ARCH. MED. SAD. KRYM., 2006, LVI, 136-143

Elzbieta Bloch-Bogustawska

PRACE ORYGINALNE

Wptyw czasu zgonu na reaktywnosc¢ tetnic ogonowych szczura
wyzwalang przez noradrenaline (NA) z réwnoczesnym
zastosowaniem inhibitorow syntazy tlenku azotu (NOS), cyklazy
guanylanowej (CG) i cyklooxygenazy (COX). Cz. |

The effect of the time of death on the reactivity of rat caudal artery regulated
by NA with a simultaneous use of NOS, CG and COX inhibitors. Part |
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Badania na perfundowanych noradrenaling (NA) tetni-
cach ogonowych szczura przeprowadzano w 4 grupach
czasowych. W celu wyjasnienia wptywu czasu zgonu na
biochemiczne mechanizmy warunkujace funkcjonowanie
receptorow metabotropowych zastosowano réwnocze-
$nie inhibitory NO-syntazy (NOS), cyklazy guanylanowej
(CG) i cyklooxygenazy (COX).

Badania wykazaty, ze zastosowanie inhibitora syntazy NO
wptywa na poprawe reaktywnosci tetnic p.m. co wskazu-
je zachowanie endogennej syntezy NO po $mierci. Réw-
niez zastosowanie inhibitora cyklazy guanylanowej (CG)
wptywa na poprawe reaktywnosci tetnic i wewnatrzko-
morkowego stezenia jondéw Ca2*. Efektu wzrostu reak-
tywnosci tetnic nie obserwowano w badaniach z zasto-
sowaniem inhibitora cyklooxygenazy (COX).

The investigations were carried out on NA-perfused rat
caudal arteries in four different time groups. Inhibitors of
NO synthase, CG and COX were used simultaneously to
explain the effect of the time of death on biochemical
mechanisms regulating the function of metabotropic
receptors. The study demonstrated that using the NO
synthase inhibitor improved post mortem arterial reactivity,
what indicated maintained endogenous NO synthesis
after death. The CG inhibitor was also found to improve
arterial reactivity and intracellular Ca** ion concentration.
No improvement in arterial reactivity was observed when
COX was used in the experiment.

