ARCH. MED. SAD. KRYM., 2006, LVI, 132-135

Elzbieta Bloch-Bogustawska

PRACE ORYGINALNE

Wptyw czasu zgonu na reaktywnosc¢ tetnic ogonowych szczura
wyzwalang przez Bay-K 8644 (agoniste dziatajagcego bezposrednio

na kanat wapniowy)

The effect of the time of death on the reactivity of rat caudal artery regulated

by Bay-K 8644 (an agonist directly affecting the Ca channel)
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Badania na perfundowanych Bay-K 8644 tetnicach ogo-
nowych szczura przeprowadzono w 4 grupach czaso-
wych. Badania z uzyciem agonisty kanatéw wapniowych
dziatajacego bezposrednio na kanat wapniowy wykazaty
zalezny od czasu zgonu spadek reaktywnosci tetnic.
Stwierdzono, ze skurcz migsnidwki gtadkiej poprzedzo-
ny wzrostem stezenia Ca?* w cytoplazmie mozna istot-
nie wydtuzy¢ aktywujac droge bezposredniego naptywu
Ca?* z puli zewnatrzkomorkowe;.

The research was conducted on Bay-K 8644-perfused
rat caudal arteries in four different time groups.
Investigations using the direct Ca channel agonist
demonstrated a time-dependent decrease of arterial
reactivity. The authors determined that the contractions
of the smooth muscle coat preceded by an increased
cytoplasm Ca** level were significantly prolonged by the
activation of direct Ca** inflow from the extracellular
space.
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WSTEP

Receptory sprzezone z biatkami G w bfonie ko-
morkowej sa funkcjonalnie i strukturalnie potaczo-
ne z kanatami dla Ca?* (ROC) [1, 4,6, 9, 11, 13, 15,
17, 18] i moga kontrolowa¢ funkcje kanatéw jono-

wych przez mechanizmy nie angazujgce zadnych
przekaznikow drugiego rzedu, jak z cAMP czy IP,
[18]. Reakcje skurczu miesniowki gtadkiej poprze-
dza wzrost stezenia wolnego Ca2* w cytoplazmie
[1]. Wzrost poziomu tego jonu w cytoplazmie moze
by¢ spowodowany nie tylko naptywem Ca?* z puli
zewnatrzkomérkowej przez specyficzne kanaty bto-
ny komorkowej, ale zrédtem tego jonu moze by¢
takze pula wapnia wewnatrzkomorkowego uwalnia-
na z retikulum. Czynnikiem nadzorujacym kanaty
Ca?* jest potencjat btony komadrkowej [13, 17]. Uwal-
nianie jonéw z puli wewnatrzkomorkowej jest kon-
trolowane przez dwa typy receptoréw [19, 2]. Teo-
retycznie alfa-1 agoni$ci moga aktywowac obie
Sciezki przekazu, ale wydajnos¢ alfa-1 receptora re-
gulowana przez fosfolipaze C (PLC) jest relatywnie
niska w porownaniu ze Sciezka, ktora reguluje funk-
cje kanatéw wapniowych [14]. Parpura i wsp. [12]
podkreslali wptyw noradrenaliny (NA) agonisty glu-
taminianu na podwyzszenie poziomu wapnia
w astrocytach, co wskazywato, ze aktywacja szlaku
uwalniajgcego glutaminian jest zwigzana z fizjolo-
gicznym poziomem wewnatrzkomérkowego wap-
nia. Wyniki badan Lepretre i wsp. [10] nie wykazaty
wzrostu stezenia wapnia w roztworze wolnym od
wapnia lub w obecnosci oxydypiny, ktora jest sub-
stancjg hamujaca napieciowo zalezne kanaty wap-
niowe. Dodatkowo nie stwierdzono akumulacji 1P,
w obecnosci 0,1 uM prazosinu. W oparciu o prze-
prowadzone badania badacze ci przyjeli, ze akty-
wacja alfa-adrenoreceptoréw promuje naptyw wap-
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nia przez kanaty napieciowo zalezne typu L. Z wiek-
szym uwalnianiem Ca 2* z retikulum endoplazma-
tycznego Kim i wsp. [8] wigzali znacznie szybszag
inaktywacje kanatobw wapniowych typu L u gryzoni
w stosunku do innych ssakéw. Naptyw Ca?* przez
kanaty typu L oraz wymiana sodowo-wodorowa
petnig synergistyczng role w wywotywaniu dodat-
niego efektu inotropowego wyzwalanego przez
PHE-agoniste alfa-1 receptoréw oraz receptory en-
dotelinowe i angiotensynowe [16]. Drescher i wsp.
[5] wykazali, ze usuniecie zewnatrzkomdrkowych
Ca2* redukowato noradrenalinozalezny skurcz na-
czyn w miare uptywu czasu badania. Zastosowa-
nie blokeréw kanatéw wapniowych typu L reduko-
wato odpowiedz skurczowa wywotang przez NA
nawet do 65%. Z badan Hamada i wsp. [7] wynika,
ze PHE pobudza staty, szybki wzrost stezenia Ca2+
w komoérce. Wahania w stezeniu Ca?* sa zalezne
od obecnosci jondbw wewnatrzkomoérkowych i nie
wymagajg aktywnosci napieciowo zaleznych kana-
téw wapniowych.

