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The influence of the time of death, Ca ions and NO on the 
reactivity of a rafs caudal artery regulated by 
arginine-vasopressin 

Z Katedry i Zakładu Medycyny Sądowej AM w Bydgoszczy 
Kierownik: prof. dr hab. K. Śliwka 

Badan ia na p e r f u n d o w a n y c h a r g i n i n 8 - w a z o p r e s y n ą (AVP) tę tn icach o g o n o w y c h szczu ra 
p r o w a d z o n o w 4 g rupach c z a s o w y c h , w oparc iu o dwa n ieza leżne mode le d o ś w i a d c z a l ­
ne: I - z w y k o r z y s t a n i e m ty lko w e w n ą t r z k o m ó r k o w e j pul i j o n ó w w a p n i a ( C a 2 + ) i mode l II 
z w y k o r z y s t a n i e m ty lko pul i z e w n ą t r z k o m ó r k o w e j j o n ó w Ca . S tosu jąc inhib i tor syntazy 
t lenku azo tu ( N O S ) w y k a z a n o z n a c z ą c ą rolę NO na rozkurcz pośmie r tny tętn icy. Badan ia 
wykaza ły , że w mia rę up ływu czasu od zgonu na jp rawdopodobn ie j dochodz i do 
obn iżen ia s tężen ia w e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h j o n ó w Ca oraz h a m o w a n e są p rocesy 
nap ływu j o n ó w Ca z przest rzen i z e w n ą t r z k o m ó r k o w e j . Z a s t o s o w a n i e inh ib i tora N O S 
w p ł y w a na pop rawę reak tywnośc i tętn icy w w a r u n k a c h nap ł ywu j o n ó w Ca z pul i 
z e w n ą t r z k o m ó r k o w e j . 

The con t rac t ion of ar ter ies is in f luenced by m a n y factors . The a im of th is research w a s to 
ana lyze h o w an ar tery 's react iv i ty, regu la ted by a r g i n i n e - v a s o p r e s s i n c h a n g e s in t ime , 
f rom the m o m e n t o f dea th onwards . The research w a s conduc ted on rats ' pe r funda ted 
cauda l ar ter ies in four d i f ferent t ime g roups , w i th re fe rence to two i ndependen t empi r i ca l 
mode ls : I - wi th the sole use of in t racel lu lar Ca ions; and mode l I I - w i th the so le use of 
ext race l lu lar Ca ions. The in f luence o f NO on the ar ter ies was ana l yzed in the two 
mode l s . w i th the use o f the N O S inhibi tor. The research had shown that wi th the pass ing 
o f t ime , beg in ing f rom the m o m e n t o f dea th onwards , the p rocess o f em iss ion o f 
in t racel lu lar Ca ions and the in fus ion/ t ranspor t o f Ca ions f rom ext race l lu lar a reas / spaces 
is inh ib i ted. The use of the N O S inhibi tor inc reases the ar tery 's react iv i ty p rov ided tha t 
the in fus ion of Ca ions f rom ext race l lu lar a reas is a lso preva lent . 

Słowa kluczowe: czas zgonu, Ca 2 + , NO, arginino-wazopresyna 
Key words: time of death, C a 2 + ' NO, arginine-vasopressin 
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I. WSTĘP 

Śmierć to nieodwracalne ustanie czynności życiowych organizmu. Z uwagi na 
fakt, że na poziomie komórkowym nie jest to proces jednoczasowy, zgromadzo­
ne zasoby tlenu i związków wysoko energetycznych można wykorzystywać do 
badań nad reakcjami interletalnymi i ustaleniem czasu zgonu. Wykazano (23, 24, 
25), że reaktywność tętnicy na fenyiefrynę i noradrenalinę (31) obniża się 
w miarę upływu czasu po zgonie, co wiązano ze zmniejszeniem puli receptorów 
rezerwowych, nie stwierdzono natomiast zależności od przyczyny zgonu. 

Receptory wazopresynowe AN/P-NAi występujące w naczyniach krwionośnych 
pośredniczą w wyzwalaniu aktywności naczyńiozwężającej. Receptor ten 
zaliczany jest do grupy receptorów metabotropowych (3). Po związaniu ligandu 
aktywny receptor aktywuje białko G a poprzez białko G fosfolipazę C (PLC), 
znajdującą się po wewnętrznej stronie błony komórkowej. PLC z kolei katalizuje 
hydrolizę 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do inozynotrifosforanu -
(IP 3) i diacylogicerolu (DAG). IP 3 dyfunduje do siateczki endoplazmatycznej, 
gdzie powoduje uwalnianie jonów Ca do cytoplazmy (4). 

Receptory sprzężone z białkami G kontrolują nie tylko aktywność PLC ale 
również fosfolipazy A (PLA). cyklazy adenylanowej i fosfodiesterazy cGMP oraz 
kanały jonowe (5). 

