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Metabolizm blony wewnetrznej aorty Swin. Cz. II. Aktywnosé lipolityczna
w wyciagach homogenatéw intimy i medii tetnicy glownej ze zmianami
i bez zmian arteriosklerotycznych

Metabonuam uHTUManeHOW obonouku aoptel ceuHen. Y. Il Jlunonutuueckas aKkTMBHOCTH
B JKCTPAKTaX remMOreHW3aToB WHTMMAanbHOW M MeguanbHoW obonouek aopTsl
APTEPUOCKNEPO3HO UIMEHEHHOM M HEU3IMEHEHHOM

Metabolism of Intima of the Pig’s Aorta. II. Lipolytic Activity in the Extracts of
Intima and Media Homogenates of the Main Artery with, and without, Arterio-
sclerotic Changes

W ostatnim dziesigcioleciu badania rozwijane w oparciu o metaboliczno-
-infiltracyjng teorie patogenezy miazdzycy skoncentrowano ma czynnosci me-
labolicznej tetnicy gltownej (3). Sugestie, ze aktywnoé¢ hydrolaz estréow kwa-
sow tluszezowych zapobiega gromadzeniu sie¢ lipidow w $cianie aorty (16, 18),
skupily na tych enzymach uwage wielu autoréw, ktérzy w licznych pracach
(1, 2, 5, 6, 10—17) wykazali w $cianie tetnicy gléwnej u zwierzat i czlowieka
enzymy hydrolizujace estry wyzszych kwaséw ttuszezowych. W aorcie u $wini
Patelski i wsp. wykazali obecnosé: lipazy, fosfolipazy A i esterazy cho-
lesterolowej (11), okre$lili wlasciwosci tych enzyméw (10, 11) oraz podali ko-
lejno$¢ pozioméw ich specyficznej aktywno$ci w nastepujacym porzadku:
esteraza cholesterolowa < lipaza < fosfolipaza A (11, 14). W doswiadczalnej
arteriosklerozie szczuréw i krélikbw zmiany w aktywnos$ci enzyméw lipoli-
tycznych aorty, a mianowicie spadek aktywnosci esterazy cholesterolowej oraz
wzrost aktywnosci lipazy i fosfolipazy A, wyprzedzaly wystapienie zmian pro-
liferacy jno-zwyrodnieniowych w blonie wewnetrznej tetnicy glownej (12, 13).

W badaniach poréwnawczych nad miazdzyca wlasciwy model badawczy
stanowig §winie, poniewaz u tych zwierzat wystepuje w duzym odsetku na-
turalna arterioskleroza. Postanowiono sprawdzié, czy i o ile zmienia sie ak-
tywnoé¢ lipolityczna w blonie wewnetrznej aorty w procesie samoistnej arte-
riosklerozy. W tym celu skonfrontowano aktywno$é¢ lipolityczng w wyciagach
homogenatéw blony wewnetrznej tetnicy gléwnej §win z dostrzezonymi i nie-
dostrzezonymi zmianami miazdzycopodobnymi.

; MATERIAL I METODY

Od kilkudziesieciu §win rasy bialej polskiej, o cigzarze okolo 100 kg, na-
tychmiast po uboju izolowano odcinki piersiowe i brzuszne aort, umieszczajac
je w pojemnikach z lodem, nastepnie przemywano je chlodng woda ok. +7°C,
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rozcinano i osuszano bibulg filtracyjna i po ocenie makroskopowej oddzielano
blony wewnetrzne, ktére nastepnie zamrazano (3). Wybrano 14 aort z wy-
raznie makroskopowo dostrzegalnymi plytkami arteriosklerotycznymi — gru-
pa A, oraz 14 aort, na ktérych golym okiem mie stwierdzano zmian stwardnie-
niowych — grupa Bz. Ocene¢ makroskopowa badanych aort weryfikowano
histopatologicznie, stosujac w mrozonych preparatach histopatologicznych bar-
wienie roztworami Sudanow III i czarnego (3). Zdjete i zamrozone blony we-
wnetrzne i cze$ciowo $rodkowe grup Bz i A rozdrabniano skalpelem w moz-
dzierzach umieszczonych w lodzie, a nastepnie rozcierano z pylem szklanym
na miazge, dodajac porcjami zimny (0°C) 15% roztwér glicerolu w 0,2 M,
pH 8,3 bufone tris w iloSci 5 ml na 1 g tkanki. Dezintegrat wirowano w chlodni
o temp. +2°C przy 10000 ob/min. przez 15 min. Supernatant, bezpoérednio
po odwirowaniu, preinkubowano 10 min. w temp. +37°C na lazni wodnej
i uzyto do oznaczen aktywnosci lipolitycznej=ALp.

