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PRACE ORYGINALNE

Wptyw czasu zgonu na reaktywnosc¢ tetnic ogonowych szczura
wyzwalang przez fenylefryne (PHE) z rdbwnoczesnym
zastosowaniem inhibitorow syntazy tlenku azotu (NOS), cyklazy
guanylanowej (CG) i cyklooxygenazy (COX). Cz. Il

The effect of the time of death on the reactivity of rat caudal artery regulated
by PHE with a simultaneous use of NOS, CG and COX inhibitors. Part Il
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Badania na perfundowanych fenylefryna (PHE) tetnicach
ogonowych szczura przeprowadzano w 4 grupach cza-
sowych. W celu wyjasnienia wptywu czasu zgonu na bio-
chemiczne mechanizmy warunkujace funkcjonowanie re-
ceptoréw metabotropowych zastosowano réwnoczesnie
inhibitory NO-syntazy (NOS), cyklazy guanylanowej (CG)
i cyklooxygenazy (COX). Badania wykazaty, Zze zastoso-
wanie inhibitora syntazy NO wptywa na poprawe reak-
tywnosci tetnic p.m. co wskazuje na utrzymywanie sie
endogennej syntezy NO po $mierci. Réwniez zastoso-
wanie inhibitora cyklazy guanylanowej (CG) wptywa na
poprawe reaktywnosci tetnic i wewnatrzkomoérkowego
stezenia jonéw Ca2*. Efektu wzrostu reaktywnosci tetnic
nie obserwowano w badaniach z zastosowaniem inhibi-
tora cyklooxygenazy (COX).

The investigations were conducted on PHE-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 controlling the functioning of metabotropic
receptors. The authors demonstrated that using the NO
synthase inhibitor improved post mortem arterial reactivity,
what indicated maintained endogenous NO synthesis
after death. The CG inhibitor also improved arterial
reactivity and intracellular Ca** ion concentration. No
improvement was seen in arterial reactivity when COX
was employed in the study.

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

WSTEP

Receptory metabotropowe tworzg duza grupe
receptoréw o zréznicowanej budowie i funkciji, kto-
rych cechg wspoing jest sprzezenie z biatkiem G.
Gtowny podziat farmakologiczny na receptory alfa
i beta opiera sie na charakterystyce dziatania ago-
nistéw oraz selektywnych antagonistow. Wyr6znia
sie dwa podtypy receptoréow alfa (alfa-1 i alfa-2)
i trzy receptoréw beta (beta-1, beta-2, beta-3 [1, 2].
Gtownymi efektami pobudzenia receptoréw alfa-1
sa: zwezenie naczyn, rozkurcz miesni gtadkich prze-
wodu pokarmowego, wzmozone wydzielanie $liny,
pobudzenie glikogenolizy w watrobie. Pobudzenie
receptoréw alfa-2 powoduje: hamowanie uwalnia-
nia neuroprzekaznikoéw, agregacje ptytek krwi,
skurcz miesni gtadkich naczyn, hamowanie uwal-
niania insuliny [2, 3, 6]. Yan M. i wsp. [8] wykazali
istnienie dwdch podtypdw receptora alfa-1: alfa-1A
i alfa-1B, wywotujacych skurcz miesni gtadkich w wy-
niku dziatania réznych mechanizméw molekular-
nych. Pobudzenie alfa-1A powoduje skurcz tylko
w obecnosci zewnatrzkomdrkowego Ca?*. Skurcze
te byly wywotane przez naptyw do komorki Ca2*
poprzez tzw. zalezne od potencjatu kanaty wapnio-
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we typ L. Alfa-1B powoduje skurcz niezaleznie od
obecnosci Ca?* w srodowisku i akumulacje fosfo-
randéw inozytolu. W dotychczasowych badaniach
zwigzanych z ustalaniem czasu zgonu w oparciu
o analize farmakometryczng reakcji alfa-adrenergicz-
nych tetnic uzywano agonistow receptoréw alfa-1
i alfa-2 — noradrenaliny NA [4, 5, 7] jak i selektywnych
agonistéw alfa-1 fenylefryny (PHE). Stwierdzono spa-
dek reakcji maksymalnej tetnic wyzwalanej przez
PHE $rednio o okoto 40 % po 2 godziny p.m. i 0 okoto
60 % po 4 godziny p.m. w poréwnaniu z reakcjg mak-
symalng tetnic preparowanych bezposrednio po
zgonie [5]. Sliwka K. i wsp. [7], w badaniach nad re-
aktywnoscig tetnic na NA wykazali wolniejszy spadek
reakcji maksymalnej oraz dtuzszy okres utrzymywa-
nia sie reaktywnosci tetnicy. Po uptywie 8 godzin p.m.
reakcja maksymalna byta $rednio o 60 % nizsza
w stosunku do grupy kontrolnej 0 godzin p.m.

