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Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)
Lidija Bach-Rojecky, Darko Modun

Cilj modula:
- upoznavanje s osnovim nacinima vezanja lijeka na receptore
- upoznavanje s odnosom izmedu koncentracije lijeka i ucinka
- upoznavanje s osnovnim farmakodinamickim parametrima.

Stecene vjestine nakon zavrsenog modula:
- razumijevanje farmakoloskih razlika izmedu razlicitih vrsta agonista i
antagonista
- razumijevanje ovisnosti ucinka o primijenjenoj dozi samog agonista ili u
kombinaciji s antagonistom
- razumijevanje znacenja osnovnih farmakodinamickih parametara.

1. Uvod

Vecina lijekova ostvaruje svoje djelovanje kao rezultat visoko specificnog vezanja
za receptore - proteinske makromolekule na plazmatskim membranama.

Neki lijekovi te mnogi prirodni hormoni i neurotransmitori reguliraju funkciju
receptora djelujuci kao agonisti na jedan ili viSe tipova receptora aktiviraju¢i njegove
signalizacijske mehanizme i uzrokujuéi bioloski odogovor.

Agonisti mogu biti pravi, parcijalni ili inverzni.

Pravi agonist postize maksimalan ucinak kod potpune ili djelomi¢ne zauzetosti
receptora.

Parcijalni agonist postize uc¢inak manji od maksimalnog kod potpune zauzetosti
receptora, ¢ak i kod visokih doza.

Inverzni agonist se veze za inaktivnu konformaciju receptora te smanjuje frakciju
receptora u aktivnhom stanju, tj. sprecava vezanje agonista i konstitutivnu aktivnost
receptora.

Za svaki lijek koji djeluje kao agonist nekog odredenog tipa receptora je s aspekta
farmakodinamike vazno poznavati njegovu potentnost i maksimalnu uc¢inkovitost koje
se procjenjuju na temelju osnovnih farmakodinamickih parametara, poput ECs
(koncentracija lijeka koja postize 50% najveceg ucinka), Epaks (najveci ucinak koji
lijek moZe posti¢i) i Kd (ravnoteZna konstanta disocijacije kompleksa lijek-receptor).

Drugi lijekovi djeluju kao farmakoloSki antagonisti, vezu¢i se za receptor
ometaju vezanje i aktivaciju receptora agonistom, a bez uzrokovanja njegove
aktivacije.

Antagonisti mogu biti kompetitivni ili nekompetitivni te se vezati za receptor
reverzibilno ili ireverzibilno.

Kompetitivni antagonisti natje€u se s agonistom za vezno mjesto pa je njihov
uc¢inak ovisan o relativnoj koncentraciji agonista te o konstanti disocijacije
antagonista (mjera afiniteta antagonista prema receptoru). Ovisno o primijenjenoj
koncentraciji, antagonisti mogu smanjiti ili ponistiti u¢inak agonista.
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Nekompetitivni antagonisti se veZu za drugo vezno mjesto na receptoru
smanjujuci ili sprecavajuci djelovanje agonista.

Receptori najces¢e odreduju kvantitativne odnose izmedu doze, odnosno
koncentracije lijeka i farmakoloSkog ucinka. Afinitet receptora za vezanje lijeka
odreduje koncentraciju lijeka potrebnu za tvorbu znacajnog broja kompleksa lijek-
receptor, a ukupni broj receptora moZe ograniciti maksimalni u¢inak nekog lijeka.

Ispitivanja na izoliranim tkivima/organima su Cesto koristena u farmakolosko-
toksikoloskim analizama za:

- proucavanje ucinaka tvari na specifi¢ni tip receptora

- odredivanje krivulje doza-ucinak za tvari s agonistickim djelovanjem te
kvantifikaciju osnovnih farmakoloskih parametara agonista

- istrazivanja novih lijekova.

Prednost istraZivanja djelovanja lijekova in vitro na izoliranim tkivima u odnosu
na in vivo pokuse je u tome Sto omogucuje istraZivanje specifi¢nih uc¢inaka na izolira-
nom tkivu, preko specificnog podtipa receptora, a bez neZeljenih djelovanja na ostala
tkiva Sto bi bilo nemoguce izbjeci u pokusima in vivo, npr. nakon sistemske primjene
ispitivane tvari.

IstraZivanja ovog tipa Cesto su koriStena za demonstraciju i kvantificiranje u¢inaka
lijekova na intestinalne glatke miSi¢e. Ovaj glatki miSi¢ ima minimalnu spontanu
(bazalnu) aktivnost, a sadrzi velik broj receptora (muskarinski, histaminski, GABA,
serotoninski, adrenoreceptori...) zbog cega je pogodan za demonstraciju djelovanja
razlicitih lijekova.

Acetilkolin je glavni ekscitacijski neurotransmitor za glatku muskulaturu crijeva
koji uzrokuje brzu, ali kratkotrajnu kontrakciju djelujuc¢i preko muskarinskih recepto-
ra (Mj3). Primarni je neurotransmitor u autonomnim ganglijima, neuromi$i¢noj
spojnici i postganglijskim parasimpatickim zavrSecima s podjednakim afinitetom
vezanja za muskarinske i nikotinske receptore te visokom osjetljivo$¢u na hidrolizu
acetilkolinesterazom. Izravni kolinomimetici (agonisti kolinergi¢nih receptora) su
esteri kolina, npr. metakolin i karbahol, a razlikuju se od acetilkolina po selektivnosti
prema kolinergi¢nim receptorima (npr. metakolin je visokoselektivan prema
muskarinskim receptorima, a karbahol je selektivniji prema nikotinskim receptorima)
te osjetljivosti na hidrolizu acetilkolinesterazom (karbahol je neosjetljiv na enzim
zbog ¢ega mu ucinak traje duZe).

Kada bismo na Zivotinji u in vivo pokusu primijenili acetilkolin, osim djelovanja
na glatku muskulaturu crijeva, ostvarili bi se i drugi brojni neselektivni periferni, ali i
sredisnji ucinci.

Atropin je primjer visokoselektivhog kompetitivnog antagonista muskarinskih
receptora, medutim bez razlike u afinitetima prema podtipovima muskarinskih
receptora. Na primjer, kada bismo atropin primijenili na pokusnoj Zivotinji, osim
relaksirajuc¢eg djelovanja na intestinalne miSice, ispoljili bi se i sistemski neZeljeni
ucinci na druga tkiva koje je tada tesko kvantificirati (npr. miSi¢ni sloj Zlijezda
slinovnica, zjenica oka).

Princip in vitro metode ispitivanja djelovanja razlicitih tvari na izolirano tkivo
(npr. glatki miSi¢ ileuma) je da se komadi¢ ileuma uroni u Ringerovu otopinu na
temperaturi od 37°C i smjesu 95% O, i 5% CO; te se dodatkom razli¢itih tvari u
rastu¢im koncentracijama postiZe brza kontrakcija miSi¢a. Kontrakcija se registrira
preko pretvaraca te biljezi kao pozitivni otklon (tzv. pik) Cija je amplituda najvisa
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brzo nakon aplikacije tvari te potom slabi. Tvar koja postiZe kontrakciju je agonist
receptora. Ucinak, prikazan amplitudom pika, ovisan je o primijenjenoj dozi agonista,
odnosno njegovoj koncentraciji u otopini u koju je uronjeno tkivo.

Kako postupak pripreme tkiva za in vitro pokus zahtijeva Zrtvovanje Zivotinja,
najces¢e zamorcica, postavljaju se brojna eticka pitanja potrebe za ovakvim tipom
eksperimenta bududi da postoje alternativne metode poput kompjutorske simulacije
ovakvog eksperimenta.

U sklopu kompjutorskog programskog paketa ,,Microlabs* modul Isolated ileum
simulira u¢inak razliCitih tvari na izolorani ileum zamorcica.

I1. Upoznavanje s dijelovima i suceljima modula ,,Isolated ileum‘

Nakon odabira modula Isolated ileum prikazuje se glavni izbornik modula.
Odabirom podmodula Introduction nudi se serija video isjecaka koji prikazuju faze
pripreme in vitro pokusa na izoliranom ileumu (od disekcije, anatomije ileuma,
postupka izoliranja ileuma, pripreme tkiva i otopine za uranjenje tkiva te namjeStanje
c¢itavog sustava, do primjene ispitivanih tvari) (Slika 1).

Introduction

dissection

diagram nlestine

anatamy intestine:

isolated deun

diagram muscles

cleaning

ligature

organ bath
POD-MODULI MODULA washing
“ISOLATED ILEUM drug sppicaon

E zpetiment

About author: dr Henk van'wigenburg.  Data provided by dr lan Hughes, Univ. of Leeds
Sponsored by Soheay Pharmaceulicals and Leonardo da Vinci Progamme
Infec Dept of Pt logy, University of dam, b ilgenburg el

Help

About

Quit

Slika1l. Modul ,.Isolated ileum*.

Odabirom podmodula Experiment, otvara se radni prostor. Eksperiment moze
poceti odabirom agonista iz izbornika, potvrdom koncentracije agonista te pritiskom
na tipku ,,apply*. Primjena agonista zaustavlja se pritiskom na tipku ,,wash* (Slika 2).
Postupak se ponavlja mijenjanjem koncentracije agonista.

Osim razliCitih agonista, moguce je ispitati utjecaj odabranog antagonista (iz
izbornika) na u€inak agonista. Jednostavnim mijenjanjem koncentracija agonista uz
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istu koncentraciju antagonista moguce je brojcano i graficki pratiti u€inak agonista
(Slika 3).

U oba slucaja, uz pomo¢ grafickog prikaza te koriStenjem dobivenih numerickih
podataka i odgovarajuc¢ih jednadzbi moguce je do¢i do osnovnih farmakodinamickih
parametara za ispitivane tvari.
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Slika 2.  Sucelje podmodula Experiment - U¢inak odredene koncentracije
odabranog agonista
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Slika 3. Sucelje podmodula Experiment - Ucinak odredene koncentracije
odabranog agonista u prisutnosti odredene koncentracije odabranog
antagonista.
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I1. Klasifikacija i identifikacija farmakoloski aktivnih tvari

1. Primjena jedne tvari - farmakodinamicka karakterizacija agonista

Stecena znanja i vjestine nakon uspjesno zavrSene vjeZbe:

UGINAK (%)

razumijevanje odnosa doze (koncentracije) primijenjene tvari i ucinka te znati
prikazati linearnu i logaritamsku krivulju koncentracija-ucinak

iz krivulja koncentracija-ucinak znati procijeniti ECsy te razumjeti znacenje
tog farmakodinamickog parametra

sluZeci se Lineweaver-Burkovim pravcem pronaci teorijski maksimalan ucinak
i ECsp

uz pomo¢ dobivenih farmakodinamickih parametara, moci okarakterizirati
primijenjenu tvar.

Uc¢inak agonista ovisan je o primijenjenoj dozi, odnosno koncentraciji u otopini.
Grafickim prikazom postignutih ucinaka nakon primjene rastu¢ih koncentracija
agonista dobiju se krivulje odnosa doza/koncentracija (X os, apscisa) — u¢inak (Y os,
ordinata) koje mogu biti hiperbolicke (linearni prikaz) ili sigmoidalne (logaritamski
prikaz). Ovakav graficki prikaz odnosa koncentracije i u¢inka omogucuje odredivanje
sljede¢ih parametara vaznih za karakterizaciju agonista:

ECsop — molarna koncentracija agonista koja uzrokuje 50% maksimalnog
moguceg ucinka agonista (oznac¢ava potentnost lijeka)

maksimalni  ucinak  (Epas U ispitivanom tkivu pod odredenim
eksperimentalnim uvjetima)

Vrijednost ECsy moZe se ocitati iz krivulje doza-ucinak (Slika 4).

100 - ---------------- 100 |-
50 - 50 -------
ECs ECsq
0 ¢ 0 ¢
| | | | | | | | | |
[A] nmol/l Log [A] nmol/l

Slika 4. Linearni i logaritamski prikaz ovisnosti ucinka o koncentraciji

agonista.

Ako pretpostavimo da je jacina ucinka ovisna o udjelu ligandom zauzetih
receptora u odnosu 1:1 te da je vezanje lijeka za receptor reverzibilno, tada se vezanje
lijeka za receptor moze prikazati kao:

[A] x [R] x k, =k, x [AR]

pri ¢emu su [A], [R] i [AR] kako slijedi: molarna koncentracije agonista, pocetna
molarna koncentracija receptora te koncentracija kompleksa agonist-receptor, a kj i k;
konstante stupnja vezanja, odnosno stupnja disocijacije.

Kd jednaka je omjeru ky i k;.
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Ucdinak agonista (E) kod neke odredene koncentracije [A] moze se izraziti
sljedecom jednadzbom:
_ [A] X Emaks _ Emaks
~ ECa+ [A] |, ECs
[A]
Vrijednost za Epaks 1 ECsp mogu se priblizno izracunati koriste¢i Lineweaver-
Burkovu linearnu transformaciju:
1 ECso 1
- = +
E Emaks X [A] Emaks

(Jednadzba 1)

J.2)

Linearnom transformacijom smo dobili klasi¢nu jednadZzbu pravca, ¥ = aX + b,
pri cemu Y je 1/E, X je 1/[A], ECso/Enaxs je nagib pravca, a 1/Eyxs je odsjecak na Y
0si.

Emaks 1 ECso se mogu ocitati iz dvostruko recipro¢nog Lineweaver-Burkovog
grafa pri cemu se na Y osi prikazuje reciprocna vrijednost ucinka (1/E), a jednadzbu
pravca na X osi reciprocna vrijednost koncentracije agonista (10 x 1/[A]), kao §to
prikazuje Slika 5. SjeciSte pravca i Y osi predstavlja 1/Epaxs, a sjecisSte pravea i X osi
predstavlja -1/ECsy,.

0,05

0,04

0,03 1.4

0,02 —

0,01 -|— =
=1/ ‘:_:-I_:-_a; |~

0,0 A
_40 20 0 20 40 60

1E6 x 1/KONCENTRACIJA

Slika 5.  Lineweaver-Burkov graf.
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Primjer 1. Farmakodinamicka karakterizacija acetilkolina

Koriste¢i modul Isolated ileum programskog paketa Microlabs na primjeru
agonista acetilkolina prikazat ¢e se izraCunavanje osnovnih farmakodinamickih
parametara: ECsg 1 Epaxs.

Nakon pokretanja modula, odabrat ¢e se opcija Experiment i odabirom agonista u
pocetnoj koncentraciji zapoceti postupak. Odabran je acetilkolin.

Postupak 1

a) Pocetna odabrana koncentracija agonista acetilkolina je 1E-9 (mol/l), tj. 1 nmol/l;
koncentracija se upisuje u za to predvideni prostor i potvrduje kvacicom; pritiskom na
,»apply‘ u virtualnu otopinu primjenjuje se agonist, a postupak se zaustavlja odabirom
opcije wash (postupak se ponavlja 3 puta);

b) Koncentracija acetilkolina se povecava za faktor 2 (koncentracije u tablici), a za
svaku se koncentraciju postupak ponavlja 3 puta (koncentracije acetilkolina se
povecavaju dok se ne postigne maksimalni ucinak)

¢) Iz pojedina¢nih vrijednosti ispisanih u donjem dijelu aplikacije, izraCunaju se
srednje vrijednosti u€inka za svaku koncentraciju acetilkolina (Tablica 1a) i nacrta se
graf koji prikazuje ovisnost ucinka (Y os) o koncentraciji agonista (logaritam
koncentracije — X os) (Graf 1a).

Tablica 1a. Ucinak odredenih koncentracija acetilkolina.

Koncentracija (mol/L) Ucinak

1E-9 3

2E-9 5

5E-9 7

1E-8 13
2E-8 31
5E-8 58
1E-7 70
5E-7 82
1E-6 81

Ucinak

10-1° 10°° 108 107 106 103
Log koncentracije acetilkolina

Graf 1a. Graficki prikaz ovisnosti u¢inka o koncentraciji (log koncentracije)
acetilkolina s nazna¢enom ECsy.



Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Iz tablice 1 grafa log koncentracije-u¢inak moguce je ocitati osnovne
farmakodinamicke parametre, Epas 1 ECs9. U slucaju acetilkolina ECsy iznosi 3x10°
mol/l = 30 nmol/l, a E,, iznosi oko 81.

Kako bi priblizno izracunali Epas i ECsy za acetilkolin koristit ¢emo
Lineweaver-Burkovu transformaciju (Jednadzba 2):

1 ECso 1
- = +
E Emaks X [A] Emaks

te nacrtati Lineweaver-Burkov graf (Slika 5).

d) Za crtanje Lineweaver-Burkovog grafa koristit ¢emo koncentracije agonista
bliske ECsy (2E-8, 3E-8, 4E-8), iz tri dobivene srednje vrijednosti izraCunati srednju
vrijednost ucinka (ponavljanjem postupka u aplikaciji, kako je prethodno opisano) te
iz njih izraCunati potrebne varijable, tj. reciprocne vrijednosti koncentracije i ucinka)
(Tablica 1b).

Tablica 1b. Dobivene vrijednosti uc¢inka ovisno o koncentraciji acetilkolina iz
aplikacije te prilagodene vrijednosti potrebne za crtanje Lineweaver-

Burkovog grafa.

Koncentracija U¢inak 10 x 1/Koncentracija 1/U¢inak
2E-8 30 50 0,03333
3E-8 36 33 0,02777
4E-8 44 25 0,02273

Na osnovu dobivenih vrijednosti nacrtat ¢e se graf (Graf 1b).

e) Iz dobivenog grafa mogu se ocitati sljedece vrijednosti: sjeciSte pravca i Y osi
oznacava 1/E ks, a sjeciSte pravca i X osi oznacava -1/ECsy.

0.040-
0.035-
0.030-
0.025-
0.020- g
0.0154 -~
-1/ECx, 00161 1/Emax
\ ,,/ 0.005-
—fE—

40 -30 20 10 0 10 20 30 40 50 60
10® x 1/KONCENTRACIJA

1/UCINAK

Graf 1b. Lineweaver-Burkov graf s oznacenim toCkama za 1/E s 1 -1/ECsy.

Iz Grafa 1b se mozZe ocitati da je:
a) sjeciSte pravcai Y osina 0,0125, iz ¢ega proizlazi da je:
E ks za acetilkolin = 1/0,0125 = 80
b) sjeciste pravca i X osi je na -32, iz Cega proizlazi da je:
ECs za acetilkolin = -1/(-32)x10 = 3,1x10® mol/l = 31 nmol/l.



Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Samostalna vjezba za studente 1

Vjezbu mogu izvoditi dva studenta u paru. Svaki par radi pokus s dva agonista:
acetilkolinom i jednim agonistom (kojeg im odredi voditelj vjezbi). Po zavrSetku
vjezbe se svi farmakodinamicki parametri za sve ispitivane agoniste upisuju u skupnu
tablicu (Skupna tablica 1).

Nakon pokretanja programa Microlabs, na glavnom meniju odaberite Isolated
ileum

Odaberite Introduction kako bi se upoznali s osnovnim koracima u pripremi i
izvodenju in vitro eksperimenta na izoliranom ileumu (video prikazi)

Odaberite Experiment

Odaberite agonist s liste ponudenih i koncentraciju (pocetna koncentracija
agonista u otopini neka bude 1 nmol/l, tj. u prozorci¢ upisite 1E-9), potvrdite
klikom na prazan kvadrati¢; pritisnite apply (primjena)

Nakon 5-10 sekundi pritisnite wash (ispiranje)
Cijeli postupak primjene i ispiranja (apply — wash) provedite 3 puta
Povecajte koncentraciju agonista za faktor 2, na primjer 20, 50, 100, 200 itd.

nmol/l, tj. u prozor¢i¢ upisujte redom koncentracije: 2E-9, 5E-9, 1E-8, 2E-8§,
SE-8, 1E-7, 2E-7, 5E-7, 1E-6, 5E-6,... .

Ocitajte dobivene vrijednosti u¢inka (srednja vrijednost od 3 o€itanja) i
popunite tablicu (Radni list-Tablica 1); graficki prikaZite ovisnost log
koncentracija— u¢inak (Radni list — Graf 1)

Iz nacrtanog grafa ocitajte Eks 1 ECs

Nacrtajte Lineweaver-Burkov graf: koriste¢i vrijednosti koncentracija bliske
EC50 izracunajte reciprocne vrijednosti uc¢inka (1/E) (Y os) i pripadajucih
koncentracija (1E-6 x 1/koncentracija) (X os), popunite tablicu (Radni list —
Tablica 2) te ih ucrtajte na graf (Radni list - Graf 2)

Ocitajte 1/ Epxs (pravac sijece Y os) i -1/ECsq (pravac sijece X 0s)
IzraCunajte Ep s 1 ECsp.

Cijeli postupak ponovite za drugi agonist, dobivene podatke i izraCunate
vrijednosti (ECsg, Enaks) upiSite u Tablicu 1.

Na osnovu izraCunatih parametara usporedite ispitivane agoniste - njihovu
djelotvornost i potentnost.



Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Radni list I. — Tablica 1.

Tablica 1. Podaci potrebni za crtanje grafa log koncentracija — u¢inak

Koncentracija Ucinak
agonista (mol/L) Acetilkolin
1E-9
2E-9
5E-9
1E-8
2E-8
SE-8
1E-7
2E-7
SE-7
1E-6
2E-6
SE-6
1E-5
2E-5
SE-5
1E-4
2E-4
5E-4
1E-3
2E-3
SE-3
1E-2
2E-2
SE-2

* U prazan prostor upisite naziv drugog ispitivanog agonista.

Napomena: Nije potrebno primijeniti sve ponudene koncentracije. Nakon postizanja
maksimalnog ucinka (ucinak se ne povecava ni nakon 5 puta vece koncentracije)
zavrsava se primjena agonista.

Radni prostor za racunanje:
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Prirucénik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Radni list I. — Graf 1. Ovisnost ucinka o koncentraciji agonista

11




Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Radni list 1. — Tablica 2.

Tablica 2. Podaci potrebni za crtanje Lineweaver-Burkovog grafa (koncentracija,
ucinak te prilagodene recipro¢ne vrijednosti)

a) Acetilkolin
Koncentracija | U¢inak | 10 x 1/Koncentracija 1/U¢inak
Koncentracija | Utinak | 10 x 1/Koncentracija 1/U¢inak

*Upisite ispitivani agonist

Radni prostor za racunanje:

12



Prirucénik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Radni list I. — Graf 2. Lineweaver-Burkov graf

13



Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Radni list I. — Skupna tablica 1.