Stowa kluczowe: czas zgonu, NOS, CG, COX
Key words: time of death, NOS, CG, COX

WSTEP

Jednym z wazniejszych zagadnien z zakresu
medycyny sa badania zmierzajace do ustalenia
czasu jaki mogt uptynaé od chwili $mierci cztowie-
ka do chwili badania jego zwtok. Osiggniecia w tym
zakresie ciggle nie zaspokajajg oczekiwan codzien-
nej praktyki [12, 21, 22]. Rozw0j warsztatu badaw-
czego, nowoczesna aparatura i zmiany stosowa-
nych bodzcow majg istotny wptyw na poprawe do-
ktadnosci w ustalaniu czasu zgonu. Opracowana
przez Sliwke metoda wykorzystania posmiertne;j
pobudliwoéci migsni izolowanych, przechowywa-
nych w zmodyfikowanym ptynie Tyroda, wskazywata
na mozliwo$c¢ jej zastosowania do ustalenia czasu
$mierci w okresie pdzniejszym po zgonie [28]. Kon-
tynuacja tych badan byto zastosowanie metody
draznienia miesnia posrednio poprzez nerw [4, 29].
Metoda ta pozwolita na doktadniejsze ustalenie cza-
su zgonu w stosunkowo krotkim czasie po zgonie.
Metodyka ustalania czasu $mierci jest bardzo szcze-
gotowo przedstawiona w doniesieniu ksiazkowym
Henssge C. i wsp. [14]. Dlatego w przedmiotowym
cyklu prac zajeto sie gtdwnie omowieniem posmiert-
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nej reaktywnosci tetnic. Szadurski i wsp. [26] oraz
Medgett i wsp. [17] wykazali, ze w proksymalnym
odcinku tetnicy ogonowej szczura postsynaptycz-
nie reprezentowane sa receptory alfa -1 i alfa-2.
Furchgott [11] wskazat na zalezno$¢ wielkosci
reakcji efektora od stgezenia kompleksu receptor-
-agonista. Badania Miscickiej-Sliwki [18] przepro-
wadzone na tetnicy ogonowej szczura — naczyniu
0 przewodzie postsynaptycznych receptoréw alfa-1
z uzyciem fenylefryny jako $rodka farmakologicz-
nego, wykazaty, ze czas utrzymywania sie reaktyw-
nosci tetnicy zaleznej od temperatury przechowy-
wania zwierzat po $mierci. W miare uptywu czasu
po $mierci reaktywnos¢ tetnicy ulegta obnizeniu, co
przejawito sie wzrostem wartosci statej dysocjacji
i dawek efektywnych, wywotujacych okreslona re-
akcje tetnicy oraz przesunieciem w prawo krzywej
dawka-efekt. Przeprowadzone badania nie wyka-
zaty zaleznosci reaktywnosci tetnic od przyczyny
zgonu. Naturalng konsekwencjg tych zainteresowan
staty sie badania zmierzajgce do wyjasnienia wpty-
Wwu czasu zgonu na biochemiczne mechanizmy
warunkujace funkcjonowanie receptoréw. Recepto-
ry metabotropowe sg ztozonymi elementami ukfa-
du sygnalizacyjnego komorki. Za posrednictwem
biatek G sg funkcjonalnie sprzezone z kanatami dla
jonéw lub enzymami bton komérkowych. Biatka G
nalezg do rodziny biatek zwigzanych z wewnetrzng
czescia btony komdrkowej, a ich nazwa pochodzi
od zdolnosci wigzania i hydrolizowania guanozy-
notréjfosforanu (GTP) [8]. Nastepnym etapem ukta-
du przekazu i przetwarzania informacji sa enzymy
aktywowane przez biatka G i produkujace substan-
cje o charakterze przekaznikow wtornych. Nalezg
do nich enzymy: cyklaza adenylanowa (AC), cykla-
za guanylanowa (CG), fosfolipaza C (PLC) i fosfoli-
paza A, (PLA)) [6, 1]. Powstaty w wyniku aktywaciji
PLC inozytolotrifosforan (IP,) ulega kolejnym defos-
forylacjom do inozytolu. Funkcja IP, jako przekaz-
nik wtdrny polega na wigzaniu sie z biatkami kana-
tu wapniowego zwigzanego z gtadka siateczkag en-
doplazmatyczng, powodujac jej aktywacje i uwol-
nienie do cytoplazmy zgromadzonych wewnatrz niej
jonéw Caz?* [2, 3]. Aktywacja PLC prowadzi réwniez
do powstania dwuacyloglicerolu (DAG) odpowie-
dzialnego za aktywacje kinazy C [23]. Enzymem
odpowiedzialnym za rozktad DAG i fosfolipidow bto-
ny komérkowej, prowadzacym do powstania kwa-
su arachidonowego, jest PLA,. Kwas arachidowy
pod wptywem enzyméw cyklooksygenazy (COX)
i lipooksygenazy ulega przemianom do prostaglan-
dyn (PG) i leukotriendéw (LT). Prostaglandyny akty-
wujg cyklazy nukleotydowe. Aktywnos$¢ te mozna
zahamowa¢ stosujgc m.in. inhibitory COX [7]. AC
katalizuje przemiane ATP w cAMP. Rola cAMP jako
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wtérnego przekaznika polega na aktywacji kinazy
A. Natomiast produktem aktywacji CG jest cGMP,
ktéry ma zdolnos¢ aktywaciji kinazy C.

