Farmakologická analýza látek ovlivňujících nervosvalovou  ploténku (in vitro)
Simulace účinků farmak na příčněpruhovaný sval pomocí programu pro PC „N. phrenicus – bránice“.
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Úkolem je demonstrovat účinek vybraných léčiv metodou izolované bránice potkana.  Jedná se o nervově-svalový preparát představující funkční jednotku somatického nervu (n.phrenicus) a příčně pruhovaného svalu. Je modelem funkce nervosvalové ploténky vhodným k demonstraci mechanismů jejího ovlivnění. 

Hodnoceným  kritériem je vliv farmak na kontrakci bráničního svalu navozenou elektrickou stimulací.  

Popis metody: nervově svalový preparát je ponořen do vyhřívané lázně naplněné okysličeným Krebsovým roztokem o teplotě 37 (C.  Sval je kontrahován el. impulzy (o frekvenci 0.05 a 0.5 Hz) pomocí stimulátoru a elektrod ponořených do lázně. Svalová kontrakce se měří izometricky, tj. registruje se změna síly svalové kontrakce v g  (za konstantní svalové délky).  Účinek testovaných farmak se udává v % změny počáteční síly stahu. Testované látky se aplikují do lázně. Po ukončení každé úlohy musí být odstraněny (vymyty příkazem wash-out) a sval dosáhne klidového napětí zatížením 0.5 g. 

Poznámka: účinek acetylcholinu v podmínkách, kdy je sval již kontrahován el. stimuly, má v nižších koncentracích účinky aditivní (je synergistou), ve vyšších koncentracích vede ke svalové relaxaci.    

Postup práce:

Po spuštění programu:


- logo programu odstraníme stiskem libovolné klávesy


- zvolte barevnou projekci výsledků - 1

- zvolte koncentrace farmak v ug/ml - 1

- výsledky  znázorněte na obrazovce - S (screen)

Na obrazovce se objeví horizontální stupnice (měřítko) síly stahu příčně pruhovaného svalu v gramech. Protože měřítko během experimentu rychle mizí, doporučujeme si jej zaznamenat na okraj papíru. Měření je pak možno odečítat s určitou tolerancí jednoduchým přiložením měřítka k obrazovce. Po stisku libovolné klávesy se spustí automatická stimulace n. phrenicus frekvencí 0.05 Hz. Projeví se svalovou kontrakcí o určité síle.


Síla stahu se zobrazuje periodicky jako horizontální linie s odpovídající délkou (viz Záznam č. 1). Po dosažení konstantního účinku zmizí nápis „wait“. Program zastavte stiskem libovolné klávesy. Bílý nápis následně nabídne výběr: stiskem klávesy C simulace pokračuje, stiskem klávesy O se dostáváte zpět do hlavní nabídky (menu). Pokračujte podle instrukcí uvedených v jednotlivých úlohách.

	účinné látky

	Acetylcholin (ACH)
	v nízkých koncentracích stimuluje muskarinové M receptory, ve vysokých koncentracích nikotinové N receptory, je rozkládán acetylcholinesterázou s poločasem 150 ms.

	Tubokurarin, atracurium
	Nedepolarizující kompetitivní antagonisté, vyvolávající reverzibilní blokádu nikotinových receptorů

	Neostigmin
	Inhibitor acetycholinesterázy

	Sukcinylcholin
	Depolarizující neuromuskulární blokátor

	Trietylcholin
	Inhibuje uptake cholinu, tím omezí syntézu ACH a způsobí blokádu neuromuskulárního přenosu, a to za předpokladu, že stimulace je dostatečně vysoká, aby vedla k depleci zásobního ACH. Jeho účinky mohou být zrušeny cholinem. 

	4-Aminopyridin
	Blokádou presynaptických kaliových kanálů vede k uvolnění acetylcholinu

	Streptomycin 
	Inhibuje uvolňování acetylcholinu z presynaptického zakončení 

	Cholin
	Prekurzor ACH

	Atropin
	Kompetitivní antagonista muskarinových receptorů


Úloha č.1: Zaznamenejte účinek acetylcholinu na sílu svalové kontrakce po podání doporučených koncentrací farmaka.

