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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikuja artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sa honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-

wek nie wptywajacych na tre$é pracy.
Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamies$ci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autoréw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omowie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdziaty w tek$cie nalezy oznaczaé¢ numeracjg rzymska a podroz-
dziaty— arabska. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzorow. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie— numer odpowiedniego wzoru. W teks$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w tek$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zalgcznik nalezy dotaczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajacym uzytemu w tek$-
cie np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczy¢
u géry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tres¢, jej sens
powinien by¢ zrozumialy bez odnoszenia sie do tekstu a kazda rubry-
ka powinna byé zaopatrzona w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢:
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktdrych nie mozna napisac
na maszynie nalezy wyraznie nanies¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,gore” i ,,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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Post. Blochem., 12, 309—345 (1966)

RENATA DABROWSKA *i BOGDAN SZUKALSK] **

Metabolizm hormonéw sterydowych

The Metabolism of Steroid Hormones
The biosynthesis and catabolism of steroid hormones are reviewed.

Fizjologiczna rola hormonéw sterydowych oraz ich ciagle wzrastajace
zastosowanie w klinice sprawiajg, ze od Sfceregu lat prowadzone sg bada-
nia nad ich biosyntezg i katabolizmem. Zasadnicze metody stosowane
w tym celu to perfuzja gruczotu lub innego narzagdu metabolitami i ana-
liza powstatych produktdéw, inkubowanie metabolitdw ze skrawkami lub
homogenatami tkanki gruczotowej (nadnerczy, jader, jajnikow, tozyska)
oraz analiza krwi odptywajacej z gruczotu, krwi obwodowej i moczu. Za-
stosowanie zwiazkéw znakowanych przyspieszyto znacznie postep w tej
dziedzinie i przyniosto wiele nowych informacji pozwalajacych stworzy¢
do$¢ peiny obraz metabolizmu hormondw sterydowych.

Podziat homon6w sterydowych opiera sie na ich czynnosci fizjologicz-
nej uwarunkowanej budowg chemiczng. Wszystkie hormony sterydowe
mozna wyprowadzi¢ z trzech syntetycznych weglowodoréw: pregnanu
zbudowanego z 21 atomow wegla, androstanu — z 19 atoméw i estranu —
z 18 atomow.

W zywym ustroju zwigzkiem posrednim w procesie powstawania
wszystkich hormondéw sterydowych jest cholesterol. Jego peina biosynte-
za byta tematem obszernych opracowan Supniewskiego (158),
a ostatnio Claytona (29). My zajmiemy sie przemianami cholesterolu
prowadzacymi do hormonéw sterydowych: gestagendéw, kortykosterydow,
androgendw i estrogenoéw oraz katabolizmem tych hormonéw.

* Mgr inz., st. asystent Zaktadu Chemii Ogélnej A. M. w Warszawie.

** Dr med., mgr chemii, adiunkt Zaktadu Chemii Ogoélnej A. M. i Il Oddz.
Wewn. Szpitala Bielanskiego w Warszawie.

Wykaz uzywanych skrétow: DHA — dehydroepiandrosteron, androstendion —
4-androsten-3,17-dion, ACTH — hormon adrenokortykotropowy.
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I. Drog! biosyntezy hormonéw sterydowych

1. Gestagcny

Pierwszy etap biosyntezy hormondéw cigzowych, przebiegajacej w cial-
ku zéttym, nadnerczach, jadrach, jajnikach i tozysku, polega na degradacji
tancucha bocznego cholesterolu. Solomon i wsp. (156) stwierdzili, ze
homogenaty nadnerczy krowy wytwarzajg z cholesterolu (I) 20-|3-hydro-
ksycholesterol (I1). Nastepnym etapem przemian cholesterolu po 20-|3-hy-
droksylacji jest hydroksylacja w pozycji 22 z utworzeniem 203, 22e-dwu-
hydroksycholesterolu (I11) (145), ktory pod dziataniem 20,22-desmolazy
przechodzi w pregnenolon (IV), z odtagczeniem taricucha bocznego w po-
staci aldehydu izokapronowego (143, 144, 163). Z innych utlenionych po-
chodnych cholesterolu 22-hydroksycholesterol jest lepszym substratem dla
enzymOw rozszczepiajacych niz sam cholesterol, a 22-ketocholesterol nie
ulega w tych warunkach rozszczepieniu. 20P-hydroksy-20-ketocholesterol
nie jest wrazliwy na dziatanie desmolazy (30), nie moze byé zatem uwaza-
ny za posredni produkt przemiany cholesterolu w gestageny.

W pregnenolonie pod wptywem znalezionej w mikrosomach nadnerczy
dehydrogenazy zachodzi odwracalna przemiana grupy hydroksylowej
w ketonowg w pozycji 3 z wytworzeniem As-pregnen-3,20-dionu (V), a na-
stepnie pod dziatlaniem obecnej w cytoplazmie As3-ketoizomerazy — prze-
suniecie podwojnego wigzania w potozenie sprzezone w stosunku do no-
wo utworzonej grupy ketonowej. Produktem tych przemian jest hormon
cigzowy — progesteron (VI) (Schemat 1). Cykliczne ciatko zdte produkuje
w ciggu doby okoto 20 mg progesteronu, natomiast w korze nadnerczy
powstaje go w ciagu doby okoto 250 mg (14, 78). Z progesteronu pod dzia-
taniem dehydrogenaz moga powstawaé: 20a-hydroksy-A4-pregnenon-3 i je-
go izomer 20(5- a z pregnenolonu — 20a-hydroksy-Aspregnenol-3.

Izomeraze A5-3-ketosterydéw, uczestniczacg w powstawaniu progeste-
ronu, otrzymat w postaci krystalicznej Talalay i wsp. (161, 176)
z Pseudomonas testosteroni. Wykazuje ona optymalng aktywno$¢ miedzy

Schemat 1. Biosynteza gestagenow
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pH 6 i 8 jest kompetycyjnie hamowana przez niewielkie stezenie 17|3-estra-
diolu, i9-nortestosteronu i 17-dwuhydroekwileniny (67). Sposréd tkanek
zwierzecych enzym ten wystepuje najobficiej w nadnerczach (43, 44). Na
odwracalno$¢ reakcji izomeryzacji wskazuja badania Warda i Enge-
1a (177), ktérzy donies$li, ze ekstrakty proszku acetonowego z nadnerczy
owcy powodujg przemiane androstendionu w 3P-hydroksy-As-androsten-
-17-on.

2. Kortykosterydy

Sposrdod ponad 70 sterydéw wyosobnionych z kory nadnerczy (182),
tylko 7 wykazuje w mniejszym lub wiekszym stopniu zdolno$¢ usuwania
zaburzeh powstajacych po usunieciu kory. Sg to: kortyzol (XV), korty-
zon (XVI), kortykosteron (XI), li-dehydrokortykosteron (XII), kortek-
son (X), korteksolon (IX) i aldosteron (XXII). Ich nazwy systema-
tyczne i uzywane synonimy zestawiono w tablicy 1.

Tablica 1
Nazwy systematyczne i uzywane synonimy podstawowych kortykosterydéw

Nazwa Uzywane synonimy Nazwa systematyczna
potoczna
Kortyzol  Hydrokortyzol; 77-hydroksykortykoster- ~ A4-pregnen-77f3, 77a, 21-triol-J,20-dion
ron; substancja ,,F” Kendalla; substan-
cja ,M” Reichsteina
Kortyzon  77-hydroksy-77-dehydrokortykosteron;
substancja ,,E” Kendalla; substancja ,,F”

Reichsteina; Adpregnen-77a,2/-diol-3,//,2i-trion
Korty- Substancja ,,B” Kendalla, substancja
kosteron »H” Reichsteina; Ad-pregnen-iif},27-diol-3,20-dion
77-dehy-  Substancja ,,A” Kendalla A4-pregnen-27-0l-1,77,20-trion
drokor-
tyko-
steron
Kortek- 77-dezoksykortykosteron; DOC; 27-hy-
son droksyprogesteron; substancja ,,Q” Rei-

chsteina A4-pregnen-27-o0l-J,20-dion
Kortek- 770c-hydroksykortekson;  77-hydroksy-
solon -77-dezoksykortykosteron; 11-dezoksy-

kortyzol; substancja ,S” Reichsteina A4pregnen-77a,27-diol-5,20-dion
Aldoste- Adpregnen-77(3,27-diol-J,20-dion-75al;
ron

Z nadnerczy oprécz witasciwych hormonéw kory o czasteczkach zbu-
dowanych z 21 atomow wegla, wydzielono tez potgczenia o 18 atomach
wegla w czasteczce, nalezace do zenskich hormonéw piciowych oraz
zwigzki o wilasnosciach androgennych zawierajgce 19 atomow wegla
(180, 181).
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Gtowna droga biosyntezy glukokortykosterydéw polega na hydroksy-
lacjach progesteronu (VI) w porzadku 17a, 21, 118. Podstawnik obecny
w czasteczce utrudnia wprowadzenie grupy -OH w pozycje poprzedzajaca
go w podanym szeregu. Synteza kortyzolu (XV) wymagajgca trzech hy-
droksylacji, biegnie wiec gtéwnie przez progesteron, I7cc-hydroksyproge-
steron (VII) i korteksolon (IX). Natomiast kortykosteron (XI) powstaje
w wyniku 1ljp-hydroksylacji korteksonu (X). Dzieki badaniom Shar -
my i wsp. (151, 152, 153), ktérzy otrzymali stosunkowo trwate preparaty
nP-hydroksylazy wiadomo, ze reakcja ta jest kompetycyjnie hamowana
przez testosteron, androstendion i DHA. Oba podstawowe glukokortyko-
sterydy — kortyzol i kortykosteron moga fatwo ulega¢ utlenianiu przy
C-lip, tworzac kortyzon (XVI) i 11-dehydrokortykosteron (XII). Mozli-
wa jest takze bezpos$rednia hydroksylacja progesteronu w pozycji C-110,
na co wskazuje wyizolowanie z nadnerczy wieprza 1JMiydroksyprogeste-
ronu (XIII) (100) i przeprowadzenie go w kortykosteron i kortyzol, a tak-
ze wykrycie w nich 22-dezoksykortyzolu (XIV) (101). Jednakze procento-
wy udziat bezposredniej MP-hydroksylacji w przemianie progesteronu
Swiadczy, ze sg to zapasowe drogi syntezy glukokortykosterydow (41).

Istnieje takze droga biosyntezy kortykosterydow biegngca z pominie-
ciem progesteronu a mianowicie: z pregnonolonu (IV) poprzez 17a-hydro-
ksypregnenolon (VIII), 17a-hydroksyprogesteron (VII), korteksolon (IX)
do kortyzolu (2, 179). Przemawia za tym doswiadczenie Engela (178),
ktory inkubowat (4-14C) progesteron i (7a-3H) 27a-hydroksypregnenolon
z homogenatami tkanki nowotworowej nadnerczy i stwierdzit, ze obydwie
substancje ulegaty przemianie w kortyzol przy czym progesteron z 17%
wydajnoscig a I7a-hydroksypregnenolon z 63'% wydajnoscig. Istnienie
drogi biosyntezy kortyzolu z pregnenolonu z pominigeciem progesteronu
i kortykosteronu ttumaczy zaobserwowane uprzednio przez Eichhor-
na i wsp. (42) nierobwnomierne wbhudowywanie izotopu 4C w kortyko-
steron i kortyzol po podaniu znaczonego cholesterolu i progesteronu.

Badania lat ostatnich wykazuja istnienie jeszcze innych mozliwosci
przemian pregnenolonu. W moczu pacjentéw leczonych ACTH Dobri-
ner i Lieberman (37) wykryli 22-hydroksypregnenolon a P a-
squalini i Jayle (109) — 3,22-dwusiarczan tego zwigzku. Po poda-
niu 22-jednooctanu 27a,22-dwuhydroksypregnenclonu cze$¢ podanego po-
taczenia wykryto w moczu w postaci 3-jednosiarczanu, a cze$¢ w postaci
zmetabolizowanej jako allo-czterohydrokortekson (116, 117). Berliner
i wsp. (9) udowodnili przemiane 22-hydroksypregnenolonu w korteksolon
w homogenatach nadnerczy wotu. Ostatnio Pasqualini i wsp. (110)
badali przemiany znakowanych trytem 22-hydroksypregnenolonu i 17a,21-
-dwuhydroksypregnenolonu w skrawkach hiperplastycznych nadnerczy
ludzkich. Stwierdzono, ze 44% podanego 22-hydroksypregnenolonu ulegto
przemianie w kortekson, a 12% — w kortykosteron, natomiast 17a,21-
-dwuhydroksypregnenolon w 9,6% ulegat przemianie w korteksolon
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aw 75i°0w kortyzol. Wida¢ z tego, ze pregnenolon przed przemiang ugru-
powania A53-hydroksy w A4-3-keto moze ulec hydroksylacji nie tylko
w pozycjach 17a i i 13 ale réwniez przy weglu 21 i ze 27a,21-dwuhydro-
ksypregnenolon jest metabolitem posrednim w biosyntezie kortyzolu.

Lokalizacja uktadéw enzymatycznych uczestniczacych w biosyntezie
hormonéw kory nadnerczy byta doktadnie opisana w artykule Kraw -
czynskiego (73). Warstwy najgtebsze kory, siatkowata i czesciowo
pasmowata, zawierajg w mikrosomach I7a-hydroksylaze i wytwarzajg
kortyzol, natomiast jedynie najbardziej oddalona od rdzenia warstwa
ktebkowata zawiera 18-oksygenaze i moze produkowaé aldosteron. Inne
enzymy hydroksylujace, zwtaszcza 11$-hydroksylaza z mitochondriow i 21-
-hydroksylaza z mikrosoméw, wystepujg w catej korze a wiec kortykoste-
ron jest produkowany we wszystkich warstwach, w najwiekszych jednak
iloSciach w warstwie pasmowatej.

Nadnercza moga produkowac réwniez zwiazki sterydowe hydroksylo-
wane w pozycjach nietypowych np. 2,6a, 6fi, 7 i 16a, z ktérych na szcze-
go6lng uwage zastuguje 26a-hydroksypregnenolon. Po raz pierwszy wykryt
go Bongiovanni (16) w moczu dzieci wykazujgcych niedobor de-
hydrogenazy 3(3-hydroksysterydéw. Zwigzek ten znaleziono takze w mo-
czu dzieci zdrowych i dzieci z deficytem 22-hydroksylazy. In vitro powsta-
je on z pregnenolonu inkubowanego z korg nadnerczy ptodu, noworodka
lub korg hiperplastyczng (173, 174). W roku 1964 wykryto 16a-hydroksy-
pregnenolon we krwi pepowinowej (40). Obecno$é tego zwigzku w moczu
w poczagtkowym okresie zycia jest prawdopodobnie wynikiem typowej dla
niedojrzatej kory nadnerczy stabej aktywnosci 3(3-hydroksydehydrogenazy
i wysokiej aktywnos$ci 16a-hydroksylazy (172). Znaczenie fizjologiczne
Iém-hydroksypregnenolonu nie jest dotad znane, wiadomo tylko, ze nie
wywiera on zadnego wptywu na gospodarke wodng i mineralng (164).

W celu poznania prekursorow aldosteronu inkubowano nadnercza
z roznymi zwigzkami sterydowymi uczestniczacymi w biosyntezie innych
hormondw kory. Sposréd nich kortekson znacznie wzmagat wytwarzanie
aldosteronu. Zastosowanie korteksonu znakowanego 14C w pozycji 21 do-
prowadzito do wytworzenia promieniotwo6rczego aldosteronu, ktory za-
wierat 48% radioaktywnos$ci substratu. Wyizolowanie przez Kahnta
i wsp. (63) krystalicznego 18-hydroksykorteksonu z nadnerczy dowodzi, ze
kortekson ulega w nich utlenieniu w pozycji 18, a wykrycie w ekstraktach
nadnerczy odpowiedniego hydroksylaktonu (C-18->C-20) (157) wskazuje, ze
nadnercza zdolne sg do utleniania I-rzedowego alkoholu do grupy karbo-
ksylowej. Tak wiec gtéwna droga biosyntezy aldosteronu biegnie z kortek-
sonu (X) przez 18-hydroksykortekson (XVIII) i 28-aldokortekson (XVII)
(Schemat 3).

Dorfman i wsp. (132) w oparciu o wyniki doswiadczen przeprowa-
dzonych na izolowanych nadnerczach wotu wysuneli koncepcje innej drogi
biosyntezy aldosteronu. Prowadzi ona z progesteronu (VI), ktory ulega
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kolejnym hydroksylacjom w pozycjach 18, 21 i 11\3 dajagc 18-hydroksy-
progesteron (XX), 18-hydroksykortekson (XVIII) i 18-hydroksykortyko-
steron (XXI). Ten ostatni przechodzi w aldosteron (XXII) w wyniku utle-
nienia grupy alkoholowej w pozycji 18 (141).

Przemiany te nie wyczerpuja jednak wszystkich drog biosyntezy aldo-
steronu. Moze on powstawac rowniez z kortykosteronu (6, 119), ktéry ule-
ga hydroksylacji do 18-hydroksykortykosteronu (XXI), a ten pod wpty-
wem 18-hydroksydehydrogenazy przechodzi w aldosteron (XXII). Wydaj-
no$¢ tej ostatniej przemiany jest niewielka i u cztowieka zdrowego ulega
jej 10% 18-hydroksykortykosteronu. Czynnikiem utrudniajgcym przemia-
ne jest prawdopodobnie fakt, ze 28-hydroksykortykosteron wystepuje
gtéwnie w formie cyklicznej zawierajacej wiazanie potacetalowe miedzy
C-18 i C-20 (146).

Znacznie mniejszg role odgrywa droga biosyntezy aldosteronu z pro-
gesteronu (VI) przez 28-hydroksyprogesteron (XX), 28-aldoprogesteron
(XIX) i 21-dezoksyaldosteron (XXIV). Zwigzek posredni w tej syntezie,
22-dezoksyaldosteron, moze powstawaé¢ réwniez z progesteronu poprzez
ilp-hydroksyprogesteron (XII) i 11$, 28-dwuhydroksyprogesteron (XXII1).

Wszystkie przemiany prowadzgce do wytworzenia aldosteronu zacho-
dzg w warstwie klebkowatej. Wyjatek stanowi reakcja syntezy 18-hydro-
ksykorteksonu, ktdra przebiega rdwniez w warstwach pasmowatej i siat-
kowatej (85, 154).

Powstawanie kortykosterydow w korze nadnerczy pozostaje pod sil-
nym wptywem ACTH. Mechanizm tego dziatania nie zostat jeszcze osta-
tecznie wyjasniony, wiadomo jednak, ze ACTH dziata tu posrednio wpty-
wajac na synteze NADPH, ktéry jest koenzymem wszystkich reakcji hy-
droksylacji sterydéw. ACTH aktywuje fosforylazy, co wzmaga metabolizm
glikogenu w nadnerczach i powoduje wzrost ilosci 6-fosfoglukozy. Utle-
nianiu 6-fosfoglukozy towarzyszy redukcja NADP do NADPH (84). Po-
nadto ACTH wplywa posrednio na fosforylazy stymulujgc synteze
35°’AMP (55) (Schemat 4).

Wytwarzanie glukokortykosterydow zalezy réwniez w znacznej mierze
od Czynnikow $rodowiskowych. Stressom towarzyszy wzrost poziomu kor-
tykosterydéw w nadnerczach i przejSciowe obnizenie zawarto$Sci ACTH
w przysadce (131). Eksperymentalne usuniecie przysadki pocigga za sobg
zanik kory nadnerczy oszczedzajacy jednak warstwe kiebkowatg, w ktorej
powstaje aldosteron. Podobng atrofie kory obserwuje sie po dtugotrwatym
podawaniu kortykosterydow (13). Wytwarzanie ACTH zalezy wiec od po-
ziomu krgzacych we krwi kortykosteryddw: wzrost ich iloSci hamuje wy-
twarzanie ACTH, a spadek — zwieksza uwalnianie ACTH. Nie wiadomo
jednak czy to ujemne sprzezenie zwrotne dziata na przysadke bezposred-
nio, czy tez posrednio — poprzez zwiekszenie produkcji jej podwzgdrzo-
wego regulatora CRF (corticotrophin releasing factor) (54).
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Jesli idrie o aHoste”or, +0 obecnie przyjmuje fde. z2? ACTH pobudka
rowniez jego wytwarzanie, jednakze ilo$¢ endogennej lub egzogennej
kortykotropiny niezbedna do wywotania tego efektu jest znacznie wiek-
sza od ilosci powodujacej maksymalne wydzielanie glukokortykosterydow.

Zdolno$¢ pobudzania kortykogenezy wykazuje rdwniez kwas glutami-
nowy i glutation oraz aminy biogenne — adrenalina, serotonina i hista-
mina. Ostatnio Makof f i wsp. (86) stwierdzili, ze dodanie matych ilosci
surowicy lub osocza szczura do homogenatu nadnerczy szczurow (0,05 ml
na 30 mg kory nadnerczy) wzmaga wyraznie powstawanie korteksonu
i kortykosteronu z progesteronu. Jednoczes$nie 1lIfi-hydroksylacja proge-
steronu ulegata prawie catkowitemu zahamowaniu. Badania elektrofore-
tyczne wyjasnity, ze zawarty w osoczu czynnik pobudzajacy kortykoge-
neze w nadnerczach zwigzany jest z frakcjag |3-globulin. Aktywnos$¢ zni-
kata po ogrzaniu osocza do 56°C w ciagu p6t godziny. Poniewaz wymie-
nione wyzej zwigzki nie wykazywaty w tym uktadzie pobudzajgcego wply-
wu na kore nadnerczy wydaje sie wiec, ze chodzi tu o jaki$ nowy, dotad
nieznany, stymulator kortykogenezy.

3. Androgeny

Organizm ludzki wytwarza sze$¢ substancji o dziataniu androgennym:
testosteron (XXIX), dehydroepiandrosteron (XXV), androstendion (XXVI),
li(}-hydroksyandrostendion (XXVII), adrenosteron (XXVIII) i 11$-hy-
droksytestosteron (XXX).
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Jak widac¢ ze schematu 5, ktdry przedstawia przemiany prowadzace do
wytworzenia tych substancji z pregnenolonu, prekursor testosteronu,
androstendion (XXVI) moze powstawa¢ dwoma drogami: poprzez proge-
steron (V1) i 27a-hydroksypregnenolon (64, 102) oraz przez dehydroepian-
drosteron (XXV) (51). Pierwsza z nich dominuje w gonadach, druga w nad-
nerczach. Natomiast przemiana androstendionu w testosteron zachodzi
tylko w gonadach, gdyz w krwi zylnej odptywajgcej z nadnerczy nie wy-
kryto testosteronu (139, 183). Po hydroksylacji pregnenolonu i progeste-
ronu w pozycji 17a, nastepuje degradacja tancucha bocznego katalizowana
przez 17,20-desmolazy. Nastepnie poprzez zwigzki posrednie tworzg sie
substancje androgenne — DHA (XXV) i androstendion (XXVI) oraz kwas
octowy z tancucha bocznego sterydu. W reakcji tej bierze udziat tlen oraz
NADPH jako koenzym. Przemiana pregnenolonu w progesteron, taczaca
obie drogi biosyntezy androgendw, zachodzi pod wptywem 3P-hydroksy-
dehydrogenazy a nastepnie izomerazy. Mozliwa jest rowniez przemiana
17a-hydroksypregnenolonu (VIII) w I7a-hydroksyprogesteron (VII) (sche-
mat 5).

Ostatnio postulowana jest trzecia droga syntezy testosteronu z proge-
steronu, bez jego hydroksylacji w pozycji 17a. Za takg mozliwoscia prze-
mawia fakt, ze po inkubacji [7-3H]progesteronu i [4-14C]J7a-hydroksy-
progesteronu z homogenatami torbieli jajnika stosunek 3H/14C w testoste-
ronie jest wyzszy niz w jednoczes$nie powstajagcym androstendionie (65).
Dorfman uwaza, ze ta droga powstawania testosteronu ma szczeg6lne
znaczenie po osiggnieciu dojrzatosci piciowej.

Doniesienia 0 mozliwosci bezposredniej syntezy DHA z cholesterolu
(23, 38) w reakcji analogicznej do tworzenia pregnenolonu wymagajg jesz-
cze potwierdzenia. Wykazano jednak bezpos$rednig przemiane siarczanu
cholesterolu w siarczan DHA, kiedy perfundowano nadnercza podwojnie
znakowanym siarczanem cholesterolu (4-14C i 32S) (170).

4. Estrogeny

Grupe hormonow estrogennych stanowia trzy dawno juz opisane po-
taczenia sterydowe estron (XL) i estriol (XXXVIII) oraz wykazujacy naj-
wiekszg aktywnos¢ biologiczng J7(3-estradiol (XLI). Jego grupa hydroksy-
lowa w pozycji 17 ulega tatwo utlenieniu do grupy ketonowej pod wpty-
wem I7P-dehydrogenazy. Powstajacy przy tym estron jest 10—12 razy
mniej aktywny od estradiolu. Przechodzenie estradiolu w estron jest pro-
cesem odwracalnym regulujacym ilo$¢ krgzacego w organizmie " -estra-
diolu (46).

Gtownym miejscem syntezy 27p-estradiolu i estronu u kobiet niecie-
zarnych sa jajniki. Wykrywany w moczu estriol jest w znacznej czesci
produktem metabolizmu 27f}-estradiolu i estronu. U kobiet ciezarnych jest
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on produkowany przez tozysko, ktére syntetyzuje roéwniez inne estroge-
ny (83).

Estron zostat po raz pierwszy otrzymany z materiatu biologicznego
(mocz kobiety ciezarnej) juz w roku 1929, a jego peing synteze przepro-
wadzono w roku 1948. Mimo to biosynteza estrogenow dopiero w ciggu
ostatnich lat doczekata sie przekonywajgcego opracowania, chociaz nie
wszystkie jej szczegoty zostaly dotagd w peini wyjasnione. Pierwszg hipo-
teze na ten temat wysunat w roku 1956"D or f m a n. Zaktadata ona udziat
w biosyntezie, jako posrednich metabolitow, ekwiliny i ekwileniny —
steryddéw o nienasyconym pierscieniu B, ktére przechodzityby w estron
w wyniku wysycenia wigzan podwdjnych wystepujacych w tym pier-
$cieniu.

Jednakze wyniki innych autorow (84) przeczyty tej hipotezie i wska-
zywaly na udziat zwigzkéw androgennych w biosyntezie estrogendow. | tak
Savard i wsp. (142) po wprowadzeniu J7(5-dwuhydroekwileniny zna-
kowanej 14C do krwi Zrebnej klaczy, wyizolowali z jej moczu promienio-
tworczg ekwilenine, podczas gdy produkty redukcji pierscienia B — ekwi-
lina i estron nie byty promieniotworcze. Heard i wsp. (56) podawali kla-
czy znakowany testosteron i w moczu wykryli promieniotwdérczy estron,
a Besh i wsp. (11) zanotowali wyrazny wzrost wydalania estrogendw
w moczu cztowieka po podaniu zwigzkéw androgennych. Dalsze potwier-
dzenie sugestii o roli androgendéw jako posrednikow metabolicznych w bio-
syntezie hormondw estrogenowych stanowito stwierdzenie obecnosci DHA,
androstendionu i testosteronu w skrawkach prawidtowego jajnika (65,
150, 187).

Przejscie androgendéw w estrogeny polega na usunieciu grupy metylo-
wej przy C-10 oraz aromatyzacji pierscienia A z jednoczesng redukcja
grupy karbonylowej przy C-3. Odkrycie przez Meyera (90) w homoge-
natach nadnerczy wolu 19-hydroksylazy zdolnej przeprowadza¢ andro-
stendion i DHA w ich pochodne 19-hydroksylowe pozwolito snu¢ pewne
sugestie na temat mechanizmu eliminacji grupy metylowej. Ten sam autor
wykazat (91), ze 19-hydroksyandrostendion inkubowany z homogenatami
nadnerczy, tozyska lub skrawkami jajnika ulega tatwiej przemianie
w estron niz jego homolog niehydroksylowany w pozycji 19, chociaz wy-
dajno$¢ tej reakcji byta bardzo mata (2—6%). DosSwiadczenia Meyera
podjat Ryan (133, 134) uzywajagc do badan tkanke tozyskowa. Okazato
sie, ze enzymy potrzebne do przemiany 19-hydroksyandrostendionu znaj-
dujg sie we frakcji mikrosomalnej komorek tozyska i ze dziatajg one
w obecnosci NADPH i tlenu atmosferycznego. Dzieki poznaniu tych fak-
tow Ryan mogt zwiekszy¢ procent przemiany 19-hydroksyandrostendionu
w estron do 60—80%. Tak wiec 19-hydroksylacja stanowi wstep do eli-
minacji grupy metylowej a 29-hydroksyandrostendion jest waznym me-
tabolitem posrednim na drodze do aromatyzacji pierscienia A. Moze on
ulega¢ nastepujagcym przemianom (Schemat 6):
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a) odwodorowaniu katowego karbinolu do grupy aldehydowej z wy-
tworzeniem 29-aldoandrostendionu (XXXV),

b) odwodorowaniu wigzania miedzy Cxi C2 ktdre prowadzi do 19-hy-
droksyandrostadiendionu (XXXVI), a dalej w wyniku utleniania pierwszo-
rzedowej grupy alkoholowej — do 19-aldoandrostadiendionu (XXXVII),

c) odigczeniu catej grupy katowej C-19 w postaci formaldehydu z wy-
tworzeniem 29-norandrostendionu (XXXIV) (97, 157).

Te trzy metabolity ulegajg przemianie w estron w wyniku odwodoro-
wania lub odtgczenia formaldehydu (20).

Mozliwa jest réwniez przemiana androstendionu w 29-hydroksyandro-
stadiendion (XXXVI) za posrednictwem androstadiendionu (XXXIII)
(schemat 6).

Okazato sie, ze potgczenia 19-nor w czasie inkubacji tozyska znacznie
trudniej ulegaja przemianie w estrogeny niz sterydy posiadajgce grupe
katowa C-19 (134). Z tablicy 2 przedstawiajgcej stopiei przemiany réz-
nych zwigzkéw androgennych w estrogeny wynika, ze pochodne 19-nor
ulegaja tej przemianie zaledwie w 5—10°0, natomiast 19-hydroksyandro-
stendion — az w 80%>.

Tablica 2
Przemiana zwigzkéw androgennych w estrogeny

Nazwa androgenu % przemia-

ny w estron
Al¥androstadien-J,/7-dion 35
Ad-androstendion 60
Dehydroepiandrosteron 40
5a-AJandrostendion 10
79-hydroksy-A4androstendion 80
19 nor-A4androstendion 5
19 nor-Ja A”androstendion 10

Jednoczes$nie z badan Dorfmana i wsp. wynika, ze 19-aldoandro-
stendion jest przeksztatcany w estron przez mikrosomy tozyska znacznie
szybciej niz 29-hydroksyandrostendion. Poniewaz przemiana 79-norgn-
drostendionu w estron przebiega bardzo powoli, wydaje sie, ze zasadnicze
znaczenie dla syntezy estronu ma nastepujacy szereg przemian:
Androstendion (XXVI) -> J9-hydroksyandrostendion (XXXII) -> 19-aldo-
androstendion (XXXV) -> estron (XL).

Boczna droga biosyntezy biegnie z DHA (poprzez Asandrosten-3P, 16a,
i7(3-triol (XXXI)) i prawdopodobnie przez 16a-hydroksytestosteron. Te
dwie substancje byty bowiem ze znaczng wydajnoscig przeksztatcane przez
mikrosomy tozyska i NADPH w estriol (XXXVIII) oraz w I6a-hydroksy-
estron (135). O tym, ze 26-hydroksysterydy odgrywaja duzag role w meta-
bolizmie sterydéw tozyska Swiadczg wyniki Wettsteina i wsp. (182),
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ktérzy doniesli, ze 26a-hydroksytestosteron jest obok estriolu dominuja-
cym sterydem produkowanym przez tozysko.

Odwracalne przemiany estronu w 173 (XLI) a u niektorych gatunkéw
zwierzat takze w 27a-estradiol (XXXIX), katalizowane przez swoiste 17-
dehydrogenazy, przebiegaja nie tylko in vivo w tkankach wydzielajagcych
hormony, ale rdwniez in vitro w obecnosci tkanki watrobowej, nerkowej
i krwi (171).

1. Przemiany hormonéw sterydowych w ustroju

Wytworzone przez gruczoty dializujgce i hydrofobowe czasteczki hor-
monow dostajg sie do krwiobiegu, gdzie stajg sie rozpuszczalne w wodzie
i tracg zdolno$¢ dializy. Zmiany te dadzg sie wyjasni¢ tworzeniem pota-
czen sterydéw z biatkami: transkortyng, albuminami i “-globulinami.
Ostatnio poznany zostat sktad komponenty weglowodanowej transkortyny
(35). Ta o4-globulina zawiera w przeliczeniu na sucha mase: 5,4% heksoz,
4,7% heksozoaminy, 3,2% kwasu sialowego i 0,8% fukozy. Dla powstawa-
nia potgczen steryd-biatko istotna jest obecno$¢ w czasteczce sterydu gru-
py ketonowej w pozycji 3, podwojnego wigzania miedzy weglami 4 i 5
oraz grupy hydroksylowej w pozycji 11 (16).

Czas przebywania sterydéw we krwi jest krotki. W watrobie ulegaja
one réznym przeobrazeniom strukturalnym, na og6t nieodwracalnym,
a powstajace katabolity wykazujg niskg aktywno$¢ biologiczna lub sa jej
catkowicie pozbawione. Ostatecznie katabolity te ulegajg sprzegnieciu
z kwasem glukuronowym lub siarkowym i u cztowieka sg wydalane gtéw-
nie w moczu.

Posrdd przemian jakim hormony sterydowe ulegajag w organizmie, naj-
bardziej istotne sg procesy redukcyjne. Dotyczg one przede wszystkim
pierscienia A, w ktorym wodor przytacza sie do trzeciego, czwartego i pig-
tego atomu wegla. Wskutek wysycenia wigzania etylenowego tworzg sie
dwie rézne dwuhydropochodne, zaleznie od orientacji przestrzennej, jaka
przyjmie atom wodoru przy C-5. Wigze sie to ze swoistoscig hydrogenaz
katalizujacych te reakcje: A”-Sot-hydrogenazy wyodrebnionej z frakcji
mikrosomowej watroby i A4~5(3-hydrogenazy otrzymanej z supernatan-
tu (49).

Po wysyceniu podwdjnego wigzania nastepuje redukcja grupy keto-
nowej przy C-3, ktory staje sie asymetryczny. Orientacja przestrzenna
wytworzonej grupy hydroksylowej moze by¢ 3ct (trans) lub 33 (cis). Tak
wiec z kazdego sterydu ulegajacego tym dwom etapom redukcji moga
powsta¢ cztery izomery: 3a5a, 333, 3a5/3 oraz 3(35a. Katabolity te sg zwykle
nazywane czterohydropochodnymi i oznaczane literami TH poprzedzaja-
cymi nazwe hormonu. W sterydach typu C2i, redukcji moze ulega¢ réw-
niez grupa ketonowa w pozycji 20. Powstajg wowczas szeSciohydropochod-

2 Postepy Biochemii
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ne w dwoch mozliwych formach izomerycznych 20a i 203 Trzeba pod-
kresli¢, ze grupa ketonowa w pozycji 20 moze ulec procesowi redukcji
przed wysyceniem podwdjnego wigzania i redukcja grupy ketonowej
w C-3. Utworzone dwuhydropochodne zachowujg wéwczas podwdjne wig-
zanie miedzy weglami 41i 5i grupe ketonowag w pozycji 3. W czasteczkach
sterydow szeregu pregnanu moze zachodzi¢ redukcja pierwszorzedowej
grupy alkoholowej przy C-21, w wyniku czego powstajg metabolity 21-de-
zoksy odgrywajgce wazng role w przemianach aldosteronu.

Oprécz redukcji sterydy moga takze ulega¢ utlenieniu. Obecnosé
grupy hydroksylowej przy C-17, przylegtej do a-ketolowego tancu-
cha bocznego, umozliwia odszczepianie tego fancucha katalizowane
przez 27,20-desmolaze wystepujacg we frakcji mikrosomalnej; powstajg
wowczas 27-ketosterydy — zwigzki typu C19 W ten sposéb ulega prze-
mianie okoto 3—5°0 omawianych zwigzkéw. Drogi katabolizmu estroge-
néw prowadza gtownie poprzez reakcje utlenienia. Katabolity hydroksy-
lowane w pozycjach 2, 6, 7, 15, 16 wykazujg bardzo matg czynnos$¢ biolo-
giczng lub nie wykazuja jej w ogole.

Sterydy przechodzg do moczu prawie wylacznie w postaci polaczen
z kwasem glukuronowym i siarkowym. | tak 95% kortykosteryddw i ich
katabolitow wystepuje w moczu w postaci glukozydouronianéw, 4% w po-
staci estrow kwasu siarkowego, a tylko 1% w postaci wolnej (34). W przy-
padku 27-ketosterydow glukozydouroniany stanowig 65%, estry kwasu
siarkowego 33%. a wolne 27-ketosterydy wystepujg w moczu w ilosciach
$ladowych (57).

taczenie sie sterydéw z kwasem siarkowym i glukuronowym nastepuje
w watrobie (148). Sulfokinaza przenosi reszte kwasu siarkowego z 5'-fo-
sfosiarczanu kwasu adenozyno-3'-fosforowego na grupe hydroksylowg
sterydu (89, 104).

Glukozydouroniany tworzg sie w wyniku reakcji sterydéw z kwasem
urydynodwufosfoglukuronowym. Enzym katalizujacy te reakcje wyste-
puje w mikrosomach watroby (58).

Dzigki badaniom Jay le’a i wsp. (106, 107, 108, 111, 112, 113, 114,
115, 121) wyjasniony zostat zwigzek miedzy strukturg sterydu a typem
sprzegania oraz lokalizacjg reszty kwasu glukuronowego i siarkowego.
Zwigzki posiadajgce ugrupowanie A4-3-keto oraz grupe hydroksylowg
w pozycji 17 wydalane sg w 75% jako glukozydouroniany, a tylko w 25%
jako estry kwasu siarkowego. Natomiast kortykosterydy pozbawione gru-
py hydroksylowej w pozycji 17 sg wydalane gtdwnie w postaci siarczandw.
Pochodne czterowodorowe przechodzg do moczu gtéwnie w postaci gluko-
zydouronianéw, przy czym miejsce przytagczenia kwasu glukoronowego
jest uwarunkowane budowg sterydu: obecno$¢ w pozycji 11 grupy zawie-
rajgcej tlen sprzyja powstawaniu 3-glukozydouronianéw, a brak jej —
tworzeniu 22-glukozydouronianow. 3”7-hydroksy-27-ketosterydy, do kto-
rych nalezag DHA i epiandrosteron, sg przede wszystkim estryfikowane
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kwasem siarkowym, jednakze wykryto réwniez glukozydouronian DHA
(155). Natomiast 3a-hydroksy sterydy ulegajg sprzeganiu gtéwnie z kwa-
sem glukuronowym.

Estryfikacja kwasem siarkowym nie zawsze jest ostatnim etapem me-
tabolizmu hormondw sterydowych. Okazato sie, ze prekursory niektérych
hormonow réwniez wystepujg w postaci potaczenn z kwasem siarkowym
(24, 25, 130), a kora nadnerczy wytwarza nie tylko wolny DHA, ale takze
jego siarczan (8, 175). Poczatkowo siarczan DHA wykryto jedynie w nad-
nerczach patologicznych (7), potem jednak okazato sie, ze tworza go row-
niez nadnercza zdrowe (160). Istniejg réwniez dane wskazujgce na to,
ze siarczany sterydéw sg biologicznie czynne (140).

1. Kortykosterydy

Losy kortykosterydéw endogennych a takze wprowadzonych w ce-
lach leczniczych badano w ostatnich latach najczesciej za pomocg pota-
czen znakowanych promieniotwérczym izotopem 14C w pozycji 4 (82, 92,
93, 124). Badania dotyczyty gtownie dwdch naturalnych potaczen: korty-
zolu i kortykosteronu. Okazato sie, ze 20 minut po dozylnym wprowadze-
niu kortyzolu, we krwi pojawiajg sie potaczenia sterydu z kwasem gluku-
ronowym. Po dwdch godzinach ilosci hormonu wolnego i zwigzanego staja
sie jednakowe. W tym czasie do moczu przechodzi ok. 14%, a po 48 godz. —
ok. 90% wprowadzonej dawki hormonu. Z katem wydala sie 4—5% (62).
Miara szybkosci znikania sterydéw z ustroju jest tzw. biologiczny pét-
okres, tj. czas, w ktorym stezenie sterydu wprowadzonego do krwi spada
do potowy pierwotnej warto$ci. Dla kortyzolu biologiczny pétokres wy-
nosi 80—90 minut (77).

