Piller, pulver och plaster — ett kompendium om kemin i lakemedel
Forfattare: Karin Axberg, Vivi-Ann Langvik, Ulla Sandberg

Forord

Lakemedel ar en naturlig del av vart vélfardsliv. Vi forvantar oss att det skall finnas ett
botemedel for snart sagt varje sjukdom och varje symptom. Att lakemedlen har en betydande
andel i Sveriges export kanske vi tanker mindre pa. Men titta pa nedanstaende figur, som visar
apotekens forsaljning av lakemedel under ett ar. Det &r latt att inse den samhallsekonomiska
betydelsen, inte sant?

Apotekens forsaljning under ar 2002 uppdelat enligt forsaljningssétt
Total forsaljning 31567 Mkr (exkl. moms)

@ Oppen vard
B Egen vard

O Sluten vard
(bestallning)
0 Oppen Vard
(bestélining)

Den Gppna varden utgor 76 % av forsaljningen (24087 Mkr),och egenvarden 12 % (3707 Mkr). Den
slutna varden/bestallning utgor 10 % (3136 Mkr) och den &ppna varden /bestallning 2 % (636 Mkr). (Data
ar hamtat fran Apotekets hemsida (http://www.apoteket.se/content/1/c4/48/01/Grafer%202002.pdf).

Utvecklandet av lakemedel kraver bl.a. grundldggande kemiska kunskaper, men bara anvandning
av lakemedel gor att det &r nyttigt att veta litet om hur de fungerar.

Av dessa skél tycker vi att det &r en god idé att behandla lakemedlens kemi och
lakemedelsverkan i skolans kemiundervisning. Att &mnet berdr varje larare och elev personligen
gor det ju bara intressantare.

De riskbedémningar som forekommer avser endast kemikaliernas inneboende egenskaper.
Laborationens fullstandiga riksbedémning maste (som vanligt) goras av den enskilda lararen.

| innehallsforteckningarna &r en del laborationer markta med CD och sidhanvisning. Dessa
laborationer finns endast pa den medf6ljande CD-skivan. Sidnumreringen i haftet ar
diskontinuerlig, da sidhanvisningarna ar samma pa det tryckta materialet och pa CD-skivan.
Medféljande CD-skiva innehallet dven en del trevliga bilder illustrerade av Fredrik Juhlin. De far
anvandas i undervisningen.

KRC tackar samtliga som har hjéalpt oss med idéer och laborationer.
Laborationerna har kontrollasts av prof. Tomas Cronholm pa Karolinska institutet.

Kemilararnas Resurscentrum, november 2003



Innehallsforteckning efter ATC-klassificeringen

(Anatomic Therapeutic Chemical system) Sida Stadium/kurs
Hdogstadium Kemi A/Kemi B

Forord 1

Innehallsforteckning efter omrade 4

Innehallsforteckning efter metod 6

Lakemedel igar, idag och i morgon. 8

A Matsmaltningsorgan och @mnesomsattning

Absorption av lakemedel beror pa pH 11 B

Enzymkinetisk bestamning av katalas fran lever 13 B

Titrering av ett saltsyrasubstitut 16 (H),A.B

Upplésning av en tablett CD 18 AB

Vid vilket pH fungerar amylas? 20 AB

Vilket socker foredrar jasten? 22 H,AB
B Blod och blodbildande organ

Hur bra buffrar plasman i blodet? 23 H,AB

Tvadimensionell TLC av aminosyror CD 26 B

Vad paverkas ditt blodsocker av? 28 H,AB

Vad &r blodtryck och hur kan man paverka det? 32 H,AB

Testa om blodtrycksférandringen &r signifikant! 35 H,AB
C Hjarta och kretslopp

Acetylsalicylsyra ar tva mediciner i en 73 H,AB
D Hud och membran

Analys av lipider i dggula med TLC 36 B

Framstallning av salvor 37 H,AB

Hur fungerar EMLA-kram eller EMLA plaster? 39 H,AB

Vad gor fluor med tanden? 41 H,AB
G Urin och faeces

Hur fungerar ett bulkmedel? 43 H,AB

Kolorimetrisk bestdmning av kalcium CD 45 B

Kvaveutsondring 46 H.AB

Mineralmetabolism; kelation 48 AB

Vad hander med olja pa végen till och

genom tarmen? CD 50 B
J Infektionssjukdomar

Att bestdimma lipofilitetskonstanten 53 B

Bakterier i var omgivning 55 H,A,B

Féargningsmetoder - Gramférgning 57 H,AB

Kombinationssyntes och undersokning av

ett antibiotikum 59 B

Penicilliners antibiotiska verkan 64 B

Test av antibakteriella medel 65 H,A.B
L Tumorer/mutationer

Mutationsfrekvens med Ames standardmetod CD 67 B

Selektion av mutanter hos en E.coli-bakterie CD 69 B

M Rorelseapparaten
Frageformular till halsoprofilbedémning Ch 71 H,A,B



Glykemiskt index

N Nervsystemet, smartstillande
Acetylsalicylsyra ar tva mediciner i en —
Analys av massprocent ASA i Aspirin
Smaskalig syntes av acetylsalicylsyra i mikrovagsugn
Syntes av Paracetamol — férenklad metod
Sonderfall av ASA i badrummet

P Antiparasitara, insektsdddande och repellerande
Hallbarhet hos livsmedel
Halsofiler — haller de vad de lovar?

R Andningsorganen
Glukosoxidas: Demonstrationsforsok

S Oron

V Varis, vitaminer, sparamnen
Funktionen av sparamnen i receptfria mediciner
och kosttillskott
Analys av spardamnen i receptfria mediciner
Hur kan ett proteins struktur paverkas?
Isolering och spektrofotometrisk analys av ett protein
Tillverka en tiohydantoin med en mikrovagsugn
O Ovrigt
Sakerhetsforeskrifter vid mikrobiologiskt arbete
Systematisk lakemedelsutveckling
Ett screeningsforsok
Test av placebo-effekten.
Litteratur

CD

CD

CD

CD

72

73
76
76
77
79

80
81

84

85
87
93
96
99

101
102
105
106
108

AB
AB

H,AB

AB
H,A,B



Innehallsforteckning efter omrade

Salter
Analys av sparamnen i mediciner och kosttillagg
Funktion av sparamnen i mediciner /kosttillagg
Kolorimetrisk bestamning av kalcium
Kvaveutsondring
Mineralmetabolism; Kelation
Upplosning av en tablett
Vad gor fluor pa tanden?

Syra, bas, buffert
Absorbtion av lakemedel beror pa pH
Hur bra buffrar plasma?
Kvaveutsondring
Penicilliners antibiotiska verkan vid olika distributionssétt

Titrering av ett saltsyrasubstitut
Vid vilket pH fungerar amylas?

Organisk kemi: Analys
Absorbtion av lakemedel beror pa pH
Analys av massprocent ASA i Asprin
Att bestdamma lipofilitetskonstanten for fyra sulfonamider
Hur fungerar EMLA-kram eller EMLA-plaster?
Mutationfrekvens med Ames standardtest
Penicilliners antibiotiska verkan vid olika distributionssatt
Sonderfall av ASA i badrum

Organisk kemi; Syntes
Kombinationssyntes och undersdkning av ett antibiotikum

Smaskalig syntes av acetylsalicylsyra i mikrovagsugn
Syntes av paracetamol
Tillverka en tiohydantoin med en mikrovagsugn

Redox
Glukosoxidas: Demonstrationsexperiment med den bla
flaskan

Kemisk jamvikt
Att bestdmma lipofilitetskonstanen for fyra sulfonamider
Vad gor fluor pa tanden?

Metabolism
Acetylsalicylsyra ar tva mediciner i en

Funktion av sparamnen i receptfria mediciner /kosttillagg
Glukosoxidas: Demonstrationsexperiment
Kvaveutsondring

Mineralmetabolism; Kelation

Vad paverkas ditt blodsocker av?

Vad &r blodtryck och hur kan man paverka det

Testa om blodtrycksférandringen &r signifikant

4

Sid
87
85
45 CD
46
48
18 CD
39

11
23
46
64

16
20

11
76
53
39
67 CD
64
79

59

76
77
99

84 CD

53
41

73

85
84 CD
46
48
28
32
35

Metod
Analysschema
Teori
Spektrofotometri
Loslighet/pH
Utfallning
Ledningsférmaga
Reaktionshastighet

Extraktion
Titrering
Loslighet/pH
Extraktion och
bakterieodling
Titrering

Olika pH, analys

Extraktion

Analys i mikroskala
Jamvikter och TLC
Egna forsok
Extraktion, bakterier
Bakterieodling
Analys i mikroskala

Syntes och
bakterieodling
Syntes i mikroskala
Syntes i mikroskala
Syntes i mikroskala

Liknar NAD i
andningskedjan

Jamvikt och TLC
Reaktionshastighet

Blodprov och
tidmétning

Teori

Liknar NAD
Loslighet/pH
Utfallning
Blodprovsmétning
Blodtrycksmatning
Statistik, t-test



Proteiner, aminosyror
Enzymkinetisk bestamning av katalas fran lever
Hur kan ett proteins struktur paverkas?
Isolering och spektrofotometrisk analys av ett protein
Tvadimensionell tunnskiktskromatografi av aminosyror
Vid vilket pH fungerar amylas?
High throughput screening

Kolhydrater
Glykemiskt index (GI)
Hur fungerar ett bulkmedel?
Vad paverkas ditt blodsocker av?
Vilket socker foredrar jasten?

Fetter mm
Analys av lipider i aggula med TLC
Framstallning av emulsionssalvor
Vad hander med olja pa vag till och genom tarmen

Bioteknik (bakterier, jastceller)
Bakterier i var omgivning
Fargningsmetod enligt Gram
Hallbarhet hos livsmedel
Halsofiler — haller de vad de lovar?
Kombinationssyntes och undersdkning av ett antibiotikum
Mutationsfrekvens med Ames standardmetod
Selektion av mutanter hos en E.coli-bakterie
Sékerhetsforeskrifter vid bakteriellt arbete
Test av antibakteriella medel

Analytisk kemi
Analys av sparamnen i receptfria mediciner och kosttillagg
Analys av massprocent ASA i Aspirin
Sonderfall av ASA i badrum

Projektarbete/ undersokande laborationer
Acetylsalicylsyra dr tva mediciner i en
Bakterier i var omgivning
Frageformular till halsoprofilbedomning
Hur fungerar EMLA-kram eller EMLA-plaster
Hur fungerar ett bulkmedel?

Halsofiler — haller de vad de lovar?

Test av placeboeffekten

Test av antibiotiska medel

Mutationfrekvens med Ames standardmetod
Vad paverkas ditt blodsocker av?

Vad &r blodtryck och hur kan man paverka det!
Testa om blodtrycksférandringen &r signifikant

Ovrigt
Ett screeningforsok
Systematiskt lakemedelsutveckling
Sakerhetsforeskrifter vid bakteriologiskt arbete
Litteratur

13

93

96

26 CD
20

105

72
43
28
22

36
37
50CD

55

57

80
81CD
59

67

69 CD
101

65

87
76
79

73

55
71CD
39

43

80

106

65

67 CD
28

32

35

105
102 CD
101
108 CD

Lakemedel igar, idag och i morgon. Kort lakemedelshistorik 8

5

Enzymlab, Km
Utféllning protein
Spektrofotometri
TLC
Glukosanalyser
Trommers-,jodprov

Tabellvérden
Dialys
Blodsockeranalyser
Jastjasning

Extraktion och TLC
Hydrofil/fob
Loslighet

Bakterieodling
Férgning
Bakterieodling
Bakterieodling
Syntes och odling
Bakterieodling
Bakterieodling
Foreskrifter
Bakterieodling

Analysschema
Analys
Analys i mikroskala

Understkningar med
egna
forsoksuppstallningar

Trommers prov
Teori

Odling
Referenser
Teori



Innehallsforteckning efter metod/teknik

Metod/teknik

Analyser - kvantitativt och kvalitativt
Analys av lipider i dggula med TLC
Analys av massprocent ASA i Aspirin
Analys av sparamnen i receptfria mediciner och kosttillagg
Kombinationssyntes och undersokning av ett antibiotikum
Sonderfall av ASA i badrum
Penicilliners antibiotiska verkan vid olika distributionssatt
Blod, matning av blodsocker, blodtryck
Acetylsalicylsyra ar tva mediciner i ett
Vad paverkas ditt blodsocker av?
Vad ar blodtryck och hur kan man paverka det
Testa om blodtrycksférandringen ar signifikant
Dialys

Hur fungerar ett bulkmedel?
Enzymlaborationer
Enzymkinetisk bestamning av katalas fran lever
Systematisk ldkemedelsutveckling med labbforslag.
High throughput screening
Vid vilket pH fungerar amylas?
Extraktion
Absorbtion av lakemedel beror pa pH
Att bestamma lipofilitetskonstanen for fyra sulfonamider
Penicilliners antibiotiska verkan vid olika distributionssatt
Loslighet, ledningsformaga, pH, hydrofil/fob, fallning
Framstallning av emulsionssalvor
Hur bra buffrar plasma i blodet?
Kvaveutsondring
Mineralmetabolism; Kelation
Penicilliners antibiotiska verkan vid olika distributionssatt
Uppldsning av en tablett
Vad hander med olja pa vég till och genom tarmen
Matematik, statistik
Test pa placeboeffekten
Testa om blodtrycksforandringen ar signifikant
Reaktionshastighet
Vad gor fluor pa tanden?
Enzymkinetisk bestdamning av katalas i leve
Glukosoxidas: Demonstrationsforsok med den bla flaskan
Hur fungerar EMLA-kram eller EMLA-plaster?
Odling

Bakterier i var omgivning

Fargmetod enligt Gram

Hallbarhet hos livsmedel

Halsofiler — haller de vad de lovar?

Kombinationssyntes och undersdkning av ett antibiotikum
Mutationsfrekvens med Ames standardmetod
Penicilliners antibiotiska verkan vid olika distributionssatt

6

Sid

37
77
87
59
80
65

73
28
32
36

43

13

102 CD
105

20

11
53
64

39
23
46
48
64
18 CD
50CD

106
35

41
13
84 CD
39

55
57
80
81CD
59
67 CD
64

Beraknad
tidsatgang

60-75 min
60-75min

flera laborationer
75min + 1dygn
60min
60-75min+1dygn

30min till 2dygn
90min

90min

Statistik, t-test

30min+3dygn
75-90min

60-75min
75-90min

60-75min
60-75min
60min+1dygn

60-75min
60-75min
60-75min

60 min
60-75min+1dygn
60min-1dygn
60-75min

Statistik
Statistik

75-90 min
75-90 min
10-40 min
30-2h

60min+1dygn
60min

60min+1dygn
90min+1dygn
75min+1dygn
60min+1dygn
75min+1dygn



Selektion av mutanter hos en E.coli-bakterie
Test av antibakteriella medel
Vilket socker foredrar jasten?
Proteiner, aminosyror - olika tekniker
Enzymkinetisk bestamning av katalas fran lever
Hur kan ett proteins struktur paverkas?
Isolering och spektrofotometrisk analys av ett protein
Tvadimensionell tunnskiktskromatografi av aminosyror
High throughput screening
Spektrofotometri
Isolering och spektrofotometrisk analys av ett protein
Kolorimetrisk bestamning av kalcium i serum eller urin
Syntes
Kombinationssyntes och undersdkning av ett antibiotikum
Smaskalig syntes av acetylsalicylsyra i mikrovagsugn
Syntes av paracetamol
Tillverka tiohydantoin med en mikrovagsugn
Teori
Acetylsalicylsyra ar tva mediciner i ett
Funktion av sparamnen i receptfria mediciner /kosttillagg
Glykemiskt index (Gl)
Systematisk lakemedelsutveckling
Vad hander med olja pa vag till och genom tarmen?
Vad paverkas ditt blodsocker av?
Titrering
Titrering av ett saltsyrasubstitut
Hur bra buffrar plasma?
Tunnskikt(TLC)
Att bestdmma lipofilitetskonstanen for fyra sulfonamider
Tvadimensionell tunnskiktskromatgrafi av aminosyror
Analys av lipider i aggula med TLC
Undersokande
Acetylsalicylsyra ar tva mediciner i ett
Frageformular till halsoprofiloedomning —En anamnes
Glykemiskt index (GI)
Hur fungerar EMLA-kram eller ett EMLA-plaster
Halsofiler - haller de vad de lovar?
Test av placeboeffekten
Vad paverkas ditt blodsocker av?
Vad ar blodtryck och hur kan man paverka det
Utfallning
Analys av sparamnen i receptfria mediciner och kosttillagg
Mineralmetabolism; Kelation
Vad gor fluor pa tanden?
Ovrigt
Systematisk lakemedelsutveckling
Lakemedelshistoria
Litteratur
Sakerhetsforeskrifter vid mikrobiologiskt arbete

69 CD
65
22

13

93

96

26 CD
105

96
45 CD

59
76
77
99

73

85

72

102 CD
50CD
28

16
23

53
26 CD
36

73

71 CD
72

39
81CD
106

28

32

87
48
41
102 CD

108 CD
101

60min+1dygn
60min+1dygn
60min

75-90min
75min
75-90min
2x30min+4h
60-75min

60-90min
60-75min

75-60min+1dygn

40min
40min
40min

30min till 2dygn

60-75min
60-75min

60-75min
2x30+1dygn
75min

30min-2dygn
projekt

tabell
60-90min
90-2dygn
projekt
projekt
projekt

Flera labbar
60min
75-90min

Teori
Teori



Lakemedel, igar, idag och i morgon

Kort historik

Neanderthal och Cro Magnon ménniskor bodde i samhallen, dvs. de tog hand om varandra.
Mojligen hade de ocksa nagon form av omvardnad for sjuka, men det vet vi inte, eftersom
arkeologisk bevisforing kraver fysiska efterlamningar. Vi vet daremot, att manniskan borjade
odla mat for ca 10000 ar sedan. Det ar mojligt, att odling av medicinalvaxter bérjade ungefar
samtidigt. Skillnaden mellan mat och medicin var knappast stor.

Det finns dokumenterat, att assyrierna kande till belladonna och att fenicierna anvande hyoscin
redan 2800 ar fore Kristus. Den babyloniska ldkekonsten &r kand fran tusentals lertavlior. Man
anvande bl.a. saffran, koriander, kanel, vitlok och véxthartser som lakemedel. Den egyptiska
lakekonsten anses ha grundats av Imhotep ca 1700-1800 f Kr. Papyrus Ebers innehaller 800
recept och ndmner 6ver 700 droger. Den skrevs 1500 f. Kr. Bland medicinalvéxterna finns
Fingerborgsblomma (digitalis - anvénds vid hjartsvikt), idegran (taxol - anvands som
cytostatika), hampa (hasch - kramplésande) och opium-vallmo (noskapin och morfin -
hostddampande resp. smartstillande). Dessutom anvandes produkter fran djurriket, som inalvor,
exkrementer, maskar och ormar, liksom ocksa &mnen som arsenik, svavel och kvicksilver.
Lakemedlen gavs som piller, salvor, plaster, rokelse, Iosningar och parfymer och tillverkades av
présterna. Till ordineringen horde att uttala besvarjelser och trollformler. Amnen med synbar
effekt ansags vara verksamma, eftersom man satte sjukdomarna i samband med “onda andar”.
Krikningar, diarréer, svettningar, aderlatning, upphostat slem osv. var tecken pa att ”onda andar
lamnade kroppen.
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L akekonsten utvecklades samtidigt i olika delar av vérlden. Ar 2800 f. Kr. uppgjorde kejsar
Hung Ti i Kina en forteckning éver mer dn 365 verksamma ortmediciner. Bland dessa fanns
amnen som efedrin (stimulerande), ginseng (lugnande och potensgivande) och kamfer. Man
kénde till opium och cannabis, men om de anvandes som ldkemedel i Kina ar osékert. Lérorna
spreds till grannlanderna Japan, Korea och Tibet, dar de utvecklades. Indiska shamaner
utvecklade en lara enligt vilken tillfrisknandet beror pa en balans mellan fem element (vatten,
eld, tra, metall och jord) och tre kroppsvatskor (blod, galla och slem). Genom att applicera
ortblandningar i kroppsoppningar (ex. nashalan) kunde man uppna den efterstravade balansen.

Inkafolken anvande sig av ett stort antal dmnen, som fortfarande upptas i farmakopen, t.ex.
efedrin, atropin och kamfer. Aven kokain och meskalin (fran kaktus) anvandes, och de har
amnena infordes till Europa av missionarerna pa 1400-talet.

| Antikens Grekland var Gudarnas roll betydande. Halsovarden horde i huvudsak till guden
Asklepios. | hans tempel skottes framfor allt psykiska stérningar som melankoli, psykogena
forlamningar, stumhet och melankoli. Prasten delade ut hemliga, lakande 6rter. Under antiken
ansags sexualiteten vara en viktig del av halsan. Arstoteles forordnade t.ex. vin och sexuellt
umgange for att bota melankoli. Den mest kanda lakaren under denna tid var Hippokrates pa Kos
(400 talet f Kr). Han inforde etiska principer, som fortlever an idag (den hippokratiska eden kand
for oss som lakareden). Han trodde inte pa demoner som orsak till psykiska sjukdomar, utan
understrok betydelsen av storningar i hjarnan, och sag som ldkarens uppgift att hjalpa naturen att
bota sjukdomen. Den grekiska medicinen bérjade blomstra ca 500 f Kr. Under Romartiden
spreds den grekiska lakekonsten genom att romarna tog krigsfangar. Under medeltiden kom nya
orter till Europa och handeln med dem var livlig.

Ar 760 antas det forsta sjalvstandiga apoteket ha inréattats i Bagdad, och yrkesgrupperna
apotekare och lakare skilde sig fran varandra. Apotekaren tillverkar mediciner medan lékaren
ordinerar dem. Det forsta apoteket kom i Sverige i slutet pa 1400-talet, men forst pa 1600-talet
kan vi tal om mera regelratt apoteksverksamhet. Pa apoteket framstéallde man mediciner av
utgangsamnen.. Namnet apotek kommer fran grekiskans ord Apotheke, som betyder bod,



forradsrum. 1686 kom den forsta svenska farmakopén (farmakopé ar en samling av faststallda
foreskrifter for beredning, provning och forvaring av lakemedel).

Under de forsta arhundradena e. Kr. levde ett flertal man som samlade in vaxter och lakemedel
och kartlade effekter av dem. De Materia Medica av Dioskorides beskriver lakemedel och hur de
framstalls. Denna skrift kom att dominera lakekonsten till 1500-talet tillsammans med skrifter av
Galenos. Deras verk blev i stort sett lag inom lakekonsten.

En drog som anvandes i hela Europa och som dominerade marknaden helt under 1500 ar
kallades Theriac. Denna innehdll ca 60 olika ingredienser (bl.a. véxtingredienser som opium,
kryddor, balsam, men &ven djuringredienser) och sades hjalpa mot i stort sett alla &kommor.
Tillverkningen av Theriac kontrollerades noga av magistraten, borgmaéstaren och lakaren i den
stad den tillverkades. Theriac anvandes fran 1686 till 1876, da anvandandet av opium i drogen
begransades av en giftstadga. | den forsta svenska farmakopén finns Theriac omnédmnd.

Pa 1500-talet utvecklades lakekonsten, och alkemins kunskaper borjade anvandas dven inom
lakekonsten. Da kristendomen spreds och kyrkans makt med den, ifrdgasattes den vetenskapliga
forskningen, for att den inte stédde kyrkans makt. Istallet kopplade kyrkan lakekonstens
kunskaper till sataniska makter. Trots det odlades en del 6rtmediciner i munkkloster. Men
demonologi och astrologi var forharskande under medeltiden.

Under borjan av 1800-talet tillkom frenologi (férutspadde egenskaper fran skallformen) och
homeopati (en sjudom botas med odndlig utspadning av ett i sig verksamt &mne). Forst ca 1850
foddes den organiska kemin (urindmne syntetiserades, hemoglobinet upptacktes) och darmed
mdjliggjordes farmakologin i sin nuvarande form. Den forsta akademiska l&rostolen i Sverige i
farmakologi torde ha inréttats vid universitetet i Dorpat.

Moderna lakemedel

Lakemedelsutvecklingens historia indelas i en prevetenskaplig och vetenskaplig del. Den
prevetenskapliga historien innefattar laran om de fyra vatskorna, signaturldran, som levde under
medeltiden, skolastiken och medicinkonsten (Ars Medica). Signaturlaran innebar att man sag
utseendelikheter mellan véxternas form och farg och deras sjukdomslindrande verkan; t.ex.
antogs njurformade blad bota njursjukdomar och véxten alrunas (Mandragora officinalis) tjocka
rot, som har en egendomlig manniskoliknande form ansags dga magisk kraft. Skolastiken var en
teologisk-filosofisk lara som stodde sig pa kristna trossatser och Aristoteles laror.

Lakemedlens vetenskapliga utveckling innefattar farmacin, kemin, farmakologin, patofysiologin,
de kliniska prévningarna och de regulatoriska myndigheterna.

Insikten om hygienens betydelse for begransning av sjukdomsspridning ar var tids allra
viktigaste upptackt i kampen mot sjukdomar (Wirchov 1868, Semmelweiss), medan upptéckten
av antibiotika (penicillin) hor till vara viktigaste lakemedlensupptéackter. Betydelsen forminskas
inte av att upptackten var en slump. Historien om hur penicillinet upptacktes &r klassisk och kan
lasas pa t.ex. www.pbs.org/wgbh/aso/databank/entries/dm28pe.html

Modern lakemedelsforskning har funnits i ungeféar 50 ar. Ett modernt lakemedel innehaller en
aktiv substans, beredningsform, férpackning och information. En omfattande testning av medlet
sker fore marknadsintroduktion (se t.ex. www.astrazeneca.se/patienter/tillverkning.asp) Manga
sjukdomar, som tidigare ansags obotliga, kan idag botas av moderna ldkemedel. Hit hor bl.a.
tuberkulos, diabetes och en del cancerformer. En viss 6veranvandning av lakemedel har
konstaterats i vastvérlden (t.ex. antibiotika, lugnande medel). Den mest utpraglade skillnaden
idag jamfort med tidigare, ar att halsa har blivit en sjalvklar utgangspunkt.

Med vara kemiska kunskaper som bas, kan man fraga sig om det finns nadgon kemisk egenskap,
som efterstravas. Svaret ar ja. Ldkemedlet bor vara/bli vattenldsligt, for att kunna upptas i blodet



och fettlosligt for att transporteras 6ver cellmembranet. Darfor ar lakemedel ofta organiska baser,
narmare bestamt aminer, som beroende pa pH-vardet ar mer eller mindre vattenldsliga:

R-NHz + H20 — R-NHz* + OH~

Aminer reagerar med vatten vid pH 7.4, alltsa blodets pH-varde. Det fettlosliga organiska amnet
blir vattenlosligt i sin saltform. Da amnet skall transporteras 6ver ett lipofilt membran kan det
aterga till aminformen och passera membranet. Aktiva transportmekanismer, som kan underlatta
vissa mediciners transport, finns ocksa. Bland laboratorerna i det har kompendiet hittar du manga
arbeten, som behandlar lakemedlens l6slighet vid olika pH-vérden.

En annan mycket viktig egenskap &ar lakemedlets rymdstruktur. Det har visat sig att &mnen som i
ovrigt ar kemiskt identiska, men som till sin rymdstruktur utgor varandras spegelbilder, s.k.
enantiomerer, kan ha t.0.m. motsatt biologisk effekt. Thalidomid, ett lakemedel som var
lugnande och hjalpte vid somnbesvar, var ett sddant. Det gavs at gravida kvinnor for att det var
verksamt och ansags lindrigt. Senare visade det sig att lakemedlet stérde normal
fosterutveckling. Barnen foddes med defekt extremiteten. Denna insikt har lett till att dagens
lakemedel “designas” noggrant och kontrollen av likemedel har skirpts. Material for
undervisning om stereoisomerer finns pa var hemsida www.krc.su.se, under menyn
Undervisning, OH-material.

Morgondagens lakemedel

Att sia om framtiden ar néstintill omojligt. Den mycket snabbt framskridande kunskapen om
cellkontroll och genetik ger &nda material for visioner om vad som kan tankas ske inom en nara
framtid. En del metoder &r pa ett lovande forsoksstadium. Andra ar mera utopiska.

Nagot som vi redan har idag och som sannolikt kommer att utvecklas vidare &r s.k. funktionella
livsmedel. De ér inga egentliga ldkemedel, men de forvintas kunna rétta till vad ett ”ohélsosamt
leverne” eller medfodda brister fororsakat “utan att man egentligen behdver anstranga sig”. Hit
hor livsmedel for diabetiker, for personer med hyperkolesterolemi, medel som skall hjélpa
overviktiga att banta (Iakemedel for samma andamal utvecklas ocksa), xylitol i godis for att
forhindra utveckling av karies i tdnderna etc. etc.

Mera allmant forvantas de nya lakemedlen vara specifika och selektiva. Det betyder att de skall
vara riktade mot en bestdamd sjukdom. ldag kan ett och samma lakemedel anvandas for flera
olika symptom. Att lakemedlen skall vara selektiva betyder ocksa att biverkningarna minskar
och att lakemedlet bara paverkar sjuka vavnader/celler. Det kan ske sa att lakemedlet soker upp
sjuka vavnader/celler, t.ex. cancerceller (s.k. receptormediciner).

| takt med att antibiotika anvénds allt oftare, har resistensen mot dem okat. Det leder till att nya
antibiotika mot resistenta bakteriestammar maste utvecklas. Man har ocksa foresprakat en
restriktivare anvdndning av antibiotika, for att "utrota” de resistenta bakteriestammarna.
Tankegangen bygger pa att man antar att de resistenta bakterierna inte har nagon speciell fordel i
avsaknad av antibiotika och de darfor skulle utrotas nar antibiotikanivan i omgivningen sjunker.
| vasterlandet lever vi i ett aldrande och fetmande samhélle och mycket hopp stalls darfor till s.k.
genterapi, speciellt gallande gerontologi, dvs. laran om det biologiska aldrandet.

En frisk aldrande befolkning skulle underlatta samhallets sociala belastning.

Vivi-Ann Langvik

Litteraturtips

Tomas Gejrot (1994) Kompendium i medicinens historia 43 s. ISSN/ISBN 992-073258-3
Carl-Magnus Stolt (1997) Kaos och kunskap 288 s. ISSN/ISBN 91-44-00098-7

Anton Sebastian (2000) Dates in medicine 433 s. ISSN/ISBN 1-850-70-095-8
http://home.swipnet.se/PharmHist/Historia/index.html
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Absorption av lakemedel beror pa pH

- Har du funderat pa hur det fungerar nar man svéljer en huvudvarkstablett som gar ner till
magen och vidare till tarmen. Efter ett tag forsvinner huvudvarken!

Teori: Lakemedel absorberas i allménhet via passiv diffusion genom lipidrika membran. En
farmakons (ett lakemedels) passiva transport underlattas av hdg fettloslighet och liten
joniseringsgrad. Férandringar i matsmaltningskanalens pH paverkar basiska och sura
substansers joniserinsgrad och darmed absorptionen. En sur substans absorberas i magen,
medan en basisk absorberas i tarmen.

Syfte: Att askadliggora lakemedelsabsorption vid olika pH i mag-tarmkanalen. Med ett
modellsystem jamfors lakemedlets l6slighet i vatten resp etylacetat. Etylacetatfasen
representerar lipidrika membraner i mag-tarmkanalen. Efter extraktion pavisas substanserna
som morka flackar i UV-ljus pa kiselplattor HF 254. Extraktionerna utfordes vid pH 1,5, som
motsvarar magens och pH 8, som motsvarar tarmens forhallanden.

Riskbedémning: Laborationen bedéms ha liten risk. Saltsyra ar fratande. Etylacetat &r
brannbart. Samla etylacetatrester i uppsamlingskarl for organiska &mnen.

Material: Etylacetat
Acetylsalicylsyra (ASA) Kapillarror
4-aminofenol (hydrolyserad paracetamol) 6 provror med korkar
Paracetamol (N-acetyl-p-aminofenol) ev. en vortexmixer
0,03 mol/dm? HCI (pH 1,5) UV lampa
Fosfatbuffert, 0,2 mol/dm? pH 8 (1:19 Tunnskiktsplatta HF 254 av kiselgel med
NaH2PO4/Naz;HPOa) fluorescensindikator
o
\
COOH C—CH,
OH@NHz OH@NH
©—CHg
O/
Acetylsalicylsyra p-Aminofenol Paracetamol
Utforande:

1. Vag in 50 mg av varje testsubstans i tva provror. Totalt 6 provror.

2. For varje substans tillsdtt 3 cm?® 0.03 mol/dm? HCI till det ena och 3 cm? fosfatbuffert (pH
8) till det andra provroret.

3. Tillsétt 2 cm? etylacetat till alla provror och skaka. Lat separera.

4. Markera ett rutmonster pa en tunnskiktsplatta. Applicera med kapillarror lite av
etylacetatfaserna pa TLC-arket. Lat etylacetaten avdunsta och belys med UV-lampa.
Morka flackar visar att substansen har dverforts till etylacetatfasen. Notera flackens
intensitet som hog eller 13g i tabellen nedan.

ASA p-aminofenol | Paracetamol

Etylacetatfas (pH 1,5)
Etylacetatfas (pH 8,0)

Sammanstall resultaten och forklara resultaten utgdende fran substansernas struktur.
Acetylsalicylsyra hydrolyseras till salicylsyra. Var skulle den absoberas?
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Kommentar till lararen.

Resultat:

Konc. i etylacetatfasen | ASA 4-aminofenol Paracetamol
(= Absorption)

pH 1,5 HOg intensitet L &g intensitet HoOg intensitet

pH 8 Lag intensitet HOg intensitet HOg intensitet

Slutsats : Det mesta av den sura acetylsalicylsyran finns i etylacetatet vid extraktion vid pH
1,5. Den basiska aminofenolen extraheras lattast vid pH 8. Extraktionen av neutral
paracetamol ar oberoende av pH. Neutrala lakemedel absorberas saval av vavnader som av
vatteninnehall i mag- och tarmkanalen.

ASA som &r en svag syra ar inte joniserad vid pH < 3 (magen); den har en lag I6slighet i
vatten och samtidigt hdg I6slighet i etylacetat (absorption). Detta forklarar varfér svaga syror
absorberas snabbare av slemhinnan i magen &n svaga baser. Men joniserade svaga baser blir
kvar i vattenlGsningen i magen.

| magen med dess pH pa ca 1,5 ar den svaga basen 4-aminofenol nastan helt joniserad, och
har hog loslighet i vatten, och samtidigt 1ag l6slighet i etylacetat. Ingen absorption!

| tarmen, med pH 8 &r 4-aminofenol inte langre joniserad och &r 16slig i etylacetat. A andra
sidan ar ASA fullt joniserad vid pH 8 vilket gor den 16slig i vattenfasen. ASA har darmed Iag
l6slighet i etylacetat.

Paracetamol har hog koncentration i etylacetat oberoende av pH. Paracetamol joniseras bara
om pH ar mycket éver 8. | alla fysiologiska sammanhang forekommer den som en neutral
molekyl och ar alltid mera I6slig i etylacetat &n vatten. Sadana mediciner absorberas bade i
magen och i tarmen.

J.Chem Ed.1997 74 855
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Enzymkinetisk bestamning av katalas fran lever

Teori: Katalas &r ett enzym som finns i aeroba organismer. Katalas deltar i forsvarssystemet i
cellen. I denna laboration ska du titta pa sonderfall av vateperoxid till syre och vatten med
hjéalp av katalas. Katalaset kommer fran homogeniserad notlever.

