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ABSTRACT

I n  man t h e r e  i s  a  d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  t h e  

c o n s u m p t io n  o f  s u c r o s e  and t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b lo o d  

t r i g l y c e r i d e s  a n d  h i g h  b lo o d  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  a r e  b e l i e v e d  

t o  be  r e l a t e d  t o  a t h e r o s c l e r o s i s  and c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  

(CHD).

From a b o u t  35 y e a r s  o f  age  onw ards  t h e  i n c i d e n c e  

o f  CHD i n  men i s  h ig h  r e l a t i v e  t o  t h e  i n c i d e n c e  i n  prem eno

p a u s a l  women. I n  men d i e t a r y  f r u c t o s e  l e a d s  t o  h i g h e r  

f a s t i n g  b lo o d  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  t h a n  i n  p r e m e n o p a u s a l  

women b u t  i n  t h i s  r e s p e c t  p o s t - m e n o p a u s a l  women r e s e m b le  

t h e  men and th e y  a l s o  h a v e  a h i g h  i n c i d e n c e  o f  CHD. Hence 

i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  CHD i s  r e l a t e d  t o  f r u c t o s e  i n t a k e  and 

s u b s e q u e n t  c o n v e r s i o n  t o  f a t s  and t h a t  t h i s  w h o le  p r o c e s s  

i s  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  sex  ho rm ones .

The se x  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  d i e t a r y  f r u c t o s e  and 

t h e  l e v e l  o f  b lo o d  f a t s  h a s  a l s o  b e e n  o b s e rv e d  i n  a  number 

o f  a n im a ls  o t h e r  t h a n  man.

The t r i o s e s ,  g l y c e r a l d e h y d e  and g l y c e r o l ,  a r e  on 

a m e t a b o l i c  pa thw ay  from  f r u c t o s e  t o  t r i g l y c e r i d e s  and h e n c e  

t h e  e f f e c t  o f  se x  ho rm ones  on t h e  m e ta b o l i s m  o f  t h e s e  

compounds h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d .

The enzym es in v o lv e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  of 

g l y c e r a l d e h y d e  t o  L ^ g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  w e re  com pared i n  

l i v e r  t i s s u e s  f ro m  a d u l t  m a le  and f e m a le  r a t s  and an  a t t e m p t  

h a s  b e e n  made t o  c h a n g e  t h e  a c t i v i t i e s  by c a s t r a t i o n  a n d /o r  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  e x o g e n o u s  sex  ho rm ones .



NAD-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  was fo u n d  t o  

be  e q u a l l y  a c t i v e  i n  b o t h  m a le  and f e m a le  r a t  l i v e r s .  

I n j e c t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e ,  e s t r o n e  o r  e s t r a d i o l  i n t o  a n im a ls  

o f  e i t h e r  sex  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  a c t i v i t y .  S i m i l a r  r e s u l t s  

w e re  o b t a i n e d  w i t h  t h e  NADP-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e ,  

G l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  w as o b s e rv e d  t o  be  

30-40% h i g h e r  i n  m a le  r a t  l i v e r  t h a n  i n  t h e  f e m a le  t i s s u e s .  

I n j e c t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  i n t o  m ale  a n im a ls  had 

l i t t l e  e f f e c t  on  t h e  l i v e r  k i n a s e  b u t  d e c r e a s e d  a c t i v i t y  

was o b s e rv e d  w i t h  t h e  a n t i a n d r o g e n s ,  e s t r a d i o l - 1 7 | ^  and 

c y p r o t e r o n e .  C a s t r a t i o n  o f  m ale  a n im a ls  low ered  t h e  k i n a s e  

a c t i v i t y  and t e s t o s t e r o n e  i n j e c t i o n  was o b s e rv e d  t o  r e s t o r e  

a c t i v i t y ,  Hypophysectoray a l s o  lo w e re d  l i v e r  k i n a s e  a c t i v i t y  

i n  m a le s  b u t ,  i n  t h i s  c a s e ,  t h e  a c t i v i t y  c o u ld  n o t  be  

r e s t o r e d  by m ale  hormone i n j e c t i o n .

I n  f e m a le  r a t s  n e i t h e r  t e s t o s t e r o n e  n o t  e s t r a d i o l -  

1 7 ^  a f f e c t e d  t h e  l i v e r  g l y c e r o l  k i n a s e  l e v e l .

I n  v i t r o  i n c u b a t i o n  o f  l i v e r  s l i c e s  f ro m  r a t s  o f  

b o t h  s e x e s  w i t h  t e s t o s t e r o n e  r e s u l t e d  i n  i n c r e a s e d  k i n a s e  

a c t i v i t y .