Na schemacie 7 przedstawiono przemiany, jakim kortyzol i kortyzon
ulegaja w organizmie ludzkim.

Giownymi metabolitami kortyzolu (XV) i kortyzonu (XVI) wydala-
nymi w moczu sg czterohydropochodne: TH-kortyzol (XLV), TH-kortyzon
(LVI1) (95), allo-TH-kortyzol (XLVI), allo-TH-kortyzon (LVII), przy czym
istnieje zdecydowana przewaga pochodnych 53 w stosunku do 5a (5fV5a =
= 9). Czterohydropochodne powstajg poprzez etap dwuhydropochodnych:
DH-kortyzoli (XLIII i XLIV) i DH-kortyzonéw (LIV i LV), w ktorych
uwodorowaniu ulegto wigzanie podwdéjne w pier$cieniu A. Produktami
dalszej redukcji czterohydropochodnych sg kortole (XLIX, L, LI, LII)
i kortolony (LX, LXI, LXII, LXIII), w ktorych zredukowana jest rowniez
grupa ketonowa w tancuchu bocznym. Takze wsréd kortoli i kortolonéw
dominujg izomery 53 Natomiast nie wykryto dotagd u cztowieka wsrdd
produktow redukcji kortyzolu izomeréw Na stereospecyficzno$¢ czte-
rohydropochodnych wptywa prawdopodobnie grupa hydroksylowa w po-
zycji 11, gdyz nie wykryto dotad izomeru 3a5a-TH-kortyzonu, podczas
gdy 3a5a-TH-kortyzol jest waznym metabolitem (112).
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Znane sg rowniez pochodne: 20a-DH-kortyzol (XLII) i 20a-DH-korty-
zon (LI oraz ich izomery 203, powstajace w wyniku redukcji grupy ke-
tonowej w taricuchu bocznym (82, 124).

Czterohydropochodne kortyzolu i kortyzonu ulegajg czesciowo prze-
mianie, ktora polega na oderwaniu #tahncucha bocznego przy weglu 17
i prowadzi do powstania obojetnych 17-ketosterydéw (tzw. frakcja 11-
-0kso-17-ketosterydéw). Z TH-kortyzolu powstaje w ten sposob IIf3-hy-
droksyetiocholanolon (XLVII) i 11P-hydroksyandrosteron (XLVIII), a z
TH-kortyzonu — 11-ketoetiocholanolon (LVIII) i 11-ketoandrosteron
(LIX). Cechg odr6zniajaca te frakcje 17-ketosterydow jest obecno$¢ w ich
czasteczkach tlenu w pozycji 11. Ponadto frakcja ta nalezy gtownie do
szeregu etiocholanu (wodér przy C-5 w potozeniu cis) i tym r6zni sie od
17-ketosterydéw powstajagcych z lIfi-hydroksyandrostendionu i adreno-
steronu, nalezgcych do szeregu androstanu (wodér przy C-5 w potozeniu
trans).

Do interesujacych wnioskéw na temat katabolizmu kortyzolu prowa-
dzg wyniki Graya i wsp. (52), ktorzy stwierdzili, ze w ciggu 48 godzin
po podaniu znakowanego kortyzolu 90% promieniotworczos$ci przeszto
do moczu, chociaz frakcja chromogendéw Silbera-Portera zawierata tylko
55% promieniotwdérczosci. Poziom 17-ketosterydow w moczu nie ulegat
w tych warunkach zmianie, co dowodzi, ze przemiana w 17-ketosterydy
nie odgrywa wiekszej roli w usuwaniu nadmiaru kortyzolu z organizmu.
Prawdopodobnie wiec powstajg nietypowe metabolity, ktére przy ogélnie
przyjetej ekstrakcji moczu chloroformem wymykajg sie spod kontroli
eksperymentatora (59, 61, 98).

Takim metabolitem moze byé na przyktad 6(3-hydroksykortyzol, gdyz
Katz i wsp. (66) zaobserwowali znaczny wzrost jego ilosci w moczu
u chorych z zespotem Cushinga oraz po podaniu ACTH. Podobnie u no-
worodkoéw, ktérych watroba nie posiada jeszcze w petni wyksztatconej
zdolnosci sprzegania sterydow z kwasem glukuronowym, wydalanie &3
hydroksykortyzolu w moczu jest wysokie (66). Zdaniem Lipmana
i wsp. (99) wyniki te sg dowodem istnienia odrebnego toru metaboliczne-
go, ktory w warunkach prawidtowych odgrywa znikomg role w poréwna-
niu z przemianami prowadzacymi do TH-kortyzolu i jego glukozydouro-
nianiu, natomiast w stanach patologicznej nadprodukcji hormonu staje
sie dodatkowg drogg wydalania nadmiaru kortyzolu. Ci sami autorzy
uwazajg, ze 6(3-hydroksykortyzol jest raczej produktem obwodowego me-
tabolizmu endogennego kortyzolu a nie wynikiem przemian zachodzgcych
w samym gruczole.

Nieco inaczej przedstawiajg sie losy trzeciego podstawowego hormonu
kory nadnerczy — kortykosteronu. Przede wszystkim po dozylnym poda-
niu okoto 75% dawki przechodzi do moczu. Biologiczny po6tokres korty-
kosteronu wynosi 70—110 minut. Moze on ulega¢ przemianie w odwodo-
rowang pochodng: 11-dehydrokortykosteron, podobnie jak kortyzol w kor-
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tyzon. W toku przemian ustrojowych w czgsteczkach kortykosteronu i 11-
-dehydrokortykosteronu, pierscien A ulega redukcji i powstajg dwuhy-
dropochodne a nastepnie czterohydropochodne (schemat 8).

20cc-DH-korty-  20;3-DH-korty-

kosteron osteron
DH-kortykosteron TH-kortykosteron
Kortykosteron
A allo-DH- kortykosteron allo-TH-kortykosteron
koS koS
11-dehydro-
kortykosteron allo-DH-11-dehydro- awo-lel-ll-detiydro-
kortykosteron ortykosteron
20Jk3-DH-11-dethro-
ortykostero

Schemat 8. Metabolizm kortykosteronu i IJ-dehydrokortykosteronu

Gtownym metabolitem kortykosteronu jest allo-TH-kortykosteron,
przy czym stosunek ilosci izomeru 5(M5a w moczu jest nieco nizszy od 1.
Podobnie jak w przepadku kortyzonu, allo-TH-il-delry drokortykosieron
nie zostat zidentyfikowany (112).

Trzeba podkreslié, ze kortykosteron i 1J-dehydrokortykosteron nie
tworzg 27-ketosterydéw, gdyz zwigzki nie posiadajace grupy hydroksylo-
wej w pozycji 17 nie ulegajg utlenieniu z utratg tancucha bocznego.

Nadnercza ludzkie produkujg réwniez, cho¢ w bardzo matych ilosciach,
korteksolon. Zasadnicza droga jego przemian w organizmie polega na re-
dukcji prowadzacej do powstania czterohydropochodnych. Oprocz tego
moze zachodzi¢ redukcja taficucha bocznego z wytworzeniem pregnan-
-3a,l 7a-diol,20-onu oraz pregnan-3a,2 7a,20a-triolu. Z uwagi na obecno$¢
grupy hydroksylowej w potozeniu 17 moze on takze ulega¢ utlenieniu
z oderwaniem tahcucha bocznego i wytworzeniem 17-ketosterydow po-
chodnych etiocholanolonu, ktore nie réznig sie niczym od 17-ketosterydow
powstajagcych ze zwigzkéw androgennych. Nalezy tylko dodaé, ze w tym
przypadku w przewazajgcej ilosci powstaje etiocholanolon (schemat 9).

Analogicznie przebiegaja przemiany korteksonu i uwodorowanie pier-
Scienia A prowadzi do TH-korteksonu. Przez czesciowg redukcje tancucha
bocznego moze powstawaé progesteron (76). Jednoczesna redukcja pier-
Scienia A i tancucha bocznego prowadzi do pregnandioli.

Sposrod ponad trzydziestu metabolitow glukokortykosterydéw wykry-
tych dotad w moczu cze$é zostata oznaczona ilosciowo (105) (tablica 3).

Jest rzeczg interesujgcg, ze u poszczegolnych gatunkow zwierzat drogi
wydalania sterydéw ro6znig sie od obserwowanych u cztowieka. Np.
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Pregnan-3a}17a,20a-tniol

Korteksolon

Androsteron

Pregnan-3oc,17a. -diol-20-on.

Etiocholanolon

....... » TH-korteksolon

Schemat 9. Katabolizm korteksolonu

Tablica

Woydalanie glukokortykosterydéw i ich metabolitéw w moczu w mg na dobe
(cyt. wg 105, za zezwoleniem autora)

Kortyzol
TH-kortyzol

Allo-TH-kortyzol

Kortyzon

TH-kortyzon

Kortykosteron
TH-kortykosteron

Allo-TH-kortykosteron

17-dehydrokortykosteron
TH-77-dehydrokortykoste-
ron

Korteksolon

TH-korteksolon

Mezczyzni

0,47
(0,13—1,21)

2,19
(0,81—4,24)

0,92
(0,39—1,58)

0,33
(0,11—0,70)

3,06
(1,14—5,70)

0,29
(0 —097)

0,54
(0,10—0,99)

0,63
(0,19—1,50)

0,26
(0 —0,83)

0,49
(0,09—1,15)

0,22
0 —0,74)
0,02

Kobiety

027
(0 —088)

1,19
(0,78-2,95)

0,57
(0,33—1,20)

0,22
(0,09—0,68)

1,76
(0,78—5,03)

0,09
(0 —0,24)

0,34
(0,13—0,60)

0,34
(0,10—0,56)

0,07
0 —0,19)

0,30
(0,06—0,67)

0,07
0 —0,27)
brak

[22]

3

u szczura podany kortyzol wydala sie gtéwnie przez jelito (185), gdyz
3 godziny po podskérnym wprowadzeniu hormonu 83% dawki wykryto
w zoékci. Poniewaz jednak w kale wydalato sie tylko ok. 66% sterydu, mu-
si zatem nastepowaé wtdrna resorpcja kortyzolu z przewodu pokarmowego
do krwi. U swinki morskiej 65% podanego sterydu przechodzi do zéici
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i znaczna jego cze$¢ rowniez jest wchianiana do krwi a nastepnie zostaje
wydalona z moczem.

Aldosteron jest wydalany w moczu gtownie w postaci C-18 glukozy-
douronianu (22, 120). G¥dwnym metabolitem aldosteronu jest czterohydro-
aldosteron 55 3a (LXVIII), powstajacy w wyniku wysycenia wigzania
podwdjnego przy C-4 oraz redukcji grupy ketonowej do alkoholowej przy
C-3 (166, 167). W mniejszych ilosciach zostaly wykryte w moczu inne izo-
meryczne czterohydroaldosterony: 5a, 35 (LXVI) i 5a, 3a (LXVII), a takze
dwuhydropochodne 5a-dwuhydroaldosteron (LXI1V), 5|3-dwuhydroaldoste-
ron (LXV). Zwiagzki te posiadajg czesto wigzanie pétacetalowe miedzy
weglami w pozycji 11 i 18 (68, 70, 72). Niedawno doniesiono o wyizolowa-
niu z moczu ludzkiego 3a,28,2I-tr6jhydroksy-5P-pregnan-22,20-dionu
(LX1X), a takze innych interesujgcych katabolitéw aldosteronu, w Kkto-
rych pierScieniowy poétacetal 11->18 przechodzi w dwupierScieniowy acetal
11-+18+-20 (69, 147) (Schemat 10).

W osoczu aldosteron wystepuje gtéwnie w stanie wolnym oraz w for-
mie potaczen z biatkami (32, 48). Jego stezenie wynosi 0,008—0,03 \ig/
/100 ml. Natomiast czterohydroaldosteron, ktérego stezenie w osoczu jest
pieciokrotnie wyzsze niz aldosteronu, wystepuje gtdwnie jako glukozy-
douronian (118). Biologiczny poOtokres aldosteronu wynosi 18—25 minut
(165).

llos¢ aldosteronu wydalana w moczu zdrowego cztowieka waha sie
w granicach 40— 180 Mgna dobe (122). W zrasta ona znacznie przy niekto-
rych schorzeniach, np. w tzw. zespole Conna (aldosteronizm pierwotny)
i w marskosci watroby (aldosteronizm wtoérny) itp. W moczu cztowieka
zdrowego wykryto rowniez 28-hydroksykortykosteron, wystepujacy w ilo-
$ciach dwukrotnie wiekszych niz aldosteron (168). Gtéwnym metabolitem
18-hydroksykortykosteronu jest réwniez jego czterohydropochodna.

Ostatnio Ulick i wsp. (169) wykryli nowy zesp6t, dla ktérego cha-
rakterystyczny jest bardzo niski poziom aldosteronu w moczu natomiast
znacznie wyzszy w stosunku do normy poziom 18-hydroksykortykostero-
nu. Jest to prawdopodobnie defekt metaboliczny polegajacy na braku en-
zymu katalizujgcego przemiane 28-hydroksykortykosteronu w aldosteron.

2. Androgeny

Badaniem losow testosteronu w organizmie ludzkim zajmowali sie
Sandberg i Slaunwhite (138), ktérzy postugiwali sie¢ metodg izo-
topowaq. Stwierdzili oni m.in.,, ze 14% podanego ludziom testosteronu
przechodzi do zoétci, natomiast w kale wykrywa sie tylko 6%. Te roz-
biezno$¢ mozna wyjasni¢ wtdérna resorpcjg czesci sterydu z jelita do
krwiobiegu. 90°/0 podanej promieniotworczosci wydala sie z moczem, przy
czym wiecej niz potowa w postaci potgczen z kwasem siarkowym i gluku-
ronowym. Clearance nerkowy glukozydouronianéw jest znacznie wyzszy
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niz siarczanéw, co ttumaczy wystepowanie we krwi androgenéw gtéwnie
w postaci estrow kwasu siarkowego podczas gdy w moczu dominujg ich
glukozydouroniany.

Schemat 11 przedstawia przemiany testosteronu, ktéry tworzy z an-
drostendionem uklad oksydo-redukcyjny. Droga przemian jest zatem
wspolna dla obu tych zwigzkéw i jak dla wiekszosci innych hormonoéw
sterydowych, polega na stopniowym uwodorowaniu pierscienia A, a dla
androstendionu — rowniez redukcji grupy ketonowej w pozycji 17.

W pierwszej fazie redukcji powstajg dwa izomeryczne nasycone dio-
ny: androstan-3,17-dion (LXX) i etiocholan-3,17-dion (LXXI) r6zniace sie
przestrzenng konfiguracjg wodoru przy C-5. Redukcja grupy ketonowej
przy C-3 prowadzi do wytworzenia czterech izomeréw, z ktérych andro-
steron (LXXII) i epiandrosteron (LXXIIl) pochodzg od androstandionu
a etiocholanolon (LXXIV) i epietiocholanolon (LXXV) — od etiocholan-
dionu. W metabolitach tych moze takze ulegac¢ redukcji grupa ketonowa
przy C-17, co stwarza teoretyczng mozliwo$¢ powstania czterech izome-
rycznych androstan-3,27-dioli (LXXVI), (LXXVII), (LXXVIII), (LXXIX)
i czterech etiocholan-3,17-dioli (LXXX, LXXXI, LXXXII, LXXXIII),
z ktorych w moczu wykryto jednak tylko dwa: izomer 3a, 5a, 17$ (LXXVII)
oraz izomer 3a, 5%, 17$ (LXXXI).

Tablica 4

Wydalanie 77-ketosterydéw w moczu ludzi w mg na dobe (wg 105)
za zezwoleniem autora

Mezczyzni Kobiety

Dehydroepiandrosteron 1,72 0,98

(0,43—3,84) (0,37—3,51)
Androsteron 2,78 2,23

(1,68—5,54) (0,82—6,52)
Etiocholanolon 3,77 3,10

(2,29—8,20) (1,55—6,57)
7/p-hydroksyandrosteron 0,65 0,65

(0 —154) (0,39—1,09)
77-ketoandrosteron 0,34 0,68

0 —0,74) (0 -2,07)
/I[3-hydroksyetiocholano-
lon 1,10 0,74

0 —2,99) (0,34-1,37)
77-ketoetiocholanolon 0,89 1,00

(0,23—2,58) (0,28—1,83)

Sposréd metabolitow testosteronu w najwiekszych iloSciach tworzy
sie androsteron i etiocholanolon, ktére stanowia blisko potowe 17-ketoste-
rydow moczu. Natomiast ich izomery 3(: epiandrosteron i epietiocholano-
lon sg obecne w moczu w iloSciach znikomych.

Oprdcz testosteronu i androstendionu, ktdre powstajg w komodrkach
Leydiga w jadrach, niektére androgeny powstaja w korze nadnerczy. Sg
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to: adrenosteron, n(3-hydroksyandrostendion, androstendion i DHA (99).
DHA jest czesciowo wydalany w moczu w postaci nie zmienionej, a cze-
§ciowo ulega przemianom, ktérych produktami sg: androsteron, etiocho-
lanolon, androstendion a takze powstajacy w bardzo matych iloSciach
Ad-androsten-3|3,17P-diol. Wydalanie dobowe poszczeg6lnych 17-ketostery-
doéw, bedacych jak wiadomo produktami przemian zar6wno testosteronu
jak i hormonéw kory nadnerczy, przedstawia tablica 4.

Najsilniejsze dziatanie androgenne ma testosteron. DHA wykazuje
dziatanie okoto 15 razy stabsze, a gtbwny metabolit testosteronu — andro-
steron— okoto szesciokrotnie stabsze (125). Inne katabolity testosteronu:
etiocholanolon, epiandrosteron, androstendion i etiocholandion sg jeszcze
mniej aktywne lub w ogédle nie wykazujg aktywnos$ci (10).

3. Estrogeny

Gtoéwne drogi metabolicznej inaktywacji estrogendw przebiegaja po-
przez reakcje utlenienia. Estron i 17|3-estradiol ulegajg wzajemnym prze-
mianom in vivo dlatego trudno byto ustalié¢, ktéry z nich jest prekursorem
bardziej utlenionych metabolitow. Na podstawie doswiadczeA Fishmana
i wsp. (45), ktorzy S$ledzili produkty przemiany podanych dozylnie
[6,7-3H]2 7(3-estradiolu i [I¢>-14C]estronu, jak réwniez prac innych autoréw
(18, 75, 96) wiadomo, ze estron jest gtownym jes$li nie jedynym substratem
hydroksylaciji.

Estron u zwierzat moze ulegaC przemianie w 27a-estradiol (XXXIX);
u cztowieka zwigzek ten nie wystepuje. W wyniku hydroksylacji estronu
w pozycji 16 powstajg dwa izomery: 16a-hydroksyestron (LXXVIII) i 16$-
-hydroksyestron (LXXIX). Zwigzki te dalej ulegajg bezposredniej re-
dukcji do estriolu (XXXVIII), 26-epiestriolu (LXXXII), .17-epiestriolu
(LXXXII) i 16,17-epiestriolu (LXXXIV) (87, 88, 103), lub poprzez zwiazki
posrednie: 16-ketoestron (LXXX) i 26-keto-17p-estradiol (LXXXI) (94,
136).

Inna réwnorzedna droga przemian estronu, przebiegajgca podobnie do
przemian katecholamin, prowadzi poprzez metoksylacje (4, 5, 47). Axel-
rod (5) zauwazyt, ze podczas inkubacji estrogenéw naturalnych i sztucz-
nych ze skrawkami watroby szczuréw i krdlikow zachodzi hydroksylacja
tych zwigzkéw w pozycji C-2. Dowody na istnienie tego procesu in vivo
u ludzi przedstawit Fishman (47), ktéry wyizolowatl [26-14C]2-hydro-
ksyestron z moczu ludzi po dozylnej injekcji [16-14C]2 7P-estradiolu. Intere-
sujace jest wystepowanie zaro6wno u zwierzat jak i u roslin, aktywnosci
enzymatycznej katalizujagcej metoksylacje 2-hydroksyestronu (LXXVI) do
2-metoksyestronu (LXXVII) i 2-hydroksy-i 7(3-estradiolu (LXXIV) do
2-metoksy-J7|3-estradiolu (LXXV). Axelrod i Goldzielher (4
stwierdzili réwniez metoksylacje tych zwigzkoéw, oraz estriolu w réznych
tkankach ludzkich.
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Estron moze takze ulega¢ przemianie w cztery razy mniej aktywny
lakton (LXXXVII). Przemiane te wykazano réwniez in vitro pod wpty-
wem H20 2 (33). Ostatnio wskazuje sie na mozliwo$¢ utleniania estronu
rowniez w innych pozycjach, jak C-6, C-7, C-Il, C-18 (19, 21, 26, 80, 81).

Podczas badania metabolizmu estrogenéw w ptodzie ludzkim wykryto
nowy, dotychczas nieznany, metabolit — 15a-hydroksyestron wykazu-
jacy zaledwie 0,001 aktywnosci estradiolu (149), oraz 15a-hydroksy-27fU
-estradiol (186). Biologiczne znaczenie 25cc-hydroksylacji nie jest wy-
jasnione; przypuszcza sie, ze moze ona chroni¢ rozwijajacy sie ptdd
przed wysoka aktywnos$cig J7P-estradiolu, a w zyciu pozaptodowym moze
by¢ jedng z waznych przemian metabolicznych 27f5-estradiolu (71).

Roberts i Szego (129, 159) wykazali, ze estrogeny kragzg we krwi
gtownie w postaci kompleksow z (3-globulinami osocza a takze jako glu-
kozydouroniany. Istotng role w powstawaniu i wydalaniu tych potaczen
odgrywajg funkcje watroby (3). Podane doustnie estrogeny dostajg sie

do krwi, skad czes¢ zostaje wydalona z moczem (tablica 5).
Tablica 5
Wydalanie estronu, 77(3-estradiolu i estriolu w moczu w jxg na dobe (wg 36)
za zezwoleniem autoréw

Estron 77/?-estradiol Estriol
Kobiety z normalnym cyk-
lem
a) faza pomenstrualna 2,8 0,7 4,2
02— 72 ( - ) (1,9- 11,4)
b) faza owulacyjna 20,1 7,9 30,9
(14,8-27,4)  (2,8-21,8)  (8,1-119,0)
c) faza lutealna 11,3 5,0 21,1

(51—250) (2,1-10,6)  (5,0- 89,0)

Kobiety w okresie klimak-
terium 1,4 0,3 4,1

Mezczyzni 54 15 35
(3,0- 8,2) 0 - 63 (0,8— 11,0

Cze$¢ estrogenow z krwi przechodzi do z6ici, z nig do przewodu po-
karmowego, a stad ulega wtornej resorpcji do krwiobiegu. Pewna ilosé
estrogen6w wydostaje sie z tego obiegu jelitowo-watrobowego i zostaje
wydalona z katem. U owiec wydalanie estrogenéw z moczem nie przekra-
cza 2°/o podanego 17f}-estradiolu, podczas gdy wydalanie z katem wynosi
35—45% (184).

Jak wynika z ostatnich doniesien (1), réwniez tkanki niektérych me-
skich gruczotéw mogg metabolizowaé estrogeny. W normalnych i patolo-
gicznych tkankach prostaty estron ulega redukcji do 17(3-estradiolu (0,8—
4,3%), 26-hydroksylacji do estriolu (2%), utlenianiu i metoksylacji do
2-hydroksyestronu (0,9—4,9%) i 2-metoksyestronu (1,1—14,9%).
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4. Gestageny

W przeciwienstwie do innych hormondw sterydowych progesteron
wystepuje w osoczu gtéwnie w postaci wolnej (90%). Jego przemiany od-
bywajg sie przede wszystkim w watrobie, przy czym sg one analogiczne
do przemian kortykosteryddw, tj. zachodzi redukcja pierscienia A, a na-
stepnie grupy ketonowej w tancuchu bocznym. Przytgczenie wodoru do
atomow wegla w pozycjach 3, 5 i 20 stwarza teoretyczng mozliwos$¢ po-
wstanie 8 izomerycznych pregnandioli, z ktérych trzy wyodrebniono z mo-
czu 0séb zdrowych (5(3, 3a, 20a; 5a, 3a, 20a; 5a, 33 20a), a dwa z moczu 0séb
z guzami nadnerczy (533, 33 20(3; 53 33 20a). Pozostatych trzech izomeréw
dotychczas nie udato sie wykry¢ w materiale biologicznym.

Progesteron
Pregnandlon Allopregnandlon
Pregnan-3a-ot,20-on Pregnan-3/3-0l,20-on Allopregnan-3a-olt20-on Allopregnan-3j3-al, 20-on
Pregnan-3a,20a-diol Pregnan-3J3,20a-diol Allopregnan-3a,20a-diol Allopregnan-3j3,20a-diol
Pregnan-3a,20J3-diol Pregnan-3fi, 20;3-diol Allopregnan-3a, 20/3-diol Allopregnan-3p, 20f3-dioi

Schemat 13. Katabolizm progesteronu

Po podaniu znakowanego progesteronu kobietom ciezarnym promie-
niotwdérczos$¢ dzieli sie rowno miedzy mocz i kat. Pod tym wzgledem pro-
gesteron zachowuje sie zatem inaczej niz inne hormony sterydowe, kto-
rych metabolity wydalane sg gtdwnie w moczu.

Ogélnie przyjetym wskaznikiem oceny ilosciowej powstajacego
w ustroju progesteronu jest poziom pregnandiolu w moczu, chociaz zwig-
zek ten jest rowniez katabolitem korteksonu. Jednakze pregnandiol po-
chodzacy z przemian korteksonu oraz progesteronu nadnerczowego sta-
nowi zaledwie 1% ilosci zawartej w moczu kobiety w okresie peinego
cyklu jajeczkowania. Udziat kory nadnerczy moze znacznie wzrosngc
w warunkach chorobowych, np. 100—200-krotnie w nadczynnos$ci spo-
wodowanej obecnoscig guzéw nadnerczy.

I11. Zmiany metabolizmu hormonéw sterydowych w wyniku
blokéw enzymatycznych sterydogenezy

W ciaggu ostatnich lat, dzieki rozwojowi metod biochemii klinicznej,
stato sie mozliwe wykrywanie réznych anomalii biosyntezy hormondéw
sterydowych, bedacych przyczyng powaznych zespotdéw chorobowych.
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W ten sposob wyjasniona zostata istota wrodzonego zespotu nadnerczo-
wo-ptciowego, ktorego klasyfikacja jeszcze kilka lat temu miata charak-
ter scisle kliniczny i opierata sie na ré6znym stopniu zmian wirylizacyj-
nych obserwowanych u chorych.

Obecnie klasyfikacja zespotu nadnerczowo-piciowego opiera sie na
podstawach biochemicznych i wyrdznia trzy gtdwne postacie, uwarunko-
wane brakiem swoistych enzymdw uczestniczgcych w biosyntezie hormo-
néw kory nadnercza: 22-hydroksylazy, Il|3-hydroksylazy i dehydrogenazy
3|3-hydroksysterydéw (162). Tym genetycznie uwarunkowanym blokom
enzymatycznym odpowiadajg charakterystyczne postacie kliniczne.

Czesciowy blok 22-hydroksylazy jest przyczyng tzw. wirylizmu pro-
stego — najczestszej postaci zespotu nadnerczowo-ptciowego. Catkowity
blok tego enzymu powoduje wystgpienie objawdw klinicznych okreslanych
mianem wirylizmu z utratg soli. Blok 11(3-hydroksylazy daje posta¢ wiry-
lizmu z nadci$nieniem tetniczym, chociaz doniesiono réwniez o przypad-
kach, kiedy zahamowanie 11|3-hydroksylacji byto przyczyng wirylizmu bez
nadcisnienia (15, 50). Ostatnig z poznanych dotychczas wrodzonych enzy-
mopatii sterydogenezy jest blok dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydoéw. Cat-
kowite wypadniecie czynno$ci tego enzymu prowadzi do $mierci chorego
mimo stosowania substytucyjnego leczenia hormonalnego.

Bloki te sg przyczyna powaznych zmian biochemicznych zaréwno
w skiadzie metabolitdw posrednich jak i ostatecznych produktow meta-
bolizmu wydalanych z moczem. W czeSciowym bloku 21-hydroksylazy
gromadzga sie w ustroju nadmierne iloSci czterech prekursoréw kortyzolu:
27a-hydroksyprogesteronu, 12(317a-dwuhydroksyprogesteronu oraz w
mniejszym stopniu — progesteronu i 11|3-hydroksyprogesteronu (sche-
mat 2). Spos$rdéd ponad 20 katabolitéw tych zwigzkéw, wyizolowanych
z moczu chorych, w wiekszych ilosciach wystepuja: pregnan-3a,27a,200c-
-triol i pregnan-3ct,27a-diol-20-on — powstajgce z I7a-hydroksyprogeste-
ronu, pregnan-3a,20cx-diol — wywodzacy sie z progesteronu i pregnan-
-3a,20a-diol-22-on, ktory tworzy sie z i2|3-hydroksyprogesteronu (186).

Jak wynika ze schematu 5 wzrost ilosci I7a-hydroksyprogesteronu
i 27a-hydroksypregnenolonu musi wywota¢ zwiekszenie produkcji andro-
genéw nadnerczowych — androstendionu, 21(3-hydroksyandrostendionu
i DHA, co prowadzi do wydalania w moczu zar6wno wymienionych zwigz-
kéw jak i produktow ich dalszego katabolizmu: androsteronu, etiocho-
lanolonu, 11(3-hydroksyandrosteronu i 11-ketoetiocholanolonu (17, 60).

Przy catkowitym bloku 21-hydroksylazy, poza wymienionymi zmia-
nami w skladzie metabolitow moczowych, obserwuje sie b. niski poziom
lub nawet brak czterohydrokortyzolu, wywotany zahamowaniem produk-
cji kortyzolu w nadnerczach.

Przy deficycie J2(3-hydroksylazy, opisanym po raz pierwszy przez
Eberleina i Bongiovanniego (39), dochodzi do gromadzenia
sie w ustroju znacznych ilosci korteksonu i korteksolonu (schemat 2),

3 Postepy Biochemii
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a mocz chorych obfituje w czterohydropochodne tych zwigzkéw (53). Ma
rowniez miejsce gromadzenie sie progesteronu i 17a-hydroksyprogestero-
nu, jednakze w znacznie mniejszym stopniu niz przy bloku 21-hydroksy-
lazy. Natomiast 11-hydroksypochodne, zgodnie z przewidywaniami, nie
wystepujg w ogdle w moczu. Podobnie androgen pochodzenia nadnerczo-
wego — lI(3-hydroksyandrostendion nie tworzy sie wcale, podczas gdy an-
drostendion i DHA powstajg w znacznych iloSciach. W moczu brak frak-
cji ll-okso-17-ketosterydow.

Badania chromatograficzne potgczen szeregu kortykosteronu przy-
niosty réwniez dowo6d bloku Il|3-hydroksylacji: wykrycie w moczu czte-
rohydrokorteksonu, ktdry normalnie w nim nie wystepuje. U chorych
z tym typem bloku enzymatycznego nie badano, jak dotad, wydalania
aldosteronu, jednakze obecno$¢ w czasteczce grupy hydroksylowej w po-
zycji 11 pozwala sgdzi¢, ze jego produkcja ulega obnizeniu.

Podejmowano préby wyjasnienia mechanizmu nadci$nienia tetniczego
przy bloku 11P-hydroksylazy. Poczatkowe sugestie, ze nadci$nienie wy-
wotane jest przez korteksolon nie znalazty potwierdzenia, gdyz nawet dtu-
gotrwate podawanie tego zwiazku pacjentom nie powodowalo wzrostu
nadci$nienia (12). Obecnie przyjmuje sie, ze substancjg odpowiedzialng
za nadci$nienie jest kortekson, ktorego dziatanie hypertensyjne znane
jest zarbwno z badan na zwierzetach jak i z obserwacji klinicznych. Hipo-
teza ta nie thumaczy jednak wszystkich zaobserwowanych faktéw. Trudno
na przykiad wyjasni¢ spostrzezenia Bongiovanniego (15 oraz
Chaptala i wsp. (27), ze niekiedy pacjenci, ktérzy wykazujg zmiany
biochemiczne typowe dla bloku 11(3-hydroksylazy i wydalajg znaczne iloSci
korteksonu w moczu, nie majg nadcisnienia. Mozliwe jednak, ze nadcis-
nienie wystepuje dopiero po przekroczeniu pewnego progu korteksonu we
krwi, co moze nastgpi¢ lub nie, w zaleznosci od stopnia bloku, albo ze od-
grywa tu role niejednakowa wrazliwos$¢ osobnicza na dziatanie korteksonu.
Mozliwe réwniez, ze o wystapieniu nadcisnienia decyduje wzgledna ilos¢
korteksonu w stosunku do kortyzolu. Mate ilosci kortyzolu wytwarzane
przez nadnercza przy niepetnym bloku kompensuja, byé moze, presyjne
dziatanie nieprawidtowego metabolitu.

Przy bloku dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydéw, ktora katalizuje je-
den z pierwszych etapoéw kortykogenezy — przemiane pregnenoclonu
w progesteron, nastepuje catkowite zahamowanie biosyntezy hormonéw
kory nadnercza i gromadzenie sie duzych ilosci pregnenolonu. Poniewaz
jednak czynne sg enzymy hydroksylujagce powstaje cata seria pochodnych
pregnenolonu hydroksylowanych w pozycjach 11(3, 17a i 21, a w mniej-
szym stopniu 16, 20 i 6 (9). Jesli idzie o androgeny — obserwuje sie nad-
produkcje DHA, ktéry dominuje réwniez w moczu.

Badania genetyczne Childsa i wsp. (28) oraz Pradera i wsp.
(126) prowadza do wniosku, ze omawiane bloki enzymatyczne zwiazane sa
z genem autosomalnym recesywnym, ktory wywotuje objawy kliniczne
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jedynie u osobnikdw homozygotycznych. Za kazdg z trzech podstawo-
wych enzymopatii odpowiedzialny jest inny gen. Natomiast wydaje sie,
ze posta¢ prosta wirylizmu i jego posta¢ z utratg soli stanowig ceche
przenoszong przez ten sam gen i réznig sie jedynie stopniem zablokowa-
nia 22-hydroksylacji.

Czytelnicy interesujacy sie szerzej zagadnieniami omawianymi w tym
artykule znajda wiele danych w wydanej ostatnio monografii ,,Metabolism
of Steroid Hormones”, R. J. Dorfmana i F. Ungara, Academic Press, New
York, 1965 (716 str.).
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MONIKA FONBERG-BROCZEK *

Przemiany tréjterpendw i steroli w okresie wegetacyjnym
roslin wyzszych

The Metabolism of Triterpenoids and Steroles
in Higher Plants during their Development

Some aspects of triterpenoides and steroles biosynthesis in higher plants are
reviewed as well as the changes of levels and composition of these compounds
during the development stages.

W latach pieédziesigtych Ruziczka zaproponowat teoretyczny schemat
biogenezy tréjterpendw i steroli opierajgcy sie na przypuszczeniu, ze
zwigzki te wywodzg sie od skwalenu i powstajg w serii reakcji cyklizacji,
przesunie¢ i eliminacji grup metylowych.

Wykrycie przez Lynena, Ruziczke, Blocha, Popjaka
i Folkersa (9, 16, 40, 41, 60) aktywnych jednostek piecioweglo-
wych: pirofosforanu kwasu mewalonowego i pirofosforanu izopentenylu
pozwolito na wyjasnienie biosyntezy skwalenu w organizmach zwierze-
cych i grzybach. Badania Nicholasa, Capstacka i Nesa (14, 46,
52) wskazuja na podobng droge biosyntezy tego zwiazku w roslinach wyz-
szych. W ostatnich latach wykryto metylowane sterole — zwigzki o po-
Sredniej pomiedzy sterolami i trojterpenami iloSci grup metylowych, oraz
potaczenia steroli i tréjterpendw z kwasem adenylowym i adenozyng be-
dace prawdopodobnie metabolitami poSrednimi biosyntezy sterydéw
i tréjterpendw czterocyklicznych jak réwniez pieciocyklicznych. Wyizolo-
wanie cholesterolu z glonéw morskich (67) i z ziemniaka (33) wskazuje na
podobny mechanizm enzymatyczny przemian skwalenu do steroli zaréwno
w Swiecie roslinnym jak i zwierzecym. Dane dotyczace biosyntezy i prze-
mian tréjterpendw w roslinach wyzszych sg fragmentaryczne, ale zdajg
sie potwierdza¢ biogenetyczng teorie Ruziczki — Eschenmosera.

Rola steroli w fizjologii roslin, cho¢ nie jest jeszcze dostatecznie wy-
jasniona, jest powszechnie uznawana. Obecnos¢ steroli w btonie komdrko-
wej wskazuje na ich role w aktywnym transporcie substancji.

* Dr, st. asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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Trdjterpeny natomiast zaliczane do grupy metabolitow wtérnych uwa-
zane byty dotychczas za zwigzki nie posiadajgce znaczenia morfogenetycz-
nego i fizjologicznego. Jednakze niektorzy autorzy przypisywali im juz
do$¢ dawno wazng role fizjologiczng, traktujac je jako hormony roslinne
aktywne w regulacji przepuszczalnosci btony komdrkowej.

Przemiany tréjterpenow i steroli w okresie wegetacyjnym zostaty zba-
dane tylko w niewielu gatunkach roslin. We wszystkich tych pracach
stwierdzono w okresie kwitnienia wzmozong biosynteze zwigzkéw trdj-
terpenowych i sterolowych w catej roslinie lub tylko w samych kwiatach.
Przyjmuje sie powszechnie, ze kwitnienie jest kontrolowane przez hormon
zwany florigenem. Budowa florigenu nie zostata dotychczas ustalona,
istniejg jednak dane, ze nalezy on do grupy sterydéw (62). Zmiany jako-
Sciowe steroli obserwowane u niektérych roslin w okresie kwitnienia (42)
i hamowanie kwitnienia przez inhibitory syntezy steroli (72) przemawiajg
na korzy$¢ tego pogladu. Trojterpenom nie przypisuje sie podobnego zna-
czenia. Stwierdzono jednak wielokrotnie wzmozong ich biosynteze w okre-
sie kwitnienia, lub pojawianie sie trojterpenéw wytgcznie w kwiatach.
Powyzsze fakty wskazuja, ze réwniez i trojterpeny moga odgrywac pewng
role biologiczng w procesie kwitnienia.

I. Biosynteza trojterpendw i steroli

Reguta izoprenowa majgca dzi$ historyczne tylko znaczenie byta przez
wiele lat podstawg teorii biogenezy zwigzkow terpenoidowych jak réowniez
podstawg ich klasyfikacji. Hipoteza Ruziczki sformutowana po raz pierw-
szy w 1921 r. rozciggneta regute izoprenowa na terpenoidy wyzsze i przy-
czynita sie wydatnie do poznania budowy wielu zwigzkéw terpenoidowych.
Peing biogenetyczng hipoteze sformutowali Ruziczka, Eschenmo-
ser i Heusser w 1953 r. (59). Nastepnie Woodward i Bloch
(70) oraz Dauben (20) stwierdzili, ze skwalen jest biogenetycznie spo-
krewniony z lanosterolem i cholesterolem. P6zniejsze lata przyniosty wie-
le prac, ktérych wynikiem byto wykrycie aktywnej jednostki piecioweglo-
wej i szczegétowe wyjasnienie wielu etapéw biosyntezy prekursoréw
skwalenu, a takze ustalenie S$cistego biogenetycznego zwigzku miedzy
skwalenem, trdjterpenami i sterolami.

