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МЕТАБОЛИЗЪМ НА 7-ETHOXYCOUMARIN В ЧЕРНОДРОБНИ 

СРЕЗОВЕ, ПОЛУЧЕНИ ПО ТЕХНИКАТА “PRECISION-CUT” 

В. Цанкова
1
, Б. Дончева

1
, С. Драгони

2
 и М. Валоти

2
 

1Катедра по фармакология и токсикология, Фармацевтичен факултет, 
Медицински университет – София 

2Катедра по биомедицински науки, Фармацевтичен факултет, Университет в Сиена – Италия 

Резюме. “Рrecision-cut” чернодробните срезове са in vitro модел, който се използва за про-
учване на метаболизма или токсичността на нови лекарствени вещества. Целта на настоя-
щото проучване е да се изследва метаболитният капацитет на  “precision-cut” чернодробните 
срезове по отношение на метаболизма на 7-етоксикумарин. “Рrecision-cut” чернодробните сре-
зове се приготвят от тъканни парчета чрез Krumdieck tissue slicer. След преинкубационен период 
от 30 min, срезовете се инкубират поотделно в среда от RPMI1640 при t = 37ºC за период от 2, 4, 
6 и 24 h. В инкубационната среда е добавен субстратът 7-етоксикумарин 50 µМ. За оценка на 
жизнеността на препаратите се определя количеството на освободената лактатдехидрогена-
за (LDH) както в преинкубационната, така и в инкубационната среда. Количеството на сво-
бодния 7-хидроксикумарин, както и на неговите метаболитни продукти, е определено спек-
трофлуориметрично. Резултатите от изследването показват, че чернодробните срезове са 
подходящ in vitro модел за комплексна оценка на метаболитните реакции във фаза I и II на 
биотрансформацията на 7-етоксикумарин. 

Ключови думи: precision-cut чернодробни срезове, 7-етоксикумарин,  метаболизъм, 7-хидроксикумарин  

METABOLISM OF 7-ETHOXYCOUMARIN BY RAT  

PRECISION-CUT LIVER SLICES 

V. Tzankova
1
, B. Doncheva

1
, S. Dragoni

2
 and M. Valoti

2
 

1Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, Medical University – Sofia 
2Dipartimento di Scienze Biomediche, Facolta di Farmacia, Universita degli studi di Siena  

Summary. Precision cut liver slices are used in the study of drug metabolism and toxicity. The 
aim of the study is to investigate the metabolism of 7-ethoxycoumarin in precision cut liver slices. 
Liver slices were prepared from liver cores by Krumdieck tissue slicer. After 30 min preincubation 
period, the liver slices were incubated in RPMI1640 medium, t = 37ºC, for 2h, 4h, 6h, 24h. 7-etho-
xycoumarin 50 µМ was added to the incubation medium. The viability of the preparation was evaluated 
by LDH release in both preincubation and incubation medium. The amount of free 7-hydroxycoumarin 
and its glucuronide and sulfate conjugates was measured spectrofluorometrically. The results of the 
study showed that the precision cut liver slices are an appropriate in vitro model for complex 
evaluation of phase I and phase II metabolism of 7-ethoxycoumarin. 

Key words: precision cut liver slices, 7-ethoxycoumarin, metabolism, 7-hydroxycoumarin 

Въведение 

В черния дроб се метаболизират много ендо-
генни вещества и ксенобиотици. Проучването 
на метаболитните реакции от фаза I и фаза II на 
биотрансформацията е важна част от оценката 
на безопасността на едно ново лекарство. Из-
вестни са различни in vitro методи за проучване 
на лекарствения метаболизъм и токсичността на 
лекарствата. Те включват изолиране на хепатоци-
ти, субклетъчни фракции, микрозоми, пречисте- 

ни ензимни фракции и чернодробни срезове. 
Тези методи са широко използвани при фарма-
ко-токсикологичните проучвания [7, 9, 14, 16].  
През последните години се наблюдава пови-

