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Metabolism of Intima of the Pig's Aorta. III. Proteolytic Activity of Intima and 
of the Media Homogenate Main Aorta with, and without, Arteriosclerotic Changes 

Aktywność metaboliczna ściany tętnicy głównej i krwi stanowi przedmiot 
badań w przypadkach naturalnej oraz doświadczalnie wywołanej arterioskle- 
rozy (4, 6, 9—16, 18, 20). W osoczu u kogutów pozostających na diecie aterogen- 
nej obserwowano zmiany aktywności lipolitycznej (11, 12) i aminotransferazo- 
wej (9, 10), a konfrontacja aktywności lipolitycznej w wyciągach homogenatów 
intimy i medii tętnic głównych świń ze zmianami i bez zmian arteriosklero- 
tycznych wykazała różnice statystycznie wysoce istotne (13). 

Większą skłonność do zmian miażdżycowych tętnic niż żył przypisał Krik 
(cyt. za 5) różnicom w ich aktywności enzymatycznej, między innymi katepsyn. 
Wykazał on, że aktywność proteolityczna w ścianie naczynia żylnego stanowi 
tylko 20% aktywności spotykanej w ścianie aorty. Patelski i wsp. stwier- 
dzili w ścianie aorty królików i szczurów z doświadczalnie wywołaną arterio- 
sklerozą różnice w aktywności enzymów hydrolizujących estry wyższych kwa- 
sów tłuszczowych (15), nie wykazali natomiast różnic w aktywności dehydro- 
genaz kwasu mlekowego i jabłkowego (16). W związku z tym przypuszczali, że 
w arteriosklerozie zmiany aktywności enzymów ściany tętnicy głównej dotyczą 
fermentów o funkcji specyficznej, nie zaś ogólnej aktywności metabolicznej aor- 
ty (16). 

W arteriosklerozie histopatologiczny obraz zmian wykazuje cechy infiltra- 
cyjno-proliferacyjne (3, 17). Infiltracja i proliferacja może powodować zaburze- 
nia w regulacji aktywności proteaz komórkowych lub powstawać w wyniku ta- 
kiego zaburzenia, ponieważ jakiekolwiek zaburzenie regulacji tego układu 
uszkadza w konsekwencji metabolizm komórki. Dlatego kontynuując badania 
nad metabolizmem błony wewnętrznej aorty świń w niniejszej pracy konfron- 
towano aktywność proteaz (pH 3,5 i pH 7,4) w homogenatach intimy i medii 
tętnic głównych — ze zmianami i bez zmian arteriosklerotycznych. 

10 Annales, sectio DD, vol. XXIX 
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MATERIAŁ I METODY 

Od kilkudziesięciu świń rasy białej polskiej, o ciężarze około 100 kg, natych- 
miast po uboju izolowano odcinki piersiowe i brzuszne aort, przemywano 
chłodną (77?C) wodą, rozcinano i osuszano bibułą filtracyjną. Oddzielano bło- 
ny wewnętrzne, które następnie zamrażano. Wybrano 14 błon wewnętrznych z 
wyraźnie makroskopowo widocznymi zmianami arteriosklerotycznymi — grupa 
A, oraz 14 błon wewnętrznych, na których gołym okiem nie stwierdzono zmian 
stwardnieniowych — grupa Bz. Ocenę makroskopową badanych aort weryfi- 
kowano histopatologicznie, stosując w preparatach mrożonych barwienie roz- 
tworami Sudanów III i czarnego (4). 

Zamrożone błony wewnętrzne grup Bz i A rozdrabniano skalpelem w zim- 
nych, umieszczonych w lodzie moździerzach, a następnie ucierano z pyłem 
szklanym na miazgę, dodając porcjami zimny 0?”C 30% roztwór glicerolu w 
wodzie w stosunku 5 ml 30% glicerolu na 1 g tkanki. Homogenat wirowano w 
chłodni w temp. +2?C przy 10000 obr./min. przez 15 min. Supernatant bezpo- 
średnio po odwirowaniu użyto do oznaczeń aktywności proteolitycznej (APR) 
przy pH 3,5 i pH 7,4. APR pH 3,5 oznaczano opierając się na metodzie (2) w na- 
stępującym układzie: 1 ml supernatantu + 1 ml buforu cytrynianowo (0,1 M) — 
fosforanowego (0,2 M) pH 3,5 + 1 ml 0,5% roztworu kazeiny. Inkubację pro- 
wadzono 20 godzin. Reakcję przerywano dodając do inkubatu 3 ml 10% kwasu 
trójchlorooctowego (TCA), odstawiano na 20 min. a następnie wirowano. W 
1 ml porcjach odbiałczonego, klarownego supernatantu oznaczano na fotome- 
trze firmy Spektol rozpuszczoną w TCA tyrozynę (8). APR pH 3,5 wyrażono 
w HM tyrozyny/l g białka wyciągu/l godz., posługując się następującym 
wzorem: 

