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Aktywnoéé aminotransferaz: 1-asparaginian: 2-oksoglutaran (AspAT)
E.C.2.6.1.1 i 1-alanina: 2-oksoglutaran (AIAT) E.C.2.6.1.2
w bezkomérkowych wyciagach homogenatéw blon wewnetrznych
i srodkowych tetnic glownych §win bez zmian i ze zmianami
arterioskierotycznymi

AKTUBHOCTL raioTamMaTacnaprarrpaHcaMusasei 2.6.1.1. (AspAT) u raoraMaTajlaHuH-
TpaHcamunasbel (AlAT) 2.6.1.2. B roMoreHaTax MHTMMAJbHOM M MEIMAaNBLHOMN aopPTht
C apTepOCKJEPOTHHECKMH M3MEHeHMAMM ¥ 6e3 u3MeHeHwt

Activity of the Il-Aspartate 2-oxoglutarate aminotransferase (AspAT) E.C.2.6.1.1.

and of the 1-Alanine 2-oxoglutarate aminotransferase (A1AT) E.C.2.6.1.2. in Cell-Free

Extracts of the Intima and of the Media Homogenates from Pigs Aortas without,
and with, Arteriosclerotic Lesions

-~

Miazdzyca u czlowieka i arterioskleroza u zwierzat sg ogélnoustrojowymi cho-
robami tetnic. Zmiany patologiczne prowadzace do proliferacjii i zwyrodnienia
toczg sie w $rodkowej i wewnetrznej blonie naczynia. Patogeneza tych zmian nie
jest w zasadzie znana. Poglad, ze hiperlipemia prowadzi z czasem do miejscowych
Zmian zwyrodnieniowych w $cianach naczyn tetniczych, poparto doswiadczalnie.
Przyjmuje sie tez teorie zakrzepowego pochodzenia zmian miazdzycowych (6). Wy-
niki biochemicznych badan laboratoryjnych wskazujg przede wszystkim na za-
burzenia przemiany lipidéw (5—8, 11—13, 15—17, 20—21) i proceséw krzepniecia
krwi oraz na wtérne uszkodzenie watroby, ogélnoustrojowe zaburzenia metaboliczne
i wzmozony rozpad tkanek (6). Badania histochemiczne enzymoéw w tetnicach
U’ czlowieka i u zwierzat wykazaly, ze w naczyniach ze zmianami arteriosklero-
tyeznymi pewne enzymy wydaja sie pozostawaé bez zmian, podczas gdy inne po-
Jawiajq sig w zwiekszonych lub zmniejszonych ilo$ciach (8). Dlatego aktywnosé
enzyméw w S$cianie tetnicy gléwnej i we krwi jest ostatnio przedmiotem duzego
Zainteresowania i licznych prac, w przypadkach hiperlipemii oraz naturalnej i do-
$wiadczalnie wywolanej arteriosklerozy (1—4, 7—17, 19—21). W blonach wewnetrz-
nych i $rodkowych aort $win pomiedzy grupami ze zmianami arteriosklerotycz-
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nymi i bez takich zmian wykazano statystycznie istotne réznice w aktywnosci enzy-
méw proteolitycznych i lipazy tréojglicerydowej (13—14). W dos$wiadczalnej arterio-
sklerozie u szczurdéw i krélikéw zaburzenia w aktywnosci enzyméw lipolitycznych,
a mianowicie spadek aktywmnosci esterazy cholesterolowej oraz wzrost lipazy i fos-
folipazy A, wyprzedzaly wystgpienie zmian proliferacyjno-zwyrodnieniowych w blo-
nie wewnetrznej tetnicy (15—17).

Badania nad aktywno$cia AspAT i AIAT w ukladzie krgzenia somatycznego
wykazaly, ze u ludzi istnieje wspélzaleznosé pomiedzy poziomem tréjglicerydéw we
krwi a aktywno$ciag AIAT (4). U kogutéw skarmianych dietg aterogenng ma miej-
sce zaburzenie aktywnos$ci AspAT i AIAT w osoczu (9, 10), a w miazdzycy u czlo-
wieka wzrasta aktywno$é AspAT w surowicy krwi (3). :

W badaniach poréwnawczych nad miazdzycg witasciwy model badawczy stano-
wig $winie, poniewaz u tych zwierzat wystepuje w duzym odsetku naturalna arte-
rioskleroza. W niniejszej pracy podjeto badania, ktérych celem bylo ustalenie, czy
u $§win w tetnicach gléwnych ze zmianami arteriosklerotycznymi dochodzi do istot-
nych zaburzen w aktywmnosci AIAT i AspAT.

