Z. KLEINROK

BADANIA NAD MIAZDZYCA DOSWIADCZALNA

WPLYW METIONINY NA ROZWOJ ZMIAN MIAZDZYCOWYCH U GOLEBI *

Z Zakladu Farmakologii Slgskiej A. M. w Zabrzu-Rokitnicy
Kierownlik: doc. dr T. Chrusciel

Egzogenny aminokwas, metionina, stanowi obok cystyny gtéwne zrédio
siarki dla ustroju oraz jest podstawowym donatorem grupy metylowej.
Wystepuje on w roéznych biatkach, ale zawsze w drobnych ilosciach. Zapo-
trzebowanie metioniny przez dorostego czlowieka jest wedlug réznych
autoréw roézne i tak Rose podaje 3,5 g, Bloch 4,1 g, a Stare i Hegsted tyl-
ko 1,9 grama dziennie (23). Dzialanie lipotropowe metioniny znane jest
juz od diuzszego czasu; w roku 1932 Eckstein (12) wykazal, ze sposéréd
wszystkich aminokwaséw jedynie metionina dziata lipotropowo. Fakt ten
zwrécil uwage badaczy na mozliwoé¢ stosowania metioniny w leczeniu
zaburzen gospodarki tluszczowej, a wiec miedzy innymi i miazdzycy.
Obecnie metionina jest szeroko stosowana w leczeniu stluszczenia i mar-
skosci watroby. Blanc (5) podawal w stanach przedmarskos$ciowych wa-
troby mieszanine metioniny i kwasu pteroiloglutaminowego, obserwujgc
znaczne remisje. Podobne wyniki uzyskal Nadeau (24) w leczeniu dysfunk-
cji watrobowych w przewleklym alkoholizmie.

Dzialanie metioniny lgczy sie bardzo $cisle z dietg. Zaréwno dieta nie-
pelnobiatkowa, jak i bogata w tluszcze stosowana przez dluzszy okres
czasu prowadzi do powaznych zaburzen przemiany materii. Wplyw pel-
nobiatkowej diety na poziom cholesterolu we krwi, a co za tym idzie i na
powstawanie miazdzycy podkre§la szereg badaczy.

Pihl (26) na podstawie bardzo duzego materialu stwierdzil, ze zmniej-
szone przyjmowanie pokarméw tluszczowych w czasie ostatniej wojny
zmniejszylo wyraznie ilos¢ zgondéw na choroby krgzenia. Linquist i Isaks-
son (19) stwierdzili lecznicze dzialanie niskotluszczowej diety i substancji
lipotropowych na miazdzyce naczyn moézgowych u ludzi. Réwniez Katz
i wsp. (16) stwierdzaja zalezno$¢ miedzy miazdzycg a dietg. Keys i Ander-
son (18) zwracajg uwage na zaleznos¢ miedzy poziomem cholesterolu w su-
rowicy krwi a iloScig bialek w pozywieniu.

Nikkila i Ollila (25) wykazali, ze dieta bogatobiatkowa obniza poziom
kwasow tluszczowych we krwi $Swinek morskich karmionych cholestero-
lem. Portmann i wsp. (27) w badaniach na malpach Cebus stwierdzaja
zalezno§¢ miedzy dietg a pozicmem cholesterolu oraz beta lipoproteidow