2H02, — O2(g) + 2H0

Ett filterpapper indrankt i notleverextraktet placeras i vateperoxidldsningen. Syrgasen, som
bildas, kommer att lyfta filterpapperet i bagaren. Katalasaktiviteten berdknas ur tiden det tar
att bilda en viss méngd syrgas vid olika koncentration vateperoxid.

Extra uppgift: Data satts upp i ett koordinatsystem och ett linjart samband erhalls. K,
(Michaelis Menten konstant) och matt pa Vmax (maximal hastighet) avlases i diagrammet.

Riskbeddmning: Vateperoxid dver 20-30 % ar oxiderande och fratande. Anvéand handskar
vid spéadning. Laborationen beddms ha liten risk.

Material:

Till en labbgrupp gar det at:

4 g farsk lever (det gar bra med frusen lever)

ca 500 cm? iskall 0,1 mol/dm? kaliumfosfatbuffert, pH 7,0

Per grupp gar det dessutom at-

Ca 200 cm?® H20,-16sning av vardera med koncentration: 2%. 1%, 0,5%, 0,3%, 0,2%

1-2 st 200 cm® hoga bagare

filterpapper som passar i den hdga bagaren (filterpappret ska inte fastna pa bagarens kanter),
mixer, klocka, pincett, pappershandukar, is for kylning

1. Utférande:
Gruppen gemensamt eller lararen gor leverextraktet Sonderdela (homogenisera) levern
med 50 cm? iskall 0,1 mol/dm?3 fosfatbuffert pH 7,0 med mixer eller mixerstav. Spad
extraktet till 1:10 med iskall fosfatbuffert och forvara I6sningarna pa isbad. (Spara lite
koncentrerat leverextrakt for justering av katalasaktivitet).

2. Stall in koncentrationen av leverextrakt. Eftersom katalaskoncentrationen i extraktet kan
variera gors forst ett test av leverextraktets aktivitet pa foljande satt:
Tag ett filterpapper och doppa i leverextraktet, torka av 6éverflod mot en pappershanduk.
Med hjalp av pincetten lagg (tryck) ner det indrénkta filterpappret pa botten i bagaren med
den l&gsta koncentrationen av vateperoxid.
Filterpappret kommer nu att flyta upp mot ytan av den bildade syrgasen. Tiden for att
filterpappret ska flyta upp till ytan bor inte dverstiga 40 sekunder. Justera tiden genom att
Oka eller minska koncentrationen av leverextraktet.

3. For eleven: Gor i ordning 200 cm? vateperoxidlosningarna av den lagsta koncentrationen

1% 2%
atten
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— 0,2%:i en hog bagare. Vateperoxidldsningen ska vara rumstempererad. Doppa ett
filterpapper i leverextraktet som ovan. Mt tiden det tar for att filtrerpappret att stiga upp.

4. Experimentet utfors for varje vateperoxidkoncentration, samt for enbart vatten (referens
eller nollvirde). Doppa pappret sa “repeterbart” som mojligt. Om filterpappret vinder sig
eller haftar vid kanten av bagaren vid uppstigandet, gor da ett nytt forsok och/eller mat
tiden det tar for centrum av eller mitten av filterpappret att na ytan i bagaren vid de olika
koncentrationerna. Observera att koncentrationen av véteperoxid ej ar konstant under
forsokets gang. Den kommer att sjunka efter manga forsok. Véteperoxiden omvandlas till
vatten och syrgas. Om du gor flera forsok vid samma koncentration rdknas medelvardet
ut.

Fyll i féljande schema:

¢ H202(%) 1/chH202 Tid t (s)
koncentration (x-axeln) (y-axeln)

2

1

0,5

0,3

0,2

0 (dest.vatten)

Redovisa resultatet i en linjar ekvation. Réta linjens ekvation ar
y=kx+m

Extra uppgift: Michaelis konstant, Ky &r ett matt pa omsattningen av enzymet (=pa hur
snabb enzymet katalyserar en reaktion). Km definieras som den substratkoncentration som ger

halva maximala hastigheten. Enheten fér Ky ar mol/dm3. K,, =[S]-d&-V = V'“Tax

t(s)
Lutning =Kw/Vmax

¥ Intersept = 1/Vmax

LT A (V!
= -llKM

Anvand datorns Excel-program och redovisa resultatet genom att avsatta 1/c H.O- pa x-axeln
och tiden pa y-axeln. Om strackan &r lika (hojden pa bagaren) sa ar tiden en funktion av den

inverterade hastigheten, t = f(1/V) ger ekvationen t = Ky 1 + L

V.. S V.

max

dar k = (lutningen) Km/ Vimax, avskarningen pa y-axeln m = 1/Vmax och avskarningen pa x-
axeln &r —1/Kwm. Avlas vardena och rakna ut Km och Vmax. Km-vérdet kan &ven beréknas
genom att invertera interceptet och byta tecken (avskarning pa x-axeln).
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Till 1araren:
Fosfatbuffert pH 7: 31 cm® 1 mol/dm3 KoHPO4, 19 cm?® 1M KH2PO4 och 450 cm? dest.vatten

Betrakta enzymreaktionen E + S r—l < E-S ke —>E+P

-1
Kwm definieras som (ko + k.1)/k1 eller som den substratkoncentration [S] som ger halva
hastigheten %2V max .

Kwm = [S] ndr Vo = %Vimax

Michaelis-Menten ekvationen transformeras till en linjar Lineweaver-Burk ekvation:

1/Vo = Km/Vmax [S] + 1/Vmax. Eftersom tiden t &r en funktion av 1/v avsétts denna mot 1/konc
H20>. Anpassa en rat linje till matvardena. For utforligare forklaring hénvisas till en
biokemibok tex Lehninger. Vid ett experiment erholls foljande vérden:

Konc. H202(%) |1/ H202 (%)t | Tid (s)
(x-axeln) (y-axeln)

2 0.5 5

1 1 8

0,5 2 12

0,3 3,33 15

0,2 5 20

0 (dest.vatten) oandligt

Detta ger ekvationen

y =3,18x + 4,47

Vmax = 0,22

Kwm =0,71% eller 226 mM H0,. Virdet for “orenat” katalas anses rimligt da litteraturen ger
Km for renat katalas 25 mM.

y = 3,183x + 4,4691
R?=0,98

Katalasaktivitet
25
20 / s
15
10 /

tid (s)

1/konc vaterperoxid

Praktiska tips: Det &r enklast att lararen spéader leverlosningen till lamplig koncentration for
att gruppen ska kunna jamfora sina varden. Vissa elever far inte nagra bra varden (tider)
medan andra kan anpassa sina avlasningar till "rimliga” tider &ven om filterpappren har
fastnat i kanten /kantrat pa bagaren. Uppmuntra dem att uppskatta vilken tid det skulle ta for
filterpappret om inte dessa praktiska problem uppstod.

Omarbetad efter J.Chem Ed vol 77 nr 11 2000 sid 1451-14
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Titrering av ett saltsyrasubstitut

Teori: pH i magsacken ska ligga omkring 1,5. Om magen producerar fér mycket saltsyra kan
man kéanna det som sura uppstétningar. Da kan man é&ta ett syraneutraliserade medel, antacida
eller ett syrasekretionshammande medel som neutraliserar utséndringen av saltsyra. Om man
daremot lider av for lite saltsyra i magsacken, kan man ta ett saltsyrasubstitut, t.ex.
Hypochylin. Hypochylin innehaller aciglumin, glutaminsyrahydroklorid som sénderdelas
snabbt i magen och frigor saltsyra. Kvar blir da aminosyran glutaminsyra. 1 tablett motsvarar
1,6 mmol saltsyra.
OOH
H—?—NH3+ cr

i

T

COOH

Uppgift: Du ska titrera en tablett Hypochylin och rékna ut hur mycket saltsyraekvivalenter
som finns i en tablett (eller hur manga protoner som neutraliseras).

Riskbedomning:. Forsiktighet vid pafyllande av byretten. Natriumhydroxid &r fratande.
Anvand skyddsglasogon. Laborationen beddms ha liten risk.

Material:

0,100 mol/dm? NaOH
Hypochylintabletter fran Apoteket
BTB

Ev. pH-meter

Utforande:

1. Mortla sénder en tablett Hypochylin och for 6ver den till en 100 cm?® matkolv. Tillsatt ca
50 cm? vatten och skaka om. Fyllnadsamnena léser sig inte helt. Spad med vatten till
market.

2. Lat fyllnadsmedlet sjunka till botten. Ta sen ut ett prov pa 20 cm® med pipett och dverfor
till en vidhalsad E-kolv.

3. Gor i ordning en byrett och fyll den med 0,1 mol/dm* NaOH-lésning

4. Tillsatt BTB som indikator till E-kolven. Gor ett dubbelprov eller upprepa titreringen flera
ganger tills du far tva likvardiga resultat. Rakna ut medelvardet.

5. Skriv reaktionsformeln for titreringen. Berdkna antalet saltsyrakvivalenter i en tablett.
Forklara dina resultat. Skriv rapport
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Till Lararen.

Glutaminsyrahydroklorid uppfor sig som en tvavard syra (tvaprotonig). Det gick at 32 cm® 0,1
mol/dm?3 for en tablett. Titrerar man ren glutaminsyra med BTB uppfor den sig som en envard
syra. (Den andra protonen protolyseras inte i vattenldsning).

Glutaminsyrans pKa-virden (etanol/vatten) Handbook of Chemistry and Physics” :
pKal = 3,16

pKa2 = 5,63

pKaz = 10,75

Detta borde ge omslagspunkter p; (mittemellan pka-vérdena) till 4,40 och 8,20.

| Fass star

Hypochylin®

Tabletter 300 mg

Saltsyrasubstitut

Deklaration. 1 tablett innehaller: Aciglumin 300 mg, laktos 10 mg, vattenfri kolloidal
kiseldioxid, mikrokristallin cellulosa, gelatin, glycerol, flytande paraffin, polysorbat 80,
potatisstarkelse, stearinsyra, talk.

Indikationer. Achyli, hypochyli.

Dosering. 1-3 tabletter fore maltid. Tabletten nedsvaljes hel tillsammans med ett halvt glas
vatten.

Kontraindikationer. Overkanslighet mot glutamat.

Farmakodynamik. Innehaller glutaminsyrahydroklorid som sénderdelas snabbt i ventrikeln
under frigdrande av saltsyra. Glutaminsyra &r en i fédan vanligt forekommande aminosyra. 1
tablett motsvarar 1,6 mmol saltsyra.

Forpackningar och priser.

Tabletter 300 mg (vita, runda, plana 10 mm) 100 st

Texten &r reviderad: 1998-08-04.

14
12 S
10 /Mf
8 A —e—pH
: ki o
4 .ﬂ”‘}/ \
) 1 a
0 — T T T T T T T 7T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64

Titrerkurva for Hydrochylin med 0,1 M NaOH samt derivatan (ApH/Av) ganger 10
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Uppl6sning av en tablett

Né&r man tar en tablett vill man att den ska ha en speciell verkan. Tabletten skall verka-
1. under en viss tid och sen vara utan effekt t.ex. somntablett

2. snabbt sa att t.ex. huvudvarken gar 6ver

3. under en lang tid med samma koncentration t.ex. antibiotika

For att lakemedlet ska fa avsedd effekt maste det tas i ratt dos och vid ratt tidpunkt. Lakaren
forsoker att for varje patient finna den dos av ett lakemedel som &r mest Iamplig i den aktuella
situationen. Dosen beror pa

kroppens formaga att ta upp lakemedlet
funktionen hos lever och njurar
individuell kanslighet for medlet
patientens kroppsvikt och alder

att andra mediciner kan paverka effekten
ev graviditet eller amning

ocouarwhE

Uppgift: Du ska studera hur en kaliumkloridtablett 16ses upp genom att mata konduktiviteten.
KCI(s) - K* + CI

Kaliumklorid ordineras till patienter som far diuretika, ett urindrivande medel. Kaliumhalten
sjunker hos patienter som behandlas med diuretika. Det anvands dven av patienter med
hjartsvikt och benagenhet for 6dem (vatskeansamling) samt mot hogt blodtryck. Kalium har
betydelse for nerv och muskelfunktioner.

Utférande:
1. Mala en kaliumtablett med nagellack. Lat torka och borra sedan ett hal i mitten.

2. Léagg sedan samtidigt den malade tabletten i en bagare med 100 cm? vatten och en omalad
(obehandlad) tablett i en annan bégare med lika méngd vatten. Stoppa i magneter i
bagarna och satt pa magnetomroraren. Se till att omrérningen blir lika i de bada bagarna.

3. Mat konduktiviteten varje minut i borjan, var 5 minut senare och var 10-15 minut mot
slutet under ca 4 timmar. For in vardena pa ett millimeterpapper.

Variant: Upplosningen gar fortare i varmt vatten. Lamplig temperatur ar 50°C. Mattiden blir
daca2h.

Tablett med hal Normal tablett

Bild pa hur uppldsningen kan tankas ga till
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Nagra rad till vid tablettanvandning:

e Anvand aldrig nagon annans receptbelagda medicin. Ge aldrig bort medicin du fatt pa
recept. Samma symtom hos olika personer behdver inte betyda samma sjukdom och
ska darfor inte behandlas med samma lakemedel.

e FoOrvara medicinen i fabrikantens forpackning, annars kan en forvaxling latt ske eller
hallbarheten forsamras

e Forvara all medicin utom rackhall for barn och helst i last skap!

e Tank pd att barn &r kansliga for vissa receptfria lakemedel, till exempel jarntabletter
och lakemedel som innehaller acetylsalicylsyra.

e Ldamna 6verbliven och for gammal medicin till apotek for forstoring.

e Alkohol och lakemedel kan vara farligt tillsammans. Sarskilt farligt kan det vara att ta
alkohol tillsammans med lugnande medel, somnmedel och medel mot vark.

e Se upp med bilkérning om du tar lakemedel som paverkar dig som forare, till exempel
lakemedel vars forpackning har en réd varningstriangel.

Till lararen.

Laborationen kan ta ganska lang tid! Darfor kan det vara lampligt att denna laboration gar
parallellt med en annan laboration och eleverna far mata och se pa resultatet i omgangar.

Kop receptfria Kaliumduretter eller Kalitabs pa apoteket. De innehaller ca 10 mmol
kaliumklorid forpackat i en polymer. Nar kaliumkloriden har 16st upp sig sa finns fortfarande
ett skelett av polymeren kvar. Uppldsningen i rumstemperatur tar ca 5-6 timmar. Man kan 6ka
temperaturen for att forkorta tiden. Bast resultat fas dock vid rumstemperatur da det ar svart
att halla temperaturen konstant och lika i de bada bagarna.

1) Genom att variera halens storlek (1-3 mm) pa den malade tabletten kan man variera
frisattningshastigheten.

2) Uppldsningen gar langsammare nar det finns nagellack pa tabletten. Jonerna maste ta sig ut
genom “hélet”. Frisittningen blir linjar. Detta beror pa att radien for den oupplosta
kaliumkloriden 6kar samtidigt som avstandet till frisattningszonen ar langre

3) Upplésningen gar fortare fran en omalad tablett da frisattningszonen &r hela tabletten.
Frisattningen beskriver en vanlig tillvaxtkurva i sigma-form. | borjan 6kar konduktiviteten
logaritmiskt men avtar sedan.

Labbforslaget kommer fran prof. Sven Engstrém, Farmakologen, Géteborg
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Vid vilket pH fungerar amylas?

Teori: Enzymerna lipaser, amylaser och proteaser tillverkas, forvaras och distribueras av
bukspottkdrteln. Enzymerna finns tillgangliga i ett inaktivt stadium sk. enzymogener.
Enzymogenerna toms ut i tolvfingertarmen efter signaler fran magen och aktiveras vid ett
visst pH. Amylas spjélkar polysackarider.

Vid olika sjukdomar i bukspottkorteln kan den egna produktionen av enzymer helt eller delvis
upphara, vilket kan ge upphov till fettdiarré och risk for vitaminbrist. Pa apoteket kan man da
kopa ett lakemedel Combizym som innehéller matsméltningsenzymerna.

Syfte: Du ska testa vid vilket pH (2 eller 8) bukspott-amylas ar aktivt och vilka bindningar det
kan spjalka. Du ska anvanda tre olika polysackarider

a) starkelse med 1,4-a-glykosidisk bindning,

b) cellulosa med 1,4-B-glykosidisk bindning och

¢) gummi arabikum, som bestar av polygalaktos med 1,3 bindningar

Reagenset DNSA = dinitrosalicylsyra pavisar med rod farg om det finns monosackarider. Om
ingen nedbrytning har skett &r fargen gul. Absorbansen l&ses vid 540 nm eller med 6gat.

Riskbeddmning: DNSA ar irriterande. Undvik kontakt med hud och att fa damm i 6gon.
Anvand personligt skydd vid anvandning av reagenset.

Material:

Buffertar: pH 2 av 0,5 mol/dm? trietanolamin'HCI alternativt TRIS buffert

pH 8 av sulfatbuffert (halften 0,5 mol/dm? natriumsulfat och halften 0,5 mol/dm?
natriumvatesulfat).

1% l6slig starkelse

1% gummi arabikum

Cellulosa av bomull eller filterpapper

Amylaslésning av 50-70 mg amylas (porcine pancreas) i 100 cm? vatten

DNSA-reagens: Nygjord l6sning av 1% 3,5-dinitrosalisylsyra, 30% Na,K-tartrat och 0,40
mol/dm® NaOH

Utférande: Gor i ordning 8 provror enl schemat
Tillsatt amylas sist och stéll provroren i tempererat vatten pa 30°C i 30 minuter.

Provnr Vatten Buffert Amne Enzym
1. Blank: 1cm? 2 cm®pH 8 -

2. - 2 cm®pH 8 1 cm? starkelse -

3. - 1 cm®H 8 1 cm?3starkelse 1cmd
4, - 1 cm3pH 2 1 cm3 starkelse 1cmd
5. 1cmd 2 cm®pH 8 Lite bomull -

6. 1cm3 1 cm3pH 8 Lite bomull 1cm?d
7 2 cm®pH 8 1 cm?®gummi arabikum

8 2 cm®pH 8 1 cm® gummi arabikum  1.cm?®

Efter 30 minuter tillsatt 8 droppar DNSA-reagens och provroren stélls i kokande vattenbad i
ca 10 minuter. Spad med 4cm? vatten och las av resultatet vid 540 nm eller se skillnader.
Skriv rapport!
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Till Lararen:

Kolhydratbestdamning med dinitrosalicylsyrareagens ar beskrivet av P.Bernfelt, Methods in
enzymology, vol 1,1955 s.149.
Forsoket ger rod farg (positivt for aktivt amylas) endast for provror 3, dvs. starkelse i pH 8.

Extra uppgift: Man kan utoka forsoket genom att ta alla kolhydrater i bade pH 8 och pH 2.
Eller utka forsoket genom att testa vid flera pH-varden for starkelselésningen.

pH 4 attiksyrabuffert

pH 6 barnstensyrabuffert

pH 10 natriumbikarbonatbuffert

pH 12 dinatriumfosfatbuffert

Man erhaller da ett maximum for pH 6 eller 8. Men amylas har aven en Iag aktivitet vid pH 2
och kan ge svagt rod farg med DNSA-reagenset.

Extra uppgift pa Combizym: Konstruera en egen laboration med den receptfria medicinen
Combizym. Tabletten innehaller i ett yttre skikt vaxtenzymer fran Aspergillusextrakt
(Aspergillus & en mogelsvamp) och i en inre magsaftresistent k&rna pankreasenzymer
utvunna fran svinpankreas. Detta gora att amylas fungerar vid flera pH. Visa planen for din
larare.

Resultaten blir annorlunda beroende pa vilken Combizymtabletter du anvander till forsoket.
Det finns tva olika. Se nedan. Tablettens enzymer i det yttre skiktet frigors och aktiveras
redan i magen (vid surt pH). Det innehaller dven cellulas. Det inre skiktet ar enzymer fran
bukspottkértel fran gris.

Léagg en tablett i 25 cm? pH-4 buffert och 16s upp det yttre skiktet. Mortla sonder den inre
delen och 16s upp i vatten. Anvénd dessa Idsningar till egna experiment!

Enheter Amylas(l.E) |Proteas(l.E) |Cellulas(l.E) | Lipas(l:E) | Gallsyra(mg)

Combizym
Yttre skiktet 170 10 70

(Aspergillus)

Inre skiktet
(Grispankreas) 7000 420 7400

Combizym
compositum 850 50 400 60

Yttre skiktet
(Aspergillus)

Inre skiktet 13000 760 13500
(Grispankreas)

Forsok fran www.mnsfld.edu
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Vilket socker foredrar jasten?

Teori: Nar du ska trana infor ett langt lopp t ex Vasaloppet sa ska du fylla pa din reservnaring

med kolhydrater. Det finns olika sorter av kolhydrater och kroppen forbrukar de olika

kolhydraterna olika snabbt. Du ska testa vilken kolhydrat som jast tar upp snabbast. | denna

laboration bryter jast ner kolhydraterna anaerobt (utan tillgang till syre) enligt formeln:
CeH1206 — 2C2H50H + 2C0O2(q)

Du ska mita bildad mingd koldioxid nir du ”matar” jisten med olika monosackarider,

disackarider och polysackarider.

Riskbeddmning: Laborationen har liten risk.

Material: 20% l6sningar av:

Monosackarider: glukos, fruktos, galaktos,
Disackarider: sackaros, maltos, laktos,
Polysackarider: starkelse, cellulosa

50% jastsuspension (50 g jast och 50 cm3vatten)
sma E-kolvar (en per kolhydrat)

ballonger (lika manga som antal kolvar)
vattenbad pa 40-44°C

Utforande: Valj ut vilka kolhydrater du ska testa. For varje sockerart halls 20 cm? av
kolhydratlosningen och 10 cm? av jastsuspensionen i en E-kolv. Tra en ballong ver
kolvmynningarna. Stéll i vattenbad. Mat tiden tills ballongen fylls med koldioxid eller mat
diametern pa ballongen efter en viss tid. Ta sackaros som referenslésning. Hur kan du testa att
ballongen innehaller koldioxid?

Skriv rapport: Forsok att finna en forklaring till dina resultat!

Till Lararen:

Man finner att glukos, fruktos och sackaros fermenterar (jaser) bra. Galaktos, laktos och
starkelse fermenterar inte lika bra. Vissa jaststammar fermenterar maltos lika bra som glukos.
De kan ha hogre maltasaktivitet an ”vanlig” jast. Frystorkad jédst géar bra att anvdnda men
behover forst ”vickas upp” 1 lite hogre temperatur. Se pa forpackningen. Koldioxiden pdvisas
med kalkvatten. Da det i denna laboration gar at stora mangder av kolhydrater till en hel klass
kan man variera mangd sackaros och jast enl férslag Méangd strosocker. Tag 5g, 10g, 20g
och 40g strosocker Titta pa inverkan. 20 g ar det basta. Om man tar for mycket blir
sockerhalten for hog och vatten dras ur jastcellerna och de dor(/paverkas). Temperaturens
inverkan. Studera 20 g socker vid olika temperaturer. Valj isvatten (mycket langsamt),
rumstemperatur (langsamt), 37°C (det basta) och 50°C (for hogt, proteinerna denatureras).
Variera mangd jast eller jamfor frystorkad jést, vanlig jast och jést for sdta degar. Denna
labb kan man ta som introduktion till Glykemiskt index.;Gl. Se denna laboration s. 28!
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Hur bra buffrar plasman i blodet
— ett in vitro experiment i syra—bas-kapacitet

Teori: Blodet maste halla ett konstant pH for att fungera. Blodet bestar av blodkroppar och
plasma. Plasma har en bra buffertformaga och haller blodet pa pH 7,4. Det far inte bli for surt
(acidos) eller for basiskt (alkalos). Acidos kan uppsta vid anstrangning, da det bildas
mjolksyra, eller vid diarré. Vid alkalos har kroppen blivit av med saltsyra genom krékningar.

Buffertsystem som finns i plasman é&r:

CO; + H:O < HCO3z + H* < H2COs

H,POs~ + H,O < HPO4& + HO*

NHs" + H2O < NHs; + HsO* (tex. Protein-H + H2O < Protein” + H3O")

Du ska tillverka en konstgjord plasma av karbonerat vatten, bakpulver och en aminosyra.
Karbonerat vattnet innehaller kolsyra, bakpulver bestar av ca 30% stérkelse, 40 % surt fosfat
(NaH2POa) eller pyrofosfat (Na2H2 P.O7) samt 30% natriumvétekarbonat (NaHCO3).
Starkelse ar inte vattenlosligt utan ska filtreras bort.

Riskbeddmning: Natriumhydroxid och saltsyra ar fratande. Anvénd forklade och glaségon.

Material:

Karbonerat vatten utan smaktillsats (typ Wichyvatten, Ramldsa),
bakpulver (typ Blavitt), glutaminsyra

0,1 mol/dm?® HCI, 0,1 mol/dm? NaOH

BTB, vag, filterpapper, tratt, byrett och byrettstall

Utforande:

1. Tillverka en konstgjord plasma av foljande &mnen.
a) Los upp 2 g bakpulver i ca 20 cm? vatten och filtrera ner 16sningen i en 100cm?®
matcylinder. Fyll sedan upp métcylindern med vatten till 50cm?
b) Tillsatt 50 cm? karbonerat vatten
d) Tills&tt en knivsudd glutaminsyra

2. Hall dver “plasman” till en vidhalsad E-kolv. Din "konstgjorda ” plasma kan vara lite for
sur Det beror pa hur mycket kolsyra den karbonerade drycken innehaller. Genom att réra
lite i bufferten gar koldioxid bort. (Justera ev. in till ratt varde, alltsa ca pH 7,4)

3. len annan kolv har du 100 cm?3 dest.vatten som referens.

Om du ska testa hur mycket plasman buffrar at den sura sidan eller den basiska bestammer du
och din larare!

Acidos Alkalos
4 Tillsatt BTB i bada kolvarna 4 Tillsatt BTB i bada kolvarna
5. Fyll en byrett med 0,1 M HCI. Tillsatt Lcm® 5 Fyll en byrett med 0,1 M NaOH Tillsétt 1 cm3 0,1

0,1 mol/dm? HCI i kolven med rent vatten. mol/dm?3 NaOH i kolven med rent vatten.

6. Tillsatt sen sa mycket saltsyra i plasma-kolven, 6 Tillsatt sen sa mycket natriumhydroxid i plasma-
sa att fargerna blir lika i de tva kolvarna. kolven, sa att fargerna blir lika i de tva kolvarna.

7. Anteckna vérdet. (Du kan dven registrera pH-varden med en pH-meter)
8. Dra slutsatser om plasmans buffrande egenskaper. Jamfor med andra grupper. Skriv rapport.
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Till lararen:

Denna laboration kan anvandas bade i Kemi A och i Kemi B. Kraven pa teori ar da olika.
Laborationen ar skriven for Kemi A, dd man gar igenom buffertbegreppet. Labben &r battre an
den vanliga laborationen pa buffrande mjolk, som dessutom forstor elektroden med
proteinutfallningar.

Teori: 60% av en manniskas massa bestar av vatten. En tredjedel av detta ar extracellular
vatska (ECV) och 2/3 ar intracellular vatska (ICV). Det extracellulara vattnet genomgar hela
tiden regleringar genom filtrering i njurarna. Njurarna filtrerar 125 cm3/min eller ca 180
dm?3/dygn. Genom filtreringen regleras pH och salthalter i ECV.

Buffertsystemen i ECV

En méanniska har normalt ett pH i blodet som &r svagt basiskt. pH i den extracellulédra vatskan
ligger mellan 7,35- 7,45 med ett medelvérde pa 7,40. Det viktigaste buffertsystemet ar
kolsyra/bikarbonatsystemet. Syret fran hemoglobinet avges lattare till vdvnaderna vid acidos,
medan avgivning &r forsvarad vid alkalos. Det innebar att hemoglobin fungerar daligt som
buffert vid pH > 7,45. Hela tiden produceras koldioxid och vatejoner vid metabolism i
cellerna. Dessa produkter buffras sa fort de lamnar cellerna och kommer darefter att utsondras
antingen via lungorna som COzeller via njurarna i form av HCOz". Vid nedsatt lungfunktion
kan CO; latt ansamlas med acidos som foljd. Kloridjonen har betydelse vid utférseln av
vatekarbonatjonen. Med kloridskiftet menas att kloridjonen, CI- gar in i erytrocyterna och
vatekarbonatjonen, HCOs™ gar ut till ECV. I lungorna sker den motsatta reaktionen.

Figur 1: Klorid/bikarbonatutbytet *i erytrocyterna. Koldioxid gér in i erytrocyten genom diffusion och loser sig i

\

co, »CO, + H,0 — H* + HCOy — | » HCOs

<« CI

vatten. Nar bikarbonatjoner gar ut ur erytrocyten gar kloridjoner in. Membranets elektriska potential andras inte.
P4 detta satt 6kas den koldioxidbarande kapaciteten i blodet.

Fosfatjonkoncentrationen &r storst i intracelluldra vétskan (ICV). | njurarna sonderfaller
foretradesvis glutamin till a-ketopyruvat och ammoniumjon. Produktionen av ammoniumjon
kan vara betydande. Ammoniumjonens bildande ar det viktigaste sattet att reglera vétejoner.

c‘ooe coo®
Hﬁ—t‘:—H HS?‘*C‘*H
CHz +  HO (H2 + NHE
CHa CH, .
o coo
H,N" O
Glutamin Glutamat
€]
C‘Ooe coo
€]
HN—C—H ¢ =0
CH,  +  HO GHe * NH;
o
Glutamat o-ketoglutarat
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Vatten tillfors kroppen genom dryck, ca 1,5 dm* och mat, ca 1 dm3per dygn. Med det tillférda
vattnet justeras pH och koncentrationen av viktiga joner. Totala koncentrationen av joner i
ECV éar ungefar 0,05 mol/dm3, bestaende av lika delar bikarbonat, fosfater och klorider.
Natrium ar den viktigaste jonen som kontrollerar volym och osmos i EVC och den &r néstan
uteslutande en extracellular jon.

Till labben gar det at ca 20 cm?® syra eller natriumhydroxid. Det kan variera mellan grupperna
eftersom man uppskattar fargen olika. Resultaten 6vertygar dock om att buffertsystemet
fungerar. Tillsédtt ganska mycket BTB for att se tydliga fargnyanser

Alternativ:

a) Lat nagra snabba elever testa om kloridjoner har en buffrande effekt! ECV innehaller aven
kloridjoner. Dessa gar in i roda blodkropparna for att utjamna laddningarna nar
vatekarbonatjoner gar ut i ECV. Kloridjoner paverkar inte de buffrande egenskaperna i EVC.
b) Man kan folja experimentet med en pH-meter eller vélja en annan kombination av de
ingaende jonerna for att se viken jon som har den bésta buffertkapaciteten. Den storsta
buffetkapaciteten har vétekarbonat.

¢) Ta bort glutamin. Buffertkapaciteten paverkas.

Fran ”Vitskebalans” av Finn Redke Studentlitteratur
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Tvadimensionell tunnskiktskromatografi av aminosyror

Vid uremi och fenylketonuri kan en fungerande behandling vara att ata en blandning av
aminosyror Med uremi eller njursvikt menas en svar nedsattning av njurarnas funktion med
anhopning av kvévehaltiga nedbrytningsprodukter t.ex. vid diabetes eller immunologiskt
betingad njurskada.

Fenylketonuri &r en genetisk sjukdom d&r nedbrytningen av aminosyran fenylalanin &r
paverkad. Enzymet fenylalaninhydroxylas som med syre (O) ska fora in en hydroxylgrupp
till tyrosin, fungerar inte. Den andra syreatomen reduceras samtidigt med NADH till vatten.
Istéllet transamineras fenylalanin och pyruvat av aminotransferas till alanin resp. fenylpyruvat
—en keton. Det sker en ackumulering av den intermedidra fenylketonen . Detta leder till
defekter i hjarnas utveckling. En diet med lagom mangd fenylalanin rekommenderas.

| de receptfria medicinerna Aminess finns 17 st olika aminosyror, och i Aminess N finns 10 st
bade essentiella och icke essentiella aminosyror.

Riskbeddmning: Organiska I6sningsmedel ar brannbara. Ninhydrin ar carcinogent. Endast
larare bor doppa TLC-plattan i ninhydrinlésning i dragskap. Mattligt riskfri.

Uppgift: Du ska analysera nagot av dessa receptfria preparat med tunnskiktskromatografi
TLC (efter engelska Thin Layer Chromatography). Med hjalp av tva losningsmedels-system,
ett basisk och ett surt, kan man erhalla en separation i tva dimensioner av de flesta
aminosyror.

Teori: Tunnskiktskromatografi ar en relativ enkel separationsmetod for att kvalitativt
bestamma sammansattningen hos en blandning. Separationen bygger pa @mnenas olika
fordelning mellan rorlig (mobil) och fast (stationdr) fas. | denna laboration &r den fasta fasen
ett skikt pa en platta av cellulosa. Den rorliga fasen &r en blandning av organiska
I6sningsmedel. Ju mer I6slig en komponent &r i den rorliga fasen, desto snabbare vandrar den,
dvs desto storre R¢-vérde har den.

Rf=a/b

a = den stracka en komponent i provet vandrat

b = den stracka l6sningsmedelsfronten vandrat

Alla aminosyror har foljande generella formel *HsN-CHR-COO- Skillnaden mellan
aminosyror ligger i R-gruppen. Beroende pa R-gruppens egenskaper, delar man in
aminosyrorna i tre grupper

e R-gruppen opolar t.ex. Leu

e R-gruppen polar men oladdad vid pH 7,0 t.ex. Tyr

e R-gruppen polar och laddad vid pH-7,0 t.ex. Glu

Under denna laboration sker kromatografiseparationen inte vid pH 7 utan vid pH 1 resp. 12,5.
En aminosyra vandrar efter sin polaritet vid olika pH. Det pH-véarde vid vilket aminosyran har
nettoladdning noll kallas isoelektrisk punkt (IP). En aminosyra har alltid positiv nettoladdning
vid pH < IP och negativ vid pH > IP.

En aminosyra med storre nettoladdning vandrar langsammare &n en med en mindre
nettoladdning. Om tva aminosyror har samma nettoladdning, vandrar den med mest opolar R-
grupp snabbast. Da R¢-vérden for olika aminosyror ligger mycket néra varandra i manga
I6sningsmedelsystem ar det ofta fordelaktigt att anvanda tva lI6sningsmedelsystem. Dessa
elueras i 90° vinkel mot varandra. Man far da aminosyrorna att vandra efter sitt R¢-varde i
respektive l6sningsmedelsystem. Om man valjer lampliga system, exempelvis det ena surt och
det andra basiskt, samt 16sningsmedel med olika polaritet, ar det mojligt att erhalla en bra
separation.
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Material: Ninhydrinreagens. (0,3% ninhydrin i etanol alt 0,2g ninhydrin, 4 cm? kollidin, 30
cm? attiksyra i 100 cm? etanol)

Cellulosaplattor MN200, 10x10 cm Isopropanol (2-propanol)

Glasvanna med lock Etylmetylketon (butanon)

Kapillarer 2-metyl-2-butanol (tert.amylalkohol)
1 mol/dm?3 HCI Aceton

Ammoniak (25%) Metanol

Linjal, hartork Avjoniserat vatten

Referensblandning: Leu(leucin), Glu(glutaminsyra), Thr(treonin). His(histidin)

Fasl (sur): 2-propanol: etylmetylketon (2-butanon):1M HCI (12:3:5)

Fas2 (basisk): 2-metyl-2-butanol: etylmetylketon: aceton: metanol: vatten: ammoniak(25%)
(10:4:2:1:3:1). Efter kromatografin samlas faserna upp i avfallskarl.

