Farmakologická analýza (agonismusXE "agonismus", antagonismusXE "antagonismus").
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Experimentální metoda izolovaného hladkého svalu morčecího ilea 
Preparát je modelem periferní synapse mezi vegetativním nervem (postgangliovým nervovým zakončením) a hladkým svalem. Zároveň obsahuje i ganglia. Je používán pro studium spazmogenních a spazmolytických účinků neurotropních a myotropních agonistů a antagonistů.  
Popis experimentu: Sval je umístěn v orgánové lázni, promývané okysličeným Tyrodovým roztokem při 37( C. Klidová tenze svalu je nastavena závažím na 0.5 g a kontrakce svalu (změny délky svalu) po přidání studovaných látek do Tyrodova roztoku jsou zaznamenány izotonicky. 
Agonista je aplikován tak, aby jeho finální koncentrace po zředění v Tyrodově roztoku dosahovala požadovaných hodnot. K vyvolání účinku stačí doba působení 30 sekund. Poté je lázeň automaticky vymyta a účinek odeznívá (sval relaxuje). Záznam se vrací k bazální hodnotě 0 na ose Y (Obrázek 1). Ve skutečném pokusu relaxace svalu vyžaduje zpravidla několik minut a několikanásobné promytí. 
Analýza s použitím antagonisty. Antagonista se přidává rovněž do Tyrodova roztoku vždy před podáním agonisty. Nevymývá se z lázně automaticky, a proto jeho účinek přetrvává až do vymytí příkazem „Washout antagonist". Ve skutečném pokusu by zrušení účinku vyžadovalo opět několik minut. V našem pokusu může být do lázně přidán v různých koncentracích pouze jeden antagonista. Hodnocen může být účinek samotného agonisty nebo vliv antagonisty na účinek agonisty. Samotní antagonisté bez přítomnosti agonisty nevyvolají žádný účinek.
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Obrázek 1. Záznam výsledku experimentu na monitoru počítače. Vliv stoupajících koncentrací acetylcholinu na kontrakci izolovaného ilea morčete.
Vyhodnocení: na obrazovce se znázorní změny délky svalu (Obrázek 1). Výsledek odečtete jako maximum kontrakce vpravo na ose Y v relativních jednotkách 0 až 150. Viditelné jsou záznamy několika experimentů, odpovídající koncetrace je vždy nad záznamem. Výsledek posledního experimentu je zcela vpravo. 
Změny délky svalu vynesete v závislosti na použité koncentraci farmaka do připravených grafů. Získáte křivku koncentrace - účinek (Obrázek 2). K porovnání účinků farmak vyhodnotíte tvar křivek koncentrace - účinek a porovnáte hodnoty EC50 a Emax
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Obrázek 2.  Závislost síly kontrakce hladkého svalu ilea na koncentraci acetylcholinu (křivka koncentrace-účinek).
Tab. č. 1.  Studovaní agonisté a antagonisté.

	Agonisté:
	Číslo v nabídce
	Charakteristika

	AcetylcholinXE "acetylcholin"

	1
	V nízkých koncentracích stimuluje muskarinové (M) receptoryXE "receptory:muskarinové",            ve vysokých nikotinové (N) receptoryXE "receptory:nikotinové"; je rozkládán acetylcholinesterázou.XE "cholinesteráza" 

	KarbacholXE "karbachol"
	3
	Agonista M receptorů,  nepodléhá biodegradaci acetylcholinesterázou.

	Hexyltrimetylamonium (HTMA)XE "hexyltrimetylamonium HTMA"
	10
	Parciální agonistaXE "parciální agonista" M receptorů.

	Antagonisté:
	Číslo v nabídce
	Charakteristika

	AtropinXE "atropin"
	13
	Kompetitivní antagonista M receptorů.

	Papaverin
	18
	Nespecifické myotropní spasmolytikum.

	Fyzostigmin
	19
	Inhibitor acetylcholinesterázy.


Ovládání programu.
Na obrazovce se objeví název kapitoly: Smooth muscle pharmacology. Stisknete jakoukoliv klávesu.             Z  nabídky „barevné nebo černobílé obrazovky“ pomocí klávesy 1 zvolíte barevný obraz (Color display). Další krok představuje volbu koncentrací v ug/ml nebo v nmol/ml. Stiskem klávesy s č.1 vyberte g/ml          a prostřednictvím klávesy  S (Screen) zobrazení výsledku na monitoru.

Z nabídky agonistů a antagonistů vyberte látku pomocí čísla v nabídce. Potvrďte klávesou Enter.                               Zadejte hodnotu koncentrace (používejte desetinnou tečku !). Potvrďte klávesou Enter. 

Úloha č. 1: Srovnání křivek koncentrace-účinek agonistů na M receptorech.
A/ sestrojte křivku koncentrace-účinek pro acetylcholin (ACH) v koncentracích počínaje 0.0001 g/ml až po 10 000 g/ml.

Postup: do lázně aplikujte látku č. 1 (ACH) prostřednictvím  Procedure No 1. Zadejte koncentraci. Na obrazovce se objeví záznam odpovědi svalu v efektivních jednotkách (v rozsahu 0-155). Vyneste první bod křivky do grafu.  Stiskem jakékoliv klávesy se vrátíte zpět k nabídce agonisty. Zvyšujte koncentraci agonisty a zaznamenávejte intenzitu účinku. Do grafu 1 sestrojte křivku koncentrace-účinek a na ose x odečtěte koncentraci agonisty vyvolávající 50 % maximálního účinku (EC50).

