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Diklofop, herbicyd z grupy pochodnych kwasu fenoksypropionowego, nie wy-
kazuje wiasciwosci induktorow CYPIA i stabo stymuluje aktywnos¢ CYP2B
w watrobie szczura. Natomiast wyniki sugerujg, ze badany zwiqzek hamuje ak-
tywnosé fenolowej formy UDP-glukuronylotransferazy.

Metabolizm heterogennej grupy substancji pochodzenia endogennego i egzogenne-
go katalizuje gléwnie uklad enzymatyczny zw. monooksydazami o mieszanej funkcji,
w ktérym koncowa oksydaze stanowig rézne formy molekularne (rodziny i podrodziny)
cytochromu P-450 (CYPs). Substratami CYPs sg srodowiskowe substancje chemiczne
(leki, $rodki ochrony roslin, zanieczyszczenia przemystowe, uzywki) oraz wazne fizjo-
logicznie zwiazki endogenne (cholesterol, hormony sterydowe, kwasy tluszczowe
i z6lciowe, witaminy rozpuszczalne w tluszczach, prostaglandyny, aminy biogenne, bi-
lirubiny) [7, 9, 12]. U ssakéw CYPs sg z reguly biatkami blonowymi wystepujacymi we
wszystkich tkankach za wyjatkiem mieSni szkieletowych i erytrocytow, przy czym naj-
wyzsza aktywno$¢ wykazano w watrobie. Ogromna réznorodno$¢ i niezliczona liczba
substratéw jak tez reakcji katalizowanych przez CYPs thumaczy wystgpowanie nie jednej
ale szeregu form molekularnych CYPs o rdéznej lecz czgSciowo nakladajacej sie na
siebie specyficznosci substratowej [11, 12], co wyjasnia udzial CYPs w przemianach
substancji chemicznych réznigcych si¢ zaréwno budowa chemiczng jak i aktywnoScig
biologiczna.

CYP bierze udziat w I fazie metabolizmu, tj. w reakcjach utlenienia, redukcji i hyd-
rolizy. Jedna bowiem z podstawowych funkcji CYPs jest przeksztatcenie niepolarnych
zwiazkéw chemicznych w metabolity bardziej polarne, ktore z kolei w wyniku II fazy
biotransformacji tj. proceséw sprzegania m.in. z aktywnym kwasem glukuronowym,
siarkowym i glutationem, tworza produkty tatwo wydalane z organizmu. Najczesciej
spotykanym u zwierzat mechanizmem detoksykacji jest synteza B-D-glukuronidéw w
wyniku taczenia si¢ kwasu urydyno-5’-difosfoglukuronowego (UDPGA) z licznymi
zwiazkami zawierajacymi grupy karboksylowe, hydroksylowe, aminowe i sulfhydrylowe.
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Drugi wazny mechanizm detoksykacji obejmuje potaczenia z 3’-fosfoadenylosiarczanem
(PAPS).

Niektore formy CYP sa stale obecne w okreSlonych tkankach, inne pojawiaja si¢
w odpowiedzi na obecno$¢ induktora enzymatycznego. Ze wzgledu na budowe che-
miczng induktora oraz rodzaj indukowanej formy molekularnej CYP substancje che-
miczne sklasyfikowano w nastepujace grupy: 1. policykliczne weglowodory aromatyczne
— indukujace rodzing CYP1A; 2. pochodne kwasu barbiturowego — rodzing CYP2B;
3. sterydy — rodzing CYP3A; 4. alkohol i aceton — rodzing CYP3E; 5. proliferatory
peroksysoméw — rodzing CYP4A [8]. Rodziny CYPs 1, 2 i 4 generalnie uczestnicza
w metabolizmie ksenobiotykéw. Ostateczny efekt biotransformacji substancji che-
micznych jest wynikiem réznorodnych i wielokierunkowych przemian i zalezy od bu-
dowy chemicznej zwiazku, gatunku i plci zwierzat. Uwaza sig¢, ze indukcja CYPIA
prowadzi do aktywacji tych szlakdw metabolicznych, ktére prowadza do powstawania
toksycznych oraz mutagennych/kancerogennych metabolitow [12, 24]. Natomiast
CYP2B katalizuja reakcje przesuwajace kierunek metabolizmu zwiazkéw chemicznych
w stron¢ procesow detoksykacyjnych. Nalezy jednak podkreSli¢, ze zwiazki chemiczne
moga indukowac¢ rézne formy molekularne CYP.