Tabletterna innehaller:

Aminess N: Isoleucin, leucin, lysin, metionin, fenylalanin, treonin, tryptofan, tyrosin,valin.
Aminogran : L-lysin, L-leucin, L-isoleucin, L-serin, L-arginin, L-valin, L-tyrosin, L-
asparaginsyra, glycin, L-treonin, L-histidin, L-prolin, L-metionin, L-alanin, L-glutaminsyra,
L-cystin, L-tryptofan.

Utforande: TCL-plattan tvéttas ev en gdng med I6sningsmedelsystem 1 och lufttorkas i
dragskap, varefter 2-3 mm av cellulosaskiktet pa varje sida skrapas av med hjélp av spatel.
Krossa en tablett Aminess eller Aminogran i en mortel med en pistill och 16s tabletten i en
liten mangd avjoniserat vatten. Filtrera eller Iat tablettens fyllnadsmaterial sjunka till botten,
da detta annars kommer att stora separationen. Markera forsiktigt med blyertspenna ett
pasattningsstalle pa plattan. Applicera portionsvis den rena vattenlésningen av tabletten med
en kapillar pa det markta stallet. Torka med hartork (svag varme) for att fa sa liten flack som
mojligt. Satt pa samma satt referenslésningen i nedre hogra hornet. Se fig. 1.

Plattan placeras darefter i en vanna innehallande losningsmedelsystem 1. Se till att flickarna
ar ovanfor I6sningsmedelsytan. Da losningmedelsfronten vandrat till 6vre delen av plattan
avbryts kromatografin och fronten markeras forsiktigt med blyertspenna. Plattan far torkas i
dragskap med hartork. En ny flack med referenslésning satts pa enl figurl. Plattan satts ner i
vannan, som nu innehaller 16sningsmedelsystem 2 och i 90° vinkel mot tidigare. Lat fronten
vandra lika langt i detta system. Efter torkning spayas plattan (eller doppas i reagenset) av din

lararen i dragskap med ninhydrinreagens .Plattan | y

framkallas nagon minut i varmeskép, 110°C. Referens- lle .. Leu

Aminosyrorna framtrader nu som blavioletta flack 2

flackar. Identifiera flackarna med hjalp av Val . . Met.Phe

referenserna och fig. 2. Fas1 .

Redovisning: Rita av kromatogrammet. 1 . . pro "

Forklara med hjalp av aminosyrornas 1) Glu, Ala

laddning och 2) polaritet varfor de fyra . .Thr

referenslosningarna vandrar olika langt i fas 1 AP g

resp 2.ldentifiera aminosyrorna. Bestdm R¢- ly, Ser

vérden for de fyra referenserna och motsvarande .Arg

provflack i de tva faserna. .. His

Till Lararen: Tunnskiktsplattor med cellulosa Lys Referens

elueras langsamt. Gor denna laboration som ett ) flack 1
- . g o |- . Provflack

demonstrationsférsok pa den tvadimensionella Cra ¥

TLC-tekniken. >

Omarbetning av laboration Tunnskiktskromatografi av aminosyror fran proteinhydrolysat”
fran Linkopings Universitet
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Vad paverkas ditt blodsocker av?
- En introduktion till glykemiskt index och en studie i vad som paverkar glukoshalten i blodet.

Teori: Du blir vad du ater!

Kolhydrater ar den billigaste energikallan i vara livsmedel. Fett ar det energitataste och
proteiner fran kott ar oftast det dyraste. Men proteiner fran baljvéaxter (bonor och linser) ar
bade nyttiga och billiga. Den viktigaste kallan for kolhydrater i kosten &r starkelse som finns i
ex brdd, potatis, ris och baljvaxter men det finns &ven i godis, lask och sota bakverk. Starkelse
ar en polymer av glukos och den finns i tva former: amylos (Ianga spiralformade kedjor) och
amylopektin (grenade kedjor).

Insulin

| var mag-tarmkanal bryts starkelsen ner till glukos och tas sedan upp i blodet. For att glukos
ska tas upp fran blodet till vavnaden (cellerna) behdvs insulin (ett hormon). Insulin sanker
blodsockerhalten i blodet. Cellerna bygger sedan ihop glukosmolekylerna till glykogen
(kraftigt grenade kedjor). Olika starkelserika livsmedel ger efter en maltid upphov till hégst
varierande glukoshalter i blodet och dven till olika insulinhalter i blodet. Insulin bygger aven
upp musklerna och for in fett i fettcellerna och férhindrar fettférbranningen.

Insulinkénslighet

Nar insulin produceras i samma takt som blodsockret sjunker, sa sager man att man har en bra
insulinkénslighet. Ar kansligheten délig behovs hogre halter insulin for att fa cellerna, och
framforallt levern att ta upp glukosen fran blodet. I vissa livsmedel finns &mnen eller
strukturer som gor att starkelsens nedbrytning fordrojs. Fran dessa livsmedel, som brukar
kallas "langsamma" kolhydrater, frigors glukos langsamt till blodet och de resulterar darfor i
laga insulinnivaer. Sockerhalten i blodet bor halla en jamn niva, vilket ar bra for bade hjarnan
och muskler.

Glykemiskt index

Glykemiskt index, Gl ar ett matt pa hur mycket av hormonet insulin som frigérs nar man &ter
ett visst livsmedel. Ju hdgre siffra, desto mer insulin behovs, och desto ”’snabbare” bryts
kolhydraterna i livsmedlet ner. En ”l&ngsam” kolhydrat med ett 1agt GI bryts ner ldngsamt och
déa behover kroppen inte producera sa mycket insulin. I baljvéxterna finns det ”langsam”
starkelse med laga Gl-varden. Durumvete innehaller snabba kolhydrater av grenat
amylopektin. Pasta och spagetti gors av durumvete. Men vid tillverkningen (upphettning) far
dock pastan eller spagettin en kompakt struktur som gor starkelsen fiberlik och mindre
tillganglig. Risprodukter har varierande egenskaper. Det obehandlade klibbiga riset med hdg
halt av amylopektin har ett hogt GI medan ris med hog halt amylos har lagre Gl.

Fruktos ar den langsammaste monosackariden man kanner.

glykemiskt index kan man anvénda sig av. om man vill: At kolhydrater med -

Forbattra sin hélsa genom att ha stabila och lagom hdga sockervarden i blodet. Lagt Gl

Ga ner i vikt utan att vara hungrig genom att forlanga mattnadskansla efter maltider. | Lagt Gl

Oka sin fysiska uthallighet. Fa storre effekt pa din traning utan att anstranga sig mer. | Lagt Gl

Ha hjalp med sin medicinering vid diabetes. Lagt Gl
Sankt blodfettniva hos friska manniskor och patienter med forhojt blodfett. Lagt Gl
Minskad syrabildning pa tanderna och fa minskad risk for karies. Lagt Gl
Tréna intensivt en kort stund t.ex., sprinterlopp, tyngdlyftning. Hogt Gl
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Hur mater man det glykemiska indexet, Gl, for ett livsmedel?
Personerna ska inte ha intagit ndgon foéda/godis/mellanmal pa minst 2 timmar innan férsoket.

1. Mat 12 personers blodsockervarde (glukoshalt) vid forsokets start. Detta satts till
normalvarde.

2. 6 personer far ata 100g franskbrod (motsvarar 50g kolhydrat) och de andra 6 personerna
far ata den mangd av ett livsmedel som ska testas och som innehaller 50 g kolhydrater.

3. Darefter mats testpersonernas blodsockernivaer varje 15 minut under en timme och en gang i
halvtimmen i ytterligare en timme. Totalt 6 blodprover per person.

4. Rita en graf dver blodsockervardena per tidsenhet och rakna ut arean under kurvan. Vardena
fran franskbrods experimentet satts till 100%. De andra jamfors med franskbrodet. Livsmedel
med Iagt index har GI < 60, medelhogt GI & mellan 60-90 och hdga varden ligger pa > 90.

Glukoshalt i blod
ukoshalt 1 bio 1) Kolhydrater med hégt GI ger hga glukosvarden

under kort tid. Ytan under kurvan hogre varden &n

N efter franskbrod
Hogt vérde

10-15 mmol/dm?

2) Kolhydrater med Iagt Gl ger stabilt
glukosvarde under langre tid. Ytan under
urvan ger lagre vérde &n efter franskbrod

Normalvarde
4-6 mmol/dm?

v

Tankta kurvor 6ver glukoshalter i blodet efter en maltid med
Fig. 1/ Snabba kolhydrater Ger hoga vérden under kort tid.
2/ Langsamma kolhydrater. Ger lagre varden och en méttnadskansla under langre tid

Ett rakneexempel: Forsokspersonerna ater 100g franskbrod. Franskbréd innehéller 50%
kolhydrater. Applen innehéller 12,5% kolhydrater. En annan grupp maste ata 400g &pplen for att
fa i sig 50g kolhydrater.

Uppgift: Din uppgift ar att med hjalp av en glukosmatare se hur glukoshalten i blodet paverkas
av olika fododmnen samt att berdkna Gl for fododmnena. Forslag till upplagg. Dela in klassen i
grupper. Lat varje elev dricka/ata en kombination av féljande

a) Cola eller annan sot l&sk/godis

b) Colalight eller annan light lask/sockerfritt godis

c) Frallor av vete

d) Motsvarande mangd grovt brod

e) Studera motionens inverkan
Se innehallsforteckningen for att fa fram hur mycket som ska konsumeras for att man ska fa i sig
50g kolhydrater. Mét halten blodsocker efter 15 minuter for att se fordndringar eller enligt
testschemat for Gl-bestamning. Normal halt av blodsocker ar 4-6 mmol/dm?3 blod. Blodsockret
bor vara tillbaka till normalt varde 1,5 till 2 timmar efter maltid.
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Till lararen
Hur man mater blodsockerhalten:

Kop en enkel batteridriven blodsockermatare pa apoteket for ca 100 till 150 kronor. Pa
marknaden finns manga marken t.ex. Roche: AccuCheck, Bayer: Glucometer, Abbot: SoftSense,
Medisense: Precision Xtra m.fl. Alla &r likvérdiga i funktion och kvalitet.

Kop tillbehdren:

a) Stickor eller glukos-sensorer som passar specifikt till mataren. De &r dyra, ca 2-3 kronor
styck. Kanske sjuksyster pa skolan kan kopa in billigare eller ge bort nagra?

b) Lancetter. Det passar med vilka som helst. Det finns speciella blodprovtagare, men det ar inte
nddvandigt.

Matningen pa apparaten tar ca 20sek - Iminut. Det behdvs minst 2-3 matare till en labb-grupp.

Kolhydraters vag

Kolhydrater bryts ner i tarmen och omvandlas till glukos och andra enkla sockerarter
Glukos tas upp i blodet och blodsockret stiger

Bukspottkorteln frigor insulin

Insulinet gor sa att glukos lamnar blodet och bildar glykogen i framforallt i levern och
muskler

e Blodsocker och aven insulinhalten sjunker

e Glykogen frigor glukos med hjélp av glukagon och kortisol

e Hjirnan foredrar ,”tdnker” bast” vid en jamn tillforsel av glukos

Lérare vet att elever inte ska ata godis pa skrivningar om de vill uppna bra resultat pa ett prov.
Blodsockret aker upp i topp efter att man atit godis och man far en stimulerande socker-chock.
En riktig kick! Men sedan sjunker blodsockret under normalnivan och samtidigt som man sitter
stilla kommer inte glukagonet igang med nedbrytningen. Resultatet blir att efter 10 -15 minuter
sa innehaller blodet lagre halter glukos an fore atandet, hjarnan far inte glukos och man tanker
samre 4n om man inte hade atit godis. Frukt och smorgas fungerar battre. Rekommendera en
banan som aven innehaller kalium!

Hur kan man anvanda Gl :

e For halsa och valmaende
Balansera kosten med mat som har ett Gl under 90. Det forsta malet pa dagen ar extra viktigt
da insulinhalten efter frukosten “kénner av och stiller in sig ” till dagens normalvérde.

e FOr styrka och muskeltillvaxt
Under fyra veckor tag livsmedel med GI mellan 60 — 100 delat pa halften hégt och hélften
medelhogt (uppbyggnadsfas). Under foljande fyra veckor tas hélften av kolhydraterna fran
livsmedel med laga Gl och hélften med medelhdga. (forbranningsveckor)

e For uthallighet och prestation
Balansera kolhydratintaget med livsmedel mellan 60 — 100 for att fylla pa glykogendepaerna

e FOr maximal fettforbranning och viktsminskning:
At mat med laga GI (under 60) och bara i undantag med medelhéga GI. Det ar acceptabelt

med hoga GI efter ett trdningspass.
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Har ar nagra forslag om klassen vill bestimma GI for olika livsmedel.

Livsmedel g kolhydrat/ | Gl Mangd vara | Kommentarer
100g vara med 50 g
kolhydrater

Banan 22 43-84 230 Beror pa om bananen ar mogen
(hogt GI) eller omogen (lagt Gl)

Chokladmjolk |13 49 400 Innehaller socker och 3%-ig

(typ O'Boy) mjolk. Galaktos har lagt Gl.

Franskbrod 50 100 100 Referensvarde

Fruktos 92 32 54 Lagt Gl

Gelegodis 83 114 60 Innehaller mycket sackaros

Glass 20-28 51-114 180-250 Gl beror pa fettinnehallet och val
av sotningsmedel

Honung 82 104 60 Naturens renaste glukoskalla

Jordnotter 10 21 490 Jordnétter har lagt GI. Snickers
(57) har lagre an Japp (97)

Majschips 58 103 90 Innehaller fett och amylopektin
(lattnedbruten starkelse)

Mjolk, 3% 5 39 1000 Laktos spjélkas till glukos och
galaktos. Galaktos ger lagt Gl

Popcorn 55 79 90 Innehaller fett och amylopektin
(lattnedbruten stérkelse)

Potatischips 46 77 110 Innehaller fett och amylopektin
(lattnedbruten stérkelse)

Russin 71 93 70 Innehaller mycket lattillgangligt
glukos

Sackaros 100 92 50 Ger vid spjélkning glukos och
fruktos. Fruktos har lagt Gl

Salta kringlor 68 116 75 Lag fetthalt men amylopektin
(lattnedbruten stéarkelse)

Sportdryck 7,5 136 660 Innehaller mycket lattillgangligt
glukos

Vindruvor 16 61 300 Innehaller mycket lattillgangligt
glukos

Yoghurt med 15 47 350 Lagt Gl p.g.a. surheten.

frukt, sotad Organiska syror sanker
kolhydratnedbrytning

Apple 12,5 52 400 Lagt GI. Hog halt fruktos

Fran boken ”Glykemiskt index” Paulune och SLV Livsmedelstabeller
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Vad &r blodtryck och hur kan man paverka det

Teori: Trycket i blodadrorna mats enkelt med en blodtrycksmanschett eller handledsmaétare.
Vid matning av blodtryck anvands métenheten "millimeter kvicksilver" forkortat till mmHg.
Hjéartat fungerar som en pump. Nar hjartat drar ihop sig, pumpas blodet ut i kroppen och
trycket stiger i adrorna till ett maximalvarde. Detta kallas systoliskt tryck (hjartats arbetsfas).
Nar hjartat vilar mellan varje slag fylls blodet pa i hjartat, trycket faller till ett minsta varde,
som kallas diastoliskt blodtryck. Blodtrycket kan variera beroende av bade psykiska och
fysiska orsaker. Det &r normalt att blodtrycket stiger vid kroppsliga aktiviteter, efter maltider,
i stressituationer mm. Rokning, psykiska spanningar och angest far ocksa trycket till att stiga.
Darfor kan trycket variera fran minut till minut, séarskilt det 6versta (systoliska) trycket.

Vad ar normalt blodtryck?

Tryckvardet skrivs (systoliskt/diastoliskt ) ex. 120/80. Det systoliska (htgsta) skrivs forst och
bor inte vara 6ver 140 mmHg. Det diastoliska (lagsta) skrivs efter och bor inte vara hogre an
90 mmHg. Vid Iagt blodtryck, hypotoni finns risk for svimning.

Pulsen kan séaga nagot om konditionen. Ett lagt vérde visar pa bra kondition. Pulsen paverkas
ocksa latt av "vita-rock-syndromet” alltsa stressen av att ndgon mater ditt blodtryck.
Blodtrycket ar dven genetiskt betingat. Vissa slakter kan ha hogt eller 1agt blodtryck.

Hogt blodtryck eller hypertoni ar kopplat till hormoner, elektrolyter, lipoproteiner och andra
aktiva substanser i vavnad och blod. Hogt blodtryck paverkar hjartat och de stora pulsadrorna.
Detta kan leda till aderférkalkning i pulsadror, hjérta eller njurar (kallas for arterio-cardio-
resp. nefroscleros). Tva allvarliga komplikationer &r hjarnblédning (stroke) och njurskada
som kan leda till njursvikt och urinforgiftning. Riskfaktorer for hjarnblodning ar hogt
blodtryck, rokning, forhéjda lipidhalter (serumkolesterol) i blodet och blodets formaga att
bilda blodproppar.

Behandling mot forhojt blodtryck utan mediciner ar:
a) RoOkavvanjnig- Sluta réka och snusa!
b) Viktminskning

c) Ar bra mat! —-mindre mangd mattat fett t.ex animaliskt fett och storre andelen ométtat
fett t.ex vegetabiliska oljor samt 6kat intag av fibrer

d) Motion skadar aldrig!

e) Léagre intag av salt. Kan ha en effekt pa ca 5-10 mmHg.

f) Stressreduktion (mot angest, oro, sémnstérning mm.)

g) Alkohol hojer blodtrycket generellt, men har &ven andra negativa effekter.

Syfte : Fundera i grupper ut vilka tester ni vill gora for att pavisa att nagot hojer eller sanker
blodtrycket. Redovisa for er larare.
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Till lararen:

Denna laboration kan mycket val fa variera beroende pa vad eleverna vill mata. Diskutera vad
som ska studeras, gor upp en plan hur det ska matas, dokumenteras, vilka och hur manga, hur
ofta, nar osv. Ta upp fragan om man far gora vilka forsok som helst pa elever och om det
behovs tillstand av foraldrar. Det kan vara lampligt att sjuksyster ar narvarande vid
matningen. Laborationen far da mera tyngd och inslag av medicinsk vetenskap, samtidigt som
det ger en 6kad sakerhet for larare och elever.

Riskbeddmning: Lag risk
Epileptiker och elever med hjartproblem ska inte delta i studien. Vid hogt blodtryck ska
eleven hanvisas till syster. Det ar viktigt att syster informeras om laborationen, innan ni satter

igang.

Hur méater man och nar ska man mata blodtrycket?:

1. Det ar viktigt hur och nar man mater. Mater man med en handledsmatare ska det vara pa
vanster hand, och métaren vara i samma hojd som hjartat. Ett bra satt ar att lagga handen
pa brostet upp mot halsen, sa mataren halls i jamnhdojd med hjartat. Lés instruktionen for
blodtrycksmanschetten.

2. Mater man trycket pa bada armarna sa bor trycket vara ganska lika mellan véanster och
hoger arm. Detta galler dven for benen. En viss skillnad som beror pa matonoggrannhet
kan accepteras. (En fortrangning i blodcirkulationen kan vara orsaken till olikheten).

3. Viss medicinering och arftliga komponenter kan orsaka avvikelser fran det normala
blodtrycket. Vid alla extrema varden bor syster informeras.

Forslag till laboration:

Mét blodtrycket vid olika tidpunkter och gor en t-test (student t-test). Se nedan!

a) pa morgonen, pa dagen, fore eller efter lunch,

b) fére och efter ett gymnastikpass,

¢) nar du har huvudvark.

d) nér du ar glad/ledsen,

e) fore eller efter ett prov.

f) kalla ut en elev att g till rektor eller ndgot annat obehagligt — angestladdande”

Nagra saker som hojer blodtrycket:

1. Lakrits — inom 5 minuter har trycket gatt upp ca 20 % for att sen ga ner igen pa 20
minuter. Sotlakrits fungerar lika bra som saltlakrits. Prova aven laktritsrot fran en
halsokostaffar.

Forslag : Gor ett dubbeltest genom att vissa elever far lakrits och springa upp och ner for en
trappa, en grupp far bara lakrits och en grupp far bara springa. Gor en t-test pa Excel.

2. Rokare/snusare har i allménhet hogre blodtryck an icke rékare. Kontrollera med chi 2 test!
(Se Placebolab i detta hafte.)

3. Konditionen spelar en viss roll. Elever med bra kondition har oftast l&gre puls &n andra.
Muskelbyggare kan ha hdgre. (Man vet att de som anvénder anabola steroider har forhojt
blodtryck) Overviktiga elever kan ha ett forhojt blodtryck.

4. Ginseng hojer blodtrycket

5. Koffeintabletter finns receptfritt pa apotek. Anvands endast med foraldrars medgivande
6. Vitamin Be hojer blodtrycket som en flush” efter ca 15 minuter pa tom mage:

7. Kaffe eller vanligt te hojer blodtrycket, medan vissa te-sorter kan vara rogivande och
borde kanske? sénka blodtrycket. Testa valeriana-te!
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8. Red bull (sportdryck) innehaller bl.a. koffein och guajana som hojer blodtrycket. Darfor
varnas det for ett alltfor vidlyftigt anvéandande av denna dryck. Forr kunde vissa sportdrycker

innehalla efedrin.

9. Gor ett projekt med idrotten! Lat eleverna fylla i sina halsoprofiler - anamneser. Finns i
detta hafte. GOr upp ett tréningsprogram med eleverna och folj upp resultaten med en ny
deklaration, matning av puls och blodtryck

Blodtrycksankande mediciner finns ocksa men kan, ur etisk synpunkt ,vara svarare att géra
en laboration pa. Forslag till blodtryckssankande aktiviteter.
1. Liggande, vilande, efter lunch. F6lj med skillnader under en dag, och registrera hur

blodtrycket varierar.

2. Vegetarianer far lagre blodtryck an kottatare. Dock, om man pressar i sig t.ex. 300g kott
under en maltid sénks trycket. Vegetarianer som “’slarvar med maten” har mycket lagt
blodtryck!! Rakna ut medelvarden pa en klass och gor en chi2-test for att se om grupperna

skiljer sig at.

3. Trycket sénks efter att man tagit en paracetamol p.g.a. t.ex. en stukad fot. Trycket kan
vara 160 mmHg med smarta och 130 efter en smartstillande tablett
4. Brikanyl sanker blodtrycket, men ska bara anvandas pa elever som har det foreskrivet.

Mekanismen ar oklar.

5. Om Johannesort-te ingar i studien sa ska flickor upplysas om att p-piller paverkas av
hypericin fran johannesorten. Se lakemedelsverkets hemsida www.mpa.se

Mediciner som anvands vid forhojt
blodtryck

Mekanismer

1. Betareceptorblockerare sk. beta-
blockerare sanker blodtrycket. Man
skiljer mellan beta-1 (paverkar hjart-
muskulaturen) och beta-2 blockerare
(paverkar i huvudsak bronkerna). De
anvands idag mest for att skydda
hjértat mot stress, behandling efter
hjartinfarkt, forebyggande migrén och
vid arytmier (rytmrubbningar).

Beta-blockerare hammar reninutséndringen fran
njurarna. Renin &r ett enzym, som styr blodtryck och
salt-vattenbalansen via peptiden angiotensin I, vilken i
sin tur omvandlas av hormonet ACE till angiotensin I1.
Angiotensin ar en mycket potent karlsammandragande
substans. Betablockerare har troligen ocksa en positiv
inverkan pa CNS (centrala nervsystemet) genom att de
paverkar hjartats stressnerver.

2. Alfa-blockerare sénker blodtrycket

Alfa-blockerare blockerar receptorer for de sympatiska
signalsubstansen noradrenalin och sanker blodtrycket
genom att vidga blodkarlen.

3. Diuretika , urindrivande medel

Diuretika hammar natriumupptaget och okar
utséndringen av salt via njurarna. Blodvolymen minskar
pa kort sikt.

4. Kalciumantagonister har
blodtryckssankande effekt. De
anvands for att behandla angina
pectoris eller arytmier

Kalciumantagonister gor sa att blodkarlen utvidgas och
motverkar att kalcium kommer in i blodkarlen. Medlet
borde kallas kalciumkanalblockerare.

5. ACE-hdmmare star for
Angiotensin Converting Enzyme.
Paverkar blodtryckstegrande
substanser i kroppen s.k. angiotensin 11

ACE-hdammare hammar enzymet angiotensin | att
omvandlas till det blodtryckshdjande angiotensin I1.
Resultatet blir att blodké&rlen inte drar ihop sig.

Kontrollerat av leg.l&kare Hans-Erik Boiert
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Testa om blodtrycksférandringen ar signifikant!

Hur gor man en t-test pa Excel? Hypotesen ar
Ho: Det finns ingen skillnad mellan stickproven

H1: Det finns en skillnad mellan stickproven

1. Starta Excelprogrammet. Ga in pa funktioner under Infoga. Vlj statistik under

funktionskategori och t-test under funktionsnamn.

2. Nu kommer det upp en sk&rm med fyra rutor att fylla i.

sidorna vid 5% signifikansniva)

Matris 1 Sétt in alla viarden “fore lakrits” alltsa 106.....84
Matris 2 Satt in alla viarden “Efter lakrits” alltsa 118...98
Sida: Skriv 2 (om man har en normalférdelning ska man ta bort 2,5% pa bada

Typ: Skriv 1 (det & samma person som man mater fore och efter)

OK Avbryt

3. Tryck pd OK Svaret ger sannolikheten for att vardeserierna ar stickprov fran samma
normalfdrdelning. | detta fall forkastas Ho hypotesen Lakrits hojer signifikant blodtrycket.
(Om p = 0,005 sa ar det ingen signifikant skillnad ens pa 95% nivan.)

Priméarvarden:

Fore lakrits
Person Ovre  Undre
1 106 56
2 112 82
3 141 82
4 116 78
5 119 66
6 130 84

Medelvarde 120,7 74.7

Efter lakrits

Ovre

118
120
141
128
137
144

131.3
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Analys av lipider i &ggula med TLC

Lipider spelar en vasentlig roll i allt levande och har manga biologiska funktioner. De kan
t.ex. var reservnéring, skyddande och vattenavstotande funktion (vaxer), strukturella lipider i
membran, budbarare mellan vavnader s.k. steroidhormoner, vitaminer mm. Vid en
hélsoundersdkning kan man analysera halten blodfetter och kolesterol i blodet. VVarken for
hoga eller for 1aga halter ar bra.

Uppgift: Du ska separera lipiderna i aggula och identifiera dessa med nagra referenser.
Lipider innefattar bade lipofila och hydrofila &mnen. Neutrallipider och fosfolipider kan
separeras med hjalp av tunnskiktskromatografi och lampligt elueringsmedel.

Material:

Losning av dggula = 1 volym &ggula och 5 volymer 5% NaCl-16sning.
2-propanol, petroleumeter (eller heptan),

Referensldsningar: 0,2% av lecitin, kolesterol, en triglycerid (veg.olja), alla l6sa i
petroleumeter.

Centrifug, TLC-platta (kiselgel) och kromatografikarl, kapillarror

Mobilfas: petroleumeter: dietyleter: attiksyra (75:25:1)

Framkallningsvatska: 5% ammoniumsulfatlosning

Ugn 150-160°C

Riskbeddmning: Organiska l6sningsmedel &r brandfarliga.
Utforande:

1. Tag 1 cmdé&ggulelosning och 1,5 cm? 2-propanol i ett litet centrifugror med kork (helst
skruvkork). Tillsatt 1cm? petroleumeter, skaka ordentligt och centrifugera isar faserna.

2. Klipp till en kiselgelplatta som passar kromatografikarlet. Markera en svag linje ca 1-2 cm
fran kanten och markera for 4 flackar. Gor i ordning kromatografikarlet med den rorliga
fasen och lat jamvikt installt sig.

3. Tag ca 10 ul av dgguleldsningens ovre fas (petroleumeter) med ett kapillarroér och
applicera pa tunnskiktsplattan. Satt pa referenserna lecitin, kolesterol, och triglycerid. Satt
ner plattan i kromatografikarlet.

4. Markera vatskefronten och torka plattan i dragskap. Spraya pa 5%
ammoniumsulfatlosning eller pafor forsiktigt med en pipett. Placera plattan i ett
varmeskap for framkallning i ca 30 minuter. Kontrollera da och da. for basta framkallning
Réakna ut R¢-varden.

5. Vilka lipider finns i dggula. Vilken finns det mest resp. minst av? Varfor har amnena olika
Rs-varden. Titta pa formlerna och ge en forklaring.

Till lararen: Det kan vara svart att framkalla flackarna om plattan ligger direkt pa en
ugnsplat. Satt in nagra porslinsdeglar i ugnen som tunnskiktsplattorna kan ligga pa.
Lecitin ror sig inte mycket, kolesterol kommer halvvégs och triglyceriderna finns langs
fronten.

R¢-vérden i heptan:dietyleter:&ttiksyra

R¢ (tecitin= 0,21

Ry (kolesterol)::0,64

Rt trigyceriden=1,0 Forsok fran www.mnsfld.edu
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Framstallning av salvor

Tillverka en salva (recept fran farmakologen i Uppsala)

Vid Uppsala universitet utbildas farmaceuter och apotekare. Apoteken har alltid anvént latin som
yrkessprak, varfor vissa kemikalier far andra namn &n vad som star i en kemibok. Recepten nedan ar
skrivna for blivande apotekare. Prova att tillverka tva olika salvor. En emulsionssalva ar en s.k.
nattkrdm och &r fetare &n en lgsningssalva. Man har en kallberedning och en varmberedning.
Losningssalvan héar nedan &r mjukgérande och kan anvéndas som en fotkram. Din larare talar om for
dig vilken salva du ska gdra och hur mycket du ska vaga in.

Framstéallning av en emulsionssalva kan goras pa tva olika satt. Det beror pa vid vilken temperatur
faserna blandas.

A Kallberedning. Vattenfasen inarbetas i fettfasen vid rumstemperatur
Invdgd mangd

Sorbitani oleas 1,25 ¢
Vaselinum album 23,75 ¢
Aqua purificata 25 g

Tillverkningsgang:

1. Vég in sorbitani oleas (sorbitanoleate, Span 80, v/o-emulgator) i den skal (mortel med pistong) som
salvan ska tillverkas i. Arbeta in vaselinum album (vitt vaselin) i skdlen med exempelvis en pistill.
Dela upp vaselinet pa ett par omgangar sa att emulgatorn blir vél inblandad.

2. Arbeta in vattnet i sma portioner, det ar svart att arbeta med for stora portioner

B Varmberedning. Den till ca 60 - 70°C uppvarmda fettfasen forsatts med den till samma
temperatur varmda vattenfasen och blandningen omrores, tills salvan svalnat - sérskilt
effektivt da stelnandet borjar. Det finns risk for brannskador vid hanteringen

Invagd mangd

Sorbitani oleas 1,25 ¢
Vaselinum album 23,75 ¢
Aqua purificata 25 g

Tillverkningsgang:

1. Vdg in sorbitani oleas i den skal som salvan ska tillverkas i
2. Vdg in vaselinum album i samma skal
3. Vag upp vattnet i en separat skal
4. Varm bada faserna till 65-70°C
5. Hall vattnet ner i fettfasen och blanda med pistill till dess att salvan blir homogen och halvfast
Framstéallning av Idsningssalva Invdgd mangd
Ureum 2 g
Natrii chloridum 12 g
Essex kram 36,89

Tillverkningsgang:

1. Vé&g upp Essex kram i den skal som salvan ska tillverkas i

2. V&g upp ureum (=karbamid, urea) och blanda ner i krémen

3. Vdég upp natrii chloridum (koksalt) och blanda ner i krdmen

4. Salvan blandas till dess att man kanner att det inte finns nagra fasta substanspartiklar kvar
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Till lararen:

Den forsta salvan ar en fet kram, en nattkrdm medan den andra &r en fuktighetsbevarande kram, en
dagkram. | detta fall innehaller den salter och ar en anvandbar fotkram.

En emulsionssalva
Kop vitt vaselin (Vaselinum album, kan kopas pa Apotek) och Span 80 (Sorbitani oleas, kan kdpas
hos kemikalieleveranttr). Det &r viktigt att man anvéander rétt emulgator: Span 80 ar en v/o, vatten i
olja medan Tween 80 &r o/v, olja i vatten. Det & omojligt att arbeta in vatten (Aqua purificata ) i en
Tween o/v salvabas.

Emulgatorer

Span (Sorbitani oleas) och Tween (Polysorbatum) ar icke-joniska ytaktiva foreningar av komplexa
estrar och etrar av sorbitol och fettsyror.

Span innehaller dven polyoxyetylen kedjor. Span ar 16sligt i metanol, flytande paraffin och i oljor,
men nastan oldslig i vatten och etanol.

Tween ar 16slig i vatten, metanol och etanol men ol6slig i oljor och flytande paraffin.

En lésningssalva

Essex kram ar en o/v (olja i vatten) emulsionssalva med ca 28 % fetthalt och ca 70 %
vattenhalt. Karbamid (Ureum) och natriumklorid (Natrii chloridum ) l0ser sig mycket latt i
vattenfasen.

Detta &r en fuktighetsbevarande krdm som t.ex. den registrerade krdmen Fenuril. L&mpar sig
for eleverna att ta med hem och spara. Tillsatt litet parfym for att géra den personligare. P4
apoteken vill man inte tillsatta parfym. Man vill plocka bort alla onddiga tillsatser som ev. kan
ge upphov till allergiska reaktioner. Parfym: Tag t.ex. rosenvatten, mentol eller annan doft
som kan kopas i hdlsokostafférer (massageoljor).

For att 6ka hallbarheten tillsatt metylparahydroxybensoat till 0,1 %.

Av Christin Magnusson, Inst. for Farmakologi Uppsala
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Hur fungerar EMLA-kram eller EMLA plaster

Tank dig att du ska fa en spruta och du inte kanner sticket!! Det &r mdjligt genom att anvanda
ett lokalanestetikum (ett bedévande medel) som bestar av bland annat lidokain. Anestetika &r
ett samlingsnamn for bedévningsmedel.

0]

AN
Q '}' N(C2Hs). CH,
N H

OC4Hg

Cinkokain Kinin

Redan pa 1600-talet anvande Peruanska kvinnor barken fran kinatradet Cinchona ledgeriana
som smart- och febernedséttande medel. Kunskapen om kinabarkens effekter dverfordes till
Europa genom spanjorerna. Nu vet man att cinkokain fran barken verkar lokalbedévande och
kinin har en febernedsattande effekt. Idag anvands kinin mest som profylax (férebyggande
eller forhindrande medel) mot malaria.

Det var tva svenska kemister, Nils Lofgren och Bengt Lundquist, som pa 1940-talet
syntetiserade (tillverkade) lidokain (dven k&nt som xylokain). Lokalbedévningsmedlet
EMLA, som finns bade som plaster och kram, innehaller férutom lidokain dven prilokain.
Studera strukturformlerna och se likheterna och daven olikheterna mellan cinkokain, prilokain
och lidokain.

CH; H
o CHy H  CHs
N
N(C,H N
N[ NCHs), %NH%HY
0]
CH; O
Lidokain Prilokain

Experimentet: Du ska lagga upp ett experiment som testar EMLAS egenskaper som
lokalanestetika. Gor sjalv din forsoksplan, dvs hur du ska gora for att testa EMLAS effekt.
Har far du nagra tips men du far sjalv vélja. Visa upp planen for din ldrare innan du startar.
EMLA kramen eller plastret sattes pa huden. Lat verka ca 30 minuter-1 timme. Vid full effekt
ska du inte kdnna nagon smarta eller atminstone ha en reducerad smartupplevelse, dar EMLA
ar applicerat. Lokalbeddvningen ska halla i sig i ca 2-4 timmar. Det betyder att du har ingen
kansel pa det stallet och kan inte kdnna smarta.

