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Wptyw czasu zgonu, jonow Ca i NO na
reaktywnos$c¢ tetnic ogonowych szczura
wyzwalang przez AVP

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 Zaktadu Medycyny Sgdowej AM w Bydgoszczy
Kierownik: prof. dr hab. K. Sliwka

Badania na perfundowanych arginin‘-wazopresyna (AVP) tetnicach ogonowych szczura
prowadzono w 4 grupach czasowych, w oparciu o dwa niezalezne modele do$wiadczal-
ne: | - z wykorzystaniem tylko wewnatrzkomoérkowej puli jonéw wapnia (Ca’’) i model Il
z wykorzystaniem tylko puli zewngtrzkomoérkowej jonéw Ca. Stosujgc inhibitor syntazy
tlenku azotu (NOS) wykazano znaczgcg role NO na rozkurcz po$miertny tetnicy. Badania
wykazaty, ze w miare upltywu czasu od zgonu najprawdopodobniej dochodzi do
obnizenia stezenia wewngtrzkomérkowych jonéw Ca oraz hamowane sg procesy
naptywu jonéw Ca z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. Zastosowanie inhibitora NOS
wptywa na poprawe reaktywnosci tetnicy w warunkach naptywu jonow Ca z puli
zewngtrzkomorkowej.

The contraction of arteries is influenced by many factors. The aim of this research was to
analyze how an artery's reactivity, regulated by arginine-vasopressin changes in time,
from the moment of death onwards. The research was conducted on rats' perfundated
caudal arteries in four different time groups, with reference to two independent empirical
models: | - with the sole use of intracellular Ca ions; and model Il - with the sole use of
extracellular Ca ions. The influence of NO on the arteries was analyzed in the two
models. with the use of the NOS inhibitor. The research had shown that with the passing
of time, begining from the moment of death onwards, the process of emission of
intracellular Ca ions and the infusion/transport of Ca ions from extracellular areas/spaces
is inhibited. The use of the NOS inhibitor increases the artery's reactivity provided that
the infusion of Ca ions from extracellular areas is also prevalent.

Stowa kluczowe: czas zgonu, Ca’’, NO, arginino-wazopresyna
Key words: time of death, Ca’*"' NO, arginine-vasopressin
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l. WSTEP

Smieré to nieodwracalne ustanie czynnoéci zyciowych organizmu. Z uwagi na
fakt, ze na poziomie komérkowym nie jest to proces jednoczasowy, zgromadzo-
ne zasoby tlenu i zwigzkéw wysoko energetycznych mozna wykorzystywaé do
badan nad reakcjami interletalnymi i ustaleniem czasu zgonu. Wykazano (23, 24,
25), ze reaktywnos$¢ tetnicy na fenyiefryne i noradrenaline (31) obniza sie
w miare uptywu czasu po zgonie, co wigzano ze zmniejszeniem puli receptoréw
rezerwowych, nie stwierdzono natomiast zaleznosci od przyczyny zgonu.

Receptory wazopresynowe AN/P-NAi wystepujgce w naczyniach krwionos$nych
posrednicza w wyzwalaniu aktywnos$ci naczyniozwezajgcej. Receptor ten
zaliczany jest do grupy receptoréw metabotropowych (3). Po zwigzaniu ligandu
aktywny receptor aktywuje biatko G a poprzez biatko G fosfolipaze C (PLC),
znajdujgca sie po wewnetrznej stronie btony komoérkowej. PLC z kolei katalizuje
hydrolize 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP,) do inozynotrifosforanu -
(IP,) i diacylogicerolu (DAG). IP, dyfunduje do siateczki endoplazmatycznej,
gdzie powoduje uwalnianie jonéw Ca do cytoplazmy (4).

Receptory sprzezone z biatkami G kontrolujg nie tylko aktywnos¢ PLC ale
réwniez fosfolipazy A (PLA). cyklazy adenylanowej i fosfodiesterazy cGMP oraz
kanaty jonowe (5).

Stezenie jondéw Ca petni wazng role w wyzwalaniu skurczu komérek miesni
gtadkich naczyn krwionosnych. Wzrost stezenia jondw wapnia w cytoplazmie
wynika z naptywu jonéw Ca przez sarkoleme i/lub ich uwalniania z zapaséw
wewngtrzkomérkowych (1, 7, 16).

W regulowaniu czynnosci miesni gtadkich naczyn wazng role petni srédbto-
nek. Komorki srédbtonka naczyniowego uwalniajg réozne substancje wazoaktyw-
ne w tym prostacykline (PG), tlenek azotu (NO) i endoteline (8, 12, 13, 14).

NO powstaje z L-argininy przy udziale syntazy tlenku azotu (NOS) (29)
woéwczas, gdy w komdrkach $rédbtonka wzrasta stezenie jondéw Ca. NO
powoduje rozkurcz miesni gtadkich w wyniku zwiekszenia syntezy cGMP (16,
22).