* Praca miniejsza zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr J. Hano, jako
pierwsza cze§¢ pracy kandydackiej autora. Praca stanowi IX cze§¢ zespolowych
»,Badan nad miazdzycg doswiadczalng®.
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we krwi. Shils i wsp. (31) podkreslaja dzialanie lipotropowe metioniny,
choliny i witaminu B,,. Filios i Mann (13) karmili myszy i szczury dietg
zawierajgcg niedobdr metioniny oraz nadmiar kwaséw tluszczowych i cho-
lesterolu doprowadzajac do znacznej hipercholesteremii. U grupy zwierzat,
ktora poza wymieniong dieta otrzymywala w karmie 0,6° metioniny,
poziom cholesterolu we krwi byt znacznie mniejszy. Cutillo i wsp. (10)
stwierdzili hipocholesteremiczne dzialanie metioniny, podawanej w ilosci
0,5 g dziennie u szczuréw karmionych cholesterolem. Kenneth (17) donosi
o przeciwmiazdzycowym dzialaniu metioniny u pséw. Mann (21) wykazal,
ze brak metioniny w pozywieniu powoduje u szczuréw znaczng hipercho-
lesteremig. Ten sam autor i wsp. (20) przeprowadzili badania na matpach
Cebus uzyskujac podobne wyniki. Stwierdzili oni réwnoczeénie, ze przy
powstawaniu hipercholesteremii u malp duzg role odgrywa réwnoczesne
podawanie tluszczéw. Réwniez Duchesne i Bernard (11) zwracajg uwage
na role tluszczé6w w wywolywaniu hipercholesteremii oraz wykazuja, ze
przy diecie bogatej w tluszcze metionina i cholina nie dzialajg lipotropowo.

Shapiro i Fraedman (29) w badaniach na szczurach stwierdzili, ze hiper-
cholesteremia wywolana podawaniem cholesterolu jest znacznie mniejsza
u zwierzat, ktére otrzymywaly metionine. Réwniez Shils 1 Stewart (32)
podkreslajg dzialanie lipotropowe metioniny, choliny i witaminy B.,.
Balaquer (4) dodawal kurczetom do diety miazdzycorodnej metionine, ino-
zytol i jodek potasu, stwierdzajgc znacznie mniejsze nasilenie zmian miaz-
dzycowych u kurczat, ktére otrzymywaly wyzej wymienione leki. Her-
mann (15) w doswiadczeniach na kurach stwierdzil, ze metionina obniza
poziom kwasow ttuszczowych i cholesterolu w surowicy. Ten sam autor (14)
podawal ludziom 0,5 g metioniny dziennie i otrzymat 15%0 obnizke pozio-
mu cholesterolu w surowicy. Abrahamson (1) otrzymat wyniki nieco stab-
sze, ale po roku leczenia. Réwniez Sawienkow (28) zaleca stosowanie cho-
liny i metioniny w miazdzycy naczyn moézgowych u ludzi.

W przeciwienstwie do tego Farnsworth i Stare (22) wykazujg, ze do-
datek do pozywienia samej metioniny nie wplywa na poziom cholesterolu
we krwi. Réwniez Sherber (30) stwierdza, ze mieszanina choliny, metio-
niny i inozytolu nie obniza poziomu cholesterolu we krwi. Turchetto
i wsp. (37) donosza, ze tyroksyna podawana w dawkach 300—500 gamma
dziennie hamuje dzialanie metioniny u szczuréw oraz ze metionina poda-
wana w ilosci 50 mg/kg nie wykazuje dzialania lipotropowego.

Te rozbiezne dane z piSmiennictwa odno$nie do hipocholesteremicz-
nego i przeciwmiazdzycowego dzialania metioniny sklonily nas do prze-
badania jej wplywu na przebieg miazdzycy doswiadczalnej u golebi.