Biosynteze trojterpendw i steroli (zwigzkow trojterpenoidowych) moz-
na przedstawi¢ w pieciu kolejnych etapach:

1) przemiany octanu do mewalonianu,

2) przemiany mewalonianu do pirofosforanu izopentenylu, ktory jest
prawdopodobnie czynng jednostka izoprenowg we wszystkich organizmach
zywych,

3) potaczenie (polimeryzacja ogon-gtowa) trzech czasteczek pirofosfo-
ranu izopentenylu dajagce w rezultacie pirofosforan farnezylu,
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4) potgczenie (ogon-ogon) dwoch reszt farnezylowych dajacych cza-
steczke skwalenu o symetrycznej strukturze,

5) przemiany alifatycznego prekursora (skwalenu) w odpowiednie cy-
kliczne tréjterpenoidy.

Podstawowy mechanizm biochemiczny etapéw 2 i 3 zostal wyjasniony
przed rokiem 1960 i szczegbtowo opisany (17, 32, 56, 63). Natomiast obec-
nie badane sg stereochemiczne aspekty etapéw 2—4 i 5. Szczegblnie prze-
ksztatcenie skwalenu do trojterpenéw cztero- i pieciocyklicznych (faza 5)
jest do dzisiaj .mato zbadane, cho¢ pewne fakty doSwiadczalne przemawia-
ja na korzy$¢ teoretycznych zalozeh biogenetycznej reguty izoprenowej
Ruziczki (60).

Teorie te mozna pokrotce sformutowaé w nastepujgcy sposob: Atak
kationu OH+ zapoczgtkowuje biologiczng cyklizacje skwalenu zachodzg-
cg w szeregu ciggle przebiegajacych reakcji. Przed kazdag cyklizacja
tanicuch skwalenu jest specyficznie pofaldowany: tworzy sie okreslo-
na sekwencja potencjalnych pierscieni szesciocztonowych o uktadach
krzestowych i wannowych. To specyficzne uksztattowanie skwalenu
warunkujgce budowe produktéw koncowych jest prawdopodobnie spo-
wodowane przez system enzymow cyklizujgcych (oksydocyklazy skwa-
lenu). Przeksztatcenie skwalenu zachodzi wskutek szeregu przemian na
sgsiadujacych ze sobg atomach wegla, tj. przytaczen, eliminacji i przesunie¢
grup metylowych.

Na przedstawiony przez Ruziczke mechanizm cyklizacji skwalenu
wskazujg pewne dane dosSwiadczalne. Tchen i Bloch (64) wyizolo-
wali preparat enzymatyczny z homogenatu watroby wieprza, katalizujgcy
przejscie skwalenu do lanosterolu w obecnos$ci tlenu i NADPH (65), ale
nie powodujacy dalszych przemian do cholesterolu. Preparat ten powodu-
je wiaczanie do grupy wodorotlenowej lanosterolu 02 a nie tlenu z HD
na co wskazujg doswiadczenia z 180 2i H2180. Bloch nadat enzymowi obec-
nemu w tym preparacie nazwe oksydocyklazy skwalenu i zaproponowat
nastepujacy przebieg cyklizacji:

CaH50-fO2+2H +-|-2e C3Hm0-j-H2D

Skwalen + 2H +

LanosteroL +H20
.Cu+

NADPH+ H+ ANCou 2

Rys. 1. Mechanizm dziatania oksydocyklazy skwalenu (wg 58a)
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Doktadniejszy mechanizm dziatania tego enzymu podat T ch en (wg 58a).
Wedtug niego aktywna oksydocyklaza zawiera 2 atomy miedzi w formie
zredukowanej. Tlen czgsteczkowy powoduje utlenienie atomoéw miedzi
i ich reakcje ze skwalenem. Redukcja enzymu do wyjsciowej formy
aktywnej zachodzi przy wspo6tudziale NADPH.

Biogeneze steroli i trojterpendéw w roslinach wyzszych w ostatnich la-
tach badato wielu autoréw (6, 8, 25, 30, 34, 51) a wyniki tych prac, prowa-
dzonych na mtodych roslinach, zdaja sie potwierdza¢ podstawowy schemat
biogenezy analogiczny do drogi wykrytej uprzednio w zwierzetach i grzy-
bach (octan -> mewalonian -> skwalen ->mlanosterol). Interpretacja wyni-
kéw badan nad wiaczaniem prekursoréw do izolowanych organow roslin
starszych jest nieco trudniejsza (51, 52, 53) i wskazuje, ze trojterpeny pie-
ciocykliczne powstajg prawdopodobnie na osobnej drodze cyklizacji skwa-
lenu.

Przemiana lanosterolu (I) przedstawiona na schemacie 2 polega na:
— zastgpieniu grup metylowych przy C-4 i C-14 atomami wodoru,

— izomeryzacji wigzania podwodjnego A8-9 do A5-6, tj. przemianie zymo-
sterolu (I1) na desmosterol (I11),

— uwodorowaniu bocznego taincucha (cholesterol, V),

— wprowadzeniu dodatkowych grup metylowych w pozycje 24 desmo-
sterolu (sterole roslinne o 28-u (V) i 29-u (VI) atomach wegla w cza-
steczce).

Doswiadczenia Blocha (55) wskazuja, ze z czterech teoretycznie
mozliwych mechanizméw eliminacji grup metylowych (przedstawionych
na rysunku 3): bezposredniego odigczania grupy metylowej przy wspot-
udziale czynnej metioniny (I), utleniania do grupy hydroksymetylowej
i odtgczenia jej jako aldehydu mrowkowego (Il), utleniania do grupy for-

[1]

Rys. 3. Proponowane mechanizmy eliminacji grup metylowych lanosterolu
Objasnienia w tekscie
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mylowej i odlgczania jako kwasu mrowkowego (Ill) i wreszcie utleniania
do grupy karboksylowej i odtgczania jako dwutlenku wegla (IV), naj-
prawdopodobniejszy jest mechanizm czwarty.

Mozna wiec zatozy¢, ze kazda z trzech grup metylowych (dwie przy
C-4 i jedna przy C-14) lanosterolu jest utleniana do COOH i nastepnie
eliminowana drogg dekarboksylacji jako C02 Dotychczas jednak nie
wyizolowano posrednich hipotetycznych produktow z czeSciowo utleniong
grupag metylowa, jak réwniez nie wyodrebniono enzymu biorgcego udziat
w tym utlenieniu.

Wykrycie 4a-metyloA7cholesterolu (VII) (metostenol) (21) i citrosta-
dienolu (VIII) (44) sugeruje, ze grupa metylowa przy C-14 ulega wczesniej
eliminacji niz przy C-4.

Metostenol wykryto zarébwno w Swiecie roslinnym (21) jak i zwierze-
cym (27, 69), z materiatu zwierzecego wyizolowano réwniez As izomer me-
tostenolu (35). W roS$linach istnieje mozliwos$¢ eliminacji grup metylowych
w innej kolejnosci niz u zwierzat. W 1963 roku Djerassi (22) w Penio-
cereus macdougalli zidentyfikowat macdougalline (IX), zwigzek zawiera-
jacy grupe metylowag w pozycji C-14, ktéry zdaniem tego autora powstaje
z lanosterolu przez usuniecie grup metylowych w pozycji C-4. Obecno$¢
jednej grupy metylowej przy C-4 z jednoczesng obecno$cig grupy mety-
lowej w pozycji C-14 stwierdzono w cykloeukalenolu (X) (18) i w blisko
spokrewnionym z tym zwiazkiem alkaloidzie cyklobuksynie (XI) (13).

W tkankach ros$linnych znaleziono réwniez trojterpeny pieciocykliczne
demetylowane w pozycji C-4 — celastrol (XII) i pristimeryne (28) oraz
w pozycji C-17 — albigenine (XIV) (7).
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Obecnos$¢ demetylowanych tréjterpenéw zaréwno cztero- jak i piecio-
cyklicznych sugeruje istnienie mechanizmoéw demetylujacych dla obu tych
grup zwigzkow.

W przeciwienstwie do wyzej oméwionych reakcji demetylacji lanoste-
rolu utlenienie i dekarboksylacja tréjterpenow czterocyklicznych moze
dotyczy¢ rowniez tancucha bocznego, przy czym grupy metylowe przy
C-4 pozostajg nienaruszone (11).

Utlenianie grup metylowych trojterpendw pieciocyklicznych nie pro-
wadzi zwykle do ich eliminacji. Wyjatkowo tatwo ulega utlenieniu do gru-
py karboksylowej grupa metylowa przy C-17. W$rdéd wszystkich piecio-
cyklicznych kwasow trdjterpenowych istniejg zaledwie nieliczne wyjatki,
w ktérych grupa karboksylowa znajduje sie przy innych weglach czastecz-
ki; nalezy do nich kwas komowy (XV) (66), ktory ma grupe karboksylowg
przy C-4 i dwie grupy hydroksylowe w pozycji C-2 i C-3. Oprécz grupy
hydroksylowej przy C-3, ktéra wystepuje w kazdym naturalnym zwigzku
z grupy tréjterpenoidéw, wprowadzane sg dodatkowe grupy hydroksylo-
we w rozmaite pozycje uktadu tréjterpenowego (C-2, C-8, C-12, C-20).
Z materiatu roslinnego wyodrebniono alkohole tréjterpenowe jedno-,
dwu-, trdj- i czterowodorotlenowe. W wyniku dalszego utleniania zwiaz-
kow hydroksylowanych w pozycji C-2 i C-3 moze doj$¢ do otwarcia pier-
$cienia A z wytworzeniem jednej lub dwdch grup karboksylowych. Przy-
ktadem tego typu przemian moze by¢ powstawanie kwasu nyktantowego
(XVI1) (4) lub oleanotréjkarboksylowego (XVII) (19).

W czasie tego utleniania grupy metylowe przy C-4 i C-14 pozostaja
nienaruszone. Ukladdw enzymatycznych Kkierujgcych wprowadzaniem
grup funkcyjnych do tréjterpendéw pieciocyklicznych nie udato sie do
chwili obecnej wyizolowaé. Reakcje utleniania tréjterpendw zachodza
w starszych tkankach roslinnych, w mtodych roslinach wystepujg zwigzki
zawierajgce zwykle jedng grupe OH.

Badania nad pochodzeniem grup metylowych, etylowych lub etyleno-
wych wystepujacych w tanicuchach bocznych steroli i trojterpenéw czte-
rocyklicznych wykazaty, ze ich donorem jest metionina. Stwierdzenie
bezposredniego wprowadzenia grupy metylowej z metioniny w pozycje
24 ergosterolu byto pierwszym opisanym przypadkiem C-metylacji przy
udziale tego donora (1). Nastepnie stosujgc metionine podwdéjnie znako-
wang w grupie metylowej (-14CD3) udowodniono (39), ze we wszystkich
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przypadkach C-metylacji w tancuch boczny steroli wiaczajg sie tylko dwa
atomy wodoru z grupy metylowej metioniny, natomiast w przypadku
N-metylacji cata grupa -CH3 metioniny ulega podstawieniu (68). Dysku-
tuje sie kilka mechanizméw C-metylacji (39) przy zatozeniu, ze produkta-
mi posrednimi moga by¢:

pochodne cyklopropanu,

hydroksymetylopochodne,

metylenopochodne.

Pierwszy mechanizm przyjeto przez analogie do znanego przebiegu
C-metylacji kwasOw ttuszczowych, a drugi przez analogie do reakcji
Prinsa (71). Trzeci mechanizm wprowadzenia grupy metylowej polega
na dotaczeniu jej w pozycje 24 taricucha bocznego steroli z réwnoczesnym
przesunieciem wigzania podwdjnego, co powoduje powstanie grupy mety-
lenowej, ktéra nastepnie moze ulega¢ redukcji do grupy metylowej (39).
W wyniku nastepnej metylacji z grupy metylenowej powstaje grupa ety-
lenowa a przez jej redukcje — grupa etylowa. Wszystkie te przemiany
przedstawia rysunek 4.

11 XVl

XX XX

Rys. 4. Wprowadzenie dodatkowych grup metylowych w pozycje 24 tafncucha bocz-
nego steroli (wg 39)

11l —desmosterol, XVIII —24-metylenocholesterol, XIX — fukosterol, VI*—sitosterol

Dowoddw na pochodzenie obu atomow wegla grupy etylenowej z czyn-
nej metioniny dostarczyty badania Arigoniego (3) nad powstawa-
niem citrostadienolu (VIII) w soi. Autor ten stwierdzit rGwnomierne wig-
czanie pietna z -M4CH3 metioniny do obu atoméw wegla grupy etyleno-
wej tancucha bocznego tego zwigzku. Podobne rozmieszczenie pietna
w grupie etylowej (3-sitosterolu syntetyzowanego po podaniu radioaktyw-
nej metioniny, stwierdzili Nicholas (54) w Salvia officinalis oraz
Castle (15 w Pisum sativum. Réwniez Bader i wsp. (5 dowiedli,
ze grupa etylowa spinasterolu syntetyzowanego przez Menyanthes trifolia-
ta tworzy sie przez kolejne przenoszenie grupy metylowej z metioniny i su-
gerujg, ze posrednim produktem w tej reakcji moze by¢ 24-metylenopo-
chodna. Ponadto Mercer (45) stwierdzit, ze zarbwno w grupie winy-

* W rysunku zamiast VI wstawiono omytkowo XX
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lowej fukosterolu (z Fucus spUralis) jak i w grupie etylowej P-sitosterolu
(z grochu i modrzewia) syntetyzowanych w obecnosci metioniny podwdj-
nie znakowanej w grupie metylowej (-14CT3, dwa atomy wegla i cztery
atomy wodoru pochodzg z tego donora. Sugeruje to, ze grupa winylowa
na C-24 tancucha bocznego steroli jest prekursorem grupy etylowej.

Lederer (39 wykryt w pytkach kwiatowych caty szereg homolo-
giczny steroli, ktdére zawierajg grupy metylenowg, metylowg, etylenowg
i etylowg na C-24, co wskazuje na opisany wyzej mechanizm metylacji.

Réwnolegte doswiadczenia (15, 54) z wbudowywaniem znaczonej etio-
niny wykazaty, ze jest ona donorem grup etylowych tylko w niewielkim
stopniu.

Wydaje sie, ze prekursorem steroli ro$linnych jest zymosterol, nato-
miast takie tréjterpeny, jak kwas polyporenowy (XX), eburikowy (XXI),
cyklolaudenol (XXI1) powstawatlyby bezposrednio z lanosterolu, ktory
w tym przypadku bytby akceptorem grupy metylowej.

Il. Zmiany poziomu i skfadu tréjterpendw i steroli
W czasie wegetacji

Od momentu kietkowania do chwili utworzenia nowych nasion wyréz-
nia sie podstawowe cztery stadia rozwojowe. W pierwszym z nich, w sta-
dium kietkowania, czynnikiem decydujagcym o rozwoju jest temperatura.
W trzech dalszych stadiach — Swiatlo. Stadium drugie od ukazania sie
pierwszych lisci do okresu kwitnienia jest regulowane dtugosciag okreséw
naswietlania. Trzecie stadium odpowiadajace kwitnieniu regulowane jest
sktadem widma Swietlnego a stadium czwarte, tworzenie sie nasion i owo-
cow, jest pod kontrolg natezenia Swiatla.

Sktad jakoSciowy trojterpendw i steroli stosunkowo najlepiej zostat
zbadany w nasionach zbdz. W zarodkach zb6z wystepujg wolne lub zwia-
zane estrowo sterole i tréjterpeny czterocykliczne, a z trojterpendw pie-

4 Postepy Biochemii
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ciocyklicznych najcze$ciej wystepuje P-amyryna. W czasie kietkowania,
trojterpenoidy, ktére w nasieniu stanowia frakcje przechodzacg do wy-
ciggu eterowego, mogg pojawiaé sie w postaci rozpuszczalnych w wodzie
potaczen, powstajacych prawdopodobnie w wyniku potgczenia z cukrami
lub nukleotydami. W ekstraktach wodnych kietkujacej kukurydzy znale-
ziono zwiazki o charakterze zasad, ktére jak wykazat Burlet (12)
przyspieszajg wzrost i podziat mikroorganizmow. Faudi (26) stwier-
dzit, ze dziatajg one rowniez na ro$liny wyzsze i w zalezno$ci od stezenia
stymulujg lub hamuja podziaty komdérkowe. Przypuszcza sie, ze zwigzki
te sq potaczeniami tréjterpenéw z ADP lub ATP (10).

Pierwsze badania nad przemiang tréjterpendw w okresie wegetacyj-
nym polegaty na okre$leniu aktywnos$ci hemolitycznej wyciggéw z ma-
teriatu roslinnego. Kroeber (38) w 1929 r. zastosowal te metode do
badania zmian zawarto$ci saponin w Agrostamma githago i Saponaria offi-
cinalis w roznych stadiach wzrostu tych roslin i stwierdzit podwyzszenie
poziomu saponin we wszystkich organach rosliny w okresie kwitnienia.
Schumann (61) w roku 1941 badat aktywno$¢ hemolityczng 19 ga-
tunkéw Primula w ciggu catego roku i stwierdzit, ze pierwsze maksimum
aktywnos$ci wyciggu z kigczy odpowiada okresowi kwitnienia, a drugie,
znacznie wyzsze, pojawia sie w pierwszych miesigcach zimy w okresie
tworzenia pakdw, ktére nastepnego roku dadzg pedy. Aktywnos$¢ hemoli-
tyczna lisci wykazywata rowniez maksimum w okresie kwitnienia. N e -
tien (47) badal aktywno$¢ hemolityczng w poszczegdlnych organach
Saponaria ojjicinalis oznaczajac jednocze$nie po hydrolizie kwasowej agli-
kon saponiny — gipsogenine metodg turbidymetryczng. Stwierdzit on, Zze
saponina powstaje we wszystkich organach w czasie tworzenia lisci. Mto-
de nasiona Saponaria zawierajag mato saponiny, ale jej ilos¢ zwieksza sie
w czasie dojrzewania. Najwieksze nagromadzenie saponiny daje sie zau-
wazy¢ na wiosne w kwiatach i w pakach kigczy.

Metoda hemolityczng jest mato doktadna, zwtaszcza jesli sie jg stosuje
do wyciggow roslinnych, w ktorych oprécz saponin moga wystepowac inne
zwigzki wykazujagce rowniez aktywnos$¢ hemolityczng. Jednakze omdéwione
badania odnoszg sie do roslin zawierajgcych duze ilosci saponin trojter-
penowych, wykazujgcych silng aktywno$¢ hemolityczng. Ponadto N e-
tien oznaczajagc réwnoczesnie aglikon otrzymat takie same wyniki jak
Schumann, ktéry stosowat wytgcznie test hemolityczny, co wskazuje
na uzytecznos$¢ testu hemolitycznego dla celow poréwnawczych.

Zastosowanie metod rozdzialu chromatograficznego i oznaczenia agli-
konoéw saponin lub wolnych terpenoidéw metodami chemicznymi pozwo-
lito na doktadniejsze zbadanie jakoSciowych i ilosciowych przemian tych
zwigzkéw w okresie wegetacji roslin.

Badania nad witgczaniem znakowanych prekursoréw do steroli i trdj-
terpendw wykazaty, ze mitode rosliny majg zdolno$¢ biosyntezy de novo
trojterpendw i steroli. Siewki soi rownolegle syntetyzuja p-sitosterol, tréj-
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terpeny czterocykliczne i sojasapogenole (trojterpeny pieciocykliczne)
(2, 3, 29). W kietkujacym grochu bardzo aktywna jest biosynteza P-amy-
ryny, natomiast wolniej przebiega biosynteza steroli (6).

Enslin i Rehm (23, 24, 58) stosujagc metode chromatograficzng
i wagowe oznaczanie ilosci glikozyddw ustalili w swoich badaniach nad
kukurbitacynami (tréjterpenami czterocyklicznymi) 21 gatunkéw roslin
z rodziny Cucurbitaceae, ze w czasie wzrostu rosliny zwiazki te podlegaja
zmianom nie tylko ilosciowym, ale rowniez jakoSciowym. Zarodek ziarna
w stanie spoczynku nie zawiera kukurbitacyn, w mtodych roslinach nato-
miast pojawiaty sie one zawsze, nawet w gatunkach, ktére w pdzniejszych
stadiach rozwoju ich nie zawieraty. W mtodych roélinach zwigzki te wy-
stepuja zawsze w postaci glikozydéw. Siewki ro$lin rodziny Cucurbitaceae
zawieraly na ogot trzy kukurbitacyny, natomiast w roslinach dorostych,
w ktérych ,substancje gorzkie” sg obecne przez caly okres wegetacji
moze by¢ nawet 8 kukurbitacyn.

Nicholas iwsp. (31, 48, 49) znalezli w mtodych siewkach Plantago
major tylko P-sitosterol i trojterpeny czterocykliczne, natomiast kwas
ursolowy pojawiat sie w okresie wyrastania pierwszych lisci w catej ro-
Slinie, a kwas oleanolowy tylko w czesciach nadziemnych w okresie kwit-
nienia. Najwyzszy poziom glikozydow stwierdzono w kwiatach i lisciach.
W Chenopodium album badacze ci stwierdzili obecno$¢ steroli w catej
roslinie od pierwszych stadiow wegetacji, natomiast kwas oleanolowy po-
jawiat sie dopiero w okresie kwitnienia i tylko w kwiatach.

Inna praca tych samych autoréw przynosi bardziej szczegétowe opra-
cowanie zmian ilosciowych i jakosciowych w okresie wegetacyjnym
u Salvia officinalis i Ocimum basilicum (49). Nasiona obu tych roslin
w stanie spoczynku zawierajg tylko sterole — gtéwnie P-sitosterol. W Sal-
via officinalis kwasy trdjterpenowe (kwasy ursolowe i oleanolowy) poja-
wiajg sie w miodych siewkach i poziom ich wzrasta w miare wzrostu ro-
Sliny. Najwieksze stezenie steroli i kwasu oleanolowego wystepuje w lis-
ciach w okresie kwitnienia, natomiast kwasow ursolowych — w kwiatach
tej rosliny. Podobne zmiany zaobserwowano w Ocimum basilicum. W jed-
notygodniowych siewkach tej rosliny znajduje sie |3-sitosterol oraz zwiaz-
ki, ktore dajg reakcje Liebermana-Burcharda — prawdopodobnie gliko-
zydy kwasow tréjterpenowych (kwaséw ursolowych i kwasu oleanolo-
wego). W piagtym tygodniu rosliny zawieraja wolne sterole i kwasy ur-
solowe, w tym samym okresie znikajg glikozydy trdjterpenowe. W okre-
sie kwitnienia podnosi sie zawarto$¢ steroli, a wolny kwas ursolowy wy-
stepuje we wszystkich organach nadziemnych, w najwiekszym stezeniu
znajduje sie on w liSciach gdrnych pieter i kwiatach. Oprocz tego w kwia-
tach pojawia sie kwas oleanolowy.

Badania Kasprzyk i Fonberg (36) nad rozmieszczeniem
i zmianami iloSciowymi tréjterpenow i steroli w nogietku (Calendula offi-
cinalis) wykazaly, ze w nasionach tej rosliny znajdujg sie jedynie sterole
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i zwiazany glikozydowo kwas oleanolowy. Biosynteza de novo tych zwigz-
kéw rozpoczyna sie w siewce w momencie kiedy zaczynajg zielenie¢ lis-
cienie i zachodzi w miodych lisciach do chwili osiggniecia przez nie pet-
nego wzrostu. Sterole i glikozydy kwasu oleanolowego wystepujg we
wszystkich czesciach rosliny w czasie catego okresu wegetacji, zwigzkom
tym towarzyszg drobne ilosci P-amyryny. W okresie kwitnienia podnosi
sie zawartos$¢ steroli w miodych tkankach rosliny, a niektore organy: ko-
rzeh, kwiaty i mitode liscie zaczynaja wybidrczo gromadzi¢ tréjterpeny.
W organach tych gromadzi sie kwas oleanolowy zwigzany glikozydowo,
a ponadto w paku kwiatowym powstajg de novo alkohole trojterpenowe
z grupy a-amyryny, ktére wystepujg w postaci wolnej i zwigzane estrowo.
Sg to alkohol jednowodorotlenowy kalendol i powstajgce nieco pdzZniej
dwuwodorotlenowe alkohole — faradiol i arnidiol. Alkohole tréjterpeno-
we nie sg transportowane do innych czesci ro$liny. Wzrost zawartosci ste-
roli i kwasu oleanolowego w siewce jak rowniez wzrost zawartosci
wszystkich zwigzkéw trdjterpenocidowych w kwiecie jest rownoleglty. Za-
obserwowane fakty, mogag S$wiadczy¢ o specyficznej roli trojterpendw
przynajmniej w niektérych okresach wegetacji roslin, np. w okresie kwit-
nienia. Jednakze, jak juz zaznaczono uprzednio, rola tréjterpenéw w fizjo-
logii roslin nie jest wyjasniona i zagadnienie to wymaga dalszych badan.

Biosynteze tréjterpenoidéw w izolowanych organach ros$lin badat N i-
cholas (50) przy uzyciu znakowanych prekursoréw. Stosujagc metode
(37) polegajaca na obcinaniu pod wodg organdw roslin i podawaniu zna-
kowanego 2-14C-octanu i mewalonianu w roztworze wodnym autor ten
stwierdzit, ze w izolowanych organach Salvia officinalis (liscie, todygi,
kwiaty) przebiega biosynteza in situ zaréwno steroli jak i tréjterpendw.
Nicholas badat podang powyzej metoda réwniez kinetyke biosyntezy ste-
roli i tréjterpendéw w Salvia sclarea (52), Salvia officinalis (51) i Ocimum
basilicum (53), stosujac jako prekursory 2-14C-octan i 2-14C-mewalonian
i badajac nastepnie frakcje skwalenu, kwaséw trdjterpenowych i steroli.
Aktywnos$¢ wiasciwa skwalenu osiggata maksimum po 50 minutach, a ak-
tywnos$¢ steroli po 20 godzinach. Taka samg kolejno$¢ biosyntezy obserwu-
je sie u zwierzat i grzybéw. Trdéjterpeny natomiast (kwas oleanolowy
i kwasy ursolowe) osiggaja gorng granice aktywnosci wtasciwej po okoto
trzech tygodniach. A wiec w tym przypadku nie stwierdzono réwnolegtej
biosyntezy trojterpendw i steroli.

Na podstawie omowionych prac mozna wnioskowac, ze stadium Kkiet-
kowania charakteryzuje sie pojawianiem steroli i trojterpendw cztero-
cyklicznych, a czasem réwniez P-amyryny. Zwigzki te wystepujg czesto
w postaci rozpuszczalnych w wodzie glikozydoéw lub nukleotydow. Nawet
te rosliny, ktére w pozniejszym okresie rozwoju zawierajg trojterpeny
w stanie wolnym tworzg w pierwszym okresie rozwoju odpowiednie gli-
kozydy (np. ro$liny z rodziny Cucurbitaceae, O. basilicum). Mtode siewki
zawierajg na ogot sterole i trojterpeny czterocykliczne, natomiast troj-
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terpeny pieciocykliczne z wyjatkiem P-amyryny powstajg pézniej. Wy-
daje sie, ze biosynteza tréjterpendéw pieciocyklicznych jest zwigzana z po-
jawieniem sie chlorofilu w ro$linach. Obecno$¢ duzej iloSci glikozyddw
trojterpenowych w rosnacych i réznicujacych sie tkankach roslin nasuwa
przypuszczenie, ze zwigzki te odgrywaja jakas$ role fizjologiczng. W okre-
sie kwitnienia obserwuje sie synteze i nagromadzanie nowych tréjterpe-
néw przewaznie w postaci wolnej lub zwigzanych estrowo. Wbudowywa-
nie znakowanych prekursoréw do tréjterpenoidéw przez izolowane organy
roslin wskazywatoby na zdolno$¢ biosyntezy in situ tych zwigzkow we
wszystkich organach nadziemnych. :

I11. Uwagi kohcowe

Wyniki oméwionych badan wskazujg, ze biosynteza tréjterpenéw czte-
rocyklicznych i steroli w ro$linach wyzszych przebiega przy udziale po-
dobnych uktadéw enzymatycznych jak u zwierzat i grzybéw. Swiadczy
o tym miejsce whudowania radioaktywnych atomoéw wegla prekursoréw,
w skwalenie, lanosterolu i sterolach. Ostatnio stwierdzono wigczanie in
vivo do trojterpendéw pieciocyklicznych ((3-amyryny) 14C i T mewalonianu
znakowanego podwdjnie (2-14C-4R-T) w stosunku 6:6 (57). Wyniki te sa
zgodne z biogenetyczng teorig Ruziczki-Eschenmosera.

Jednakze nie udato sie do tej pory wyodrebni¢ z materiatu roslinnego
posrednich zwigzkéw miedzy skwalenem i lanosterolem i tréjterpenami
pieciocyklicznymi ani tez wyizolowaé uktadéw enzymatycznych katali-
zujacych poszczeg6lne etapy ich biosyntezy. Takze dalsze przemiany tréj-
terpenow w roslinach sg w chwili obecnej mato zbadane. Wyjasnienia wy-
maga réwniez miejsce biosyntezy trdjterpendéw pieciocyklicznych w ko-
marce.

Wydaje sie, ze zastosowanie nowych sposobéw podawania roslinom
znakowanych prekursoréw in vivo oraz prowadzenie prac na homogena-
tach tkanek roslinnych pozwolg na rozwigzanie w najblizszych latach nie-
ktérych z wymienionych zagadnien.

Rola tréjterpendw i steroli w roslinach jest w chwili obecnej zagad-
nieniem prawie nie wyjasnionym. Wydaje sie, ze sterole oprocz swej nie-
watpliwej roli w budowie btony komorkowej moga mieé rowniez funkcje
zblizone do roli hormondéw dziatajagc w aktywnych potgczeniach z innymi
zwigzkami. Podobienstwo budowy niektorych tréjterpendw czterocyklicz-
nych jak réwniez stwierdzone in vitro zastepowanie steroli przez tréjter-
peny w bionie komdrkowej sugeruje, ze w ro$linie zwiazki te moga mieé
podobne znaczenie.
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Il Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
Warszawa

W dniach 4—7 kwietnia odbyt sie w Warszawie Il Zjazd Federacji Europejskich
Towarzystw Biochemicznych zorganizowany przez Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne. W zjezdzie wzieto udziat 1570 os6b w tym 545 z Polski i 1025 z zagranicy.
Uczestnicy reprezentowali o$rodki naukowe wszystkich krajéw Europy oraz szeregu
krajéw zamorskich.

W ramach Zjazdu odbyto sie Sympozjum na temat struktury i funkcji elemen-
tow genetycznych (zorganizowane przez D. Shugara), Kollokwium o biochemii
mitochondriéw (zorganizowane przez E. C. Slatera, L Wojtczaka i Z Ka-
ni uge) oraz Kollokwium o biochemii ptytek krwi (zorganizowane przez E. K o-
walskiego i S. Niewiarowskiego). Ponadto na licznych réwnolegtych
posiedzeniach przedstawiono 303 doniesienia z réznych dziedzin biochemii.

Zjazd zostat otwarty sesja inauguracyjng w sali kongresowej Patacu Kultury
i Nauki. Na sesji odczytano list do uczestnikdw Przewodniczagcego Komitetu Nauki
i Techniki Wicepremiera E. Szyra, przeméwienia powitalne wygtosili Prezes
Polskiej Akademii Nauk J. Groszkowski i Prezydent Miedzynarodowej Unii
Biochemicznej S. Ochoa, a P. Grabar wyglosit wyktad pt. Immunochemia
biatek.

W obradach Sympozjum przedstawiono 16 referatdw programowych obejmujg-
cych catoksztatt wspotczesnej wiedzy o molekularnych mechanizmach dziedziczenia.
Szczegblnym zainteresowaniem cieszyta sie sesja 0 kodzie genetycznym, na ktérej
referaty wygtosili H. Khorana, S. Ochoa i H Mathaei. Kollokwium
0 biochemii mitochondriéw zgromadzito wielu najwybitniejszych badaczy z tej
dziedziny. Przedstawili oni nowe wyniki badan nad mechanizmem fosforylacji oksy-
datywnej i interesujace hipotezy dotyczace mechanizmu magazynowania energii.
Referaty E. C. Slatera i H Krebsa wzbudzily zywe zainteresowanie. Kol-
lokwium o ptytkach krwi byto pierwszym spotkaniem biochemikéw zajmujacych
sie t3 nowg i dynamicznie rozwijajagcg sie dziedzing. Zagadnienia biochemii ptytek
krwi oméwiono wszechstronnie poczgwszy od metabolizmu nukleotydowego ptytek
(T. H. Spaet) az do roli lizosoméw w funkcji ptytek (E. Kowalski). Szcze-
g6towe sprawozdanie ze Zjazdu ukaze sie w czwartym zeszycie tego tomu Postepow
Biochemii.
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KRYSTYNA BELZECKA *

Zaburzenia biochemiczne w fenyloketonurii
The Biochemie Lesions in Phenylketonuria

The metabolism of phenylalanine, the interference of phenylalanine or its
metabolites with enzymic systems and the pathogenesis of the mental defect in
phenylketonuria are discussed.

Z hydroksylacjg fenyloalaniny wigze sie wystepowanie wrodzonego
bloku metabolicznego zwanego fenyloketonurig (Oligophrenia phenylpy-
ruvica). Mechanizm hydroksylacji fenyloalaniny u zwierzagt omoéwiono
w oddzielnym artykule w Postepach Biochemii 8, 475 (1962). Blok me-
taboliczny w fenyloketonurii polega na braku w watrobie frakcji enzyma-
tycznej I, ktéra w obecnosci czterohydropterydyny utlenia fenyloalanine
do tyrozyny, natomiast obecna jest frakcja Il uktadu hydroksylujacego,
katalizujgca przy udziale NADPH2 redukcje nieczynnej dwuhydroptery-
dyny do jej formy aktywnej 5,6,7,8-czterohydropterydyny.

frakcja
enzym. |
fenyloalanina f-5,6,7,8-czterohydropterydyna-f 0 2----------- dyrozyna -f-
-fH2 + dwuhydropterydyna
frakcja
enzym. |

dwuhydropterydyna+NADPH+H +-------—--- 45,6,7,8-cztero-
hydropterydyna-fNADP+

W roku 1934 Foiling (15) po raz pierwszy znalazt w moczu nie-
ktérych dzieci uposledzonych umystowo znaczne ilosci kwasu fenylopiro-
gronowego. Od tego czasu zidentyfikowano szereg innych przypadkéw
fenyloketonurii i rozpoczeto szerokie badania biochemiczne i genetyczne
nad wyjasnieniem tego zagadnienia. Jervis (20) w 1947 roku stwier-
dzit w przypadkach fenyloketonurii zablokowanie przemiany fenyloalaniny
do tyrozyny. Wykaza¢ on, ze u ludzi zdrowych podawanie fenyloalaniny
prowadzi do wyraznego podniesienia sie poziomu tyrozyny we krwi, na-
tomiast u chorych na fenyloketonurie zjawisko to nie wystepuje. Uden -
friend i Bessman (43) podawali doustnie znaczong 1C-fenyloala—

* Dr, adiunkt Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Warszawie,.
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ning zdrowym ichorym na fenyloketonurie a nastepnie izolowali z biatek
osocza tyrozyne i fenyloalanine i oznaczali ich radioaktywnos$é witasciwa.
Stosunek aktywnos$ci tyrozyny do aktywnosci fenyloalaniny, przyjety
jako wskaznik stopnia przeksztatcenia fenyloalaniny w tyrozyne, wyka-
zywat u os6b zdrowych warto$ci 10 razy wyzsze niz u chorych. W roku
1953 Jervis (22) stwierdzit bezposrednio w wyciagach z watroby uzy-
skanych przy sekcji zwtok osob chorych brak aktywnos$ci hydroksylazo-
wej. Badanag aktywno$¢ wykazywaty natomiast wyciggi z watrob oséb
zdrowych. Wyniki te potwierdzili p6zniej Wallace, Moldave
i Meister (45) stosujagc do badan probki watroby uzyskane przez
biopsje. W roku 1957 Mitom a Auld i Udenfriend (32) stwier-
dzili, ze w watrobie chorych na fenyloketonurie brak jest frakcji enzy-
matycznej L

Blok enzymatyczny powoduje u chorych wzrost zawartosci fenyloala-
niny w osoczu do 20—60mg°/o (4, 7, 9, 25), podczas gdy u osob zdrowych
aminokwas ten wystepuje w stezeniu rzedu I,5mg°/o. Zwiekszone do
7mg% iloSci fenyloalaniny stwierdzono réwniez w ptynie mdzgowo-rdze-
niowym, co stanowi przyrost tego samego rzedu jaki spotyka sie we
krwi (9, 19).

W moczu chorych na fenyloketonurie wydala sie fenyloalanina (21)
jak rowniez szereg jej metabolitow. Wiadomo obecnie, ze obok kwasu
fenylopirogronowego, pierwszego metabolitu znalezionego w nadmier-
nych ilosciach w moczu, regularnie wystepujg takze kwas fenylomleko-
wy (13, 21, 50) oraz fenyloacetyloglutamina (49). llos¢ tych substancji
waha sie w zaleznosci od diety i wagi pacjenta, w granicach 0,5—2g na
dobe. W moczu chorych wykryto ponadto kwas o-hydroksyfenylooctowy
wydalany w ilosci 0,1—0,4g na dobe oraz kwasy: indolooctowy i indolo-
mlekowy w ilosciach 0,02—0,15g na dobe (2, 3). Podano réwniez, ze wy-
dalanie kwaséw: p-hydroksyfenylomlekowego i p-hydroksyfenylooctowe-
go moze nieco wzrosngc¢ (10).

Kwas fenylopirogronowy stanowiagcy 1/3 wydalanych metabolitéw fe-
nyloalaniny jest jedynym zwigzkiem, ktdrego obecno$é stwierdzono row-
niez we krwi w ilosci 0,31—1JBmg0/» oraz w pocie 6—56mg% (21). W mo-
czu pojawia sie on w momencie, gdy poziom fenyloalaniny we krwi prze-
kroczy 15mg%. Kwas fenylopirogronowy moze powstawa¢ z fenyloala-
niny pod dziataniem oksydazy L-aminokwaséw lub na drodze transamina-
cji. Dowod na znaczenie transaminacji w tworzeniu sie tego kwasu uzy-
skali Meister i wsp. (31), ktorzy stwierdzili 40% zmniejszenie sie
wydalania kwasu fenylopirogronowego po podaniu pacjentom duzych
ilosci glutaminy. Kwas glutaminowy i asparagina powodowaty ten sam
efekt, cho¢ w mniejszym stopniu. Otrzymane wyniki ttumacza autorzy
przesunieciem réwnowagi reakcji transaminacji na skutek zwiekszonego
stezenia dawcy grup a-aminowych. Dotad brak danych na temat aktywnos-
ci aminotransferazy fenyloalaninowej w fenyloketonurii wrodzonej.
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Niewiele stosunkowo wiadomo rowniez o tworzeniu sie kwasu fenylo-
mlekowego, stanowigcego 1/5 wydalanych metabolitow fenyloalaniny.
Jego konfiguracja I wskazuje na to, ze moze on powstawaé z kwasu feny-
lopirogronowego pod dziataniem dehydrogenazy mleczanowej w nerkach
lub innych tkankach. Meister (28) stwierdzit, ze krystaliczna dehy-
drogenaza L-mleczanowa z serca wotu redukuje ketokwasy odpowiadajgce
wiegkszosci naturalnych aminokwaséw.

Wyjasnienie drogi powstawania wydalanego kwasu fenylooctowego
w postaci fenyloacetyloglutaminy napotkato na duze trudnosci. Dobrze
poznana oksydacyjna dekarboksylacja a-ketokwasow nie zostata dla kwa-
su fenylopirogronowego stwierdzona in vitro. Mozna przypuszczaé, ze
analogicznie do przeksztatcenia kwasu pirogronowego do acetylo-CoA
tworzy sie fenyloacetylo-CoA. Moldave i Meister (34) wykazali,
ze preparaty z ludzkiej watroby i nerki katalizujg powstawanie fenylo-
acetyloglutaminy z glutaminy i fenyloacetylo-CoA. Meister (30)
stwierdzit nawet, ze w skrawkach watroby otrzymanych przez biopsje od
pacjenta z fenyloketonurig, powstawanie fenyloacetyloglutaminy odbywa
sie znacznie szybciej niz w watrobie cztowieka zdrowego. Kwas fenylo-
octowy magtby roéwniez tworzy¢ sie z kwasu fenylopirogronowego pod
dziataniem zwykiej dekarboksylazy a nastepnie dehydrogenazy alde-
hydowej. Trzecig mozliwg drogg powstawania kwasu fenylooctowego jest
jego tworzenie sie poprzez produkt dekarboksylacji fenyloalaniny — fe-
nyloetyloamine, ktéra z kolei pod wptywem oksydazy monoaminowej
przeksztatca sie w aldehyd fenylooctowy a nastepnie pod dziataniem de-
hydrogenazy aldehydowej w kwas fenylooctowy.