CEL PRACY

W badaniach nad po$miertna reaktywnoscia tet-
nic i jej znaczeniem dla ustalania czasu zgonu wy-
korzystywano wptyw agonistéw alfa-1 i alfa-2 oraz
agonistow selektywnych alfa-1-adrenoreceptorow.
Poniewaz dotychczas nie analizowano reaktywno-
$ci tetnic w oparciu o charakter przemian w poszcze-
golnych strukturach receptora metabotropowego,
pod katem ich znaczenia dla okre$lenia czasu $mier-
ci, za celowe uznano przeprowadzenie badan nad
reaktywnoscia tetnic wyzwalana przez PHE z réw-
noczesnym zastosowaniem inhibitoréw NOS, CG
i COX oraz okre$lenie wptywu czasu zgonu na roz-
przeganie powiazan pomiedzy biatkiem G, enzyma-
mi i kanatem dla Ca?*.

Tabela |. Zestawienie parametréw EC
p.m.

507 pDZ’ Emax’
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MATERIAL | METODA

Doktadna metodyka zostata przedstawiona w pra-
cy pt. ,Wptyw czasu zgonu na reaktywnos¢ tetnic
ogonowych szczura wyzwalang przez NA z réwno-
czesnym zastosowaniem inhibitoréw syntazy tlenku
azotu (NOS), cyklazy guanylanowej (CG) i cyklooxy-
genazy (COX). Cz. I”. W niniejszej pracy zamiast
agonisty w postaci NA stosowano PHE.

WYNIKI BADANIA | OMOWIENIE

1. Wptyw czasu zgonu na reakcje perfundowa-
nej tetnicy ogonowej szczura na (PHE).

Krzywe stezenia — efekt dla PHE wyznaczone na
tetnicach pobranych bezposrednio sg przesuniete
w lewo wzgledem krzywej przedstawiajgcej zalez-
no$¢ pomiedzy stezeniem PHE a frakcja zajetych
receptorow R /R wyrazong w procentach (ryc. 1).

Ryc. 1. Reaktywno$¢ tetnicy wyzwalana przez PHE
0 godz. p.m.
Fig. 1. PHE-regulated arterial reactivity O hours after death.
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K, i pK, reaktywnosci tetnic wyzwalanych przez PHE 0, 2 i 4 godz.

Table I. Mean values of EC,, pD,, E__, K, and pK, parameters describing the reactivity of arteries subjected to PHE
stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.
PHE Liczba przypadkéw EC,, (SE) pD, E. o K, (SE) pK,
Number of cases
Czas zgonu
Time of death
0 godz. p.m.
0hpm. 8 6,9x 108 (£ 0,9) 7,16 100 1,71 x107 ( = 1,16) 6,77
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 1,9x107 (= 0,4) 6,72 67 1,98x107 (£ 1,26) | 6,70
4 godz. p.m.
4 hpm. 8 6,21 x 10° (= 0,6) 5,20 39 2,07x107 (£ 1,32) 6,68
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Srednia warto$¢ EC_, wyznaczona dla PHE na
tetnicach pobranych bezposrednio po zgonie wy-
nosi 6,9 (= 0,9) x 108 M/lawartos¢ K, 1,71 (+ 1,16)
x 107 M/l (tab. I).