шен интерес към използването на тъканните 
срезове поради разработването на апаратурни 
подобрения за приготвянето на еднакви, пре-
цизно отделени (“precision-cut”) чернодробни 
срезове, както и вследствие на разработването 
на нови, оптимизирани среди и методи за инку-
бация, които да поддържат продължително вре-
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ме жизнеността на срезовете. Методът на чер-
нодробни срезове представлява важна част от in 
vitro техниките. Той е междинно звено между 
широко използваните методи за култивиране на 
клетки и много по-сложната система на изоли-
ран перфузиран орган. Методът на тъканните 
срезове може да предостави ценна фармако-
токсикологична информация за едно лекарстве-
но вещество. Tой има много предимства: не са 
необходими протеолитични ензими при пригот-
вянето на препаратите; чернодробните клетки 
остават интактни; поддържат се нормалната 
клетъчна хетерогенност и междуклетъчните 
взаимодействия. Методът позволява запазването 
на клетъчната структура, което дава възможност 
за проследяване на лекарствения метаболизъм 
от няколко часа до няколко дни.  
Алкоксикумарините са често използвани като 

моделни субстрати за охарактеризиране на мета-
болитната активност при различни животински 
видове [1, 4, 9, 17]. Тези субстрати позволяват 
анализирането на активността на ензими както от 
фаза I на биотрансформацията (групата на цито-
хром Р-450), така и на участващите в реакциите на  
фаза II  (глюкуронидиране и сулфатно свързване). 
Настоящото изследване представя данни за 

жизнеността и метаболитния капацитет по от-
ношение на субстрата 7-етоксикумарин на тъ-
канните срезове от черен дроб на плъх, пригот-
вени по съвременната техника “precision-cut”. 

Материали и методи 

Реактиви. В проучването са използвани: 7-еth-
oxycoumarin; 7-hydroxycoumarin; RPMI 1640 Me-
dium; L-methionin; Hydrocortisone 21-hemisucci-
nate, BSA; β-glucuronidase; α-arylsulphatase; HEPES 
(4-(2-hydroxiethyl)-1-piperazinethansulfonic acid); 
Krebs-Henseleit буфер, закупени от Sigma (St. 
Louise, MO).  
Експериментални животни. Използвани са 

мъжки плъхове от порода “Sprague-Dawleys” с 
тегло 220-260 g (Charles River, Italy). Животните 
са отглеждани при стандартни условия с достъп 
до храна и вода ad libitum. 16 часа преди експе-
римента е спрян достъпът им до храна. Черният 
дроб се перфузира с леденостуден физиологи-
чен разтвор (0.9%) след екстракцията. 
Получаване на срезовете. Черният дроб се 

отделя на лобове. Със специален уред от него се 
получават малки, цилиндрични парчета с голе-
мина 8-11 mm (liver cores). С помощта на апара-
та Krumdieck tissue slicer (Alabama R&D, Mun-

ford, Alabama, USA), при температура  4ºС от 
тези чернодробни сърцевини се правят срезове с 
дебелина 200-250 µm. Процедурата по получа-
ването на тъканни срезове се извършва в буфер 
Krebs-Henseleit, рН 7.4. Буферът, който е пред-
варително наситен със смес от 95% О2 + 5% 
CO2, се използва за съхраняването на органа и 
на срезовете. Критерии за селекция на срезовете 
за експериментите са еднаквите размери и нена-
ранените повърхност и краища. Размерите на 
срезовете се контролират периодично с помощ-
та на микроскоп с микрометър. 
Подготовка на срезовете и инкубация. В 

