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Badania nad skladem chemicznym Sciany naczyniowej. XVII. Kolagen
i elastyn §ciany aorty krolikéw po podaniu diety miazdzycorodnej
i wywolaniu hipertyreozy doS§wiadczalnej

Msyqenue xuMu4ecKOro cocrasa cocyaucrost crenkyu. XVIL KosanareH u SJpcTH
CTEHKM aoOpThbl KPOJIMKA IIOCJe apTePMOCKIEPO3HOI AMeThHI M BLIZBAHHOrO
SKCIIEPHMMEHTANBLHOIO TUNIEPTUPONAU3MA

Studies on the Chemical Composition of the Vascular Wall.
XVII. Collagen and Elastin of the Aortic Wall in Rabbits on an Atherogenic Diet
and after the Production of Experimental Hyperthyroidism

W $§wietle wspblczesnych pogladéw zaburzenia metaboliczne w obrebie §ciany
tetniczej sa podstawowym czynnikiem w etiopatologii miazdzycy naczyn. Dostarcza-
ja na to dowodbéw liczne badania, miedzy innymi dotyczace zmienionej aktywnofci
ukladéw enzymatycznych 4), zwyrodnienia komérek mieéni gladkich pod wplywem
lipidéw (20) oraz wykazana ostatnio monoklonalna proliferacja tych komérek pod
wplywem czynnikéw miazdzycorodnych (2, 18).

Udzial regulacji hormonalnych w metabolizmie §ciany naczyniowej byt dotych-
czas przedmiotem nielicznych publikacji. Wplywem hormonéw tarczycy interesowat
sig Bald, ktoéry podajgc krélikom duze dawki tyroksyny obserwowal rozlegle
zmiany morfologiczne aorty (1). Wynikéw tych nie potwierdzily prace innych auto-
réw (9). Duie zmiany makro- i mikroskopowe, lgcznie z obrazem elektronomikrosko-
powym stwierdzono natomiast w aortach zwierzat traktowanych tyroksyng i adre-
naling (8, 13). Jak wynika z weczesnych badafih Lorenzena (12) oraz pracy Lan-
gerna i Fullera (10), pod wplywem tych hormonéw dochodzi¢ moze do wzmo-
zonej syntezy kolagenu i jego odkiadania w warstwie $rédblonka w blaszkach miaz-
dzycowych. Nie wiadomo jednak, w jakim stopniu efekty te zalezg od samej tyro-
ksyny, a w jakim od potencjalizacji dzialania katecholamin. Jest to szczegblnie in-
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teresujace, jezeli sie uwzgledni wplyw hormondéw tarczycy na przemiane lipidows.
Wiadomo, iz tyroksyna i tr6jjodotyronina powodujg obnizenie stezenia lipidéw i cho-
lesterolu w surowicy krwi, a wiec czynnikéw odgrywajacych negatywna role w roz-
woju miazdzycy naczyn (16).

Celem podjetych obecnie badan bylo okre§lenie wplywu hipertyreozy do$wiad-
czalnej oraz hipertyreozy skojarzonej z miazdiyca wywolang dieta bogato choleste-
rolowg na frakcje kolagenowe i zawartos¢ elastynu w warstwie Srodkowej i we-
wnetrznej aorty krélikow.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 16 krélikach rasy New Zealand w wieku 8 mies,
wagi 3,2—4,2 kg. Zwierzeta podzielono na 4 grupy do§wiadczalne:

I — grupa kontrolna,

II — grupa pozostajaca na diecie bogato cholesterolowej,

III — grupa z hipertyreozg do$wiadczalna,

IV — grupa z miazdzycg do§wiadczalng i hipertyreoza.