Receptory metabotropowe za posrednictwem
biatka G sa sprzezone z kanatami dla jonéw Ca?*
(ROC) w btonie komorkowej. Reakcje skurczu mie-
$nidwki gtadkiej poprzedza wzrost stezenia wolne-
go Ca?* w cytoplazmie [3]. Wzrost ten moze by¢
spowodowany naptywem Ca2* z puli zewnatrzko-
mérkowej poprzez specyficzne kanaty btony komér-
kowej. Proces naptywu Ca?* jest kontrolowany przez
receptory btony komoérkowej. Drugim czynnikiem
kontrolujacym kanaty dla Ca?* jest réznica poten-
cjatéw btony komorkowej. Niezaleznie od ptynéw
zewnatrzkomérkowych zrédtem Ca?* moze by¢ re-
tikulum. W uwalnianiu Ca?* z retikulum posredni-
cza receptory IP, [16, 20].

W kontrolowaniu czynnosci mie$ni gtadkich
W naczyniach wazna role petni $rédbtonek, ktore-
go komoérki uwalniajg rézne substancje wazoaktyw-
ne w tym prostacykline (PC), tlenek azotu (NO)
i endoteline [10, 30]. NO powstaje z L-argininy przy
wspotudziale syntetazy tlenku azotu (NOS) [31].
W badaniach farmakologicznych nad ukfadem na-
czyniowym odkryto, ze NO jest gtéwnym aktywnym
biologicznie sktadnikiem endotelialnego czynnika
rozkurczowego (EDRF) i endogennym aktywatorem
rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej [30]. Produk-
cja NO wzrasta pod wptywem czynnikéw zwieksza-
jacych stezenie wewnatrzkomérkowych Ca2* Wapn
uwalniany za po$rednictwem IP, moze wspomagac
aktywno$¢ NOS a kinaza C, aktywowana przez
dwuacyloglicerol (DAG) moze blokowa¢ NOS [24].

Do przekaznikow pochodzacych z fosfolipidow
btony komorkowej zaliczamy prostanoidy wchodza-
ce w sktad grupy eikozanoidéw [19]. Tempo synte-
zy tych mediatoréw zalezy od uwalniania kwasu
arachidowego. COX dziata na kwas arachidonowy
w wyniku czego powstajg cykliczne nadtlenki (PGG,,
PGH,), ktére moga przeksztatci¢ sie¢ m.in. w PGI,
powodujgce rozkurcz naczyn [7].

CEL PRACY

W badaniach dotychczasowych nad po$miert-
ng reaktywnoscia tetnic i jej znaczeniem dla ustala-
nia czasu zgonu wykorzystywano wptyw agonistow
alfa-1 i alfa-2 oraz agonistow selektywnych alfa-1-
-adrenoreceptoréw z uwzglednieniem m.in. przyczy-
ny zgonu i warunkéw przechowywania. Nie anali-
zowano natomiast zmiany reaktywnosci tetnic
w oparciu o charakter przemian zachodzgcych
w miare uptywu czasu od zgonu na poszczegél-
nych strukturach receptora metabotropowego pod
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katem ich znaczenia dla okreslenia czasu $mierci.
Za celowe uznano wiec przeprowadzenie badan
nad reaktywnoscia tetnic wyzwalang przez NA z row-
noczesnym zastosowaniem inhibitoréw NOS, CG
i COX oraz okre$lenie wptywu czasu zgonu na roz-
przeganie powigzan pomiedzy biatkiem G, enzyma-
mi i kanatem dla Ca?*.