Tab. č. 52.  Poznámka - mezi použitím koncentrace 1000 g/ml a 10000 g/ml 3x propláchněte lázeň.

	
	Síla svalového stahu

	Výchozí hodnota (el.stimulace 0.05 Hz)
	
	

	n. phrenicus
	1. fáze (
	2. fáze (

	Acetylcholin  (g/ml)    - 10
	
	

	                                       - 100
	
	

	                                       - 1000
	
	

	Wash out 3x
	
	

	                                       - 10000 
	
	


Kontrolní otázky:

1. Charakterizujte účinek acetylcholinu.

2. Jaký typ receptorů je ovlivňován?

3. Která skupina farmak ovlivňuje stejný typ receptorů?

Úloha č. 2: Analyzujte interakci inhibitoru acetylcholinesterázy s depolarizující a nedepolarizující myorelaxační  látkou.

1. Použijte automatické stimulace n. phrenicus

2. Aplikujte tubokurarin v koncentraci 5 g/ml.

    Jakmile dosáhnete  konstantní síly kontrakce, zaznamenejte ji do tabulky.

3. Podejte neostigmin 10 g/ml a opět zaznamenejte účinek.

4. Vymyjte 3x lázeň.


5. Použijte  stimulace n. phrenicus
    

6. Aplikujte sukcinylcholin - 1 g/ml a    zaznamenejte sílu stahu.


7. Podejte neostigmin 10 g/ml a zaznamenejte sílu stahu.

8. Vymyjte 3x lázeň.

Tab. č. 53.  Vliv  tubokurarinu a neostigminu na  sílu stahu  příčně pruhovaného svalu (Záznam č. 1). 

	
	síla stahu g
	%

	Počáteční (stimulace n. phrenicus)
	
	100

	 Tubokurarin  - 5 g/ml
	
	

	+ Neostigmin  - 10 g/ml
	
	


Tab. č. 54.  Vliv sukcinylcholinu a neostigminu na sílu stahu příčně pruhovaného svalu (Záznam č. 1).

	
	síla stahu g
	síla stahu %

	Počáteční (stimulace n. phrenicus)
	
	
	100
	

	
	1. fáze (
	2. fáze (
	1. fáze (
	2. fáze (

	 Sukcinylcholin  - 1 g/ml
	
	
	
	

	+ neostigmin - 10 g/ml
	
	
	
	


Kontrolní otázky:

1. Jak ovlivní premedikace neostigminem účinek obou látek?

2. Jakým způsobem je možno potlačit toxické projevy obou látek?

Záznam č. 1. Vliv vybraných farmak na sílu stahu příčně pruhovaného svalu.
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* Sila kontrakce je zaznamenavana v podobé horizontdlnich linii kazdych 20 vtefin




Úloha č. 3: Posuďte trvání účinku tubokurarinu a atracuria.

Postup:

1. do lázně el.stimulovaného svalu aplikujte tubokurarin v koncentraci 5 g/ml. 

2. do grafu zaznamenejte rychlost nástupu účinku a jeho trvání (max. 20 min.). Vycházíme z údaje, že síla kontrakce je zaznamenávána v podobě horizontálních línií každých 20 sekund.

3. wash out 3x.

4. v obdobných podmínkách aplikujte atracurium (1 g/ml).

5. opakujte (2).


6. opakujte (3).


7. zvyšte koncentraci atracuria (10 g/ml).


8. opakujte (2).

9. opakujte (3).

* Každá horizontální linie odpovídá 20 sek.

Tab. č. 55.  Vliv tubokurarinu a atracuria na  sílu stahu  příčně pruhovaného svalu. Hodnocení trvání účinku. 

	
	Síla stahu g
	Trvání účinku

	Počáteční (stimulace n. phrenicus)
	
	

	Tubokurarin  - 5 g/ml
	
	

	Atracurium - 1 g/ml
	
	

	Atracurium - 10 g/ml
	
	


Kontrolní otázka:

1. Která látka má kratší dobu účinku?

Úloha č. 4: analyzuje vliv streptomycinu a 4-aminopyridinu na nervosvalovou ploténku.

Postup: do lázně s el. stimulovaným svalem aplikujte:

1. streptomycin v koncentraci 100 g/ml (výsledný účinek zapište do tabulky). 

