METABOLISERING  Øvelsesvejledning 2007PRIVATE 

Farmakologisk institut/Rigshospitalet 2007/humanbiologi

   Side 1 af  4
(Kursusleder H.E. Poulsen, Klinisk FarmakologiQ7642, Rigshospitalet tel 3545 7671 e-mail hepo@rh.dk)


MØDESTED og TID:  
Hold 1+2: Tirsdag d. 22/5 2007:  18-5-52       (Obs kl 9:00 uden overtøj etc.) 

 


Hold 3+4 Torsdag  d. 24/5 2007:  18-5-52       (Obs kl 9:00 uden overtøj etc.)



Alle Hold Fredag d.   25/5 2007;    21.1.24       (Obs kl 14:00 – ca 16:00)
Øvelsen varer frem til kl ca 16.  

 Medbring :

1. øvelsesvejledning 

2. forsøgsplan til notering, bagerst i denne vejledning

3. kittel til dyreforsøg.

Program for alle hold  d. 22/5 og 24/5 

Kl.
09.00

Mødetidspunkt (lokale 12.1.14, fysiologernes øvelokaler) 

Kl. ca.
09.15-10.30
Injektion af antipyrin, videodemonstration

Kl. ca.
11.00-12:00
Teoretisk gennemgang. Basis for bestemmelse af clearance med 1 prøve. Sammenhæng mellem enzymaktivitet og clearance. relation mellem metabolisering og toxicitet

Kl.
12.00-13.00
Frokost

Kl. 
13.15
Fortsat teoretisk gennemgang
Kl. ca.
14.00-16.00
Opsamling af blod+fældning til senere antipyrin bestemmelse                
Bestemmelse af hexobarbital sleeping-time.

Prøverne vil blive analyseret for antipyrinkoncentration og resultaterne vil være tilgængelige på www.cpnc.dk 

Det forventes at de studerende i grupper (opdelt under øvelsen) inden beregningsøvelsen har foretaget beregning af AP clearance, og plottet og korrelere AP clearance mod HexBarb sleeping time mod levervægt.

Analysevejledning for antipyrin vedlagt til orientering (behøves ikke læst til øvelsen)

Program for alle hold d. 26.5.2007

Resultaterne udleveres og clearance beregnes ud fra 

Clearence = Clearence = Vd x [ ((ln(dosis/Vd) - ln(ct))  /t ]




[1. ordens elimination bestemt ved "one sample"]

 (vær opmærksom på enhederne skal stemme)

Vd = 0.6 x body weight,  dosis kendes fra indgift, ct udleveres (målt fra den tagne blodprøve), t er målt ved forsøget.

Beregninger:

Ud fra forsøget skal beregnes hvor meget den ”funktionelle levermasse” er reduceret ved cimetidin og fenemal behandling og der udføres et samlet plot korrelationen mellem hexobarbital sleeping time og antipyrin clearance.

 Øvelses formål:

At bibringe en forståelse for clearancebegrebet, samt at forstå sammenhængen mellem farmakokinetik og farmakodynamik ved måling og direkte observation af effekten af lægemidler

Baggrund:

Lægemidler fjernes fra organismen ved to organers medvirken, leveren og nyren. Vandopløselige stoffer udfiltreres i nyren, medens fedtopløselige stoffer først om​dannes i leveren til vandopløselige stoffer, som kan udskilles via nyren. Omdannelsen i leveren er knyttet til to hovedtyper af enzymatiske reaktioner, oxidative reaktioner og konjugeringsreaktioner, som kvantitativt er begrænset til leverceller. Disse reaktio​ner og deres betydning i farmakologi og toksikologi vil bliver gennemgået detalj​eret. Ved øvelsen undersøges oxidationen af antipyrin, et sjældent anvendt an​tipyreticum, der anvendes som model​stof for oxidative reaktioner i leveren. Ved øvelsen opsam​les plasma til bestem​melse af antipyrins clearence, men da spyt og plasma​kon​centrationerne af dette stof er identiske kan begge biologiske væsker anvendes. Såfremt der anvendes en spyt analyse kan dyrene også anvendes til andre undersøgelser.