MATERIAL I METODY

Material do badan pobierano od $win rasy bialej polskiej o ciezarze okotlo
100 kg. Natychmiast po uboju izolowano odcinki piersiowe i brzuszne aort, prze-
mywano chtodng wodg (+7°C), rozcinano i osuszano bibulg filtracyjng. Sposréd
kilkudziesigciu izolowanych aort wybrano 14 z makroskopowo wyraZnymi zmia-
nami arteriosklerotycznymi — grupa A oraz 14, w ktérych nie stwierdzono zmian
— grupa Bz. Na pewnej przestrzeni odcinka piersiowego i brzusznego zdejmowano
blonge wewnetrzng wraz z czeécig $rodkowq i zamrazano przy pomocy dwutlenku
wegla. Weryfikacje oceny makroskopowej przeprowadzono histopatologicznie w Za-
kiadzie Fizjopatologii Instytutu Nauk Fizjologicznych Akademii Rolniczej w Lub-
linie wg opisanych uprzednio metod (5).

Zamrozone blony grup Bz i A rozdrabniano skalpelem w zimnych, umieszczo-
nych w lodzie moZdzierzach, a nastgpnie ucierano z pylem szklanym na miazge,
dodajgc réwnymi porcjami zimny (0°C) 30% roztwér glicerolu w wodzie w sto-
sunku 5 ml 30% glicerolu na 1 g tkanki. Homogenat wirowano w chlodni w tem-
peraturze +2°C, przy 10 000 obrotéw/minute przez 15 minut (13, 14). Supernatant —
bezkomérkowy wycigg uzyto do oznaczen aktywnosci aminotransferaz: l-aspara-
ginian: 2-oksoglutaran (AspAT) E.C.26.1.1 1 l-alanina: 2-oksoglutaran (AlAT)
E.C.2.6.1.2;

Oznaczenia aktywnosci enzymoéw przeprowadzono w oparciu o metode Reit-
mana i Frankela (18 w fotokolorymetrze firmy Specol przy ditugosci fali
490 nm w kiuwetach o drodze $wietlnej 1 cm. Z krzywej standardowej odeczytano
ilo$¢ mikromoli pirogronianu w probie. Za jednostke AspAT i AIAT (J) przyjeto
1 mikromol pirogronianu uwolnionego w czasie 1 minuty w temperaturze 37°C,
z mieszaniny reagujacej o skladzie reaktantéw ustalonym przez autoréw metody.
Aktywnosé specyficzng AspAT i AIAT wyrazano w mJ/mg biatka. W przypad-
kach AspAT bezkomérkowy ekstrakt rozcienczano dziesieciokrotnie, poniewaz proé-
by z nierozcienczonym wyciggiem dawaly wartoéci przekraczajgce optymalne wa-
runki oznaczen podane przez autoréw. Nastgpnie wyniki pomnozono przez 10. Kaz-
de oznaczenie przeprowadzano trzykrotnie. Wyniki stanowia $rednig arytmetyczna
oznaczen. Bialko oznaczano metodg Lovry’ego. Odczynniki zastosowano cz.d.a.
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WYNIKI I OMOWIENIE

Wyniki oznaczen zebrano w tab. 1. Konfrontacje aktywnosci AspAT
1 AIAT w wyciggach A i Bz przeprowadzono testem réwnosci $rednich
dwoch populacji normalnych. W tym celu wykonano dwukrotnie obli-
czenia statystyczne postugujgc sie wzorem:

