farmakologická analýza účinku vazotropních farmak (in vitro)
Simulace účinků farmak na tonus izolovaného arteriálního preparátu pomocí programu pro PC „Arteriální a venózní kroužek“. Autor dr Y.Hughes, Lékařská fakulta University Leeds, Anglie

Připravili: MUDr. Stanislav Mičuda, prof. MUDr. Jiřina Martínková, CSc.

Cévní kroužek získaný cirkulárním řezem (lze využít i spirálovitých implantátů) z dlouhé cévy (arterie) je vertikálně natažen mezi dvěma úpony a ponořen do lázně s vyhřívaným a okysličovaným fyziologickým roztokem. Jeden z úponů je spojen s izometrickým převaděčem umožňujícím měření síly kontrakce (měřeno v gramech). Arteriální kroužek je modelem efektorové tkáně bez noradrenergního  zakončení. Proto tuto metodu nelze použít k demonstraci účinku nepřímého agonisty (tyraminu) a farmak ovlivňujících neuronální reuptake (kokainu, tricyklických antidepresiv). Alfa receptory arteriálního kroužku jsou výhradně typu (1.

Cílem  praktického cvičení je farmakologická analýza účinků vybraných agonistů a antagonistů  na hladký sval arterie a význam funkce endotelu pro jejich působení.     

Charakteristika metody.

 
Arteriální proužek s endotelem modeluje podmínky, ve kterých dochází ke kontrakci a relaxaci hladkého cévního svalu. K vyvolání svalové kontrakce  použijeme agonistů  (1 receptorů - noradrenalinu a fenylefrinu (Tab. č. 1). Jako antagonistu použijeme nifedipin  (Tab. č. 2), který vede k dilataci hladkého svalu. Dilatační účinek se studuje na tonické kontrakci navozené přítomností vhodného agonisty. Intenzita vazodilatace se měří v % uvolnění tonické kontrakce. Antagonismus může být kompetitivní nebo nekompetitivní (v závislosti na obsazení receptorového místa). Pokud je tonická kontrakce vyvolána noradrenalinem a fenylefrinem, pak je inhibována nekompetitivně nifedipinem (antagonistou kalciových kanálů). Je-li vyvolána agonistou BAY K 8644 (agonistou kalciových kanálů), pak je inhibována nifedipinem kompetitivně.  

Arteriální proužek zbavený endotelu: tento model je vhodný k demonstraci účinku vazotropních farmak v patologických podmínkách (poškození endotelu patologickým  procesem). Cévní výstelka je důležitá pro dostupnost endogenního NO v cílové tkáni. Chybí-li endotel, neuplatní se vazodilatační účinek NO a tím se může modifikovat působení některých vazotropních farmak. Ověřme si tento mechanismus na účinku modelových látek noradrenalinu a fenylefrinu, acetylcholinu a nitroprusidu (Tab. č. 1)

Tab. č. 1.  Vlastnosti a účinné koncentrace vybraných agonistů

	Účinné látky- agonisté

	Léčivo
	Místo účinku, specifické receptory (a účinné koncentrace v mol/l)
	Poznámka

	Noradrenalin (NORA)
	1 a 2 (3x10-8) 2 (1x10-6)
	

	Isoprenalin
	2 (1x10-8)
	

	Phenylephrin
	1  (4x10- 8)
	

	Endothelin-1
	Artérie (6x10-9); vény (1x10-10)
	

	Nitroprusid
	Artérie (3x10-9); vény (3x10-9)
	

	Acetylcholin (ACH)
	Vazodilatace (1x10-8), vazokonstrikce (1x10-6)
	Vazodilatace závislá na přítomnosti endotelu

	Angiotensin II
	(1x10-8)
	

	BAY K 8644
	(2x10-8)
	Agonista kalciových kanálů


Tab. č. 2.  Vlastnosti a účinné  koncentrace vybraných antagonistů a L-NMMA. 

	Léčivo
	Místo účinku, specifické receptory ( a účinné koncentrace v mol/l)

	L-NMMA
	Inhibitor syntetázy NO (1x10-5)

	Prazosin
	1 (1x10-10); 2 (2x10-7) – nekompetitivní antagonista receptorů na artériích s intaktním endotelem

	Atropin (ATR)
	Antagonista M receptoru (1x10-9)

	Nifedipin
	Nekompetitivní antagonista vazokonstrikčních látek  ( 5x10-9 )


K porovnání účinků farmak použijeme křivku závislosti koncentrace – účinek (KÚ) a ED50.

Záznam č. 1. Závislost síly stahu cévního kroužku na koncentraci noradrenalinu
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Úloha č.1: Sestrojte křivky KÚ noradrenalinu pomocí metody cévního kroužku s intaktním endotelem a kroužku zbaveného endotelu.

