Farmakologická  analýza  účinku  látek ovlivňujících  cholinergní  VNS
 Učinek léčiv na  kardiovaskulární systém – simulace pokusu in vivo

Připravili: Martínková J., Studená Š., Chládek J., Kalhousová H. s použitím softwaru - I.E.Hughes“Heart rate and blood pressure“ (University of Leeds, England)

Úvod

Jednou z možností farmakologické analýzy účinků léčiv zprostředkovaných receptory je    důkaz účinku in vivo pomocí agonisty a antagonisty v preklinických pokusech na laboratorním zvířeti. Zároveň platí, že medicína má zájem o účinné látky navozující účinek v závislosti na dávce (koncentraci), proto účinek analyzujeme nejen podle změny funkce, ale také konstruujeme křivku dávka - účinek nebo křivku koncentrace-účinek. Získáme také možnost porovnávat účinné látky navzájem.    


Pro výukové účely poskytuje možnost farmakologické analýzy simulace pokusu na zvířeti pomocí programu pro PC, která vychází z bohaté praxe autorů (I.E.Hughes a spol.) a nahrazuje časově náročné a finančně nákladné pokusy na laboratorních zvířatech. Studentům umožní ověřit si teoretické informace, pochopit a zapamatovat si základní údaje o farmakodynamice léčiv. 

1. Návod k provedení experimentu hodnoncením krevního tlaku a srdeční frekvence

Použijeme simulace pokusu na laboratorním zvířeti (potkan) podle kapitoly „Cardiovascular pharmacology“. 

    Zvolte barevnou obrazovku (1), koncentrace v ug/kg hmotnosti (1), záznam TK v mmHg (1) a zobrazení záznamu na obrazovce (S). Nabídne se možnost práce na zvířeti premedikovaném rezerpinem (1), spinálním (dekortikovaným-2) a intaktním (3). Zvolíme 3. možnost. 

    Po uplynutí doby potřebné k zahájení pokusu („wait“) se objeví záznam měřených kontrolních hodnot intaktního zvířete-tj. systolický a diastolický tlak a tepová frekvence. Podle protokolu zvolte analyzovanou látku (viz nabídka-menu) a účinné koncentrace. Odečítejte měřené hodnoty a zapisujte je do připravené tabulky. Jakmile získáte kompletní data, sestrojte křivku dávka-účinek přenesením hodnot do semilogaritmické sítě souřadnic.      

  Vyhodnoťte farmakologickou analýzu a výsledky charakterizujte  
2. Hodnocení účinků

Zaznamenejte vztah mezi dávkou a účinkem. Věnujte pozornost přítomnosti kompenzačních mechanismů (reflexních odpovědí).

Tab.1 Agonisté cholinergních receptorů
	Acetylcholine
	stimuluje muskarinové receptory a vyvolává reakci depresoru společně s  negativním chronotropickým a inotropickým efektem. Ve vyšších dávkách
stimulací nikotinových receptorů může vyvolat uvolňování katecholaminů 

	Neostigmine
	inhibitor acetylcholinesterasy




Tab.2  Antagonista cholinergních receptorů

	Atropin
	kompetitivní antagonista ACH na muskarinových receptorech. Porovnejte účinek dvou dávek 10 a 1000  μg/kg  atropinu na křivku dávka-účinek acetylcholinu. 


PŘÍKLADY:

Experiment 1: Účinek acetylcholinu na krevní tlak a srdeční frekvenci

Zvolte podání jednotlivých dávek ACH (stiskněte 9) podle návodu v tabulce 3 a zaznamenejte  hodnoty TK a srdeční frekvence.

Tab.  3

	
	Systolický/diastolický TK (mmHg)
	srdeční frekvence 

	
	
	
	

	
ACH μg/kg
	
	
	

	0.001
	
	
	

	0.01
	
	
	

	0.1
	
	
	

	1
	
	
	

	10
	
	
	

	100
	
	
	

	1000
	
	
	


Zaznamenejte účinek muskarinový a nikotinový

Volbou klávesy 30 ukončíte experiment, klávesou Y pokračujete novým experimentem. 

Sestrojte křivkudávka účinek s využitím záznamu hodnot systolického tlaku (obr.1).

Experiment 2: Účinek ACH na TK a srdeční frekvenci po podání neostigminu

Nejprve aplikujte 200 µg/kg neostigminu (volba klávesy 24), poté podávejte dávky ACH (klávesa 9) v pořadí doporučeném  tab. 4.