експериментите са използвани по 2 среза за вся-
ка инкубация на 2-рия, 4-тия, 6-ия и 24-тия час. 
Срезовете се поставят в 12-ямкови микроплаки 
(AP Wyott, Baltimore, MD), съдържащи 1.5 ml пре-
инкубационен разтвор (RPMI Medium – 100 ml; 
5% v/v FCS – 5ml; 0.5 mM L-methionin; 1 µM 
insulin; 0.1 mM hydrocortisone 21-hemisuccinate; 
Genthamicin (50 µg/ml) – 100 µl). 
 Извършва се преинкубация за 30 min, а пре-

инкубационната среда се използва за по-ната-
тъшно определяне на метаболити. 
Срезовете се промиват в разтвор на 0.2 М 

Tris/HCl, 0.154 М KCl, pH 7.4 и се прехвърлят в 
нови микроплаки, съдържащи 1.5 ml пресен 
инкубационен разтвор и 50 µМ 7-етоксикумарин 
(субстрат). Инкубационният разтвор съдържа 50 
µМ разтвор на 7-ethoxycoumarin/DMSO в RPMI; 
0.2 M Tris HCl, pH 7.4; 50 mM Tris HCl, 0.154 M 
KCl, pH = 7.4; 30 mM Na-пируват в 0.2 M Tris 
HCl; 6.6 mM NADH в 0.2 M Tris HCl; 30 µM Na-
тетраборат; 0.5 М Na-ацетат; β-glucuronidase 
5000 U/ml; α-arylsulphatase 250 U/ml. 
Плаките се инкубират при температура 37ºC. 

Инкубацията се преустановява на 2-рия, 4-тия, 
6-ия или 24-тия час с отделяне на срезовете. 
Тъканните срезове и инкубационната среда се 
използват за определяне на LDH на свободния и 
на конюгирния 7-хидроксикумарин. 
Оценка на жизнеността на срезовете. Оцен-

ката на жизнеността се извършва чрез определя-
нето на количеството освободена LDH в инкуба-
ционната среда. Активността на LDH се установя-
ва спектрофотометрично чрез готови тестове 
Sigma Kit instructions (kit 228-UV).  Кинетичните 
промени в абсорбцията при 340 nm са измерени на 
спектрофотометър Shimadzu UV-160®. Количест-
вото на LDH се представя като процент от об-
щото съдържание на маркерния ензим. 
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Определяне на свободен 7-хидроксикума-

рин. Анализът на пробите се извършва, като 
към 100 µl от инкубационната среда се добавят 
900 µl 0.2 M Tris/HCl. Реакцията се прекратява с 
добавянето на 100 µl 4N HCl и 2 ml CHCl3 за 
пълна екстракция на свободния 7-хидроксику-
марин. Пробите се центрофугират на 300 rpm за 
5 min. За пълна екстракция след отделянето на 
органичната фаза се прибавят 2 ml 30 µМ разт-
вор на Na-тетраборат и се центрофугира. Коли-
чеството на свободния 7-хидроксикумарин се 
определя флуориметрично във водната фаза. За 
построяване на калибрационна крива се използва 
стандартен 7-хидроксикумарин (0.1-0.4 µМ) [8]. 
Определяне на конюгиран 7-хидроксику-

марин. Глюкуронидите и сулфатните конюгати 
на 7-OH кумарин в инкубационната среда са 
подложени на специфични хидролитични ензи-
ми – глюкуронидаза и сулфатаза. Ензимната 
хидролиза е необходима за освобождаване на 
свободния 7-хидроксикумарин. От инкубацион-
ната среда се вземат по 3 проби от 200 µl. Ен-
зимната хидролиза във всяка проба се извършва 
с 500 U глюкуронидаза и 10 U сулфатаза, съ-
държаща 20 mM d-saccharic acid 1,4-lactone в 0.2 
М натриев ацетат, pH 5.1 (в обем 100 µl). Про-
бите се инкубират при 37°С в продължение на 
16 часа. След инкубацията освобождаването на 
7-хидроксикумаринa се извършва чрез екстрак-
ция, както е описано по-горе, за определяне на 
свободния 7-хидроксикумарин. Количеството на 
свободния 7-хидроксикумарин се установява 
спектрофлуориметрично във водната фаза (exci-
tation 370 nm; emission 450 nm). За построяване 
на калибрационна крива се използва стандартен 
7-хидроксикумарин (0.1-0.4 µМ). 
Определяне на тъканния белтък. Чернодроб-