Wszystkie zwierzeta przebywaly w jednakowych warunkach, karmione standar-
dowg karmga laboratoryjng z dodatkiem §wiezych jarzyn. Kroélikom grupy II i IV
przez okres 100 dni podawano dodatkowo cholesterol w dawce 0,5 g/kg wagi ciala
dziennie. Zwierzeta grupy III i IV w celu wywolania hipertyreozy otrzymywaty
w diecie dzienng dawke 150 mg preparatu tarczycy (Thyreoideum ,Polfa”). Wyniki
oznaczen wskaznikéw lipidowych i trojjodotyroniny w surowicy krwi, stanowigce do-
kumentacje hiperlipemii i hipertyreozy w grupach badanych, sg przedmiotem od-
rebnej publikacji (23).

Diete miazdZycorodng oraz podawanie preparatu tarczycy przerywano na 24 godz.
przed zakonczeniem do§wiadczenia. Zwierzeta zabijano przez wytworzenie zatoru po-
wietrznego i natychmiast preparowano tetnice giéwna, poczawszy od czesci wstepu-
jacej do miejsca podzialu na tetnice udowe. Po przecieciu i przeplukaniu zimnym
roztworem soli fizjologicznej, warstwe $rodkowsg i wewnetrzng preparowano w spo-
sOb opisany przez Wolynsky’ego (26). Fragmenty tkanki przeznaczone do badan
skladu bialkowego poddawano preparatyce opisanej szczegbtowo w poprzedniej pra-
cy (24). W wyniku zastosowanej procedury rozdziatu otrzymano:

1) frakcje kolagenu rozpuszczalnego w 0,45 M NaCl,

2) frakcje kolagenu rozpuszczalnego w 0,5 M CHyCOOH,

3) frakcje kolagenu nierozpuszczalnego (zelifikujgcego),

4) frakcje biatek rozpuszezalnych w 0,1 M NaOH,

5) osad elastynu $ciany aorty.

W otrzymanych preparatach oznaczano zawarto§é bialtka calkowitego metoda
Lowry i wsp. (14), zawarto$é hydroksyproliny zmodyfikowang metodg Procko-
pa i Udenfrienda (22) oraz we frakcji elastynu zawarto$é proliny metoda
Trolla i Lindsleya (25). Oznaczenia aminokwaséw przeprowadzono po 16-go-
dzinnej hydrolizie w 6 N HCl1 w temp. 110°C. Zawarto§é kolagenu wyliczano z iloci
hydroksyproliny, stosujac mnoznik 7,14 (6). Zawarto§é biatka w osadzie elastynu ozna-
czano za pofrednictwem azotu catkowitego wedlug Burcka (3). Wyniki oznaczen
przeliczano na 1 g §wiezej wilgotnej tkanki i oceniano statystycznie z uzyciem testu
t Studenta.
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WYNIKI BADAN
Makroskopowa ocena zmian miazdzycowych

Stosowana dieta bogato cholesterolowa u wszystkich zwierzat grupy
II i IV spowodowala rozlegle zmiany miazdzycowe, obejmujgce 30—50%
powierzchni tetnicy gléwnej. Zmian takich nie obserwowano u zwierzat
grupy kontrolnej i u krélikéw z hipertyreozg doswiadczalng. Nie stwier-
dzono réwniez makroskopowo widocznych réznic miedzy grupg II i IV,
Wyniki histochemicznych badan mikroskopowych sg przedmiotem odreb-
nego doniesienia (5).

Kolagen i bialka rozpuszczalne Sciany aorty

Zawarto$¢ biatek rozpuszczalnych i frakeji kolagenowych w warstwie
$rodkowe]j i wewnetrznej aort w badanych grupach zestawiono w tab. 1.

