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Cwiczenie 6
Wyznaczanie statej szybkéci eliminacji i okresu poéitrwania furazydyny w moddu
zawierajacym sztuczm nerke jako ukfad eliminuj acy lek

Dziatanie farmakologiczne wielu lekdéw zajeod ich stzenia we krwi i tkankach, aich
ilosciowa ocere biodostpnaici wyraza sk za pomog parametréw farmakokinetycznych.
Dostpnas¢ biologiczna okréla jaka czs¢ przyjetej dawki dociera do kgenia ogblnego oraz
szybka¢ z jaka poszczegolne procesy wchianiania i dystrybucjileachodz. Nauka zajmujca s¢
badaniem szybkai oceniajcych procesy absorpcji (wchtaniania), dystrybugiotransformacii
i wydalania lekdéw z organizmu nazywana jest farnkahketyka. Jej praktycznym zastosowaniem jest
badanie przebiegu zmiarggenia (ilasci) leku i jego metabolitéw w ptynach ustrojowydkankach
i wydalinach z rownoczesnym ustalaniem zat8ci matematycznych opisigych i ttumacacych
znalezione dane analityczne. Ustalenie rawmaatematycznych ma na celu wyznaczenie
odpowiednich parametrow farmakokinetycznych, a wndekwencji umgiwienie skutecznego
I bezpiecznego dawkowania leku.

W farmakokinetyce bardzo ¢zto organizm przedstawiaggako uktad kompartmentéw. Za
kompartment przyjmuje sitaka cze$¢ ustroju, w ktérej lek pod wzgllem kinetycznym zachowuje
si¢ tak samo — tznze jego sizenie i zawart& poszczegoélnych metabolitach jest w danym obszarze
(kompartymencie) taka sama. Kompartmentyzemyy zatem opisajako hipotetyczne zakenie,
ktore pozwala nam interpretowatrzymane eksperymentalnie dane przedstawigg w postaci
rownar kinetycznych, a nagpnie oblicz¢, po ich rozwizaniu, parametry farmakokinetyczne.
Najprostszym modelem farmakokinetycznym jest mgeldhokompartmentowy. Model ten zaktada,
ze lek po daylnym lub doustnym podaniu z chwidostania & do kmzenia ogélnoustrojowego
ulega natychmiastowej dystrybucji. W modelu tym akgrza s zaréwno jednorazowe, jak
i wielokrotne podania leku.

Stezenie leku we krwi zaley od podanej dawki, obfjosci krwi i szybkdaci, z jaka ten lek jest
metabolizowany. W najprostszym przypadku (modehgg@dmpartmentowy, jedna dawka) szykko
eliminacji tego leku &dzie zachodZiz kinetyla pierwszego radu (tzn. jej szybké& zalery tylko od
stezenia jednego substratu):

dx/dt = kX (1)
gdzie:x — jest ilicia leku w ustroju w okrdonym czasie (t)k — stak szybkdci reakcji (eliminacji).Po scatkowaniu
tego réwnania mogliyny zapisa:

X=X, (&7 ®)
- gdzie e (liczba Eulera, Nepera) — oznacza podstagarytmu naturalneger2,718281828459)



Poniewa okreslenie ilosci leku w organizmie jest klopotliwe, wprowadzonmjquie
objetosci dystrybucji (\y), czyli wspoéiczynnika proporcjonaléc pomidzy iloscia leku we krwi,
a jego stzeniem (C) w osoczu w tym samym czasie:

x=V,[C (3)
Z réwnania tego wynikaze dziehc ilos¢ leku (x) przez olgtosé¢ dystrybucji (\y) uzyskamy stzenie.

Zatem rownanie (2) przedstawdeg zmiag Skzenia substancji w czasie wemy te opis&

réownaniem:

C(t) = Coe_kt (4)
lub po logarytmowaniu jako: InC,, =InC, —kt (5)
gdzie:

Co- pocatkowe, zalene od dawki szenie substanciji,

C» — stzenie substancji po czasie t

k - stata szybksxi reakcji.

