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INFORM ACJA DLA AUTORÓW

P o stęp y  B io ch em ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  
dziedzin  b iochem ii n ie  d ru k o w an e  w  in n y ch  czasop ism ach . A rty k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii n ie  m ogą być bez zgody R ed ak c ji 
p u b lik o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  są h o n o ro w an e  w g u s ta ­
lonych  staw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 o db itek  p ra c y ; ż ą d a ­
n ie  da lszych  o db itek  (p ła tnych) należy  zgłosić p isem n ie  n ad sy ła jąc  
p racę. A u to ra  obow iązu je  k o re k ta  a u to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  ko ­
rekc ie , poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi au to r.

R ed ak c ja  zastrzeg a  sobie m ożność w p ro w ad zen ia  sk ró tó w  i p o p ra ­
w ek  n ie  w p ły w a jący ch  n a  tre ść  p racy .
F orm a m a szyn o p isu . M aszynopis p racy  i w sze lk ie  za łączn ik i na leży  
n adsy łać  w  dw u  egzem plarzach . M aszynopis p o w in ien  być n ap isan y  
jed n o s tro n n ie , z p o dw ó jną  in te r lin ią , z m arg in esem  ok. 4 cm po  lew ej 
i ok. 1 cm  po p ra w e j s tro n ie  oraz  z n u m e ra c ją  s tro n . N a p ie rw sze j 
s tro n ie  na leży  zam ieścić  ty lko : im io n a  (w p e łn y m  b rzm ien iu ) i n a ­
zw iska  au to rów , ich  s topn ie  i ty tu ły  n au k o w e  w raz  z n azw am i p laców ek  
n aukow ych , ty tu ł p racy  w  języ k u  po lsk im  i ang ie lsk im  oraz  om ów ie­
n ie  te m a tu  p racy  w  języ k u  ang ie lsk im  (najw yżej 5 w ierszy  m aszy n o ­
pisu).

R ozdziały  w  tek śc ie  należy  oznaczać n u m e ra c ją  rzy m sk ą  a  pod ro z­
d z ia ły — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w ydzie lone  z te k s tu  n ie  p o w in n y  być n u ­
m ero w an e .

W  tek śc ie  n ie  na leży  zam ieszczać żad n y ch  tab lic , ry su n k ó w , sch e ­
m atów  i w zorów . W żąd an y m  m ie jscu  należy  pozostaw ić w o lny  w ie rsz  
i oznaczyć: T ab lica  1, R ys. 1, S ch em at 1 lub  liczbą  rzy m sk ą  w  n a w ia ­
s i e — n u m er odpow iedniego  w zoru . W  tek śc ie  na leży  odw ołać się do 
n u m e ra c ji w zoru  po słow nym  w y m ien ien iu  zw iązku , np .: k w as  g lu ta ­
m inow y (I).

P o w o łu jąc  się n a  l i te ra tu rę  należy  podać w  tekście , w  n aw iasie , 
k o le jn y  n u m e r pozyc ji w  sp isie  li te ra tu ry .
Z a łą czn ik i do te k s tu . K ażdy  za łączn ik  należy  dołączyć n a  oddzie lnej 
k a rtc e , o pa trzony  k o le jn y m  n u m erem  o d pow iada jącym  u ży tem u  w  te k ś ­
cie np. T ab lica  1, W zór I, R ys. 1 lu b  S ch em at 1. F o to g ra fie  i w y k re sy  
należy  oznaczyć jak o  ry su n k i. W szystk ie  za łączn ik i na leży  oznaczyć 
u góry  n azw isk iem  a u to ra  i początkow ym i w y razam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  p o w in n a  zaw ie rać  nag łów ek  o p isu jący  je j treść , je j sens 
pow in ien  być zrozum iały  bez odnoszen ia  się do te k s tu  a każd a  ru b r y ­
k a  p o w in n a  być zaop a trzo n a  w  odpow iedn i ty tu ł.

P odp isy  i o b jaśn ien ia  pod ry su n k a m i i sch em atam i p o w in n y  być: 
do łączone n a  oddzie lnej k a r tc e . O znaczenia, k tó ry ch  n ie  m ożna n ap isać  
n a  m aszyn ie  należy  w y raźn ie  n an ieść  czarn y m  tuszem . W  fo to g ra fiach  
i w y k re sach  na leży  oznaczyć „g ó rę” i „d ó ł”.
L ite ra tu ra . W ykaz l i te ra tu ry  na leży  w yp isać  oddzieln ie , n a  o sta tn ich  
s tro n ach  m aszynop isu , w  a lfab e ty c z n e j k o le jnośc i n azw isk  au to rów .
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P o s t .  B lo c h e m . ,  12, 309—345 (1966)

R E N A T A  D Ą B R O W SK A  * i BO GDAN SZ U K A L SK I  **

Metabolizm hormonów sterydowych

The Metabolism of Steroid Hormones

T he b io sy n th es is  an d  ca tab o lism  of s te ro id  h o rm ones a re  rev iew ed .

Fizjologiczna rola hormonów sterydow ych oraz ich ciągle w zrastające 
zastosowanie w klinice spraw iają, że od Sfceregu la t prowadzone są bada­
nia nad ich biosyntezą i katabolizm em . Zasadnicze m etody stosowane 
w tym  celu to perfuzja gruczołu lub innego narządu m etabolitam i i ana­
liza pow stałych produktów , inkubow anie m etabolitów  ze skraw kam i lub 
hom ogenatam i tkank i gruczołowej (nadnerczy, jąder, jajników , łożyska) 
oraz analiza krw i odpływającej z gruczołu, krw i obwodowej i moczu. Za­
stosowanie związków znakowanych przyspieszyło znacznie postęp w tej 
dziedzinie i przyniosło wiele nowych inform acji pozwalających stw orzyć 
dość pełny obraz m etabolizm u hormonów sterydowych.

Podział homonów sterydow ych opiera się na ich czynności fizjologicz­
nej uw arunkow anej budową chemiczną. W szystkie horm ony sterydow e 
można wyprowadzić z trzech syntetycznych węglowodorów: pregnanu 
zbudowanego z 21 atomów węgla, androstanu — z 19 atomów i estranu  — 
z 18 atomów.

W żywym ustro ju  związkiem pośrednim  w procesie pow staw ania 
wszystkich horm onów sterydow ych jest cholesterol. Jego pełna biosynte­
za była tem atem  obszernych opracowań S u p n i e w s k i e g o  (158), 
a ostatnio C l a y t o n a  (29). My zajm iem y się przem ianam i cholesterolu 
prowadzącym i do hormonów sterydowych: gestagenów, kortykosterydów , 
androgenów i estrogenów oraz katabolizm em  tych hormonów.

* M gr inż., st. a sy s te n t Z a k ła d u  C h em ii O gólnej A. M. w  W arszaw ie.
** D r m ed., m g r chem ii, a d iu n k t Z ak ład u  C hem ii O gólnej A. M. i I I  O ddz. 

W ew n. S zp ita la  B ie lańsk iego  w  W arszaw ie .
W ykaż u żyw anych  sk ró tów : D H A  — d eh y d ro ep ian d ro s te ro n , an d ro s te n d io n  —  

4 -and rosten -3 ,17 -d ion , A C TH  — h o rm on  a d ren o k o rty k o tro p o w y .
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310 R. D Ą B R O W SK A , B. SZ U K A L S K I [2]

I. Drog! biosyntezy hormonów sterydowych

1. Gestagcny

Pierw szy etap biosyntezy hormonów ciążowych, przebiegającej w ciał­
ku żółtym, nadnerczach, jądrach, jajn ikach i łożysku, polega na degradacji 
łańcucha bocznego cholesterolu. S o l o m o n  i wsp. (156) stw ierdzili, że 
hom ogenaty nadnerczy krow y w ytw arzają z cholesterolu (I) 20-|3-hydro- 
ksycholesterol (II). N astępnym  etapem  przem ian cholesterolu po 20-|3-hy- 
droksylacji jest hydroksylacja w pozycji 22 z utw orzeniem  20|3, 22e-dwu- 
hydroksycholesterolu (III) (145), k tó ry  pod działaniem  20,22-desmolazy 
przechodzi w pregnenolon (IV), z odłączeniem łańcucha bocznego w po­
staci aldehydu izokapronowego (143, 144, 163). Z innych utlenionych po­
chodnych cholesterolu 2 2 -hydroksycholesterol jest lepszym substratem  dla 
enzymów rozszczepiających niż sam cholesterol, a 22-ketocholesterol nie 
ulega w tych w arunkach rozszczepieniu. 20P-hydroksy-20-ketocholesterol 
nie jest w rażliw y na działanie desmolazy (30), nie może być zatem  uważa­
ny  za pośredni produkt przem iany cholesterolu w gestageny.

W pregnenolonie pod wpływem  znalezionej w m ikrosomach nadnerczy 
dehydrogenazy zachodzi odwracalna przem iana grupy hydroksylowej 
w ketonową w pozycji 3 z wytw orzeniem  A5-pregnen-3,20-dionu (V), a na­
stępnie pod działaniem obecnej w cytoplazm ie A5-3-ketoizom erazy — prze­
sunięcie podwójnego wiązania w położenie sprzężone w stosunku do no­
wo utworzonej grupy ketonow ej. Produktem  tych przem ian jest horm on 
ciążowy — progesteron (VI) (Schemat 1). Cykliczne ciałko żółte produkuje 
w ciągu doby około 20  mg progesteronu, natom iast w korze nadnerczy 
pow staje go w ciągu doby około 250 mg (14, 78). Z progesteronu pod dzia­
łaniem  dehydrogenaz mogą powstawać: 20a-hydroksy-A 4-pregnenon -3  i je­
go izomer 20(5- a z pregnenolonu — 20a-hydroksy-A 5-pregnenol-3 .

Izomerazę A5-3-ketosterydów , uczestniczącą w powstaw aniu progeste­
ronu, otrzym ał w postaci krystalicznej T a l a l a y  i wsp. (161, 176) 
z Pseudomonas testosteroni. W ykazuje ona optym alną aktywność między

S ch em at 1. B io syn teza  gestagenów
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[3] H O RM O NY STERYDO W E 311

pH  6 i 8 jest kom petycyjnie hamowana przez niew ielkie stężenie 17|3-estra- 
diolu, i9 -nortestosteronu  i 17-dw uhydroekw ileniny (67). Spośród tkanek 
zwierzęcych enzym ten  w ystępuje najobficiej w nadnerczach (43, 44). Na 
odwracalność reakcji izom eryzacji w skazują badania W a r d a  i E n g e -  
1 a (177), którzy donieśli, że ekstrak ty  proszku acetonowego z nadnerczy 
owcy powodują przem ianę androstendionu w 3P-hydroksy-A5-androsten- 
-17-on.

2. Kortykosterydy

Spośród ponad 70 sterydów  wyosobnionych z kory nadnerczy (182), 
tylko 7 w ykazuje w m niejszym  lub większym stopniu zdolność usuwania 
zaburzeń powstających po usunięciu kory. Są to: kortyzol (XV), korty- 
zon (XVI), kortykosteron (XI), li-dehydrokortykosteron  (XII), kortek- 
son (X), korteksolon (IX) i aldosteron (XXII). Ich nazwy system a­
tyczne i używane synonim y zestawiono w tablicy 1.

Ta b l i c a  1
Nazwy systematyczne i używane synonimy podstawowych kortykosterydów

Nazwa
potoczna

Używane synonimy Nazwa systematyczna

Kortyzol Hydrokortyzol; 77-hydroksykortykoster- 
ron; substancja „F ” Kendalla; substan­
cja „M ” Reichsteina

A4-pregnen-77f3, 77a, 21-triol-J,20-dion

Kortyzon 77-hydroksy-77-dehydrokortykosteron; 
substancja „E” Kendalla; substancja „F ”
Reichsteina; A4-pregnen-77a,2/-diol-3,//,2i-trion

Korty­ Substancja „B” Kendalla, substancja
kosteron „H ” Reichsteina; A4-pregnen-iif},27-diol-3,20-dion
77-dehy- Substancja „A ” Kendalla A4-pregnen-27-ol-J,77,20-trion
drokor-
tyko-
steron
Kortek- 77-dezoksykortykosteron; DOC; 27-hy-
son droksyprogesteron; substancja „Q ” Rei­

chsteina A4-pregnen-27-ol-J,20-dion
K ortek­ 77oc-hydroksykortekson; 77-hydroksy-
solon -77-dezoksykor tykosteron; 11 -dezoksy-

kortyzol; substancja „S” Reichsteina A4-pregnen-77a,27-diol-5,20-dion
Aldoste­ A4-pregnen-7 7(3,27-diol-J,20-dion-75al;
ron

Z nadnerczy oprócz właściwych hormonów kory o cząsteczkach zbu­
dowanych z 21 atomów węgla, wydzielono też połączenia o 18 atom ach 
węgla w cząsteczce, należące do żeńskich hormonów płciowych oraz 
związki o własnościach androgennych zaw ierające 19 atomów węgla 
(180, 181).
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rs H O RM O NY STER YD O W E 313

Główna droga biosyntezy glukokortykosterydów  polega na hydroksy- 
lacjach progesteronu (VI) w porządku 17a, 21, 1I§. Podstaw nik obecny 
w cząsteczce u trudn ia  w prowadzenie grupy -OH w pozycję poprzedzającą 
go w podanym  szeregu. Synteza kortyzolu (XV) w ym agająca trzech hy- 
droksylacji, biegnie więc głównie przez progesteron, I7cc-hydroksyproge- 
steron (VII) i korteksolon (IX). Natom iast kortykosteron (XI) powstaje 
w w yniku 1 jp-hydroksylacji korteksonu (X). Dzięki badaniom  S h a r -  
m y  i wsp. (151, 152, 153), którzy otrzym ali stosunkowo trw ałe  p repara ty  
nP -hydroksy lazy  wiadomo, że reakcja ta  jest kom petycyjnie hamowana 
przez testosteron, androstendion i DHA. Oba podstawowe glukokortyko- 
sterydy  — kortyzol i kortykosteron mogą łatwo ulegać utlenianiu  przy 
C -lip , tw orząc kortyzon (XVI) i 11-dehydrokortykosteron (XII). Możli­
wa jest także bezpośrednia hydroksylacja progesteronu w pozycji C-110, 
na co w skazuje wyizolowanie z nadnerczy w ieprza 1 JM iydroksyprogeste- 
ronu  (XIII) (100) i przeprow adzenie go w kortykosteron i kortyzol, a tak ­
że w ykrycie w nich 22-dezoksykortyzolu (XIV) (101). Jednakże procento­
wy udział bezpośredniej MP-hydroksylacji w przem ianie progesteronu 
świadczy, że są to zapasowe drogi syntezy glukokortykosterydów  (41).

Istn ieje  także droga biosyntezy kortykosterydów  biegnąca z pominię­
ciem progesteronu a mianowicie: z pregnonolonu (IV) poprzez I7a-hydro- 
ksypregnenolon (VIII), 17a-hydroksyprogesteron (VII), korteksolon (IX) 
do kortyzolu (2, 179). P rzem aw ia za tym  doświadczenie E n g e l a  (178), 
k tó ry  inkubow ał (4-14C) progesteron i (7a-3H) 27a-hydroksypregnenolon 
z hom ogenatam i tkank i nowotworowej nadnerczy i stw ierdził, że obydwie 
substancje ulegały przem ianie w kortyzol przy czym progesteron z 17% 
w ydajnością a I7a-hydroksypregnenolon z 63'% wydajnością. Istnienie 
drogi biosyntezy kortyzolu z pregnenolonu z pominięciem progesteronu 
i kortykosteronu  tłum aczy zaobserwowane uprzednio przez E i c h h o r -  
n a i wsp. (42) nierów nom ierne wbudow ywanie izotopu 14C w kortyko­
steron i kortyzol po podaniu znaczonego cholesterolu i progesteronu.

Badania la t ostatnich w ykazują istnienie jeszcze innych możliwości 
przem ian pregnenolonu. W moczu pacjentów  leczonych ACTH D o b r i -  
n e r  i L i e b e r m a n  (37) w ykryli 22-hydroksypregnenolon a P a - 
s q u a l i n i  i J a y l e  (109) — 3,22-dwusiarczan tego związku. Po poda­
niu 2 2 -jednooctanu 27a,22-dwuhydroksypregnenolonu część podanego po­
łączenia w ykryto  w moczu w postaci 3-jednosiarczanu, a część w postaci 
zm etabolizow anej jako allo-czterohydrokortekson (116, 117). B e r l i n e r  
i wsp. (9) udowodnili przem ianę 22-hydroksypregnenolonu w korteksolon 
w hom ogenatach nadnerczy wołu. Ostatnio P a s q u a l i n i  i wsp. (110) 
badali przem iany znakowanych try tem  2 2 -hydroksypregnenolonu i 17a,21- 
-dw uhydroksypregnenolonu w skraw kach hiperplastycznych nadnerczy 
ludzkich. Stwierdzono, że 44%  podanego 22-hydroksypregnenolonu uległo 
przem ianie w kortekson, a 12% — w kortykosteron, natom iast 17a,21- 
-dw uhydroksypregnenolon w 9,6% ulegał przem ianie w korteksolon
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314 R. D Ą B R O W S K A , B. S Z U K A L SK I [6]

a w 7,5i°/o w  kortyzol. Widać z tego, że pregnenolon przed przem ianą ug ru ­
powania A5-3-hydroksy w A4-3-keto może ulec hydroksylacji nie tylko 
w pozycjach 17a i i 1(3, ale również przy węglu 21 i że 27a,21-dwuhydro- 
ksypregnenolon jest m etabolitem  pośrednim  w biosyntezie kortyzolu.

Lokalizacja układów  enzym atycznych uczestniczących w biosyntezie 
horm onów kory nadnerczy była dokładnie opisana w artyku le  K r a w ­
c z y ń s k i e g o  (73). W arstw y najgłębsze kory, siatkow ata i częściowo 
pasm owata, zaw ierają w m ikrosomach I7a-hydroksylazę i w ytw arzają 
kortyzol, natom iast jedynie najbardziej oddalona od rdzenia w arstw a 
kłębkow ata zaw iera 18-oksygenazę i może produkować aldosteron. Inne 
enzym y hydroksylujące, zwłaszcza 11$-hydroksylaza z m itochondriów i 21- 
-hydroksylaza z mikrosomów, w ystępują w całej korze a więc kortykoste- 
ron jest produkow any we wszystkich w arstw ach, w najw iększych jednak 
ilościach w w arstw ie pasm owatej.

Nadnercza mogą produkować również związki sterydowe hydroksylo- 
w ane w pozycjach nietypow ych np. 2,6a, 6fi, 7 i 16a, z k tórych na szcze­
gólną uwagę zasługuje 26a-hydroksypregnenolon. Po raz pierwszy w ykrył 
go B o n g i o v a n n i  (16) w moczu dzieci w ykazujących niedobór de­
hydrogenazy 3(3-hydroksysterydów. Związek ten znaleziono także w mo­
czu dzieci zdrowych i dzieci z deficytem  22-hydroksylazy. In vitro  pow sta­
je on z pregnenolonu inkubowanego z korą nadnerczy płodu, noworodka 
lub  korą hiperplastyczną (173, 174). W roku 1964 w ykryto 16a-hydroksy- 
pregnenolon we krw i pępowinowej (40). Obecność tego związku w moczu 
w początkowym  okresie życia jest prawdopodobnie wynikiem  typowej dla 
n iedojrzałej kory nadnerczy słabej aktyw ności 3(3-hydroksydehydrogenazy 
i wysokiej aktyw ności 16a-hydroksylazy (172). Znaczenie fizjologiczne 
lćm -hydroksypregnenolonu nie jest dotąd znane, wiadomo tylko, że nie 
w yw iera on żadnego w pływ u na gospodarkę wodną i m ineralną (164).

W celu poznania prekursorów  aldosteronu inkubowano nadnercza 
z różnym i związkam i sterydow ym i uczestniczącym i w biosyntezie innych 
horm onów kory. Spośród nich kortekson znacznie wzmagał w ytw arzanie 
aldosteronu. Zastosowanie korteksonu znakowanego 14C w pozycji 21 do­
prowadziło do w ytw orzenia promieniotwórczego aldosteronu, k tóry  za­
w ierał 48% radioaktyw ności substratu . W yizolowanie przez K a h n t a 
i wsp. (63) krystalicznego 18-hydroksykorteksonu z nadnerczy dowodzi, że 
kortekson ulega w nich utlenieniu  w pozycji 18, a wykrycie w ekstraktach 
nadnerczy odpowiedniego hydroksylaktonu (C-18->C-20) (157) wskazuje, że 
nadnercza zdolne są do utleniania I-rzędowego alkoholu do grupy karbo­
ksylow ej. Tak więc główna droga biosyntezy aldosteronu biegnie z kortek­
sonu (X) przez 18-hydroksykortekson (XVIII) i 28-aldokortekson (XVII) 
(Schem at 3).

D o r f m a n  i wsp. (132) w oparciu o wyniki doświadczeń przeprow a­
dzonych na izolowanych nadnerczach wołu w ysunęli koncepcję innej drogi 
biosyntezy aldosteronu. Prow adzi ona z progesteronu (VI), k tó ry  ulega

http://rcin.org.pl



0=0

[7] HORM O NY STERYDO W E 315

Sc
he

m
at

 
3. 

B
io

sy
nt

ez
a 

al
do

st
er

on
u

http://rcin.org.pl



316 R. D Ą B R O W S K A , B . S Z U K A L SK I [8]

kolejnym  hydroksylacjom  w pozycjach 18, 21 i 11\3, dając 18-hydroksy- 
progesteron (XX), 18-hydroksykortekson (XVIII) i 18-hydroksykortyko- 
steron (XXI). Ten ostatni przechodzi w aldosteron (XXII) w w yniku u tle ­
nienia grupy alkoholowej w pozycji 18 (141).

P rzem iany te nie w yczerpują jednak wszystkich dróg biosyntezy aldo­
steronu. Może on powstawać również z kortykosteronu (6 , 119), k tó ry  u le­
ga hydroksylacji do 18-hydroksykortykosteronu (XXI), a ten pod w pły­
wem  18-hydroksydehydrogenazy przechodzi w aldosteron (XXII). W ydaj­
ność tej ostatniej przem iany jest niew ielka i u człowieka zdrowego ulega 
jej 10% 18-hydroksykortykosteronu. Czynnikiem u trudniającym  przem ia­
nę jest prawdopodobnie fakt, że 28-hydroksykortykosteron w ystępuje 
głównie w form ie cyklicznej zaw ierającej wiązanie półacetalowe między 
C-18 i C-20 (146).

Znacznie m niejszą rolę odgrywa droga biosyntezy aldosteronu z pro­
gesteronu (VI) przez 28-hydroksyprogesteron (XX), 28-aldoprogesteron 
(XIX) i 21-dezoksyaldosteron (XXIV). Związek pośredni w tej syntezie, 
22 -dezoksyaldosteron, może powstawać również z progesteronu poprzez 
ilp -hydroksyprogesteron  (XII) i 11$, 28-dw uhydroksyprogesteron (XXIII).

W szystkie przem iany prowadzące do w ytw orzenia aldosteronu zacho­
dzą w w arstw ie kłębkow atej. W yjątek stanowi reakcja syntezy 18-hydro- 
ksykorteksonu, k tóra przebiega również w w arstw ach pasmowatej i siat­
kow atej (85, 154).

Pow staw anie kortykosterydów  w korze nadnerczy pozostaje pod sil­
nym  wpływem  ACTH. M echanizm tego działania nie został jeszcze osta­
tecznie w yjaśniony, wiadomo jednak, że ACTH działa tu  pośrednio w pły­
w ając na syntezę NADPH, k tó ry  jest koenzymem wszystkich reakcji hy ­
droksylacji sterydów. ACTH aktyw uje fosforylazy, co wzmaga m etabolizm  
glikogenu w nadnerczach i powoduje wzrost ilości 6-fosfoglukozy. U tle­
nianiu  6-fosfoglukozy tow arzyszy redukcja NADP do NADPH (84). Po­
nadto ACTH wpływa pośrednio na fosforylazy stym ulując syntezę 
«3’5’AMP (55) (Schem at 4).

W ytw arzanie glukokortykosterydów  zależy również w znacznej m ierze 
od Czynników środowiskowych. Stressom  towarzyszy wzrost poziomu kor­
tykosterydów  w nadnerczach i przejściowe obniżenie zawartości ACTH 
w przysadce (131). Eksperym entalne usunięcie przysadki pociąga za sobą 
zanik kory nadnerczy oszczędzający jednak w arstw ę kłębkow atą, w której 
pow staje aldosteron. Podobną atrofię kory obserw uje się po długotrw ałym  
podawaniu kortykosterydów  (13). W ytw arzanie ACTH zależy więc od po­
ziomu krążących we krw i kortykosterydów : wzrost ich ilości ham uje w y­
tw arzanie ACTH, a spadek — zwiększa uw alnianie ACTH. Nie wiadomo 
jednak czy to ujem ne sprzężenie zwrotne działa na przysadkę bezpośred­
nio, czy też pośrednio — poprzez zwiększenie produkcji jej podwzgórzo- 
wego regulatora CRF (corticotrophin releasing factor) (54).
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Jeśli idrie o aH oste^or, +o obecnie przy jm uje fdę. ż? ACTH pobudka 
również jego w ytw arzanie, jednakże ilość endogennej lub egzogennej 
kortykotropiny  niezbędna do wywołania tego efektu jest znacznie w ięk­
sza od ilości powodującej m aksym alne wydzielanie glukokortykosterydów .

Zdolność pobudzania kortykogenezy w ykazuje również kwas glutam i­
now y i glutation oraz am iny biogenne — adrenalina, serotonina i h ista­
m ina. O statnio M a k o f  f i wsp. (86) stw ierdzili, że dodanie m ałych ilości 
surow icy lub osocza szczura do hom ogenatu nadnerczy szczurów (0,05 ml 
na 30 mg kory nadnerczy) wzmaga w yraźnie powstawanie korteksonu 
i kortykosteronu z progesteronu. Jednocześnie 1 Ifi-hydroksylacja proge­
steronu ulegała praw ie całkow item u zaham owaniu. Badania elektrofore- 
tyczne w yjaśniły, że zaw arty  w osoczu czynnik pobudzający kortykoge- 
nezę w nadnerczach związany jest z frakcją  |3-globulin. Aktywność zni­
kała po ogrzaniu osocza do 56°C w ciągu pół godziny. Ponieważ wym ie­
nione wyżej związki nie w ykazyw ały w tym  układzie pobudzającego w pły­
w u na korę nadnerczy w ydaje się więc, że chodzi tu  o jakiś nowy, dotąd 
nieznany, stym ulator kortykogenezy.

3. Androgeny

Organizm ludzki w ytw arza sześć substancji o działaniu androgennym : 
testosteron (XXIX), dehydroepiandrosteron (XXV), androstendion (XXVI), 
1 i(}-hydroksyandrostendion (XXVII), adrenosteron (XXVIII) i 11$-hy- 
droksytestosteron (XXX).
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Jak  widać ze schem atu 5, k tóry  przedstaw ia przem iany prowadzące do 
wytworzenia tych substancji z pregnenolonu, prekursor testosteronu, 
androstendion (XXVI) może powstawać dwoma drogami: poprzez proge­
steron (VI) i 27a-hydroksypregnenolon (64, 102) oraz przez dehydroepian- 
drosteron (XXV) (51). Pierw sza z nich dom inuje w gonadach, druga w nad­
nerczach. Natom iast przem iana androstendionu w testosteron zachodzi 
tylko w gonadach, gdyż w krw i żylnej odpływającej z nadnerczy nie w y­
kryto  testosteronu (139, 183). Po hydroksylacji pregnenolonu i progeste­
ronu w pozycji 17a, następuje degradacja łańcucha bocznego katalizowana 
przez 17,20-desmolazy. Następnie poprzez związki pośrednie tw orzą się 
substancje androgenne — DHA (XXV) i androstendion (XXVI) oraz kwas 
octowy z łańcucha bocznego sterydu. W reakcji tej bierze udział tlen oraz 
NADPH jako koenzym. Przem iana pregnenolonu w progesteron, łącząca 
obie drogi biosyntezy androgenów, zachodzi pod wpływ em  3P-hydroksy- 
dehydrogenazy a następnie izomerazy. Możliwa jest również przem iana 
17a-hydroksypregnenolonu (VIII) w I7a-hydroksyprogesteron (VII) (sche­
m at 5).

Ostatnio postulowana jest trzecia droga syntezy testosteronu z proge­
steronu, bez jego hydroksylacji w pozycji 17a. Za taką możliwością prze­
m awia fakt, że po inkubacji [7-3H ]progesteronu i [4-14C]J7a-hydroksy- 
progesteronu z hom ogenatam i torbieli ja jn ika stosunek 3H /14C w testoste­
ronie jest wyższy niż w jednocześnie powstającym  androstendionie (65). 
D o r  f m a n uważa, że ta droga powstawania testosteronu ma szczególne 
znaczenie po osiągnięciu dojrzałości płciowej.

Doniesienia o możliwości bezpośredniej syntezy DHA z cholesterolu 
(23, 38) w reakcji analogicznej do tworzenia pregnenolonu wym agają jesz­
cze potwierdzenia. W ykazano jednak bezpośrednią przem ianę siarczanu 
cholesterolu w siarczan DHA, kiedy perfundow ano nadnercza podwójnie 
znakowanym  siarczanem  cholesterolu (4-14C i 32S) (170).

4. Estrogeny

Grupę hormonów estrogennych stanowią trzy  dawno już opisane po­
łączenia sterydow e estron (XL) i estriol (XXXVIII) oraz w ykazujący n a j­
większą aktywność biologiczną J7(3-estradiol (XLI). Jego grupa hydroksy­
lowa w pozycji 17 ulega łatwo utlenieniu do grupy ketonowej pod w pły­
wem I7P-dehydrogenazy. Pow stający przy tym  estron jest 10— 12 razy 
m niej aktyw ny od estradiolu. Przechodzenie estradiolu w estron jest pro­
cesem odwracalnym  regulującym  ilość krążącego w organizmie ^ - e s t r a ­
diolu (46).

Głównym m iejscem  syntezy 27p-estradiolu i estronu u kobiet niecię- 
żarnych są jajniki. W ykryw any w moczu estriol jest w znacznej części 
produktem  m etabolizm u 27f}-estradiolu i estronu. U kobiet ciężarnych jest
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on produkow any przez łożysko, które syntetyzuje również inne estroge­
ny (83).

Estron został po raz pierwszy otrzym any z m ateriału  biologicznego 
(mocz kobiety ciężarnej) już w roku 1929, a jego pełną syntezę przepro­
wadzono w roku 1948. Mimo to biosynteza estrogenów dopiero w ciągu 
ostatnich lat doczekała się przekonywającego opracowania, chociaż nie 
wszystkie jej szczegóły zostały dotąd w pełni wyjaśnione. Pierw szą hipo­
tezę na ten tem at w ysunął w roku 1956"D o r  f m a n. Zakładała ona udział 
w biosyntezie, jako pośrednich m etabolitów , ekwiliny i ekw ileniny — 
sterydów  o nienasyconym  pierścieniu B, k tóre przechodziłyby w estron 
w w yniku wysycenia wiązań podwójnych w ystępujących w tym  pier­
ścieniu.

Jednakże wyniki innych autorów  (84) przeczyły tej hipotezie i w ska­
zywały na udział związków androgennych w biosyntezie estrogenów. I tak  
S a v a r d  i wsp. (142) po w prowadzeniu J7(5-dwuhydroekwileniny zna­
kowanej 14C do krw i źrebnej klaczy, wyizolowali z jej moczu prom ienio­
twórczą ekwileninę, podczas gdy p rodukty  redukcji pierścienia B — ekw i- 
lina i estron nie były promieniotwórcze. H e a r  d i wsp. (56) podawali k la­
czy znakowany testosteron i w moczu w ykryli prom ieniotwórczy estron, 
a B e s h  i wsp. (11) zanotowali w yraźny wzrost w ydalania estrogenów 
w moczu człowieka po podaniu związków androgennych. Dalsze potw ier­
dzenie sugestii o roli androgenów jako pośredników m etabolicznych w bio­
syntezie hormonów estrogenowych stanowiło stw ierdzenie obecności DHA, 
androstendionu i testosteronu w skraw kach prawidłowego jajn ika  (65, 
150, 187).

Przejście androgenów w estrogeny polega na usunięciu grupy m etylo­
wej przy C-10 oraz arom atyzacji pierścienia A z jednoczesną redukcją 
grupy karbonylowej przy C-3. O dkrycie przez M e y e r a  (90) w hom oge- 
natach nadnerczy wołu 19-hydroksylazy zdolnej przeprowadzać andro- 
stendion i DHA w ich pochodne 19-hydroksylow e pozwoliło snuć pewne 
sugestie na tem at m echanizm u elim inacji grupy m etylow ej. Ten sam au tor 
wykazał (91), że 19-hydroksyandrostendion inkubowany z hom ogenatam i 
nadnerczy, łożyska lub skraw kam i jajn ika  ulega łatw iej przem ianie 
w estron niż jego homolog niehydroksylow any w pozycji 19, chociaż w y­
dajność tej reakcji była bardzo m ała (2— 6% ). Doświadczenia M e y e r a  
podjął R y a n  (133, 134) używ ając do badań tkankę łożyskową. Okazało 
się, że enzymy potrzebne do przem iany 19-hydroksyandrostendionu znaj­
dują  się we frakcji m ikrosom alnej kom órek łożyska i że działają one 
w obecności NADPH i tlenu  atm osferycznego. Dzięki poznaniu tych  fak­
tów Ryan mógł zwiększyć procent przem iany 19-hydroksyandrostendionu 
w estron do 60—80%. Tak więc 19-hydroksylacja stanowi w stęp do eli­
m inacji grupy m etylow ej a 2 9-hydroksyandrostendion jest ważnym  me­
tabolitem  pośrednim  na drodze do arom atyzacji pierścienia A. Może on 
ulegać następującym  przem ianom  (Schem at 6):
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a) odwodorowaniu kątowego karbinolu do grupy aldehydow ej z w y­
tw orzeniem  29-aldoandrostendionu (XXXV),

b) odwodorowaniu wiązania m iędzy Cx i C2, które prowadzi do 19-hy- 
droksyandrostadiendionu (XXXVI), a dalej w w yniku utleniania pierwszo- 
rzędowej grupy alkoholowej — do I9-aldoandrostadiendionu (XXXVII),

c) odłączeniu całej grupy kątow ej C-19 w postaci form aldehydu z w y­
tw orzeniem  29-norandrostendionu (XXXIV) (97, 157).

Te trzy  m etabolity  ulegają przem ianie w estron w w yniku odwodoro- 
w ania lub odłączenia form aldehydu (20).

Możliwa jest również przem iana androstendionu w 29-hydroksyandro- 
stadiendion (XXXVI) za pośrednictw em  androstadiendionu (XXXIII) 
(schem at 6).

Okazało się, że połączenia 19-nor w czasie inkubacji łożyska znacznie 
trudniej ulegają przem ianie w estrogeny niż sterydy posiadające grupę 
kątow ą C-19 (134). Z tablicy 2 przedstaw iającej stopień przem iany róż­
nych związków androgennych w estrogeny wynika, że pochodne 19-nor 
ulegają tej przem ianie zaledwie w 5— 10°/o, natom iast 19-hydroksyandro- 
stendion — aż w 80%>.

Ta b l i c a  2
Przemiana związków androgennych w estrogeny

Nazwa androgenu % przemia­
ny w estron

A1>4-androstadien-J,/7-dion 35
A4-androstendion 60
Dehydroepiandrosteron 40
5a-AJ-androstendion 10
79-hydroksy-A4-androstendion 80
19 nor-A4-androstendion 5
19 nor-Ja A^androstendion 10

Jednocześnie z badań D o r f m a n a  i wsp. wynika, że 19-aldoandro- 
stendion jest przekształcany w estron przez m ikrosom y łożyska znacznie 
szybciej niż 29-hydroksyandrostendion. Ponieważ przem iana 7 9-norąn- 
drostendionu w estron przebiega bardzo powoli, w ydaje się, że zasadnicze 
znaczenie dla syntezy estronu ma następujący szereg przem ian: 
A ndrostendion (XXVI) -> J9-hydroksyandrostendion (XXXII) -> 19-aldo- 
androstendion (XXXV) -> estron (XL).

Boczna droga biosyntezy biegnie z DHA (poprzez A5-androsten-3P, 16a, 
i7(3-triol (XXXI)) i prawdopodobnie przez 16a-hydroksytestosteron. Te 
dwie substancje były bowiem ze znaczną wydajnością przekształcane przez 
m ikrosom y łożyska i NADPH w estriol (XXXVIII) oraz w I 6a-hydroksy- 
estron (135). O tym, że 26-hydroksysterydy odgryw ają dużą rolę w m eta­
bolizmie sterydów  łożyska świadczą wyniki W e t t s t e i n a  i wsp. (182),
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którzy donieśli, że 26a-hydroksytestosteron jest obok estriolu dom inują­
cym  sterydem  produkow anym  przez łożysko.

O dw racalne przem iany estronu w 17(3 (XLI) a u niektórych gatunków  
zw ierząt także w 27a-estradiol (XXXIX), katalizow ane przez swoiste 17- 
dehydrogenazy, przebiegają nie tylko in vivo  w tkankach wydzielających 
hormony, ale również in vitro  w obecności tkanki wątrobow ej, nerkow ej 
i k rw i (171).

II. Przemiany hormonów sterydowych w ustroju

W ytworzone przez gruczoły dializujące i hydrofobowe cząsteczki hor­
monów dostają się do krwiobiegu, gdzie stają się rozpuszczalne w wodzie 
i tracą zdolność dializy. Zm iany te  dadzą się wyjaśnić tworzeniem  połą­
czeń sterydów  z białkam i: transkortyną, album inam i i ^-globulinami. 
Ostatnio poznany został skład kom ponenty węglowodanowej transkortyny  
(35). Ta 04-globulina zawiera w przeliczeniu na suchą masę: 5,4% heksoz, 
4,7% heksozoaminy, 3,2% kw asu sialowego i 0,8% fukozy. Dla pow staw a­
nia połączeń steryd-białko istotna jest obecność w cząsteczce sterydu gru­
py ketonowej w pozycji 3, podwójnego wiązania m iędzy węglami 4 i 5 
oraz grupy hydroksylowej w pozycji 11 (16).

Czas przebyw ania sterydów  we krw i jest krótki. W wątrobie ulegają 
one różnym przeobrażeniom  struk turalnym , na ogół nieodw racalnym , 
a powstające katabolity  w ykazują niską aktywność biologiczną lub są jej 
całkowicie pozbawione. Ostatecznie katabolity  te  ulegają sprzęgnięciu 
z kwasem glukuronow ym  lub siarkowym  i u człowieka są wydalane głów­
nie w moczu.

Pośród przem ian jakim  horm ony sterydowe ulegają w organizmie, n a j­
bardziej istotne są procesy redukcyjne. Dotyczą one przede wszystkim  
pierścienia A, w którym  wodór przyłącza się do trzeciego, czwartego i pią­
tego atom u węgla. W skutek w ysycenia wiązania etylenowego tw orzą się 
dwie różne dw uhydropochodne, zależnie od orientacji przestrzennej, jaką 
przyjm ie atom  wodoru przy C-5. Wiąże się to ze swoistością hydrogenaz 
katalizujących tę reakcję: A^-Sot-hydrogenazy wyodrębnionej z frakcji 
m ikrosomowej w ątroby i A4~5(3-hydrogenazy otrzym anej z supernatan- 
tu  (49).

Po w ysyceniu podwójnego wiązania następuje redukcja grupy keto­
nowej przy C-3, k tó ry  staje się asym etryczny. O rientacja przestrzenna 
w ytw orzonej grupy hydroksylowej może być 3ct (trans) lub 3(3 (cis). Tak 
więc z każdego sterydu  ulegającego tym  dwóm etapom  redukcji mogą 
powstać cztery izomery: 3a 5a, 3(35(3, 3a5|3 oraz 3(35a. K atabolity  te są zwykle 
nazyw ane czterohydropochodnym i i oznaczane literam i TH poprzedzają­
cymi nazwę horm onu. W sterydach typu  C2i, redukcji może ulegać rów ­
nież grupa ketonow a w pozycji 20. Pow stają wówczas sześciohydropochod-
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ne w dwóch m ożliwych form ach izomerycznych 20a i 20(3. Trzeba pod­
kreślić, że grupa ketonowa w pozycji 20 może ulec procesowi redukcji 
przed wysyceniem  podwójnego wiązania i redukcją grupy ketonowej 
w C-3. Utworzone dw uhydropochodne zachowują wówczas podwójne w ią­
zanie m iędzy węglami 4 i 5 i grupę ketonow ą w pozycji 3. W cząsteczkach 
sterydów  szeregu pregnanu może zachodzić redukcja pierwszorzędowej 
grupy alkoholowej przy C-21, w w yniku czego pow stają m etabolity  21-de- 
zoksy odgrywające ważną rolę w przem ianach aldosteronu.

Oprócz redukcji sterydy  mogą także ulegać utlenieniu. Obecność 
grupy hydroksylow ej przy C-17, przyległej do a-ketolowego łańcu­
cha bocznego, umożliwia odszczepianie tego łańcucha katalizow ane 
przez 27,20-desmolazę w ystępującą we frakcji m ikrosom alnej; pow stają 
wówczas 27-ketosterydy — związki typu C19. W ten sposób ulega prze­
m ianie około 3— 5°/o om awianych związków. Drogi katabolizm u estroge­
nów prowadzą głównie poprzez reakcje utlenienia. K atabolity  hydroksy- 
lowane w pozycjach 2, 6, 7, 15, 16 w ykazują bardzo m ałą czynność biolo­
giczną lub nie w ykazują jej w ogóle.

S terydy przechodzą do moczu praw ie wyłącznie w postaci połączeń 
z kwasem  glukuronow ym  i siarkowym . I tak  95% kortykosterydów  i ich 
katabolitów  w ystępuje w moczu w postaci glukozydouronianów, 4% w po­
staci estrów  kwasu siarkowego, a ty lko 1% w postaci wolnej (34). W przy­
padku 27-ketosterydów glukozydouroniany stanow ią 65%, estry  kwasu 
siarkowego 33%. a wolne 27-ketosterydy w ystępują w moczu w ilościach 
śladowych (57).

Łączenie się sterydów  z kwasem siarkowym  i glukuronow ym  następuje 
w w ątrobie (148). Sulfokinaza przenosi resztę kwasu siarkowego z 5'-fo- 
sfosiarczanu kwasu adenozyno-3'-fosforowego na grupę hydroksylową 
sterydu (89, 104).

G lukozydouroniany tw orzą się w w yniku reakcji sterydów  z kwasem  
urydynodw ufosfoglukuronow ym . Enzym katalizujący tę reakcję w ystę­
puje w m ikrosomach w ątroby (58).

Dzięki badaniom  J  a y 1 e ’a i wsp. (106, 107, 108, 111, 112, 113, 114, 
115, 121) w yjaśniony został związek m iędzy s tru k tu rą  sterydu a typem  
sprzęgania oraz lokalizacją reszty  kwasu glukuronowego i siarkowego. 
Związki posiadające ugrupow anie A4-3-keto oraz grupę hydroksylow ą 
w pozycji 17 w ydalane są w 75% jako glukozydouroniany, a tylko w 25% 
jako estry  kwasu siarkowego. Natom iast kortykosterydy  pozbawione g ru­
py hydroksylowej w pozycji 17 są w ydalane głównie w postaci siarczanów. 
Pochodne czterowodorowe przechodzą do moczu głównie w postaci gluko­
zydouronianów, przy czym m iejsce przyłączenia kw asu glukoronowego 
jest uw arunkow ane budową sterydu: obecność w pozycji 11 grupy zawie­
rającej tlen sprzyja pow staw aniu 3-glukozydouronianów, a brak  jej — 
tw orzeniu 22-glukozydouronianów. 3^-hydroksy-27-ketosterydy, do któ­
rych należą DHA i epiandrosteron, są przede w szystkim  estryfikow ane
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kwasem siarkowym , jednakże w ykryto  również glukozydouronian DHA 
(155). Natom iast 3a-hydroksy sterydy  ulegają sprzęganiu głównie z kw a­
sem glukuronowym .