Stężenie jonów Ca pełni ważną rolę w wyzwalaniu skurczu komórek mięśni 
gładkich naczyń krwionośnych. Wzrost stężenia jonów wapnia w cytoplazmie 
wynika z napływu jonów Ca przez sarkolemę i/lub ich uwalniania z zapasów 
wewnątrzkomórkowych (1, 7, 16). 

W regulowaniu czynności mięśni gładkich naczyń ważną rolę pełni śródbło-
nek. Komórki śródbłonka naczyniowego uwalniają różne substancje wazoaktyw-
ne w tym prostacyklinę (PG), tlenek azotu (NO) i endotelinę (8, 12, 13, 14). 

NO powstaje z L-argininy przy udziale syntazy tlenku azotu (NOS) (29) 
wówczas, gdy w komórkach śródbłonka wzrasta stężenie jonów Ca. NO 
powoduje rozkurcz mięśni gładkich w wyniku zwiększenia syntezy cGMP (16, 
22). 

W badaniach farmakologicznych nad układem naczyniowym odkryto, że 
tlenek azotu jest głównym, aktywnym biologicznie składnikiem endotelialnego 
czynnika rozkurczowego (EDRF) (15) i endogennym aktywatorem rozpuszczal­
nej cyklazy guanylanowej (CG) (2,19). 

II. CEL PRACY 

Kontynuując badania zapoczątkowane przez Miścicką-Śliwkę i Szadujkis-
Szadurskiego (23, 24, 25) nad pośmiertną reaktywnością tętnic podjęto próbę 
oceny wpływu czasu zgonu na reaktywność preparatów tętnic wyzwalaną przez 
arginino-wazopresynę oraz roli puli wewnątrz- i zewnątrzkomórkowej jonów Ca 
i NO w tym procesie. 

Wapń i jego rola w organizmie budzi szerokie zainteresowanie w wielu 
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dziedzinach medycyny (11, 17, 18, 20, 21). Analizowano również wpływ NO na 
reakcje naczyniowe (14). W dostępnym piśmiennictwie nie odnotowano jednak 
badań nad wpływem czasu zgonu oraz rolą puli wewnątrz- i zewnątrzkomórko­
wej jonów Ca i NO w pośmiertnej reaktywności tętnic. 

III. MATERIAŁ I METODA 

Badania prowadzono na perfundowanych tętnicach ogonowych szczura 
w czterech grupach czasowych: 0; 2; 4 i 8 godzin po zgonie (p.m.). Liczebność 
każdej z grup wynosiła n = 12. Samce szczurów rasy Wistar o wadze 250-300 g 
usypiano uretanem wstrzykiwanym dootrzewnowo w dawce 120 mg/kg. Po 
wypreparowaniu odcinka tętnicy o długości 3-3,5 cm i oczyszczeniu z otaczają­
cych tkanek, od strony proksymalnej wprowadzano kaniulę, którą następnie 
łączono z układem do perfuzji i zestawem umożliwiającym stały pomiar 
i rejestrację ciśnienia perfuzyjnego. Po obciążeniu dystalnego końca wypreparo­
wanej tętnicy ciężarkiem 500 mg, preparat umieszczano w pozycji pionowej 
w naczyniu do narządów izolowanych o pojemności 20 ml. Naczynie w którym 
umieszczono tętnicę wypełniano natlenionym płynem fizjologicznym o temperatu­
rze 37°C. Do przepływu perfuzatu zastosowano pompę perystaltyczną. Przepływ 
zwiększano stopniowo, aż do uzyskania optymalnego przepływu wynoszącego 1 
ml/minutę. Po tym przepływie rejestrowane ciśnienie perfuzyjne stabilizowało się 
na poziomie 40-60 mmHg. Czas stabilizacji preparatu wynosił około 1-1,5 godz. 

Do badań używano dwa rodzaje płynu Krebsa: płyn EGTA - Ca 2 + - Krebsa 
zawierającym C a 2 + o składzie: NaCI (71,8 mM), KCI (4,7 mM). CaCI 2 (1,7 mM), 
NaHC0 3 (28,4 mM), MgS0 4 (2,4 mM), K H 2 P 0 4 (1,2mM), EGTA (30mM) 
i glukoza (11,1 mM) oraz płyn EGTA - Krebsa bez Ca 2 + o składzie: NaCI 
(71,8mM), KCI (4,7 mM), NaHC0 3 (28,4mM), MgS0 4 (2,4mM), K H 2 P 0 4 

(1,2mM), EGTA (30mM) i glukoza (11,1 mM). 
W doświadczeniach korzystano też z odczynników N G-Methyl-L-arginine 

acetate salt; NMMA-Sigma-inhibitor NOS-syntazy, (Arg8) - Vasopressin acetate 
sa l t - AVP. 