CEL PRACY

Prowadzone dotychczas badania nad po$miert-
nag reaktywnoscig tetnic ze szczegdélnym uwzgled-
nieniem przemian zachodzacych na poziomie re-
ceptora metabotropowego obejmowaty analize
powiazan pomiedzy biatkiem G a enzymami. Re-
ceptory sprzezone z biatkiem G same moga kon-
trolowa¢ funkcje kanatéw jonowych przez mecha-
nizmy nie angazujace zadnych przekaznikéw dru-
giego rzedu. Dazac do wyjasnienia mechanizmow
skurczu naczyniowego na poziomie receptorow
postanowiono przes$ledzi¢, czy funkcjonujgce za
zycia mechanizmy receptorowe dziataja po $mierci
osobniczej organizmu oraz podjaé probe okresle-
nia jaki jest spadek ich reaktywnos$ci w zaleznosci
od czasu po zgonie. Za celowe uznano wiec prze-
analizowanie wptywu czasu jaki uptynat od zgonu
na funkcjonowanie powigzania pomiedzy biatkiem
G a kanatem wapniowym.

MATERIAL | METODA

Badania prowadzono na perfundowanych tetni-
cach ogonowych szczura w czterech grupach czaso-
wych: 0, 2, 4 i 8 godzin po zgonie (p.m.). Liczebnos¢
kazdej z grup wynosita n = 12. Samce szczurow
rasy Wistar o wadze 250-300 g usypiano uretanem
wstrzykiwanym dootrzewnowo w dawce 120 mg/kg.
Po wypreparowaniu odcinka tetnicy o dtugosci 3-
-3,5 cm i oczyszczeniu z otaczajgcych tkanek, od
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strony proksymalnej wprowadzano kaniule, ktéra
nastepnie taczono z uktadem do perfuzji i zesta-
wem umozliwiajgcym staty pomiar i rejestracje ci-
$nienia perfuzyjnego. Po obcigzeniu dystalnego
konca wypreparowanej tetnicy ciezarkiem 500 mg,
preparat umieszczano w pozycji pionowej w haczy-
niu do narzaddw izolowanych o pojemnosci 20 ml.
Naczynie, w ktbrym umieszczono tetnice, wypetnia-
no natlenionym ptynem fizjologicznym o tempera-
turze 37°C. Do przeptywu perfuzatu zastosowano
pompe perystaltyczng. Przeptyw zwiekszano stop-
niowo, az do uzyskania optymalnego przeptywu
wynoszgcego 1 ml/minute. Po tym przeptywie reje-
strowane ci$nienie perfuzyjne stabilizowato sie na
poziomie 40-60 mmHg. Czas stabilizacji preparatu
wynosit okofo 1-1,5 godz.

Do badan uzywano dwa rodzaje ptynu Krebsa:
ptyn EGTA — Ca?" — Krebsa zawierajgcym Ca?*
o skfadzie: NaCl (71,8 mM), KCI (4,7 mM), CaCl,
(1,7 mM), NaHCO, (28,4 mM), MgSO, (2,4 mM),
KH,PO, (1,2 mM), EGTA (30 mM) i glukoza (11,1 mM)
oraz ptyn EGTA — Krebsa bez Ca?* o sktadzie: NaCl
(71,8 mM), KCI (4,7 mM), NaHCO, (28,4 mM),
MgSO, (2,4 mM), KH,PO, (1,2 mM), EGTA (30 mM)
i glukoza (11,1 mM). W do$wiadczeniach korzysta-
no tez z odczynnika Bay-K 8644.

WYNIKI BADAN

Bay-K 8644 w zakresie stezen od 3 nM do 10° uM
w badaniach na tetnicach pobranych bezposred-
nio po zgonie powoduje zalezny od stezenia wzrost
cisnienia perfuzyjnego. Krzywg stezenie-efekt dla
Bay-K 8644 wyznaczone na tetnicach pobranych
bezposrednio po zgonie sg przesuniete w prawo
wzgledem krzywej przedstawiajacej zalezno$¢ po-
miedzy stezeniem agonisty a wyrazong w procen-
tach frakcja zajetych receptoréw RA/RT (ryc. 1).

Ryc. 1. Reaktywnos$¢ tetnicy wyzwalana przez Bay-K 8644.
Fig. 1. Bay-K 8644-regulated reactivity of the artery.
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Tabela |. Zestawienie parametréw EC
p.m.

Table I. Mean values of EC,,, pD,, E__,
Bay-K stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.

50° pDZ’ Emax’ KA
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i pK, reaktywno$ci tetnic wyzwalanych przez Bay-K 0, 2 4 godz.