METODYKA

Dos$wiadczenie przeprowadzono na 20 golebiach gatunku Columba livia domestica,
wagi 300 do 425 g, w wieku okolo 6 tygodni, obojga pilci. Ptaki otrzymywaly nor-
malng diete skladajgcg sie z dowolnej ilosci pszenicy, grochu, jeczmienia i wody
oraz byly karmione 6 razy w tygodniu kluskami zawierajgcymi cholesterol w ilosci
2 g/kg, olej 3 g/kg oraz make w ilosci 1,3 g/kg, podobnie jak w poprzednich pra-
cach (6—9, 34—36). Przed doswiadczeniem ptaki zwazono oraz pobrano krew do
oznaczen biochemicznych. Bialko oznaczono mikrometodg Kjeldahla na azot cal-
kowity nie uwzgledniajgc azotu pozabialtkowego. Cholesterol oznaczano metodg Zlat-
kisa i wsp. (39), zas kwasy tluszczowe metodg Sterna i Shapiro '(33). Wykonano
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réwniez badania elektroforetyczne bialek, lipoproteidow i fosforolipoproteidéw!.
W czasie doSwiadczenia golebie wazono co tygodnia, a po 11, 22 i 33 tygodniu po-
bierano krew do oznaczen biochemicznych. Po 33 tygodniach golebie zabijano i ba-
dano sekcyjnie, okreSlajgc iloé¢ i wielko§é guzkéw miazdzycowych w narzadzie
krazenia. Wazono watrobe, serce, $ledzione i nerki. Z wiekszych naczyn pobierano
wycinki dio badan histologicznych, ktére utrwalano w 4% formalinie. Preparaty
histologiczne wykonano na mikrotomie mrozeniowym oraz barwiono sudanem IV
i hematoksyling. Mikroskopowo okre$lano wielko$é i rozlegloéé nacieku tluszczowego,
postugujac sie nastepujgcymi kryteriami:

A. OkreSlano procentowo wielkoéé macieku w jego najszerszym mlejnsou W po-
rownaniu ze $rednicg naczynia.

B, Okre§lano procentowo rozleglo§¢é nacieku tluszczowego wkdiuz obwodu
blony wewnetrznej naczynia.

Iloczyn tych dwéch liczb mnazywano liczbg miazdzycows.

Wszystkie golebie podzielono na dwie grupy, z ktérych pierwsza zwana pdzZniej
metioninowa otrzymywata domieéniowo 6 razy w tygodniu d, ! — metionine firmy
,2Merck“ w ilosci 200 mg/kg w postaci 3% roztworu wodnego. Druga grupa zwana
pézniej kontrolng otrzymywala wylgcznie diete miazdzycorodny. Przed zakoncze-
niem doSwiadczenia padly 3 golebie z grupy metioninowej i 4 z kontrolnej. Ptaki
te wyodrebniono w zestawieniach anatomo i histopatologicznych, tworzac z nich
osobne grupy: metioninowg I i kontrolng I. Masy narzadéw migzszowych obliczono
réwniez jako procent wagi ciala.

Obliczenia statystyczne wykonano postugujgc sie wzorami podanymi przez Woj-
tyniaka (38) oraz Almquiste i Lausinga (2). Obliczano $rednig arytmetyczng M,
odchylenie standartowes oraz blad standartowy réznicy dwoéch érednich s,

WYNIKI

Przez caly czas trwania doswiadczenia nie zauwazono roznic w za-
chowaniu sie golebi obu grup. Poziom bialka w surowicy krwi zaréwno
u golebi metioninowych, jak i kontnolnych ulegl Znacznemu oObnizeniu.
Poziom kwaséw tluszczowych w surowicy znacznie wzrést, a mianowicie
u gotebi metioninowych mniej wiecej 10-krotnie, za$s u kontrolnych
20-krotnie, dajac w rezultacie u tych ostatnich wartosci dwukrotnie wyz-
sze, co jednak przy duzym rozrzucie wynikéw stanowi okolo 1,5 sigma.
Natomiast blagd standartowy réznicy tych dwoéch srednich wynosi 3,7 1 jest
statystycznie znamienny. Ro6wniez poziom cholesterolu w trakcie doswiad-
czenia wyraznie wzroést osiqgajac w efekcie koncowym u gotebi metionino-
wych 13-krotny wzrost, zas u golebi kontrolnych 16-krotny. Wyniki ba—
dan biochemicznych przedstawione sg na tabeli I.