Liczbowa warté¢ objetosci dystrybucji daje wyobrenie o rozmieszczeniu leku
w organizmie. Jeeli wynosi ona ok. 1 % masy ciata (ok. 3,5 5 @znacza toze lek nie przenika do
przestrzeni pozanaczyniowej i jego dystrybucja pdeh w tazysku naczyniowym. Wartgé tego
parametru w granicach 15-30 % masy ciatla (10F2Bwiadczy o przenikaniu do przestrzeni
pozanaczyniowej i rozmieszczeniu w pilynach pozakdogych, natomiast gdy wago tego
parametru przekracza 40-5ao maoemy zaktada ze lek ulega rozmieszczeniu w catym organizmie
(catej wodzie organizmu). Wasai, ktore przekraczaj100 % masy ciata (nawet kilkaset litrow)
sugeruj, ze dochodzi do kumulacji leku w tkankach #acZeniu st z strukturami

wewnatrzkomaorkowymi.

Znajac stzenie pocztkowe i stzenie po czasi¢ mozemy wyznaczy szybkaé eliminacii,
okres poitrwania leku, klirens i inne parametrynfakokinetyczne. Catkowity klirens leku (CL)
wyraza obgtosé krwi (osocza), jaka w jednostce czasu zostatayswzzona” z tego leku wszystkimi
maozliwymi sposobami jego eliminaciji.

Wychodzc z rownania (4) mona wyznacz§ skzenie leku, po N kolejnych iniekcjach

odbywajcych sk z ods¢gpem czasu T wynosi:

C

n

=C, (1+ K 4 ok@N Lo k@) 4 4 e—k((N—l)T))) (6)

W przypadku infuzji odbywagej st ze stad szybkdcia Q zmiana stzenia substancji w uktadzie

dana jest wzorem:



Q Kt
Ct)=——(@0-e 7
(t) 1V ( ) (7)
gdzie: V - jest olgtoscia ptynu w uktadzie.
Po pewnym (dtugim) czasieggenie substancji w uktadzie ustala sa poziomie nazywanym

stezeniem asymptotycznym, réwnym:

v (8)

Wykonanie éwiczenia

Aparat nazywany popularnie ,sztueznerlq" ma za zadanie zagi¢ funkcjg wydalnicz
uszkodzonych nerek. Jego rola polega ona na oczysiackrwi z substancji toksycznych za pomoc
jej dyfuzji przez bton poiprzepuszczain Zasadnicz czeécia sztucznej nerki jest wktad dializacyjny
(dializator), ztgony z cieniutkich rurek wykonanych z octanu celyloPrzeptywajca przez nie
krew oczyszcza eidzicki przechodzeniu szkodliwych substancji do otagzsgo rurki ptynu
dializacyjnego. Warunkiem skuteczoo tej metody ,oczyszczania” jest zdokdoprzechodzenia
substancji tryjcych lub ich metabolitow przez blepotprzepuszczain Zdolngé t¢ map substancije
drobnoczsteczkowe rozpuszczalne w wodzie i niegaane z biatkami.

Korzystapc z tego modelu dgziemy okrélali szybka¢ eliminacji leku z badanego uktadu
(w naszym przypadku organizm cztowieka zpstzlewka w ktOrej rozpicimy badany lek).
Szybka¢ usuwania leku z uktaducbizie uzaleniona od szybk&i przeptywu leku przez negk
(szybka¢ przeptywu regulowana jest przez pagrgerystaltycza). W celu okrélenia stzenia leku
w uktadzie naley dokon& pomiaru absorbcjiwiatta przez roztwoér leku. Na podstawie odczytu

z krzywej wzorcowej okrdamy nasgpnie stzenie leku.

1) Sporazdzanie krzywej wzorcowej furazydyny

Furazydyna (dawniej nazywana furagifest substancja czyatmekéw stosowanych w zakaniu
drég uktadu moczowego, ktéra wykazuje dziatanieeprmbakteryjne. Zwalcza bakterie Gram-
dodatnie (gronkowce, takie jalStaphylococcus epidermigisgronkowiec ziocisty, a tak
paciorkowca katowego) i wiele szczepébw Gram-ujenhnyenterobakterieSalmonella Shigella
Proteus pateczka zapalenia ptuc, baktefacoli). Jest to pochodna nitrofuranu, ktéra charaktgeyzu
si¢ zOltym lub zotto-pomaraczowym zabarwieniem. Jest usuwana gtownie przeki (e85 %) i
w trakcie¢wiczenia lgdziemy monitorowa jej skzenie za pomacpomiaru absorpcfiwiatta.

Stezenie furazydyny w poszczegélinych prébachzne odczytd z krzywej wzorcowej.
Wtym celu naley przygotow& sert 5 roztworow wzorcowych. Z roztworu wzorcowego

furazydyny (250 mdj nalery przygotowa proby o stzeniu: 25 mgl 50 mgl; 100 mgl; 150 mgl.