300x uM tyrozyny w próbie APR pH 3,0 — 
Ro R mg białka w 1 ml homogenatu 

 

APR pH 7,4 oznaczano opierając się na metodzie opisanej przez Bała- 
chowskiego (1) w następującej modyfikacji: 2 ml supernatantu z homoge- 
natu mieszano z 8 ml buforu fosforanowego 0,1 M, pH 7,4. Do mieszaniny doda- 
wano 2 ml czystego chloroformu i wytrząsano energicznie przez 1 min. Po od- 
dzieleniu się warstwy chloroformowej pobierano z nad niej 2 ml płynu do ozna- 
czeń APR pH 7,4. Mieszaninę inkubacyjną stanowiły 2 ml płynu z nad war- 
stwy chloroformowej i 1 ml 0,5% roztworu kazeiny. Czas i temperatura inku- 
bacji, odbiałczanie i oznaczanie produktów reakcji — identyczne jak przy ozna- 
czaniu APR pH 3,5. APR pH 7,4 wyrażono w HM tyrozyny/l g białka wycią- 
gu/1 godz. przy pomocy wzoru: 

1500x uM tyrozyny w próbie 
A H > PR pH 7,4 mg białka w 1 ml homogenatu 

 

Białko oznaczano metodą Lowry (7). Odczynniki do preparacji, prób i ozna- 
czeń zastosowano czyste p.a. Konfrontację wyników APR pH 3,5 i APR pH 7,4 
w grupach A i Bz przeprowadzono testem równości średnich dwóch populacji 
normalnych (21) i współczynnikiem korelacji Pearsona (19). 
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WYNIKI I OMÓWIENIE 

Wyniki oznaczeń zebrano w tab. 1 i 2. Z danych tab. 1 wynika, że: 
1) w badanych homogenatach występowały enzymy katalizujące reakcję 

proteolizy w pH 7,4, których aktywność można było oznaczyć przez fotome- 
tryczny pomiar rozpuszczalnej w TCA tyrozyny, 

Tab. 1. APR pH 3,5i APR pH 7,4 grup Ai Bz 
APR pH 3,5 and APR pH 7,4 of groups A and Bz 

 

 

APR pH 3,5 w grupie: : APR pH 7,4 w grupie: 
L.p. Row rażenia de L.p. OSR weitobiaci dioda 

A Bz A Bz 

1 3,54 5,41 1 6,60 39,59 
2 4,55 4,39 2 1,26 28,76 
3 * 1,75 7,75 3 1,50 42,50 
4 2,94 6,17 A 2,19 38,07 
5 2,03 5,78 5 1,68 37,32 
6 2,36 3,18 6 2,70 23,05 
7 3,63 8,95 4. 25,87 48,12 
8 2,56 4,80 8 11,02 32,59 
9 1,96 4,37 9 12,45 18,64 

10 1,69 2,79 10 3,42 1,61 
11 1,82 3,05 11 0,65 4,25 
12 2,09 2,73 12 2,23 4,70 
13 2,30 3,84 13 3,50 17,67 
14 3,32 5,25 14 1,25 8,89 

 

2) APR pH 3,5 oraz APR pH 7,4 w grupie A wykazywała niższe wartości 
niż w grupie Bz, 

3) APR pH 3,5 była niższa od APR pH 7,4 w homogenatach obu badanych 
grup, 

4) zarówno w grupie A, jak i Bz APR pH 3,5 wykazywała mniejszy rozrzut 
aktywności od APR pH 7,4. 

W tab. 2 przedstawiono obliczone na podstawie wyników zestawionych w 
tab. 1 wartości średnie i odchylenie standardowe APR pH 3,5 i APR pH 7,4 
grup A i Bz. Dane te użyto do obliczeń statystycznych. 