B/ sestrojte křivku závislosti koncentrace-účinek pro karbachol prostřednictvím Procedure No X v koncentracích počínaje 0.0001 g/ml až po 10 000 g/ml.

C/ sestrojte křivku koncentrace-účinek pro hexyltrimethylamonium (HTMA) prostřednictvím Procedure No X          v koncentracích počínaje 0.0001 g/ml až po 10 000 g/ml.

Tab. č. 2.  Účinek agonistů M receptorů na hladký sval ilea
	ACH 
(g/ml)
	Účinek (0-155)
	Karbachol (g/ml)
	Účinek (0-155)
	HTMA (g/ml)
	Účinek (0-155)

	0.0001 
	
	0.0001 
	
	0.0001 
	

	0.001
	
	0.001
	
	0.001
	

	0.01
	
	0.01
	
	0.01
	

	0.1
	
	0.1
	
	0.1
	

	1
	
	1
	
	1
	

	10
	
	10
	
	10
	

	1000
	
	1000
	
	1000
	

	10000
	
	10000
	
	10000
	

	ACH 
	EC50=
	Karbachol
	EC50=
	HTMA
	EC50=

	
	Emax=
	
	Emax=
	
	Emax=


[image: image1.emf]Graf 1: ACH, karbachol, HTMA
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Úloha č. 2: Účinek agonisty ACH za přítomnosti selektivního antagonisty na M receptorech (atropin) a nespecifického spazmolytika (papaverin) 
A/ Překreslete křivku koncentrace-účinek pro acetylcholin (ACH) z grafu 1 do grafu 2. 

B/ analyzujte účinek ACH v přítomnosti antagonisty M receptorů - atropinu. Zadáním č.13 aplikujte do lázně atropin      v koncentraci 0.1 g/ml. O přítomnosti atropinu vás informuje poznámka „atropine in use“ (atropin však nevyvolá žádný účinek). V přítomnosti antagonisty opakujte pokus s ACH. Sestrojte  závislost koncentrace-účinek agonisty za přítomnosti antagonisty. Odečtěte EC50 agonisty v přítomnosti antagonisty.


C/ Vymyjte lázeň (stiskem procedure No 21) a zkontrolujte vymytí na záznamu, kde se objeví poznámka „washout“. Opakujte předchozí pokus. Sestrojte stejným způsobem křivku koncentrace-účinek agonisty v přítomnosti vyšší koncentrace atropinu (1 g/ml). Porovnejte křivky koncentrace-účinek agonisty ACH v přítomnosti dvou různých koncentrací antagonisty atropinu.
D/ Vymyjte lázeň (stiskem procedure No 21) a zkontrolujte vymytí na záznamu, kde se objeví poznámka „washout“. Sestrojte stejným způsobem křivku koncentrace-účinek agonisty v přítomnosti papaverinu (10 g/ml). Srovnejte křivky koncentrace-účinek agonisty ACH v přítomnosti dvou různých koncentrací antagonisty atropinu a v přítomnosti antagonisty papaverinu.
Tab. č. 3.  Účinek ACH na hladký sval ilea za přítomnosti antagonistů
	
	Účinek (0-155)

	ACH (g/ml)
	ACH + atropin 0.1 g/ml  
	ACH + atropin 1 g/ml  
	ACH + papaverin 10 g/ml  

	0.0001 
	
	
	

	0.001
	
	
	

	0.01
	
	
	

	0.1
	
	
	

	1
	
	
	

	10
	
	
	

	1000
	
	
	

	10000
	
	
	

	
	EC50=
	EC50=
	EC50=

	
	Emax=
	Emax=
	Emax=


[image: image2.emf]Graf 2: ACH, ACH + atropin (0.1 a 1 mg/ml), ACH + papaverin (10 mg/ml)
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Úloha č. 3: Demonstrace účinku nepřímých agonistů M receptorů.

Z grafu 1 do grafu 3 překreslete křivky pro ACH a karbachol. Sestrojte křivky koncentrace-účinek pro ACH v přítomnosti fyzostigminu (1 g/ml) a pro karbachol v přítomnosti fyzostigminu (1 g/ml)  Odečtěte EC50. 
	ACH 

+ fyzostigmin (1 g/ml)
	Účinek (0-155)
	Karbachol + fyzostigmin (1 g/ml)
	Účinek (0-155)

	0.0001 
	
	0.0001 
	

	0.001
	
	0.001
	

	0.01
	
	0.01
	

	0.1
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[image: image3.emf]Graf 3: ACH, karbachol, ACH + fyzostigmin (1 mg/ml),                                                  

karbachol + fyzostigmin (1 mg/ml) 
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Kontrolní otázky:
Úloha č. 1:

1. Co znamená hodnota EC50 agonisty a jaký má význam?
2. Které látky na grafu 1 je možné označit za plné agonisty a které za parciální a proč?
3. Která látka má nejvyšší a která nejnižší afinitu k M receptoru?
Úloha č. 2:

4.  Jak ovlivnil atropin křivku koncentrace – účinek acetylcholinu?
5. Jedná se o vztah kompetitivní nebo nekompetitivní?
6. Jak ovlivnil papaverin křivku koncentrace – účinek acetylcholinu?
7. Jedná se o vztah kompetitivní nebo nekompetitivní?

Úloha č. 3:

8. Jak ovlivnil fyzostigmin účinky ACH a karbacholu? Vysvětlete rozdíl.
9. Jedná se o synergizmus nebo antagonizmus?
10. Je to interakce farmaceutická, farmakodynamická nebo farmakokinetická?
11. Jaký má praktický význam ?
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