4

Nastpnie naley dokon& pomiaru absorbancjiAé415 nm) poszczegolinych roztworéwadinie
z roztworem wy§ciowym). Na papierze milimetrowym wykoé€avykres zalenosci absorpcji (A) od

stezenia furazydyny (C).

2) Sporadzenie roztworu furaginy

Dwie tabletki furaginy rozgnig w mazdzierzu i rozpéci¢ w 500-600 ml wody. Otrzymany roztwor
przegczye, tak aby usust wszelkie nierozpuszczone pozostato

Uwaga: ewentualne zawiesiny w roztworze magprzyczynié¢ si¢ do uszkodzenia dializatora !

3a) Okrdlanie szybkéci eliminacji furaginy z badanego uktadu:

Do zlewki wlewamy 250 mn przeaczonego roztworu furaginy i umieszczamy w niej
przewody prowadge do/z sztucznej nerki. Ustawja na mieszadle magnetycznym — roztwor
powinien by mieszany podczas wykonywaniwiczenia. Whczy¢ przeptyw wody (okeci¢ kurek
wody), tak aby wewgtrzne rurki dializatora bylty stale omywane wodEfektywn@¢ procesu
oczyszczania zaly od gradientu sten — w przypadku braku przeptywu wody dojdzie do
zwigkszenia stzenia leku na zewatrz rurek dializacyjnych i zahamowania oczyszczapignu
przeptywajcego przez dializatorUWAGA: Szybk@ przeptywu wody nie powinna dyzbyt
intensywna, aby nie uszkoddializatora (skonsultowaz osolg prowadzcg ¢wiczenia)

Z badanego ukiadu (zlewki zawiegej lek) pobieramy niewielkpréblke (1-3 ml; kuwete
napetniamy do % wysokoi) i mierzymy absorbangjprzy 415 nm (jako odraik stosujemy wogl).
Nastpnie przelewamy zawadé kuwety z powrotem do naczynia iuruchamiamy pemp
perystaltycza. Szybkd¢ przeptywu ptynu podawanego dializie olee prowadzacy ¢wiczenia
(domyélnie 80 m/min). Po uruchomieniu pompy wewtrz dializatora bdzie zachodzita eliminacja
furazydyny. Oczyszczony roztwor jest kierowany mvpmem do zlewki. W wyniku zmniejszenia
stezenia leku spada absorbancja roztworu. Celem obsg@ramian stzenia w czasie, co 3 minuty
pobieramy probki dokonujemy pomiaru absorbancji. Wyniki odnotéwazeszycie w formie tabeli
1 przedstawionej pomej. Pomiary prowadzimy do czasu, @sorbancja niecdzie ulegé zmianie
(nie bgdzie s¢ zmniejszé) — nie dhiej niz 30 minut.

Stezenie furazydyny odczytujemy na podstawie krzywejowepwej (sprawdzamy jakiej
wartasci absorbanciji odpowiadaggenie furaginy i wynik zapisujemy w tabelce).

Stah szybkdci (k) wyliczamy zgodnie z kinetykreakcji I-go rzdu:

_ 2303 a
k = ; Iog(a_x) (9)

gdzie: a - stenie pocatkowe substratu (wargé wyjsciowa, t=0),
(a - X) — sfzenie substratu, ktory nie wszedt jeszcze w reglstizenie proby w czasie t)



t — czas, po ktérym dokonano pomiaru

Tabela 1.
Nr Czas (t) | Absorbancja (A) stezenie (C) Stata szybkoi [k]
pomiaru|  [min] [min™]
1 0 | ] -
2 e
11 30 | s e | e,

Na podstawie wyliczonych walda statej eliminacji (k) ustadiwartas¢ sredni (Ks). Wyliczy¢ okres
poéttrwania furazydyny w warunkach przeprowadzonekgperymentu:

_ 0693
k

t

NP

3b) Okrélanie szybkéci eliminaciji przy wielokrotnym podaniu (wlewie) maczaneqo leku.