IV. WYNIKI BADAŃ 

Wpływ czasu zgonu na reakcje tętnic na AVP w płynie EGTA-Krebsa zawie­
rającym Ca 2 + . 

Z analizy danych przedstawionych w tabeli I i ryc. 1 dotyczących skurczu 
wyzwalanego przez AVP w płynie EGTA-Krebsa zawierającym Ca 2 + wynika, że 
w miarę upływu czasu od zgonu dochodzi do obniżenia reaktywności tętnic. 
Zastosowanie inhibitora NOS blokującego syntezę NO wpływa na poprawę 
reaktywności tętnicy wyzwalanej przez AVP w obecności jonów Ca. 
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Tabela. I. Reaktywność tętnicy wyzwalana przez AVP w płynie EGTA Krebsa z Ca 2 + 

Table I. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA-Krebs with Ca 2 + . 

EGTA - Krebs z Ca 2 + 

EGTA - Krebs with Ca 2 + 

Czas zgonu 
(godz.) 

Time of death 
(hour) 

Liczba 
przypadków 
Number of 

cases 

Ciśnienie 
perfuzyjne 

Perfusion pressure 
(mmHg) 

Odsetek 
Percenta-

ge 
(%) 

AVP 

0 
2 
4 
8 

12 
12 
12 
12 

191 (±19) 
174 (±17) 
39 (±11) 
17 (±4) 

100,0 
91,0 
20,0 
9,0 

AVP + INOS 

0 
2 
4 
8 

12 
12 
12 
12 

172 (±22) 
157 (±16) 
134 (±11) 
74 (±12) 

100,0 
91,0 
78,0 
43,0 

Ryc. 1. Reaktywność tętnicy wyzwalana przez AVP w płynie EGTA Krebsa z Ca' 
Fig. 1. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA-Krebs with Ca 2 + . 
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Wpływ czasu zgonu na reakcje tętnic na AVP w płynie EGTA - Krebsa nie 
zawierającym Ca +. 

Tabela II. Reaktywność tętnicy wyzwalana przez AVP w płynie EGTA Krebsa bez Ca 2 +. 
Table II. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA - Krebs Ca 2 + free. 

EGTA - Krebs bez Ca 2 + 

EGTA-Krebs Ca 2 + free 

Czas zgonu Liczba Ciśnienie 
Odsetek 

Percentage 
(%) ' 

(godz.) 
Time of death 

przypadków 
Number of 

perfuzyjne 
Perfusion pressure 

Odsetek 
Percentage 

(%) ' (hour) cases (mmHg) 

Odsetek 
Percentage 

(%) ' 

0 12 167 (=22) 100,0 

AVP 
2 
4 

12 
12 

57 (±14) 
16 (±5) 

34,0 
9,6 

8 12 6 (±2) 3,4 
0 12 174 (±19) 100,0 

AVP + INOS 2 
4 

12 
12 

67 (±16) 
28 (±9) 

39,0 
16,0 

8 12 6 (±4) 3,0 

Ryc. 2. Reaktywność tętnicy wyzwalana przez AVP w płynie EGTA Krebsa bez Ca 2 + . 
Fig. 2. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA - Krebs Ca 2 + free. 
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Z analizy danych przedstawionych w tabeli II i ryc. 2 dotyczących skurczu 
wyzwalanego przez AVP z użyciem płynu EGTA-Krebsa nie zawierającego Ca 2 + 

wynika, że w miarę upływu czasu od zgonu występuje systematyczne, w miarę 
regularne obniżanie reaktywności tętnicy. Zastosowanie inhibitora NOS nie 
chroni jednak przed obniżaniem reaktywności tętnicy w tym modelu badawczym. 

IV. DYSKUSJA 

Przeprowadzone badania wykazały, że na skurcz mięśniówki gładkiej tętnicy 
wyzwalany przez AVP ma wpływ pula wewnątrz i zewnątrzkomórkowa jonów Ca. 
Wykazano, że w płynie EGTA-Krebsa pozbawionym jonów Ca dochodzi do 
skurczu tętnic a więc musi być wykorzystana jedynie wewnątrzkomórkowa pula 
tego jonu. W miarę upływu czasu od zgonu dochodzi do obniżenia stężenia 
wewnątrzkomórkowych tych jonów, co prowadzi do obniżania się reaktywności 
tętnicy i spadku wartości ciśnienia perfuzyjnego. Dopiero dostarczenie jonów Ca 
z puli zewnątrzkomórkowej i uruchomienie mechanizmów umożliwiających 
transport Ca do wnętrza komórki pozwala na odzyskanie zdolności tętnicy do 
reakcji skurczowej nawet do 8 godzin, p.m. 