Du kan variera

1. Tiden eller mangden (krdam) och/eller pa olika stallen pa huden

2. Testa beroring, kyla och varme

3. Testa smartan med olika foremal (sticka, trubbigt foremal, nal mm)
4

. Taen kram som inte innehaller EMLA och testa placeboeffekten genom att géra ett
dubbelt blindtest. Eller tag tva plaster som liknar varandra - ett med EMLA och ett utan.
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Till lararen:

Riskbeddmning: Elever som tidigare varit dverkansliga mot lokalbeddvningsmedel och
elever som &ter sulfapreparat ska inte anvanda EMLA.

EMLA ska inte anvandas pa slemhinnor, nara 6gon, pa skadad hud eller pa eksem.

| 6gon ska EMLA skoljas bort med ljummet vatten. EMLA paverkar inte reaktionsformagan.
Om plastret sitter pa under 1-2 timmar varar beddvningen ytterligare minst 2 timmar efter det
att plastret tagits bort.

Vid anvandning av plaster: Tag bort skyddsfilmen och vidror inte den runda vita ytan som
innehaller EMLA. Undvik att trycka pa mitten av plastret da detta medfor att EMLA sprids ut
till plastrets fastande kanter. Satt fast pa ren torr hud.

Biverkningar enligt Fass: 1 person pa 100 kan fa en rodnad och/eller svullnad pa den
behandlade huden. Mindre vanligt dven klada.

Sa har syntetiseras Lidokain, ett lokalanestetikum:

Syntesen sker i fyra steg.

Steg 1. Reduktion av en aromatisk nitrogrupp till amin med tenn(Il)klorid i syra.
Steg 2. Acylering av en aromatisk amin med en syraklorid

Steg 3. Nukleofil substitution av en primér alkylhalid med en sekundar amin.
Steg 4. Lidokain isoleras som vatesulfat.

CHj,
SnCI2/HCI ku
NO, NH, C %
KOH Cl
CHs
_CH,CHj3
“CH,CHs
CHg
-
N/\/N\/
H2i04/ |
CH; H
CH
D H
| [ -CHCHs
ITI/\/@\CHZCH3 HSO,
CH; H
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Vad gor fluor med tanden?

Teori: Man vet att fluoridjonen skyddar tdnder men man vet inte mekanismen hur. Det kan
vara en av foljande forklaringar eller en kombination av forklaringar:

1) Emaljen pa dina tander bestar till 97% av hydroxyapatit, Caio(PO4)s(OH).. Vid nérvaro av
fluoridjoner kommer nagra av hydroxidjonerna i yttersta emaljlagret att bli utbytta mot
fluoridjoner och bilda fluorapatit, Cai0(PO4)sF2. Processen kallas jonbyte och beskrivs med
foljande reaktionsformler. Fluorapatit ar hardare och kan sta emot korrosion av syra béttre an
hydroxyapatit

Ca10(PO4)s(OH)2(s) + 2F(agq) — Caio(PO4)sF2(s) + 20H" (aq)

2) Aggskal och kalksten bestar liksom tandbenet (under emaljen) av kalciumkarbonat, CaCOs.
Om jonbyte sker dven har, sa skulle kalciumfluorid bildas, CaF». En annan méjlighet ar att
fluorid helt enkelt adderas till ytan.

3) Bakterier bryter ner kolhydrater till syror. Syror har en karaktaristisk reaktion med
karbonater: Fluoridjoner minskar den totala bakterieproduktionen.

COsz% + 2H* — [H2C03] — CO2(g) + H20.

Riskbeddémning:

Natriumfluorid &r toxiskt. N&r du tar i &ggskalen som legat i fluoridlosning skall du anvénda
en pincett. Doppa inte ner fingrarna i natriumfluoriden. Fluoridjoner tillsammans med
syra bildar mycket giftig gas (HF). Losningar av natriumfluorid slangs i destruktionsflaskor.
Anvand glasdgon och forklade.

Material:

Losningar av natriumfluorid Pincett

(1, 0,5, 0,25 mol/dm?) Bagare

1,0 mol/dm3 éttiksyra Klocka

Aggskal minst tre bitar Vag (mg-vag)
Ev. Hartork

Utférande:

1. Tag minst tre, ungefar lika stora aggskalsbitar.

2. Behandla tva skal enligt foljande. Antingen studerar du tidens eller koncentrationens
inverkan pa dggskalen. Anvand pincett nar du lyfter aggskalen fran fluoridlsningen!

Tiden: Lagg tva dggskal i 1 mol/dm? natriumfluoridlésning. Lat det ena ligga i 5 minuter.
Plocka upp éggskalet och skolj i vatten. Det andra aggskalet far ligga i 10 — 20 minuter
Anteckna tiden. Har du flera dggskal kan du variera tiderna pa ett lampligt satt!

Koncentration: Lagg skalen i natriumfluoridlésningar med olika koncentrationer i 10
minuter. Tag upp skalen och skolj i vatten .

3. Lé&gg de behandlade och det obehandlade skalen i attiksyralésningen. Registrera
skillnaderna i antal bubblor och storlek pa bubblorna pa behandlade och obehandlade
aggskal. Har fluor nagon effekt?
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Laborationen kan utékas med foljande:

Om du har tid sa kan du dven studera viktminskningen hos skalen for de olika
behandlingsmetoderna. Till detta behdver du en mycket noggrann vag. Gor upp en plan. Visa
din lérare!

4. Studera skillnader mellan frekvens bildade bubblor. Ju langre skalen ligger i
natriumfluoridlésningen desto tydligare blir resultaten. Kortaste tiden ar 15 minuter.

5. Skalen tar upp vatten under behandlingen. Darfor maste skalen torkas innan vagning.
Torka skalen forsiktigt med en hartork eller i varmeskap. Vag! Rakna ut den procentuella
forandringen med och utan behandling!

6. FoOrsok att studera skillnaderna i skorhet hos de olika dggskalen. Studera hur stort tryck
som &ggskalet tal innan det krossas. Lagg pa vikter eller nagot annat pa skalen.

7. Skriv en rapport. Fundera pa felkallor i experimentet

Till lararen:

Som introduktion kan man borsta utsidan pa ett aggskal med tandkram som innehaller fluor
och stoppa ner det i en svag attiksyralosning. De bildade bubblorna pa ett obehandlat dggskal
och det behandlade skalet visas pa en overhead-projektor. Testa sjalv forst hur lange/hur
mycket tandkramen maste pa innan fluoren visar nagon effekt! Tandkram innehaller inte
mycket fluor.

Laborationen: Det syns en tydlig skillnad mellan behandlat och obehandlat 4ggskal.
Masskillnaderna ar daremot mycket sma och det kravs en noggrann vag for att registrera dem.
Pa de bruna aggskalen syns bubblorna pa obehandlade skal tydligare an pa vita skal. Det syns
inga bubblor alls pa de behandlade bitarna under de forsta minuterna.

Nar aggskalen laggs i en vattenlosning sugs vatten upp i skalet och det ar svart att omedelbart
mata viktsandringar under forsokets gang. Om man vill registrera dndringarna sa maste skalen
torkas med hartork eller i varmeskap fore och efter forsoket. Man kan aven lata dggskalen
lufttorka och véga nésta gang.

Om man tar bort det inre skinnet pa agget (medan det &r farskt), sa kan man dréanka hela
skalet i I6sningarna. Man far da storre yta som behandlas och snabbare resultat. Det ar dock
svarare att torka pa insidan av skalet utan att skalen gar sonder.

Resultat: Procentuell viktandring/ g ggskal. Om inget anges har dggskalen flutit” i 16sningarna

Minuter i Obehandlat obehandlat Behandlat Drankt Behandlat
1 M NaF 0 0 5 10 20
Minuter i Drankt Dréankt

1 M HAc 30 20 30 25 15
Tot %

minskning 5,7 7,6 2,8 1,3 0,26
%minskning/ 0,19 0,38 0,093 0,052 0,018
tid i HAC

Det tar ca 4-5 ganger sa lang tid att frata sénder ett dggskal i attiksyra som behandlats med

natriumfluorid jamfort med utan denna behandling. Sa “’Fluortanten” gjorde nytta!

Dental Chemistry analogy




Hur fungerar ett bulkmedel
och vilka fibrer ar bast pa att absorbera vatten?

Teori: Tarmen fungerar som ett osmotiskt membran. Maten fran magséacken gar genom
tolvfingertarmen ner till tunntarmen och tjocktarmen. Tunntarmen ar ca 2 meter lang och dar
ska maten absorberas. Fibrer rekommenderas mot obstipation (forstoppning) och som
kosttillskott.

Vi behdver ata mycket fibrer eller bulkmedel for att -

1 - de l6sliga delarna i maten ska fa lagom konsistens sa att de latt kan absorberas fran
tarmarna.

2 - stimulera tarmrorelser sa att det inte tar for lang tid for maten att passera genom tarmen.
3 - vi ska fa en mattnadskansla, inte ata fér mycket och ga upp i vikt.

Om man inte far i sig tillrackligt med fibrer, sa kan man ata ett bulkmedel som innehaller
mycket fibrer. Ett sadant ar Vi-siblin som innehaller fibrer fran vaxten Testa ispaghula

Utforande:
1. Valj ut vilka amnen du vill jamfora. Se forslag nedan.

2. Klipp 10 - 15 cm av en dialysslang till varje amne som ska testas. BIGt upp dialysslangen
i vatten. Satt pa en pasforslutare eller knyt en knut i ena andan. Oppna den andra &nden.

3. Viagupp 1 gav “testimnet” och stoppa in i det dialysslangen. Forslut andra dnden av
dialysslangen. Se till att all luft pressas ut ur slangen annars flyter dialysslangen upp.

4. Vég slangarna och testimne. Anteckna vérdet. Stoppa slangarna i en bégare med vatten.
Lat sta tre dygn och vég dialysslangarna varje dag.

5. Jamfor vikterna pa dialysslangarna. Dra slutsatser om vilket &mne som fungerar bést som
bulkmedel (drar ar sig mest vatten)

Forslag till amnen som ar bra att testa:

Vi-siblin, Lunelax eller liknande bulkmedel (gar att kopa pa apotek)
Cellulosa

Dextrin, en enzymatiskt hydrolyserad starkelse (CeH100s)n. H20
Potatismjol

Vattenolosligt starkelse bestar av amylopektin (kokt eller okokt)
Mortlat (sonderdelat) havregryn

Kli av olika slag

Krossade linfron

Physalisfron

Laktulos, Laktitol, Laktiplex (tarmreglerande medel)
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Till lararen:

Vi har testat 1 g av foljande amnen. Den procentuella fordndringen redovisas.

Amne/ Vikt  %-forandring  %-forandring  %-forandring

efter ett dygn  efter tvadygn  efter tre dygn

Vi-Siblin 24 34 37
Dextrin 29 26

Cellulosa 0 0 1
Havregryn 0 6 8
Potatismjol 0 2,5

(okokt)

Cellulosa ar en kolhydrat med B-glykosid bindning som manniskor inte kan bryta ner.

Dextrin eller starkelsegummi &r en nedbrytningsprodukt av starkelse som tillverkas genom
upphettning av eller hydrolys med enzymer av omodifierat starkelse. Det ar ett vitt luktldst
pulver. Kan representera halvt nedbruten stérkelse.

Dextran &r en polysackarid med htog molmassa som produceras av bakterier (oftast av
Leuconostoc) fran sackaros. Dextran anvands vid gelfiltrering.

Amylos ar vattenloslig starkelse. Langa raka o-glykosidiska bindningar mellan glukos.

Amylopektin ar grenat och liknar glykogen, vattenoldsligt. Potatismjdl innehaller mycket
amylopektin. Amylopektin tar upp mycket vatten (svaller) éver gelatineringstemperaruren.
Detta sker nar potatismjol anvands till kram eller sas.

Havregryn innehaller B-glukaner. B-glukanerer &r polysackarider, som bygger upp
starkelsekornets cellvaggar i frovitan och har en positiv effekt pa tarmens funktion och
kan bland annat motverka forstoppning. Sags sénka halten blodfetter.

Laktulos, Laktitol, Laktiplex dar handelsnamnen for laktulos och bestar av en icke naturlig
disackarid. Laktulos absoberas inte i tarmen utan bryts ner till organiska syror, framst
mjolksyra. Syrorna binder vatten och astadkommer en bulkeffekt. Anvands aven som
sotningsmedel. Laktulos i hogre doser har en laxerande effekt och anvénds dven som
laxermedel

Kli av olika slag bestar av fibrer (cellulosa)
Krossade linfron bestar av fibrer (cellulosa)

Physalisfron séljs i halsokostaffarerer som ett bulkmedel.
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Kolorimetrisk bestdmning av kalcium i serum eller urin

Teori: Kalcium &r viktig bestandsdel i skelettet och finns dar i form av kaliumfosfat och
hydroxiapatit. Kalciumjonen deltar i nerv- och muskelfunktioner och i blodets koagulation.
Dagsbehovet ar ca 1g. Omséttningen styrs av bla D-vitamin. Vid sjukdomstillstand som
angina pectoris, hogt blodtryck och hjartarytmier finns for hoga halter kalcium i blodet. Da
anvénds kalcium-antagonister, som minskar cellmembranes genomslapplighet for kalcium,
och dampar hjértats syrebehov.

Principen: Kolorimetrisk bestamning av halten kalcium i plasma eller i urin utan féregaende
borttagning av proteiner. Metyltymolblatt &r indikator. D& magnesiumjoner kan paverka
reaktionen elimineras dessa med 8-hydoxiquinolin upp till en koncentration av 4 mmol/cm?®

Riskdomning: Ogonskydd och skyddshandskar. Monoetanolamin &r halsoskadligt, irriterar
6gon, andningsorgan och hud, 8-hydroxyquinolin ar farligt vid hudkontakt och fortaring.

Standard Kalciumjoner (Ca?) 2,5 mmol = 100 mgCa?* =

278 mg CaCl, /1dm? dest.vatten
Reagens 1 o
Fargreagenet blandas Metyltymolb-la : 80 mg
till 1 dm? dest.vatten 8-hydroxyquinolin 169
Reagens 2 Monoetanolamin 200 cm3/dm?3 dest.vatten
Alkalisk reagens pH >11 | (= 2-aminoetanol)

Provmangd:

Serum: 5 cm? blod centrifugeras och serumet tas till vara

Urin: Spads ut med 1/3 med destillerat vatten (till 4 cm? urin tillsatts 2 cm? dest.vatten).
Justera pH till 3-4 med HCI. Vid berakning ta hansyn till utspadningen!

Utrustningen: Glasvaror som anvands ska vara rena.

Reagensen ska forvaras i 2-8°C och haller sig stabila i ett r. Reagensen ska ha rums-
temperatur vid anvandning. En blandning av lika mangd reagens 1 och 2 &r stabil i ca 4 h.
Fargforandringen ar stabil i 1h. .Absorbansen ar linjar till 3,75 mmol/dm? eller 150 mg/dm?

Utférande: Blank - nollstall Referenser: motsvarar Prov
spektrofotometern! 10-100 mg Ca?*/dm3

Blodprov/urin 50ul

Standard 5-50 ul

Reagens 1 2,5cm? 2,5 cm? 2,5 cm?

Reagens 2 2,5cm3 2,5cm? 2,5cm?

Blandas val och mats vid 612 nm (Hg lampa) efter 1 minut

Berakningar: Ae *N

Ap = Absobansen i provet

As = Absorbansen i standarden

n = koncentrationen i standarden i mmol/dm? (eller mg /dm?3)

Normalvarde i serum: 2,2-2,55 mmol/dm? vilket motsvarar 88-102 mg/dm?

Laborationen kommer fran BioMerieux (Labora)
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Kvaveutsondring

Teori. Protein i maten bryts ner i cellerna till koldioxid och vatten, men det kvave som inte
ateranvands maste utsondras. Det finns olika majligheter och beror pa i vilken omgivning
djuret/organismen lever. Kvévet kan avges som ammoniak, urindmne eller urinsyra. Du ska
studera l6slighet, pH forandring i en vattenlosning, ta fram vérden for toxicitet och berédkna
kvaveinnehallet for de tre olika kvaveforeningarna.

I
H\N)t,V>
0 —0
[l
H=N-H OJ\N N
H

C\
NH,—~~NH
H e a
Ammoniak Urea (karbamid) Urinsyra
Utférande:

1. Mark fyra centrifugror 1,2,3 och 4 och tillsatt 2 cm? dest.vatten i varje ror. Vag och
anteckna vikterna!

2. | provror 1 tillsatts urea (karbamid), lite i taget tills inget mera l6ser sig. V&g roret igen.
Rakna ut hur manga g urea som lost sig i 2 cmq.

Upprepa samma sak med urinsyra i provror 2.
4. Bestam pH pa de bada I6sningarna provror 1 och 2.

| provror 3 tillsatt sa mycket kvave i form av ammoniak som du kunde 16sa urea i provror
1. Mét pH pa ammoniakldsningen.

6. | provror 4 gérs samma sak men med urinsyran.

7. Rakna ur hur manga % kvave som finns i ammoniak, urinsyra och urea. Fyll i féljande
tabell. Dra slutsatser pa olika djurslags kvaveutsondring och levnadssitt.

Amne Mangd amne som | pH i % Kvave i g kvave/2cm?
[6st sig i 2cm?® I6sningen | amnet

1.Urea

2.Urinsyra

3.Ammoniak

4. Ammoniak

Taredapa | Toxicitet Loslighet | Djurslag som anvander-
enl litt.

Urea

Urinsyra

Ammoniak
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Till lararen:

Amne Mangd amne som pH i % Kvave i g kvave/2cm?
l6st sig i 2cm?® I6sningen | &mnet
1.Urea tot. ca 29 pH =7 (2.14)/60 = 2:47% =0,93¢
47%
2.Urinsyra Endast lite 16ser sig | Neutralt (4-14)/168 = ~0
pH 33%
3.Ammoniak | tagca 1,3 g NHs pH =12 14/17 = 72% 0,939
4. Ammoniak | inget!
Amne Toxicitet Loslighet | Djurslag som anvander
enl litt.
Urea 100-25% 1000g/dm? | Manniska och dvriga
miljoskadligt daggdjur, vuxna amfibier,
hajar
Urinsyra Inget vérde Svarlésligt | Faglar, reptiler
Ammoniak Gas 18ng/m?3 Konc. 18 | Vattenlevande djur sasom
100-25% miljofarligt | mol/dm?3 benfiskar, larver till
3 mol/dm? ar amfibier (som NHz*)
irriterande

www.mnsfld.edu/dganong/201.html
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Mineralmetabolism; kelation

Teori: Det ar viktigt for alla organismer att kunna behalla mineraljoner i vissa halter. Darfor
finns det kelatbindare (metallbindare). En artificiell (konstgjord) kelatbindare ar EDTA. Testa
foljande system och se likheter med kroppens kofaktorer, koenzymer och prostetiska grupper.

Riskbedémning: Liten risk.

Material: 0,1 mol/dm? kalciumklorid,

0,1 mol/dm? kopparsulfat

0,5 mol/dm® EDTA,

1 mol/dm3 natriumcitrat,

1mol/dm?3 natriumkarbonat,

1mol/dm? natriummalat (saltet av appelsyra)
1mol/dm?3 natriumfumarat, (saltet av fumarsyra)
de tva sista dr bada butendioater

Utférande:

Till 5 ror tillsétts foljande &mnen

Ror Kalciumjoner Tillsatt 10 droppar av
1 1cm30,1 M CaCl,  vatten

2 lcm®0,1MCaCl;  0,5MEDTA

3 1cm®*0,1 M CaCl; 1M Na-citrat

4 1cm30,1 M CaCl, 1 M Na-malat

5 1cm30,1 M CaCl> 1 M Na-fumarat

Extra uppgift

Sen 1 droppe
1 M Na2CO3
1 M Na.COs
1 M Na2CO3
1 M NaxCOs
1 M Na2COs3

Observation

Upprepa forsoket med 1 cm? 0,1 mol/dm? CuSOa. Gor en tabell och skriv in dina

observationer

Svara pa féljande fragor:

1. Du kénner sakert till att kalciumkarbonat ar ett svarlosligt salt, men varfor bildas det inte i

alla ror?

2. Vilken jon, koppar eller sulfat, ger upphov till den bla fargen? Och vilken effekt har

kelatjonen pa kopparjonens initiala blekbla farg.

3. Skriv formlerna av butendioaterna (salterna), malat och trans-fumarat. Studera skillnaden
och forsok att forklara kelatbildningen med de olika formerna.
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Till Lararen: Kofaktor = oorganiska joner t.ex. Fe?* eller en komplex organisk eller
metallorganisk molekyl (koenzym).
Prostetisk grupp = metalljon eller koenzym som &r kovalent bundet till enzymet

Ror Kalciumjoner Tillsatt 10 droppar Sen 1 droppe Observation

1 1cm3 0,1 M CaCl, vatten 1 M NaxCOs  Fallning av CaCOs(s)

2 1cm®*0,1 M CaCl; 0,5M EDTA 1 M Na:COs  Ca-jonen ar
komplexbunden

3 1cm® 0,1 M CaCl> 1M Na-citrat 1 M NaCOz  --

4 1cm®* 0,1 M CaCl; 1M Na-malat 1 M Na;COz -"-

5 1cm® 0,1 M CaCl; 1M Na-fumarat 1 M Na;CO3z  Fallning av CaCOs

Extra uppgift

6 1cm?® 0,1 M CuSO4  vatten Ljusblatt

7 1cm®*0,1 M CuSOs 0,5 M EDTA Djupbla I6sning

8 1cm30,1 M CuSOs 1M Na-citrat Djupbla 16sning

9 1cm® 0,1 M CuSOs 1 M Na.malat Djupbla I6sning

10 1cm®0,1M CuSOs 1M Na-fumarat  Ljusblatt

Ett exempel pa geometrisk isomeri dr appelsyrans reaktion vid uppvarmning.

H
H COOH H COOH
HO—— COOH
‘ + + HZO
H——COOH
b HooC” “H H” >COOH
Appelsyra Fumarsyra Maleinsyra
H H H
H——COOH HO——COOH H——COOH
H——COOH HO——COOH HO——COOH
H H H——COOH
H
Malonsyra Vinsyra C ét_;or}[syra
(Malonat) (Tartrat) (Citrat)

Det finns manniskor som ansamlar kopparjoner och far pa sa satt en kopparforgiftning. De far
da ata en liten dos av penicillin varje dag som botemedel. Penicillin komplexbinder
kopparjoner. Forsok om du har tillgang till penicillin att underséka om komplexbindningen
fungerar. Alla sorter fungerar inte! Medicinen Desferal (desferrioxamin) anvands vid akut
jarnforgiftning och binder med hog affinitet jarn och andra tvavarda metalljoner.
www.mnsld.edu
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Vad hander med olja pa végen till och genom tarmen?
- Undersok och fundera!

Fundera pa féljande begrepp. Repetera det du inte kommer ihag eller kanner dig oséaker pa
Hydrofil-Hydrofob

Lipofil-lipofob

Primar bindningar: Kovalent bindning, jonbindning

Sekundar bindningar: vétebindningar, dipol-dipolbindningar, jon-dipolbindning, van der
Waals-bindning och hydrofob interaktion

Emulsion = tva vatskor som inte ar I6sliga i varandra (finns i form av sma droppar) t ex
gravlaxsas eller majonnéas

Suspension = en vétska och en fast fas t.ex. lera och vatten

Aggregation = aggregering av molekyler med svagare vaxelverkan én kovalenta bindningar
Emulgeringsmedel :ex tval, aggula (lecitin), syntetiska detergenter (SDS) eller naturliga
gallsalter sasom taurocholat eller taurocholsyra.

| hart vatten (innehaller Ca?* och Mg?*) faller fettsyror ut som svarlosligt salt

C-NHCH,EH,-SO3
CH, I

HO OH

Taurokolinsyra “ett gallsalt

Laddad fettsyra

RNV VA VA VAVAVAN

Lipider
a) neutralfett (kallas ocksa triglycerider) Ett neutralfett ar bara l6sligt i opoléra
l6sningsmedel. Fettet kan genomga en sur hydrolys (jamvikt) eller basisk hydrolys
(fortvalning). De laddade fettsyrorna &r losliga i vattensystem, medan de i oladdad form &r
oldsliga i vatten men de ar 16sliga i organiska ldsningsmedel.

b) fosfolipider har en polér grupp som gor att de &r vattenlosliga.

Triglyceriderna &r omgivna av ett
membran med fosfolipider. De ordnar
sig runt fettkulorna med den
hydrofoba molekyldelen inat. Den
hydrofila delen av molekylen kan
attrahera vatten. Mellan detta
monomolekyléra skikt och ett
bimolekylart skikt halls vatten. Det
bimolekylara skiktet kan vanda de
hydrofila grupperna utat. Fettkulans
yta blir hydrofil och den kan svéava
fritt i vattenlésningen.
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Lipider i vatten kan bilda 3 olika typer av aggregat:

1.

Miceller &r relativt sma kompakta sfariska strukturer med flera dussin till tusentalet
molekyler arrangerade sa att deras hydrofoba del riktas mot mitten och deras hydrofila
huvud utat mot ytan. Micellen loses latt upp i ett ytspanningsnedsattande medel som tval,
diskmedel och dylikt.

Bimolekylart skikt ”Bilayer” (dubbellager i tva dimensioner = area) &r tva poléra
lipidlager som lagt sig intill varann med fettdelarna mot varandra. Det sker lattast da
lipidernas huvud och svans &r lika stora

En tredje form &r liposomen. Den bildas nér ett ”bilayer” viker runt sig sjalvt och formar
en ihalig sfar som en ihalig tennisboll Liposomer bildas vid neutralt pH.

Nu &r du beredd for din uppgift:
Du far ut en fettsyra och ett fett (vanlig matolja) som du ska testa i olika vattensystem. Har du
egna funderingar, gor upp en plan och testa aven detta.

Fragestallningar

1.

Vad hander med fett och fettsyror i magsacken som har ett pH pa ca 1,5? Testa I6sligheten
av ett fett och en fettsyra med saltsyra.

2. Vad héander nar lipiderna nar borjan av tolvfingertarmen (ca pH=9).

Vad hander i slutet av tolvfingertarmen nar fettsyrorna méter gallsyrorna fran levern?
Tillsatt en gallsyra t.ex. natriumtaurocholat eller en tvallésning.

Testa vad som hander lipiderna med kalcium- eller magnesiumjoner (hart vatten).

Teoretisk uppgift: Tarmens vaggar bestar av manga celler med stor yta. Cellmembranet ar
uppbyggt av fosfolipider. En emulsion har l&ttare att trdnga in i celler for vidare transport
till blodet. Nar absorberas lipiderna lattast?

Rapport: Beskriv hur du har lagt upp foérsoken och diskutera vad som hander vid de olika
stegen. Anvand begrepp som hydrofil, hydrofob, pH, emulsion, micell, liposom och
lipidmembran. Begreppen ska komma in i diskussionen. Knyt an till manga biologiska,
tekniska och vardagliga fenomen i din beskrivning.
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Till lararen:

Detta skriver professor Sven Engstrom vid Chalmers Tekniska hdgskola, Institutionen for
Material och ytkemi, och som har gett idén till labben.

"Bajslabben” eller snarare "en droppe matoljas 6de i tarmen™ fordrar eftertanke. De flesta
elever forknippar kemi med kemiska reaktioner av mer traditionellt slag och inte att det ocksa
handlar om aggregering av molekyler med svagare véxelverkan an kovalenta bindningar. Kort
sagt, sa tillverkar eleverna ett antal blandningar av lipider i vatten. Systemen far vara modeller
for fettnedbrytningens olika komponenter i tarmen (triglycerid, monoglycerid, fettsyra). pH
varierades

Om man satter till gallsalt, t ex natriumtaurocholat, till provrdren finfordelas eller 16ser sig
lipiderna. Hela andemeningen med forsoket &r att visa att den oldsliga matoljan, via
nedbrytning till monoglycerider och fettsyror, éverfors i en mer 16slig form med hjélp av
hydrolys och gallsalter. Begrepp som emulsion, liposom/vesikel, micell, lipidmembran
kommer in i diskussion och knyter an till manga biologiska, tekniska och vardagliga fenomen.

1. Fettsyra  + vatten liposomer

2. Fettsyra +H* Grumligt, fallning Ej l6sligt

3. Fettsyra + OH- Simmig l6sligt

4. Fettsyra + OH + gallsyra Simmig Losligt, gronfargas av gallsyra
5. Fett + vatten Bildar emulsion vid skakning
6. Fett +H* Ej l6sligt

7. Fett + OH" Hydrolyseras med tiden

8. Fett + OH" + gallsyra Losligt

Fett passerar magen oforandrat. | tolvfingertarmen emulgeras fetterna i gallsalterna fran
gallan och bildar miceller. Fran bukspottkorteln och fran tarmen kommer lipaser och
hydrolyserar fettet till fria fettsyror och monoglycerider. Fettsyrorna tas upp av mukosan
(tarmludd) och det omvandlas till fetter igen. Triglyceriderna kopplas sedan ihop med
kolesterol och apoproteiner till kylomikroner. Apoproteiner ar lipidbindande proteiner i blodet
som transporterar fett, fosfolipider och kolestesterol mellan organ. Kylomikronerna passerar
genom det lymfatiska systemet och férs med blodbanan till vdvnaderna. Olika kombinationer
av proteiner och lipider formar lipoproteiner med olika densitet, alla med olika uppgift att
fylla. Det finns minst 9 olika grupper, fran mycket lag densitet (kylomikroner och VLDL) till
hog densitet (HDL). De med hog densitet kallas ”det goda kolesterolet” medan de med lag
densitet kallas “det onda kolesterolet”. Arftliga faktorer och hogt intag av fett kar andelen
LDL och risken for aderforkalkning. Se s 23 i Kemin i Maten (Material fran www.krc.su.se)
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Att bestdmma lipofilitetskonstanten for fyra sulfonamider
med hjilp av “reversed-phase” tunnskiktskromatografi

Teori: Nar ett lakemedel absorberas (tas upp) till blodet, binds den till specifika receptorer
i cellmembranet. Den hydrofoba effekten ar den viktigaste drivkraften. Lakemedlet maste
vara oladdat for att absorption ska ske.

Att mata den hydrofoba kraften hos ett lakemedel ar svart. Men man kan mata
férdelningen av en substans i ett system med en hydrofob och en hydrofil fas. Man
anvander ett standardsystem av faserna 1-okanol och vatten.

For att fa bra absorbtionsegenskaper for ett lakemedel modifieras en grundsubstans med
olika substituenter. Man jamfor sedan dndringarna i fordelningskoefficienterna och véljer
sedan ut den mest lampliga substituenterna pa grundstrukturen.

Om fordelningskoefficienten for grundstrukturen ar P och for den substituerade féreningen
Px kan skillnaden i lipofilitet mellan dessa tva substanser anges som i ekvation 1.

= Iog(%) =10gP, —10gP....ccovririiiiii Ekvation.1

Lipofilitetskonstanen, = indikerar pa den logaritmiska férandringen av jamvikts-
fordelningen i systemet mellan substituerad (X) och osubstituerad (H) férening.

Det finns inte nagon enkel direkt metod att méta 7, sa man bygger upp en modell dar
forandringen i den lipofila karaktaren, ARm bestams med hjélp av Ri-vérden fran tunnskikt
i ett 1-oktanol/vatten i system. Rs-varden for bade substituerad (Rmx) och osubstituerad
(Rmy) forening bestams. Rm-varden berdknas med tva olika ekvationer beroende pa om
molekylen &r neutral (ekvation 2) eller for sur alternativt basisk (ekvation 3).

R, = Iog(Rf -+ —1) ....... (for.neutrala..amnen)..........ccoocvvveiieiniinnnns Ekvation.2

R, =log .(Rf N —1)+ Iog(&[;—&]ﬂ)}...( for.sura./basiska.amnen)............... Ekvation.3

dar Ka &r dissociationskonstanten och [H*] &r vatejonskoncentrationen i den mobila fasen
Foréndringen i Rm Vérde (4Rm) for substituerade och osubstituerade féreningar har samma
mening som 7 lipofilitetskonstanten nar en substituent x satt pa en grundstruktur (ekv. 4)

T=RMgy —RMp i, Ekvation.4

Uppgift: Att med hjélp av ”reversed-phase” bestimma olika substituenters paverkan pa
absorptionen (férdelning i oktanol/vatten-system) av ett antibiotika med hjalp av
lipofilitetskonstanten, .

Riskbeddmning: Alla sulfonamider &r farliga att fortara. Undvik kontakt och inandning.
Personer som &r allergiska mot antibiotika bor ej utséttas for dessa dmnen. Konc.saltsyra ar
fratande. Organiska losningsmedel &r brannbara. Hantera jod i dragskap.

Kemikalier:

Sulfanilamid Sulfatiazol

Sulfametazin Sulfametoxypyridin

5% 1-oktanol i etyleter TLC-platta kiselgel 60:

buffert pH 7,4 av 50 cm3 0,1 M Jod, konc. saltsyra eller 0,1% p-
kaliumvatefosfatlosning och 39,5 cm®0,1 M dimetylaminobensaldehyd i etanol for
natriumhydroxidlésning framkallning av TLC
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Utforande:

1. 10 mg av vardera amnet l6ses i 2,5 cm?® aceton i 4 olika ror.

2. Impregnera tunnskiktsplattan for “reversed-phase” genom att doppa plattan i 5%-1-
oktanollésning i dietyleter. Plattan har fatt en stationar ickepolar fas och ar klar for
anvandning efter torkning i dragskap.

3. Tag bort nagra millimeter gel fran langsidorna. Sétt ett svagt blyertsstreck ca 1,5 cm
fran nedre kanten. Plattan ar fardig for anvandning. Mobil fas for tunnskikts-
kromatografin bestar av bufferten pH 7,4.

4. Losningar av sulfonamiderna satts sedan pa TLC-plattan med kapillarrér. Nar flackarna
torkat, stoppas plattan ner i den mobila fasen. Lat den mobila fasen vandra upp till
kanten. Tag upp plattan, markera vatskelinjen och lat torka i varmeskap. Framkalla
flackarna med jod-anga eller koncentrerad saltsyra i dragskap.

5. Rékna ut Re.vardena for sulfonamiderna. Berdkna Rm enl formlel (3) for sulfonamid
och formel (2) for sulfatiazol, sulfametazin och sulfametoxypyridazin. Vilken &r
mest/minst lipofilt? VVerkar det rimligt. Forklara!

HoN Q SO,NHR
Sulfonamider
Amne Sulfonamid Sulfametazin Sulfametoxypyridazin Sulfatiazol
CHs
N— S
7\ \

R H %\NzCH o OCHy /L\D

pKa 10,45 7,70 7,05 7,10

Rm -0,48 0,49 0,64 0,43

T - 0,76 1,02 0,82

Till lararen: Kemikalierna gar att kopa hos kemikalieleverantor.