MATERIAL | METODA

Badania po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycz-
nej, prowadzono na perfundowanych tetnicach
ogonowych samcow szczura rasy Wistar wagi 220-
-300 g pochodzacych z jednej hodowli o liczebno-
$ci grup n=8. Szczury usypiano uretanem wstrzy-
kiwanym dootrzewnowo w dawce 120 mg/kg. Po
wypreparowaniu i oczyszczeniu tetnicy o dtugosci
3-3,5 cm z otaczajgcych tkanek, od strony proksy-
malnej wprowadzono kaniule a odcinek dystalny
podwigzano wykonujac jednoczes$nie drobne na-
ciecie w Scianie tetnicy umozliwiajace przeptyw pty-
nu perfuzyjnego. Po obcigzeniu dystalnego konca
wypreparowane;j tetnicy ciezarkiem 500 mg prepa-
rat umieszczono nastepnie w pozycji pionowej
w termostatowym naczyniu do narzgdow izolowa-
nych o pojemnos$ci 20 ml, wypetnionym ptynem
Krebsa o temperaturze 37°C. Do ptynu Krebsa za-
rowno inkubacyjnego jak i perfuzyjnego dodawa-
no propranolol w stezeniu 10 M/l w celu wyelimi-
nowania beta-adrenergicznych reakciji, a presynap-
tyczny wychwyt amin katecholowych blokowano
stosujac kokaine w stezeniu 10 M/I. Utlenianiu NA
zapobiegano podajac ptyn EGTA. Kaniule wprowa-
dzong od strony proksymalnej badanej tetnicy ta-
czono z pompg perystaltyczng. Przeptyw ptynu
perfuzyjnego zapewniono pompg perystaltyczng
stopniowo zwiekszajac przeptyw, az do uzyskania
optymalnego przeptywu rownego 1 MiI/min. Okres
stabilizacji tetnicy przy takim przeptywie wynosito
okoto 1-1,5 godz., a ci$nienie ptynu perfuzyjnego
wynosito $rednio 40 mmHg. W celu obiektywnej ob-
serwaciji i rejestracji reakcji tetnicy kaniule wprowa-
dzong od strony proksymalnej taczono z przetwor-
nikiem (Universal Transducer Cell Modell UC-2 firmy
Gould-Statham) z dodatkowym oprzyrzgdowaniem
stuzgcym do pomiaru ci$nienia perfuzyjnego (Pres-
sure accessory — Model UGP4) z wymienialnymi
membranami (Diaphragm Model UGP 4-20). Po
okresie stabilizacji tetnicy, celem oznaczenia reakcji
tetnicy na bodziec farmakologiczny, podawano ze-
wnatrznaczyniowo wzrastajgce dawki NA wg meto-
dy van Rosuma poczawszy od stezenia 1 x 10°1° M/I.
Kolejne dawki agonisty podawano, po stwierdze-
niu, ze poprzednia dawka wywotata maksymalny
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skurcz, co wyrazato sie poziomym zapisem reakcji
skurczowej tetnicy. Stezenie podawanego $rodka
przy ostatnich dawkach wywotujacych maksymal-
ny skurcz wynosito 3 x 10® M/I. Po przeprowadze-
niu badania tetnice ptukano i ponownie stabilizo-
wano do uzyskania wyjsciowych wartosci ci$nienia
ptynu perfuzyjnego. Nastepnie tetnice inkubowano
przez 4 minuty w ptynie Krebsa zawierajgcym dibe-
namine w stezeniu 108 M/I, po czym ptyn Krebsa
kilkakrotnie wymieniano w celu usuniecia dibena-
miny i ponownie sprawdzano reakcje tetnicy na
wzrastajgce dawki agonisty.

Obliczenia wartosci dawek efektywnych przepro-
wadzono przyjmujac za 100 % $rednig maksymalng
warto$¢ cisnienia uzyskanego w grupie kontrolnej
badanych bezposrednio po zgonie. W ten sposéb
oceniano procentowy spadek reakcji maksymalne;j
w miare uplywu czasu po zgonie w poréwnaniu
z grupg kontrolna (0 godz. p.m.) Wyznaczenia war-
toci EC_, dokonano w oparciu o uzyskane krzywe
zaleznosci efektu od stezenia agonisty. Warto$é
EC,, okreslano w zakresie reakcji 20-80 % wykre-
$lajac prosta regresji. Statg dysocjaciji K, dla agoni-
sty wyznaczano zgodnie z metodg Furchgotta, po-
legajacg na analizie reakcji przed i po czesciowej
inaktywaciji receptoréw. W doswiadczeniach korzy-
stano tez z odczynnikéw NMMA-Sigma-inhibitor
NO-syntazy, Indomethacin morpholinylamide - in-
hibitor COX i ODQ - inhibitor CG.

WYNIKI BADAN | OMOWIENIE

1. Wptyw czasu zgonu na reakcje perfundowa-
nej tetnicy ogonowej szczura na NA — agoniste re-
ceptoréw alfa-1 i alfa-2 — adrenergicznych.