Estryfikacja kwasem siarkowym  nie zawsze jest ostatnim  etapem  m e­
tabolizmu hormonów sterydowych. Okazało się, że prekursory  niektórych 
hormonów również w ystępują w postaci połączeń z kwasem siarkowym  
(24, 25, 130), a kora nadnerczy w ytw arza nie tylko wolny DHA, ale także 
jego siarczan (8 , 175). Początkowo siarczan DHA w ykryto jedynie w nad­
nerczach patologicznych (7), potem  jednak okazało się, że tw orzą go rów­
nież nadnercza zdrowe (160). Istn ieją  również dane wskazujące na to, 
że siarczany sterydów  są biologicznie czynne (140).

1. Kortykosterydy

Losy kortykosterydów  endogennych a także wprowadzonych w ce­
lach leczniczych badano w ostatnich latach najczęściej za pomocą połą­
czeń znakowanych prom ieniotwórczym  izotopem 14C w pozycji 4 (82, 92, 
93, 124). Badania dotyczyły głównie dwóch natu ra lnych  połączeń: ko rty ­
zolu i kortykosteronu. Okazało się, że 20 m inut po dożylnym  wprowadze­
niu kortyzolu, we krw i pojaw iają się połączenia sterydu  z kwasem gluku­
ronowym. Po dwóch godzinach ilości horm onu wolnego i związanego staja 
się jednakowe. W tym  czasie do moczu przechodzi ok. 14%, a po 48 godz. — 
ok. 90% wprowadzonej dawki hormonu. Z kałem  wydala się 4— 5% (62). 
M iarą szybkości znikania sterydów  z ustro ju  jest tzw. biologiczny pół- 
okres, tj. czas, w którym  stężenie sterydu wprowadzonego do krw i spada 
do połowy pierw otnej wartości. Dla kortyzolu biologiczny półokres w y­
nosi 80—90 m inut (77).

Na schemacie 7 przedstaw iono przem iany, jakim  kortyzol i kortyzon 
ulegają w organizmie ludzkim.

Głównymi m etabolitam i kortyzolu (XV) i kortyzonu (XVI) w ydala­
nym i w moczu są czterohydropochodne: TH -kortyzol (XLV), TH-kortyzon 
(LVI) (95), allo-TH -kortyzol (XLVI), allo-TH -kortyzon (LVII), przy czym 
istnieje zdecydowana przew aga pochodnych 5|3 w stosunku do 5a (5fV5a =  
=  9). Czterohydropochodne pow stają poprzez etap dwuhydropochodnych: 
DH-kortyzoli (XLIII i XLIV) i DH-kortyzonów (LIV i LV), w których 
uwodorowaniu uległo wiązanie podwójne w pierścieniu A. Produktam i 
dalszej redukcji czterohydropochodnych są kortole (XLIX, L, LI, LII) 
i kortolony (LX, LXI, LXII, LXIII), w których zredukow ana jest również 
grupa ketonowa w łańcuchu bocznym. Także wśród kortoli i kortolonów 
dom inują izom ery 5f3. N atom iast nie w ykryto  dotąd u człowieka wśród 
produktów  redukcji kortyzolu izomerów Na stereospecyficzność czte­
rohydropochodnych wpływ a prawdopodobnie grupa hydroksylow a w po­
zycji 11, gdyż nie w ykryto  dotąd izom eru 3a5a-TH -kortyzonu, podczas 
gdy 3a5a-TH -kortyzol jest ważnym  m etabolitem  (112).
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Znane są również pochodne: 20a-DH-kortyzol (XLII) i 20a-D H -korty- 
zon (LIII) oraz ich izom ery 20(3, pow stające w w yniku redukcji grupy  ke­
tonowej w łańcuchu bocznym (82, 124).

Czterohydropochodne kortyzolu i kortyzonu ulegają częściowo prze­
m ianie, która polega na oderw aniu łańcucha bocznego przy węglu 17 
i prowadzi do powstania obojętnych 17-ketosterydów (tzw. frakcja 11 - 
-okso-17-ketosterydów). Z TH -kortyzolu pow staje w ten sposób llf3-hy- 
droksyetiocholanolon (XLVII) i 11 P-hydroksyandrosteron (XLVIII), a z 
TH -kortyzonu — 11-ketoetiocholanolon (LVIII) i 11-ketoandrosteron 
(LIX). Cechą odróżniającą tę frakcję 17-ketosterydów jest obecność w ich 
cząsteczkach tlenu  w pozycji 11. Ponadto frakcja ta należy głównie do 
szeregu etiocholanu (wodór przy C-5 w położeniu cis) i tym  różni się od
17-ketosterydów powstających z llfi-hydroksyandrostendionu i adreno- 
steronu, należących do szeregu androstanu (wodór przy C-5 w położeniu 
trans).

Do interesujących wniosków na tem at katabolizm u kortyzolu prow a­
dzą wyniki G r a y a i wsp. (52), k tórzy stw ierdzili, że w ciągu 48 godzin 
po podaniu znakowanego kortyzolu 90% promieniotwórczości przeszło 
do moczu, chociaż frakcja chromogenów S ilbera-Portera zaw ierała tylko 
55% promieniotwórczości. Poziom 17-ketosterydów w moczu nie ulegał 
w tych w arunkach zmianie, co dowodzi, że przem iana w 17-ketosterydy 
nie odgrywa większej roli w usuw aniu nadm iaru  kortyzolu z organizmu. 
Prawdopodobnie więc pow stają nietypow e m etabolity, które przy ogólnie 
p rzy jęte j ekstrakcji moczu chloroform em  w ym ykają się spod kontroli 
eksperym entatora (59, 61, 98).

Takim m etabolitem  może być na przykład 6(3-hydroksykortyzol, gdyż 
K a t z i wsp. (66 ) zaobserwowali znaczny wzrost jego ilości w moczu 
u chorych z zespołem Cushinga oraz po podaniu ACTH. Podobnie u no­
worodków, których w ątroba nie posiada jeszcze w pełni wykształconej 
zdolności sprzęgania sterydów  z kwasem  glukuronowym , w ydalanie ć>|3- 
hydroksykortyzolu w moczu jest wysokie (66). Zdaniem  L i p m a n a  
i wsp. (99) w yniki te są dowodem istnienia odrębnego to ru  m etaboliczne­
go, k tó ry  w w arunkach praw idłow ych odgrywa znikomą rolę w porów na­
niu z przem ianam i prowadzącym i do TH -kortyzolu i jego glukozydouro- 
nianiu, natom iast w stanach patologicznej nadprodukcji horm onu staje  
się dodatkową drogą w ydalania nadm iaru  kortyzolu. Ci sami autorzy 
uważają, że 6(3-hydroksykortyzol jest raczej produktem  obwodowego m e­
tabolizm u endogennego kortyzolu a nie wynikiem  przem ian zachodzących 
w sam ym  gruczole.

Nieco inaczej przedstaw iają się losy trzeciego podstawowego horm onu 
kory nadnerczy — kortykosteronu. Przede wszystkim  po dożylnym  poda­
niu około 75% dawki przechodzi do moczu. Biologiczny półokres k o rty ­
kosteronu wynosi 70— 110 m inut. Może on ulegać przem ianie w odwodo- 
row aną pochodną: 11-dehydrokortykosteron, podobnie jak  kortyzol w kor­
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ty  zon. W toku przem ian ustrojow ych w cząsteczkach kortykosteronu i 11- 
-dehydrokortykosteronu, pierścień A ulega redukcji i pow stają dwuhy- 
dropochodne a następnie czterohydropochodne (schemat 8).

20cc-DH-korty-
kosteron

20 ¡3-DH-korty­
kosteron

K ortykosteron  

A

11-dehydro-
kortykosteron

20J3-DH-11-dehydro-
kortykosteron

DH-kortykosteron

allo-DH- kortykosteron

DH-11-dehydro-
kortykosteron

allo-DH-11-dehydro-
kortykosteron

TH-kortykosteron

allo-TH-kortykosteron

TH-11-dehydro-
kortykosteron

allo-TH-11-detiydro-
kortykosteron

S ch em at 8. M etabo lizm  k o rty k o s te ro n u  i I J -d e h y d ro k o rty k o s te ro n u

Głównym m etabolitem  kortykosteronu jest allo-TH -kortykosteron, 
przy czym stosunek ilości izomeru 5(V5a w moczu jest nieco niższy od 1. 
Podobnie jak  w przepadku kortyzonu, allo-TH -il-delry drokortykosieron 
nie został zidentyfikow any (112).

Trzeba podkreślić, że kortykosteron i 1 J-dehydrokortykosteron nie 
tw orzą 27-ketosterydów, gdyż związki nie posiadające grupy hydroksylo­
wej w pozycji 17 nie ulegają u tlenieniu z u tra tą  łańcucha bocznego.

Nadnercza ludzkie produkują również, choć w bardzo m ałych ilościach, 
korteksolon. Zasadnicza droga jego przem ian w organizmie polega na re ­
dukcji prowadzącej do powstania czterohydropochodnych. Oprócz tego 
może zachodzić redukcja łańcucha bocznego z w ytw orzeniem  pregnan- 
- 3 a , l  7a-diol,20-onu oraz pregnan-3a,2 7a,20a-triolu. Z uwagi na obecność 
g rupy hydroksylowej w położeniu 17 może on także ulegać utlenieniu  
z oderw aniem  łańcucha bocznego i w ytw orzeniem  17-ketosterydów po­
chodnych etiocholanolonu, k tóre nie różnią się niczym od 17-ketosterydów 
pow stających ze związków androgennych. Należy tylko dodać, że w tym  
przypadku w przew ażającej ilości pow staje etiocholanolon (schemat 9).

Analogicznie przebiegają przem iany korteksonu i uwodorowanie p ier­
ścienia A prowadzi do TH -korteksonu. Przez częściową redukcję łańcucha 
bocznego może powstawać progesteron (76). Jednoczesna redukcja  pier­
ścienia A i łańcucha bocznego prowadzi do pregnandioli.

Spośród ponad trzydziestu m etabolitów  glukokortykosterydów  w ykry­
tych  dotąd w moczu część została oznaczona ilościowo (105) (tablica 3).

Jest rzeczą interesującą, że u poszczególnych gatunków  zwierząt drogi 
w ydalania sterydów  różnią się od obserwowanych u człowieka. Np.
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Pregnan-3a}17a,20a-tniol Pregnan-3oc,17a. -diol-20-on.

K ortekso lon  ------► DH-korteksolon ------- ► TH-korteksolon

Androsteron Etiocholanolon

S ch em at 9. K a tab o lizm  k o rtek so lo n u

T a b l i c a  3
Wydalanie glukokortykosterydów i ich metabolitów w moczu w mg na dobę 

(cyt. wg 105, za zezwoleniem autora)

Mężczyźni Kobiety

Kortyzol 0,47 0,27
(0,13—1,21) (0 —0,88)

TH-kortyzol 2,19 1,19
(0,81—4,24) (0,78-2,95)

Allo-TH-kortyzol 0,92 0,57
(0,39—1,58) (0,33—1,20)

Kortyzon 0,33 0,22

t. (0,11—0,70) (0,09—0,68)
TH-kortyzon 3,06 1,76

(1,14— 5,70) (0,78—5,03)

Kortykosteron 0,29 0,09
(0 —0,97) (0 —0,24)

T H-kor tykosteron 0,54 0,34
(0,10—0,99) (0,13—0,60)

Allo-TH-kortykosteron 0,63 0,34
(0,19—1,50) (0,10—0,56)

17-dehydrokortykosteron 0,26 0,07
(0 —0,83) (0 —0,19)

TH-77-dehydrokortykoste-
ron 0,49 0,30

(0,09—1,15) (0,06—0,67)

Korteksolon 0,22 0,07
(0 —0,74) (0 —0,27)

TH-korteksolon 0,02 brak

u szczura podany kortyzol wydala się głównie przez jelito (185), gdyż 
3 godziny po podskórnym  wprowadzeniu horm onu 83% dawki w ykryto 
w żółci. Ponieważ jednak w kale wydalało się tylko ok. 66%  sterydu, m u­
si zatem  następować w tórna resorpcja kortyzolu z przewodu pokarmowego 
do krw i. U świnki m orskiej 65% podanego sterydu przechodzi do żółci
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i znaczna jego część również jest w chłaniana do krw i a następnie zostaje 
wydalona z moczem.

Aldosteron jest w ydalany w moczu głównie w postaci C-18 glukozy- 
douronianu (22, 120). Głównym m etabolitem  aldosteronu jest czterohydro- 
aldosteron 5(5, 3a (LXVIII), pow stający w w yniku wysycenia w iązania 
podwójnego przy C-4 oraz redukcji grupy  ketonow ej do alkoholowej przy 
C-3 (166, 167). W m niejszych ilościach zostały w ykryte  w moczu inne izo­
m eryczne czterohydroaldosterony: 5a, 3(5 (LXVI) i 5a, 3a (LXVII), a także 
dw uhydropochodne 5a-dw uhydroaldosteron (LXIV), 5|3-dwuhydroaldoste- 
ron (LXV). Związki te posiadają często wiązanie półacetalowe m iędzy 
węglam i w pozycji 11 i 18 (6 8 , 70, 72). N iedawno doniesiono o wyizolowa­
niu  z moczu ludzkiego 3a,28,2I-trójhydroksy-5P-pregnan-22,20-dionu 
(LXIX), a także innych in teresujących katabolitów  aldosteronu, w k tó­
rych  pierścieniowy półacetal 11->18 przechodzi w dwupierścieniowy acetal 
11-+18+-20 (69, 147) (Schem at 10).

W osoczu aldosteron w ystępuje głównie w stanie wolnym  oraz w fo r­
m ie połączeń z białkam i (32, 48). Jego stężenie wynosi 0,008—0,03 \ig/ 
/100 ml. Natom iast czterohydroaldosteron, którego stężenie w osoczu jest 
pięciokrotnie wyższe niż aldosteronu, w ystępuje głównie jako glukozy- 
douronian (118). Biologiczny półokres aldosteronu wynosi 18—25 m inut 
(165).

Ilość aldosteronu w ydalana w moczu zdrowego człowieka waha się 
w granicach 40— 180 M-g na dobę (122). W zrasta ona znacznie przy n iek tó­
rych  schorzeniach, np. w tzw. zespole Conna (aldosteronizm  pierwotny) 
i w marskości w ątroby  (aldosteronizm  w tórny) itp. W moczu człowieka 
zdrowego w ykryto również 2 8-hydroksykortykosteron, w ystępujący w ilo­
ściach dw ukrotnie większych niż aldosteron (168). Głównym m etabolitem
18-hydroksykortykosteronu jest również jego czterohydropochodna.

Ostatnio U l i c k  i wsp. (169) w ykryli now y zespół, dla którego cha­
rak terystyczny  jest bardzo niski poziom aldosteronu w moczu natom iast 
znacznie wyższy w stosunku do norm y poziom 18-hydroksykortykostero­
nu. Jest to prawdopodobnie defekt m etaboliczny polegający na braku  en­
zym u katalizującego przem ianę 2 8-hydroksykortykosteronu w aldosteron.

2. Androgeny

Badaniem  losów testosteronu w organizmie ludzkim  zajm owali się 
S a n d b e r g  i S l a u n w h i t e  (138), którzy posługiwali się m etodą izo­
topową. Stw ierdzili oni m.in., że 14% podanego ludziom testosteronu 
przechodzi do żółci, natom iast w kale w ykryw a się tylko 6% . Tę roz­
bieżność można w yjaśnić w tórną resorpcją części sterydu z jelita  do 
krwiobiegu. 90°/o podanej promieniotwórczości w ydala się z moczem, przy 
czym więcej niż połowa w postaci połączeń z kwasem  siarkowym  i gluku- 
ronowym . Clearance nerkow y glukozydouronianów jest znacznie wyższy
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niż siarczanów, co tłum aczy w ystępow anie we krw i androgenów głównie 
w postaci estrów  kwasu siarkowego podczas gdy w moczu dom inują ich 
glukozydouroniany.

Schem at 11 przedstaw ia przem iany testosteronu, k tó ry  tw orzy z an - 
drostendionem  układ oksydo-redukcyjny. Droga przem ian jest zatem  
wspólna dla obu tych związków i jak  dla większości innych horm onów  
sterydowych, polega na stopniowym  uwodorowaniu pierścienia A, a dla 
androstendionu — również redukcji grupy  ketonowej w pozycji 17.

W pierwszej fazie redukcji pow stają dw a izomeryczne nasycone dio- 
ny: androstan-3,17-dion (LXX) i etiocholan-3,17-dion (LXXI) różniące się 
przestrzenną konfiguracją wodoru przy C-5. Redukcja grupy ketonow ej 
przy C-3 prowadzi do w ytw orzenia czterech izomerów, z których andro- 
steron (LXXII) i epiandrosteron (LXXIII) pochodzą od androstandionu 
a etiocholanolon (LXXIV) i epietiocholanolon (LXXV) — od etiocholan- 
dionu. W m etabolitach tych może także ulegać redukcji grupa ketonow a 
przy C-17, co stw arza teoretyczną możliwość powstania czterech izome­
rycznych androstan-3,27-dioli (LXXVI), (LXXVII), (LXXVIII), (LXXIX) 
i czterech etiocholan-3,17-dioli (LXXX, LXXXI, LXXXII, LXXXIII), 
z k tórych w moczu w ykryto  jednak  ty lko dwa: izomer 3a, 5a, 17$ (LXXVII) 
oraz izomer 3a, 5$, 17$ (LXXXI).

T a b l i c a  4
Wydalanie 77-ketosterydów w moczu ludzi w mg na dobę (wg 105) 

za zezwoleniem autora

Mężczyźni 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 — 1,54) (0,39—1,09)

77-ketoandrosteron 0,34 0,68
(0 —0,74) (0 -2 ,0 7 )

//[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)

Spośród m etabolitów  testosteronu w najw iększych ilościach tw orzy 
się androsteron i etiocholanolon, które stanow ią blisko połowę 17-ketoste- 
rydów moczu. Natom iast ich izom ery 3(5: epiandrosteron i epietiocholano­
lon są obecne w moczu w ilościach znikomych.

Oprócz testosteronu i androstendionu, które pow stają w kom órkach 
Leydiga w jądrach, niektóre androgeny pow stają w korze nadnerczy. Są
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to: adrenosteron, n(3-hydroksyandrostendion, androstendion i DHA (99). 
DHA jest częściowo w ydalany w moczu w postaci nie zmienionej, a czę­
ściowo ulega przemianom, k tórych produktam i są: androsteron, etiocho- 
lanolon, androstendion a także pow stający w bardzo m ałych ilościach 
A4-androsten-3|3,17P-diol. W ydalanie dobowe poszczególnych 17-ketostery- 
dów, będących jak wiadomo produktam i przem ian zarówno testosteronu 
jak  i horm onów kory nadnerczy, przedstaw ia tablica 4.

N ajsilniejsze działanie androgenne m a testosteron. DHA wykazuje 
działanie około 15 razy słabsze, a główny m etabolit testosteronu — andro­
s te ro n — około sześciokrotnie słabsze (125). Inne katabolity  testosteronu: 
etiocholanolon, epiandrosteron, androstendion i etiocholandion są jeszcze 
m niej aktyw ne lub w ogóle nie w ykazują aktyw ności (10).

3. Estrogeny

Główne drogi m etabolicznej inaktyw acji estrogenów przebiegają po­
przez reakcje  utlenienia. Estron i 17|3-estradiol ulegają w zajem nym  prze­
m ianom  in vivo  dlatego trudno  było ustalić, k tó ry  z nich jest prekursorem  
bardziej utlenionych m etabolitów . Na podstawie doświadczeń Fishm ana 
i wsp. (45), którzy śledzili p rodukty  przem iany podanych dożylnie 
[6,7-3H]2 7(3-estradiolu i [Ić>-14C]estronu, jak  również prac innych autorów  
(18, 75, 96) wiadomo, że estron jest głównym  jeśli nie jedynym  substratem  
hydroksylacji.

Estron u zwierząt może ulegać przem ianie w 27a-estradiol (XXXIX); 
u człowieka związek ten nie w ystępuje. W w yniku hydroksylacji estronu 
w pozycji 16 pow stają dwa izom ery: 16a-hydroksyestron (LXXVIII) i 16$- 
-hydroksyestron (LXXIX). Związki te dalej ulegają bezpośredniej re ­
dukcji do estriolu (XXXVIII), 26-epiestriolu (LXXXII), .17-epiestriolu 
(LXXXIII) i 16,17-epiestriolu (LXXXIV) (87, 8 8 , 103), lub poprzez związki 
pośrednie: 16-ketoestron (LXXX) i 26-keto-I7p-estradiol (LXXXI) (94, 
136).

Inna rów norzędna droga przem ian estronu, przebiegająca podobnie do 
przem ian katecholam in, prowadzi poprzez m etoksylację (4, 5, 47). A x e l ­
r o d  (5) zauważył, że podczas inkubacji estrogenów natu ralnych  i sztucz­
nych ze skraw kam i w ątroby szczurów i królików zachodzi hydroksylacja 
tych  związków w pozycji C-2. Dowody na istnienie tego procesu in vivo  
u ludzi przedstaw ił F i s h m a n  (47), k tó ry  wyizolował [26-14C]2-hydro- 
ksyestron  z moczu ludzi po dożylnej in jekcji [I6-14C]2 7P-estradiolu. In te re ­
sujące jest w ystępowanie zarów no u zw ierząt jak  i u roślin, aktyw ności 
enzym atycznej katalizującej m etoksylację 2-hydroksyestronu (LXXVI) do 
2-m etoksyestronu (LXXVII) i 2-hydroksy-í 7(3-estradiolu (LXXIV) do 
2-metoksy-J7|3-estradiolu (LXXV). A x e l r o d  i G o l d z i e l h e r  (4) 
stw ierdzili również m etoksylację tych  związków, oraz estriolu w różnych 
tkankach  ludzkich.
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Estron może także ulegać przem ianie w cztery razy mniej aktyw ny 
lakton (LXXXVII). Przem ianę tę  wykazano również in vitro  pod w pły­
wem H20 2 (33). O statnio wskazuje się na możliwość utleniania estronu 
również w innych pozycjach, jak C-6 , C-7, C - ll,  C-18 (19, 21, 26, 80, 81).

Podczas badania m etabolizm u estrogenów w płodzie ludzkim  w ykryto 
nowy, dotychczas nieznany, m etabolit — 15a-hydroksyestron w ykazu­
jący zaledwie 0,001 aktyw ności estradiolu (149), oraz 15a-hydroksy-27fU 
-estradiol (186). Biologiczne znaczenie 25cc-hydroksylacji nie jest w y­
jaśnione; przypuszcza się, że może ona chronić rozw ijający się płód 
przed wysoką aktyw nością J7P-estradiolu, a w życiu pozapłodowym może 
być jedną z ważnych przem ian m etabolicznych 27f5-estradiolu (71).

R o b e r t s  i S z e g o  (129, 159) wykazali, że estrogeny krążą we krw i 
głównie w postaci kom pleksów z (3-globulinami osocza a także jako g lu- 
kozydouroniany. Istotną rolę w pow staw aniu i w ydalaniu tych połączeń 
odgryw ają funkcje w ątroby (3). Podane doustnie estrogeny dostają się 
do krwi, skąd część zostaje w ydalona z moczem (tablica 5).

T a b l i c a  5
Wydalanie estronu, 77(3-estradiolu i estriolu w moczu w jxg na dobę (wg 36) 

za zezwoleniem autorów

Estron 77/?-estradiol Estriol

Kobiety z normalnym cyk­
lem
a) faza pomenstrualna

b) faza owulacyjna

c) faza lutealna

2,8 
(0,2— 7,2) 

20,1 
(14,8-27,4) 

11,3 
(5,1—25,0)

0,7 
( -  ) 

7,9 
(2 ,8-21,8) 

5,0 
(2 ,1-10,6)

4,2
( 1 ,9 -  11,4) 

30,9 
(8,1-119,0) 

21,1 
( 5 ,0 -  89,0)

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

Mężczyźni 5,4 
( 3 ,0 -  8,2)

1,5
(0 -  6,3)

3,5
(0,8— 11,0)

Część estrogenów z krw i przechodzi do żółci, z nią do przewodu po­
karmowego, a stąd ulega w tórnej resorpcji do krwiobiegu. Pew na ilość 
estrogenów w ydostaje się z tego obiegu jelitowo-w ątrobow ego i zostaje 
w ydalona z kałem. U owiec w ydalanie estrogenów z moczem nie p rzekra­
cza 2°/o podanego 17f}-estradiolu, podczas gdy w ydalanie z kałem  wynosi 
35—45% (184).

Jak  w ynika z ostatnich doniesień (1), również tkanki n iektórych m ę­
skich gruczołów mogą metabolizować estrogeny. W norm alnych i patolo­
gicznych tkankach p rosta ty  estron ulega redukcji do I7(3-estradiolu (0,8— 
4,3%), 26-hydroksylacji do estriolu (2%), u tlen ian iu  i m etoksylacji do 
2-hydroksyestronu (0,9—4,9%) i 2-m etoksyestronu (1,1— 14,9%).
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4. Gestageny

W przeciw ieństwie do innych hormonów sterydow ych progesteron 
w ystępuje w osoczu głównie w postaci wolnej (90%). Jego przem iany od­
byw ają się przede wszystkim  w wątrobie, przy czym są one analogiczne 
do przem ian kortykosterydów , tj. zachodzi redukcja pierścienia A, a na­
stępnie grupy ketonowej w łańcuchu bocznym. Przyłączenie wodoru do 
atomów węgla w pozycjach 3, 5 i 20 stw arza teoretyczną możliwość po­
w stanie 8 izom erycznych pregnandioli, z k tórych trzy  wyodrębniono z mo­
czu osób zdrowych (5(3, 3a, 20a; 5a, 3a, 20a; 5a, 3(3, 20a), a dwa z moczu osób 
z guzami nadnerczy (5(3, 3(3, 20(3; 5(3, 3(3, 20a). Pozostałych trzech izomerów 
dotychczas nie udało się w ykryć w m ateriale  biologicznym.

Progesteron

Pregnandlon Allopregnandion

Pregnan-3a-ot,20-on Pregnan-3/3-ol,20-on Allopregnan-3a-olt20-on Allopregnan-3j3-ol, 20-on

Pregnan-3a,20a-diol

Pregnan-3a,20J3-diol

Pregnan-3J3,20a-diol 

Pnegnan -3f i , 20¡3 -diol

Allopregnan-3a,20a-diol

\
Allopregnan -3a, 20/3-diol

Allopregnan-3j3,20a-diol 

A llopregnan-3p, 20f3-dioi

S ch em at 13. K atab o lizm  p ro g es te ro n u

Po podaniu znakowanego progesteronu kobietom  ciężarnym  prom ie­
niotwórczość dzieli się równo między mocz i kał. Pod tym  względem pro­
gesteron zachowuje się zatem  inaczej niż inne horm ony sterydowe, k tó­
rych m etabolity  w ydalane są głównie w moczu.

Ogólnie przyjętym  wskaźnikiem  oceny ilościowej powstającego 
w ustro ju  progesteronu jest poziom pregnandiolu w moczu, chociaż zwią­
zek ten jest również katabolitem  korteksonu. Jednakże pregnandiol po­
chodzący z przem ian korteksonu oraz progesteronu nadnerczowego sta­
nowi zaledwie 1% ilości zaw artej w moczu kobiety w okresie pełnego 
cyklu jajeczkowania. Udział kory nadnerczy może znacznie wzrosnąć 
w w arunkach chorobowych, np. 100—200-krotnie w nadczynności spo­
wodowanej obecnością guzów nadnerczy.

III. Zmiany metabolizmu hormonów sterydowych w wyniku 
bloków enzymatycznych sterydogenezy

W ciągu ostatnich lat, dzięki rozwojowi metod biochemii klinicznej, 
stało się możliwe w ykryw anie różnych anom alii biosyntezy hormonów 
sterydowych, będących przyczyną poważnych zespołów chorobowych.
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W ten sposób w yjaśniona została istota wrodzonego zespołu nadnerczo­
wo-płciowego, którego klasyfikacja jeszcze kilka lat tem u m iała charak­
te r  ściśle kliniczny i opierała się na różnym  stopniu zmian w irylizacyj- 
nych obserwowanych u chorych.

Obecnie klasyfikacja zespołu nadnerczowo-płciowego opiera się na 
podstawach biochemicznych i wyróżnia trzy  główne postacie, uw arunko­
wane brakiem  swoistych enzymów uczestniczących w biosyntezie horm o­
nów kory nadnercza: 2 2 -hydroksylazy, lI|3-hydroksylazy i dehydrogenazy 
3|3-hydroksysterydów (162). Tym genetycznie uw arunkow anym  blokom 
enzym atycznym  odpowiadają charakterystyczne postacie kliniczne.

Częściowy blok 22-hydroksylazy jest przyczyną tzw. w irylizm u pro­
stego — najczęstszej postaci zespołu nadnerczowo-płciowego. Całkowity 
blok tego enzymu powoduje w ystąpienie objawów klinicznych określanych 
mianem w irylizm u z u tra tą  soli. Blok 11 (3-hydroksylazy daje postać w iry­
lizmu z nadciśnieniem  tętniczym , chociaż doniesiono również o przypad­
kach, kiedy zaham owanie lI|3-hydroksylacji było przyczyną w irylizm u bez 
nadciśnienia (15, 50). O statnią z poznanych dotychczas wrodzonych enzy- 
m opatii sterydogenezy jest blok dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydów. Cał­
kowite wypadnięcie czynności tego enzymu prowadzi do śmierci chorego 
mimo stosowania substytucyjnego leczenia hormonalnego.

Bloki te  są przyczyną poważnych zmian biochemicznych zarówno 
w składzie m etabolitów  pośrednich jak  i ostatecznych produktów  m eta­
bolizmu w ydalanych z moczem. W częściowym bloku 21-hydroksylazy 
gromadzą się w ustro ju  nadm ierne ilości czterech prekursorów  kortyzolu: 
27a-hydroksyprogesteronu, 12(3,17a-dw uhydroksyprogesteronu oraz w 
mniejszym  stopniu — progesteronu i 11 |3-hydroksyprogesteronu (sche­
m at 2). Spośród ponad 20 katabolitów  tych związków, wyizolowanych 
z moczu chorych, w większych ilościach w ystępują: pregnan-3a,27a,20oc- 
-trio l i pregnan-3ct,27a-diol-20-on — pow stające z I7a-hydroksyprogeste- 
ronu, pregnan-3a,20cx-diol — wywodzący się z progesteronu i pregnan- 
-3a,20a-diol-22-on, k tó ry  tw orzy się z i2 |3-hydroksyprogesteronu (186).

Jak  w ynika ze schem atu 5 wzrost ilości I7a-hydroksyprogesteronu 
i 27a-hydroksypregnenolonu musi wywołać zwiększenie produkcji andro- 
genów nadnerczowych — androstendionu, 21(3-hydroksyandrostendionu 
i DHA, co prowadzi do w ydalania w moczu zarówno wym ienionych związ­
ków jak  i produktów  ich dalszego katabolizm u: androsteronu, etiocho- 
lanolonu, 11(3-hydroksyandrosteronu i 11-ketoetiocholanolonu (17, 60).

P rzy  całkow itym  bloku 21-hydroksylazy, poza w ym ienionym i zmia­
nam i w składzie m etabolitów  moczowych, obserw uje się b. niski poziom 
lub naw et b rak  czterohydrokortyzolu, wyw ołany zaham owaniem  produk­
cji kortyzolu w nadnerczach.

P rzy  deficycie J2(3-hydroksylazy, opisanym po raz pierwszy przez 
E b e r l e i n a  i B o n g i o v a n n i e g o  (39), dochodzi do gromadzenia 
się w ustro ju  znacznych ilości korteksonu i korteksolonu (schemat 2),
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a mocz chorych obfituje w czterohydropochodne tych związków (53). Ma 
również miejsce gromadzenie się progesteronu i 17a-hydroksyprogestero- 
nu, jednakże w znacznie m niejszym  stopniu niż przy bloku 21 -hydroksy- 
lazy. Natom iast 11-hydroksypochodne, zgodnie z przew idyw aniam i, nie 
w ystępują w ogóle w moczu. Podobnie androgen pochodzenia nadnerczo- 
wego — ll(3-hydroksyandrostendion nie tw orzy się wcale, podczas gdy an- 
drostendion i DHA pow stają w znacznych ilościach. W moczu brak  frak ­
cji ll-okso-17-ketosterydów .

Badania chrom atograficzne połączeń szeregu kortykosteronu przy­
niosły również dowód bloku ll|3-hydroksylacji: w ykrycie w moczu czte- 
rohydrokorteksonu, k tó ry  norm alnie w nim  nie w ystępuje. U chorych 
z tym  typem  bloku enzymatycznego nie badano, jak dotąd, w ydalania 
aldosteronu, jednakże obecność w cząsteczce grupy hydroksylowej w po­
zycji 11 pozwala sądzić, że jego produkcja ulega obniżeniu.

Podejm owano próby w yjaśnienia m echanizm u nadciśnienia tętniczego 
przy bloku 11 P-hydroksylazy. Początkowe sugestie, że nadciśnienie w y­
wołane jest przez korteksolon nie znalazły potwierdzenia, gdyż naw et d łu­
gotrw ałe podawanie tego związku pacjentom  nie powodowało w zrostu 
nadciśnienia (12). Obecnie przyjm uje się, że substancją odpowiedzialną 
za nadciśnienie jest kortekson, którego działanie hypertensyjne znane 
jest zarówno z badań na zw ierzętach jak i z obserwacji klinicznych. Hipo­
teza ta nie tłum aczy jednak w szystkich zaobserwowanych faktów. Trudno 
na przykład w yjaśnić spostrzeżenia B o n g i o v a n n i e g o  (15) oraz 
C h a p t a l a  i wsp. (27), że niekiedy pacjenci, którzy w ykazują zmiany 
biochemiczne typowe dla bloku 11(3-hydroksylazy i w ydalają znaczne ilości 
korteksonu w moczu, nie m ają nadciśnienia. Możliwe jednak, że nadciś­
nienie w ystępuje dopiero po przekroczeniu pewnego progu korteksonu we 
krwi, co może nastąpić lub nie, w zależności od stopnia bloku, albo że od­
grywa tu  rolę niejednakow a wrażliwość osobnicza na działanie korteksonu. 
Możliwe również, że o w ystąpieniu nadciśnienia decyduje względna ilość 
korteksonu w stosunku do kortyzolu. Małe ilości kortyzolu w ytw arzane 
przez nadnercza przy niepełnym  bloku kom pensują, być może, presyjne 
działanie nieprawidłow ego m etabolitu.

P rzy  bloku dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydów, k tóra katalizuje je ­
den z pierwszych etapów kortykogenezy — przem ianę pregnenolonu 
w progesteron, następuje całkow ite zaham owanie biosyntezy hormonów 
kory nadnercza i gromadzenie się dużych ilości pregnenolonu. Ponieważ 
jednak czynne są enzym y hydroksylujące pow staje cała seria pochodnych 
pregnenolonu hydroksylow anych w pozycjach 11(3, 17a i 21, a w m niej­
szym stopniu 16, 20 i 6 (9). Jeśli idzie o androgeny — obserw uje się nad­
produkcję DHA, k tó ry  dom inuje również w moczu.

Badania genetyczne C h i 1 d s a i wsp. (28) oraz P  r a d e r a i wsp. 
(126) prowadzą do wniosku, że omawiane bloki enzym atyczne związane są 
z genem autosom alnym  recesywnym , k tó ry  w yw ołuje objawy kliniczne
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jedynie u osobników homozygotycznych. Za każdą z trzech podstawo­
wych enzym opatii odpowiedzialny jest inny gen. Natom iast w ydaje się, 
że postać prosta w irylizm u i jego postać z u tra tą  soli stanow ią cechę 
przenoszoną przez ten sam gen i różnią się jedynie stopniem  zablokowa­
nia 22-hydroksylacji.

Czytelnicy in teresujący się szerzej zagadnieniam i omawianymi w tym  
artykule  znajdą wiele danych w wydanej ostatnio m onografii „M etabolism 
of Steroid Horm ones”, R. J. Dorfm ana i F. Ungara, Academic Press, New 
York, 1965 (716 str.).
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M O N IK A  FO NBERG-BROCZEK *

Przemiany trójterpenów i steroli w okresie wegetacyjnym 
roślin wyższych

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

Som e aspects of tr ite rp e n o id e s  an d  s te ro les  b io sy n th esis  in  h ig h e r  p la n ts  a re  
rev iew ed  as w e ll as th e  changes of levels an d  com position  of th ese  com pounds 
d u rin g  th e  d ev e lo p m en t s tages.

W latach pięćdziesiątych Ruźicżka zaproponował teoretyczny schem at 
biogenezy tró jterpenów  i steroli opierający się na przypuszczeniu, że 
związki te  wywodzą się od skw alenu i pow stają w serii reakcji cyklizacji, 
przesunięć i elim inacji grup  m etylow ych.

W ykrycie przez L y n e n a ,  R u ż i c z k ę ,  B l o c h a ,  P o p j a k a  
i F o l k e r s a  (9, 16, 40, 41, 60) aktyw nych jednostek pięciowęglo- 
wych: pirofosforanu kw asu m ewalonowego i pirofosforanu izopentenylu 
pozwoliło na w yjaśnienie biosyntezy skw alenu w organizmach zwierzę­
cych i grzybach. Badania N i c h o l a s a ,  C a p s t a c k a  i N e s a  (14, 46, 
52) w skazują na podobną drogę biosyntezy tego związku w roślinach w yż­
szych. W ostatnich latach w ykryto  m etylow ane sterole — związki o po­
średniej pomiędzy sterolam i i tró jterpenam i ilości grup m etylowych, oraz 
połączenia steroli i tró jterpenów  z kwasem  adenylow ym  i adenozyną bę­
dące prawdopodobnie m etabolitam i pośrednimi biosyntezy sterydów  
i tró jterpenów  czterocyklicznych jak  również pięciocyklicznych. W yizolo­
w anie cholesterolu z glonów m orskich (67) i z ziem niaka (33) w skazuje na 
podobny m echanizm  enzym atyczny przem ian skw alenu do steroli zarówno 
w świecie roślinnym  jak  i zwierzęcym. Dane dotyczące biosyntezy i p rze­
m ian tró jterpenów  w roślinach wyższych są fragm entaryczne, ale zdają 
się potwierdzać biogenetyczną teorię Rużiczki — Eschenmosera.

Rola steroli w fizjologii roślin, choć nie jest jeszcze dostatecznie w y­
jaśniona, jest powszechnie uznaw ana. Obecność steroli w błonie kom órko­
wej wskazuje na ich rolę w aktyw nym  transporcie substancji.

* D r, st. a sy s te n t K a te d ry  B iochem ii U n iw e rsy te tu  W arszaw skiego .
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T rójterpeny natom iast zaliczane do grupy m etabolitów  w tórnych uw a­
żane były dotychczas za związki nie posiadające znaczenia m orfogenetycz- 
nego i fizjologicznego. Jednakże niektórzy autorzy przypisyw ali im już 
dość dawno ważną rolę fizjologiczną, trak tu jąc  je jako horm ony roślinne 
aktyw ne w regulacji przepuszczalności błony komórkowej.

Przem iany tró jterpenów  i steroli w okresie w egetacyjnym  zostały zba­
dane tylko w niew ielu gatunkach roślin. We wszystkich tych pracach 
stw ierdzono w okresie kw itnienia wzmożoną biosyntezę związków tró j-  
terpenow ych i sterolow ych w całej roślinie lub tylko w sam ych kw iatach. 
P rzy jm uje  się powszechnie, że kw itnienie jest kontrolow ane przez horm on 
zwany florigenem. Budowa florigenu nie została dotychczas ustalona, 
istnieją jednak dane, że należy on do grupy sterydów  (62). Zm iany jako­
ściowe steroli obserwowane u niektórych roślin w okresie kw itnienia (42) 
i hamowanie kw itnienia przez inhibitory  syntezy steroli (72) przem aw iają 
na korzyść tego poglądu. T rójterpenom  nie przypisuje się podobnego zna­
czenia. Stwierdzono jednak w ielokrotnie wzmożoną ich biosyntezę w okre­
sie kw itnienia, lub pojaw ianie się tró jterpenów  wyłącznie w kw iatach. 
Powyższe fak ty  wskazują, że również i tró jterpeny  mogą odgrywać pew ną 
rolę biologiczną w procesie kw itnienia.

I. Biosynteza trójterpenów i steroli

Reguła izoprenowa m ająca dziś historyczne tylko znaczenie była przez 
wiele lat podstawą teorii biogenezy związków terpenoidow ych jak również 
podstawą ich klasyfikacji. Hipoteza Rużiczki sform ułowana po raz p ierw ­
szy w 1921 r. rozciągnęła regułę izoprenową na terpenoidy wyższe i p rzy ­
czyniła się w ydatnie do poznania budow y wielu związków terpenoidow ych. 
Pełną biogenetyczną hipotezę sform ułowali R u ż i c z k a ,  E s c h e n m o -  
s e r  i H e u s s e r  w 1953 r. (59). Następnie W o o d w a r d  i B l o c h  
(70) oraz D a u b e n  (20) stw ierdzili, że skwalen jest biogenetycznie spo­
krew niony z lanosterolem  i cholesterolem . Późniejsze lata przyniosły w ie­
le prac, k tórych wynikiem  było w ykrycie aktyw nej jednostki pięciowęglo- 
wej i szczegółowe w yjaśnienie w ielu etapów biosyntezy prekursorów  
skwalenu, a także ustalenie ścisłego biogenetycznego związku między 
skwalenem, tró j terpenam i i sterolam i.

Biosyntezę tró jterpenów  i steroli (związków trójterpenoidow ych) moż­
na przedstaw ić w pięciu kolejnych etapach:

1) przem iany octanu do m ewalonianu,
2) przem iany m ew alonianu do pirofosforanu izopentenylu, k tó ry  jest 

prawdopodobnie czynną jednostką izoprenową we wszystkich organizmach 
żywych,

3) połączenie (polimeryzacja ogon-głowa) trzech cząsteczek pirofosfo- 
ranu  izopentenylu dające w rezultacie pirofosforan farnezylu,
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4) połączenie (ogon-ogon) dwóch reszt farnezyl owych dających czą­
steczkę skwalenu o sym etrycznej strukturze,

5 ) przem iany alifatycznego prekursora  (skwalenu) w odpowiednie cy­
kliczne tró jterpenoidy.

Podstaw owy m echanizm  biochemiczny etapów 2 i 3 został w yjaśniony 
przed rokiem  1960 i szczegółowo opisany (17, 32, 56, 63). Natom iast obec­
nie badane są stereochem iczne aspekty etapów 2—4 i 5. Szczególnie prze­
kształcenie skw alenu do tró jterpenów  cztero- i pięciocyklicznych (faza 5) 
jest do dzisiaj .mało zbadane, choć pewne fak ty  doświadczalne przem aw ia­
ją  na korzyść teoretycznych założeń biogenetycznej reguły  izoprenowej 
Rużiczki (60).

Teorię tę można pokrótce sform ułować w następujący sposób: Atak 
kationu OH+ zapoczątkowuje biologiczną cyklizację skwalenu zachodzą­
cą w szeregu ciągle przebiegających reakcji. Przed każdą cyklizacją 
łańcuch skw alenu jest specyficznie pofałdowany: tw orzy się określo­
na  sekwencja potencjalnych pierścieni sześcioczłonowych o układach 
krzesłow ych i wannowych. To specyficzne ukształtow anie skw alenu 
w arunkujące budowę produktów  końcowych jest prawdopodobnie spo­
wodowane przez system  enzymów cyklizujących (oksydocyklazy skwa­
lenu). Przekształcenie skw alenu zachodzi w skutek szeregu przem ian na 
sąsiadujących ze sobą atom ach węgla, tj. przyłączeń, elim inacji i przesunięć 
grup m etylowych.