W badaniach farmakologicznych nad uktadem naczyniowym odkryto, ze
tlenek azotu jest gtdwnym, aktywnym biologicznie sktadnikiem endotelialnego
czynnika rozkurczowego (EDRF) (15) i endogennym aktywatorem rozpuszczal-
nej cyklazy guanylanowej (CG) (2,19).

[I. CEL PRACY

Kontynuujgc badania zapoczatkowane przez Miscickg-Sliwke i Szadujkis-
Szadurskiego (23, 24, 25) nad posmiertng reaktywnos$cig tetnic podjeto probe
oceny wptywu czasu zgonu na reaktywnos$¢ preparatow tetnic wyzwalang przez
arginino-wazopresyne oraz roli puli wewnagtrz- i zewngtrzkomérkowej jonéw Ca
i NO w tym procesie.

Wapn i jego rola w organizmie budzi szerokie zainteresowanie w wielu
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dziedzinach medycyny (11, 17, 18, 20, 21). Analizowano réwniez wptyw NO na
reakcje naczyniowe (14). W dostepnym pismiennictwie nie odnotowano jednak
badan nad wpltywem czasu zgonu oraz rolg puli wewnatrz- i zewngtrzkomoérko-
wej jonéw Ca i NO w posmiertnej reaktywnosci tetnic.

lll. MATERIAL | METODA

Badania prowadzono na perfundowanych tetnicach ogonowych szczura
w czterech grupach czasowych: 0; 2; 4 i 8 godzin po zgonie (p.m.). Liczebnos¢
kazdej z grup wynosita n = 12. Samce szczuréw rasy Wistar o wadze 250-300 g
usypiano uretanem wstrzykiwanym dootrzewnowo w dawce 120 mg/kg. Po
wypreparowaniu odcinka tetnicy o diugosci 3-3,5 cm i oczyszczeniu z otaczajg-
cych tkanek, od strony proksymalnej wprowadzano kaniule, ktérg nastepnie
tgczono z uktadem do perfuzji i zestawem umozliwiajgcym staty pomiar
i rejestracje cisnienia perfuzyjnego. Po obcigzeniu dystalnego konca wypreparo-
wanej tetnicy ciezarkiem 500 mg, preparat umieszczano w pozycji pionowej
w naczyniu do narzgddéw izolowanych o pojemnosci 20 ml. Naczynie w ktorym
umieszczono tetnice wypetniano natlenionym ptynem fizjologicznym o temperatu-
rze 37°C. Do przeptywu perfuzatu zastosowano pompe perystaltyczng. Przeptyw
zwigekszano stopniowo, az do uzyskania optymalnego przeptywu wynoszgcego 1
ml/minute. Po tym przeptywie rejestrowane cisnienie perfuzyjne stabilizowato sie
na poziomie 40-60 mmHg. Czas stabilizacji preparatu wynosit okoto 1-1,5 godz.

Do badahn uzywano dwa rodzaje ptynu Krebsa: ptyn EGTA - Ca’ - Krebsa
zawierajagcym Ca’ o skfadzie: NaCl (71,8 mM), KCI (4,7 mM). CaCl, (1,7 mM),
NaHCO, (28,4 mM), MgSo0, (2,4 mM), KH,PO, (1,2mM), EGTA (30mM)
i glukoza (11,1 mM) oraz ptyn EGTA - Krebsa bez Ca* o skfadzie: NaCl
(71,8mM), KCI (4,7 mM), NaHCO, (28,4mM), MgSO0, (2,4mM), KH,PO,
(1,2mM), EGTA (30mM) i glukoza (11,1 mM).

W doswiadczeniach korzystano tez z odczynnikow N°-Methyl-L-arginine
acetate salt; NMMA-Sigma-inhibitor NOS-syntazy, (Arg®) - Vasopressin acetate
salt- AVP.

IV. WYNIKI BADAN

Whptyw czasu zgonu na reakcje tetnic na AVP w plynie EGTA-Krebsa zawie-
rajgcym Ca’.