NA w zakresie stezen od 3 nM - 3uM w bada-
niach wykonanych na tetnicach pobranych bezpo-
$rednio po zgonie powoduje zalezny od stezenia
wzrost cisnienie perfuzyjnego. Wyznaczone w tych
warunkach dla NA krzywe stezenie-efekt sg przesu-
niete w lewo wzgledem krzywej przedstawiajace;j
zalezno$¢ pomiedzy frakcjg zajetych receptoréw
R,/R; a stezeniem NA (ryc. 1). Opisane potozenie
krzywych potwierdza, ze NA jest petnym agonista,
a w tetnicach ogonowych szczura pobranych bez-
posrednio po zgonie, istnieje pula receptorow re-
zerwowych. Wyznaczona dla NA $rednia warto$¢
EC,, wynosi 4,6 ( + 0,7) x 10® M/l, a stata dysocjacii
K,2,47 (x 0,67) x 107 M/l (tab. I). W identyczny spo-
so6b wyznaczone krzywe stezenie-efekt dla NA na
tetnicach pobranych w 2 godz. p.m. ulegajag prze-
sunieciu w prawo (ryc. 2) z jednoczesnym obnize-
niem reakcji maksymalnej (E...,) $rednio do 58 %
(£ 11). Wyznaczona w tych warunkach $rednia war-
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Ryc. 1. Reaktywnos¢ tetnicy wyzwalana przez NA 0 godz.
p.m.
Fig. 1. NA-regulated arterial reactivity O hours after death.
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Ryc. 2. Reaktywnos¢ tetnicy wyzwalana przez NA 2 godz.
p.m.
Fig. 2. NA-regulated arterial reactivity 2 hours after death.
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tos¢ EC,, wzrasta do 1,8 (= 0,5) x 107 M/l, a stata
dysocjacji K, wynosi érednio 2,77 (+ 0,76) x 107 M/I
i nie rdzni sie istotnie statystycznie od wartosci kon-
trolnej (0 godz. p.m.) (tab. | ). Krzywe stezenie-efekt
dla NA wyznaczone na tetnicach pobranych w 4 godz.
p.m. ulegajg dalszemu przesunieciu w prawo z jed-

Tabela |. Zestawienie parametréw EC
p.m.

Table I. Mean values of EC_, pD,, E__,
stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.

50’ pDz’ Emax’
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noczesnym dalszym obnizeniem reakcji maksymal-
nej E . do 38 % (£12) (ryc. 3).

Ryc. 3. Reaktywno$¢ tetnicy wyzwalana przez NA 4 godz.
p.m.
Fig. 3. NA-regulated arterial reactivity 4 hours after death.
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Wyznaczona srednia warto$¢ EC_ dla NA wzrasta
do wartosci 5,6 (+ 0,4) x 10¢ M/I. Wartos¢ K, wynosi
$rednio 2,94 (+ 0,64) i nie rozni sie w sposob istot-
ny statystycznie od wartoéci K, wyznaczonej w gru-
pie kontrolnej. Krzywa przedstawiajgca zalezno$¢
R,/R; jako funkcje stezenia NA wyznaczona dla tet-
nic badanych bezposrednio po zgonie przedstawia
hiperbole, ktéra w miare uptywu czasu p.m. ulega
sptaszczeniu. Tego typu zmiany w ksztaicie krzy-
wych stezenie-efekt i krzywych przedstawiajacych
zalezno$¢ R,/R; jako funkcje stezenia NA, przy nie-
zmienionej wartosci K, wskazuja na zmniejszanie
sie wraz z uptywem czasu p.m. puli aktywnych re-
ceptoréw w tkankach. W wyniku tego procesu do
wywotania 50 % E,. wyzwalanej przez NA na tetni-
cach perfundowanych bezposrednio po zgonie
musi nastagpi¢ zajecie 16 % ogdlnej puli recepto-
réw. Po 2 godzinach p.m. i 4 godz. p.m. dla wywo-

K, i pK, reaktywnosci tetnic wyzwalanych przez NA 0, 2 i 4 godz.