Jakkolwiek nie udalo sie wykaza¢ statystycznie istotnych rédznic, na
uwage zashluguje obnizona zawartos¢ biatka i kolagenu rozpuszczalnego
w 0,45 M NaCl w grupie zwierzat pozostajgcych na diecie miazdzycorod-
nej i1 pewne podwyzszenie biatka i kolagenu tej frakeji w grupach III i IV
z wywolang hipertyreoza doswiadczalng. Podobnie przedstawia sie udzial
kolagenu frakcji rozpuszczalnej w puli kolagenu calkowitego warstwy
Ssrodkowej i wewnetrznej aorty. O ile w grupie kontrolnej kolagen roz-
puszezalny w 0,45 M NaCl stanowi 2,82% kolagenu catkowitego, to w gru-
pie II jest on nizszy i wynosi 2,48%, natomiast w grupach III i IV wzrasta
cdpowiednio do 3,43 i 3,06%. Podobng sytuacje obserwuje sie odnosnie do
kolagenu rozpuszczalnego w 0,5 M CH;COOH. Najnizszy wskaznik stwier-
dzono w grupie 1I, wyzsze od grupy kontrolnej w grupie IIT i IV. U kré-
likéw grupy II w poréwnaniu z pozostalymi grupami stwierdzono nato-
miast najwyzszg zawarto$¢ hydroksyproliny we frakeji rozpuszczalnej
w 0,1 M NaOH. Nalezy takze podkresli¢, ze tylko w grupie II stwierdzono
ogblnie nizsza zawartos¢ kolagenu w warstwie srodkowej i wewnetrznej
aorty, co jest zgodne z wynikami naszych wczeéniejszych badan (24).

Elastyn sciany aorty

Wyniki badan frakcji nierozpuszczalnej w 0,1 M NaOH po jej delipi-
dacji acetonem i eterem zestawiono w tab. 2.

We frakcji tej hydroksyprolina stanowita 1,50—1,77% obecnego bial-
ka, a stosunek proliny do hydroksyproliny wahal sie w granicach 7,43—
8,53. Stosunkowo najwyzsza zawartos¢ biatka tej frakeji obserwowano
w grupie zwierzat z miazdzycg dos$wiadczalng, wyraznie nizsze iloSci w
grupie z miazdzycg i hipertyreozg. Réznice te nie sg jednak statystycznie
znamienne. Wzglednie staly stosunek proliny do hydroksyproliny oraz
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Tab. 1. Bialtka rozpuszczalne i frakcje kolagenowe warstwy Srodkowej i wewnetrzne)
Proteins and collagen fractions in intima-media layer of aorta of rabbits

Frakcja rozpuszczalna Frakcja rozpuszczalna
w 0,45 M NaCl w 0,5 M CH;O0H
o » o]
. @ 5
: PRI gb 2%
= O bl = ob QW
& ? M g ® & g M E R
1 16,65 +1,22 0,70 +0,04 4,2 3,15 +0,78 0,30 +0,04 9,5
I 15,28 +1,34 0,53 0,09 3,5 5,62 +0,71 0,25 10,07 4,4
II1 19,23 +4,15 0,81 0,21 4,2 3,18 £0,71 0,36 +0,14 11,3
v 20,07 +3,58 0,73 10,32 3,6 6,65 +£1,08 0,41 0,06 6,2

* 1 g §wiezej wilgotnej tkanki.
* mg/1 g of fresh, wet tissue.

zawarto$¢ tego ostatniego aminokwasu pozwala przypuszczaé, ze otrzy-
mana frakcja reprezentuje elastyn Sciany naczyniowej krolikow.

W tab. 3 zestawiono laczng zawartosé biatek podporowych, kolagenu
i elastynu warstwy Srodkowej i wewnetrznej aorty w badanych grupach
zwierzat. Mimo braku istotnych statystycznie roznic na uwage zastuguje
obnizony stosunek kolagenu do elastynu w grupie II i brak takiej zmiany
w grupie zwierzat, u ktérych obok miazdzycy wywolano hipertyreoze
doswiadczalng.

