CZESC PRAKTYCZNA
Aparatura
Spektrofotometr Specol (Niemcy).

Wykonanie
Po doustnym podaniu ochotnikowi tabletki Polopiryny S zawierajacej 300 mg kwasu acetylosa-
licylowego (ASA) kazda préobka moczu musi by¢ zebrana. Nalezy:
a) zanotowac czas oddania moczu,
b) zanotowac objetos¢ moczu,
¢) prébki moczu do analizy (10 ml) zabra¢ ze soba na zajecia.
Ze wzgledow bioetycznych studenci otrzymujq probki moczu z salicylanami zebrane wg po-
nizszej procedury.

Szczegotowa procedura zbierania probek moczu

1. Aby uzyska¢ wystarczajaca ilo$¢ moczu w ciggu pierwszych godzin po podaniu leku, 1 h
przed eksperymentem nalezy wypi¢ 400 ml wody. Bezposrednio przed podaniem leku wy-
prézni¢ catkowicie pecherz moczowy. Zostawi¢ 15 ml moczu do przygotowania krzywe;j
wzorcowej 1 probki slepej.

2. Tabletke Polopiryny S popi¢ 200 ml wody.

3. Zbiera¢ mocz przez 24 h od momentu zazycia leku. Dla kazdej probki zanotowac czas odda-
nia moczu oraz zmierzy¢ jego objetosé.

4. Przechowywa¢ w zamrazalce przeznaczong do analizy probke moczu (10—15 ml) po uprzednim
jej opisaniu.

Uwaga! Bardzo wazne jest, aby wszystkie probki moczu zostaly zebrane. Jesli nawet jedna
zostanie pominieta, caly eksperyment traci wainosé.

Absorbancje salicylanow po derywatyzacji odczynnikiem Trindera zmierzy¢ zgodnie z pro-
cedurg opisang w sekcji Oznaczanie salicylanow w moczu. Uzyskane dane uzy¢ do obliczenia
statej szybkos$ci eliminacji 1 biologicznego okresu pottrwania salicylandw.

Roztwory

1. Odczynnik Trindera: odwazke 40 g Fe(NOs3)3 - 9H20 rozpusci¢ w 850 ml wody, nastepnie
doda¢ 120 ml 1 mol/l HCL

2. Roztwor podstawowy salicylanu sodu: w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml rozpuscic¢
0,125 g salicylanu sodu w wodzie. Koncowe st¢zenie salicylanu wynosi 0,5 mg/ml.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

1. Po 0,5 ml moczu (bez salicylanow) przenies¢ do czterech probowek i doda¢ roztwor podsta-
wowy salicylanu sodu o objetosci odpowiednio: I — 0,04 ml, IT - 0,16 ml, III - 0,3 ml i IV —
0,4 ml. Roztwory uzupeti¢ woda do 1 ml, dodajac kolejno 0,46 ml (I), 0,34 ml (II), 0,2 ml
(II) 1 0,1 ml (IV), i wymiesza¢. Nastepnie doda¢ po 5 ml odczynnika Trindera i ponownie
wymiesza¢. Zmierzy¢ absorbancj¢ przy dtugosci fali Ama = 540 nm. Spektrofotometr wyka-
librowac uprzednio przy uzyciu probki slepe;.

2. Probke slepa przygotowaé poprzez zmieszanie 0,5 ml moczu (bez salicylanéw) oraz 0,5 ml
wody. Doda¢ 5 ml odczynnika Trindera i ponownie wymieszac.

3. W programie Excel przygotowa¢ wykres krzywej wzorcowej przedstawiajacy zalezno$¢ ab-
sorbancji jako funkcji stezenia salicylanow; 4 = f{C). Wyznaczy¢ parametry prostej typu
vy = ax. Wyniki zapisa¢ w protokole.
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Tabela 4.1. Przygotowanie krzywej wzorcowej salicylandw w moczu

Roztwor P}‘()bka | I - v
[ml] $lepa

Mocz
(bez salicylanow) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Salicylan sodu
[0,5 mg/ml] 0 0,04 0,16 03 0.4
Woda 0,5 0,46 0’34 0,2 0’1
Odczynnik
Trindera 3 5 5 5 5

Oznaczenie salicylanow w moczu

0,5 ml moczu zebranego po jednorazowej dawce 300 mg kwasu acetylosalicylowego rozcien-
czy¢ w probowce z 0,5 ml wody 1 wymiesza¢. Doda¢ 5 ml odczynnika Trindera i ponownie wy-
miesza¢. Zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali Aya = 540 nm 1 wyniki zapisa¢ w protokole.