Tab. 2. Wartości średnie i odchylenia standardowe: APR pH 3,5 i APR pH 7,4 

 

 

 

grup Ai Bz 
Mean values and standard deviations: APR pH 3,5 and APR pH 7, of groups 

A and Bz 

APR pH 3,5 w grupie: APR pH 7,4 w grupie: 

A Bz A Bz 

Liczebność 14 14 14 14 
Wartość średnia x. 2,61 4,89 5,88 23,98 
Odchylenie standardo- 

we 8 0,832 1,78 6,58 15,64 
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W colu wykazania różnic w APR między grupami A i Bz testem równości 
średnich (21) obliczono dwukrotnie statystykę V ze wzoru: 

B, — A 
A dla APR pH 3,5% V, 74,385 1 

V S*pz — S7A APR pH 74-V, 7 3,991 
n 

craz odpowiednie wartości ciec, 0161 c, 0.15. 
Na poziomie istotności « 0,005, przy " "15 stopni swobody, odczytana z tabel 

(21) wartość krytyczna statystyki V dla Vic: 15. 0.005) 2.85, W(e.: 13: 0.005) 
2,86. Ponieważ w obydwu przypadkach (APR pH 35; APR pH 4) V "V(e: 

13: 0,005), należy przyjąć, że między grupami A i Bz w teście jednostronnym 
na poziomie istotności « -0.005 istnieją różnice statystycznie istotne. 

Zależność między wartościami APR pH 551 APR pH 74 w grupie A oraz 
grupie Bz wykazano obliczając współczynnik korelacji Pearsona (19) ze wzoru 

14 xy 
+ XIYI 

o —xcy 1 7 
q ———--------— W którym x, v, przedstawia wartości APR. 

S (x) : S(y) 
Współczynnik korelacji APR pH 25 1 APR pH 74 dła grupy A wynosi 

VA 0,4012. dla grupy Bz — "p, 0.8307. 

W celu sprawdzenia istotności współczynnika korelacji zastosowano test 
istotności (21). Na poziomie istotności «=-0,005 i przy 12 stopniach swobody 
wartość krytyczna współczynnika istotności wwnosi v,70,5324. Ponieważ 
vą 04012 nie przekracza wartości granicznej *, 0,5324, oznacza to brak ko- 
relacji między wartościami APR pH 351 APR pH 7,4 w grupie A. Natomiast 
w grupie Bz współczynnik korelacji wynosi vy, 0,8367 (4, 70.5324). W związku 
z tym pomiędzy wartościami APR pH 35 1 APR pH 74 tej grupy istnieje 
istotna korelacja. 

Proteazy komórkowe uczestniczą w utrzymaniu stanu równowagi dvna- 
micznej między białkami a produktami ich rozpadu oraz wpływają regulująco 
na różne systemy cnzymatvczne poprzez rozkład i inaktywację fermentów (5). 

W niniejszej pracy wykazano, że w homogenatach błon wewnętrznych tętnie 
głównych świń ze zmianami arteriosklerotycznymi (grupa A) i bez takich 
zmian (grupa Bz) występują statystycznie istotne («a "0,005) różnice w aktyw- 
ności proteaz komórkowych. Wyższe APR pH 25 i APR pH 74 oznaczano 
w hogomenatach grupv Bz. Poza tym w grupie Bz wykazano istotną kore- 
lację między aktywnością proteaz czynnych w pH 35 i pH 7,4, podczas gdy 
w grupie A korelacja tego typu nie miała miejsca. 

Wyniki przeprowadzonych badań nie upoważniają wprawdzie do udzielc- 
nia jednoznacznej odpowiedzi — czy stwierdzone różnice i zmiany APR ko- 
mórkowych w homogenatach błon wewnętrznych tętnic głównych ze zmia- 
nami arteriosklerotycznymi powstają pierwotnie, a konsekwencją tych zmian 
są obserwowane (11—15, 15, 16) zaburzenia systemu enzymatycznego esteraz 
kwasów tłuszczowych, czy też na skutek zmian istniejących w arteriosklero- 
tycznej tkance protcazy komórkowe hamowane są wtórnie (co nie bwło 
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| jeszcze badane) przez czynniki toksyczne, czy może ma miejsce znany fakt, 
| że obecność kwasów tłuszczowych zwiększa oporność białek na proteolizę. 

Funkcja proteaz komórkowych, niezależnie od tego, czy zmiany i różnice 
APR stwierdzone w niniejszej pracy powstają pierwotnie czy wtórnie, po- 
zwala na przypuszczenie, że zaburzenia manifestujące się brakiem korelacji 
między aktywnością proteaz czynnych w pH 3,5 i pH 7,4 i spadek APR może 

| stanowić w tkance ze zmianami arteriosklerotycznymi czynnik stymulujący . 
zaburzenie regulatorów jej metabolizmu. 