Na przedstaw iony przez Rużiczkę m echanizm  cyklizacji skwalenu 
w skazują pewne dane doświadczalne. T c h e n  i B l o c h  (64) wyizolo­
w ali p reparat enzym atyczny z hom ogenatu w ątroby wieprza, katalizujący 
przejście skw alenu do lanosterolu w obecności tlenu  i NADPH (65), ale 
nie powodujący dalszych przem ian do cholesterolu. P repara t ten  powodu­
je włączanie do grupy wodorotlenowej lanosterolu  0 2 a nie tlenu  z H20  
na co w skazują doświadczenia z 180 2 i H 2180 . Bloch nadał enzymowi obec­
nem u w tym  preparacie nazwę oksydocyklazy skwalenu i zaproponował 
następujący  przebieg cyklizacji:

C30H50-fO 2+ 2 H +-|-2e C3PH50O-j-H2O

LanosteroL + H2O 

.C u+2

NADPH+ H+ ^ ' C u +2

R ys. 1. M echan izm  d z ia łan ia  oksydocyk lazy  sk w a len u  (wg 58a)

Skwalen + 2 H +

http://rcin.org.pl



3 5 0  t v t  T r n M n T T D n

O
bj

aś
ni

en
ia

 
w 

te
k

śc
ie

http://rcin.org.pl



[5] T R O JT E R PE N Y  i  s t e r o l e  R O ŚL IN 351

Dokładniejszy m echanizm  działania tego enzym u podał T c h e n (wg 58a). 
Według niego aktyw na oksydocyklaza zawiera 2 atom y miedzi w form ie 
zredukow anej. Tlen cząsteczkowy powoduje utlenienie atomów miedzi 
i ich reakcję ze skwalenem. Redukcja enzymu do wyjściowej form y 
aktyw nej zachodzi przy współudziale NADPH.

Biogenezę steroli i tró jterpenów  w roślinach wyższych w ostatnich la­
tach badało wielu autorów  (6 , 8 , 25, 30, 34, 51) a wyniki tych prac, prow a­
dzonych na m łodych roślinach, zdają się potwierdzać podstawowy schem at 
biogenezy analogiczny do drogi w ykrytej uprzednio w zwierzętach i grzy­
bach (octan -> m ewalonian -> skwalen ->■ lanosterol). In terp re tac ja  w yni­
ków badań nad włączaniem prekursorów  do izolowanych organów roślin 
starszych jest nieco trudniejsza (51, 52, 53) i wskazuje, że tró jte rpeny  pię- 
ciocykliczne pow stają praw dopodobnie na osobnej drodze cyklizacji skw a­
lenu.

Przem iana lanosterolu (I) przedstaw iona na schemacie 2 polega na:
— zastąpieniu grup m etylow ych przy C-4 i C-14 atom am i wodoru,
— izomeryzacji wiązania podwójnego A8-9 do A5-6, tj. przem ianie zymo- 

sterolu (II) na desm osterol (III),
— uwodorowaniu bocznego łańcucha (cholesterol, IV),
— wprowadzeniu dodatkowych grup m etylow ych w pozycję 24 desmo- 

sterolu (sterole roślinne o 28-u (V) i 29-u (VI) atom ach węgla w czą-

Doświadczenia B l o c h a  (55) wskazują, że z czterech teoretycznie 
możliwych mechanizmów elim inacji grup m etylow ych (przedstawionych 
na rysunku 3): bezpośredniego odłączania grupy m etylow ej przy współ­
udziale czynnej m etioniny (I), u tleniania do grupy hydroksym etylow ej 
i odłączenia jej jako aldehydu mrówkowego (II), u tleniania do grupy for-

steczce).

[i]

Rys. 3. P ro p o n o w an e  m ech an izm y  e lim in ac ji g ru p  m ety lo w y ch  lan o s te ro lu
O b ja śn ien ia  w  te k śc ie
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m ylowej i odłączania jako kwasu mrówkowego (III) i wreszcie u tleniania 
do grupy karboksylowej i odłączania jako dw utlenku węgla (IV), n a j­
praw dopodobniejszy jest mechanizm czwarty.

Można więc założyć, że każda z trzech grup m etylow ych (dwie przy 
C-4 i jedna przy C-14) lanosterolu jest u tleniana do COOH i następnie 
elim inowana drogą dekarboksylacji jako C 0 2. Dotychczas jednak nie 
wyizolowano pośrednich hipotetycznych produktów  z częściowo utlenioną 
grupą m etylow ą, jak  również nie wyodrębniono enzymu biorącego udział 
w tym  utlenieniu.

W ykrycie 4a-metyloA7cholesterolu (VII) (metostenol) (21) i c itrosta- 
dienolu (VIII) (44) sugeruje, że grupa m etylow a przy C-14 ulega wcześniej 
elim inacji niż przy C-4.

M etostenol w ykryto zarówno w świecie roślinnym  (21 ) jak i zwierzę­
cym (27, 69), z m ateriału  zwierzęcego wyizolowano również As izomer m e- 
tostenolu (35). W roślinach istnieje możliwość elim inacji grup m etylow ych 
w innej kolejności niż u zwierząt. W 1963 roku D j e r  a s s i (22) w Penio- 
cereus macdougalli zidentyfikow ał m acdougallinę (IX), związek zaw iera­
jący grupę m etylow ą w pozycji C-14, k tóry  zdaniem  tego autora pow staje 
z lanosterolu przez usunięcie grup m etylow ych w pozycji C-4 . Obecność 
jednej grupy m etylow ej przy C-4 z jednoczesną obecnością grupy m ety­
lowej w pozycji C-14 stw ierdzono w cykloeukalenolu (X) (18) i w blisko 
spokrew nionym  z tym  związkiem alkaloidzie cyklobuksynie (XI) (13).

W tkankach roślinnych znaleziono również tró jte rpeny  pięciocykliczne 
dem etylow ane w pozycji C-4 — celastrol (XII) i p ristim erynę (28) oraz 
w pozycji C-17 — albigeninę (XIV) (7).
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Obecność dem etylow anych tró jterpenów  zarówno cztero- jak i pięcio- 
cyklicznych sugeruje istnienie mechanizmów dem etylujących dla obu tych 
grup związków.

W przeciw ieństw ie do wyżej omówionych reakcji dem etylacji lanoste- 
rolu utlenienie i dekarboksylacja tró jterpenów  czterocyklicznych może 
dotyczyć również łańcucha bocznego, przy czym grupy m etylow e przy 
C-4 pozostają nienaruszone (11).

Utlenianie grup m etylow ych tró jterpenów  pięciocyklicznych nie pro­
wadzi zwykle do ich eliminacji. W yjątkowo łatwo ulega utlenieniu  do g ru ­
py karboksylowej grupa m etylow a przy C-17. Wśród wszystkich pięcio­
cyklicznych kwasów trój terpenow ych istn ieją  zaledwie nieliczne w yjątki, 
w których grupa karboksylow a znajduje się przy innych węglach cząstecz­
ki; należy do nich kw as komowy (XV) (66), k tó ry  ma grupę karboksylową 
przy C-4 i dwie grupy hydroksylowe w pozycji C-2 i C-3. Oprócz grupy 
hydroksylowej przy C-3, która w ystępuje w każdym  natura lnym  związku 
z grupy trójterpenoidów , w prowadzane są dodatkow e grupy hydroksylo­
we w rozm aite pozycje układu trójterpenow ego (C-2, C-8 , C-12, C-20). 
Z m ateriału  roślinnego wyodrębniono alkohole tró jterpenow e jedno-, 
dwu-, tró j- i czterowodorotlenowe. W w yniku dalszego utleniania związ­
ków hydroksylow anych w pozycji C-2 i C-3 może dojść do otwarcia p ier­
ścienia A z w ytw orzeniem  jednej lub dwóch grup karboksylowych. P rzy ­
kładem  tego typu  przem ian może być powstawanie kwasu nyktantow ego 
(XVI) (4) lub oleanotrójkarboksylowego (XVII) (19).

W czasie tego u tleniania grupy m etylow e przy C-4 i C-14 pozostają 
nienaruszone. Układów enzym atycznych kierujących wprowadzaniem  
grup funkcyjnych do tró jterpenów  pięciocyklicznych nie udało się do 
chwili obecnej wyizolować. Reakcje u tleniania tró jterpenów  zachodzą 
w starszych tkankach roślinnych, w młodych roślinach w ystępują związki 
zawierające zwykle jedną grupę OH.

Badania nad pochodzeniem grup m etylow ych, etylowych lub etyleno­
wych w ystępujących w łańcuchach bocznych steroli i tró jterpenów  czte­
rocyklicznych wykazały, że ich donorem  jest m etionina. Stw ierdzenie 
bezpośredniego wprowadzenia grupy m etylow ej z m etioniny w pozycję 
24 ergosterolu było pierwszym  opisanym  przypadkiem  C-m etylacji przy 
udziale tego donora (1). Następnie stosując m etioninę podwójnie znako­
waną w grupie m etylow ej (-14CD3) udowodniono (39), że we wszystkich
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przypadkach C-m etylacji w łańcuch boczny steroli w łączają się ty lko dwa 
atom y wodoru z grupy m etylow ej m etioniny, natom iast w przypadku 
N -m etylacji cała grupa -CH3 m etioniny ulega podstaw ieniu (68). D ysku­
tu je  się kilka m echanizmów C -m etylacji (39) przy założeniu, że produkta­
m i pośrednim i mogą być: 

pochodne cyklopropanu, 
hydroksym etylopochodne, 
metylenopochodne.
Pierw szy m echanizm  przyjęto przez analogię do znanego przebiegu 

C -m etylacji kwasów tłuszczowych, a drugi przez analogię do reakcji 
P rinsa (71). Trzeci m echanizm  w prowadzenia grupy m etylow ej polega 
na dołączeniu jej w pozycję 24 łańcucha bocznego steroli z równoczesnym 
przesunięciem  wiązania podwójnego, co powoduje powstanie grupy m ety­
lenowej, która następnie może ulegać redukcji do grupy m etylow ej (39). 
W w yniku następnej m etylacji z grupy m etylenow ej pow staje grupa e ty ­
lenowa a przez jej redukcję — grupa etylowa. W szystkie te przem iany 
przedstaw ia rysunek 4.

R ys. 4. W p row adzen ie  do d a tk o w y ch  g ru p  m ety lo w y ch  w  pozycję  24 łań cu c h a  bocz­
nego s te ro li (wg 39)

III — d e sm o stero l, X V III — 2 4 -m ety len o ch o le ste r o l, X IX  — fu k o ster o l, V I * — s ito s te r o l

Dowodów na pochodzenie obu atomów węgla grupy etylenowej z czyn­
nej m etioniny dostarczyły badania A r i g o n i e g o  (3) nad powstawa­
niem  citrostadienolu (VIII) w soi. A utor ten stw ierdził równom ierne w łą­
czanie piętna z - 14CH3 m etioniny do obu atomów węgla grupy etyleno­
wej łańcucha bocznego tego związku. Podobne rozmieszczenie piętna 
w grupie etylowej (3-sitosterolu syntetyzow anego po podaniu radioaktyw ­
nej m etioniny, stw ierdzili N i c h o l a s  (54) w Salvia officinalis  oraz 
C a s t l e  (15) w Pisum sativum. Również B a d e r  i wsp. (5) dowiedli, 
że grupa etylowa spinasterolu syntetyzow anego przez Menyanthes trifolia- 
ta  tw orzy się przez kolejne przenoszenie grupy m etylow ej z m etioniny i su­
gerują, że pośrednim  produktem  w tej reakcji może być 24-metylenopo- 
chodna. Ponadto M e r c e r  (45) stw ierdził, że zarówno w grupie w iny-

III XVIII

XX XIX

* W r y su n k u  za m ia st VI w sta w io n o  o m y łk o w o  X X
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lowej fukosterolu (z Fucus spUralis) jak  i w grupie etylowej P-sitosterolu 
(z grochu i modrzewia) syntetyzow anych w obecności m etioniny podwój­
nie znakowanej w grupie m etylow ej (-14CT3), dwa atom y węgla i cztery 
atom y wodoru pochodzą z tego donora. Sugeruje to, że grupa w inylowa 
na C-24 łańcucha bocznego steroli jest prekursorem  grupy etylowej.

L e d e r e r  (39) w ykrył w pyłkach kwiatow ych cały szereg homolo­
giczny steroli, k tó re  zaw ierają grupy m etylenow ą, m etylową, etylenową 
i etylową na C-24, co w skazuje na opisany wyżej m echanizm  m etylacji.

Równoległe doświadczenia (15, 54) z wbudow yw aniem  znaczonej etio- 
niny wykazały, że jest ona donorem  grup etylowych tylko w niew ielkim  
stopniu.

W ydaje się, że prekursorem  steroli roślinnych jest zymosterol, nato­
m iast takie tró jterpeny , jak  kw as polyporenow y (XX), eburikow y (XXI), 
cyklolaudenol (XXII) pow staw ałyby bezpośrednio z lanosterolu, k tóry  
w tym  przypadku byłby akceptorem  grupy m etylow ej.

II. Zmiany poziomu i składu trójterpenów i steroli 
w czasie wegetacji

Od m om entu kiełkowania do chwili utw orzenia nowych nasion w yróż­
nia się podstawowe cztery  stadia rozwojowe. W pierwszym  z nich, w sta­
dium  kiełkowania, czynnikiem  decydującym  o rozw oju jest tem peratura. 
W trzech dalszych stadiach — światło. S tadium  drugie od ukazania się 
pierwszych liści do okresu kw itnienia jest regulowane długością okresów 
naśw ietlania. Trzecie stadium  odpowiadające kw itnieniu  regulow ane jest 
składem  widma świetlnego a stadium  czwarte, tworzenie się nasion i owo­
ców, jest pod kontrolą natężenia światła.

Skład jakościowy tró jterpenów  i steroli stosunkowo najlepiej został 
zbadany w nasionach zbóż. W zarodkach zbóż w ystępują wolne lub zwią­
zane estrowo sterole i tró jte rp en y  czterocykliczne, a z tró jterpenów  pię-

4 P o s tę p y  B io c h e m ii
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ciocyklicznych najczęściej w ystępuje P-amyryna. W czasie kiełkowania, 
tró jterpenoidy, które w nasieniu stanow ią frakcję przechodzącą do w y­
ciągu eterowego, mogą pojawiać się w postaci rozpuszczalnych w wodzie 
połączeń, pow stających prawdopodobnie w w yniku połączenia z cukram i 
lub nukleotydam i. W ekstrak tach  wodnych kiełkującej kukurydzy znale­
ziono związki o charakterze zasad, które jak  wykazał B u r l e t  (12) 
przyspieszają wzrost i podział mikroorganizm ów. F a u d i (26) stw ier­
dził, że działają one również na rośliny wyższe i w zależności od stężenia 
stym ulują  lub ham ują podziały komórkowe. Przypuszcza się, że związki 
te  są połączeniami trój terpenów  z ADP lub ATP (10).

Pierw sze badania nad przem ianą tró jterpenów  w okresie w egetacyj­
nym  polegały na określeniu aktyw ności hem olitycznej wyciągów z m a­
teriału  roślinnego. K r o e b e r  (38) w 1929 r. zastosował tę m etodę do 
badania zmian zawartości saponin w Agrostamma githago i Saponaria offi-  
cinalis w różnych stadiach w zrostu tych roślin i stw ierdził podwyższenie 
poziomu saponin we wszystkich organach rośliny w okresie kw itnienia. 
S c h u m a n n  (61) w roku 1941 badał aktywność hem olityczną 19 ga­
tunków  Prímula  w ciągu całego roku  i stw ierdził, że pierwsze m aksim um  
aktyw ności wyciągu z kłączy odpowiada okresowi kw itnienia, a drugie, 
znacznie wyższe, pojaw ia się w pierwszych miesiącach zimy w okresie 
tw orzenia pąków, które następnego roku dadzą pędy. Aktywność hem oli- 
tyczna liści wykazyw ała również m aksim um  w okresie kw itnienia. N e - 
t i e n (47) badał aktyw ność hem olityczną w poszczególnych organach 
Saponaria ojjicinalis  oznaczając jednocześnie po hydrolizie kwasowej agli- 
kon saponiny — gipsogeninę m etodą turbidym etryczną. Stw ierdził on, że 
saponina pow staje we wszystkich organach w czasie tworzenia liści. Mło­
de nasiona Saponaria  zaw ierają m ało saponiny, ale jej ilość zwiększa się 
w  czasie dojrzewania. Największe nagrom adzenie saponiny daje się zau­
ważyć na wiosnę w kw iatach i w pąkach kłączy.

M etoda hem olityczną jest mało dokładna, zwłaszcza jeśli się ją stosuje 
do wyciągów roślinnych, w których oprócz saponin mogą występować inne 
związki wykazujące również aktyw ność hemolityczną. Jednakże omówione 
badania odnoszą się do roślin zaw ierających duże ilości saponin tró jte r-  
penowych, w ykazujących silną aktyw ność hemolityczną. Ponadto N e - 
t  i e n oznaczając równocześnie aglikon otrzym ał takie same wyniki jak 
S c h u m a n n ,  k tó ry  stosował wyłącznie test hemolityczny, co wskazuje 
na użyteczność testu  hemolitycznego dla celów porównawczych.

Zastosowanie m etod rozdziału chrom atograficznego i oznaczenia agli- 
konów saponin lub wolnych terpenoidów  m etodam i chemicznym i pozwo­
liło na dokładniejsze zbadanie jakościowych i ilościowych przem ian tych 
związków w okresie w egetacji roślin.

Badania nad włączaniem  znakowanych prekursorów  do steroli i tró j­
terpenów  wykazały, że młode rośliny m ają zdolność biosyntezy de novo 
tró jterpenów  i steroli. Siewki soi równolegle syntetyzują p-sitosterol, tró j-
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terpeny czterocykliczne i sojasapogenole (tró jterpeny pięciocykliczne) 
(2, 3, 29). W kiełkującym  grochu bardzo aktyw na jest biosynteza P-amy- 
ryny, natom iast wolniej przebiega biosynteza steroli (6).

E n s l i n  i R e h m  (23, 24, 58) stosując metodę chrom atograficzną 
i wagowe oznaczanie ilości glikozydów ustalili w swoich badaniach nad 
kukurbitacynam i (tró jterpenam i czterocyklicznymi) 21 gatunków  roślin 
z rodziny Cucurbitaceae, że w czasie w zrostu rośliny związki te podlegają 
zmianom nie tylko ilościowym, ale również jakościowym. Zarodek ziarna 
w stanie spoczynku nie zawiera kukurbitacyn, w młodych roślinach nato­
m iast pojaw iały się one zawsze, naw et w gatunkach, które w późniejszych 
stadiach rozwoju ich nie zawierały. W młodych roślinach związki te w y­
stępują zawsze w postaci glikozydów. Siewki roślin rodziny Cucurbitaceae 
zawierały na ogół trzy  kukurbitacyny, natom iast w roślinach dorosłych, 
w których „substancje gorzkie” są obecne przez cały okres w egetacji 
może być naw et 8 kukurbitacyn.

N i c h o l a s  i wsp. (31, 48, 49) znaleźli w młodych siewkach Plantago 
major  tylko P-sitosterol i tró jte rpeny  czterocykliczne, natom iast kwas 
ursolowy pojaw iał się w okresie w yrastania pierwszych liści w całej ro­
ślinie, a kwas oleanolowy ty lko w częściach nadziem nych w okresie kw it­
nienia. Najwyższy poziom glikozydów stwierdzono w kw iatach i liściach. 
W Chenopodium album  badacze ci stw ierdzili obecność steroli w całej 
roślinie od pierwszych stadiów wegetacji, natom iast kwas oleanolowy po­
jaw iał się dopiero w okresie kw itnienia i tylko w kwiatach.

Inna praca tych samych autorów  przynosi bardziej szczegółowe opra­
cowanie zmian ilościowych i jakościowych w okresie w egetacyjnym  
u Salvia officinalis i Ocimum basilicum (49). Nasiona obu tych roślin 
w stanie spoczynku zaw ierają tylko sterole — głównie P-sitosterol. W Sal­
via officinalis kw asy trój terpenow e (kwasy ursolowe i oleanolowy) poja­
w iają się w młodych siewkach i poziom ich w zrasta w m iarę wzrostu ro­
śliny. Największe stężenie steroli i kwasu oleanolowego w ystępuje w liś­
ciach w okresie kw itnienia, natom iast kwasów ursolowych — w kw iatach 
tej rośliny. Podobne zmiany zaobserwowano w Ocimum basilicum. W jed- 
notygodniowych siewkach tej rośliny znajduje się |3-sitosterol oraz związ­
ki, które dają reakcję L ieberm ana-B urcharda — prawdopodobnie gliko­
zydy kwasów tró jterpenow ych (kwasów ursolowych i kwasu oleanolo­
wego). W piątym  tygodniu rośliny zaw ierają wolne sterole i kwasy u r­
solowe, w tym  samym  okresie znikają glikozydy trójterpenow e. W okre­
sie kw itnienia podnosi się zawartość steroli, a wolny kwas ursolowy w y­
stępuje we wszystkich organach nadziemnych, w najw iększym  stężeniu 
znajduje się on w liściach górnych pięter i kw iatach. Oprócz tego w kw ia­
tach pojawia się kw as oleanolowy.

Badania K a s p r z y k  i F o n b e r g  (36) nad rozmieszczeniem 
i zmianami ilościowymi tró jterpenów  i steroli w nogietku (Calendula of f i ­
cinalis) wykazały, że w nasionach tej rośliny znajdują się jedynie sterole
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i związany glikozydowo kwas oleanolowy. Biosynteza de novo tych związ­
ków rozpoczyna się w siewce w momencie kiedy zaczynają zielenieć liś- 
cienie i zachodzi w młodych liściach do chwili osiągnięcia przez nie peł­
nego wzrostu. Sterole i glikozydy kwasu oleanolowego w ystępują we 
wszystkich częściach rośliny w czasie całego okresu wegetacji, związkom 
tym  towarzyszą drobne ilości P-amyryny. W okresie kw itnienia podnosi 
się zawartość steroli w młodych tkankach rośliny, a niektóre organy: ko­
rzeń, kw iaty  i młode liście zaczynają wybiórczo gromadzić tró jterpeny . 
W organach tych gromadzi się kwas oleanolowy związany glikozydowo, 
a ponadto w pąku kw iatow ym  pow stają de novo alkohole trój terpenow e 
z grupy a-am yryny, k tóre w ystępują w postaci wolnej i związane estrowo. 
Są to alkohol jednow odorotlenow y kalendol i pow stające nieco później 
dwuwodorotlenowe alkohole — faradiol i arnidiol. Alkohole tró jterpeno- 
we nie są transportow ane do innych części rośliny. W zrost zawartości ste­
roli i kwasu oleanolowego w  siewce jak  również wzrost zawartości 
wszystkich związków trójterpenoidow ych w kwiecie jest równoległy. Za­
obserwowane fakty, mogą świadczyć o specyficznej roli tró jterpenów  
przynajm niej w niektórych okresach wegetacji roślin, np. w okresie kw it­
nienia. Jednakże, jak  już zaznaczono uprzednio, rola tró jterpenów  w fizjo­
logii roślin nie jest w yjaśniona i zagadnienie to wym aga dalszych badań.

Biosyntezę trójterpenoidów  w izolowanych organach roślin badał N i ­
c h o l a s  (50) przy użyciu znakowanych prekursorów . Stosując m etodę
(37) polegającą na obcinaniu pod wodą organów roślin i podawaniu zna­
kowanego 2-14C-octanu i m ew alonianu w roztworze wodnym  au tor ten 
stw ierdził, że w izolowanych organach Salvia officinalis (liście, łodygi, 
kwiaty) przebiega biosynteza in situ zarówno steroli jak  i tró jterpenów . 
Nicholas badał podaną powyżej m etodą również k inetykę biosyntezy ste­
roli i tró jterpenów  w Salvia sclarea (52), Salvia officinalis (51) i Ocimum  
basilicum (53), stosując jako prekursory  2-14C-octan i 2-14C-m ewalonian 
i badając następnie frakcję  skwalenu, kwasów tró j terpenow ych i steroli. 
Aktywność właściwa skw alenu osiągała m aksim um  po 50 m inutach, a ak­
tywność steroli po 20 godzinach. Taką samą kolejność biosyntezy obserw u­
je się u zwierząt i grzybów. T ró jterpeny natom iast (kwas oleanolowy 
i kw asy ursolowe) osiągają górną granicę aktyw ności właściwej po około 
trzech tygodniach. A więc w tym  przypadku nie stwierdzono równoległej 
biosyntezy tró jterpenów  i steroli.

Na podstawie omówionych prac można wnioskować, że stadium  kieł­
kowania charakteryzuje  się pojaw ianiem  steroli i tró jterpenów  cztero- 
cyklicznych, a czasem również P-amyryny. Związki te w ystępują często 
w postaci rozpuszczalnych w wodzie glikozydów lub nukleotydów. Nawet 
te  rośliny, które w późniejszym okresie rozw oju zaw ierają tró jterpeny  
w stanie wolnym  tw orzą w pierwszym  okresie rozw oju odpowiednie gli­
kozydy (np. rośliny z rodziny Cucurbitaceae, O. basilicum). Młode siewki 
zaw ierają na ogół sterole i tró jterpeny  czterocykliczne, natom iast tró j-

http://rcin.org.pl



[13] T R O JTE R PE N Y  i  s t e r o l e  R O ŚL IN 359

terpeny pięciocykliczne z w yjątkiem  P-am yryny pow stają później. W y­
daje się, że biosynteza tró j terpenów  pięciocyklicznych jest związana z po­
jaw ieniem  się chlorofilu w roślinach. Obecność dużej ilości glikozydów 
trój terpenow ych w rosnących i różnicujących się tkankach roślin nasuwa 
przypuszczenie, że związki te  odgryw ają jakąś rolę fizjologiczną. W okre­
sie kw itnienia obserw uje się syntezę i nagrom adzanie nowych tró j terpe­
nów przeważnie w postaci wolnej lub związanych estrowo. W budowywa­
nie znakowanych prekursorów  do trójterpenoidów  przez izolowane organy 
roślin wskazywałoby na zdolność biosyntezy in situ tych  związków we 
wszystkich organach nadziemnych. ,

III. Uwagi końcowe

W yniki omówionych badań wskazują, że biosynteza tró jterpenów  czte- 
rocyklicznych i steroli w roślinach wyższych przebiega przy udziale po­
dobnych układów enzym atycznych jak  u zw ierząt i grzybów. Świadczy
o tym  miejsce wbudow ania radioaktyw nych atomów węgla prekursorów , 
w skwalenie, lanosterolu i sterolach. O statnio stwierdzono włączanie in 
vivo  do tró jterpenów  pięciocyklicznych ((3-amyryny) 14C i T m ew alonianu 
znakowanego podwójnie (2-14C-4R-T) w stosunku 6:6 (57). W yniki te są 
zgodne z biogenetyczną teorią Rużiczki-Eschenmosera.

Jednakże nie udało się do tej pory w yodrębnić z m ateriału  roślinnego 
pośrednich związków m iędzy skwalenem  i lanosterolem  i trój terpenam i 
pięciocyklicznymi ani też wyizolować układów  enzym atycznych katali­
zujących poszczególne etapy ich biosyntezy. Także dalsze przem iany tró j­
terpenów  w roślinach są w chwili obecnej mało zbadane. W yjaśnienia w y­
maga również m iejsce biosyntezy tró jterpenów  pięciocyklicznych w ko­
mórce.

W ydaje się, że zastosowanie nowych sposobów podawania roślinom  
znakowanych prekursorów  in vivo  oraz prowadzenie prac na hom ogena- 
tach tkanek roślinnych pozwolą na rozwiązanie w najbliższych latach nie­
których z w ym ienionych zagadnień.

Rola tró jterpenów  i steroli w roślinach jest w chwili obecnej zagad­
nieniem  praw ie nie w yjaśnionym . W ydaje się, że sterole oprócz swej nie­
w ątpliw ej roli w budowie błony komórkowej mogą mieć również funkcje 
zbliżone do roli hormonów działając w aktyw nych połączeniach z innym i 
związkami. Podobieństwo budowy niektórych tró jterpenów  czterocyklicz- 
nych jak  również stw ierdzone in vitro  zastępowanie steroli przez tró jte r-  
peny w błonie kom órkowej sugeruje, że w roślinie związki te mogą mieć 
podobne znaczenie.
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III Zjazd Federacji Europejskich Tow arzystw  Biochem icznych
W arszaw a

W  d n iach  4— 7 k w ie tn ia  odby ł się w  W arszaw ie  I I I  Z jazd  F e d e ra c ji  E u ro p e jsk ich  
T o w arzy stw  B iochem icznych  zo rgan izow any  p rzez  P o lsk ie  T ow arzystw o  B ioche­
m iczne. W  zjeździe  w zięło  u d z ia ł 1570 osób w  ty m  545 z P o lsk i i 1025 z zag ran icy . 
U czestn icy  re p re z e n to w a li o środk i n au k o w e  w szy stk ich  k ra jó w  E u ro p y  o raz  szeregu  
k ra jó w  zam orsk ich .

W  ra m a c h  Z jazd u  odbyło  się S ym pozjum  n a  te m a t s tru k tu ry  i fu n k c ji e lem en ­
tó w  gen e ty czn y ch  (zo rgan izow ane p rzez  D. S h  u  g a r  a), K o llokw ium  o b iochem ii 
m ito ch o n d rió w  (zorgan izow ane p rzez  E. C. S l a t e r a ,  L.  W o j t c z a k a  i Z. K a ­
n i  u  g ę) o raz  K o llokw ium  o b iochem ii p ły te k  k rw i (zo rganizow ane p rzez  E. K o ­
w a l s k i e g o  i S.  N i e w i a r o w s k i e g o ) .  P o n ad to  n a  licznych  ró w no leg łych  
p o siedzen iach  p rzed s taw io n o  303 do n ies ien ia  z ró żn y ch  dziedzin  b iochem ii.

Z jazd  zosta ł o tw a rty  se s ją  in a u g u ra c y jn ą  w  sa li k o n g resow ej P a ła c u  K u ltu ry  
i N auk i. N a ses ji odczy tano  lis t do uczestn ik ó w  P rzew odn iczącego  K o m ite tu  N auk i
i T ech n ik i W ice p rem ie ra  E. S z y  r  a, p rzem ó w ien ia  p o w ita ln e  w yg łosili P rezes 
P o lsk ie j A k ad em ii N au k  J . G r o s z k o w s k i  i P re z y d e n t M iędzynarodow ej U nii 
B iochem icznej S. O c h o a ,  a  P.  G r a b a r  w yg łosił w y k ład  p t. Im m u n o ch em ia  
b ia łek .

W  o b rad ach  S ym pozjum  p rzed s taw io n o  16 re fe ra tó w  p ro g ram o w y ch  o b e jm u ją ­
cych  ca ło k sz ta łt w spó łczesnej w iedzy  o m o le k u la rn y c h  m ech an izm ach  dziedziczenia. 
Szczególnym  za in te reso w an iem  cieszy ła  się se s ja  o kodzie  genetycznym , n a  k tó re j 
re f e ra ty  w yg łosili H. K h o r a n a ,  S. O c h o a  i H.  M a t h a e i .  K ollokw ium
o b iochem ii m ito ch o n d rió w  zgrom adziło  w ie lu  n a jw y b itn ie jsz y c h  badaczy  z te j 
dziedziny . P rz e d s ta w ili oni now e w y n ik i b a d a ń  n ad  m echan izm em  fo s fo ry lac ji oksy - 
d a ty w n e j i in te re su ją c e  h ipo tezy  do tyczące  m ech an izm u  m ag azy n o w an ia  energ ii. 
R e fe ra ty  E. C. S l a t e r a  i H.  K r e b s a  w zbudziły  żyw e za in te reso w an ie . K o l­
lo k w iu m  o p ły tk a c h  k rw i było  p ie rw szy m  sp o tk an iem  b iochem ików  za jm u jący ch  
się tą  now ą i dynam iczn ie  ro z w ija ją c ą  się dziedziną. Z ag ad n ien ia  b iochem ii p ły tek  
k rw i om ów iono w szech stro n n ie  począw szy  od m etab o lizm u  nuk leo tydow ego  p ły te k  
(T. H . S p a e t) aż do ro li lizosom ów  w  fu n k c ji p ły te k  (E. K o w a l s k i ) .  Szcze­
gółow e sp raw o zd an ie  ze Z jazd u  uk aże  się w  czw arty m  zeszycie tego to m u  P o stęp ó w  
B iochem ii.
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P o s t .  B io c h e m . ,  12, 363—371 (1966)

K R Y S T Y N A  B EŁŻEC K A  *

Zaburzenia biochemiczne w fenyloketonurii 

The Biochemie Lesions in Phenylketonuria

T he m etab o lism  of p h en y la la n in e , th e  in te r fe re n c e  of p h e n y la la n in e  or its  
m e tab o lite s  w ith  enzym ic  sy s tem s an d  th e  p a th o g en e sis  of th e  m e n ta l de fec t in  
p h en y lk e to n u ria  a re  d iscussed .

Z hydroksylacją fenyloalaniny wiąże się w ystępow anie wrodzonego 
bloku m etabolicznego zwanego fenyloketonurią (Oligophrenia phenylpy-  
ruvica). M echanizm hydroksylacji fenyloalaniny u zw ierząt omówiono 
w oddzielnym artyku le  w Postępach Biochemii 8, 475 (1962). Blok m e­
taboliczny w fenyloketonurii polega na braku  w w ątrobie frakcji enzym a­
tycznej I, k tó ra  w  obecności czterohydropterydyny u tlen ia  fenyloalaninę 
do tyrozyny, natom iast obecna jest frakcja  II układu hydroksylującego, 
katalizująca przy  udziale NADPH2 redukcję nieczynnej dw uhydroptery- 
dyny do jej form y aktyw nej 5,6,7,8-czterohydropterydyny.

fra k c ja  
enzym . I

f enyloalanina -f- 5,6,7,8-czterohydropterydyna -f 0 2-----------> tyrozyna -f-
-fH 20 + d wuhyd ropte ry d yn a 

frakc ja  
enzym. I

dw uhydrop terydyna+ N A D PH + H + -----------♦ 5,6,7,8-cztero­
hydropterydyna -fN A D P+

W roku 1934 F o i l i n g  (15) po raz pierw szy znalazł w moczu nie­
k tórych dzieci upośledzonych umysłowo znaczne ilości kwasu fenylopiro- 
gronowego. Od tego czasu zidentyfikowano szereg innych przypadków  
fenyloketonurii i rozpoczęto szerokie badania biochemiczne i genetyczne 
nad w yjaśnieniem  tego zagadnienia. J e r v i s  (20) w 1947 roku stw ier­
dził w przypadkach fenyloketonurii zablokowanie przem iany fenyloalaniny 
do tyrozyny. Wykazać on, że u ludzi zdrowych podawanie fenyloalaniny 
prowadzi do wyraźnego podniesienia się poziomu tyrozyny we krwi, na­
tom iast u chorych na fenyloketonurię zjawisko to nie w ystępuje. U d e n -  
f r i e n d  i B e s s m a n  (43) podawali doustnie znaczoną 14C-fenyloala—

* D r, a d iu n k t Z a k ła d u  C hem ii F izjo log icznej A kad em ii M edycznej w  W arszaw ie ,.
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ninę zdrowym  i chorym  na fenyloketonurię a następnie izolowali z białek 
osocza tyrozynę i fenyloalaninę i oznaczali ich radioaktyw ność właściwą. 
Stosunek aktyw ności tyrozyny do aktyw ności fenyloalaniny, p rzy ję ty  
jako wskaźnik stopnia przekształcenia fenyloalaniny w tyrozynę, w yka­
zywał u osób zdrowych w artości 10 razy wyższe niż u chorych. W roku 
1953 J e r v i s  (22) stw ierdził bezpośrednio w wyciągach z w ątroby  uzy­
skanych przy sekcji zwłok osób chorych brak  aktyw ności hydroksylazo- 
wej. Badaną aktywność w ykazyw ały natom iast wyciągi z w ątrób osób 
zdrowych. W yniki te potw ierdzili później W a l l a c e ,  M o l d a v e  
i M e i s t e r  (45) stosując do badań próbki w ątroby uzyskane przez 
biopsję. W roku 1957 M i t o m  a, A u l d  i U d e n f r i e n d  (32) stw ier­
dzili, że w w ątrobie chorych na fenyloketonurię brak  jest frakcji enzy­
m atycznej L

Blok enzym atyczny powoduje u chorych wzrost zawartości fenyloala­
niny w osoczu do 20—60mg°/o (4, 7, 9, 25), podczas gdy u osób zdrowych 
am inokwas ten  w ystępuje w stężeniu rzędu l,5mg°/o. Zwiększone do 
7m g%  ilości fenyloalaniny stw ierdzono również w płynie mózgowo-rdze­
niowym, co stanow i przyrost tego samego rzędu jaki spotyka się we 
krw i (9, 19).

W moczu chorych na fenyloketonurię w ydala się fenyloalanina (21) 
jak również szereg jej m etabolitów . Wiadomo obecnie, że obok kwasu 
fenylopirogronowego, pierwszego m etabolitu  znalezionego w nadm ier­
nych ilościach w moczu, regularnie w ystępują także kwas fenylom leko- 
w y (13, 21, 50) oraz fenyloacetyloglutam ina (49). Ilość tych substancji 
waha się w zależności od diety  i wagi pacjenta, w granicach 0,5—2g na 
dobę. W moczu chorych w ykryto  ponadto kwas o-hydroksyfenylooctow y 
w ydalany w ilości 0,1— 0,4g na dobę oraz kwasy: indolooctowy i indolo- 
m lekowy w ilościach 0,02—0,15g na dobę (2, 3). Podano również, że w y­
dalanie kwasów: p-hydroksyfenylom lekow ego i p-hydroksyfenylooctow e- 
go może nieco wzrosnąć (10).

Kwas fenylopirogronow y stanow iący 1/3 w ydalanych m etabolitów  fe­
nyloalaniny jest jedynym  związkiem, którego obecność stw ierdzono rów ­
nież we krw i w ilości 0,31— lJB m g0/» oraz w pocie 6—56mg% (21). W mo­
czu pojaw ia się on w momencie, gdy poziom fenyloalaniny we krw i prze­
kroczy 15mg%. Kwas fenylopirogronow y może powstawać z fenyloala­
n iny pod działaniem  oksydazy L-aminokwasów lub na drodze transam ina- 
cji. Dowód na znaczenie transam inacji w tw orzeniu się tego kwasu uzy­
skali M e i s t e r  i wsp. (31), k tórzy stw ierdzili 40% zmniejszenie się 
w ydalania kwasu fenylopirogronowego po podaniu pacjentom  dużych 
ilości glutam iny. Kwas glutam inow y i asparagina powodowały ten sam 
efekt, choć w m niejszym  stopniu. O trzym ane w yniki tłum aczą autorzy 
przesunięciem  równowagi reakcji transam inacji na skutek zwiększonego 
stężenia dawcy grup a-am inowych. Dotąd brak danych na tem at aktyw noś­
ci am inotransferazy fenyloalaninow ej w fenyloketonurii wrodzonej.
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Niewiele stosunkowo wiadomo również o tw orzeniu się kw asu fenylo- 
mlekowego, stanowiącego 1/5 w ydalanych m etabolitów  fenyloalaniny. 
Jego konfiguracja l  w skazuje na to, że może on powstawać z kwasu feny- 
lopirogronowego pod działaniem  dehydrogenazy mleczanowej w nerkach 
lub innych tkankach. M e i s t e r  (28) stw ierdził, że krystaliczna dehy­
drogenaza L-mleczanowa z serca wołu redukuje ketokw asy odpowiadające 
większości natu ralnych  aminokwasów.

W yjaśnienie drogi pow staw ania wydalanego kwasu fenylooctowego 
w postaci fenyloacetyloglutam iny napotkało na duże trudności. Dobrze 
poznana oksydacyjna dekarboksylacja a-ketokwasów nie została dla kw a­
su fenylopirogronowego stw ierdzona in vitro. Można przypuszczać, że 
analogicznie do przekształcenia kwasu pirogronowego do acetylo-CoA 
tw orzy się fenyloacetylo-CoA. M o l d a v e  i M e i s t e r  (34) wykazali, 
że p repara ty  z ludzkiej w ątroby i nerki katalizują powstawanie fenylo­
acetyloglutam iny z g lutam iny i fenyloacetylo-CoA. M e i s t e r  (30) 
stw ierdził nawet, że w skraw kach w ątroby otrzym anych przez biopsję od 
pacjenta z fenyloketonurią, powstawanie fenyloacetyloglutam iny odbywa 
się znacznie szybciej niż w w ątrobie człowieka zdrowego. Kwas fenylo­
octowy mógłby również tworzyć się z kwasu fenylopirogronowego pod 
działaniem  zwykłej dekarboksylazy a następnie dehydrogenazy alde­
hydowej. Trzecią możliwą drogą powstawania kwasu fenylooctowego jest 
jego tworzenie się poprzez produkt dekarboksylacji fenyloalaniny — fe- 
nyloetyloam inę, k tóra z kolei pod wpływem  oksydazy monoaminowej 
przekształca się w aldehyd fenylooctowy a następnie pod działaniem  de­
hydrogenazy aldehydow ej w kwas fenylooctowy.

Możliwe drogi m etaboliczne tw orzenia się kwasu fenylooctowego w fe- 
nyloketonurii ilu stru je  schem at 1 podany przez L y m a n a (27).

Jakkolw iek nie ulega wątpliwości, że podstawowym  zaburzeniem  bio­
chemicznym  w ystępującym  w fenyloketonurii jest brak frakcji enzym a-

Aminotransferaza 

\ i
Kwas fenylopirogronowy

Dekarboksylaia

Oksydatywna
dekarboksylaza

Fenyloalanina
Dekarboksylaza

Fenyloacetaldehyd

Fenyloetyloamina

Oksydaza
monoaminowa

Dehydrogenaza
aldehydowa

Kwas fenylooctowy

t I
Fenyioacetylo-C oA

Fenyloacetyloglukuronid

Fenyloacetyloglutamina

S ch em at 1. M ożliw e d rog i m etab o liczn e  tw o rzen ia  się k w a su  feny looctow ego w  fe ­
n y lo k e to n u rii (wg 27)

R ep ro d u k o w a n e  z F . L, y  m  a n , P h e n y lk e to n u r ia , 1963, za z e z w o le n ie m  w y d a w c y  C h arles C 
T h om as P u b lish e r , S p r in g fie ld , I llin o is
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tycznej hydroksylującej fenyloalaninę w pozycji para, to jednak pozostaje 
szereg niew yjaśnionych aspektów tego schorzenia.

Dotychczas nie jest znany m echanizm  tworzenia się kwasu o-hydro- 
ksyfenylooctowego. Obecność w moczu chorych zwiększonych ilości kw a­
su o-hydroksyfenylooctowego można naw et uważać za bardziej charak­
terystyczną dla fenyloketonurii niż w ydalanie kwasu fenylopirogrono- 
wego. P rzy  15mg°/o stężeniu fenyloalaniny w osoczu kwas o-hydroksyfe- 
nylooctowy w ydalany jest w moczu w ilościach 50—60mg, podczas gdy 
kwasu fenylopirogronowego przy tym  stężeniu fenyloalaniny nigdy nie 
stwierdzono. P rekursorem  dla kw asu o-hydroksyfenylooctowego jest fe- 
nyloalanina (44) i w ydalana jego ilość jest proporcjonalna do poziomu 
fenyloalaniny w osoczu dorosłych chorych na fenyloketonurię (3). Kwas 
o-hydroksyfenylooctow y może powstawać również z o-tyrozyny oraz 
z kw asu fenylopirogronowego. Podanie doustne fenylopirogronianu sodo­
wego powoduje zwiększone w ydalanie kwasu o-hydroksyfenylooctow e­
go (41). Hydroksylaza fenyloalaninow a otrzym ana z w ątroby wprowadza 
grupę -OH specyficznie w położenie para do reszty alaniny. Jest możliwe, 
że istn ieją inne m echanizm y przeprow adzające reakcję hydroksylacji 
w położeniu orto, przy  czym mogą one nabierać znaczenia dopiero wów­
czas, gdy norm alna droga przekształcania się fenyloalaniny jest zabloko­
wana.