Skupna tablica 1. Farmakodinamic¢ki parametri za agoniste

AgOlliSt Emaks EC50 Emaks (teor.)* EC50 (teor.)*

Acetilkolin

Karbahol

Metakolin

Angiotenzin

Vazopresin

Histamin

Tetrametilamonij

Heksiltrimetilamonij

*Teorijske vrijednosti izracunate su pomocu Lineweaver-Burkove jednadZbe i ocitane iz Lineweaver-
Burkovog grafa.

Teme za raspravu:

Koje informacije o agonistima mozemo dobiti usporedivanjem Krivulje
koncentracija-u¢inak?

Koje informacije o agonistima moZemo dobiti usporedivanjem nagiba pravca
Lineweaver-Burkovog grafa?

Koji je od ispitivanih agonista najpotentniji?

Koji su agonisti podjednako ucinkoviti te na temelju cega to mozete zakljuciti?

14




Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

2. Primjena dviju tvari — farmakodinamicka karakterizacija
kompetitivnog antagonista

Stecena znanja i vjestine nakon uspjesno zavrSene vjeZbe:

- znati utvrditi je li primijenjena tvar kompetitivni antagonist i razumjeti

znacenje kompetitivnog antagonista,

- modi izracunati pA; kompetitivnog antagonista koristec¢i Schildov graf,

- procijeniti afinitet antagonista za odredeni receptor na osnovu njegove pA;

vrijednosti.

Uslijed istovremene primjene dvije tvari s afinitetom za isti receptor te
reverzibilnim vezanjem za njega, do¢i ¢e do medusobne kompeticije (natjecanja) za to
vezno mjesto. Kako bi predvidjeli u¢inak tvari primijenjenih istovremeno, moramo
poznavati njihove konstante disocijacije, koncentracije u otopini te maksimalne
ucinke koje postizu.

Ako pretpostavimo da jedna od tih tvari ima velik afinitet za receptor, ali ne
postiZze ucinak (ili je on minimalan), govorimo o antagonistu koji ometa vezanje i
ucinak agonista. Usprkos kompetitivnom ponaSanju, kod istovremene primjene
agonista i1 antagonista, za svaku koncentraciju antagonista postoji koncentracija
agonista koja moZe posti¢i maksimalni u€inak.

Ucinak agonista (A) u prisustvu antagonista (B) moZemo prikazati jednadzbom:

Enmaks (A)
E= J.3)
1+{1+ [B] }de(A)
Kd (B) [A]

Na semilogaritamskom grafu krivulja log koncentracija-u¢inak za agonist u
prisustvu antagonista je pomaknuta udesno (Slika 6).

1001
agonist
N
X agonist i
§ 50| komptetitivni
NE) antagonist
o
oL ] 1 ]

1 1
0.1 1.0 10 100 1000

KONC. AGONISTA (nmol/l)

Slika 6. Krivulja log koncentracija-u¢inak agonista u prisutnosti kompetitivnog
antagonista.

Afinitet antagonista za receptor (tzv. potentnost antagonista) oznacava se kao pA;
i iskazuje jednadZzbom:

pAz=- Log Kd (B) J. 4

15



Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

PA: je negativni logaritam molarne koncentracije antagonista koja je potrebna da
bi se udvostrucila koncentracija agonista potrebna za postizanje osnovnog ucinka,
odnosno pA; je negativni logaritam koncentracije kompetitivnog antagonista koji ¢e u
odsutnosti agonista zauzeti 50% receptora.

Za kompetitivne reverzibilne antagoniste vazno je poznavati i koncentracijski
omjer, r (eng. ratio), odnosno omjer koncentracije agonista koja postize Zeljeni
odgovor (najcesce 50%-tni ucinak — ECsp) u prisustvu antagonista [A'] i koncentracije

agonista koja postiZe Zeljeni u€inak u odsutnosti antagonista [A].
Al
L]
[A]

[B] ,odnosno r-1= [B]
Kd(B) Kd(B)

r=1+

, logaritmiranjem dobivamo :
Log (r-1) = Log [B] - Log Kd(B) = Log [B] + pA: J. 5

Jednadzba 5 predstavlja Schildovu jednadzbu, a grafickim prikazom ove
jednadZbe pravca, ovisnosti vrijednosti Log (r-1) na Y osi o logaritmu koncentracije
antagonista (Log [B]) na X osi, (Schildov graf) dobiva se pravac koji sijeCe X os u
tocki koja odgovara negativnoj vrijednosti pA, (Slika 7).

» ¢ £ 9

Log (r-1)

Slika 7. Schildov graf.

Iz linearnosti i nagiba Schildovog pravca moZe se dobiti informacija o tipu
antagonizma. Ako je pravac linearan i nagib pravca je 1 (45°), radi se o reverzibilnom
kompetitivnom antagonizmu. U slu€aju nagiba pravca znacajno veceg od 1 moglo je
do¢i do nepostizanja potpune ravnoteZe ili deplecije potentnog antagonista iz medija
kao posljedica vezanja za receptore ili druge strukture. U sluaju nagiba pravca
znacajno manjeg od 1, razlog moZe biti nedostatak agonista ili njegovo vezanje za
vise tipova receptora.

16



Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Primjer 2. Farmakodinamicka karakterizacija atropina

Ucinak acetilkolina ispitivat ¢e se u prisutnosti odredene stalne koncentracije
antagonista atropina. Cijeli postupak provodit ¢e se s tri koncentracije atropina: 1E-8,
1E-7 1 1E-6.

Sada ¢e se u aplikaciji, osim koncentracije acetilkolina (promjenjiva), odrediti i
stalna koncentracija antagonista atropina (nepromjenjiva). Daljnji koraci isti su kao u
prethodnom primjeru i provode se kao $to to opisuje Postupak 1.

Dobiveni rezultati upisuju se u Tablicu 2a te se vrijednosti ucrtaju na graf log
koncentracija acetilkolin-u¢inak bez i u prisutnosti odredene koncentracije atropina
(Graf 2a).

Tablica 2a. Utjecaj atropina na ucinak acetilkolina.

Koncentracija Ucinak Ucdinak uz Ucinak uz Ucinak uz
acetilkolina atropin atropin atropin
(mol/L) 1E-8 1E-7* 1E-6*
1E-9 3 5
2E-9 5 4
SE-9 7 4
1E-8 13 5
2E-8 31 5
SE-8 58 6
1E-7 70 9
SE-7 80 44
1E-6 80 56
2E-6 80 76

*Vrijednosti ucinka acetilkolina u prisutnosti druge dvije koncentracije atropina studenti ¢e izracunati
sami.

acetilkolin
90+
80+
704
60+
50
40----
301
201
104
0- e — i+
10-1° 10°° 108 107 106 10

Log koncentracije acetilkolina

<+— gcetilkolin
+ atropin

Ucinak

Graf 2a. Ovisnost ucinka o koncentraciji acetilkolina kada je prisutan atropin.

Iz Grafa 2a mogu se ocitati vrijednosti Epaks 1 ECs acetilkolina bez i u prisutnosti
atropina (podaci su prikazani u Tablica 2b).

Na isti nac¢in kako to opisuje Postupak 1, izraCunat ¢e se podaci te nacrtati
Lineweaver-Burkov graf.
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Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Tablica 2b.  Vrijednosti uc¢inka ovisno o koncentraciji acetilkolina u prisutnosti
atropina (1E-8) iz aplikacije te prilagodene vrijednosti potrebne za
crtanje Lineweaver-Burkovog grafa.

Koncentracija Ucinak 10° x 1/Koncentracija 1/Uc¢inak
3E-7 33 3,33 0,03
4E-7 38 2,5 0,0263
SE-7 44 2 0,0227

1/Emax

-4 -2 0 2 4 6 é 10
10 x 1/KONCENTRACIIJA

Graf 2b. Lineweaver-Burkov graf za acetilkolin u prisutnosti atropina.

Iz Grafa 2b proizlazi da je:

a) sjeciSte pravcai Y osina 0,012, iz Cega proizlazi da je:
Enmaks Za acetilkolin u prisutnosti atropina = 1/0,012 = 83

b) sjeciste pravcai X osi je na -2,1, iz ¢ega proizlazi da je:
ECs za acetilkolin u prisutnosti atropina = -1/(-2,1) )><10’6 = 4,7><10'7 mol/l =
470 nmol/L.

Usporedite s vrijednostima acetilkolina primijenjenog bez atropina.

Na isti se nacin, odredivanjem iz Grafa 2a ili raCunanjem iz Grafa 2b, utvrduju

vrijednosti Enas 1 ECso acetilkolina u prisutnosti preostalih koncentracija atropina
(1E-7 i 1E-6) (Tablica 2c).

Tablica 2c¢. Vrijednosti (Eyaks 1 ECsg) za acetilkolin u prisutnosti tri
koncentracije atropina

Acetilkolin Acetilkolin Acetilkolin Acetilkolin
+atropin (1E-8) +atropin (1E-7) +atropin (1E-6)
Emaks | 82 83 83 83
ECs | 3,1x10° |4,7x 107 55x10° 6,8x 107

FarmakodinamiCki parametar za kompetitivne antagoniste - pA, izracunat ¢e se
preko Schildove jednadzbe i Schildovog grafa. Vrijednosti koje su pri tome potrebne
uvrstit ¢e se u Tablicu 2d.
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Tablica 2d. Parametri potrebni za crtanje Schildovog grafa.

A A A" A"
ECso ACETILKOLINA 3,1x10° 47x107 [55x10°|6,8x 107
LOG [B] (mol/l) 0 -8 7 -6

LOG (r-1) XXX 1,1 2,2 3,3

Legenda: A — acetilkolin; A' — acetilkolin uz atropin (1E-8); A" - acetilkolin uz atropin (1E-7);
A" - acetilkolin uz atropin (1E-6)

5.01
4.5+

154 PA2

1.0+ ///
0.5+ 7

o-c 1 ) ) ) ) ) ) LJ
-95 90 -85 -80 -75 -70 -6.5 -6.0 -55

Log [B]

Graf 2c. Schildov graf i vrijednost pA, za atropin.

Vrijednost pri kojoj Schildov pravac sijece X os predstavlja -pA; za atropin.
PA: za atropin = 9,1 (Sto odgovara vrijednosti -Log 8x10™" mol/l atropina).
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Samostalna vjezba za studente 2

Vjezbu mogu izvoditi dva studenta u paru. Svaki par radi pokus s razli€itim
kombinacijama agonista (acetilkolin, metakolin, histamin, angiotenzin, vazopresin,
tetrametilamonij, heksiltrimetilamonij) i antagonista (atropin, mepiramin, heksa-
metonij). Cilj je izraCunati pA, za svaki ispitivani antagonist u prisutnosti svakog
agonista. Na kraju vjezbe se zajednicki usporeduju i raspravljaju rezultati.

Postupak 2

Odaberite agonist te ponovite postupak iz prethodne vjezbe kako bi napravili
krivulju koncentracija-ucinak

Odaberite antagonist i poc¢etnu koncentraciju (npr. 10 nmol/l, tj. 1E-8 mol/l)

Ponovite postupak s agonistom u prisutnosti odredene koncentracije
antagonista

Ponovite cijeli postupak s jo§ dvije koncentracije antagonista (npr. 1E-7, 1E-6)
U tablicu (radni list II - tablica 1) upiSite dobivene vrijednosti te nacrtajte graf
(radni list II - graf 1) log koncentracija-uc¢inak za sam agonist te agonist u
prisutnosti koriStenih koncentracija antagonista (trebate nacrtati Cetiri krivulje)
Kako je opisano u prethodnoj vjezbi, nacinite Lineweaver-Burkov graf (radni
list I — graf 2) koriste¢i podatke koje upiSite u tablicu (radni list II — tablica 2)
Iz grafa 1 ili grafa 2 ocitajte vrijednosti za ECsy agonista bez antagonista (a) te
agonista u kombinaciji s razli¢itim koncentracijama antagonista (A', A"1 A™) i
upiSite ih u radni list II -tablica 3)

Iz dobivenih vrijednosti izracunajte Log (r — 1) za sve tri koncentracije
antagonista

Nacrtajte schildov graf (Slika 7) te oCitajte -pA, (pravac sijece x os) (radni list
I - graf 3).

Ponovite cijeli postupak koriste¢i razliite kombinacije agonista i antagonista.
Dobivene vrijednosti za sve ispitivane kombinacije agonista i antagonista upiSite u
Skupnu tablicu 2. Na osnovu dobivenih vrijednosti za pA, i Schildovog grafa
raspravite i usporedite afinitete antagonista za razlicite tipove receptora.
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Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Radni list IT — Tablica 1

Tablica 1. Podaci potrebni za crtanje grafa log koncentracija — uc¢inak agonista

( ) u prisustvu kompetitivnog antagonista
( )
Koncentracija Uc¢inak uz Uc¢inak uz Uc¢inak uz
agonista antagonist antagonist antagonist
| ) )

1E-

Na prazne crte upisite tvari koje ste ispitivali i odabrane tri koncentracije antagonista

21



Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Radni list IT — Tablica 2

Radni prostor za racunanje:

22

Tablica 2. Podaci potrebni za crtanje Lineweaver-Burkovog grafa.

a) agonist:
Koncentracija Ucinak 10° x 1/U¢inak
1/Koncentracija
*b)agonist: + antagonist ( )
Koncentracija Ucinak 10° x 1/Ucinak
1/Koncentracija
*c)agonist: + antagonist ( )
Koncentracija Ucinak 10° x 1/Uc¢inak
1/Koncentracija
*d)agonist: + antagonist ( )
Koncentracija Uc¢inak 10° x 1/U¢inak
1/Koncentracija

*Na prazne crte upisite ispitivane tvari i koncentracije




Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Radni list IT — Tablica 3

Tablica 3. Podaci potrebni za crtanje Schildovog grafa.

Radni prostor za racunanje:

PA: (

(Log [B] :ECSO agonista Log (r-1)
1.
2.
3.
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Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Radni list IT — Graf 1. Ovisnost u¢inka o koncentraciji
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Prirucénik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Radni list II — Graf 2. Lineweaver-Burkov graf
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Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

Radni list II — Graf 3. Schildov graf
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Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Radni list II. — Skupna tablica 2.

Skupna tablica 2. pA, za antagoniste u prisutnosti razlicitih agonista

Agonist Atropin Mepiramin Heksametonij
Acetilkolin

Karbahol

Angiotenzin

Histamin

Vazopresin

Metakolin

Tetrametilamonij

Teme za raspravu:

Sto mozete zakljuliti iz Lineweaver-Burkovog grafa za agonist u prisutnosti
kompetitivnog antagonista: usporedite pravac s Lineweaver-Burkovim grafom
Za sam agonist?

Usporedite pA; atropina za razlicite agoniste.

Usporedite pA; razlicitih antagonista u prisutnosti istog agonista.
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Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

3. Primjena dviju tvari — farmakodinamicka karakterizacija
nekompetitivnog antagonista

Stecena znanja i vjestine nakon uspjesno zavrSene vjeZbe:
- razumyjeti znacenje nekompetitivnog antagonista u farmakologiji
- modi izracunati pD'y nekompetitivnog antagonista.

Uslijed istovremene primjene agonista i tvari koja se veZe za isti receptor na
nekompetitivan nacin, ucinak agonista je manji od maksimalnog. Nekompetitivni
antagonist se veZe ireverzibilno za isto vezno mjesto na receptoru za koje se veze
agonist ili na drugo vezno mjesto na receptoru. Nekompetitivni antagonist smanjuje
maksimalni ucinak agonista, iako se ECsy agonista ne mora mijenjati. U prisutnosti
nekompetitivnog antagonista, E;. ne moZe se posti¢i niti pri visokim koncentra-
cijama agonista (Slika 8).!

100~

UCINAK
NEKOMPETITIVNOG
ANTAGONISTA

AGONIST

UCINAK %
8
T

AGONIST |
NEKOMPETITIVNI
ANTAGONIST

0.1 1.0 10 100 1000
KONC. AGONISTA (nmol/l)

Slika 8. Ucinak agonista u prisutnosti nekompetitivnog antagonista.

Krivulje Log koncentracija-u¢inak agonista i agonista u prisustvu nekompe-
titivnog antagonista nisu paralelne (ne vrijedi Schildova jednadzba) zbog cega nije
pouzdan parametar pA;.

Za nekompetitivni antagonist uvrduje se ona koncentracija koja ¢e smanjiti
maksimalni ucinak agonista za 50% (iz grafa koji prikazuje ovisnost maksimalnog
ucinka koji se postiZze agonistom o koncentraciji nekompetitivnog antagonista).
Negativni logaritam te vrijednosti oznac¢ava se kao pD',.

! Vazan izuzetak od ovog pravila predstavljaju stanice/tkiva na kojima su prisutni pricuvni
receptori (eng. spare receptors). U tom je slucaju ECso<<Kd (koncentracija agonista pri kojoj
je ostvareno 50% maksimalnog ucinka je znac¢ajno manja od koncentracije pri kojoj se agonist
vezao na 50% receptora), te male koncentracije nekompetitivnog agonista uzrokuju pomak
krivulje Log koncentracije-ucinak ,,prema desno®, uz ofuvani maksimalni uinak agonista.
Dakle, u ovom slucaju nekompetitivni antagonisti iskazuju svoj ucinak nalik kompetitivhom
antagonistu (mijenjanju ECsy, uz ocCuvani E, ). Teoretski, pri krajnjem pomaku krivulje
»prema desno*, a da je E, ostao nepromijenjen, nova vrijednost ECs, odgovara Kd.
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Primjer 3. Farmakodinamicka karakterizacija papaverina

Ucinak metakolina ispitivat ¢e se u prisutnosti odredene stalne koncentracije
antagonista papaverina. Cijeli postupak provodit ¢e se s tri koncentracije papaverina:
1E-6, 2E-6 i SE-6.

Sada ¢e se u aplikaciji, osim koncentracije metakolina (promjenjiva), odrediti i
stalna koncentracija antagonista papaverina (nepromjenjiva). Daljni koraci su isti i
provode se kao $to to opisuje Postupak 1.

Dobiveni rezultati upisuju se u Tablicu 3a te se vrijednosti ucrtaju na graf Log
koncentracija-u€inak bez i u prisutnosti odredene koncentracije papaverina (Graf 3a).

Tablica 3a. Utjecaj papaverina na uc¢inak metakolina.

Koncentracija Ucinak bez Ucinak uz Uc¢inak uz Uc¢inak uz
(mol/L) antagonista papaverin papaverin papaverin
1E-6 2E-6 5E-6
1E-8 2 2 2 2
2E-8 8 5 4 2
5E-8 14 15 10 2
1E-7 35 24 19 3
2E-7 49 43 28 12
5E-7 78 64 46 25
1E-6 83 71 55 35
2E-6 83 72 55 36
904
804
70- = metakolin
601 =/~ + 1E-6 papaverina
& 504 =O— + 2E-6 papaverina
g 40- + 5E-6 papaverina
304
204
10+
0 —F— - — ]
-8 -7 -6 -5

Log koncentracije agonista

Graf 3a. Ucinak metakolina u prisutnosti razlicitih koncentracija papaverina.

Iz Slike 3a mogu se o€itati vrijednosti Epaks 1 ECso metakolina bez i u prisutnosti
papaverina (podaci su prikazani u Tablica 3b).

Na isti nac¢in kako to opisuje Postupak 1, izraCunat ¢e se podaci te nacrtati
Lineweaver-Burkov graf.
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Tablica 3b.  Vrijednosti u¢inka ovisno o koncentraciji metakolina u prisutnosti
papaverina (2E-6) iz aplikacije te prilagodene vrijednosti potrebne
za crtanje Lineweaver-Burkovog grafa.

Koncentracija Ucinak bez 10° x 1/Uc¢inak

(mol/L) papaverina 1/koncentracija
SE-8 14 20 0,071
1E-7 35 10 0,029
2E-7 49 5 0,020
Koncentracija Ucinak uz 10° x 1/U¢inak
(mol/L) papaverin 1/koncentracija
SE-8 10 20 0,100
1E-7 19 10 0,053
2E-7 28 5 0,036
0.10+
0.09
0.08+
% 006]
f=
50 0.054
2 0.044
-1/EC5p  0.034 —8— bez papaverina
\}j’z =@— s papaverinom

-10 -5 0 5 10 15 20 25
1E-6 x 1/koncentracija

Graf 3b. Lineweaver-Burkov graf za metakolin u prisutnosti papaverina.

Iz Grafa 3b proizlazi da je u slucaju metakolina:
a) sjeciSte pravcai Y osina 0,011, iz ¢ega proizlazi da je:
Emaks za metakolin = 1/0,0115 = 86
b) sjeciste pravca i X osi je na -6, iz Cega proizlazi da je:
ECs, za metakolin = -1/(-6)x10° = 1,7x10” mol/l = 170 nmol/l.

U slucaju metakolina u prisutnosti papaverina:

a) sjeciSte pravcai Y osina 0,018, iz ¢ega proizlazi da je:
Emaks Za metakolin u prisutnosti papaverina = 1/0,018 = 56

b) sjeciste pravca i X osi je na -5, iz Cega proizlazi da je:
ECso za metakolin u prisutnosti papaverina = -1/(-5) )x10° = 2x107 mol/l = 200
nmol/L.

Na isti se nacin, odredivanjem iz Grafa 3a ili racunanjem iz Grafa 3b, utvrduju

vrijednosti Ey.ks 1 ECsp metakolina u prisutnosti preostalih koncentracija papaverina
(1E-6 i 5E-6) (Tablica 3c).
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Tablica 3c.  Vrijednosti Epaks 1 ECso za metakolin u prisutnosti tri koncentracije
papaverina.
Metakolin + papaverin + papaverin + papaverin
(1E-6) (2E-6) (5E-6)
Emaks 83 72 55 36
ECs 1,7x107 | 1,7x10” 2x10” 3x10”

Sada je potrebno izraditi novu tablicu, u kojoj se Eps transformira prema
postotku (postignuti En.ks se podijeli sa Epags ostvarenim nakon primjene samog

agonista:

Tablica 3d. Vrijednosti potrebne za graficki odredivanje pD',.