Amne Ry Rm

Lagsta |Hogsta | Medel |Ldgsta | Hogsta | Medel
Sulfonamid 0,76 |066 |0,73 |-0,51 |-0,28 |-0,42
Sulfametazin 0,44 10,30 /0,38 |[0,75 [0,29 0,39
Sulfametoxypyridazin 047 (0,36 (041 |0,76 |0,57 |0,57
Sulfatiazol 063 |051 054 (046 |0,25 0,33

Sulfonamider och dess derivat fungerar som enzymh&mmare-antimetaboliter till
inkorporeringen av 4-amino-bensoesyra (PABA) i dihydrofolsyra. De liknar substratet 4-
aminobensoat. Det betyder att den priméra aminogruppen inte far ha nagra substituenter.
Gemensamt for de antibakteriella sulfonamiderna ar att de ar svaga syror med pka runt 10.
SDet betyder att de &r joniserade och har god 16slighet vid fysiologiskt pH. Urinen daremot

har

pH 5,5-6,5 och det finns risk for att de faller ut till svarlosliga acetylderivat med

njurskador till foljd.
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Bakterier i var omgivning

Syftet med denna laboration &r att med nagra enkla évningar:
1. Undersoka forekomst av bakterier i var narmaste omgivning
2. Prova effekten av en steriliseringsmetod (tvatta hédnderna)
3. Prova att isolera en bakteriestam pa fast substrat

Riskbeddémning: Vid mikrobiologisk arbete se sakerhetsforeskrifter!

Material: 1 tejprulle, 3 (— 4) naringsagarplattor (1 st till extrauppgift), markpenna, ev
kristallviolettlosning.

Utforande: Behandla tre plattor pa foljande satt. (Den fjarde sparas till extrauppgift.)

d)

! wx

L |

Platta nr 1. Tag av locket och lat plattan std 6ppen pa banken i 15 minuter. Satt darefter
pa locket.

Platta nr2. Rita med en markpenna 4 kvadrater med ett kryss pa undersidan av plattan.
Satt ett tumavtryck var (2 elever) per fjardedel av plattan. Tvatta handerna mycket
noggrant och omsorgsfullt med tval. Satt ytterligare var sitt tumavtryck pa den andra
halvan av plattan.

Platta nr 3. Dela in en ny platta i kvadrater enl forsoket i pkt. b). Vélj ut tre platser som du
vill testa bakteriemangden pa. Valj t.ex. dorrhandtag, jord, ledstanger mm. Mark
petriskalens undersida med de tester du valt. Tag en bit tejp och tryck den mot t.ex.
dorrhandtaget och dverfor bakterierna genom att pressa tejpbiten mot naringsagarn i
petriskalen. Den sista kvadranten &r en sterilkontroll av enbart tejpen.

Inkubera de tre plattorna (upp och ner) i 37°C 6ver natten

Utférande dag 2: Studera de olika plattorna och rakna kolonier. Se om du ser nagon skillnad

pa kolonierna. Varje koloni har vuxit fram ut en bakterie.

Extra uppgift: Med en steril platinds (platinatrad som har brants av i en gaslaga) tas en

bakteriekoloni upp och ett tunt utstryk gors pa en objektglas. Farga bakterierna med
kristallviolett-l16sning. Studera bakterierna i mikroskop. Behandla alla bakterier som om
de vore sjukdomsalstrande. Arbeta sterilt och tvatta handerna efterat.

Extra uppgift. Isolering (renframstalining) av en bakterie. Tag en

koloni av bakterier fran pertiskalen och for dver dem sterilt med
en steril platings till en ny agarplatta och gor ett nytt utstryk. Se
bilden! Lat sta i 37 °C ett par dagar. Eftersom du inte vet vilken
bakterie som du har isolerat och din renkultur kan vara smittsam
sd maste du vara extra forsiktig och renlig sa att du inte blir
smittad! Agarplattorna ska autoklaveras innan de destrueras.
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Till lararen:
Platta 1: 15 minuter i luft ger normal litet utslag och kan betraktas som en bakgrundsreferens.

Platta 2: Att handen harbargerar bakterier blir ingen sarskilt forvanad 6ver, men att en tvattad
hand ger ifran sig mera bakterier &n en otvdttad hand forvanar. P4 huden sitter ”snélla”
bakterier (micrococcer) i symbios som skyddar oss mot “otdcka” bakterier . Nar man
tvattar sig extra noggrant sa kommer de snélla” fram. Om négra inte far detta resultat
sa har de inte tvattat handerna tillrackligt noggrant.

Platta 3: Valj dar man kan forvanta sig manga bakterier, handtag, ledstang, jord mm. Vélj inte
en vattenkran. Déar ska det inte finnas bakterier. Ta inte fran nasan pa en forkyld elev
som har ’smittosamma” bakterier.

Platta 4: Tag helst bakterier fran plattan med den tvéttade handen, da dessa oftast ar ”’snélla”
bakterier.

Kop naringsagar (NA) och sterila petriskalar eller kop fardiggjutna petriskalar. Om man

gjuter sjalv och ska man anvanda petriplattorna direkt efter gjutningen. Da behdver man

normalt inte autoklavera mediet utan det racker att koka mediet i s rena (antiseptiskt) kolvar

som mojligt. Koka mediet i ca 20 minuter. Plattorna gar inte att spara under nagon langre tid.

Man kan anvénda en vanlig tryckkokare som autoklav i liten skala.

Normalt brukar inte mégel véxa pa naringsagar. Till mogel anvands maltagar (men visst

forekommer det att mogel vaxer pa NA, sarskilt i vatt och varmt vader!)
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Fargningsmetoder - Gramfargning

Metoden har fatt sitt namn efter dansken Christian Gram. Han upptackte metoden av en slump
da han utarbetade fargningsmetoder. Han behandlade bakterier med en gentianaviolettlosning
och darefter en jod-kaliumjodidlésning (Lugols 16sning). Vid avfargning med etanol forsvann
all farg fran vissa bakterier (gramnegativa) men blev kvar hos vissa (grampositiva). Gram
fann att man &ven kunde kontrastfarga bakterier med kristallviolett.

Den anvands som en av de forsta metoder for att identifiera bakterier. Alla bakterier fargas av
Lugols I6sning. Vid fargningen bildas ett komplex mellan fargdmnet och jod inuti cellvaggen.
Hos grampositiva bakterier, med mycket tjock och tat cellvagg, halls fargkomplexet kvar
medan den tunnare och pordsare gramnegativa cellvéggen lattare kan tvattas ut med etanol.

Material: 1. Kristallvilolett i droppflaska
2. Lugols 16sning i droppflaska
3. Aceton-alkohol i droppflaska
4. Saffraninlésning i droppflaska

Bakterier: Bacillus subtilis (grampositiva)
Echerichia coli (gramnegativa)
Ev. okand bakterie

Det kan vara lampligt att testa sin okdnda bakterie mot referensbakterierna pd samma
objektsglas. Lagg den okéanda i mitten och en grampositiv och en gramnegativ pa var sin sida.

Utférande:
1. En liten droppe vatten placeras mitt pa ett rent objektsglas.

2. Ta lite bakteriemassa med en platinadgla och suspendera (16s upp) i vattendroppen.

3. Lufttorka preparatet i 37-50 °C

4. Fixera preparatet genom att fora objektsglaset, med bakteriesidan uppat, forsiktigt 4-5
ganger genom brannarens sparlaga.

5. Tack bakterierna med kristallviollett och lat verka 1 minut.

6. Skolj forsiktigt bort fargen med Lugols I6sning.

7. Téack bakterierna med mera Lugols I6sning och lat verka i 1 minut. Hall av 16sningen.

8. Avfarga i aceton-alkohol tills ingen bla farg langre l6ser sig. Det kan ta ca 20-60

sekunder.
9. Skolj forsiktigt i vatten i ca 5 sekunder.
10. Tack bakterierna med saffranin. Lat verka i 1 minut.
11. Skolj forsiktigt i vatten ca 5 sekunder. Lat lufttorka.
12. Undersok i mikroskop
Gramnegativa bakterier forblir blavioletta och grampositiva blir rosa till roda.
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Till Lararen:
Detta ar en klassisk metod som fortfarande anvands.

Vissa bakterier — de gramnegativa - avfargas med etanol, medan de grampositiva inte kan
avfargas av etanol. Det beror pa att bakterierna skiljer sig i sin uppbyggnad av cellvaggen.
Indelningen ar emellertid inte solklar. Det finns 6vergangsformer. Vissa bakterier kan uppvisa
oklar gramfargning. Hos en del bakterier andras cellvaggens egenskaper med stigande alder,
varfor gramreaktionen kan ge diskutabla resultat

Denna beskrivning kommer fran Institutionen for Mikrobiologi, KTH
Recept for reagens till Gramfargning
Stamldsning kristallviolett

Gentianaviolett eller kristallviolett 15¢

96 % alkohol 300 cm?®
Kristallviolettlésning

Stamlésning 10 cm?®
Destillerat vatten 40 cm?
1 % ammoniumoxalatlésning 50 cm?®
FILTRERAS

Jodjodkaliumlésning enligt Lugol till Gramférgning
Jod 19
Kaliumjodid 29
Destillerat vatten 300 cm?®
Acetonsprit

Aceton 20 cm?

96 % alkohol 80 cm?®

SafraninlOsning
Safranin 0,25g/10 ml 95% sprit 10 cm3
Destillerat vatten 90 cm?
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Kombinationssyntes och undersokning av ett antibiotikum.

Teori: Kombinatorisk kemi &r en generell metod som anvénds vid syntes av nya féreningar
da man vill testa vissa egenskaper. Ett viktigt falt for denna teknik ar att pa ett enkelt satt hitta
nya lakemedel. Man kan utga ifran substanser fran naturen, och testa varianter av dessa, for
att se om effekten hajs eller sanks, och pa sa satt optimera de 6nskade effekterna. Egenskapen
man letar efter kan vara ndstan vad som helst; elektrisk konduktivitet, lukt, farg eller t.ex. ett
amne som reagerar med en histamin receptor.

Uppgift: Du ska genom att kombinera tre aldehyder med tre hydraziner syntetisera 9 olika
hydrazoner. Sen ska du studera om hydrazonerna har en antibiotisk effekt pa bakterier. Du gor
det i en kombination sa att antalet tester bara blir 6. Samtidigt som fa du farre tester kan du
anda avlasa resultatet, och dessutom fa sékrare resultat med inbyggd kontroll!

Se den generella formeln for bildningen av en hydrazon.

H
TR, N
— > N "R, HoO
R H HN/N\R ﬂ 2
2 R H
A B AB
OyN
M /H
O:N O,N 0 ICIZ
Cs O C
|\O N
\ H O
Aq A,
Ag
Br
C=N
HN  NH:
A
_NH
_NH HoN
HoN _NH
HoN
B1 Bz B3
Material:
Al 2-nitrobensaldehyd
A2 5-nitro-2-furalaldehyd
A3 3-nitrobensaldehyd
Bl 4-bromofenylhydrazin-HCI
B2 4-cyanofenylhydrazin-HCI
B3 aminoguanidin vatekarbonat

59



Rita upp strukturerna for de 9 hydrazoner som kan bildas av de 3 aldehyderna och de 3
hydrazinerna.

Riskbeddmning: Lé&s sékerhetsforeskrifter vid mikrobiologiskt arbete. Arbetet sker i
dragskap och i sma mangder. Mattlig risk.

Escherichia coli anvands i manga biologiska tester. Bakterien finns normalt i tarmen hos
manniska. Vissa stammar kan bilda ett enterotoxin som orsakar magsjukdomar sasom
turistdiarre. Emellertid innehaller inte dessa laboratoriestammar nagra farliga gener utan &r
helt harmlésa under normala forhallanden. Vissa forsiktighets atgarder bor anda vidtas.

Tvatta labbanken med 10% klorinldsning, tvalvatten eller tvattsprit innan du borjar.

Nar du ska hantera bakterierna E.coli, se till att halla bakteriesuspensionen fran nasa och
munnen. Inhalering av aeroler ska undvikas.

Tvatta labbanken nér du avslutat arbetet. Tvatta hdnderna innan du lamnar lab.

Samla ihop bakteriekulturen i provror och allt material, som har kommit i kontakt med
bakterierna. Man kan desinficera materialen pa tva satt:

a) Behandla med 10% klorinlésning (hypoklorit) i 15 minuter och slang

b) Autoklavera vid 121°C i 15 minuter. Slang.

Anvind glasdgon och skyddshandskar. Nagra av de évriga foreningarna ar irriterande pa
hud och 6ga. Ta upp spill omedelbart.

2-nitrobensaldenyd ar mutagent. Arbeta i dragskap eller med punktutsug

Fenylhydrazin &r giftig vid inandning, hudkontakt och fortaring irriterar 6gonen. Det ar
mycket giftigt for vattenorganismer. Miljofarligt.

Utforande:

3 st agarplattor 7st pasteurpipetter varav minst en av glas
6st 1,5 cm® Eppendorfror 1 mérkpenna
1 stéll for Eppendorfror 1st rér markt 1/100 E.coli

1. Mark upp de tva agarplattorna pa undersidan i tre falt som figuren visar. Mérk aven med
dina initialer. Lyft inte pa locken.

2. Overfor 1 cm? bakteriekultur E.coli 1/100 till
plattan markt M1, M2 och M3. Sitt pa locket.

Vicka forsiktigt pa plattan sa att det bildas ett
jamt lager av bakteriesuspensionen. Upprepa
och gor samma sak med den andra plattan.

3. Tabort dverskott av vatskan genom att tippa latt pa plattan och ta bort vatskan med en
pasteurpipett. Overskottet ska foras tillbaka till provroret markt 1/100. Gér samma sak
med den andra plattan. Pipetten och provroret ska ldmnas in for destruktion.

4. Nu ska du trana dig att stansa ut hal i agar i den tredje oanvéanda plattan med
pasteurpipetten av glas. Tryck ner “bakidndan” av pasteurpipetten i agarn och forsok att
pilla upp agarbiten. Nar du kanner dig saker, gor tre hal jamt fordelade i de tre falten av de
infekterade plattorna. Observera att de utstansade bitarna har bakterier pa sig och ska
darfor destrueras pa lampligt satt.

5. Mark upp sex st 1,5 cm? eppendorfréren M1, M2, M3, M4, M5 och M6.

6. Anvand de 6 pipetterna, en for varje forening och dverfor i ndmnd ordning reagens enligt

tabell nedan till eppendorfréren
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ROr nummer Tillsatt 5 Sedan 5 Darefter 5 Till sist 15
droppar droppar droppar droppar
M1 Bl B2 B3 Al
M2 Bl B2 B3 A2
M3 Bl B2 B3 A3
M4 Al A2 A3 Bl
M5 Al A2 A3 B2
M6 Al A2 A3 B3

8. Satt korkar pa roren och skaka i 10-15 sekunder. Observera I6sningarna och notera
fargforandringar.

9. Anvand nya pipetter for varje eppendorfrér och dverfor forsiktigt 2 droppar av varje
blandning till motsvarande agarhal i petriskalarna. Se till att dropparna hamnar i mitten av
agarfordjupningarna. Stod handen mot nagot sa att inga skakningar stor pasattandet

10. Inkubera de tva plattorna vid 37°C i 24 h. Var forsiktig nar du bar plattorna till
varmeskapet.
Dataanalys av kombinations kemi

1. Efter ett dygn tas plattorna ut for analys. Mat omradet dar det inte vaxer nagra bakterier
eller sitt ”+” dir det inte viaxer (en inhibition) och ”-” ddr det véxer och inte har varit
nagot inhibition av tillvaxten.

Ro6r nr Blandning Resultat
M1 Al, B1, B2, B3
M2 A2, Bl1, B2, B3
M3 A3, B1, B2, B3
M4 B1, Al, A2, A3
M5 B2, Al, A2, A3
M6 B3, Al, A2, A3

Varje blandning innehaller tre produkter. Till exempel innehaller M1 foreningarna A1-B1,
A1-B2 och A1-B3. Utlé&s vilken forening som har den antibiotiska effekten.

2. Insidan av tabellen representerar varje blandning M1 till M6. Till exempel ar forsta
kolumnen representerad av forst kolumnen, likasa M2 och M3 &r andra och tredje
kolumnerna. Fyll i nasta tabell. Den ska &ven inga i rapporten!

| M1 M2 M3 Resultat
M4 Al-Bl A2-B2
M5 Al-B2
M6 Al-B3

Resultat

3. Fyll nui resultatet fran punkt 1. Du far ut resultatet dar de tva med positivt resultat korsar
varandra. Har ser du fordelarna med att arbeta med blandningar.

4. Tank dig att du har ett mycket storre antal utgangsamnen, t.ex. 10 aldehyder och 10
hydraziner. Det kan bildas 100 hydrazoner! Hur manga experiment behover du utfora?
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Lararhandledning

Teori: Under de senaste aren har kombinatorisk kemi varit utgangspunkten for utveckling av
nya antibiotika. Genom denna kombinatoriska teknik har man maéjlighet att identifiera flera
aktiva och inaktiva substanser i farre tester &n vad som annars skulle vara nédvandigt.
Eleverna stimuleras att gora ett databibliotek och dra slutsatser om féreningarnas antibiotiska
effekt. Resultatet kommer att synas som en inhibering av utvéxt av E.coli-bakterien.
Inhiberingen ska vara klar, tydlig och ge en ca 1,5-2,0 cm klar cirkel utan bakterier pa
agarplattan. Den aktiva substansen ar guanofuracin, kallad A2-B3 i experimentet. Foreningen
upptacktes pa 1950-talet och anvénds nu till bade djur och manniska. Ett tvakomponent
system for syntes av hydrazoner &r basen for biblioteket. Utbytet ar hogt, ingen upparbetning
krdvs, reaktionen sker i vatten, reaktionen &r snabb och uppfoljs med en fargreaktion.

| experimentet anvands tre aldehyder (A1, A2, As3) och tre hydraziner (B1, B2, B3) som reagerar
i vatten och bildar 6 losningar (M1-Mes) med tre hydrazoner i varje. Amnena &r utvalda s att 8
inaktiva foreningar och en aktiv férening bildas (hit), antibiotikan guanofuracin bildas.

Den antibiotiska effekten blir synlig efter 12-24 timmars inkubation. Om man skulle ta de tre

NH

RNLIA
Os5N ~0 74 ’Tj NH,
H

Guanofuracin
aldehyderna mot de tre hydrazinerna sa skulle det behvas en matris om 9 experiment. Nu
kombineras utgangsamnen sa att det bara behdévs 6 experiment for att fa ut resultat fran 9
kombinationer. I de 6 kombinationerna (M1, M2...M6) finns kombinationer av utgangsamnen
enl tabell 1. I M1 finns en kombination av A1 med B1, B2 och B3 osv... I experiment M2 och
M6 finns positiva resultat (dvs. en hdmning av bakterietillvdxt). Den aktiva “rétta”
kombinationen ar A2 och B3.

Tabell 1
Tabell 1 |M1 M2 M3
M4 Al-Bl A2-B1 A3-Bl
M5 Al-B2- A2-B2 A3-Bl
M6 Al-B3 A2-B3 A3-Bl
Lararens forberedelser
1-5 dagar fore Option 1 Option 2
laborationstillfallet:
Preparera steril LB 5 g LB-néringsmedel Kop sterilt LB
(Luria-Bertani) medium | 190 cm?® avjoniserat vatten medium
for vatskekulturen autoklaveras 20 min. 121 °C
Gjut ca 35-50 st sterila |40 g LB-agar Kop sterila LB-
petriplattor med agarn 950 cm? avjonat vatten plattor
(2-3 plattor/grupp) autoklaveras 20 min. 121 °C. Hall ca 20 cm?®
65°C medium/ platta. Lat det svalna.
1 dag fore experiment
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Preparera en ”0ver natten
kultur” av E.coli TG1

Mark ett 15 cm? sterilt provror med “E.coli”. Hall i ca 10 cm?
sterilt LB-medium. Med en inkubationsnal 6verfor ett par
kolonier E.coli fran startplattan. Satt pa korken. Ror genom att
forsiktigt rotera provroret. Inkubera 6ver natten i 37°C i 18-24h
med skakning, da bakterien behover syre for att vaxa till.(Det
fungerar dven utan skakning med tag da flera bakteriekolonier)

Gor i ordning till
experimentet

Sétt pa ett vattenbad 37°C

Mark 6 st 15 cm? ror med Al, A2, A3, B, B2, B3

Tillsatt ratt méangd i varje ror se materialtabell

Tillsatt 12 cm 3avjoniserat.vatten till varje ror

Da damnena ar svarlosliga satts réren i vattenbadet 3-5 min tills
allt ar upplost.

Pa experimentdagen

Gor 1/100 lésningar av
E.coli

(Om tillvaxten har varit
dalig anvands 1/10
spadningen till
experimentet)

Mark 17 st 15 cm? sterila provror. Ett med 1/10 E.coli och 16
st med 1/100. Hall i 18 cm?3 sterilt LB-medium i 1/10-réret och
9 cm? i 6vriga ror(1/100). Overfor forsiktigt 2 cm® av 6vernatt
kulturen till det forsta roret(1/10), skaka och dverfor sedan
1cm? av den spadda I6sningen till var och en av de 16 roret.
Forvara i rumstemperatur till experimentet.

Risk- och skyddsfraser , CAS-nummer och ungefarligt pris

Amne och Vaginfor |Casnr Riskfras Gram Pris
Molmassa (g/mol) 32 elever -02

Al | 2-nitrobensaldehyd 54mg 55289-6 R22-36/37/38- | 5 287
151,12 40 S26-36

A2 | 5-nitro-2-furaldehyd 51mg 698-63-5 R10 5 211
eller 5-nitro-2-furfural
141,09

A3 | 3-nitrobensaldehyd 54mg 99-61-6 R36/37/38-40; |5 146
151.12 S26-36

B1 |4-bromofenylhydrazin-HCI |80mg 41931-18-4 |R36/37/38; 10 398
223,52 S25-36

B2 | Cyanofenylhydrazin-HCI 61mg 2863-98-1 | lIrriterande 5 374
169.62

B3 | Aminoguanidin HCO3 49mg 2582-30-1 |R36/37/38. 100 95
136,11 S26-36
LB-medium 250 283
LB-agar 250 388
E.coli

Prisuppgifterna gallde i maj 2003 och de &r tagna fran Sigma-Aldrich 08-742 42 00 www
sigma-aldrich.com. Alla kemikalier ar lagervaror med en veckas leveranstid. De kan dven

kopas av Labora Chemicon som séljer ICNs biokemiska produkter 08-625 18 50, 040-21 21

00

J.Chem.Edu. 2001 78 784-785
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Penicilliners antibiotiska verkan vid olika distributionssatt

Teori: Penicillinet upptacktes 1928 av Alexander Flemming. Han var bakteriolog och av en
slump sag han att bakterietillvaxten hammades vid kontamination av en mogelsort av arten
Penicillium. 10 ar senare kunde Howard Florey, en patolog och Ernst Chain, en biokemist
isolera och bestdmma penicillinets struktur. 1957 beskrev Joshua Lederberg hur penicillinet
fungerade. Penicillin stor bildandet av nya cellvdggar hos bakterier. Bakterierna kan inte
foroka sig utan de dor.

Manga halvsyntetiska penicillinmediciner tillverkas ur ett grundskelett av penicillin.
Bakterierna kan med tiden genom mutationer ”ldra sig” att undvika penicillinets verkan och
blir da resistenta mot det speciella penicillinet. Vi har anvant for mycket penicillin och ser nu
att det uppstar allt fler bakteriestammar som blir resistenta. Las pa hemsidan for foreningen
mot penicillinresistenta stammar. http://. www.strama.se

Blir man ordinerad penicillin sa ska man ta hela penicillinkuren d&ven om man kanner sig bra
efter ett par dagar, annars okar risken for mutation och resistenshildning. Normalt far man
penicillin som tabletter. Men vissa sorters penicillin klarar inte att passera magens pH utan
maste tas intravendst (via spruta eller dropp in i blodet)

Risbeddémning: Se forskrifter vid bakteriehantering! Elever som har penicillinallergi ska ej
arbeta med penicilliner.

Uppgift: Du ska se vilken penicillinsort som kan tas genom munnen (tal pH 1,5) och vilken
som maste tas intravenost (tal inte pH 1,5).

Material:

Bakteriesuspension av t.ex. E.coli 0,03 mol/ dm? saltsyra

en fardiggjuten pertiskal med naringsagar natriumhydroxid for neutralisation
fenoxipenicillin och bensylpenicillin pH-papper

sma filterpapper fran t.ex. ett halslag pincett

Utforande:

1. Mark noggrant ut stallen pa undersidan av plattan dar du ska lagga penicillinerna.
2. Overfor sterilt 1cm? bakteriesuspension till plattan och fordela den jamnt pa
naringsagarn genom att vicka forsiktigt .

3. Vég upp i tva provror 50 mg av vardera fenoxipenicillin och bensylpenicillin

4. Behandla penicillinréren med 1 cm® 0,03 mol/dm? saltsyra i 10 minuter. Det ska
forestdlla paverkan av magens saltsyra

5. Neutralisera l6sningarna med natriumhydroxid. Testa med pH-papper.

6. Sterilisera en pincett i en gasbrannare. Tag med pincetten de sma filterlapparna och
drank in med de behandlade penicillinsorterna och lagg dem pa de forutbestamda
platserna pa plattan. Se till att de faster/stannar kvar.

7. Sétt plattorna i ett varmeskap 37°C Gver natten

8. Mat diametern pa den klara bakteriefria ytan runt filterpappret.

Till rapporten: Vilken har bést effekt? Vilken penicillin kan tas genom munnen och vilken
maste tas intravendst. Varfor kan det ena, men inte det andra penicillinet intas i tablettform?

Labben ar framtagen av farmakologie doktorand Ulrika Rolén.
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Test av antibakteriella medel
- desinficerande verkan hos vanliga rengoringsmedel

Till manga av vara vanliga rengoringsmedel tillsatts numera dven speciella kemikalier eller
andra biologiskt aktiva substanser, som ska ta dod pa bakterier i var omgivning. Dessa &mnen
kan vara vateperoxid, organiska syror t.ex. attiksyra eller salicylsyra, bensylklorid eller
natriumhypoklorit. Ett medel &r triklosan som férekommer till och med i tandkréam.

Riskbeddmning: Bakterierna som ska anvandas, E.coli eller Bacillus subtilis &r ofarliga men
ska hanteras med respekt! Se sdrskilda sékerhetsforeskrifter.

Uppgift: Du ska testa vilket amne som har en antibakteriell effekt. Du ska jamféra den
antibakteriella effekter med 70%-ig etanol (medicinsk sprit)

Material: Naringsagar (NA-agar), sterila petriplattor, en bakteriekultur, bréannare, steril
pipett, platinos, kristallviolett, mikroskop, medel att testa.

Utférande: Din larare instruerar dig hur man arbetar sterilt. Tvatta handerna fore och efter
laborationen!

1. Gor i ordning de medel du ska testa. Tandkram med triklosan behdver l6sas upp i vatten.
V&g in en mangd och spad med sterilt (kokt) vatten. Anteckna utspadningen for att du
senare ska kunna jamféra medlen.

2. Koka och autoklavera naringsagar. Gjut en platta och lat gelen stelna. Du kan testa upp
till fem olika medel pa en NA-agarplatta. Mark med spritpenna pa undersidan av
petriskalen fem jamt fordelade platser. Den sjatte platsen ar for referens (etanol).

3. Tillsatt ca 1 cm? bakterieldsning till NA-agar och vicka forsiktigt sa att ett jamt lager av
bakterier bildas.

4. Stampla ut sma filterpapper med ett halslag sa sterilt (antiseptiskt) som mojligt av vanliga
filterpapper.

5. Sterilisera en pincett genom att branna av den pa en gaslaga. Doppa de sma filterpappren i
de bakteriedodande losningarna som du ska testa och lagg dem jamnt fordelade pa
markerade platser i petriskilen. Doppas sé “enhetligt” och reproducerbart som mojligt. Lat
sta Over natt i varmeskap, 37°C.

Resultat: Bakterierna har nu vaxt ut och bildar en matta i petriskalen. Om medlen du testar
har en antibakteriell effekt kan inte bakterierna véxa runt om det indrankta papperet. Den fria
zonen ar ett matt pa den effekten. Mét diametern. Det kan vara svart att se kanten och darfor
kan du forsoka farga bakterierna med en 16sning av kristallviolett. Bakterier tar upp fargen
och blir lattare synliga.
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Till lararen: Ett satt att bestamma den antibiotiska resistensen hos en bakterie gors med en sa
kallad lappmetod (Paper Disc method, PDM). Den antibiotiska effekten beror bade pa
bakteriestam, antal bakterier pa plattan och koncentrationen av medlet som testas. Se nedan!

Effekten av ett antibiotikum in vitro brukas referera dels till ett MIC (Minimum Inhibitory
Concentration)- varde och dels till ett MBC (Minimal Bacterial Concentration)- varde. MIC-
varde avser den lagsta koncentrationen av ett antibiotikum som krévs for att inhibera tillvéxt
(= bakteriostatiskt) av den mikroorganism som testa. MBC avser den l&gsta koncentration av
ett antibiotikum som kan doda (=baktericid). Forhallandet mellan en bakteriostatisk och en
baktericid koncentration varierar fran ett antibiotikum till ett annat.

NA = Naringsagar. Ett rikt medium dar manga mikroorganismer kan tillvaxa. Det innehaller
kottextrakt, pepton (halvnedbrutet protein), NaCl och agar. Agarmediet steriliseras
(autoklaveras) i en autoklav. Det gar bra att gora det i en vanlig tryckkokare, som man koper i
en jarnaffar. Koka upp och lat koka i 20 minuter. Oppna inte tryckkokaren forran den har
svalnat till under 100°C. Kyl i ett vattenbad.

Gjutning av plattor. Kop sterila petriskalar. Banken (dragskapet) som ska anvandas tvattas
ordentligt av med 70%-ig etanol. Sterila petriskalar placeras i sma hogar med locket uppét. En
bunsenbrannare tands. Kolven eller flaskan med agarlosning roteras forsiktigt sa att 16sningen
blandas om, men utan att bubblor bildas. Flambera och hall cirka 25 cm?® agar i varje petriskal.
Locket pa petriskalen ska tas av sa kort tid som majligt, da agarn halls i, och sedan laggas pa
igen. Da agarn stelnar (svalnar) kan locket ligga lite pd ”sned” for att kondensvattnet ska
evaporera ut.

Bakterier som kan anvéandas:

Bacillus subtilis (grampositiva)

Escherichia coli (gramnegativa)

Bakteriekulturer kan man ofta be att fa fran ett laboratorium eller universitet.

Ca 10 kolonier slammas i 1 cm? steril 0,9% NaCl-l6sning (salin). Tillsatt ca 20 cm?
agarl6sning som har en temperatur under 40°C. Detta racker till tva petriskalar.

Ett alternativ: Hall bakteriesuspensionen pa en NA-platta. Se till att hela plattan flodas och
sug darefter av dverskottet. (Ev. torkas plattan i 37°C i 30 minuter). Kop sterila
engangsplatindser av plast.

Destruktion av material: Autoklavera infekterat material eller It det st i en 10%-ig
klorinlésning dver natten.

Diskutera med dina elever vad de tror kommer att hdnda om tandkramer, diskmedel,
disktrasor mm innehaller antibakteriella medel. Vi kommer att fa bakterier som &r resistenta
mot medlen. Det &r béttre att tvétta ur och torka trasor och borsta tdnder ordentligt!

Resultat fran en larare: Eleverna tog med sig diverse losningar hemifran. Piercingtvatt var
mest effektiv. Nagon tog klorin. Den I6ste upp agarn. Olika linstvatt gav ganska enhetligt och
bra resultat. WC-rengoring och diskmedel var bra liksom McDonalds bakteriedddande tval.

Laborationen &r utvecklad och testad av Ulrika Rolén, farmakologie doktorand vid Kl

66



Mutationsfrekvens med Ames standardmetod

Teori: Vid replikation av DNA kan det ibland bli en felavlasning av nagon nukleotid. Da
finns det en reparationsmajlighet och funktionen blir aterstalld. Men nagon gang trader inte
reparationsmekanismen igang och det blir en basférandring. Vi har fatt en mutation. Denna
férandring kan vara allvarlig om den éverfors och permanentas till nasta generation.

Mutationen kan vara en

e Substitution - en nukleotid ersatts med en annan

e Addition - en extra nukleotid har kommit in

e Borttagande (deletion) - en nukleotid farre an forut

Mutationen kan delas in i

e Tyst mutation, det genetiska materialet tar sig inte uttryck (silent)
e Forbattrade egenskaper (evolutionen)

e FOrsdmrade egenskaper

Hos djur och ménniskor finns det en stark korrelation mellan mutation och cancer.

Det finns ett enkelt standardtest for att testa om amnen ar mutagena dvs. latt kan orsaka
mutation. Testet bygger pa en speciell stam av muterad bakterie Salmonella typhimurium,
som inte kan tillverka histidin. Salmonellan saknar det enzym, som behovs for att géra
aminosyran histidin, och den véxer bara i medium, som innehaller denna aminosyra. Om
Salmonellan utsatts for ett mutagent amne sa ar chansen storre att den muterar och borjar
producera histidin sjalv. Salmonellan kan nu véxa utan tillskott av histidin.

Riskbeddmning: Aminoantracen irriterar 6gon, hud och
andningsorgan, &r carcinogent och ar sensibiliserande vid
ljusexponering. Arbeta i dragskap och anvand skyddsglaségon
och handskar. Amnet ska destrueras efter anvandning.

Material:

Salmonella typhimurium

petriskalar

naringsagar (NA)

amne som ska testas t.ex. 2-aminoantracen 0,5 g

Bilden visar isoniazid (en
tuberukolsmedicin) som visar
Utférande: sig mutagen i denna test

1. Gjut petriskalar med naringsagar.

2. Spad bakteriesuspensionen och tag ut 10° bakterier. Gjut in dessa i naringsagar och
sprid dem som ett jamt tunt lager pa plattorna. Det gar at en platta per &mne och en
blank. Plattan med blanken ska visa hur manga mutationer som uppstar spontant.

1. Placera 0,5 pug av amnet, som du vill testa i mitten pa plattan.
2. Placera plattan i varmeskap i 2 dygn vid 37°C
3. Avlas antal kolonier pa plattor med och utan amne.
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Till 1araren

Enligt Stryer ”Biochemistry” dr mutationsfrekvensen for 0,5 ug 2-aminoantracen
11.000 (det véaxer 11.000 kolonier pa plattan) att jamféras med 30 spontanmutationer.
Om man testar olika koncentrationer av ett amne erhaller man en linjar dos-respons-
kurva. En fordubbling av antalet revertanter (muterade kolonier) jamfort med nollprov
och endast om man far en linjar dos-respons kurva anses kriterier for mutagenitet var
uppfyllt i Ames-testet.

Las i Lehninger sid 831-2

Sakerhetsforeskrifter vid anvandning av 2-aminoantracen eller antramin.

R36/37/38,526

Forsta hjalpen:

- efter inandning: Amnet irriterar slemhinnor och dvre luftvigar. Kan vara farligt vid
inandning. Flytta personen till friska luften. Kontrollera andningen.(ge syrgas vid dalig
andning och konstgjord andning om andning upphort)

- efter hudkontakt: Orsakar hudirritation. Tvéatta med tval och mangder med vatten

- efter sténk i 6gon: Orsakar 6gonirritation. Spola omedelbart med stora mangder vatten i
minst 15 minuter

- efter fortaring: Kan vara farligt vid fortaring Skélj munnen med vatten for personer vid
medvetande. Sok lakare!

Lagring: Forvaras torrt och svalt (2 — 8 °C i tattslutande karl). Amnet &r stabilt men bor ej
utsattas for oxidationsmedel. Sénderfallsprodukter: koldioxid, koloxid och nitrosa gaser.
Ingen polymerisering

Vid spill: Sopa upp och placera i en séck och vidarebefordra till avfallshantering. Undvik
att rora upp damm. Ventilera omradet och tvatta utspillningsplatsen sedan allt material
avlagsnats.