ALp oznaczano w oparciu o metodg opisang przez Sliwinska (wg 4) w na-
stepujacym uktadzie: 1 ml preinkubowanego wyciggu +5 ml hydrosolu oli-
wy z oliwek w buforze tris 0,02 M pH 8,3. Inkubacje prowadzono w temp.
+37°C przez 1 godzine. Reakcje przerywano przez dodanie do inkubatu 15 ml
96% etanolu. W 10 ml etanolowego przesaczu oznaczano mieestryfikowane kwa-
sy ttuszczowe 0,01 N NaOH. Kontrole stanowily inkubaty substratu bez wy-
ciggu, wyciggu bez substratu i inkubowanego substratu, do ktérego dodawano
etanol, a nastepnie inkubowany wyciag.

Za jednostke lipolityczng=ILp przyjeto proponowana przez Sliwinska jed-
nostke dla lipazy, tj. 0,1 ml 0,01 N NaOH. ALp wyrazono w ILp/l1 g biatka
wyciaggu/l godz. Doktadno$é metody sprawdzano przeprowadzajac 10 oznaczen
tej samej probki. Wspélczynnik zmienno$ci tych wynikéw wynosit 8,6%.
Wszystkie oznaczenia przeprowadzano trzykrotnie. Wyniki stanowig $rednia
arytmetyczng oznaczen. Biatko w wyciggach oznaczano metoda Lowry (wg 7).
Odczynniki do preparacji i oznaczen, poza oliwa z oliwek, zastosowano czy-
ste p.a.

WYNIKI I OMOWIENIE

Wyniki oznaczen ALp wyciggéw grupy Bz i A zestawiaja tab. 1 i 2. In-
formuja one ze:

1) wyciagi Bz i A zawieraly uklad enzymatyczny katalizujacy reakecje
bydrolizy estréw kwaséw tluszczowych, ktérego aktywnos$é mozna bylto ozna-

Tab. 1. ALp = ILp/1 g biatka/l godz., wyciggbw grup Bz i A
ALp = ILp/1 g of protein/1 hr of the group extracts Bz and A

ALp ALp
HR, Bz A S Bz A
1 310 2240 8 430 1640
2 830 1870 9 60 920
3 110 1700 10 70 1000
+ 130 1040 11 380 s La 870
5 140 1320 12 570 1760
6 460 3200 13 130 1680
7 780 1950 14 180 1850
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Tab. 2. Alp = ILp/1 g biatka/l godz., wyciagdw grup Bz i A, wartosci $rednie X,

odchylenia standardowe S, 99%% pélprzedniej ufnosci dla wartosci $redniej

ALp = ILp/1 g of protein/l hr of the group extracts Bz and A, mean values X,
deviation S, 99%% of half-interstitial confidence for the mean value

Grupa Grupa
Bz A
Liczebno$é n 14 14
Wartoéé §rednia x 327,14 1645,71
Odchylenie standardo-
we S 2489 596,9
Poélprzedzial ufnosci +207,94 +498,74

czyé przez miareczkowanie zasadg sodowa kwaséow uwolnionych z hydrosolu
oliwy z oliwek,

2) ALp wyciggow grupy A byla znacznie wyzsza od ALp wyciagéw grupy
Bz.

W tab. 2 zestawiono wartosci $rednie, odchylenie standardowe oraz 99-pro-
centowe polprzedzialy ufnosci dla wartosci $redniej ALp grup Bz i A. Kon-
frontacje ALp w badanych wyciggach (Bz i A) przeprowadzono testem réw-
no$ci $rednich dwéch populacji normalnych (19). W tym celu wykonano obli-
czenia statystyczne postugujac sie wzorem:

Vi DR . ety & S50
¢S_z+§2 = o +Sm
n m

viv=n—1; v,“m—1; dla zweryfikowania hipotezy zerowej Bz— A=0, przy
hipotezie alternatywnej Bz — A < 0.