Krzywe stezenie-efekt wyznaczone na tetnicach
pobranych w 2 godz. p.m. ulegaja przesunigciu w pra-
wo (ryc. 2), z jednoczesnym obnizeniem E, ., $rednio
do 67 % (+ 9). W tych samych warunkach $rednia war-
tos¢ EC, dla PHE wzrasta do 1,9 (+ 0,4) x 107 M/.
Mimo wzrostu EC_ $rednia wartosc statej K, nie ulega
zmianie i wynosi 1,98 (+ 1,26) x 10 7 M/ (tab. I).

Dalsze przesuniecie krzywej stezenie-efekt dla
PHE w prawo uzyskano na tetnicach wyizolowanych
po 4 godzinach p.m. (ryc. 3). W tych samych wa-
runkach $rednia wartos¢ EC, wynosita 6,21 (+ 0,6)
x 10° M/l a wartos¢ Er.. wynosita 39 % (+ 12). Stata K,
podobnie jak w poprzednich badaniach nie ulegta
istotnym statystycznie zmianom i wynosi 2,07 (+ 1,32)
x 107 M/l (tab. I).

Wyznaczone dla PHE krzywe przedstawiajace
zaleznoéci R,/R; jako funkcje stezenia agonisty
przedstawiajg hiperbole, ktéra w miare uptywu cza-
su p.m. ulega sptaszczeniu . Wskazuje to na zmniej-
szenie sie wraz z uptywem czasu od zgonu puli
aktywnych receptoréw.

2. Wptyw inhibitora NO syntazy (INOS) na zmia-
ny reakcji perfundowanej tetnicy ogonowej szczu-
ra na PHE.

Krzywe stezenie-efekt dla PHE z uzyciem INOS
wyznaczone na tetnicach pobranych bezposrednio po
zgonie (ryc. 1), podobnie do krzywych dla PHE z uzy-
ciem INOS wyznaczonych na tetnicach perfundowa-
nych w 2 godziny p.m. (ryc. 2), sa przesunigte w lewo
wzgledem krzywych przedstawiajacych zalezno$¢ po-
miedzy frakcja zajetych receptoréw R,/R. i krzywa ste-
zenie-efekt dla PHE w tych przedziatach czasowych.
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Ryc. 2. Reaktywno$¢ tetnicy wyzwalana przez PHE
2 godz. p.m.
Fig. 2. PHE-regulated arterial reactivity 2 hours after death.
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Krzywa stezenie-efekt dla PHE z uzyciem INOS
wyznaczona na tetnicach perfundowanych w 4 godzi-
ny p.m. ma przebieg zblizony do krzywej przedstawia-
jacej frakcje zajetych receptoréw R,/R,, wyrazne jest
natomiast przesuniecie krzywej PHE z uzyciem INOS
w lewo wzgledem krzywej stezenie-efekt dla tetnic per-
fundowanych PHE w 4 godziny p.m. (ryc. 3).

Ryc. 3. Reaktywnos¢ tetnicy wyzwalana przez PHE 4 godz.
p.m.
Fig. 3. PHE-regulated arterial reactivity 4 hours after death.
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Tabela Il. Zestawienie parametréw EC,, E__ i K, reaktywnosci tetnic wyzwalanych przez PHE z INOS 0, 2i 4 godz. p.m.