M etabolitem  fenyloalaniny pojaw iającym  się również w zwiększonych 
ilościach w moczu chorych na fenyloketonurię jest kwas hipurow y (16). 
W ydaje się, że kwas benzoesowy może powstać z fenyloalaniny w sposób 
podobny do stw ierdzonego przez B o o t h a i wsp. (8) przekształcenia ty ­
rozyny do kwasu p-hydroksybenzoesowego u szczurów i królików wg su­
gerowanego ciągu reakcji:

tyrozyna^-kw as p-hydroksyfenylopirogronow y->kw as
p-hydroksyfenylom lekow y

ł
kwas p-hydroksybenzoesow y<-kw as p-kum arow y

Do nieprawidłowości drugorzędowych w ystępujących w fenyloketo­
nurii należy zaliczyć przede wszystkim  ograniczone powstawanie m ela- 
n in  (12, 29, 33). Przyczyną tego zaburzenia może być ham ow anie przez 
nagrom adzoną fenyloalaninę i jej m etabolity  enzym u tyrozynazy — mie- 
dzioproteidu, k tó ry  katalizuje przejście tyrozyny w 3,4-dwuhydroksyfe- 
nyloalaninę (DOPA) z równoczesnym  utlenieniem  do DOPAchinonu, 
pierwszego związku na drodze syntezy barw ników  m elaninowych.

Z ostatnich badań N a g a t s u ,  L e v i t t a  oraz U d e n f r i e n d a  (35) 
w ynika, że DOPA może powstać z tyrozyny nie tylko pod działaniem  ty ­
rozynazy. A utorzy wyizolowali z nadnerczy wołu inną hydroksylazę ty ro­
zyny i stw ierdzili, że kofaktorem  jej jest czterohydropterydyna, co może 
wskazywać na analogię tego układu enzymatycznego z hydroksylazą fe-
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nyloalaninow ą. Obecność tej hydroksylazy tyrozyny stw ierdzono w rdze­
niu nadnerczy i mózgu zwierząt. Zm niejszone tw orzenie się u cho­
rych na fenyloketonurię noradrenaliny  i adrenaliny, wykazane przez 
W e i l - M a l h e r b e  (46) mogłoby być w św ietle badań N a g a t s u 
i wsp. w ynikiem  ham ow ania hydroksylazy tyrozyny przez fenyloalaninę 
oraz jej m etabolity. Jednak  z badań B o y l e n a  i Q u a s t e l a  (11) w y­
nika, że fenyloalanina nie m a w pływ u na biosyntezę 14C -adrenaliny 
z 14C-tyrozyny w skraw kach nadnerczy świnki m orskiej. Dodanie fenylo- 
pirogronianu sodowego w ilości porów nyw alnej do poziomu spotykanego 
we krw i chorych na fenyloketonurię powodowało natom iast 50% zaham o­
w anie tw orzenia się adrenaliny  przy równoczesnym  grom adzeniu się 
DOPA. W yniki te  wskazują, że przyczyną zmniejszonego powstawania 
adrenaliny  może być w fenyloketonurii ham ujące działanie kwasu feny- 
lopirogronowego na aktyw ność dekarboksylazy DOPA.

Zaburzenia obserw owane w fenyloketonurii dotyczą również dekarbo- 
ksylacji 5-hydroksytryptofanu, o czym świadczy zmniejszony poziom se- 
ro toniny w osoczu chorych (37) oraz w ydalanie zmniejszonych ilości kw a­
su 5-hydroksyindolooctowego w moczu. Z badań D a v i s o n a  i S a n d ­
l e r  a (14) wynika, że zarówno fenyloalanina jak  i jej m etabolity  ham ują 
in vitro  aktyw ność dekarboksylazy 5-hydroksytryptofanu. B a l d r i d g e  
i wsp. (5) stw ierdzili w zrost w ydalania kwasu 5-hydroksyindolooctowego 
w przypadku obniżenia poziomu fenyloalaniny w osoczu chorych oraz po 
podaniu L-tryptofanu osobom zdrowym.

B e r r y  i W o o l f  (6) zwrócili uwagę na obecność związku, k tó ry  
in terferow ał w ilościowym oznaczeniu kwasu fenylopirogronowego w mo­
czu chorych. Identyfikacją tego związku zajęli s i ę B o s c o t t  i B i c k e l  
(10) oraz A r m s t r o n g  i R o b i n s o n  (1), stw ierdzając w moczu znacz­
ne ilości kw asu p-hydroksyfenylom lekow ego i p-hydroksyfenylooctow ego 
a następnie (2) obecność kwasu indolomlekowego i indolooctowego. Bada­
jąc mocz dzieci chorych żywionych dietą pozbawioną fenyloalaniny zau­
ważono, że w ydalanie kw asu indolomlekowego i p-hydroksyfenylom leko­
wego zmniejszało się dopiero w momencie, gdy poziom fenyloalaniny był 
na ty le  niski, że nie stw ierdzono w ydalania kwasu fenylopirogronowego. 
W yniki te wskazują, że tw orzenie się tych arom atycznych pochodnych 
kwasu mlekowego pozostaje w związku z obecnością kwasu fenylopiro­
gronowego, którego wzmożone ilości powodują prawdopodobnie przesu­
nięcie równowagi transam inacji w k ierunku  tw orzenia się z tyrozyny 
i tryp to fanu  odpowiednich ketokwasów.

kwas fenylopirogronow y +  tyrozyna->fenyloalanina +  kwas 
p-hydroksyfenylopirogronow y 

kwas fenylopirogronow y+ tryptofan->fenyloalan ina +  kwas 
indolopirogronowy 

P rzy  udziale dehydrogenazy mleczanowej nerek kwas p-hydroksyfe­
nylopirogronow y ulega następnie redukcji do kwasu p-hydroksyfenylo-
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mlekowego, natom iast kwas indolopirogronowy — do kwasu indolom le- 
kowego. W ydaje się natom iast, że powstawanie kwasu p-hydroksyfenylo- 
octowego oraz indolooctowego odbywa się pod działaniem  flory  jelitow ej.

W yżej podany schem at 2 cytow any przez L y m a n a (27) ilu stru je  
w adliw y m etabolizm  fenyloalaniny w fenyloketonurii.

W ydaje się, że charakterystyczne dla fenyloketonurii upośledzenie 
umysłowe, jako konsekw encja tego zaburzenia metabolicznego, spowo­
dowane jest wysokim  stężeniem  fenyloalaniny lub jej m etabolitów . Hi­
poteza o w budow yw aniu u chorych na fenyloketonurię dodatkowej feny­
loalaniny do białka hem oglobiny okazała się niesłuszna z chwilą stw ier­
dzenia, że białko hem oglobiny (23) jak również białka osocza tych chorych 
(24) nie w ykazują różnic s truk tu ra lnych  w porów naniu z osobnikami zdro­
wymi.

Zaburzenia w norm alnym  funkcjonow aniu mózgu mogą być rezu lta­
tem  zakłócenia w ew nątrzkom órkow ej równowagi aminokwasów, spowo­
dowanego nadm iarem  fenyloalaniny w tkankach (26). Dotychczas jednak 
nie przeprowadzono w przypadkach fenyloketonurii analizy wolnych 
am inokwasów w mózgu lub innych tkankach.

B rak zależności pomiędzy zawartością fenyloalaniny we krw i oraz 
ilością kw asu fenylopirogronowego i fenylom lekowego w moczu a stop­
niem  inteligencji chorych wskazuje, że związki te  nie m ają bezpośrednie­
go działania toksycznego.

W o o l f  i V u l l i a m y  (47, 48) sugerują, że kwas fenylooctowy jest 
odpowiedzialny za zaburzenia psychiczne obserwowane w fenyloketonurii. 
Hipotezę tę  w ysunęli autorzy opierając się na w ynikach prac S h e r  w i- 
n a  i K e n n a r d a  (40), którzy po podaniu dorosłym  zdrowym  osobni­
kom 5g dawki kwasu fenylooctowego stw ierdzili takie objaw y jak  p rag ­
nienie, nudności, senność i zaw roty głowy. Podanie chorym  dzieciom na­
w et dużych dawek kwasu fenylooctowego było jednak jak  się w ydaje, 
bez wpływ u.

Kwas fenylooctow y m ógłby również działać toksycznie poprzez od­
ciąganie z mózgu glu tam iny  do tw orzenia wydalanego z moczem połącze­
nia — fenyloacetyloglutam iny.

Isto tne znaczenie dla w yw ołania zaburzeń funkcji mózgowych mogą 
mieć również aminy. Obecności o -tyram iny — prekursora  kwasu o-hydro- 
ksyfenylooctowego nie stw ierdzono jednak dotychczas w płynach ustro ­
jowych u chorych. Stw ierdzono natom iast znaczne zwiększenie w ydala­
nia fenyloetyloam iny po podaniu chorym  na fenyloketonurię inhibitorów 
oksydazy m onoam inowej takich jak: |3-fenyloizopropylohydrazyna, nia- 
lam id, izokarboksyazyd oraz pargylina (18, 36). Badania P e r r y ’ e g o  
i wsp. (39) nie w ykazały obecności am in w płynie m ózgowo-rdzeniowym 
chorych naw et po podaniu inhibitorów. Możliwe jednak, ze am iny nie są 
transportow ane in vivo z mózgu do płynu mózgowo-rdzeniowego.
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Stwierdzone u chorych na fenyloketonurię obniżenie poziomu seroto- 
n iny mogłoby mieć związek z upośledzeniem  umysłowym . Rola serotoni- 
ny nie jest jeszcze dobrze poznana, w ydaje się jednak, że am ina ta  ma 
znaczenie dla funkcji centralnego system u nerwowego. Nie stw ierdzono 
korelacji pomiędzy poziomem serotoniny we krw i a stopniem  inteligencji 
u chorych (38). W yjaśnienie tego zagadnienia przez podanie serotoniny 
chorym  jest niew ykonalne ze względu na stw ierdzoną niezdolność tego 
związku do przekroczenia bariery  krew —mózg.

K om petytyw ne ham ow anie dekarboksylazy kwasu glutam inowego 
przez pochodne fenyloalaniny, które w ykazał in vitro  H a n s o n  (17) 
a następnie potw ierdził T a s h i a n (42), może mieć duże znaczenie dla 
tw orzenia kwasu 'y-aminomasłowego w mózgu. Stężenia substratów  sto­
sowane w tych doświadczeniach były jednak wyższe niż spodziewane 
in vivo.

Z przytoczonych hipotez patogenezy zaburzeń um ysłowych tow arzy­
szących fenyloketonurii wynika, że odpowiedzialny za w yw ołane zm iany 
może być jeden lub kilka związków toksycznych. Całkowite w yjaśnienie 
tego problem u u łatw i w przyszłości leczenie fenyloketonurii, k tóre 
w chwili obecnej polega na ograniczeniu fenyloalaniny w  diecie chorych 
do podstawowego m inim um  niezbędnego do norm alnej syntezy białka.
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Post.  Biochem.,  12, 373—381 (1966)

TERES A L A S K O W S K A -K L IT A  *

Przemiana kwasu />-hydroksyfenylopirogronowego

The Metabolism of p-hydroxyphenylpyruvic Acid

T he m a in  m e tab o lic  p a th w a y  as w e ll as o th e r  o x id a tiv e  and  re d u c tiv e  p a th  of 
p -h y d ro x y p h e n y lp y ru v ic  acid  a re  d iscussed .

Kwas p-hydroksyfenylopirogronow y jest produktem  transam inacji ty ­
rozyny. Może on ulegać w ustro ju  zarówno utlenianiu  jak  i redukcji.

I. Utlenianie kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego

Znane są dwie drogi u tlen ian ia  tego związku. Produktem  pierwszej 
jest kwas hom ogentyzynowy, produktem  drugiej kwas p-hydroksyfeny- 
looctowy. Lepiej poznaną i ilościowo przew ażającą jest pierwsza reakcja, 
katalizow ana przez oksydazę kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego 
i stanowiąca ogniwo w łańcuchu przem ian, w których tyrozyna utlenia 
się do C 0 2 i H20 .

Powstawanie kwasu homogentyzynowego. Oksydaza kwasu p -hydro­
ksyfenylopirogronowego zwana również hydroksylazą kwasu p-hydroksy­
fenylopirogronowego (E.C. 1.14.2.2) katalizuje następującą reakcję: 
kwas p-hydroksyfenylopirogronow y +  kwas a sk o rb in o w y + 0 2-> kwas ho­

m ogentyzynowy +  kwas dehydroaskorbinow y+ H20
W reakcji tej zachodzi równocześnie hydroksylacja pierścienia, p rze­

sunięcie łańcucha bocznego i jego tlenow a dekarboksylacja.
Pierw sze badania prowadzone przez K n o x a  i L e  M a y - K n o x a  

(10) wskazywały, że produktem  pośrednim  reakcji m ógłby być kwas 2,5- 
dw uhydroksyfenylopirogronow y, ponieważ związek ten  był u tlen iany  
przez wyciąg z w ątroby .' Badania te były zgodne ze schem atem  reakcji 
proponowanym  w roku 1909 przez N e u b a u e r a (15).

* D r, s ta rsz y  a sy s te n t Z a k ła d u  C hem ii F izjo log icznej AM w  W arszaw ie.
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W tym  ujęciu przejście kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego 
w kwas hom ogentyzynowy następuje w dwu etapach, pierwszy obejm uje 
dołączenie grupy hydroksylow ej do pierścienia i przesunięcie łańcucha 
bocznego, drugi zaś dekarboksylację tlenow ą powstałego związku.

Kwas p-hydroksyfenylo- Kwas 2,5-dwuhydroksy- Kwas homogen- 
pinogronowy fenylopirogronowy tyzynowy

Przem ieszczanie się łańcucha potw ierdziły w yniki S c h e p a r t z a  
i G u r i n a  (17) uzyskane w doświadczeniach izotopowych in vivo. Jeżeli 
podawano szczurom fenyloalaninę znakowaną 14C w pozycji C -l, C-3 i C-5 
pierścienia odnajdowano izotop w grupie m etylow ej kwasu acetyloocto- 
wego, co w skazuje na przesunięcie łańcucha bocznego przy pierścieniu.

* - 14C w pierścieniu
• - 14C w łańcuchu

CH2-ĆHNH2- Ć 0 0 H

Fenyloalanina Tyrozyna Kwas homogentyzynowy Kwas acetylooctowy

N atom iast w doświadczeniach z fenyloalaniną znakowaną 14C w łań­
cuchu wykazano izotop w grupie -COOH kw asu acetylooctowego. Jednak  
nie udało się wykazać pow staw ania kwasu 2,5-dw uhydroksyfenylopiro- 
gronowego w toku zachodzącej reakcji enzym atycznej (5, 12). Badania 
prowadzone w pracow ni K n o x a  (5, 8) i przez L a  D u  i Z a n n o n i  
(12) w latach 1955— 1957 nie potw ierdziły udziału dwóch enzymów w prze­
biegu tej reakcji. W yniki prac K n o x a  (8) nad oczyszczaniem hydroksy­
lazy z w ątroby wieprzowej oraz analiza katalizow anej przez nią reakcji 
wykazały, że przejście kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego w kwas 
hom ogentyzynowy jest, mimo złożoności procesu, reakcją jednoetapow ą 
zachodzącą przy udziale jednego enzymu. Nie stw ierdzono również pow­
staw ania, jako związku pośredniego w  reakcji, kwasu 2,5-dwuhydroksy- 
fenylopirogronowego, ani też nie udało się wykazać utleniania tego kw a­
su przez oczyszczone p repara ty  hydroksylazy. Być może, że pow staje on 
przejściowo na powierzchni białka enzymu i jest natychm iast dalej u tle ­
niany, nie w ystępuje więc w stanie wolnym.

W roku 1963 D a ł y  i W i t k o p p ( 4 )  zaproponowali inny mechanizm 
reakcji katalizow anej przez hydroksylazę kwasu p-hydroksyfenylopiro­
gronowego (rysunek 1)

OH /

c h 2- c h n h 2- c o o h  o h

ch3- c o - c h 2- c o o h
, c h 2- c o o h
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OH OH

c h 2-c o -c o o h OH

H O -O

O

CH2-CO-COOH

c h 2

R ys. 1. M echanizm  re a k c ji k a ta lizo w an e j p rzez  hyd ro k sy lazę  k w asu  p -h y d ro k sy fe -  
ny lop irogronow ego , p ro p o n o w an y  p rzez  D a l  y ’e g o  i W i t k o p p a  (4)

Zakładają oni konieczność w ystępow ania w substracie grupy hydroksylo­
wej w położeniu para, k tóra brałaby udział w przegrupow aniach we- 
wnątrzcząsteczkow ych zachodzących podczas reakcji. Jednakże badania 
T a n i g u c h i  i A r m s t r o n g a  (23) nie potw ierdzają konieczności w y­
stępow ania grupy -OH. A utorzy ci wykazali, że kwas fenylopirogronow y 
i jego 4-fluoro- i 4-m etylo- pochodne mogą być u tleniane do kwasów 
2-hydroksyfenylooctow ego (I), 5-fluoro- (II) oraz 5-m etylo-2-hydroksyfe- 
nylooctowego (III) przez oczyszczoną hydroksylazę kwasu p-hydroksyfe- 
nylopirogronowego, mimo że żaden z tych związków nie posiada grupy 
hydroksylow ej w położeniu para do łańcucha bocznego. Prawdopodobnie 
zatem  grupa -OH pomaga w przyłączeniu się substra tu  do aktyw nego 
centrum  enzym u i ułatw ia reakcję, ale nie jest potrzebna do jej zapocząt­
kowania.

Ja k  zauważyli K n o x  i L e  M a y - K n o x ( l O )  hydroksylaza kw asu 
p-hydroksyfenylopirogronow ego jest ham ow ana przez nadm iar substratu , 
a dodanie kw asu askorbinowego zapobiega zahamowaniu. Obserw acje te 
potwierdzono następnie w pracow niach L a  D u  i S e a l o c k a  (11,18). 
Aktywność tego enzym u w w ątrobie świnek m orskich jest in vitro  taka 
sam a zarówno u zw ierząt chorych na szkorbut jak  i norm alnych. Dopiero 
po dootrzewnow ym  obciążeniu kwasem  p-hydroksyfenylopirogronow ym

F

OH OHI II III
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zw ierząt z awitam inozą C aktywność hydroksylazy spada do jednej trz e ­
ciej, czego nie obserw uje się u zw ierząt zdrowych (30). Kwas L -askorbi­
nowy zapobiega zatem  w organizmie ham ow aniu hydroksylazy przez nad ­
m iar wprowadzonego substratu . In vitro kwas l  -askorbinow y można za­
stąpić innym  związkiem jak  kwas izoaskorbinowy lub 2,6-dwuchlorofe- 
nyloindofenol (12), k tó ry  w stanie zredukow anym  w obecności g lu tationu  
lub cysteiny jest znacznie bardziej aktyw ny zwłaszcza w prepara tach  
oczyszczonych (31). Śladową początkowo aktyw ność hydroksylazy kw asu 
p-hydroksyfenylopirogronow ego u płodów i nowonarodzonych szczurów 
narastającą w pierw szych dniach życia, można było zwiększyć k ilkak ro t­
nie in vitro przez dodanie 2,6-dwuchlorofenyloindofenolu. Związek ten  
uczynnia także p repara ty  enzymatyczne, które straciły  aktyw ność w w y­
niku długotrw ałego przechow yw ania (7, 16). Podobne działanie ak tyw u­
jące in vitro  w ykazują również inne związki o s truk tu rze  p-chinoidowej 
(29), m ianowicie tionina i błękit toluidynow y w postaci zredukow anej.

Związkiem aktyw ującym  hydroksylazę in vitro i in vivo jest w ystępu­
jący fizjologicznie w organizm ach ubichinon, koenzym  Q10, k tó ry  w obec­
ności kwasu askorbinowego m a form ę zredukow aną. U zwierzęcia chorego 
na szkorbut w strzyknięcie ubichinonu po doustnym  obciążeniu tyrozyną 
zapobiega w ydalaniu z moczem kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego 
(31, 33). Również kwas foliowy zapobiega in vivo  ham ow aniu hydroksy­
lazy kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego przez nadm iar substra tu , nie 
chroni jednak enzym u in vitro. Nie wiadomo czy przyczyną tego jest m a­
ła trw ałość zredukow anej form y kwasu foliowego in vitro, czy też zw ią­
zek ten  in vivo  działa nie w prost lecz poprzez inne czynniki układu (32).

M echanizm ochronnego działania substancji redukujących jest nadal 
nie w yjaśniony. Być może u trzym ują  one w stanie zredukow anym  ak tyw ­
ne centrum  enzymu, lub jakiś składnik układu, zapobiegając tym  sam ym  
zmianom  zachodzącym przy nadm iarze substratu , czy też pow staw aniu 
z substra tu  pochodnych ham ujących enzym.

Ham owanie enzym u przez związki rtęciow e i zniesienie tej inhibicji 
przez glutation przem aw iałoby za obecnością grup -SH istotnych dla dzia­
łania enzymu (5). Silnym i inhibitoram i enzym u są również czynniki che- 
latu jące m etal. Początkowo sugerowano obecność jonów Cu2+ w cząstecz­
ce enzym u (5), ham ow anie bowiem dw uetylodw utiokarbam inianem  ustę­
puje  po dodaniu jonów Cu2+ (12). O statnie badania G o s w a m i (6) w ska­
zują jednak, że m etalem  związanym  z białkiem  enzymu jest raczej F e2+ 
niż Cu2+. Z wyników doświadczeń Goswami wnioskuje, że z cząsteczki 
tlenu  biorącej udział w reakcji jeden atom  przyłącza się do substra tu , 
a drugi pobiera e lek trony  z F e2+ i łącząc się z wodorem  daje cząsteczkę 
wody. U tlenienie żelaza w cząsteczce hydroksylazy powoduje praw do­
podobnie jej inaktyw ację.

T a n i g u c h i  i wsp. (22) w roku 1963 w ysunęli hipotezę, że hydro- 
ksylaza kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego jest enzymem o dwóch
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centrach aktywności. Jedno z nich brałoby udział w utlen ian iu  kw asu 
p-hydroksyfenylopirogronow ego do kwasu hom ogentyzynowego a d ru ­
gie — w u tlen ian iu  kwasu fenylopirogronowego do kwasu o-hydroksyfe- 
nylooctowego. Hipotezę tę oparto na następujących obserwacjach. Pod­
czas oczyszczania obie aktyw ności znajdowano w tych samych frakcjach 
białkowych. Czas potrzebny do inaktyw acji cieplnej i wielkość tej inakty- 
w acji w różnych tem pera tu rach  były dla obu aktyw ności te same. W oby­
dwu przypadkach niezbędna jest obecność tlenu  atm osferycznego oraz 
dużych ilości substancji redukującej jak  kwas askorbinowy czy zreduko­
w any 2,6-dwuchlorofenyloindofenol. Obie reakcje ham ow ane są odw ra­
calnie przez nadm iar substra tu  oraz przez czynniki kom pleksujące m etal.

Hipoteza o dwóch centrach aktyw ności jest szczególnie in teresująca 
ze względu na w ystępow anie kw asu o-hydroksyfenylooctowego w moczu 
chorych na fenyloketonurię. Dotychczas nie jest znany m echanizm  pow­
staw ania tego związku w organizmie zwierzęcym. Po podaniu szczurom 
14C-fenyloalaniny stw ierdzano w moczu obecność znakowanego kwasu 
o-hydroksyfenylooctowego w ilościach proporcjonalnych do stężenia fe­
nyloalaniny w osoczu (23). Zwiększone w ydalanie tego kw asu obserwo­
wano również po obciążeniu kwasem  fenylopirogronowym  (1, 24). Kwas 
o-hydroksyfenylooctow y powstawać może po obciążeniu również z o-ty- 
rozyny (25). Hipoteza T a n i g u c h i  w yjaśnia m echanizm  pow staw ania 
kwasu o-hydroksyfenylooctowego. Pow stający z fenyloalaniny kwas fe- 
nylopirogronow y byłby substratem  dla drugiego centrum  aktyw ności hy- 
droksylazy kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego. Nagrom adzający się 
u chorych na fenyloketonurię kwas fenylopirogronow y w ydalałby się 
z moczem po u tlen ien iu  przez hydroksylazę do kwasu o-hydroksyfenylo­
octowego.

Powstawanie kwasu p-hydroksyfenylooctowego. W roku 1952 K i r- 
b e r g e r  i B i i c h e r  (9) po doustnym  i dootrzewnow ym  obciążeniu k ró­
lików tyrozyną bądź też kwasem  p-hydroksyfenylopirogronow ym  znajdo­
w ali w moczu kwas p-hydroksyfenylooctow y. A utorzy stw ierdzili, że 
przem ianie tej ulega około l'°/o podanej tyrozyny oraz około 40°/o kw asu 
p-hydroksyfenylopirogronow ego. W roku 1956 A r m s t r o n g  i wsp. (2) 
wyizolowali ten  związek z moczu ludzi zdrowych. Po podaniu kwasu 
p-m etylopirogronow ego izolowano z moczu królików kwas p-m etylofeny- 
looctowy połączony z glicyną (25). Z moczu szczurów obciążonych p -ty ra - 
m iną izolowano kwas p-hydroksyfenaceturow y (połączony z glicyną kwas 
p-hydroksyfenylooctow y) (14).

Kwas p-hydroksyfenylooctow y powstawać może dwiema różnym i 
drogam i. Może on być albo ( produktem  dekarboksylacji oksydatyw nej 
kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego, albo też może powstać z p -ty ra - 
m iny pod działaniem  kolejno dwóch enzymów oksydazy monoaminowej 
i oksydazy aldehydow ej (patrz schem at 1). Zagadnienie pow staw ania 
kwasu p-hydroksy fenylooctowego w yjaśniają doświadczenia W i 11 i a m -
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s a  i B a b u s c i o  ze związkami znakow anym i 14C (28). U szczura l°/o 
znakowanej tyrozyny zostaje utleniony do kwasu p-hydroksyfenyloocto- 
wego wydalanego z moczem. Główna jego część, to znaczy 68°/o, pow staje 
w w yniku dekarboksylacji oksydatyw nej kwasu p-hydroksyfenylopiro- 
gronowego, zaś 32% z p-tyram iny.

Tyramina

Oksydaza 
monoaminowa, 
oksydaza 
aldehydowa

Kwas p-hydroksyfenylo- Dekarboksylacja Kwas p-hydnoksyfenylo-
pirogronowy oksydatywna octow^

S ch em at 1. P o w sta w a n ie  k w asu  p -hyd ro k sy fen y lo o c to w eg o

M echanizm oraz układ enzym atyczny katalizujący dekabroksylację 
oksydatyw ną kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego są zupełnie n iezna­
ne. B rak jest również doświadczeń in vitro  nad tym  procesem, w szystkie 
dotychczasowe doświadczenia były przeprow adzane in vivo.

II. Redukcja kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego

Znane są dwie reakcje redukcji kwasu p-hydroksyfenylopirogronow e­
go. Jedna prowadzi do pow stania kwasu p-hydroksyfenylopropionow ego 
poprzez kwas p-hydroksyfenylom lekow y. D ruga poprzedzana przez de- 
karboksylację zwykłą prowadzi do tyrozolu.

Powstawanie kwasu p-hydroksyfenylopropionowego. M e i s t e r  w ro­
ku 1950 (13) badając am inotransferazę tyrozyny w w ątrobie szczura zau­
ważył, że pow stający w reakcji kwas p-hydroksyfenylopirogronow y ulega 
redukcji przy udziale zredukow anego NAD do kwasu p-hydroksyfenylo- 
mlekowego. A utor przypuszczał, że enzymem  katalizującym  tę redukcję 
nie jest dehydrogenaza mleczanowa, bowiem oczyszczone p repara ty  tego 
enzym u w bardzo niew ielkim  procencie redukow ały kwas p-hydroksyfe­
nylopirogronowy. W e b e r  i wsp. w roku 1964 (27) sugerowali, że 
w  tkankach ssaków znajduje się dehydrogenaza zależna od NAD, k tó ra  
tow arzyszy dehydrogenazie mleczanowej. Enzym ten m iałby katalizować 
redukcję arom atycznych ketokwasów. W roku 1965 S k y e  i E b n e r  
(21) frakcjonując siarczanem  amonowym i etanolem  dehydrogenazę m le- 
czanową w ątroby szczura oraz p repara t handlow y tego enzym u z m ięśnia 
sercowego, uzyskali w yniki potw ierdzające przypuszczenie o istn ieniu  
swoistego enzym u katalizującego redukcję kwasu p-hydroksyfenylopiro-

Dekarboksulacja 
Tyrozyna ---------------------- -— -—

Transaminacja
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gronowego. W roku 1960 B o o t h i wsp. (3) w badaniach nad m etaboliz­
m em  fenolowych pochodnych tyrozyny znaleźli w moczu szczura i k ró li­
ka kwas p-hydroksyfenylom lekow y oraz kwas p-hydroksyfenylopropio- 
nowy. Obciążenie kwasem  p-hydroksyfenylopirogronow ym  powodowało 
znaczne zwiększenie w ydalania obu kwasów.

OH

CHZ 
I

H - C - O H
I

CO OH
Kwas p-h ydroksyfenylo- 

mlekowy

OH

Kwas p-hydroksyfenylo- 
propionowy

OH

Dehydrogenaza
alkoholowa

Aldehyd p-hydroksyfenylo­
octowy

CHo
I 2
C H P H

Tyrozol

R ys. 2. R e d u k c ja  k w a su  p -h y d ro k sy fen y lo p iro g ro n o w eg o

Pow staw anie kw asu p-hydroksyfenylopropionow ego obserwowano nie 
ty lko u kręgowców. S e k e r i s  i K a r l s o n  (19) podczas inkubacji ty ­
rozyny z hom ogenatem  larw  Calliphora w ykazał powstawanie obok in­
nych związków również kw asu p-hydroksyfenylopropionow ego. Brak jed ­
nak bliższych danych na tem at m echanizm u tej reakcji.

Powstawanie tyrozolu. S e n t h e s h a m i n g a n a t h a n  i E l d s e n  
w roku  1958 (20) badali powstawanie tyrozolu przy udziale wyciągu 
z drożdży Saccharomyces cerevisiae. Kwas p-hydroksyfenylopirogronow y 
jest przez dekarboksylazę drożdżową przeprow adzany w aldehyd p-hydro- 
ksyfenylooctow y, k tó ry  następnie jest redukow any do alkoholu. Redukcję 
tę kata lizu je  dehydrogenaza alkoholowa, a dawcą atomów wodoru jest 
zredukow any NAD.

Do niedaw na sądzono, że tyrozol jest alkoholem  pow stającym  tylko 
u m ikroorganizm ów, jednak ostatnio N a k a j i m a  i S a n o  (14) w yka­
zali obecność tego związku w moczu szczurów. Nie wiadomo jednak, czy 
m echanizm  pow staw ania tyrozolu u szczura jest tak i sam jak u drożdży.
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Uwagi końcowe

Główną drogą przem iany powstającego w procesie transam inacji ty ­
rozyny kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego jest spalanie poprzez kw as 
hom ogentyzynowy do COz i H20 .

Pew na część tego kwasu może być m etabolizowana również w inny 
sposób, a p rodukty  przem ian w ydalane są z moczem. Uboczne drogi p rze­
m iany kwasu p-hydroksyfenylopirogronow ego nie są jednak jeszcze do­
kładnie poznane. Bliższych danych na ten  tem at dostarczą być może ba­
dania nad stanam i patologicznymi, w których nagrom adzają się p rodukty  
m etabolizm u tego kwasu.
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Post. Biochem.,  12, 383—395 (1966)

H A N N A  WE HR  *

O lipoproteidach surowicy 

Serum Lipoproteins

D ata  concern ing  th e  c lassif ica tion , chem ica l com position  and  physio log ica l ro le  
of se ru m  lip o p ro te in s  as w e ll as th e ir  p a tte rn s  in  som e physio log ica l an d  p a th o lo g ica l 
co nd itions a re  p re sen ted .

Ze względu na znaczenie tłuszczu jako źródła oraz form y przechowy­
w ania energii transport lipidów jest bardzo ważnym  procesem w ustro ju .

Tłuszcze są transportow ane z krw ią w postaci lipoproteidów. Połącze­
nie nierozpuszczalnych w wodzie trójglicerydów  z białkiem  i fosfolipi­
dami nadaje cząsteczce powinowactwo do wody i umożliwia swobodną 
wędrówkę w płynach ustrojow ych. In tegralnym  składnikiem  lipoprotei­
dów jest ponadto cholesterol w ystępujący w nich częściowo w postaci ze- 
stryfikow anej z resztam i kwasów tłuszczowych.

Większość lipoproteidów surow icy ma ciężar cząsteczkowy od 200 000 
do 10 000 000 i zaw iera 10—95°/o lipidów (36).

Podział lipoproteidów surowicy

Lipoproteidy surow icy różnych gatunków  zw ierząt różnią się dość 
znacznie. Poniżej przedstaw ione dane dotyczą surow icy krw i ludzkiej.

Cholesterol i fosfolipidy surow icy w ystępują we frakcji euglobulino- 
wej. E lektroforeza bibułow a w ykazuje obecność dwu głównych frakcji 
lipoproteidowych: a-lipoproteidy o ruchliwości elektroforetycznej trochę 
większej niż a x globuliny i P-lipoproteidy w ędrujące razem  z (5-globulina- 
mi (48). W surow icy u osób zdrowych ilość ^-lipoproteidów jest około dwa 
razy większa niż a-lipoproteidów . Czasem elektroforeza w ykazuje jeszcze 
frakcję  prealbum inow ą a często, zwłaszcza po posiłku bogatym  w tłuszcz, 
pojaw ia się frakcja  zajm ująca obszar od linii s ta rtu  aż do frakcji (5 — są

* D r m ed., ad iu n k t, k ie ro w n ik  L a b o ra to r iu m  Z espołu  K lin ik  Z ak aźn y ch  A k a ­
dem ii M edycznej w  W arszaw ie .
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to lipoproteidy zaw ierające dużą ilość tłuszczu obojętnego czyli chylom i- 
krony. W elektroforezie wolnej i w elektroforezie pasmowej na skrobii 
lub  żywicach poliw inylowych chylom ikrony stanow ią frakcję a 2, pod­
czas gdy pozostałe frakcje  lipoproteidowe w ędru ją  podobnie jak  na 
bibule.

Na .agarze lipoproteidy m ają większą ruchliwość elektroforetyczną. 
Główna ich grupa (odpowiadająca f3-lipoproteidom) w ystępuje blisko a- 
-globulin stanowiąc 55—60% wszystkich lipoproteidów. Oprócz niej w y­
stępują lipoalbum iny (20—25%) i frakcja prealbum inow a (15—20%). 
Im m unoelektroforeza na agarze pokazuje, że w obrębie każdej z tych 
frakcji pojaw ia się jedna linia precypitacyjna barw iąca się charak te ry ­
stycznie dla lipidów (68). P-lipoproteidy badane im m unoelektroforetycz- 
nie po rozdziale na żelu skrobiowym  w ykazują obecność dwóch lub 
naw et trzech linii (35).

Frakcjonując białka surow icy według C o h n a o trzym uje się dwie 
główne grupy lipoproteidowe: we frakcji IV zaw arte są a-lipoproteidy, 
a we frakcji III ^-lipoproteidy (10).

Przyjęto  też podział lipoproteidów na frakcje w oparciu o ich gęstość 
w stanie uwodnionym  (hydrated density). L ipoproteidy m ają niższą gę­
stość niż pozostałe białka surowicy. Poddane u ltraw irow aniu  w roztwo­
rach o dość niskich stężeniach soli „w ypływ ają” do góry. Na tym  zjaw i­
sku oparta  jest m etoda flotacji wprowadzona przez G o f m a n a  i wsp. 
(24). Analogicznie do stałej sedym entacji przyjęto pojęcie stałej flotacji 
oznaczanej symbolem S f. M etoda ultraw irow ania pozwala rozdzielić li­
poproteidy surow icy na kilka głównych grup. P rzy  w irow aniu w roztwo­
rze o ciężarze w łaściwym  1,063 chylom ikrony stanow ią grupę o stałej 
flotacji powyżej 400. F rakcja  ta  zwiększa się w ybitnie w lipem ii pokar­
m owej. Cząsteczki o niższych stałych flotacji w tym  roztworze nazwano 
lipoproteidam i o niskiej gęstości (LDL— ang. Iow density lipoproteins). 
W yodrębniana często grupa lipoproteidów o bardzo niskiej gęstości 
(VLDL) o S f od 20 do 400 stanowi klasę pośrednią m iędzy chylom ikro- 
nam i a LDL cięższymi. Ciężar w łaściwy lipoproteidów o wysokiej gęsto­
ści (HDL — ang. high density lipoproteins) mieści się w granicach 1,063— 
1,200. G rupę tę dzieli się na podgrupy HDLlf HDL2 i HDL3 o w zrasta ją­
cych ciężarach właściwych. HDLx w ystępuje w bardzo m ałych ilościach 
i flo tu je  razem  z najcięższą częścią LDL. W w arunkach stosowanych do 
rozdzielania LDL cząsteczki HDL2 i HDL3 nie flo tu ją  w ogóle i żeby roz­
dzielić je przy pomocy ultraw irow ania trzeba stosować wyższe stężenia 
soli. Gęstość dla HDL2 mieści się w granicach 1,063— 1,125, a dla HDL3 — 
w granicach 1,125— 1,200. B a r c l a y  i wsp. (5) opisali występow anie 
jeszcze dwu frakcji m iędzy HDL2 i HDL3.

W surow icy w ystępują również lipoproteidy o ciężarze właściwym  po­
wyżej 1,20. Są to głównie kom pleksy wolnych kwasów tłuszczowych 
z album inam i. Rozdział lipoproteidów surow icy uzyskany m etodą u ltra -
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w irow ania przedstaw ia schem atycznie rysunek  1. Jak  widać im niższy 
jest ciężar w łaściw y białek danej frakcji, tym  wyższa ich stała  flotacji 
i tym  większe rozm iary ich cząsteczek, a-lipoproteidy elektroforezy bi­
bułowej odpowiadają m niej więcej frakcji ultraw irów kow ej HDL, a (3-li- 
poproteidy frakcji LDL.

Opracowano m etody chrom atograficzne, które pozwalają rozdzielać 
lipoproteidy surow icy na frakcje  odpowiadające dość dokładnie frakcjom  
uzyskanym  przez u ltraw irow anie (47).

Lipoproteidy grupy (3 w ytrącane są wybiórczo przez n iektóre związki 
wielkocząsteczkowe np. m ukopolisacharydy, pochodne dekstranu  (46), he­
parynę (9), K agar (32).

Skład chemiczny i budowa cząsteczek lipoproteidów zostały dość do­
kładnie poznane. Tablica 1 przedstaw ia skład chemiczny większości grup 
lipoproteidowych surow icy (45). Ze w zrostem  ciężaru właściwego lipo­
proteidów  zm niejsza się w nich stopniowo zawartość lipidów a zwiększa 
ilość białka. Najwięcej trójglicerydów  zaw ierają chylom ikrony, a zaw ar­
tość fosfolipidów jest najw yższa we frakcjach ciężkich, najw ięcej ich 
zaw iera grupa HDL3. Cholesterol natom iast w ystępuje najobficiej we 
frakcjach „środkow ych”, najw ięcej jest go w grupie LDL o stałej flo­
tacji 0— 20.

Rozmiary cząsteczek 
18

Średnie stężenie (mg %)

R ys. 1. F ra k c je  lip o p ro te id ó w  su row icy  (wg 36) 
O b ja śn ien ia  w  te k ś c ie  

R ep r o d u k iw a n e  za z e z w o le n ie m  A c a d e m ic  P ress , Inc.

Budowa lipoproteidów
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T a b l i c a  1
Skład chemiczny lipoproteidów surowicy (wg 45)

Składniki lipidowe jako % lipidów całkowitych

Rodzaj Gęstość °//o
białka

%
lipi­
dów

Trójglice­
rydy

Fosfoli­
pidy

Estry
chole­
sterolu

Chole­
sterol
wolny

Wolne
kwasy
tłusz­
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 31 10 —
1,125—1,210 57 43 13 46 29 6 6

Kom­
pleksy al­
bumin z 
kwasami 
tłuszczo­
wymi 99 1 0 0 0 0 100

Głównym fosfolipidem  surow icy jest lecytyna. Oprócz niej w ystę­
pują  w m niejszych ilościach sfingom ielina i fosfatydyloetanoloam ina. N aj­
więcej lecytyny zaw arte jest we frakcji HDL, a sfingom ieliny we frakcji 
LDL o S f 0—20. Fosfatydyloetanoloam ina w ystępuje m niej więcej w rów ­
nych ilościach w różnych frakcjach lipoproteidowych (42). P rzy  pomocy 
m etody chrom atografii gazowej udało się ustalić również zawartość po­
szczególnych kwasów tłuszczowych w lipidowych składnikach lipopro­
teidów surow icy (18). Trójglicerydy i frakcja  wolnych kwasów tłuszczo­
wych zaw ierają najw ięcej kwasu olejowego i nieco m niej palm itynowego; 
w fosfolipidach dom inuje kwas palm itynow y i linolowy, zaś w estrach 
cholesterolu kwas linolowy znacznie przeważa nad innym i kwasami. 
W sumie około 70% cholesterolu w ystępuje w postaci zestryfikow anej.

Skład procentow y kwasów tłuszczowych w lipidach różnych frakcji 
u ltraw irów kow ych w ykazuje pewne różnice. Skład frakcji HDL i LDL
0 S f 0—20 jest podobny, natom iast frakcja  LDL o Sf 20—400 w porów­
naniu z nimi zawiera w tró jglicerydach więcej kwasu linolowego a m niej 
kwasów krótkołańcuchowych, w  fosfolipidach — więcej palm itynowego
1 stearynowego a m niej linolowego i arachidonowego, a w estrach chole­
sterolu — więcej palm itynowego i olejowego a m niej linolowego i arachi­
donowego.

Skład am inokwasowy części białkowej różnych grup lipoproteidów 
jest podobny, stw ierdzono jednak pewne różnice dotyczące ilości am ino­
kwasów N końcowych. W grupie HDL głównym  am inokwasem  N końco­
wym  jest kwas asparaginowy, a w grupie LDL o S f 3— 20 kwas glutam i­
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nowy. W m iarę w zrostu Sf ilość tego ostatniego spada, w zrasta natom iast 
ilość treoniny, seryny  oraz kwasu asparaginowego. Istnieje więc pewne 
podobieństwo budowy części białkowej lipoproteidów wysokiej gęstości 
i chylom ikronów (59).

W skład lipoproteidów  surowicy wchodzą niewielkie ilości węglowo­
danów. W P-lipoproteidach norm alnej surow icy ludzkiej stw ierdzono obec­
ność galaktozy, mannozy, glukozy i kwasu sialowego (40).

Lipoproteidy są związkami bardzo nietrw ałym i. Rozpadają się one pod 
wpływ em  dializy, zam rażania, śladów m etali ciężkich jak  również pod­
czas ekstrahow ania surow icy rozpuszczalnikam i organicznymi. Poszcze­
gólne rodzaje lipoproteidów różnią się odpornością na działanie rozm aitych 
czynników. Na przykład grupa LDL pod wpływ em  eteru  znacznie bar­
dziej zmienia się niż HDL, jest natom iast bardziej odporna na działanie 
mocznika. W skazuję to na inny typ w iązań m iędzy składnikam i lipopro­
teidów różnych frakcji (2).

Cząsteczki lipoproteidów o niższej gęstości (tzn. większe) są kuliste. 
W m iarę w zrostu ciężaru właściwego i zm niejszania się średnicy kształt 
cząsteczek jest coraz bardziej elipsoidalny.

Synteza i przemiany jednych lipoproteidów w inne

Chylom ikrony pow stają w ścianie je lita  i poprzez układ lim fatyczny 
wchodzą do krwiobiegu. Część trójglicerydów  wchodzących w ich skład 
jest hydrolizow ana w krw i przy udziale enzym u lipazy lipoproteidowej. 
Uwolnione kw asy tłuszczowe ulegają w różnych tkankach dalszym  prze­
mianom  lub estryfikacji. Największa ilość kwasów tłuszczowych jest gro­
madzona (w postaci trójglicerydów ) w tkance tłuszczowej.