Metakolin

+ papaverin
(1E-6)

+ papaverin
(2E-6)

+ papaverin
(SE-6)

Emaks (%)

100

87

66

43

Potrebno je nacrtati graf ovisnosti maksimalnog postignutog uc¢inka metakolina u
prisutnosti tri koncentracije papaverina (Slika 3b). pD'; papaverina odgovara onoj

koncentraciji koja smanji maksimalni uc¢inak metakolina za 50%.

100+

75+

50-

25+

Maksimalni ucinak (%)

T
-6.0

T T
-58 -5.6

1
-5.4

T
-5.2

Log koncentracije papaverina

-5.0

Graf 3c. Ovisnost u¢inka metakolina o primijenjenoj koncentraciji papaverina.

Iz Grafa 3c moZe se ocitati logaritam koncentracije antagonista koja je smanjila
Emas agonista za 50%. Negativna vrijednosti predstavlja pD'; nekompetitivhog

antagonista.

Sukladno tome pD'; za papaverin = 5,4 (Sto odgovara vrijednosti —Log 4x10°
mol/l papaverina).
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Samostalna vjeZzba za studente 3

Vjezbu mogu izvoditi dva studenta u paru. Svaki par radi pokus s razliCitim

kombinacijama agonista (acetilkolin, metakolin, histamin) i antagonistom (papaverin).
Na kraju vjezbe se zajednicki usporeduju i raspravljaju rezultati.

Odaberite agonist te ponovite postupak iz prethodne vjeZbe kako bi napravili
krivulju Log koncentracija-u¢inak

Odaberite antagonist (papaverin) i poCetnu koncentraciju (npr. 1 wmol/l, tj. 1E-
6 mol/l)

Ponovite postupak s agonistom u prisutnosti pocetne te jo§ dvije koncentracije
antagonista (2E-6, 5E-6)

U tablicu (Radni list II-Tablica 1) upiSite dobivene vrijednosti te nacrtajte
graf (Radni list III - Graf 1) log koncentracija-u¢inak za sam agonist te agonist
u prisutnosti antagonista (trebate nacrtati Cetiri krivulje)

Kako je opisano u prethodnoj vjezbi, nacrtajte Lineweaver-Burkov graf (Radni
list IIl — Graf 2) koriste¢i podatke koje ste upisali u tablicu (Radni list III —
Tablica 2)

Iz Grafa 1 ili Grafa 2 ocitajte i izracunajte vrijednosti za E, agonista bez
antagonista i agonista u kombinaciji s razli¢itim koncentracijama antagonista i
upisite ih u Radni list III -Tablica 3)

Transformirajte Ej, . prema postotku, te nacrtajte graf ovisnosti maksimalnog
postignutog ucinka agonista u prisutnosti Cetiri koncentracije papaverina, Graf
3, i odredite pD';.

Ponovite cijeli postupak koriste¢i razliite kombinacije agonista i antagonista.

Dobivene vrijednosti za sve ispitivane kombinacije agonista i antagonista upiSite u
Skupnu tablicu 3.
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Radni list III — Tablica 1,21i 3

Tablica 1. Podaci potrebni za crtanje grafa Log koncentracija — u¢inak agonista

( ) u prisustvu kompetitivnog antagonista papaverina.
Koncentracija Uc¢inak uz Uc¢inak uz Uc¢inak uz
agonista antagonist antagonist antagonist
) ) )

1E-
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Tablica 2. Podaci potrebni za crtanje Lineweaver-Burkovog grafa.

a) agonist:
Koncentracija Ucinak 10° x 1/Uc¢inak
1/Koncentracija
*b)agonist: + antagonist (
Koncentracija Ucinak 10° x 1/Uc¢inak
1/Koncentracija
*c)agonist: + antagonist ( )
Koncentracija Ucinak 10° x 1/Uc¢inak
1/Koncentracija
*d)agonist: + antagonist (
Koncentracija Ucinak 10° x 1/Uc¢inak
1/Koncentracija

*Na prazne crte upiSite ispitivane tvari i koncentracije

Radni prostor za racunanje:
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Tablica 3. Podaci potrebni za crtanje Grafa 3.

Koncentracija
antagonista

Emnaxs agonista

(

Emaks agonista /%)

(

)

Bez antagonista

1.

2.

3.

Radni prostor za racunanje:
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Radni list III — Graf 1. Ovisnost ué¢inka o koncentraciji
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Radni list III — Graf 2. Lineweaver-Burkov graf
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Radni list III -Graf 3

pD'; papaverina =

38




Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Radni list III — Skupna tablica 3.

Skupna tablica 3. pD', za papaverin u prisutnosti razli¢itih agonista.

Agonist Papaverin
Acetilkolin

Karbahol

Angiotenzin

Histamin

Vazopresin

Metakolin

Tetrametilamonij

Teme za raspravu:

Sto moZete zakljuditi iz Lineweaver-Burkovog grafa za agonist u prisutnosti
nekompetitivnog antagonista:usporedite pravac s Lineweaver-Burkovim grafom
Za sam agonist?

Usporedite pD', papaverina za razli¢ite agoniste: Sto mozete zakljuéiti?
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4. Farmakodinamicka identifikacija i karakterizacija nepoznatih
agonista

Stecena znanja i vjestine nakon uspjesno zavrsene vjeZbe:
- modi utvrditi je li nepoznata tvar agonist histaminskih ili kolinergickih
receptora
- znati izracunati osnovne farmakodinamicke parametare za nepoznati agonist
(EmakS) EC50)
- provesti 2x2 bioesej, radi utvrdivanja relativne potentnosti nepoznatog
agonista

Prilikom testiranja nepoznate tvari, potrebno je najprije utvrditi da li je u pitanju
agonist, tj. da li primjena tvari izaziva odredeni bioloski ucinak, poput kontrakcije
glatkog miSi¢ja ileuma. Nakon Sto se potvrdilo da je u pitanju agonist, potrebno je
utvrditi preko aktivacije kojih receptora nepoznata tvar ostvaruje svoj ucinak, tj.
identificirati receptore za koje se veZe nepoznati agonist. Klasi¢ni farmakoloski
pristup je primjena (kompetitivnog) antagonista za odredeni receptor i promatranje da
li je izostao prije opaZeni ucinak nepoznatog agonista. Ukoliko ucinak nije izostao,
primijeni se drugi antagonist, i tako redom. Kada se primjenom odredenog antagonista
uspije smanjiti ili sprijeciti uCinak agonista, onda se smatra da je dokazana vrsta
receptora kojim nepoznati agonist ostvaruje svoj ucinak. Shema postupka
identifikacije receptora za kojeg se veZe nepoznati agonist je niZe prikazana, Slika 9.

NEPOZNATA TVAR

IMA UéINKA/\I:lEMA UCINKA

NEPOZNATI AGONIST NIJE AGONIST

TESTIRANJE (H1 RECEPTORA

+ MEPIRAMIN

IMA UéINKA/\qEMA UEINKA

NEPOZNATI AGONIST AGONIST H1 RECEPTORA

TESTIRANJE | MUSKARINSKIH RECEPTORA

+ ATROPIN

IMA UéINKA/N]EMA UCINKA

NEPOZNATI AGONIST | | AGONIST MUSKARINSKIH RECEPTORA

Slika 9. Shema postupka identifikacije nepoznate tvari (agonista).
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Nakon S$to se utvrdio mehanizam djelovanja nepoznate tvari, tj. tip receptora za
koje se veze nepoznati agonist, potrebno je nacrtati krivulju Log koncentracija-u¢inak
za nepoznati agonist, te je usporediti s krivuljom Log koncentracija-u¢inak za puni
agonist tih receptora (npr. acetilkolin za kolinergi¢ke receptore). Iz navedene krivulje
je moguce odrediti vrijednosti Ep,ks 1 ECso za nepoznati agonist te ih usporediti sa
vrijednostima punog agonista. Na taj je nac¢in moguce priblizno odrediti u¢inkovitost i
potentnost nepoznatog agonista, u odnosu na poznati puni agonist.

Ipak, radi utvrdivanja relativne potentnosti nepoznatog agonista, uobicajeno je
provesti 2x2 bioesej. Navedeni postupak je uobiCajen kada se istraZuju tvari
nepoznatog, ili vrlo sloZenog kemijskog sastava, a zasniva se na usporedivanju
farmakoloS$kog odgovora nepoznate (testirane) tvari (primijenjen u dvije
koncentracije/doze - T1 i T2) sa poznatim standardom (primijenjen u dvije
koncentracije/doze - S1 i S2).

Postoje odredena pravila kojih se treba pridrzavati prilikom provodenja 2x2
bioeseja:
1. Koncentracije testirane tvari i standarda trebaju izazivati sub-maksimalni
ucinak (obi¢no <80%) kako bi se =zadrzala linearnost izmedu Log
koncentracije i ucinka,

2. Koncentracija T1 treba izazvati priblizno jednaki uc¢inak kao i S1,

3. Koncentracija T2 se odabire sukladno jednadZzbi: % = % (Cesto je

S2/S1=2).

Nakon §to su odabrane koncentracije S1, S2, T1 i T2, potrebno je svaku od njih
primijeniti 4 puta, a za randomiziranu (nasumicnu) primjenu koristi se Latinski
kvadrat:

S1 S2 T1 T2
S2 S1 T2 T1
T1 T2 S1 S2
T2 T1 S2 S1

Nadalje, odreduje se aritmeticka sredina za uc¢inak nakon primjene S1, S2, T1 1 T2
te se zadane vrijednosti crtaju na grafu Log koncentracija-u¢inak. Kako bi se utvrdila
tzv. relativna potentnost i tzv. ,,vodoravni pomak®, M, nepoznatog agonista u odnosu
na standard, koriste se slijedece jednadzbe:

Mo TL-S1+T2-52 xLOg@
S2-S1+T2-Tl [S1]

Relativna potentnost = M X 10M
[T1]
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Primjer 4. Farmakodinamicka identifikacija i karakterizacija nepoznate
tvari

Ucinak nepoznate tvari (izmiSljeni agonist) ¢e se testirati na izoliranom ileumu.
Tvar se primjenjuje u nekoliko koncentracija/doza (npr. 1E-8, 1E-7 i 1E-6), Ukoliko
je primjena tvari izazvala ucinak (kontrakciju) potrebno je identificirati receptore za
koje se veze nepoznati agonist. Radi testiranja histaminskih HI receptora, primjenjuje
se mepiramin. Nakon primjene antagonista, potrebno je testirati blokadu histaminskih
receptora — primjenom histamina, a zatim primijeniti nepoznati agonist u koncentraciji
koja izaziva submaksimalni u¢inak. Kako nije doSlo do smanjenja ucinka agonista,
nisu ukljuceni histaminski receptori. Nakon ispiranja, nastavljamo pokus s novim
antagonistom — atropinom, radi testiranja muskarinskih receptora. Nakon primjene
antagonista, potrebno je testirati blokadu muskarinskih receptora — primjenom npr.
metakolina, a zatim primijeniti nepoznati agonist u koncentraciji koja izaziva
submaksimalni ucinak. Kako je doSlo do znafajnog smanjenja ucinka agonista,
dokazano je da nepoznati agonist ostvaruje svoj ucinak vezanjem za muskarinske
receptore.

Sada je potrebno, kako opisuje Postupak 1, nacrtati krivulju Log koncentracija-
u¢inak za nepoznati agonist, te je usporediti sa krivuljom Log koncentracija-u€inak za
puni agonist (metakolin). Dobiveni rezultati upisuju se u Tablicu 4a te se vrijednosti
ucrtaju na graf Log koncentracija-ucinak (Graf 4a).

Tablica 4a. Ucinak nepoznatog agonista u usporedbi s u¢inkom metakolina.

Koncentracija Ucinak Uc¢inak nepoznatog
(mol/L) metakolina agonista
1E-8 2 2
2E-8 7 2
SE-8 18 2
1E-7 35 2
2E-7 49 10
5E-7 80 25
1E-6 83 44
2E-6 83 59
SE-6 83 83
1E-5 83 83
2E-5 83 83
90+
80+
70+
< 60+
£ 507
8 404 —&— metakolin
304 =O- nepoznati agonist
204
10+
0-
-8 -7 -6 -5

Log koncentracije agonista

Graf 4a. Ucinak nepoznatog agonista u usporedbi s u¢inkom metakolina.
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Iz Grafa 4a mogu se ocitati vrijednosti Ep.s i ECsp metakolina i nepoznatog
agonista. Takoder je moguce utvrditi da li su dvije krivulje Log koncentracija - u¢inak
medusobno paralelne, $to dodatno potvrduje da nepoznati agonist djeluje preko istih
receptora kao i metakolin.

Studenti trebaju sami ocitati vrijednosti En.s i ECsp metakolina i nepoznatog
agonista.

Radi utvrdivanja relativne potentnosti nepoznatog agonista, provesti ¢e se 2x2
bioesej. Potrebno je odabrati koncentracije S1, S2, T1 i T2, sukladno ranije opisanim
pravilima. Nakon proucavanja Grafa 4a i vrijednosti u Tablici 4a, odabrali smo
slijedece vrijednosti:

S1 — 1E-7 metakolina

S2 — 2E-7 metakolina

T1 — 5E-7 nepoznatog agonista

T2 — 1E-6 nepoznatog agonista

Vrijednosti S1, S2, T1 i T2 koje su odabrane izazivaju priblizno sli¢an ucinak, u
linearnom dijelu grafa Log koncentracija — u¢inak, a T2/T1 = S2/S1 = 2. Sada je
potrebno svaku od odabranih koncentracija nasumi¢no primijeniti 4 puta, koristeci
Latinski kvadrat, te izraGunati aritmeti¢ku vrijednost (X) ucinka za svaku
koncentraciju (Tablica 4b).

Tablica 4b. Rezultati 2x2 bioeseja.

Koncentracija 1. 2. 3. 4. X
primjena | primjena | primjena | primjena
S1 1E-7 29 28 41 35 33,3
S2 2E-7 50 53 48 46 49,3
T1 SE-7 30 21 33 27 27,8
T2 1E-6 38 42 40 43 40,8

Zatim se dobivene vrijednosti X crtaju na grafu Log koncentracija-u¢inak (Graf 4b).

—&— metakolin
=0-nepoznati agonist

0 : ==}
107 106
Log koncentracije agonista

Graf 4b. Graficki prikaz rezultata 2x2 bioeseja.

Kako bi se utvrdila tzv. relativna potentnost i vodoravni pomak, M, nepoznatog
agonista u odnosu na standard, potrebno je uvrstiti vrijednosti S1, S2, T1 i T2 u
jednadZbu:
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_ T1-S1+T2- szxL [s2]
©S2-S1+T2- [51]

- 27.8-33,3+408-49,3 x Log EL -0,483 x 0,301 =-0,145
493 -333+40,8-27.8 1E-7
S1
Relativna potentnost = u x 10 =0,2x 0,716 = 0,143

[T1]

Iz provedenog bioeseja moZemo zakljuciti da nepoznati agonist ostvaruje svoj
ucinak vezanjem na muskarinske receptore i da mu relativna potentnost iznosi 14,3 %
u odnosu na metakolin.

44



Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Samostalna vjezba za studente 4

Vjezbu mogu izvoditi dva studenta u paru. Svaki par radi pokus s jednim
nepoznatim agonistom (Unknown 1 ili II). Na kraju vjezbe se zajednicki usporeduju i
raspravljaju rezultati.

Utvrdite mehanizam djelovanja nepoznatog agonista, tj. tip receptora za koje
se veze nepoznati agonist 1 ili 2, primjenjuju¢i antagoniste histaminskih i
muskarinskih receptora

Koriste¢i Radni list IV-Tablica 1 nacrtajte krivulju Log koncentracija-u€inak
(Radni list IV-Graf 1) za nepoznati agonist, te je usporedite sa krivuljom Log
koncentracija-u€inak za puni agonist tih receptora (acetilkolin za muskarinske,
a histamin za histaminske receptore)

Iz navedene krivulje odredite vrijednosti En.s 1 ECso za nepoznati agonist,
te ih usporedite sa vrijednostima punog agonista

Provedite 2x2 bioesej — odaberite koncentracije S1, S2, T11 T2

Primijenite svaku od odabranih koncentracija nasumi¢no 4 puta, koristeci
Latinski kvadrat, te izratunajte X ucinka za svaku koncentraciju (Radni list
IV-Tablica 2)

Dobivene vrijednosti X nacrtajte na grafu Log koncentracija-u¢inak (Radni
list IV-Graf 2)

Uvrstite vrijednosti S1, S2, T1 1 T2 u jednadzbu i utvrdite relativhu potentnost
i vodoravni pomak, M, nepoznatog agonista (1 ili 2) u odnosu na standard

Sve dobivene vrijednosti za oba nepoznata agonista upiSite u Skupnu tablicu 4.
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Radni list IV — Tablica 1

Tablica 1. Podaci potrebni za crtanje grafa Log koncentracija — u¢inak

nepoznatog agonista (__) i punog agonista (

Koncentracija | Ucinak nepoznatog Uc¢inak agonista
(mol/L) agonista
Nepoznati agonist se veZe za receptore.
Puni agonist: Enmaks ECs
Nepoznati agonist ___:  Eps ECs
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Radni list IV — Graf 1. Ovisnost u¢inka o koncentraciji
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Radni list IV - Tablica 2

Tablica 2. Rezultati 2x2 bioeseja nepoznatog agonista (__) i punog agonista

( )
Koncentracija 1. 2. 3. 4. X
primjena | primjena | primjena | primjena
S1
S2
T1
T2

Prostor za raCunanje:

M =
Relativna potentnost nepoznatog agonista ( ) u odnosu na puni agonist
( )=
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Radni list IV — Graf 2. Graficki prikaza 2x2 bioeseja
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Radni list IV — Skupna tablica 4.

Skupna tablica 4. Informacije o nepoznatim agonistima

Nepoznati Puni agonist Nepoznati Puni agonist
agonist 1 receptora agonist 2 receptora
Vrsta
receptora XXX XXX
ECmaks
ECs
M XXX XXX
Relativna
XXX XXX
potentnost

Teme za raspravu:
Sto mozete zakljuciti iz dobivenih vrijednostima o nepoznatim agonistima?

Raspravite gdje se i zaSto primjenjuju bioeseji.
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Prilog 1. Agonisti i antagonisti koriSteni u vjezbi izolirani ileum

Agonisti Mehanizam djelovanja i osobine

Acetilkolin Neselektivni agonist nikotinskih i muskarinskih kolinergi¢nih
receptora osjetljiv na kolinesterazu

Karbahol Neselektivni agonist nikotinskih i muskarinskih kolinergi¢nih
receptora neosjetljiv na kolinesterazu

Metakolin Selektivni agonist muskarinskih kolinergi¢nih receptora slabo
osjetljiv na kolinesterazu

Angiotenzin Agonist angiotenzinskih AT1 i AT2 receptora

Vazopresin Agonist vazopresinskih V1 1 V2 receptora

Histamin Neselektivni agonist histaminskih receptora

Tetrametilamonij Kompetitivni blokator nikotinskih receptora parasimpatickih i
simpati¢kih autonomnih ganglija

Heksiltrimetilamonij | Parcijalni agonist muskarinskih receptora

Antagonisti

atropin Kompetitivni antagonist muskarinskih receptora

mepiramin Antagonist histaminskih H1-receptora

heksametonij Kompetitivni blokator nikotinskih receptora parasimpatickih i
simpati¢kih autonomnih ganglija

papaverin Nekompetitivni inhibitor djelovanja agonista (nespecifi¢ni
miSic¢ni relaksans)

eserin Inhibitor kolinesteraze

51




Modul Farmakodinamika (Isolated Ileum)

52



Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

Modul Farmakokinetika (Kinetics)

Darko Modun, Ivana Mudni¢, Danijela Budimir, Ana éeéelja Perisin
I. Uvod - osnovni pojmovi i jednadzbe iz farmakokinetike

Klirens (Cr)

Klirens je najvaZniji farmakokineticki parametar lijeka i opisuje volumen neke
tjelesne tekucine (obicno krvi ili plazme) iz koje se, u odredenom vremenskom
razdoblju, potpuno uklonio (eliminirao) neki lijek. Obi¢no se normalizira prema
tielesnoj masi (tj. m.), npr. klirens nekog lijeka iznosi 5 ml/min po kg tj.m. §to iznosi
350 ml/min za osobu tj. mase od 70 kg. Klirens zapravo opisuje sposobnost
uklanjanja lijeka iz krvi (plazme) - $to je ukupni klirens nekog lijeka VECI, on se
BRZE uklanja iz organizma.

Za lijekove koji se eliminiraju kinetikom prvog reda, a tu spada vecina lijekova,
vrijednost klirensa je konstanta, tj. brzina eliminacije lijeka (Vgrmm) se mijenja

V,
CL= % (Jednadzba 1)
Uklanjanje nekog lijeka se odvija u razli¢itim organima, od kojih su najznacajniji
bubreg i jetra. Klirensi nekog lijeka u razli¢itim organima se zbrajaju i zajedno
predstavljaju ukupni (sistemski) klirens.

CL ykora =Cr BUBREZNI T CL jgrrent T CL ostanr (J. 2)

Brzinu eliminacije odredenog lijeka u nekom organu moZemo prikazati kao
razliku izmedu onoga $to ulazi u taj organ, (protok krvi (Q) u tom organu pomnoZen s
koncentracijom lijeka u arterijskoj krvi (Ca)) i onoga §to izlazi iz njega, (protok krvi u
tom organu pomnoZen s koncentracijom lijeka u venskoj krvi (Cy)). Ukoliko
dobivenu vrijednost brzine eliminacije podijelimo sa koncentracijom lijeka koji se
treba eliminirati u tom organu (C,), izracunat ¢emo koliki je klirens tog organa,
prema Jednadzbi 1. Vrijednost [(Ca — Cy) / Ca] predstavlja omjer ekstrakcije (E)
nekog organa, npr. jetre, za odredeni lijek.

CL oroana = Q X M (J. 3)
O

Za lijek primijenjen intravenski u jednoj dozi moguce je odrediti ukupni klirens
podijeliv§i dozu s povrSinom ispod krivulje (AUC) koja prikazuje mjerenu
koncentraciju lijeka u krvi (plazmi) po jedinici vremena (od O do o). Prikazana se
jednadzba moZe koristiti i kod oralne primjene lijeka, ukoliko se doza pomnoZi s
biodostupnosti lijeka (vidjeti niZe u tekstu).