Sensibilisering: Orsakar ljuskanslighet. Exponering av ljus kan resultera i allergiska
reaktioner pa huden som solbranna till blasiga bulnader.

Cancerframkallande: Amnet ar misstankt cancerframkallande och mutagent genom
oplanerad DNA-syntes och DNA-inhibering.

Laborationen kommer fran universitetslektor Monica Rydén-Aulin, Institutionen for
Mikrobiologi, Stockholms Universitet.

Den speciella stammen kan erhallas av

FD Monica Ryden-Aulin Tel# +46-8-16 41 55
Department of Microbiology Fax# +46-8-612 95 52
Stockholm University E-mail Monica.Ryden-Aulin@mibi.su.se

S-106 91 Stockholm
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Selektion av mutanter hos en E.coli-bakterie

Teori: De flesta naturligt forekommande bakterier ar kdnsliga for antibiotika.
Problemet idag ar att med den stora anvandningen av antibiotika foljer att manga
bakterier utvecklar antibiotikaresistens.

| denna laboration ska du anvanda dig av en kultur som &r k&nslig mot antibiotika
och med den bestamma mutationsfrekvensen och darmed resistensen hos tva olika
antibiotika. Mutationsfrekvensen ar ett matt pa hur manga mutationer som uppstar
per cell.

En mutation ar en arftlig forandring i genomet. Mutationer uppstar oftast under
replikationsprocessen. Antingen genom fel i replikationssytemet eller genom
paverkan utifran. Vi kan bara studera de mutationer, som ger upphov till forandrad
fenotyp.

Streptomycin binder till ribosomer och inhiberar proteinsyntesen. Resistens
uppstar om nagon aminosyra byts ut i proteinet S12 som ingar som en del i
ribosomen. Det &r bara ett fatal aminosyror som vid utbyte kan ge upphov till
resistens. S12 &r ett litet protein.

Rifampicin binder till RNA-polymeras och inhiberar transkriptionen. Resistens
uppstar om nagon aminosyra byts ut i R-subenheten i RNA-polymeraset. Manga
aminosyrautbyten kan ge upphov till resistens. B-subenheten &r ett stort protein.

Riskbeddmning: Hantering av bakterier se séarskild instruktion for
mikrobiologiskt arbete. Penicilliner kan for vissa personer vara
allergiframkallande. Personlig skyddsutrustning och handskar.

Material:

Bakteriestam MG1655, eller valfri vildtypsstam.
LB-medium

6 LA-plattor

1 LA+Str-platta (100 pg Strepomycin /ml)

6 LA+Rif-plattor (50 pg Strepomycin /ml)

Utférande: Odla upp en kultur MG1655 i 25 ml LB-medium 6ver natten. (Detta har din
larare gjort)
Dag 1:

1. Tvatta av en bank med 70% etanolldsning. Anvand en bunsenlaga for instrument vid allt
sterilarbete.

2. Ta% 0,1 ;nl av overnatt-kulturen och gor en spadningsserie pa 10, 102, 104, 105,
10°, 107,

3. Tag 0,1 ml av utspadningarna 10°, 106, 1077 och sprid ut pa LA-plattorna. Gor
dubbelprov. Totalt 6 plattor.

4. Tag 0,1 av den outspadda kulturen och spadningarna 10, 10~ och sprid upp pa LA+Rif-
plattorna. Gor dubbelprov. Totalt 6 plattor.

5. Resten av den outspadda kulturen centrifugeras pa en bordcentrifug. Supernatanten
(6verldsningen) halls av. Pelleten suspenderas (I6ses upp) i 0,2 ml LB-medium. Sprid ut
suspensionen pa LA+Str-plattan.

6. Inkubera alla plattorna upp-och-ner i ett varmeskap pa 37 °C.
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Dag 2

7. Ra&kna kolonierna och berakna mutationsfrekvensen for bada
antibiotikaresistenserna.

Berakning av mutationsfrekvensen:

8. Rakna antalet kolonier pa LA-plattorna. Ha mest tilltro till den spadning som ger ca 50-300
kolonier/platta. Detta ar av rent statistiska skél, med farre antal kolonier ékar variationen (med
fler kolonier finns risken att man missar nagon koloni eftersom det blir for tatt att urskilja och
rakna dem).

9. Rakna med hjélp av spadningarna ut hur manga bakterier som fanns per cm? i dvernattkulturen
pa forsta plattan. (Tank pa att ni bara har spritt 0.1cm? pa plattan). Detta blir totala antalet
bakterier som fanns i Overnattkulturen.

10. Rékna darefter, pa samma sétt, ut hur manga rifampicinresistenta bakterier ni har per cm?.

11. Sist raknar ni hur manga kolonier som finns pa streptomycinplattan. De kommer att vara fa och
svara att se mot bakgrunden av svagt vixande bakterier. Leta efter sma distinkta upphdjningar.
Rakna ut antalet streptomycinresistenta bakterier ni har per cm3. Tank pa att ni har spritt ut 25
cm3 Overnattkultur!

12. For att f& mutationsfrekvensen dividerar ni antalet mutanter med totala antalet bakterier.
Skriv en rapport

Till lararen:

Mutationsfrekvensen nar man selekterar for RifR blir mycket hogre & om man selekterar
for StrR. Skalet till detta ar att det finns fler mojliga nukleotidutbyten som kan ske, genen
som ger RifR &r storre och fler aminosyrautbyten ger resistens. Proteinet som ger StrR &r
litet och mycket fa aminosyrautbyten ger resistens. Skillnaden ar flera tiopotenser.

Bakteriestammen kan erhallas fran Monica Rydén-Aulin (kontaktuppgifter nere pa sidan)..
Stammen kan forvaras pa en LB-platta val inplastad i rumstemperatur eller kyl. Annu
battre &r att stoppa den i en 1:1 blandning av LB och glycerol och stoppa i frysen. Koép
sterila petriskalar. Folj receptet pa forpackningarna. Det gar at ca 10 cm?® LB-medium till
over natt-kulturen.ca 25 cm naringsagar per platta och alltsa 325 cm? per grupp.

Laborationen kommer fran Universitetslektor Monica Rydén-Aulin, Mikrobiologiska institutionen.

Den speciella stammen kan erhallas av:

FD Monica Rydén-Aulin Tel# +46-8-16 41 55
Department of Microbiology Fax# +46-8-612 95 52
Stockholm University E-mail Monica.Ryden-Aulin@mibi.su.se

S-106 91 Stockholm
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Frageformular till halsoprofiloedémning (en anamnes)

Namn

Alder

Klass

Besvara féljande fragor. Alla fragor galler den senaste manaden. Markera med kryss

Fardsatt till skolan Bil, buss Promenad Promenad Cykel Cykel
< 2km > 2km <5km > 5km
O O O O O
Fritidsaktiviteter Aldrig Sallan Daoch da Ofta Mycket
ofta
Foreningsverksamhet (politik, O | | Ov |
religion etc.
Studier (kurser, cirklar etc.) O O O O O
Evenemang (bio,utstallningar etc.) |O O O O O
Dans, disco etc O O O O O
Malning, snickeri, stadning, etc O O O O O
Promenader, jakt, friluftsliv etc. O O O O O
Hobbies O O O O O
Ovrigt O O O O O
Skriv ner:
Motion Aldrig Daochda 1-2 3-5 Pa
Fysisk aktivitet i traningsklader ggr/vecka ggr/vecka elitniva
O O O O O
Kost Aldrig Forsoker Forsoker Tillampar Planera
Nir jag dter tinker jag ....pa kostrad da och da kostrad  rallt
O O O O O
Tobak >15cig/d  10-5cig/d 5-10cig/d 1-5cig/d 0
Jag roker (En dosa shus = 60 O O O O O
cigaretter)
Alkohol Flera Caen Séllan Mycket  Aldrig
Jag dricker alkohol ganger/v. gang/v sallan
sasom Ol vin, sprit O O O O O
Medicin Varje Ofta Dé och da Sallan Aldrig
Jag anvénder lugnande, uppiggande, |vecka
Soémnmedel eller varktabletter O O O O O
Symptom Mycket  Ofta Da ochda Sallan Aldrig
Jag kanner rygg-, magbesvar, ofta
huvudvark, trotthet mm O O O O O
Upplevd stress Mycket  Ofta Dd ochda Sallan Aldrig
Jag upplever stress ofta
pa skolan och /eller fritid O O O | |
Upplevd ensamhet Mycket  Ofta Da ochda Sallan Aldrig
Jag upplever ensamhet pa skolan ofta
och/eller pa fritiden O O O O O
Upplevd hélsa Mycket  Dalig Varken  Bra Mycket
Jag upplever att min hélsa, for bade | dalig eller bra
kropp och sjal, &r O O O O O
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Glykemiskt index
Vara...

Potatisprodukter
Pommes frites
Potatis (bakad)
Potatis (farsk-, kokt)
Potatischips
Potatismos (pulver)

Gronsaker
Grona artor
Majskorn

Baljvaxter (kokta)
Sojabénor

Roda linser

Grona linser

Vita bonor (pa burk)
Bondbdnor

Ris (kokt)

Ris (raris)
Rispasta, -nudlar
Séadesslag(torra)
Havregryns

Korn (hela korn)
Rag (hela korn)

Brod

Bagel

Glutenfritt vetebrdd
Knéackebrod

Muffins, &pplesockrad

Riskakor

Ragbrod (fullkorn)
Ragbrod m.hela korn
Sockerkaka

Vetebrdd
Vetebrod (fralla)

Frukt
Ananas
Apelsin
Apelsinjuice
Banan (gul)
Grapefrukt
Kiwi
Korshar
Mango
Papaya
Persika
Plommon

31
19
16
46
12

19

15
16
12
7,5

21
21

62
64
60

11
10
11

6,5
10
14
15

10

g kol/hydrat/100 g Gl

107
121
80
77
118

68
78

20
36
42
70
113

81
113

70
30
48

103
129
95
63
117
89
68
66
100

97

94
62
74
84

75
32
80
83
40
32
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Péron
Russin
Vattenmelon
Vindruvor
Apple

Mat

Hamburgare

Korv

Pizza

Spagetti (fullkorn)
Tomatsoppa
Artsoppa

Frukostmat
Cornflakes

Mausli

Yoghurt med frukt
Mjolk

Fet mjolk (3%)
Minimjolk
Chokladmjolk. O boy
Snacks mm

Choklad mork
Chokladljus
Energidryck

Gele godis

Glass

Glass lagfett

Japp, Mars mm.
Jordnotter

Léask

Majschips, nachos
Popcorn

Snicker

Karameller m.socker
Karameller sockerfria
Sotningsmedel
Fruktos

Glukos

Honung

Laktitol
Laktos(mldljksocker)
Sackarin

Saft

Saft, light

Socker
Soétningsmedel
Xylitol

11
69

16
12

79
67
15

57
55
139
79
22
27
55
10
10
90
55

55
94

32
92
82
100
1
100
10

a1

100

100

o1
92
103
61
52

89
40
86
53
54
94

122
92
47

39
46
49

70
70
136
114
69
71
97
21
97
105
79

57
115
0-34

32

138

104

65

94

92
20



Acetylsalicylsyra ar tva mediciner i en —
Antikoaguleringmedicin och varktablett

En studie i 6kad blodningsrisk med acetylsalicylsyra och paracetamol.

Ofta nér du tar en huvudvarkstablett av acetylsalicylsyra (ASA), sa tar du den for att du vill
ha smértlindring eller for att minska febern. Man kan aven ta en liten méangd ASA for att inte
fa en blodpropp. ASA har minst tva effekter, en smartstillande och en som gor att
trombocyterna inte dverreagerar och bildar en tromb eller blodpropp i en artér eller ven.
Genom att ta lite ASA minskas risken att fa en hjartinfarkt eller stroke. Daremot 6kar risken
for blédning.

Uppgift: Du ska studera den 6kande blddningen, nar du tar en ASA och/eller nér du tar en
paracetamol.

Riskbedémning: Laborationen far bara goéras av de elever, som inte har astma samt de som
har anvant och da konstaterats tala ASA eller paracetamol. Det kan vara lampligt att be
foraldrar om tillstand.

Varningar och forsiktighet. Enl Fass. Vid antikoagulationsbehandling. Vid behandling av
patienter med latt till mattlig hjartsvikt, njursjukdom eller leversjukdom, speciellt vid
samtidig diuretikabehandling(vatskedrivande), maste risken for vatskeretention (kvarhallande
av vatska) och férsdmrad njurfunktion beaktas. Vid behandling av personer med astma.
Personer med tidigare ulcusanamnes (inre och yttre magsar) eller med kand 6verkanslighet
mot acetylsalicylsyra, ibuprofen eller andra antiinflammatoriska medel. Se vidare:
www.fass.se

Utforande:

1. Stick ett finger med en lancett. Ta tiden fran det att en liten blodsdroppe kommer fram
tills blddningen stoppat. Torka forsiktigt av blodet genom att endast nudda med en
pappersservett sa att blodet sugs upp. Avlas tiden nér inte mera blod sipprar fram.

2. Aten barnalbyl, bamyl minor eller motsvarande mangd ASA. En barnalbyl innehaller 250
mg ASA. En grupp annan kan ta motsvarande méngd paracetamol.

Efter en halv timme gors samma blodtest som ovan. Har tiden fOor koagulering &ndrats?.
Om mdjlighet finns, gor ett test efter 2 timmar, ett dygn och 3 dygn.
Rapport: Nar har tiden for koagulering av blodet atergatt till det normala. Skiljer sig de olika
varktabletterna at? Rakna ut medelvarden for gruppen av de olika tabletterna. Vilka slutsatser

drar du om riskerna for blodning? Né&r kan effekten var bra? Diskutera resultaten. Finns det
skillnader mellan elever?
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Till lararen:

L&s garna mer i Fass: http://www.fass.se Normaltid for att ett blodstick ska sluta bloda ar 1-2
minuter. Vid intag av ASA 0OKkar tiden till 5-6 minuter. Effekten sitter kvar och minskar forst
efter nagon till nagra dagar. For paracetamol ar effekten inte lika langvarig. ASA paverkar
blédningstendensen och dkar risken for blddande magsar. Det ar serin i den aktiva delen hos
receptorn som acetyleras.

Alternativ: Gor testet som en blindtest. Alla elever far dricka en lésning av del av en
brustablett eller lika stor mangd karbonerat vatten. Brustabletter absorberas fortare sa
resultatet syns snabbare. Variera mangden ASA Vissa elever far en halv barnalbyl

Salicylsyra &r den aktiva delen for smartreduktion, febernedséttning och den &r dessutom
antiinflammatorisk. For att minska magslemmhinnans paverkan av syran sa forestras den till
acetylsalicylsyra. ASA sonderdelas i magen eller borjan av tarmen till salicylsyra och
attiksyra. Attiksyran satter sig irreversibelt pa receptorer pa trombocyterna och paverkar
trombocyternas funktion i den primara hemostasen (blodstillning). Effekten sitter kvar nagra
dagar eller tills trombocyterna har ersatts med nya.

Trombocyterna aven kallade blodpléattar eller blodplattor bildas i benmargen av
megakaryocyter och har en 6verlevnad pa ca 8 dagar. Antalet varierar mellan 125 till 350
miljoner per liter blod. Vid skada pa blodkarl klistrar sig trombocyterna till det skadade
omradet varvid en plugg bildas. Pluggen forstarks genom koagulation av blodet

Pacacetamol liksom ibuprofen hor till gruppen icke steroidala antiinflammatoriska
mediciner (NSAID = nonsteroidal antiinflammaroty drugs).

Cyklooxogenas, COX deltar i bildningen av prostaglandiner, prostacyklin och tromboxan
ur arakidonsyra

Prostaglandiner &ar en grupp verksamma foreningar som finns i de flesta vavnader och organ.
Prostaglandiner ar kortlivade hormoner som péaverkar olika processer i kroppen och gor oss
kéansligare for smarta, medverkar i inflammationsprocesser och férmar hoja
Kroppstemperaturen.

0] o 0
— OH e
B
— :\/\/\/\ \W
OH OH
arakidonsyra PGE; — en prostaglandin bildad fran arakidonsyra

Prostaglandinerna har betydelse for reglering av blodtryck och genomblédning av vavnader
och organ, muskelaktiviteten vid forlossning, for utveckling av svullnad, smérta och rodnad.

ASA och NSAID verkar genom att hdmma bildningen av prostaglandiner.
Genom den normala formen av cyklooxygenas, COX-1 produceras sma mangder av de
prostaglandiner, som kroppen behéver for att fungera.

Vid vissa sjukdomstillstand som t ex reumatism bildas stora méangder av COX-2, som med
Okad produktion av prostaglandiner ger 6kade inflammationer.
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Arakidonsyra

' N

COX-1 COX-2

Uppbyggande prostaglandiner Inflammationsframkallande prostaglandiner

Det &r COX-2 som ska inhiberas inte COX-1

I blodet finns tromboxan, som far blodplattar att klibba ihop och prostacyklin som motverkar
blodproppar. Prostacyklin finns i blodkarlsvaggarna och har en karlvidgande effekt.
Tromboxan stimulerar trombocyterna att aggregera vid en skada. Effekten motverkas av
prostacyklin, en liknande substans med motsatt effekt. Overvikt av prostacyklin kan ge
blodningshenagenhet. Acetylsalisylsyra i sma doser hammar bildningen av tromboxan i hogre
grad &n bildningen av prostacyklin, vilket forklarar den blédningsbendgenhet man ofta ser
efter intag av ASA. Det ar den effekten som &r grunden till anvéndning av ASA for att
forebygga uppkomst av blodpropp.

Om man férbehandlar patienter med NSAID (nonsteroidal inflammatory drugs) tex
ibuprofen fore intag av ASA mildras eller jamnas antikoaguleringseffeken ut. Den
antikoagulerande effekten beror pa att ASA irreversibelt inhiberar aktiviteten hos enzymet
cyklooxogenas kallas COX. Paracetamol innehaller en amidgrupp. En acetylgrupp avspjélkas
latt och den har liknande effekt som ASA. Paracetamols acetylgrupp &r dock reversibelt
inhibitorisk pa COX. Antikoaguleringseffekten sitter inte kvar lika lange som hos ASA

Acetylsalicylsyra inhiberar Cox-1 10 — 100 ganger mer &n Cox-2. Det &r COX-2 som ska
inhiberas, inte COX-1 vilket nyare NSAID (nonsteroidal inflammatory drugs) gor. Det finns
modifierat aspirin med en sidokedja som frigor kvaveoxider. Frigrande av kvéveoxid
motverkar forlusten av prostacyclin.

Lakemedel som hammar COX-2 ar rofecoxib (Vioxx, Merck) och Celecoxib (Celebrex,
Pharmacia). Effekterna pa dessa mediciner ar omstridda. Celecoxib (Celebrex) ar dock 375
ganger effektivare som COX.-2 inhibitor &n COX-1

Pa halsokostmarknaden saluférs medel som séags bara hamma COX-2. Dessa pastas motverka
reumatism, menstruationssmarta, cancer och dven Alzheimer mm. Orter, som pastas ha
COX-2 hdammande effekt &r gront te, ingefara, gurkmeja, basilika, kamomill och oregano.

L&s mer om ASA i

http://www.Lakemedelsvarlden.nu

Modern Drug Discovery October 2000 p 223 — 27

J. Chem. Ed 1998 75 1233

J. Chem. Ed 1998 75 1261
http://arthritis.about.com/gi/dynamic/offsite.htm?site=http%3A%2F%2F
www.arthritis.co.za%2Fcox.html
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Analys av massprocent ASA i Aspirin - (Kemiolympiaduttagning 1996)

Teori: Nar acetylsalicylsyra far reagera med natriumhydroxid neutraliseras och hydrolyseras
den. Overskottet av tillsatt natriumhydroxid atertitreras med saltsyra och substansméngden
acetylsalicylsyra kan bestdmmas.

Riskbeddmning; Mattligt riskfylld laboration. Var forsiktig med natriumhydroxiden. Anvand
skyddsglaségon.

Standardisering av natriumhydroxid. Bestam natriumhydroxidldsningens koncentration
med hjélp av 0,100 mol/dm?® HCI och BTB som indikator.

Utforande:

1. Vg in och krossa 3 aspirintabletter, lagg i en E-kolv. Tillsatt 25,00 cm? natriumhydroxid
med kand koncentration (ca. 2 mol/dm?3). Tillsatt ca 25 cm? vatten och lat koka i 10
minuter: Stor risk att koka med 2 M NaOH — det kan latt stanka. Akta speciellt 6gon!

2. Overfor 16sningen till en 200 cm3 matkolv och spad med avjoniserat vatten till market.

3. Tagut 10 cm? av lésningen och titrera med 0,100 mol/dm? saltsyra. med fenolftalein.

4. Berékna massprocenten acetylsalicylsyra.)

Smaskalig syntes av acetylsalicylsyra i mikrovagsugn

Efter 1ang tids anvandning av mikrovagsugn i koket har den nya energikallan borjat anvandas
for organisk syntes och reaktionstiderna forkortas. Under ett och samma laborationstillfalle
kan acetylsalicylsyra och paracetamol syntetiseras och analyseras.

(0]
(Ijl 0] (0] ICIZ—OH 0
C—OH /|J\ J\ micrvagsugn 0
o AL O ok
oH oc—ch
(0]

Utforande:

1. Vdgin 0,15 g salicylsyra och 0,3 g attiksyraanhydrid i en 10 cm? béagare. Tillsétt en
droppe 85% ig fosforsyra. R6r om och lagg pa en liten petriskal som lock.

2. Stall en bagare med 10 cm? vatten bredvid reaktionskarlet i ugnen for att absorbera
dverskottet av energi. Kor 1 minut med full effekt. Ta ut bagaren och rotera den s att
innehallet blandas. Lat bagaren med reaktionsblandningen svalna och kyl i isbad .

3. Sugfiltrera raprodukten med hjalp av en pasteurpipett med lite glasull och ett
minifiltrerpapper klippt med halslag. Satt pipetten i en gummimanschett eller liten
slangbit i ett provrér med avledningsrér och anslut till vattensugen.

4. Omkristallisera raprodukten ur vatten i en E-kolv. Sétt till lite hett vatten i taget och precis
sa mycket vatten som behovs for att I6sa acetylsalicylsyran. Lat l6sningen svalna lite och
kyl kolven med 16sning i isbad. Sugfiltrera och torka kristallerna. VVag produkten ,
berdkna utbytet och bestam sméltpunkt.

5. Visa pa fenolfri produkt med 0,1 mol/dm? jarn(111)-16sning. Spara substans for TLC

Riskbeddmning: Laborationen ar mattligt riskfylld. Handskas forsiktig med
attiksyraanhydrid. Skriv rapport, som innehaller berakning av utbyte och identifikation av
produkten.
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Syntes av Paracetamol — férenklad metod

OH
/O (@]

CHy—C? T
+ (° —> HO N—C—CHs + CHCOOH
CHy— C
3 S0 H
/N\
H v

Utforande:

1. Ror med en glasstav 1,0 g p-aminofenol med 0,5 cm? vatten i en liten béagare och tillsatt
darefter 2,0 cm?3 attiksyraanhydrid. Fortsatt omrorningen.

2. Omkristallisera ur vatten (ca 2 cm?®) se ovan. Sugfiltrera, torka, vag och bestam smaltpunkt.
3. Spara substans for TLC (tunnskiktskromatografi).

Riskbeddémning: Laborationen ar mattligt riskfylld. Handskas forsiktig med attiksyraanhydrid.
Fragor

1- Varfor tillsatts vatten vid syntes av paracetamol?

2- Nisse 0ppnar en gammal burk Magnecyl hemma i farfars badrum. Han kanner doften av
attika. Varfor?

3- ASA tillhor lakemedelsgruppen latta analgetika. Dextropropoxifen (nedan) ar ett starkare
s.k. opoidanalgetikum. Hur manga optiska isomerer finns det av dextropropoxifen? Bygg
dem. Vad é&r deras absolutkonfiguration? (Anvand R och S).

-

o\/[o
4. Saltsyra ar nastan lika stark syra som svavelsyra. Varfor ar inte saltsyra bra som katalysator
I denna reaktion?

N

5. Kan man identifiera paracetamol med jarn(l11)16sning?

Mirafzal, G., A.. Summer, J., M. J. Chem. Ed.2000 77 356 Microwave Irradiation Reactions:
Synthesis of Analgesic Drugs

Whittaker. A., G. Education in Chemistry September 2002 135 Preparing aspirin in a
microwave
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Till 1araren

Svar pa fragorna

1. Vad tror du hander om man inte sétter till vatten vid paracetamolsyntesen? Kan det bli en
forestring vid den fenoliska hydroxylgruppen? Vi vill skapa en amidbindning inte en
esterbindning.

2. Acetylsalicylsyran sonderdelas/hydrolyseras/ med tiden av fukt och é&ttiksyra bildas. Se
laboration ”’Sonderfall av ASA i1 badrummet”.

3. | Dextropropoxifen finns tva kirala kol. | Dexofen, Dolotard Doloxene m fl anvéands 1S, 2R
(se fig. nedan). Totalt finns det fyra isomerer.

@H CH;

N

4. Svavelsyra kan binda till sig bildat vatten. Pa sa satt driver man reaktionen at hoger.

5. Paracetamol &r en fenol och bildar fargat komplex med jarn(l11)joner. Observera att det ar
p-aminofenol ocksa och vi kan alltsa inte identifiera slutprodukten med jarn(I11)joner.
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Sonderfall av ASA i badrummet

Inledning och fragestallning: Acetylsalicylsyra tar ner feber och tar bort smarta och
huvudvérk. Den kan ha olika kommersiella namn som Magnecyl, Albyl, Asprin, Treo mm. Den
aktiva delen ar salicylsyra. Men salicylsyra &r sur och kan darfor irritera magens slemhinna.
For att 10sa dessa problem har man forestrat salicylsyran med &ttiksyra. Estern ar inte séarskilt
stabil om man forvarar den fuktigt och under lang tid. Lukta pa en gammal burk ASA som statt
i badrummet en tid sa kanner du kanske att det luktar &ttiksyra. Vad har hant?

| detta experiment ska du bestdmma méngden fri salicylsyra i en huvudvérkstablett som har
forvarats under olika forhallanden och tider. Studera féljande jamviktsreaktion. Salicylsyra, en
fenol som bildar ett fargat komplex med jarn(l11)-joner.

COOH COOH
O\ OH
COCHjs .
e — CH3COOH
* H,0 3
Material:
1st mikroplatta olika varktabletter av acetylsalicylsyra
4st 1 cm?® mikropipetter droppflaskor med:
1st graderad jumbo pipett 50% etanol
1st béagare 0,10 mol/ dm? jarn(l11)nitrat
vag standardlésning av salicylsyra (5-50mg/10 cm? i 50% EtOH
1st mortel med pistong vilket motsvarar 1 till 10% sonderfall),
1st 10 cm®matcylinder dest.vatten
Riskbeddémning: Liten risk.
Utforande:

1.Tillsatt enl schema nedan antal droppar standardldsning av salicylsyra och vatten i en
mikroplatta. Detta ar din standardserie.

Droppar | Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 | A9 Al10
Salicyl- |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
syra

vatten 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

2. Tillsétt 1 droppe jarnnitratlésning i varje brunn. Notera fargférandringen. Sparas och
anvéands som referens.

3. Du kanske maste spada referensldsningen. Gor det i 24- brunnars mikroplatta med
jumbopipetten. Anteckna hur mycket du spader.

4. V&g och anteckna massan pa huvudvarkstabletterna som ska analyseras.

5. Mortla sonder en tablett i taget. FOr 6ver pulvret i en bagare och 16s upp det i 10 ml 50%-ig
etanol. En del av tabletten kommer inte att l6sa upp sig. Lat det sjunka till botten.

6. Tillsétt 10 droppar av I6sningen i en brunn och tillséatt 1 droppe jarnnitratlosning

7. Jamfor fargen med standardserien. Om lésningen pa din tablett ar for stark, spad I6sningen
med 50% etanol.

8. Aterupprepa med nésta tablett.

Analys:

1. Berdkna mangd salicylsyra i de olika brunnarna pa din standardserie.

2. Bestdm mangden salicylsyra i provtabletterna.

3. Draslutsatser om hur du ska forvara dina huvudvérkstabletter i ett fuktigt badrum? Varfor
finns det “Bist fore”-datum pa huvudvarkstabletter?

Variationer:

Samla olika sorter av huvudvarkstabletter. Forvara dem under olika forhallanden (olika tider,

fuktigt, torrt, ljust, morkt).Studera hur fort estern sonderdelas och under olika

forhallanden(olika pH, tider, temperatur).

Bearbetad laboration fran “Microscale 79Chemistry, A Slater, G Canham”



Hallbarhet hos livsmedel
Uppgift: Vi undersoker nagra faktorer som paverkar hallbarheten hos livsmedel. Vi testar pa
buljong, som ett bra substrat for bakterier.

Riskbeddémning: Tvatta handerna fore och efter laborationen. Arbeta med bakterierna som
om de vore sjukdomsalstrande! Buljongen kokas fore destruktion.

Material: 6 sma kolvar eller provror, buljonglosning, socker och aluminiumfolie till lock

Utforande: Mark noga upp roren och fordela buljongen i de sex behallarna och behandla
provroren pa foljande satt:

Provror nr:

1. Satt pa folielock och Iat sta i rumstemperatur. (referens)

2. Satt pa folielock och Iat sta i kylskap

3. Satt pa folielock och lat koka i ca 5 minuter. Lat std i rumstemperatur
4. Satt pa folielock och lat koka i ca 5 minuter. Lat sta i kylskap
5

. Tillsatt 1 g socker och se till att det loser sig. Satt pa folielock och lat sta i
rumstemperatur.

6. Tillsatt 5 g socker eller till mattnad. Satt pa folielock och Iat sta i rumstemperatur
Inkubera kolvarna i minst tva dygn.

Rapport: Titta om du ser ndgon skillnad mellan de olika kolvarna. Ar ndgon eller nagra
buljonger grumliga? Vad kan det bero pa ? Vad drar du for slutsatser om hallbarhet hos
livsmedel.

Till lararen: Provror nr:

1. Rumstemperatur. Lat denna vara referens

2. Kylskap. Kylan gor att i denna véaxer det bara lite.

3. Koka i ca5 minuter. Lat sta i rumstemperatur. Har har man avdodat alla bakterier. | den
ska det inte vaxa nagot om man inte fatt in en sekundarinfektion.

4. Koka ica5 minuter. Lat sta i kylskap. Har borde inte ens en sekundarinfektion véxa.

5. Tillsétt 1 g socker. Har vaxer det mest. Socker &r naring for alla bakterier.

6. Tillsatt 5 g socker eller till mattnad. For hog sockerhalt for att det ska kunna véaxa nagot.
Hog sockerhalt konserverar. Forr tillsattes 50% socker till sylten istallet for
natriumbensoat.
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Halsofiler — haller de vad de lovar?

Ett upplagg for att kontrollera Lactobacillus 6verlevnad i matsmaltningskanalen

Alla kanner till vad antibiotika ar och har kanske t.0.m. fatt en antbiotikakur ordinerad av
lakare. Begreppet probiotika dr inte lika kiint men kommer frin orden ”pro” som betyder ”for
och ”biotika” som star for ’liv”’. Antibiotika betyder alltsa mot livet (bakterierna ska do).
Probiotika bestar av mikroorganismer som stimulerar tillvéaxten av en annan organism.
Probiotika definieras som " levande mikroorganismer som tillférs med fédan och som positivt
paverkar varddjuret genom att forbattra dess mikrobiella balans i mag-tarmkanalen "

9

S n

Numera talar man aven om prebiotika vilket syftar pa " icke nedbrytbara
livsmedelsingredienser som positivt paverkar varden genom att selektivt stimulera tillvaxten
och/eller aktiviteten av vissa bakterier i tjocktarmen, vilket kan forbattra vardens halsa " Med
prebiotika avses t. ex oligomerer av socker och sockeralkoholer som inulin, laktulos och
oligofruktos. En blandprodukt av pre- och probiotika bendmns symbiotika.

Inledning:

Det finns manga halsofiler som alla innehaller olika probiotiska mikroorganismer av
Lactobacillus, Bifidobacterium m.fl. pd marknaden och det pastas ha manga positiva effekter
pa manniskan bl.a. annat

for hélsan;

kontroll av patogener (sjukdomsalstrande)

forbattrad laktostolerans (for de som saknar enzymet laktas som bryteter ner mjélksocker)
kontroll av cancer och antimutagena effekter

kontroll av serumkolesterol (ett slags lipider i blodet)

positiv paverkan pa immunsystemet

behandling av antibiotikaassocierade diarréer

behandling av kroniska tarminflammationer,

behandling av vaginit och urinvégsinfektioner

Mekanismen hur organismerna fungerar ar inte helt kind men man tanker sig att en probiotisk
bakterie kan forhindra en patogen att kolonisera tarmen genom att tdvla om tillgangliga
bindningsstéllen pa slemhinnan. En annan mekanism ar att patogenernas tillvaxt hammas sker
genom produktion av antimikrobiella substanser som kan vara olika organiska syror.

Uppgiften:

For att den probiotiska mikroorganismen fran t.ex. en halsofil ska kunna ha den effekten som
pastas sa maste den dverleva passagen genom magen och ut i tarmen. Din uppgift blir att
kontrollera denna 6verlevnad och jamféra med vanlig filmjélk som standard.

Magen &r sur och maten stannar ca 1 timme. Darefter neutraliseras magsyrans saltsyra med
gallsalter och bukspott. Gallsalterna I6ser upp fett och cellmembran. | tarmen ar pH aterstallt
till neutral. Har sker upptaget av naringsdmnen till blodet. I tarmen lever olika bakterier.
Miljon ar forstas anaerob.

Riskbeddmning: Laborationen anses ha liten risk.

Material:
Pepton (halvnedbrutet protein, ndringsmedel och ger bra jonstyrka till bakterier dér de inte
kan foroka sig i men Overlever

Saltsyra 12 petriskalar (plattor)

Gallsyra 12 st pasteurpipetter

Natriumhydroxid Kak/godisburk, eller kraftig plastpase
MRC-medium Automatpipetter sterila spetsar, 10-1000 pl
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Utforande:

1.

Vag upp MRS medium (de”Man Rogosa Sharp Medium) enl instruktion pa burken till 150
cm?, agar eller motsvarande mangd naringsamnen. Gjut 12 st petriplattor. Det racker till
att testa tva halsofiler och en referens (vanlig filmjolk).

Gor i ordning 100 cm? 1%ig peptonvatten och dela upp i fyra sma bagare.

a) Den forsta bagare ska inte behandlas utan ska tjana som en kontroll pad om bakterier
finns i filmjolken.

b) Justera innehallet i den andra bagaren (magen) till pH till 2 med saltsyra (kan variera
mellan grupperna mellan pH 1till 3)

c) Tillsatt gallsyra i den tredje bagaren (tolvfingertarmen) sa att den innehaller haller 1%
(kan variera mellan grupperna 0,5-5%)

d) Justera innehallet i den fjarde bagaren (tarmen) till pH 8 med natriumhydroxid (kan
variera mellan grupperna mellan pH 7-9)

Overfor 5 cm?® av ovanstaende lésningar fran bagarna till provror enl schema nedan (Totalt
12 provror —4 x 3 st racker for att testa tva halsofiler och en vanlig filmjolk). Autoklavera
roren enligt en standardmetod (121°C 15 minuter i 1 atm évertryck)

Provror Obehandlat |Sur Gallsyror Basisk

Fil/halsofil

1cm?d 1cm?d 1 cm? av foregaende | 1 cm? av foregaende
I6sning 16sning

Tid

0 30 min 15 min 30 min

Satt pa platta |10 pl 10 pl 50 ul 250 pl

4.