Woczesniejsze badania [21] wykazaly, ze diklofop — [kwas 2-[4-(2,4-dichlorofenok-
sy)fenoksy]propionowy|, wprowadzony do Srodowiska w postaci herbicydu, wykazuje
wihasciwosci proliferatoréw peroksysoméw (PPs), ktore zostaly zakwalifikowane do
grupy induktoréw rodziny CYP4A [7]. Zwiazki wykazujace wtaSciwosci PPs uczestnicza
w metabolizmie endogennych substratow, zmieniajac poziom kwasow thuszczowych,
prostaglandyn, hormondw tarczycy i bilirubiny [3, 19]. Na podstawie nielicznych wpraw-
dzie danych literaturowych mozna zakladaé, ze PPs moga zmienia¢ tez metabolizm
substancji obcych [4, 18, 19].

Wydato si¢ zatem celowe zbadanie wplywu diklofopu w watrobie szczura na O-de-
alkilacje 7-etoksyrezorufiny i O-demetylacje p-nitroanizolu, ktére sg substratami rodzi-
ny CYP1A [12, 17] oraz na aktywnos$¢ O-dealkilazy 7-pentoksyrezorufiny, markerowego
enzymu CYP2B [17]. Nalezy podkresli¢, ze pomiar O-dealkilaz alkoksyrezorufin sta-
nowi powszechnie stosowana metode biochemiczng pomiaréw aktywnoséci CYP1A i 2B
w watrobie zwierzat i czlowieka, pozwalajacg jednocze$nie na zakwalifikowanie zwia-
zku do odpowiedniej grupy induktoréw CYPs.[6]. Jako kontrole pozytywne zastosowa-
no modelowe induktory CYP1A i CYP2B tj. 3-metylocholantren i fenobarbital. W ba-
daniach uwzgledniono tez wplyw diklofopu na aktywnos$¢ fenolowej formy UDP-
glukuronylotransferazy (UGT).

MATERIALY I METODY

1. Odczynniki

Diklofop metylu (95,8%) otrzymano z firmy AgrEvo Environmental Health Ltd.; -3-metylo-
cholantren, rezorufina, 7-pentoksy-i 7-etoksy-rezorufina — Sigma Chemical Company (USA);
p-nitrofenol — firmy Merck (Niemcy); p-nitroanizol — firmy Fluka Buchs (Szwajcaria); fenobar-
bital — Farmaceutyczno-Chemicznej Spoétdzielni Pracy ,,Galenus”.