Pełniejsze zrozumienie mechanizmu zmian metabolizmu w ścianie aorty 
umożliwić mogą badania porównawcze procesów ana- i katabolicznych w sta- 

q4 nach fizjologicznych i patologicznych wywoływanych wpływem różnych czyn- 
t ników. 
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PE3IOME 

3 Tlocne y60oa cBuHehń Baanu rpyAHyło u ÓpłoiuHyko aOpTbi, KOTOPbie NONOXKUNM B NEK, 
- NOTOM NpononockanM XONOĄHOŃ BOĄOK (okono -7?C), paspesanu, ocywunu Ha (pHnbTpo- 

aNbHOMŃ 6yMare, OTĄENHNH HHTMMAJMbLHyto o6bonouky C€ HAaCTbiro MEĄQMANbHOMH u 3aMOpoO3WnM. 

3aMOpOXEHHbiIe OÓONOUKU BNOXKHNM B CTynkM, HaxoĄaliueca BO nkĄy, paząpaGnuBanu 
CKANbNENEM M yTMpanlM BMECTE CO CTEKNAHOM Nbinbło Ha Me3TYy, qo6asBnaa NopuUMhaMmM XO- 

nogHbiń (0C) 30% pacrBop rnuuepuHa s Boqe (B nponopunax 5 Mn rnuuepnHa Ha 1 r 
1KAHU). 

Flocne ueHrpupyrupoBaHua B reMoreHuzaTax 14 o6bonouek aopT C MaKpocCKONKUECKM 
3aMeTHbiIMM apTepMOCK/Iiepo3HblImMM uameHeHuamu (A) u 14 o6onouek apTepuocknepo3Ho 
HeuameHeHHbie (Bz), onpeqeneHo aKTMBHOCTŁ KNETOUHbix npoTea3 (APR) npu pH 3,5 
a Take pH 7,4. 

B APR c pH 3,5 m APR c pH 7,4 Hacrynunu cTaTucTnueckh 3HauuMbie (a=0,005) 
pa3Huubi MexAy rpynnoń A u Bz. B rpynne Bz ycTaHOBneHo Bbiciioe 3HaueHue APR pH 3,5 
u APR pH 7,4 kak s rpynne A. Mexay APR pH 3,5 w APR pH 7,4 He Gbino koppenaunn 
B rpynne A, 3aTo B To BpeMma B rpynne Bz APR npu 3Tnx xe pH Bbicrynana koppenauna. 

YuHMTbiBaa cbuanonornueckyto pyHKLIMIO KkneTOuHbix npoTea3 npeĄ4nonaraeTca, HTO OT- 

MmeueHHblie B rpynne A uameHeHua APR MoryT urpaTk ponb (bakTOpa, CTUMYNMpytoliero 
paccrpońcTBa perynaTopa MmeTa6bonua3Ma B TKAHM C apTepMOCK/IEPO3HbIMM MZMEHEHMAMU. 

SUMMARY łu: 
Shortly after slaugter the thoracal and abdominal aortas of pigs were isolated 

placed in ice, washed in cool water (ca. +77C), dissected and dried with filter paper. 
Next, the intima and a part of the media were isolated and frozen. The frozen 
membranes were placed in mortars immersed in ice and comminuted, next reduced 
to a pulp and mixed with glassy dust; to this was added in portions 15 per cent 
cold (0?C) głycerol solution in buffer tris in the relation: 5 ml of 15 per cent onie 
per 1 g of tissue. 

After centrifugating in homogenizates 14 membranes of aortas wit” Arterfo- 
sclerotic changes observable macroscopically (A), as well as 14 membranes without 
such changes (Bz), the activity of cellular proteases (APR) at pH 3,5 and pH 7,4 was 
determined. 

In APR with pH 3.5 and APR with pH 7.4 there occurred statistically signi- 
ficant differences (1u=0.005) between the groups A and Bz. It was ascertained that 
in the group Bz the APR pH 33.5 values and APR pH values were higher than 
in the group Bz the APR pH 3.5 values and APR pH values were higher than 
in group Bz APR showed a significant correlation in these pH-s. 

On account of the physiological function of celluar proteases it is assumed that 
APR changes in group A may constitute an agent stimulating perturbation of meta- 
bolism regulators in the tissue with arteriosclerotic changes. 


