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Metabolizm blony wewnetrznej aorty Swin. Cz. III. Aktywnosé
proteolityczna homogenatow intimy i medii tetnicy glownej ze zmianami
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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

Aktywno$¢ metaboliczna $ciany tetnicy gléwnej i krwi stanowi przedmiot
badan w przypadkach naturalnej oraz do§wiadczalnie wywolanej arterioskle-
rozy (4, 6, 9—16, 18, 20). W osoczu u kogutéw pozostajacych na diecie aterogen-
nej obserwowano zmiany aktywnosci lipolitycznej (11, 12) i aminotransferazo-
wej (9, 10), a konfrontacja aktywmnosci lipolitycznej w wyciggach homogenatéw
intimy i medii tetnic glownych §win ze zmianami i bez zmian arteriosklero-
tycznych wykazala roéznice statystycznie wysoce istotne (13).

Wigksza sklonno$é do zmian miazdzycowych tetnic niz zyl przypisal Krik
(cyt. za 5) réznicom w ich aktywnosci enzymatycznej, miedzy innymi katepsyn.
Wykazal on, ze aktywnos$¢ proteolityczna w $cianie naczynia zylnego stanowi
tylko 20% aktywnosci spotykanej w $cianie aorty. Patelski i wsp. stwier-
dzili w $cianie aorty krolikow i szezuréw z do$wiadcezalnie wywolang arterio-
skleroza réznice w aktywnosci enzyméw hydrolizujacych estry wyzszych kwa-
séw ttuszczowych (15), nie wykazali natomiast réznic w aktywno$ci dehydro-
genaz kwasu mlekowego i jabtkowego (16). W zwiazku z tym przypuszczali, ze
w arteriosklerozie zmiany aktywnoéci enzyméw $ciany tetnicy gléwnej dotycza
fermentéw o funkcji specyficznej, nie za$ ogélnej aktywnosci metabolicznej aor-
ty (16).

W arteriosklerozie histopatologiczny obraz zmian wykazuje cechy infiltra-
cyjno-proliferacyjne (3, 17). Infiltracja i proliferacja moze powodowaé zaburze-
nia w regulacji aktywnosci proteaz komoérkowych lub powstawaé w wyniku ta-
kiego zaburzenia, poniewaz jakiekolwiek zaburzenie regulacji tego ukladu
uszkadza w konsekwencji metabolizm komérki. Dlatego kontynuujac badania
nad metabolizmem blony wewnetrznej aorty §win w niniejszej pracy konfron-
towano aktywno$¢ proteaz (pH 3,5 i pH 7,4) w homogenatach intimy i medii
tetnic gléwnych — ze zmianami i bez zmian arteriosklerotycznych.

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

Od kilkudziesieciu §win rasy bialej polskiej, o cigzarze okolo 100 kg, natych-
miast po uboju izolowano odcinki piersiowe i brzuszne aort, przemywano
chtodnag (+7°C) wodg, rozcinano i osuszano bibulg filtracyjna. Oddzielano blo-
ny wewnetrzne, ktére nastepnie zamrazano. Wybrano 14 blon wewnetrznych z
wyraznie makroskopowo widocznymi zmianami arteriosklerotycznymi — grupa
A, oraz 14 blon wewnetrznych, na ktérych golym okiem nie stwierdzono zmian
stwardnieniowych — grupa Bz. Ocene makroskopowa badanych aort weryfi-
kowano histopatologicznie, stosujac w preparatach mrozonych barwienie roz-
tworami Sudanéw III i czarnego (4).