Mozliwe drogi metaboliczne tworzenia sie kwasu fenylooctowego w fe-
nyloketonurii ilustruje schemat 1 podany przez Lymana (27).

Jakkolwiek nie ulega watpliwosci, ze podstawowym zaburzeniem bio-
chemicznym wystepujacym w fenyloketonurii jest brak frakcji enzyma-

Aminotransferaza Dekarboksylaza
Fenyloalanina

i .
Kwas fenylopirogronowy Fenyloetyloamina

Oksydaza
Dekarboksylaia Fenyloacetaldehyd onoaminowa
Dehydrogenaza
Oksydatywna aldehydowa
dekarboksylaza Kwas fenylooctowy Fenyloacetyloglukuronid
Fe ny!:oacletyb-c 0A Fenyloacetyloglutamina

Schemat 1. Mozliwe drogi metaboliczne tworzenia sie kwasu fenylooctowego w fe-
nyloketonurii (wg 27)

Reprodukowane z F. Ly man, Phenylketonuria, 1963, za zezwoleniem wydawcy Charles C
Thomas Publisher, Springfield, Illinois
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tycznej hydroksylujgcej fenyloalanine w pozycji para, to jednak pozostaje
szereg niewyjasnionych aspektéw tego schorzenia.

Dotychczas nie jest znany mechanizm tworzenia sie kwasu o-hydro-
ksyfenylooctowego. Obecno$¢ w moczu chorych zwiekszonych ilosci kwa-
su o-hydroksyfenylooctowego mozna nawet uwazaé za bardziej charak-
terystyczng dla fenyloketonurii niz wydalanie kwasu fenylopirogrono-
wego. Przy 15mg°/o stezeniu fenyloalaniny w osoczu kwas o-hydroksyfe-
nylooctowy wydalany jest w moczu w iloSciach 50—60mg, podczas gdy
kwasu fenylopirogronowego przy tym stezeniu fenyloalaniny nigdy nie
stwierdzono. Prekursorem dla kwasu o-hydroksyfenylooctowego jest fe-
nyloalanina (44) i wydalana jego ilos¢ jest proporcjonalna do poziomu
fenyloalaniny w osoczu dorostych chorych na fenyloketonurie (3). Kwas
o-hydroksyfenylooctowy moze powstawaé réwniez z o-tyrozyny oraz
z kwasu fenylopirogronowego. Podanie doustne fenylopirogronianu sodo-
wego powoduje zwiekszone wydalanie kwasu o-hydroksyfenylooctowe-
go (41). Hydroksylaza fenyloalaninowa otrzymana z watroby wprowadza
grupe -OH specyficznie w potozenie para do reszty alaniny. Jest mozliwe,
ze istniejg inne mechanizmy przeprowadzajgce reakcje hydroksylacji
w potozeniu orto, przy czym moga one nabiera¢ znaczenia dopiero wéw-
czas, gdy normalna droga przeksztatcania sie fenyloalaniny jest zabloko-
wana.

Metabolitem fenyloalaniny pojawiajgcym sie rowniez w zwiekszonych
iloSciach w moczu chorych na fenyloketonurie jest kwas hipurowy (16).
Wydaje sie, ze kwas benzoesowy moze powsta¢ z fenyloalaniny w sposéb
podobny do stwierdzonego przez Booth a i wsp. (8 przeksztatcenia ty-
rozyny do kwasu p-hydroksybenzoesowego u szczuréw i krélikéw wg su-
gerowanego ciggu reakcji:

tyrozyna”-kwas p-hydroksyfenylopirogronowy->kwas
p-hydroksyfenylomlekowy
}

kwas p-hydroksybenzoesowy<-kwas p-kumarowy

Do nieprawidtowos$ci drugorzedowych wystepujacych w fenyloketo-
nurii nalezy zaliczy¢ przede wszystkim ograniczone powstawanie mela-
nin (12, 29, 33). Przyczyng tego zaburzenia moze by¢ hamowanie przez
nagromadzong fenyloalanine i jej metabolity enzymu tyrozynazy — mie-
dzioproteidu, ktory katalizuje przejscie tyrozyny w 3,4-dwuhydroksyfe-
nyloalanine (DOPA) z rownoczesnym utlenieniem do DOPAchinonu,
pierwszego zwigzku na drodze syntezy barwnikéw melaninowych.

Z ostatnich badan Nagatsu, Levitta orazUdenfrienda (35)
wynika, ze DOPA moze powsta¢ z tyrozyny nie tylko pod dziataniem ty-
rozynazy. Autorzy wyizolowali z nadnerczy wotu inng hydroksylaze tyro-
zyny i stwierdzili, ze kofaktorem jej jest czterohydropterydyna, co moze
wskazywac¢ na analogie tego uktadu enzymatycznego z hydroksylazg fe-
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nyloalaninowg. Obecno$¢ tej hydroksylazy tyrozyny stwierdzono w rdze-
niu nadnerczy i mozgu zwierzagt. Zmniejszone tworzenie sie u cho-
rych na fenyloketonurie noradrenaliny i adrenaliny, wykazane przez
Weil-Malherbe (46) mogtoby by¢ w Swietle badan Nagatsu
i wsp. wynikiem hamowania hydroksylazy tyrozyny przez fenyloalanine
oraz jej metabolity. Jednak z badan Boylena i Quastela (11) wy-
nika, ze fenyloalanina nie ma wptywu na biosynteze 14C-adrenaliny
z 14C-tyrozyny w skrawkach nadnerczy swinki morskiej. Dodanie fenylo-
pirogronianu sodowego w ilosci poréwnywalnej do poziomu spotykanego
we krwi chorych na fenyloketonurie powodowato natomiast 50% zahamo-
wanie tworzenia sie adrenaliny przy roéwnoczesnym gromadzeniu sie
DOPA. Wyniki te wskazuja, ze przyczyng zmniejszonego powstawania
adrenaliny moze by¢ w fenyloketonurii hamujace dziatanie kwasu feny-
lopirogronowego na aktywnos$¢ dekarboksylazy DOPA.

Zaburzenia obserwowane w fenyloketonurii dotyczg réwniez dekarbo-
ksylacji 5-hydroksytryptofanu, o czym $wiadczy zmniejszony poziom se-
rotoniny w osoczu chorych (37) oraz wydalanie zmniejszonych ilosci kwa-
su 5-hydroksyindolooctowego w moczu. Z badan Davisona i Sand-
ler a (14) wynika, ze zar6wno fenyloalanina jak i jej metabolity hamuja
in vitro aktywno$¢ dekarboksylazy 5-hydroksytryptofanu. Baldridge
i wsp. (5) stwierdzili wzrost wydalania kwasu 5-hydroksyindolooctowego
w przypadku obnizenia poziomu fenyloalaniny w osoczu chorych oraz po
podaniu L-tryptofanu osobom zdrowym.

Berry i Woolf (6) zwrécili uwage na obecno$¢ zwiazku, ktéry
interferowat w iloSciowym oznaczeniu kwasu fenylopirogronowego w mo-
czu chorych. ldentyfikacjg tego zwigzku zajeli sieBoscott i Bickel
(10) oraz Armstrong i Robinson (1), stwierdzajgc w moczu znacz-
ne ilosci kwasu p-hydroksyfenylomlekowego i p-hydroksyfenylooctowego
a nastepnie (2) obecnos¢ kwasu indolomlekowego i indolooctowego. Bada-
jac mocz dzieci chorych zywionych dietg pozbawiong fenyloalaniny zau-
wazono, ze wydalanie kwasu indolomlekowego i p-hydroksyfenylomleko-
wego zmniejszato sie dopiero w momencie, gdy poziom fenyloalaniny byt
na tyle niski, ze nie stwierdzono wydalania kwasu fenylopirogronowego.
Wyniki te wskazujg, ze tworzenie sie tych aromatycznych pochodnych
kwasu mlekowego pozostaje w zwigzku z obecnoscig kwasu fenylopiro-
gronowego, ktdrego wzmozone iloSci powodujg prawdopodobnie przesu-
niecie rdwnowagi transaminacji w kierunku tworzenia sie z tyrozyny
i tryptofanu odpowiednich ketokwaséw.

kwas fenylopirogronowy + tyrozyna->fenyloalanina + kwas
p-hydroksyfenylopirogronowy
kwas fenylopirogronowy+tryptofan->fenyloalanina + kwas
indolopirogronowy

Przy udziale dehydrogenazy mleczanowej nerek kwas p-hydroksyfe-

nylopirogronowy ulega nastepnie redukcji do kwasu p-hydroksyfenylo-
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mlekowego, natomiast kwas indolopirogronowy — do kwasu indolomle-
kowego. Wydaje sie natomiast, ze powstawanie kwasu p-hydroksyfenylo-
octowego oraz indolooctowego odbywa sie pod dziataniem flory jelitowej.

Wyzej podany schemat 2 cytowany przez Lymana (27) ilustruje
wadliwy metabolizm fenyloalaniny w fenyloketonurii.

Wydaje sie, ze charakterystyczne dla fenyloketonurii upoS$ledzenie
umystowe, jako konsekwencja tego zaburzenia metabolicznego, spowo-
dowane jest wysokim stezeniem fenyloalaniny lub jej metabolitow. Hi-
poteza o wbudowywaniu u chorych na fenyloketonurie dodatkowej feny-
loalaniny do biatka hemoglobiny okazata sie niestuszna z chwilg stwier-
dzenia, ze biatko hemoglobiny (23) jak réwniez biatka osocza tych chorych
(24) nie wykazuja réznic strukturalnych w poréwnaniu z osobnikami zdro-
wymi.

Zaburzenia w normalnym funkcjonowaniu mézgu moga by¢ rezulta-
tem zaktdcenia wewnagtrzkomorkowej rownowagi aminokwaséw, spowo-
dowanego nadmiarem fenyloalaniny w tkankach (26). Dotychczas jednak

nie przeprowadzono w przypadkach fenyloketonurii analizy wolnych
aminokwaséw w mozgu lub innych tkankach.

Brak zaleznosci pomiedzy zawartoScig fenyloalaniny we krwi oraz
iloScig kwasu fenylopirogronowego i fenylomlekowego w moczu a stop-
niem inteligencji chorych wskazuje, ze zwigzki te nie majg bezpos$rednie-
go dziatania toksycznego.

Woolf i Vulliamy (47, 48) sugerujg, ze kwas fenylooctowy jest
odpowiedzialny za zaburzenia psychiczne obserwowane w fenyloketonurii.
Hipoteze te wysuneli autorzy opierajgc sie na wynikach prac Sherw i-
na i Kennarda (40), ktérzy po podaniu dorostym zdrowym osobni-
kom 5¢g dawki kwasu fenylooctowego stwierdzili takie objawy jak prag-
nienie, nudnosci, senno$¢ i zawroty gtowy. Podanie chorym dzieciom na-
wet duzych dawek kwasu fenylooctowego byto jednak jak sie wydaje,
bez wptywu.

Kwas fenylooctowy maégtby réwniez dziataé toksycznie poprzez od-
cigganie z moézgu glutaminy do tworzenia wydalanego z moczem potgcze-
nia — fenyloacetyloglutaminy.

Istotne znaczenie dla wywotania zaburzen funkcji mdzgowych moga
mie¢ rowniez aminy. Obecnos$ci o-tyraminy — prekursora kwasu o-hydro-
ksyfenylooctowego nie stwierdzono jednak dotychczas w ptynach ustro-
jowych u chorych. Stwierdzono natomiast znaczne zwiekszenie wydala-
nia fenyloetyloaminy po podaniu chorym na fenyloketonurie inhibitoréw
oksydazy monoaminowej takich jak: |3-fenyloizopropylohydrazyna, nia-
lamid, izokarboksyazyd oraz pargylina (18, 36). Badania Perry’ego
i wsp. (39) nie wykazaty obecnosci amin w pitynie mézgowo-rdzeniowym
chorych nawet po podaniu inhibitoréw. Mozliwe jednak, ze aminy nie sg
transportowane in vivo z mozgu do ptynu médzgowo-rdzeniowego.
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Stwierdzone u chorych na fenyloketonurie obnizenie poziomu seroto-
niny mogtoby mie¢ zwigzek z upo$ledzeniem umystowym. Rola serotoni-
ny nie jest jeszcze dobrze poznana, wydaje sie jednak, ze amina ta ma
znaczenie dla funkcji centralnego systemu nerwowego. Nie stwierdzono
korelacji pomiedzy poziomem serotoniny we krwi a stopniem inteligencji
u chorych (38). Wyjasnienie tego zagadnienia przez podanie serotoniny
chorym jest niewykonalne ze wzgledu na stwierdzong niezdolno$¢ tego
zwigzku do przekroczenia bariery krew—mozg.

Kompetytywne hamowanie dekarboksylazy kwasu glutaminowego
przez pochodne fenyloalaniny, ktore wykazat in vitro Hanson (17)
a nastepnie potwierdzit Tashian (42), moze mie¢ duze znaczenie dla
tworzenia kwasu 'y-aminomastowego w mdézgu. Stezenia substratdw sto-
sowane w tych doSwiadczeniach byly jednak wyzsze niz spodziewane
in vivo.

Z przytoczonych hipotez patogenezy zaburzen umystowych towarzy-
szacych fenyloketonurii wynika, ze odpowiedzialny za wywotane zmiany
moze by¢ jeden lub kilka zwigzkow toksycznych. Catkowite wyjasnienie
tego problemu utatwi w przysztosci leczenie fenyloketonurii, ktére
w chwili obecnej polega na ograniczeniu fenyloalaniny w diecie chorych
do podstawowego minimum niezbednego do normalnej syntezy biatka.
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TERESA LASKOWSKA-KLITA *

Przemiana kwasu />-hydroksyfenylopirogronowego

The Metabolism of p-hydroxyphenylpyruvic Acid

The main metabolic pathway as well as other oxidative and reductive path of
p-hydroxyphenylpyruvic acid are discussed.

Kwas p-hydroksyfenylopirogronowy jest produktem transaminacji ty-
rozyny. Moze on ulega¢ w ustroju zarowno utlenianiu jak i redukcji.

I. Utlenianie kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego

Znane sg dwie drogi utleniania tego zwigzku. Produktem pierwszej
jest kwas homogentyzynowy, produktem drugiej kwas p-hydroksyfeny-
looctowy. Lepiej poznang i ilosciowo przewazajacag jest pierwsza reakcja,
katalizowana przez oksydaze kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego
i stanowigca ogniwo w fancuchu przemian, w ktorych tyrozyna utlenia
sie do C02i HD.

Powstawanie kwasu homogentyzynowego. Oksydaza kwasu p-hydro-
ksyfenylopirogronowego zwana rowniez hydroksylazg kwasu p-hydroksy-
fenylopirogronowego (E.C. 1.14.2.2) katalizuje nastepujacg reakcje:
kwas p-hydroksyfenylopirogronowy + kwas askorbinowy+02> kwas ho-

mogentyzynowy + kwas dehydroaskorbinowy+ H2

W reakcji tej zachodzi rownocze$nie hydroksylacja pierScienia, prze-
suniecie fancucha bocznego i jego tlenowa dekarboksylacja.

Pierwsze badania prowadzone przez Knoxa i Le May-Knoxa
(10) wskazywaty, ze produktem posrednim reakcji mogtby by¢ kwas 2,5-
dwuhydroksyfenylopirogronowy, poniewaz zwigzek ten byt utleniany
przez wyciagg z watroby.'Badania te byly zgodne ze schematem reakcji
proponowanym w roku 1909 przez Neubauera (15).

* Dr, starszy asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej AM w Warszawie.
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W tym ujeciu przejscie kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego
w kwas homogentyzynowy nastepuje w dwu etapach, pierwszy obejmuje
dotaczenie grupy hydroksylowej do pierscienia i przesuniecie tancucha
bocznego, drugi za$ dekarboksylacje tlenowg powstatego zwigzku.

Kwas p-hydroksyfenylo- Kwas 2,5-dwuhydroksy- Kwas homogen-
pinogronowy fenylopirogronowy tyzynowy
Przemieszczanie sie tancucha potwierdzity wyniki Schepartza
i Gurina (17) uzyskane w doSwiadczeniach izotopowych in vivo. Jezeli
podawano szczurom fenyloalanine znakowang 14C w pozycji C-1, C-3 i C-5
pierscienia odnajdowano izotop w grupie metylowej kwasu acetyloocto-
wego, co wskazuje na przesuniecie taricucha bocznego przy pierscieniu.

* -14C wpierscieniu

e -14C wiancuchu OH J

ch3co-ch2-cooh
, ch2cooh

CH2CHNH2-C00H ch2 chnh2- cooh oh
Fenyloalanina Tyrozyna Kwas homogentyzynowy Kwas acetylooctowy

Natomiast w doswiadczeniach z fenyloalaning znakowang 24C w tan-
cuchu wykazano izotop w grupie -COOH kwasu acetylooctowego. Jednak
nie udato sie wykazaé¢ powstawania kwasu 2,5-dwuhydroksyfenylopiro-
gronowego w toku zachodzacej reakcji enzymatycznej (5 12). Badania
prowadzone w pracowni Knoxa (5 8) i przez La Du i Zannoni
(12) w latach 1955—1957 nie potwierdzity udziatu dwdch enzymow w prze-
biegu tej reakcji. Wyniki prac Knoxa (8) nad oczyszczaniem hydroksy-
lazy z watroby wieprzowej oraz analiza katalizowanej przez nig reakcji
wykazaty, ze przejscie kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego w kwas
homogentyzynowy jest, mimo ztozonoS$ci procesu, reakcjg jednoetapowg
zachodzacg przy udziale jednego enzymu. Nie stwierdzono réwniez pow-
stawania, jako zwigzku posredniego w reakcji, kwasu 2,5-dwuhydroksy-
fenylopirogronowego, ani tez nie udato sie wykaza¢ utleniania tego kwa-
su przez oczyszczone preparaty hydroksylazy. By¢ moze, ze powstaje on
przejSciowo na powierzchni biatka enzymu i jest natychmiast dalej utle-
niany, nie wystepuje wiec w stanie wolnym.

W roku 1963 Daty i Witkopp(4) zaproponowali inny mechanizm
reakcji katalizowanej przez hydroksylaze kwasu p-hydroksyfenylopiro-
gronowego (rysunek 1)
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OH OH
ch2-co-cooh OH
0]

HO-O CH2-CO-COOH
ch?2

Rys. 1. Mechanizm reakcji katalizowanej przez hydroksylaze kwasu p-hydroksyfe-
nylopirogronowego, proponowany przez Daly’ego i Witkoppa (4

Zaktadaja oni konieczno$¢ wystepowania w substracie grupy hydroksylo-
wej w potozeniu para, ktéra brataby udziat w przegrupowaniach we-
whnatrzczasteczkowych zachodzacych podczas reakcji. Jednakze badania
Taniguchi i Armstronga (23) nie potwierdzajg koniecznosci wy-
stepowania grupy -OH. Autorzy ci wykazali, ze kwas fenylopirogronowy
i jego 4-fluoro- i 4-metylo- pochodne moga byé utleniane do kwaséw
2-hydroksyfenylooctowego (l), 5-fluoro- (II) oraz 5-metylo-2-hydroksyfe-
nylooctowego (I11) przez oczyszczong hydroksylaze kwasu p-hydroksyfe-
nylopirogronowego, mimo ze zaden z tych zwigzkdéw nie posiada grupy
hydroksylowej w potozeniu para do tafcucha bocznego. Prawdopodobnie
zatem grupa -OH pomaga w przytgczeniu sie substratu do aktywnego

centrum enzymu i utatwia reakcje, ale nie jest potrzebna do jej zapoczat-
kowania.

! I I

Jak zauwazyli Knox i Le May-Knox(10) hydroksylaza kwasu
p-hydroksyfenylopirogronowego jest hamowana przez nadmiar substratu,
a dodanie kwasu askorbinowego zapobiega zahamowaniu. Obserwacje te
potwierdzono nastepnie w pracowniach La Du i Sealocka (11,18).
Aktywno$¢ tego enzymu w watrobie $winek morskich jest in vitro taka
sama zarOwno u zwierzat chorych na szkorbut jak i normalnych. Dopiero
po dootrzewnowym obcigzeniu kwasem p-hydroksyfenylopirogronowym
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zwierzat z awitaminozg C aktywno$¢ hydroksylazy spada do jednej trze-
ciej, czego nie obserwuje sie u zwierzat zdrowych (30). Kwas L -askorbi-
nowy zapobiega zatem w organizmie hamowaniu hydroksylazy przez nad-
miar wprowadzonego substratu. In vitro kwas| -askorbinowy mozna za-
stapi¢ innym zwigzkiem jak kwas izoaskorbinowy lub 2,6-dwuchlorofe-
nyloindofenol (12), ktéry w stanie zredukowanym w obecnosci glutationu
lub cysteiny jest znacznie bardziej aktywny zwilaszcza w preparatach
oczyszczonych (31). Sladowa poczatkowo aktywno$é hydroksylazy kwasu
p-hydroksyfenylopirogronowego u ptodéw i nowonarodzonych szczurdw
narastajgcg w pierwszych dniach zycia, mozna byto zwiekszy¢ kilkakrot-
nie in vitro przez dodanie 2,6-dwuchlorofenyloindofenolu. Zwigzek ten
uczynnia takze preparaty enzymatyczne, ktore stracity aktywnos$¢ w wy-
niku dtugotrwatego przechowywania (7, 16). Podobne dziatanie aktywu-
jace in vitro wykazujg rowniez inne zwigzki o strukturze p-chinoidowej
(29), mianowicie tionina i biekit toluidynowy w postaci zredukowanej.

Zwigzkiem aktywujacym hydroksylaze in vitro i in vivo jest wystepu-
jacy fizjologicznie w organizmach ubichinon, koenzym Q10, ktdry w obec-
nosci kwasu askorbinowego ma forme zredukowang. U zwierzecia chorego
na szkorbut wstrzykniecie ubichinonu po doustnym obcigzeniu tyrozyna
zapobiega wydalaniu z moczem kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego
(31, 33). Rowniez kwas foliowy zapobiega in vivo hamowaniu hydroksy-
lazy kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego przez nadmiar substratu, nie
chroni jednak enzymu in vitro. Nie wiadomo czy przyczyng tego jest ma-
ta trwatos¢ zredukowanej formy kwasu foliowego in vitro, czy tez zwia-
zek ten in vivo dziata nie wprost lecz poprzez inne czynniki ukiadu (32).

Mechanizm ochronnego dziatania substancji redukujgcych jest nadal
nie wyjasniony. By¢ moze utrzymujg one w stanie zredukowanym aktyw-
ne centrum enzymu, lub jaki$ sktadnik uktadu, zapobiegajac tym samym
zmianom zachodzgcym przy nadmiarze substratu, czy tez powstawaniu
z substratu pochodnych hamujacych enzym.

Hamowanie enzymu przez zwigzki rteciowe i zniesienie tej inhibicji
przez glutation przemawiatoby za obecnoscig grup -SH istotnych dla dzia-
tania enzymu (5). Silnymi inhibitorami enzymu sg réwniez czynniki che-
latujgce metal. Poczatkowo sugerowano obecno$¢ jonow Cu2+ w czastecz-
ce enzymu (5), hamowanie bowiem dwuetylodwutiokarbaminianem uste-
puje po dodaniu jonéw Cu2+ (12). Ostatnie badania Gosw am i (6) wska-
zuja jednak, ze metalem zwigzanym z biatkiem enzymu jest raczej Fe2+
niz Cu2+ Z wynikéw doSwiadczen Goswami wnioskuje, ze z czasteczki
tlenu bioracej udziat w reakcji jeden atom przytacza sie do substratu,
a drugi pobiera elektrony z Fe2+ i fgczgc sie z wodorem daje czgsteczke
wody. Utlenienie zelaza w czgsteczce hydroksylazy powoduje prawdo-
podobnie jej inaktywacje.

Taniguchi i wsp. (22) w roku 1963 wysuneli hipoteze, ze hydro-
ksylaza kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego jest enzymem o dwéch
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centrach aktywnos$ci. Jedno z nich bratoby udziat w utlenianiu kwasu
p-hydroksyfenylopirogronowego do kwasu homogentyzynowego a dru-
gie — w utlenianiu kwasu fenylopirogronowego do kwasu o-hydroksyfe-
nylooctowego. Hipoteze te oparto na nastepujacych obserwacjach. Pod-
czas oczyszczania obie aktywnos$ci znajdowano w tych samych frakcjach
biatkowych. Czas potrzebny do inaktywacji cieplnej i wielkos¢ tej inakty-
wacji w réznych temperaturach byty dla obu aktywnosci te same. W oby-
dwu przypadkach niezbedna jest obecno$é tlenu atmosferycznego oraz
duzych ilosci substancji redukujacej jak kwas askorbinowy czy zreduko-
wany 2,6-dwuchlorofenyloindofenol. Obie reakcje hamowane sg odwra-
calnie przez nadmiar substratu oraz przez czynniki kompleksujace metal.

Hipoteza o dwoch centrach aktywnosci jest szczegOlnie interesujaca
ze wzgledu na wystepowanie kwasu o-hydroksyfenylooctowego w moczu
chorych na fenyloketonurie. Dotychczas nie jest znany mechanizm pow-
stawania tego zwigzku w organizmie zwierzecym. Po podaniu szczurom
14C-fenyloalaniny stwierdzano w moczu obecno$¢ znakowanego kwasu
o-hydroksyfenylooctowego w iloSciach proporcjonalnych do stezenia fe-
nyloalaniny w osoczu (23). Zwiekszone wydalanie tego kwasu obserwo-
wano rowniez po obcigzeniu kwasem fenylopirogronowym (1, 24). Kwas
o-hydroksyfenylooctowy powstawa¢ moze po obcigzeniu réwniez z o-ty-
rozyny (25). Hipoteza Taniguchi wyjasnia mechanizm powstawania
kwasu o-hydroksyfenylooctowego. Powstajacy z fenyloalaniny kwas fe-
nylopirogronowy bytby substratem dla drugiego centrum aktywnosci hy-
droksylazy kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego. Nagromadzajacy sie
u chorych na fenyloketonurie kwas fenylopirogronowy wydalatby sie
z moczem po utlenieniu przez hydroksylaze do kwasu o-hydroksyfenylo-
octowego.

Powstawanie kwasu p-hydroksyfenylooctowego. W roku 1952 K ir-
berger i Biicher (9) podoustnym i dootrzewnowym obcigzeniu kro-
likbw tyrozyng badz tez kwasem p-hydroksyfenylopirogronowym znajdo-
wali w moczu kwas p-hydroksyfenylooctowy. Autorzy stwierdzili, ze
przemianie tej ulega okoto I°/o podanej tyrozyny oraz okoto 40°/0 kwasu
p-hydroksyfenylopirogronowego. W roku 1956 Armstrong i wsp. (2)
wyizolowali ten zwigzek z moczu ludzi zdrowych. Po podaniu kwasu
p-metylopirogronowego izolowano z moczu krolikéw kwas p-metylofeny-
looctowy potaczony z glicyng (25). Z moczu szczuréw obcigzonych p-tyra-
ming izolowano kwas p-hydroksyfenaceturowy (polaczony z glicyng kwas
p-hydroksyfenylooctowy) (14).

Kwas p-hydroksyfenylooctowy powstawa¢ moze dwiema réznymi
drogami. Moze on byé albo (produktem dekarboksylacji oksydatywnej
kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego, albo tez moze powsta¢ z p-tyra-
miny pod dziataniem kolejno dwoch enzymow oksydazy monoaminowej
i oksydazy aldehydowej (patrz schemat 1). Zagadnienie powstawania
kwasu p-hydroksyfenylooctowego wyjasniajag doswiadczenia William-
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sa i Babuscio ze zwigzkami znakowanymi 14C (28). U szczura I°/o
znakowanej tyrozyny zostaje utleniony do kwasu p-hydroksyfenyloocto-
wego wydalanego z moczem. Gtowna jego cze$é, to znaczy 68°/0, powstaje
w wyniku dekarboksylacji oksydatywnej kwasu p-hydroksyfenylopiro-
gronowego, za$ 32% z p-tyraminy.

Dekarboksulacja

Tyrozyna el - Tyramina
Oksydaza
monoaminowa,
Transaminacja oksydaza
aldehydowa
Kwas p-hydroksyfenylo- Dekarboksylacja Kwas p-hydnoksyfenylo-
pirogronowy oksydatywna octow®

Schemat 1. Powstawanie kwasu p-hydroksyfenylooctowego

Mechanizm oraz ukiad enzymatyczny Kkatalizujgcy dekabroksylacje
oksydatywna kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego sg zupetnie niezna-
ne. Brak jest rowniez doswiadczen in vitro nad tym procesem, wszystkie
dotychczasowe doswiadczenia byty przeprowadzane in vivo.

Il1. Redukcja kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego

Znane sg dwie reakcje redukcji kwasu p-hydroksyfenylopirogronowe-
go. Jedna prowadzi do powstania kwasu p-hydroksyfenylopropionowego
poprzez kwas p-hydroksyfenylomlekowy. Druga poprzedzana przez de-
karboksylacje zwyktg prowadzi do tyrozolu.

Powstawanie kwasu p-hydroksyfenylopropionowego. Meister w ro-
ku 1950 (13) badajgc aminotransferaze tyrozyny w watrobie szczura zau-
wazyt, ze powstajagcy w reakcji kwas p-hydroksyfenylopirogronowy ulega
redukcji przy udziale zredukowanego NAD do kwasu p-hydroksyfenylo-
mlekowego. Autor przypuszczat, ze enzymem Kkatalizujgcym te redukcje
nie jest dehydrogenaza mleczanowa, bowiem oczyszczone preparaty tego
enzymu w bardzo niewielkim procencie redukowaty kwas p-hydroksyfe-
nylopirogronowy. Weber i wsp. w roku 1964 (27) sugerowali, ze
w tkankach ssakéw znajduje sie dehydrogenaza zalezna od NAD, ktéra
towarzyszy dehydrogenazie mleczanowej. Enzym ten miatby katalizowa¢
redukcje aromatycznych ketokwaséw. W roku 1965 Skye i Ebner
(21) frakcjonujac siarczanem amonowym i etanolem dehydrogenaze mle-
czanowg watroby szczura oraz preparat handlowy tego enzymu z miesnia
sercowego, uzyskali wyniki potwierdzajgce przypuszczenie o istnieniu
swoistego enzymu katalizujgcego redukcje kwasu p-hydroksyfenylopiro-
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gronowego. W roku 1960 Booth i wsp. (3) w badaniach nad metaboliz-
mem fenolowych pochodnych tyrozyny znalezli w moczu szczura i kréli-
ka kwas p-hydroksyfenylomlekowy oraz kwas p-hydroksyfenylopropio-
nowy. Obcigzenie kwasem p-hydroksyfenylopirogronowym powodowato
znaczne zwiekszenie wydalania obu kwaséw.

OH
HzZ
H - CI -OH
COOH
Kwas p-hydroksyfenylo- Kwas p-hydroksyfenylo-
mlekowy propionowy
OH OH
Dehydrogenaza
alkoholowa
CHo
12
CHPH
Aldehyd p-hydroksyfenylo- Tyrozol
octowy

Rys. 2. Redukcja kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego

Powstawanie kwasu p-hydroksyfenylopropionowego obserwowano nie
tylko u kregowcow. Sekeris i Karlson (19) podczas inkubacji ty-
rozyny z homogenatem larw Calliphora wykazal powstawanie obok in-
nych zwigzkoéw réwniez kwasu p-hydroksyfenylopropionowego. Brak jed-
nak blizszych danych na temat mechanizmu tej reakcji.

Powstawanie tyrozolu. Sentheshaminganathan i Eldsen
w roku 1958 (20) badali powstawanie tyrozolu przy udziale wyciggu
z drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Kwas p-hydroksyfenylopirogronowy
jest przez dekarboksylaze drozdzowa przeprowadzany w aldehyd p-hydro-
ksyfenylooctowy, ktéry nastepnie jest redukowany do alkoholu. Redukcje
te katalizuje dehydrogenaza alkoholowa, a dawcg atomow wodoru jest
zredukowany NAD.

Do niedawna sadzono, ze tyrozol jest alkoholem powstajacym tylko
u mikroorganizmow, jednak ostatnio Nakajima i Sano (14) wyka-
zali obecno$¢ tego zwigzku w moczu szczuréw. Nie wiadomo jednak, czy
mechanizm powstawania tyrozolu u szczura jest taki sam jak u drozdzy.
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Uwagi koricowe

Gtowng droga przemiany powstajgcego w procesie transaminacji ty-
rozyny kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego jest spalanie poprzez kwas
homogentyzynowy do COzi HX.

Pewna cze$¢ tego kwasu moze by¢é metabolizowana réwniez w inny
sposéb, a produkty przemian wydalane sg z moczem. Uboczne drogi prze-
miany kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego nie sg jednak jeszcze do-
ktadnie poznane. Blizszych danych na ten temat dostarczg by¢ moze ba-
dania nad stanami patologicznymi, w ktérych nagromadzajg sie produkty
metabolizmu tego kwasu.
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HANNA WEHR *

O lipoproteidach surowicy

Serum Lipoproteins

Data concerning the classification, chemical composition and physiological role
of serum lipoproteins as well as their patterns in some physiological and pathological
conditions are presented.

Ze wzgledu na znaczenie tluszczu jako Zrodia oraz formy przechowy-
wania energii transport lipidéw jest bardzo waznym procesem w ustroju.

Thuszcze sa transportowane z krwig w postaci lipoproteidow. Potagcze-
nie nierozpuszczalnych w wodzie trdjglicerydow z biatkiem i fosfolipi-
dami nadaje czasteczce powinowactwo do wody i umozliwia swobodng
wedréwke w ptynach ustrojowych. Integralnym sktadnikiem lipoprotei-
dow jest ponadto cholesterol wystepujacy w nich czeSciowo w postaci ze-
stryfikowanej z resztami kwaséw ttuszczowych.

Wiekszos¢ lipoproteidow surowicy ma ciezar czasteczkowy od 200 000
do 10 000 000 i zawiera 10—95°/0 lipidow (36).

Podziat lipoproteidéw surowicy

Lipoproteidy surowicy réznych gatunkéw zwierzat réznig sie dosc
znacznie. Ponizej przedstawione dane dotyczg surowicy krwi ludzkiej.

Cholesterol i fosfolipidy surowicy wystepuja we frakcji euglobulino-
wej. Elektroforeza bibutowa wykazuje obecnos¢ dwu gtownych frakcji
lipoproteidowych: a-lipoproteidy o ruchliwosci elektroforetycznej troche
wiekszej niz axglobuliny i P-lipoproteidy wedrujace razem z (5-globulina-
mi (48). W surowicy u oséb zdrowych ilo$¢ ~-lipoproteidow jest okoto dwa
razy wieksza niz a-lipoproteidéw. Czasem elektroforeza wykazuje jeszcze
frakcje prealbuminowg a czesto, zwtaszcza po positku bogatym w thuszcz,
pojawia sie frakcja zajmujgca obszar od linii startu az do frakcji 6— sa

* Dr med., adiunkt, kierownik Laboratorium Zespotu Klinik Zakaznych Aka-
demii Medycznej w Warszawie.
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to lipoproteidy zawierajgce duzg ilo$¢ ttuszczu obojetnego czyli chylomi-
krony. W elektroforezie wolnej i w elektroforezie pasmowej na skrobii
lub zywicach poliwinylowych chylomikrony stanowiag frakcje a2 pod-
czas gdy pozostate frakcje lipoproteidowe wedrujg podobnie jak na
bibule.

Na .agarze lipoproteidy majg wiekszg ruchliwo$é elektroforetyczna.
Gtowna ich grupa (odpowiadajgca f3-lipoproteidom) wystepuje blisko a-
-globulin stanowigc 55—60% wszystkich lipoproteidéw. Oprocz niej wy-
stepujg lipoalbuminy (20—25%) i frakcja prealbuminowa (15—20%).
Immunoelektroforeza na agarze pokazuje, ze w obrebie kazdej z tych
frakcji pojawia sie jedna linia precypitacyjna barwigca sie charaktery-
stycznie dla lipidow (68). P-lipoproteidy badane immunoelektroforetycz-
nie po rozdziale na zelu skrobiowym wykazujg obecno$é¢ dwoch lub
nawet trzech linii (35).

Frakcjonujac biatka surowicy wediug Cohna otrzymuje sie dwie
gtdwne grupy lipoproteidowe: we frakcji IV zawarte sg a-lipoproteidy,
a we frakcji 111 ~-lipoproteidy (10).

Przyjeto tez podziat lipoproteidow na frakcje w oparciu o ich gestos¢
w stanie uwodnionym (hydrated density). Lipoproteidy majg nizsza ge-
sto$¢ niz pozostate biatka surowicy. Poddane ultrawirowaniu w roztwo-
rach o dos$¢ niskich stezeniach soli ,,wyptywajg” do géry. Na tym zjawi-
sku oparta jest metoda flotacji wprowadzona przez Gofmana i wsp.
(24). Analogicznie do statej sedymentacji przyjeto pojecie statej flotacji
oznaczanej symbolem Sf. Metoda ultrawirowania pozwala rozdzieli¢ li-
poproteidy surowicy na kilka gtéwnych grup. Przy wirowaniu w roztwo-
rze o ciezarze witasciwym 1,063 chylomikrony stanowig grupe o statej
flotacji powyzej 400. Frakcja ta zwieksza sie wybitnie w lipemii pokar-
mowej. Czasteczki o nizszych statych flotacji w tym roztworze nazwano
lipoproteidami o niskiej gestosci (LDL— ang. low density lipoproteins).
Wyodrebniana czesto grupa lipoproteidow o bardzo niskiej gestoSci
(VLDL) o Sf od 20 do 400 stanowi klase posrednig miedzy chylomikro-
nami a LDL ciezszymi. Ciezar witasciwy lipoproteidow o wysokiej gesto-
§ci (HDL — ang. high density lipoproteins) miesci sie w granicach 1,063—
1,200. Grupe te dzieli sie na podgrupy HDLIf HDL2i HDL3 o wzrastaja-
cych ciezarach witasciwych. HDLx wystepuje w bardzo matych iloSciach
i flotuje razem z najciezszg czescig LDL. W warunkach stosowanych do
rozdzielania LDL czasteczki HDL2i HDL3nie flotujg w ogdle i zeby roz-
dzieli¢ je przy pomocy ultrawirowania trzeba stosowa¢ wyzsze stezenia
soli. Gestos¢ dla HDL2miesci sie w granicach 1,063—1,125, a dla HDL3—
w granicach 1,125—1,200. Barclay i wsp. (5 opisali wystepowanie
jeszcze dwu frakcji miedzy HDL2i HDL3.

W surowicy wystepujg réwniez lipoproteidy o ciezarze wtasciwym po-
wyzej 1,20. Sg to gtéwnie kompleksy wolnych kwaséw thuszczowych
z albuminami. Rozdziat lipoproteidéw surowicy uzyskany metodg ultra-
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wirowania przedstawia schematycznie rysunek 1. Jak wida¢ im nizszy
jest ciezar wiasciwy biatek danej frakcji, tym wyzsza ich stata flotacji
i tym wieksze rozmiary ich czgsteczek, a-lipoproteidy elektroforezy bi-
butowej odpowiadajg mniej wiecej frakcji ultrawirowkowej HDL, a (3-li-
poproteidy frakcji LDL.

Rozmiary czasteczek
18

Srednie stezenie (mg %)

Rys. 1. Frakcje lipoproteidéw surowicy (wg 36)
Objasnienia w tekscie
Reprodukiwane za zezwoleniem Academic Press, Inc.

Opracowano metody chromatograficzne, ktére pozwalajg rozdzielaé
lipoproteidy surowicy na frakcje odpowiadajgce do$¢ doktadnie frakcjom
uzyskanym przez ultrawirowanie (47).

Lipoproteidy grupy @wytragcane sg wybidrczo przez niektére zwigzki
wielkoczgsteczkowe np. mukopolisacharydy, pochodne dekstranu (46), he-
paryne (9), K agar (32).