Tag 1 cm? av den filmjolk/halsofil som ska provas och tillsatt till provréret med det
obehandlade peptonvattnet. Skaka forsiktigt om till homogen 16sning. Overfor 10 pl till en
petriplatta med MRS-medium och rackla ut det pa plattan med hjalp av en avbréand, bojd
pasteurpipett.

Tag ytterligare 1 cm? av filmjolken och tillsatt till provréret med peptonvattnet som har
justerats surt. Skaka forsiktigt om och lat sta i 30 minuter. Detta far motsvara tiden i
magen!

Overfor darefter 10 ul fran den sura lésningen (magen) till en petriplatta och rackla ut pa
plattan som ovan! Tillsatt 1 cm?® av “bakterie-mag”-l6sning till provroret med gallsyror
(tolvfingertarmen). R6r om och lat sta 15 minuter.

Overfor nu 50 ul “tolvfingertarm-16sning” till en petriplatta. Rackla ut. P4 detta siitt sitts
lika stor mangd bakterier pa plattorna m.a.p. utspadning. Tillsatt 1 cm? till provroret med
basisk 16sning (tarmen). RGr om och lat sta 30 minuter.

Overfor nu 250 pl till en petriplatta.

Lat de 12 st petriskalarna véxa anaerobt i 37°C i 3-4 dagar. Avlas resultatet som antal
kolonier per platta. Om det ar manga kolonier pa plattan, kan man rakna t.ex. ¥s av en
representativ del av plattan och multiplicera med 4. Satt en prick pa baksidan av
petriskalen med en tuschpenna for varje koloni nar du raknar.

Skriv rapport. Hur var éverlevnaden? Hur stimmer teorierna?
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Till lararen:
Resultat fran Halsofiler

Fil/antal kolonier pH 3 Gallsyra 1% pH 8
Vanlig filmjolk ~300 ~400 65
Gajo ~200 240 ~160
Dofilus 1 3 0

1. I filmjolk finns normal 10° 10! bakterier/cm?,

2. Manga filmjolksbakterier 6verlever magens pH pa ca 1,2-1,5 i 30 minuter men med en
100-faldig reduktion for pH1. Vatejonskoncentrationen paverkar alla proteiner.

3. Organiska syror paverkar bakterier i hogre grad an oorganiska syror. Gallsyran i
koncentrationen 0,5% paverkade inte bakterierna namnvart och t.o.m. i 5%. gallsyra
overlever de flesta. Gallsyran ar en effektiv emulgator for fett och borde paverka
cellmenbranens fosfolipider negativt vilket den inte gor. (Information av Arla)

4. Bakterierna vaxer aven aerobt fast da mycket langsammare. Om man inte kan halla
bakterierna anaerobt sa ar det battre att gjuta ytterligare ett nytt lager MRS-agar pa det
uttagna provet. Agarn ska optimalt ha en temperatur pa 45-46°C. Den far maximalt vara
54°C annars dor bakterierna. Vid for lag temperatur ar det svart att fa agarn att rinna ut
och tacka.

Anaerob miljo for bakterierna i petriskalarna kan skapas i en vanlig kakburk/godisburk av

plast med snépplas eller i en kraftig plastpase och en speciell pase som kops in genom Oxoid

eller Becton Dickinson. Om mojligt ska plattorna ligga upp och ner i burken. Uttorkningen
paverkar da mindre. Se dock till att de pasatta 250 pl har torkat in och inte rinner ut.

Inkop:

BBL Gaspak Plus f(271040) som gor “’plastburken/plastpasen anaerob kdps hos Becton
Dickson eller AnaeroGen (ANO 025A) gar att kdpa hos OXIOID, Sjoangsvagen 7 192 72
Sollentuna, tel 08-626 60 50 fax 08-626 60 59

MRS-medium (CMO 361B),

pepton

MRS-medium innehaller Dinatriumvatefosfat 2,09
Pepton 10,09 Natriumacetat-trihydrat 5,09
Kottextrakt 8,09 Triammoniumcitrat 2,09
Jastextrakt 4,09 Magnesiumsulfat-heptahydrat0,2g
Glukos 20,09 Mangansulfat-tetrahydrat 0,059
Tween 20 1,0cm? Agar 10,0g

Suspenderas i 1000cm? dest.vatten. Blandas ordentligt under uppvarmning till kokpunkten.

Autoklaveras vid 121°C i 15 minuter.

Det gar bra att autoklavera i en vanlig tryckkokare. Las instruktioner och var forsiktig vid

oppnandet efter fardig autoklavering av tryckkokaren sa att temperaturen har sjunkit till under

100 °C. Kyl ner kastullen i kallt vatten.

Andra labbférslag:

1. Testa pH i olika filer och mjélk. Nar mjolk surnar (surkoagulering) bildar bacillus sporer
som gor att proteiner faller ut.

2. Lat sta och testa varje dag, kolla proteinerna

3. Tillsatt olika kulturer (fil, yoghurt, halsofiler) i mjolk. Lat sta i olika temperaturer. Smaka
Normalt ska yoghurt sta i hogre temperatur (37°C) och vanlig filmjolk vid ca 25°C.

4. Kop en ask Trevis pa apoteket. En tablett innehaller 10° lactobacillus. Tabletterna &r
forebyggande mot turistdiarreér. Gor samma labb som ovan pa olika halsofiler.
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Glukosoxidas: Demonstrationsforsok med den bla flaskan

Teori: Cellerna anvander NAD* och FAD i metabolismen som elekrontransportorer nar
glukos oxideras till glukuronsyra. Men metylenblatt kan ocksa i alkalisk miljo ta emot
elektroner (reduceras) av glukos, som oxideras. Det reducerade formen &r farglds. Den
reducerade och farglosa metylenvitt kan ateroxideras av luftens syre (vid skakning) och det
bla metylenkomplexet bildas ater. Syreférbrukningen mats med en enkel barometer (pipetter

med slangbitar, se fig.)

jeee!
(CH3)2N s N(CHz)2| CI’

_ Enkel manometer

Metylenblatt
Riskbeddmning: Natriumhydroxid &r fratande: Liten risk.

Material: 5% KOH

7% glukosldsning

0,2% metylenblatt

2 pipetter 5 och 10 cm® gummislang

E-kolv men kork och avledningsror, flaska med pip eller sugkolv med kork

Utforande: Till en 125 cm? E-kolv tillsatts 50 cm® KOH och 50 cm? glukoslésning och en
droppe metylenblatt. Satt pa en kork med glasror och koppla pa “’barometern”. Tva pipetter
ansluts med en bit gummislang och fylls pa med liten mangd vatten (halva pipetten upp).
Koppla ”barometern” till E-kolven med en ny slangbit och mat lufttrycket. Satt ett streck!
Skaka E-kolven forsiktigt 20 ganger, vanta till den bla fargen forsvinner. Gor om forsoket!
Efter ndgra omgéngar kan du mita gasfordndringen med din ’barometer”.

Rapport: Se hur NAD* och metylenblatt ser ut. Jamfor och fundera ut en mekanism.

Till lararen: Det brukar ga at ca 2-3 cm? syrgas (luft)

O HO
\\C/NHZ H \\C/NH2
=
I+ 2 + H —» || |
X @ ‘o
f y
R R
0 g 0o
HsC N HsC N
T eevame — TN
e +
NS
HaC N N)%O H3C N)%O
R

Reduktionsreaktionerna av NAD* och FAD www.mnsfld.edu

-2
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Funktionen av sparamnen i receptfria mediciner och kosttillskott

Om nagon ser blek och kraftlds ut sa kan han eller hon ha jarnbrist. Men man bor inte ha for
hoga halter jarn heller. Lagom é&r bast. Det finns andra sparamnen som vi kan fa brist pa eller
ibland ha for mycket av. Bade for lite och fér mycket kan ge sjukdomssymtom. Alla vitaminer
och sparamnen har ett lagsta och hogsta rekommenderat varde. Men variationen mellan olika
etniska grupper, olika livsstilar, olika dldrar och olika livshetingelser kan vara annu storre. En
varierad och nyttig kost ar bésta sakerheten for att du ska fa i dig ratt mangd av sparamnen.
Har ska du lasa om sparamnens funktion i kroppen. De flesta naringstillskott ges inte som rent
grundamne utan i en férening, dar de férekommer som en jon. For att kunna tillverka en
tablett som ska innehalla en viss mangd av ett verksamt &mne maste man ta med ett
fyllnadsmedel. Detta for att kunna forma en tablett och ibland for den ska fa ratta
kompletterande egenskaper, t.ex. for att kroppen ska kunna ta upp &mnet genom absorption.
Fyllnadsémnen ar inte alltid I6sliga i vatten.

Amne Funktion

Aluminium, Raknas till de toxiska metallerna utan funktion. Andra toxiska metaller &r

AlRF* arsenik, bly, kadmium, krom (i hoga halter) och kvicksilver.

Fluor, F Fluoridjoner ger stark tandemalj, bromsar kariesaktiviteten. Den hammar
bakterietillvaxten genom att paverka bakteriernas vidhaftningsformaga. De
syrabildande bakterierna paverkas sa att mindre syra produceras.

Jod, I | skdldkorteln bildas &mnesomséttningshormoner som bl a stimulerar
forbranning och proteinsyntes. Dessa hormoner innehaller jod.

Brist: Struma, forstorad skoldkortel och storningar i kroppens &mnesomsattning.
Numera mycket sallsynt i Sverige eftersom koksalt jodberikas.

Jarn, Jarn ingar i hemoglobin och myoglobin i blodets resp muskelvavnadens

Fe?* Fe3* fargamne. Hemoglobinet transporterar syre fran lungorna genom blodbanorna
till kroppens alla vévnader.

Brist: Med blodbrist menas oftast jarnbrist. Jarnbrist ger blekhet, trotthet och
kraftloshet. Den drabbar kvinnor oftare &n mén

Kalcium, Paverkar musklernas och nervernas funktion och blodets koagulering. Kalcium

Ca** reglerar manga av cellens funktioner och behdvs for vissa enzymers aktivitet.
Vitamin D deltar i kalcium- och fosfatmetabolismen. Vitamin D bildas i huden
mha. den ultravioletta komponenten i solljus.

Brist: Urkalkning av skelettet och bennedbrytning. Rakitis (engelska sjukan).

Kalium, K*  Kaliumjoner behovs for att halla syra/bas balansen ratt men ocksa for
musklernas och njurarnas funktion. Na*/K*pumpen uppratthall cellens elektriska
membranpotential och elektrolytbalans. Kaliumhalten &r hogre inne i cellen &n
utanfor. Brist ger muskelsvaghet.

Klor, CI Reglerar vétskebalansen och det osmotiska trycket i blodet, finns i magsaften
som saltsyra samt deltar i syrabasjamvikterna i den karbanhydras-katalyserade
reaktionen ndr blodet ldmnar koldioxid till lungorna, sk kloridskiftet.

Koppar, Finns i flera av kroppens enzymer, bl a sadana som paverkar omsattningen av

Cu® jarn och syre. Aven i cellens forsvar mot fria radikaler.

Brist: Sallsynt hos friska personer. Kan uppsta i samband med vissa
tarmsjukdomar och som foljd av langvarig 6verdosering av zink.
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Krom, Cr3*

Paverkar omsattning av blodsockret.
Brist: Troligen mindre vanlig, men kan leda till forsamrat utnyttjande av
blodsocker

Magnesium,
Mg?*

Ar med i nerv- och muskelfunktionerna samt ingdr i ett stort antal av de
enzymer som behdvs for att cellerna ska fungera.

Brist: Koncentrationssvarigheter, forvirring, depressioner, krampanfall,
domningar, stickningar, forstoppning, diarré

Mangan,
Mn?2*

Ingar i cellens forsvar mot fria radikaler. Deltar dven i omséattningen av
kolhydrater och fetter.

Brist: Hittills ej rapporterad hos manniskan. Hos djur: Skelettforandringar,
formodligen darfor att broskbildningen stors.

Molybden,
Mo?*

Finns i olika enzymer, bl a for urinsyraomséttningen. Hur amnet omsétts i
kroppen och vilken effekt det har ar annu ganska oként.

Brist: Man kanner inte till ndgra sjukdomstillstand som skulle bero pa
molybdenbrist hos ménniskan. Hos djur har man sett att lagt molybdenintag har
sankt aptiten och hdmmat tillvéxten.

Natrium.
Na*

Natriumjonen ar den viktigaste metalljonen. Den reglerar blodvolymen och det
osmotiska trycket. Normalt har vi 140 mmol/ dm? i den extracelluldra vétskan
men bara ca 10 mmol/dm? i den intracelluldra vatskan. Totalt ger det ca 90 g
NaCl i kroppen. Natriumhalten reglerar blodtrycket via ett hormon — aldosteron.
Symtom vid for lag halt av natriumjoner: Trotthet, latt huvudvark och
illamaende. Symptomen gar snabbt éver vid intag av salt och vatten. Vid
mycket for Iaga halter: Krakningar, aggressivitet, delirium och koma.

Selen, Se?*

Behovs for cellernas skydd mot fria radikaler. God funktion hos vissa vita
blodkroppar i kroppens immunférsvar. Skydd mot tungmetaller.

Brist: | Sverige ar jorden selenfattig. Sjukdom i hjartmuskulaturen sasom
muskelfortvining. Vegetarianer rekommenderas ta tillskott av selen och vit B1»

Zink, Zn%*

Behovs for manga enzymers funktioner, bl a vid transport av koldioxid fran
vavnaderna till lungorna och proteinsyntes. Zink binds ocksa till hormonet
insulin som reglerar kolhydratomséattningen i kroppen.

Brist: Forsamrad tillvéxt hos barn och tonaringar, forsamrat infektionsforsvar
och sarlakning, forandring i huden och avtrubbat smaksinne.

Rekommenderat intag per dag for ungdomar

Amne Mangd Amne Mangd

Fluor 1,5 mg Krom 0,05 mg

Fosfor 500 mg Magnesium 100 mg

Jod 0,15 mg Mangan 1-2 mg

Jarn 10-18 mg Molybden 0,10 mg
Kalcium 200 mg Natrium 1-3¢g

Kalium 29 Selen 0,05 pug + vit.E.
Koppar 2 mg Zink 9 mg
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Analys av sparamnen i receptfria mediciner och kosttillskott

Riskbedomning: Kaliumjodat, kaliumperjodat och vateperoxid dver 20% &r fratande och
oxiderande. Koncentrerade syror ar fratande. Organiska losningsmedel &r brannbara. Eftersom
laborationen bestar av manga moment, skrivs riskerna sarskilt ut pa dessa. Om inget annat
anges, anvands koncentrationer pa l6sningar med 1-2 mol/dm3. Var forsiktig vid vissa
arbetsmoment t.ex. foraskning i degel och kokning i provror. Anvand forklade och glasogon.
Laborationen sker i liten skala och bedoms vara mattligt riskfylld.

Generellt utforande for de flesta tabletterna:

1. Stot forsiktigt sonder en tablett i en mortel med pistill. En del tabletter ar harda! Var
noggrann sa du inte skvatter ut pulvret.

2. Tillsatt ca 2 cm?® avjoniserat vatten och rér runt med pistillen sa att allt som kan l6sa
sig gor det.

3. Tag ett pH-papper och doppa i lésningen. Anteckna.

Dekantera, filtrera eller sug med pipett upp den klara I6sningen. Gor forséken med
denna lésning.

Amne Analysbeskrivning Nagra exempel
Aluminium, Aluminiumsalter i I6sning ger med en blandning av lika | m&nga antacida
Al gg g g

volymer ammoniumkloridlésning och utspddd ammoniak en
gelatinds vit fallning som ar 16slig i saltsyra, attiksyra och i
utspadd natriumhydroxid men ol6slig i ammoniak.

Fluor, F Mortla tva tabletter med fluoridsalt och 6verfor till ett Fludent
provror. Tillsatt jarn(111)joner i roret samt i ett referensror Fluorette
utan tabletter. Tillsatt droppvis och lika mycket jodidjoneri  Dental
de bada réren tills jod syns i roret utan fluoridjoner. I det
roret bildas fritt jod enl. formeln. (Jod kan konstateras i en
organfas som fargas rodviolett. Se nedan.)

Fe* + 21" > Fe? +1
I roret med fluoridjoner bildas en komplexjon med
fluoridjonen. Fe3* + 6F — FeFg>

Jod, I 1) Jodidjoner i 16sning som behandlas med silvernitratlosning Kaliumjodid
ger en svagt gul fallning, som &r oloslig i utspadd Recip
salpetersyra och i ammoniak.

2) Nér jodidjoner behandlas med ett oxidationsmedel t.ex.
vateperoxid eller kaliumjodat (K103) bildas jod, som loser
sig i organiskt I6sningsmedel t.ex. heptan, petroleumeter och
ger en rodviolett farg at organfasen.

Jarn, Jarn forekommer som oorganiskt jarn, organiskt bundet i Duroferon

Fe?* Fed* hemoglobin och i tva oxidationstal, Fe(Il) och Fe(lIl). Las pa Erco-fer
innehallsforteckningen innan du gor analyserna. Ferritamin
1) Jarn(Il)salt i 16sning behandlas med Ferrom

. . yn
kaliumhexacyanoferrat(l11)l6sning (KsFe(CN)s) ger en Anjojirn

morkbla fallning som ar oldslig i saltsyra
2) Jarn (I1)joner oxideras till jarn(I11) med ett
oxidationsmedel i sur l16sning. Tag véteperoxid eller
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kaliumperjodat (KI04)

3) Jarn(ll)salt i 16sning surgdrs med saltsyra och ger med
kaliumtiocyanatldsning (SCN-) en blodréd I6sning.

4) Jarn(111) salter i 16sning behandlas med
kaliumhexacyanoferrat(l1)losning (KsFe(CN)e) ger en bla
fallning som ar oloslig i saltsyra.

5) Jarn(111) reduceras till jarn(I1) med natriumditionit

(Na2S204)

Kalcium,
Ca%

Kalcium forekommer i tablettform mest som svarlosligt
kalciumkarbonat.

1) Testa forst pa karbonatjonen: Los upp tabletten genom att
tillfora utspadda syror och lat koldioxiden avga.

2) Kalciumsalt i 16sning behandlas med ammoniumoxalat
som ger en vit fallning som &r oldslig i attiksyra och i
ammoniak men l6slig i utspadd saltsyra.

3) Kalciumkarbonat loser sig i 6verskott av koldioxid och
bildar 16sligt kalciumvéatekarbonat.

Calcichew
Kalcipos
Macalvit

Kalium, K*

1) Fukta kaliumsalt med nagra droppar koncentrerad saltsyra.
Varning ! Testa ’pastan” med bunsenbrénnare som ger lila

lagfarg.

2) Kaliumsalt i 16sning surgjord med é&ttiksyra behandlas med
natriumkoboltnitritlésning (NasCo(NO>)e), ger en gul eller
gul-orange féllning.

Riskbeddémning: Riskabelt arbetsmoment med konc, HCI

Kajos
Kaliumduretter
Kalium retard
Kaliumjodid
recip

Klor, CI-

1) Kloridjoner behandlas med silverjoner och ger en vit
fallning. Fallningen ar ol6slig i utspadd salpetersyra men
I6slig i utspddd ammoniak.

2) Da klorider upphettas med utspadd svavelsyra och
kaliumpermanganat (eller mangandioxid) bildas klorgas som
en svagt fargad gas. Gasen identifieras med stéarkelse-
jodidpapper som fargas blatt (alt tillsatt nagra droppar
kaliumjodid- och starkelselGsningar).

Kaliumdurett
Kalium retard
Kalitabs

Salures

Koppar,
Cu2+

1) Koppar faller ut som koppartiocyanat i narvaro av
sulfitjoner och svagt sur 16sning. | mycket sur 16sning blir

produkten 16slig.

2Cu?*+ 2SCN+ SO3%+ H20 — 2CuSCN(s)+ SO4%+ 2H*

2) Da 2 mol/dm?3 NHGs tillsatts en l6sning med kopparjoner
bildas blatt tetraaminkopparkomplex, Cu(NH3)4s*

Multivitamintabl
etter

Ascoxal

Krom, Cr3*

En tablett foraskas genom upphettning i en degel. Lat svalna.
Krom(l1l)jonen oxideras sedan till den orange-fargade
kromat(V1)jonen, CrO4%> med ett oxidationsmedel.
Oxidationen sker i l&tt basisk 16sning med véteperoxid.
Riskbeddémning: Krom(VI)joner &r carcinogent.

Multivitamin
tabletter

Rinil

Lomudal
Halsokostaffar

Magnesium,
Mg?*

For att I6sa magnesiumsalter i vatten behdvs ofta lite utspadd

salpetersyra.

Om lésningen behandlas med ammoniumklorid och ett

Link
Novalukol
Magnesiumrecip




overskott av ammoniak bildas inte nagon fallning. Rennie
Om en natriumfosfatlosning tillsatts den ammoniakalkaliska | halsokostaffar
I6sningen ovan bildas en vit fallning.

Mangan, En tablett féraskas genom uppvarmning i degel. Multivitamintabl
Mn?2* Mangan(l1)jonerna oxideras under forsiktig kokning med etter
kaliumperjodat (K1QO4) i sur I6sning till permanganatjon. Den
bildade jonen &r lilafargad i vattenldsning.
Riskbeddémning: Riskabelt arbetsmoment vid f6raskning

| halsokostaffar

Molybden, Det finns ingen enkel analysmetod. Identifiering sker med Multivitamin-
Mo?* atomabsorbtion. tapletter
Hélsokost
Natrium. Fukta natriumsalt med nagra droppar koncentrerad saltsyra. ~ Fluor-tablettetter
Na* Varning! Testa ”pastan” med bunsenbrénnare som ger gul Natrium-
lagfarg. bikarbonat

Riskbedémning: Riskabelt arbetsmoment med konc.HCI

Selen, Se?*  Det finns ingen enkel analysmetod. Identifiering sker med Mjallschampo
atomabsorbtion. Selentabletter

Svavel i Svavel oxideras till sulfat och identifieras som sulfat. Se Sevorex
organiska  nedan.. L&s ca 20 mg substans i 15 cm? vatten och tillsatt 2 mjallschampo
foreningar  cm? vateperoxidlosning. Lat oxidationen fortga och mot

slutet kokas lésningen forsiktigt i 10 minuter. Tillsatt vatten

om det &r nodvandigt.

Sulfatjon, Sulfatjoner bildar en fallning med bariumjoner. Féllningen & Fyllnadmedel

SO4* oléslig i saltsyra Ascoxal
Solvezink
Zink, Zn?*  Zinksalt i 16sning behandlas med Solvezink
kalilumhexacyanoferratldsning (KsFe(CN)e), ger en vit eller  Multivitamin-
gronvit fallning. Fallningen ar ol6slig i utspadd saltsyra tabletter

| halsokostaffar
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Till lararen

Aluminium,
Al*

Aluminium forekommer i var miljé men inte i organismer. Sura fédoamnen
som varit i kontakt med aluminium kan innehalla forhojda vérden. Vissa
antacida, medel som neutraliseras syror, innehaller aluminiumhydroxid.
Absorptionen i tarmen ar 1ag ty aluminiumjonens léslighet ar liten vid tarmens
pH. Aluminiumjoner kan binda till jarntransportdrerna vid jarnbrist.
Aluminiumjoner har hog affinitet till fosfatféreningar och lagras i skelettet dar
de ersatter kalciumjoner. Under en manniskas livstid tycks en langsam
ackumulering ske i neuroncellkarnor och detta misstanks ha samband med
Alzheimers demens.

Fluor, F

Fluoridjoner har frakturprofylaktisk effekt tillsammans med kalcium, D-
vitamin, dstrogen och anabola steroider. Fluoridjoner forekommer i olika
mediciner dar vate subsituerats. Motgift mot héga halter av fria fluoridjoner i
blodet &r mjolk eller laktat.

Jod, I

Kroppen innehaller normalt 80 umol jod (10 mg), det mesta finns i
skoldkorteln (tyroidea). Jod ar beroende av kontinuerlig tillforsel. Méngden
jod i kroppen &r proportionell mot utséndring i urin. Upptag av jod sker
genom aktiv transport.

Jod finns mest i havsfisk och endast Iaga halter i insjofisk, kott och
mejeriprodukter. Darfor tillsétts jodidjoner i salt.

Jarn,
Fe?* Fe3*

Hemoglobinhalten &r ett matt pa méangd jarn i blod. Venblod eller kapillarblod

tas i rér med EDTA (som antikoagulant). Fe?*oxideras till Fe* med Drakins

I6sning (kaliumcyanid och kaliumferrihexacyanid) och mats i

spektrofotometer vid 540 nm. Normalvéarde ar 110 —160 g/dm?3. Hoga varden

(>190 g/dm?) kallas polyglobuli och kan bero pa

e Absolut 6kning av totala hemoglobinvardet

e Lag halt av plasmavolym (vanligare) vid vatskeforlust, intorkning,
diabetes, diuretikaanvandnig

e Sekundar 6kning p.g.a. erytropoetinutsondring vid sjukdom

e Dopning av EPO (erytropoetin &r ett naturligt forekommande hormon som
reglerar mangden blodkroppar. Halten EPO 6kar vid vistelse pa hog hojd
eller med ’hoghdjds” trining)

e Stresspolycytemi hos rokare

Ldaga varden innebar anemi. Orsakade av t.ex. kraftiga menstruationer, vit B2

och/eller folsyra brist t. ex. hos veganer, malabsorbtion och/eller malnutrition,

alkoholism eller graviditet

Jarnbrist ar vanligt hos ménniskor i stora delar av varlden, mera séllan hos

djur. Jarn ar mera svartillgangligt i jordbruksprodukter &n i animalisk kost.

Det mesta av behovet av jarn kommer fran jarnets inre kretslopp, fran

sonderfallande erytrocyter. Absorption av jarn sker med vitamin C.

Kalcium,
Ca?*

Ca 2% dvs. 1,2 kg av kroppen bestar av kalciumjoner. 45 % ar i joniserad
form eller bundet till albumin. Kalcium behovs for musklerna och nervernas
funktion, for att bygga upp benvévnad och for att blodet ska koagulera.
Behovs dven for vissa enzymer och mot benskérhet.

Kalcium &r viktigt for :

o Neuromuskular funktion

o Hjéart-karlfunktion
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J Tromocytfunktionen och koagulering

o Na*/K* -pumpen och membranpotentialen

o Fungerar som antagonist till kaliumjonen
Ca?* regleras av vitamin D3, som &r den aktiva delen av vitamin D. Vitamin
D3 okar resorbtionen av kalcium fran njurar och 6kar dven resorbtionen av
fosfat fran tarmen.
Symptom: Trotthet, svaghet, muskelryckningar som kan 6ka till kramper i
framforallt i hander och fotter och stickningar kring munnen.

Kalium, K*

ar de viktigaste jonen i den intracellulara vétskan dar den uppratthaller den
neuromuskuléra transmissionen, deltar i H*-regleringen samt i Na*/K* -
pumpen. Kalium &r nddvandig for proteinsyntesen och manga enzymatiska
processer. | kroppen finns ca 3500 mmol. 75% av halten kalium finns i
musklerna

Symptom vid laga halter kalium: Nedsatt koncentrationsférmaga, trotthet,
irritabilitet, muskelsvaghet.

Klor, CI-

Ca 2,1 mol eller 75 g i kroppen. Kloridjonen ar den vanligaste extracelluléra
jonen. Natriumklorid aterupptas (resorberas) av njurarna. I magen finns 140
mmol/dm3. Svett innehaller ca 40 mmol/dm?.

Analys av natriumklorid sker vid misstanke pa cystisk fibros. Svett fran dessa
patient har hoga halter av natriumklorid.

Koppar, Cu®

Den totala mangden koppar ar ca 1,3 mmol (80mg). Den storsta delen &r

lagrad i levern bundet till depaproteinet metallotionein och i hjarnan. Koppar

absorberas i tarmen och transporteras med albumin. Koppar ingar i flera

enzymer t.ex.

e Cytokromoxidas tillsammans med jarn

e vid deaminering av lysin i brosk,

e i superoxiddismutas som tillsammans med ett zink-enzym oskadliggor
reaktiva peroxider och hydroxylradikaler.

Koppar forekommer i katekolaminmetabolismen (katekolamin &r grupp som

bestar av bl.a. dopamin, noradrenalin, adrenalin och ar transmittorsubstanser).

Vid Mb Wilsons sjukdom anlagras koppar till skadliga nivaer. Patienten med

den sjukdomen far en liten mangd penicillinamin som komplexbinder koppar.

Krom, Cr3*

Deltar i omséttningen av blodsocker. Brist ovanligt. Da krom forekommer
inom metallurgin, fargindustrin och i manga kemiskt tekniska sammanhang
forekommer forgiftningar inom vissa yrkesgrupper. Krom(I11) foreningar &r
svarlosliga, tas inte upp i kroppen och klassas inte som giftig. Daremot klassas
krom(VI) som giftig, carcinogen och ett miljogift. Krom(V1) tas latt upp i
tarmen eftersom den liknar sulfatjonen. D&r omvandlas den med
glutationsystemet till krom(111). Kromjonen bildar komplex med manga
biomolekyler, som troligen svarar for de toxiska effekterna.

Magnesium,
Mg?*

ar en intracellul&r jon och nddvéndig for

e Kaolhydrat-, protein-, lipid- och nukleinsyra-metabolismen.

e Na*/K*-pumpen

e  Oxidativ fosforylering i mitokondrier

e  Syntes av acetylkolin samt muskulaturens ké&nslighet for stimuli.

Det finns ca 1 mol i kroppen. Behovet 6kar vid uppbyggnad (anabolism) av
vavnad. Kaliumhalten paverkar upptaget av magnesium eftersom jonerna
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konkurrerar om samma resorbtionsmekanism.

Nagra orsaker vid lag halt av magnesium: Alkoholism, langvariga forluster
(krékningar, diarréer), kalciumbrist, sen behandling av diabeteskoma
Symptom: Trétthet, nedsatt koncentrationsformaga och depression. Patienten
har en kénsla av att vara inpackad i bomull samt upplever en osaker gang

Mangan,
Mn?*

Mangan forekommer som kofaktor vid glykolysen. Pyruvatkinas katalyserar
reaktionen nar ATP bildas genom Gverforing av en fosfatgrupp till ADP fran
fosfoenolpyruvat. Mangan deltar i fotosyntesen.

Molybden,
Mo?*

Vid nerbrytning av puriner (t ex fran nukleinsyror) ingar xantoxidas, ett
flavoenzym med molybden och fyra jarn-svavelcentra. Resultatet &r urinsyra.

Natrium,Na*

Natriumbrist kopplas alltid med vattenbrist da natrium bara kan utséndras
med vatten. Det ar den extracellulara véatskan (ECV) som paverkas.
Kombinerad vatten/natriumbrist sker pa tre satt

e Kirakningar, diarré och forluster av vatska, saltsyra och K+ och Na*

e Brannskador och kraftiga svettningar via huden

e Njurforluster med osmotisk diures och njursvikt

Natriumoverskott forekommer vid hoga vid okat intag av salt, dalig
njurfunktion och vid hjartsvikt.

Selen, Se%*

Ar en essentiell, icke metalliskt jon som liknar svavel. Selen tas upp fran

jorden till vaxter och inkorporeras i stéllet for svavel i aminosyrorna

selenocystein och selenometionin. Biotillgangligheten varierar beroende pa i

vilken form den tillfors i och okar i ndrvaro av antioxidanter vit. A, C och E.

Selen ingadr i aktiva centrum i glutationperoxidas (tre aminosyror = glutamat-

cystein-glycin) som katalyserar tva olika reaktioner

e reaktionen med peroxid och glutation (GSH): Denna reaktion sker dven
med katalas.

ROOH + 2GSH — H2O + ROH + GSSG

e Reducerar lipohydroxiperoxider till hydroxisyror

Brist: | Kina forekommer Keshansjukdomen som &r en kardiovaskulér

sjukdom hos framfor allt kvinnor och barn . Behandlas med framgang med

natriumselenit. Vid laga halter av selen: minskad prostaglandinsyntes, dkad

trombocytaggregation och lag glutationperoxidasaktivitet.

Zink, Zn%*

150-250 umol zink i kroppen. Mer &an 200 zink-metallenzymer har
identifierats. Nodvandig for tillvaxt, reproduktion och sarlakning.

Zink

e ingar i biomembran och i hormon-receptorkomplex.

o stabiliserar RNA- och DNA-strukturer och reglerar DNA-transkriptionen,
e deltar i celldelning, cellular immunitet och

European Pharmacopeia, 1977

Vatskebalans av Finn Redke Studentlitteratur ISBN 91-44-49181-6
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Hur kan ett proteins struktur paverkas?
En studie i intermolekylara krafter.

Naturliga proteiner ar polymerer av 20 olika aminosyror. Proteinets egenskaper bestdms av de
aminosyror som ingar i proteinet. Proteiner ar veckade och har en specifik tredimensionell
struktur, som halls ihop av vatebindningar och svavelbryggor, jonbindningar och van de
Waals krafter. Rymdstrukturen bildas spontant genom hydrofob effekt. Denaturering innebar
att proteinets naturliga struktur andras sa att proteinets funktion forloras. Hoga och laga pH-
vérden gor att proteiner denatureras genom att vatebindningar och jonbindningar bryts.
Denaturering kan ocksa goras med organiska losningsmedel, som medfor att 16sligheten for
sidokedjor pa opoldra aminosyror 6kar.

Proteinet som ska studeras kommer fran i en cyanobakterie (bla-gron alg), Spirulina.
Spirulina kan kopas i hélsokostaffarer och ats som néringstillskott med hoga halt av proteiner
och antioxidanter. Det protein som ska studeras kallas fykocyanin. Proteinet innehaller en
liten molekyl som sitter bunden i proteinet. Molekylen &r tetrapyrrol som samlar upp fotoner i
fotosyntesen. Om proteinkomplexet &r blatt sitter tetrapyrrol korrekt bunden i proteinet.

Protein
N cooH &

Proteinkomplexet kan emittera rétt ljus (fluorescens) vid belysning. Detta visar att fotoner tas
upp. Om fargen forsvinner (avfargas) sa ar inte tetrapyrrolen intakt eller korrekt bunden,
kanske har den till och med lossnat fran proteinet. Om fargen ar mjolkvit sa har aven proteinet
denaturerats.

Riskbeddmning: Urea kan vara miljoskadligt for vattenorganismer. Losningar samlas upp.
Aceton ar brandfarligt. Laborationen bedéms ha liten risk.

Utrustning: Mortel, pistong, sand, centrifug med ror, provror, UV-lampa, l16sningar (nedan)

Utférande:

1. Vag upp 0,5 g spirulinapulver eller ta en kapsel och héll ut innehallet.

2. Vag upp ca 0,5 g fin sand.

3. Mortla Spirulina och sand ordentligt i ca 3 min sa att alla cellvaggar gar sénder och

slapper ut proteinet. Ju mer du mal desto battre utbyte.

4. Dela upp innehallet i tva centrifugror och tillsatt 7 ml 0,1 mol/dm? fosfatbuffert pH 7 i
varje ror. Satt kork pa roren och blanda genom att vanda roren eller réra med en
glasstav. Se till att roren véager lika mycket vid centrifugeringen.

Centrifugera i en bordcentrifug i ca 2 min.

6. Efter centrifugeringen sug upp med pipett sa rent som mojligt supernatanten
(6verldsningen). Du bor ha fatt fram en klar och morkbla l6sning. Spad den med
fostatbuffert till ca 15 cm3 (Om losningen ar gronfargad sa centrifugera annu en gang
eller filtrera 16sningen genom ett filterpapper till en E-kolv. Bt filterpappret med lite
buffertlosning fore filtreringen.)