Bz—A
S2Bz—S2A
vom /TS
V,=0,002 dla AIAT
V,=0,01 dla AspAT
Badania niniejsze wykazaly, ze w bezkomoérkowych wyciagach blon
wewnetrznych i $Srodkowych tetnic giownych $win w grupach A i Bz
wystgpowaly enzymy katalizujagce reakcje aminotransferazowg AspAT
1 AIAT. Aktywnosc specyficzna AspAT w grupie A i grupie Bz byla $red-
nio 25-krotnie wyzsza od aktywnosci specyficznej AIAT. Analiza staty-
styczna wynikow przedstawionych w tab. 1 informuje, ze w blonach
wewnetrznych tetnic gléwnych ze zmianami arteriosklerotycznymi nie
ma miejsca ani indukcja, ani depresja lub represja aktywnosci tych ami-
hotransferaz. Odczytane z tablic Zielinskiego (22) na poziomie

Tab. 1. Aktywnoéé specyficzna AIAT i AspAT w grupach A i Bz (warunki reakcji
wg opisu podanego w metodach)
Specific activity of the AIAT and of the AspAT in A and Bz groups (conditions of
the reaction as described in methods)

Grupa A Grupa Bz

Lp aktywno$é mJ/mg biatka Lp. aktywno$é mJ/mg biatka
AlAT AspAT AIAT AspAT
1 1,481 30,925 1 1,111 23,263
2 2,032 44,892 2 2,439 24,390
3 1,397 49,462 3 1,851 49,145
4 1,180 18,750 B 1,875 34,615
5 1,092 17,759 5 1,219 34,709
6 1,393 19,696 6 1,120 22,448
7 1,290 25,806 7 1,125 31,531
8 0,747 27,011 8 1,092 26,639
9 0,772 18,357 9 0,476 22,023
10 0,619 21,428 10 0,597 23,009
11 0,541 11,250 11 0,638 20,833
12 0,921 14,893 12 0,561 13,480
13 0,722 24,444 13 0,542 21,317
14 1,200 45,333 14 0,733 22,050
% 1,099 26,429 X 1,098 26,389
S 0,336 5,141 S 0,570 8,379
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istotnosei a=0,05 przy 13 stopniach swobody wartosci krytyczne staty-
styk V, i V, daly w obu przypadkach niskg wartosé testu. Swiadezy to
o braku istotnych réznic w aktywnosci aminotransferaz AIAT i AspAT
miedzy grupami A i Bz. W zwigzku z tym mozna przypuszczaé, ze zabu-
rzenia aktywnos$ci AspAT i AIAT w osoczu krwi u ludzi w stanach hiper-
lipemii i u zwierzat skarmianych aterogenng — bogatotluszezowy dietg
(4, 9, 10), jak tez wzrost aktywnosci AspAT w surowicy krwi u ludzi cho-
rych na miazdzyce (3) nie s§ powodowane zakldceniami aktywnosci tych
enzyméw w Scianach naczyn ze zmianami arteriosklerotycznymi. Obser-
wowane w hiperlipemii zmiany w aktywnosci AIAT i AspAT nalezy raczej
przypisa¢ ogoélnoustrojowym zaburzeniom w stanie ,,metabolicznego stres-
su” (4, 9, 10). Wzrost aktywnosci AspAT i AIAT w ukladzie krgzenia
moze by¢ tez wyrazem badz wtérnego uszkodzenia watroby i manifesto-
wa¢ sie zwiekszong podazg enzymow do krwi, bgdz wynikiem hamujg-
cego dzialania lipidow na uktad inhibitoréw dla tych aminotransferaz
w hiperlipemicznym osoczu.

Na podstawie przeprowadzonych w niniejszej pracy badan nie mozna
udzieli¢ odpowiedzi na pytanie, czy obserwowany w miazdzycy wzrost
aktywnosci AspAT w surowicy (3) ma zrédlo w naczyniach ze zmianami
arteriosklerotycznymi na skutek wzmozonej przepuszczalnosci ich blon
dla tego enzymu. Pelna odpowiedz wymaga dalszych badan.