ните срезове се хомогенизират и съдържанието на 
протеините се определя спектрофотометрично по 
метода на Lowry и сътр. [10]. Стандартната крива 
е построена с прясно приготвени разтвори на BSA 
(bovine serum albumin). Стандартната крива е ли-
нейна при концентрации от 2 до 20 µg/ml. 
Статистическа обработка на резултатите. 

Статистическата оценка на резултатите е из-
вършена чрез Student’s t-test, като стойности на 
p ≤ 0.01 са приети за статистически значими. 

Резултати 

Оценка на влиянието на фактора “преинку-

бация” върху жизнеността на чернодробните 

срезове. Преинкубацията на тъканните препара-

ти има важно значение за качеството на метабо-
литните или токсикологичните проучвания с чер-
нодробни срезове. Тя се прави с цел изолиране 
на тъканните препарати от ензимите, освободени 
от увредените клетки по време на преинкубацията 
(LDH, ALT и др.). Това е изключително важна 
стъпка, особено ако като маркер за клетъчното 
увреждане се използва ензимната активност. 
Препоръчваното време за преинкубация при 

метаболитни проучвания е до 30 min, а за ток-
сикологични – до 120 min. Затова за целта на 
нашите експерименти бе избрано проследяване 
на показателя освобождаване на LDH за перио-
да 0-120 min (фиг. 1). В резултат от проведените 
експерименти е установено, че при преинкуба-
цията на чернодробни срезове в среда RPMI 
1640 в продължение на 30 min освобождаването 
на LDH е по-малко от 25%. Не се наблюдава 
статистичеки значимо повишаване на количест-
вото освободена LDH по време на целия прос-
ледяван период от 30 до 120 min. 
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Aктивността на ензима LDH в средата е представена като 
процент от общата активност. Представени са резултатите 
± S.E.M за 8 препарата 

Фиг. 1. Освобождаване на ензима LDH след преинкубация 

на контроли от чернодробни срезове от плъх (n = 8 среза 

за всяко определяне)  

Оценка на жизнеността на чернодробните 

срезове в присъствие на субстрат. Проведени 
са серия експерименти за оценяване на жизне-
ността на чернодробните срезове в условията 
на продължителна инкубация до 24 h при тем-
пература 37°C, в присъствието на субстрата  
7-хидроксикумарин (100 µM). В инкубационна-
та среда е добавен като бактериостатичен агент 
Gentamicin – 50 µg/ml. Жизнеността на срезовете е 
оценявана на 2-рия, 4-тия, 6-ия и 24-тия час на 
инкубацията чрез определяне на количеството 
на освободената LDH в инкубационната среда 
(фиг. 2). 
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Aктивността на ензима LDH  в средата е представена като 
процент от общата активност. Представени са резултатите 
±  S.E.M. за 8 препарата. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01 – статисти-
ческа значимост от стойностите при преинкубация 

Фиг. 2. Оценка на жизнеността на чернодробните сре-

зове на 2-рия, 4-тия, 6-ия и 24-тия час на инкубацията 

чрез определяне на количеството на освободената LDH в 

инкубационната среда 

 