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

NA Liczba przypadkéw | EC, (SE) pD, E, K, (SE) pK,
Number of cases
Czas zgonu
Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 8 4,6x10% (= 0,7) 7,34 100 2,47 x107 ( = 0,66) 6,60
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 1,8 x 107 (* 0,5) 6,74 58 2,77x107 (+ 0,76) | 6,55
4 godz. p.m.
4hp.m. 8 5,6 x 10° (= 0,4) 5,25 32 2,94 x107 ( = 0,64) 6,53
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tania tej samej reakcji musi by¢ zajetych odpowied-
nio 39 % i 85 % puli receptorow.

2. Wptyw inhibitora NOS (INOS) na zmiany reak-
cji perfundowane;j tetnicy ogonowej szczura na NA.

Krzywe stezenie-efekt dla NA z uzyciem INOS wy-
znaczone na tetnicach pobranych bezposrednio po
zgonie (ryc. 1) podobnie do krzywych dla NA z uzy-
ciem INOS wyznaczonych na tetnicach perfundowa-
nych w 2 godz. p.m. (ryc. 2) sa przesuniete w lewo
wzgledem krzywych przedstawiajacych zaleznosci
pomiedzy frakcjg zajetych receptoréw wyrazona w %
(R,/R,) i krzywa stezenie-efekt dla NA w tych prze-
dziatach czasowych. Opisane potozenie krzywych
potwierdza, ze w tetnicach ogonowych szczura po-
branych w 2 godziny p.m. istnieje pula receptoréw
rezerwowych. Srednia wartos¢ EC_, wyznaczona dla
NA z uzyciem INOS na tetnicach pobranych bezpo-
$rednio po zgonie wynosita 4,6 x 10® (x 0,7) M/ladla
tetnic pobranych 2 godz. p.m. wyznaczona warto$¢
EC,, wynosita 1,2x 10® (+1,3) M/l (tab. Il). Przesunie-
cie krzywej stezenie-efekt dla NA z uzyciem INOS
w prawo, wzgledem krzywej przedstawiajacej za-
leznos¢ pomiedzy frakcja zajetych receptoréw
wyrazong w % (R,/R;) uzyskano na tetnicach bada-
nych 4 godz. p.m. (ryc. 3). Wyznaczone krzywe ste-
zenie-efekt dla NA z uzyciem INOS dla tetnic po-
branych w 4 godz. p.m. pozostaje nadal po stronie
lewej wzgledem krzywej stezenie-efekt dla NA. Sred-
nia wartoé¢ EC, wyznaczona dla NA z uzyciem
INOS na tetnicach pobranych w 4 godz. p.m. wy-
nosita 4,4 x 10 (% 2,2) M/l (tab. Il).

3. Wplyw inhibitora cyklazy guanylanowej (ICG) na
zmiany reaktywnosci tetnicy ogonowej szczura na NA.

Tabela Il. Zestawienie parametrow EC
p.m.

Table Il. Mean values of EC_, pD,, E__
with INOS stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.

50’
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Krzywa stezenie-efekt dla NA z uzyciem ICG wy-
znaczone na tetnicach pobranych bezposrednio po
zgonie (ryc. 1), podobnie do krzywych dla NA z uzy-
ciem ICG wyznaczonych na tetnicach pobranych
w 2 godz. p.m. (ryc. 2) sa przesuniete w lewo wzgle-
dem krzywych przedstawiajgcych zalezno$¢ pomie-
dzy frakcjg zajetych receptoréw (R,/R;) a krzywa
stezenie-efekt dla NA w tych przedziatach czaso-
wych. Przesuniecie krzywej stezenie-efekt dla NA
w prawo wzgledem krzywej przedstawiajacej zalez-
no$¢ pomiedzy frakcjg zajetych receptoréow wyra-
zong w % (R,/R;) uzyskano na tetnicach perfundo-
wanych w 4 godz. p.m. Wyznaczona krzywa steze-
nie-efekt dla NA z uzyciem ICG dla tetnic pobra-
nych 4 godz. p.m. pozostaje nadal po stronie lewe;j
wzgledem krzywej stezenie-efekt dla NA (ryc. 3).
Wyznaczone w tych przedziatach czasowych war-
tosci EC,, wynosity odpowiednio dla NA ICG na tet-
nicach perfundowanych w 2 godz. p.m. 1,9 x 108
(x0,64) M/l iw 4 godz. p.m. 3,7 x 10° ( = 0,56) M/I
(tab. 1I').