Zamrozone blony wewnetrzne grup Bz i A rozdrabniano skalpelem w zim-
nych, umieszczonych w lodzie mozdzierzach, a nastepnie ucierano z pylem
szklanym na miazge, dodajgc porcjami zimny 0°C 30% roztwor glicerolu w
wodzie w stosunku 5 ml 30% glicerolu na 1 g tkanki. Homogenat wirowano w
chtodni w temp. +2°C przy 10000 obr./min. przez 15 min. Supernatant bezpo-
$rednio po odwirowaniu uzyto do oznaczen aktywno$ci proteolitycznej (APR)
przy pH 3,5 i pH 7,4. APR pH 3,5 oznaczano opierajac sie na metodzie (2) w na-
stepujacym uktadzie: 1 ml supernatantu + 1 ml buforu cytrynianowo (0,1 M) —
fosforanowego (0,2 M) pH 3,5 + 1 ml 0,5% roztworu kazeiny. Inkubacje pro-
wadzono 20 godzin. Reakcje przerywano dodajgc do inkubatu 3 ml 10% kwasu
tréjchlorooctowego (TCA), odstawiano na 20 min. a nastepnie wirowano. W
1 ml porcjach odbialczonego, klarownego supernatantu oznaczano na fotome-
trze firmy Spektol rozpuszczona w TCA tyrozyne (8). APR pH 3,5 wyrazono
w MM tyrozyny/l g biatka wyciagu/l godz.,, postugujac sie nastepujacym
wzorem:

300x uM tyrozyny w proébie
mg biatka w 1 ml homogenatu

APR pH 35 =

APR pH 7,4 oznaczano opierajac sie na metodzie opisanej przez Bata-
chowskiego (1) w nastepujacej 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 wytrzasano energicznie przez 1 min. Po od-
dzieleniu sie warstwy chloroformowej pobierano z nad niej 2 ml ptynu do ozna-
czen APR pH 7,4. Mieszaning inkubacyjna stanowily 2 ml plynu z nad war-
stwy chloroformowej i 1 ml 0,5% roztworu kazeiny. Czas i temperatura inku-
bacji, odbialczanie i oznaczanie produktéw reakcji — identyczne jak przy ozna-
czaniu APR pH 3,5. APR pH 7,4 wyrazono w pM tyrozyny/l g bialka wycia-
gu/l godz. przy pomocy wzoru:

1500x uM tyrozyny w proébie

APR pH 7,4 = -
B mg biatka w 1 ml homogenatu

Bialko oznaczano metodg Lowry (7). Odezynniki do preparacji, préb i ozna-
czen zastosowano czyste p.a. Konfrontacje wynikéw APR pH 3,5 i APR pH 7,4
w grupach A i Bz przeprowadzono testem réwnosci $rednich dwéch populacji
normalnych (21) i wspéleczynnikiem korelacji Pearsona (19).
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WYNIKI I OMOWIENIE

Wyniki oznaczen zebrano w tab. 1 i 2. Z danych tab. 1 wynika, ze:

1) w badanych homogenatach wystepowaly enzymy katalizujgce reakcje
proteolizy w pH 7,4, ktéorych aktywnos$¢é mozna bylo oznaczyé przez fotome-
tryczny pomiar rozpuszczalnej w TCA tyrozyny,

Tab. 1. APR pH 3,51 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. SV L.p.
A Bz A Bz
1 3,54 5,41 1 6,60 39,59
2 4,55 4,39 2 7,26 28,76
3 1,75 7,75 3 1,50 42,50
4 2,94 6,17 4 2,19 38,07
5 2,03 5,78 5 1,68 37,32
6 2,36 3,18 6 2,70 23,05
g 3,63 8,95 7 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 7,67
14 3,32 5,25 14 1,25 8,89

2) APR pH 3,5 oraz APR pH 7,4 w grupie A wykazywala nizsze warto$ci
niz w grupie Bz,

3) APR pH 3,5 byla nizsza od APR pH 7,4 w homogenatach obu badanych
grup,

4) zaréwno w grupie A, jak i Bz APR pH 3,5 wykazywala mniejszy rozrzut
aktywnosci od APR pH 7.4.

W tab. 2 przedstawiono obliczone na podstawie wynikéw zestawionych w
tab. 1 warto$ci $rednie i odchylenie standardowe APR pH 3,5 i APR pH 74
grup A i Bz. Dane te uzyto do obliczen statystycznych.