Budowa lipoproteidow

Sktad chemiczny i budowa czasteczek lipoproteidéw zostaty dos$¢ do-
ktadnie poznane. Tablica 1 przedstawia sktad chemiczny wiekszosci grup
lipoproteidowych surowicy (45). Ze wzrostem ciezaru wiasciwego lipo-
proteiddw zmniejsza sie w nich stopniowo zawarto$¢ lipidow a zwieksza
ilos¢ biatka. Najwiecej tréjglicerydow zawierajg chylomikrony, a zawar-
tos¢ fosfolipiddw jest najwyzsza we frakcjach ciezkich, najwiecej ich
zawiera grupa HDL3 Cholesterol natomiast wystepuje najobficiej we
frakcjach ,srodkowych”, najwiecej jest go w grupie LDL o statej flo-
tacji 0—20.
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Tablica 1
Skiad chemiczny lipoproteidéw surowicy (wg 45)

Skfadniki lipidowe jako % lipidéw catkowitych

% Wolne
. > 7% e o . Estry Chole-
Rodzaj Gestos¢ biatka L‘g\; Trojglice- Fo.sfoll- chole- sterol k;/vaS)_/
rydy pidy sterolu wolny ttusz
czowe
Chylomi- <0,96 1 99 88 8 3 1
krony
LDL 0,96 —1,006 7 93 56 20 15 8 1
1,006—1,019 11 89 29 26 34 9 1
1,019—1,063 21 79 13 28 48 10 1
HDL 1,063—1,125 33 67 16 43 3 10 —
1,125—1,210 57 43 13 46 29 6 6
Kom-
pleksy al-
bumin z
kwasami
thuszczo-
wymi 99 1 0 0 0 0 100

Gtownym fosfolipidem surowicy jest lecytyna. Opr6cz niej wyste-
puja w mniejszych iloSciach sfingomielina i fosfatydyloetanoloamina. Naj-
wiecej lecytyny zawarte jest we frakcji HDL, a sfingomieliny we frakcji
LDL o Sf 0—20. Fosfatydyloetanoloamina wystepuje mniej wiecej w row-
nych ilosciach w réznych frakcjach lipoproteidowych (42). Przy pomocy
metody chromatografii gazowej udato sie ustali¢ rowniez zawarto$¢ po-
szczegOlnych kwaséw ttuszczowych w lipidowych sktadnikach lipopro-
teidow surowicy (18). Trojglicerydy i frakcja wolnych kwasow ttuszczo-
wych zawieraja najwiecej kwasu olejowego i nieco mniej palmitynowego;
w fosfolipidach dominuje kwas palmitynowy i linolowy, za$§ w estrach
cholesterolu kwas linolowy znacznie przewaza nad innymi kwasami.
W sumie okoto 70% cholesterolu wystepuje w postaci zestryfikowanej.

Skiad procentowy kwaséw ttuszczowych w lipidach roznych frakcji
ultrawirowkowych wykazuje pewne réznice. Sktad frakcji HDL i LDL
0 Sf 0—20 jest podobny, natomiast frakcja LDL o Sf 20—400 w pordw-
naniu z nimi zawiera w tréjglicerydach wiecej kwasu linolowego a mniej
kwasoéw krétkotancuchowych, w fosfolipidach — wiecej palmitynowego
1stearynowego a mniej linolowego i arachidonowego, a w estrach chole-
sterolu — wiecej palmitynowego i olejowego a mniej linolowego i arachi-
donowego.

Sktad aminokwasowy czesci biatkowej réznych grup lipoproteidéw
jest podobny, stwierdzono jednak pewne rdznice dotyczace ilosci amino-
kwasow N koncowych. W grupie HDL gtdwnym aminokwasem N konco-
wym jest kwas asparaginowy, a w grupie LDL o Sf 3—20 kwas glutami-
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nowy. W miare wzrostu Sf ilos¢ tego ostatniego spada, wzrasta natomiast
ilos¢ treoniny, seryny oraz kwasu asparaginowego. Istnieje wiec pewne
podobieAstwo budowy czeSci biatkowej lipoproteidow wysokiej gestosci
i chylomikronow (59).

W skiad lipoproteidow surowicy wchodzg niewielkie iloSci weglowo-
danow. W P-lipoproteidach normalnej surowicy ludzkiej stwierdzono obec-
no$¢ galaktozy, mannozy, glukozy i kwasu sialowego (40).

Lipoproteidy sg zwigzkami bardzo nietrwatymi. Rozpadajg sie one pod
wptywem dializy, zamrazania, $ladow metali ciezkich jak réwniez pod-
czas ekstrahowania surowicy rozpuszczalnikami organicznymi. Poszcze-
golne rodzaje lipoproteidéw roznig sie odpornosciag na dziatanie rozmaitych
czynnikéw. Na przykiad grupa LDL pod wpltywem eteru znacznie bar-
dziej zmienia sie niz HDL, jest natomiast bardziej odporna na dziatanie
mocznika. Wskazuje to na inny typ wigzan miedzy sktadnikami lipopro-
teidow réznych frakcji (2).

Czasteczki lipoproteidow o nizszej gestosci (tzn. wieksze) sg kuliste.
W miare wzrostu ciezaru wiasSciwego i zmniejszania sie Srednicy ksztatt
czasteczek jest coraz bardziej elipsoidalny.

Synteza i przemiany jednych lipoproteidow w inne

Chylomikrony powstajg w S$cianie jelita i poprzez uktad limfatyczny
wchodzg do krwiobiegu. Cze$¢ trojglicerydéw wchodzacych w ich skiad
jest hydrolizowana w krwi przy udziale enzymu lipazy lipoproteidowej.
Uwolnione kwasy tluszczowe ulegajg w roznych tkankach dalszym prze-
mianom lub estryfikacji. Najwieksza ilos¢ kwasow ttuszczowych jest gro-
madzona (w postaci tréjglicerydéow) w tkance ttuszczowej.

Cze$¢ chylomikronéw dochodzi do watroby i tam ulega dalszym prze-
mianom (31, 26). Watroba moze roéwniez syntetyzowac¢ de novo kwasy
tluszczowe i inne skiadniki lipoproteidéw. Stwierdzono, ze skrawki wa-
troby wiaczajg radioaktywny octan do czesci biatkowej i lipidowej lipo-
proteidow (38) oraz radioaktywnag leucyne do biatkowej komponenty li-
poproteidow o gestosci ponizej 1,063 i w troche mniejszym stopniu do
frakcji o gestosci od 1,063 do 1,21 (54). Trojglicerydy watrobowe sa bez-
posrednimi prekursorami krazacych we krwi lipoproteidow o gestosci
ponizej 1,006 i posrednimi prekursorami tych o wyzszym ciezarze wtasci-
wym (28). Synteza lipoproteiddw w watrobie jest bardzo szybka, szybsza
niz synteza albuminy surowicy (53). Duze uszkodzenia tego narzadu lub
jego usuniecie powodujg spadek poziomu lipoproteidéw surowicy (45).

Zagadnienie przemian jednych lipoproteidow w inne nie zostato jesz-
cze catkowicie wyjasnione. Ciezar wiasciwy i rozmiary lipoproteidéw
zmieniajg sie w zaleznosci od stopniowego pobierania wzglednie oddawa-
nia tadunku lipidowego. CzeSciowo bierze udzial w tych przemianach
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388 H. WEHR [6]

lipaza lipoproteidowa, ktdra hydrolizuje nie tylko trojglicerydy chylomi-
kronéw ale rowniez innych lipoproteidéw o niskiej gestosci. W ten spo-
séb lipoproteidy o wyzszej Sf sg stopniowo transformowane w lipopro-
teidy o nizszych Sf.

Nie wiadomo dotad czy istnieje odrebno$¢ metaboliczna réznych grup
lipoproteidowych. Szereg faktow przemawia za metaboliczng odrebnoscig
grupy LDL i HDL. Opisano r6znice w budowie czesci biatkowych ciez-
szych LDL i HDL oraz roznice pod wzgledem antygenowym (70). W obre-
bie LDL frakcje o Sf 0—20 i Sf 20— 100 sg podobne immunochemicznie,
jednak nie ma korelacji miedzy nimi u danego osobnika. Rdznice w roz-
mieszczeniu kwaséw ttuszczowych i réznice dotyczace czesci biatkowych
moga przemawia¢ za pewng niezaleznoscig metaboliczng tych frakcji.
Pewien zwigzek metaboliczny stwierdzono miedzy grupa lzejszych LDL
i grupg HDL. Poza wspomnianym juz podobiefnstwem budowy ich czesci
biatkowych stwierdzono, ze cze$¢ biatkowa chylomikronow jest w row-
nowadze z lipoproteidami grupy HDL (17).

Na podstawie przedstawionych danych trudno jest uja¢ w jedna ca-
tos¢ przebieg wzajemnych przemian lipoproteidéw. Niektorzy autorzy
przyjmuja istnienie dwu niezaleznych od siebie cykldw przytgczania i od-
taczania tadunku lipidowego: jeden dotyczy¢ ma LDL, drugi HDL (16).
Lindgren i Nichols (36) wysuneli przypuszczenie, ze cze$¢ lipi-
dowa w czasteczce LDL (ztozona z cholesterolu, fosfolipidéw i glicery-
doéw) otoczona jest czasteczkami lipoproteidéw wysokiej gestosci, a wiec,
ze czasteczki HDL sg czeScig sktadowg czasteczki LDL. Istnieje tez po-
glad, ze chylomikrony moga by¢ zrédtem HDL (11, 70). W ostatnim cza-
sie Nichols i wsp. (43, 55) wykazali, ze podczas inkubacji surowicy
in vitro trojglicerydy przechodzag z frakcji o Sf 20—105 do frakcji o Sf
0—20 i do lipoproteidéw wysokiej gestosci. Jednocze$nie estry choleste-
rolu i fosfolipidy sg przenoszone w drugg strone, tzn. z HDL i frakcji o Sf
0—20 do frakcji o Sf 20—105 Przechodzenie trojglicerydéw z lipopro-
teidow lzejszych do ciezszych a estréw cholesterolu i fosfolipidéow —
z ciezszych do lzejszych nie jest reakcjg enzymatyczng lecz zjawiskiem
fizycznym. Autorzy uwazajg zdolno$¢ do takich przemian za podstawowg
ceche lipoproteidéw, a réznice w zawarto$ci kwaséw ttuszczowych w gli-
cerydach réznych frakcji lipoproteidowych ttumaczg specyficznoscig re-
akcji przenoszenia.

W surowicy zachodzi réwniez przenoszenie kwasoéw ttuszczowych
z jednych lipidéw na drugie. Zaobserwowane juz dawno (65) zjawisko
spadku stezenia wolnego cholesterolu w inkubowanej surowicy bez zmian
w zawartosci cholesterolu catkowitego dopiero ostatnio zostato doktadnie
wyjasnione. Oczyszczono enzym — transferaze kwaséw tluszczowych,
ktory katalizuje przenoszenie czasteczki kwasu tluszczowego z lecytyny
HDL na cholesterol wolny wszystkich frakcji lipoproteidowych. Przeno-
szone sg gtownie czasteczki kwasoéw nienasyconych, tzn. pochodzace z C-2
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lecytyny. W rezultacie w surowicy spada ilo$¢ cholesterolu wolnego i le-
cytyny, wzrastajg natomiast estry cholesterolu, glicerofosfocholina i wol-
na cholina. Dwa ostatnie zwigzki powstajg z lizolecytyny utworzonej
w wyniku odtagczenia od lecytyny czgsteczki kwasu tluszczowego. Trans-
feraza kwasdw ttuszczowych jest hamowana przez wysokie stezenie kwa-
séw zotciowych. (20, 21, 22, 23, 63) Enzym jest syntetyzowany w watro-
bie, ale miejscem jego dziatania jest surowica (8). Wydaje sie, ze opisana
reakcja transestryfikacji pod wzgledem ilosciowym ma duze znaczenie
w o0g6lnym metabolizmie cholesterolu. Reakcja transestryfikacji jest nie-
zalezna od opisanego poprzednio zjawiska przenoszenia tréjglicerydow
z lipoproteidéw Izejszych na ciezsze i zastepowania ich estrami choleste-
rolu i fosfolipidami. To ostatnie zjawisko moze zachodzi¢ w nieobecnosci
transferazy kwaséw ttuszczowych. W surowicy oba procesy przebiegaja
rownoczesnie i niezaleznie od siebie.

Znaczenie fizjologiczne lipoproteidéw

Chylomikrony przenoszg trojglicerydy przez uktad limfatyczny z jelit
do krwiobiegu. Tkanka tluszczowa pobiera trojglicerydy z chylomikro-
néw tylko w czasie lipemii pokarmowej. W innych okresach pobiera je
z lipoproteidow frakcji LDL o wyzszym ciezarze wiasciwym i ten ostatni
proces uwaza¢ mozna za iloSciowo wazniejszy, poniewaz zachodzi on
stale (37). Gtéwng rolg powstajacych w watrobie P-lipoproteidow jest za-
tem transport trojglicerydéw z watroby do tkanki tluszczowej. O 1lson
i Vester (45) sg zdania, ze cze$¢ peptydowa P-lipoproteidow tylko je-
den raz odbywa droge z tadunkiem lipidowym i potem jest degradowana.
P-lipoproteidy transportujg réwniez cholesterol. Wiadomo, ze w sytua-
cjach gdy synteza cholesterolu jest nadmierna lub jego rozpad op6zniony,
frakcja ,wysokocholesterolowa” surowicy tzn. gtéwnie frakcja o Sf 0—20
stanowi system usuwajgcy nadmiar cholesterolu — jej poziom w surowicy
wtedy wzrasta.

Wysoka zawarto$¢ kwasu linolowego w estrach cholesterolu nasuwa
przypuszczenie, ze cholesterol w lipoproteidach moze mie¢ specjalne zna-
czenie w transporcie kwasu linolowego (25). Podobng role mogtyby od-
grywac fosfolipidy w przenoszeniu kwaséw nienasyconych. Znaczenie
fosfolipidow polega jednak przede wszystkim na tworzeniu niezbednej
do transportu rozpuszczalnej formy tluszczu. Przy niedoborze choliny
tkanka watrobowa nie uwalnia tréjglicerydéw do ptynu otaczajgcego,
podczas gdy w warunkach prawidtowych uwalnianie takie zachodzi (27).

Rola a-lipoproteidéw (HDL) w transporcie tluszczu jest mniej wy-
jaséniona. Mozliwe, ze odgrywajg one role w tworzeniu chylomikrondéw
w komorkach jelita i w ten sposob sg zwigzane z przenoszeniem lipidow
z jelita do watroby (45).
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Wolne kwasy ttuszczowe o krétszych tancuchach sg transportowane
gtdbwnie z albuminami surowicy. Shafrir i Gatt (62) stwierdzili,
ze w miare wzrostu apolarnosci czasteczek kwaséw ttuszczowych (czyli
w miare zwiekszania sie dtugosci tancucha) lipoproteidy odgrywajg coraz
wiekszg role w ich transporcie w porownaniu z albuminami. Procentowa
zawarto$¢ wolnych kwasdw ttuszczowych w lipoproteidach nie jest wiel-
ka, ale ilosciowe znaczenie tego transportu jest dos¢ duze.

Lipoproteidy transportujg z krwig niektére hormony i witaminy roz-
puszczalne w tluszczach (np. estrogeny, witaminy A). Rowniez aktywno$¢
pewnych enzymow zwigzana jest z lipoproteidami surowicy. Uriel (69)
wykazat, ze dwie strefy aktywno$ci esterazowej surowicy zwigzane sa
jedna z LDL, druga z HDL. Ponadto takie czynniki uktadu krzepniecia
krwi jak antytrombina Il i prawdopodobnie antytrombina Il czyli ko-
faktor heparyny (14) majg charakter lipoproteidowy. Anderson uwa-
za (1), ze zmiany w stezeniu lipoproteidow surowicy mogg wplywac na
fizjologiczny mechanizm fibrynolizy. Riding stwierdzit hamowanie
plazminy przez (3-lipoproteidy (56).

Regulacja gospodarki lipidowej i kontrola transportu ttuszczu w du-
zym stopniu odbywa sie w watrobie. Pierwszym etapem mobilizacji ttusz-
czu z rezerw jest przeniesienie go do watroby, a- i P-lipoproteidy ulegaja
rozpadowi w tym narzadzie. Watroba wychwytuje z surowicy estry cho-
lesterolu (67) i odgrywa wazng role w degradacji i przemianach chole-
sterolu i fosfatydéw (34, 72).

Lipoproteidy surowicy w niektorych stanach fizjologicznych i patologicznych

Lipidy oznaczane w wyciagach alkoholowo-eterowych (lub innych)
surowicy sg w rzeczywistosci artefaktami, produktami rozpadu lipo-
proteidéow. Ich stezenie ogdlne stanowi wypadkowg stezen tych zwigz-
kéw w roznych klasach lipoproteidowych. W praktyce laboratoryjnej
jest jednak tatwiej oznaczy¢ lipidy np. cholesterol, fosfolipidy lub tréj-
glicerydy niz wykona¢ analize lipoproteidéw, gdyz elektroforeza nie daje
bardzo wyraznych wynikéw, za$ analiza ultrawirébwkowa wymaga bardzo
kosztownego wyposazenia i dtugotrwatej procedury. Totez oznaczanie li-
pidow w surowicy metodami chemicznymi stosuje sie powszechnie
i w przyblizony sposob spetnia ono jednak zadanie w dziedzinie diagno-
styki.

Ponizej przedstawione dane dotycza zmian poziomu lipidéw i lipopro-
teidow surowicy u ludzi zdrowych i w kilku wybranych stanach patolo-
gicznych. Ogdlnie biorgc, frakcja LDL zmienia sie o wiele bardziej pod
wptywem réznych czynnikéw niz HDL.

Wiek, ple¢, czynniki pokarmowe. Ro6znice w zawartoSci lipoproteidow
miedzy surowicag mezczyzn i kobiet zmieniaja sie zaleznie od rodzaju
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frakcji i od wieku osobnika. U obu pici wzrasta z wiekiem og6lny poziom
lipoproteidow surowicy.

Po jedzeniu wzrasta frakcja chylomikronéw. W gtodzie obserwuje sie
wzrost wolnych kwasow ttuszczowych, cholesterolu, fosfolipidéw i (5-lipo-
proteidow w surowicy. W przewleklym niedozywieniu zmiany sg nie-
wielkie i wykazujg raczej tendencje spadkowg. Przy odzywianiu hyper-
kalorycznym wystepuje wzrost cholesterolu i P-lipoproteidéw (45). Skiad
jako$ciowy pozywienia réwniez wptywa na lipoproteidy surowicy. Poda-
wanie nienasyconych kwasdw ttuszczowych obniza wyraznie poziom cho-
lesterolu i (5-lipoproteidow. Decydujace znaczenie majg egzogenne kwasy:
linolowy i linolenowy (29). Ciezkie niedozywienie biatkowe powoduje
zmniejszenie rezerw tluszczu, czesto spadek lipidow surowicy i sttuszcze-
nie watroby. Przyczyng tych zmian jest prawdopodobnie ograniczona syn-
teza czesci biatkowej lipoproteidéw (58).

Czynniki hormonalne. W niedoczynnos$ci tarczycy wzrasta a w nad-
czynno$ci maleje poziom cholesterolu surowicy i poziom gtéwnej frakcji
cholesterolowej lipoproteidéw (LDL o Sf 0—20). Zmiany te zalezg od
szybkos$ci przemiany cholesterolu: w niedoczynnos$ci tarczycy szybkos¢
jest zmniejszona a w nadczynnosci zwiekszona (64).

Estrogeny obnizajg poziom lipoproteidéw surowicy i stosunek frakcji
P do a, androgeny za$ dziatajag odwrotnie.

Na temat wptywu glukokortykoidéw kory nadnerczy (kortyzon i in.)
istnieje wiele sprzecznych danych (7). Podane zdrowym ludziom moga
prowadzi¢ do spadku poziomu lipidow surowicy, u chorych dziatajg roz-
nie (6). Wydaje sie, ze hormony te biorg udziat w uwalnianiu tréjglicery-
dow z watroby (49). Mineralokortykoidy (np. dezoksykortykosteron) nie
powoduja wyraznych zmian w zakresie lipoproteidéw. Adrenalina pobu-
dza uwalnianie wolnych kwaséw ttuszczowych z tkanki ttuszczowej
i zwieksza ich poziom w surowicy. Jako skutek tej zwiekszonej mobili-
zacji wzrastajg rowniez lipoproteidy surowicy (66).

Miazdzyca. Zagadnieniem interesujagcym od dawna wielu autoréw jest
uzaleznienie wystepowania miazdzycy od profilu lipoproteidowego su-
rowicy. Badania nad tymi lipoproteidami staty sie bardzo popularne
witasnie w zwigzku z przypisywang im rolg w powstawaniu miazdzycy.
Poczatkowo uwazano, ze decydujacy dla powstawania miazdzycy jest
wzrost frakcji lipoproteidowej o Sf 12—30 (51). U chorych stwierdza sie
jednak rowniez wzrost frakcji o Sf 20—100, podwyzszony poziom cho-
lesterolu i podwyzszony stosunek frakcji P do frakcji a. Zmiany te nie sg
reguty i sg réznie interpretowane przez réznych autoréw (53).

Nerczyca. W zespole nerczycowym stwierdza sie wzrost lipoproteidow
grupy LDL, natomiast HDL sa obnizone. Poziom cholesterolu surowicy
znacznie wzrasta, ale stosunek ilosci cholesterolu catkowitego do wolnego
pozostaje w normie. Mechanizm powstawania tych zmian nie jest zupet-
nie jasny. Wysuwano mozliwo$¢ uposSledzonego usuwania lipidéw przez
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watrobe (41). Gitlin i wsp. (19) stwierdzili u dzieci chorych na ner-
czyce zmniejszone przeksztatcanie lipoproteidéw grupy o Sf 10—200 w li-
poproteidy o Sf 3—9. Katabolizm lipoproteidow a byt zwiekszony.
Marsh wykazat u szczurow z nerczycg eksperymentalng zwiekszong
synteze lipoproteidow w watrobie (39).

Hyperlipemia samoistna. Obserwuje sie ogo6lny wzrost tréjglicery-
dow, wzrost chylomikronéw i frakcji o Sf 100—400. llosé lipoproteiddw
wysokiej gestosci zwykle jest zmniejszona, poziom cholesterolu jest ni-
ski. Jako przyczyne wysuwano mozliwo$¢ braku lipazy lipoproteidowej
w tkankach, ale stwierdzano to tylko u niektorych chorych (57).

Choroby nowotworowe. Opisano charakterystyczne obnizenie frakcji
HDL2 Wysunieto nawet hipoteze, ze frakcja ta odgrywa jaka$ role w zja-
wisku podatnosci na nowotwory (4).

Kwasica cukrzycowa. Wystepuje wzrost frakcji lipoproteidowej o Sf
12—400 i wzrost ogélny cholesterolu. Przyczyng zmian jest prawdopodob-
nie brak glukozy i mobilizacja tluszczu zapasowego podobnie jak w gto-
dzie. W cukrzycy kontrolowanej nie obserwowano zadnych zmian.

Choroby watroby. Przy duzym uszkodzeniu funkcji watroby obser-
wuje sie spadek poziomu lipidow surowicy (30, 50), co jest zrozumiate ze
wzgledu na role watroby w syntezie tych zwigzkéw. Stosunek frakcji P
do a wzrasta, a zawartos¢ procentowa cholesterolu zestryfikowanego
znacznie spada, co ostatnio probuje sie czesciowo ttumaczy¢ brakiem syn-
tetyzowanej w watrobie transferazy kwasow tluszczowych. W zastoju
z6kci zmiany sg inne: wystepuje hypercholesterolemia, hyperfosfatydemia
i znaczny wzrost frakcji (5-lipoproteidéw.

Zmiany jakosciowe w lipoproteidach surowicy. W niektérych stanach
patologicznych zaobserwowano pojawianie sie lipoproteidoéw nietypowych
0 zmienionej budowie i sktadzie chemicznym. W hyperlipemii samo-
istnej stwierdzono (12), ze sktad kwasow ttuszczowych w chylomikronach
jest zmieniony a ogélna ilos¢ kwaséw wielonienasyconych w estrach cho-
lesterolu obnizona. Sporo danych na temat atypowych lipoproteidow su-
rowicy dotyczy chorob watroby, zwtaszcza zastoju zokci. Wielu autorow
stwierdzito w tych warunkach zmiany skladu chemicznego i wiasnosci
we frakcji P, a mianowicie wyzszy niz normalnie stosunek lipidéw do biat-
ka, zmniejszony stosunek cholesterolu zestryfikowanego do wolnego, ob-
nizony stosunek cholesterolu do fosfolipidbw oraz zwiekszong ilo$¢ le-
cytyny, a takze zmienione wigzania lipidéw z biatkami, zmniejszong trwa-
tos¢ i wytracanie sie w warunkach, w jakich normalne lipoproteidy sie
nie wytracajg. (13, 15, 33, 44, 50, 52, 60, 64, 71) Poza tym w chorobach
watroby zmieniony jest sktad kwaséw ttuszczowych w estrach choleste-
rolu (73).

Obraz funkcji fizjologicznej i zmian patologicznych lipoproteidéw su-
rowicy jest jeszcze niepetny, ale literatura biezgca przynosi duzo prac
poswieconych temu zagadnieniu co sprzyja coraz lepszemu jego poznaniu.
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Komitet Organizacyjny IV Zjazdu Naukowego
Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw i Lekarzy Choréb Zakaznych

Biatystok, Klinika Choréb Zakaznych AMB,
ul. Sosnowa 5/7, tel. 31-08, 23-83

Komunikat Nr 4

Komitet Organizacyjny, uprzejmie powiadamia, iz w dniach 16—18 wrzesnia
1966 r., odbedzie sie¢ w Biatymstoku IV Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Epi-
demiologéw i Lekarzy Choréb Zakaznych z nastepujacg problematyka:

1) Wirusowe zapalenie watroby,
2) Wolna tematyka.

Karta uczestnictwa — 50 zt, dla cztonkéw Towarzystwa, dla nie cztonkéw — 80 zt.
Optate za karte uczestnictwa, za udziat w bankiecie, ewentualne wyzywienie (jedna
doba), za udziat w wycieczce, nalezy przesta¢ na zatgczonym przekazie do dnia 15.VI.
1966 r., na numer konta | OM w Biatymstoku 12-9-612, Komitet Organizacyjny IV
Naukowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw i Lekarzy Chorédb Za-
kaznych.

Otwarcie Zjazdu nastagpi w dniu 16.X.1966 r., o godz. 9,45 w Sali Wyktadowej
Bloku ,,D” Akademii Medycznej w Biatymstoku ul. Mickiewicza 2. Punkt Informa-
cyjny czynny bedzie na Dworcu Gtéwnym PKP i w Hotelu ,,Cristal” przy ul. Préch-
niaka w dniu 15.1X.66 r., od godz. 12,00 do dnia 16.1X.66 r. do godz. 12,00.
Zakwaterowanie na okres Zjazdu mozliwe jest:

1) w Domu Akademickim, gdzie niezaleznie od ilosci zamieszkatych oséb w po-
koju optata wynosi¢ bedzie 14,— zt od osoby (pokoje 2 i 4-ro osobowe — kom-
fort czesciowy),

2) w Hotelu ,,Cristal” z odptatnoscia za dobe: w pokoju 1-osobowym 40 zi, w po-
koju 2-osobowym — 32,50 zt, w pokoju 3-osobowym — 28 zi, (komfort cze-
Sciowy). llos¢ pokoi hotelowych ograniczona.

Wyzywienie catodzienne w Domu Akademickim za optata 55 zt, (Organizuje
Komitet Organizacyjny) w restauracji ,Cristal” — 100 zi, od osoby (Rezer-
wacja miejsc).

W trakcie trwania Zjazdu przewidziane jest zorganizowanie koncertu orkiestry sym-

fonicznej, cena biletu 21,— zt i bankietu w dniu 16.1X.66 r. — 130 zt od osoby.

W trakcie trwania obrad Zjazdu chetni bedg mieli mozliwo$¢ nabycia biletu do

Teatru Dramatycznego im. Al. Wegierki w Biatymstoku w cenie 17— zt do kin itp.

W dniu 18.1X.66 r., przewidziane sa nastepujace wycieczki:

1) Jednodniowa autokarem do Biatowiezy — 105 z}, od osoby (z wyzywieniem) oraz
2-wu dniowa (wyjazd w sobote po potudniu), do Augustowa i Suwatk — 295 zt
od osoby (z zakwaterowaniem i wyzywieniem).

Organizacja wycieczek uzalezniona jest od liczby zgtoszen.

W szystkie rozliczenia finansoice beda realizowane w Biurze Zjazdu, mieszczacym

sie w bloku ,,D” Akademii Medycznej w Biatymstoku ul. Mickiewicza 2. Zgtoszenie

uczestnictwa prosimy uprzejmie potwierdzi¢ nadestaniem wypetnionej karty ankie-
towej

Przewodniczacy Zarzadu Gtoéwnego Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
Pol. Tow. Epid. i Lek. Ch. Zakaznych IV Naukowego Zjazdu PTE | LCHZ
(—) Prof. dr med. K. Szymonski (—) Doc. dr med. P. Boron

Sekretarz Komitetu Organizacyjnego
IV Naukowego Zjazdu PTE i LCHZ
(—) Dr med. D. Prokopowicz
(—) Lek. med. T. Szpakowicz
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JADWIGA PASSENT *

Chemiczne i fizyczne wiasnosci rybosomow

The Chemical and Physical Properties of Ribosomes

The chemical and physical properties of the ribosomes as well as the methods
of isolation and purification are reviewed. The article deals also with the influence
of metals, polyamines and antibiotics on the ribosomes.

Rybosomami nazywamy czastki nukleoproteidowe o ciezarze czgstecz-
kowym 2,7 — 4,5 miliona i o zawartosci RNA 40—60% (88). Peinig one
wazng i jeszcze nie catkiem wyjasniong role w procesie biosyntezy biatka.
Produkty asocjacji rybosomow nazywamy polisomami, ergosomami, ciez-
kimi rybosomami; czastki powstate w wyniku dysocjacji rybosoméw na-
zywamy podjednostkami. W niektérych tkankach rybosomy wystepuja
samodzielnie, w innych sg osadzone na endoplazmatycznym retikulum.
Frakcje komérkowa, ktéra na obrazie otrzymanym przy pomocy mikro-
skopu elektronowego wykazuje obecno$¢ bton endoplazmatycznych z osa-
dzonymi na nich rybosomami, nazywamy mikrosomami. Pod wzgledem
chemicznym mikrosomy zawierajag 60—70% biatka, 20—30% lipidéw i do
10% kwaséw nukleinowych (66). Przyjmuje sie, ze w tkankach produku-
jacych biatko ,,na eksport” (np. retikulocyty czy watroba), rybosomy sg
osadzone na btonach endoplazmatycznych, natomiast tkanki zatrzymuja-
ce swoje biatko (tkanki embrionalne, skéra, witosy) zawierajg rybosomy
wolne.

Rybosomy z reguty zbudowane sg z dwoch podjednostek, z ktérych
jedna jest w przyblizeniu dwukrotnie wieksza od drugiej (118). Ciekawy
wyjatek prezentuje praca Decroly’ego i Cape’a ktdrzy badajac
rybosomy z jaj ropuchy pazurzastej Xenopus laevis w roznych stadiach
larwalnych, nie byli w stanie uzyska¢ dysocjacji rybosoméw na podjed-
nostki (25).

* Mgr, starszy asystent Zaktadu Biochemii Ewolucyjnej IBB PAN.

Wykaz uzywanych skrétéw: tRNA — przenoszagcy RNA; sRNA — rozpuszczal-
ny RNA; mRNA —informacyjny RNA; rRNA — rybosomowy RNA; SDS — sél so-
dowa siarczanu dodecylu; EDTA — kwas etylenodwuaminoczterooctowy.
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Jednym z charakterystycznych parametréw rybosomoéw jest wspot-
czynnik sedymentacji S, ktory jest miarg szybkoSci opadania czgstek
w czasie wirowania. Wielko$¢ tego wspotczynnika jest zalezna nie tylko
od sit przyspieszajacych czastke, ale takze od wielkosci, ksztattu, gestosci,
stezenia czgstek w roztworze i od lepkosci roztworu.

. Wystepowanie rybosomoéw

Rybosomy wystepuja powszechnie w mikroorganizmach, komdérkach
roslin i zwierzat. W szybko dzielgcych sie komorkach bakteryjnych rybo-
somy stanowig do 30% ich masy (118). W mikroorganizmach wystepuja
rybosomy o wspotczynnikach sedymentacji 70S (E. coli, B. cereus) i 80S
(Azotobacter). W $rodowisku pozbawionym jonéw magnezu rybosomy
70S rozpadajg sie na podjednostki 30S i 50S, a rybosomy 80S na podjed-
nostki 40S i 60S. Z obrazu uzyskanego przy pomocy mikroskopu elektro-
nowego Huxley i Zubay (45), a takze Hall i Slayter (40) wy-
liczyli wielko$¢ podjednostek i rybosoméw E. coli. Podobne eksperymenty
przeprowadzili w 1963 roku Spirin iwsp. (99).

Tablica 1
Wymiary rybosoméw E. coli i ich podjednostek (w A)
podjednostki
305 505 70S
dt. 140—160 130x160 Huxley i Zubay (45)
95x170 140x170 170x200 Hall i Slayter (40)
70—90x160 Sredn. 160 160x190 Spirin i wsp. (99)

Znane sg takze nietypowe rybosomy bakteryjne, o wyzszej zawartosci
RNA — do 75% i o nizszych statych sedymentacji. Rybosomy takie izoluje
sie z komdrek, na ktore uprzednio podziatano inhibitorami biosyntezy
biatka jak np. puromycyng lub chloramfenikolem. Antybiotyki te powo-
duja niezréwnowazong synteze RNA, a powstajagce w tych warunkach ry-
bosomy majg state sedymentacji 18—25S (23, 68, 75). Podobne rybosomy
mozna otrzymaé¢ z mutanta E. coli wymagajacego metioniny, a hodowa-
nego na pozywce nie zawierajgcej jej (69). Te nietypowe rybosomy wias-
no$ciami przypominajg bardziej RNA niz normalne rybosomy (55), mimo,
iz niektore z nich zdolne sg do witaczania 14C-aminokwasow (69). Uwaza
sie je za prekursory normalnych rybosoméw.

Drozdze zawierajg rybosomy 80S, ktérych obraz w mikroskopie elek-
tronowym przypomina obraz rybosoméw zwierzecych. Po usunieciu jo-
néw magnezu dysocjujg one na podjednostki 60S i 40S (19).

Rosliny maja rybosomy zawierajagce okoto 40% RNA. Wspodiczynnik
sedymentacji rybosomu wynosi 80S, a jego podjednostek — 40S i 60S.
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Rybosomy roslinne, tak jak i inne, sg stabilizowane przede wszystkim
przez jony magnezu. Rybosomy z kietkdw pszenicy wymagaja takze man-
ganu i wapnia (61), a rybosomy tytoniu przede wszystkim jondéw wapnia
(83). Interesujacym preparatem jest frakcja rybosomowa wyizolowana
z grzybni Penicillium funiculosum. Frakcja ta, zwana helening, jest
aktywna terapeutycznie wobec wirusa zapalenia moézgu myszy i wirusa
poliomyelitis matp (58).

Zwierzece rybosomy maja statg sedymentacji 80S. Dysocjujag na pod-
jednostki 60S i 40S. Znane sg rybosomy bezkregowcdw, wyizolowane
z dzielagcych sie komérek hydry (95), czy z $linianek muchy Chironymus
(38), a takze z jaj jezowca (13, 37) i z larw Drosophili (57). Rybosomy kre-
gowcoOw, nie nalezacych do ssakéw, opisane sg dosS¢ szeroko; znane sg ry-
bosomy z watroby Zzaby, moézgu embrionu kurzego, watroby kaczej (30,
107). Rybosomy ssakéw poznano bardzo gruntownie. W swojej fundamen-
talnej pracy, ktéra podaje opis 40 rodzajow tkanek, P a lad e stwierdzit,
ze tylko dojrzate erytrocyty nie zawieraja rybosoméw (78). Niedojrzate
komorki syntetyzujagce hemoglobine — retikulocyty — sa bogate w ry-
bosomy, ktdére dysocjujag na podjednostki po usunieciu jonéw magnezu
(110). Wirowanie przez dwie godziny w gradiencie gestosci sacharozy
(15—30%) oraz obraz w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze 75%
rybosomdw retikulocytow wystepuje w zespotach sktadajacych sie z pie-
ciu rybosomoéw, tzn. w postaci polisomow (polirybosoméw), zwanych
w tym wypadku pentamerami (116). Wedtug wiekszos$ci badaczy polisom
jest jednostka czynna, biorgcg udziat w biosyntezie biatka (67, 82, 116).
Zesp6t ten w trakcie polimeryzacji tancucha polipeptydowego ulega roz-
padowi na monomery. Inng tkanka bogata w rybosomy jest watroba;
obraz w mikroskopie elektronowym wykazuje rybosomy osadzone na
endoplazmatycznym retikulum. W czasie homogenizacji retikulum ulega
rozerwaniu i tworzg sie z niego pecherzyki z przytgczonymi w dalszym
ciggu rybosomami. Wolne rybosomy mozna wyizolowa¢ przy pomocy sub-
stancji rozpuszczajgcych retikulum. Oczyszczone rybosomy otrzymano
z watroby szczura, krolika, Swinki morskiej, myszy itd. (42, 50, 89, 104).
Typowg procedure izolowania polisomoéw z watroby podaje praca M u n-
ro i wsp. (67). Znane sg takze rybosomy z guzéw watroby np. hepatoma
Novikoffa, ktére w odréznieniu od rybosomow ze zdrowej watroby duzo

estabiej wigczajg 14C-aminokwasy do biatek (16). Opisano tez rybosomy
z trzustki (29), mozgu (38), tkanek embrionalnych, wtoséw (7), skory (78),
komoérek rozrodczych (78), miesni szkieletowych (10), a takze migs$nia ser-
cowego (85). Polisomy otrzymano réwniez z tkanki limfatycznej krdlika
(92) i z komorek HelLa (87).

Wiadomo, ze rybosomy umiejscowione sg w cytoplazmie. Niektorzy
badacze donoszg o wyizolowaniu rybosomoéw z mitochondriow (86, 109).
Obraz w mikroskopie elektronowym wskazuje na istnienie czgstek podob-
nych do rybosomdw w jgdrach komorek zwierzecych: embrionalnych,
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nerwowych i watrobowych (79). Rybosomy wyizolowane z jader grasicy
cielecej roznig sie od rybosomow cytoplazmatycznych nizszym wspdiczyn-
nikiem sedymentacji (78S) i wyzszg zawartosciag RNA (60%), sa jednak
zdolne do wigczania aminokwaséw (84). Rybosomy cytoplazmatyczne
z komérek grasicy sg stabilizowane przez jony potasu (90), natomiast ry-
bosomy otrzymane z jader grasicy wymagajg jondw sodu dla zachowania
aktywnosci (2).

Il. Otrzymywanie rybosoméw

Otrzymywanie rybosomOw obejmuje trzy zasadnicze etapy: rozbicie
§cian komorkowych, oddzielenie rybosomoéw od innych sktadnikow komar-
ki oraz oczyszczenie preparatu.

Do rozbicia $cian komorkowych mozna stosowac rozcieranie z piaskiem
lub tlenkiem glinu (aluming), szok osmotyczny, prase Frencha, homoge-
nizatory z ttokami lub nozami, ultradzwieki. Wybdér metody zalezy od
twardos$ci tkanki.