Obliczenie skumulowanej ilosci salicylanow wydalonych 7 moczem w przeliczeniu na kwas
acetylosalicylowy oraz wyznaczenie parametrow farmakokinetycznych
1. Obliczy¢ ilos¢ salicylandw wydalong z moczem w poszczegdlnych czasach w przeliczeniu na

masg kwasu acetylosalicylowego X,,; zgodnie ze wzorem:

A;
Xy = LN Vi 1125

14

gdzie: A; — absorbancja probki,
a — wspotczynnik kierunkowy krzywej wzorcowej,
N —rozcienczenie probki (N = 2),
Vi — objeto$¢ moczu oddanego w danym czasie,
1,125 — wspotczynnik réwny stosunkowi mas molowych kwasu acetylosalicylowego
(180,16 g/mol) i salicylanu sodu (160,11 g/mol).

Sumaryczng (kumulowang) ilos¢ kwasu acetylosalicylowego X,,, wydalong jako salicylan
sodu w kolejnych n prébkach moczu oblicza sig, sumujac ilosci X,;wydalone do danego

Xy, = Z X,

n
=1

czasu .

Wszystkie wyniki obliczen wpisa¢ do protokotu.

. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci X,,, = f(t) w programie Excel. Ustali¢ graniczng warto$¢ sku-
mulowanej ilosci salicylanow w moczu w przeliczeniu na kwas acetylosalicylowy (X, ).

. Obliczy¢ wartosci ln(qu — Xy t) dla poszczegdlnych czasow ¢.

4. Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci ln(Xuoo - Xy t) = f(t), wykorzystujac arkusz programu Excel.
Na podstawie réwnania uzyskanej prostej, analogicznego do roOwnania 4.7, obliczy¢ statg
szybkosci eliminacji k. salicylanow tworzacych si¢ z kwasu acetylosalicylowego. Nastepnie
obliczy¢ biologiczny okres pottrwania salicylanow.

. Na podstawie wartosci X,,  obliczy¢ procent dawki kwasu acetylosalicylowego wyelimino-

wany drogg nerkowa w formie salicylanow (f..): f,, = X’;°° - 100%.
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6. Wyznaczy¢ ke 1 tos salicylandw w programie TopFit wg podanej nizej instrukcji.
7. Porowna¢ wyniki wyznaczone za pomocg programow Excel 1 TopFit.

Instrukcja obstugi programu TopFit

1.

11.

12.
13.

14.

15.

16.
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Uruchomié¢ program TopFit. Otwiera si¢ strona MENU SELECTION, ana niej MAIN
MENU, z ktorego nalezy wybra¢ opcje 4 — EDIT HEADER. Otwiera si¢ strona HEADER,
ktora nalezy opisa¢, zmieniajac okienka tabulatorem, a nastepnie wcisna¢ klawisz F1 (Save).
Z MAIN MENU wybra¢ opcj¢ 5 — EDIT DATA.

Otwiera si¢ strona FORMULATION DATA. Po wcisnigciu klawisza spacji wybiera si¢ spo-
sob podania leku: wybra¢ Absorption (Tablet).

Weisng¢ klawisz F7. Otwiera si¢ strona DOSING TABLE. Za pomoca spacji nalezy rozwi-
na¢ liste jednostek czasu ipodanej dawki 1 sprawdzié¢, czy wartosci sg zgodne z danymi
z analizowanego przykladu. W tabeli nalezy wpisa¢ czas ¢ = 0 i podang dawke leku, a na-
stepnie zatwierdzi¢ klawiszem F1.

Weisng¢ klawisz F8. Otwiera si¢ strona DATA SETS, na ktorej jako matryce¢ nalezy ustawic¢
,urine”’; jako jednostke mg/none. Wcisng¢ klawisz F8.

Do tabeli nalezy wpisa¢ czasy pobrania prébek moczu i skumulowane ilo$ci salicylanow
wydalone z moczem przeliczone na mas¢ ASA.

Woeciskajac trzykrotnie F1, wréci¢ do MAIN MENU.

Z MAIN MENU wybra¢ opcj¢ 8 — ENTER METHODS MENU, a z METHODS MENU
opcj¢ 2 — STANDARD COMPARTMENT MODELS.

Z SELECT DISPOSITION MODEL nalezy wybra¢ opcje | — ONE COMPARTMENT.

Ze STANDARD COMPARTMENT MODELS nalezy wybra¢ opcj¢ 1 — SELECT DATA
SETS.

Na stronie LIST SELECTION nalezy zaznaczy¢ mysza Pz lewej strony wys$wietlonej po-
zycji. Wcisng€ F1.

Ze STANDARD COMPARTMENT MODEL wybra¢ opcj¢ 6 — START ITERATION.

Na stronie RESULTS MENU wybra¢ opcje 2 — VIEW GRAPHICS. Przeanalizowa¢ prze-
bieg wykresu z asystentem.

Po nacisnigciu F10 na ekranie ponownie pojawia si¢ RESULTS MENU, z ktorego nalezy
wybra¢ opcje 1 — VIEW RESULTS.

Otwiera si¢ strona LIST SELECTION. Wcisng¢ F1. Przeanalizowa¢ parametry farmakoki-
netyczne z asystentem. Wartosci ke 1 to,5s wpisa¢ do protokotu.

Weciskajac F10, wroci¢ do MAIN MENU. Wybra¢ opcje 0 — Exit TopFit.