A t te m p ts  w ere  made t o  i n v e s t i g a t e  t h e  mode o f  

a c t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  i n  t h e  I j i  v i t r o  s y s te m .

The i n v e s t i g a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  g l y c e r o l  k i n a s e  i s  

u n d e r  c o n t r o l  o f  s e x  horm ones and t h i s ,  i n  p a r t ,  may a c c o u n t  

f o r  t h e  s e x  d i f f e r e n c e s  o b s e rv e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

f r u c t o s e  t o  t r i g l y c e r i d e s .



CONTENTS

Page

ACKNOWLEDGEMENT...............................................................   2

ABSTRACT............................................ ..................................................... . 3

CONTENTS.................................................................................................. 5

ABBREVIATIONS...........................................    7

INTRODUCTION........................................................................................  9

A t h e r o s c l e r o s i s  . . . . . . . . .  .........................  10

The d i s e a s e   .......................................................................   10

M o r p h o l o g y ......................................................................................   12

E t i o p a t h o g e n e s i s   ..................................  12

E x p e r im e n t a l  A t h e r o s c l e r o s i s  .  ..........................................  15

R is k  F a c t o r s  . . . . . . . . . . . . . . . .  16

P la sm a  L i p i d s  and A t h e r o s c l e r o s i s  . . . . . . .  18

SUCROSE AND CORONARY HEART D ISEA SE .....................................21

D i e t a r y  S u c r o s e .......................................................................   21

S u c r o s e  and B lood  L i p i d s  . . . . . . . . .  22

METABOLISM OF FRUCTOSE AND GLUCOSE.....................................25

E f f e c t  o f  age  . . . . . . . . . . . . . .  25

Sex  d i f f e r e n c e s  . . . . . . . . . . . . . .  26

E f f e c t  o f  s e x  ho rm ones   ...........................................   .  28

R e l a t i o n s h i p s  b e tw e e n  sex  horm ones and enzyme

a c t i v i t y  . . . . . . . . .  ................................... .  . 33

D i g e s t i o n  and a b s o r p t i o n  o f  g l u c o s e  and 

f r u c t o s e  . . . . . . . . . . . . . . . .  37

ENZYMES OF FRUCTOSE METABOLISM....................................................  41

K e to h e x o k in a s e   .........................................................  41

H e x o k in a se  . . . . . . . . . . .  ...................................... . 4 2

K e to s e  1 - p h o s p h a t e  a l d o l a s e  . . . . . . .  42

G l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  (NAD P-dependent)  . . . .  43

G l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  (N A D -dependent)  . . . . .  44

G l y c e r o l  k i n a s e  ............................................................................. 44

G l y c e r o l  p h o s p h a te  d e h y d ro g e n a s e  ...................................... 45

D - T r io k i n a s e   ......................................................     46

G l y c e r a ld e h y d e  d e h y d ro g e n a s e  ....................  . . . . .  46

D - G ly c e r a t e  k i n a s e  . . . . .  ....................  . . . . .  47



Page

ENZYMES OF GLUCOSE METABOLISM....................................................... 49

PATHWAYS OF GLUCOSE AND FRUCTOSE CARBON IN VIVO , . 50

AIM OF INVESTIGATION............................................................................... 63

RESULTS AND DISCUSSION.......................................................................... 65

G l y c e r o l  D e h y d ro g e n a s e s   ................................... . . 65

NAD-Dependent Enzyme • • • • •    • •  65

NADP-Dependent Enzyme .........................  . . . . . .  67

G l y c e r o l  k i n a s e  . . . . . . . . . . . . .  79

FINAL CONCLUSIONS.................................................................................. 113

MATERIALS AND M ETH ODS........................................................................ 117

M a t e r i a l s  • ...........................................................  . . . . .  117

A n im als  . . . . . . . . . . . .  ...................................  117

Hormone T r e a t m e n t s  ....................  . . . . . . . . . .  117

P r e p a r a t i o n  o f  Hormone S o l u t i o n s  f o r  I n  v iv o

s t u d i e s   ..........................................................  117

Hormone S t u d i e s  w i t h  L iv e r  S l i c e s  ................................ 118

L iv e r  Enzyme P r e p a r a t i o n s  . . . . . . . .  118

Enzyme A s s a y s .......................................................  119

P a p e r  C h ro m ato g rap h y   .....................................................119

P r o t e i n  E s t i m a t i o n ..................................................   120

E x a m in a t io n  o f  L i v e r  C e l l  F r a c t i o n s  f o r  G l y c e r o l  

K in a s e  A c t i v i t y   ........................................................................ 1 2 0