Antipyrins clearence måles på dyr der er forbehandlet med H2-blokkeren cimetidin (hæmmer af oxidative reaktio​ner), med barbituratet fenemal (der inducerer oxidative reaktioner)og i ubehandlede dyr. På de samme dyr måles, hvor længe en hexobarbital bedøvelse varer, idet hexo​barbital fjernes ved oxidative processer i leveren. Ved øvelsen demonstre​res således sam​menhængen mellem far​makokinetik og  farmakodynamik. Herudover demonstreres og indøves nogle teknikker i biologisk prøvetagningstsknik.


Det forudsættes at de studerende har kendskab til alm. enzymkinetik.

Vedrørende clearencebestemmelse benyttes følgende:

Clearence = dosis/AUC
[model-uafhængig clearence bestemmelse]  eller

Clearance = k x Vd
[1. ordens elimination bestemt ved multiple prøver] eller

Clearence = Vd x [ ((ln(Vd/dosis) - ln(ct))  /t ]




[1. ordens elimination bestemt ved "one sample"]

Formlerne vil blive udledt ved øvelsen, interesserede studenter kan læse nærmere om formelapparatet i referen​ce 5 af Wilkinsson og i reference 6 af Døssing et al.

Ved kurset om metabolisering vil hovedvægten blive lagt på cytochrom P450 superfa​milie enzym systemet. Dette er detailleret beskrevet i efterfølgende afløsningsopgave skrevet af cand scient (humanbiologistu​derende 1990) Inge Jeding. 
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Rotte ID angives som hold nr, gruppe, og farve,  f.eks.  H1G1blå

Deltagere:








Hold nr.  Gruppe

1.______________________________________________________
​​​​​.​​​​______ ______

2.______________________________________________________
.______ ______

3.______________________________________________________
.______ ______

4.______________________________________________________
.______ ______

5.______________________________________________________
.______ ______

En kopi fra hvert gruppe skal afleveres og godkendes for at øvelsen er afsluttet (uden antipyrin konc og AP clearnace)

Materialer, remedier etc.
A
Demonstration af videofilm.


Materialer (til et hold af 3-4 studenter):


Rotter, cimitidin 40 mg/ml, sakse, pipetter, silketråd (ligaturer), synåle, vægte til vejning af rotter, lever. 


Hexobarbital, Antipyrin opl (4mg/ml), kapillærrør 100 l, 3 små klude, pilocar​pin øjen​dråber 1 ml sprøjter (6 stk), med orange kanyler, 3 stk. plastik prøvetagningsrør til opbe​varing af blod. Glasrør til blod, pipetter + fældningsmedie.

B
Injektion i.p. af antipyrin, op​samling af blod på rotter til senere antipyrin bestem​melse


Materialer (til et hold a 3 studen​ter):


Rotter:


1
kontrol


1
fenemalbeh (0.1% i vandet i 1 uge)


1
cimitidin beh (100mg/kg morgen samt 0.1-0.5 h inden antipyrin, 0,25 ml/rotte)


Kl. 10.15 - 11.00:  1 mL (sv. t. 4 mg antipyrin) gives i.p. tidspunkt, dato, rotte ID og vægt, og hold noteres (SKEMA BAGERST I VEJLEDNINGEN)

Der skal opsamles mindst 100 l blod. Tidspunkt for prøvetag​ningen noteres. Prøve​tagnings​glasset mærkes med hold og rotte identifikation (farve og antal streger), og nedfryses ved -20, analyseres senere.

C
Bestemmelse af hexobarbital sleeping-time på 3 typer for​behandlede dyr: 


cimitidin beh. (grøn)


fenemal beh. (rød)


ubehandlet kontrol (blå)


Materialer (til et hold a 3 studenter):


1 stopur, 1 ml sprøjter, orange kanyler, hexobarbital opl. 20 mg/ml i 0.9% NaCl (steril). Der skal anvendes mellem 1,8 og 2,5 ml per rotte. På de samme 4 dyr som under A injiceres med hexobarbital 20 mg/ml dyr i.p. (mængde oplyses ved øvelsen (noter her______ml .Tiden fra bortfald af "righting reflex" til dens fremkomst noteres på skemaet sammen med rotte ID og hold. Ved "righting reflex" forstås, at dyret er i stand til at hæve sig op på alle 4 ben efter at være lagt på ryggen 3 på hinanden følgende gange inden for 1 min. Denne tid kaldes hexobarbi-tal sleeping time, og det må forventes, at den varierer fra omkring 10 min (inducerede dyr) til ca 60 min (cim. dyr), ofte vil der være dyr som slet ikke sover, de gives sovetid = 1 sec.