DOZA

CL=
AUC,

J. 4)
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Klirens je klju¢ni parametar u klinickoj praksi kako bi se odredila brzina primjene
lijeka (Vprim) koja bi odrzavala Zeljenu koncentraciju lijeka u ravnoteZnom stanju
(Css) unutar terapijskog prozora. Prikazana se jednadZzba moze koristiti kod lijeka
primijenjenog intravenski ili sa 100%-tnom biodostupnosti (vidjeti nize u tekstu).

Vo = CLx Cog (. 5)

Volumen distribucije (Vp)

Volumen distribucije (obujam raspodjele) je drugi temeljni farmakokineticki
parametar lijeka i opisuje raspodjelu (distribuciju) lijeka izvan krvi (ili plazme) unutar
organizma, a racuna se kao omjer doze lijeka i pocetne koncentracije lijeka u krvi
(Cy). Volumen distribucije svojom vrijednosti predstavlja ukupni volumen krvi koji bi
bio potreban da bi se cijela koli¢ina (doza) primijenjenog lijeka nalazila u krvi.

_ DOZA
Co

Vb (J. 6)

Ako je volumen distribucije 5 L, onda je potrebno imati 5 litara krvi kako bi se
cijela doza lijeka nalazila u krvi, Sto znai da se taj lijek zadrzao u krvi i nije
raspodijelio u ostale teku¢inske odjeljke u organizmu, poput izvanstani¢ne i
unutarstani¢ne tekucine. S druge strane, ako je volumen distribucije nekog lijeka 150
L, onda je potrebno imati 150 litara krvi kako bi se cijela doza lijeka nalazila u krvi,
Sto znaci da se taj lijek znaCajno raspodijelio iz krvi po cijelom organizmu. Kako
prosjecan Covjek ima 50 — 60 L volumena ukupnih tjelesnih tekucina (ukljucujucéi
izvanstani¢nu i unutarstanic¢nu), o€ito je doslo do zadrZavanja (sekvestriranja) lijeka u
nekom odjeljku (npr. masnom tkivu) pa je izraCunati (prividni) volumen distribucije
tako velik.

Volumen distribucije je znacajan parametar u klinickoj praksi kako bi se odredila
tzv. udarna doza u slucajevima kada je neophodno brzo posti¢i Zeljenu terapijsku
koncentraciju lijeka u krvi (Cz). Prikazana se jednadzba moZe koristiti kod lijeka
primijenjenog intravenski ili sa 100 %-tnom biodostupnosti (vidjeti niZe u tekstu).

DOZA ppes = Vo X C, (J.7)

Vrijeme polueliminacije (T,,,)

Vrijeme polueliminacije (poluvijek) je vrijeme potrebno da se ukupna koli¢ina
lijeka (ili koncentracija lijeka u krvi/plazmi) smanji za polovicu. U pitanju je
derivirani farmakokineticki parametar koji je potpuno ovisan o klirensu i volumenu
distribucije nekog lijeka.

Vo
T,,= 0,693 x o J. 8

Vrijeme polueliminacije nam ukazuje koje je vrijeme potrebno da koncentracija
lijeka, nakon pocetka primjene, dostigne 50% koncentracije ravnoteZnog stanja (Css),
odnosno vrijeme potrebno da se koncentracija lijeka smanji za 50% od Css. Za
klinicku je praksu ovaj parametar vaZan jer je potrebno primjenjivati lijek u trajanju
4xTi, kako bi se dosegnula njegova Zeljena terapijska koncentracija (94% Css) te je
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potrebno vrijeme od 4xT;,» nakon posljednje primjene lijeka da se njegova znacajna
koli¢ina (94%) ukloni iz organizma.

Uz vrijeme polueliminacije je (reciprono) povezana konstanta brzine eliminacije
(Kg) koja nam ukazuje koliki se postotak lijeka uklanja iz organizma (ili odjeljka) po
jedinici vremena. Vrijednost Kg od 0,1 min” nam ukazuje da se priblizno 10%
preostale koli¢ine lijeka uklanja svake minute iz organizma. Kako se koli¢ina
preostalog lijeka smanjuje tako se smanjuje i brzina eliminacije lijeka, sukladno
Jednad?ibi 1.

0,693 g
T, Vb

12

K=

J.9)

Iz prikazane jednadzbe je jasno vidljivo da vrijednosti klirensa i volumena
distribucije imaju suprotne ucinke na Kg i brzinu eliminacije lijeka. Svako smanjenje
klirensa ¢e smanjiti brzinu eliminacije lijeka, dok ¢e smanjenje volumena distribucije
povec€ati brzinu eliminacije lijeka (za T, vrijedi upravo suprotno). U slucaju
paralelne, istosmjerne i jednakovrijedne promjene vrijednosti i klirensa i volumena
distribucije nekog lijeka u ¢ovjeku (npr. zbog bolesti), ne€e nastati bitna promjena Kg
1 Tip za taj lijek.

Biodostupnost (F)

Biodostupnost lijeka je postotak (frakcija) primijenjene doze lijeka koji s mjesta
primjene ude u sistemski krvotok. U slu¢aju intravenske primjene lijeka biodostupnost
iznosi 1 (100 %). Kada se lijek drugacije primjenjuje, biodostupnost je obi¢no
smanjena, uglavnom uslijed nepotpune apsorpcije lijeka i u€inka prvog prolaska kroz
jetru (lijek, nakon apsorpcije u Zelucu i crijevu, putuje portalnim krvotokom i dolazi u
jetru koja ga metabolizira te samo frakcija nepromijenjenog lijeka uspije doprijeti u
sistemsku cirkulaciju). Biodostupnost lijeka (npr. nakon oralne primjene) se obi¢no
odreduje pomocu povrsine ispod krivulje (AUC) koja prikazuje mjerenu koncentraciju
lijeka u krvi (plazmi) po jedinici vremena, a usporeduje se s AUC nakon intravenske
primjene.

AUCy,,  DOZA,
AUC DOZA

F= (J. 10)

v ORAL

Kao $to smo prije naglasili, biodostupnost nekog lijeka je produkt dva ¢imbenika,
postotka doze lijeka koja se apsorbirala iz probavnog trakta u portalni krvotok (f) i
postotka doze apsorbiranog lijeka koji dospije u sistemski krvotok nakon prolaska
kroz jetru (F*). Drugi faktor, F* je izravno ovisan o jetrenom omjeru estrakcije (Ex)
nekog lijeka, koji izraZava kolika se koli¢ina lijeka ukloni u jetri, vidjeti JednadZbu 3.

F=fxF+=f x(1-E,) (J. 11)

Ako uzmemo za primjer lijek X, koji se 90 % apsorbira iz probavnog trakta u
portalni krvotok (f) i koji ima jetreni omjer estrakcije (Eg) od 0,1, njegova
biodostupnost iznosi 81% (0,9x0,9 = 0,81). Drugi primjer je npr. morfin, lijek koji se
prakticno potpuno apsorbira iz probavnog trakta (f = 1), ali ima visoki Ey (pribliZno
0,7), zbog Cega je njegova biodostupnost oko 30%.

Kako se u klini¢koj praksi vrlo ¢esto oralno primjenjuje lijekovi, biodostupnost je
parametar koji je neophodan za odredivanje racionalnog rezima doziranja lijeka,
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poput doze odrzavanja, udarne doze lijeka ili intervala doziranja (t), s obzirom na
Zeljenu koncentraciju lijeka u krvi/plazmi (Cz).

CLXCZ

ODRZAVANJA — F

DOZA X1 J. 12)
Ako podijelimo dozu odrZzavanja s intervalom doziranja, izracunati ¢emo brzinu
primjene lijeka za lijek koji se primjenjuje oralno, sukladno Jednadzbi 5.
CLxC,
Vorim= z J.13)
F
Permutacija gornjih jednadZbi nam omogucuje racunanje prosjene koncentracije
lijeka u ravnoteznom stanju (Css) kada se lijek primjenjuje oralno, s intervalima
izmedu 2 primjene.

_ FxDOZA

Cy= J. 14
s CLX1 ( )

Udarna doza za lijek koji se primjenjuje oralno se racuna sukladno Jednadzbi 7.
VoxC,

DOZA jparna = F

(J. 15)

1. Pristupi analizi farmakokinetickih podataka

Postoje dva temeljna pristupa analizi farmakokinetickih podataka (koncentracije
lijeka u krvi/plazmi po jedinici vremena): farmakokineticki modeli s jednim ili viSe
odjeljaka (eng. compartments) te analiza bez odjeljaka (engl. noncompartmental
analysis). Farmakokineticki modeli se koriste kako bi se matemati¢kim jednadzbama
pojednostavljeno opisale promjene koncentracije lijeka u krvi po vremenu. Najcesce
se koriste modeli s jednim ili dva odjeljka, za intravaskularnu ili ekstravaskularnu
primjenu lijeka. Za razliku od prije spomenutog, pristup analizi bez odjeljaka ne
koristi matemati¢ko modeliranje, moZe se primijeniti na prakticno sve farmako-
kineticke podatke te se upravo zbog svoje ,robustnosti‘ primarno koristi u analizi
farmakokineti¢kih podataka od strane regulatornih tijela i farmaceutske industrije.

Farmakokineticki modeli

Za detaljan opis svih farmakokinetickih modela koji se koriste u analizi, Citatelj se
upucuje na specijaliziranu struénu literaturu, navedenu na kraju priru¢nika. Ovdje ¢e
se ukratko prikazati samo najceS¢e koriSteni modeli u analizi farmakokineti¢kih
podataka, model za intravaskularnu primjenu lijeka s jednim i dva odjeljka.
Farmakokineticki odjeljak zapravo predstavlja kombinaciju razli¢itih tkiva i organa
unutar kojeg je postignuta ravnoteza koncentracije lijeka. Broj odjeljaka u modelu se
empirijski odreduje na temelju semilogaritamskog prikaza koncentracije lijeka u
krvi/plazmi po jedinici vremena: ukoliko je pad koncentracije lijeka monofazican,
koristimo jedan odjeljak; ukoliko je pad bifazi¢an, koristimo dva odjeljka.
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Model za intravaskularnu primjenu lijeka s jednim odjeljkom pretpostavlja da
je cijeli organizam homogeni prostor unutar kojeg se lijek ravnomjerno distribuira, te
posljedicno eliminira. Koncentracija lijeka u odredenoj vremenskoj tocki (Cy) se
racuna prema slijedecoj jednadzbi :

C, =C, xe X < (J. 16)

Vidimo da je koncentracija (C;) ovisna o vremenu uzorkovanja (t), pocetnoj

logaritmirati prirodnim logaritmom pa se dobije slijedeca jednadZba:
LnC, =LnC,—-Kxt J. 17)

Ovaj je oblik jednadzbe vrlo praktican jer predstavlja klasi¢nu jednadZbu pravca,
Y = aX + b, gdje je Y (logaritmirana) koncentracija lijeka, X je vrijeme, Kg je nagib
pravca (negativnog predznaka), a Ln Cy je odsje€ak na Y osi. Gornja se jednadZba
moZe konvertirati iz prirodnog u dekadski logaritam, pa se dobije slijedeca jednadZba:

Log C, =Log C, - 21283 Xt (J. 18)

Vazno je napomenuti da su gore opisani osnovni farmakokineti¢ki pojmovi i
jednadzbe odnose upravo na model s jednim odjeljkom.

Model za intravaskularnu primjenu lijeka s dva odjeljka pretpostavlja da u
organizmu postoje odredeni organi i tkiva u koje se lijek znacajno sporije distribuira
iz krvi/plazme, obi¢no zbog slabije prokrvljenosti — periferni odjeljak, u odnosu na
dobro prokrvljene organe i tkiva — centralni odjeljak. Koncentracija lijeka u odredenoj
vremenskoj to€ki (C;) se racuna prema slijede¢oj jednadzbi :

C,=Axe " +Bxe ™! (J. 19)

Nove varijable u gornjoj jednadzbi su A, B, a i B. a je konstanta brzine
distribucije, izraz Axe " opisuje fazu distribucije (tzv. o fazu), dok je p konstanta
brzine eliminacije (post-distribucije), te izraz B x e Bt opisuje fazu eliminacije (tzv.
B fazu). A i B su empirijske konstante, odsjecci na Y osi, te njihov zbroj predstavlja
pocetnu koncentraciju lijeka, Cy. Racunanje i odredivanje A, B, a i B, te ostalih,
osnovnih farmakokinetickih parametara u modelu s dva odjeljka je razmjerno sloZzeno
i Citatelj se upucuje na specijaliziranu stru¢nu literaturu.

Analiza bez odjeljaka

Kod ovog pristupa, za odredivanje osnovnih farmakokinetickih parametara, Cr,
Vb, Kg, Tip i AUC, potrebno je imati odredeni broj pouzdanih vrijednosti
koncentracije lijeka (C;, Cy, ... Cx) u vremenskim toCkama (t;, t, ... t5). Prvo se
odreduje Kg, koriste¢i jednadzbu:

_Ln(C)-Ln(C)
t,—t

(J. 20)

Kg =

2 1

Vrijednost T, se moZe aproksimirati vizualnim pregledom grafa kako bi se
utvrdio vremenski interval u kojem se koncentracija lijeka smanjila za 50%, a
racunski se odreduje iz Kg sukladno Jednadzbi 9 ili koriste¢i jednadzbu:
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T = “Ln ((%)6?3Ln ) (/. 21)
t,—t
Pomoc¢u Kg ¢emo izracunati i Ln Cy, nakon prilagodbe Jednadzibe 20:
Ln (C,)) =Ln (C))+ K Xt, J. 22)
Sada se moZe, jednostavnim antilogaritmiranjem, izracunati i Cy:
C, =™ (J. 23)

Najvazniji korak u analizi bez odjeljka je odredivanje AUCy., za $to se najcesce
koristi linearna trapezoidna metoda. Ova metoda se koristi na linearnom prikazu, a
zasniva se na podjeli ukupne AUC na viSe manjih segmenata (trapezoida). Ukupna
AUC odgovara zbroju povrsina svih trapezoida, sukladno jednadzbi:

AUCtl—tx = Z{%X(tnﬂ - tn ):| (J° 24)

IzraCunata je ukupna povrSina ispod krivulje za vremenske to¢ke u kojima je
mjerena koncentracija lijeka, t;-ty. Za izraCunati AUCy., , potrebno je AUCy.««
pridodati AUCy.¢q i AUC..,, koje su odredene sukladno jednadzbama:

_ C() + Cl
0-tl — X

AUC t, (J. 25)

C
AUC, =-—= (J. 26)

E

Nakon odredivanja AUCy.., poznavajuéi primijenjenu dozu lijeka, moguce je
izraCunati Cy, koristeci Jednadzbu 4, te Vo, koriste¢i JednadZbu 6 ili JednadZbu 9.
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I11. Upoznavanje s dijelovima i suceljima modula ,,Kinetics*

Nakon odabira modula iz farmakokinetike ,, Kinetics* i modela ljudskog
organizma ,,Men*, prikazuje se glavni izbornik modula, u kojem odabiremo klinicki
slucaj (ili slucajeve) te slijedece podmodule: ,,Plasma concentration* (prikaz
koncentracija lijeka u plazmi po vremenu), ,,Kinetics* (prikaz grafova koncentracije
lijeka u plazmi po vremenu, s raCunanjem razlicitih farmakokinetickih parametara) te
~Compartments* (prikaz osnovnih farmakokinetickih parametara za odjeljke
organizma koji se koriste za simulaciju grafova koncentracije lijeka u plazmi po

vremenu).
PHARMACOKINETICS

KRATKIUVOD U MODUL _

Introduction

ODABIR KLINICKOG SLUGAJA \t

ase |

ODABIR POD-MODULA

\Plasmﬂ Conc. l"‘x‘\ F f
\Kinetics 1 o
Compartments i . "-qb
0DABIR2.KLINICKOGSLUCAJA\ Y T e T R, “",H__ e s L S R AR ¥ ¢ 3
Case Il : 3.*{.':., = 5
ODABIR POD-MODULAH\_._Z (e 13 P
\ Kinetics Il i"c
Compartments & :‘;"'
ISTOVREMENI PRIKAZ OBA ~N F 4
KLINICKA SLUCAJA it & 1 -
About
ZATVARANJE MODULA —— ) _ _
It ept. o1 armacology’ niWeErsity of Amsterdam e-rmall sEnwIgenburgl2@ame.uva.n
\Q.m M Dept of Ph I U ity of Arsterd Ih Igenburg@ |
Slika 10. Prikaz glavnog izbornika modula ,, Kinetics®.
3 Plasma Concentration I GG Sl
Instrudtion ODABIR NACINA
Species Dose — e after lastdose  PRIMJENE LIJEKA
Exarcizes =t adult m ju min
Substance = " ODABIR SLIJEDECE
PRIMJENJENI LVEK ————— 5 [rgiciin = I——_— \VREMENSKE TOCKE
ZA UZORKOVANJE
Weight (kg) = \
TJELESNAMASA —ow | eaie . ODABIR DOZE LIJEKA
antirm
Time Plasma conc. Effect
KONCENTRACIJE LIJEKA U
VREMENSKIM TOCKAMA ————». [ 0min [ 0 ng/ml lefiect

Slika 11. Prikaz podmodula ,,Plasma concentration.
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Slika 12. Prikaz podmodula ,,Kinetics*.
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IV. Ampicilin — primjer modela s jednim odjeljkom

Ampicilin primijenjen intravenski (bolus)

U glavnom izborniku modula odaberemo 1. klinicki sluc¢aj (Case I) ,,man* i
»~ampicillin — gastric pH=2*. Nakon potvrde (Confirmation) odabira klinickog slucaja,
postaju nam raspoloZiva tri gore opisana podmodula.

Pocet ¢emo odabirem podmodula ,,Plasma concentration*, Slika 11.

Najvaznije je ispravno odabrati nacin primjene lijeka, u ovom sluc¢aju po€injemo
sa intravenskom (i.v.) primjenom, te odrediti prikladnu dozu za taj nacin primjene
lijeka. Premda je u slucaju ampicilina prikladna doza za i.v. primjenu 500 mg, u
slijede¢em primjeru ¢e se primijeniti doza od 300 mg, kako bi studenti samostalno
izveli vjezbu s prikladnom dozom od 500 mg.

Nakon §to smo odabrali dozu od 300 mg i potvrdili je, potrebno je odrediti
vremenske tocke (T) uzorkovanja krvi radi odredivanja koncentracije lijeka (C), npr.
12, 24, 36, 48, 60, 90, 120, 180, 300 i 420 minuta nakon primjene lijeka.

Ako smo sve ispravno izveli, dobili smo tablicu nalik niZe prikazanoj:

Ampicilin 300 mg i.v. Ampicilin 500 mg i.v. (ispunjavaju studenti)
T (min) C (ng/ml) T (min) C (ng/ml)

12 10008,513

24 8884,523

36 7886,771

48 7001,078

60 6214,858

90 4614,242

120 3425,904

180 1888,638
300 574,212
420 174,802

Koriste¢i brojeve iz tablice, nacrtati ¢emo osnovni graf iz farmakokinetike, graf
koncentracije lijeka (ampicilina) u krvi/plazmi po jedinici vremena. Kako bi utvrdili
sve vazne informacije iz dobivenih podataka, graf ¢emo nacrtati u linearnom i
semilogaritamskom prikazu. Semilogaritamski prikaz (logaritmira se koncentracija
lijeka, C) je koristan kako bi se od krivulje dobio pravac. Na slijede¢oj su stranici
prikazani grafovi za dozu od 300 mg.

Studenti moraju sami nacrtati grafove na radnim listovima za linearni i
semilogaritamski prikaz za dozu od 500 mg.
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Koncentracija (ng/ml)

Log Koncentracije (ng/ml)
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Slika 14. Graf koncentracija lijeka / vrijeme.
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Slika 15. Graf logaritma koncentracije lijeka / vrijeme.
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Slika 16. Radni list za (linearni) prikaz grafa koncentracija lijeka / vrijeme.
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Slika 17. Radni list za (semilogaritamski) prikaz grafa log koncentracije lijeka/vrijeme.
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Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics*, Slika 12.

Analogno prethodno opisanom podmodulu, odabiremo nacin primjene lijeka (i.v.),
te odredujemo dozu (300 mg). Studenti ¢e samostalno izvesti vjezbu s prikladnom
dozom od 500 mg.

Nakon $to smo kliknuli ,,Start”, poCinje se ispisivati zelenom bojom krivulja
koncentracije lijeka u plazmi po vremenu. S donjim desnim ,,okretnim gumbom*
podesavamo brzinu ispisa. Nakon 6-8 sati zaustavljamo ispis te promatramo dobiveni
graf u linearnom i semilogaritamskom prikazu, koriste¢i preostala 3 ,,okretna gumba“
za podesavanje raspona X i Y osi. Studenti moraju usporediti prikazane grafove sa
onima koje su nacrtali u radnim listovima, Slika 16 i Slika 17.
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¥ mex mo/! CONCENTRATION COMPARTMENTS

X meax
f\l 25 30 35

20 40
15 . 45
10 50

5 55
0 60

’d

0.01 1000

Yrr.1in

Speed

0,001 1000 h slow stop fast
narmal log # Central Comp. # “eripheral Comp. # ffect Comp. MOVE CUrsors scroll X
Instruction ‘ |man Iadull ST, / Calculus Computer
[ampicillin hhmm t1/2 2w v [1:10
Exercises ’—
68,230 kg L t it v [0.5958
Calculation - .
fiv. ~| |[|s48 0 mal v [10,2442
Close text New dose | Gong"| mo/l kg [0.4292
10,25 o Ithikg ¥ [0.2557
7] hmgyl [v |1?.5589
P | 300  mg 018 =5 \ J
AUC = {SUM [C(H) + C{t+1)] / 2} + C(tn) / k dimension: h.mg/| -
Start | AlC is the area under the curve and can be calculated as the sum of
Help Line | area's between two successive points of ime. The AUC can be
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r,q points is small.
L]

Slika 18. Prikaz izra¢una farmakokineti¢kih parametara pomocu podmodula
Kinetics.

Pomoc¢u ovog podmodula moguée je pribliZzno izracunati odredene farmako-
kineticke parametre. Kako bi to ostvarili, potrebno je u semilogaritamskom prikazu
pazljivo kursorom postavili crveni kriZz na pocetak krivulje i plavi kriz na kraj
krivulje te odabrati decimalni nacin prikaza vremena. Kada su se dvije ,krajnje*
vrijednosti prikazale kao t, t; i ¢, ¢z, moZemo pomocu ,,Calculusa“ s desne strane
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wizracunati“ Tjp, Kg, Co, VD, CL i AUC, te provjeriti dobivene vrijednosti s onima
koje je racunalo izraCunao, na temelju odabranih t;, t; i ¢y, C».