Table Il. Mean values of EC_ , E

50’ —max’

stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.

and K, parameters describing the reactivity of arteries subjected to PHE with INOS

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

Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 8 6,9x 10% (= 0,8) 100 1,82 x 107 (* 0,98)
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 2,2x10% (+ 1,1) 100 1,78 x 107 (+ 1,24)
4 godz. p.m.
4hp.m. 8 3,8x10% (+ 1,3) 41 2,41 x 1077 (£ 1,41)
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Tabela lll. Zestawienie parametréw EC_,
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E... | K, reaktywnosci tetnic wyzwalanych przez PHE z ICG 0, 2 i 4 godz.

p.m.
Table Ill. Mean values of EC_, E__, and K, parameters describing the reactivity of arteries subjected to PHE with
ICGO stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.
PHE z ICG Liczba przypadkéw EC,, (SE) E, K, (SE)
PHE with ICG Number of cases
Czas zgonu
Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 8 6,9 x 10® (+ 0,61) 100 1,71 x 107 (+ 0,97)
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 2,1 x10°® (= 0,53) 100 1,71 x 107 (+ 0,97)
4 godz. p.m.
4 hp.m. 8 1,6 x 10 (= 0,66) 52 2,01 x 107 (+ 0,97)

Tabela IV. Zestawienie parametréow EC
p.m.

50’

E . i K, reaktywnoéci tetnic wyzwalanych przez PHE z ICOX 0, 2 i 4 godz.

Table IV. Mean values of EC_, E__, and K, parameters describing the reactivity of arteries subjected to PHE with ICOX

50’
stimulation after 0, 2 and 4 hours after death.

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

Time of death
0 godz. p.m.
0hp.m. 8 6,9x108 (£ 1,7) 100 1,82x 107 ( = 1,07)
2 godz. p.m.
2hp.m. 8 2,8x107(£0,9) 53 1,94 x107 (£ 1,17)
4 godz. p.m.
4hp.m. 8 5,1 x10% ( £ 0,6) 47 2,11 x107 ( = 0,31)

Wyznaczone wartosci EC, wynosity dla tetnic
perfundowanych PHE z uzyciem INOS w 2 godz.
p-m. 2,2 (= 1,1) x 108 M/l a w grupie 4 godz. p.m.
3,8 (£ 1,3) x 10 M/l (tab. II).

3. Wplyw inhibitora cyklazy guanylanowej (ICG)
na zmiany reakcji perfundowanej tetnicy ogonowe;j
szczura na PHE.

Krzywe stezenie-efekt dla PHE z uzyciem ICG
wyznaczone na tetnicach pobranych bezposrednio
po zgonie (ryc. 1) podobnie do krzywych dla PHE
z uzyciem ICG wyznaczonych na tetnicach perfun-
dowanych w 2 godziny p.m. (ryc. 2) sg przesuniete
w lewo wzgledem krzywych przedstawiajacych za-
leznosci pomiedzy frakcija zajetych receptoréw R,/R

i krzywa stezenie-efekt dla PHE w tych przedzia-
tach czasowych. Krzywa stezenie-efekt dla PHE
z uzyciem ICG wyznaczona na tetnicach perfun-
dowanych w 4 godziny p.m. jest przesunieta w pra-
wo wzgledem krzywej przedstawiajacej zalezno$¢
pomiedzy frakcjg zajetych receptoréw R,/R; wyra-
zong w procentach (ryc. 3). Srednie wartosci EC,
wyznaczone dla PHE z uzyciem ICG na tetnicach
perfundowanych w 2 godz. p.m. wynosi 2,1 (+ 0,53)
x 10® M/l a w 4 godz. p.m. 1,6 (= 0,66) x 10° M/I
(tab. 11).