Część chylom ikronów dochodzi do w ątroby  i tam  ulega dalszym  prze­
mianom (31, 26). W ątroba może również syntetyzow ać de novo kw asy 
tłuszczowe i inne składniki lipoproteidów. Stwierdzono, że skraw ki w ą­
troby włączają radioaktyw ny octan do części białkowej i lipidowej lipo­
proteidów (38) oraz radioaktyw ną leucynę do białkowej kom ponenty li­
poproteidów o gęstości poniżej 1,063 i w trochę m niejszym  stopniu do 
frakcji o gęstości od 1,063 do 1,21 (54). Trójglicerydy wątrobow e są bez­
pośrednim i prekursoram i krążących we krw i lipoproteidów o gęstości 
poniżej 1,006 i pośrednim i prekursoram i tych o wyższym  ciężarze w łaści­
wym  (28). Synteza lipoproteidów w w ątrobie jest bardzo szybka, szybsza 
niż synteza album iny surow icy (53). Duże uszkodzenia tego narządu lub 
jego usunięcie powodują spadek poziomu lipoproteidów surow icy (45).

Zagadnienie przem ian jednych lipoproteidów  w inne nie zostało jesz­
cze całkowicie w yjaśnione. Ciężar w łaściwy i rozm iary lipoproteidów 
zm ieniają się w zależności od stopniowego pobierania względnie oddawa­
nia ładunku lipidowego. Częściowo bierze udział w tych przem ianach
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lipaza lipoproteidowa, k tó ra  hydrolizuje nie tylko tró jglicerydy chylom i- 
kronów ale również innych lipoproteidów o niskiej gęstości. W ten  spo­
sób lipoproteidy o wyższej S f są stopniowo transform ow ane w lipopro- 
teidy  o niższych S f.

Nie wiadomo dotąd czy istn ieje odrębność m etaboliczna różnych grup 
lipoproteidowych. Szereg faktów  przem aw ia za m etaboliczną odrębnością 
grupy LDL i HDL. Opisano różnice w budowie części białkowych cięż­
szych LDL i HDL oraz różnice pod względem antygenow ym  (70). W obrę­
bie LDL frakcje o Sf 0—20 i S f 20— 100 są podobne immunochem icznie, 
jednak nie ma korelacji m iędzy nim i u danego osobnika. Różnice w roz­
mieszczeniu kwasów tłuszczowych i różnice dotyczące części białkowych 
mogą przem awiać za pewną niezależnością m etaboliczną tych frakcji. 
Pew ien związek m etaboliczny stw ierdzono m iędzy grupą lżejszych LDL 
i grupą HDL. Poza wspom nianym  już podobieństwem  budowy ich części 
białkowych stwierdzono, że część białkowa chylom ikronów jest w rów ­
nowadze z lipoproteidam i grupy HDL (17).

Na podstawie przedstaw ionych danych trudno jest ująć w jedną ca­
łość przebieg w zajem nych przem ian lipoproteidów. N iektórzy autorzy 
p rzyjm ują istnienie dwu niezależnych od siebie cyklów przyłączania i od­
łączania ładunku lipidowego: jeden dotyczyć m a LDL, drugi HDL (16). 
L i n d g r e n  i N i c h o l s  (36) w ysunęli przypuszczenie, że część lipi­
dowa w cząsteczce LDL (złożona z cholesterolu, fosfolipidów i glicery­
dów) otoczona jest cząsteczkami lipoproteidów wysokiej gęstości, a więc, 
że cząsteczki HDL są częścią składową cząsteczki LDL. Istnieje też po­
gląd, że chylom ikrony mogą być źródłem  HDL (11, 70). W ostatnim  cza­
sie N i c h o 1 s i wsp. (43, 55) wykazali, że podczas inkubacji surow icy 
in vitro  tró jg licerydy przechodzą z frakcji o S f 20— 105 do frakcji o Sf 
0—20 i do lipoproteidów wysokiej gęstości. Jednocześnie estry  choleste­
rolu i fosfolipidy są przenoszone w drugą stronę, tzn. z HDL i frakcji o S f 
0— 20 do frakcji o Sf 20— 105. Przechodzenie trójglicerydów  z lipopro­
teidów lżejszych do cięższych a estrów  cholesterolu i fosfolipidów — 
z cięższych do lżejszych nie jest reakcją enzym atyczną lecz zjaw iskiem  
fizycznym. A utorzy uw ażają zdolność do takich przem ian za podstawową 
cechę lipoproteidów, a różnice w zawartości kwasów tłuszczowych w gli­
cerydach różnych frakcji lipoproteidowych tłum aczą specyficznością re ­
akcji przenoszenia.

W surow icy zachodzi również przenoszenie kwasów tłuszczowych 
z jednych lipidów na drugie. Zaobserwowane już dawno (65) zjawisko 
spadku stężenia wolnego cholesterolu w inkubowanej surow icy bez zmian 
w  zawartości cholesterolu całkowitego dopiero ostatnio zostało dokładnie 
w yjaśnione. Oczyszczono enzym  — transferazę kwasów tłuszczowych, 
k tó ry  katalizuje przenoszenie cząsteczki kwasu tłuszczowego z lecytyny 
HDL na cholesterol w olny wszystkich frakcji lipoproteidowych. Przeno­
szone są głównie cząsteczki kwasów nienasyconych, tzn. pochodzące z C-2
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lecytyny. W rezultacie w surow icy spada ilość cholesterolu wolnego i le­
cytyny, w zrastają  natom iast estry  cholesterolu, glicerofosfocholina i wol­
na cholina. Dwa ostatnie związki pow stają z lizolecytyny utworzonej 
w w yniku odłączenia od lecytyny cząsteczki kwasu tłuszczowego. T rans- 
feraza kwasów tłuszczowych jest ham ow ana przez wysokie stężenie kw a­
sów żółciowych. (20, 21, 22, 23, 63) Enzym jest syntetyzow any w w ątro ­
bie, ale m iejscem  jego działania jest surowica (8). W ydaje się, że opisana 
reakcja transestry fikacji pod względem ilościowym ma duże znaczenie 
w ogólnym m etabolizm ie cholesterolu. Reakcja transestry fikacji jest nie­
zależna od opisanego poprzednio zjaw iska przenoszenia trójglicerydów  
z lipoproteidów lżejszych na cięższe i zastępowania ich estram i choleste­
rolu i fosfolipidami. To ostatnie zjawisko może zachodzić w nieobecności 
transferazy  kwasów tłuszczowych. W surow icy oba procesy przebiegają 
równocześnie i niezależnie od siebie.

Znaczenie fizjologiczne lipoproteidów

Chylom ikrony przenoszą tró jg licerydy przez układ lim fatyczny z jelit 
do krwiobiegu. Tkanka tłuszczowa pobiera tró jg licerydy z chylom ikro- 
nów tylko w czasie lipem ii pokarm owej. W innych okresach pobiera je 
z lipoproteidów frakcji LDL o wyższym ciężarze właściwym  i ten  ostatn i 
proces uważać można za ilościowo ważniejszy, ponieważ zachodzi on 
stale (37). Główną rolą pow stających w w ątrobie P-lipoproteidów jest za­
tem  transport trójglicerydów  z w ątroby  do tkanki tłuszczowej. O 1 s o n 
i V e s t e r  (45) są zdania, że część peptydow a P-lipoproteidów tylko je­
den raz odbywa drogę z ładunkiem  lipidowym  i potem  jest degradowana. 
P-lipoproteidy tran spo rtu ją  również cholesterol. Wiadomo, że w sy tua­
cjach gdy synteza cholesterolu jest nadm ierna lub jego rozpad opóźniony, 
frakcja  „w ysokocholesterolow a” surow icy tzn. głównie frakcja o Sf 0—20 
stanowi system  usuw ający nadm iar cholesterolu — jej poziom w surow icy 
w tedy wzrasta.

Wysoka zawartość kwasu linolowego w estrach cholesterolu nasuwa 
przypuszczenie, że cholesterol w lipoproteidach może mieć specjalne zna­
czenie w transporcie kwasu linolowego (25). Podobną rolę m ogłyby od­
grywać fosfolipidy w przenoszeniu kwasów nienasyconych. Znaczenie 
fosfolipidów polega jednak przede wszystkim  na tw orzeniu niezbędnej 
do transportu  rozpuszczalnej form y tłuszczu. P rzy  niedoborze choliny 
tkanka w ątrobow a nie uw alnia trójglicerydów  do płynu otaczającego, 
podczas gdy w w arunkach praw idłow ych uw alnianie takie zachodzi (27).

Rola a-lipoproteidów  (HDL) w transporcie tłuszczu jest m niej w y­
jaśniona. Możliwe, że odgryw ają one rolę w tw orzeniu chylom ikronów 
w kom órkach jelita  i w ten  sposób są związane z przenoszeniem  lipidów 
z jelita  do w ątroby  (45).
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Wolne kwasy tłuszczowe o krótszych łańcuchach są transportow ane 
głównie z album inam i surowicy. S h a f r i r  i G a t t  (62) stw ierdzili, 
że w m iarę w zrostu apolarności cząsteczek kwasów tłuszczowych (czyli 
w m iarę zwiększania się długości łańcucha) lipoproteidy odgryw ają coraz 
większą rolę w ich transporcie w porów naniu z album inam i. Procentow a 
zawartość wolnych kwasów tłuszczowych w lipoproteidach nie jest w iel­
ka, ale ilościowe znaczenie tego transportu  jest dość duże.

Lipoproteidy tran spo rtu ją  z krw ią niektóre horm ony i w itam iny roz­
puszczalne w tłuszczach (np. estrogeny, w itam iny A). Również aktyw ność 
pew nych enzymów związana jest z lipoproteidam i surowicy. U r i e 1 (69) 
w ykazał, że dwie stre fy  aktyw ności esterazow ej surow icy związane są 
jedna z LDL, druga z HDL. Ponadto takie czynniki układu krzepnięcia 
krw i jak antytrom bina III i prawdopodobnie antytrom bina II czyli ko- 
fak to r heparyny (14) m ają charak ter lipoproteidowy. A n d e r s o n  uw a­
ża (1), że zm iany w stężeniu lipoproteidów surow icy mogą wpływać na 
fizjologiczny m echanizm  fibrynolizy. R i d i n g stw ierdził ham ow anie 
plazm iny przez (3-lipoproteidy (56).

Regulacja gospodarki lipidowej i kontrola transportu  tłuszczu w du­
żym stopniu odbywa się w wątrobie. Pierw szym  etapem  mobilizacji tłusz­
czu z rezerw  jest przeniesienie go do w ątroby, a- i P-lipoproteidy ulegają 
rozpadowi w tym  narządzie. W ątroba w ychw ytuje z surow icy estry  cho­
lesterolu (67) i odgrywa ważną rolę w degradacji i przem ianach chole­
sterolu i fosfatydów (34, 72).

Lipoproteidy surowicy w niektórych stanach fizjologicznych i patologicznych

Lipidy oznaczane w wyciągach alkoholowo-eterowych (lub innych) 
surow icy są w rzeczywistości artefaktam i, produktam i rozpadu lipo­
proteidów. Ich stężenie ogólne stanowi wypadkow ą stężeń tych związ­
ków w różnych klasach lipoproteidowych. W praktyce laboratory jnej 
jest jednak łatw iej oznaczyć lipidy np. cholesterol, fosfolipidy lub tró j- 
glicerydy niż wykonać analizę lipoproteidów, gdyż elektroforeza nie daje 
bardzo w yraźnych wyników, zaś analiza ultraw irów kow a wym aga bardzo 
kosztownego wyposażenia i długotrw ałej procedury. Toteż oznaczanie li­
pidów w surowicy m etodam i chemicznym i stosuje się powszechnie 
i w przybliżony sposób spełnia ono jednak zadanie w dziedzinie diagno­
styki.

Poniżej przedstaw ione dane dotyczą zmian poziomu lipidów i lipopro­
teidów surow icy u ludzi zdrowych i w kilku w ybranych stanach patolo­
gicznych. Ogólnie biorąc, frakcja  LDL zmienia się o wiele bardziej pod 
wpływ em  różnych czynników niż HDL.

Wiek, pleć, czynniki pokarmowe. Różnice w zawartości lipoproteidów 
m iędzy surowicą mężczyzn i kobiet zm ieniają się zależnie od rodzaju
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frakcji i od w ieku osobnika. U obu płci w zrasta z wiekiem  ogólny poziom 
lipoproteidów surowicy.

Po jedzeniu w zrasta frakcja  chylom ikronów. W głodzie obserw uje się 
wzrost wolnych kwasów tłuszczowych, cholesterolu, fosfolipidów i (5-lipo- 
proteidów w surowicy. W przew lekłym  niedożywieniu zm iany są n ie­
wielkie i w ykazują raczej tendencję spadkową. P rzy  odżywianiu h yper- 
kalorycznym  w ystępuje wzrost cholesterolu i P-lipoproteidów (45). Skład 
jakościowy pożywienia również wpływa na lipoproteidy surowicy. Poda­
wanie nienasyconych kwasów tłuszczowych obniża w yraźnie poziom cho­
lesterolu i (5-lipoproteidów. Decydujące znaczenie m ają egzogenne kwasy: 
linolowy i linolenow y (29). Ciężkie niedożywienie białkowe powoduje 
zm niejszenie rezerw  tłuszczu, często spadek lipidów surow icy i stłuszcze- 
nie wątroby. Przyczyną tych zmian jest prawdopodobnie ograniczona syn­
teza części białkowej lipoproteidów (58).

Czynniki hormonalne. W niedoczynności tarczycy w zrasta a w nad­
czynności m aleje poziom cholesterolu surow icy i poziom głównej frakcji 
cholesterolowej lipoproteidów (LDL o S f 0—20). Zm iany te zależą od 
szybkości przem iany cholesterolu: w niedoczynności tarczycy szybkość 
jest zmniejszona a w nadczynności zwiększona (64).

Estrogeny obniżają poziom lipoproteidów surow icy i stosunek frakcji 
P do a, androgeny zaś działają odwrotnie.

Na tem at w pływ u glukokortykoidów kory nadnerczy (kortyzon i in.) 
istnieje wiele sprzecznych danych (7). Podane zdrowym  ludziom mogą 
prowadzić do spadku poziomu lipidów surowicy, u chorych działają róż­
nie (6). W ydaje się, że horm ony te biorą udział w uw alnianiu tró jg licery- 
dów z w ątroby (49). M ineralokortykoidy (np. dezoksykortykosteron) nie 
powodują w yraźnych zmian w zakresie lipoproteidów. A drenalina pobu­
dza uw alnianie wolnych kwasów tłuszczowych z tkanki tłuszczowej
i zwiększa ich poziom w surowicy. Jako skutek tej zwiększonej m obili­
zacji w zrastają  również lipoproteidy surow icy (66).

Miażdżyca. Zagadnieniem  interesującym  od dawna wielu autorów jest 
uzależnienie w ystępow ania miażdżycy od profilu  lipoproteidowego su­
rowicy. Badania nad tym i lipoproteidam i stały  się bardzo popularne 
właśnie w związku z przypisyw aną im rolą w powstaw aniu miażdżycy. 
Początkowo uważano, że decydujący dla powstawania m iażdżycy jest 
wzrost frakcji lipoproteidowej o Sf 12—30 (51). U chorych stw ierdza się 
jednak również wzrost frakcji o S f 20— 100, podwyższony poziom cho­
lesterolu i podwyższony stosunek frakcji P do frakcji a. Zm iany te nie są 
regułą i są różnie in terpretow ane przez różnych autorów  (53).

Ner czy ca. W zespole nerczycowym  stw ierdza się wzrost lipoproteidów 
grupy LDL, natom iast HDL są obniżone. Poziom cholesterolu surow icy 
znacznie w zrasta, ale stosunek ilości cholesterolu całkowitego do wolnego 
pozostaje w normie. M echanizm pow staw ania tych zmian nie jest zupeł­
nie jasny. W ysuwano możliwość upośledzonego usuwania lipidów przez
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w ątrobę (41). G i t l i n  i wsp. (19) stw ierdzili u dzieci chorych na ner- 
czycę zmniejszone przekształcanie lipoproteidów grupy o Sf 10—200 w li­
poproteidy o S f 3— 9. K atabolizm  lipoproteidów a był zwiększony. 
M a r s h  w ykazał u szczurów z nerczycą eksperym entalną zwiększoną 
syntezę lipoproteidów w w ątrobie (39).

Hyperlipemia samoistna. Obserw uje się ogólny wzrost tró jg licery- 
dów, wzrost chyl omikronów i frakcji o Sf 100—400. Ilość lipoproteidów 
wysokiej gęstości zwykle jest zmniejszona, poziom cholesterolu jest n i­
ski. Jako przyczynę wysuw ano możliwość braku lipazy lipoproteidowej 
w tkankach, ale stw ierdzano to tylko u n iektórych chorych (57).

Choroby nowotworowe. Opisano charakterystyczne obniżenie frakcji 
HDL2. W ysunięto naw et hipotezę, że frakcja ta  odgrywa jakąś rolę w zja­
w isku podatności na now otw ory (4).

Kwasica cukrzycowa. W ystępuje wzrost frakcji lipoproteidowej o S f 
12—400 i wzrost ogólny cholesterolu. Przyczyną zmian jest prawdopodob­
nie brak glukozy i m obilizacja tłuszczu zapasowego podobnie jak  w gło­
dzie. W cukrzycy kontrolow anej nie obserwowano żadnych zmian.

Choroby wątroby. P rzy  dużym  uszkodzeniu funkcji w ątroby obser­
w uje  się spadek poziomu lipidów surow icy (30, 50), co jest zrozum iałe ze 
względu na rolę w ątroby w syntezie tych związków. Stosunek frakcji P 
do a wzrasta, a zawartość procentow a cholesterolu zestryfikow anego 
znacznie spada, co ostatnio próbuje się częściowo tłum aczyć brakiem  syn­
tetyzow anej w w ątrobie transferazy  kwasów tłuszczowych. W zastoju 
żółci zm iany są inne: w ystępuje hypercholesterolem ia, hyperfosfatydem ia
i znaczny wzrost frakcji (5-lipoproteidów.

Zm iany jakościowe w lipoproteidach surowicy. W niektórych stanach 
patologicznych zaobserwowano pojaw ianie się lipoproteidów nietypow ych 
o zmienionej budowie i składzie chemicznym. W hyperlipem ii samo­
istnej stw ierdzono (12), że skład kwasów tłuszczowych w chylom ikronach 
jest zm ieniony a ogólna ilość kwasów wielonienasyconych w estrach cho­
lesterolu obniżona. Sporo danych na tem at atypow ych lipoproteidów su­
rowicy dotyczy chorób w ątroby, zwłaszcza zastoju żółci. W ielu autorów  
stw ierdziło w tych w arunkach zm iany składu chemicznego i własności 
we frakcji P, a mianowicie wyższy niż norm alnie stosunek lipidów do biał­
ka, zm niejszony stosunek cholesterolu zestryfikow anego do wolnego, ob­
niżony stosunek cholesterolu do fosfolipidów oraz zwiększoną ilość le­
cytyny, a także zmienione wiązania lipidów z białkami, zmniejszoną trw a­
łość i w ytrącanie się w w arunkach, w jakich norm alne lipoproteidy się 
nie w ytrącają. (13, 15, 33, 44, 50, 52, 60, 64, 71) Poza tym  w chorobach 
w ątroby  zm ieniony jest skład kwasów tłuszczowych w estrach choleste­
rolu (73).

Obraz funkcji fizjologicznej i zmian patologicznych lipoproteidów su­
rowicy jest jeszcze niepełny, ale lite ra tu ra  bieżąca przynosi dużo prac 
poświęconych tem u zagadnieniu co sprzyja coraz lepszemu jego poznaniu.
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JAD W IG A P A SSE N T *

Chemiczne i fizyczne własności rybosomów

The Chemical and Physical Properties of Ribosomes

T he chem ical an d  p h ysica l p ro p e r tie s  of th e  ribosom es as w ell as th e  m ethods 
of iso la tion  and  p u rif ic a tio n  a re  rev iew ed . T he a r t ic le  dea ls  also w ith  th e  in f lu en ce  
of m eta ls , p o lyam ines and  an tib io tic s  on th e  ribosom es.

Rybosomami nazywam y cząstki nukleoproteidow e o ciężarze cząstecz­
kowym 2,7 — 4,5 m iliona i o zawartości RNA 40—60% (88). Pełnią one 
ważną i jeszcze nie całkiem  w yjaśnioną rolę w procesie biosyntezy białka. 
P rodukty  asocjacji rybosomów nazyw am y polisomami, ergosomami, cięż­
kim i rybosomami; cząstki powstałe w w yniku dysocjacji rybosomów na­
zywam y podjednostkam i. W niektórych tkankach rybosom y w ystępują 
samodzielnie, w innych są osadzone na endoplazm atycznym  retikulum . 
Frakcję komórkową, k tóra na obrazie otrzym anym  przy pomocy m ikro­
skopu elektronowego w ykazuje obecność błon endoplazm atycznych z osa­
dzonymi na nich rybosomami, nazywam y mikrosomami. Pod względem 
chemicznym m ikrosom y zaw ierają 60—70% białka, 20—30% lipidów i do 
10% kwasów nukleinow ych (66). P rzy jm uje się, że w tkankach produku­
jących białko ,,na eksport” (np. retiku locyty  czy wątroba), rybosom y są 
osadzone na błonach endoplazm atycznych, natom iast tkanki zatrzym ują­
ce swoje białko (tkanki em brionalne, skóra, włosy) zaw ierają rybosomy 
wolne.

Rybosomy z reguły  zbudowane są z dwóch podjednostek, z których 
jedna jest w przybliżeniu dw ukrotnie większa od drugiej (118). Ciekawy 
w yjątek  p rezentu je praca D e c r o l y ’ e g o  i C a p e ’ a, k tórzy badając 
rybosom y z jaj ropuchy pazurzastej Xenopus laevis w różnych stadiach 
larw alnych, nie byli w stanie uzyskać dysocjacji rybosomów na podjed- 
nostki (25).

* M gr, s ta rszy  a sy s te n t Z ak ład u  B iochem ii E w o lu cy jn e j IB B  PAN.
W ykaz u ży w an y ch  sk ró tó w : tR N A  — p rzenoszący  R N A ; sRNA — rozpuszcza l­

ny RNA; m R N A  — in fo rm ac y jn y  RNA ; rR N A  — rybosom ow y RNA ; SDS — sól so­
dow a sia rczan u  dodecy lu ; EDTA  — k w as e ty lenodw uam inocz te rooc tow y .
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Jednym  z charakterystycznych param etrów  rybosomów jest współ­
czynnik sedym entacji S, k tó ry  jest m iarą szybkości opadania cząstek 
w czasie w irowania. Wielkość tego współczynnika jest zależna nie tylko 
od sił przyspieszających cząstkę, ale także od wielkości, kształtu, gęstości, 
stężenia cząstek w roztworze i od lepkości roztworu.

I. Występowanie rybosomów

Rybosomy w ystępują powszechnie w m ikroorganizm ach, kom órkach 
roślin i zwierząt. W szybko dzielących się kom órkach bak tery jnych  rybo­
somy stanow ią do 30% ich m asy (118). W m ikroorganizm ach w ystępują 
rybosom y o współczynnikach sedym entacji 70S (E. coli, B. cereus) i 80S 
(Azotobacter). W środowisku pozbawionym jonów m agnezu rybosom y 
70S rozpadają się na podjednostki 30S i 50S, a rybosom y 80S na podjed- 
nostki 40S i 60S. Z obrazu uzyskanego przy pomocy m ikroskopu elek tro ­
nowego H u x l e y  i Z u b a y  (45), a także H a l l  i S l a y t e r  (40) w y­
liczyli wielkość podjednostek i rybosomów E. coli. Podobne eksperym enty  
przeprow adzili w 1963 roku S p i r i n i wsp. (99).

T a b l i c a  1
Wymiary rybosomów E. coli i ich podjednostek (w Â)

podjednostki
305 505 70S

95x170
70—90x160

dł. 140— 160 
140x170 

średn. 160

130x160
170x200
160x190

Huxley i Zubay (45) 
Hall i Slayter (40) 
Spirin i wsp. (99)

Znane są także nietypow e rybosom y baktery jne, o wyższej zawartości 
RNA — do 75'% i o niższych stałych sedym entacji. Rybosomy takie izoluje 
się z komórek, na k tóre uprzednio podziałano inhibitoram i biosyntezy 
białka jak  np. purom ycyną lub chloram fenikolem . A ntybiotyki te powo­
dują niezrównoważoną syntezę RNA, a pow stające w tych w arunkach ry ­
bosomy m ają stałe sedym entacji 18—25S (23, 68, 75). Podobne rybosom y 
można otrzym ać z m utan ta  E. coli wym agającego m etioniny, a hodowa­
nego na pożywce nie zaw ierającej jej (69). Te nietypow e rybosom y w łas­
nościami przypom inają bardziej RNA niż norm alne rybosom y (55), mimo, 
iż niektóre z nich zdolne są do włączania 14C-aminokwasów (69). Uważa 
się je za prekursory  norm alnych rybosomów.

Drożdże zaw ierają rybosom y 80S, k tórych obraz w m ikroskopie elek­
tronow ym  przypom ina obraz rybosomów zwierzęcych. Po usunięciu jo­
nów m agnezu dysocjują one na podjednostki 60S i 40S (19).

Rośliny m ają rybosom y zaw ierające około 40% RNA. W spółczynnik 
sedym entacji rybosom u wynosi 80S, a jego podjednostek — 40S i 60S.
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Rybosomy roślinne, tak  jak  i inne, są stabilizowane przede w szystkim  
przez jony magnezu. Rybosomy z kiełków pszenicy w ym agają także m an­
ganu i wapnia (61), a rybosom y ty toniu  przede wszystkim  jonów wapnia 
(83). In teresującym  preparatem  jest frakcja  rybosomowa wyizolowana 
z grzybni Penicillium funiculosum. F rakcja ta, zwana heleniną, jest 
aktyw na terapeutycznie wobec w irusa zapalenia mózgu m yszy i w irusa 
poliomyelitis  m ałp (58).

Zwierzęce rybosom y m ają stałą sedym entacji 80S. Dysocjują na pod- 
jednostki 60S i 40S. Znane są rybosom y bezkręgowców, wyizolowane 
z dzielących się kom órek hydry  (95), czy z ślinianek m uchy Chironymus
(38), a także z jaj jeżowca (13, 37) i z larw  Drosophili (57). Rybosomy k rę­
gowców, nie należących do ssaków, opisane są dość szeroko; znane są ry ­
bosomy z w ątroby żaby, mózgu em brionu kurzego, w ątroby kaczej (30, 
107). Rybosomy ssaków poznano bardzo gruntow nie. W swojej fundam en­
talnej pracy, k tó ra  podaje opis 40 rodzajów tkanek, P a 1 a d e stw ierdził, 
że tylko dojrzałe e ry trocy ty  nie zaw ierają rybosomów (78). Niedojrzałe 
kom órki syntetyzujące hemoglobinę — retiku locyty  — są bogate w ry ­
bosomy, które dysocjują na podjednostki po usunięciu jonów magnezu 
(110). W irowanie przez dwie godziny w gradiencie gęstości sacharozy 
(15—30%) oraz obraz w m ikroskopie elektronow ym  wykazały, że 75% 
rybosomów retikulocytów  w ystępuje w zespołach składających się z pię­
ciu rybosomów, tzn. w postaci polisomów (polirybosomów), zwanych 
w tym  wypadku pentam eram i (116). W edług większości badaczy polisom 
jest jednostką czynną, biorącą udział w biosyntezie białka (67, 82, 116). 
Zespół ten w trakcie polim eryzacji łańcucha polipeptydowego ulega roz­
padowi na monomery. Inną tkanką bogatą w rybosom y jest wątroba; 
obraz w m ikroskopie elektronow ym  w ykazuje rybosom y osadzone na 
endoplazm atycznym  retikulum . W czasie hom ogenizacji retiku lum  ulega 
rozerw aniu i tworzą się z niego pęcherzyki z przyłączonym i w dalszym  
ciągu rybosomami. Wolne rybosom y można wyizolować przy pomocy sub­
stancji rozpuszczających retikulum . Oczyszczone rybosom y otrzym ano 
z w ątroby szczura, królika, świnki m orskiej, myszy itd. (42, 50, 89, 104). 
Typową procedurę izolowania polisomów z w ątroby podaje praca M u n- 
r o i wsp. (67). Znane są także rybosom y z guzów w ątroby np. hepatom a 
Novikoffa, które w odróżnieniu od rybosomów ze zdrowej w ątroby dużo 

•słabiej w łączają 14C-am inokwasy do białek (16). Opisano też rybosom y 
z trzustk i (29), mózgu (38), tkanek em brionalnych, włosów (7), skóry (78), 
kom órek rozrodczych (78), m ięśni szkieletowych (10), a także m ięśnia ser­
cowego (85). Polisom y otrzym ano również z tkanki lim fatycznej królika 
(92) i z kom órek HeLa (87).

Wiadomo, że rybosom y um iejscowione są w cytoplazmie. Niektórzy 
badacze donoszą o wyizolowaniu rybosomów z m itochondriów (86, 109). 
Obraz w m ikroskopie elektronow ym  w skazuje na istnienie cząstek podob­
nych do rybosomów w jądrach kom órek zwierzęcych: em brionalnych,
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nerw owych i w ątrobow ych (79). Rybosomy wyizolowane z jąder grasicy 
cielęcej różnią się od rybosomów cytoplazm atycznych niższym współczyn­
nikiem  sedym entacji (78S) i wyższą zawartością RNA (60%), są jednak 
zdolne do włączania aminokwasów (84). Rybosomy cytoplazm atyczne 
z kom órek grasicy są stabilizowane przez jony potasu (90), natom iast ry ­
bosomy otrzym ane z jąder grasicy w ym agają jonów sodu dla zachowania 
aktyw ności (2).

II. Otrzymywanie rybosomów

O trzym yw anie rybosomów obejm uje trzy  zasadnicze etapy: rozbicie 
ścian komórkowych, oddzielenie rybosomów od innych składników kom ór­
ki oraz oczyszczenie preparatu .

Do rozbicia ścian kom órkowych można stosować rozcieranie z piaskiem  
lub tlenkiem  glinu (aluminą), szok osmotyczny, prasę Frencha, homoge- 
nizatory z tłokam i lub nożami, ultradźw ięki. W ybór m etody zależy od 
tw ardości tkanki.

Do izolacji rybosomów stosuje się w irowanie. Rozbite kom órki zawie­
sza się w buforze (typow y bufor: 0,01M tris-H Cl pH  7,5, zaw ierający 
0,01M MgCl2, 0,06M KC1, 0,006M 2-m erkaptoetanolu) i poddaje w irow a­
niu przy 10 000 g. Odrzucony osad zawiera nierozbite komórki, fragm enty  
ściany kom órkowej, jądra  i m itochondria. Rybosomy izoluje się z super- 
na tan tu  przez wirowanie w ciągu trzech godzin przy 78 000 g, w ciągu 
1,5 godz. przy 105 000 g lub przez 1 godz. przy 150 000 g. Jeżeli środo­
wisko zawiera sacharozę, czas w irow ania musi być odpowiednio dłuższy. 
Sacharozę do ultraw irow ania zastosował po raz pierw szy H o g e b o o m  
w 1948 roku. W ysokie ciśnienie osmotyczne roztworów sacharozy ograni­
cza pęcznienie, a w odróżnieniu od soli nie wyw ołuje agregacji składni­
ków komórkowych (44). Odwirowane rybosom y zawiesza się następnie 
w buforze i delikatnie homogenizuje. Zawiesinę taką k laru je  się przy 
15 000 g, następnie rybosom y izoluje się z supernatan tu  przez ponowne 
w irow anie jak podano wyżej. Jeśli rybosom y osadzone są na endoplazma- 
tycznym  retikulum , to zwykle rozpuszcza się retiku lum  po pierw szym  
w irow aniu przy 10 000 g działaniem  dezoksycholanu sodu. Związek ten 
nie powoduje fizycznych uszkodzeń rybosomów i tylko nieznacznie obni­
ża ich zdolność do włączania aminokwasów (51). Można też użyć niejono­
wego detergentu  Lubrolu W (kopolimer polioksyetylenu i alkoholu cetylo- 
wego), k tó ry  jednak ma słabsze działanie oczyszczające (84).

Polisom y otrzym uje się zwykle przy pomocy czterogodzinnego wiro­
w ania w 2M sacharozie przy 105 000 g (122). Oddzielenie rybosomów od 
podjednostek, a także jednych podjednostek od drugich w ym aga w irow a­
nia w gradiencie gęstości. Najczęściej używa się sacharozy w stężeniach 
5—20%, w której cząstki rozmieszczają się stosownie do swoich współ­
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czynników sedym entacji (11). Po zakończeniu w irow ania probówkę pla­
stikową przekłuw a się, a w yciekającą zawiesinę zbiera w kilkukroplo- 
wych frakcjach. Pozwala to na ustalenie stężenia cząstek w poszczegól­
nych frakcjach przez pom iar absorpcji w ultrafiolecie, zmierzenie radio­
aktywności kolejnych frakcji itp.

Przy izolowaniu rybosomów należy brać pod uwagę rodzaj badań, do 
których m ają one być użyte. W przypadku badań nad włączaniem  am ino­
kwasów in vitro, istotne jest uzyskanie rybosomów o dużej aktywności, 
a więc ich izolowanie powinno być możliwie szybkie. N atom iast w przy­
padku badań fizykochem icznych nad rybosom ami najw ażniejsza jest czy­
stość frakcji i nabiera w tedy wagi spraw a uwolnienia rybosomów od w ę­
drujących z nim i białek. Siła w iązania białek z rybosom ami m aleje ze 
w zrostem  siły jonowej i pH  środowiska. Stosowanie buforu o dużej sile 
jonowej i wysokim  pH  jest jednak niebezpieczne ze względu na możliwą 
w tych w arunkach agregację rybosomów. Stosuje się czasem strącanie 
rybosomów m agnezem  (105), barem  (80), a także sperm iną (125), co poz­
w ala na usunięcie części białek i ferry tyny . Inną m etodą jest oczyszczanie 
na drodze chrom atografii kolum nowej w obecności jonów magnezu (81). 
Jedna z nowszych m etod izolowania rybosomów z retikulocytów , opisana 
przez A r n s t e i n a  i wsp. (3), polega na w ytrąceniu  rybosomów z su- 
pernatan tu  pom itochondrialnego przez obniżenie jego pH  IN  kwasem  
octowym. O trzym ane w ten  sposób rybosomy, zawieszone w buforze o pH 
7,6, w ykazują w układzie syntetyzującym  zwiększone włączanie fenylo­
alaniny po dodaniu poliU, podobnie jak rybosom y otrzym ane na drodze 
wirowania.

W czasie izolowania rybosom y mogą ulegać degradacji na skutek dzia­
łania rybonukleazy obecnej w ekstrakcie. Zapobiega się tem u stosując 
inhibitory RN-azy. Nie można jednak używać jednego z lepszych inhibi­
torów RN-azy, soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS), gdyż posiada on 
właściwość oddzielania kwasów nukleinow ych od białka rybosomów (47). 
Najczęściej używa się bentonitu, czyli uwodnionego krzem ianu glinowego, 
kom pleksującego białka o charakterze zasadowym (33), do których należy 
rybonukleaza. Ciekawie rozwiązali ten  problem  C o x  i A r n s t e i n ,  
którzy izolując rybosom y z trzustk i wołu użyli jako inhibitora przeciw ­
ciała wobec RN-azy (22).

Kryteria czystości preparatu. Do identyfikacji rybosomów najczęściej 
służy obraz otrzym any w czasie u ltraw irow ania. Stosuje się w tym  celu 
ultraw irów ki analityczne, zaopatrzone w układy optyczne, które pozwa­
lają na odczyt absorpcji w ultrafiolecie. Obraz tak i w ykazuje granice 
charakterystyczne dla rybosomów oraz granice frakcji wolniej sedym en- 
tującej, k tó ra  zaw iera białka supernatan tu  i frakcji szybciej sedym entu- 
jącej, zaw ierającej osad m ikrosomów i agregaty  rybosomów. W m iarę 
oczyszczania p repara tu  frakcje  osadzające się wolniej i szybciej od rybo­
somów ulegają zmniejszeniu.
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Przy  określaniu czystości p repara tu  rybosomów bierze się pod uwagę 
widmo absorpcji w ultrafiolecie. Ponieważ m axim um  absorpcji kwasów 
nukleinow ych przypada na 260 mi^, natom iast białko w ykazuje m axim um  
w 280 mu, wyw ołane obecnością aminokwasów arom atycznych, zatem  
w m iarę oczyszczania p repara tu  od zaadsorbowanego białka rośnie stosu­
nek absorpcji w 260 mi^ do absorpcji w 280 rrm. Obecność zaadsorbowa- 
nych białek można też w ykryć elektroforetycznie, chrom atograficznie lub 
im m unochem icznie (43). N iekiedy w ystarczającym  k ry terium  oczyszcza­
nia rybosomów jest zm niejszanie się aktyw ności enzym atycznej p repa­
ratu .

Chem icznym  kry terium  czystości jest zawartość kwasów rybonuklei­
nowych, białka i lipidów w preparacie rybosomów. Ilość RNA ustala  się 
zwykle na podstawie zaw artości rybozy oznaczonej m etodą orcynolową. 
Zawartość białka oznacza się najczęściej m etodą L o w r  y  i wsp. (60), 
wobec album iny wołu lub trypsyny  krystalicznej jako standardów . M iarą 
zawartości lipidów może być ilość cholesterolu (1), lub fosforu lipidowego, 
tzn. fosforu frakcji ekstrahującej się m ieszaniną alkoholu i e te ru  (110). 
Oczyszczone rybosom y nie pow inny zawierać lipidów.

Suchą masę rybosomów oznacza się ważąc je po liofilizacji i suszeniu 
w 105°C.

III. Składniki strukturalne rybosomów

Do najlepiej zbadanych należą rybosom y Escherichia coli. K ształt ca­
łego rybosomu E. coli zbliżony jest do cylindra. Potraktow anie go 0,5M 
NaCl powoduje dysocjację na podjednostki 30S i 50S (100). Podjednostka 
50S ma kształt kopulasty, natom iast podjednostka 30S jest bar­
dziej płaska i kształt jej jest m niej regularny  (45). H a r t  (41) 
uzyskał bardzo ciekawe obrazy podjednostek 50S rybosomów E. coli w m i­
kroskopie elektronow ym  (rysunek 1). O brazy te w ykazują istnienie w y­
raźnych rys na powierzchni podjednostki, a także obecność obszaru ,,oko- 
podobnego”. A utor sugeruje, że obszar ,,oko-podobny” może być m iejscem  
przyłączania podjednostki 30S. Rysy na powierzchni podjednostki pow sta­
ją  na skutek spętlenia łańcucha nukleoproteidowego o średnicy ok. 35 A. 
P raca ta  potw ierdza wcześniejszy eksperym ent Spirina, k tó ry  w środowi­
sku o niskiej sile jonowej i w nieobecności jonów m agnezu uzyskał obrazy 
niespętlonych podjednostek 30S i 50S w postaci nici nukleoproteidow ych 
o średnicy 30—40 A (101).

Kw asy rybonukleinowe. Analiza sedym entacyjna RNA rybosomów 
otrzym anych z E. coli w skazuje na istnienie RNA o stałych sedym entacji 
16S  i 23S (59). W edług K u r l a n d a  (54) w podjednostce 30S znajduje 
się RNA o stałej sedym entacji 16S i ciężarze 560 000, natom iast w pod­
jednostce 50S w ystępuje RNA 23S o ciężarze 1 100 000, lub dwa łańcuchy 
RNA 16S (rysunek 2).
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Kys. 1. O braz  p o d jed n o s tek  50S rybosom ów  E. coli w  m ik ro sk o p ie  e lek tronow ym
(wg 41)
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Ostatnio jednak I w a b u c h i  i wsp. (46) donieśli, że podjednostki 
50S rybosomów E. coli zaw ierają jedynie RNA o stałej sedym entacji 23S. 
Ilość reszt nukleotydow ych w RNA rybosomów z E. coli wynosi dla RNA
0 stałej sedym entacji 16S: 1640 + 50 a dla RNA o stałej sedym entacji 23S: 
3090 + 120 (65).

H a l l  i D o t y  (39) stw ierdzili, że rybosom y z w ątroby  cielęcia za­
w ierają również dwa rodzaje RNA: jeden o stałej sedym entacji 18S
1 o ciężarze 600 000, drugi — 28S, o ciężarze 1 300 000. M a r c o t - Q u e i -  
r  o z i wsp. znaleźli w RNA rybosomów drożdży frakcję o stałej sedym en­
tacji RNA rozpuszczalnego tzn. 4S. Po dysocjacji rybosomów zlokalizo­
w ali tę frakcję w podjednostce 60S. F rakcja  ta  nie m iała jednak zdolności 
przyłączania aminokwasów (62).

505 
1,80 ± 0,15 

)“®
T

“ A
) 23S

1,15 ±0,20

R ys. 2. S chem atyczny  ob raz  p o d jed n o s tek  ry b o so m u  E. coli (wg 54)

K w asy nukleinowe rybosomów w ystępują w postaci upakowanych 
pętli (39) lub sztyw nych pałeczek (49). Obie te postacie zaw ierają pewien 
obszar o struk tu rze  spiralnej, u trzym yw any przez wiązania wodorowe, 
co w ynika z badań nad wpływ em  tem pera tu ry  na gęstość optyczną i na 
skręcalność optyczną RNA (9), a także z badań prowadzonych przy pomo­
cy prom ieni X (98).

W rybosom ach zwierzęcych puryny  stanow ią 50'°/o składu RNA, w bak­
tery jnych  do 60% (21). Zasady m etylow ane i pseudourydyna znajdują się 
w niew ielkich ilościach i prawdopodobnie pochodzą z RNA przenoszącego 
(tRNA), w ystępującego jako zanieczyszczenie p repara tu  (27). W brew do­
tychczasow ym  poglądom (64) przypuszcza się obecnie, że skład nukleoty- 
dowy RNA większej podjednostki rybosom u może być całkiem  różny od 
składu RNA podjednostki m niejszej (118).

Białko. Wiadomości o struk tu ra lnych  białkach rybosomów są skąpe. 
Badania nad nim i są trudne, gdyż po usunięciu kwasów nukleinowych

Rybosomy

RNA

C.C2. *  10~6

30 S
c.cz. x w 6 o,S5 ± 0,15

16S 
0,55 ± 0,10

2 (16S
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białka te  przechodzą w postać nierozpuszczalną. Białko rybosom ów 
E. coli, stosunkowo najlepiej poznane, m a charak ter zasadowy, dzięki 
wysokiej zawartości lizyny i argininy. Am inokwasy arom atyczne oraz 
am inokwasy zaw ierające siarkę w ystępują w niew ielkiej ilości (97). P rze ­
ciętny ciężar cząsteczkowy łańcucha polipeptydowego w rybosom ach 
E. coli wynosi 25 000—30 000, przy czym na podjednostkę 30S przypada 
10 łańcuchów, a na podjednostkę 50S — 20 łańcuchów (115, 117). P u nk t 
izoelektryczny białek rybosomów E. coli wynosi 8.5 (5). Także białka ry ­
bosomów z retikulocytów  m ają charak ter zasadowy (28). Zupełnie innego 
rodzaju białko zaw ierają rybosom y wyizolowane przez B a y l e y a  ze 
słonolubnej bakterii Halobacterium cutirubrum  (5). Białko to ma kw aśny 
charakter, a jego punkt izoelektryczny wynosi 3.9.