Z analizy danych przedstawionych w tabeli | i ryc. 1 dotyczacych skurczu
wyzwalanego przez AVP w ptynie EGTA-Krebsa zawierajgcym Ca*" wynika, ze
w miare uptywu czasu od zgonu dochodzi do obnizenia reaktywnosci tetnic.
Zastosowanie inhibitora NOS blokujacego synteze NO wptywa na poprawe
reaktywnosci tetnicy wyzwalanej przez AVP w obecnosci jonéw Ca.
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Tabela. |. Reaktywnosé tetnicy wyzwalana przez AVP w ptynie EGTA Krebsa z Ca* Wptyw czasu zgonu na reakcje tetnic na AVP w piynie EGTA - Krebsa nie

Table |. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA-Krebs with Ca™. zawierajgcym Ca .
Tabela Il. Reaktywnos$¢ tetnicy wyzwalana przez AVP w pltynie EGTA Krebsa bez Ca™'.
EGTA - Krebs z Ca* Table Il. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA - Krebs Ca*' free.
EGTA - Krebs with Ca*"
EGTA - Krebs bez Ca™
Czas zgonu Liczba Cisnienie Odsetek EGTA-Krebs Ca” free
(godz.) przypadkow perfuzyjne Percenta- . o
Time of death | Number of | Perfusion pressure ge Czas zgonu LICZba, Clsnler.ne Odsetek
h (mmHg) 5 (godz.) przypadkow perfuzyjne p ¢
(hour) cases g (%) Time of death | Number of | Perfusion pressure ercz:n a?e
0 12 191 (£19) 100,0 (hour) cases (mmHg) (%)
AVP 2 12 174 (£17) 91,0 0 12 167 (=22) 100,0
4 12 39 (x11) 20,0 AVP 2 12 57 (x14) 34,0
8 12 17 (x4) 9.0 4 12 16 (£5) 9,6
0 12 172 (£22) 100,0 8 12 6 (+2) 3,4
AVP + INOS i 12 121 (Jﬂ?) g;’g 0 12 174 (£19) 100,0
8 12 74 Er_12) 43,0 AVP + INOS 2 12 67 (£16) 39,0
(#12) : 4 12 28 (£9) 16,0
~ e ———— 8 12 6 (+4) 3,0
EGTA—KI’EDS_Z Ca"';_ :”"' ' I o I
A -REg e 5 EGTA — Krebs bez Ca*" EGTA - Krebs Ca** free
<191 A I
200 ‘/ ; 174 JAVP [ i B
; ‘ @ AVP+inhibitor NOS 200~ JAVP
; e e e B8 AVP+inhibitor NOS
| A [
| 150" L |
i \ 150~
| Cisnienie ‘
perfuzyjne l A Cisnienie
Perfusion 100" | perfuzyjne |
| pressure 1 Perfusion 100+ |
; [mmHg] ; ‘ pressure
‘ 1 /1' [mmHag]
50+ | |
; | | | 50
| || |
| B |
} ol s e o e = = - ‘
‘ 0 godz. p.m. 2 godz. p.m. 4 godz, p.m. 8 godz. p.m 0 - : .
; 0 h. p.m, 2h. p.m. 4 h. p.m. 8 h. p.m. 4 godz. p.m. 8 godz. p.m.

4 h.p.m,

2h.p.m.

8 h. p.m.

Ryc. 1. Reaktywnos$¢ tetnicy wyzwalana przez AVP w ptynie EGTA Krebsa z Ca'

Ryc. 2. Reaktywnos$¢ tetnicy wyzwalana przez AVP w plynie EGTA Krebsa bez Ca™.
Fig. 1. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA-Krebs with Ca*".

Fig. 2. Reactivity of artery regulated by AVP in EGTA - Krebs Ca*’ free.
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Z analizy danych przedstawionych w tabeli Il i ryc. 2 dotyczgcych skurczu
wyzwalanego przez AVP z uzyciem plynu EGTA-Krebsa nie zawierajacego Ca*™
wynika, ze w miare uptywu czasu od zgonu wystepuje systematyczne, w miare
regularne obnizanie reaktywnos$ci tetnicy. Zastosowanie inhibitora NOS nie
chroni jednak przed obnizaniem reaktywnosci tetnicy w tym modelu badawczym.

IV. DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaty, ze na skurcz miesnidwki gtadkiej tetnicy
wyzwalany przez AVP ma wptyw pula wewnatrz i zewnatrzkomoérkowa jonéw Ca.
Wykazano, ze w ptynie EGTA-Krebsa pozbawionym jonéw Ca dochodzi do
skurczu tetnic a wiec musi by¢ wykorzystana jedynie wewngtrzkomérkowa pula
tego jonu. W miare uptywu czasu od zgonu dochodzi do obnizenia stezenia
wewnagtrzkomorkowych tych jonéw, co prowadzi do obnizania sie reaktywnosci
tetnicy i spadku wartosci cisnienia perfuzyjnego. Dopiero dostarczenie jonéw Ca
z puli zewnatrzkomoérkowej i uruchomienie mechanizméw umozliwiajagcych
transport Ca do wnetrza komérki pozwala na odzyskanie zdolnosci tetnicy do
reakcji skurczowej nawet do 8 godzin, p.m.