Do izolacji rybosomow stosuje sie wirowanie. Rozbite komaérki zawie-
sza sie w buforze (typowy bufor: 0,01M tris-HCI pH 7,5, zawierajacy
0,01M MgCI2 0,06M KC1, 0,006M 2-merkaptoetanolu) i poddaje wirowa-
niu przy 10 000 g. Odrzucony osad zawiera nierozbite komaérki, fragmenty
$ciany komdérkowej, jadra i mitochondria. Rybosomy izoluje sie z super-
natantu przez wirowanie w ciggu trzech godzin przy 78 000 g, w ciggu
1,5 godz. przy 105000 g lub przez 1 godz. przy 150 000 g. Jezeli $rodo-
wisko zawiera sacharoze, czas wirowania musi by¢ odpowiednio diuzszy.
Sacharoze do ultrawirowania zastosowat po raz pierwszy Hogeboom
w 1948 roku. Wysokie cisnienie osmotyczne roztworéw sacharozy ograni-
cza pecznienie, a w odroznieniu od soli nie wywotuje agregacji sktadni-
kéw komorkowych (44). Odwirowane rybosomy zawiesza Sie nastepnie
w buforze i delikatnie homogenizuje. Zawiesine takg klaruje sie przy
15 000 g, nastepnie rybosomy izoluje sie z supernatantu przez ponowne
wirowanie jak podano wyzej. Je$li rybosomy osadzone sg na endoplazma-
tycznym retikulum, to zwykle rozpuszcza sie retikulum po pierwszym
wirowaniu przy 10 000 g dziataniem dezoksycholanu sodu. Zwigzek ten
nie powoduje fizycznych uszkodzer rybosoméw i tylko nieznacznie obni-
za ich zdolno$¢ do wigczania aminokwaséw (51). Mozna tez uzyé niejono-
wego detergentu Lubrolu W (kopolimer polioksyetylenu i alkoholu cetylo-
wego), ktdry jednak ma stabsze dziatanie oczyszczajgce (84).

Polisomy otrzymuje sie zwykle przy pomocy czterogodzinnego wiro-
wania w 2M sacharozie przy 105000 g (122). Oddzielenie rybosomow od
podjednostek, a takze jednych podjednostek od drugich wymaga wirowa-
nia w gradiencie gestosci. Najczesciej uzywa sie sacharozy w stezeniach
5—20%, w ktorej czastki rozmieszczajg sie stosownie do swoich wspot-
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czynnikow sedymentacji (11). Po zakornczeniu wirowania proboéwke pla-
stikowg przekluwa sie, a wyciekajgcg zawiesine zbiera w kilkukroplo-
wych frakcjach. Pozwala to na ustalenie stezenia czastek w poszczegdl-
nych frakcjach przez pomiar absorpcji w ultrafiolecie, zmierzenie radio-
aktywnosci kolejnych frakcji itp.

Przy izolowaniu rybosoméw nalezy bra¢ pod uwage rodzaj badan, do
ktérych majg one byé uzyte. W przypadku badan nad wigczaniem amino-
kwaséw in vitro, istotne jest uzyskanie rybosomoéw o duzej aktywnosci,
a wiec ich izolowanie powinno by¢ mozliwie szybkie. Natomiast w przy-
padku badan fizykochemicznych nad rybosomami najwazniejsza jest czy-
sto$¢ frakcji i nabiera wtedy wagi sprawa uwolnienia rybosomow od we-
drujgcych z nimi biatek. Sita wigzania biatek z rybosomami maleje ze
wzrostem sity jonowej i pH Srodowiska. Stosowanie buforu o duzej sile
jonowej i wysokim pH jest jednak niebezpieczne ze wzgledu na mozliwg
w tych warunkach agregacje rybosoméw. Stosuje sie czasem strgcanie
rybosoméw magnezem (105), barem (80), a takze sperming (125), co poz-
wala na usuniecie czesci biatek i ferrytyny. Inng metodga jest oczyszczanie
na drodze chromatografii kolumnowej w obecnosci jonow magnezu (81).
Jedna z nowszych metod izolowania rybosoméw z retikulocytow, opisana
przez Arnsteina i wsp. (3), polega na wytragceniu rybosomoéw z su-
pernatantu pomitochondrialnego przez obnizenie jego pH IN kwasem
octowym. Otrzymane w ten sposob rybosomy, zawieszone w buforze o pH
7,6, wykazujg w ukiadzie syntetyzujagcym zwiekszone wigczanie fenylo-
alaniny po dodaniu poliU, podobnie jak rybosomy otrzymane na drodze
wirowania.

W czasie izolowania rybosomy mogg ulegaé¢ degradacji na skutek dzia-
tania rybonukleazy obecnej w ekstrakcie. Zapobiega sie temu stosujac
inhibitory RN-azy. Nie mozna jednak uzywac jednego z lepszych inhibi-
toréw RN-azy, soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS), gdyz posiada on
wiasciwo$¢ oddzielania kwasoéw nukleinowych od biatka rybosomow (47).
Najczesciej uzywa sie bentonitu, czyli uwodnionego krzemianu glinowego,
kompleksujgcego biatka o charakterze zasadowym (33), do ktérych nalezy
rybonukleaza. Ciekawie rozwigzali ten problem Cox i Arnstein,
ktérzy izolujac rybosomy z trzustki wotu uzyli jako inhibitora przeciw-
ciata wobec RN-azy (22).

Kryteria czystoSci preparatu. Do identyfikacji rybosoméw najczesciej
stuzy obraz otrzymany w czasie ultrawirowania. Stosuje sie w tym celu
ultrawiréwki analityczne, zaopatrzone w uktady optyczne, ktére pozwa-
lajg na odczyt absorpcji w ultrafiolecie. Obraz taki wykazuje granice
charakterystyczne dla rybosomow oraz granice frakcji wolniej sedymen-
tujacej, ktora zawiera biatka supernatantu i frakcji szybciej sedymentu-
jacej, zawierajacej osad mikrosomdw i agregaty rybosomow. W miare
oczyszczania preparatu frakcje osadzajgce sie wolniej i szybciej od rybo-
somow ulegajg zmniejszeniu.
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Przy okre$laniu czystosci preparatu rybosomdéw bierze sie pod uwage
widmo absorpcji w ultrafiolecie. Poniewaz maximum absorpcji kwasow
nukleinowych przypada na 260 mi®, natomiast biatko wykazuje maximum
w 280 mu, wywotane obecnoSciag aminokwasow aromatycznych, zatem
W miare oczyszczania preparatu od zaadsorbowanego biatka rosnie stosu-
nek absorpcji w 260 mi® do absorpcji w 280 rrm. Obecno$¢ zaadsorbowa-
nych biatlek mozna tez wykry¢ elektroforetycznie, chromatograficznie lub
immunochemicznie (43). Niekiedy wystarczajgcym kryterium oczyszcza-
nia rybosomow jest zmniejszanie sie aktywnosci enzymatycznej prepa-
ratu.

Chemicznym Kkryterium czystoSci jest zawarto$¢ kwaséw rybonuklei-
nowych, biatka i lipidéw w preparacie rybosomdw. Ilo§¢ RNA ustala sie
zwykle na podstawie zawartosci rybozy oznaczonej metoda orcynolowa.
Zawarto$¢ biatka oznacza sie najczesciej metodag Lowry i wsp. (60),
wobec albuminy wotu lub trypsyny krystalicznej jako standardéw. Miarg
zawartosci lipidow moze by¢ ilos¢ cholesterolu (1), lub fosforu lipidowego,
tzn. fosforu frakcji ekstrahujgcej sie mieszaning alkoholu i eteru (110).
Oczyszczone rybosomy nie powinny zawierac lipidow.

Suchg mase rybosomdw oznacza sie wazac je po liofilizacji i suszeniu
w 105°C.

I11. Skiadniki strukturalne rybosomow

Do najlepiej zbadanych nalezg rybosomy Escherichia coli. Ksztatt ca-
tego rybosomu E. coli zblizony jest do cylindra. Potraktowanie go 0,5M
NaCl powoduje dysocjacje na podjednostki 30S i 50S (100). Podjednostka
50S ma ksztatt kopulasty, natomiast podjednostka 30S jest bar-
dziej ptaska i ksztalt jej jest mniej regularny (45). Hart (41)
uzyskat bardzo ciekawe obrazy podjednostek 50S rybosoméw E. coli w mi-
kroskopie elektronowym (rysunek 1). Obrazy te wykazujg istnienie wy-
raznych rys na powierzchni podjednostki, a takze obecnosé obszaru ,,0ko-
podobnego”. Autor sugeruje, ze obszar ,,0ko-podobny” moze by¢ miejscem
przytgczania podjednostki 30S. Rysy na powierzchni podjednostki powsta-
ja na skutek spetlenia tancucha nukleoproteidowego o $rednicy ok. 35A.
Praca ta potwierdza wcze$niejszy eksperyment Spirina, ktéry w Srodowi-
sku o niskiej sile jonowej i w nieobecnosci jondw magnezu uzyskat obrazy
niespetlonych podjednostek 30S i 50S w postaci nici nukleoproteidowych
o0 $rednicy 30—40 A (101).

Kwasy rybonukleinowe. Analiza sedymentacyjna RNA rybosomoéw
otrzymanych z E. coli wskazuje na istnienie RNA o statych sedymentacji
16S i 23S (59). Wedtug Kurlanda (54) w podjednostce 30S znajduje
sie RNA o statej sedymentacji 16S i ciezarze 560 000, natomiast w pod-
jednostce 50S wystepuje RNA 23S o ciezarze 1100 000, lub dwa tancuchy
RNA 16S (rysunek 2).
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Kys. 1. Obraz podjednostek 50S rybosoméw E. coli w mikroskopie elektronowym
(wg 41)
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Ostatnio jednak Iwabuchi i wsp. (46) doniesli, ze podjednostki
50S rybosomdw E. coli zawierajg jedynie RNA o statej sedymentacji 23S.
1lo$¢ reszt nukleotydowych w RNA rybosoméw z E. coli wynosi dla RNA
0 statej sedymentacji 16S: 1640 + 50 a dla RNA o stalej sedymentacji 23S:
3090 + 120 (65).

Hall i Doty (39) stwierdzili, ze rybosomy z watroby cielecia za-
wierajg rowniez dwa rodzaje RNA: jeden o stalej sedymentacji 18S
1o ciezarze 600 000, drugi — 28S, o ciezarze 1300 000. Marcot-Quei-
roz iwsp. znalezli w RNA rybosomow drozdzy frakcje o statej sedymen-
tacji RNA rozpuszczalnego tzn. 4S. Po dysocjacji rybosomdw zlokalizo-
wali te frakcje w podjednostce 60S. Frakcja ta nie miata jednak zdolnosci
przytgczania aminokwaséw (62).

Rybosomy 30S 505
cczxwb6  055+005 +0
1
RNA T
Lc A
165 2 (185) 23
CC2. * 10~6 0155 + 0’10 115+0.20

Rys. 2. Schematyczny obraz podjednostek rybosomu E. coli (wg 54)

Kwasy nukleinowe rybosoméw wystepuja w postaci upakowanych
petli (39) lub sztywnych pateczek (49). Obie te postacie zawierajg pewien
obszar o strukturze spiralnej, utrzymywany przez wigzania wodorowe,
co wynika z badan nad wptywem temperatury na gestos¢ optyczng i na
skrecalno$¢ optycznag RNA (9), a takze z badan prowadzonych przy pomo-
cy promieni X (98).

W rybosomach zwierzecych puryny stanowig 50°/o sktadu RNA, w bak-
teryjnych do 60% (21). Zasady metylowane i pseudourydyna znajdujg sie
w niewielkich iloSciach i prawdopodobnie pochodza z RNA przenoszacego
(tRNA), wystepujacego jako zanieczyszczenie preparatu (27). Wbrew do-
tychczasowym pogladom (64) przypuszcza sie obecnie, ze skiad nukleoty-
dowy RNA wiekszej podjednostki rybosomu moze by¢ catkiem rozny od
sktadu RNA podjednostki mniejszej (118).

Biatko. WiadomoSci o strukturalnych biatkach rybosomow sg skape.
Badania nad nimi sg trudne, gdyz po usunieciu kwaséw nukleinowych

7 Postepy Biochemii
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biatka te przechodzg w posta¢ nierozpuszczalng. Biatko rybosomow
E. coli, stosunkowo najlepiej poznane, ma charakter zasadowy, dzieki
wysokiej zawarto$ci lizyny i argininy. Aminokwasy aromatyczne oraz
aminokwasy zawierajgce siarke wystepujg w niewielkiej ilosci (97). Prze-
cietny ciezar czasteczkowy ‘tancucha polipeptydowego w rybosomach
E. coli wynosi 25 000—30 000, przy czym na podjednostke 30S przypada
10 tancuchow, a na podjednostke 50S — 20 tancuchéw (115, 117). Punkt
izoelektryczny biatek rybosomoéw E. coli wynosi 85 (5). Takze biatka ry-
bosoméw z retikulocytéw majg charakter zasadowy (28). Zupetnie innego
rodzaju biatko zawierajg rybosomy wyizolowane przez Bayleya ze
stonolubnej bakterii Halobacterium cutirubrum (5). Biatko to ma kwasny
charakter, a jego punkt izoelektryczny wynosi 3.9.

1IV. Wplyw $rodowiska na rybosomy

Juz wczesne prace nad rybosomami wykazaly, ze ulegajg one rozpa-
dowi w czasie dializy. Substancje niskoczasteczkowe, przechodzace przez
btone dializacyjng majg ochronny wptyw na preparaty rybosomoéw. Ch ao
(19) stwierdzit, ze rybosomy drozdzy precypitujg w wodzie destylowanej,
a stabilizatorami ich sg jony magnezu i wapnia. Kilka lat wcze$niej Kel -
ler i wsp. stwierdzili, ze wigczanie aminokwasdw in vitro przez mikro-
somy watroby zalezy w wysokim stopniu od zawarto$ci magnezu w mie-
szaninie inkubacyjnej (48). Niezbedno$¢ magnezu potwierdzono nastepnie
w badaniach nad wiaczaniem aminokwaséw in vitro do oczyszczonych
rybosoméw z E. coli (108), peddéw grochu (119), retikulocytow (56), watro-
by szczura (52) i in. Badania przy pomocy ultrawiréwki i mikroskopu
elektronowego wykazaty, ze od stezenia jonéw magnezu zalezna jest row-
nowaga miedzy rybosomem i jego podjednostkami (110, 111). Badania te
doprowadzity do hipotezy, ze funkcja magnezu polega na utrzymywaniu
razem podjednostek w rybosomie. Natomiast Watson w 1964 roku wy-
sungt przypuszczenie, ze jony magnezu spetniajg przede wszystkim role
zobojetniania grup fosforanowych, a podjednostki rybosomu utrzymywa-
ne sg razem przez specyficzne wigzania wodorowe pomiedzy zasadami
nukleotydowymi ich kwasow rybonukleinowych (118). Tso i wsp. (111)
po trawieniu frakcji rybosomowej RN-azg znalezli w supernatancie 85°/0
catkowitej zawartosci magnezu. Wynika z tego, ze magnez jest przyta-
czony do kwasu nukleinowego rybosomu.

Oprécz magnezu w rybosomach znajdujg sie takze jony innych me-
tali. Zawarto$é ich jest wysoka. 1 gram RNA rybosomodw, ekstrahowa-
nych przy pomocy fenolu moze zawieraé do 980 i"g magnezu, a zawartos$é
wapnia moze by¢ szeSciokrotnie wyzsza (112). Oprécz tego znaleziono
w rybosomach soéd, potas, zelazo, mangan, cynk, nawet miedZ i kadm, ale
niektore z tych metali mogg adsorbowac sie na rybosomach w czasie ich
izolowania.
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Innym sktadnikiem komérkowym silnie zwigzanym z rybosomami sa
poliaminy. Zawarto$¢ poliamin w komdrce jest znaczna — na 1 gram wil-
gotnej masy E. coli przypada 30 (¢moli aminowych grup poliamin (63).
W preparatach rybosomoéw powszechnie znajduje sie putrescyne, kada-
weryne, spermidyne i 2,3-dwuaminopropan. Po dodaniu radioaktywnych
poliamin do hodowli komdérkowej izoluje sie rybosomy z poliaminami nie-
znakowanymi; poliaminy sa wiec tak silnie zwigzane, ze nie ulegajg wy-
mianie. Wspdidziatajg one w utrzymaniu rOwnowagi jonowej, wywiera-
jacej wptyw na stabilno$¢ rybosomow:

Mg++ lub poliaminy
30S4-50S5— -—->70S [118]
K+

Poliaminy wzmagajg takze wigczanie aminokwaséw in vitro, przy
czym stymulacja ta jest ré6zna w stosunku do poszczeg6lnych aminokwa-
sow (24, 71).

Podobny efekt in vitro jak dodanie sperminy czy spermidyny wywo-
tuje dodanie do uktadu takich antybiotykéw jak neomycyna lub strepto-
mycyna. Davies i wsp. stwierdzili, ze dodanie streptomycyny do ukta-
du syntetyzujacego polifenyloalaning w obecnosci poliU zmienia wiasno-
§ci kodujace uktadu, w wyniku czego nastepuje stymulacja witaczania
leucyny i izoleucyny, z réwnolegtym zahamowaniem wigczania fenylo-
alaniny (24). Wptyw tych antybiotykéw na rybosomy wynika z ich polia-
minowego charakteru; kationowe grupy guanidynowe streptomycyny
wspodtdziataja z rybosomami, ktére zachowujg sie jak polianiony (12).

Puromycyna dziata na innej zasadzie. Czasteczka puromycyny jest
analogiem strukturalnym potaczenia sSRNA-aminokwas (53), dzieki czemu
jej grupa aminowa moze zosta¢ acylowana kofncowg grupa karboksylowg
rosngcego tancucha polipeptydowego. W wyniku nastepuje przedwczesne
odtaczanie polipeptydu od rybosomu i zahamowanie syntezy (70).

Wptyw chloramfenikolu na biosynteze biatka polega najprawdopodob-
niej na kompetycji z mRNA o miejsce przytgczenia na rybosomie (120).
Rybosomy sg takze miejscem dziatania biologicznego grupy antybiotykow
glutarimidowych. Najlepiej poznana jest rola aktydionu (cycloheximid),
ktéry hamuje przeniesienie aminokwasu z sSRNA na rybosomy (94), a tak-
ze zapobiega zaleznemu od GTP rozpadowi polisomoéw, ktéry towarzyszy
wydtuzaniu sie tancucha peptydowego (123). Ostatnio ukazata sie praca
sugerujaca, ze aktydion zwalnia tempo tworzenia sie polisoméw przez
zahamowanie tgczenia sie mMRNA z rybosomami (20).

Potraktowanie rybosomdw czynnikami wigzagcymi magnez lub polia-
miny prowadzi do degradacji rybosoméw. Zwiazkami najbardziej efek-
tywnymi w wigzaniu magnezu sg wersenian (EDTA), pirofosforan sodu
i ATP. Fosforan i ADP wigzg magnez duzo stabiej. Jeszcze stabiej reagujg
cytrynian i dwuweglan (19). Rozpadowi rybosomow pod wpltywem tych
zwiazkow towarzyszy uwalnianie do srodowiska RNA, nukleotydéw, enzy-

7%
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mow jak np. R-galaktozydaza (32) czy tryptofanaza (31) i biatka (111).
Praca Szafranskiego i wsp. (103) wskazuje takze na uwalnianie
sie do Srodowiska wolnych zasad i zdezaminowanych nukleozydéw, po-
chodzacych prawdopodobnie z rozktadu informacyjnego RNA, co wydaje
sie by¢ zwigzane nie tylko z obecnos$cig rybonukleazy rybosomowej, ale
takze nukleozydazy i dezaminazy.

Rybonukleaza, ktérej aktywno$¢ wykrywano powszechnie w prepara-
tach rybosomo6w, uwazana byta dotychczas za integralny skiadnik rybo-
soméw, a w rybosomie E. coli lokalizowano ja w podjednostce 30S (96,
106). Ostatnio poglady te ulegajg zmianie, m. in. dzieki wykryciu ryboso-
mow nie zawierajgcych rybonukleazy, jak rybosomy z Pseudomonas fluo-
rescens wyizolowane przez Wade’a i Robinsona (113) oraz rybo-
somy ze szczepu Escherichia coli M.R.E. 600 wyizolowane przez Cam-
macka i Wade’a (15). Takze Oghoa i wsp. w pracy nad kierun-
kiem odczytywania kodu genetycznego doniesli o zastosowaniu uktadu
0 niskiej aktywnosci nukleaz, zawierajgcego rybosomy z E. coli i super-
natant z Lactobacillus arabinosus (91). Prace Neu’a i Heppela poz-
walajg sadzi¢, ze in vivo rybonukleaza umiejscowiona jest pomiedzy Scia-
ng komérki i btong komoérkowa. W czasie rozbicia komorki rybonukleaza
ulega uwolnieniu i moze adsorbowac sie na rybosomach (72, 73, 74). Za
hipotezg adsorpcyjng przemawiajg doswiadczenia, w ktérych na ryboso-
my z Ps. fluorescens nie zawierajgce rybonukleazy, a takze na rybosomy
z E. coli B dziatano rybonukleazg wyizolowang z rybosoméw E. coli B.
W pierwszym przypadku 80%, a w drugim — 98% podanej RN-azy za-
adsorbowato sie na rybosomach (114).

Do rybosomdw przytagczone sg takze substancje znajdujgce sie tam
chwilowo, niejako w czasie akcji: kwas nukleinowy przenoszacy (tRNA),
kwas nukleinowy informacyjny (mRNA), nowotworzacy sie polipeptyd,
a takze enzymy przenoszgce. W rybosomach E. coli tRNA wigze sie z pod-
jednostkg 50S (6, 17), powstajacy tancuch biatkowy przytaczony jest po-
przez terminalng czasteczke tRNA (17, 35), natomiast mRNA wigze sie
z podjednostkag 30S (4, 76).

V. Powstawanie rybosomow

W odrdznieniu od stosunkowo duzej ilosci danych dotyczacych struk-
turalnych skiladnikéw rybosomow, niewiele jeszcze wiadomo na temat
mechanizmu ich powstawania. Kwasy rybonukleinowe powstajg najpraw-
dopodobniej w jadrze (93). Z prac Yankofsky’ego i Spiegel-
mana, Goodmana i Richa wynika, ze nie tylko informacyjny
RNA i rozpuszczalny RNA, ale takze kwas rybonukleinowy rybosomow
syntetyzowany jest na matrycy DNA (36, 126). W 1965 roku Dubnau
1wsp. (26) postugujgc sie technikg tworzenia hybrydow DNA-RNA, zlo-
kalizowali na chromosomie Bacillus subtilis geny — determinanty dla
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kwasow rybonukleinowych o stalych sedymentacji 4S (rozpuszczalny
RNA) oraz 16S i 23S (kwasy nukleinowe rybosoméw). Autorzy przypusz-
czajg, ze biatko rybosomow jest determinowane przez te same geny, ktdre
determinujg RNA rybosoméw, badz tez, ze oba rodzaje genéw sg umiej-
scowione bardzo blisko siebie.

Jedng z ciekawszych hipotez na temat mechanizmu powstawania rybo-
somow przedstawia Stent (102). Opiera sie on m.in. na pracach badaczy
zgrupy Nirenberga, ktérzy w 1964 r. zidentyfikowali in vitro kom-
pleks DNA-polimeraza RNA-RNA-rybosom (8, 14). Jak wiadomo polime-
raza RNA jest enzymem Kkatalizujagcym uporzadkowang polimeryzacje nu-
kleotydow na matrycy DNA. Enzym ten zostat wyizolowany z watroby
szczura (121), a takze z szeregu bakterii (18, 34). Jezeli uktad zawiera
kwas dezoksyrybonukleinowy jako matryce, polimeraze RNA, oraz tréj-
fosforany 5’-rybonukleozyddw adeniny, guaniny, uracylu, cytozyny, to
w czasie inkubacji nukleotydy ulegajg polimeryzacji do RNA. Produkt
taki ma sekwencje zasad komplementarng do DNA matrycowego i sty-
muluje synteze biatka w uktadach bezkomérkowych (124), a wiec wy-
kazuje wiasciwosci informacyjnego RNA. Podobny mechanizm przypi-
suje Stent tworzeniu sie kwaséw rybonukleinowych rybosomoéw. Me-
chanizm uwalniania sie powstajacego tancucha RNA z kompleksu z poli-
meraza jest wedtug Stenta jednakowy zaréwno dla RNA informacyjnego
jak i RNA rybosomow i polega na wigzaniu powstajgcego RNA przez
rybosomy.

Matryca
DNA

Polimeraza

Rys. 3. Powstawanie i uwalnianie sie nici kwasu rybonukleinowego przy udziale
rybosomow (wg 102)

Reprodukowany za zezwoleniem autora

W przypadku RNA informacyjnego tworzg sie od razu polisomy, na-
tomiast powstajacy RNA rybosomow speinia poczatkowo role mRNA
w stosunku do biatek rybosomowych. Za takim pogladem przemawiajg tez
prace Otaki i wsp. (77), a takze Nakady (69), ktérzy wykazali, ze
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RNA wyizolowany z niedojrzatych rybosomoéw bakteryjnych stymuluje
wiaczanie aminokwaséw in vitro. Po potgczeniu sie z biatkiem rybosomdw
RNA przerywa swojg funkcje informacyjng tworzac juz dojrzaty ry-
bosom.
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TOMASZ GOLASZEWSKI* i JAN W. SZARKOWSKI**

Powstawanie i rozwdj rybosomow

Formation and Development of Ribosomes

Ribonucleoprotein particles appearing in bacterial cells in spite of artificially
unbalanced RNA and protein synthesis are compared with protein deficient proribo-
somes formed in normal bacteria. The data concerning the relation of proribosomal
RNA to messenger RNA are reviewed. The messenger function of proribosomal RNA
in the synthesis of ribosomal protein is discussed and the probability of proriboso-
mes maturation in which no preexisting ribosomes are involved is considered.

Wiadomosci na temat powstawania i rozwoju rybosomow sg stosun-
kowo skromne, jesli porownaé je z obszerng literaturg dotyczaca funkcji
tych organelli w procesach syntezy biatlek. Rybosomy, niezaleznie od po-
chodzenia, zawierajg ok. 60% RNA i 40% biatka. Przyjmujgc powszechny
poglad o nieodzownosci w petni uformowanych rybosoméw w procesie
biosyntezy biatka, trudno wyttumaczy¢, na jakiej drodze — szczegdlnie
w aspekcie filogenetycznym — powstaje strukturalne biatko samych ry-
bosomow. Nie jest zupetnie jasne, czy powstawanie rybosomow jest pro-
cesem autokatalifycznym, czy tez wymaga ono obecnosci DNA lub infor-
macyjnego RNA, a wiec czy stanowi proces spokrewniony z przekazywa-
niem informacji genetycznej. Nie zupeinie jasny jest tez stosunek infor-
macyjnego RNA do RNA inicjujgcego powstawanie rybosomow czyli tzw.
prekursorowego (progeniturowego) RNA, r6znigcego sie niektdrymi wias-
nos$ciami od RNA rybosoméw dojrzatych (46, 86).

Badania nad formowaniem rybosomow obejmujg poznawanie szlakow
metabolicznych obydwu podstawowych sktadnikéw — RNA i biatka,
a przede wszystkim uwzglednia¢é muszg miejsce ich syntezy w komorce,
jako$é obu sktadnikéw i ich wzajemne stosunki iloSciowe w ontogenezie
tych organelli. Badania te mogg ewentualnie dostarczyé nowych danych
0 procesie przenoszenia informacji genetycznej.

* Dr, st. asystent, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa.
** Doc. dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa.
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Rozmieszczenie i formy rybosoméw w komdrce

W Swiecie zwierzecym (72) jak rowniez u ros$lin wyzszych (91) rybo-
somy wystepuja gtownie w cytoplazmie i pozostajg zwigzane z tzw. endo-
plazmatycznym reticulum. U bakterii, ktdre nie posiadajg endoplazma-
tycznego reticulum, rybosomy zwigzane sg z btonami innego typu (72).
U organizméw wyzszych, procz rybosoméw wystepujgcych w cytoplazmie,
znaleziono rybosomy w jadrze (1), jaderku (6) i innych organellach ko-
morkowych — w mitochondriach (73) i chloroplastach (59). Biorg one tam
prawdopodobnie udziat w autonomicznej syntezie biatek w sposéb podob-
ny jak w pozaorganellowych rejonach cytoplazmy. PisaliSmy o tym sze-
rzej w artykule przegladowym na temat biosyntezy biatek w chloropla-
stach (27). Stwierdzenie czastek rybonukleoproteidowych w jadrze komor-
kowym dato Bonnerowi asumpt do wysuniecia hipotezy o jagdrowym
pochodzeniu rybosomoéw cytoplazmatycznych.

Wirowanie ekstraktow lub homogenatéw komoérkowych w -gradiencie
sacharozy (8, 9, 13, 79, 97) pozwala wyrézni¢ z populacji rybosoméw cyto-
plazmatycznych rézne formy (podjednostki strukturalne) charakteryzu-
jace sie odmiennymi wartosciami statych sedymentacji. Formy te nie réz-
nig sie miedzy sobg ani stosunkiem biatka do RNA (97) ani tez sktadem
nukleotydowym i aminokwasowym (78, 79). Odmienna sekwencja nukleo-
tydow w RNA podjednostek rybosomowych 30S i 50S u Escherichia coli
wskazuje, zdaniem Aronsona (4), na brak genetycznego zwiazku mie-
dzy nimi. Wtasnie fakt wystepowania podjednostek rybosomdéw o odmien-
nych statych sedymentacji (13) nasunat przypuszczenie o stadialnym roz-
woju tych organelli, polegajacym miedzy innymi na asocjacji jednostek
mniejszych. Przypuszczenie to zostatlo wysuniete przez Robertsa
i wsp. (8, 9, 11, 55) a takze przez Otak e i wsp. (68). Ci ostatni podkres$-
lali, ze w czasie wzrostu komaérek Escherichia coli, przy statym stezeniu
jondw magnezu, ilos¢ rybosomoéw o statej sedymentacji 30S i 50S maleje
i w wyktadniczej fazie wzrostu ilosciowo przewazaja rybosomy o statej
sedymentacji 70S. O tych ostatnich wiadomo, ze najaktywniej wiaczaja
znakowane aminokwasy (10). Stanowityby one ostateczne stadium rozwo-
jowe rybosomu u Escherichia coli. W odpowiednim stezeniu jondw mag-
nezu moga powstawaé wskutek agregacji dwoch takich rybosomoéw czastki
o statej sedymentacji 100S.

Rybosomy o statej sedymentacji 70S, jak sie dzisiaj przyjmuje, tgczg
sie w uktady zawierajgce kilka do kilkudziesieciu rybosoméw, tworzac
tzw. polisomy (77, 99). Te uktady stanowiag juz jednostki programowane
zawierajgce ni¢ informacyjnego RNA. Tworzenie polisomow, jako proces
tgczenia sie rybosomdw dojrzatych, nie wchodzi w zakres tego artykutu.
Nadmienimy tylko, ze w procesie tym moga odgrywa¢ pewng role wykry-
te niedawno potgczenia nukleoproteidowe zawierajgce informacyjny RNAr
nazwane przez ich odkrywcéw, Spirina i wsp. (81), informosomami.
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Spirin iwsp. podkreslajg jednak, iz nie mozna tych komplekséw uwa-
za¢ za prekursory rybosomoéw. Podobnie prekursorami rybosoméw nie
wydajg sie by¢ potaczenia podjednostek rybosomowych z informacyjnym
RNA (31, 38, 56) ani tez wykryte w pracowni Nirenberga potgczenia
nukleoproteidowe zawierajgce DNA (7). Nie wiadomo, w jakim stosunku
do normalnych prekursorowych form rybosoméw pozostajg czastki rybo-
nukleoproteidowe o statej sedymentacji 45S i 60S wykryte ostatnio w cy-
toplazmie komérek HelLa przez Girarda i wsp. (25).

Miejsce syntezy sktadnikéw rybosomu

Miejscem syntezy prekursorowego RNA rybosomdéw u organizmoéw
wyzszych jest jadro komdrkowe, prawdopodobnie jaderko. Wedtug Per-
ry’ego (71) 95% trytu wigczonego do komérek fibroblaséw po 30 minu-
towej inkubacji ze znakowang 3-cytydyng wykrywa sie w jadrze. Jesli
natomiast po tej wstepnej inkubacji prowadzi sie czterogodzinng inku-
bacje komérek w obecnosci cytydyny nieznakowanej, tryt wykrywa sie
gtéwnie w cytoplazmie. Swiadczytoby to, iz wieksza czes¢ RNA cytoplaz-
my syntetyzowana jest wtasnie w jadrze. Poniewaz wiadomo, ze wieksza
cze$s¢ RNA cytoplazmy stanowi RNA rybosoméw, mozna przyjac, iz ry-
bosomowy RNA jest pochodzenia jadrowego. Jednak Webster i wsp.
(100) obserwowali synteze RNA rybosomoéw réwniez w bezjgdrowych
fragmentach komdrkowych glonu Acetabularia crenulata.

Hipoteze o jaderkowym pochodzeniu RNA rybosoméw popierajg obser-
wacje dokonane przez Browna i Gurdona (12) na letalnym mutan-
cie potudniowo-afrykanskiej ropuchy Xenopus laevis. Mutant ten, w prze-
ciwienstwie do szczepéw dzikich, nie posiada normalnie wyksztatconych
jaderek w jadrze komoérkowym i nie tworzy rybosoméw. Szczepy dzikie
tego organizmu, w okresie embriogenezy nie wytwarzaja jaderek do sta-
dium gastrulacji, a zarazem nie wytwarzajg w tym czasie rybosomoéw ko-
rzystajac z rybosoméw powstatych w okresie oogenezy.

Biatka rybosomow syntetyzowane sg przynajmniej czeSciowo w cyto-
plazmie. Tamaoki i Mueller (94, 95, 96) sg zdania, ze w komorkach
HelLa taczenie rybosomowego RNA z biatkiem nastepuje juz w jadrze
komérkowym. Z prac grup Robertsa (8, 9 11, 55 i Osa wy (35, 41)
wynika, ze u Escherichia coli pierwszym stadium rozwojowym rybosomu
jest wolny RNA o statej sedymentacji ok. 145—16S, ktéry nastepnie przy-
tacza biatka.

Jesli przyjmiemy, ze w komoérkach organizmow wyzszych istniejg od-
mienne pule rybosomoéw: w jadrze, mitochondriach, plastydach i cytoplaz-
mie, wowczas nie jest wykluczone wspétdziatanie ré6znych organelli w bu-
dowie rybosomow poszczegélnych typéw. U roélin zielonych np. biatko
rybosomoéw cytoplazmatycznych jest, by¢ moze, syntetyzowane czesciowo
przez chloroplasty (patrz 27).
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Sposoby badania procesu rozwoju rybosoméw

Sledzenie syntezy obu sktadnikéw rybosomu i proceséw formowania
tej organelli wymagato specjalnego podejscia metodycznego i wyboru od-
powiedniego obiektu badan. Badania prowadzono np. uzywajac tzw. ,roz-
luznionego” (relaxed) mutanta K12W6 Escherichia coli (84), u ktérego —
przy braku metioniny w pozywce — zahamowana jest synteza biatka
a zachodzi przez pewien czas synteza RNA (51, 52). Stosowano réwniez
inne szczepy tej bakterii, u ktorych stwierdza sie Scistg zalezno$¢ syntezy
RNA od obecnosci aminokwasdéw w pozywce (stringent mutants). U tych
szczepow przy braku koniecznego aminokwasu w pozywce nastepuje row-
noczesne zahamowanie syntezy biatka i RNA. Ich normalng synteze bia-
tek mozna zaktdca¢ za pomocg takich czynnikéw jak: chloramfenikol, pu-
romycyna, streptomycyna oraz analogi prekursor6w RNA jak 5-fluoro-
uracyl, 8-azaguanina i 8-azaadenina. Przy stosowaniu wymienionych
antybiotykow nastepuje zahamowanie syntezy biatek bez réwnoczesnego
zahamowania syntezy RNA i powstajg wowczas czastki nukleoproteidowe
z wyrazng przewagg RNA. Czastki te bedziemy okresla¢ w dalszym ciggu
tego artykutu jako: czastki ,,chloramfenikolowe”, czgstki ,,puromycyno-
we” i czastki ,,streptomycynowe”.

U mutantéw ze Scisle sprzezong syntezg RNA i biatka mozliwe jest za-
kt6cenie syntezy RNA rybosomoéw przy przeniesieniu bakterii z pozywki
zawierajacej gorsze zrodto energii do pozywki z lepszym zrodiem energii;
woéwczas przez pierwsze 20 minut po zmianie podtoza odbywa sie selek-
tywna synteza rybosomowego RNA (69). Przeniesienie za$ bakterii z po-
zywki o bogatszym zrédle energii do pozywki o ubozszym zrddle, np. za-
wierajgcej zamiast glukozy kwas bursztynowy, powoduje zahamowanie
syntezy RNA, giéwnie RNA rybosoméw (30). Brak jondw potasu w po-
zywce réwniez zakiéca normalnie zrdwnowazona synteze biatek i RNA
w komarce (20, 21, 22) a brak jonébw magnezu powoduje rozpad istnieja-
cych rybosoméw (54, 63).

Operowanie tego rodzaju obiektami badan, u ktérych mozna byto ob-
serwowac przesuwanie sie réwnowagi syntezy obu sktadnikéw rybosomu,
pozwolito na nagromadzenie cennych wiadomosci sugerujacych stadialny
rozwdj tych organelli.

Synteza rybosomowego RNA w warunkach gtodu aminokwasowego
u mutantéw Escherichia coli z rozprzezong synteza biatek i RNA

Z prac Mandela i Boreka (51, 52) oraz Nakady i wsp. (62)
wiadomo, ze w warunkach gtodu metioninowego u ,rozluznionego” mu-
tanta K12W6 Escherichia coli syntetyzowane sg wszystkie rodzaje RNA —
rybosomowy o statej sedymentacji 16S i 23S, rozpuszczalny 4S i informa-
cyjny. Wedtug Dagley’a i wsp. (17) 70% RNA syntetyzowanego
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w tych warunkach w komédrce stanowi RNA odmienny od RNA frakcji
rozpuszczalnej. Nagromadzany RNA pojawia sie przede wszystkim w for-
mie czastek rybonukleoproteidowych o statej sedymentacji miedzy 16S
i 25S (17, 62), cho¢ stwierdzano réwniez czastki o statej sedymentacji 30S
i 45S (88).

Czastki rybonukleoproteidowe pojawiajgce sie w czasie gtodu metio-
ninowego s bardziej wrazliwe na dziatanie rybonukleazy niz normalne
rybosomy. Wynika to prawdopodobnie z dwu przyczyn: mniej upakowa-
nej struktury drugorzedowej RNA tych czastek — stwierdza sie miedzy
innymi znacznie mniejszy stopien metylacji jego zasad azotowych (52,
86) — jak rowniez mniejszej zawartosci biatka (61). Zawartosé biatka
i RNA w tych czgstkach jest inna niz w rybosomach normalnych i wynosi
odpowiednio 30% i 70% (88). Sam zas RNA tych czastek daje sie rozdzie-
lic na dwa sktadniki o statej sedymentacji 16S i 23S, a pod wzgledem
stopnia spolimeryzowania odpowiada kwasowi rybonukleinowemu nor-
malnych rybosomoéw.

Po przerwaniu gtodu aminokwasowego pietno znakowanego uprzed-
nio RNA, zawartego w czastkach rybonukleoproteidowych o nietypowych
wartosSciach statej sedymentacji, pojawia sie bardzo szybko w podjed-
nostkach rybosomowych 30Slwzglednie 50S, ktére normalnie wystepuja
u Escherichia coli. Nie wiadomo jednak, czy wigczanie RNA do normal-
nych podjednostek odbywa sie po uprzedniej jego degradacji, czy tez bez-
posrednio wilaczane sg czastki rybonukleoproteidowe Ilub wolny RNA.
Wedtug Nakady i wsp. (62) czas potrzebny na pojawienie sie pietna
znakowanego RNA w podjednostkach 30S i 50S po ustaniu gtodu metio-
ninowego wynosi ok. 15 minut. Natomiast catkowity rozpad czgstek na-
gromadzonych w czasie gtodu aminokwasowego, zachodzacy po zahamo-
waniu syntezy RNA dwunitrofenolem, nastepuje po 75 minutach. Wska-
zywatoby to, ze po ustaniu gtodu aminokwasowego wigczanie RNA do
normalnych rybosoméw odbywa sie bez uprzedniej jego depolimeryzacji.

Wedlug Sypherda (88, 89) czastki rybonukleoproteidowe powsta-
jace w warunkach gtodu metioninowego, sg prekursorami normalnych
rybosomow i pojawiajg sie réwniez w normalnych warunkach wzrostu
bakterii lecz w znacznie mniejszych iloSciach i dlatego sg trudne do zaob-
serwowania. W obecnosci koniecznych aminokwaséw w pozywce prze-
ksztatcajg sie one w rybosomy dojrzate poprzez przypadkowe tgczenie sie
miedzy soba.