Postup:

1. Vyberte arteriální kroužek s intaktním endotelem.

2. Aplikujte stoupající koncentrace noradrenalinu a měřte sílu kontrakce. Zvolte počáteční koncentrací 1x10-10 mol/l. Výsledky zaneste do tabulky:

Tab. č. 3.  Účinek noradrenalinu na cévní kroužek s intaktním endotelem (Záznam č. 1).

	Noradrenalin mol/l
	Síla kontrakce g

	1x10-10
	

	1x10-9
	

	1x10-8
	

	1x10-7
	

	1x10-6
	

	1x10-5
	

	1x10-4
	


Sestrojte křivku KÚ noradrenalinu, odečtěte maximální efekt (sílu kontrakce) a ED50 (Graf č. 1).

3. Zrušte pokus a vyberte arteriální kroužek bez endotelu.

4. Opakujte postup z bodu 2.

Tab. č. 4.  Účinek noradrenalinu na cévní kroužek bez endotelu

	Noradrenalin mol/l
	Síla kontrakce g

	1x10-10
	

	1x10-9
	

	1x10-8
	

	1x10-7
	

	1x10-6
	

	1x10-5
	

	1x10-4
	


Sestrojte křivku KÚ noradrenalinu, odečtěte maximální efekt (sílu kontrakce) a ED50
Vysvětlete rozdíl v účincích NORA na oba typy arteriálních preparátů.
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 Závislost síly stahu cévy na koncentraci noradrenalinu (křivka KÚ) a přítomnosti endotelu.

Úloha č.2: Význam intaktního endotelu pro účinek acetylcholinu a nitroprusidu.

Postup:

1. Vyberte arteriální kroužek s intaktním endotelem.

2. Aplikujte fenylefrin  ve stoupajících koncentracích  a  zaznamenejte tonickou kontrakci (počáteční koncentrace 1x10-10 mol/l). 

Tab. č. 5a.  Účinek fenylefrinu na cévní kroužek s intaktním endotelem. 

	Fenylefrin mol/l
	Síla kontrakce g  

	1x10-10
	

	1x10-9
	

	1x10-8
	

	1x10-7
	

	1x10-6
	

	1x10-5
	

	1x10-4
	


Sestrojte křivku KÚ fenylefrinu, odečtěte maximální účinek a EC50 fenylefrinu.

Účinek farmak navozujících vazodilataci (Tab. č. 1) testujeme na kontrakci hladkého cévního svalu. Kontrakci navodíme fenylefrinem. Zvolíme koncentraci vedoucí k 90% účinku z možného maxima (EC90). EC90 je další hodnota, kterou odečteme z křivky KÚ fenylefrinu. U cévy s endotelem nazveme tuto hodnotu EC90  end.fenylefrinu.

EC90  end.fenylefrinu = 

3. Zrušte pokus a opět použijte arteriální kroužek s endotelem.

4. Aplikujte EC90  end fenylefrinu.

Kontrakci navozenou EC90  end fenylefrinu ovlivňujte aplikací zvyšujících se koncentrací acetylcholinu (počáteční koncentrace ACH  1x10-9 mol/l). Dilataci vyjádřete v % iniciální síly kontrakce a výsledky zapište do tabulky č.43.  Sestrojte křivku KÚ acetylcholinu. Odečtěte EC50  acetylcholinu.

5. Opakujte 2  na cévním kroužku bez endotelu.

Tab. č. 42b.  Účinek fenylefrinu na cévní kroužek bez endotelu. 

	Fenylefrin mol/l
	Síla kontrakce g  

	1x10-10
	

	1x10-9
	

	1x10-8
	

	1x10-7
	

	1x10-6
	


	1x10-5
	

	1x10-4
	


Sestrojte křivku KÚ fenylefrinu, odečtěte maximální účinek, EC90  bez  end.fenylefrinu a EC50 fenylefrinu.
EC90  bez  end.fenylefrinu = 

S použitím EC90  bez  end.fenylefrinu opakujte 3 a 4. Výsledky zapište do tabulky č. 43.

Tab. č. 43. Účinky ACH na cévním kroužku kontrahovaném EC90 fenylefrinu

	Kroužek
	s endotelem 

EC90  end.fenylefrinu
	bez endotelu

EC90  bez  end.fenylefrinu

	ACH (mol/l)
	Dilatace v % iniciální síly kontrakce
	Dilatace v % iniciální síly kontrakce

	1x10-9
	
	

	1x10-8
	
	

	1x10-7
	
	

	1x10-6
	
	

	1x10-5
	
	

	1x10-4
	
	

	1x10-3
	
	


6. Kontrakci navozenou  EC90 fenylefrinu ovlivňujte aplikací zvyšující se koncentrací nitroprusidu (počáteční koncentrace nitroprusidu = 1x10-10 mol/l). Opakujte 4 a 5.