4. Wptyw inhibitora cyklooksygenazy (ICOX) na
zmiany reakcji perfundowanej tetnicy ogonowe;j
szczura na NA.

Krzywg stezenie-efekt dla NA z uzyciem ICOX
wyznaczona na tetnicach pobranych bezposrednio
po zgonie (ryc. 1) podobnie do krzywych dla NA
z uzyciem ICOX wyznaczonych na tetnicach pobra-
nych w 2 godz. p.m. (ryc. 2) sg przesuniete w lewo
wzgledem krzywych przedstawiajgcych zalezno$¢
pomiedzy frakcjg zajetych receptoréw (R,/R,) i krzy-
wa stezenie-efekt dla NA w tych przedziatach cza-
sowych. Przesuniecie krzywej stezenie-efekt dla NA
z uzyciem ICOX w prawo uzyskano na tetnicach

E,.. 1 K, reaktywnoéci tetnic wyzwalanych przez NA z INOS 0, 2 i 4 godz.

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

NA z INOS Liczba przypadkéw EC,, (SE) E. K, (SE)
NA with INOS Number of cases
Czas zgonu

Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 8 46x10%(£0,7) 100 2,58 x 107 ( = 0,91)
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 1,2x 108 (= 1,3) 100 1,89 x 107 ( = ,33)
4 godz. p.m.
4hp.m. 8 4,4x10% (£ 22) 53 2,04 x 1097 ( = 1,51)
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Tabela lll. Zestawienie parametrow EC_, E i K, reaktywnosci tetnic wyzwalanych przez NA z ICG 0, 2i 4 godz. p.m.

Table lll. Mean values of EC,, pD,, E__, K, and pK, parameters describing the reactivity of arteries subjected to NA
with ICG stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.
NA z ICG Liczba przypadkéw EC,, (SE) E. . K, (SE)
NA with ICG Number of cases
Czas zgonu
Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 8 4,6x10%(+0,72) 100 2,58 x 107 ( = 0,97)
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 1,9x 108 ( = 0,64) 100 1,69 x 107 ( = 0,97)
4 godz. p.m.
4 hp.m. 8 3,7x10° ( = 0,56) 42 3,14 x10% ( = 0,97)

Tabela IV. Zestawienie parametréow EC
p.m.

50’

E... | K, reaktywnosci tetnic wyzwalanych przez NA z ICOX 0, 2 i 4 godz.

Table IV. Mean values of EC,;, pD,, E__ and K, parameters describing the reactivity of arteries subjected to NA with

ICOX stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.

NA z ICOX Liczba przypadkéw EC,, (SE) E. o K, (SE)
NA with ICOX Number of cases
Czas zgonu

Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 8 46x10% (= 1,3) 100 2,58 x107 (= 1,17)
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 1,7x107 (= 0,9) 53 1,89 x 107 (x 0,97)
4 godz. p.m.
4hp.m. 8 3,1x10% (= 0,6) 48 2,81 x107 ( = 0,27)

perfundowanych 4 godz. p.m. (ryc. 3). Srednia war-
toé¢ EC,, obliczona w grupie 2 godzin p.m. wyno-
sita 1,7 x 107 (£ 0,9) M/l a w grupie 4 godz. p.m.
3,1 x10°% ( £ 0,6) M/l (tab. IV).