Wyniki badan elektroforetycznych przedstawia tabela II. Wykazujg
one znacznie wiekszy spadek albumin oraz wzrost gamma-globulin u go-
tebi metioninowych w poréwnaniu z kontrolnymi. Beta-lipoproteidy jak
i tez beta-fosforolipoproteidy wzrastajag u golebi kontrolnych znacznie
wyrazniej osiggajac przy beta-fosforolipoproteidach ilosci statystycznie
znamienne.

Dane anatomopatologiczne przedstawione sg w tabeli III i IV. Wzrost
wagi narzagdéw migzszowych, charakterystyczny dla miazdzycy doswiad-
czalnej, jest mniejszy u gotebi metioninowych zaré6wno u tych, ktére padtly
przed zakonczeniem do$wiadczenia, jak i u tych, ktére dozyly do konca
doswiadczenia (tabela III). Réznice wagi narzgddéw miazszowych miedzy
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Tabela I
Zm:iany biochemiczne
Biochemical changes
_ | 26.VL56 r. norma 13.IX.56 r. 11. tydzien
Grupa Srednia | - = —| - : e
B - . B | KT Ch B KT Ch
— =St T ST e T i | = - = ST St e S R PR e A AT ORI
Metio- | M | 383 118,1 | 1628 | 3,43 981,4 | 1292,0
ninowa | sigma } 0,257 21,3 29,8 0,657 268,0 436,9
Kontrolna M ‘ 3,74 111,3 169,0 3,63 1186,0 | 1184,4
. sigma | 0,325 15,6 18,7 0,571 380,0 340,4
B sigma rs | — — - = == S
| _ 28.X1.56 r, 22. tydzien 7.ILF7 r. 33. tydzien
Grupa Srednia |— - ,
| B KT Ch B | KT I Ch
Metio- 1 M 2,96 1546,0 | 1643,0 2,43 2040,0 | 2177,1
ninowa | sigma | 0,762 596,0 @ 6353 0,284 1448,0 585,7
Kontrolna | M 26 1992,6 | 1840,0 2,38 46544 | 2682,0
~ sigma 0,424 346,1 267,9 0,187 | 1697,4 565,8
 sigmars | — | — — | 0,107 706,0 | 257,0

Objasnienia:
B — biatko w g%,; KT — kwasy tluszczowe w mg°; Ch — cholesterol w mg%o.

Data
oznaczenia

25.V1.56
1. tydzien

7.11.57
33. tydzien

26.VI1.56
1. tydzien

7.11.57
33. tydzien

Tabela II

Zestawienie wyn’kow badan elektroforetycznych
Computation of results of electrophoretic studies

[
\
|

Grupa| Srednie
met. M
sigma
met. M
sigma
kontr. M
sigma
xontr. M
sigma
sigma rs

Globuliny

gam-

Fosforolipo-
proteidy

| Lipo-
proteidy

alfa | beta | alfa | beta

ma

14,38 t 14,69
2,93 | 2,52

13,65 | 18,70
406 | 4,26

12,83 | 16,88
246 | 4,83

10,58 | 18,58
1,93 | 3,29

1,40 | 1,70

12,92

19,61

13,40

16,82

41,10
2,73 | 4,06

27,98
12,32

44,86
5,67

20,24
9,29

6,60

58,80
4,06

72,02
12,19

55,20
5,67

79,76
9,29

6,60

43,80
5,08

27,19
10,58

47,34
4,61

17,00
2,89

3,40 |

56,10
5,08

72,80
10,58

52,65
4,61

83,00
2,89

3,40

5,01 |
4,00

3,95
2,00

grupa metioninowa a kontrolng najwyrazniej wystepuja w przypadku
serca osiggajac tu statystyczng znamienno$é. Nieco mniejsze rdéznice wy-
kazuja watroba i $ledziona. Nie stwierdzono natcmiast réznic w wadze
nerek u obu grup do$wiadczalnych. Zmiany anatomopatologiczne w ukla-
dzie krazenia wystepujace pod postacig guzkéw wielkosci od ziarna maku
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do ziarna pszenicy najliczniej zaobserwowano na zastawkach, tetnicy
gléwnej wstepujacej i tetnicy ramienno-glowowej. Z wyjatkiem tetnicy
ramienno-glowowej, gdzie zmiany byly mniej wiecej jednakowe, w po-
zostalych tetnicach, a takze i na zastawkach, czesciej i w wiekszej ilosci
obserwowano guzki u golebi kontrolnych (tabela IV).