2. Schemat doswiadczen

Badania prowadzono na dojrzatych, samcach szczuréw rasy Wistar (Pzh:WIS) o masie ciata
200 = 10g. W okresie adaptacji i doSwiadczen zwierzgta otrzymywaly pasze standardowa LSM
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i wode ad libitum. Mtode szczury 50 = 10 g umieszczano w klatkach w pomieszczeniu o tem-
peraturze powietrza 22 = 1°C z 12 godz. rytmem $wietlnym. Przed przystapieniem do badaf
przeprowadzono test toksycznosci ostrej doustnej wg wytycznych OECD celem wyznaczenia
dawki LDso dla diklofopu. Srednia wartos¢ LDsp wynosita 560 mg/kg masy ciata. Diklofop
podawano szczurom doustnie w oliwie jadalnej w dawce wynoszacej 0; 5,6; 11,2 i 56 mg/kg m.c.
x dzien™ (1/100; 1/50 i 1/10 wartosci LDsg) przez 4 kolejne dni; 3-metylocholantren i fenobarbital
podawano szczurom dootrzewnowo w odstepach dobowych odpowiednio trzykrotnie w dawce
25 mg/kg m.c. x dzien™! i czterokrotnic w dawce 60 mg/kg m.c. x dzief™ Grupy kontrolne
zwierzat otrzymywaly réwnowazng objeto$¢ oliwy jadalnej. Po 24 godz. od podania ostatniej
dawki badanych zwiazkow zwierzeta dekapitowano w narkozie pentobarbitalem, wypreparowane
watroby doktadnie przemywano i wazono. Prawy ptat watroby stanowil material do oznaczen
biochemicznych. Aktywno$¢ CYP 1A i 2B oznaczano metoda Lubeta i wsp. [17] z wlasnymi
modyfikacjami [13]. Zasada metody polega na pomiarze fluorescencji rezorufiny uwalnianej
w rekcji enzymatycznej O-dealkilacji 7-pentoksyrezorufiny i 7-etoksyrezorufiny, substratéw od-
powiednio CYP2B i 1A. Aktywno$¢ CYP2B i 1A wyrazano w pmolach rezorufiny/mg biatka
x min!, Aktywnos$¢ O-demetylazy p-nitroanizolu oznaczano metoda Nettera i wsp [20] w post-
mitochondrialnej frakcji watroby. Metoda polega na spektrofotometrycznym pomiarze ilosci
utworzonego w czasie reakcji p-nitrofenolu z p-nitroanizolu stosowanego jako substrat. Ak-
tywno$¢ O-demetylazy p-nitroanizolu wyrazano w nmolach p-nitrofenolu/mg biatka x hl. Ak-
tywno$¢ UGT oznaczano metoda Hollmana i wsp. [10] w postmitochondrialnlym supernatancie
watroby i wyrazano w nmolach glukuronidu p-nitrofenolu/mg biatka x 30 min™". Biatko oznacza-
no metoda Lowry i wsp. [14].

Do oceny statystycznej wynikéw stosowano test ¢-Studenta, przyjmujac jako kryterium zna-
miennosci p < 0.05

WYNIKI

OdpowiedZ hepatocytéw na heterogennag grupe lipofilnych substancji chemicznych
obejmuje indukcje réznych form molekularnych CYPs wynikajaca ze wzrostu iloSci
biatka katalizujacego wigkszo$¢ reakcji I fazy metabolizmu substancji obeych. Indukcja
enzymatyczna prowadzi do rozrostu gladkiej siateczki $rédplazmatycznej (SER) i w
konsekwencji do wzrostu masy watroby.

W tabeli I przedstawiono mase ciata oraz wzgledna mase watroby szczuréw (RLW
= masa watroby/masa ciala x 100) otrzymujacych diklofop w dawce 5,6; 11,2 1 56 mg/kg
m.c. x dzien™ (1/100; 1/50 i 1/10 LDsj) przez cztery kolejne dni oraz u zwierzat
narazonych na 3-metylocholantren i fenobarbital zastosowane jako kontrole pozytywne.

Diklofop nie wplywal na mase ciala badanych zwierzat. Zwiazek wywotywat na-
tomiast zalezny od dawki wzrost RLW, ktory w poréwnaniu do kontroli wynosit 19%
(p < 0,01)i31% (p < 0,001) po narazeniu szczuréw na dawke diklofopu wynoszaca
odpowiednio 11,2 i 56 mg/kg m.c. x dzien™ . Najnizsza dawka 5.6 mg/kg m.c. x dzien”
nie wywolywata zmian w masie badanego narzadu. W analogicznych warunkach
doswiadczalnych 3-metylocholantren stymulowal przyrost RLW o 27% (p < 0,01).
Fenobarbital wywotywal wzrost RLW o 16%, jednakze wzrost ten nie byt statystycznie
istotny w poréwnaniu z kontrola (Tabela I).

W tabeli II przedstawiono wplyw diklofopu na aktywno$¢ form molekularnych
CYP1A, i 2B.