Tab. 2. Wartoéci $rednie i odchylenia standardowe: APR pH 3,5 i APR pH 74
grup A i Bz

Mean values and standard deviations: APR pH 3,5 and APR pH 74 of groups
A and Bz

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

A Bz A Bz
Liczebno§é 14 14 14 14
Wartoéé¢ érednia x 2,61 4,89 5,88 23,98

Odchylenie standardo-
we S 0,832 1,78 6,58 15,64
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W celu wykazania réznic w APR miedzy grupami A i Bz testem réwnosci
$rednich (21) obliczono dwukrotnie statystyke V ze wzoru:

B, — A
T dla*APR pH 3,5=V;=4,335 i
]/SBZ—SA | APR pH 7,4=V,=3,991
n

craz odpowiednie wartosci c¢: ¢;=0,18 i ¢,=0,15.

Na poziomie istotno$ci «=0,005, przy v=13 stopni swobody, odczytana z tabel
(21) wartos$¢ krytyczna statystyki V dla V(c;; 13; 0,005)=2,85, V(c,; 13; 0,005)=
=2,86. Poniewaz w obydwu przypadkach (APR pH 3,5; APR pH 7,4) V> V(c;
13; 0,005), nalezy przyja¢, ze miedzy grupami A i Bz w tescie Jednostronnym
na poziomie istotno$ci «=0,005 istniejg réznice statystycznie istotne.

Zalezno$¢ miedzy wartosciami APR pH 3,5 i APR pH 7,4 w grupie A oraz
grupie Bz wykazano obliczajagc wspolezynnik korelacji Pearsona (19) ze wzoru

14
Xi Yi i o
>3 e ay
o g
1 w ktérym x;, y; przedstawia wartosci APR.
S(x) - S(y)
Wspétezynnik korelacji APR pH 3,5 i APR pH 7,4 dla grupy A wynosi
¥54—0,4012, dla grupy Bz — vg,=0,8367.

W celu sprawdzenia istotno$ci wspoétezynnika korelacji zastosowano test
istotno$ci (21). Na poziomie istotnosci «=0,005 i przy 12 stopniach swobody
warto$¢ krytyczna wspolczynnika istotno$ci wynosi v,=0,5324. Poniewaz
¥2o—0,4012 nie przekracza wartosci granicznej v,=0,5324, oznacza to brak ko-
relacji miedzy warto$ciami APR pH 3,5 i APR pH 7,4 w grupie A. Natomiast
w grupie Bz wspolczynnik korelacji wynosi vg,=0,8367 (v,=0,5324). W zwiagzku
z tym pomiedzy wartoSciami APR pH 3,5 i APR pH 7,4 tej grupy istnieje
istotna korelacja.

Proteazy komoérkowe uczestnicza w utrzymaniu stanu réwnowagi dyna-
micznej miedzy biatkami a produktami ich rozpadu oraz wplywaja regulujaco
na rozne systemy enzymatyczne poprzez rozklad i inaktywacje fermentow (5).

W niniejszej pracy wykazano, ze w homogenatach bton wewnegtrznych tetnic
glownych $win ze zmianami arteriosklerotycznymi (grupa A) i bez takich
zmian (grupa Bz) wystepuja statystycznie istotne (¢=0,005) roznice w aktyw-
no$ci proteaz komérkowych. Wyzsze APR pH 3,5 i APR pH 7,4 oznaczano
w hogomenatach grupy Bz. Poza tym w grupie Bz wykazano istotng kore-
lacje miedzy aktywno$cig proteaz czynnych w pH 3,5 i pH 7,4, podczas gdy
w grupie A korelacja tego typu nie miala miejsca.