1645,71 — 327,14

]/ 61948,95 - 356367,29
14
356367,29 0.85

CcC = =
69948,95 - 356367,29

Przy czym ilo$¢ stopni swobody v;=v,=13.

. Odczytana z tablic (19) wartos¢ V (0,85, 13, 13, 0,005) wynosi 2,86. Ponie-
waz V=1,628 jest wigksze od warto$ci granicznej, malezy odrzuci¢ hipoteze
o réwnosci $rednich, a przyja¢, ze roznice ALp grup Bz i A sa wysoce istotne
«=0,005.

Zaznaczy¢ nalezy, ze poziomy ALp oznaczane w niniejszej pracy uwarun-
kowane byly gléwnie aktywnoscig lipazy glicerydowej, co wykazano w po-
przednich publikacjach (8, 9). W zwigzku z tym wyniki naszych badan, prze-
prowadzone na wyciggach dezintegratow blony wewnetrznej aort $win z sa-
moistng arterioskleroza, sa zgodne ze stwierdzeniami autoréow (12, 13), ktérzy
oznaczali wzrost aktywnos$ci lipazy w do$wiadczalnej arteriosklerozie szczuréow
i krolikow.
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PE3IOME

Mocne y6os ceuHel Bbinu B3ATel rpyfAHble M OplowWwHbie OTPE3kW aopT. DTM oTpeskn.

NONOXKUAM B ned, NOTOM MPOMBINM XONoAHoH Boaoi (okono +77°C), nopesanu, npocywmna

Ha

unsTpoBansHoi Bymare, OTAENANM MHTUMANbHYIO o0b6onouky € 4acTblo MeaMansHoOM

W 3amopo3unu. 3amopoeHHsle oBonouku pasppabnusanu ckanenenem B Cynkax, Aep-
MaLuX BO NbAY, M yTMPanu BMECTe CO CTEKNaHHOW NWALI0 Ha meary, Aobaenss nopuusamu
xonogHeii (0°C) 15% pacrsop rauuepuHa 8 6ydope Tpuc (8 nponopuusx 5 mn 15% rnuue-
puHa Ha 1 r TKaHu),.

Ha ocHoBe Mmertopa, npeacrasneHHoro CbiMBMHCKOW B IKCTPaKTax remoreHu3aros 14

060n0YEK C MaKPOCKONWYECKM 3aMETHbIMM APTEPUOCKNEPO3HLIMUA M3MEHEHUAMMU (A) u 14
obonouyeKk apTepPUOCKNEPO3HO HEU3MEHEHHbIe (Bz) onpeAeneHo NUMNONUTMHECKYIO aKTUBHOCTL
(ALp). 3a eauHuuy nunonutuueckon aktusHoctu (ILD) npuHaTO 0,1 mn. 0,01 NaOH.

ALp suipaxeHo B ILp (1 r 6enka skcrpakra) 1 uac. Benok onpeAeneHo MeToaoMm

Jloypm.
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ConocrasneHue A B 3KCTpakrtax remoreHusatos A u Bz nposepeHo npu nomowm tecra
CpeAHUX PABHOCTM ABYX HOpManbHbiX nonynsuuu. Pasuuusl ALD 3kctpaktoe Bz u A 6binu
Becbma cywecreeHHble a=0,005.

SUMMARY

Immediately after slaughter the thoracal and abdominal sections of pigs’ aortas
were isolated, then placed in ice, washed in cool water (ca. +7°C), dissected and
dried with filter paper. Next, the intima and a part of the media wereq isolated
and frozen. The frozen membranes were comminuted in mortars placed in ice,
reduced to a pulp and mixed with glassy dust; to this was added in portions cold
(0°C) 15 per cent glycerol solution in buffer tris in the relation: 5 ml of 15 per cent
glycerol per 1 g of tissue.

On the basis of the method described by Sliwinska, the lipolytic activity (ALp)
was determined in the extracts of homogenates of 14 membranes with arterio-
sclerotic changes (A) observable macroscopically and 14 membranes without such
changes (Bz). 0.1 ml of 0.01 N NaOH was accepted as a lipolytic activity unit (ILp).

ALp was expressed in ILp/l g of protein of extract/l hr. The protein was
determined by Lowry’s method.

A confrontation of ALp in the extracts of A and Bz homogenates was carried
out by the mean identities test of two normal populations.

The ALp differences of Bz and A extracts were highly significant a = 0.005.