Tab.  4

	
	Systolický/diastolický TK
	srdeční frekvence

	První podání
	
	
	

	Neostigmin 200 μg/kg
	
	
	

	 účinky neostigminu
	
	
	

	+ ACH μg/kg
	
	
	

	                 0.001
	
	
	

	                  0.01
	
	
	

	0.1
	
	
	

	1
	
	
	

	10
	
	
	

	100
	
	
	


Zaznamenejte účinek muskarinový a nikotinový

Pokračujte obdobně jako v předchozím pokuse.

Experiment 3: Účinek ACH na TK a srdeční frekvenci po podání atropinu (nízká dávka)

Aplikujte 10 μg/kg atropinu (klávesa 16) a  pokračujte zvyšujícími se dávkami ACH (klávesa 9) doporučenými v tab. 5..

Tab.  5

	     
	Systolický/diastolický TK
	srdeční frekvence

	První podání 
	
	
	

	Atropin 10 μg/kg
	
	
	

	účinky atropinu 
	
	
	

	+ACH μg/kg      
	
	
	

	               1.0     
	
	
	

	                10
	
	
	

	              100
	
	
	

	             1000
	
	
	

	            10000
	
	
	


Zaznamenejte účinek muskarinový a nikotinový

Pokračujte obdobně jako v předchozím pokuse.

Experiment 4: Účinek ACH na TK a srdeční frekvenci po podání atropinu (vysoká dávka)

Aplikujte 1000 μg/kg atropinu (klávesa 16) a poté podávajte doporučené  dávky ACH (klávesa 9).

Tab. 6

	
	Systolický/diastolický TK
	Srdeční frekvence

	První podání
	
	
	

	Atropin 1000 μg/kg
	
	
	

	Učinky  atropinu
	
	
	

	+ ACH μg/kg     
	
	
	

	                10
	
	
	

	               100
	
	
	

	             1000
	
	
	

	            10000
	
	
	


Které účinky převládají (muskarinové, nikotinové)?

Porovnejte křivkydávka-účinek na obr.1.

Obr. 1. Farmakologická analýza agonistů a antagonistů cholinergních receptorů


[image: image1]
Závěr

Na závěr shrňte vlastními slovy vliv agonistů a antagonistů prostřednictvím křivkydávka-účinek agonistů cholinergních receptorů. Učinky na TK a  srdeční frekvenci, které byly zaznamenány, krátce charakterizujte a označte příslušné receptory.  

Zvolte subtypy receptoru pro dané léčivo


Přirozený (endogenní) neuromediátor, např. acetylcholin, obvykle interaguje s několika subtypy receptorů. Je univerzální, schopný aktivace každého z nich, a to v závislosti na dávce (koncentraci). 

         Učinné látky exogenní mohou napodobit účinky ACH, ale bývají více selektivní a k aktivaci receptoru je třeba vyšší dávky. Můžeme použít přirovnání s klíči- acetylcholin představuje klíč univerzální, aktivující všechny subtypy receptorů. Pokud volíme látky exogenní, potřebujeme jich více k účinku srovnatelnému s ACH (univerzálním klíčem).


[image: image2.png]Multiple receptor subtypes (according to Stahl MS: Essential psychopharmacology, 3rd
ed., 2008)

Pharmacological receptor subtypes

Neurotransmitter
(master key)







M1 -M3 …………..muskarinové receptory

NM………………nikotinové receptory neuromuskulární ploténky

NN………………nikotinové receptory v gangliích

NCNS…………….nikotinové receptory v CNS

Test:

Porovnejte léčivo působící na jednotlivé receptory s ACH a určete jeho farmakodynamické vlastnosti (účinek).

a-aktivace    b-blokáda    p-přímý účinek     n-nepřímý ú.

	
	M1
	M2
	M3
	NM
	NN
	NCNS

	A  neostigmin
	
	
	
	
	
	

	B  pilokarpin
	
	
	
	
	
	

	C  atropin
	
	
	
	
	
	

	D  tolterodin
	
	
	
	
	
	

	E  nikotin
	
	
	
	
	
	


Obr. 1 Křivka dávka-účinek acetylcholinu  
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Typy cholinergních receptorů


(podle M.S. Stahl: Essential psychopharmacology,3rd ed., 2008





				  		Jednotlivé klíče - léčivo