DYSKUSJA

Rola kolagenu w rozwoju zmian miazdzycowych jest przedmiotem du-
zego zainteresowania. Akumulacja wldkien kolagenowych w blaszkach
miazdzycowych uwazana jest za przyczyne nieodwracalnych zmian mor-
fologicznych (15). W miazdzycy doswiadczalnej, szczegdlnie wywolanej
uszkodzeniem $ciany naczyniowej lub nadci$nieniem, obserwuje sie wzrost
aktywnoéci hydroksylazy prolinowej oraz zawartosci kolagenu w war-
stwie wewnetrznej (11, 17). Podobne zmiany wykazano w aortach kroli-
koéw poddanych dzialaniu adrenaliny i tyroksyny (10, 12). Jak wynika
z prac Roberta i wsp. (19) oraz Kivirikko i wsp. (7), sama tyro-
ksyna lub trdjjodotyronina, jak sie wydaje, nie wplywa na synteze ko-
lagenu w fibroblastach, a nawet hamuje jego powstawanie. W przepro-
wadzonych obecnie badaniach nie wykazano statystycznie istotnych zmian
w zawartosci kolagenu calkowitego warstwy srodkowej i wewnetrznej
aorty krolikow, u ktorych wywolano hipertyreoze lub hipertyreoze sko-
jarzong z miazdzycg doswiadczalng. Niemniej jednak nieco wyisza za-
wartos¢ kolagenu rozpuszczalnego w aortach zwierzat grupy IV w po-
réwnaniu z grupg miazdzycowsg moze sugerowaé, iz hormony tarczycy
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aorty krélikbw z miazdzycg do§wiadczalng i hipertyreozg (wartofci $rednie +SD)
with experimental atherosclerosis and hyperthyroidism (mean value *+SD)

Frakcja zelifikujgca Frakcja rozpuszezalna Razem
(nierozpuszczalna) w 0,1 M NaOH frakcje kolagenowe
2 g - g o

o [f] =) o )]

25 5 £5 25 A
S w ) oY N < R
mE ME R /Mg M B R [ M g *®

42,08 +1,51 23,59 +1,8¢ 56,1 10,72 £1,51 0,27 10,04 25 172,60 24,86 34,2
35,20 +3,80 20,26 *+2,23 57,56 8,40 0,81 0,35 £0,06 4,2 64,50 21,39 33,5
38,72 £5,42 22,23 +2,67 574 6,47 £1,30 0,21 +0,08 32 67,60 23,61 34,9
41,99 +2,09 22,43 +2,62 534 8,18 +1,85 0,30 +0,06 3,7 76,89 23,87 31,0

hamuja w pewnym stopniu zmiany w zakresie kolagenu, charakterystycz-
ne dla miazdzycy wywolanej dieta bogato cholesterolows.

Sugestie te nie znajdujg potwierdzenia w badaniach histochemicznych
(20). Wprawdzie wywolana hipertyreoza powodowala obniZenie stezenia
lipidéw catkowitych i cholesterolu w surowicy kro6likéw grup III i IV,
pozostawalo to jednak bez wplywu na rozwéj zmian miazdzycowych wy-
wolanych hipercholesterolemig w grupie IV. Patomechanizm miazdzycy
doswiadezalnej wywolanej przewlekls hiperlipemia nie zostal w pelni
wyjasniony. Wedlug Rossa i Harkera (21), pierwotna inbibicja li-
pidow do warstwy srodblonka prowadzi do jego uszkodzenia, proliferacji
komoérek miesni gladkich, przerostu pozakomoérkowych elementéw tkanki
lacznej i innych nastepstw wspoélnych dla procesu miazdzycowego. Po-
niewaz w warunkach doswiadczenia, mimo obnizenia stezenia choleste-
rolu hipertyreoza nie doprowadzila do normalizacji lipemii, nalezy przy-
puszczaé, ze hormony tarczycy nie majg bezposredniego wptywu na hi-
perlipemiczng inicjacje procesu miazdzycowego. Fakt braku jakichkol-
wiek zmian miazdzycowych w grupie III nie wyklucza jednakze posred-
niej korzystnej roli hormonéw tarczycy w warunkach normalnej i umiar-
kowej hiperlipoproteidemii.

