
ANNALES UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKŁODOWSKA * LUBLIN 
POLSKA - NOJIbLLIA - POLAND 

VOL. XXIX, 17 SECTIO DD 1974 
 

Zakład Biochemii i Zakład Fizjopatologii Instytutu Nauk Fizjologicznych AR w Lublinie 

Tadeusz MIERZEJEWSKI, Adam KĄDZIOŁKA, 
Beata SŁOWIKOWSKA 
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MeTa6onn3M HHTUMANŁHOŃ OGONO4KK AOpPTŁI CBMHEHK. U. ||. JlanonuTuuecKaA AKTKBHOCTŁ 
B JKCTPAKTAX TeMOTEHM3ATOB MHTUMANBHOH HK MEĄKANŁHOH OŃGONOW4EK AOPTbI 

apTepuOCKNepo3HO HMZMEHEHHOH H HEMI3MCHEHHOM 

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 dziesięcioleciu badania rozwijane w oparciu o metaboliczno- 
-infiltracyjną teorię patogenezy miażdżycy skoncentrowano na czynności me- 
tabolicznej tętnicy głównej (3). Sugestie, że aktywność hydrolaz estrów kwa- 
sów tłuszczowych zapobiega gromadzeniu się lipidów w ścianie aorty (16, 18), 
skupiły na tych enzymach uwagę wielu autorów, którzy w licznych pracach 
(1, 2, 5, 6, 10—17) wykazali w ścianie tętnicy głównej u zwierząt i człowieka 
enzymy hydrolizujące estry wyższych kwasów tłuszczowych. W aorcie u świni 
Patelski i wsp. wykazali obecność: lipazy, fosfolipazy A i esterazy cho- 
lesterolowej (11), określili właściwości tych enzymów (10, 11) oraz podali ko- 
lejność poziomów ich specyficznej aktywności w następującym porządku: 
esteraza cholesterolowa < lipaza < fosfolipaza A (11, 14). W doświadczalnej 
arteriosklerozie szczurów i królików zmiany w aktywności enzymów lipoli- 
tycznych aorty, a mianowicie spadek aktywności esterazy cholesterolowej oraz 
wzrost aktywności lipazy i fosfolipazy A, wyprzedzały wystąpienie zmian pro- 
liferacy jno-zwyrodnieniowych w błonie wewnętrznej tętnicy głównej (12, 13). 

W badaniach porównawczych nad miażdżycą właściwy model badawczy 
stanowią świnie, ponieważ u tych zwierząt występuje w dużym odsetku na- 
turalna arterioskleroza. Postanowiono sprawdzić, czy i o ile zmienia się ak- 
tywność lipolityczna w błonie wewnętrznej aorty w procesie samoistnej arte- 
riosklerozy. W tym celu skonfrontowano aktywność lipolityczną w wyciągach 
homogenatów błony wewnętrznej tętnicy głównej świń z dostrzeżonymi i nie- 
dostrzeżonymi zmianami miażdżycopodobnymi. 

MATERIAŁ I METODY 

Od kilkudziesięciu świń rasy białej polskiej, o ciężarze około 100 kg, na- 
tychmiast po uboju izolowano odcinki piersiowe i brzuszne aort, umieszczając 
je w pojemnikach z lodem, następnie przemywano je chłodną wodą ok. +77C, 
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rozcinano i osuszano bibułą filtracyjną i po ocenie makroskopowej oddzielano 
błony wewnętrzne, które następnie zamrażano (3). Wybrano 14 aort z wy- 
rażnie makroskopowo dostrzegalnymi płytkami arteriosklerotycznymi — gru- 
pa A, oraz 14 aort, na których gołym okiem nie stwierdzano zmian stwardnie- 
niowych — grupa Bz. Ocenę makroskopową badanych aort weryfikowano 
bistopatologicznie, stosując w mrożonych preparatach histopatologicznych bar- 
wienie roztworami Sudanów III i czarnego (3) Zdjęte i zamrożone błony we- 
wnętrzne i częściowo środkowe grup Bz i A rozdrabniano skałpelem w moż- 
dzierzach umieszczonych w lodzie, a następnie rozcierano z pyłem szklanym 
na miazgę, dodając porcjami zimny (0C) 15'5 roztwór glicerolu w 02 M. 
pH 8,3 bufone tris w ilości 5 ml na 1 g tkanki. Dezintegrat wirowano w chłodni 
o temp. *2C przy 10000 ob/min. przez 15 min. Supernatant, bezpośrednio 
po odwirowaniu, preinkubowano 10 min. w temp. *37C na łażni wodnej 
i użyto do oznaczeń aktywności lipolitycznej ALp. 