4. Wplyw inhibitora cyklooksygenazy (ICOX) na
zmiany reakcji perfundowanej tetnicy ogonowej
szczura na PHE.
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Krzywe stezenie-efekt dla PHE z uzyciem ICOX
wyznaczone na tetnicach pobranych bezposrednio
po zgonie (ryc. 1) sg przesuniete w strone lewg
wzgledem krzywych przedstawiajgcych zalezno$¢
pomiedzy frakcja zajetych receptoréw R,/R, oraz
krzywa stezenie-efekt dla PHE w tym przedziale cza-
sowym. W 2 godziny p.m. krzywa stezenie-efekt dla
PHE z uzyciem ICOX ulega przesunieciu w prawo
w stosunku do krzywej przedstawiajgcej zaleznos¢
pomiedzy frakcjg zajetych receptoréw R,/R,, pozo-
staje jednak nadal po stronie lewej wzgledem krzy-
wej stezenie-efekt dla PHE w tej grupie czasowej
(ryc. 2). Krzywa stezenie-efekt dla PHE z uzyciem
ICOX wyznaczona na tetnicach perfundowanych
w 4 godz. p.m. jest przesunieta w lewo wzgledem
krzywej przedstawiajgcej zalezno$¢ pomiedzy frak-
cjg zajetych receptorow R,/R; wyrazong w procen-
tach (ryc. 3). Srednia wartos¢ EC,, wyznaczona dla
PHE z uzyciem ICOX na tetnicach pobranych bez-
posrednio po zgonie wynosita 6,9 (% 1,7) x 10 M/,
w 2 godz. p.m. wzrosta do wartosci 2,8 (= 1,2)
x 107 M/I. Dalszy wzrost wartosci EC_ stwierdzano
w grupie 4 godz. p.m., warto$¢ ta wynosita 5,1 (+ 0,6)
x 10% M/I. Wartoéci statej K, nie wykazywaty w za-
leznosci od czasu zgonu statystycznie istotnych réz-
nic (tab. IV).

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w miare
uptywu czasu od zgonu obniza sie wartos¢ reakcji
maksymalnej tetnic wyzwalanej przez NA i PHE. Nie
wykazano natomiast istotnych statystycznie roznic
w zaleznosci od rodzaju uzytego agonisty. Uzyska-
ne wyniki sg zbiezne z obserwacjami Miscickiej-Sliw-
ki [4, 5, 6] i Sliwki K. [7]. Z opracowan Miscickiej-
Sliwki [5] wynika ponadto, ze nie ma statystycznie
istotnych réznic pomiedzy najczesciej spotykany-
mi w praktyce medyka sgdowego rodzajami przy-
czyn zgonu. Zastosowanie natomiast inhibitorow
NO syntazy, cyklooxygenazy i cyklazy guanylano-
wej pozwolito na przesledzenie mechanizmow wpty-
wajacych na reaktywnos¢ tetnic, w zaleznosci od
funkcjonowania struktur wewnatrzreceptorowych.
Brak wiekszych réznic potozenia krzywych przed-
stawiajgcych reakcje tetnicy, w postaci odsetka re-
akcji maksymalnej uzyskanej dla danej tetnicy,
w funkcji stezenie PHE oraz réznic w wartosciach
dawek efektywnych na tyle istotnych, aby mysle¢
o nich jako o wskazniku czasu smierci, zaobserwo-
wany przez Miscicka-Sliwke [6], znajduje potwierdze-
nie w wynikach obecnych badan. Zastosowanie
inhibitoréw NOS, CG i COX w badaniach reaktyw-
nosci tetnic wyzwalanych przez PHE nie wykazuje
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istotnych réznic w stosunku do wynikéw badan nad
pos$miertng reaktywnoscia tetnic wyzwalang przez
NA z uzyciem tych samych inhibitoréw (oméwio-
nych w czesci |).

WNIOSKI

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

2. Wazrost reaktywnosci tetnic po zastosowaniu
inhibitoréw NOS i CG nie zalezy od rodzaju uzyte-
go agonisty.

3. Brak poprawy po$miertnej reaktywnosci tet-
nic po zastosowaniu inhibitora COX co wskazuje
na matg przydatno$c¢ tego rodzaju badania do usta-
lania czasu zgonu
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