Diklofop indukowal w watrobie szczuréw forme molekularng CYP2B mierzona
aktywnoScig O-dealkilazy 7-pentoksyrezorufiny. Efekt byt zalezny od dawki Aktywnos¢
enzymu wzrastala w stosunku do kontroli 2,7-krotnie (p < 0,001) i 4,8-krotnie (p <
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0,001) odpowiednio po narazeniu szczuréw na dawke 11,2 i 56 mg/kg m.c. x dzief™.
Najnizsza z zastosowanych dawek nie wywolywata zmian w metabolizmie 7-pentoksyre-
zorufiny (dawka nieefektywna). Fenobarbital zastosowany jako kontrola pozytywna
wywolywal 30-krotny (p < 0,001) wzrost badanego procesu.

Wyniki uzyskane w zakresie oddzialywania diklofopu na indukcje CYP1A (Tabela
IT) wykazaly bardzo staby, jednakze statystycznie istotny wzrost aktywnosci O-dealkilazy
7-etoksyrezorufiny. Aktywno$¢ badanego enzymu wzrastata o 28% (p < 0,01) po
podawaniu dawki diklofopu wynoszacej 11,2 i 56 mg/kg m.c. x dzief'. Dawka diklofopu
5,6 mg/kg m.c. x dzieA" nie wywolywala badanego efektu. W opisanych warunkach
doswiadczenia, 3-metylocholantren indukowat 14-krotny (p < 0,001) wzrost CYPIA,
mierzony aktywnoScia O-dealkilazy 7-etoksyrezorufiny. Przedstawione wyniki potwier-
dzono dodatkowo oznaczeniami aktywnosci O-demetylazy p-nitroanizolu (Tabela III).
Stwierdzono, ze diklofop nie wplywat na aktywnos¢ O-demetylazy p-nitroanizolu, ktéra
jest markerowym enzymem CYPIA.

Wykazano natomiast, ze diklofop wptywal na aktywno$¢ izoformy fenolowej UGT
w watrobie szczuréw (Tabela III). Zwiazek podawany w dawce 11,2 i 56 mg/kg m.c.
x dzief” wywolywat spadek aktywnosci UGT wynoszacy odpowiednio 49% (p < 0,001)
i 35% (p < 0,001) wartosci kontrolnych. Stwierdzono istotne statystycznie rdznice
w aktywnosci enzymu pomiedzy stosowanymi dawkami zwiazku (p < 0,01) Najnizsza
z zastosowanych dawek (5,6 mg/kg m.c. x dzieh™ ) nie wywolywata badanego efektu.

DYSKUSJA

Czynniki proliferacji peroksysoméw obejmuja leki przeciwmiazdzycowe tzw. fibraty
(pochodne kwasu fenoksy-izomastowego i propionowego), aspiryn¢ oraz szereg zanie-
czyszczen Srodowiskowych (chlorowane rozpuszcezalniki organiczne, plastyfikatory, her-
bicydy z grupy pochodnych kwasu fenoksyoctowego). Zwiazki tego typu wywotuja
w watrobie gryzoni plejotropowe efekty m.in. powigkszenie watroby w wyniku prolife-
racji peroksysoméw i rozrostu SER z towarzyszacym wzrostem aktywnoSci peroksyso-
malnych i mikrosomalnych enzymdéw uczestniczacych w metabolizmie kwasow thuszczo-
wych [2].