Uzyskane wyniki są zgodne ze spostrzeżeniami Dreschera i wsp. (11) co do 
redukowania skurczu w sposób zależny od czasu. Boud'e i Breemen (6, 7) 
wykazali natomiast, że zablokowanie możliwości uzupełniania zapasów 
wewnątrzkomórkowych jonów Ca przy ponownym pobudzaniu nie wywoła 
skurczu. 

Uzyskane wyniki, wskazujące na stosunkowo dobrą reaktywność tętnicy 
nawet po 8 godz. p.m. wiązać należy z zastosowaniem odmiennego modelu 
badawczego, opartego na uzupełnianiu wewnątrzkomórkowej puli Ca 
z przestrzeni zewnątrzkomórkowej. 

Michols i wsp. (26) oceniając związki pomiędzy aktywacją określanej liczby ch 
receptorów a odpowiedzią komórkową dla przemieszczania wapnia wewnątrz­
komórkowego wykazał, że mają one charakter hiperboliczny, co dowodzi, że dla 
tego procesu istnieje rezerwa receptorowa. Wpływ redukcji puli aktywnych 
receptorów na zmniejszanie reakcji naczyniowych w aspekcie czasu zgonu 
wykazali też Miścicka-Śliwka i Szadurski (23, 24, 25). 

Przeprowadzone badania z zastosowaniem inhibitora NOS wskazują na 
istotny wpływ NO na pośmiertny spadek reaktywności preparatów tętnic 
ogonowych szczura wyzwalanych przez AVP w płynie EGTA-Krebsa zawierają­
cym jony Ca. Potwierdza to także udział śródbłonkowej syntezy NO w procesie 
pośmiertnego hamowania reakcji skurczowej tętnic (27, 28). Zniesienie 
możliwości syntezy NO, czyli wyeliminowanie tego endoteliainego czynnika 
rozkurczowego pozwoliło bowiem na utrzymanie reaktywności tętnicy w 8 godz. 
p.m. na poziomie około 43% wartości ciśnienia perfuzyjnego uzyskiwanego 
w grupie 0 godz. p.m. w płynie EGTA-Krebsa zawierającym jony Ca gdy w tym 
samym czasie p.m. w płynie EGTA-Krebsa nie zawierającym jonów Ca 
uzyskane wartości ciśnienia perfuzyjnego stanowiły zaledwie 3% wartości 
uzyskanych w grupie 0 godz. p.m. Zahamowanie śródbłonkowej syntezy NO 
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wyraźnie przedłuża pośmiertne reakcje skurczowe tętnicy na AVP z wykorzysta­
niem puli zewnątrzkomórkowej jonów Ca, nie ma natomiast wpływu na reakcje 
z wykorzystaniem puli wewnątrzkomórkowej jonów Ca. 

Hypreaktywną rolę NO poprzez zablokowanie jego syntezy bądź anion 
ponadtlenkowy wykazali wcześniej Sieber i wsp. (30), Castro i wsp. (10) oraz 
Gryglewski (14). 

Opisywane przez Clementi i wsp. (9) wyniki dotyczące regulacyjnej funkcji NO 
na homeostazę jonów Ca wskazywały, że kiedy komórki były preinkubowane 
z inhibitorami NOS to obserwowane efekty były przeciwne do tych wywoływanych 
z użyciem dawców NO. Z badań przeprowadzonych w niniejszej pracy wynika, że 
synteza NO jest fizjologicznie czynna również po zgonie a zablokowanie jego 
syntezy wpływa niemal czterokrotnie na poprawę reaktywności tętnicy w 8 godz. 
p.m. Autorzy zajmujący się tym zagadnieniem podkreślają jednak, że wpływ ten 
jest zróżnicowany w zależności od typu komórek i typu receptora. Tak więc 
stwierdzany w toku obecnego badania brak hamowania spadku reaktywności 
tętnic po zastosowaniu inhibitora NOS w płynie EGTA - Krebsa nie zawierającym 
jonów Ca wiązać można z typem badanego receptora. 

V. WNIOSKI 

1. W miarę upływu czasu od zgonu dochodzi do obniżenia reaktywności tętnicy 
na arginino-wazopresynę. 

2. Wzrost reaktywności tętnicy po zastosowaniu inhibitora syntazy NO wskazuje, 
że śmierć nie powoduje natychmiastowego przerwania procesu syntezy NO. 

3. Zastosowane modele badawcze zarówno z wykorzystaniem puli wewnątrz-
lub zewnątrzkomórkowej jonów Ca wskazuje na ich przydatność do ustalania 
czasu zgonu. 

4. Czas pośmiertnej reakcji skurczowej tętnicy, wyzwalanej przez AVP ulega 
istotnemu wydłużeniu po uzupełnieniu jonów Ca z puli zewnątrzkomórkowej 
i po zahamowaniu syntezy NO. 
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