Studenti moraju, koriste¢i dozu od 500 mg, izracunati vrijednosti navedenih
farmakokinetic¢kih parametara.

Kg= Tip=
Co= Vb =
AUCy. = CL=

66



Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

sesteskeskeskk

DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI
Koriste¢i podatke iz tablice te 2 grafa koja smo nacrtali, mozemo utvrditi tj.
izraCunati najvaznije farmakokineticke parametre za ampicilin, primijenjen i.v., poput

T1/2, KE, CL, Vpi AUC

Prvo S$to moZemo uo€iti na semilogaritmskom prikazu je da smo dobili
monofazi¢ni pad koncentracije, S§to ukazuje da farmakokinetika ampicilina odgovara
tzv. modelu s jednim odjeljkom. Iz linearnog i semilogaritmskog prikaza se moze
aproksimirati koliki je Ty, a ekstrapolacijom pravca na Y os, na semilogaritmskom
prikazu, moZe se pokusati aproksimirati koliki je Co.

Ipak, koriste¢i gore spomenute jednadZbe za analizu bez odjeljka, iz podataka
navedenih u tablici, egzaktno ¢emo izracunati Kg, T, AUCy.., CL 1 VD.

Sukladno Jednad?bi 20, Kg = - (Ln(Cy) - Ln(Cy)) / (&2 - t))= 0,00992 min ' =
0,595 h’!

Sukladno Jednadzbi 9, Ti»= 0,693 / Kg= 69,86 = 70 min = 1,164 h

Sukladno Jednadibi 22, Ln(Cp) = Ln(C;)) + Kg x t4 = 93303, a
antilogaritmiranjem utvrdujemo kako je Cyp = 11274,5 ng/ml = 11,275 mg/1.

Sukladno Jednadzbi 24, AUC 2420 = Y [(Ch + Cpt1)/2 X (tpe1 — tn)] = 1017795
ng/ml X min.

Sukladno Jednadzbi 25, AUCq 12 = (Cp + C12)/2 X t;= 127699 ng/ml x min.
Sukladno Jednadzbi 26, AUC430.o = Caz0 / Kg = 17618 ng/ml x min.

Zbrojivsi sve tri gore prikazane AUC, utvrdujemo da je AUCy.. = 1163113 ng/ml
x min.

Sukladno Jednadzbi 4, CL= Doza / AUC.,, = 257,93 ml/min = 15,48 1/h.
Sukladno Jednadzbi 9, Vb = CL/ Kg =26 1.
Alternativno, sukladno Jednadzbi 6, Vb = Doza / Cy = 26,6 1.

Studenti moraju, koriste¢i tablicu koju su dobili nakon primjene doze od 500 mg
ampicilina, samostalno izracunati Kg, T/, AUCy., CL1 VD.

KE=

Tip=
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Co=

AUCy.. =

CL=

Vb =

Za utvrditi ostale, razmjerno vazne farmakokineticke parametre koriste¢i analizu
bez odjeljka neophodno je, pored AUC,, odrediti i povrSinu ispod momenta krivulje
AUMUC,... Odredivanje AUMC iz podataka mjerenja, prikazanih u tablici, sli¢no je
odredivanju AUC, sukladno jednadZzbi:

AUMC, , = Z[C“ alt +2C LSV, )} (J. 27)

IzraCunali smo ukupnu povrSinu ispod momenta krivulje za vremenske tocke u
kojima smo mjerili koncentraciju lijeka, t;-ty. Kako bismo izra¢unali AUMC .,

potrebno je AUMCy.« pridodati AUMC.; i AUMC..., koje su izracunate sukladno
jednadZbama:

Cl><tl><t

AUMC 1 (J. 28)

0-t1 —

C xt Cs

AUMC,  =—bo" X4

KE KE

Nakon $to smo odredili AUMCo«», moZemo izracunati srednje vrijeme
zadrzavanja, MRT, prosjecno vrijeme koje lijek provede u organizmu prije

eliminacije, koriste¢i jednadzbu:

J. 29)
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MRT = AUMCo. (J. 30)
AUC, _

Kod intravenske primjene lijeka, MRT je u izravnom odnosu sa dva znacajna
farmakokineti¢ka parametra, Kg i VD (u ravnoteZnom stanju):

Kg=1/MRT; Vb= MRT x CL.

Studenti moraju, koriste¢i tablicu koju su dobili nakon primjene doze od 500 mg
ampicilina, samostalno izraCunati AUMC. i MRT, te izraCunati vrijednosti Kg i Vb
pomoc¢u MRT.

AUMCy.. =

MRT=

KE= Vb =

esfesiesesksk
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Ampicilin primijenjen per os

U glavnom izborniku modula odaberemo 2. klinicki slucaj (Case II) ,man® i
~ampicillin — gastric pH = 2“. Nakon potvrde (Confirmation) odabira klinickog
slu€aja, postaju nam raspoloZiva tri gore opisana podmodula.

Odabiremo podmodul ,,Plasma concentration®, Slika 11.

Potrebno je odabrati oralni nacin primjene lijeka (per os) te odrediti prikladnu
dozu za taj nacin primjene lijeka. Premda je u slu¢aju ampicilina prikladna doza 500
mg, u slijede¢em primjeru ¢e se primijeniti doza od 300 mg, kako bi studenti
samostalno izveli vjezbu s prikladnom dozom od 500 mg.

Nakon $to smo odabrali dozu od 300 mg i potvrdili je, potrebno je odrediti
vremenske toCke (T) za uzorkovanja krvi radi odredivanja koncentracije lijeka (C),
npr. 12, 24, 36, 48, 60, 90, 120, 180, 300 i 420 minuta nakon primjene lijeka.

Ako smo sve ispravno izveli, dobili smo tablicu nalik dolje prikazanoj:

Ampicilin 300 mg per os Ampicilin 500 mg per os (ispunjavaju studenti)
T (min) C (ng/ml) T (min) C (ng/ml)
12 0
24 3096,403
36 4411,033
48 4181,639
60 3754,589
90 2794,436
120 2074,815
180 1143,774
300 347,703
420 105,812

Koristeci brojeve iz tablice, nacrtati ¢emo graf koncentracije lijeka (ampicilina) u
krvi/plazmi po jedinici vremena. Kako bi utvrdili sve vazne informacije iz dobivenih
podataka, graf c¢emo nacrtati u linearnom i semilogaritamskom prikazu.
Semilogaritamski prikaz (logaritmira se koncentracija lijeka, C) je koristan kako bi se
od krivulje dobio pravac. Na slijede¢oj su stranici prikazani grafovi za dozu od 300
mg.

Studenti moraju sami nacrtati grafove na radnim listovima (Slika 16 1 Slika 17) za
dozu od 500 mg.
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Slika 20. Graf logaritma koncentracije lijeka / vrijeme.

Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics*, Slika 12.

Sukladno prethodno opisanim podmodulom, odabiremo nacin primjene lijeka (per
0s) te odredujemo dozu. Nakon §to smo kliknuli ,,Start”, po€inje se ispisivati zelenom
bojom krivulja koncentracije lijeka u plazmi po vremenu. S donjim desnim ,,okretnim
gumbom® podeSavamo brzinu ispisa. Nakon 6-8 sati zaustavljamo ispis te
promatramo dobiveni graf u linearnom i semilogaritamskom prikazu, koristeci
preostala 3 ,,okretna gumba‘ za podeSavanje raspona X i Y osi.

Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima koje su nacrtali u radnim
listovima, Slika 16 1 Slika 17.

Kako bismo najlakSe vizualno medusobno usporedili dva klinicka slucaja,
koristimo podmodul Kinetics I & I1.
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Slika 21. Prikaz krivulja koncentracije lijeka po vremenu za dva klinicka slucaja.

U ovom podmodulu, odabiremo nacin primjene lijeka za dva slucaja (i.v. nasuprot
per os) i dozu (obavezno istu). Nakon $to smo kliknuli ,,Start”, po€inju se ispisivati
zelenom i crvenom bojom krivulje koncentracije lijeka u plazmi po vremenu, za dva
slucaja.

Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima koje su nacrtali u radnim
listovima, Slika 16 1 Slika 17.

Za raspravu:

Koje su razlike u grafovima za i.v. i per os primjenu? Zasto?

72



Priru¢nik o virtualnim pokusima iz farmakologije

sesteskeskeskk

DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI

Koriste¢i podatke iz tablice te 2 grafa koja smo nacrtali, mozemo utvrditi tj.
izraCunati za ampicilin, primijenjen per os, nama ve¢ poznate farmakokineticke
parametre, poput Ty, Kgi AUC, zatim klirens i volumen distribucije normalizirane
prema biodostupnosti, CL/F, Vb/F te nove parametre koje nismo imali kod i.v.
primjene: Cpaks (maksimalna tj. vr$na koncentracija lijeka) i Thaks (vrijeme kada se
dosegla Cpaks). Tmaks odgovara vremenu kada se izjednacila brzina apsorpcije i
eliminacije lijeka. Za oralnu je primjenu lijeka Co = 0.

MoZemo uociti na semilogaritmskom prikazu da smo, nakon pocetnog rasta,
dobili monofaziéni pad koncentracije lijeka. Potrebno je izabrati 2 vremenske tocke u
tom monofazi¢cnom padu za odredivanje Kg. 1z linearnog prikaza i tablice moZe se
utvrditi Cpaks 1 Tmaks te aproksimirati koliki je Tj,. Za odredivanje farmakokinetickih
parametara koristimo ove jednadZbe:

Kg = (Ln(Cy) - Ln(Cp) / (t2 - ty)

Tip =0,693/ Kg

AUC 2420 = Y[(Cp + Cos1)/2 X (tas1 — tn)]
AUCy1p=(Co+ Cp)/2 x 1y

AUC20-0 = Ca20 / Kg

AUCy. = AUC| 2420 + AUCy.12 + AUCs200
CL=F x Doza/ AUCy., => CL/F = Doza / AUCy.,
Vbo/F = CL/F / Kg

Studenti moraju, koriste¢i tablicu koju su dobili nakon primjene doze od 500 mg
ampicilina, samostalno izracunati Cpaks, Tmaks, Kg, T1/2, AUCo0, CL/F i VD/F.

Kako za ampicilin imamo vrijednosti farmakokineti¢kih parametara za i.v.

primjenu, studenti moraju izracunati i njegovu apsolutnu biodostupnost, F, prema
Jednadzbi 10.

Cmaks =
Tmaks =

Kg=
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Tz =

AUCy. =

CL/F =

Vo/F =

Za utvrditi ostale vaZne farmakokinetiCke parametre koriste¢i analizu bez odjeljka,
potrebno je prvo odrediti povrSinu ispod momenta krivulje, AUMCy.., i srednje
vrijeme zadrZavanja, MRT, za oralnu primjenu lijeka.

AUMC .« = Z[(Cn Xty + Chor X th)/2 X (tpy — ty)]

AUMC().ﬂ = (Cl X t1)/2 X 11

AUMCiyo = (Cix % ty) / Kg + Cix / Ki

MRT = AUMCy... / AUCy
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Ukoliko poznajemo srednje vrijeme zadrzavanja lijeka za intravensku (MRTy) i
oralnu primjenu (MRTorar), moguce je izraCunati srednje vrijeme apsorpcije lijeka,
MAT, prosje¢no vrijeme potrebno lijeku da ude u krv iz probavnog trakta nakon
oralne primjene:

MAT =MRT,_;,, —MRT, J. 31)
Konstanta brzine apsorpcije, Ku, koja nam ukazuje koliki se postotak lijeka

apsorbira iz probavnog trakta u sistemsku cirkulaciju po jedinici vremena, moZe se
izraCunati pomo¢u MAT:

1
=— J. 32
A= MAT (J. 32)
Pomocu vrijednosti K4 i Kg moguce je izracunati i teoretsku vrijednost Tpas:
Lo Xa
T =—"""E (J. 33)
maks KA _ KE

Studenti moraju, koriste¢i tablicu koju su dobili nakon oralne primjene doze od
500 mg ampicilina, samostalno izracunati AUMC., i MRT te, koriste¢i vrijednosti
MRT za intravensku primjenu, izraCunati MAT, K4 i Tiaxs.

AUMCy, =

MRT =

MAT =
Ky =
Tmaks =

esfesiesiesksk
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Ampicilin primijenjen pri smanjenoj apsorpciji

Vrijednosti farmakokineti¢kih parametara za ampicilin, primijenjen i.v. i per os,
koje su studenti izracunali u prethodnom dijelu, predstavljaju referentne vrijednosti
s kojima ¢e se usporedivati parametri koje ¢emo izraCunati u ovom dijelu, kada je
izmijenjena apsorpcija (ili eliminacija) lijeka. Za detaljan opis svih mogucih uzroka
izmijenjene apsorpcije i eliminacije lijeka (npr. komedikacija, komorbiditet i sl),
Citatelj se upucuje na specijaliziranu stru¢nu literaturu, navedenu na kraju poglavlja.
Ovdje ¢e biti prikazan primjer smanjene apsorpcije, zbog poviSene pH vrijednosti u
Zeludcu, te smanjene eliminacije lijeka, zbog reducirane bubrezne funkcije.

S obzirom da je ampicilin kiselina ¢iji je pK = 2,5, pri poviSenoj pH vrijednosti u
Zeludcu dolazi do smanjenje apsorpcije ampicilina. To se dogada zbog promjene u
odnosu koncentracija ioniziranog (A”) i neioniziranog (HA) oblika lijeka, sukladno
Henderson—-Hasselbalchovoj jednadZbi:

c@A)

H=pK+Lo
pH=p B HA)

(J. 34)

U glavnom izborniku modula odaberemo 1. klinicki sluc¢aj (Case I) ,,man* i
w~ampicillin — gastric pH = 3,5% Nakon potvrde (Confirmation) odabira klinickog
slucaja, postaju nam raspoloZiva tri gore opisana podmodula.

Odabiremo podmodul ,,Plasma concentration®, Slika 11.

Potrebno je odabrati oralni nacin primjene lijeka (per os) jer se poremecaj
apsorpcije zbog izmijenjene pH vrijednosti u Zeludcu moZe detektirati samo u
primjeni per os. Farmakokinetika ampicilina primijenjenog i.v ostaje nepromijenjena.

Studenti moraju samostalno izvesti vjezbu s prikladnom dozom, ispuniti tablicu i
nacrtati grafove na radnim listovima (Slika 16 i Slika 17).

Ampicilin 500 mg per os (pH = 3,5)

T (min) C (ng/ml)

Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics®, Slika 12.

Odabiremo nacin primjene lijeka (per os) te odredujemo dozu. Nakon 6-8 sati
zaustavljamo ispis te promatramo dobiveni graf u linearnom i semilogaritamskom
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prikazu. Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima koje su nacrtali u
radnim listovima, Slika 16 1 Slika 17.

Kako bismo najlakSe vizualno medusobno usporedili utjecaj pH vrijednosti na
farmakokinetiku ampicilina, koristimo podmodul Kinetics I & II, nakon S§to
odaberemo 2. klini¢ki slucaj (Case II) ,,man* i ,,ampicillin — gastric pH = 2.

U ovom podmodulu, odabiremo oralni na¢in primjene lijeka za dva slucaja (pH =
3,5 nasuprot pH = 2) i dozu (obavezno istu). Nakon $to smo kliknuli ,,Start*, po€inju
se ispisivati zelenom i crvenom bojom krivulje koncentracije lijeka u plazmi po
vremenu, za dva slucaja. Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima koje
su nacrtali u radnim listovima, Slika 161 Slika 17.

Za raspravu:

Koje su razlike u grafovima za pH = 3,5 i pH = 2? ZasSto?

Sukladno Henderson-Hasselbalchovoj jednadzbi, koliko se izmijenio
omjer koncentracije neioniziranog i ioniziranog oblika lijeka pri

navedenoj promjeni pH?

Koji su moguéi uzroci izmijenjenog pH Zeludca?
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desksieckskok

DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI

Koriste¢i podatke iz tablice, moZemo utvrditi tj. izracunati za ampicilin,
primijenjen per os, pri pH = 3,5, farmakokineti¢ke parametre: Cpakss Tmakss Kgs T1/2,
AUCy.., CL/Fi VD/FiF.

CmMm=
Tmaks =

Kk =

Tin =

AUCy. =

CL/F =

Vo/F =

esfesiesesksk
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Ampicilin primijenjen pri smanjenoj bubreznoj funkciji

Vecina se lijekova izlucuje iz organizma putem bubrega, u izvornom obliku i kao
metabolit(i). Stoga ne Cudi da ¢e poremecaj bubreZne funkcije (uslijed bolesti,
lijekova, starije Zivotne dobi i sl.) imati za posljedicu izmijenjenu farmakokinetiku
brojnih lijekova. Poremecaj bubreZzne funkcije najlakSe je odrediti sukladno
glomerularnoj filtraciji (GFR). GFR se najces¢e mjeri odredivanjem klirensa
kreatinina (CLkr), kojeg neizravno procjenjujemo iz razine serumskog kreatinina
(Ckr) pomocu Cockceroft-Gaultove jednadzbe:

(140—dob)xmasa (kg)xK
Cyg (Hmol/1)

C. (ml/min)= (J. 35)

e

K je konstanta koja iznosi 1,23 za muskarce i 1,04 za Zene.

U zdravom je organizmu Cigr = 90 ml/min, dok vrijednosti nize od 90, 60
odnosno 30 ml/min ukazuju na blago, umjereno odnosno teSko sniZenje GFR, pa je
potrebno sukladno tome smanjiti dozu lijeka.

U glavnom izborniku modula odaberemo za 1. klini¢ki slucaj (Case I) ,,man‘ i
»ampicillin — kidney disease®. Nakon potvrde, postaju nam raspoloZiva tri gore
opisana podmodula.

Odabiremo podmodul ,,Plasma concentration®, Slika 11.

Potrebno je primijeniti lijek u dva navrata (izbrisati tablicu izmedu 2 primjene -
RESET), 1. put odabrati i.v. naCin primjene lijeka, a 2. put primjenu per os.

Studenti moraju samostalno izvesti vjeZbu s prikladnom dozom, ispuniti tablice za
obje primjene lijeka i nacrtati grafove na radnim listovima (Slika 16 i Slika 17).

Ampicilin 500 mg i.v. (GFR) Ampicilin 500 mg per os (|GFR)

T (min) C (ng/ml) T (min) C (ng/ml)

Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics*, Slika 12.

Odabiremo prikladni nacin primjene lijeka (i.v. ili per os) te odredujemo dozu.
Nakon 6-8 sati zaustavljamo ispis te promatramo dobiveni graf u linearnom i
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semilogaritamskom prikazu. Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima
koje su nacrtali u radnim listovima, Slika 16 i Slika 17.

U slucaju i.v. primjene lijeka, pomo¢u ovog podmodula moguée je priblizno
izraCunati neke farmakokineti¢ke parametre, Slika 18.

Kg= Tin=
Co= Vb =
AUCO-OO = CL=

Studenti moraju usporediti dobivene vrijednosti T, Kg, Cy, VD, CL i AUC, s
onima koje su izracunali kod ,,normalne* eliminacije ,,ampicillin — gastric pH=2* pri
1.v. primjeni.

Kako bismo najlakse vizualno medusobno usporedili utjecaj smanjene eliminacije
lijeka putem bubrega, koristimo podmodul Kinetics I & II, nakon $to odaberemo 2.
klini¢ki slucaj (Case II) ,,man* i ,,ampicillin — gastric pH = 2.

U ovom podmodulu, odabiremo isti nacin primjene lijeka (i.v. ili per os) za dva
slucaja (kidney disease nasuprot pH=2) i dozu (obavezno istu). Nakon S$to smo
kliknuli ,,Start*, po€inju se ispisivati zelenom i crvenom bojom krivulje koncentracije
lijeka u plazmi po vremenu, za dva slucaja. Studenti moraju usporediti prikazane
grafove sa onima koje su nacrtali u radnim listovima, Slika 16 i Slika 17.

Za raspravu:
Koje su razlike u grafovima kod smanjene bubrezZne funkcije? Zasto?

Koji su se farmakokineti¢ki parametri promijenili pri i.v. primjeni lijeka
kod smanjene bubrezne funkcije? Zasto?

Studenti moraju pokusati, smanjenjem doze, ostvariti podjednako
izlaganje lijeka u pacijenta sa smanjenom eliminacijom u odnosu na
zdravog.

Koji se farmakokineticki parametar prvenstveno promatra?

Koja je doza prikladna za primjenu i.v., a koja za per os, kod pacijenta sa
smanjenom bubreznom funkcijom?
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sesteskeskeskk

DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI

Koriste¢i podatke iz tablice, moZemo utvrditi tj. izraCunati za ampicilin, pri
smanjenoj bubreznoj funkciji, sve vazne farmakokineticke parametre: Kg, T, AUC,.
w, CL 1 VD za i.v. primjenu i Cyaks, Tmaks» KB, T1/2, AUCpw0, CL/F i VD/F 1 F za oralnu
primjenu.

Za i.v. primjenu:

Kg=

Tin =

Co =

AUCO-OO =

CL=

Vb =
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82

Za primjenu per os:

Cmaks =

Tmaks =

Kk =

Tin =

AUCO-Q@ =

CL/F =

Vo/F =

esfesiesesksk
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Simulacija farmakokinetickog modela s jednim odjeljkom

Za Klinicke slucajeve koje smo koristili (i.v. primjena - ampicilin pri pH = 2 i
smanjena eliminacija) moguce je izmijeniti osnovne farmakokineticke parametre u
modelu s jednim odjeljkom pomoc¢u podmodula Compartments, Slika 13. Posljedicu,
tj. simulaciju izmijenjenih parametara u Compartments modulu moguce je pomno
prouciti u podmodulu Kinetics, u kojem se iscrtavaju grafovi koncentracije lijeka u
plazmi po vremenu.