ALp oznaczano w oparciu o metodą opisaną przez Śliwińską (wg 4) w na- 
stępującym układzie: I ml preinkubowanego wvciągu 5 ml hvdrosolu oli- 
wy z oliwek w buforze tris 0.02 M pH 8,5. Inkubację prowadzono w temp. 
"37 C przez I godzinę. Reakcję przerywano przez dodanie do inkubatu 15 ml 

96% etanolu. W 10 ml etanolowego przesączu oznaczano nieestryfikowane kwa- 
sv tłuszczowe 0.01 N NaOH. Kontrolę stanowiły inkubaty substratu bez wy- 
ciągu, wyciągu bez substratu i inkubowanego substratu, do którego dodawano 
ctanol, a następnie inkubowany wyciąg. 

Za jednostkę lipolityczną "ILp przyjęto proponowaną przez Śliwińską jed- 
nostkę dla lipazy, tj. 0,1 ml 0,01 N NaOH. ALp wyrażono w ILp/l g białka 
wyciągu/l godz. Dokładność metody sprawdzano przeprowadzając 10 oznaczeń 
tej samej próbki. Współczynnik zmienności tych wyników wynosił 8,6%. 
Wszystkie oznaczenia przeprowadzano trzykrotnie. Wyniki stanowią średnią 
arytmetyczną oznaczeń. Białko w wyciągach oznaczano metodą Lowry (wg 7). 
Odczynniki do preparacji i oznaczeń. poza oliwą z oliwek, zastosowano czy- 
ste p.a. 

WYNIKI I OMOWIENIE 

Wyniki oznaczeń ALp wyciągów grupy Bzi A zestawiają tab. 1i2. In- 
formują one że: 

1) wyciągi Bz i A zawierały układ enzymatyczny katalizujący rcakcje 
hydrolizy estrów kwasów tłuszczowych. którego aktywność można bvło ozna- 

Tab. 1 ALp - ILp'1 g białka/l godz., wyciągów grup BZiA 
ALp **IILp/l g of protein | hr of the group extracts Bz and A 

 

 

ALp AL.p 
L.p. ——————>_— L.p. p Bz A p BZ A 

1 310 2240 8 430 1640 
2 830 1870 9 60 920 
3 110 1700 10 70 1000 
4 130 1040 11 380 870 
5 140 1320 12 570 1760 
6 460 3200 13 130 1680 
7 1780 1950 14 180 1850 
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Tab. 2. Alp=ILp/1 g białka/1 godz., wyciągów grup Bz i A, wartości średnie x, 
odchylenia standardowe S, 99%% półprzedniej ufności dla wartości średniej —_ 

ALp = ILp/1 g of protein/1 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 

Liczebność n 14 14 
Wartość średnia x 327,14 1645,71 
Odchylenie standardo- 

we S 248,9 596,9 
Półprzedział ufności 207,94 +498,74 
 

czyć przez miareczkowanie zasadą sodową kwasów uwolnionych z hydrosolu 
oliwy z oliwek, 

2) ALp wyciągów grupy A była znacznie wyższa od ALp wyciągów grupy 
Bz. 