K, and pK, parameters describing the reactivity of arteries subjected to

Bay-K 8644 Liczba przypadkéw ED,, (SE) pD, E. o
Bay-K 8644 Number of cases
Czas zgonu

Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 12 2,12x 107 (£ 0,71) 6,67 100
2 godz. p.m.
2hp.m. 11 3,47 x 107 (% 1,03) 6,46 92
4 godz. p.m.
4hpm. 8 3,61 x 107 (x 1,06) 6,44 88
8 godz. p.m.
8 hp.m. 8 4,09x107 (£ 1,12) 6,39 74

Srednia warto$¢ EC,, wyznaczona dla Bay-K
8644 w grupie badanej bezposrednio po zgonie
wynosi 2,12 (= 0,71) x 107 M/l (tab. 1). Krzywe ste-
zenie-efekt wyznaczone na tetnicach pobranych
w 2 godz. p.m. ulegaja dalszemu nieznacznemu
przesunieciu w prawo w stosunku do krzywej
RA/RT z obnizeniem wartosci E..., do 92 %. W tych
warunkach $rednia warto$¢ EC,, wynosita 3,47
(=1,08) x 107 M/I. Dalsze stopniowe przesuniecie
krzywej stezenie-efekt w prawo uzyskano na tetni-
cach wyizolowanych po 4 i 8 godzinach p.m. (ryc.
1). W tych przedziatach czasowych obserwowano
tez obnizenie wartosci E., do poziomu 88 %
w grupie 4 godz. p.m. i 86 % w grupie 8 godz. p.m.
Uzyskane warto$ci EC,, w tych grupach nie wyka-
zywaty réznic statystycznie istotnych i wynosity
odpowiednio 3,61 (+ 0,06) x 107 M/l w grupie
4 godz. p.m. i 4,09 (x1,12) x 107 M/l 8 godz. p.m.
(tab. ).

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania z uzyciem agonisty
kanatébw wapniowych Bay-K 8644 wykazaly zalez-
ny od czasu zgonu spadek reaktywnosci tetnic.
Utrzymanie wartosci E__ na poziomie 88 % w gru-
pie 4 godz. p.m. wskazuje na stosunkowo matg
wrazliwo$¢ kanatu Ca?* na niedotlenienie. Wyniki
badan wlasnych wskazuja, ze przy skurczu wyzwa-

lanym przez NA i PHE uzyskane w tych przedzia-
tach czasowych wartosci E__ wynosity dla NA 32 %
a dla PHE 39 %. Wskazuje to, ze skurcz mie$nidwki
gtadkiej poprzedzony wzrostem stezenia wolnego
Ca?* w cytoplazmie mozna utrzymac¢ znacznie dtu-
zej p.m. aktywujac droge bezposredniego naptywu
Ca?* z puli zewnatrzkomorkowej. Na relatywnie ni-
ska wydajnos$¢ aktywnosci skurczowej poprzez po-
budzenie $ciezki przekazu regulowanej przez PLC
w poréwnaniu ze $ciezka, ktéra reguluje funkcje ka-
natéw wapniowych wykazat tez Rufflo i wsp. [14].
Promocyjna role naptywu wapnia przez kanaty na-
pieciowo zalezne typu L w stosunku do szlaku en-
zymatycznego IP, podkreslat rowniez Lepretre i wsp.
[10]. Uzyskane wyniki nie przecza spostrzezeniom
poczynionym przez Hamada i wsp. [7] co do wa-
han stezenia Ca?* w zaleznosci od wielkosci puli
wewnatrzkomadrkowej, podkreslaja jedynie, poprzez
stosunkowo dtugo utrzymujgca sie wysoka reaktyw-
nos¢ tetnicy, wydajno$é kanatéw wapniowych
w okresie interletalnym. Zblizone wyniki uzyskano
réwniez w badaniach po$miertnej reaktywnosci tet-
nicy wyzwalanej przez AVP po uzupetnieniu Ca?*
z puli zewnatrzkomérkowej po zastosowaniu ptynu
EGTA-Krebsa zawierajgcego Ca?*. Uruchomienie
mechanizmdw umozliwiajacych transport Ca?* do
wnetrza komérki poprzez zastosowanie ptynu
EGTA-Krebsa zawierajacego Ca2* pozwalato na
zachowanie zdolnosci tetnicy do reakcji skurczo-
wej do 8 godz. p.m. [3].
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WNIOSKI

1. Czas pos$miertnej reakcji skurczowej tetnicy
wyzwalanej przez Bay-K 8644 (agoniste kanatu
wapniowego) jest istotnie diuzszy w stosunku do
reakcji opartej na aktywacji puli wewnatrzkomérko-
wej Ca?*.

2. W miare uptywu czasu od zgonu obniza sie
reaktywnos$¢ tetnicy na Bay-K 8644.

3. Zastosowany model badawczy wskazuje na
jego przydatno$¢ do ustalania czasu zgonu.
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