Podsjetimo da se koncentracija lijeka u odredenoj vremenskoj tocki (C;), kod
modela za intravensku primjenu s 1 odjeljkom, rauna prema slijede¢oj jednadzbi :

= CoXe Kixt
DOZA Ke
PRIMJENA Cct) vd ELIMINACIJA
LIJEKA LIJEKA
ORGANIZAM
Slika 22. Shematski prikaz farmakokinetickog modela za i.v. primjenu s 1
odjeljkom.

Studenti moraju izmijeniti osnovne parametre u farmakokinetiCkom modelu s
jednim odjeljkom (Kg i Vp), te nakon toga prouditi posljedi€no izmijenjenu
farmakokinetiku ampicilina u podmodulu Kinetics.
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V. Propranolol — primjer modela s dva odjeljka

Propranolol primijenjen intravenski (bolus)

U glavnom izborniku modula odaberemo 1. klinicki sluc¢aj (Case I) ,,man* i
»propranolol — adult“. Nakon potvrde (Confirmation) odabira klinickog slucaja,
postaju nam raspoloZiva tri gore opisana podmodula.

Pocet ¢emo odabirem podmodula ,,Plasma concentration*, Slika 11.

NajvaZnije je ispravno odabrati naCin primjene lijeka, u ovom slu¢aju poc€injemo s
intravenskom (i.v.) primjenom, te odrediti prikladnu dozu za taj nacin primjene lijeka.
Premda je u slucaju propranolola kao prikladna doza za i.v. primjenu navedeno
(najvise) 10 mg, u slijede¢em primjeru ¢e se primijeniti doza od 2 mg, kako bi
studenti samostalno izveli vjezbu s vecom dozom (3 ili 5 mg).

Nakon $to smo odabrali dozu od 2 mg i potvrdili je, potrebno je odrediti
vremenske tocke (T) za uzorkovanja krvi radi odredivanja koncentracije lijeka (C),
npr. 6, 12, 24, 36, 48, 60, 120, 180, 240, 360, 480 i 600 minuta nakon primjene lijeka.

Ako smo sve ispravno izveli, dobili smo tablicu nalik niZe prikazanoj:

Propranolol 2 mg i.v. Propranolol ... mg i.v. (ispunjavaju studenti)
T (min) C (ng/ml) T (min) C (ng/ml)

6 21,826

12 19,202

24 15,129
36 12,225

48 10,140
60 8,630
120 5,218
180 4,068
240 3,387
360 2,418
480 1,734
600 1,243

Koriste¢i brojeve iz tablice, nacrtati ¢emo osnovni graf iz farmakokinetike, graf
koncentracije lijeka (propranolola) u krvi/plazmi po jedinici vremena. Kako bi utvrdili
sve vazne informacije iz dobivenih podataka, graf ¢emo nacrtati u linearnom i
semilogaritamskom prikazu. Semilogaritamski prikaz (logaritmira se koncentracija
lijeka, C) je koristan kako bi se od krivulje dobio pravac. NiZe prikazani grafovi su
dobiveni primjenom doze od 2 mg, a studenti moraju sami nacrtati grafove na radnim
listovima za linearni i semilogaritamski prikaz, za dozu koju su izabrali.
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Slika 24. Graf logaritma koncentracije lijeka / vrijeme.
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Slika 25. Radni list za (linearni) prikaz grafa koncentracija lijeka / vrijeme.
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Slika 26. Radni list za (semilogaritamski) prikaz grafa log konc. lijeka/vrijeme.
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Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics®, Slika 12.

Analogno prethodno opisanom podmodulu, odabiremo nacin primjene lijeka (i.v.)
te odredujemo dozu (2 mg). Studenti ¢e samostalno izvesti vjezbu s prikladnom
dozom.

Nakon $to smo kliknuli ,,Start”, pocinje se ispisivati zelenom bojom krivulja
koncentracije lijeka u plazmi po vremenu. Sa donjim desnim ,,0okretnim gumbom*
podeSavamo brzinu ispisa. Nakon 10 sati zaustavljamo ispis te promatramo dobiveni
graf u linearnom i semilogaritamskom prikazu, koriste¢i preostala 3 ,,okretna gumba“
za podeSavanje raspona X i Y osi. Studenti moraju usporediti prikazane grafove s
onima koje su nacrtali u radnim listovima, Slika 25 1 Slika 26.

Pomo¢u ovog podmodula moguce je pribliZzno izraCunati odredene
farmakokineticke parametre. Kako je u semilogaritamskom prikazu nacrtan bifazi¢ni
pravac, samo se neki parametri mogu izravno izraunati.

Za odredivanje T, i Kg (zapravo A,) potrebno je pazljivo kursorom postaviti
crveni kriz na pocetak 2. faze krivulje i plavi kriz na kraj krivulje te odabrati
decimalni nacin prikaza vremena.

MozZemo pomocu ,,Calculusa s desne strane ,izracunati T;, i Kg te provjeriti
dobivene vrijednosti s onima koje je racunalo izracunalo, na temelju odabranih t;, t i
¢1, ¢p. Prikazane vrijednosti Cy, Vb i CL nisu toc¢ne, dok je izracunata vrijednost AUC
priblizno to¢na (= 90 % prave vrijednosti).

Tin =

KE=

AUC =
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sesesfesteslest
DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI

Koriste¢i podatke iz tablice te dva grafa koja smo nacrtali, mozemo utvrditi tj.
izraCunati najvaznije farmakokineticke parametre za propranolol, primijenjen i.v.,
poput Ty, Kg, Cr, Vb i AUC.

Prvo §to moZemo uociti na semilogaritmskom prikazu je da smo dobili bifazi¢ni
pad koncentracije, §to ukazuje da farmakokinetika propranolola odgovara tzv. modelu
s dva odjeljka. Prvi dio pravca prikazuje distribuciju, a drugi eliminaciju lijeka.

Iz linearnog i semilogaritmskog prikaza se moZe aproksimirati koliki je Tjp, a
ekstrapolacijom pravca na Y os, na semilogaritmskom prikazu, moZe se pokusSati
aproksimirati koliki je C.

Ipak, koriste¢i gore spomenute jednadZbe za analizu bez odjeljka, iz podataka
navedenih u tablici, izravno ¢emo izracunati A,, T2, AUCp..., CL 1 VD.

Budu¢i je pravac bifazican, potrebno je izraCunati dva razli¢ita nagiba pravca.
Koriste¢i dvije poCetne tocke moZe se izraCunati nagib (A,) kojeg koristimo za
odredivanje Cy, a koriste¢i posljednje tocke moZe se izraCunati nagib (A;) koji
predstavlja konstantu brzinu eliminacije lijeka. Termin A, je univerzalan za konstantu
brzinu eliminacije lijeka odredenu putem nagiba pravca te u modelu s jednim
odjeljkom A, predstavlja Kg, dok u modelu s dva odjeljka A, predstavlja B (vidjeti
Jednadibu 19).

Sukladno Jednadzbi 20:
Aa = - (Ln(Cy) - Ln(Cy)) / (t2 - t1)= 0,02135 min ' =1,28 h™!

Sukladno Jednadzbi 22:
Ln(Cp) = Ln(C)) + Ay x t; = 3,2112, a antilogaritmiranjem utvrdujemo kako je Cy
= 24,808 ng/ml = 0,025 mg/l.

Sukladno Jednadzbi 20
A, = - (Ln(Cy2) - Ln(C11)) / (t12 — t11)= 0,00277 min ' = 0,166 h™!

Sukladno Jednadzbi 9:
T1p=0,693/%,=250min < 4,2 h

Sukladno Jednadzbi 24:
AUCg.600 = YI(Cp + Cpy1)/2 X (tpy) — tn)] = 2433,714 ng/ml X min.

Sukladno Jednadzbi 25:
AUCy6 = (Cp + C)/2 x t;= 139,902 ng/ml x min.

Sukladno Jednadzbi 26:
AUC600_00 = C600 / XZ = 448,736 ng/ml X min.

Zbrojivsi sve tri gore prikazane AUC, utvrdujemo da je:
AUC,.., = 3022,352 ng/ml x min= 50,37 ug/l x h.
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Sukladno Jednadzbi 4:
Ci=Doza/ AUCy... = 661,74 ml/min = 39,7 1/h.

Sukladno Jednadzbi 9:
Vp=Cp/A,=2391

Studenti moraju, koriste¢i tablicu koju su dobili nakon primjene doze propranolola
koje su izabrali, samostalno izracunati A,, T1/2, AUCg, CL 1 VD.

h =

Tz =

Co =

AUCO-Q@ =

CL=
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Preostaje nam odrediti joS neke farmakokineticke parametre koriste¢i analizu bez
odjeljka, povrSinu ispod momenta krivulje, AUMCy.,, i srednje vrijeme zadrZavanja,
MRT.

AUMCy.x = Z[(Cn Xty + Cpyg % l:n+1)/2 X (the1 — tn)]
AUMC().t] = (Cl X t1)/2 X t1
AUMCiyre = (Cix X ) / by + Cix / A7

MRT = AUMCy... / AUCy

Studenti moraju, koriste¢i tablicu koju su dobili nakon primjene doze
propranolola, samostalno izra¢unati AUMCo- i MRT.

AUMCo-0 =

MRT=

sesteskeskeskk
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Propranolol primijenjen per os

U glavnom izborniku modula odaberemo 2. klinicki slu€aj (Case II) ,,man‘ i
»propranolol — adult“. Nakon potvrde (Confirmation) odabira klinickog slucaja,
postaju nam raspoloZiva tri gore opisana podmodula.

Odabiremo podmodul ,,Plasma concentration®, Slika 11.

Potrebno je odabrati oralni nacin primjene lijeka (per os) te odrediti prikladnu
dozu za taj nacin primjene lijeka. Premda je u slucaju propranolola prikladna doza 40
mg, u slijedeCem primjeru ¢e se primijeniti doza od 20 mg, kako bi studenti
samostalno izveli vjezbu s prikladnom dozom od 40 mg.

Nakon §to smo odabrali dozu od 20 mg i potvrdili je, potrebno je odrediti
vremenske toCke (T) za uzorkovanja krvi radi odredivanja koncentracije lijeka (C),
npr. 6, 12, 24, 36, 48, 60, 120, 180, 240, 360, 480 i 600 minuta nakon primjene lijeka.

Ako smo sve ispravno izveli, dobili smo tablicu nalik niZe prikazanoj:

Propranolol 20 mg per os Propranolol 40 mg per os (ispunjavaju studenti)
T (min) C (ng/ml) T (min) C (ng/ml)

6 0,000

12 0,000

24 36,641

36 47,284

48 40,483

60 33,317
120 16,820
180 12,319
240 10,109
360 7,194
480 5,157
600 3,698

Koriste¢i brojeve iz tablice, nacrtati ¢emo graf koncentracije lijeka (propranolola)
u krvi/plazmi po jedinici vremena. Kako bi utvrdili sve vaZne informacije iz
dobivenih podataka, graf ¢emo nacrtati u linearnom i semilogaritamskom prikazu.
Semilogaritamski prikaz (logaritmira se koncentracija lijeka, C) je koristan kako bi se
od krivulje dobio pravac. U nastavku su prikazani grafovi za dozu od 20 mg, a
studenti moraju sami nacrtati grafove na radnim listovima (Slika 25 i Slika 26) za
dozu od 40 mg.
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Slika 27. Graf koncentracija lijeka / vrijeme.

E 100—+—+—+— —+—+— —+—+— ——— ——— —+—+— =3
O - -
£ I T
C_) 4 1
g ol \0\0‘\9\ |
c = =
: T \q__
o T T
¥ 1
m H
(o] 1 —+—+— —+—+— —+—+— ——— ——— —+—+—

- 0 100 200 300 400 500 600

Vrijeme (min)

Slika 28. Graf logaritma koncentracije lijeka / vrijeme.
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Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics®, vidi Slika 12.

Sukladno prethodno opisanim podmodulom, odabiremo nacin primjene lijeka (per
0s), te odredujemo dozu. Nakon $to smo kliknuli ,,Start”, po€inje se ispisivati zelenom
bojom krivulja koncentracije lijeka u plazmi po vremenu. Sa donjim desnim
»okretnim gumbom® podeSavamo brzinu ispisa. Nakon 10 sati zaustavljamo ispis, te
promatramo dobiveni graf u linearnom i semilogaritamskom prikazu, koristeci
preostala 3 ,,okretna gumba‘ za podeSavanje raspona X i Y osi. Studenti moraju
usporediti prikazane grafove sa onima koje su nacrtali u radnim listovima, Slika 25 i
Slika 26.

Kako bismo najlakSe vizualno medusobno usporedili dva klini¢ka slucaja,
koristimo podmodul Kinetics I & I1.
[3. Kinetics i

- g/l PLASKA CONCENTRATIONS
iy
10 50
W 1 10 \
40 ,"
0.1 1 il
E
0,07 qooon 20 \\
' min 10 \--..__
[,
.1 1 i = —
oH— :
0:00 300 6:00 3:00
0.0m 100
0051 1000 h slow stop fast
narmal lag ¢ Casel & asell MOwe CUrsors scrollx
man adult man adult Start
propranolol propranolol
72 kg 72 kg
Stop
i hd p.o A
FReset
[ 7 mg [ 200 mg
Close text

Initiation experiment Select - Route and Dose. Follow instructions

Slika 29. Prikaz krivulja koncentracije lijeka po vremenu za dva klinicka slucaja.

U ovom podmodulu, odabiremo nacin primjene lijeka za dva slucaja (i.v. nasuprot
per os) i1 dozu (NIJE ista). Nakon §to smo kliknuli ,,Start”, pocinju se ispisivati
zelenom i crvenom bojom krivulje koncentracije lijeka u plazmi po vremenu, za dva
slucaja. Studenti moraju usporediti prikazane grafove sa onima koje su nacrtali u
radnim listovima, Slika 25 i Slika 26.

Za raspravu:
Koje su razlike u grafovima za i.v. i per os primjenu? Zasto?
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sestesteskesksk

DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI

Koriste¢i podatke iz tablice te dva grafa koja smo nacrtali, mozemo utvrditi tj.
izraCunati za propranolol, primijenjen per os, nama ve¢ poznate farmakokineticke
parametre, poput Ty, &, i AUC, zatim klirens i volumen distribucije normalizirane
prema biodostupnosti, CL/F, Vb/F te nove parametre koje nismo imali kod i.v.
primjene: Cpaks (maksimalna tj. vr$na koncentracija lijeka) i Thaks (vrijeme kada se
dosegla Cpaks). Tmaks odgovara vremenu kada se izjednacila brzina apsorpcije i
eliminacije lijeka. Za oralnu je primjenu lijeka Co = 0.

Na semilogaritmskom prikazu moZemo uociti da smo, nakon pocetnog rasta,
dobili bifazi¢ni pad koncentracije lijeka. Koriste¢i posljednje tocke moZe se izraCunati
nagib (A;) koji predstavlja konstantu brzinu eliminacije lijeka. Termin 2, je
univerzalan za konstantu brzinu eliminacije lijeka odredenu putem nagiba pravca te u
modelu s jednim odjeljkom A, predstavlja Kg, dok u modelu s dva odjeljka A,
predstavlja B (vidjeti Jednadzbu 19). 1z linearnog prikaza i tablice moze se utvrditi

Chmaks 1 Tmaks te aproksimirati koliki je Tipn. Za odredivanje farmakokinetickih
parametara koristimo ove jednadZzbe:

A, = - (Ln(Cy2) - Ln(C1y)) / (tr2 = tur)

T12= 0,693/ A,

AUC6.600 = 2[(Ch + Cpi1)/2 X (tns1— tn)]
AUCp6=(Cop+ Cg)/2 x t;

AUCg00-x = Co00 / Iy

AUC.. = AUCg.600 + AUCp.6 + AUCg00-0

CL=F x Doza / AUCy... => CL/F =Doza / AUCy...
Vo/F = CL/F/ A\,

Studenti moraju, koriste¢i tablicu koju su dobili nakon primjene doze od 40 mg
propranolola, samostalno izracunati Cpaks, Tmaks, Az T1/2, AUCp0, CL/F 1 VD/F.

Kako za propranolol imamo vrijednosti farmakokinetickih parametara za i.v.
primjenu, studenti moraju izracunati i njegovu apsolutnu biodostupnost, F, prema
Jednadzbi 10. Uociti da doza NIJE ista za dva nacina primjene lijeka.

Cmaks =

Tmaks =
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Modul Farmakinetika (Kinetics)

M=

Tz =

AUCy., =

CL/F=

Preostaje nam odrediti joS neke farmakokineticke parametre koriste¢i analizu bez
odjeljka, povrsinu ispod momenta krivulje, AUMC. i srednje vrijeme zadrZavanja,
MRT.

AUMCy.x = Z[(Cn Xty + Cpyg X tn+1)/2 X (the1 — tn)]
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AUMC().t] = (Cl X t1)/2 X 11
AUMC tx0 = (Cix X ) / 0 + Cex / A,

MRT = AUMCy... / AUCy

Studenti moraju, koristeci tablicu koju su dobili nakon oralne primjene doze od 40
mg propranolola, samostalno izra¢unati AUMC., i MRT.

AUMC,. =

MRT =

desksieckskok
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Modul Farmakinetika (Kinetics)

Propranolol primijenjen pri smanjenoj bubreznoj funkciji

U glavnom izborniku modula odaberemo za 1. klini¢ki slucaj (Case I) ,,man® i
»propranolol — kidney disease“. Nakon potvrde, postaju nam raspoloZiva tri gore
opisana podmodula.

Odabiremo podmodul ,,Plasma concentration®, Slika 11.

Potrebno je primijeniti lijek u dva navrata (izbrisati tablicu izmedu dvije primjene
- RESET), 1. put odabrati i.v. naCin primjene lijeka, a 2. put primjenu per os.

Studenti moraju samostalno izvesti vjezbu s prikladnom dozom, ispuniti tablice za
obje primjene lijeka i nacrtati grafove na radnim listovima (Slika 25 i Slika 26).

Propranolol mg i.v. (JGFR) Propranolol mg per os (|GFR)

T (min) C (ng/ml) T (min) C (ng/ml)

Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics®, Slika 12.

Odabiremo prikladni nacin primjene lijeka (i.v. ili per os) te odredujemo dozu.
Nakon 10-12 sati zaustavljamo ispis te promatramo dobiveni graf u linearnom i
semilogaritamskom prikazu. Studenti moraju usporediti prikazane grafove sa onima
koje su nacrtali u radnim listovima, Slika 25 i Slika 26.

Nastavljamo koriste¢i podmodul Kinetics I & II, nakon $to odaberemo 2. klinicki
slucaj (Case II) ,,man* i ,,propranolol — adult®.

U ovom podmodulu, odabiremo isti nacin primjene lijeka (i.v. ili per os) za dva
slucaja (kidney disease nasuprot adult) i dozu (obavezno istu). Nakon $to smo kliknuli
»atart, poCinju se ispisivati zelenom i crvenom bojom krivulje koncentracije lijeka u
plazmi po vremenu, za dva slu€aja. Studenti moraju usporediti prikazane grafove s
onima koje su nacrtali u radnim listovima, Slika 25 i Slika 26.

Za raspravu:

Koje su razlike u grafovima kod smanjene bubreZne funkcije? Zasto?
Da li su se neki farmakokineticki parametri promijenili pri i.v. primjeni
lijeka kod smanjene bubrezne funkcije? Zasto?
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Propranolol primijenjen pri smanjenoj jetrenoj funkciji

Iz prethodnog zadatka se moZe uociti da se propranol zanemarivo malo izlucuje
putem bubrega te stoga smanjena bubreZna funkcija ne mijenja znacajno njegovu
farmakokinetiku. S druge strane, propranolol ima visoki omjer jetrene ekstrakcije, EH,
tj. znacajno se metabolizira tijekom ,,prvog prolaska kroz jetru, vidjeti Jednadzbu 11.

U slucaju takvih lijekova, poremecaj jetrene funkcije, poput ciroze ili uznapredo-
vanog hepatitisa, imati ¢e za posljedicu izmijenjenu farmakokinetiku. Za procjenu
jetrene funkcije, u svrhu prikladnog doziranja lijeka, ne postoji neka standardizirana
jednadzba, analogno Cockcroft-Gaultovoj jednadzbi. Ipak, Cesto se procjena jetrene
funkcije odreduje pomocu Child-Pughova sustava bodovanja, sukladno nize
prikazanoj tablici.

Tablica 1. Child-Pughov sustav bodovanja za procjenu jetrene funkcije.

Parametar 1 bod 2 boda 3 boda

Ukupni bilirubin (umol/l) | <34 34-50 >50

Serumski albumin (g/1) >35 28-35 <28

PT INR <1,7 1,71-2,30 >2,30

Ascites Nema Blagi Umjereni do

teski

Hepaticka encefalopatija | Nema Stupnja 1-2 ili Stupnja 3-4 ili

odgovara na lijeCenje | refraktorna

Zbrajanjem bodova pomocu tablice utvrduje se Child-Pughov stadij oStecenja
jetrene funkcije: stadij A (5-6 bodova) — blago; stadij B (7-9 bodova) — umjereno i
stadij C (10-15 bodova) — tesko ostecenje. Kod pacijenata kojima je utvrden stadij B
ili C, Cesto je potrebno promijeniti dozu lijeka.

U glavnom izborniku modula odaberemo za 1. klinicki slucaj (Case I) ,,man‘ i
spropranolol — cirrhosis“. Nakon potvrde, postaju nam raspoloZiva tri gore opisana
podmodula.

Odabiremo podmodul ,,Plasma concentration®, i primjena lijeka per os.

Studenti moraju samostalno izvesti vjezbu s prikladnom dozom, ispuniti tablicu i
nacrtati grafove na radnim listovima (Slika 25 i Slika 26).

Propranolol .. mg per os (]jetrene funkcije)

T (min) C (ng/ml)
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Nastavljamo zadatak odabirom podmodula ,,Kinetics*, Slika 12.

Odabiremo primjenu lijeka per os te odredujemo dozu. Nakon 10-12 sati
zaustavljamo ispis te promatramo dobiveni graf u linearnom i semilogaritamskom

prikazu. Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima koje su nacrtali u
radnim listovima, Slika 25 1 Slika 26.

Nastavljamo koriste¢i podmodul Kinetics I & II, nakon $to odaberemo 2. klinicki
slucaj (Case II) ,,man*“ i ,,propranolol — adult“.