Wyniki przeprowadzonych badan nie upowazniaja wprawdzie do udziele-
nia jednoznacznej odpowiedzi — czy stwierdzone réznice i zmiany APR ko-
moérkowych w homogenatach blon wewnetrznych tetnic gléwnych ze zmia-
nami arteriosklerotycznymi powstaja pierwotnie, a konsekwencja tych zmian
sa obserwowane (11—13, 15, 16) zaburzenia systemu enzymatycznego esteraz
kwasow tluszczowych, czy tez na skutek zmian istniejacych w arteriosklero-
tycznej tkance proteazy komoérkowe hamowane sg wtérnie (co nie bylo
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jeszcze badane) przez czynniki toksyczne, czy moze ma miejsce znany fakt,
ze obecno$é kwasow tluszczowych zwieksza opornosé bialek na proteolize.

Funkcja proteaz komoérkowych, niezaleznie od tego, czy zmiany i rdznice
APR stwierdzone w niniejszej pracy powstaja pierwotnie czy wtoérnie, po-
zwala na przypuszczenie, ze zaburzenia manifestujace sie brakiem korelacji
miedzy aktywnoscig proteaz czynnych w pH 3,5 i pH 7,4 i spadek APR moze
stanowi¢ w tkance ze zmianami arteriosklerotycznymi czynnik stymulujacy .
zaburzenie regulatoréw jej metabolizmu.

Pelniejsze zrozumienie mechanizmu zmian metabolizmu w S$cianie aorty
umozliwi¢ moga badania poré6wnawcze proceséw ana- i katabolicznych w sta-
nach fizjologicznych i patologicznych wywolywanych wplywem réznych czyn-
nikow.
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PE3KOME

Mocne y6os ceBuHeN B3snu rpyaHyto u BpIOWHYIO aOpThi, KOTOPble MNONOXWUAM B Neg,
NoTOM npononockanu xonoaHoi sopown (okono +7°C), paspesanu, ocywmunu Ha unbTpo-
ansHoi Bymare, OTAENMAM MHTMMAanNbHYIO OBONOUKY € YAaCTbIO MEAMANbHOM M 3aMOPO3MNM.
3amoporkeHHble OBONOUKM BNOXKMAM B CTYNKM, HaxoAslMecs BO nbAy, pasapabnusanu
CKanbNenem M yTMpanu BMeCTe CO CTEKNSHOMW NbiNblo Ha Meary, fobaenss NOPUMUSIMM XO-
nopameii (0°C) 30% pacteop rnmuepuHa B Boge (B nponopuusx 5 mn rauvuepmHa Ha 1 r
TKaHM).

Mocne ueHTpudyruposaHus B remoreHusatax 14 obonouek aopT € MaKPOCKOMUUECKM
3aMeTHBIMWU apTepMOCKNepo3HbIMM M3MmeHeHusmu (A) u 14 obonouek apTepuoCKNepo3Ho
HeuameHeHHble (Bz), onpepeneHo akTMBHOCTL kneTtouHbix npoteas (APR) npu pH 3,5
a takxe pH 7,4.

B APR ¢ pH 3,5 u APR ¢ pH 7,4 Hactynunu cratuctuuecku 3Hauumble (0.=0,005)
pasHuubl Mexay rpynnoi A u Bz. B rpynne Bz ycraHoeneHo ssicwoe 3HaueHne APR pH 3,5
u APR pH 7,4 kak 8 rpynne A. Mexay APR pH 3,5 u APR pH 7,4 He 6bino koppensuuu
8 rpynne A, 3ato B 1o Bpems 8 rpynne Bz APR npu 3tux ke pH ssicTynana xoppensuus.

YuutbiBas (pPU3MONOTMHECKYIO (DYHKLMIO KNEeTOYHbIX MpOoTeas npeanonaraercs, 4ro or-
MeueHHble B rpynne A uameHeHus APR Moryt urpate ponb haktopa, CTUMynupylouiero
pacctpoiictea perynstopa meTtabonuama B TKaHW C apTEPUOCKNEPO3HbIMU W3MEHEHUAMU,

SUMMARY

Shortly after slaugter the thoracal and abdominal aortas of pigs were isolated
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 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) glycerol solution in buffer tris in the relation: 5 ml of 15 per cent glycerol
ver 1 g of tissue.

After centrifugating in homogenizates 14 membranes of aortas with arterio-
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 («=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.