На 2-рия час от инкубацията количеството на 
освободената LDH в инкубационната среда е 
около 40%. Това количество остава относително 
постоянно до 6-ия час на инкубацията. На 24-тия 
час количеството на освободената LDH показва 
тенденция към повишаване, но без статистичес-
ка значимост по отношение на 4-тия и 6-ия час. 
Липсата на значително освобождаване на LDH 
за цялото време на инкубацията обаче показва, 
че чернодробните срезове, приготвени по мето-
да “precision-cut”, запазват своята жизненост и 
могат да се използват за по-нататъшна оценка 
на метаболитния капацитет. 
Оценка на метаболитния капацитет на “pre-

cision-cut” чернодробните срезове чрез определяне 
на метаболизма на 7-етоксикумарин като субстрат 
за реакциите във фаза I и фаза II на лекарствения 
метаболизъм. За оценяване на метаболитния ка-
пацитет на чернодробните срезове е проведена 
инкубация с продължителност до 24 h при темпе-
ратура 37°C в присъствието на субстрата 7-еток-
сикумарин (50 µM). 7-етоксикумаринът се мета-
болизира от ензимната система на цитохром Р-450 
чрез О-деетилиране до 7-хидроксикумарин в ре-
акция от І фаза на лекарствения метаболизъм. В 
инкубационната среда е добавен като бактериос-
татичен агент Gentamicin – 50 µg/ml. Метаболит-
ният капацитет на срезовете е оценяван на 2-рия, 
4-тия, 6-ия и 24-тия час на инкубацията чрез 
определяне на количеството на освободения, 
неконюгиран 7-хидроксикумарин и неговите глю-
куронидни и сулфатни конюгати в инкубацион-
ната среда (фиг. 3). Преди определянето на коли-

чеството на свободния 7-хидроксикумарин и на 
неговите метаболити се измерва количеството на 
протеините във всеки срез. 
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Стойностите са представени в pmol/mg протеин ± S.D  
(n = 3 плъха). Субстратът на реакцията е добавен след 30 
min преинкубационен период. Метаболитите  са определе-
ни, както е описано в „Материали и методи”. 
*Статистическа значимост (P ≤ 0.001) от стойностите на 
неконюгитания 7-ХК 

Фиг. 3. Метаболитен профил на 7-етоксикумарин 

Анализът на резултатите показва слабо пови-
шаване на количеството на свободния 7-хидрокси-
кумарин във времевия интервал от 2-рия до 24-тия 
час. Наблюдава се правопропорционално увели-
чение в същия интервал от време на конюгирани-
те метаболити, като се забелязва преференциал-
ният път на глюкуронидиране. Количеството на 
свободния 7-хидроксикумарин е 316.70 pmol/mg 
протеин на 24-тия h от инкубацията. Установена е 
линейна зависимост в продукцията на глю-
куронидните и сулфатните конюгати на 7-хидрок-
сикумарин в реакциите на ІІ фаза на лекарстве-
ната биотрансформация. Количеството на глю-
куронидните конюгати e от 706.17 pmol/mg про-
теин на 2-рия h до 4099.67 pmol/ mg протеин на 
24-тия h от инкубацията, а на сулфатните ко-
нюгати – от 670.84 pmol/mg протеин на 2-рия h 
до 3984.10 pmol/mg протеин на 24-тия h от ин-
кубацията. 

Обсъждане 

Основна цел на това проучване е апробиране 
на in vitro метода на тъканни срезове от черен 
дроб на плъх по техниката “precision-cut” като 
модел за проучване на лекарствения метаболизъм 
и токсичността, както и приложението на метода 
за оценка на метаболитния профил на различни 
лекарствени вещества. В хода на експерименти-
те са оценявани жизнеността на чернодробните 
срезове и метаболитният профил на 7-етоксикума-
рин за период на инкубация до 24 часа. 