U ovom podmodulu, odabiremo primjenu lijeka per os za dva slucaja (cirrhosis
nasuprot adult) i dozu (obavezno istu). Nakon Sto smo kliknuli ,,Start”, poCinju se
ispisivati zelenom i crvenom bojom krivulje koncentracije lijeka u plazmi po
vremenu, za dva slu€aja. Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima koje
su nacrtali u radnim listovima, Slika 25 1 Slika 26.

Za raspravu:

Koje su razlike u grafovima kod smanjene jetrene funkcije? Zasto?
Studenti moraju pokusati, smanjenjem doze, ostvariti podjednako
izlaganje lijeka u pacijenta sa smanjenom eliminacijom, u odnosu na

zdravog.

Koja je doza prikladna za primjenu kod pacijenta sa smanjenom
jetrenom funkcijom?

Koji su moguci razlozi smanjene jetrene funkcije?

Moze li istovremeno uzimanje viSe lijekova izazvati slicnu promjenu u
farmakokinetici odredenog lijeka?
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desksieckskok

DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI

Koriste¢i podatke iz tablice, moZzemo utvrditi tj. izraCunati za propranolol kod
oralne primjene pri smanjenoj jetrenoj funkciji, sve vaZne farmakokineticke
parametre: Cpaks, Tmaks, Az T172, AUCo0, CL/F i VD/F.

Cmaks =

Thaks =

Vpo/F =

ekl
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Propranolol primijenjen u osoba starije Zivotne dobi

U osoba se starenjem dogadaju razliite promjene koje mogu utjecati na
farmakokinetiku lijekova, Sto predstavlja znacajan medicinski problem s obzirom na
globalno i1 nacionalno ,,starenje* prosjecne populacije koja uzima lijekove. Smanjena
funkcija bubrega i jetre, pad sr€anog indeksa i prokrvljenosti jetre te smanjena
koli¢ina vode i povecani udio masti u tijelu, predstavljaju neke od najvaZznijih
promjena u starosti koje izazivaju promjene u farmakokinetici lijekova koje je
razmjerno teSko predvidjeti.

U glavnom izborniku modula odaberemo za 1. klinicki slucaj (Case I) ,,man‘ i
spropranolol — elderly”. Nakon potvrde, postaju nam raspoloZiva tri gore opisana
podmodula.

Odabiremo podmodul ,,Plasma concentration®, i primijeniti lijek per os.

Studenti moraju samostalno izvesti vjezbu s prikladnom dozom, ispuniti tablicu i
nacrtati grafove na radnim listovima (Slika 25 i Slika 26).

Propranolol mg per os (starija osoba)

T (min) C (ng/ml)

Nastavljamo zadatak odabirem podmodula ,,Kinetics®, Slika 12.

Odabiremo primjenu lijeka per os te odredujemo dozu. Nakon 10-12 sati
zaustavljamo ispis te promatramo dobiveni graf u linearnom i semilogaritamskom
prikazu.

Studenti moraju usporediti prikazane grafove s onima koje su nacrtali u radnim
listovima, Slika 25 i Slika 26.

Nastavljamo koriste¢i podmodul Kinetics I & II, nakon Sto odaberemo 2. klinicki
slucaj (Case II) ,,man* i ,,propranolol — adult*.
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U ovom podmodulu, odabiremo primjenu lijeka per os za dva slucaja (elderly
nasuprot adult) i dozu (obavezno istu). Nakon $to smo kliknuli ,,Start”, pocinju se
ispisivati zelenom i crvenom bojom krivulje koncentracije lijeka u plazmi po
vremenu, za dva slucaja.

Studenti moraju usporediti prikazane grafove sa onima koje su nacrtali u radnim
listovima, Slika 25 i Slika 26.

Za raspravu:
Koje su razlike u grafovima kod osobe starije Zivotne dobi?

Koji su mogudi razlozi izmijenjene farmakokinetike lijekova kod osoba
starije Zivotne dobi?

Studenti moraju pokusati, smanjenjem doze, ostvariti podjednako
izlaganje lijeka u pacijenta starije Zivotne dobi u odnosu na zdravog.

Koja je doza prikladna za primjenu kod pacijenta starije Zivotne dobi?
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sesesfesteslest
DODATAK ZA STUDENTE KOJI ZELE ZNATI VISE O FARMAKOKINETICI

Koriste¢i podatke iz tablice, moZzemo utvrditi tj. izraCunati za propranolol kod
oralne primjene u pacijenta starije Zzivotne dobi, sve vazne farmakokineticke
parametre: Cpaks, Tmaks, Az T172, AUCo0, CL/F i VD/F.

Cmaks =

Tmaks =

Tz =

AUCy., =

CL/F =

Vo/F =

esfesiesesksk
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Simulacija farmakokinetickog modela s dva odjeljka

Za klinicke sluCajeve koje smo koristili moguce je izmijeniti osnovne
farmakokineticke parametre u modelu s dva odjeljka pomocu podmodula
Compartments, Slika 13. Posljedicu, tj. simulaciju izmijenjenih parametara u
Compartments modulu moguce je pomno prouciti u podmodulu Kinetics, u kojem se
iscrtavaju grafovi koncentracije lijeka u plazmi po vremenu.

PRIMJENA LIJEKA

QOZA

[C(t) Vi ]ﬁ[ Va2 ]

CENTRALNI PERIFERNI
ODJELJAK ODJELJAK
K1o

ELIMINACIJA LIJEKA

Slika 30. Shematski prikaz farmakokinetickog modela za i.v. primjenu s 2
odjeljka.

Studenti moraju izmijeniti osnovne parametre u farmakokinetickom modelu s dva

odjeljka (Kjo, Ki2 , Kz, Vi i1 Vy) te nakon toga prouciti posljedi¢no izmijenjenu
farmakokinetiku propranolola u podmodulu Kinetics.
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Prilog 1: Popis koristenih jednadZbi
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Ln Ko
K
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Modul Psihofarmakologija (Behaviour)

Petra Dolenec, Jelena Raji¢, Gordana Zupan
1. Uvod

Behaviour kao modul programskog paketa ,,Microlabs* ukljucuje dva podmodula.
Podmodul Symptoms lab. animals sadrZzi kratke filmove koji prikazuju ponaSanje
zdravih, netretiranih (kontrolnih) Zivotinja te ucinke/simptome koji se javljaju
prilikom primjene razli€itih tvari u Zivotinja i ljudi. U podmodulu Mouse Watch
(Mouse Simulator) studenti se mogu upoznati s osnovnim ponasanjima laboratorijskih
Zivotinja kroz kompjutersku simulaciju na primjeru misa. Kako bi studenti uspjes$no
pratili podmodul Symptoms lab. animals potrebno je da dobro prouce Mouse Watch
(Mouse Simulator).

I1. Mouse Watch (Mouse Simulator)

U podmodulu Mouse Watch (Mouse Simulator) studentima je ponudena
mogucénost odabira aplikacija Single Behaviours ili Sequenced Behaviours.

Odabirom Single Behaviours u glavnom izborniku moguce je pogledati oblike
ponasanja laboratorijskog miSa u kontrolnim uvjetima (primjerice mirovanje, hodanje,
lizanje i dr.) te neke od simptoma koji se biljeZze nakon primjene pojedinih tvari
(primjerice piloerekcija, katalepsija i dr.).

Kako bi provjerili svoju sposobnost prepoznavanja odredenih oblika ponasanja u
miSa, studenti mogu pokrenuti aplikaciju Sequenced Behaviours. Otvaranjem prozora
pruza im se moguénost da naredbom ON pokrenu testiranje te odaberu vrijeme
njegova trajanja (1-5 minuta). Pokretanjem aplikacije, pojavljuje se izbornik u kojem
su ponudeni razli€iti oblici ponasanja (primjerice still, rear, stretch, scratch, groom).
Studenti u izborniku odabiru ponaSanja koja ¢e morati prepoznavati u testu. Zatim
pocinje test u kojem studenti promatraju misa. U izborniku ispod animacije klikom
moraju odabirati ponaSanja za koja misle da su prisutna u Zivotinje. Nakon isteka
vremena testiranja studenti ¢e izbrojati svoje to¢ne odgovore na dijagramu. To ce
uciniti na nacin da zbroje poklapanja svojih odgovora (zabiljezenih kao Zute
vertikalne linije) i to¢nih odgovora (zabiljeZenih kao crveno obojena podrucja) kroz
slijed vremenskih odsjecaka. Za ponavljanje aplikacije koriste se naredbe Repeat ili
Reorder and repeat, a za odabir drukCijeg vremena testiranja i/ili oblika ponaSanja
naredba New sequence.

Primjer zadatka za studente

Studenti rade u parovima te koriste gore navedene upute za upotrebu aplikacije
Sequenced Behaviours. Jedan od studenata pogada ponasanja te mu se nakon isteka
vremena na dijagramu zbroje to¢ni i neto¢ni odgovori. Potom slijedi testiranje drugog
studenta. Po zavrSetku testa, studenti mogu usporediti svoje rezultate i proglasiti
pobjednika.
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II1. Symptoms lab. animals

U ovom dijelu podmodula studenti imaju moguénost promatranja i izuavanja
razli¢itih oblika ponaSanja Zivotinja/ljudi koriste¢i izbornike Symptoms ili Substances,
nakon Cega se najCeSCe pokre¢u odgovaraju¢i filmovi. Objasnjenja i dodatne
informacije nalaze se u okvirima ispod filmova. Naredbom Close video student se
vraca na izbornik Symptoms ili Substances.

. SYMPTOMS O] =]

[enpTOME [sUBSTANCES

| About -

Slika 31. Prikaz podmodula Symptoms lab. animals.

Primjer zadatka za studente

Na pocetku zadatka svi studenti pogledaju ponaSanje zdravog, netretiranog
(kontrolnog) miSa odabirom control mouse i control mouse (reflexes) iz izbornika
Symptoms odnosno 5-HT syndrome (mouse) control iz izbornika Substances. Studenti
se potom podijele u parove ili u skupine od po 3 ili 4 studenta. Svakom paru, odnosno
svakoj skupini, zada se zaseban zadatak. Zadatci se uglavnom sastoje od promatranja
simptoma koje uzrokuje jedna ili nekoliko zadanih tvari. Svaki od zadataka ima svoj
protokol kojeg studenti ispunjavaju tijekom vjezbe. Na pocetku protokola studenti
moraju ukratko napisati nekoliko podataka o tvarima koje su im zadane, pri ¢emu
mogu koristiti predloZenu literaturu i Internet. Kad svi studenti zavrSe svoje zadatke
(unutar vremenskog razdoblja od primjerice 30 minuta), jedni drugima redom izlazu
znanja koja su usvojili vjezbom. Dodatno, nakon izlaganja moguca je rasprava o
predloZenim temama.

Takoder, u svrhu jo$ kvalitetnijeg savladavanja gradiva, moguce je koristiti
izbornik Symptoms. U izborniku se odabere odredeni simptom te se nakon prikaza
filma studenti moraju prisjetiti koje tvari mogu uzrokovati njegovu pojavu.
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Zadatak 1: Serotoninski (5-HT) sindrom

Opisite serotoninski sindrom u covjeka. Navedite lijekove koji ga mogu uzrokovati.

OpiSite simptome serotoninskog sindroma nakon primjene tri razli¢ite farmakoloSke
tvari u misa.

a) 1. sekvenca (5-MeO-DMT)

b) 2. sekvenca (Kvipazin)

¢) 3. sekvenca (8-OH-DPAT)

111



Modul Psihofarmakologija (Behaviour)

Opisite simptome serotoninskog sindroma u Stakora.

Tema za raspravu:

Uloge serotonina u organizmu te lijekovi koji utjecu na serotoninsku
neurotransmisiju.
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Zadatak 2: Amfetamin i kokain

Kojoj skupini tvari pripada amfetamin? OpiSite mehanizam djelovanja i ucinke
amfetamina u Covjeka.

Opisite ucinke intraperitonealne (i.p.) primjene amfetamina u dozi od 40 mg/kg u
misa.

Opisite ucinke i.p. primjene amfetamina u dozi od 25 mg/kg u Stakora koji se o€ituju:

a) ubrzo nakon injekcije:

b) nakon priblizno 10 - 15 minuta:
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¢) nakon priblizno 25 — 30 minuta:

d) nakon priblizno 35 minuta:

Opisite ovisnost o kokainu i mehanizam njegova djelovanja kao sredstva ovisnosti u
covjeka.

Opisite ucinke i.p. primjene 15 mg/kg kokaina u misa.

Tema za raspravu:

Sredstva i tipovi ovisnosti.
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Zadatak 3: Barbiturati

Sto su barbiturati? Opigite mehanizam djelovanja te u¢inke barbiturata u ovjeka.

Navedite simptome koji se javljaju kod ustezanja od barbiturata.

Opisite simptome i lijeenje predoziranja (akutnog trovanja) barbituratima.
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Opisite ucinke i.p. primjene 80 mg/kg heksobarbitala u Stakora koji se ocituju:

a) neposredno nakon injekcije:

b) nakon priblizno 2 minute:

c¢) nakon priblizno 3 - 4 minute:

b) nakon priblizno 5 minuta:

Opisite ucinke primjene manje i vece (80 mg/kg i.p.) doze pentobarbitona u misa.

Tema za raspravu:

Barbiturati u klinickoj medicini i neklini¢kim istrazivanjima.
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Zadatak 4: Klorpromazin i haloperidol

Opisite mehanizam djelovanja i u€inke klorpromazina i haloperidola u covjeka.
Navedite razlike izmedu klorpromazina i haloperidola.

Opisite ucinke primjene razlic¢itih doza klorpromazina u misa.

a) Doza: 8 mg/kg i.p. b) Doza: 20 mg/kg i.p.

Opisite ucinke i.p. primjene 20 mg/kg klorpromazina u kunica koji se o€ituju:

a) ubrzo nakon injekcije:

b) nakon pribliZno 2 minute:

¢) nakon priblizno 15 minuta:

d) nakon priblizno 20 minuta:
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Opisite ucinke i.p. primjene 20 mg/kg klorpromazina u Stakora koji se ocituju:

a) ubrzo nakon injekcije:

b) nakon priblizno 2 - 3 minute:

¢) nakon priblizno 6 - 10 minuta:

Uporedite uCinke i.p. primjene 5 mg/kg i 15 mg/kg haloperidola u misa.

Tema za raspravu:

Antipsihotici u klinickoj medicini i neklini¢kim istraZivanjima.
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Zadatak 5: Morfin i metoda ,,vruce ploce‘ (engl. hot-plate method)

Sto je morfin? OpiSite mehanizam djelovanja i uinke morfina na organske sustave u
covjeka.

Opisite ucinke primjene razlic¢itih doza morfin-sulfata u misa.

a) Doza: 40 mg/kg i.p.:

b) Doza: 60 mg/kg potkozno:

¢) Doza: 100 mg/kg i.p.:
FAZA 1:

FAZA 2:

FAZA 3:
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Opisite ucinke i.p. primjene 30 mg/kg morfina u kuni¢a koji se o€ituju nakon:

a) priblizno 2 minute:

b) pribliZzno 10 - 15 minuta:

¢) priblizno 20 — 27 minuta:

Opisite metodu ,,vruce ploce* (engl. hot-plate method).

Opisite ponasanje misa u testu ,vruée ploce” pod utjecajem morfina, NaCl i
fenilbutazona.

Tema za raspravu:

Opijati u klini¢koj medicini i neklini¢kim istrazivanjima.
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Zadatak 6: Pilokarpin i atropin

Kojim skupinama lijekova pripadaju pilokarpin i atropin?

Opisite mehanizme djelovanja i u¢inke pilokarpina i atropina u Covjeka?

Opisite ucinke intravenske (i.v.) primjene 20 mg/kg pilokarpina u kunica koji se
ocituju:

a) ubrzo nakon injekcije:

b) nakon priblizno 1 minute:

¢) nakon pribliZzno 2 minute:

d) nakon i.v. aplikacije 1 mg/kg atropina:
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Opisite ucinke i.p. primjene:

a) 100 mg/kg pilokarpina u Stakora koji se o€ituju ubrzo nakon injekcije:

b) 100 mg/kg pilokarpina u Stakora koji se o€ituju nakon priblizno 3 - 5 minuta:

¢) 100 mg/kg pilokarpina u Stakora koji se ocituju nakon priblizno 5 - 8 minuta:

d) 10 mg/kg pilokarpina u Stakora koji se o€ituju nakon i.v. aplikacije 20 mg/kg
atropina

1) neposredno nakon injekcije:

2) nakon priblizno 5 minuta:

Tema za raspravu:

Antikolinergici u klinickoj medicini i neklini¢ckim istrazivanjima.
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Zadatak 7: Nikotin i tubokurarin

Navedite lokalizacije nikotinskih receptora i ucinke koji nastaju kao posljedica
njihove stimulacije u covjeka?

Opisite ucinke sublingvalne primjene 8 mg/kg nikotina u Stakora koji se o€ituju:

a) nakon aplikacije:

b) nakon priblizno 3 - 5 minuta:

Sto je tubokurarin? Opisite mehanizam djelovanja i u¢inke tubokurarina?
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Opisite ucinke i.v. primjene 0,15 mg/kg tubokurarina u kuni¢a koji se ocituju
neposredno nakon injekcije.

Tema za raspravu:

Nikotinski kolinergicki receptori: fiziologija i farmakologija.
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Modul Anestezija (Anesthesia)

Suzana Mimica Matanovi¢, Josip Culig, Zeljkg Jovanovic¢,
Zeljko Debeljak, Aleksandar Véev, Sonja Sarcevic,

1. Uvod

Opca anestezija je lijekovima uzrokovan gubitak svijesti, uz analgeziju, amneziju,
inhibiciju senzorickih i autonomnih refleksa te relaksaciju skeletnih misica. Op¢i se
anestetici dijele na one koji se primjenjuju intravenski i na one koji se primjenjuju
inhalacijski.
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Slika 32. Glavni izbornik programa Microlabs.

Intravenski anestetici se primjenjuju samostalno ili u kombinaciji s drugim
anesteticima ili analgeticima. U ovu se skupinu anestetika ubrajaju: barbiturati (npr.
tiopental), benzodiazepini (npr. midazolam), opioidni analgetici (npr. fentanil,
alfentanil), ketamin, propofol, te ostali sedativi-hipnotici (npr. etomidat).

Inhalacijski anestetici se dijele na one koji su hlapive tekuc¢ine (npr. halotan,
izofluran, sevofluran) te na plinove (npr. dusi¢ni oksidul, N,O). Hlapive tekucine se
primjenjuju kao aerosoli, putem uredaja za isparivanje. Dusi¢ni oksidul je pri sobnoj
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temperaturi inertni plin, koji se koristi uglavnom kao pomo¢no sredstvo, tj. kao
prijenosnik za druge anestetike.

Microlabs virtualna vjezba prikazat ¢e djelovanje tri vrste anestetika
(pentobarbitala, fentanila i izoflurana) na Zivotinju. Pri tome je moguce izravno pratiti
promjene u ponasanju Zivotinje, promjene vitalnih znakova (rad srca i disanje) te
gubitak pojedinih refleksa. U samom ra¢unalnom programu bit ¢e prikazano i kojim
putem se pojedini anestetik primjenjuje te koja je preporucena doza za pojedini put
primjene. Primjenom razli¢itih doza, prati se u€inak ovisan o dozi. Na ovaj se nacin
slikovito moZe razumjeti u¢inak opc¢ih anestetika na ¢ovjeka, kao i stupnjevi te dubina
anestezije.

Na pocetku vjezbe, klikom na rijec ,,Anesthesia® (anestezija) u glavnom izborniku
s lijeve strane izabire se poglavlje Microlabsa iz podruc¢ja primjene op¢ih anestetika
(Slika 32). Pojavljuje se prozor ,,Rat anaesthesia® (anestezija u Stakora), a s lijeve
strane potrebno je izabrati rijec ,,Case* (slucaj).

Nakon toga se pojavljuje rije¢ ,,RAT ‘(Stakor), a klikom na strelicu pored te rijeci
moZe se izabrati izmedu slucajeva s primjenom pentobarbitala, fentanila i izoflurana
(Slika 33).

RAT ANAESTHESIA

pentobarbital - caze female
fentaryl
igoflurane

Quit

Slika 33. Odabir anestetika.
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I1. Primjena pentobarbitala

Pentobarbital je kratkodjeluju¢i oksibarbiturat. MoZe se primijeniti sam ili u
kombinaciji s analgetikom. Ako se primjenjuje intravenski, potrebno je dati priblizno
50-75 % izratunate doze. Zivotinja ée izgubiti svijest unutar nekoliko minuta, a tome
moze prethoditi kratko razdoblje ekscitacije. Kada se opuste misici vilice, Zivotinju je
potrebno intubirati. Ako se lijek primjenjuje intraperitonealno, obicno se daje
cjelokupna planirana doza, a kirur$ki se zahvat moZe zapoceti ako Zivotinja izgubi
pedalni refleks (Zivotinju uStipnemo za koZu izmedu prstiju). Anestezija
pentobarbitalom traje 45-120 minuta, ovisno o primijenjenoj dozi.

Kada se izabere anestezija pentobarbitalom, s lijeve strane pojavljuje se crveno
obojani tekst ,,Start anesthesia®“ (zapo¢ni anesteziju), ispod koje je crvena strelica na
koju je potrebno kliknuti. Nakon toga otvara se sljede¢i prozor, Slika 34.
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Slika 34. Prikaz sucelja modula Anesthesia.

U desnom gornjem kutu moZe se vidjeti EKG koji prikazuje prosje¢nu src¢anu
frekvenciju u Stakora. Desno dolje nalazi se shematski prikaz rada srca Stakora te
broj¢ani prikaz prosjecne frekvencije disanja i rada srca u Stakora (srana frekvencija
u Stakora varira izmedu 320 i 480 otkucaja u minuti, a brzina disanja izmedu 851 110
udisaja u minuti).
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Ispod fotografije Stakora nalazi se uputa ,,Click on animal and observe
spontaneous behaviour (klikni na sliku Zivotinje i promatraj spontano ponasanje
Zivotinje). Ako se miSem dode do slike Zivotinje, umjesto uobicajene strelice misa na
odredenim se mjestima pojavljuje znak u obliku ruke i klikom se otvara video prikaz
Zivotinje u kavezu koja se ponaSa uobicajeno, hoda i povremeno uspinje na straZnje
noge.