Bezposrednio po przerwaniu gtodu aminokwasowego rozpoczyna sie
intensywna synteza biatka, przy czym jest to preferencyjna synteza bia-
tek rybosoméw (53, 61, 98). Okoto 65% pietna znakowanych aminokwa-
séw pojawia sie wowczas w rybosomach, natomiast w normalnych warun-
kach wzrostu komdrek Escherichia coli we frakcji rybosomowej wykrywa
sie tylko okoto 20% znakowanych aminokwasow (61). Uprzywilejowana
synteza biatek rybosomowych trwa znacznie dtuzej niz wynosi potowiczny
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okres trwania informacyjnego RNA. Wskazywatoby to, iz RNA nagroma-
dzony w niedojrzatych rybosomach w czasie gtodu aminokwasowego sam
kieruje syntezg biatka rybosomowego, tym bardziej, ze zaobserwowano
stymulujacy wptyw tego RNA na wigczanie znakowanych aminokwaséw
do biatka in vitro. Stymulacja ta jest znacznie wyzsza niz stymulacja ob-
serwowana po dodaniu RNA rybosomow dojrzatych i ma miejsce réwniez
w obecnosci aktynomycyny D hamujacej synteze nowego RNA oraz
w obecnosci dezoksyrybonukleazy niszczacej matryce DNA dla nowosyn-
tetyzowanego informacyjnego RNA; natomiast catkowicie znosi stymu-
lacje rybonukleaza. Interesujgce byto spostrzezenie Nakady (61), ze
dodatek polinukleotydu urydylowego nie wptywat stymulujgco na wia-
czanie fenyloalaniny do omawianych niedojrzatych rybosoméw. Zdaniem
tego autora moze to wskazywac, iz rybosomy niedojrzate nie sg zdolne do
przyjecia informacyjnego RNA pochodzgcego z zewngtrz. Dysponujg one
wiasnym RNA, kierujgcym syntezag biatek rybosoméw az do momentu
osiggniecia przez nie dojrzatosci funkcjonalnej. Z chwila, kiedy synteza
biatek wiasnych jest juz ukonczona, dojrzaly rybosom musi korzystaé
z informacji dochodzacej z zewnatrz w postaci informacyjnego RNA. Tak
wiec zdaniem Nakady, odr6zni¢ mozna dwa etapy funkcjonalnego roz-
woju rybosomu: pierwszy, czynny, kiedy wtasne biatko rybosomu nie-
dojrzatego syntetyzowane jest pod kontrolg prekursorowego RNA rybo-
somu, odgrywajgcego wowczas role RNA informacyjnego i drugi — roz-
poczynajacy sie w momencie skompletowania biatek wiasnych rybosomu,
kiedy to konczy sie informacyjna rola RNA rybosomowego i dojrzaty ry-
bosom staje sie biernym akceptorem informacyjnego RNA Kkierujacego
syntezg innych biatek. Poglad o biernej, podporowej niejako roli ryboso-
mow w powszechnie akceptowanym schemacie syntezy biatek przyjeto
po wykryciu informacyjnego RNA (10).

Sygnatem do ustania informacyjnej roli RNA rybosomu jest, by¢ mo-
ze, jaka$ zmiana w drugorzedowej strukturze lub zakrycie jego powierz-
chni przez powstajace biatko. Nie jest wykluczone, ze pewng role odgry-
wataby tu metylacja zasad azotowych (28, 51, 52, 61, 86).

W syntezie biatek rybosomu odgrywatby role réwniez RNA przeno-
szacy aminokwasy, podobnie jak sie to dzieje we wszystkich uktadach
syntetyzujgcych biatko. Nakada (61) stwierdzat in vitro wigczanie zna-
kowanego weglem 14C RNA rozpuszczalnego do niedojrzatych rybosomow
powstajgcych w czasie gtodu metioninowego. Pewng ilo$¢ rozpuszczalnego
RNA w preparatach takich rybosoméw stwierdzili juz uprzednio Gor-
don i Boman (28). Obecno$¢ tej frakcji RNA — obok odpowiednich
enzymdéw i systemu regenerujagcego energie — byta niezbedna w procesie
wigczania znakowanych aminokwaséw przez niedojrzate rybosomy in vi-
tro (53).

Dodatkowe dowody na informacyjng role RNA zawartego w czastkach
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rybosomowych powstajagcych w czasie gtodu metioninowego u mutanta
»,rozluznionego” Escherichia coli, uzyskat Nak ada stosujgc 5-fluoro-
uracyl jako czynnik zaktécajacy powstawanie ,normalnego” RNA.

Synteza RNA rybosomdw w obecnosci inhibitorow
syntezy biatka

Jak juz wspomniano, w badaniach nad rozwojem rybosoméw przydat-
ne okazaly sie substancje zaktdcajgce zréwnowazong normalnie synteze
biatka i RNA. Najszerzej badano wptyw chloramfenikolu. Antybiotyk
ten, w odpowiednim stezeniu (5), hamuje catkowicie synteze biatek nie
hamujac syntezy RNA (14, 23, 24), ktora zachodzi przez ok. 2 godziny od
momentu dodania chloramfenikolu do pozywki (101).

Pierwszg obszerng prace o wptywie tego antybiotyku na pojawianie
sie nietypowych czagstek rybonukleoproteidowych w komorce Escherichia
coli ogtosili Nomura i Watson w 1959 roku (65). Okazato sig, ze
w obecnosci chloramfenikolu zanikajg normalnie wystepujace w komérce
podjednostki rybosomow 30S i 50S, pojawiajg sie natomiast czastki lzej-
sze o stalych sedymentacji 18S i 25S. Zawierajg one okoto 25% biatka
i 75% RNA (43, 44, 64, 82, 90). Kwas rybonukleinowy tych czgstek stano-
wi ok. 60% RNA komdrek Escherichia coli (17) a u Aerobacter aeroge-
nes — nawet 80% (23). Skiad nukleotydowy tego RNA nie odbiega od
sktadu RNA rybosomow Escherichia coli powstajgcych w trakcie wzrostu
bakterii bez dodatku antybiotyku (15, 42, 70). Wedlug Kurlanda
i Maaloe (43) co najwyzej 25% RNA tych czgstek syntetyzowane jest
przed dodaniem antybiotyku, reszta powstaje w jego obecnosci. Ten RNA
nie rézni sie zasadniczo pod wzgledem wielkosci czasteczek od RNA ry-
bosoméw normalnych. Wedtug Kurlanda i wsp. (44) w tworzgcych
sie w obecnosci chloramfenikolu czastkach o statej sedymentacji 18S wy-
stepuje RNA o statej sedymentacji 16S, a w czgstkach 255 — RNA ma
statg sedymentacji 23S. Oba typy RNA stwierdza si¢ w rybosomach nor-
malnych Escherichia coli (72). Zdaniem Kurlanda i Maaloe (43)
23S RNA moze pochodzi¢ z rozpadu rybosoméw, ktére powstaty przed
dodaniem antybiotyku. W zwigzku z tym autorzy wysuwajg przypuszcze-
nie, iz czastki ,,chloramfenikolowe” 18S odpowiadajg normalnie pojawia-
jacym sie prekursorowym formom rybosomdw. Sadzi sie dzisiaj, ze w czg-
stkach ,,chloramfenikolowych” nagromadza sie prekursorowy RNA rybo-
somow (46).

Biatko czastek rybonukleoproteidowych powstajagcych w obecnosci
antybiotyku musi pochodzi¢ z puli biatek syntetyzowanych przed jego
dodaniem. Czastki te, powstate w obecnosci antybiotyku i znakowanych
aminokwasO6w, nie zawieraty pietna (43). Jednakze po usunieciu chloram-
fenikolu sg one zdolne do syntezy wiasnego biatka. Otaka i wsp. (69)
stwierdzili, ze RNA czastek ,,chloramfenikolowych”, powstatych po prze-
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. niesieniu bakterii do pozywki energetycznie bogatszej — kiedy to synteza
informacyjnego RNA byta selektywnie zahamowana — stymulowat wig-
czanie znakowanych aminokwasow do biatek in vitro. Sugerowatoby to,
ze RNA tych czastek moze petni¢ role RNA informacyjnego. Same za$
czastki ,,chloramfenikolowe” maja zdolnos¢ witaczania niektérych amino-
kwaséw do biatek wtasnych bez dodatku guanozynotrojfosforanu i doj-
rzatych rybosomow (66).

Istniatoby wiec pewne podobienstwo czastek powstajgcych w obecno-
Sci chloramfenikolu do czastek powstajagcych w warunkach gtodu metio-
ninowego u mutanta rozprzezonego Escherichia coli (16). Tym bardziej,
ze zarowno jedne jak i drugie przeksztatcajg sie w normalne podjednostki
30S badz 50S z chwilg przywrécenia normalnych warunkéw hodowli (64).
Rdéwniez zdaniem Szakutowa, Bogdanowa i Spirina (90), po
usunieciu chloramfenikolu powstajg normalne podjednostki rybosomoéw
przez spontaniczne przytgczanie sie biatek cytoplazmatycznych do czgstek
»Chloramfenikolowych”. Autorom tym udato sie nawet przeprowadzi¢ ta-
kg synteze in vitro. Czastki ,,chloramfenikolowe” reprezentujg, by¢ mo-
ze, jakie$ posrednie stadia rozwojowe rybosomu i stanowig prawdopodob-
nie odpowiedniki ,,prorybosoméw” pojawiajagcych sie w matych iloSciach
w warunkach normalnej hodowli bakterii.

Podobne twory pojawiajg sie w obecnosci antybiotyku puromycyny,
hamujacego synteze biatek. Z pracy Se 11sa (76) wiadomo, ze w obecno-
$ci puromycyny nastepuje nagromadzanie RNA w komdérkach Escherichia
coli. W warunkach tych powstaje RNA rybosomowy o statej sedymentacji
16S i 23S a takze RNA 4S przenoszacy aminokwasy. Wedtug Hosok a-
wy i Nomury (34) powstajg wowczas gtownie czastki nukleoproteido-
we 20S i 25S. Zawierajg one 70% RNA i 30% biatka. Kwasy rybonuklei-
nowe tych czastek o statych sedymentacji 16S i 23S, majg sktad nukleo-
tydowy analogiczny jak RNA rybosoméw normalnych. Po usunieciu anty-
biotyku pietno znakowanego uprzednio radioaktywnym fosforem RNA
tych czastek pojawia sie po 90 minutach w normalnych podjednostkach
rybosoméw 30S i 50S. Rownoczes$nie odbywa sie preferencyjna synteza
biatek rybosoméw. Przeksztatcanie czgstek ,,puromycynowych” w nor-
malne rybosomy odbywa sie zasadniczo bez uprzedniej degradacji RNA
i bez odigczania biatka. Tylko nieznaczna czes¢ RNA czastek ,,puromycy-
nowych” moze by¢ wykorzystana do budowy normalnych rybosomdw po
uprzedniej degradacji (34).

Tamaoki i Mueller (94) badajagc wptyw puromycyny na synte-
ze RNA rybosoméw w komérkach Hela stwierdzili, ze w obecnosci tego
antybiotyku pietno znakowanych prekursorbw RNA nie pojawia sie
w kwasie rybonukleinowym rybosoméw. Jednakze w tych warunkach
odbywa sie, przynajmniej cze$ciowo, synteza wysokospolimeryzowanego
RNA o statej sedymentacji 45S, ktory zdaniem szeregu autoréw (26, 75,
95) taczy sie z biatkiem i nastepnie przeksztatca w rybosomowy RNA 16S
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i 28S w wyniku degradacji. Puromycyna hamowataby proces tworzenia
sie rybosomdéw w komdrkach HelLa poprzez hamowanie syntezy biatka
(96), ktore w warunkach normalnych tworzy kompleks ze wspomnianym
wysokospolimeryzowanym RNA juz na terenie jadra komdrkowego.

Inny antybiotyk — streptomycyna, hamujacy synteze biatek bez za-
hamowania syntezy RNA (29) zakidca réwniez normalny proces powsta-
wania rybosoméw (16). Niedawne badania Dubina (18) wykazaty, ze
u szczepu ML-35 Escherichia coli hodowanego w obecnos$ci streptomycy-
ny pojawiajg sie czgstki o statej sedymentacji ok. 15S zawierajgce kwas
rybonukleinowy. Autor sugeruje podobieAstwo tych czagstek do czastek
»~Chloramfenikolowych” i przyjmuje, Zze mogg by¢ one prekursorami ry-
bosomoéw. Jak dotad nie ma w literaturze blizszej charakterystyki czastek
,,Streptomycynowych™.

Jak juz wspomniano, zahamowanie syntezy biatka przy zachowanej
syntezie RNA w komdrce bakteryjnej, nastepuje réwniez przy niedostat-
ku potasu w pozywce. Badania tego zjawiska u Escherichia coli i Bacillus
subtilis prowadzili Ennis i Lubin (20). Okazato sie, ze u mutanta
B-207 Escherichia coli rybosomowy RNA gromadzi sie w tych warunkach
w czastkach nukleoproteidowych opadajgcych w czasie wirowania wol-
niej niz normalne podjednostki rybosomowe 30S (21). W czastkach tych
RNA przewazat iloSciowo nad biatkiem. Kwas rybonukleinowy tych cza-
stek sktadat sie z dwu frakcji, o statych sedymentacji 16S i 23S. Po doda-
niu potasu do pozywki pietno znakowanych uprzednio 14C-guaning kwa-
séw rybonukleinowych tych czastek pojawiato sie najpierw w podjednost-
kach rybosomoéow 30S a potem 50S. ROwniez w tym samym czasie — po
przerwaniu gtodu potasowego — nastepowata preferencyjna synteza bia-
tek rybosomoéw. Po podaniu znakowanej leucyny stwierdzono bowiem
trzykrotnie wyzszg aktywno$¢ wiasciwg biatek rybosomoéw niz pozosta-
tych biatek cytoplazmy. Zdaniem Ennisa i Lubina (21, 22) wyniki
te wskazywatyby na zwiekszenie pewnej frakcji informacyjnego RNA
zwigzanego z niedojrzatymi rybosomami i kierujgcego syntezg biatek ry-
bosomowych. Spostrzezenia tych autoréw popieratyby przedstawione po-
glady Nakady (61) o informacyjnym charakterze RNA czastek rybo-
somowych zatrzymanych sztucznie w rozwoju.

Obok jondw potasu rowniez jony magnezu wywieraja charaktery-
styczny wptyw na losy RNA rybosoméw. Z jednej strony, zmniejszenie
w pozywce stezenia jondw magnezu ponizej poziomu w komorce, powo-
duje rozpad rybosoméw 70S na podjednostki (63, 87) a nawet odtaczenie
sie RNA od biatka (54), z drugiej za$ przerwanie gtodu magnezowego do-
prowadza do pojawienia sie czastek rybonukleoproteidowych podobnych
do czastek ,,chloramfenikolowych” (87). Powstate czastki charakteryzuja
sie statg sedymentacji 25S.

Warto dodaé, ze mutant B14 Escherichia coli z uzalezniong $cisle od
aminokwasow synteza RNA wytwarza niedojrzate rybosomy o niskiej
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statej sedymentacji i przewadze RNA nawet w nieobecnosci niezbednych
aminokwasoéw ale w obecnosci magnezu, jesli’uprzednio hodowany byt
w warunkach gtodu magnezowego (63).

Do badan nad procesem dojrzewania rybosomow stosowano roéwniez
analogi prekursor6w RNA. Najszerzej, jak dotad, badano wptyw 5-fluoro-
uracylu. Aronson (3) zauwazyt, ze w komérkach Escheri¢hia coli inku-
bowanych w obecnos$ci tego analogu wzrasta ilos§¢ czgstek rybonukleopro-
teidowych o niskich statych sedymentacji. Postawit on pytanie, czy 5-flu-
orouracyl interferuje w procesie przeksztatcania matych rybosomoéw
w duze, normalne rybosomy, czy tez komoérka w tych warunkach produ-
kuje duzg ilo$¢ rybosomdédw matych. Analog ten nie miat wptywu na juz
istniejgce rybosomy dojrzate 70S — nie obserwowano bowiem zmniejsza-
nia ich aktywnos$ci w procesie wigczania znakowanych aminokwasow.
Tym samym pierwotny jego wptyw odnie$¢ moznaby do procesu rozwoju
rybosomow.

Kempner (39) zaobserwowal, ze u drozdzy w obecno$ci 5-fluoro-
uracylu syntetyzuje sie znacznie mniejsza ilos¢ rybosomowego RNA niz
normalnie — pietno znakowanych prekursor6w RNA pojawia sie wowczas
przede wszystkim w RNA pozostajgcym po odwirowaniu rybosomow.

Z badan lwabuchi iwsp. (36) wynika, ze czastki ,,chloramfeniko-
lowe” zawierajgce 5-fluorouracyl w swoim RNA, rdznig sie od czastek
»chloramfenikolowych” nie zawierajacych tego analogu. Jesli inkubowac
oba typy czastek w obecnosci 5-fluorouracylu ale bez dodatku chloram-
fenikolu w pozywce, te ostatnie przeksztatcajg sie w normalne podjed-
nostki rybosomowe 30S i 50S, za$ czastki zawierajgce 5-fluorouracyl
w RNA przeksztatceniu takiemu nie ulegajg. Andoh i Chargaff
(2) sa zdania, ze czastki rybonukleoproteidowe pojawiajace sie u Esche-
richia coli w obecnosci 5-fluorouracylu nie sg prekursorami rybosomow.

Nakada (61) oraz Marguisee i Nakada (53) postugujac sie
tym analogiem stwierdzili, ze jego dodatek do pozywki, w ktérej hoduje
sie ,rozluznionego” mutanta Escherichia coli w obecnosci metioniny, po
uprzednim gtodzie metioninowym, nie hamuje powstawania normalnych
rybosomdéw. Znakowany 5-fluorouracyl pojawia sie woéwczas jedynie
w matych rybosomach powstajagcych juz po jego dodaniu, nie pojawia sie
natomiast w normalnych podjednostkach rybosomoéw 30S i 50S. Je$li za$
fluorouracyl dodaje sie do pozywki w okresie gtodu metioninowego, to po
wprowadzeniu metioniny do poditoza nie pojawiaja sie normalne podjed-
nostki rybosomdw i nie zachodzi tez preferencyjna synteza biatek rybo-
somowych. Wniosek Nakady wyplywajacy z tych doSwiadczen — ze
rybosomy zawierajgce RNA nagromadzony w czasie gtodu aminokwaso-
wego moga kierowaé syntezg wiasnych biatek, o ile ich RNA nie zawiera
w swym sktadzie nienaturalnych sktadnikéw — potwierdzalyby jego teze
o prekursorowym RNA rybosomow jako no$niku informacji dla wtasnego
biatka tej organelli.
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W badaniach nad procesem formowania sie rybosomow uzywano réw-
niez 8-azaguaniny (16, 67, 68) i 8-azaadeniny (16). Z doswiadczen
0 tak i i wsp. (67, 68) wynika, ze 8-azaguanina hamuje synteze biatek
1 zmniejsza synteze RNA rybosomow u Escherichia coli (68) i Bacillus
cereus (67). RNA syntetyzowany w tych warunkach, zawierajacy 8-aza-
guanine, gromadzi sie w czastkach rybonukleoproteidowych o znacznej
przewadze RNA nad biatkiem. Jest to gtdwnie prekursorowy RNA, ktory
zdaniem autorow, w normalnych rybosomach wystepuje jedynie w ma-
tych ilosSciach. Wniosek taki oparty jest na nastepujacej obserwacji: Ot a-
k a i wsp. rozdzielali na kolumnie z DEAE-celulozy frakcje rybosomowg
z Escherichia coli (68) i Bacillus cereus (67). W obu przypadkach uzyski-
wali oni dwie gtéwne frakcje. Pierwsza z nich wymywata sie z kolumny
chlorkiem sodu i stanowita 85% rozdzielanego materiatu, druga — wy-
mywala sie tugiem. Znakowang adenine, wigczong do rybosoméw in vivo,
wykrywano gtdwnie we frakcji pierwszej. Jesli jednak rozdziatowi pod-
dawano frakcje rybosomowga powstatg w obecnosci 8-azaguaniny w po-
zywce, stosunki obu szczytdw chromatograficznych ulegaty zmianie i roz-
mieszczenie pietna znakowanej adeniny byto odmienne: frakcja druga
znacznie wzrastata i zawierata 85°/0 pietna. Nagromadzat sie wiec RNA,
ktory w normalnych rybosomach wystepuje w matych ilosciach a proces
powstawania ich biatek w tych warunkach byt zaktdcony.

Prekursory rybosoméw w normalnych warunkach wzrostu
bakterii

Zastosowanie chromatografii kolumnowej pozwala, jak sie wydaje, na
wyodrebnienie pewnych posrednich form rybosomow pojawiajgcych sie
w czasie normalnego wzrostu komorek. Proby takie przeprowadzano
w pracowni Robertsa (8 9 11) i w innych laboratoriach (48, 49, 68).

Lindigkeit iwsp. (47, 48, 49) rozdzielajac na DEAE-celulozie ma-
teriat rybosomowy komdérek Escherichia coli hodowanych w warunkach
normalnych — a takze w obecnosci chloramfenikolu — uzyskali pie¢ r6z-
nych frakcji rybonukleoproteidowych. Skiad nukleotydowy RNA wyizo-
lowanego z poszczegélnych frakcji nie byt jednakowy i niektére z nich
zawieraly RNA bardziej zblizony do sktadu nukleotydowego DNA. Szcze-
golnie interesujagcg wydawata sie frakcja wymywana z kolumny tugiem,
ktéra prawdopodobnie odpowiadata analogicznej frakcji otrzymanej przez
Takai iwsp. (93). Zawierata ona wiecej urydyny i mniej guaniny niz
pozostate frakcje a ponadto wykazywata zdolno$¢ do tworzenia hybrydéw
z DNA. Zdaniem wymienionych autoréow, byt w niej obecny prekursorowy
RNA rybosomoéw. Poszczegblne frakcje, z wyjatkiem jednej, zawierajgcej
wiekszos¢ rybonukleoproteidow rybosomowych, wykazywaty charaktery-
styczng przewage ilosciowg RNA nad biatkiem i — jak sugerujg auto-
rzy — stanowig posrednie stadia rozwojowe rybosomodw.
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Na podstawie podobnych eksperymentow Roberts i wsp. (8 9, 11,
55) juz uprzednio wysuneli hipoteze o stadialnym procesie formowania
sie rybosomow, polegajacym na stopniowym przytgczaniu sie biatek do
RNA prekursorowego. Ten prekursorowy RNA rybosoméw, ktérego osta-
tecznie uformowana czasteczka ma statg sedymentacji ok. 14S, stanowi
jedynie ok. 3% ogdlnej iloSci RNA rybosoméw w komorce Escherichia
coli, hodowanej.w normalnych warunkach. Bytby on, zdaniem autoréw,
pierwszym stadium rozwojowym rybosomow nazwanym eosomem. Pietno
znakowanego uracylu po krétkiej inkubacji pojawiato sie w tej wiasnie
klasie czastek. Nastepnym stadium rozwojowym bylyby tzw. neosomy
o statej sedymentacji 30S lub 43S zawierajgce RNA i biatko z przewaga
pierwszego ze skiadnikdw. RNA neosoméw stanowi ok. 7°/0 rybosomowe-
go RNA komorek Escherichia coli. Spirin (80) podkresSla podobienstwo
neosomow do czastek ,chloramfenikolowych”.

Podobne poglady na temat stadialnego rozwoju rybosoméw, od wol-
nego RNA poczawszy, wyrazili pracownicy grupy Osa wy (35, 41). Ich
zdaniem, wolny RNA o statej sedymentacji ok. 16S zapoczatkowuje syn-
teze podjednostek rybosomoéw typu 30S. Odbywataby sie ona poprzez sta-
dia czastek rybonukleoproteidowych 18S i 28S. Natomiast prekursorowy
RNA o statej sedymentacji 23S bytby odpowiedzialny za formowanie pod-
jednostek typu 50S poprzez stadia rozwojowe czastek rybonukleoprotei-
dowych 25S, 32S, 38S i 43S (35).

Wydaje sie wiec, ze teoria stadialnego rozwoju rybosoméw u bakterii
zaczyna zdobywaé coraz powszechniejsze uznanie. Nie dysponujemy jed-
nak dotychczas szerszym materiatem dowodowym o stadiach rozwojo-
wych rybosomu u innych organizméw. Wiadomo np., ze mikrosomy etio-
lowanych kietkéw grochu dajg sie rozdziela¢ elektroforetycznie na kilka
frakcji (50). Podobnie, rybosomy wyizolowane z zielonych i etiolowanych
kietkdw zyta (Secale cereale) mozna rozdzieli¢ na kilka frakcji nukleopro-
teidowych na kolumnie z DEAE-celulozy (92). Fakt, ze etiolowanie roslin
powoduje czeSciowe zahamowanie ich rozwoju nasuwa my$l o rGwnoczes-
nym zahamowaniu rozwoju rybosomow, podobnie jak to ma miejsce przy
sztucznym zakiécaniu zréwnowazonej zazwyczaj syntezy biatka i RNA
u bakterii.

Uwagi koncowe

Przedstawione w tym artykule badania wskazuja, ze przy zakidceniu
normalnie zréwnowazonej syntezy RNA i biatka w komodrkach bakteryj-
nych nastepuje sztuczne zahamowanie procesu rozwoju rybosomow. Na-
gromadzajg sie wowczas czastki rybonukleoproteidowe o matej ilosci
biatka i przewadze RNA. Czastki te odpowiadajg prawdopodobnie prekur-
sorowym formom rybosomdw, jakie pojawiajg sie w niewielkich jedynie
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iloSciach u bakteri hodowanych w normalnych warunkach wzrostu. For-
mowanie rybosomoéw odbywatoby sie przez stopniowe przytgczanie biatek
do prekursorowego RNA rybosoméw pojawiajgcego sie w plazmie w sta-
nie wolnym lub luzno zwigzanym z dojrzatymi rybosomami (54). U orga-
nizmow wyzszych prekursorowy RNA rybosomoéw syntetyzowany jest naj-
prawdopodobniej w jadrze komorkowym. Wedlug Scherrera i wsp.
(75) oraz Tamaoki i Muellera (literatura — patrz pozycja 95) w ko-
mdrkach HeLa RNA rybosomdw tworzy sie bezposrednio przez rozpad
jakiej$ wiekszej czasteczki RNA o statej sedymentacji ok. 45S, ktéry
w tym przypadku bytby wiasciwym RNA prekursorowym rybosoméw.

Zdaniem Kitazume i wsp. (40) informacyjny RNA, o skfadzie
nukleotydowym podobnym do DNA, jest niezbednym prekursorem RNA
rybosomoéw u drozdzy. Wiadomo bowiem, ze w warunkach intensywnej
syntezy biatek w czasie wzrostu drozdzy, kiedy proces formowania rybo-
soméw musi by¢ réwniez intensywny, informacyjny RNA jest nietrwaty,
natomiast gdy synteza biatek u tego organizmu jest zahamowana stabil-
nos$¢ tego RNA jest znaczna.

Przypomnie¢ tu nalezy jednak, ze u Escherichia coli rybosomowy RNA
powstawal w warunkach znacznie zmniejszonej (60) a nawet catkowicie
zahamowanej syntezy informacyjnego RNA (69). Przeczytoby to hipote-
zie 0 pochodzeniu RNA rybosoméw z postulowanego przez Jacoba
i Monoda (37) RNA informacyjnego.

Prawdopodobnie prekursorowy RNA rybosomowy stanowi odmienng
frakcje informacyjnego RNA niz ten postulowany przez francuskich ba-
daczy. Juz dawniej Hayashi i Spiegelman (30) sugerowali, ze
nie caly informacyjny RNA w komorce dziata w jednakowy sposob.
Szybko znakujgcy sie fosforem radioaktywnym RNA, identyfikowany
jako informacyjny, jest heterogenny i, obok frakcji o sktadzie nukleoty-
dowym podobnym do DNA, zawiera RNA rybosomowy (58), by¢é moze
prekursorowy.

Zdaniem Stenta (85) prekursorowy RNA rybosomdéw syntetyzuje
sie na matrycy DNA. Po uwolnieniu sie jego nici z kompleksu z DNA
stawatby sie on z kolei matrycg dla biatek rybosomu. Jak podkresla
McCarthy (54) wolny RNA eosomu pozostaje luzno zwigzany z doj-
rzatymi rybosomami, ktérych RNA mogtby stuzyé jako no$nik informacji
dla biatek rybosoméw dojrzewajagcych. Roberts (74) jest zdania, ze
neosomy tworza kompleksy z nowopowstajacym RNA rybosomoéw, bio-
rgc udziat w syntezie biatek rybosomowych w spos6b analogiczny jak
polisomy w syntezie innych biatek komorkowych. Tak wiec autorzy ci,
zaktadajagc udziat RNA rybosomdéw niedojrzatych w syntezie biatek tej
organelli podkres$lajg konieczng obecnos¢ rybosomow juz wyksztatconych
w procesie formowania i dojrzewania nowych rybosomow.

Istnieje szereg dowodow posrednich na udziat sktadnikéw rybosomow
w przekazywaniu informacji dla nowopowstajacych organelli tego typu.
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Tak np. Stent (85) zwraca uwage, ze duza zawartos¢ guaniny w RNA
rybosoméw i duza zawarto$¢ argininy, glicyny i kwasu glutaminowego
w ich biatku moze pozostawa¢ w zwigzku z przewaga tej zasady puryno-
wej w trojkach kodujagcych wymienione aminokwasy. Ostatnie prace
Hollanda i wsp. (32) wskazujg, ze w przeciwienstwie do natywnego
RNA rybosoméw dojrzatych, czeSciowo zdegradowany w swej drugorze-
dowej strukturze RNA tej organelli bardzo intensywnie stymuluje wia-
czanie znakowanych aminokwasdéw do biatek. Nalezy przypomnieé, ze
RNA rybosomoéw sztucznie zatrzymanych w rozwoju ma mniej upako-
wang strukture drugorzedowa i podobnie intensywnie stymuluje wig-
czanie aminokwaséw do biatek rybosomowych (53, 61).

Posrednim dowodem potwierdzajgcym przypuszczenie o obecnosci
w sktadnikach rybosomu pewnych informacji niezbednych dla jego roz-
woju jest np. rekonstrukcja in vitro podjednostek 30S badZz 50S z czgstek
»chloramfenikolowych” i biatek rybosomowych dokonana przez Sza-
kutowa, Bogdanowa i Spirina (90). Dowodem takim mogg by¢
takze uwienczone sukcesem proby rekonstrukcji podjednostek 30S i 50S,
aktywnych w syntezie biatek (33, 45, 83) z nieaktywnych czastek rybo-
nukleoproteidowych i biatek uwolnionych z rybosoméw w czasie ich
wirowania w roztworze chlorku cezu (57). Rekonstrukcja ta — nalezy
tu podkresli¢ — odbywata sie spontanicznie w niskiej temperaturze i bez
dodatku kofaktorow.

Stymulacja wiaczania znakowanych aminokwaséw do biatka in vitro
przez niedojrzate rybosomy rozprzezonych mutantéw Escherichia coli
(znacznie wiegksza niz wywotywana przez RNA rybosomow dojrzatych)
(53), uprzywilejowana synteza biatlek rybosoméw po przerwaniu gtodu
aminokwasowego (53, 61, 98), a takze stymulacja syntezy biatka przez
RNA czastek ,,chloramfenikolowych” nie zawierajacych informacyjnego
RNA (69) — oto obserwacje pozwalajgce na wyciggniecie pewnych ostroz-
nych wnioskdw. Jesli rzeczywiscie RNA rybosoméw niedojrzatych ma
zdolno$¢ kierowania syntezg biatek tej organelli— a teza ta zdobywa
dzi$ coraz wiecej zwolennikéw (19, 61, 63, 74) — to moze witasnie na tej
drodze odbywatoby sie formowanie pierwszych rybosomoéw w komérce.
Tym sposobem mozna bytoby lepiej zrozumie¢ problem nakreslony we
wstepie tej pracy: jak dochodzi do syntezy biatka rybosomow, jesSli przyj-
mujemy nieodzowno$¢ rybosoméw dojrzatych w syntezie wszystkich bia-
tek komdérkowych.
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ADDENDUM

Juz po oddaniu do druku tego artykutu Muto, Otaka i Osawa stwier-
dzili (Doniesienie osobiste, I.LE.G. Nr 7, Scientific Memo Nr 220), ze czastki nukleo-
proteidowe powstajace w warunkach gtodu metioninowego u rozluznionego mutanta
E. coli K-12 sg niezdolne do samodzielnej syntezy biatek po dodaniu metioniny do
pozywki. Uprzywilejowana synteza bialek rybosomowych w komérce odbywa sie
wowczas gtéwnie we frakcji dojrzatych strukturalnie rybosomoéw 70S. Czastki nu-
kleoproteidowe powstate w warunkach gtodu aminokwasowego biora w niej udziat
zapewne jedynie w potaczeniu z dojrzatymi rybosomami, poniewaz stwierdzono
wystepowanie komplekséw tych czastek z rybosomami 70S. Autorzy przypuszczajg,
ze RNA tych czastek spetnia role informacyjnego RNA. Natomiast zdaniem Tur -
no cka (J. Mol. Biol. 17, 289 (1966)) jest to malo prawdopodobne. Wykazat on ostat-
nio, ze prekursorowe formy rybosoméw u rozluznionego mutanta E. coli K-12 58-161
zakazonego fagiem tuz przed zakornczeniem gtodu metioninowego nie przeksztatcajag
sie w dojrzate rybosomy po dodaniu metioniny. Fag blokujgc synteze RNA gospo-
darza hamuje proces budowy rybosoméw, co wskazywatoby, iz RNA zawierajacy
informacje dla syntezy biatek rybosomu syntetyzowany jest dopiero p o zakoncze-
niu gtodu aminokwasowego.
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RECENZJE

Gyorgy Pataki, Dunnschichtchromatographie in der Aminosdure und
Peptid Chemie, Basel, Berlin, Walter de Gruyter, 1966

Pod tym tytutem ukazata sie ostatnio matego formatu ksigzeczka niezwykle cen-
na szczeg6lnie dla tych, ktérzy interesujg sie w swoich badaniach aminokwasami,
peptydami i biatkami. Bardzo starannie wydana na doskonatym, I$nigcym papierze,
pieknie oprawiona w twardej oktadce monografia ta budzi zainteresowanie nie tyl-
ko ze wzgledu na tre$¢, ale i estetyke wydawnicza. Na podkreSlenie zastuguja: bo-
gata ilustracja — 128 rysunk6w sprzetu, aparatury, chromatogramoéw; 52 tabele
i 463 pozycje bibliograficzne.

Monografia — podrecznik sktada sie z 4 czeSci.

W | czeSci autor daje zwiezte ale doskonate opisy bogato ilustrowane modelami

sprzetu i aparatury techniki cienkowarstwowej chromatografii jakosciowej i ilo-
Sciowej z cennym rozdziatem poswieconym wspdtczynnikom Rf w tej metodzie.
W czeséci Il oméwione jest szczeg6towo przystosowanie tej techniki do aminokwa-

sow i peptydéw. Krotkie, zwiezte opisy zaznajamiajg czytelnika z wynikami uzy-
skiwanymi na ro6znych adsorbentach przez poszczeg6lnych autorow.

W czesci Il autor przedstawia zastosowanie tej techniki do badan sekwencji ami-
nokwasowej w biatkach i peptydach. Podkresli¢ nalezy szczeg6lnie staranne i wy-
czerpujgce opracowanie tych rozdziatbw w oparciu o dosSwiadczenia wtasne.

Czes$¢ IV posSwiecona jest adaptacji metody do badan aminokwaséw i peptydow
w materiale biologicznym.

Chromatogramy aminokwaséw moczu i krwi z réznych przypadkéw klinicznych
moga budzi¢ zainteresowanie wielu pracowni biochemiczno-klinicznych.

Ze wzgledu na wysokie wartos$ci teoretyczne i praktyczne tej niewielkiej ksig-
zeczki i jej aktualno$¢ (wydanie 1966 r.), jak i z uwagi na stabg znajomos$¢ jezyka
niemieckiego u naszych miodszych pracownikéw naukowych sadze, ze przettuma-
czenie jej na jezyk polski bytoby bardzo pozyteczne.

J. Opienska-Blauth

Maksymilian Pluta, Mikroskopia fazowo-kontrastowa i interferencyjna,
Warszawa 1966, PWN, str. 370, Rys. XXV

Ksigzka dotyczy optycznej aparatury o duzym znaczeniu w badaniach cytolo-
gicznych i cytochemicznych. Uktady optyczne zwane mikroskopem kontrastowo-fa-
zowym oraz mikroskopem interferencyjnym posiadajg nastepujgce dwie zalety
w badaniach biologicznych: oba uktady pozwalaja na obserwacje obiektow przej-
rzystych, niezabarwionych, a wiec — konkretnie — zywych komdrek umieszczonych
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w wodnych $rodowiskach, oraz oba umozliwiaja mierzenie suchej masy zawartej
w obserwowanych strukturach. To drugie zastosowanie jest oczywiscie bardziej
interesujace, w szczeg6lnosci za$ dlatego, iz czulo$§¢ tego pomiaru jest imponujgco
wysoka. Jednostka jaka postugujemy sie w pomiarach interferometrycznych suchej
masy struktur komérkowych jest 1X 10 -13g.

Istotg dziatania uktadéw kontrastujagcych fazy wzglednie mikroskopéw interfe-
rencyjnych jest przeksztatcenie réznic w przesunieciu fazy $wiatta przechodzacego
przez obiekt, wobec fazy Swiatta przechodzacego przez otaczajace obiekt Srodowisko,
na roznice w amplitudzie $wiatta. To przeksztatcenie jest warunkiem zaréwno ob-
serwacji jak i pomiarow obiektow przejrzystych czyli tzw. obiektow fazowych,
poniewaz ani oko ludzkie, ani elektroniczne elementy $wiattoczute nie sg wrazliwe
na przesuniecie fazy $Swiatta. Zmiany tej po prostu nie percepuja.

Ksigzka mgr Pluty w jasny i Swietnie ilustrowany sposéb podaje zaréwno
teorie, jak i praktyczne istniejgce rozwigzania uktadéw uzywanych obecnie. Autor
jest twdrca polskiego mikroskopu interferencyjnego, ktéry to mikroskop w pracowni
recenzenta doskonale spetnia swe zadania.

Ostatni rozdziat ksigzki zawiera krdtkie wyliczenie zastosowan mikroskopii in-
terferencyjnej w naukach biologicznych. Ksigzka jest jak najbardziej godna pole-
cenia dla biologéw, biochemikéw i biofizykéw interesujgcych sie iloSciowymi po-
miarami przeksztatcen zachodzacych na terenie poszczegélnych komorek.

K. Ostrowski

Mansel Davies, Some electrical and optical aspects of molecular behaviour,
Pergamon Press 1965; str. X+190

W serii chemicznej The Commonwealth and International Library wydawanej
przez Pergamon Press ukazato sie juz wiele warto$Sciowych ksigzek dla studentéow
napisanych przez Swietnych specjalistow by wymieni¢ tutaj chociazby K. J. Le i-
dler’a dwa tomiki posSwiecone kinetyce reakcji chemicznych (Reaction Kinetics,
vol. 1, 2) czy A. D. Buckingha m’a The Laws and Applications of Thermody-
namics. Ksigzka Davies’a jest kolejnym tomem tej serii i to bardzo udanym.