Otrzymane wyniki pozwalajg natomiast twierdzi¢, ze w bezkomor-
kowych wyciggach blon wewnegtrznych i srodkowych tetnic glownych ze
zmianami arteriosklerotycznymi u $win nie ma istotnych zaburzen ak-
tywnoséci aminotransferaz AspAT i AIAT. Tym samym wyniki oznaczen
nad aktywnos$cig AspAT i AIAT uzyskane przez nas sj uzupelnieniem
stwierdzen i zgodne z wnioskami autorow, ktérzy w tetnicach ze zmia-
nami arteriosklerotycznymi u czlowieka i zwierzat w badaniach enzyma-
tycznych przeprowadzonych metodami biochemicznymi (7, 8, 13—17, 21)
lub histochemicznymi (8) wykazali, ze w $cianach aort pewne enzymy,
np. klasy oksydoreduktaz, nie wykazywaly zmian (8, 16), podczas gdy
inne w klasie hydrolaz, np. proteclityczne i lipolityczne, zmiany te wy-
kazywaly (7, 8, 13—17).

Stwierdzenia takie, konkretnie brak roéznic w aktywnosci dehydro-
genaz kwasu mlekowego i jablkowego przy zakléceniu aktywnosci hy-
drolazy estréw glicerynowych, hydrolazy fosfolipidow i hydrolazy estréw
sterydowych, w Scianie aorty u krélikéw z doswiadczalng arteriosklerozy,
pozwolily Patelskiemu i wsp. (16) wnioskowaé, ze zaburzenia ak-
tywnosci enzymoéw w Scianie tetnicy giownej, relata refero, zwigzane sg
z enzymami o ,,funkeji specyficznej”, nie dotyczg natomiast ogoélnej ak-
tywnos$ci metabolicznej naczynia. Wyniki badan przedstawione w niniej-
szej pracy oraz wczesniejsze nasze badania (13, 14) wniosek ten popieraja.
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PE3IOME

Cpa3sy xe nocie yboa M30IMpOBanyu rpyaHoi yu OPIOUIHOM OTPe3Ku aopT, KOTOpble
ObIIM IPOMBITHI XO0JOAHOM Bomo¥ (7°C), paspesansbl, OCyleHb! (DUILTPOBANBLHOM Oy-
Maroi M 3aMOPOIKEHBL 3aMOpOKeHHble BHyTpeHuue 000J04YKM pa3Mesbyalu B CTynax,
HaAXOAALIMXCSA BO JIbAY. 3aTe€M pacTepaji CO CTEKJISAHOM IbLIbIO, A00aBJIAA XO0JIONHbIN
(0°C) 30% BoaubI pacTBOD rauuepoJa (5 ma 30% rauneposa/l r TKauu).

B romaroresnax 14 o00JIoYeK aopT ¢ MaKPOCKONMYECKMMM apTepOCKJaepoTHde-
ckyMu u3menenuamu (A) m 14 obosouex ©Ge3 apTepOCKIEPOTUHECKUX M3MEHEeHM
(Bz) onpenenenHo akKTMBHOCThL TIJioraMmaracrnaprarrpancamuiasbsl AspAT u AlAT npu
nomoiu Metrozna Pelitmana m dpankens. He ofHapyKeHO CTATHMCTUMYECKM CYIIECTBEH-
HBIX (0¢0=0,05) pa3uun B akTuBHOCTH ASpAT u AlAT mexay rpynnamu A u Bz.

SUMMARY

Immediately after slaughter the thoracic and abdominal sections of pigs’ aortas
were isolated, placed in ice, washed in cold water (ca. +7°C), dissected and dried
with filter paper. The intima and a part of the media were isolated and frozen.
The frozen membranes were comminuted in mortars, placed in ice, reduced to
a pulp and mixed with glass dust. Cold (0°C) 30 per cent water solution of gly-
cerol was added in portions to the pulp in relation of 5 ml of the glycero! solution
per 1 of tissue.

On the basis of the method described by Reitman and Frankel, the amino-
transferase activities AspAT — L Aspartate: 2 oxoglutarate aminotransferase
(2.6.1.1.) and AIAT — L Alanine: 2 oxoglutarate aminotransferase (2.6.1.2,) were
determined in the extracts of the homogenates of 14 membranes with arterioscle-
rotic changes (A) detected macroscopically and 14 membranes without such changes
(Bz). A comparison of aminotransferase activities in the extracts of (A) and (Bz)
homogenates was carried out by the mean identities test of two normal popu-
lations. No statistical differences (¢=0.05) between (A) and (Bz) extracts were found.