Uzyskane wyniki sg zgodne ze spostrzezeniami Dreschera i wsp. (11) co do
redukowania skurczu w sposob zalezny od czasu. Boud'e i Breemen (6, 7)
wykazali natomiast, 2ze zablokowanie mozliwosci uzupetniania zapasow
wewnatrzkomoérkowych jonéw Ca przy ponownym pobudzaniu nie wywota
skurczu.

Uzyskane wyniki, wskazujgce na stosunkowo dobrg reaktywnos$¢ tetnicy
nawet po 8 godz. p.m. wigza¢ nalezy z zastosowaniem odmiennego modelu
badawczego, opartego na uzupetnianiu wewngtrzkomérkowej puli Ca
z przestrzeni zewngtrzkomorkowe;.

Michols i wsp. (26) oceniajgc zwigzki pomiedzy aktywacjg okreslanej liczby ch
receptoréw a odpowiedzig komdérkowg dla przemieszczania wapnia wewnatrz-
komoérkowego wykazat, ze majg one charakter hiperboliczny, co dowodzi, ze dla
tego procesu istnieje rezerwa receptorowa. Wplyw redukcji puli aktywnych
receptorbw na zmniejszanie reakcji naczyniowych w aspekcie czasu zgonu
wykazali tez Miécicka-Sliwka i Szadurski (23, 24, 25).

Przeprowadzone badania z zastosowaniem inhibitora NOS wskazujg na
istotny wptyw NO na posmiertny spadek reaktywnosci preparatéw tetnic
ogonowych szczura wyzwalanych przez AVP w pitynie EGTA-Krebsa zawieraja-
cym jony Ca. Potwierdza to takze udziat srédbtonkowej syntezy NO w procesie
posmiertnego hamowania reakcji skurczowej tetnic (27, 28). Zniesienie
mozliwosci syntezy NO, czyli wyeliminowanie tego endoteliainego czynnika
rozkurczowego pozwolito bowiem na utrzymanie reaktywnosci tetnicy w 8 godz.
p.m. na poziomie okoto 43% wartosci cisnienia perfuzyjnego uzyskiwanego
w grupie 0 godz. p.m. w ptynie EGTA-Krebsa zawierajgcym jony Ca gdy w tym
samym czasie p.m. w pltynie EGTA-Krebsa nie zawierajgcym jonow Ca
uzyskane wartosci cisnienia perfuzyjnego stanowity zaledwie 3% wartosci
uzyskanych w grupie 0 godz. p.m. Zahamowanie $rodbtonkowej syntezy NO
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wyraznie przedtuza po$miertne reakcje skurczowe tetnicy na AVP z wykorzysta-
niem puli zewnatrzkomorkowej jondw Ca, nie ma natomiast wplywu na reakcje
z wykorzystaniem puli wewnatrzkomorkowej jonow Ca.

Hypreaktywng role NO poprzez zablokowanie jego syntezy badz anion
ponadtlenkowy wykazali wczesniej Sieber i wsp. (30), Castro i wsp. (10) oraz
Gryglewski (14).

Opisywane przez Clementi i wsp. (9) wyniki dotyczgce regulacyjnej funkcji NO
na homeostaze jonéw Ca wskazywaty, ze kiedy komorki byly preinkubowane
z inhibitorami NOS to obserwowane efekty byty przeciwne do tych wywotywanych
z uzyciem dawcoéw NO. Z badan przeprowadzonych w niniejszej pracy wynika, ze
synteza NO jest fizjologicznie czynna réwniez po zgonie a zablokowanie jego
syntezy wptywa niemal czterokrotnie na poprawe reaktywnosci tetnicy w 8 godz.
p.m. Autorzy zajmujacy sie tym zagadnieniem podkreslajg jednak, ze wptyw ten
jest zroznicowany w zaleznosci od typu komoérek i typu receptora. Tak wiec
stwierdzany w toku obecnego badania brak hamowania spadku reaktywnosci
tetnic po zastosowaniu inhibitora NOS w ptynie EGTA - Krebsa nie zawierajgcym
jonéw Ca wigzaé¢ mozna z typem badanego receptora.

V. WNIOSKI

1. W miare uptywu czasu od zgonu dochodzi do obnizenia reaktywnosci tetnicy
na arginino-wazopresyne.

2. Wzrost reaktywnosci tetnicy po zastosowaniu inhibitora syntazy NO wskazuje,
ze $mieré nie powoduje natychmiastowego przerwania procesu syntezy NO.

3. Zastosowane modele badawcze zaréwno z wykorzystaniem puli wewnagtrz-
lub zewngtrzkomérkowej jonéw Ca wskazuje na ich przydatno$¢ do ustalania
czasu zgonu.

4. Czas posmiertnej reakcji skurczowej tetnicy, wyzwalanej przez AVP ulega
istotnemu wydtuzeniu po uzupetnieniu jonéw Ca z puli zewnatrzkomoérkowej
i po zahamowaniu syntezy NO.
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