Tabela III

Zestawienie danych anatomopatologicznych
Computation of anatomopathologic data

Waga Watroba Serce Nerki Sledziona
Grupa | Srednie |Przed po /
do$wiad- |waga| % waga| % |waga| % |waga| %

czeniu

met. I M 350,0 3416 | 13,2 | 4,05 | 4,8 1,36 | 24 | 0,70 | 0,150 | 0,048
sigma 40,8 | 65,6 29| 1,17 | 14 0,16 | 0,35 | 0,039 | 0,041 | 0,023

kont. I M 362,5 | 3813 | 182 | 471 | 54 1,42 | 2,82 | 0,74 | 0,212 | 0,055
sigma 21,6 | 20,7 24| 051} 1,14 | 0,20 | 0,16 | 0,057 | 0,089 | 0,023

sigmars| 259 | 398| 20| 072 | 0,98 | 0,13 | 0,32 | 0,036 | 0,050 | 0,017

met. II M 350,0 | 385,7 | 10,6 | 2,75 | 4,6 1,20 | 24 | 0,64 |0,157 | 0,040
sigma 133 | 30,6 1,7 | 0,40 [ 0,59 | 0,09 | 0,32 | 0,12 | 0,049 | 0,011

kont. II M 391,6 4166 | 14,0 3,34 | 5,6 1,37 | 2,4 0,59 |0,184, 0,045
sigma 23,5 | 276 43! 0,06 037! 0,11 | 0,17 | 0,05 | 0,049 | 0,013

sigmars| 10,9 | 16,1 1,8 | 0,41 | 026 | 0,05 | 0,14 | 0,05 | 0,027 0,006

Zmiany histopatologiczne przedstawia tabela V. Liczba miazdzycowa
tetnicy gléwnej zstepujacej jest nieco mniejsza u gotebi metioninowych,
natomiast liczby miazdzycowe tetnicy gléwnej wstepujgcej, tetnicy ra-
mienno-glowowej oraz tetnicy plucnej sg nieco mniejsze u golebi kon-
trolnych. U tych ostatnich znacznie cze$ciej wystepowaly rozlane, stabo
odgraniczone od otoczenia nacieki ttuszczowe, bardzo stabo wybarwione
1 nie obejmujgce calego naczynia. W obrebie tych naciekéw widoczne
byly nieuszkodzone komérki badanych tkanel.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzane badania wykazuja, ze metionina hamuje rozwéj ze-
spolu biochemicznego w miazdzycy doswiadczalnej u gotebi, a mianowicie
obniza wyraznie poziom kwaséw tluszczowych, a takze znacznie poziom
cholesterolu w surowicy.

Obnizenie poziomu kwaséw tluszczowych osigga wartosci statystycz-
nie znamienne (standartowy blad réznicy dwéch srednich wynosi 3,7).
Wyniki badan elektroforetycznych bialek sg analogiczne do wynikéw
otrzymanych przez Alvaresa (3), po stosowaniu choliny u ludzi. Beta-lipo-
proteidy, a przede wszystkim beta-fosforolipoproteidy wzrastajg znacznie
wolniej w surowicy krwi golebi metioninowych, przy czym réznice mie-

Acta Physiologica Polonica — 6

. f
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dzy obu grupami, jesli chodzi o beta-fosforolipoproteidy, sa statystycznie
znamienne. Guzki miazdzycowe na zastawkach serca i w $cianach wigk-
szych naczyn wystepowaly czesciej u golebi kontrolnych. Przyrost wagi
narzadéw migzszowych byl u golebi metioninowych znacznie mniejszy
niz u kontrolnych. Réznice wagi serca obu grup sg statystycznie znamien-
ne. Nieco mniejsze réznice stwierdzono poréwnujac wage watroby i Sle-
dziony obu grup ptakéw. Zmiany mikroskopowe z wyjatkiem tetnicy gtow-
nej zstepujacej bylty mniejsze u gotebi kontrolnych.