S lijeve strane moze se kliknuti na kvadrati¢ ,Introduction® (uvod); otvara se
video zapis u kojem je prikazan postupak anestezije uz primjenu pentobarbitala:

korak: utvrdivanje teZine Stakora vaganjem:;

korak: intraperitonealna primjena anestetika, 30 mg/kg za plitku anesteziju i

40-50 mg/kg za duboku kirurSku anesteziju;

3. korak: odsutnost refleksa (ukljucujuc¢i i pedalni i kornealni refleks), Sto
upucuje na anesteziju;

4. korak: kontrola tjelesne temperature i stavljanje zastita na oci.

[\

Ispod kvadrati¢a ,,Introduction (engl. uvod) moZe se unijeti tezina Stakora i put
primjene. Naziv lijeka (pentobarbital) i vrstu Zivotinje (Zenka Stakora) nije potrebno
mijenjati. Kod izbora puta primjene (intravenski (i.v.), intramuskularni (i.m.),
peroralni (p.o.), supkutani (s.c.), intraperitonealni (i.p.) ili u obliku infuzije), ispod
fotografije Zivotinje pojavit ¢e se pravokutnik koji sadrzi podatak o preporucenoj dozi
za taj nacin primjene, u mg/kg. Tako je, primjerice, kod i.v. primjene potrebno
primijeniti 25 mg/kg, kod p.o. primjene 50 mg/kg, a kod i.p. primjene 40-50 mg/kg.

Primjena anestetika

Ako se izabere i.v., i.p., s.c. ili i.m. nacin primjene, pored ¢e se pojaviti kvadrati¢
»Sshow* (prikazi), klikom na koji se pojavljuje kratki video prikaz o toj vrsti primjene
u Stakora:

Ako izaberemo intravenski put primjene, klikom na ,,show* (prikaZi) pojavljuje se
video prikaz koji opisuje primjenu lijeka u repnu venu Stakora. U video prikazu se
navodi kako je intravenska injekcija u repnu venu najces¢i nacin intravenske primjene
lijeka u Stakora. Prije intravenske injekcije u repnu venu potrebna je priprema,
odnosno rep se uroni u toplu vodu pri temperaturi od 41°C, kako bi doslo do
vazodilatacije. Nakon S§to se stekne iskustvo s ovakvom primjenom, prethodna
priprema nije potrebna.

Nakon §to se izabere intraperitonealni put primjene, pojavljuje se video u kojem je
prikazano kako je Zivotinju potrebno drzati s glavom prema dolje tijekom aplikacije.
Prikazan je i shematski prikaz ventralnog donjeg dijela Zivotinje, uz uputu kako se
injekcija primjenjuje u lijevi donji kvadrant abdomena.

Kod supkutane primjene, navodi se kako optimalna mjesta za primjenu straZnja
strana vrata i podrucje bokova. Kod primjene se koza uhvati prstima tako da se stvori
trokut koZe, u koji se potom injicira lijek.
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Kod intramuskularne primjene lijek se primjenjuje u misi¢ biceps femoris. NoZica
Stakora se pridrZava lijevom rukom, a Cetvrtim ili petim prstom desne ruke se prije
aplikacije pronadu konture miSi¢a. Prije injiciranja lijeka potrebno je izvrsSiti
aspiraciju, kako bismo se uvjerili da igla nije u krvnoj Zili.

U program je ve¢ unesena tjelesna teZina Stakora (npr. 0,302 kg), koju ¢emo
koristiti pri izracunavanju doze lijeka. Tjelesna teZina je parametar koji moZemo
mijenjati, vodec¢i racuna o tome kako je prosjecna tezina Zenke Stakora od 250 do 300
grama.

Ako izaberemo intravenski put primjene, to znaci da ¢emo primijeniti 7,55 mg
(0,302 kg x 25 mg/kg). Unijet ¢emo 7550 mikrograma u dio gdje se upisuju
mikrogrami (moraju se upisivati cijeli brojevi, pa u gornji dio gdje se upisuju
miligrami ne moZemo unijeti broj koji sadrZi decimale) (Slika 35).
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Slika 35. Odabir doze anestetika.

Potom ¢emo na injekciju ispod video prikaza kliknuti ,,apply* (primijeni). U
gornjem lijevom dijelu ekrana pojavljuje se graficki prikaz koncentracije lijeka u
odredenom vremenu u tri odjeljka : srediSnjem odjeljku - krvotoku (zelena crta),
perifernom odjeljku — perifernim tkivima (crvena crta) i efektivnom odjeljku —
srediSnjem Ziv€anom sustavu (plava crta). Lijevo od grafickog prikaza nalaze se dva
kruga pokretom kojih se moZe mijenjati veli¢ina X i Y osi.
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Takoder, moguce je pratiti i vrijeme koje je proteklo od pocetka primjene, kao i
promjene frekvencije rada srca i frekvencije disanja Zivotinje u ovisnosti o
koncentraciji lijeka (Slika 36).

= EFFECTS

RS padl
40__&0 100
20 \ 80
0 100
iz
et

7 . - |

05 & Central comp. # Peripheral comp. & Effect comp.

Intraduction

Weight (ko)
0.303

Substance

pentobarbital
Species

rat female

Time 40 min 10

Heartrate /min - |313

Fiespiratony rate ot

L. ¥

Dose FhHE mg

e
By clicking on the animal the follawing observations can be made:
Iz omation;
reflexes an pinching;
M righting refels: :
Reset eyelcameal reflexes:
reflex on stretching leg.
. 9es 3 e

Slika 36. Pracenje ucinka primijenjenog anestetika.

Odmah po intravenskoj primjeni u srediSnjem se odjeljku nalazi maksimalna
koncentracija lijeka (50 pg/l). Istodobno s padom koncentracije u srediSnjem odjeljku,
povecava se koncentracija lijeka u perifernom i efektivnom odjeljku. Nakon priblizno
15 minuta postignuta je maksimalna koncentracija u efektivnom odjeljku, brzina rada
srca iznosi 295/min, a frekvencija disanja 62/min. Izmedu prikaza EKG-a i prikaza
koncentracije lijeka u vremenu nalazi se kruzi¢ ispod kojega pise ,,speed* (brzina), a
ukoliko ga okrenemo u smjeru kazaljke na satu, ubrzavamo proces ucinka lijeka na
Zivotinju.

Ispod fotografije Zivotinje, u pravokutniku, nalazi se uputa da se klikom na
Zivotinju moZe pratiti djelovanje anestetika i dubina anestezije, tj. utjecaj lijeka na
kretanje, refleks Stipanja, refleks uspravljanja, refleks zatvaranja oka, kornealni
refleks te refleks istezanja noge. (Napomena: nakon §to se na video snimci pogleda
odredena promjena, potrebno je video zatvoriti prije nego se pogleda druga
promjena).

Tijekom pracenja ucinka lijeka potrebno je u pravilnim razmacima kliknuti miSem
na sliku Zivotinje kako bi se ucinci trajno pratili.

U pocetku, dok se nakon intravenske aplikacije na mjestu djelovanja nalazi mala
koncentracija lijeka, klikom na Zivotinju (pojavljuje se rijec ,,locomotion®, kretanje)
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moze se vidjeti kako je Zivotinja mirna i kako trza straznjim nogama, zbog
ekscitacijskog ucinka anestetika. PribliZzno 4 minute nakon primjene moZe se vidjeti
da je Zivotinja smirena, ali jo§ uvijek ima ocuvan refleks ustajanja (Zivotinja
postavljena na leda okrece se natrag na noge), refleks istezanja noge (kod istezanja
straZznje noge se Zivotinja izmakne), refleks Stipanja (kod Stipanja koZe pincetom
dolazi do fleksije ekstremiteta i Zivotinja izmakne nogu), pedalni refleks (kod Stipanja
koze izmedu prstiju dolazi do fleksije ekstremiteta i Zivotinja izmakne nogu) te
kornealni refleks i refleks zatvaranja oka (zatvaranje oka nakon podraZaja roZnice ili
kuta oka). Nakon S$to koncentracija lijeka u efektivnom odjeljku dostigne vrijednost
od priblizno 20 pg/l, Zivotinja je anestezirana, gubi refleks ustajanja, refleks Stipanja,
refleks istezanja noge, refleks zatvaranja oka, ali je joS uvijek oCuvan kornealni
refleks. Ovo je stadij kirurSke anestezije, u kojemu se obavljaju kirurski zahvati.

Druga doza lijeka

I u nasoj vjezbi mozemo primijeniti dodatnu dozu lijeka. U donjem lijevom kutu
mozemo kliknuti na pravokutnik ,,new dose* (nova doza) i primjerice, nakon 5 minuta
od prvobitne intravenske injekcije dati joS jednu dozu od 5 mg. Na zelenoj krivulji
koja pokazuje koncentraciju u srediSnjem odjeljku, vidjet ¢emo jo$ jedan nagli ,,skok*
koncentracije. Koncentracija u srediSnjem odjeljku imat ¢e viSe vrSne vrijednosti
(preko 20 pg/l) u usporedbi s prethodnim primjerom, kada je Zivotinja jednokratno
dobila 7,55 mg.

Ukoliko odmah na pocetku damo dvostruku intravensku dozu lijeka u odnosu na
preporucenu, Zivotinji ¢emo dati potencijalno letalnu dozu. U donjem lijevom kutu
kliknemo na pravokutnik ,reset* (vrati na prvobitno stanje) i moZemo ponovno
izabrati dozu i put primjene. Izaberemo dozu od 15 mg odnosno 15000 pg i
apliciramo. Za razliku od prethodnog primjera, Zivotinja puno prije, ve¢ nakon 2
minute polako pocinje gubiti reflekse, koji se ve¢ nakon pribliZzno 4 minuta potpuno
gube, ukljucujuci i kornealni refleks. Frekvencija srca i disanja u stalnom je padu.
Priblizno 15 minuta nakon primjene, kod koncentracije u efektivnom odjeljku iznad
30 pg /1, na ekranu se pojavljuje informacija da je Zivotinja uginula zbog predoziranja.

Kod obrnutog primjera, odnosno subdoziranja, npr. s 2 mg pentobarbitala intra-
venski (priblizno 6,6 mg/kg), koncentracija na mjestu djelovanja je preniska (efektivni
odjeljak) i iznosi manje od 5 pg /. Ako promatramo kretanje Zivotinje na video
prikazu, ono ne odstupa previse od uobicajenog: Zivotinja se krece po kavezu i uspinje
na straznje noge. U jednom kratkom razdoblju, nakon 15 minuta, Zivotinja trza
straZnjim nogama, Sto znaci da anestetik pocinje blago djelovati, ali nakon toga se
ponovno prikazuje spontano kretanje po kavezu.

Opcenito, kod plitke anestezije Zivotinja ¢e biti relaksirana, ali ¢e reagirati na
bolne podraZzaje pokretom, porastom frekvencije srca i disanja te porastom krvnog
tlaka. Refleksi Stipanja i istezanja bit ¢e prisutni, kao kornealni refleks i refleks
zatvaranja oka.

Kod odgovarajué¢e dubine anestezije, tj. kod stadija kirurSke anestezije, misici ¢e
biti relaksirani, a Zivotinja bez svijesti. Refleksi istezanja i Stipanja nece biti prisutni,
kao ni refleks zatvaranja oka. Kornealni refleks i dalje ¢e biti prisutan (ovaj se refleks
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obi¢no, iako ne uvijek, gubi kod preduboke anestezije!). U ovom stadiju su obi¢no
frekvencija rada srca i disanja te krvni tlak unutar normalnog raspona ili blago
sniZzeni. Porast bilo kojeg od ova tri pokazatelja znak je kako Zivotinja nije dovoljno
anestezirana, odnosno, kako mora primiti dodatnu dozu lijeka.

Kod preduboke anestezije frekvencija rada srca i disanja ¢e biti znacajno usporene
i znaCajno ispod uobiCajenog raspona; krvni tlak ¢e takoder znacCajno biti sniZen.
Ukoliko se ne prekine primjena anestetika i ne primijene odgovarajuc¢e potporne
mjere, moZe do do¢i do smrtnog ishoda.

Navedena opazanja se mogu ekstrapolirati i na podjelu opée anestezije na 4 glavna
stadija u Covjeka, koja se temelje na moguénosti pokreta, brzini i ritmu disanja,
okulomotornim refleksima i tonusu misica:

Prvi stadij: pacijent je pri svijesti, osjet boli je smanjen; traje do trenutka dok
pacijent ne izgubi svijest i obi¢no se naziva i stadijem analgezije;

Drugi stadij: pacijent gubi svijest, disanje je nepravilno, zjenice proSirene, tijelo
pojacano odgovara na stimulaciju; ovaj se stadij naziva i stadijem ekscitacije ili
delirija, a traje sve dok se ponovno ne uspostavi normalan ritam disanja;

Tre¢i stadij nazivamo i stadijem kirurSke anestezije; dolazi do relaksacije miSica;
ovaj je stadij cilj primjene op¢ih anestetika i potreban je oprez kako dubina anestezije
ne bi napredovala do Cetvrtog stadija;

Kod cetvrtog stadija, koji nazivamo i stadijem depresije produZene moZdine,
dolazi do depresije respiracijskog i kardiovaskularnog centra u produZenoj mozdini.
Kao posljedica se javlja kardiovaskularni i respiracijski kolaps s moguéim smrtnim
ishodom.

Drugi nacin primjene lijeka

Nakon intravenske primjene, moZemo Zivotinji lijek primijeniti intraperitonealno.
Kada izaberemo intraperitonealni nacin primjene, u prostoru ispod video zapisa
Zivotinje dobivamo podatak kako preporucena doza iznosi 40-50 mg/kg i stoga ¢emo
aplicirati 15 mg lijeka. Koncentracija u srediSnjem (lijek se mora apsorbirati!) i u
efektivnom odjeljku neSto sporije raste, tako da se tek nakon 2 minute primjecuje
usporenje motorike i trzanje straZnjim nogama, nakon 4 minute Zivotinja je sedirana,
ali uz joS§ uvijek prisutne reflekse ustajanja, istezanja i Stipanja. Nakon priblizno 5 i
pol minuta usporava se frekvencija rada srca i disanja, Zivotinja gubi refleks
zatvaranja oka i kornealni refleks te reflekse ustajanja, istezanja i Stipanja, a vidljivo
je kako se u tom trenutku koncentracija na mjestu djelovanja, u efektivnom odjeljku,
priblizava vrijednosti od oko 20 mikrogama/l.

Zadatak za studente:

U vjezbi je potrebno osigurati da Zivotinja barem 20 minuta bude u stadiju
kirurSke anestezije. Svi se parametri moraju redovito pratiti, a ukoliko se primijeti da
se Zivotinja budi iz anestezije tijekom kirur§kog zahvata i da anestezija postaje plica,
potrebno je primijeniti novu dozu pentobarbitala.
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II1. Primjena fentanila

Nakon $to zatvorimo program u prethodnom primjeru, vratamo se ponovno na
pocetak, na mjesto gdje ¢emo ovaj put izabrati primjenu fentanila. Fentanil je opioidni
analgetik s visokim afinitetetom za p-opioidne receptore. MoZe se koristiti kao
samostalan anestetik ili kao dodatak drugim anesteticima. Nastup ucinka je brz.
Medutim, maksimalni u€inak na smanjenje boli te na depresiju disanja ponekad se
primjecuje tek nakon nekoliko minuta. Dubina analgezije je ovisna o dozi i moZe se
prilagoditi intenzitetu boli tijekom zahvata. Fentanil ima puno ve¢i terapijski indeks u
odnosu na morfin (tj. odnos LDso/EDs)

S lijeve strane ekrana ponovno ¢e se pojaviti crveno obojani tekst ,,Start
anesthesia® (zapoc¢ni) ispod koje je crvena strijelica na koju je potrebno kliknuti.
Nakon toga otvara se prozor jednak kao kod prethodnog primjera s pentobarbitalom
(Slika 34).

S lijeve strane moZe se ponovno kliknuti na kvadrati¢ ,,Introduction” (engl. uvod):
otvara se video zapis u kojem je prikazan nastup anestezije nakon primjene opijatnog
anestetika fentanila, u kombinaciji s fluanisonom, tipi¢nim antipsihotikom iz skupine
butirofenona, te intravenskim benzodiazepinom midazolamom (tzv. FFM kombina-
vrstama anestezije, kao $to je bolja prokrvljenost perifernih tkiva). Kombinacija
fentanila s tipicnim antipsihoticima (npr. droperidol) naziva se neuroleptanalgezija, a
dovodi do sedacije i analgezije uz ocuvanu svijest.

Na video prikazu moZemo vidjeti:

1. korak: utvrdivanje teZine Stakora vaganjem:;
2. korak: intravenska primjena fentanila (dovodi do analgezije) te fluanisona i
midazolama (dovode do sedacije);

3. korak: odsutnost refleksa (ukljuuju¢i i pedalni te kornealni refleks), Sto
upucuje na anesteziju;

4. korak: kontrola tjelesne temperature i postavljanje zastite na oci.

Sliéno kao i kod prethodnog primjera s pentobarbitalom moze se kliknuti na
Zivotinju 1 promatrati njezino uobi¢ajeno ponasanje, hodanje po kavezu i uspinjanje
na straznje noge.

Fentanil se primjenjuje samo intravenskim putem, a odabirom ovog nacina
primjene na ekranu se pojavljuje podatak da je preporucena doza ovog lijeka 50
pg/kg. U slucaju kada je tezina Zivotinje npr. 0,287 kg preporucena je doza 14,35 pg
intravenski (0,287 kg x 50 pg/kg ). Unijet ¢emo pribliznu vecu vrijednost 15 pg jer
moZemo upisati samo cijeli broj, bez decimala. Ponovno ¢emo pokrenuti video prikaz
koji pokazuje intravensku primjenu u repnu venu Stakora. Nakon §to zatvorimo video
prikaz, kliknut ¢emo na injekciju (na ,,apply*, primijeni).
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Ponovno ¢emo pratiti kretanje Zivotinje, reflekse te rad srca i disanje. Neposredno
nakon intravenske primjene, moZemo primijetiti kako Zivotinja postaje mirnija i trza
straZznjim nogama, a ve¢ minutu nakon primjene Zivotinja gubi reflekse i ulazi u stadij
kirurSke anestezije, uz usporenje frekvencije rada srca i disanja. Pri tome je
koncentracija lijeka u efektivnom odjeljku znacajno niza nego kod primjene
fenobarbitala, iz cega zakljucujemo kako je rije¢ o vrlo potentnom lijeku.

Ukoliko primijenimo previsoku dozu lijeka (npr. 14,35 mg, tj. 14350 pg) pojavit
¢e se informacija: ,,Your animal died by overdose* (Vasa je Zivotinja uginula zbog
predoziranja). Klikom na ,,reset” (ponovno pokreni) program se vraca na pocetak te
moZemo upisati novu dozu koju ¢emo primijeniti.

Zadatak za studente:

U vjezbi je potrebno osigurati da Zivotinja barem 20 minuta bude u stadiju
kirurske anestezije. Svi se parametri moraju redovito pratiti, a ukoliko se primijeti da
se Zivotinja budi iz anestezije tijekom kirurSkog zahvata i da anestezija postaje plica,
potrebno je primijeniti novu dozu fentanila.
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1V. Primjena izoflurana

Tre¢i primjer odnosi se na primjenu inhalacijskog anestetika izoflurana. Vracamo
se na dio programa gdje je navedeno ,Start anesthesia®( zapocni anesteziju),
kliknemo na crvenu strelicu i izaberemo izofluran (,,isoflurane*). Nakon toga otvara
se prozor identi¢an kao kod prethodna dva primjera (Slika 34).

Ponovno ¢emo kliknuti na ,,Introduction* (uvod): otvara se video u kojem je
prikazan nastup anestezije nakon primjene izoflurana u kombinaciji s duSi¢nim
oksidulom (N,O) i kisikom (N,O je slabi anestetik, cesto se koristi kao prijenosnik za
druge inhalacijske anestetike). Video prikazuje sljedece korake:

1. korak: utvrdivanje teZine Stakora vaganjem;

2. korak: ulazak izoflurana u zrak u kavezu: mogu se pratiti faze od ataksije do
anestezije;

3. korak: pracenje refleksa, ¢ija odsutnost upucuje na anesteziju;
korak: kontrola tjelesne temperature i postavljanje zastite na oci.

Izofluran je lako hlapiva tekucina, a pripada skupini opcih anestetika koji se
primjenjuju putem inhalacije. Indukcija anestezije i oporavak su vrlo brzi.
Preporucena doza se odreduje na drugaciji nacin: izraZava se u postotcima alveolarne
koncentracije. Za indukciju anestezije potrebna je alveolarna koncentracija od 4 %, a
za odrZavanje anestezije 1-2 %.

Klikom na ,,show* (prikaZzi) prikazuje se video prikaz koji opisuje uredaje koji su
potrebni za primjenu inhalacijskih anestetika. Opisuje se primjena kisika, N>O i
inhalacijskog anestetika halotana, ali se isto nacelo primjenjuje i ako se umjesto
halotana primjeni izofluran: boce koje sadrze kisik i duSi¢ni oksidul, uredaj za
mjerenje protoka ovih plinova, uredaj za vlaZenje zraka, komora za anestetik,
trosmjerni zalistak, maska i uredaj za isparavanje.

Nakon Sto zatvorimo ovaj video prikaz, unijet ¢emo postotak anestetika od 4 %
(Slika 37). Zivotinja ée veé nakon jedne minute izgubiti reflekse i uéi u stadij kirurske
anestezije. Ako ne smanjimo postotak anestetika, Zivotinja ¢e ubrzo u¢i u preduboku
anesteziju i uginuti zbog predoziranja. Stoga moramo odmah nakon $to je Zivotinja
izgubila reflekse kliknuti na ,new dose* (nova doza) i primijeniti 1 % ili 2 %
anestetika, kako bi se i dalje odrzao stadij kirurSke anestezije.

S obzirom da su koncentracije lijeka u pojedinim odjeljcima vrlo niske, potrebno
je podesiti Y os okretom odgovarajuceg kruga obrnuto od kazaljke na satu (Slika 36).
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Slika 37. Primjena inhalacijskog anestetika.

Zadatak za studente:

U vjezbi je potrebno osigurati da Zivotinja barem 20 minuta bude u stadiju
kirurSke anestezije. Svi se parametri moraju redovito pratiti. Potrebno je pazljivo
mijenjati vrijednosti alveolarne koncentracije anestetika te promatrati postignuti
ucinak na Zivotinji.
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