IV. Wpływ środowiska na rybosomy

Już wczesne prace nad rybosom am i wykazały, że ulegają one rozpa­
dowi w czasie dializy. Substancje niskocząsteczkowe, przechodzące przez 
błonę dializacyjną m ają ochronny wpływ na p repara ty  rybosomów. C h a o 
(19) stw ierdził, że rybosom y drożdży precypitu ją  w wodzie destylow anej, 
a stabilizatoram i ich są jony m agnezu i wapnia. K ilka la t wcześniej K e l ­
l e r  i wsp. stw ierdzili, że włączanie aminokwasów in vitro  przez m ikro- 
somy w ątroby zależy w wysokim  stopniu od zawartości m agnezu w m ie­
szaninie inkubacyjnej (48). Niezbędność m agnezu potwierdzono następnie 
w  badaniach nad w łączaniem  aminokwasów in vitro  do oczyszczonych 
rybosomów z E. coli (108), pędów grochu (119), retikulocytów  (56), w ątro ­
by szczura (52) i in. Badania przy pomocy u ltraw irów ki i m ikroskopu 
elektronow ego wykazały, że od stężenia jonów m agnezu zależna jest rów ­
nowaga m iędzy rybosom em  i jego podjednostkam i (110, 111). Badania te  
doprowadziły do hipotezy, że funkcja m agnezu polega na utrzym yw aniu  
razem  podjednostek w rybosomie. Natom iast W a t s o n  w 1964 roku w y­
sunął przypuszczenie, że jony m agnezu spełniają przede wszystkim  rolę 
zobojętniania grup fosforanowych, a podjednostki rybosomu utrzym yw a­
ne są razem  przez specyficzne wiązania wodorowe pomiędzy zasadam i 
nukleotydow ym i ich kwasów rybonukleinow ych (118). T s o  i wsp. (111) 
po traw ieniu  frakcji rybosomowej RN-azą znaleźli w supernatancie 85°/o 
całkow itej zawartości m agnezu. W ynika z tego, że magnez jest p rzy łą­
czony do kwasu nukleinowego rybosomu.

Oprócz m agnezu w rybosom ach znajdują się także jony innych m e­
tali. Zawartość ich jest wysoka. 1 gram  RNA rybosomów, ekstrahow a­
nych przy pomocy fenolu może zawierać do 980 i^g m agnezu, a zawartość 
w apnia może być sześciokrotnie wyższa (112). Oprócz tego znaleziono 
w rybosom ach sód, potas, żelazo, m angan, cynk, naw et miedź i kadm, ale 
n iektóre z tych m etali mogą adsorbować się na rybosom ach w czasie ich 
izolowania.
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Innym  składnikiem  kom órkowym  silnie związanym  z rybosom am i są 
poliaminy. Zawartość poliam in w kom órce jest znaczna — na 1 gram  w il­
gotnej m asy E. coli przypada 30 (¿moli am inowych grup poliam in (63). 
W p reparatach  rybosomów powszechnie znajduje się putrescynę, kada- 
werynę, sperm idynę i 2,3-dwuaminopropan. Po dodaniu radioaktyw nych 
poliam in do hodowli kom órkowej izoluje się rybosom y z poliam inam i nie- 
znakowanymi; poliam iny są więc tak  silnie związane, że nie ulegają w y­
mianie. W spółdziałają one w utrzym aniu  równowagi jonowej, w yw iera­
jącej wpływ na stabilność rybosomów:

Mg++ lub  po liam iny  
30S4-50S— ---- >70 S [118]

K+

Poliam iny w zm agają także włączanie aminokwasów in vitro, przy 
czym stym ulacja ta  jest różna w stosunku do poszczególnych am inokwa­
sów (24, 71).

Podobny efekt in vitro  jak  dodanie sperm iny czy sperm idyny wywo­
łuje dodanie do układu takich antybiotyków  jak  neom ycyna lub strep to ­
m ycyna. D a v i e s  i wsp. stw ierdzili, że dodanie streptom ycyny do ukła­
du syntetyzującego polifenyloalaninę w obecności poliU zm ienia własno­
ści kodujące układu, w w yniku czego następuje stym ulacja włączania 
leucyny i izoleucyny, z równoległym  zaham owaniem  włączania fenylo­
alaniny (24). W pływ tych antybiotyków  na rybosom y w ynika z ich polia- 
minowego charakteru ; kationowe grupy guanidynowe streptom ycyny 
współdziałają z rybosomami, które zachow ują się jak  polianiony (12).

Purom ycyna działa na innej zasadzie. Cząsteczka purom ycyny jest 
analogiem struk tu ra lnym  połączenia sRNA-aminokwas (53), dzięki czemu 
jej grupa aminowa może zostać acylowana końcową grupą karboksylową 
rosnącego łańcucha polipeptydowego. W w yniku następuje przedwczesne 
odłączanie polipeptydu od rybosom u i zaham owanie syntezy (70).

W pływ chloram fenikolu na biosyntezę białka polega najpraw dopodob­
niej na kom petycji z mRNA o m iejsce przyłączenia na rybosomie (120). 
Rybosomy są także m iejscem  działania biologicznego grupy antybiotyków  
glutarim idow ych. N ajlepiej poznana jest rola aktydionu (cycloheximid), 
k tó ry  ham uje przeniesienie am inokwasu z sRNA na rybosom y (94), a tak ­
że zapobiega zależnem u od GTP rozpadowi polisomów, k tó ry  tow arzyszy 
w ydłużaniu się łańcucha peptydowego (123). Ostatnio ukazała się praca 
sugerująca, że aktydion zwalnia tem po tw orzenia się polisomów przez 
zaham owanie łączenia się mRNA z rybosom am i (20).

Potraktow anie rybosomów czynnikam i wiążącym i m agnez lub polia­
m iny prowadzi do degradacji rybosomów. Związkam i najbardziej efek­
tyw nym i w w iązaniu m agnezu są w ersenian (EDTA), pirofosforan sodu 
i ATP. Fosforan i ADP wiążą m agnez dużo słabiej. Jeszcze słabiej reagują 
cy trynian  i dw uw ęglan (19). Rozpadowi rybosomów pod wpływem  tych 
związków tow arzyszy uw alnianie do środowiska RNA, nukleotydów, enzy­
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mów jak np. ß-galaktozydaza (32) czy tryptofanaza (31) i białka (111). 
P raca S z a f r a ń s k i e g o  i wsp. (103) w skazuje także na uw alnianie 
się do środowiska wolnych zasad i zdezam inowanych nukleozydów, po­
chodzących prawdopodobnie z rozkładu inform acyjnego RNA, co w ydaje 
się być związane nie tylko z obecnością rybonukleazy rybosom owej, ale 
także nukleozydazy i dezaminazy.

Rybonukleaza, której aktyw ność w ykryw ano powszechnie w p repara­
tach rybosomów, uważana była dotychczas za in tegralny  składnik rybo­
somów, a w rybosom ie E. coli lokalizowano ją w podjednostce 30S  (96, 
106). Ostatnio poglądy te ulegają zmianie, m. in. dzięki w ykryciu ryboso­
mów nie zaw ierających rybonukleazy, jak  rybosom y z Pseudomonas fluo- 
rescens wyizolowane przez W a d ę ’ a i R o b i n s o n a  (113) oraz rybo­
somy ze szczepu Escherichia coli M.R.E. 600 wyizolowane przez C a m - 
m a c k a  i W a d e ’ a (15). Także O q h o a  i wsp. w pracy nad k ierun ­
kiem  odczytyw ania kodu genetycznego donieśli o zastosowaniu układu
0 niskiej aktyw ności nukleaz, zawierającego rybosom y z E. coli i super- 
n a tan t z Lactobacillus arabinosus (91). Prace N e u ’ a i H e p p e l a  poz­
w alają sądzić, że in vivo  rybonukleaza um iejscowiona jest pomiędzy ścia­
ną kom órki i błoną komórkową. W czasie rozbicia kom órki rybonukleaza 
ulega uw olnieniu i może adsorbować się na rybosom ach (72, 73, 74). Za 
hipotezą adsorpcyjną przem aw iają doświadczenia, w których na ryboso­
m y z Ps. fluorescens nie zaw ierające rybonukleazy, a także na rybosom y 
z E. coli B działano rybonukleazą wyizolowaną z rybosomów E. coli B. 
W pierwszym  przypadku 80%, a w drugim  — 98% podanej RN-azy za- 
adsorbowało się na rybosom ach (114).

Do rybosomów przyłączone są także substancje znajdujące się tam  
chwilowo, niejako w czasie akcji: kwas nukleinow y przenoszący (tRNA), 
kw as nukleinow y inform acyjny (mRNA), nowotworzący się polipeptyd, 
a także enzym y przenoszące. W rybosom ach E. coli tRNA wiąże się z pod- 
jednostką 50S (6, 17), pow stający łańcuch białkowy przyłączony jest po­
przez term inalną cząsteczkę tRNA (17, 35), natom iast mRNA wiąże się 
z podjednostką 30S (4, 76).

V. Powstawanie rybosomów

W odróżnieniu od stosunkowo dużej ilości danych dotyczących s tru k ­
tu ra lnych  składników rybosomów, niewiele jeszcze wiadomo na tem at 
m echanizm u ich powstawania. K w asy rybonukleinow e pow stają na jp raw ­
dopodobniej w jądrze (93). Z prac Y a n k o f s k y ’ e g o  i S p i e g e l -  
m a n a ,  G o o d m a n a  i R i c h a  wynika, że nie tylko inform acyjny 
RNA i rozpuszczalny RNA, ale także kwas rybonukleinow y rybosomów 
syntetyzow any jest na m atrycy  DNA (36, 126). W 1965 roku D u b n a u
1 wsp. (26) posługując się techniką tw orzenia hybrydów  DNA-RNA, zlo­
kalizow ali na chromosomie Bacillus subtilis geny — determ inan ty  dla
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kwasów rybonukleinow ych o stałych sedym entacji 4S (rozpuszczalny 
RNA) oraz 16S i 23S  (kwasy nukleinowe rybosomów). A utorzy przypusz­
czają, że białko rybosomów jest determ inow ane przez te  same geny, k tó re  
determ inują  RNA rybosomów, bądź też, że oba rodzaje genów są um iej­
scowione bardzo blisko siebie.

Jedną z ciekawszych hipotez na tem at m echanizm u powstawania rybo­
somów przedstaw ia S t e n t (102). Opiera się on m.in. na pracach badaczy 
z grupy N i r e n b e r g a ,  k tórzy w 1964 r. zidentyfikow ali in vitro  kom ­
pleks DNA-polim eraza RNA-RNA-rybosom (8, 14). Jak  wiadomo polim e- 
raza RNA jest enzymem katalizującym  uporządkow aną polim eryzację nu- 
kleotydów na m atrycy  DNA. Enzym ten  został wyizolowany z w ątroby  
szczura (121), a także z szeregu bakterii (18, 34). Jeżeli układ zaw iera 
kwas dezoksyrybonukleinow y jako m atrycę, polim erazę RNA, oraz tró j-  
fosforany 5’-rybonukleozydów  adeniny, guaniny, uracylu, cytozyny, to 
w czasie inkubacji nukleotydy ulegają polim eryzacji do RNA. P rodukt 
taki ma sekwencję zasad kom plem entarną do DNA m atrycowego i s ty ­
m uluje syntezę białka w układach bezkomórkowych (124), a więc w y­
kazuje właściwości inform acyjnego RNA. Podobny m echanizm  przyp i­
suje S t e n t tw orzeniu się kwasów rybonukleinow ych rybosomów. Me­
chanizm  uw alniania się powstającego łańcucha RNA z kom pleksu z poli- 
m erazą jest według S ten ta jednakow y zarówno dla RNA inform acyjnego 
jak  i RNA rybosomów i polega na wiązaniu powstającego RNA przez 
rybosomy.

Matryca 
DNA

Polimeraza
RNA

R ys. 3. P o w staw an ie  i u w a ln ia n ie  się n ic i k w asu  rybon u k le in o w eg o  p rzy  u d z ia le
rybosom ów  (wg 102)

R e p r o d u k o w a n y  za z ez w o le n ie m  a u tora

W przypadku RNA inform acyjnego tw orzą się od razu polisomy, na­
tom iast pow stający RNA rybosomów spełnia początkowo rolę mRNA 
w stosunku do białek rybosomowych. Za takim  poglądem  przem aw iają też 
prace O t a k i i wsp. (77), a także N a k a d y  (69), k tórzy wykazali, że
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RNA wyizolowany z niedojrzałych rybosomów bak tery jnych  stym uluje 
włączanie aminokwasów in vitro. Po połączeniu się z białkiem  rybosomów 
RNA przeryw a swoją funkcję inform acyjną tworząc już dojrzały  ry - 
bosom.
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TO M ASZ G O ŁASZEW SK I* i JA N  W. SZARKÓ W SKI**

Powstawanie i rozwój rybosomów

Formation and Development of Ribosomes

R ib o n u c leo p ro te in  p a rtic le s  a p p e a rin g  in  b a c te r ia l cells in  sp ite  of a rtif ic ia lly  
u n b a lan c ed  R N A  an d  p ro te in  sy n th es is  a re  com pared  w ith  p ro te in  d e fic ien t p ro r ib o ­
som es fo rm ed  in  n o rm a l b ac te ria . T h e  d a ta  co n cern ing  th e  re la tio n  of p ro rib o so m al 
R N A  to  m essen g er RNA  a re  rev iew ed . T he m essen g er fu n c tio n  of p ro rib o so m al RNA  
in  th e  sy n th e s is  of r ib o so m al p ro te in  is d iscussed  an d  th e  p ro b a b ility  of p ro rib o so ­
m es m a tu ra t io n  in  w h ich  no p re e x is tin g  ribosom es a re  invo lved  is considered .

Wiadomości na tem at pow staw ania i rozwoju rybosomów są stosun­
kowo skrom ne, jeśli porównać je z obszerną lite ra tu rą  dotyczącą funkcji 
tych  organelli w procesach syntezy białek. Rybosomy, niezależnie od po­
chodzenia, zaw ierają ok. 60% RNA i 40% białka. P rzyjm ując powszechny 
pogląd o nieodzowności w pełni uform ow anych rybosomów w procesie 
biosyntezy białka, trudno wytłum aczyć, na jakiej drodze — szczególnie 
w aspekcie filogenetycznym  — pow staje s truk tu ra lne  białko samych ry ­
bosomów. Nie jest zupełnie jasne, czy pow staw anie rybosomów jest p ro­
cesem autokatalifycznym , czy też wym aga ono obecności DNA lub infor­
m acyjnego RNA, a więc czy stanow i proces spokrew niony z przekazyw a­
niem  inform acji genetycznej. Nie zupełnie jasny jest też stosunek infor­
m acyjnego RNA do RNA inicjującego powstawanie rybosomów czyli tzw. 
prekursorow ego (progeniturowego) RNA, różniącego się n iektórym i w łas­
nościami od RNA rybosomów dojrzałych (46, 86).

Badania nad form ow aniem  rybosomów obejm ują poznawanie szlaków 
m etabolicznych obydwu podstawowych składników — RNA i białka, 
a przede wszystkim  uwzględniać muszą m iejsce ich syntezy w komórce, 
jakość obu składników  i ich w zajem ne stosunki ilościowe w ontogenezie 
tych organelli. Badania te mogą ew entualnie dostarczyć nowych danych
o procesie przenoszenia inform acji genetycznej.

* D r, st. a sy s ten t, In s ty tu t  B iochem ii i B iofizyk i PA N , W arszaw a.
** Doc. d r, In s ty tu t  B iochem ii i B iofizyk i PA N , W arszaw a.
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Rozmieszczenie i formy rybosomów w komórce

W świecie zwierzęcym  (72) jak również u roślin wyższych (91) rybo­
somy w ystępują głównie w cytoplazm ie i pozostają związane z tzw. endo- 
plazm atycznym  reticulum . U bakterii, k tóre nie posiadają endoplazm a- 
tycznego reticulum , rybosom y związane są z błonam i innego typu (72). 
U organizmów wyższych, prócz rybosomów w ystępujących w cytoplazm ie, 
znaleziono rybosom y w jądrze (1), jąderku  (6) i innych organellach ko­
m órkowych — w m itochondriach (73) i chloroplastach (59). Biorą one tam  
prawdopodobnie udział w autonom icznej syntezie białek w sposób podob­
ny jak w pozaorganellowych rejonach cytoplazmy. Pisaliśm y o tym  sze­
rzej w artykule  przeglądow ym  na tem at biosyntezy białek w chloropla­
stach (27). Stw ierdzenie cząstek rybonukleoproteidow ych w jądrze kom ór­
kowym  dało B o n n e r o w i  asum pt do wysunięcia hipotezy o jądrow ym  
pochodzeniu rybosomów cytoplazm atycznych.

W irowanie ekstraktów  lub homogenatów kom órkowych w -gradiencie 
sacharozy (8, 9, 13, 79, 97) pozwala wyróżnić z populacji rybosomów cyto­
plazm atycznych różne form y (podjednostki struk tu ralne) charak teryzu­
jące się odm iennym i w artościam i stałych sedym entacji. Form y te nie róż­
nią się między sobą ani stosunkiem  białka do RNA (97) ani też składem  
nukleotydow ym  i aminokwasowym  (78, 79). Odm ienna sekwencja nukleo- 
tydów w RNA podjednostek rybosomowych 30S i 50S u Escherichia coli 
wskazuje, zdaniem A r o n s o n a  (4), na brak genetycznego związku m ię­
dzy nimi. W łaśnie fak t w ystępow ania podjednostek rybosomów o odm ien­
nych stałych sedym entacji (13) nasunął przypuszczenie o stadialnym  roz­
woju tych organelli, polegającym  między innym i na asocjacji jednostek 
m niejszych. Przypuszczenie to zostało w ysunięte przez R o b e r t s a  
i wsp. (8, 9, 11, 55) a także przez O t a k ę i wsp. (68). Ci ostatni podkreś­
lali, że w czasie wzrostu kom órek Escherichia coli, przy stałym  stężeniu 
jonów magnezu, ilość rybosomów o stałej sedym entacji 30S i 50S m aleje 
i w wykładniczej fazie w zrostu ilościowo przew ażają rybosom y o stałej 
sedym entacji 70S. O tych ostatnich wiadomo, że najak tyw niej w łączają 
znakowane am inokwasy (10). Stanow iłyby one ostateczne stadium  rozwo­
jowe rybosomu u Escherichia coli. W odpowiednim stężeniu jonów m ag­
nezu mogą powstawać w skutek agregacji dwóch takich rybosomów cząstki
o stałej sedym entacji 100S.

Rybosomy o stałej sedym entacji 70S, jak się dzisiaj przyjm uje, łączą 
się w układy zaw ierające kilka do kilkudziesięciu rybosomów, tworząc 
tzw. polisomy (77, 99). Te układy stanow ią już jednostki program ow ane 
zaw ierające nić inform acyjnego RNA. Tworzenie polisomów, jako proces 
łączenia się rybosomów dojrzałych, nie wchodzi w zakres tego artykułu . 
Nadm ienim y tylko, że w procesie tym  mogą odgrywać pewną rolę w ykry­
te  niedawno połączenia nukleoproteidow e zaw ierające inform acyjny RNAr 
nazwane przez ich odkrywców, S p i r i n a  i wsp. (81), informosom ami.
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S p i r  i n i wsp. podkreślają jednak, iż nie można tych kompleksów uw a­
żać za p rekursory  rybosomów. Podobnie prekursoram i rybosomów nie 
w ydają się być połączenia podjednostek rybosomowych z inform acyjnym  
RNA (31, 38, 56) ani też w ykryte  w pracow ni N i r e n b e r g a  połączenia 
nukleoproteidow e zaw ierające DNA (7). Nie wiadomo, w jakim  stosunku 
do norm alnych prekursorow ych form  rybosomów pozostają cząstki rybo- 
nukleoproteidowe o stałej sedym entacji 45S i 60S w ykryte ostatnio w cy- 
toplazm ie kom órek HeLa przez G i r a r d a  i wsp. (25).

Miejsce syntezy składników rybosomu

M iejscem syntezy prekursorow ego RNA rybosomów u organizmów 
wyższych jest jądro komórkowe, prawdopodobnie jąderko. W edług P e r -  
r  y ’ e g o (71) 95% try tu  włączonego do kom órek fibroblasów po 30 m inu­
towej inkubacji ze znakowaną 3H -cytydyną w ykryw a się w jądrze. Jeśli 
natom iast po tej w stępnej inkubacji prowadzi się czterogodzinną inku­
bację kom órek w obecności cytydyny nieznakowanej, try t w ykryw a się 
głównie w cytoplazmie. Świadczyłoby to, iż większa część RNA cytoplaz- 
m y syntetyzow ana jest w łaśnie w jądrze. Ponieważ wiadomo, że większą 
część RNA cytoplazm y stanow i RNA rybosomów, można przyjąć, iż ry - 
bosomowy RNA jest pochodzenia jądrowego. Jednak  W e b s t e r  i wsp. 
(100) obserwowali syntezę RNA rybosomów również w bezjądrow ych 
fragm entach kom órkowych glonu Acetabularia crenulata.

Hipotezę o jąderkow ym  pochodzeniu RNA rybosomów popierają obser­
w acje dokonane przez B r o w n a  i G u r d o n a  (12) na letalnym  m utan­
cie południow o-afrykańskiej ropuchy Xenopus laevis. M utant ten, w prze­
ciw ieństw ie do szczepów dzikich, nie posiada norm alnie w ykształconych 
jąderek w jądrze kom órkowym  i nie tw orzy rybosomów. Szczepy dzikie 
tego organizmu, w okresie em briogenezy nie w ytw arzają jąderek  do sta­
dium  gastrulacji, a zarazem  nie w ytw arzają w tym  czasie rybosomów ko­
rzystając z rybosomów powstałych w okresie oogenezy.

Białka rybosomów syntetyzow ane są przynajm niej częściowo w cyto­
plazmie. T a m a o k i  i M u e l l e r  (94, 95, 96) są zdania, że w kom órkach 
HeLa łączenie rybosomowego RNA z białkiem  następuje już w jądrze 
komórkowym. Z prac grup R o b e r  t  s a (8, 9, 11, 55) i O s a  w y  (35, 41) 
wynika, że u Escherichia coli pierwszym  stadium  rozwojowym  rybosomu 
jest wolny RNA o stałej sedym entacji ok. 14S— 16S, k tó ry  następnie przy­
łącza białka.

Jeśli przyjm iem y, że w kom órkach organizmów wyższych istnieją od­
m ienne pule rybosomów: w jądrze, m itochondriach, plastydach i cytoplaz­
mie, wówczas nie jest wykluczone współdziałanie różnych organelli w bu­
dowie rybosomów poszczególnych typów. U roślin zielonych np. białko 
rybosomów cytoplazm atycznych jest, być może, syntetyzow ane częściowo 
przez chloroplasty (patrz 27).

http://rcin.org.pl



416 T. G O Ł A SZ E W SK I, J. W. SZ A R K O W SK I [4]

Sposoby badania procesu rozwoju rybosomów

Śledzenie syntezy obu składników rybosom u i procesów form owania 
tej organelli wym agało specjalnego podejścia metodycznego i w yboru od­
powiedniego obiektu badań. Badania prowadzono np. używ ając tzw. „roz­
luźnionego” (relaxed) m utan ta  K 12W6 Escherichia coli (84), u którego — 
przy braku m etioniny w pożywce — zaham owana jest synteza białka 
a zachodzi przez pewien czas synteza RNA (51, 52). Stosowano również 
inne szczepy tej bakterii, u których stw ierdza się ścisłą zależność syntezy 
RNA od obecności aminokwasów w pożywce (stringent m utants). U tych 
szczepów przy braku  koniecznego am inokwasu w pożywce następuje rów ­
noczesne zaham owanie syntezy białka i RNA. Ich norm alną syntezę bia­
łek można zakłócać za pomocą takich czynników jak: chloram fenikol, pu- 
rom ycyna, streptom ycyna oraz analogi prekursorów  RNA jak 5-fluoro- 
uracyl, 8-azaguanina i 8-azaadenina. P rzy  stosowaniu w ym ienionych 
antybiotyków  następuje zaham owanie syntezy białek bez równoczesnego 
zaham owania syntezy RNA i pow stają wówczas cząstki nukleoproteidow e 
z w yraźną przew agą RNA. Cząstki te będziemy określać w dalszym  ciągu 
tego artyku łu  jako: cząstki „chloram fenikolow e”, cząstki „purom ycyno- 
w e” i cząstki „streptom ycynow e” .

U m utantów  ze ściśle sprzężoną syntezą RNA i białka możliwe jest za­
kłócenie syntezy RNA rybosomów przy przeniesieniu bakterii z pożywki 
zaw ierającej gorsze źródło energii do pożywki z lepszym  źródłem energii; 
wówczas przez pierwsze 20 m inut po zmianie podłoża odbywa się selek­
tyw na synteza rybosomowego RNA (69). Przeniesienie zaś bakterii z po­
żywki o bogatszym  źródle energii do pożywki o uboższym źródle, np. za­
w ierającej zam iast glukozy kw as bursztynowy, powoduje zaham owanie 
syntezy RNA, głównie RNA rybosomów (30). B rak jonów potasu w  po­
żywce również zakłóca norm alnie zrównoważoną syntezę białek i RNA 
w komórce (20, 21, 22) a brak  jonów m agnezu powoduje rozpad istn ieją­
cych rybosomów (54, 63).

Operowanie tego rodzaju obiektam i badań, u k tórych można było ob­
serwować przesuw anie się równowagi syntezy obu składników rybosomu, 
pozwoliło na nagrom adzenie cennych wiadomości sugerujących stadialny 
rozwój tych organelli.

Synteza rybosomowego RNA w warunkach głodu aminokwasowego 
u mutantów Escherichia coli z rozprzężoną syntezą białek i RNA

Z prac M a n d e l a  i B o r e k a  (51, 52) oraz N a k a d y i wsp. (62) 
wiadomo, że w w arunkach głodu metioninowego u „rozluźnionego” m u­
tan ta  K 12W6 Escherichia coli syntetyzow ane są wszystkie rodzaje RNA — 
rybosom owy o stałej sedym entacji 16S i 23S, rozpuszczalny 4S i inform a­
cyjny. W edług D a g l e y ’ a i wsp. (17) 70% RNA syntetyzow anego
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w tych w arunkach  w kom órce stanow i RNA odm ienny od RNA frakcji 
rozpuszczalnej. Nagrom adzany RNA pojaw ia się przede wszystkim  w for­
m ie cząstek rybonukleoproteidow ych o stałej sedym entacji m iędzy 16S 
i 25S (17, 62), choć stw ierdzano również cząstki o stałej sedym entacji 30S 
i 45S (88).

Cząstki rybonukleoproteidow e pojaw iające się w czasie głodu m etio- 
ninowego są bardziej wrażliw e na działanie rybonukleazy niż norm alne 
rybosom y. W ynika to prawdopodobnie z dwu przyczyn: m niej upakow a­
nej s tru k tu ry  drugorzędowej RNA tych cząstek — stw ierdza się m iędzy 
innym i znacznie m niejszy stopień m etylacji jego zasad azotowych (52, 
86) — jak  również m niejszej zawartości białka (61). Zawartość białka 
i RNA w  tych cząstkach jest inna niż w  rybosom ach norm alnych i wynosi 
odpowiednio 30%  i 70% (88). Sam zaś RNA tych cząstek daje się rozdzie­
lić na dw a składniki o stałej sedym entacji 16S i 23S, a pod względem 
stopnia spolim eryzowania odpowiada kwasowi rybonukleinow em u nor­
m alnych rybosomów.

Po przerw aniu  głodu aminokwasowego piętno znakowanego uprzed­
nio RNA, zaw artego w cząstkach rybonukleoproteidow ych o nietypow ych 
w artościach stałej sedym entacji, pojaw ia się bardzo szybko w podjed- 
nostkach rybosom owych 30S1 względnie 50S, które norm alnie w ystępują 
u Escherichia coli. Nie wiadomo jednak, czy włączanie RNA do norm al­
nych podjednostek odbywa się po uprzedniej jego degradacji, czy też bez­
pośrednio włączane są cząstki rybonukleoproteidow e lub wolny RNA. 
W edług N a k a d y  i wsp. (62) czas potrzebny na pojaw ienie się piętna 
znakowanego RNA w pod jednostkach 30S i 50S po ustaniu  głodu metio- 
ninowego wynosi ok. 15 m inut. N atom iast całkow ity rozpad cząstek na­
grom adzonych w czasie głodu aminokwasowego, zachodzący po zahamo- 
w aniu  syntezy RNA dw unitrofenolem , następuje po 75 m inutach. W ska­
zyw ałoby to, że po ustaniu  głodu aminokwasowego włączanie RNA do 
norm alnych rybosomów odbywa się bez uprzedniej jego depolim eryzacji.

W edług S y p h e r d a  (88, 89) cząstki rybonukleoproteidow e pow sta­
jące w w arunkach głodu m etioninowego, są prekursoram i norm alnych 
rybosom ów i pojaw iają się również w norm alnych w arunkach w zrostu 
bak terii lecz w  znacznie m niejszych ilościach i dlatego są trudne do zaob­
serw ow ania. W obecności koniecznych aminokwasów w pożywce p rze­
kształcają się one w rybosom y dojrzałe poprzez przypadkow e łączenie się 
m iędzy sobą.

Bezpośrednio po przerw aniu  głodu aminokwasowego rozpoczyna się 
in tensyw na synteza białka, przy  czym jest to preferencyjna synteza bia­
łek rybosom ów (53, 61, 98). Około 65% piętna znakowanych am inokwa­
sów pojaw ia się wówczas w rybosomach, natom iast w norm alnych w arun­
kach w zrostu kom órek Escherichia coli we frakcji rybosomowej w ykryw a 
się ty lko  około 20% znakowanych aminokwasów (61). Uprzyw ilejow ana 
synteza białek rybosom owych trw a znacznie dłużej niż wynosi połowiczny
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okres trw ania inform acyjnego RNA. W skazywałoby to, iż RNA nagrom a­
dzony w  niedojrzałych rybosom ach w czasie głodu aminokwasowego sam 
k ieru je  syntezą białka rybosomowego, tym  bardziej, że zaobserwowano 
stym ulujący wpływ  tego RNA na włączanie znakowanych aminokwasów 
do białka in vitro. S tym ulacja ta  jest znacznie wyższa niż stym ulacja ob­
serw owana po dodaniu RNA rybosomów dojrzałych i m a m iejsce również 
w obecności aktynom ycyny D ham ującej syntezę nowego RNA oraz 
w obecności dezoksyrybonukleazy niszczącej m atrycę DNA dla nowosyn- 
tetyzowanego inform acyjnego RNA; natom iast całkowicie znosi stym u­
lację rybonukleaza. In teresujące było spostrzeżenie N a k a d y  (61), że 
dodatek polinukleotydu urydylow ego nie w pływ ał stym ulująco na w łą­
czanie fenyloalaniny do om awianych niedojrzałych rybosomów. Zdaniem  
tego autora może to wskazywać, iż rybosom y niedojrzałe nie są zdolne do 
przyjęcia inform acyjnego RNA pochodzącego z zewnątrz. D ysponują one 
w łasnym  RNA, kierującym  syntezą białek rybosomów aż do m om entu 
osiągnięcia przez nie dojrzałości funkcjonalnej. Z chwilą, kiedy synteza 
białek w łasnych jest już ukończona, dojrzały rybosom  m usi korzystać 
z inform acji dochodzącej z zew nątrz w postaci inform acyjnego RNA. Tak 
więc zdaniem  N a k a d y ,  odróżnić można dwa etapy funkcjonalnego roz­
w oju rybosomu: pierwszy, czynny, kiedy w łasne białko rybosom u nie­
dojrzałego syntetyzow ane jest pod kontrolą prekursorow ego RNA rybo­
somu, odgrywającego wówczas rolę RNA inform acyjnego i drugi — roz­
poczynający się w momencie skom pletow ania białek w łasnych rybosomu, 
kiedy to kończy się inform acyjna rola RNA rybosomowego i dojrzały ry ­
bosom staje się b iernym  akceptorem  inform acyjnego RNA kierującego 
syntezą innych białek. Pogląd o biernej, podporowej niejako roli ryboso­
mów w powszechnie akceptow anym  schemacie syntezy białek przyjęto 
po w ykryciu inform acyjnego RNA (10).

Sygnałem  do ustania inform acyjnej roli RNA rybosom u jest, być mo­
że, jakaś zmiana w drugorzędowej s truk tu rze  lub zakrycie jego powierz­
chni przez pow stające białko. Nie jest wykluczone, że pew ną rolę odgry­
w ałaby tu  m etylacja zasad azotowych (28, 51, 52, 61, 86).

W syntezie białek rybosom u odgryw ałby rolę również RNA przeno­
szący aminokwasy, podobnie jak  się to dzieje we wszystkich układach 
syntetyzujących białko. N a k a d a  (61) stw ierdzał in vitro  włączanie zna­
kowanego węglem  14C RNA rozpuszczalnego do niedojrzałych rybosomów 
pow stających w czasie głodu metioninowego. Pew ną ilość rozpuszczalnego 
RNA w preparatach  takich rybosomów stw ierdzili już uprzednio G o r ­
d o n  i B o m a n  (28). Obecność tej frakcji RNA — obok odpowiednich 
enzymów i system u regenerującego energię — była niezbędna w procesie 
włączania znakowanych aminokwasów przez niedojrzałe rybosom y in v i­
tro  (53).

Dodatkowe dowody na inform acyjną rolę RNA zawartego w cząstkach
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rybosomowych pow stających w czasie głodu m etioninowego u m utan ta  ' 
„rozluźnionego” Escherichia coli, uzyskał N a k a d a stosując 5-fluoro- 
uracyl jako czynnik zakłócający powstawanie „norm alnego” RNA.

Synteza RNA rybosomów w obecności inhibitorów 
syntezy białka

Jak  już wspomniano, w badaniach nad rozwojem  rybosomów przydat­
ne okazały się substancje zakłócające zrównoważoną norm alnie syntezę 
białka i RNA. Najszerzej badano w pływ  chloram fenikolu. A ntybiotyk 
ten, w odpowiednim stężeniu (5), ham uje całkowicie syntezę białek nie 
ham ując syntezy RNA (14, 23, 24), k tóra zachodzi przez ok. 2 godziny od 
m om entu dodania chloram fenikolu do pożywki (101).

Pierw szą obszerną pracę o wpływie tego antybiotyku na pojaw ianie 
się nietypowych cząstek rybonukleoproteidow ych w komórce Escherichia 
coli ogłosili N o m u r a  i W a t s o n  w 1959 roku (65). Okazało się, że 
w obecności chloram fenikolu zanikają norm alnie w ystępujące w komórce 
podjednostki rybosomów 30S i 50S, pojaw iają się natom iast cząstki lżej­
sze o stałych sedym entacji 18S i 25S. Zaw ierają one około 25% białka
i 75% RNA (43, 44, 64, 82, 90). Kwas rybonukleinow y tych cząstek stano­
wi ok. 60% RNA kom órek Escherichia coli (17) a u Aerobacter aeroge- 
nes — naw et 80% (23). Skład nukleotydow y tego RNA nie odbiega od 
składu RNA rybosomów Escherichia coli powstających w trakcie wzrostu 
bakterii bez dodatku antybiotyku (15, 42, 70). W edług K u r l a n d a
i M a a 1 o e (43) co najw yżej 25% RNA tych cząstek syntetyzow ane jest 
przed dodaniem  antybiotyku, reszta pow staje w jego obecności. Ten RNA 
nie różni się zasadniczo pod względem wielkości cząsteczek od RNA ry ­
bosomów norm alnych. W edług K u r l a n d a  i wsp. (44) w tworzących 
się w obecności chloram fenikolu cząstkach o stałej sedym entacji 18S w y­
stępuje RNA o stałej sedym entacji 16S, a w cząstkach 25S — RNA ma 
stałą sedym entacji 23S. Oba typy RNA stw ierdza się w rybosom ach nor­
m alnych Escherichia coli (72). Zdaniem  K u r l a n d a  i M a a l o e  (43) 
23S RNA może pochodzić z rozpadu rybosomów, które pow stały przed 
dodaniem  antybiotyku. W związku z tym  autorzy w ysuw ają przypuszcze­
nie, iż cząstki „chloram fenikolow e” 18S odpowiadają norm alnie pojaw ia­
jącym  się prekursorow ym  form om  rybosomów. Sądzi się dzisiaj, że w czą­
stkach „chloram fenikolow ych” nagrom adza się prekursorow y RNA rybo­
somów (46).

Białko cząstek rybonukleoproteidow ych pow stających w obecności 
antybiotyku m usi pochodzić z puli białek syntetyzow anych przed jego 
dodaniem. Cząstki te, powstałe w obecności antybiotyku i znakowanych 
aminokwasów, nie zaw ierały piętna (43). Jednakże po usunięciu chloram ­
fenikolu są one zdolne do syntezy własnego białka. O t a k a i wsp. (69) 
stw ierdzili, że RNA cząstek „chloram fenikolow ych”, powstałych po prze-
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. niesieniu bakterii do pożywki energetycznie bogatszej — kiedy to synteza 
inform acyjnego RNA była selektyw nie zaham owana — stym ulow ał w łą­
czanie znakowanych aminokwasów do białek in vitro. Sugerowałoby to, 
że RNA tych cząstek może pełnić rolę RNA inform acyjnego. Same zaś 
cząstki ,,chloram fenikolowe” m ają zdolność włączania niektórych am ino­
kwasów do białek w łasnych bez dodatku guanozynotrójfosforanu i doj­
rzałych rybosomów (66).

Istniałoby więc pewne podobieństwo cząstek pow stających w obecno­
ści chloram fenikolu do cząstek pow stających w w arunkach głodu m etio- 
ninowego u m utan ta  rozprzężonego Escherichia coli (16). Tym  bardziej, 
że zarówno jedne jak  i drugie przekształcają się w norm alne podjednostki 
30S bądź 50S z chwilą przyw rócenia norm alnych w arunków  hodowli (64). 
Również zdaniem  S z a k u ł o w a ,  B o g d a n o w a  i S p i r i n a  (90), po 
usunięciu chloram fenikolu pow stają norm alne podjednostki rybosomów 
przez spontaniczne przyłączanie się białek cytoplazm atycznych do cząstek 
„chloram fenikolow ych”. Autorom  tym  udało się naw et przeprowadzić ta ­
ką syntezę in vitro. Cząstki ,,chloram fenikolowe” reprezentują, być mo­
że, jakieś pośrednie stadia rozwojowe rybosom u i stanow ią prawdopodob­
nie odpowiedniki „prorybosom ów” pojaw iających się w m ałych ilościach 
w  w arunkach norm alnej hodowli bakterii.

Podobne tw ory pojaw iają się w obecności antybiotyku purom ycyny, 
ham ującego syntezę białek. Z pracy S e 11 s a (76) wiadomo, że w obecno­
ści purom ycyny następuje nagrom adzanie RNA w kom órkach Escherichia 
coli. W w arunkach tych pow staje RNA rybosom owy o stałej sedym entacji 
16S' i 23S' a także RNA 4S przenoszący aminokwasy. W edług H o s o k a- 
w y  i N o m u r y  (34) pow stają wówczas głównie cząstki nukleoproteido- 
we 20S i 25S. Zaw ierają one 70% RNA i 30% białka. Kwasy rybonuklei­
nowe tych cząstek o stałych sedym entacji 16S i 23S, m ają skład nukleo- 
tydow y analogiczny jak RNA rybosomów norm alnych. Po usunięciu an ty ­
biotyku piętno znakowanego uprzednio radioaktyw nym  fosforem  RNA 
tych cząstek pojaw ia się po 90 m inutach w norm alnych podjednostkach 
rybosomów 30S i 50S. Równocześnie odbywa się p referencyjna synteza 
białek rybosomów. Przekształcanie cząstek „purom ycynow ych” w nor­
m alne rybosom y odbywa się zasadniczo bez uprzedniej degradacji RNA
i bez odłączania białka. Tylko nieznaczna część RNA cząstek „purom ycy­
now ych” może być w ykorzystana do budowy norm alnych rybosomów po 
uprzedniej degradacji (34).

T a m a o k i  i M u e l l e r  (94) badając wpływ  purom ycyny na synte­
zę RNA rybosomów w kom órkach HeLa stw ierdzili, że w obecności tego 
an tybiotyku piętno znakowanych prekursorów  RNA nie pojaw ia się 
w kwasie rybonukleinow ym  rybosomów. Jednakże w tych w arunkach 
odbywa się, przynajm niej częściowo, synteza wysokospolimeryzowanego 
RNA o stałej sedym entacji 45S, k tó ry  zdaniem  szeregu autorów  (26, 75, 
95) łączy się z białkiem  i następnie przekształca w rybosom owy RNA 16S
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i 28S w w yniku degradacji. Purom ycyna ham ow ałaby proces tw orzenia 
się rybosomów w kom órkach HeLa poprzez ham owanie syntezy białka 
(96), które w w arunkach norm alnych tw orzy kom pleks ze wspom nianym  
wysokospolim eryzowanym  RNA już na terenie jądra  komórkowego.

Inny antybiotyk — streptom ycyna, ham ujący syntezę białek bez za­
ham ow ania syntezy RNA (29) zakłóca również norm alny proces pow sta­
w ania rybosomów (16). Niedawne badania D u b i n a  (18) wykazały, że 
u szczepu ML-35 Escherichia coli hodowanego w obecności streptom ycy­
ny pojaw iają się cząstki o stałej sedym entacji ok. 15S zaw ierające kwas 
rybonukleinowy. A utor sugeruje podobieństwo tych cząstek do cząstek 
„chloram fenikolow ych” i przyjm uje, że mogą być one prekursoram i ry ­
bosomów. Jak  dotąd nie ma w litera tu rze  bliższej charak terystyk i cząstek 
, ,streptom ycynow ych’ ’.

Jak  już wspomniano, zaham owanie syntezy białka przy zachowanej 
syntezie RNA w komórce bak tery jnej, następuje również przy niedostat­
ku potasu w pożywce. Badania tego zjaw iska u Escherichia coli i Bacillus 
subtilis  prowadzili E n n i s  i L u b i n  (20). Okazało się, że u m utanta  
B-207 Escherichia coli rybosom owy RNA gromadzi się w tych w arunkach 
w cząstkach nukleoproteidow ych opadających w czasie w irow ania wol­
niej niż norm alne pod jednostki rybosomowe 30S (21). W cząstkach tych 
RNA przeważał ilościowo nad białkiem. Kwas rybonukleinow y tych czą­
stek składał się z dwu frakcji, o stałych sedym entacji 16S i 23S. Po doda­
niu potasu do pożywki piętno znakowanych uprzednio 14C-guaniną kw a­
sów rybonukleinow ych tych cząstek pojawiało się najpierw  w podjednost- 
kach rybosomów 30S a potem  50S. Również w tym  samym  czasie — po 
przerw aniu głodu potasowego — następow ała preferencyjna synteza bia­
łek rybosomów. Po podaniu znakowanej leucyny stw ierdzono bowiem 
trzykro tn ie  wyższą aktyw ność właściwą białek rybosomów niż pozosta­
łych białek cytoplazm y. Zdaniem  E n n i s a  i L u b i n a  (21, 22) w yniki 
te  w skazyw ałyby na zwiększenie pewnej frakcji inform acyjnego RNA 
związanego z niedojrzałym i rybosom ami i kierującego syntezą białek ry - 
bosomowych. Spostrzeżenia tych autorów  popierałyby przedstaw ione po­
glądy N a k a d y  (61) o inform acyjnym  charakterze RNA cząstek rybo- 
somowych zatrzym anych sztucznie w rozwoju.

Obok jonów potasu również jony magnezu w yw ierają charak tery ­
styczny wpływ na losy RNA rybosomów. Z jednej strony, zmniejszenie 
w pożywce stężenia jonów magnezu poniżej poziomu w komórce, powo­
duje rozpad rybosomów 70S na podjednostki (63, 87) a naw et odłączenie 
się RNA od białka (54), z drugiej zaś przerw anie głodu magnezowego do­
prowadza do pojaw ienia się cząstek rybonukleoproteidow ych podobnych 
do cząstek „chloram fenikolow ych” (87). Pow stałe cząstki charakteryzują  
się stałą sedym entacji 25S.

W arto dodać, że m utan t B14 Escherichia coli z uzależnioną ściśle od 
aminokwasów syntezą RNA w ytw arza niedojrzałe rybosom y o niskiej
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stałej sedym entacji i przewadze RNA naw et w nieobecności niezbędnych 
aminokwasów ale w obecności magnezu, jeś li’uprzednio hodowany był 
w  w arunkach głodu magnezowego (63).