WNIOSKI

&

1. Metionina obniza wyraznie poziom kwaséw ttuszczowych i choleste-
rolu w surowicy krwi golebi karmionych dieta miazdzycorodng.

9. Metionina wyraznie hamuje wzrost beta-lipoproteidéw i beta-fosfo-
rolipoproteidow wystepujacy w miazdzycy doswiadczalnej. Zmniejsze-
nie ilodci beta-fosforolipoproteidéw jest znamienne statystycznie.

3. Metionina nie zapobiega spadkowi poziomu biatka w surowicy wy-
stepujgcemu w przebiegu miazdzycy doswiadczalnej.

4. Metionina zmniejsza wzrost wagi narzadéw migzszowych, charak-
terystyczny dla miazdzycy do$wiadczalnej.

5 Metionina nieznacznie zmniejsza ilos¢ guzkéw miazdzycowych wy-
stepujgcych na $cianach wiekszych naczyn i zastawkach serca gotebi kar-
mionych dietg miazdzycorodna. |

6. Metionina nie zapobiega zmianom histologicznym obserwowanym
w miazdzycy do$wiadczalnej.

3. KnamHPOK

JVICCJIEJOBAHUSA B OBJIACTU SKCIIEPMMEHTAJBHOTO ATEPOCKJIEPO3A
BrnusHye MeTMOHMHA HA Pa3BUTHME ATEPOCKIEPOTMHIECKUX U3MeHeHuit y roJyben

CogepxXxaHMHuUe

ABTOp MCCJIeAOBaJl NPeAOXPaHUTEIBHOE BIMAHME METMOHMHA Ha TedeHue SKChe-
PMMEHTAJILHOTO aTePOCKJepo3a Yy ronybent. OnpeneneHO yPOBEHb 0EeJIKOB, XUPHBIX
KMCJIOT M XoJiecTepoJia B ChbIBOPOTKE KPOBM, 2 TaKe IPOBEIEHO 9JIeKTpodopernye-
CKMM TyTeM pa3jeyieHue OeJKOB, JMUIIONPOTENIOB M docdonunonporennos. Vceneno-
BAHO TaKye MaKpPOCKOMMYECKMe M MMKPOCKONMYECKMEe aTEPOCKJIEPOTNIEeCKye u3Me-
penus. I[IpoBefieHHbIE MCCJIEAOBAHMA YKa3bIBAalOT Ha TO, “TO METMOHVH TOPMO3UT
pa3BuTue OMOXMMMUYECKOTO ChbIHAPOMa MNPy SKCNEePUMEHTAJIHBHOM aTepocKJiepo3e y ro-
nyb6eit. CHuXKeHUA VHTEHCUBHOCTHU aTepPOCKJIEPOTUYECKUX M3MEHEHMI1 He 3aMe4qeHO.
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INVESTIGATIONS ON EXPERIMENTAL ATHEROSCLEROSIS
The action of methionine on the course of experimental atherosdlerosis in pigeons
Summary

The preventive effect of methionine upon the course of the experimental athe-
rosclerosis in pigeons was investigated. The level of protein, fatty acids and
cholesterol in blood serum was determined and electrophoretic separation of proteins,
lipoproteins and phospholipoproteins was performed. There were carried out sections
and histopathological investigations. The studies show that methionine acts in
a checkiing way on the development of biochemical syndrome in the experimental
atherosclerosis in pigeons. No decrease of intensity in atherosclerotic changes had
been observed. "
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