W drugiej czsci ¢wiczenia nasza badana substancja jest dostarczooktatu (wielokrotna
iniekcja). Do roztworu, ktory pozostat w zlewce wmadzamy ok. 100-150 ml przgzonego
roztworu furaginy (przygotowanego na paitaz ¢wiczenia). Zlewk z furagira ustawiamy na
mieszadle magnetycznym (w trakcie wykonywari&iczenia roztwor musi ky mieszany).
Mierzymy absorbangj uzyskanego roztworu, a ngghie uruchamiamy pomep perystaltycza
(predkos¢ przeptywu ustawiamy na 80 ml/min). Co 3 minutyadanego uktadu pobieramy pedb
I mierzymy jej absorbang;j i
Po 5 minutach od uruchomienia pompy do .
ukltadu dodajemy 50 ml roztworu furaginy.
Dodatek (inieka}) leku powtarzamy co 5

minut (kolejne w 10 i 15 minucie). Notujemyz

o
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wartasci absorbancji na podstawie ktorych \ \

. .| [ - IR S +— MIC
sporadzamy wykres zmian absorbancji TSMIC ‘\\
(stezenia furaginy) w czasie (t): A=f (t). , e

Finalnie powinrdmy uzyska& zapis podobny

AU — pole pod krzywa, ©— stetenie, € —stedenie szczytowe, ©, — SteZenie minimalne,
MIC — minimalne stedenie hamujace, T—czas

jak na rycinie obok.
Ryc. Krzywa przebiegu &tenia wzgédem czasu w przerywanym wlewie leku

" Nie wyliczamy statej w czasie 0. Nie ueamy dzielé przez 0!!! Do obliczé statej szybkéci wymagane jest stenie
poczitkowe (@), ktére ustalamy na podstawie pomiaru przed rozgmem dializy.



Przy pierwszej iniekcji zmianaggenia leku w czasie jest podana réwnaniem:
C(t)=C,e™ (10)

gdzie ¢ zalezy liniowo od dawki lekarstwa. Ji kolejne iniekcje odbywaj sig z takim samym
odstpem czasU, i podstawigc dane do wzoru (6), mozemy wyliczgtzenie lekarstwa tupo jego
3-cim podaniu, ktore opisanedzie rownaniem:

C,=Coll+e™+e?)  (11)
gdzie kolejne wyrazy w nawiasie sfektem iniekcji wczéniejszych, nit trzecia iniekcja. Sumag
szereg geometryczny kolejnych iniekcji otrzymamywveek w granicy diej ilosci iniekcji:

C
CD = 1_ eo—kt

< Cmax (12)

Natomiast sizenie lekarstwa tuprzed N-4 kolejm iniekcja jest opisane rOwnaniem:

C, =Cole™+e™ +...+e™) )
CO po zsumowaniu daje warunek:

— = >Chu (10)

Przy zadanym minimalnym, ¢ (tj. dajacym skutek terapeutyczny) i maksymalnym, ¢

tolerowanym przez organizm poziomie leku agléak dobré wielkos¢ pojedynczej dawki i odgp
pomiedzy iniekcjami, aby stenie leku w organizmie nie przekraczato poziomu syakalnego i

osiagneto poziom terapeutyczny po N podaniach.

Cuny ~ 72 Mg/l
Cuax - 175 mg/l,
N = 3 oraz k (wyliczone w eZci 3a), prosz wyznaczy Cy j sprawwdzé czy zawiera s one w

wyznaczonym przedziale.
€ =2,718281828459 (warfé e mana podstawi w kalkulatorach, jako odwrotrié In)



4) Zadanie dodatkowa&A/yznaczanie parametrow farmakokinetycznych peaciu komputera

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie ¢si z kinetyky rozktadu leku w modelu
jednokompartmentowym. Uruchoéniprogram Excel i wczyta plik ,PK — farmakokinetyka
leku.xIs” (domyIna lokalizacja pliku: pulpik.

W poszczegolnych zaktadkach istnieje awos¢ obserwowania zmian parametrow
farmakokinetycznych w zateosci od warunkéw zdefiniowanych przezytkownika — wartéci,
ktore maemy modyfikow& znajduj sie nazéttych polach (np. oletos¢ dystrybucji — V; podana
dawka — D, klirens — CL, okres poéttrwania.z}. tPrzeanalizowazmiany jakie mena zaobserwowa
w wybranych przez prowadzego modelach — np. dla trzectzmgch lekéw (A, B, C) dobradawki,
stale eliminacji i ustali czy stzenie lekOw zawiera siw zakresie terapeutycznym (tj. pauhzy

minimalnym, a maksymalnie tolerowanym). Szczeg@&#alic z prowadzacym ¢wiczenia.