Do badań nad procesem  dojrzew ania rybosomów stosowano również 
analogi prekursorów  RNA. Najszerzej, jak dotąd, badano w pływ  5-fluoro- 
uracylu. A r o n s o n (3) zauważył, że w kom órkach Escherićhia coli inku- 
bowanych w obecności tego analogu w zrasta ilość cząstek rybonukleopro- 
teidowych o niskich stałych sedym entacji. Postaw ił on pytanie, czy 5-flu- 
orouracyl in te rfe ru je  w procesie przekształcania m ałych rybosomów 
w duże, norm alne rybosomy, czy też kom órka w tych w arunkach produ­
kuje  dużą ilość rybosomów m ałych. Analog ten nie m iał w pływ u na już 
istniejące rybosom y dojrzałe 70S — nie obserwowano bowiem zm niejsza­
nia ich aktyw ności w procesie włączania znakowanych aminokwasów. 
Tym samym  pierw otny jego w pływ  odnieść m ożnaby do procesu rozw oju 
rybosomów.

K e m p n e r  (39) zaobserwował, że u drożdży w obecności 5-fluoro- 
uracylu  syntetyzuje się znacznie m niejsza ilość rybosomowego RNA niż 
norm alnie — piętno znakowanych prekursorów  RNA pojaw ia się wówczas 
przede w szystkim  w RNA pozostającym  po odwirowaniu rybosomów.

Z badań I w a b u c h i  i wsp. (36) wynika, że cząstki „chloram feniko- 
low e” zaw ierające 5-fluorouracyl w swoim RNA, różnią się od cząstek 
„chloram fenikolow ych” nie zaw ierających tego analogu. Jeśli inkubować 
oba typy  cząstek w obecności 5-fluorouracylu ale bez dodatku chloram ­
fenikolu w pożywce, te  ostatnie przekształcają się w norm alne podjed- 
nostki rybosomowe 30S i 50S, zaś cząstki zaw ierające 5-fluorouracyl 
w RNA przekształceniu takiem u nie ulegają. A n d o h  i C h a r g a f f  
(2) są zdania, że cząstki rybonukleoproteidow e pojaw iające się u Esche- 
richia coli w obecności 5-fluorouracylu nie są prekursoram i rybosomów.

N a k a d a  (61) oraz M a r ą u i s e e  i N a k a d a  (53) posługując się 
tym  analogiem  stw ierdzili, że jego dodatek do pożywki, w k tórej hoduje 
się ,,rozluźnionego” m utan ta  Escherichia coli w obecności m etioniny, po 
uprzednim  głodzie m etioninowym , nie ham uje powstawania norm alnych 
rybosomów. Znakow any 5-fluorouracyl pojaw ia się wówczas jedynie 
w m ałych rybosom ach pow stających już po jego dodaniu, nie pojaw ia się 
natom iast w norm alnych podjednostkach rybosomów 30S i 50S. Jeśli zaś 
fluorouracyl dodaje się do pożywki w okresie głodu metioninowego, to po 
w prow adzeniu m etioniny do podłoża nie pojaw iają się norm alne podjed- 
nostki rybosomów i nie zachodzi też preferencyjna synteza białek rybo- 
somowych. W niosek N a k a d y  w ypływ ający z tych doświadczeń — że 
rybosom y zaw ierające RNA nagrom adzony w czasie głodu aminokwaso- 
wego mogą kierować syntezą w łasnych białek, o ile ich RNA nie zaw iera 
w swym  składzie n ienaturalnych  składników — potw ierdzałyby jego tezę
o prekursorow ym  RNA rybosomów jako nośniku inform acji dla własnego 
białka tej organelli.
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W badaniach nad procesem form owania się rybosomów używano rów ­
nież 8-azaguaniny (16, 67, 68) i 8-azaadeniny (16). Z doświadczeń
0  t a k  i i wsp. (67, 68) wynika, że 8-azaguanina ham uje syntezę białek
1 zm niejsza syntezę RNA rybosomów u Escherichia coli (68) i Bacillus 
cereus (67). RNA syntetyzow any w tych w arunkach, zaw ierający 8-aza- 
guaninę, gromadzi się w cząstkach rybonukleoproteidow ych o znacznej 
przew adze RNA nad białkiem . Jest to głównie prekursorow y RNA, k tó ry  
zdaniem  autorów, w norm alnych rybosom ach w ystępuje jedynie w m a­
łych ilościach. W niosek taki oparty  jest na następującej obserwacji: O t a- 
k a i wsp. rozdzielali na kolum nie z DEAE-celulozy frakcję rybosomową 
z Escherichia coli (68) i Bacillus cereus (67). W obu przypadkach uzyski­
w ali oni dwie główne frakcje. Pierw sza z nich w ym yw ała się z kolum ny 
chlorkiem  sodu i stanow iła 85% rozdzielanego m ateriału , druga — w y­
m yw ała się ługiem. Znakowaną adeninę, włączoną do rybosomów in vivo, 
w ykryw ano głównie we frakcji pierwszej. Jeśli jednak rozdziałowi pod­
daw ano frakcję rybosomową powstałą w obecności 8-azaguaniny w po­
żywce, stosunki obu szczytów chrom atograficznych ulegały zmianie i roz­
mieszczenie p iętna znakowanej adeniny było odmienne: frakcja  druga 
znacznie w zrastała i zaw ierała 85°/o piętna. Nagromadzał się więc RNA, 
k tó ry  w norm alnych rybosomach w ystępuje w m ałych ilościach a proces 
pow staw ania ich białek w tych w arunkach był zakłócony.

Prekursory rybosomów w normalnych warunkach wzrostu 
bakterii

Zastosowanie chrom atografii kolum now ej pozwala, jak się wydaje, na 
w yodrębnienie pew nych pośrednich form  rybosomów pojaw iających się 
w czasie norm alnego w zrostu komórek. P róby takie przeprowadzano 
w pracow ni R o b e r  t s a (8, 9, 11) i w innych laboratoriach (48, 49, 68).

L i n d i g k e i t  i wsp. (47, 48, 49) rozdzielając na DEAE-celulozie m a­
teria ł rybosom owy kom órek Escherichia coli hodowanych w w arunkach 
norm alnych — a także w obecności chloram fenikolu — uzyskali pięć róż­
nych frakcji rybonukleoproteidow ych. Skład nukleotydow y RNA wyizo­
lowanego z poszczególnych frakcji nie był jednakow y i n iektóre z nich 
zaw ierały  RNA bardziej zbliżony do składu nukleotydowego DNA. Szcze­
gólnie in teresu jącą w ydaw ała się frakcja  w ym yw ana z kolum ny ługiem, 
k tó ra  prawdopodobnie odpowiadała analogicznej frakcji otrzym anej przez 
T a k a i i wsp. (93). Zaw ierała ona więcej u rydyny  i m niej guaniny niż 
pozostałe frakcje a ponadto wykazyw ała zdolność do tw orzenia hybrydów  
z DNA. Zdaniem  wym ienionych autorów, był w niej obecny prekursorow y 
RNA rybosomów. Poszczególne frakcje, z w yjątkiem  jednej, zaw ierającej 
większość rybonukleoproteidów  rybosomowych, w ykazyw ały charak te ry ­
styczną przew agę ilościową RNA nad białkiem  i — jak sugerują auto­
rzy  — stanow ią pośrednie stadia rozwojowe rybosomów.
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Na podstawie podobnych eksperym entów  R o b e r t s  i wsp. (8, 9, 11, 
55) już uprzednio w ysunęli hipotezę o stadialnym  procesie form owania 
się rybosomów, polegającym  na stopniowym  przyłączaniu się białek do 
RNA prekursorow ego. Ten prekursorow y RNA rybosomów, którego osta­
tecznie uform ow ana cząsteczka ma stałą sedym entacji ok. 14S, stanowi 
jedynie ok. 3% ogólnej ilości RNA rybosomów w komórce Escherichia 
coli, hodow anej.w  norm alnych w arunkach. Byłby on, zdaniem  autorów, 
pierwszym  stadium  rozwojowym  rybosomów nazwanym  eosomem. Piętno 
znakowanego uracylu  po krótkiej inkubacji pojawiało się w tej właśnie 
klasie cząstek. N astępnym  stadium  rozwojowym  byłyby tzw. neosomy
o stałej sedym entacji 30S lub 43S zaw ierające RNA i białko z przewagą 
pierwszego ze składników. RNA neosomów stanowi ok. 7°/o rybosomowe- 
go RNA kom órek Escherichia coli. S p i r i n (80) podkreśla podobieństwo 
neosomów do cząstek „chloram fenikolow ych” .

Podobne poglądy na tem at stadialnego rozwoju rybosomów, od wol­
nego RNA począwszy, w yrazili pracow nicy grupy O s a  w y  (35, 41). Ich 
zdaniem, wolny RNA o stałej sedym entacji ok. 16S zapoczątkowuje syn­
tezę podjednostek rybosomów typu 30S. Odbyw ałaby się ona poprzez sta­
dia cząstek rybonukleoproteidow ych 18S i 28S. Natom iast prekursorow y 
RNA o stałej sedym entacji 23S byłby odpowiedzialny za form owanie pod­
jednostek typu 50S poprzez stadia rozwojowe cząstek rybonukleoprotei­
dowych 25S, 32S, 38S i 43S (35).

W ydaje się więc, że teoria stadialnego rozwoju rybosomów u bakterii 
zaczyna zdobywać coraz powszechniejsze uznanie. Nie dysponujem y jed­
nak dotychczas szerszym m ateriałem  dowodowym o stadiach rozwojo­
wych rybosomu u innych organizmów. Wiadomo np., że m ikrosom y etio- 
lowanych kiełków grochu dają się rozdzielać elektroforetycznie na kilka 
frakcji (50). Podobnie, rybosom y wyizolowane z zielonych i etiolow anych 
kiełków żyta (Secale cereale) można rozdzielić na kilka frakcji nukleopro- 
teidowych na kolum nie z DEAE-celulozy (92). Fakt, że etiolowanie roślin 
powoduje częściowe zaham owanie ich rozwoju nasuwa m yśl o równoczes­
nym  zaham owaniu rozwoju rybosomów, podobnie jak to ma m iejsce przy 
sztucznym  zakłócaniu zrównoważonej zazwyczaj syntezy białka i RNA 
u bakterii.

Uwagi końcowe

Przedstaw ione w tym  artyku le  badania wskazują, że przy zakłóceniu 
norm alnie zrównoważonej syntezy RNA i białka w kom órkach bak tery j­
nych następuje sztuczne zaham owanie procesu rozwoju rybosomów. Na­
grom adzają się wówczas cząstki rybonukleoproteidow e o m ałej ilości 
białka i przewadze RNA. Cząstki te odpowiadają prawdopodobnie p reku r- 
sorowym form om  rybosomów, jakie pojaw iają się w niew ielkich jedynie
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ilościach u bakteri hodowanych w norm alnych w arunkach wzrostu. For­
mowanie rybosomów odbywałoby się przez stopniowe przyłączanie białek 
do prekursorow ego RNA rybosomów pojawiającego się w plazmie w sta­
nie wolnym  lub luźno związanym  z dojrzałym i rybosom ami (54). U orga­
nizmów wyższych prekursorow y RNA rybosomów syntetyzow any jest n a j­
prawdopodobniej w jądrze komórkowym. Według S c h e r r e r a  i wsp. 
(75) oraz T a m a o k i  i M u e l l e r a  (lite ratu ra  — patrz pozycja 95) w ko­
m órkach HeLa RNA rybosomów tw orzy się bezpośrednio przez rozpad 
jakiejś większej cząsteczki RNA o stałej sedym entacji ok. 45S, k tóry  
w tym  przypadku byłby właściwym  RNA prekursorow ym  rybosomów.

Zdaniem K i t a z u m e  i wsp. (40) inform acyjny RNA, o składzie 
nukleotydow ym  podobnym do DNA, jest niezbędnym  prekursorem  RNA 
rybosomów u drożdży. Wiadomo bowiem, że w w arunkach intensyw nej 
syntezy białek w czasie w zrostu drożdży, kiedy proces form owania rybo­
somów musi być również intensyw ny, inform acyjny RNA jest nietrw ały, 
natom iast gdy synteza białek u tego organizm u jest zaham owana stabil­
ność tego RNA jest znaczna.

Przypom nieć tu  należy jednak, że u Escherichia coli rybosomowy RNA 
powstawał w w arunkach znacznie zmniejszonej (60) a naw et całkowicie 
zaham owanej syntezy inform acyjnego RNA (69). Przeczyłoby to hipote­
zie o pochodzeniu RNA rybosomów z postulowanego przez J  a c o b a
i M o n o d a (37) RNA inform acyjnego.

Prawdopodobnie prekursorow y RNA rybosomowy stanowi odmienną 
frakcję inform acyjnego RNA niż ten  postulow any przez francuskich ba­
daczy. Już daw niej H a y a s h i  i S p i e g e l m a n  (30) sugerowali, że 
nie cały inform acyjny RNA w komórce działa w jednakow y sposób. 
Szybko znakujący się fosforem  radioaktyw nym  RNA, identyfikow any 
jako inform acyjny, jest heterogenny i, obok frakcji o składzie nukleoty­
dowym podobnym  do DNA, zawiera RNA rybosom owy (58), być może 
prekursorow y.

Zdaniem S t e n t a (85) prekursorow y RNA rybosomów syntetyzuje 
się na m atrycy  DNA. Po uw olnieniu się jego nici z kom pleksu z DNA 
staw ałby się on z kolei m atrycą dla białek rybosomu. Jak  podkreśla 
M c C a r t h y  (54) w olny RNA eosomu pozostaje luźno związany z doj­
rzałym i rybosomami, k tórych RNA mógłby służyć jako nośnik inform acji 
dla białek rybosomów dojrzew ających. R o b e r  t s (74) jest zdania, że 
neosomy tw orzą kom pleksy z nowopowstającym  RNA rybosomów, bio­
rąc udział w syntezie białek rybosomowych w sposób analogiczny jak 
polisomy w syntezie innych białek komórkowych. Tak więc autorzy ci, 
zakładając udział RNA rybosomów niedojrzałych w syntezie białek tej 
organelli podkreślają konieczną obecność rybosomów już wykształconych 
w procesie form ow ania i dojrzew ania nowych rybosomów.

Istnieje szereg dowodów pośrednich na udział składników rybosomów 
w przekazyw aniu inform acji dla nowopow stających organelli tego typu.
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Tak np. S t e n t (85) zwraca uwagę, że duża zawartość guaniny w RNA 
rybosomów i duża zawartość argininy, glicyny i kwasu glutam inowego 
w ich białku może pozostawać w  związku z przew agą tej zasady puryno- 
wej w tró jkach kodujących w ym ienione aminokwasy. O statnie prace 
H o l l a n d a  i wsp. (32) w skazują, że w przeciw ieństw ie do natyw nego 
RNA rybosomów dojrzałych, częściowo zdegradow any w swej drugorzę- 
dowej s truk tu rze  RNA tej organelli bardzo intensyw nie stym uluje  w łą­
czanie znakowanych aminokwasów do białek. Należy przypom nieć, że 
RNA rybosomów sztucznie zatrzym anych w rozwoju ma m niej upako­
w aną s tru k tu rę  drugorzędową i podobnie intensyw nie stym uluje w łą­
czanie aminokwasów do białek rybosom owych (53, 61).

Pośrednim  dowodem potw ierdzającym  przypuszczenie o obecności 
w składnikach rybosom u pew nych inform acji niezbędnych dla jego roz­
w oju jest np. rekonstrukcja  in vitro  podjednostek 30S bądź 50S z cząstek 
„chloram fenikolow ych” i białek rybosom owych dokonana przez S z a - 
k u ł o w a ,  B o g d a n o w a  i S p i r i n a  (90). Dowodem takim  mogą być 
także uwieńczone sukcesem  próby rekonstrukcji podjednostek 30S i 50S, 
aktyw nych w syntezie białek (33, 45, 83) z nieaktyw nych cząstek rybo­
nukleoproteidow ych i białek uwolnionych z rybosomów w czasie ich 
w irow ania w roztworze chlorku cezu (57). Rekonstrukcja ta — należy 
tu  podkreślić — odbywała się spontanicznie w niskiej tem peraturze i bez 
dodatku kofaktorów.

S tym ulacja włączania znakowanych aminokwasów do białka in vitro  
przez  niedojrzałe rybosom y rozprzężonych m utantów  Escherichia coli 
(znacznie większa niż w yw oływ ana przez RNA rybosomów dojrzałych) 
(53), uprzyw ilejow ana synteza białek rybosomów po przerw aniu głodu 
aminokwasowego (53, 61, 98), a także stym ulacja syntezy białka przez 
RNA cząstek „chloram fenikolow ych” nie zaw ierających inform acyjnego 
RNA (69) — oto obserw acje pozwalające na wyciągnięcie pewnych ostroż­
nych wniosków. Jeśli rzeczywiście RNA rybosomów niedojrzałych ma 
zdolność kierow ania syntezą białek tej organelli — a teza ta  zdobywa 
dziś coraz więcej zwolenników (19, 61, 63, 74) — to może właśnie na tej 
drodze odbywałoby się form owanie pierwszych rybosomów w komórce. 
Tym sposobem można byłoby lepiej zrozumieć problem  nakreślony we 
w stępie tej pracy: jak  dochodzi do syntezy białka rybosomów, jeśli p rzy j­
m ujem y nieodzowność rybosomów dojrzałych w syntezie wszystkich bia­
łek komórkowych.
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A DDENDUM

Ju ż  po o d d an iu  do d ru k u  tego a r ty k u łu  M u t o ,  O t a k a  i O s a w a  s tw ie r ­
dzili (D oniesien ie  osobiste, I.E.G. N r 7, S c ien tif ic  M em o N r 220), że cząstk i n u k le o -  
p ro te id o w e  p o w sta jące  w  w a ru n k a c h  g łodu  m etion inow ego  u rozluźn ionego  m u ta n ta  
E. coli K -12 są n iezdo lne  do sam odzie lne j syn tezy  b ia łek  po do d an iu  m e tio n in y  do 
pożyw ki. U p rzy w ile jo w an a  sy n teza  b ia łek  rybosom ow ych  w  kom órce  odbyw a się 
w ów czas g łów n ie  w e f ra k c ji d o jrza ły ch  s t ru k tu ra ln ie  rybosom ów  70S. C ząstk i n u -  
k leo p ro te id o w e  p o w sta łe  w  w a ru n k a c h  g łodu  am inokw asow ego  b io rą  w  n ie j ud z ia ł 
zapew ne  je d y n ie  w  po łączen iu  z d o jrza ły m i rybosom am i, pon iew aż s tw ierdzono  
w y stęp o w an ie  kom pleksów  ty ch  cząstek  z ryb o so m am i 70S. A u to rzy  p rzypuszcza ją , 
że RNA  ty ch  cząstek  sp e łn ia  ro lę  in fo rm acy jn eg o  RNA. N a to m ias t zdan iem  T u r -  
n o  c k a  (J. Mol. B iol. 17, 289 (1966)) je s t to m ało  p raw dopodobne . W ykaza ł on o s ta t­
nio, że p rek u rso ro w e  fo rm y  rybosom ów  u rozluźn ionego  m u ta n ta  E. coli K-12 58-161 
zakażonego  fag iem  tuż  p rzed  zakończen iem  g łodu  m etion inow ego  n ie  p rz e k sz ta łc a ją  
się w  d o jrza łe  rybosom y  po d o d an iu  m e tion iny . F ag  b lo k u jąc  syn tezę  R N A  gospo­
d a rz a  h a m u je  p roces budow y rybosom ów , co w skazyw ałoby , iż RNA  z a w ie ra jący  
in fo rm ac ję  d la  syn tezy  b ia łek  ry bosom u  sy n te ty zo w an y  je s t dop iero  p o zakończe­
n iu  g łodu  am inokw asow ego .
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RECENZJE

G yorgy Pataki, D ünnschichtchrom atographie in der A m inosäure und  
Peptid Chemie, Basel, Berlin, Walter de Gruyter, 1966

Pod tym  ty tu łe m  u k aza ła  się o s ta tn io  m ałego  fo rm a tu  k siążeczka n iezw y k le  c e n ­
n a  szczególnie d la  ty ch , k tó rzy  in te re su ją  się w  sw oich  b ad an ia ch  am in o k w asam i, 
p ep ty d am i i b ia łk am i. B ardzo s ta ra n n ie  w y d an a  n a  doskonałym , lśn iącym  p ap ie rze , 
p ięk n ie  op raw io n a  w  tw a rd e j ok ładce  m o n o g ra fia  ta  budz i z a in te reso w an ie  n ie  ty l ­
ko  ze w zg lędu  na  tre ść , a le  i e s te ty k ę  w ydaw n iczą . N a p o d k reś len ie  z as łu g u ją : b o ­
g a ta  ilu s tra c ja  — 128 ry su n k ó w  sp rzę tu , a p a ra tu ry , ch ro m ato g ram ó w ; 52 ta b e le  
i 463 pozycje  b ib liog raficzne .

M onografia  — p o d ręczn ik  sk ład a  się z 4 części.
W I części a u to r  d a je  zw ięzłe a le  doskona łe  opisy  bogato  ilu s tro w an e  m o d e lam i 
sp rzę tu  i a p a ra tu ry  te ch n ik i c ien k o w ars tw o w ej c h ro m a to g ra fii jakościow ej i ilo ­
ściow ej z cennym  rozdzia łem  pośw ięconym  w spó łczynn ikom  R f w  te j m etodzie .
W  części II om ów ione je s t szczegółow o p rzy s to so w an ie  te j te ch n ik i do a m in o k w a ­
sów  i pep tydów . K ró tk ie , zw ięzłe opisy z a z n a ja m ia ją  czy te ln ik a  z w y n ik a m i u zy ­
sk iw an y m i na  różnych  ad so rb en tach  p rzez  poszczególnych au to rów .
W  części I I I  au to r  p rzed s taw ia  zasto sow an ie  te j te ch n ik i do b ad ań  sek w en c ji a m i-  
nokw asow ej w  b ia łk a c h  i p ep ty d ach . P o d k reś lić  na leży  szczególnie s ta ra n n e  i w y ­
cze rp u jące  op raco w an ie  ty ch  rozdzia łów  w  o p arc iu  o dośw iadczen ia  w łasne .
Część IV pośw ięcona je s t a d a p ta c ji m etody  do b a d a ń  am inokw asów  i p ep ty d ó w  
w  m a te ria le  b iologicznym .
C h ro m ato g ram y  am in o k w asó w  m oczu i k rw i z różnych  p rzy p ad k ó w  k lin iczn y ch  
m ogą budzić z a in te reso w an ie  w ie lu  p raco w n i b iochem iczno-k lin icznych .

Ze w zględu  na  w ysok ie  w a rto śc i teo re ty czn e  i p ra k ty c z n e  te j n iew ie lk ie j k s ią ­
żeczki i je j ak tu a ln o ść  (w ydan ie  1966 r.), ja k  i z u w ag i n a  s łab ą  znajom ość języ k a  
n iem ieck iego  u  naszych  m łodszych  p raco w n ik ó w  n au k o w y ch  sądzę, że p rz e t łu m a ­
czenie je j na  języ k  po lsk i by łoby  bardzo  pożyteczne.

J. O p ień ska -B la u th

Maksymilian Pluta, Mikroskopia fazowo-kontrastowa i interferencyjna, 
W arszawa 1966, PWN, str. 370, Rys. X X V

K siążka  do tyczy op tyczne j a p a ra tu ry  o dużym  znaczen iu  w  b a d a n ia c h  cy to lo ­
gicznych  i cy tochem icznych . U k ład y  op tyczne zw ane m ik ro sk o p em  k o n tra s to w o -fa -  
zow ym  o raz  m ik roskopem  in te rfe re n c y jn y m  p o s ia d a ją  n a s tę p u ją c e  dw ie  za le ty  
w  b ad an ia ch  b io logicznych: oba u k ła d y  p o zw a la ją  n a  o b se rw ac je  ob iek tów  p rz e j­
rzystych , n iezabarw ionych , a w ięc — k o n k re tn ie  — żyw ych  k om órek  um ieszczonych
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w  w o d n y ch  środow iskach , o raz  oba um o ż liw ia ją  m ierzen ie  suche j m asy  zaw arte j 
w  o b se rw o w an y ch  s tru k tu ra c h . To d ru g ie  zasto sow an ie  je s t oczyw iście b a rd z ie j 
in te re su ją c e , w  szczególności zaś d la tego , iż czułość tego p o m ia ru  je s t im ponu jąco  
w ysoka. J e d n o s tk ą  ja k ą  po słu g u jem y  się w  p o m ia rach  in te rfe ro m e try czn y ch  suchej 
m asy  s t r u k tu r  kom órkow ych  je s t l X l O - 13g.

Is to tą  d z ia łan ia  u k ład ó w  k o n tra s tu ją c y c h  fazy  w zg lędn ie  m ik roskopów  in te r fe ­
re n c y jn y c h  je s t p rzek sz ta łcen ie  różn ic  w  p rzesu n ięc iu  fazy  św ia tła  p rzechodzącego 
p rzez  ob iek t, w obec fazy  św ia tła  p rzechodzącego  p rzez  o tacza jące  o b iek t środow isko , 
n a  różn ice  w  am p litu d z ie  św ia tła . To p rzek sz ta łcen ie  je s t w a ru n k ie m  zarów no  ob­
se rw a c ji ja k  i pom iarów  ob iek tów  p rz e jrz y s ty c h  czyli tzw . ob iek tów  fazow ych, 
pon iew aż  a n i oko ludzk ie , an i e lek tro n iczn e  e lem en ty  św ia tłoczu łe  n ie  są w raż liw e  
n a  p rze su n ięc ie  fazy  św ia tła . Z m ian y  te j po p ro s tu  n ie  p e rcep u ją .

K siążk a  m g r P lu ty  w  ja sn y  i św ie tn ie  ilu s tro w a n y  sposób p o d a je  zarów no 
teo rię , ja k  i p ra k ty c z n e  is tn ie jące  ro zw iązan ia  u k ład ó w  używ anych  obecnie. A u to r 
je s t tw ó rc ą  po lsk iego  m ik ro sk o p u  in te rfe ren cy jn eg o , k tó ry  to m ik ro sk o p  w  p raco w n i 
re c e n z e n ta  doskona le  spe łn ia  sw e zadan ia .

O s ta tn i rozdzia ł k siążk i zaw ie ra  k ró tk ie  w yliczen ie  zastosow ań  m ik ro sk o p ii in ­
te r fe re n c y jn e j w  n a u k a c h  bio logicznych. K siążka  je s t ja k  n a jb a rd z ie j godna p o le ­
cen ia  d la  b iologów , b iochem ików  i b io fizyków  in te re su ją c y c h  się ilo śc iow ym i po ­
m ia ra m i p rzek sz ta łceń  zachodzących  n a  te re n ie  poszczególnych kom órek .

K. O stro w sk i

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

W  se rii chem icznej T h e  C o m m o n w ea lth  and  In te rn a tio n a l L ib ra ry  w y d aw an e j 
p rzez  P e rg am o n  P re ss  ukazało  się ju ż  w ie le  w arto śc io w y ch  k siążek  d la  s tu d en tó w  
n a p isa n y c h  p rzez  św ie tn y ch  sp ec ja lis tó w  by  w ym ien ić  tu ta j  chociażby  K. J . L e  i-  
d 1 e r ’a  dw a tom ik i pośw ięcone k in e ty c e  re a k c ji chem icznych  (R eaction  K in e tic s , 
vol. 1, 2) czy A. D. B u c k i n g h a  m ’a T he L a w s and A p p lica tio n s o f T h e rm o d y ­
nam ics. K siążka  D av ies’a je s t k o le jn y m  tom em  te j se rii i to bardzo  udanym .

W  zw ięzły  sposób p rzed s taw ia  w  n ie j a u to r  p ew n e  e lek try czn e  i op tyczne  w ła ­
ściw ości cząsteczek , zw iązane z ich  zdolnością  do p o la ry zac ji pod w p ły w em  ze­
w n ę trzn eg o  po la  e lek try czn eg o  lu b  e lek tro m ag n ety czn eg o , m a jące  szczególne zn a ­
czen ie  w  b a d a n ia c h  s t ru k tu ry  m o lek u la rn e j i oddz ia ływ ań  m iędzycząsteczkow ych . 
M im o zw ięzłości k s iążk a  o b e jm u je  jakościow o całość p ro b lem aty k i. T rzy  p ie rw sze  
ro zd z ia ły  (p o m ija jąc  w s tęp n y  rozdzia ł 1) a u to r  pośw ięca om ów ien iu  zach o w an ia  się 
cząsteczek  w  polu  e lek try czn y m  o często tliw ości p o zw ala jące j n a  re o r ie n ta c ję  czą­
s teczek  p rzy  zm ian ie  k ie ru n k u  pola. C zy te ln ik  zn a jdz ie  tu ta j  fenom eno log iczny  
i ilościow y opis d ie lek try czn y ch  w łaściw ości roz tw orów , po jęc ie  m olow ej re f ra k c ji 
i je j zasto sow an ie  w  b a d a n ia c h  s tru k tu ra ln y c h , m etody  p o m ia ru  m om en tów  d ipo ­
low ych , o raz  o bszerne  om ów ien ie  w y b ra n y c h  w yn ików  po m iaró w  m om en tów  
z p u n k tu  w id zen ia  s t ru k tu ry  cząsteczek  (rozdział 3). W rozdzia le  5 p rzed s taw io n o  
zachow an ie  się  cząsteczek  w  po lu  e lek try czn y m  w  fu n k c ji jego ro sn ące j częs to tli­
w ości aż do w arto śc i, p rzy  k tó ry c h  cząsteczk i n ie  n a d ą ż a ją  za szybkością  zm ian  
k ie ru n k u  po la . Z w iązan a  z ty m  ab so rp c ja  d ie lek try czn a , m etody  je j p o m ia ru  o raz  
d y sk u s ja  s t ru k tu ry  w ody, s tru k tu ry  p o la rn y ch  cząsteczek  w  n iep o la rn y ch  ro zp u sz -
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cza ln ik a c h  i s t ru k tu r y  c ia ła  s ta łeg o  w  św ie tle  d an y ch  d o św iadcza lnych  to tre ść  tego  
ro zd z ia łu . W łaściw ości o p ty czn e  cząsteczek  zw iązane z ich  p o la ryzow alnośc ią  p rz e ­
ja w ia ją c e  się p rz y  ich  o d d z ia ły w a n iu  z p ro m ien io w an iem  e lek tro m ag n e ty czn y m , 
k tó re  n ie  je s t p rz e z  n ie  p o c h ła n ia n e  są p rzed m io tem  ro zdz ia łu  6. C zy te ln ik  z n a j­
dzie  tam  k ró tk i  w y k ła d  z ja w isk a  ro zp roszen ia  św ia tła , m etody  p o m ia ru  ro zp ro sze ­
n ia  o raz  m e to d y  o zn aczan ia  m asy  i k sz ta łtu  cząsteczek, zw łaszcza po lim erów , o p a rte  
na  p o m ia ra c h  ro z p ra sz a n ia  św ia tła , n a s tę p n ie  d y sk u s ję  an izo tro p ii p o la ry zac ji czą­
steczek  i zw iązanego  z n ią  z ja w isk a  K e rra  o raz  d y sk u s ję  op tyczne j ak ty w n o śc i czą­
steczek . O s ta tn i ro zd z ia ł (7) pośw ięcony  je s t e lek tro s ta ty czn y m  oddzia ływ an iom  p o ­
m iędzy  cząs teczk am i różnego  ty p u  z p u n k tu  w id zen ia  zasięgu  ty ch  od d z ia ły w ań  
i ich  energ ii.

A u to ry ta ty w n ie , w  sposób  z d rad za jący  dośw iadczonego w yk ładow cę, a u to r  o s ią ­
ga  zaw sze sw ój cel p rzy  pom ocy  dobrze d o b ran y ch  m odeli i p rzy k ład ó w  o raz  p ro ­
stego  op isu  m a tem aty czn eg o . O g ro m n ą  za le tę  k siążk i s tan o w i po łączen ie  w y k ła d u  
p o d staw o w y ch  z ja w isk  fizy czn y ch  z opisem  zasad p o m ia ru  odpow iedn ich  w ie lkośc i 
i d y sk u s ja  licznych , tr a fn ie  d o b ran y ch , dan y ch  d o św iadcza lnych  (tabele , w y k resy ), 
i lu s tru ją c y c h  w  ja k i  sposób dochodzi się n a  ich  p o d staw ie  do w niosków  d o ty czą ­
cych  s t ru k tu r y  cząsteczek . K ażdy  rozdzia ł uzup e łn io n y  je s t licznym i zad an iam i 
u m o ż liw ia jący m i lepsze  p ra k ty c z n e  op an o w an ie  p rzeczy tanego  m a te ria łu  o raz  sp i­
sem  pozyc ji b ib lio g ra fic zn y ch  szerze j tra k tu ją c y c h  o m aw ian e  zagadn ien ia .

K siążk a  w  zasadzie  p rzezn aczo n a  je s t d la  s tu d en tó w  chem ii sp ec ja lizu jący ch  
się  w  fizy k o ch em iczn y ch  m e to d ach  b a d a n ia  s t ru k tu ry  cząsteczek. J e s t  to  je d n a k  
te k s t  w p ro w a d z a ją c y , d o stęp n y  d la  każdego  czy te ln ik a  z w yższym  w y k sz ta łcen iem  
p rzy rodn iczym . S pośród  czy te ln ik ó w  P o stępów  B io ch em ii re cen zen t po leca  ją  ty m  
w szy stk im , k tó rzy  in te re s u ją  się fizykochem icznym i p o d staw am i b iochem ii i b io logii 
m o le k u la rn e j.

K. L. W ie rzch o w sk i

9 P o s tę p y  B io c h e m ii
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AUTOREFERATY PRAC DOKTORSKICH

Badania nad mechanizmem enzymatycznej hydrolizy 
ATP przez miozynę

JU LIA N  GRUDA

P racę  w y k o n an o  w  Z ak ład z ie  B iochem ii In s ty tu tu  B iologii D ośw iadczalnej 
im . M. N enckiego  PA N  w  W arszaw ie

P ro m o to r: p ro f. d r  W Ł O D Z IM IE R Z  N IE M IE R K O

U chw ała  R ady  N aukow ej In s ty tu tu  B iologii D ośw iadczalnej im . M. N enckiego  P A N  
w  W arszaw ie  n a d a ją c a  s to p ień  dokto ra  n a u k  p rzy ro d n ic zych  z d n ia  30.IX .1965 r.

P rzep ro w ad zo n o  szereg  dośw iadczeń  w  celu  w y ja śn ie n ia  czy w  czasie en zy ­
m a ty czn e j h y d ro lizy  A T P  p rzez  m iozynę p o w sta je  jako  p ro d u k t p rze jśc iow y  p o ­
łączen ie  enzym u  z o rto fo sfo ran em .

E nzym  in k u b o w an o  z 32P -A T P  i n ie ra d io a k ty w n y m  o rto fo sfo ran em  albo z n ie -  
ra d io a k ty w n y m  A T P  i ra d io a k ty w n y m  o rto fo sfo ran em . S tw ierdzono , że o rto fo sfo - 
r a n  w iążący  się z m iozyną  w  czasie re a k c ji enzy m a ty czn e j (w ilości około 1 m o la  
n a  m ol b ia łk a) pochodzi bezpośredn io  z A TP, bez uprzedn iego  u w o ln ien ia  się do 
środow iska . W czasie in k u b a c ji m iozyny  z su b s tra te m  zachodzi ró w n ież  w iązan ie  
się z b ia łk iem  p ew n e j ilości A D P.

C zęściow e zah am o w an ie  ak ty w n o śc i A T P -azo w ej m iozyny  p rzy  pom ocy C u S 0 4 
lu b  PC M B  n ie  w y w ie ra  w p ły w u  n a  ilość zw iązanego  o rto fo sfo ran u  pochodzącego 
z A TP.

B adano  w p ły w  b lo k o w an ia  różnej liczby g ru p  SH  p rzy  pom ocy d w u sia rczk u  
|3 -h y d ro k sy e ty lo -2 ,4 -d w u n itro fen y lu  (HEDD) na  w łaśc iw ości A T P -azow e m iozyny . 
S tw ierdzono , że n a w e t po zab lo k o w an iu  w szy stk ich  do stęp n y ch  d la  tego o d czy n n ik a  
g ru p  SH rodz im ej m iozyny, tj . 6 ekw . SH/105g b ia łk a , enzym  zaw sze zach o w u je  
w  obecności jo n ó w  C a lu b  M g p ew n ą , aczko lw iek  n iew ie lk ą  ak ty w n o ść  A T P -azow ą. 
W łaśc iw ości en zy m a ty czn e  ta k  zm odyfikow anej m iozyny  („6 S -S  m iozyny”) ró żn ią  
się pod w ie lom a w zg lędam i od w łaśc iw ości en zy m a ty czn y ch  m iozyny  ro dz im ej. 
W  n ieobecności jonów  C a lu b  M g „6 S -S  m io zy n a” n ie  w y k a z u je  żadne j ak ty w n o śc i 
A T P -azo w ej, po w o d u jące j p rz y ro s t w olnego  o rto fo sfo ran u . Je d n a k ż e  n a w e t w  ty c h  
w a ru n k a c h  o b se rw u je  się w iązan ie  z „6 S -S  m io zy n ą” o rto fo sfo ran u  i A D P po ch o ­
d zących  bezpośredn io  z A T P , bez  u p rzedn iego  u w o ln ien ia  się do środow iska .

W ysun ię to  h ipo tezę, k tó ra  tłu m aczy  w iązan ie  się o rto fo sfo ran u  i A D P w  czasie  
in k u b a c ji A T P  z m iozyną  rodz im ą p o w staw an iem  przejśc iow ego  p ro d u k tu  h y d ro lizy  
A T P . B rak  zaś w p ły w u  zah am o w an ia  A T P -azy  m iozynow ej n a  p o w staw an ie  tego 
p rze jśc iow ego  p ro d u k tu  tłu m aczo n y  je s t h ipo tezą  o k ilk u e tap o w e j hy d ro liz ie  A T P
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przez  rodzim ą m iozynę. W  o p arc iu  o pow yższe h ipo tezy  zap roponow ano  m ech an izm  
tłu m aczący  dw u fazow y  e fe k t czynn ików  m o d y fik u jący ch  A T P -azę  m iozynow ą. 

Część w y n ik ó w  je s t p rzed m io tem  n a s tę p u ją c y c h  p u b lik ac ji:
1. G r u d a  J. ,  K  ą k  o 1 I., R ż y s k o  C z., B uli. A cad . Polon. Sei. ser. biol. 8, 129,

(1960).
2. G r u d a  J.,  K ą k o l  I., R ż y s k o  C z ., N i e m i e r k o  W., V In te rn . C ongr. 

B iochem . 10, 19, 1417, 1961.
3. G r u d a  J.,  K ą k o l  I., N i e m i e r k o  W., A cta  B ioch im . Polon. 9, 215, (1962).
4. K ą k o l  I., B i t n y - S z l a c h t o  S., G r u d a  J., M a te ria ły  I K ra jow ego  K o n ­

g resu  B iochem ii, s tr . 15, Łódź 1963.
5. K ą k o l  I., G r u d a  J., B i t n y - S z l a c h t o  S., A c ta  B ioch im . Polon. 11, 411,

(1964).

Zaburzenia gospodarki lipidowej w marskości wątroby

H A N N A  IG N A TO W SK A  

P racę  w yko n an o  w  II  K lin ice  C horób  W ew n ętrzn y ch  A. M. w  W arszaw ie

P ro m o to r: P ro f. d r  IR E N A  C H M IELEW SK A

U ch w ała  R ad y  W ydzia łu  B iologii i N auk  o Z iem i U. W. n a d a ją c a  stop ień  
do k to ra  n a u k  p rzy ro d n ic zych  z d n ia  11.X.1965 r.

C elem  p racy  b y ła  ocena gospodark i lip idow ej w  s ta n ie  p rzew lek łego  u szkodze­
n ia  w ą tro b y , p rzeb iega jącego  z upośledzen iem  je j czynności. M odel dośw iadczalny  
s tan o w iła  g ru p a  38 chorych , w  w iek u  od 40 do 75 la t, z ro zw in ię ty m  obrazem  k lin ic z ­
nym  m arskośc i w ą tro b y , a  m odel fiz jo log iczny  — g ru p a  osób zd row ych  w  w iek u  
od p o w iad a jący m  w iekow i b a d an y ch  cho rych  o raz  g ru p a  osób zd row ych  m łodych  do 
40 ro k u  życia.

W  su row icy  k rw i, oznaczano: lip id y  ca łkow ite , fosfo lip idy , cho les te ro l ca łkow ity  
i w o lny , tró jg lic e ry d y , n ieze s try fik o w an e  k w asy  tłuszczow e o raz  ak ty w n o ść  lipazy  
lip o p ro te id o w ej. T ró jg lic e ry d y  oznaczano m e to d ą  w łasn ą , k tó ra  um ożliw iła  bezpo­
ś re d n ie  o k reś len ie  te j f r a k c ji  w  su ro w icy  k rw i. U zyskane w y n ik i poddano  an a liz ie  
s ta ty s ty czn e j.

Poziom  lip idów  całkow itych , fosfo lip idów  o raz  ch o les te ro lu  ca łkow itego  u  cho ­
ry ch  różn i się od poziom u u  osób zd row ych  w  ty m  sam ym  w ieku . N ie m a  n a to m ias t 
różn ic  w  poziom ie tych  fra k c ji , ja k  rów n ież  w  poziom ie tró jg lic e ry d ó w  m iędzy  g ru p ą  
cho rych  a g ru p ą  zd row ych  osób m łodych.

U w zg lęd n ia jąc  czynn ik  w iek u  n a leży  stw ierdzić , że uszkodzen ie  w ą tro b y  p ro ­
w adzi do obniżonego poziom u tró jg lice ry d ó w , ch o les te ro lu  ca łkow itego , fosfo lip idów  
i lip idów  ca łk o w ity ch  w  su ro w icy  k rw i. O bn iżen ie  to m oże być spow odow ane za ­
rów no  obn iżen iem  sy n tezy  ty ch  f ra k c ji  lip idow ych  w  w ą tro b ie , ja k  rów n ież  obn iże­
n iem  syn tezy  ko m p lek su  b ia łkow o-lip idow ego .

Poziom  n ieze s try fik o w an y ch  kw asów  tłuszczow ych  je s t u  cho rych  zn am ien n ie  
w yższy  niż  u  m łodych  zd row ych  ludzi. M oże to być spow odow ane zab u rzen iam i ró w ­
now agi m iędzy  sto p n iem  m ob ilizac ji kw asów  tłuszczow ych  z tk a n k i tłu szczow ej 
i s to p n iem  ich  w y ch w y ty w an ia  p rzez  w ą tro b ę .

W  su row icy  i osoczu chorych  n ie  s tw ie rd za  się sam o istn e j ak ty w n o śc i lipazy  
lip o p ro te id o w ej. N a to m ias t po h ep a ry n ie  ak ty w n o ść  lip o lity czn a  w  d ru g ie j godzin ie  
in k u b a c ji je s t u  cho rych  znacznie  w yższa niż u  zdrow ych . F a k t te n  m ożna w y tłu ­
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m aczyć p rzy jm u jąc , że w  osoczu osobników  z m arsk o śc ią  w ą tro b y  g rom adzący  się 
p ro d u k t re a k c ji n ie  h a m u je  ak ty w n o śc i enzym u, lu b  też  że b ra k  je s t in h ib ito ró w  
reg u lu jący ch  ak ty w n o ść  lip o lity czn ą  w  n o rm a ln y m  osoczu.