W zwiezty sposOb przedstawia w niej autor pewne elektryczne i optyczne wta-
Sciwosci czasteczek, zwigzane z ich zdolnosciag do polaryzacji pod wptywem ze-
wnetrznego pola elektrycznego lub elektromagnetycznego, majgce szczeg6lne zna-
czenie w badaniach struktury molekularnej i oddziatywan miedzyczgsteczkowych.
Mimo zwieztosci ksigzka obejmuje jakoSciowo cato$¢ problematyki. Trzy pierwsze
rozdziaty (pomijajac wstepny rozdziat 1) autor poswieca omdwieniu zachowania sie
czasteczek w polu elektrycznym o czestotliwo$ci pozwalajgcej na reorientacje czg-
steczek przy zmianie kierunku pola. Czytelnik znajdzie tutaj fenomenologiczny
i ilosciowy opis dielektrycznych w#asciwos$ci roztworéw, pojecie molowej refrakcji
i jej zastosowanie w badaniach strukturalnych, metody pomiaru momentéw dipo-
lowych, oraz obszerne omodwienie wybranych wynikéw pomiardw momentéw
z punktu widzenia struktury czasteczek (rozdziat 3). W rozdziale 5 przedstawiono
zachowanie sie czagsteczek w polu elektrycznym w funkcji jego rosngcej czestotli-
wosci az do wartosci, przy ktérych czasteczki nie nadazajag za szybkosScig zmian
kierunku pola. Zwigzana z tym absorpcja dielektryczna, metody jej pomiaru oraz
dyskusja struktury wody, struktury polarnych czasteczek w niepolarnych rozpusz-
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czalnikach i struktury ciata statego w Swietle danych doswiadczalnych to tre$¢ tego
rozdziatu. Wtasciwosci optyczne czasteczek zwigzane z ich polaryzowalnos$cig prze-
jawiajgce sie przy ich oddziatywaniu z promieniowaniem elektromagnetycznym,
ktore nie jest przez nie pochtaniane sa przedmiotem rozdziatu 6. Czytelnik znaj-
dzie tam krotki wyktad zjawiska rozproszenia $wiatta, metody pomiaru rozprosze-
nia oraz metody oznaczania masy i ksztaltu czasteczek, zwtaszcza polimeréw, oparte
na pomiarach rozpraszania Swiatta, nastepnie dyskusje anizotropii polaryzacji cza-
steczek i zwigzanego z nig zjawiska Kerra oraz dyskusje optycznej aktywnosci cza-
steczek. Ostatni rozdziat (7) poSwiecony jest elektrostatycznym oddziatywaniom po-
miedzy czasteczkami réznego typu z punktu widzenia zasiegu tych oddziatywan
i ich energii.

Autorytatywnie, w sposob zdradzajgcy dos$wiadczonego wyktadowce, autor osig-
ga zawsze swoj cel przy pomocy dobrze dobranych modeli i przyktadéw oraz pro-
stego opisu matematycznego. Ogromng zalete ksigzki stanowi potaczenie wyktadu
podstawowych zjawisk fizycznych z opisem zasad pomiaru odpowiednich wielkos$ci
i dyskusja licznych, trafnie dobranych, danych dosSwiadczalnych (tabele, wykresy),
ilustrujacych w jaki sposéb dochodzi sie na ich podstawie do wnioskéw dotycza-
cych struktury czasteczek. Kazdy rozdzial uzupeiniony jest licznymi zadaniami
umozliwiajagcymi lepsze praktyczne opanowanie przeczytanego materiatu oraz spi-
sem pozycji bibliograficznych szerzej traktujgcych omawiane zagadnienia.

Ksigzka w zasadzie przeznaczona jest dla studentéw chemii specjalizujagcych
sie w fizykochemicznych metodach badania struktury czasteczek. Jest to jednak
tekst wprowadzajgcy, dostepny dla kazdego czytelnika z wyzszym wyksztatceniem
przyrodniczym. Spoéréd czytelnikéw Postepéw Biochemii recenzent poleca jg tym
wszystkim, ktorzy interesujg sie fizykochemicznymi podstawami biochemii i biologii
molekularnej.

K. L. Wierzchowski

9 Postepy Biochemii
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Badania nad mechanizmem enzymatycznej hydrolizy
ATP przez miozyne

JULIAN GRUDA

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie

Promotor: prof. dr WLODZIMIERZ NIEMIERKO

Uchwata Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
w Warszawie nadajgca stopien doktora nauk przyrodniczych z dnia 30.1X.1965 r.

Przeprowadzono szereg dos$wiadczen w celu wyjasnienia czy w czasie enzy-
matycznej hydrolizy ATP przez miozyne powstaje jako produkt przejSciowy po-
taczenie enzymu z ortofosforanem.

Enzym inkubowano z 3P-ATP i nieradioaktywnym ortofosforanem albo z nie-
radioaktywnym ATP i radioaktywnym ortofosforanem. Stwierdzono, ze ortofosfo-
ran wigzacy sie z miozyng w czasie reakcji enzymatycznej (w ilosci okoto 1 mola
na mol biatka) pochodzi bezpos$rednio z ATP, bez uprzedniego uwolnienia sie do
Srodowiska. W czasie inkubacji miozyny z substratem =zachodzi réwniez wigzanie
sie z biatkiem pewnej iloSci ADP.

CzesSciowe zahamowanie aktywno$ci ATP-azowej miozyny przy pomocy CuS04
lub PCMB nie wywiera wptywu na ilos¢ zwigzanego ortofosforanu pochodzacego
z ATP.

Badano wptyw blokowania réznej liczby grup SH przy pomocy dwusiarczku
[3-hydroksyetylo-2,4-dwunitrofenylu (HEDD) na wtasciwosci ATP-azowe miozyny.
Stwierdzono, ze nawet po zablokowaniu wszystkich dostepnych dla tego odczynnika
grup SH rodzimej miozyny, tj. 6 ekw. SH/105 biatka, enzym zawsze zachowuje
w obecnosci jonéw Ca lub Mg pewng, aczkolwiek niewielka aktywno$é ATP-azowa.
W tasciwosci enzymatyczne tak zmodyfikowanej miozyny (,6 S-S miozyny”) r6znig
sie pod wieloma wzgledami od witasciwosci enzymatycznych miozyny rodzimej.
W nieobecnosci jonéw Ca lub Mg ,6 S-S miozyna” nie wykazuje zadnej aktywnosci
ATP-azowej, powodujagcej przyrost wolnego ortofosforanu. Jednakze nawet w tych
warunkach obserwuje sie wigzanie z ,6 S-S miozyng” ortofosforanu i ADP pocho-
dzacych bezposrednio z ATP, bez uprzedniego uwolnienia si¢ do $rodowiska.

Wysunigto hipoteze, ktédra ttumaczy wigzanie si¢ ortofosforanu i ADP w czasie
inkubacji ATP z miozynag rodzimg powstawaniem przejSciowego produktu hydrolizy
ATP. Brak za$ wpltywu zahamowania ATP-azy miozynowej na powstawanie tego
przejsciowego produktu ttumaczony jest hipotezg o kilkuetapowej hydrolizie ATP
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przez rodzimag miozyne. W oparciu o powyzsze hipotezy zaproponowano mechanizm

ttumaczacy dwufazowy efekt czynnikéw modyfikujacych ATP-aze miozynowa.
Cze$¢ wynikow jest przedmiotem nastepujacych publikacji:

1. Gruda J, Kagkoll, Rzysko Cz, Buli. Acad. Polon. Sei. ser. biol. 8, 129,

(1960).

2 Gruda J, Kakol I, Rzysko Cz., Niemierko W, V lIntern. Congr.
Biochem. 10, 19, 1417, 1961.

3 Gruda J, Kagkol I, Niemierko W, Acta Biochim. Polon. 9, 215, (1962).

4 Kakol I, Bitny-Szlachto S, Gruda J., Materialy | Krajowego Kon-
gresu Biochemii, str. 15, £6dz 1963.

5. Kakol I, Gruda J, Bitny-Szlachto S. Acta Biochim. Polon. 11, 411,
(1964).

Zaburzenia gospodarki lipidowej w marskosci watroby

HANNA IGNATOWSKA

Prace wykonano w Il Klinice Chorob Wewnetrznych A. M. w Warszawie
Promotor: Prof. dr IRENA CHMIELEWSKA

Uchwata Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi U. W. nadajgca stopien
doktora nauk przyrodniczych z dnia 11.X.1965 r.

Celem pracy byta ocena gospodarki lipidowej w stanie przewlekiego uszkodze-
nia watroby, przebiegajacego z upoS$ledzeniem jej czynno$ci. Model doswiadczalny
stanowita grupa 38 chorych, w wieku od 40 do 75 lat, z rozwinietym obrazem klinicz-
nym marsko$ci watroby, a model fizjologiczny — grupa oséb zdrowych w wieku
odpowiadajacym wiekowi badanych chorych oraz grupa oséb zdrowych mtodych do
40 roku zycia.

W surowicy krwi, oznaczano: lipidy catkowite, fosfolipidy, cholesterol catkowity
i wolny, tréjglicerydy, niezestryfikowane kwasy ttuszczowe oraz aktywnos$¢ lipazy
lipoproteidowej. Trojglicerydy oznaczano metoda wtasng, ktéra umozliwita bezpo-
Srednie okres$lenie tej frakcji w surowicy krwi. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej.

Poziom lipidéw catkowitych, fosfolipidéw oraz cholesterolu catkowitego u cho-
rych rézni sie od poziomu u os6b zdrowych w tym samym wieku. Nie ma natomiast
réznic w poziomie tych frakcji, jak rowniez w poziomie tréjglicerydéw miedzy grupa
chorych a grupa zdrowych oséb mtodych.

Uwzgledniajac czynnik wieku nalezy stwierdzi¢, ze uszkodzenie watroby pro-
wadzi do obnizonego poziomu tréjglicerydéw, cholesterolu catkowitego, fosfolipidéw
i lipidow catkowitych w surowicy krwi. Obnizenie to moze by¢ spowodowane za-
rowno obnizeniem syntezy tych frakcji lipidowych w watrobie, jak réwniez obnize-
niem syntezy kompleksu biatkowo-lipidowego.

Poziom niezestryfikowanych kwaséw tluszczowych jest u chorych znamiennie
wyzszy niz u mtodych zdrowych ludzi. Moze to by¢ spowodowane zaburzeniami row-
nowagi miedzy stopniem mobilizacji kwaséw ttuszczowych =z tkanki tluszczowej
i stopniem ich wychwytywania przez watrobe.

W surowicy i osoczu chorych nie stwierdza sie samoistnej aktywnosci lipazy
lipoproteidowej. Natomiast po heparynie aktywnos$¢ lipolityczna w drugiej godzinie
inkubacji jest u chorych znacznie wyzsza niz u zdrowych. Fakt ten mozna wyttu-
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maczy¢ przyjmujac, ze w osoczu osobnikéw z marskos$cig watroby gromadzacy sie
produkt reakcji nie hamuje aktywnos$ci enzymu, lub tez ze brak jest inhibitoréw
regulujagcych aktywnos$¢ lipolityczng w normalnym osoczu.

Wyniki prac wskazujg, ze ocena zaburzeh gospodarki lipidowej moze mie¢ prak-
tyczne znaczenie dla diagnostyki marsko$ci watroby. Sugeruja rowniez, ze obnizony
poziom lipidéw u chorych z marskos$cig watroby moze by¢ przyczyng obserwowa-
nego u tych chorych mniejszego nasilenia miazdzycy oraz rzadszego wystepowania
zawatu serca.

Fragmenty pracy zostaly wydrukowane w Pol. Arch. Med. Wewn. 24, 3, 1964.

Badania nad wptywem gtodu i niskiej temperatury na przemiane weglowodanéw
u gasienic mola woskowego Galleria mellonella L.

EWA LENARTOWICZ

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie

Promotor: prof. dr STELLA NIEMIERKO

Uchwata Rady Naukowej Instytutu nadajgca stopien doktora nauk przyrodniczych
z dnia 30.1X.1965 r.

Badano zawartos¢ weglowodanéw i rozmieszczenie ich w poszczeg6lnych narza-
dach u gasienic mola woskowego w ostatnim okresie wzrostu. Ogoélna ilos¢ weglo-
wodanéw w ciele gasienic wynosi od 1,6% {wkrdétce po ostatniej wylince) do 1,0%
(przed przepoczwarczeniem). 65% sumy weglowodanéw przypada na trehaloze,
a 10—18% na glikogen. Trehaloza wystepuje gtéwnie w hemolimfie, natomiast gli-
kogen w ciele tluszczowym. W$réd cukréw prostych przewazajag aminocukry, poziom
glukozy jest bardzo niski. Powszechnie spotykane trudnos$ci w oznaczaniu glukozy
u owadéw, jak stwierdzono, spowodowane sg wysoka aktywnos$cig trehalazy i duzg
zawarto$cig trehalozy w ich ciele. Dla szybkiego zahamowania aktywnos$ci enzymu
przy przygotowywaniu materiatu do analiz najodpowiedniejszym okazato sie odbiat-
czanie kwasem tréjchlorooctowym w 0°. Szczeg6lnie dogodnym w tym materiale jest
oznaczanie glukozy za pomoca reakcji z heksokinaza i dehydrogenaza glukozo-6-fos-
foranu.

Wptyw gtodu badano w okresie do 26 dni. Gasienice dojrzate do przepoczwar-
czenia gtodzono po podwigzaniu za pierwszym segmentem tutowia, mtodsze — bez
ligatury. Na skutek gtodu ogdlna zawarto$¢ weglowodanéw w ciele gasienic stopnio-
wo spada do 0,2—0,4%. W poczatkowym okresie zuzywana jest trehaloza, podczas
gdy ilos¢ glikogenu utrzymuje sie¢ na statym poziomie (u gasienic mtodszych), badz
tez nawet przejSciowo wzrasta (u gasienic starszych, podwigzanych). Dopiero po
znacznej stracie trehalozy dochodzi do obnizenia poziomu glikogenu. Zawarto$¢ cu-
kréw prostych réwniez spada w tych warunkach.

W zwigzku z przejsciowym wzrostem poziomu glikogenu podczas gtodu gasienic
podwigzanych, by¢ moze zwigzanym z zaburzeniami hormonalnymi, badano mozli-
wos¢ konwersji tluszczéw w weglowodany drogg cyklu glioksalowego. Jednakze nie
udato sie wykry¢ aktywnosci liazy izocytrynianowej.
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Badania nad wplywem niskiej temperatury prowadzono na gasienicach ziebio-
nych w ciggu 10 dni w 2° nie pobierajacych pokarmu. Niespodziewanie okazato sie,
ze zawarto$¢ trehalozy obniza sie w 2° rdwnie szybko jak przy 30°. Poziom glikogenu
spada juz po jednym dniu do potowy. Jednocze$nie nastepuje jednak wielokrotny
wzrost ilosci glukozy (od 0,1 do I,2mg/g) powstajacej prawdopodobnie z trehalozy.
Poziom innych cukréw prostych nie ulega wyraznym zmianom. Spoé$réd badanych
produktow glikolizy w niskiej temperaturze jedynie zawarto$¢ kwasu pirogrono-
wego znacznie wzrastata, co mogtoby Swiadczy¢ o ostabieniu utleniania tego zwigzku.
Nagromadzanie glukozy i kwasu pirogronowego rownowazy w jednej trzeciej tgczng
strate trehalozy i glikogenu.

W celu zorientowania sie w mechanizmie zaobserwowanych zmian badano
aktywnos$¢ trehalazy i fosforylazy. W okresie gtodu gasienic aktywno$¢ obu tych
enzymow spada. Natomiast u gasienic przebywajgcych w niskiej temperaturze
aktywno$¢ fosforylazy wzrasta, podczas gdy aktywno$¢ trehalazy nie zmienia sie.
Dane te sugeruja, ze zaobserwowane zmiany w metabolizmie weglowodanéw moga
by¢ zwigzane z ré6znym wpltywem temperatury na enzymy katalizujgce ich rozpad.

Akumulacja i przemiany kwaséw organicznych w tytoniach
giberelinowanych

SEWERYN NIRAZ

Prace wykonano w Katedrze Biochemii Wyzszej Szkoty Rolniczej w Szczecinie

Promotor: Prof. dr JAN DOBROWOLSKI

Uchwata Rady Wydziatu Rolniczego Wyzszej Szkoty Rolniczej w Szczecinie na-
dajaca stopien naukowy doktora nauk rolniczych z dnia 29.1X.1965 r.

Badano wptyw gibereliny na nagromadzenie sie kwasow organicznych i zmiany
aktywnos$ci dehydrogenazy kwasu jabtkowego (1.1.1.37) oksyreduktaza L-jabtczan:
:NAD) w lisciach Machorki Pomorskiej, oraz na zawarto$§¢ kwaséw organicznych
w lisciach Machorki Brazylijskiej i Tytoniu Mocnego Skroniowskiego.

Przeprowadzano doSwiadczenia wazonowe i polowe. Kwas giberelowy stosowano
w fazie szybkiego wzrostu poczawszy od ukorzeniania sie roslin, w fazie kwitnienia
oraz w fazie dojrzewania. Do seryjnych analiz kwaséw organicznych uzywano wtas-
nej modyfikacji metody chromatografii kolumnowej na zelu kwasu krzemowego
oraz metody chromatografii bibutowej. Aktywnos$¢ dehydrogenazy kwasu jabtkowego
w lisciach Machorki Pomorskiej oznaczano metodg Thunberga w modyfikacji
wtasnej. Rownolegle w tym samym materiale oznaczano aktywnos$¢ katalazy (1.11.1.6)
oksydoreduktaza H20 2: H20 2.

Okazato sie, ze kwas giberelowy bardzo aktywnie stymuluje wzrost Machorki
Pomorskiej oraz Machorki Brazylijskiej i powoduje wzmozone nagromadzanie kwa-
séw organicznych w lisciach tych ro$lin. Zawarto$¢ koricowa kwaséw organicznych
w stymulowanej gibereling Machorce Pomorskiej byta, w przeliczeniu na suchg ma-
se, Srednio o 20% wyzsza, anizeli w roslinach kontrolnych. Machorka traktowana
gibereling jest szczeg6lnie bogatym zrodiem kwaséw: cytrynowego i jabtkowego.
Tyton Mocny Skroniowski, na ktérego wzrost gibereling wptywata najstabiej wy-
kazywat mniejsze réznice w zawarto$ci kwaséw organicznych.
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Kwas giberelowy wywierat znaczny wptyw na przemiane kwaséw organicznych,
szczegOlnie trojkarboksylowych kwaséw cytrynowego oraz izo-cytrynowego oraz
kwasu jabtkowego, a w znacznie mniejszym stopniu na przemiany pozostatych kwa-
sow dwukarboksylowych.

Kwas giberelowy powodowat stopniowe obnizanie sie aktywnosci dehydrogena-
zy kwasu jabtkowego, co ttumaczy wzmozong akumulacje kwasu jabtkowego. Stop-
niowe obnizanie sie aktywnos$ci dehydrogenazy kwasu jabtkowego, ktéry jest regu-
latorem rytmu kwasowego u machorki, wptywa takze posrednio na nagromadzanie
i przemiany pozostatych kwaséw organicznych. Obnizaniu sie aktywnos$ci dehydro-
genazy kwasu jabtkowego towarzyszyt w okresie poczatkowym i pod koniec trakto-
wania gibereling znaczny spadek aktywnos$ci katalazy. Wzrost aktywnosci tego
enzymu w fazie poprzedzajacej kwitnienie zwigzany jest ze szczeg6lnie intensywnym
wzrostem machorki w tym okresie.

W pracy uzyskano wiele interesujacych danych dotyczacych jakoSciowego oraz
ilosciowego sktadu kwasdw organicznych u Machorki Pomorskiej, Machorki Bra-
zylijskiej i Tytoniu Mocnego Skroniowskiego. Dane te moga mie¢ znaczenie prak-
tyczne dla przemystu tytoniowego.

Fragmenty pracy zostaly opublikowane:

1. S.Niraz | Krajowy Kongres Biochemii, £6dz 1963, str. 164.
2. S. Niraz Materiaty Il Ogodlnopolskiej Konferencji Chromatograficznej, Lublin

1963, str. 86.

3. S. Niraz Materiaty Il Krajowego Sympozjum PTBioch. ,Budowa i wtasnosci

enzymoéw”, Kazimierz n/Wistg 1964, str. 37.

4. S. Niraz Zeszyty Naukowe UMK w Toruniu (1966).

Peptydy nieamfolitowej frakcji moczu

IRENA SZUMIEL

Prace wykonano w Katedrze Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego
Promotor: prof. dr IRENA CHMIELEWSKA

Uchwata Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UW nadajgca stopien doktora nauk
przyrodniczych z dnia 11.X.1965 r.

Potagczenia aminokwasowe o charakterze nieamfolitowym stanowig — jak stwier-
dzili w 1962 roku Chmielewska i Toczko — od 50 do 70% aminokwasow
zwigzanych moczu ludzkiego. W tej grupie zwiazkéw znane byty tylko aryloglicyny
i fenyloacetyloglutamina. Badania podjete nad nieamfolitowymi potgczeniami ami-
nokwasowymi moczu miaty za zadanie okreslenie ich wydalania w poréwnaniu z in-
nymi frakcjami aminokwaséw zwiazanych oraz ich wstepng charakterystyke.

M ateriatem do badahn byty proby dobowe moczu mezczyzn na diecie normalnej
oraz nie otrzymujacych pozywienia biatkowego, w okresie pierwszych 3 dni po ope-
racji przewodu pokarmowego. Wyniki wstepnych oznaczeh azotu a-aminowego frak-
cji nieamfolitowej nasunety przypuszczenie, ze zmienne, zalezne od niebiatkowych
sktadnikow pozywienia, ilosci aryloglicyn w moczu utrudniajg wtasciwg ocene wy-
dalania powstajacych w przemianie biatkowej aminokwaséw zwigzanych frakcji
nieamfolitowej. Aryloglicyny oddzielano zatem przez ekstrakcje ciggtg eterem ety-
lowym. Potgczenia aminokwasowe pozostajagce we frakcji nieamfolitowej po oddzie-
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leniu aryloglicyn maja charakter N-podstawionych peptydéw; uwalniajg one grupy
-NHZw warunkach tagodnej hydrolizy kwasowej, sg natomiast odporne na hydrolize
rozcienczonymi zasadami, co wyklucza cykliczng strukture typu dwuketopiperazyn.
Jest prawdopodobne, ze niektére z N-podstawionych peptydéw sa potgczone z cu-
krowcami; w sktad peptydéw wchodza: glicyna, kwasy glutaminowy i asparagino-
wy, seryna, treonina, prolina, cystyna, leucyna, fenyloalanina i tyrozyna.

Oznaczenie ilosci aryloglicyn na podstawie zawarto$ci azotu aminowego w hy-
drolizatach kwasowych ekstraktéw eterowych pozwolito na okre$lenie wydalania
pozostatych aminokwaséw zwigzanych frakcji nieamfolitowej. Wynosito ono w pré-
bach moczu normalnego s$rednio 46mg N-NH2dobe, a w prébach moczu pooperacyj-
nego — $rednio 126mg N-NH2dobe, czyli blisko 3 razy wiecej. llosci azotu a-amino-
wego zwigzanego frakcji amfolitowej w prébach moczu normalnego wynosity $rednio
79mg/dobe, a w prdbach moczu pooperacyjnego nieco wzrastaty — do $rednio
97mg/dobe. Obserwowane po operacji zwiekszenie wydalania aminokwasow zwigza-
nych wyraza sie zatem przede wszystkim w podwyzszeniu w moczu iloSci potaczen
o charakterze nieamfolitowym, odmiennych od aryloglicyn. Wydaje sie to by¢ zwia-
zane z katabolizmem wtasnych biatek ustroju, o ktérego nasileniu $wiadczyto wy-
dalanie przez ludzi w okresie postu pooperacyjnego od 5 do 10g azotu ogdlnego na
dobe. Mozna réwniez sgdzi¢, ze peptydy frakcji nieamfolitowej moczu sa pochodze-
nia endogennego; jako produkty posrednie rozpadu witasnych biatek organizmu mo-
ga one stanowic¢ interesujagcy materiat do badan nad metabolizmem biatkowym czto-
wieka.

Wyniki pracy opublikowano w Clin. Chim. Acta 11, 501 (1965) oraz zgtoszono do
druku w Buli. Acad. Polon. Sci. ser. sci. biol. i Acta Physiol. Polon.
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SPRAWOZDANIA

Konferencja na temat biochemii lipidow w Noordwijk (Holandia)
5—10 wrze$nia 1965 r.

Miedzynarodowe konferencje na temat biochemii lipidéw (International Confe-
rences on Biochemistry of Lipids) odbywaja sie dos¢ regularnie, poczawszy od 1948 r.
Poczatkowo przedstawiano tam prace z rozmaitych dziedzin badan nad lipidami,
w miare jednak rozwoju tego kierunku biochemii zaznaczyta sie tendencja do $ci-
Slejszego precyzowania tematu obrad. Konferencja w Noordwijk, we wrze$niu 1965 r.,
dziewiagta juz z kolei, poswiecona byta w catosci fosfolipidom. Komitet organizacyj-
ny stanowili dr J. Boldingh, prof. C. Bottcher iprof. L. M.van Deenen,
znani specjalisci w tej dziedzinie badan. Na konferencji spotkato sie 240 uczestni-
kéw z réznych krajow i kontynentéw; wygtoszono 90 komunikatéow i 6 referatow
przegladowych. Wobec duzej liczby doniesien organizatorzy, aczkolwiek niechetnie,
zmuszeni byli rozdzieli¢ obrady na dwie réwnolegte sekcje, tym bardziej, ze program
przewidywat duzo czasu na dyskusje oraz osobiste kontakty. Przewaznie odbywaty
sie dwie sesje dziennie, przed i po potudniu. Kazda sesje otwierat wspélny dla oby-
dwu sekcji referat przeglagdowy, wygtaszany przez zaproszonego referenta. Organi-
zacja byta znakomita, czas przemdwien $ci$le przestrzegany, co bardzo utatwiato
przechodzenie z jednej sekcji na druga.

Omawiane byty rézne aspekty biochemii fosfolipidow, mianowicie: 1) zagadnie-
nia strukturalne, 2) metabolizm, 3) zagadnienia fizykochemiczne oraz 4) zagadnienia
funkcjonalne.

Sesje poswiecong zagadnieniom strukturalnym otwierat referat przegladowy
D.J. Hanahana o fosfolipidach, zawierajagcych w czasteczce oprécz kwasu ttusz-
czowego — diugotancuchowy alkohol. Zwigzki te, wykryte niedawno, sg blisko spo-
krewnione z plazmalogenami, zawierajgcymi w czgsteczce dtugotancuchowy aldehyd.
W ystepujg najczes$ciej u zwierzat wodnych, ale zdotano je réwniez wyizolowa¢é
z niektérych tkanek zwierzat ladowych. Funkcje ich i znaczenie stabo sg dotad
poznane.

W komunikatach tej sesji omawiano budowe niektdrych rzadko wystepujgcych
w naturze fosfolipidow, strukture kardiolipidéw, sktad fosfolipidowy niektérych tka-
nek zwierzecych (ptuca, mézg) oraz metody izolacji, rozdziatu i identyfikacji tych
zwigzkow. Sprawe otrzymywania fosfolipidow jednorodnych, zawierajgcych S$cisle
okreslone kwasy ttuszczowe przy pierwszym i drugim (a i 3 weglu glicerolu roz-
wigzano ostatnio w pracowni L. van Deenena. Pozwolito to stwierdzi¢, ze szereg
wiasciwosci fizykochemicznych fosfolipidu zalezy od rodzaju kwaséw ttuszczowych,
wchodzacych w skitad czgsteczki, i wptyneto silnie na rozwéj badan nad sztucznymi
modelami bton.

Na sesji poSwieconej metabolizmowi fosfolipiddw wygtoszono wiele komunika-
tow i dwa referaty przegladowe. W komunikatach poruszano m. in. sprawy biosyn-
tezy fosfolipidéw w narzadach i homogenatach tkanek, enzymoéw biorgcych udziat
w metabolizmie fosfolipidéw oraz role fosfolipidéw podczas chtonienia tluszczow.
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Na uwage zastugiwat referat E. Kennedy’ego o powigzaniu uktadu permeazy
P-gataktozydéw z metabolizmem fosfolipidow u E. coli.

Uktady, od ktérych zalezy transport i gromadzenie sie (3-galaktozydéw u E. coli
sg wysoce specyficzne i genetycznie kontrolowane, dotychczas jednak mechanizmy
chemiczne tych proceséw sa bardzo stabo poznane. Badania Kennedy’ego pozwolity
stwierdzi¢, ze funkcjonowanie systemu permeazy u E. coli zwigzane jest ze wzrostem
biosyntezy niektérych frakcji fosfolipidéw. W aktywnym transporcie galaktozydow
ze Srodowiska do wnetrza komérki prawdopodobnie bierze udziat okreslony lipopro-
teid, zlokalizowany w btonie komdérkowej i zawierajgcy fosfolipidy oraz specyficzne
biatko. Proponowany przez Kennedy’ego mechanizm dziatania tego lipoproteidu
aczkolwiek zupeinie hipotetyczny, zastuguje niewatpliwie na uwage.

Na udziat fosfolipidow w aktywnym transporcie wskazywali rowniez H. S. J a-
cob i M. L Karnovsky. Stwierdzili oni, ze podczas wzmozonego transportu
Na+ w cieniach erytrocytéw wzrasta whudowywanie nieorganicznego fosforanu ze
srodowiska w fosfolipidy i odwrotnie, gdy transport Na+ jest zahamowany, wbudo-
wywanie fosforanu silnie spada. Dotyczy to przede wszystkim fosfolipidéw o ujem-
nym tadunku (np. fosfatydyloseryny), ktére aktywujg ATP-aze, biorgcg udziat
w transporcie jondw przez btony.

Biosynteza lecytyny, moze zachodzi¢ w organizmie zwierzecym w dwojaki spo-
sob: badz przez wiaczanie choliny z CTP-choliny, badz przez metylacje fosfatydy-
loetanoloaminy. Jak wynikato z doniesien kilku réznych autorow (C. Artom,
R. L. Lyman i wsp., J. Bremer), drugi szlak biosyntezy, zachodzacy gtéwnie
w watrobie, jest znacznie intensywniejszy u samic niz u samcoéw, zalezy ponadto 4d
wieku i stanu odzywienia zwierzecia. Synteza lecytyny natomiast z udziatem calej
czasteczki choliny zachodzi szybko w réznych narzagdach i nie wykazuje réznic
w zaleznosci od wieku i pici. Wysuwano hipoteze, (Lyman), ze hormony piciowe "mo-
ga w pewnym stopniu wptywaé na przebieg syntezy lecytyny.

Moéwigc o hiosyntezie fosfatydyloinozytolu w niektérych tkankach $winki mor-
skiej, J. N. Hawthorne przedstawit dane, wskazujagce ze prekursorem jego
w trzustce jest kwas fosfatydowy.

Kwas fosfatydowy jest réwniez prekursorem niektédrych lipidéw S$luzéwki jeli-
towej podczas chtonienia ttuszczu. Resynteza glicerydow w jelicie moze zachodzi¢
badz przez acylacje monogliceryddw powstajacych podczas hydrolizy ttuszczéw, badz
przez acylacje a-glicerofosforanu. M. G. Morehouse i wsp. stwierdzili, ze poda-
wanie pietnowanego kwasu tluszczowego prowadzi do powstania pietnowanych fos-
folipidéw w $luzéwce jelita, natomiast podawanie pietnowanych monoglicerydow
prowadzi do wzrostu radioaktywnos$ci tylko w glicerydach obojetnych. Biosynteza
fosfolipidéw jest zatem powigzana z chtonieniem ttuszczu tylko wéweczas, gdy resyn-
teza trojglicerydéw zachodzi poprzez a-glicerofosforan i kwas fosfatydowy; w dru-
gim szlaku biosyntezy tréjglicerydow fosfolipidy nie biorg udziatu. Zdaniem
A. C. Frazera, wzmozona synteza lecytyn podczas chtonienia tluszczu pozostaje
w zwigzku z tworzeniem sie chylomikronéw w $luzéwce jelitowej, a nie z funkcja
fosfolipidbw w samym procesie chtonienia lipidow. Na ten temat panuje wciaz
zreszta rozbiezno$é zdan.

Dziatanie enzyméw odgrywajacych role w metabolizmie fosfolipidébw omawiane
byto przez kilku autor6w. Mechanizm dziatania enzymoéw rozpuszczalnych na nie-
rozpuszczalne w wodzie substraty, jakimi sa fosfolipidy, nasuwa wiele problemow.
Interesujacy referat na ten temat wygtosit R. M. C. Dawson, podajac jako przy-
ktad dziatanie fosfolipazy C na lecytyne. Zwigzki amfipatyczne, jakimi sg fosfoli-
pidy, zawierajace w czasteczce grupy hydrofobowe (kwasy tluszczowe) oraz grupy
hydrofilne (reszty fosforanowe oraz zasady azotowe) w wodnych roztworach tgczg
sie w $ciSle zorientowane agregaty czastek, micelle. Grupy hydrofilne skierowane
sg na zewnatrz, w strone fazy wodnej, a tanicuchy weglowodorowe kwaséw ttuszczo-
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wych skierowane sg do wewnatrz micelli. Na granicy faz lipid-woda powstaje pew-
ne napiecie interfazalne oraz pole elektrostatyczne. Wielko$¢ i znak tadunku po-
wierzchniowego micelli zalezy od rodzaju fosfolipidu wchodzacego w jego skitad.
W przypadku lecytyn gesto$¢ tadunku powierzchniowego (netto) jest niewielka, ze
wzgledu na wzajemne zobojetnianie sie reszt kwasowych i zasadowych obecnych
w czasteczce. Niezbednym warunkiem dziatania fosfolipaz na fosfolipidowy substrat
jest obecno$¢ na powierzchni micelli tadunku elektrycznego o znaku przeciwnym,
niz tadunek netto czasteczki enzymu. Totez fosfolipaza C, ktdérej czasteczki maja
ujemny tadunek netto, dziata na lecytyne woéwczas, gdy do $rodowiska wprowadzi
sie dtugotancuchowy amfipatyczny kation. Taki nierozpuszczalny w wodzie amfipat
(np. stearyloamina) wchodzi w skiad micelli, nadajac jej tadunek dodatni. Powoduje
to nie tylko przycigganie czasteczki enzymu do interfazy micelli, ale réwniez wtasci-
wa orientacje centrum aktywnego enzymu w stosunku do substratu, umozliwiajgc
reakcje. Zatem warunki elektrostatyczne, wystepujace w $rodowisku, zawierajgcym
rozpuszczalny substrat, sg decydujgce dla przebiegu reakcji.

Wiele uwagi na konferencji poswiecono zagadnieniom zwigzanym z fizyko-che-
micznymi wiasciwosciami fosfolipidow. Jako istotny skitadnik wszystkich bton bio-
logicznych, fosfolipidy niewatpliwie wywierajg silny wptyw na funkcjonowanie
struktur subkomérkowych. Poniewaz wszystkie procesy zachodzace w zywych orga-
nizmach przebiegaja w $rodowisku wodnym, sprawa przystosowania sie fosfolipi-
déw do tego Srodowiska niewatpliwie ma duze znaczenie. Wtasciwosciom micellar-
nych roztworéw fosfolipidow poswiecony byt referat C. J. F. B61llchera Oma-
wiat on wielko$ci micelli w $rodowisku o réznej statej dielektrycznej, wtasciwosci
micelli mieszanych (ztozonych z réznych lipidéw) oraz sity dziatajace pomiedzy cza-
steczkami lipidow w micelli. L. Saunders wskazywat na fakt, ze rodzaj kwasow
ttuszczowych w czasteczce lecytyny silnie warunkuje wtasnosci fizyczne micelli,
m. in. ich wielko$¢ i ksztatt. G. Colacicco i M. M. Rapport stwierdzili, ze
potencjat powierzchniowy sztucznych warstewek monomolekularnych jest odbiciem
roznic strukturalnych pomiedzy fosfolipidami. Wielko$¢ potencjatu powierzchnio-
wego zalezy m. in. od rodzaju kwasow tluszczowych fosfolipidu, a wzrasta przy za-
stagpieniu kwasu ttuszczowego przez dtugotafcuchowy aldehyd, jak wynikato z badan
J. H. Schulmana. Podobnie stopief nienasycenia kwasu ttuszczowego odgrywa
duzg role przy wspotdziataniu lecytyny z cholesterolem podczas tworzenia miesza-
nych warstewek monomolekularnych (R. Dem e 1), oraz przy tgczeniu sie lecytyny
z biatkiem (F. D. Col1lins i G. G. Pury).

Na posiedzeniu, poswieconym funkcji fosfolipidbw D. Green wyglosit refe-
rat przegladowy o roli lipidébw w ultrastrukturze bton hiologicznych, wysuwajac
poglad, ze podstawowy model struktury jest jednakowy dla bton réznego pocho-
dzenia (np. mikrosomoéw, erytrocytow itd.). Poglad ten wywotat ozywiong dyskusje
i wiele zastrzezen. Dyskutanci podkreslali, ze niejednokrotnie sktad chemiczny bton
bywa tak rézny, ze bardzo trudno zmiesci¢ wszystkie dane w jednym modelu (np.
btony bakterii, ktére nie zawierajg ani wielonienasyconych kwaséw, ani choleste-
rolu).

Funkcje fosfolipidéw sa niewatpliwie bardzo réznorodne i rézni autorzy zwra-
cali uwage na rozmaite aspekty tego zagadnienia. W strukturze lipoproteidow su-
rowicy krwi rola fosfolipidbw moze polegaé na wigzaniu podjednostek biatkowych
oraz na solubilizowaniu innych lipidow (B. Shore i V. Shore). W chylomi-
kronach osocza fosfolipidy wraz z biatkiem tworza otoczke, umozliwiajagcg wtasciwg
dyspersje i stabilno$¢ emulsji ttuszczowej (D. B. Zilversmit). Zdaniem J. Glo-
vera, zdolno$¢ réznych steroli do tworzenia micelli z fosfolipidami moze by¢ jed-
nym z czynnikéw, warunkujacych ich przyswajanie przez organizm zwierzecy. Ste-
role roslinne, np. ktére sg bardzo stabo wchtaniane przez jelito, znacznie trudniej
tworzag mieszane micelle z fosfolipidami, niz dobrze wchtaniane sterole zwierzece.
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Udziat fosfolipidow w procesie krzepnienia krwi, stwierdzono juz do$¢ dawno. Do-
Swiadczenia E. E. Nishizawy i wsp. wykazaty, ze frakcja fosfolipidow sery-
nowych silnie op6zniata czas krzepnienia krwi in vivo oraz agregacje plytek krwi
in vitro.

Wiele nagromadzito sie w ostatnich czasach danych wskazujacych na role fo-
sfolipidow w dziataniu niektérych enzymoéw. S. J. Wakil i wsp. stwierdzili, ze
obecno$¢ fosfolipidow jest niezbedna dla dziatania desaturazy kwaséw tluszczo-
wych oraz oksydoreduktazy NADH-cytochrom ¢ w mikrosomalnym tanicuchu odde-
chowym. Dodanie fosfolipiddw mikrosomalnych w micellarnej postaci przywraca
aktywnos$¢ enzymatyczng czastkom, ktére na skutek odlipidowania aktywnos$¢ te
utracity.

Na role fosfolipidow w aktywnym transporcie, poza wspomnianymi juz po-
przednio Kennedym i H S Jacobem, wskazywat M. Rodbell podkre-
$lajac fakt, ze fosfolipidy w bionach komérkowych tkanki ttuszczowej sg czynni-
kiem regulujgcym transport glukozy do wnetrza komérek. Fosfolipaza C, podobnie
jak insulina, prawdopodobnie zmienia strukture btony z lamellarnej w micellarng
wzmagajac w ten spos6b transport glukozy.

W iele jeszcze innych zagadnieA poruszano na konferencji, ktérych w krotkim
sprawozdaniu nie sposéb oczywiscie omowié. Z doniesiefr, ktore czestokro¢ staty
na bardzo wysokim poziomie, wynikato wyraznie, jak coraz subtelniejsze metody
badan pozwalajg juz niekiedy na rozwigzywanie problemoéw, ktérych istnienia nawet
nie podejrzewano dawniej. Dotyczy to przede wszystkim badan nad strukturg
i fizyko-chemicznymi witasciwosciami fosfolipidéow, od ktérych to badan oczeki-
waé mozna wyjasnienia funkcji tych zwigzkow w zywej komérce i ich roli w prze-
biegu szeregu proces6w chemicznych. lle w tej dziedzinie jest jednak jeszcze spraw
istotnych a zupetnie niewyjasnionych, wystagpito na jaw w czasie og6lnej dyskusji,
ktorg zorganizowano ostatniego dnia obrad. Dyskusja obracata sie dookota struktury
bton biologicznych, udziatu fosfolipidow w tej strukturze i ich roli w funkcjonowa-
niu tych struktur, $cislej méwiagc, dyskusja polegata raczej na wysunieciu szeregu
pytan, na ktére nie mozna jeszcze znalezé odpowiedzi. Nasuwata ona refleksje, ze
im gtebiej sie siega w poznaniu struktury zywej materii, tym wiecej powstaje no-
wych probleméw; sam jednak fakt sformutowania tych problemdéw moze dawaé
nadzieje na ich rozwigzanie w przysztosci.

P. Wiodawer
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