DYSKUSJA

Przeprowadzone w oparciu o teorie receptoro-
wa badania wykazaty, ze reaktywno$¢ tetnicy na NA
obniza sie w miare uptywu czasu po zgonie. llo-
$ciowa interpretacja badanych reakc;ji interletalnych
wyrazajgca sie w miare uptywu czasu po zgonie
przesunieciem w prawo krzywych stezenie-efekt
wraz z redukcjg cisnienia maksymalnego, wzrostem
wartoéci dawek efektywnych oraz wzrostem warto-
ci statej dysocjaciji moze byé wykorzystana do usta-

lania czasu zgonu. Wptyw redukcji puli aktywnych
receptorow na zmniejszanie reakcji naczyniowych
w aspekcie czasu zgonu wykazali tez Miscicka-Sliw-
ka oraz Sliwka i Szadurski [26, 27, 28]. Przeprowa-
dzone badania potwierdzity spostrzezenia Clementi
i wsp. [10] co do regulacyjnej funkcji tlenku azotu
na homeostaze wapnia w komérkach. Wprawdzie
moje badania nie réznicowaly zrédet pochodzenia
NO ale wyniki badan z zastosowaniem inhibitora
syntazy NO wskazuja, ze synteza NO jest fizjolo-
gicznie czynna p.m. i endogennie produkowany
NO petni znamienng role w modulacji stezenia
Ca2*. Badania wtasne [5] z zastosowaniem INOS
wskazywaty na istotny wptyw NO na obnizenie re-
aktywnosci preparatow tetnic, wyzwalanych przez
argoninio-wazopresyne w ptynie EGTA-Krebsa za-
wierajgcym Ca?*, w miare uptywu czasu po zgonie.
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Zniesienie mozliwosci syntezy NO pozwolito na
utrzymanie reaktywnosci tetnicy w 8 godzin p.m.
na poziomie okoto 43 % wartosci cisnienia perfu-
zyjnego uzyskanego w grupie 0 godzin p.m. Znaj-
duje to potwierdzenie réwniez w wynikach badan
reaktywnosci tetnic wyzwalanych przez NA. Po za-
stosowaniu INOS stwierdzono wieksza reaktywno$¢
tetnicy 4 godz. p.m. w stosunku do krzywej kontro-
Inej 0 godz. p.m. Na role NO jako jednego z czynni-
kéw obnizajacych reaktywnosé tetnic poprzez za-
blokowanie jego syntezy badz anion ponadtlenko-
wych wskazywali tez w badaniach Sieber i wsp. [25,
13]. Dodatkowym wskaznikiem powigzania obnize-
nia reaktywnosci tetnic p.m. jest fakt, ze zahamo-
wanie syntezy cGMP w podobny sposéb poprawia
reaktywnos$¢ tetnic [9]. Obnizenie poziomu cGMP
niweluje rowniez hamujacy wptyw NO na czynnos$¢
naczyn. NO powoduje rozkurcz migsni gtadkich
witasnie poprzez zwiekszenie syntezy cGMP [10,
30]. Brak poprawy reaktywno$ci tetnic po zastoso-
waniu inhibitora COX wynika¢ moze ze zrdznico-
wanego charakteru dziatania prostanoidow [7, 15].
Zahamowanie cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2)
indometacyng pozwala wykluczy¢ udziat PG w po-
$miertnym procesie hamowania reakcji wyzwala-
nych za posrednictwem receptoréw metabotropo-
wych.

WNIOSKI

1. Wzrost reaktywno$ci tetnic po zastosowaniu
inhibitora NO-syntazy wskazuje na role NO w po-
$miertnym hamowaniu reakcji skurczowej tetnic.

2. Zastosowanie inhibitora CG wskazuje, ze
posmiertne obnizenie reakcji skurczowe;j tetnic za-
lezy rowniez od syntezy cGMP.

3. W miare uptywu czasu od zgonu dochodzi
do obnizenia puli receptoréw rezerwowych i reak-
tywnosci tetnic na noradrenaline.

4. Zahamowanie cyklooksygenaz nie wptywa na
poprawe reaktywnosci tetnic co wskazuje, ze
w po$miertnym obnizeniu reaktywnosci tetnic do-
minujgcg role odgrywa NO a nie PG.
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