W yn ik i p rac  w sk azu ją , że ocena zabu rzeń  gospodark i lip idow ej m oże m ieć p r a k ­
tyczne  znaczen ie  d la  d iag n o s ty k i m arsk o śc i w ą tro b y . S u g e ru ją  rów nież, że obniżony 
poziom  lip id ó w  u cho rych  z m arsk o śc ią  w ą tro b y  m oże być p rzyczyną  o b se rw o w a­
nego u  ty ch  cho rych  m nie jszego  n as ilen ia  m iażdżycy  o raz  rzadszego  w y stęp o w an ia  
zaw a łu  serca.

F rag m en ty  p racy  zosta ły  w y d ru k o w an e  w  Pol. A rch . M ed. W ew n . 24, 3, 1964.

Badania nad wpływem głodu i niskiej temperatury na przemianę węglowodanów 
u gąsienic mola woskowego Galleria mellonella L.

E W A  L E N A R T O W IC Z

P racę  w yk o n an o  w  Z ak ład z ie  B iochem ii In s ty tu tu  B iologii D ośw iadczalnej 
im . M. N enckiego  PA N  w  W arszaw ie

P ro m o to r: prof. d r  ST EL L A  N IE M IE R K O

U chw ała  R ady  N aukow ej In s ty tu tu  n a d a ją c a  s top ień  d o kto ra  n a u k  p rzyro d n iczych
z d n ia  30.IX .1965 r.

B adano  zaw arto ść  w ęg low odanów  i rozm ieszczen ie  ich  w  poszczególnych n a rz ą ­
dach  u gąsien ic  m ola  w oskow ego w  o sta tn im  o k res ie  w zrostu . O gólna ilość w ęg lo ­
w odanów  w  ciele gąsien ic  w ynosi od 1,6%  {w kró tce po o s ta tn ie j w ylince) do 1 ,0%  
(przed przepoczw arczen iem ). 65% sum y  w ęg low odanów  p rzy p ad a  na  treh a lo zę , 
a 10—18% n a  g likogen. T reh a lo za  w y s tę p u je  g łów nie  w  hem olim fie , n a to m ia s t g li-  
kogen  w  ciele tłuszczow ym . W śród cu k ró w  p ro s ty ch  p rzew aża ją  am in o cu k ry , poziom  
glukozy  je s t bardzo  n isk i. P ow szechn ie  sp o ty k an e  tru d n o śc i w  oznaczan iu  g lukozy 
u ow adów , ja k  stw ierdzono , spow odow ane są w ysoką  ak ty w n o śc ią  tre h a la z y  i dużą 
zaw arto śc ią  treh a lo zy  w  ich  ciele. D la szybkiego zah am o w an ia  ak ty w n o śc i enzym u 
p rzy  p rzy g o to w y w an iu  m a te r ia łu  do an a liz  n a jo d p o w ied n ie jszy m  okazało  się o d b ia ł- 
czan ie  kw asem  tró jch lo ro o c to w y m  w  0°. Szczególnie dogodnym  w  tym  m a te ria le  je s t 
oznaczan ie  g lukozy  za pom ocą re a k c ji z h ek so k in azą  i d eh y d ro g en azą  g lukozo-6-fo s - 
fo ran u .

W pływ  g łodu bad an o  w  ok res ie  do 26 dni. G ąsien ice  d o jrza łe  do p rzep o czw ar- 
czen ia  głodzono po p o d w iązan iu  za p ie rw szy m  seg m en tem  tu łow ia , m łodsze — bez 
lig a tu ry . N a sk u te k  g łodu  ogólna zaw arto ść  w ęg low odanów  w  ciele gąsien ic  s to p n io ­
w o sp ad a  do 0,2— 0,4%. W początkow ym  ok res ie  zużyw ana  je s t treh a lo za , podczas 
gdy ilość g likogenu  u trz y m u je  się na  s ta ły m  poziom ie (u gąsien ic  m łodszych), b ąd ź  
też  n a w e t p rze jśc iow o  w z ra s ta  (u gąsien ic  sta rszy ch , podw iązanych). D opiero po 
znacznej s tra c ie  treh a lo zy  dochodzi do obn iżen ia  poziom u g likogenu . Z aw arto ść  cu ­
k ró w  p ro s ty ch  rów n ież  sp ad a  w  ty ch  w a ru n k a c h .

W  zw iązku  z p rze jśc io w y m  w zrostem  poziom u g likogenu  podczas g łodu  gąsien ic  
podw iązanych , być m oże zw iązanym  z zab u rzen iam i ho rm o n a ln y m i, b ad an o  m ożli­
w ość k o n w e rs ji tłuszczów  w  w ęg low odany  drogą cyk lu  g lioksalow ego. Jed n ak że  n ie  
uda ło  się w y k ry ć  ak ty w n o śc i liazy  izo cy try n ian o w ej.
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B ad an ia  n ad  w p ły w em  n isk ie j te m p e ra tu ry  p row adzono  na  g ąsien icach  zięb io ­
n y ch  w  ciągu  10 dn i w  2°, n ie  p o b ie ra jący ch  p o k arm u . N iespodziew an ie  okazało  się, 
że  zaw arto ść  treh a lo zy  obn iża  się w  2° ró w n ie  szybko ja k  p rzy  30°. Poziom  g likogenu  
sp a d a  ju ż  po jed n y m  d n iu  do połow y. Jed n o cześn ie  n a s tę p u je  je d n a k  w ie lo k ro tn y  
w z ro s t ilości g lukozy  (od 0,1 do l , 2m g/g) p o w sta jące j p raw d o p o d o b n ie  z treh a lo zy . 
Poziom  in n y ch  cu k ró w  p ro s ty ch  n ie u lega  w y raźn y m  zm ianom . Spośród  b ad an y ch  
p ro d u k tó w  gliko lizy  w  n isk ie j te m p e ra tu rz e  jed y n ie  zaw arto ść  k w asu  p iro g ro n o - 
w ego znaczn ie  w z ra s ta ła , co m ogłoby św iadczyć o o słab ien iu  u tle n ia n ia  tego zw iązku. 
N ag ro m ad zan ie  g lukozy  i k w asu  p irogronow ego  rów now aży  w  jed n e j trzec ie j łączną  
s t r a tę  treh a lo zy  i g likogenu .

W  celu  zo rien to w an ia  się w  m ech an izm ie  zaobserw ow anych  zm ian  bad an o  
a k ty w n o ść  tre h a la z y  i fo sfo ry lazy . W  ok res ie  g łodu  gąsien ic  ak ty w n o ść  obu ty ch  
enzym ów  spada. N a to m ia st u gąsien ic  p rzeb y w a jący ch  w  n isk ie j te m p e ra tu rz e  
a k ty w n o ść  fo s fo ry lazy  w z ra s ta , podczas gdy ak ty w n o ść  tre h a la z y  n ie  zm ien ia  się. 
D an e  te  su g e ru ją , że zao b serw o w an e  zm iany  w  m etab o lizm ie  w ęg low odanów  m ogą 
być zw iązane z różnym  w p ły w em  te m p e ra tu ry  na  enzym y k a ta liz u ją c e  ich  rozpad .

Akumulacja i przemiany kwasów organicznych w tytoniach 
giberelinowanych

SE W E R Y N  N IR A Z  

P ra c ę  w y k o n an o  w  K a ted rze  B iochem ii W yższej Szkoły  R oln iczej w  Szczecinie 

P ro m o to r: P ro f. d r  JA N  D O B R O W O LSK I

U chw ała  R ady  W ydzia łu  R olniczego W yższej Szkoły  R oln iczej w  Szczecinie n a ­
d a ją c a  stop ień  nau k o w y  do kto ra  n a u k  ro ln iczych  z d n ia  29.IX .1965 r.

B adano  w p ły w  g ib e re lin y  n a  n ag ro m ad zen ie  się kw asów  o rgan icznych  i zm iany  
a k ty w n o śc i d eh y d rogenazy  k w asu  jab łkow ego  (1.1.1.37) o k sy red u k taza  L -jab łczan : 
:NAD) w  liśc iach  M acho rk i P o m o rsk ie j, o raz  n a  zaw arto ść  kw asów  organ icznych  
w  liśc iach  M acho rk i B razy lijsk ie j i T y to n iu  M ocnego S kron iow sk iego .

P rzep ro w ad zan o  d ośw iadczen ia  w azonow e i polow e. K w as g ibere low y  stosow ano 
w  faz ie  szybkiego  w zro stu  począw szy od u k o rzen ian ia  się roślin , w  faz ie  k w itn ie n ia  
o ra z  w  faz ie  d o jrzew an ia . Do se ry jn y c h  an a liz  k w asów  o rgan icznych  używ ano  w ła s ­
ne j m o d y fik ac ji m etody  ch ro m a to g ra fii ko lu m n o w ej n a  że lu  k w asu  krzem ow ego 
o raz  m etody  ch ro m a to g ra fii b ibu łow ej. A k tyw ność  dehy d ro g en azy  k w asu  jab łkow ego  
w  liśc iach  M acho rk i P o m o rsk ie j oznaczano  m e to d ą  T h u n b e r g a  w  m o d y fik ac ji 
w ła sn e j. R ów noleg le  w  tym  sam ym  m a te r ia le  oznaczano  ak ty w n o ść  k a ta la z y  (1.11.1.6) 
o k sy d o red u k taza  H 20 2 : H 20 2).

O kazało  się, że k w as g ibere low y  bardzo  a k ty w n ie  s ty m u lu je  w zrost M achork i 
P o m o rsk ie j o raz  M acho rk i B razy lijsk ie j i p o w odu je  w zm ożone nag ro m ad zan ie  k w a ­
sów  o rgan icznych  w  liśc iach  ty ch  ro ś lin . Z aw arto ść  końcow a kw asów  o rgan icznych  
w  s ty m u lo w an e j g ib e re lin ą  M achorce  P o m o rsk ie j by ła , w  p rze liczen iu  n a  suchą  m a ­
sę, śred n io  o 20% w yższa, an iże li w  ro ś lin ach  k o n tro ln y ch . M acho rka  tra k to w a n a  
g ib e re lin ą  je s t szczególnie boga tym  źród łem  kw asów : cy trynow ego  i jab łkow ego . 
T y to ń  M ocny S kron iow sk i, n a  k tó rego  w zro st g ib e re lin ą  w p ły w a ła  n a js ła b ie j w y ­
k az y w a ł m n ie jsze  różn ice  w  zaw arto śc i kw asów  organicznych .
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K w as g ibere low y  w y w ie ra ł znaczny  w p ły w  n a  p rzem ian ę  k w asów  o rg an icznych , 
szczególn ie  tró jk a rb o k sy lo w y c h  kw asów  cy trynow ego  o raz  izo -cy trynow ego  o raz  
k w a su  jab łkow ego , a  w  znacznie  m n ie jszy m  s to p n iu  n a  p rzem ian y  pozosta łych  k w a ­
sów  d w u k arb o k sy lo w y ch .

K w as g ibere low y  pow odow ał s topn iow e o b n iżan ie  się ak ty w n o śc i d eh y d ro g e n a ­
zy k w a su  jab łkow ego , co tłu m aczy  w zm ożoną ak u m u la c ję  k w asu  jab łkow ego . S to p ­
n iow e obn iżan ie  się ak ty w n o śc i d eh y d rogenazy  k w asu  jab łkow ego , k tó ry  je s t r e g u ­
la to re m  ry tm u  kw asow ego  u  m ach o rk i, w p ły w a  tak że  pośredn io  n a  n ag ro m ad zan ie  
i p rzem ian y  p ozosta łych  k w asó w  o rgan icznych . O b n iżan iu  się ak ty w n o śc i d e h y d ro ­
genazy  k w asu  jab łk o w eg o  to w arzy szy ł w  o k res ie  początkow ym  i pod kon iec  t r a k to ­
w a n ia  g ib e re lin ą  znaczny  sp ad ek  ak ty w n o śc i k a ta lazy . W zrost ak ty w n o śc i tego  
en zy m u  w  faz ie  p o p rzed za jące j k w itn ie n ie  zw iązany  je s t ze szczególnie in te n sy w n y m  
w zro stem  m ach o rk i w  ty m  okresie .

W  p ra c y  uzy sk an o  w ie le  in te re su ją c y c h  d an y ch  do tyczących  jakościow ego o raz  
ilościow ego  sk ła d u  k w asó w  o rgan icznych  u  M acho rk i P o m o rsk ie j, M acho rk i B ra ­
zy lijsk ie j i T y to n iu  M ocnego S kron iow sk iego . D ane te  m ogą m ieć znaczen ie  p r a k ­
ty czn e  d la  p rzem y słu  ty ton iow ego .

F ra g m e n ty  p racy  zosta ły  o p u b likow ane:
1. S. N i r  a z, I K ra jo w y  K ongres B iochem ii, Ł ódź 1963, s tr. 164.
2. S. N i r  a  z, M a te ria ły  I I  O gólnopolsk iej K o n fe ren c ji C h ro m ato g ra ficzn e j, L u b lin  

1963, s tr . 86.
3. S. N i r  a  z, M a te ria ły  I I I  K ra jow ego  S ym pozjum  PT B ioch. „B udow a i w łasn o śc i 

enzym ów ”, K az im ie rz  n /W isłą  1964, s tr . 37.
4. S. N i r  a  z, Z eszy ty  N aukow e U M K  w  T o ru n iu  (1966).

Peptydy nieamfolitowej frakcji moczu

IR E N A  SZU M IEL

P ra c ę  w y k o n an o  w  K a ted rze  B iochem ii U n iw e rsy te tu  W arszaw sk iego

P ro m o to r: p ro f. d r  IR E N A  C H M IE LE W SK A

U ch w ała  R ady  W ydzia łu  B iologii i N auk  o Z iem i UW  n a d a ją c a  sto p ień  d o kto ra  n a u k  
p rzy ro d n ic zych  z d n ia  11.X.1965 r.

P o łączen ia  am in o k w aso w e o c h a ra k te rz e  n ieam fo lito w y m  s tan o w ią  — ja k  s tw ie r ­
dzili w  1962 ro k u  C h m i e l e w s k a  i T o c z k o  — od 50 do 70% am in o k w asó w  
zw iązan y ch  m oczu ludzk iego . W  te j g ru p ie  zw iązków  zn an e  b y ły  ty lk o  a ry lo g licy n y  
i fen y lo ace ty lo g lu tam in a . B ad an ia  p o d ję te  n ad  n ieam fo lito w y m i p o łączen iam i a m i-  
no k w aso w y m i m oczu m ia ły  za zad an ie  o k re ś len ie  ich  w y d a la n ia  w  p o ró w n an iu  z in ­
n y m i f ra k c ja m i am in o k w asó w  zw iązanych  o raz  ich  w s tę p n ą  c h a ra k te ry s ty k ę .

M a te ria łem  do b a d a ń  b y ły  p ró b y  dobow e m oczu m ężczyzn n a  d iecie  n o rm a ln e j 
o raz  n ie  o trzy m u jący ch  p o żyw ien ia  b ia łkow ego , w  ok res ie  p ie rw szy ch  3 d n i po o p e ­
ra c j i  p rzew o d u  pokarm ow ego . W y n ik i w stęp n y ch  oznaczeń azo tu  a -am in o w eg o  f r a k ­
c ji n ieam fo lito w e j n a su n ę ły  przypuszczen ie , że zm ienne, zależne od n ieb ia łk o w y ch  
sk ła d n ik ó w  pożyw ien ia , ilości a ry lo g licy n  w  m oczu u tru d n ia ją  w łaśc iw ą  ocenę w y ­
d a la n ia  p o w sta jący ch  w  p rzem ian ie  b ia łk o w ej am in o k w asó w  zw iązanych  f r a k c j i  
n ieam fo lito w e j. A ry lo g licy n y  oddzielano  za tem  p rzez  e k s tra k c ję  c iąg łą  e te re m  e ty ­
low ym . P o łączen ia  am in o k w aso w e p o zosta jące  w e f r a k c ji n ieam fo lito w e j po od d z ie ­
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le n iu  a ry lo g licy n  m a ją  c h a ra k te r  N -p o d staw io n y ch  p ep ty d ó w ; u w a ln ia ją  one g ru p y  
-N H Z w  w a ru n k a c h  łag o d n e j h yd ro lizy  k w asow ej, są  n a to m ia s t odp o rn e  n a  hy d ro lizę  
rozcieńczonym i zasadam i, co w y k lu cza  cyk liczną  s t ru k tu rę  ty p u  d w u k e to p ip e razy n . 
J e s t  p raw dopodobne , że n ie k tó re  z N -p o d staw io n y ch  p ep ty d ó w  są  po łączone z cu ­
k ro w cam i; w  sk ład  p ep ty d ó w  w chodzą: g licyna , k w asy  g lu tam in o w y  i a sp a ra g in o ­
w y, se ry n a , treo n in a , p ro lin a , cy styna , leucyna , fe n y lo a la n in a  i ty rozyna .

O znaczenie  ilości a ry lo g licy n  n a  p o d staw ie  zaw arto śc i azo tu  am inow ego  w  h y ­
d ro liz a tach  k w aso w y ch  e k s tra k tó w  e te ro w y ch  pozw oliło  n a  o k reś len ie  w y d a la n ia  
p ozosta łych  am in o k w asó w  zw iązanych  f r a k c ji n ieam fo lito w ej. W ynosiło  ono w  p ró ­
b ach  m oczu n o rm alnego  średn io  46mg N -N H 2/dobę, a w  p ró b ach  m oczu p o o p e ra c y j­
nego — średn io  126mg Ń -N H 2/dobę, czyli b lisko  3 razy  w ięcej. Ilości azo tu  a -a m in o -  
w ego zw iązanego  f r a k c ji am fo lito w e j w  p ró b ach  m oczu n o rm alnego  w ynosiły  śred n io  
79m g/dobę, a  w  p ró b ach  m oczu poop eracy jn eg o  n ieco  w z ra s ta ły  — do ś red n io  
97m g/dobę. O bserw ow ane  po o p e rac ji zw iększen ie  w y d a la n ia  am in o k w asó w  zw iąza­
n y ch  w y raża  się za tem  p rzed e  w szy stk im  w  podw yższen iu  w  m oczu ilości po łączeń
o c h a ra k te rz e  n ieam fo litow ym , o dm iennych  od ary log licyn . W ydaje  się to być zw ią ­
zane  z k a tab o lizm em  w łasn y ch  b ia łek  u s tro ju , o k tó rego  n a s ilen iu  św iadczy ło  w y ­
d a la n ie  p rzez ludzi w  o k res ie  p o stu  pooperacy jnego  od 5 do lOg azo tu  ogólnego na  
dobę. M ożna rów n ież  sądzić, że p e p ty d y  f r a k c ji n ieam fo lito w e j m oczu są pochodze­
n ia  endogennego ; jak o  p ro d u k ty  p o śred n ie  ro zp ad u  w ła sn y ch  b ia łek  o rg an izm u  m o­
gą one stan o w ić  in te re su ją c y  m a te r ia ł do b ad ań  nad  m etabo lizm em  b ia łk o w y m  czło­
w ieka .

W y n ik i p racy  o pub likow ano  w  C lin. C him . A c ta  11, 501 (1965) o raz  zgłoszono do 
d ru k u  w  B uli. A cad . Polon. Sci. ser. sci. biol. i A cta  P hysio l. Polon.
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Konferencja na temat biochemii lipidów w Noordwijk (Holandia)
5—10 września 1965 r.

M ięd zynarodow e k o n fe re n c je  n a  te m a t b iochem ii lip idów  (In te rna tion a l  C o n fe ­
rences on B io c h e m is try  o f Lipids)  o d b y w ają  się dość re g u la rn ie , począw szy od 1948 r. 
Początkow o p rz e d s ta w ia n o  ta m  p ra c e  z ro zm aity ch  dziedzin  b a d a ń  n ad  lip id am i, 
w  m ia rę  je d n a k  ro zw o ju  tego  k ie ru n k u  b iochem ii zaznaczy ła  się te n d e n c ja  do śc i­
śle jszego  p recy zo w an ia  te m a tu  obrad . K o n fe ren c ja  w  N oordw ijk , w e w rześn iu  1965 r., 
d z iew ią ta  już  z ko lei, pośw ięcona b y ła  w  całości fosfolip idom . K o m ite t o rg an izacy j­
n y  s tan o w ili d r  J . B o 1 d i n g h, p ro f. C. B o t t c h e r  i prof. L. M. v  a n  D e e n  e n, 
zn an i sp ec ja liśc i w  te j dz iedz in ie  bad ań . N a k o n fe re n c ji spo tka ło  się 240 uczestn i­
ków  z ró żn y ch  k ra jó w  i k o n ty n e n tó w ; w ygłoszono 90 k o m u n ik a tó w  i 6 re fe ra tó w  
p rzeg lądow ych . W obec dużej liczby  don iesień  o rgan iza to rzy , aczko lw iek  n iechę tn ie , 
zm uszen i by li rozdzielić  o b rad y  n a  dw ie rów no leg łe  sekcje , ty m  b a rd z ie j, że p ro g ram  
p rzew id y w a ł dużo czasu  n a  d y sk u s ję  o raz  osobiste  k o n tak ty . P rzew ażn ie  odbyw ały  
się dw ie  ses je  dz ienn ie , p rzed  i po p o łudn iu . K ażdą ses ję  o tw ie ra ł w spó lny  d la  o b y ­
d w u  sekc ji re f e ra t  p rzeg lądow y , w y g łaszan y  p rzez  zaproszonego  re fe re n ta . O rg an i­
zac ja  b y ła  zn ak o m ita , czas p rzem ów ień  ściśle  p rzes trzeg an y , co bardzo  u ła tw ia ło  
p rzechodzen ie  z je d n e j sek c ji n a  d rugą .

O m aw iane  b y ły  ró żn e  a sp ek ty  b iochem ii fosfo lip idów , m ianow icie : 1) zag ad n ie ­
n ia  s t ru k tu ra ln e , 2) m etabo lizm , 3) z ag ad n ien ia  fizykochem iczne o raz  4) zag ad n ien ia  
fu n k c jo n a ln e .

S esję  pośw ięconą zag ad n ien io m  s tru k tu ra ln y m  o tw ie ra ł re f e ra t  p rzeg lądow y  
D. J . H a n a h a n a  o fo sfo lip idach , zaw ie ra jący ch  w  cząsteczce oprócz k w asu  tłu sz ­
czow ego — d ługo łańcuchow y  alkoho l. Z w iązk i te , w y k ry te  n iedaw no , są b lisko  spo­
k rew n io n e  z p lazm alogenam i, z aw ie ra jący m i w  cząsteczce d ługo łańcuchow y  a ldehyd . 
W y stęp u ją  najczęśc ie j u  zw ie rzą t w odnych , a le  zdołano je  rów n ież  w yizo low ać 
z n ie k tó ry c h  tk a n e k  zw ie rzą t lądow ych . F u n k c je  ich  i znaczen ie  słabo  są  do tąd  
poznane.

W  k o m u n ik a ta c h  te j ses ji om aw iano  budow ę n iek tó ry ch  rzad k o  w y stęp u jący ch  
w  n a tu rz e  fosfo lip idów , s t ru k tu rę  kard io lip id ó w , sk ład  fosfo lip idow y n iek tó ry ch  tk a ­
n ek  zw ierzęcych  (płuca, mózg) o raz  m eto d y  izo lacji, ro zd z ia łu  i id e n ty fik a c ji ty ch  
zw iązków . S p raw ę  o trzy m y w an ia  fosfo lip idów  jed n o ro d n y ch , z aw ie ra jący ch  ściśle 
ok reś lo n e  k w asy  tłuszczow e p rzy  p ie rw szy m  i d ru g im  (a i (3) w ęg lu  g licero lu  roz­
w iązano  o sta tn io  w  p raco w n i L. v a n  D e e n e n a .  Pozw oliło  to stw ierdzić , że szereg  
w łaśc iw ości fizykochem icznych  fo sfo lip id u  zależy  od ro d z a ju  k w asó w  tłuszczow ych, 
w chodzących  w  sk ład  cząsteczk i, i w p ły n ę ło  s iln ie  n a  rozw ój b a d a ń  nad  sz tucznym i 
m odelam i błon.

N a ses ji pośw ięconej m e tabo lizm ow i fosfo lip idów  w ygłoszono w ie le  k o m u n ik a ­
tów  i dw a re fe ra ty  p rzeg lądow e. W  k o m u n ik a ta c h  po ru szan o  m. in. sp raw y  b io sy n ­
tezy  fosfo lip idów  w  n a rz ą d a c h  i ho m o g en a tach  tk an ek , enzym ów  b io rący ch  u dz ia ł 
w  m etabo lizm ie  fosfo lip idów  o raz  ro lę  fosfo lip idów  podczas ch ło n ien ia  tłuszczów .

P o st. Blochem., 12, 441 (1966)
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N a uw agę zasług iw ał r e f e ra t  E. K e n n e d y ’ e g o  o p o w iązan iu  u k ła d u  p e rm eazy  
P -ga łak tozydów  z m etabo lizm em  fosfo lip idów  u E. coli.

U kłady , od k tó ry c h  zależy tr a n s p o r t  i g rom adzen ie  się (3-galaktozydów  u E. coli 
są  w ysoce specyficzne  i gene tyczn ie  k o n tro lo w an e , do tychczas je d n a k  m ech an izm y  
chem iczne ty ch  procesów  są  bardzo  słabo  poznane. B ad an ia  K e n n e d y ’ego pozw oliły  
s tw ierd z ić , że fu n k c jo n o w an ie  sy s tem u  p e rm eazy  u E. coli zw iązane  je s t ze w zrostem  
b io sy n tezy  n iek tó ry ch  f r a k c ji fosfo lip idów . W  a k ty w n y m  tra n sp o rc ie  g a lak tozydów  
ze śro d o w isk a  do w n ę trz a  k o m ó rk i p raw d o p o d o b n ie  b ie rze  ud z ia ł o k reś lony  lip o p ro - 
te id , z lokalizow any  w  b łon ie  kom órkow ej i zaw ie ra jący  fosfo lip idy  o raz  specyficzne  
b ia łko . P ro p o n o w an y  p rzez  K en n ed y ’ego m echan izm  d z ia łan ia  tego lip o p ro te id u  
aczko lw iek  zupe łn ie  h ip o te ty czn y , zasłu g u je  n iew ą tp liw ie  n a  uw agę.

N a udzia ł fosfo lip idów  w  ak ty w n y m  tra n sp o rc ie  w sk azy w ali ró w n ież  H. S. J  a -  
c o b  i M. L. K a r  n o v  s k  y. S tw ie rd z ili oni, że podczas w zm ożonego tr a n s p o r tu  
N a+  w  c ien iach  e ry tro cy tó w  w z ra s ta  w b u d o w y w an ie  n ieo rgan icznego  fo s fo ran u  ze 
śro d o w isk a  w  fosfo lip idy  i odw ro tn ie , gdy tr a n s p o r t  N a+  je s t  zaham ow any , w b u d o ­
w y w a n ie  fo s fo ran u  s iln ie  spada . D otyczy to  p rzed e  w szy stk im  fosfo lip idów  o u je m ­
n ym  ła d u n k u  (np. fo s fa ty d y lo se ry n y ), k tó re  a k ty w u ją  A T P -azę , b io rącą  ud z ia ł 
w  tra n sp o rc ie  jonów  p rzez  b łony .

B iosyn teza  lecy ty n y , m oże zachodzić w  o rgan izm ie  zw ierzęcym  w  d w o jak i sp o ­
sób: bądź  p rzez  w łączan ie  cho liny  z C T P -cho liny , bądź p rzez  m e ty la c ję  fo s fa ty d y -  
loe tan o lo am in y . J a k  w y n ik a ło  z don iesień  k ilk u  różnych  au to ró w  (C. A r t o m ,  
R.  L.  L y m a n  i w sp., J . B r  e m  e r), d ru g i sz lak  b iosyn tezy , zachodzący  g łó w n ie  
w  w ą tro b ie , je s t znaczn ie  in ten sy w n ie jszy  u  sam ic  niż u  sam ców , zależy  p o n ad to  ód 
w ie k u  i s ta n u  odżyw ien ia  zw ierzęcia . S yn teza  le cy ty n y  n a to m ia s t z udz ia łem  całe j 
cząsteczk i cho liny  zachodzi szybko w  ró żn y ch  n a rząd ach  i n ie  w y k a z u je  różn ic  
w  zależności od w iek u  i płci. W ysuw ano  h ipotezę, (L ym an), że ho rm o n y  p łc iow e "mo­
gą w  p ew n y m  s to p n iu  w p ły w ać  n a  p rzeb ieg  syn tezy  lecy tyny .

M ów iąc o b io syn tez ie  fo s fa ty d y lo in o zy to lu  w  n iek tó ry ch  tk a n k a c h  św in k i m o r­
sk ie j, J . N. H a w t h o r n e  p rzed s taw ił dane , w sk azu jące  że p re k u rso re m  jego 
w  trz u s tc e  je s t k w as  fo sfa tydow y .

K w as fo s fa ty d o w y  je s t ró w n ież  p re k u rso re m  n iek tó ry ch  lip idów  śluzów k i je l i ­
to w e j podczas ch ło n ien ia  tłuszczu . R esy n teza  g licerydów  w  je lic ie  m oże zachodzić 
b ąd ź  p rzez  acy lac ję  m onog licerydów  p o w sta jący ch  podczas h y d ro lizy  tłuszczów , bądź  
p rzez  acy lac ję  a -g lice ro fo sfo ran u . M. G. M o r e h o u s e  i w sp. s tw ierd z ili, że p o d a ­
w a n ie  p ię tnow anego  k w asu  tłuszczow ego p ro w ad z i do p o w stan ia  p ię tn o w an y c h  fo s ­
fo lip idów  w  śluzów ce je lita , n a to m ia s t p o d aw an ie  p ię tn o w an y c h  m onog licerydów  
p ro w ad z i do w zro stu  ra d io ak ty w n o śc i ty lk o  w  g lice ry d ach  obo ję tnych . B io syn teza  
fosfo lip idów  je s t za tem  p o w iązan a  z ch łon ien iem  tłuszczu  ty lk o  w ów czas, gdy re s y n ­
teza  tró jg lic e ry d ó w  zachodzi pop rzez  a -g lic e ro fo sfo ran  i k w as fo s fa ty d o w y ; w  d r u ­
gim  sz lak u  b io syn tezy  tró jg lic e ry d ó w  fosfo lip idy  n ie  b io rą  udz ia łu . Z dan iem  
A. C. F r a z e r a ,  w zm ożona sy n teza  le cy ty n  podczas ch ło n ien ia  tłu szczu  po zo sta je  
w  zw iązku  z tw o rzen iem  się chy lom ik ronów  w  śluzów ce je lito w e j, a n ie  z fu n k c ją  
fosfo lip idów  w  sam ym  p roces ie  ch ło n ien ia  lip idów . N a te n  te m a t p a n u je  w ciąż 
z re sz tą  rozb ieżność zdań.

D zia łan ie  enzym ów  o d g ry w ający ch  ro lę  w  m etabo lizm ie  fosfo lip idów  o m aw ian e  
by ło  p rzez  k ilk u  au to ró w . M echan izm  d z ia łan ia  enzym ów  ro zpuszcza lnych  n a  n ie ­
rozpuszcza lne  w  w odzie  su b s tra ty , ja k im i są  fosfo lip idy , n a su w a  w ie le  p rob lem ów . 
In te re su ją c y  re f e ra t  n a  te n  te m a t w yg łosił R. M. C. D a w s o n ,  p o d a jąc  jak o  p rz y ­
k ła d  d z ia łan ie  fosfo lipazy  C n a  lecy tynę . Z w iązk i am fip a ty czn e , ja k im i są fo s fo li­
p idy , z aw ie ra jące  w  cząsteczce g ru p y  hyd ro fobow e (kw asy  tłuszczow e) o raz  g ru p y  
h y d ro f iln e  (reszty  fo s fo ran o w e  o raz  zasady  azotow e) w  w odnych  ro z tw o rach  łączą  
się  w  ściśle zo rien to w an e  a g reg a ty  cząstek , m icelle . G ru p y  h y d ro filn e  sk ie ro w an e  
są  n a  zew nątrz , w  s tro n ę  fazy  w odnej, a łań cu c h y  w ęg low odorow e k w asów  tłu szczo ­
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w ych  sk ie ro w an e  są do w e w n ą trz  m icelli. N a g ran icy  faz  lip id -w o d a  p o w sta je  p e w ­
ne n ap ięc ie  in te rfa z a ln e  o raz  po le  e lek tro s ta ty czn e . W ielkość i znak  ła d u n k u  p o ­
w ierzchn iow ego  m ice lli zależy od ro d za ju  fo sfo lip idu  w chodzącego w  jego sk ład . 
W  p rzy p ad k u  lecy ty n  gęstość ła d u n k u  pow ierzchn iow ego  (netto) je s t n iew ie lk a , ze 
w zg lędu  na  w za jem n e  zo b o ję tn ian ie  się re sz t k w asow ych  i zasadow ych  obecnych  
w  cząsteczce. N iezbędnym  w a ru n k ie m  d z ia łan ia  fo sfo lipaz  n a  fosfo lip idow y s u b s tra t 
je s t obecność n a  pow ie rzch n i m icelli ła d u n k u  e lek trycznego  o zn ak u  p rzeciw nym , 
n iż  ład u n e k  n e tto  cząsteczk i enzym u. T oteż fosfo lipaza  C, k tó re j cząsteczk i m a ją  
u jem n y  ład u n e k  n e tto , dz ia ła  n a  le cy ty n ę  w ów czas, gdy do środow iska  w p ro w ad zi 
się  d ługo łańcuchow y  am fip a ty czn y  k a tio n . T ak i n ierozpuszcza lny  w  w odzie am fip a t 
(np. s te a ry lo a m in a ) w chodzi w  sk ład  m icelli, n a d a ją c  je j ład u n e k  dodatn i. P ow odu je  
to n ie  ty lk o  p rzy c iąg an ie  cząsteczk i enzym u  do in te rfa z y  m icelli, a le  rów n ież  w ła śc i­
w ą  o rie n ta c ję  c en tru m  ak ty w n eg o  enzym u  w  sto su n k u  do su b s tra tu , u m ożliw ia jąc  
reak c ję . Z a tem  w a ru n k i e lek tro s ta ty czn e , w y s tęp u jące  w  środow isku , z aw ie ra jący m  
rozpuszczalny  su b s tra t , są d ecy d u ją ce  d la  p rzeb ieg u  reak c ji.

W iele uw ag i na  k o n fe re n c ji pośw ięcono  zagadn ien iom  zw iązanym  z fizy k o -ch e ­
m icznym i w łaśc iw ośc iam i fosfo lip idów . Ja k o  is to tn y  sk ład n ik  w szy stk ich  b łon  b io ­
logicznych, fo sfo lip idy  n iew ą tp liw ie  w y w ie ra ją  s iln y  w p ły w  n a  fu n k c jo n o w an ie  
s t ru k tu r  subkom órkow ych . P on iew aż  w szy stk ie  p rocesy  zachodzące w  żyw ych  o rg a ­
n izm ach  p rzeb ieg a ją  w  śro d o w isk u  w odnym , sp ra w a  p rzy s to so w an ia  się fo s fo lip i­
dów  do tego śro d o w isk a  n ie w ą tp liw ie  m a duże znaczenie. W łaściw ościom  m ic e lla r-  
nych  roz tw orów  fosfo lip idów  pośw ięcony  by ł re f e ra t  C. J . F. B ó 11 c h e r  a. O m a­
w ia ł on w ie lkości m icelli w  śro d o w isk u  o różne j s ta łe j d ie lek try czn e j, w łaśc iw ości 
m icelli m ieszanych  (złożonych z różnych  lip idów ) o raz  siły  d z ia ła jące  pom iędzy  czą­
s teczkam i lip idów  w  m icelli. L. S a u n d e r s  w sk azy w ał n a  fa k t, że ro d za j k w asów  
tłuszczow ych  w  cząsteczce le cy ty n y  siln ie  w a ru n k u je  w łasnośc i fizyczne m icelli, 
m. in. ich  w ie lkość  i k sz ta łt. G. C o l a c i c c o  i M.  M.  R a p p o r t  s tw ierd z ili, że 
p o ten c ja ł pow ierzchn iow y  sz tucznych  w a rs te w e k  m o n o m o lek u la rn y ch  je s t odbiciem  
różnic  s tru k tu ra ln y c h  pom iędzy  fosfo lip idam i. W ielkość p o te n c ja łu  p o w ie rzch n io ­
w ego zależy m. in. od ro d za ju  k w asó w  tłuszczow ych  fosfo lip idu , a w z ra s ta  p rzy  za ­
s tą p ie n iu  k w asu  tłuszczow ego p rzez  d ługo łańcuchow y  a ld eh y d , ja k  w y n ik a ło  z b a d a ń  
J . H. S c h  u 1 m  a n  a. P o d o b n ie  s top ień  n ien asy cen ia  k w asu  tłuszczow ego o d g ryw a 
dużą ro lę  p rzy  w sp ó łd z ia łan iu  le cy ty n y  z cho les te ro lem  podczas tw o rzen ia  m ie sza ­
nych  w a rs te w e k  m o n o m o lek u la rn y ch  (R. D e m  e 1), o raz  p rzy  łączen iu  się lecy ty n y  
z b ia łk iem  (F. D. C o 11 i n  s i G. G. P  u r  y).

N a posiedzen iu , pośw ięconym  fu n k c ji fosfo lip idów  D. G r  e e n w yg łosił r e f e ­
r a t  p rzeg lądow y  o ro li lip id ó w  w  u lt ra s t ru k tu rz e  b łon  b io logicznych, w y su w a jąc  
pogląd, że p o dstaw ow y  m odel s t ru k tu ry  je s t jed n ak o w y  d la  b łon  różnego pocho ­
dzen ia  (np. m ik rosom ów , e ry tro cy tó w  itd.). P og ląd  te n  w y w oła ł ożyw ioną d y sk u s ję  
i w ie le  zastrzeżeń . D y sk u tan c i p o d k reś la li, że n ie je d n o k ro tn ie  sk ład  chem iczny  b łon  
byw a ta k  różny , że bard zo  tru d n o  zm ieścić w szy stk ie  d an e  w  jed n y m  m odelu  (np. 
b łony  b a k te r ii , k tó re  n ie  z a w ie ra ją  an i w ie lo n ien asy co n y ch  kw asów , an i ch o les te ­
rolu).

F u n k c je  fosfo lip idów  są  n iew ą tp liw ie  bardzo  ró żn o ro d n e  i różn i au to rzy  z w ra ­
cali uw agę n a  ro zm aite  a sp ek ty  tego zagadn ien ia . W s tru k tu rz e  lip o p ro te id ó w  s u ­
row icy  k rw i ro la  fosfo lip idów  m oże po legać na  w iązan iu  p o d jed n o s tek  b ia łk o w y ch  
o raz  na  so lub ilizow an iu  in n y ch  lip idów  (B. S h  o r  e i V. S h  o r  e). W  chy lom i- 
k ro n ach  osocza fo sfo lip idy  w ra z  z b ia łk iem  tw o rzą  otoczkę, um oż liw ia jącą  w łaśc iw ą  
d y sp e rsję  i s tab iln o ść  e m u ls ji tłu szczow ej (D. B. Z i 1 v e r  s m  i t). Z dan iem  J. G l o -  
v e r  a, zdolność różnych  s te ro li do tw o rzen ia  m ice lli z fo sfo lip idam i m oże być je d ­
nym  z czynników , w a ru n k u ją c y c h  ich p rz y sw a ja n ie  p rzez  o rgan izm  zw ierzęcy. S te ­
ro le  ro ś linne , np. k tó re  są bard zo  słabo  w c h ła n ia n e  p rzez  je lito , znacznie  tru d n ie j 
tw orzą  m ieszane  m icelle  z fosfo lip idam i, niż dobrze w c h ła n ia n e  s te ro le  zw ierzęce.
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U dzia ł fosfo lip idów  w  proces ie  k rzep n ien ia  k rw i, s tw ierdzono  już  dość daw no. D o­
św iadczen ia  E. E. N i s h i z a w y  i w sp. w y kaza ły , że f r a k c ja  fosfo lip idów  s e ry -  
now ych siln ie  opóźn ia ła  czas k rz e p n ie n ia  k rw i in  v ivo  o raz  ag reg ac ję  p ły tek  k rw i 
in  v itro .

W iele n ag rom adziło  się w  o sta tn ich  czasach  d anych  w sk azu jący ch  n a  ro lę  fo ­
sfo lip idów  w  d z ia łan iu  n iek tó ry ch  enzym ów . S. J . W a k  i 1 i w sp. stw ie rd z ili, że 
obecność fosfo lip idów  je s t n iezb ęd n a  d la  d z ia łan ia  d e sa tu razy  k w asów  tłu szczo ­
w ych  o raz  o k sy d o red u k tazy  N A D H -cy tochrom  c w  m ik ro so m aln y m  łań cu c h u  o d d e ­
chow ym . D odan ie  fosfo lip idów  m ik ro so m aln y ch  w  m ice lla rn e j p ostac i p rz y w ra c a  
ak ty w n o ść  en zy m a ty czn ą  cząstkom , k tó re  n a  sk u te k  o d lip id o w an ia  ak ty w n o ść  tę  
u trac iły .

N a ro lę  fosfo lip idów  w  a k ty w n y m  tran sp o rc ie , poza w sp o m n ian y m i ju ż  p o ­
przedn io  K e n n e d y m  i H.  S. J a c o b e m ,  w sk azy w ał M. R o d b  e 11, p o d k re ­
ś la jąc  fa k t, że fosfo lip idy  w  b ło n ach  kom órkow ych  tk a n k i tłu szczow ej są c zy n n i­
k iem  re g u lu ją c y m  tra n s p o r t  g lukozy do w n ę trz a  kom órek . F osfo lipaza  C, podobn ie  
ja k  in su lin a , p raw d o p o d o b n ie  zm ien ia  s t ru k tu rę  b łony  z la m e lla rn e j w  m ic e lla rn ą  
w zm ag ając  w  te n  sposób tr a n s p o r t  glukozy.

W iele jeszcze in n y ch  zagadn ień  poruszano  n a  k o n fe ren c ji, k tó ry ch  w  k ró tk im  
sp raw o zd an iu  n ie  sposób oczyw iście om ów ić. Z don iesień , k tó re  częstokroć s ta ły  
n a  bardzo  w ysok im  poziom ie, w y n ik a ło  w y raźn ie , ja k  co raz  su b te ln ie jsze  m etody  
b a d a ń  p o zw ala ją  ju ż  n iek ied y  n a  ro zw iązy w an ie  p rob lem ów , k tó ry ch  is tn ie n ia  n aw e t 
n ie  p o d e jrzew an o  d aw n ie j. D otyczy to p rzed e  w szy stk im  b ad ań  nad  s t ru k tu rą
i fizyko -chem icznym i w łaśc iw ośc iam i fosfo lip idów , od k tó ry c h  to  b a d a ń  oczek i­
w ać m ożna w y ja śn ie n ia  fu n k c ji ty ch  zw iązków  w  żyw ej kom órce  i ich  ro li w  p rz e ­
b iegu  szeregu  procesów  chem icznych . Ile  w  te j dziedz in ie  je s t je d n a k  jeszcze sp raw  
is to tn y ch  a zup e łn ie  n iew y jaśn io n y ch , w y stąp iło  na  ja w  w  czasie ogólnej dy sk u s ji, 
k tó rą  zorgan izow ano  o s ta tn iego  d n ia  ob rad . D y sk u sja  o b raca ła  się dookoła  s t ru k tu ry  
b łon  b io logicznych, ud z ia łu  fosfo lip idów  w  te j s tru k tu rz e  i ich  ro li w  fu n k c jo n o w a ­
n iu  ty ch  s tru k tu r ,  śc iś le j m ów iąc, d y sk u s ja  po lega ła  racze j n a  w y su n ięc iu  szeregu  
p y tań , n a  k tó re  n ie  m ożna jeszcze znaleźć odpow iedzi. N asu w ała  ona  re f le k s ję , że 
im  g łęb ie j się sięga  w  p o zn an iu  s tru k tu ry  żyw ej m a te rii, ty m  w ięcej p o w sta je  n o ­
w ych  p ro b lem ów ; sam  je d n a k  fa k t sfo rm u ło w an ia  ty ch  p rob lem ów  m oże daw ać  
n ad z ie ję  n a  ich  rozw iązan ie  w  przyszłości.

P. W ło d a w er
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