
(NF) - 1X 80 mg/kg masy dala; nitrofurazonu (NF) - 3X 80 mg/kg masy ciata; furazolidonu (FZ)
- 1X 80 mg/kg masy ciata; furazolidonu (FZ) - 3X80 mg/kg masy ciata.
Whyniki sg wartoscig $rednig z 3 oddzielnie przeprowadzonych do$wiadczen.
Fig. 3 Mutagenicity of cyclophosphamide (CPA) to S. typhimurium TA100 in the presence of S9 (100 1)
S9 was isolated from livers of rats treated with: phenobarbital (PB) - 3X80 mg/kg body weight;
nitrofurazone (NF) - 1X 80 mg/kg body weight; nitrofurazone (NF) - 3X 80 mg/kg body weight;
furazolidone (FZ) - 1X 80 mg/kg body weight; furazolidone (FZ) - 3X 80 mg/kg body weight.
The results are expressed as mean values from 3 separate experiments.

Badany zwigzek moze by¢ zaliczany do klasy induktoréw cytochromu P-4502B
(typu fenobarbitalu) jesli obserwuje sie indukcje rewersji his+ w szczepie TA100
S. typhimurium w wyniku metabolicznej aktywacji (obecnosci frakcji S9 z watroby
szczura) (Tab. I1).
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Tabela [I. Mutagenno$é¢ bromku etydyny (BrEt) w szczepie TA98 S. typhimurium oraz stezenie
cytochromu P-450 we frakcji S9 (100°1) z watroby szczuréw po podaniu 3-metylo-
cholantrenu, nitrofurazonu i furazolidonu
Mutagenicity of ethidium bromide (EtBr) in S. typhimurium TA98 and cytochrome
P-450 concentration in fraction S9 (100/d) from rat liver after administration of
3-methylcholantrene, nitrofurazone and furazolidone

Tabela Il. Mutagenno$¢ cyklofosfamidu (CFA) w szczepie TA100 S. typhimurium oraz stezenie
cytochromu P-450 we frakcji S9 (100 u\) z watroby szczuréw po podaniu fenobarbitalu,
nitrofurazonu i furazolidonu
Mutagenicity of cyclophosphamide (CFA) in S. typhimurium TA100 and cytochrome
P-450 concentration in fraction S9 (100/d) from rat liver after administration of phe-
nobarbital, nitrofurazone or furazolidone

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w opisanych warunkach doswiadczenia zaréwno
nitrofurazon jak i furazolidon w obu dawkach (1 x 80 mg/kg masy ciata i 3 x 80 mg/kg
masy ciata) nie indukujg form molekularnych cytochromu P-4502B (typu fenobar-
bitalu). Wyrazone jest to liczbg rewertantdw his+800 fig cyklofosfamidu, powsta-
tych w obecnosci frakcji S9 z watroby szczurow indukowanych badanymi zwigzkami
w szczepie TAI00 S. typhimurium w stosunku do liczby rewertantow his+ powstatych
w obecnosci frakcji S9 z watroby szczuréw otrzymujacych fenobarbital (Tab. I1).

Nie stwierdzono istotnych zmian w poziomie cytochromu P-450 we frakcjach S9
otrzymanych z watroby szczuréw indukowanych nitrofurazonem i furazolidonem
zaréwno po jednorazowym jak i wielokrotnym podawaniu badanych zwigzk6w.
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Stezenie cytochromu P-450 nmol/mg biatka we frakcji S9 otrzymanych z watroby
szczuréw indukowanych standardowymi induktorami: 3-metylocholantrenem i feno-
barbitalem sa zgodne z danymi piSmiennictwa [3, 4, 10].

WNIOSKI

1. Nitrofurazon i furazolidon nie indukujg cytochromu P-4502B (typu feno-
barbitalu).

2. Nitrofurazon nie indukuje roéwniez cytochromu P-4501A (typu 3-metylo-
cholantrenu).

3. Jedynie furazolidon w tacznej dawce (3x80 mg/kg masy ciata) jest indukto-
rem systemu monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-4501A (typu 3-metylo-
cholantrenu).

4. Test Cypia wydaje sie byC prostg i czula metodg do wykrywania induktorow
monooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450 typu 3-metylocholantrenu i/lub typu
fenobarbitalu.

H. Czeczot, M. Kobierska-Szeliga

THE EFFECT OF NITROFURAZONE AND FURAZOLIDONE ON THE INDUCTION
OF CYTOCHROME P-450 STUDIED BY CYPIA-TEST

Summary

The double CYPIA-TEST (cytochrome P-450 induction assay) was used to descriminate between
the forms of cytochrome P-450 (the 3-methylcholantrene type (3-MC) or phenobarbital type (PB))
induced by nitrofurans; nitrofurazone and furazolidone.

The test consisted of the studies by the technique of Ames of the ability of the S9 preparation
obtained from livers of rats induced by nitrofurans to cause the metabolic activation of ethidium
bromide (EtBr) - for induction of 3-MC type or cyclphosphamide (CPA) for PB type of cytochrome
P-450.

The mutagenicity of activated EtBr and CPA was chicked with TA98 and TA100 of S. typhi-
murium respectively.

It was found that only furazolidone at cumulative dose 3 x 80 mg/kg of body weight induce -the
3-MC-type of cytochrome P-450.
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