7. Gor foljande experiment och fyll i tabellen. Till 13 ror tillsatts 1 cm? proteinlésning
och 5 cm? av foljande l6sningar:

o

93



Tills&tt
foljande
I6sningar till
proteinlosning

Hur ser 16sningen
ut?

-klar eller grumlig
-bla eller vit

Ger l6sningen rod
fluorescens vid
belysning? Hur
manga % av referens

Ar proteinet intakt, eller
denaturerat? Vad ar
orsaken till denaturering

0,10 mol/dm3
fosfatbuffert
pH 7 (Ref.)

Referens
klar
bla

100%

Proteinet ar intakt

0,10 mol/dm3
natriumklorid

Dest.vatten

Aceton

6,0 mol/dm?3
Urea

Ca 5%
tvallésning

1,0 mol/dm3
sackaros

1,0 mol/dm?
HCI

1,0 mol/dm3
NaOH

1(

Kyld
0,10 mol/dm3
fosfatbuffert

11

0,10 mol/dm3
fosfatbuffert,
varm till 50°C

17

fosfatbuffert,
skaka mycket
kraftigt

1:-
<
(e

Testa med en
tungmetalljon
t.ex. Pb?*

Hur paverkar aceton, syra och bas, kyla/varme och skakning proteinet och varfor?

Urea ar mycket vattenlosligt och har starka intermolekylara krafter. 6 mol/ dm? ar mojligt att
tillverka. Vilken molekyler binder starkast till vatten, proteinet eller urean?

Hur klarar proteinet socker, tval och salt?
Rapporten ska innehalla: Resultat och forklaringar till varje delexperiment.
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Till lararen:

Tillsatta Resultat Orsak och forklaring
I6sningar
1 | 0,10 mol/dm? | Bla Ratt pH och jonstyrka for att proteinets struktur ska
fosfatbuffert bibehallas
pH7
2 | 0,10 mol/dm? | Bla Ratt pH och jonstyrka for att proteinets struktur ska
natriumklorid bibehallas. Koncentrationen av fosfat ar tillracklig for
att ge ratt pH.

3 | Dest.vatten Bla Ratt pH och jonstyrka for att proteinets struktur ska
bibehallas. Koncentrationen av fosfat &r tillracklig for
att ge ratt pH. Utspédningen ar minimal

4 | Aceton Grumlig/vit | Aceton andrar l6sningens polaritet. Proteinet
denatureras eftersom l6sligheten for opolara aminosyror
okar. Aceton ar en vattenloslig keton som star i jamvikt
med enolformen (liknar alkohol)

5 |6,0mol/dm® | Klar losning | Liten molekyl som binder upp vattnet med

Urea Tl vatebindningar, hydrofoba effekten paverkas, proteinets
Alt.fallning N . N
struktur andras , t ex runt tetrapyrrol. Proteinet kan dven
aggregera och bilda en féllning. Urea “tar allt vatten™.
6 | Ca5% Klar 16sning | Tvalens lipofila dnde “kryper in i proteinet”, bryter upp
tvallosning strukturen. Proteinet hélls i 16sning eftersom tvalens”
poldra ande ger en polar funktion till proteinet.

7 | 1,0 mol/dm® | Blatt Koncentrationen av fosfat ar tillracklig for att ge ratt pH.

sackaros Sackaros har ingen egen effekt.

8 | 1,0 mol/dm?® | Vitteller Paverkar vatebindningar och jonbindningar. Mangd och

HCI Klar tid inverkar
9 |[1,0mol/dm® | Klar eller Paverkar vatebindningar och jonbindningar. Mangd och
NaOH vitt tid inverkar
10 | Kyld Blatt eller Strukturen kan andras eftersom molekylers rorelse
fosfatbuffert m(3rkare minskar. Forstorsﬂ dock normalt inte om inte sénks sa att
blatt vattenstrukturen dndras.
11 | Fosfatbuffert, | Vitt Proteinet denatureras. Okad varmerdrelse stor de
varm i intermolekyléra intraktionerna
vattenbad

12 | Fosfatbuffert, | Vitt skum Mekanisk chock. Det ska bildas en skum ovanpa

skaka i minst | vit/klar I6sningen. Proteinet &r inte langre vattenlosligt.
2 minuter I6sning
13 | Tungmetall- | Vi fallning | Det bildas en irreversibel fallning med svavlet i

jon

metionin.
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Isolering och spektrofotometrisk analys av ett protein
Denatureringsstudier av icke-kovalenta krafter i ett protein i Spirulina

Aminosyrorna bestdmmer den primdara strukturen i ett protein. Veckningsmonstret i proteinet
uppehalls av svavelbindningar och bibehalls av de icke-kovalenta krafterna. Dessa ar:

1. Van der Waals krafter,

2. Vétebindningar,

3. Elektrostatisk interaktion och

4. Hydrofoba effekter.

Varje forandring i en proteinlosningen kan paverka dessa krafter och proteinet kan
denatureras. Denatureringen kan ske reversibelt eller icke reversibelt. For att studera
forandringar i ett protein kan man variera

a)Temperatur,

b) Jonstyrka,

¢) pH,

d) Polariten hos proteinet eller

e) Tillsats av kaotropiskt medel. Guanidin HCI, urea och kaliumtiocyanat okar 16sligheten av
icke poléra substanser i vatten och stér den hydrofoba interaktionens kontroll i proteinets
veckning.

Spirulina kan kopas i hdlsokostaffarer och ats som néringstillskott fér med hoga halt av
proteiner och antioxidanter Du ska studera ett fykobiliprotein, ett proteinkomplex hos den
procaryota blagronalgen, Spirulina.. Proteinkomplexet sitter membranbundet i tylakoiderna
och deltar i fotosyntesen. Det bla intakta proteinkomplexet ger ifran sig ett rétt fluorescerande
ljus nar man lyser med en UV-lampa pa provet (254nm). Detta kan man dven se med ett
obevépnat 6ga!l

Proteinkomplexet kallas fykocyanoblobilin och bestar av proteinerna allofykocyanin och
fykocyanin. Proteinerna kan identifieras genom absorbans av synligt ljus. Allofykocyanin har
sitt absorbtionsmaximum (Amax) Vid 650nm och fycocyanin vid 625nm. Pigmenten bestar av
tetrapyrroler som ar kovalent bundna till polypeptider med svavelbryggor fran cystein.
Proteinkomplexet &r kansligt mot forandringar i 16sningen. Varje forandring kan registeras
med absorbtionsspektrum.

Olika lab-grupper far olika denatureringsmedel och redovisar resultaten for kamraterna.
Riskbeddmning: Urea och kaliumtiocyanat &r miljofarlig i hdga koncentrationer.

Protein Protein
“Cys cooH GOOH
Fig. 1. Strukturen av den H CH3C"'-- o
fotoninféngande delen hos 3~
fykocyanoblobilin binder H A
kovalent till polypeptiden y ~
med en cystein o N~ A o)
I I
i H ! +'|
Losningar och material:
Spirulina 8M kaliumtiocyanat
0,1 mol/dm? kaliumfosfatbuffert pH 7 etanol
Ammoniumsulfat 30mM éttiksyra
8M urea 30mM natriumhydroxid
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Utférande: Denna mangd racker for en hel labgrupp.

1. Vag upp 2 g spirulinapulver eller tom 4 kapslar tillsammans med lika mangd sand. Mortla
sonder cellvaggarna i 4 minuter. Effektiv malning 6kar utbytet.

2. Overfor massan med ca 50 cm?® 0,1 M kaliumfosfat pH 7 buffert till centrifugror och
centrifugera ner partiklar i en bordcentrifug.

3. Pipettera av 6verl6sningen (supernatanten) till en 250 cm? bagare och tillsatt buffert till ca
100 cm?.

4. Fall ut fykobiliproteinerna genom att tillsatta 29,5 g ammoniumsulfat. Ror forsiktigt i 15
min och centrifugera ner fallningen i maximal hastighet ca 10 min.

5. Slang bort supernatanten (supen) och 16s upp fallningen i 25 cm? fosfatbuffert. Losningen
kan forvaras i kylskap i ca en vecka.

6. Var noga med att mata upp ratt méngder av de potentiella denaturanterna.

a) 8 M urea e) 30 mM attiksyra

b) 8M KSCN f) 30 mM natriumhydroxid

c) etanol g) tillférd varme fran 20 till 50°C
d) destillerat vatten h) aceton

Forsoksplan for urea, kaliumtiocyanat, destillerat vatten, attiksyra eller
natriumhydroxid

Ror nr | Volym fykobili- Volym K2POs- | Volym av potentiell |pH vid HAc/ Absorbans vid
proteinldsning buffert (cm3) | denaturant (cmq) NaOH eller 625 nm
(cmd) temp. (20-50°C)
1 0,10 3,00 0,00
2 0,10 2,25 0,75
3 0,10 1,50 1,50
4 0,10 0,75 2,25
5 0,10 0,00 3,00
Forsoksplan for etanol
Ror nr | Volym fykobili- Volym K2POs- | Volym av potentiell | Absorbans vid
proteinlosning (cm®) uffert (cm®) | denaturant (cm?3) 625 nm
1 0,10 3,00 0,00
2 0,10 2,60 0,40
3 0,10 2,20 0,80
4 0,10 1,80 1,20
5 0,10 1,50 1,50

7. Gor en graf pa ror nr 1 genom att mata varje 25 nm med start fran 500 till 750nm. P&
évriga ror gors matningar pa 625nm eller den vaglangd som har den hogsta absorbansen.
Samma vaglangd for hela gruppen

8. Studera skillnaderna i absorbans. Redovisa resultaten infor gruppen
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Till 1araren:

Proteinreningen kan goras i forvag till hela gruppen. Istéllet for att mala sonder cellvaggarna
kan man ta en sondikator eller inkubera med lysozym (0,1 mg/ml enzymkoncentration)i 1
timme vid 37°C. Om lésningen ar gron sa finns det klorofyll kvar. Narvaro av klorofyll gor att
man inte kan se fytocyaninets fluorescens men paverkar inte denatureringsstudierna. Gor en
ny centrifugering. Kaliumfosfat och kaliumtiocyanat kan ersattas med motsvarande
natriumsalter. Aceton har samma effekt som tillsats av dodecylsulfat (SDS)

Detergent Resultat och férklaring
Urea Konkurrerar om vattnet.
Kaliumtiocyanat Hoga halter faller proteinet (Se nedan abs 0,820)
Dest.vatten Ingen storre paverkan. Bra som jamforelse!
Etanol Stor den hydrofoba effekten. Proteinet kan denatureras vid héga halter
Attiksyra Har lite paverkan. Koncentrationen kan inte hojas ty da denaturerar
proteinet. Ta upp diskussion om isoelektrisk punkt
Natriumhydroxid Har lite paverkan. Koncentrationen kan hojas se nedan
Varme Ej kontrollerat men bor denaturera proteinet vid hdga temperaturer
Absorbans
ROor nr Urea KSCN Etanol Dest vatten HAC NaOH varme
1 0,309 0,313 0,320 0,340 0,344
2 0,295 0,293 0,090 0,320 0,336
3 0,260 0,245 0,085 0,301 0,287
4 0,178 0,253 0,320 0,305 0,336
5 0,174 0,176 0,031 0,295 0,372
6 0,072 0,820 0,090 0,288 0,325

Man kan dven ta andra dmnen eller koncentrationer sdsom

foi%lfﬁgoﬁsl (lil';ohﬁ' ]NQ?)H absorbtionsspektra for spirulina
M 1,6

0,345 0,312 0,310 i: A

0,350 0,337 0,174 £ \/// \\/\\
0,357 0,342 0,065 5 08 \
0,392 0328 0,106 <0 \
0,405 0,210 0,062 02

0,425 0,159 0,040 ’ 500‘525‘550‘575‘600‘625‘650‘675‘700‘
J.Chem.Edu. 2000 77 1458 vaglangd (nm)
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Tillverka tiohydantoin med en mikrovagsugn

Teori: Tiohydantoin &r ett utgangsamne till nagra mediciner tex vid syntetisk tillverkning av
hormonet tyroxin. Organisk syntes med hjalp av mikrougn &r en teknik pa starkt kommande.
Fordelen &r att man kan ha hogt tryck och temperatur, syntestiden gar ner och produkten blir
renare. Man anvander en speciell mikrovagsugn och inte ugnar for hemmabruk.

Du ska i denna laboration anvanda dig av en konventionell ugn for hemmabruk nér du
tillverkar din tiohydantoin.

Utgangsamnen: Fenylisotiocyanat och en N-substituerad aminosyra. Har ser du
reaktionsformeln nér man som i detta fall anvander N-metyl glycin (Sarcosine)

O -
EtOH (85%) \@N
N

NCS -
HsC OH
+ ~ ITI/\H/ ©/

H O + H0

Fenylisotiocyanat N-metylglycin Tiohydantoin

Utforande:

1. Vag upp 5 mmol fenylisotiocyanat och 5 mmol N-metylglycin. i en kolv. (Ekvivalenta
mangder)

Tillsatt ca 10 cm? 85% etanol
Satt in kolven i en vanlig mikrovagsugn och satt pa maximal effekt i 3 minuter
Ta ut kolven och se om tiohydratiolen faller ut. Om inte kor ytterligare 2 min

o ~ W

Filtrera genom filtertratt med sugfiltrering. Tvétta fallningen med kall etanol. Sug torr och
vag produkten

Rapport: Rakna ut molférhallandet mellan fenylisotiocyanaten och den N-substituerade
aminosyran. Berakna utbytet fran den foreningen som det fanns minst av (begransande
reagens).

Titta i FASS eller en 1d&kemedelsbok efter lakemedel som liknar tiohydantoin. F6rsok att se
om man kan anvanda tiohydantoiner vid syntes av dessa l&dkemedel.
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Till lararen:

Har nagra exempel dar en tiohydantoin kan ha varit utgangsamne.:
Tiokrom liknar dven Vitamin B (tiamin)

Tiopental

Kloropromazin verksam substans Hibernal

Karbimazol, Tiamazol (Thacaprazol)och Propyltiouracil (Tiotil)
Hydantionderivat som phenytoinum och fosphenytoinum

Tag ca 500 mg N-metylglycin och 750 mg fenylisotiocyanat.

Om man anvander andra N-metylerade aminosyror an den foreslagna N-metylglycin sa
behovs en bas. Tillsétt en ekvivalent mangd trietylamin (EtsN) eller pyridin.

Tiden kan variera beroende pa mikrovagsugnens effekt. Men ca 1 min vid 45 °C borde ge bra
resultat. Etanol har en ganska hog dielektricitetskonstant och tar upp varme bra. Dipoler tar
upp vagorna battre an icke dipoler.

Om inte produkten faller direkt, sa vanta ett tag och/eller tillsétt lite vatten.

Mekanismen liknar Erdman degradering av polypeptid, men eftersom aminosyran &r
substituerad far man en direktomlagring och en ringslutning.

D c
NCS Ho— N
H3C\N/\|(OH H
| g

H 0] : N:C\\S

c
ﬁ&f{c/ \N§CH3
0 V€
\vN/ N-= Vg

-

CHj

Av Jacob Westman, Personal Chemistry, Uppsala
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Sakerhetsforeskrifter vid mikrobiologiskt arbete

Vid mikrobiologiskt arbeta finns det i princip tre sétt att bli infekterad av de organismer som
man arbetar med.

e Genom huden, sarskilt om den ar skadad
e Genom munnen och slemhinnor
e Genom luftvéagar

Generella sdkerhetsforeskrifter

1. Tvatta handerna med tval och vatten fore, efter laborationen och vid ev. avbrott i arbetet.

2. Rengor pa bankar och i dragskap fore och efter arbete med 70%-ig etanol. Anvéand hela
tiden personligt skydd — glasogon och labbrock (med langa drmar). Bind upp haret!

3. Alla mikroorganismer ska betraktas som potentiellt patogena.

4. Anvind ej peluesboll for att pipettera I6sningar med mikroorganismer. Om du dnda maste
gora det proppas pipetterna med bomull for att forhindra spridning.

5. Allt infekterat material ska avdddas innan det slangs eller diskas. Detta gors beroende pa
mikroorganism, material som ska rengéras mm
a) genom autoklavering (upphettning i 20 minuter med 1 atm 6vertyck),
b) nedsénkning i 70 %-ig etanollésning (s.k medicinsk sprit)
¢) 10% klorin-16sning (natriumhypoklorit)

6. Oppna mogelplattor med stor forsiktighet sa att inte sporer dammar ut. Inandning kan vara
riskabelt.

7. For aldrig en platinds med mikroorganism direkt in i en laga. Da stétkokar namligen
vattnet och en aerosol av mikroorganismer uppkommer. Detta ar ett av de mest kritiska
arbetsmomenten da stora mangder mikroorganismer kan spridas genom ovarsamhet.

Forberedelser fore varje arbetstillfalle med mikrobiologisk arbete

Infor varje laboration dar det forekommer mikroorganismer skall laborationshandledningen
vara genomlast. Elever som inte visar nddvandiga kunskaper och forstaelse far ej laborera
forrén detta har inhdmtats.

Riskavfall Sterila pipetter, E-kolvar, medier mm. lamnas ut vid laborationens borjan. Tank pa
att bryta sterilforseglingar sa att innehallet inte kontamineras med mikroorganismer. Utlamnat
material aterlamnas pa sarskild plats. Petriskalar med mikroorganismer, objektsglas och
engangsutrustning kastas i ritt typ av riskavfallskartong mérkt ”Smittforande glas eller

papper”’.
Disk Anvénda I6sningar av mikrobiologiska kulturer samlas in i ett gemensamt kérl och

autoklaveras fore disk. Infekterat glas placeras i diskkorgar, vilka sedan tas om hand och
diskas. All markning med tejp, penna etc. skall dock tas bort forst.

Agarmedier Naringsmedier med agar bereds i mangder efter behov. Agarn behdver inte
smaltas, utan flaskorna autoklaveras med I6st atdragen kork. Plattorna gjuts eller agarn
tempereras till 50°C for senare gjutning. Flaskorna ska fore autoklavering markas med
spritpenna pa maskeringstejp (Markning direkt pa glaset forsvinner vid autoklavering).
Overbliven agar far inte spolas ner i vaskarna, d& man latt far agarproppar i avloppssystemet.
Agarn halls i plastpasar som tillsluts och kastas. Flaskorna maste sedan omedelbart skoljas ur
I hett vatten.
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Systematisk lakemedelsutveckling
Anteckningar efter samtal med Fil.dr. Kent Axelsson, Biovitrum

Att fa fram nya ldkemedel dr en grannlaga uppgift. Med en systematisk metod “finkammas”
alla méjligheter. Metoden heter High throughput screening. Man kan snabbare fa fram aktiva
substanser som testas och sedan modifieras for att sa smaningom komma till fram till en
lakemedelskandidat. Lakemedelskandidaten gar vidare till kliniska prévningar. De kliniska
provningarna indelas i tre faser innan ett nytt lakemedel kan tillverkas, saluféras och
anvandas. Har en genomgang av proceduren fran idé till den inledande kliniska prévningen.
Biovitrum &r ett bioteknikforetag som har avknoppats fran Pharmacia. Affarsidén ar att ta
fram lakemedelskandidater, som sedan saljs vidare till andra lakemedelsforetag.

Man har identifierat tva stora indikationsomraden, dar man vill utveckla nya lakemedel. Det
handlar om de metaboliska sjukdomar: diabetes och fetma

“High throughput screening”.

Man kan hitta nya mediciner genom att extrahera biologiskt aktiva féreningar ur naturen. Det
kan dock vara ett médosamt projekt med varierande resultat. Nu utvecklas potentiella
lakemedel genom ett nytt tinkesétt och ett nytt koncept, "High throughput screening” , dvs.
snabb genomsokning med hjélp av kemiska bibliotek. I ett kemiskt bibliotek med kemiska
foreningar med mycket varierande egenskaper.

DNA fran manga organismer ar idag kartlagda. | Hugoprojektet (Human Genom) har man
bestamt det manskliga genomet. Evolutionart lagre stdende arter har likheter med manniskans
DNA-kedja. Manskliga gener kan darfor sig uttryckas i bakterie- eller insektsceller. Aven
rekombinanta humana proteiner kan produceras i cellodlingar som efter rening anvandas som
lakemedelstargets. Proteinerna testas med substansbiblioteket.

Targetvalidering Tid: 6-12 man

En sjukdom kan bero pa att for mycket, for litet eller felaktigt protein bildas. Detta kan bero
pa fel i DNA-kedjan, fel i regleringen eller fel i kontrollen av ett genuttryck. Det kan vara en
forandring i ett operon eller i en repressor (de reglerar transkriptionen). Felet kan vara arftlig
eller inducerat av nagot i miljon eller livsstilen.

For att utveckla ett lakemedel mot en sjukdom maste man forst identifiera felet och
sjukdomens konsekvenser, den sa kallade maltavlan eller ’target”. Man kan forédndra genen
som kodar for tillverkning av ett protein genom:

- mutation

- knock-out (inaktivering av en gen).

- amplifiering (forstarker sa att det finns manga duplikat)

och far pa detta satt fram symptomen for sjukdomen.

Forandringen paverkar cellerna sa att mer eller ibland mindre mangd av ett protein tillverkas,
beroende pa vilket mal (target) man har valt. Férandringen kan vara:

- ett enzym som kanaliserar en reaktion

- ett hormon

- en receptor

- ett protein

- en jonkanal mm,

Targetproduktion. Tid: 2-3 man.
| detta skede véljer man en lamplig celltyp for cellodling. I cellen transfekteras en vektor in
med hjalp av traditionell hybridteknik. Ett restriktionsenzym klipper upp DNA-kedjan och en
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extra DNA-kedja satts in. Enzymet ligas atersluter kedjan. Vektorn &r den DNA-strang som
kodar for ett humant protein t.ex. en insulinreceptor.

Analys(test)utveckling Tid: 2 man

Pa sma plastkulor av polyvinylklorid satts en bit av den konstanta delen av en antikropp fran
mus (1). Om man vill studera t.ex. insulinets inverkan pa cellen, satter man pa en anti-
insulinreceptor (2), alltsa ett antikropp mot manniskans (human) insulinreceptor. En sadan
antikropp fas om man sprutar in receptorprotein i en mus. Da bildar musen en antikropp mot
den manskliga insulinreceptor. Pa anti-insulinreceptorn (2) faster sig nu human-
insulinreceptorn (3). Pa den yttersta receptorn, som ar human, kan ett humant insulin fasta.
Insulinet som anvands kopplas i sin tur till ett fluorescerande amne. Amnet stor inte effekten
hos insulinet. Om man inte hittar ett fluorescerande &mne med l&mpliga egenskaper kan man
isotopmarka insulinet. Nar insulinet binder till receptorn, avges en ljusstrale, som kan métas i
en scintillator (en apparat som bestdammer fluorescensen). Fluorescensen &r proportionell mot
antalet markta insulinmolekyler som faster. Kemikalier fran ett s.k. kemibiblioteket tillsatts i
olika brunnar och far tavla med insulinet. Om en kemikalie faster sig snabbare och/eller med
hogre attraktionskraft an insulinet, sa blir det inget utslag pa scintillationsraknaren. Man har
fatt en sankning av aktiviteten.

@Dt% > R

Kula+antimus(1) ~ anti-receptor (2)~receptor frdn manniska (3)
insulin (4) tdvlar med ”1dkemedel”(5)

HTS med kemiskt bibliotek Tid: 1-2 veckor Antal: ca 25000

| ett kemiskt bibliotek finns ett stort antal olika molekyler. Det innehaller ett urval av
kemiska/biologiska egenskaper som sura, basiska, lipofila, hydrofila, elektronegativa, stora
och sma molekyler. Listan kan goras lang. De representerar en “’divergerad kemisk rymd” och
bestar av ungefar 25000 substanser. Alla dessa &mnen testas genom att en robot satter till vart
och ett av amnena till en framodlad target t.ex. ett humant enzym. Resultatet méats darefter
med en val karakteriserad och standardiserad matmetod (assay). Om man har fatt en effekt av
nagot slag (en interaktion) av ett &mne sa kallas resultatet en "hit”. Helst vill man ha flera
“hits”. ”Hitsen” testas sedan i sa kallade dos-responskurvor och man raknar ut Kj for

reaktionen. Kj = inhibitions-konstant, Ett lagt varde pa Ki (<100 nM) tyder pa att det &r en bra

hammare. Det optimala &r att vid olika koncentrationer har man olika responser sa att det
bildas en sigmoidal dos-responskurva, dvs. ju mer av @mnet desto storre effekt. Om amnet
inte har en dos-responskurva sa betyder det att amnet inte kan utsondras. Da kan man inte
reglera effekten, utan amnet kommer att ackumuleras i kroppen. Detta kan ge svara
doseringsproblem och &r helt oacceptabelt. Substansen kan inte anvandas som lakemedel.
Substanserna rankas efter aktivitet och efter Kj (inhibitionskonstant). Laga véarden pa K;

efterstravas. Man énskar fa fram cirka 25 olika potenta substanser med lampliga dos-
responskurvor.

Kombinatorisk kemi, Substansoptimering Tid: 12-18 man

Man studerar de 25 substansernas egenskaper och forsoker forsta hur och varfor substanserna
kan fasta till receptorn, samt vilka likheterna och olikheterna som finns. Man syntetiserar ett
varierande antal (300-500) analoger till dessa potenta substanserna genom att tillsatta
substituenter och testa deras aktiviteter. Dessa kallas ”Lead finding” och ”lead”- optimering
vilket slutligen ger ”lead candidates™ (1-4st).

103



Preklinisk forskning Tid: 2-3 man

Nu testas ”lead candidates” genom celluldr test med djurceller Man studerar hur

- substanserna kommer in i cellen

- snabbt de tas upp

- de omstts

- de metaboliseras (nedbryts)

- de utsondras

- stor l6sligheten ar i cellen

Om en substans inte tas upp i cellen, men annars har intressanta egenskaper i cell-fria system
gar substansen tillbaka till organkemisterna. Da kan t.ex. en hydroxylgrupp pa substansen 6ka
16sligheten, och sedan testas detta pd nytt. Denna process ar ocksé en del av "Lead”
optimering. Lakemedelskandidater gar vidare for att testas i djurforsok.

”Proof of principle” och toxicitet Tid: 3-6 man

Den basta eller de basta kandidaterna underséks vidare och en validering sker. Detta sker dels
in vivo dels in vitro. In vivo ska enligt reglerna testerna ske med minst tva djurarter (gnagare
och daggdijur). Ofta anvands ratta och ett annat djur som inte ar gnagare, t.ex. hund eller apa.
Man foljer naturligtvis upp, om man fortfarande erhaller avsedda effekter, om man far 6kade
eller minskade biverkningar och &mnenas toxiciteten.

Klinisk testning Tid. 2-3 man
Fas 1 ar test pad manniska dar friska, frivilliga man testas. Syftet ar att fa fram information om
tolerabelt dosintag, ldkemedlets absorption, metabolism och biverkningar.

Fas 2 och fas 3 Tid:3-4 ar

Denna fas omfattar kliniska test pa riktiga patienter. Patientgruppens alder och kdn bor
variera, men far inte ha andra sjukdomar &n den som undersoks. Man optimerar effekten i
dos-respons studier och tittar pa biverkningar.

Biovitrums och andra mindre lakemedelsféretags affarsidé: Parallellt med den inledande
kliniska fasen forsoker man sélja hela konceptet till ett storre lakemedelsbolag, som kan géra
de stora kliniska prévningarna (Fas 3). De kliniska provningarna ar dyrbara och tar lang tid.
Om produkten séljs ut, sa ar det nu forst som den kan regenerera pengar. Ett komplicerat
kontrakt sakerstéller villkor och garantier for ev. framtida produkt. Royalties &r vanliga.

Alla kandidater kommer aldrig sé& langt som till ”’lead” optimering, utan ett projekt kan
avbrytas nar som helst. Pa Biovitrum arbetar ca 200 personer med ca 15 parallella och olika
projekt. De anstallda har ofta en akademisk utbildning, ofta fran hogskola och universitet.
Biokemister, organiska kemister, l&kare, apotekare och farmakologer finns representerade.
Manga ar disputerade.

Kent Axelsson arbetar som forskare med ansvar for analys(test)utveckling inom flera projekt.
Han ar disputerad biokemist fran Stockholms Universitet. Han har varit med om att utveckla 2
rekombinanta tillvaxthormoner (Somatonorm, Genotropin) och en rekombinant tillvéxtfaktor
(IGEF). Han tycker att det &r ett spannande arbete och angrar inte sitt yrkesval. Ibland kan det
vara tungt att lagga ner en lakemedelskandidat som man arbetat pa lange. A andra sidan, s&
kanns det som att vinna hogsta vinsten pa lotto nar det gar bra, sager Kent med glimten i dgat,
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Ett screeningsforsok enligt High throughput screening

Teori: Du ska fa fram en lakemedelskandidat till en tankt sjukdom. Sjukdomen yttrar sig sa
att kolhydrater bryts alldeles for fort ner till mono- och disackarider. Du har tillgang till ett
kemiskt bibliotek med manga olika &mnen. Alla @mnen har olika egenskaper. Du ska ta fram
den eller de basta substanserna, som kan hamma enzymet.

Starttarget ar det 6veraktiva enzymet amylas. Amylas bryter ner starkelse till disackariden,
maltos som senare bryts ner till glukos. Saliv innehaller amylas.

Material: 16 brunnar- microtiterplattor med Iésningar se nedan,
1% stérkelseldsning,

amylasldsning eller saliv,

jodldsning,

I6sningar av kopparsulfat och natriumhydroxid,

microvagsugn eller varmeskap.

Riskbeddémning: Laborationen anses ha liten risk. Natriumhydroxid &r fratande. Kopparsaltet
samlas upp bland tungmetaller.

”Det kemiska biblioteket” bestar av substanser som kan stimulera eller hamma
starkelsenedbryningen. Det kan vara

- syra som koagulerar enzymer

- bas som forstor enzymet

- joner av tungmetaller som binder kovalent till svavel i aminosyran cystein

- koncentrerad ammoniumsulfatlosning som genom sin hdga jonstyrka far enzymet att falla ut.
Utfallningen &r reversibel genom tillsats av vatten

- aceton/etanol organisk I6sningsmedel konkurrerar med vatten och enzymet faller ur

- tom brunn som en referens eller nolla. Har & maximal nedbrytning.

Targetvalidering och homogen assay
Till en platta med brunnar som innehéller ”det kemiska biblioteket” och en svag
stérkelslosning satts amylas i form av lika stor mangd saliv. Enzymet &r mest aktivt vid

kroppstemperatur. Lat mikrotiterplattan sta i 370C i 15 min i varmeskap eller 6ver ett
vattenbad med lamplig temperatur. Lat aldrig temperaturen ga 6ver 379C da kan enzymet

koagulera (denaturera) och blir overksamt.

Screeningmodellen. Tillsatt en droppe jodlsning. Jod fargar starkelse blatt.

Proof of principle Gor Trommers test for att konstatera var det har bildats glukos. Tillsétt en
droppe natriumhydroxid och en droppe kopparsulfat. Sétt in plattan med brunnar i
mikrovdgsung for “framkallning” av ro6d koppar(I)oxid.

Skriv rapport och anvand sa manga medicinska termer du har lart dig!
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Till lararen:

Test av placebo-effekten.

Denna laboration &r tankt att mata effekten av placebo. Kop nagra tabletter av olika farg men
med samma utseende. Det kan vara svart att fa tag pa tabletter som inte eleverna kanner till.
Vi har sett EMSER-tabletter med olika farger. Man kan lagga dem i vatten ett tag och ta bort
den blanka hinnan och/eller farga tabletter med karamellfarg och lata dem torka.

Informera eleverna att de ska delta i en klinisk prévning pa en medicin som gor att:
Vélj nagot av foljande:

e Hjarnan fungerar battre pa matematiklektioner

Effekten pa fysisk traning blir patagligt hogre

Man kommer att sova mer effektivt, behover inte lika mycket somn eller
Sockersuget kommer att ga ner

Nagot annat

Hall upp den ena sorten (fargen), medan du berattar om effekten. Pa detta satt kommer du att
paverka elevgruppen nagot. Ség att leverantdren vill testa vilken av tabletterna som ar mest
effektiv. Dock finns en indikation att den ena tabletten kommer att ge nagra biverkningar.

Dessa kan vara (valj efter grupp och tillfalle).
e visst illamaende

6kad/minskad vattenkastning

Okad /minskad aptit

Okad yrsel

nagot annat

Be eleverna fylla i en anamnes (hédlsodeklaration) och ge slumpvis ut tabletterna. Be eleverna
markera i anamnesen vilken sort de fick. Ge eleverna en eller tva tabletter med instruktioner
hur de ska tas.

Nasta gang (senare pa dagen) far eleverna fylla i den andra anamnesen. Sammanstall
resultatet och rakna ut statistiskt om det finns nagon skillnad

Illamaende Ingen paverkan | summa

Gron tablett 12 3 15

Ra&d tablett 5 10 15
summa 17 13 30
Prediktionsvarde (FOrvantningsvarde):

Placebo 12/15=0,8

Ej placebo 10/15 = 0,67

Sensitivitet 12/15=0,8

Specificitet 10/13 =0,77
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GOr en X?2-test

Hypotesen &r att
Ho : Det &r ingen skillnad pa de tva populationerna. Det ar stickprov fran samma population
H1: Det finns en skillnad.

Sa har gor du en Chi?-test pa Excel

Faktisk [llama- | Ingen Sum- Forvantad |lllamaende |Ingen summ
fordelning |ende |paverkan |ma fordelning paverkan |a
Gron tablett 12 3 15| | Gron =15*17/30 |=15*3/30 |15
tablett =8,5 =6,5
Rod tablett 5 10 15| |ROd tablett |=15*17/30 |=15*10/30 |15
=8,5 =6,5
Summa 17 13 30 Summa 17 13 30

1. Skriv in de faktiska vardena (resultatet)

2. Summera

3. Rakna ut de forvantade vardena ( de varden man skulle forvanta sig om det inte var nagon
skillnad pa behandlingarna enl schemat ovan)
4. Under Infoga ga in pa fx funktion.
5. Valj under funktionskategori —Statistik och under Funktionsnamn — CHI>-TEST
6. | rutan med Varde 1 mala in din fyrkant med resultat och i rutan Vérde 2 dina forvantade
vardena. Tryck pa OK
7. Svaret ar sannolikheten (P) for att populationerna skulle vara frdn samma population.
8. Rakna ut sannolikheten att den &r olika (det finns en placeboeffekt) genom (1- p)*100 %
Om P = 0.05 sa ar sannolikheten att populationerna ar olika 95%
Om P = 0.005 sa ar sannolikheten att det &r olika 99,5%

Sannolikheten att det skulle vara ett stickprov fran samma population P &r 0,00997. Dérfor ar
de sannolikt olika. Placeboeffekten finns!

Det gar aven att gora en chi2test med flera variabler:

Uppmatta varden Forvantade varden

ja nej |Vetej [sum ja nej Vet ej sum
Rod 1 2 3 6 Rod 1,692308 | 6*26/78= 2 2,307692 6
Gron 4 5 6 15 Gron | 4,230769 | 15*26/78=5 5,769231 15
Bla 8 9 24 Bla 6,769231 | 24*26/78 =8 | 9,230769 24
vit 10 11 |12 33 Vit 9,307692 | 33*26/78= 11 | 12,69231 33
summa |22 26 |30 78 Sum 22 26 30 78

P =0,996134 Slutsats Det &r ingen skillnad mellan grupperna.
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