CYPs charakteryzuja sie rdzng, aczkolwiek czgSciowo naktadajaca sie, specyficznos-
cig substratowa. Badania z zastosowaniem rdznych substratéw wykazaly, ze tylko nie-
liczne zwiazki sg metabolizowane przez jedng forme¢ molekularng CYPs. Np. fenobar-
bital, ktory indukuje gléwnie rodzing CYP2B, stymuluje réwniez w watrobie szczura
formy molekularne CYP1A; 2A; 2C i 3A [23]. Zwiazki chemiczne nalezace do grupy
PPs indukuja aktywnoS$¢ rodziny CYP4A, ktéra oprdcz gltéwnej katalitycznej funkcji
w przemianach endogennych kwaséw tluszczowych i prostaglandyn [3], katalizuje
rOwniez metabolizm oksydacyjny zwiazkOw zawierajacych w czasteczce grupe fun-
keyjna, karboksylowa [7]. Ponadto, PPs stymuluja enzymy hydrolityczne takie jak
esterazy, mikrosomalng i cytosolowa forme hydrolazy epoksydowej jak réwniez izofor-
my UDP-glukuronylotransferazy [18, 19]. Nalezy zaznaczy¢, ze znakomita wigkszo§¢
PPs stanowia estry kwasow fenoksyalkanokarboksylowych. Obserwowany zatem umiar-
kowany wzrost esteraz mozna wiaza¢ z udzialem tych enzymow w rozszczepieniu wia-
zania estrowego. Natomiast drugi silnie indukowany enzym tj. hydroksylaza epoksydo-
wa, jak wiadomo przeksztalca silnie elektrofilowa grupe epoksydowa w dwie sasia-
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dujace grupy alkoholowe (powstaja odpowiednie zwigzki o budowie dioli). Cytosolowa
forma enzymu wydaje si¢ przeksztatcaé¢ nadtlenki powstajace podczas peroksydacji
kwasow ttuszczowych, natomiast forma mikrosomalna degraduje nadtlenki powstajace
podczas aktywacji metabolicznej zwiazkow chemicznych gtéwnie wielopierScieniowych
weglowodordw aromatycznych [16]. Niewiele jest natomiast informacji na temat wplywu
PPs na indukcje innych rodzin CYPs niz CYP4A. Kwas klofibrowy, nalezacy do silnych
PPs, indukowat CYP1A, 2B i 3A jedynie w hepatocytach ptodéw szczura hodowanych
w warunkach in vitro [22]. Natomiast doSwiadczenia in vitro prowadzone przy uzyciu
skrawkéw watroby szczura i cztowieka jak réwniez hepatocytéw szczura wykazaly, ze
klofibrat, metyloklofanat i Wy-14,643 nie indukowaly form molekularnych CYP1A, 2B
i 3A [14]. Powyzsze obserwacje potwierdzaja wprawdzie fragmentaryczne badania in
vivo, ktore wykazaly, ze PPs takie jak klofibrat, bezafibrat i gemfibrozil indukowaly
rodzing CYP4A, natomiast nie wzmagaly aktywnoSci CYP1A, 3A i 2B w watrobie
szczuréw [1].

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki w warunkach in vivo wydaja si¢ by¢ zgodne z
wynikami cytowanych autoréw. Diklofop, wykazujacy wtasciwosci PPs, indukowat
bardzo stabo metabolizm 7-etoksyrezorufiny katalizowany przez CYP1A. Obserwowana
staba indukcja CYP1A pod wplywem diklofopu korelowala z wynikami uzyskanymi
w zakresie metabolizmu p-nitroanizolu. Wykazano bowiem, ze zwiazek nie indukowat
O-demetylazy p-nitroanizolu w watrobie szczuréw. Zgodnie z danymi z piSmiennictwa,
O-demetylacja p-nitroanizolu zachodzi przy udziale CYP1A [11, 12]. Mozna zatem
wnioskowad, ze diklofop nie indukuje CYP1A, ktéremu przypisuje sie role w procesie
mutagenezy/kancerogenezy. Stwierdzono natomiast, ze diklofop wywotywat zalezny od
dawki wzrost aktywnoS$ci O-dealkilazy 7-pentoksyrezorufiny-wskaznikowego enzymu
rodziny CYP2B. Jednakze wyniki obrazujace wzrost aktywnoSci badanego enzymu
pozwalaja wnioskowad, ze diklofop nalezy do stabych induktoréw CYP2B.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze diklofop moze hamowaé aktywnos¢ fenolowej formy
UGT w watrobie szczuréw. UGTs stanowig rodzing biatek enzymatycznych, o wysokiej
specyficznosci w stosunku do substratu, uczestniczacych w detoksykacji substancji ob-
cych oraz endogennych zwiagzkéw takich jak bilirubina i kwasy zotciowe [5]. Wg Moody
i wsp. [19] PPs stanowia grupe induktoréw UGT, ktdra uczestniczy w degradacji
bilirubiny. Natomiast wysuni¢to przypuszczenie, ze PPs nie wplywaja lub hamuja
aktywno$¢ form molekularnych UGT katalizujacych procesy sprzegania aktywnego
kwasu glukuronowego (UDPGA) z grupa fenolowa i karboksylowa [4,19]. Przedsta-
wione wyniki dotyczace diklofopu wydaja sie potwierdza¢ wczedniejsze obserwacje
autoréw [4], ktorzy wykazali hamowanie UGT 1-naftolu w watrobie szczuréw narazo-
nych na fenofibrat i bezafibrat z grupy PPs. Jednoczes$nie, zaréwno fenofibrat jak
i bezafibrat indukowaly forme¢ molekularng UGT uczestniczaca w degradacji metabo-
licznej bilirubiny. Natomiast w tych samych warunkach do$wiadczenia ciprofibrat sty-
mulowat aktywno$¢ form UGTs katalizujacych synteze zaréwno glukuronidu 1-naftolu,
jak i bilirubiny. W S$wietle przedstawionych danych oraz wynikéw wiasnych badan
mozna postulowaé, ze indukcja i/lub hamowanie fenolowej UGT zalezy od zwigzku z
grupy PPs. Obserwowana w przypadku diklofopu odwrotna zalezno$¢ pomigdzy dawka
a hamowaniem badanego enzymu na obecnym etapie badan jest trudna do zinterpre-
towania i wymaga dalszych doswiadczen.
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PODSUMOWANIE