W tab. 2 zestawiono wartości średnie, odchylenie standardowe oraz 99-pro- 
centowe półprzedziały ufności dla wartości średniej ALp grup Bz i A. Kon- 
frontację ALp w badanych wyciągach (Bz i A) przeprowadzono testem rów- 
ności średnich dwóch populacji normalnych (19). W tym celu wykonano obli- 
czenia statystyczne posługując się wzorem: 

VSS __S7/n +S*/m 
n m 

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

1645,71 — 327,14  

= a 1,628 V 61948,95 -- 356367,29 
14 

356367,29 0.85 c =>—-----—-—-—-—-—------—----.- << 
69948,95 -|- 356367,29 

Przy czym ilość stopni swobody v;*v+713. 
„ Odczytana z tablic (19) wartość V (0,85, 13, 13, 0,005) wynosi 2,86. Ponie- 
waż V=7,628 jest większe od wartości granicznej, należy odrzucić hipotezę 
o równości średnich, a przyjąć, że różnice ALp grup Bz i A są wysoce istotne 
a=0,005. 

Zaznaczyć należy, że poziomy ALp oznaczane w niniejszej pracy uwarun- 
kowane były głównie aktywnością lipazy glicerydowej, co wykazano w po- 
przednich publikacjach (8, 9). W związku z tym wyniki naszych badań, prze- 
prowadzone na wyciągach dezintegratów błony wewnętrznej aort świń z sa- 
moistną arteriosklerozą, są zgodne ze stwierdzeniami autorów (12, 13), którzy 
oznaczali wzrost aktywności lipazy w doświadczalnej arteriosklerozie szczurów 
i królików. 
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DE 

PE3IOME 

Fflocne y6oa cBuHeń Óbinu B3aTbi rpyqHbie « GprowHbie OTpe3kM aopT. 3Tu orpezkn. 
nonoxunH B NeĄ, NoToM NpoMbinu xoNoqHOK BOĄOK (okono +-7?C), nopezani, npocywiunA 
Ha chunbTpoBanbHoń Gymare, OTĄENMNM MuHTuMmanbHyło OGonNouKky € WACTbiO MeEĄMANLŁHOŃ 
u aamopoaunu. JamopoxeHHbie o6onouku paaąpaGnnBanu ckanbneneM B cynkax, Aep- 
XKaLHiHX BO NbĄy, M« yTupanu BMECTE CO CTEKNAHHOH NWNbło Ha MeJry, qo6aBnaa nopunamnu 
xononHbiń (07C) 15% pacrsop rnuuepnHa s 6ycpope Tpnc (s nponopunax 5 mn 15% rnuue- 
puHa Ha 1 r TKaHA). - 

Ha ocHoBe MeToĄa, NpeĄcTaBneHHOro ChnusuHCKOŃ B JKCTpaKTax reMOrEHM3aTOB 14 
o6onouek C MAKPOCKONKUECKH JAMETHbIMM APTEPHOCKNEPOZHBIMM MIMEHEHKAMU (A) m 14 
o6onouek apTepuocknepo3Ho HenzmeHeHHbie (Bz) onpeqeneHo nuNonMTUueEcKyło AKTUBHOCTbŁ 
(ALp). 3a equHnuy nunonuTuueckoń akTuBHOCTM (ILp) npuHaTo 0,1 mn. 0,01 NaOH. 

ALp BbipaxeHo s ILp (1 r 6enxa 3xcrpakra) | ac. Benok onpeąeneHo METO40M 
Jloypu. 
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ConocTaBneHne A B 3KCTpakTax reMOreHM3aTOB A u Bz nposeqeHo npu noMoliu Tecra 
cpeĄHuxX PaBHOCTH ĄBYX HOPMANbLHbix nonynauuu. PazHMUbi ALp 3KCTpakTOB BZ w A Obinn 
BecbMa CyliecTBeHHbie «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 werą 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 Śliwińska, 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/1 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. 