Метаболизъм на 7-ethoxycoumarin в чернодробни ... ФАРМАЦИЯ, том LIV, кн. 3-4/2007 21 

Жизнеността на чернодробните срезове е 
оценявана чрез количеството на освободената 
LDH, измерена като процент от тоталното º съ-
държание в тъканните срезове. Освобождаването 
на ензима в инкубационната среда се приема за 
маркер на паренхимно тъканно увреждане, неза-
висимо че връзката между LDH освобождаването 
и жизнеността на клетките не е напълно изяснена 
[2, 6, 7, 12]. Тъй като в литературата няма данни за 
точно установени стойности между освобождава-
нето на ензима и жизнеността на тъканните срезо-
ве, е необходимо подбирането на такива условия 
на експеримента (инкубационна среда, темпера-
тура, преинкубация, брой срезове в средата и др.), 
при които се наблюдава най-ниска степен на ос-
вобождаване на ензима. 
Съставът на инкубационната среда може да 

окаже влияние върху качеството на препаратите и 
да даде отражение върху резултатите при метабо-
литните изследвания. В литературата е описано 
използването на различни инкубационни среди: 
RPMI 1640, Waymouth’s, William’s medium E, 
буфер на Krebs-Henseleit [15]. Важно условие при 
избора на средата е компонентите, които тя съ-
държа, да не интерферират с резултатите, да не 
усложняват идентифицирането на метаболитите и 
да не редуцират токсикологичния риск. Средата 
RPMI 1640 е подходяща за оценка на метаболит-
ните процеси в отсъствие на други добавки, пора-
ди което тя бе избрана за най-подходяща за про-
веждане на експериментите [3, 5, 6,16]. 
    Проведена бе инкубация на срезове от черен 

дроб на плъх за определяне на времезависимото 
О-деетилиране на 7-етоксикумарин. 7-етоксику-
маринът е избран като моделен субстрат по ня-
колко причини. Основният продукт от І фаза на 
биотрансформацията е 7-хидроксикумарин, който 
се образува под действието на цитохром P-450-
медиирано окислително деалкилиране. В последс-
твие той се конюгира с глюкуронова киселина и 
сулфати, което позволява последователната оцен-
ка както на окислителните, така и на конюгира-
щите реакции [1, 11]. 7-хидроксикумаринът се 
определя лесно чрез спектрофлуориметричен ме-
тод, което позволява бързата оценка на голям 
брой проби. Друг важен фактор при оценяването 
на метаболизма е, че метаболитите на 7-хидрокси-
кумарина се освобождават лесно от чернодробни-
те срезове в инкубационната среда [2].  
Резултатите от проведените експерименти 

показват, че чернодробните срезове метаболи-
зират времезависимо 7-етоксикумарина при ин-

кубация до 24 часа. Установено е образуването на 
незначително количество неконюгиран 7-хидрок-
сикумарин за сметка на неговите глюкуронидни и 
сулфатни конюгати. Тези резултати съответст-
ват с публикуваните в литературата данни [13]. 
Връзката между фаза I и фаза II на биотранс-
формацията се доказва от ниските количества на 
неконюгиран 7-хидроксикумарин за сметка на 
неговите глюкуронидни и сулфатни конюгати. 
Във фаза II реакциите се наблюдава тенденция 
за преимущество на образуването на глюкуро-
нидни конюгати за сметка на сулфатни, което 
потвърждава вече публикуваните литературни 
данни за метаболизма на 7-хидроксикумарина в 
микрозоми [16]. Измерените ниски стойности на 
свободния 7-хидроксикумарин в резултат на ак-
тивността на О-деетилиращата ензимна актив-
ност потвърждават факта, че реакциите във фаза 
I са определящ фактор за метаболизма на алкок-
сикумарина, a конюгиращите реакции във фаза 
II имат по-висок капацитет от окислителните 
реакции във фаза I на биотрансформацията. 
Резултатите от изследването показват, че чер-

нодробните срезове са подходящ in vitro модел 
за проучване на лекарствения метаболизъм. Те 
позволяват извършването на комплексна оценка 
на метаболитните реакции във фаза I и II на 
биотрансформацията. Биха могли да бъдат при-
ложими при изследването на влиянието на ре-
дица физиологични фактори или на факторите 
на средата, като: възраст, пол, циркадни ритми, 
хранителен режим, болестно състояние, ензим-
на индукция или/и инхибиция, върху метабо-
лизма на ендогенни или екзогенни вещества. 
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