Diklofop nie indukuje rodziny CYP1A i jest stabym induktorem CYP2B w watrobie
szczurOw, samcOw rasy Wistar. Natomiast uzyskane wyniki sugeruja, ze diklofop hamuje
fenolowa forme¢ UDP-glukuronylotransferazy, ktéra w II fazie metabolizmu substancji
obcych inaktywuje wickszo$¢ kancerogendéw i innych ksenobiotykow.

D. Palut, G. Kostka, B. Wiadrowska, R. Bankowski

EFFECT OF DICLOFOP ON THE ACTIVITY OF SOME DRUG-METABOLIZING
ENZYMES IN THE LIVER OF MALE WISTAR RATS

The study was designed to determine whether diclofop, introduced to environment as
herbicide, would exert properties of chemical inducers of rat liver monooxygenase system related
to CYP1A and CYP2B isozymes. For this purpose, the effect of diclofop on 7-etoxyresorufin
O-dealkylase and p-nitroanisole O-demethylase activities specific for CYP1A as well as on
CYP2B mediated 7-pentoxyresorufin O-dealkylase activity was studied in male Wistar rats. This
biochemical method permits to determine whether tested compound belongs to one of two main
types of chemical inducers. Diclofop was dosed by gavage for 4 days at 0; 5.6, 11.2 and 56 mg/kg
b.w. per day. Treatment of rats with diclofop resulted in significant increase in relative liver
weight (RLW), to 19% and 31% above the control, respectively. Diclofop administered at the
dose of 11.2 and 56 mg/kg b.w. per day induced a 3-fold (p<0.001) and a 5-fold (p<0.001)
increase in the metabolism of 7-pentoxyresorufin (CYP2B-mediated reaction), respectively. No
effect level for CYP2B induction was 5.6 mg/kg b.w per day. However, diclofop induced only
slight increase in 7-etoxyresorufin O-dealkylase and did not show any effect on p-nitroanisole
O-demethylase activity (CYP1A-mediated reactions). The results revealed that diclofop not show
the ability to induce CYP1A and moreover it was weak inducer of CYP2B isozymes in the liver
of male Wistar rats. Diclofop was also examined for its ability to affect the activity of phenol
UDP-glucuronosyltransferase in rat liver. The results suggest that diclofop suppressed phenol
form of UDP-glucuronosyltransferase activity. The isozyme activity decreased by 50% and 35%
at the dose of 11,2 and 56 mg/kg b.w. per day, respectively. It should be noted that this form
of enzyme inactivates during II phase of biotransformation most chemical carcinogens and other
xenobiotics.
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