Wnioski

1. Hipertyreoza do$wiadczalna wywotana u krélikéw zdrowych i po-
zostajacych na diecie miazdzycorodnej nie powoduje istotnych zmian
w zawartosci kolagenu, elastynu i bialek podporowych warstwy srodko-
wej i wewnetrznej aorty.

18 Annales UMCS, sectio D, vol. XXXIV
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2. W grupie zwierzat z miazdzyca doswiadezalng i hipertyreozg obec-

ros¢ hormondéw tarczycy ogranicza zmiany w zakresie kolagenu, co obser-
wowano w grupie pozostajgcej wylacznie na diecie bogato cholesterolowej.

3. W warunkach doswiadczenia wywolana hipertyreoza nie spowo-

dowala zmian miazdzycowych w grupie zwierzat kontrolnych oraz pozo-
stala bez wplywu na rozwoj takich zmian w grupie krolikéw pozostajag-
cych na diecie miazdzycorodnej.

*

Praca objeta planem resortowym nr 10 RMZ-I-1/47, Koordynator: Instytut Reu-

matologii, Warszawa, Spartafiska 1.
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PE3IOME

TIpoBeneHo uccaenoBaHue CONEPrXKaHUA KOJJareHOBLIX (hpakuyii, snacTuHA M NOx-
NMOpPO4YHBLIX GEeJIKOB B cpefHeil M BHYTPEHHEN 4acTy aopTh! KPOJMKOB B YeThIpex
rpynnax: 1 — xouTpoabHO¥, II — HaxopgsamelicAa Ha auere 6oraToit XOJIECTEPUHOM,
III — sKclnepMMEHTaNbHBIM I'MOEPTUPOMAM3IMOM, IV — ¢ I'MIepTUPOUZU3MOM M SKC-
NePUMEHTANLHOM aTepOMAaTO30M.

OGHapyREHO, YTO I'MNePTHMPOMIAM3M BBIZBAHHBI ¥ 370POBBIX KPOJMKOB M Y XRU-
BOTHBEIX IOJYYaBIIXX ATEPOMATOr€HHYK AMETY He BbI3bIBAET CYINECTBEHHbIX M3Me-
HEHMIT COJEpXKaHMA KOJJareHa, 3JacTMHA ¥ IOANODPOYHLIX CeJIKOB cpejHelt M BHY-
TpeHHel YacTy aopThl. O0HapyKeHHOe He3HAaYMUTEJbLHOE NOBbINIEHME KOJMJYeCcTBa KOJi-
JjareHa y JXMBOTHBIX M3 SKCIEDMMEHTAJbHOM aTepoMaTo3bl M C IUNEPTHPOMAM3MOM,
110 CPaBHEHMIO C IPYNNONM XXMBOTHBIX TOJBKO € 3KCIEPMMEHTAJLHON aTepoMaTo30,
He 0Ka3aJI0 BJAMAHMA HA IOABJEHME MaKPOCKONMYECKMX aTEPOMATO3HBIX M3MEHEHMIR.

SUMMARY

The content of collagen fractions, elastin and core proteins was determined in
the intima-media layer in the aorta wall of 4 groups of rabbits: I — in the control
group, II — in the group on a cholesterol rich diet, III — in the group with expe-
rimental hyperthyroidism, IV — in the group with both hyperthyroidism and exper-
imental atherosclerosis.

It was stated that hyperthyroidism in rabbits both on normal and atherogenic
diet does not produce significant changes in the collagen, elastin and core proteins
contents of the intimamedia layer of the aorta wall.

A mildly higher soluble collagen content was observed in the group with both
experimental atherosclerosis and hyperthyroidism in the relation to the experimental
atherosclerosis group but the macroscopic atherosclerotic signs did not differ.