Tab. č. 44.  Účinky nitroprusidu na cévním kroužku kontrahovaném EC90 fenylefrinu 

	Kroužek
	s endotelem 

EC90  end.fenylefrinu
	bez endotelu

EC90  bez  end.fenylefrinu

	nitroprusid (mol/l)
	Dilatace v % iniciální síly kontrakce
	Dilatace v % iniciální síly kontrakce

	1x10-10
	
	

	1x10-9
	
	

	1x10-8
	
	

	1x10-7
	
	

	1x10-6
	
	

	1x10-5
	
	

	1x10-4
	
	


Úlohy:

(a) Porovnejte EC50  a EC90 fenylefrinu na obou typech arteriálního kroužku. 

Tab. č. 45.  Maximální účinek  a  EC50 fenylefrinu na cévním kroužku v závislosti na endotelu

	Fenylefrin
	EC90  (g)
	EC50 (g)


	- s endotelem
	
	

	- bez endotelu
	
	


Porovnejte maximální účinek a EC50 acetylcholinu a nitroprusidu na obou typech kroužků kontrahovaných  ED90 fenylefrinu.

Tab. č. 46.  Maximální účinek a EC50  acetylcholinu a nitroprusidu na cévním kroužku  

	
	Maximální účinek  (g)
	EC50
	
	Maximální účinek  (g)
	EC50

	Acetylcholin
	
	
	Nitroprusid
	
	

	- s endotelem
	
	
	- s endotelem
	
	

	- bez endotelu
	
	
	- bez endotelu
	
	


Kontrolní otázky:

1. Proč se liší maximální účinek a EC50 noradrenalinu na cévní kroužek s endotelem a bez endotelu endotelu?

2. Vysvětlete podstatu rozdílu účinků acetylcholinu na oba preparáty. 

3. Jakým mechanismem je zprostředkován účinek acetylcholinu na cévy ?

4. Jsou rozdíly v odpovědi obou preparátů na podání nitroprusidu?

5.  Mohlo by podání L-NMMA modifikovat účinek nitroprusidu a acetylcholinu na obou typech artérií?

Úloha č.3: Porovnejte vliv nifedipinu na kontrakci navozenou noradrenalinem a BAY K 8644.

Postup:

1. Vyberte cévní kroužek s intaktním endotelem.

Aplikujte zvyšující se koncentrace BAY K 8644 (počáteční koncentrace farmaka = 1x10-8 mol/l). Měřte kontrakce cévního kroužku a výsledky zapište do tabulky. 

2. Sestrojte křivku KÚ pro BAY K 8644 

3. Zrušte pokus a vyberte cévní kroužek s intaktním endotelem.

4. Aplikujte nifedipin v koncentraci 1x10-1 mol/l a opakujte podání BAY K 8644.

Tab. č. 47.  Kontrakce cévního kroužku po podání BAY K 86 44.   

	
	Bez premedikace
	Premedikace nifedipinem

	BAY K 86 44 (mol/l)
	Síla kontrakce g  
	Síla kontrakce  g 

	1x10-8
	
	

	1x10-7
	
	

	1x10-6
	
	

	1x10-5
	
	

	1x10-4
	
	

	1x10-3
	
	


5. Sestrojte křivku KÚ pro BAY K 8644 v přítomnosti nifedipinu

6. Opakujte (3).

7. Podávejte NORA ve stoupajících koncentracích (počáteční koncentrace = 1x10-10 mol/l) nebo použijte  výsledky předchozího pokusu (tab. č. 40)

8. Opakujte (3). 

9. Aplikujte nifedipin v koncentraci 1x10-1 mol/l

10. Opakujte  7.

Tab. č. 48.  Kontrakce cévního kroužku po NORA  

	
	Bez premedikace
	Premedikace nifedipinem

	NORA mol/l
	Síla kontrakce g  


	Síla kontrakce g 

	1x10-10
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	


11. Sestrojte křivku KÚ noradrenalinu bez premedikace a v přítomnosti nifedipinu.

Odečtěte ED50 NORA.

Kontrolní otázky:

1. Vysvětlete mechanismus účinků noradrenalinu a BAY K 8644 na cévu.

2. O jaký typ antagonismu se jedná v případě premedikace nifedipinem před podáním noradrenalinu a BAY K 8644?

3. Jak se liší kontraktilní odpověď cévy na noradrenalin ve srovnání s odpovědí na BAY K 8644?

4. Využívá se účinků nifedipinu v praxi? 
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Síla kontrakce hladkého svalu cévy (g)





Koncentrace noradrenalinu v mol/l





Popis: NORA v koncentraci 10-9 - 10-6 mol/l zvyšoval sílu stahu cévního kroužku (stimulací (1 receptorů). Vyšší koncentrace NORA naopak vedly k uvolnění kroužku (viz tab. 38)
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