2. 4-aminopyridin v koncentraci 200 g/ml.

3. Wash out 3x.

4. vyšší koncentrací streptomycinu - 500 g/ml (výsledný účinek zapište do tabulky). 

5. a 4-aminopyridinu - 200 g/ml.

Tab. č. 56.  Vliv streptomycinu a aminopyridinu na sílu stahu příčně pruhovaného svalu. 

	
	síla stahu g
	%

	Počáteční (stimulace n. phrenicus)
	
	100

	Streptomycin  - 100 g/ml
	
	

	4-Aminopyridin  - 200 g/ml
	
	

	Wash out 3x
	
	

	Návrat k počáteční hodnotě
	
	100

	Streptomycin  - 500 g/ml
	
	

	4-Aminopyridin  - 200 g/ml
	
	


Kontrolní otázky:

1. Jakým mechanismem ovlivňují obě látky děje na nervosvalové ploténce?

2. Je muskulotropní účinek streptomycinu (a dalších antibiotik stejné skupiny) prakticky   

důležitý?

Úloha č. 5: Vliv atropinu na sílu svalového stahu.

Vyzkoušejte výše popsaným způsobem vliv stoupajících koncentrací atropinu na kontrakci příčně pruhovaného svalu.

Tab. č. 57.  Vliv atropinu na sílu stahu příčně pruhovaného svalu. 

	
	Síla stahu g

	Počáteční (stimulace n.phrenicus)
	

	Atropin (g/ml) - 1 
	

	                           - 10
	

	                            -100
	


Kontrolní otázka:

1. Lze použít atropin jako myorelaxans? Svoji odpověď zdůvodněte.

Úloha č. 6: Vliv depolarizujících a nedepolarizujících myorelaxancií na tetanickou stimulaci.

K odlišení nedepolarizujících a depolarizujících  myorelaxačních farmak  se užívá tetanická stimulace  (30 Hz po dobu 5 s). Nedepolarizující (kompetitivní) blokátor N receptorů tetanickou kontrakci inhibuje. Depolarizující látka má za následek malou odpověď ve smyslu stimulace. Vysvětlete princip.


Upozornění - tetanická stimulace je ovlivněna kompetitivními antagonisty při nižších koncentracích, než jakých je třeba k ovlivnění kontrakce na jednoduché podráždění.

1. Aplikujte tubokurarin v koncentraci 0.1 g/ml ke svalu el. stimulovanému.

2.  Po dosažení konstantní změny síly stahu navoďte tetanickou kontrakci. Po jejím ukončení přerušte rychle pokus tak, aby záznam tetanické stimulace zůstal na obrazovce a zakreslete její průběh.

3.  wash out 3x.

4. opakujte 1 se sukcinylcholinem v koncentraci 0,1 g/ml.

5. Opakujte  2.

6.  Wash out 3x

7. Výsledky zakreslete do grafu.

Úloha č. 7: Porovnejte účinky tubokurarinu, sukcinylcholinu a trietylcholinu na sílu svalového stahu vyvolanou el. stimulací o frekvenci 0.05 a 0.5 Hz.


Účinné látky aplikujte postupně v doporučených koncentracích. Po každé aplikaci je nutno vymýt lázeň. Vyjímkou je trietylcholin, po kterém bez vymývací periody aplikujte cholin.

Tab. č. 58.  Účinky tubokurarinu, sukcinylcholinu a trietylcholinu na tetanickou kontrakci kosterního svalu

	Síla stahu 
	0.05 Hz
	0.5 Hz

	Počáteční (stimulace n. phrenicus)
	
	

	Tubokurarin – 2 g/ml
	
	

	Sukcinylcholin - 3 g/ml
	
	
	
	

	Trietylcholin – 1000 g/ml
	
	

	Cholin -      g/ml
	
	


*Rozdělení řádků u sukcinylcholinu slouží k popisu dvoufázového účinku. 

Vysvětlete rozdíly.

Úloha č. 8: Určení mechanismu účinku neznámé látky.

V hlavní nabídce je pod číslem 21 zařazeno neznámé myorelaxans. Na základě předchozích výsledků  se pokuste o zařazení neznámé látky do příslušné skupiny. Své rozhodnutí zdůvodněte.