BIBLIOGRAPHY.................................................................................................122



ABBRSVIATI0N3

AMP A d e n o s in e  5 ’ -m o n o p h o sp h a te

ADP A d en o s in e  5 ’- d i p h o s p h a t e

ATP A d en o s in e  5 ’- T r i p h o s p h a t e

EDTA E t h y le n e  d ia m in e  t e t r a - a c e t i c  a c id

P i  I n o r g a n i c  p h o s p h a te

NADP - n i c o t i n a m i d e  a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  p h o s p h a te

( o x i d i z e d )

NADPH ^ ^ n i c o t i n a m i d e  a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  p h o s p h a te

( r e d u c e d )

NAD

NADH

^ - n i c o t i n a m i d e  a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  ( o x i d i z e d )  

p - n i c o t i n a m i d e  a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  ( r e d u c e d )  

IMP I n o s i n e  5 ’ -m o n o p h o sp h a te

T r i s  T r ih y d r o x y m e th y l  m e thy la m in e



INTRODUCTION



10

ATHEROSCLEROSIS

The d i s e a s e

A t h e r o s c l e r o s i s  (G r .  a t h e r o , mush) r e f e r s  t o  a 

l e s i o n  o f  t h e  a r t e r i a l  w a l l  c h a r a c t e r i s e d ,  i n t e r  a l i a , by 

a c c u m u la t io n  o f  l i p i d  i n  t h e  i n t i m a .  The te rm  was f i r s t  

s u g g e s t e d  i n  1904 by M archand ( 2 1 7 ) .  The p r e d o m in a n t  

fo rm  o f  t h i s  a r t e r i a l  d e f e c t  i s  a r t e r i o s c l e r o s i s ,  a g e n e r i c  

t e r m  f o r  any v a s c u l a r  d e g e n e r a t i o n  t h a t  l e a d s  t o  

p r o g r e s s i v e  t h i c k e n i n g  and l o s s  o f  r e s i l i e n c y  o f  t h e  

a r t e r i a l  w a l l .  One t y p e  o f  a r t e r i o s c l e r o s i s  i s  

a t h e r o s c l e r o s i s ,  w h ic h  r e f e r s  t o  s p e c i f i c  v a s c u l a r  

a l t e r a t i o n s ,  su ch  a s  a th e r o m a s  o r  p l a g u e s  c h a r a c t e r i z e d  

by a  c o m b in a t io n  o f  f a t t y  a c c u m u la t io n  i n  t h e  i n t i m a  and 

an i n c r e a s e  i n  c o n n e c t i v e  t i s s u e  i n  t h e  s u b i n t i m a l  l a y e r s  

o f  t h e  a r t e r i a l  w a l l  ( 2 1 8 ) .  I t  i s  t h i s  fo rm  o f  a r t e r i o 

s c l e r o s i s  t h a t  a p p e a r s  t o  be  t h e  m a jo r  p u b l i c  h e a l t h  

p ro b le m  o f  m ost s o c io - c c o h o m i c a l l y  advanced  c o u n t r i e s  

b e c a u s e  i t  a f f e c t s  t h o s e  v e s s e l s ,  su c h  a s  t h e  a o r t a  and 

t h e  c o r o n a r y  and c e r e b r a l  a r t e r i e s ,  t h a t  a r e  e x t r e m e ly  

i m p o r t a n t  i n  p r o v i d i n g  t h e  n e c e s s a r y  b lo o d  s u p p ly  f o r  t h e  

h e a r t ,  b r a i n ,  and o t h e r  v i t a l  o r g a n s  (2 1 8 ,  2 1 9 ) .

A t h e r o s c l e r o s i s  i s  t h e n  t h e  v a s c u l a r  d i s o r d e r  

t h a t  u n d e r l i e s  m ost ’ a r t e r i o s c l e r o t i c  h e a r t  d i s e a s e *  o r  

’c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e *  ( so m e t im e s  a l s o  c a l l e d  * isc h e m ic  

h e a r t  d i s e a s e * )  and a l s o  p l a y s  a  m a jo r  r o l e  i n  

c e r e b r o v a s c u l a r  d i s e a s e  ( 2 1 8 ) .

Alm ost h a l f  o f  a l l  human b e i n g s  d i e  o f  

a r t e r i o s c l e r o s i s  and a p p r o x im a te ly  two t h i r d s  o f  t h e
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d e a t h s  a r e  c a u s e d  by th r o m b o s i s  o f  one o r  more c o ro n a ry  

a r t e r i e s  and t h e  r e m a in in g  one t h i r d  by t h r o m b o s i s  o r  

h e m o rrh ag e  o f  v e s s e l s  i n  o t h e r  o r g a n s  o f  t h e  body -  e s p e c i a l l y  

t h e  b r a i n ,  k i d n e y ,  l i v e r ,  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  ( 2 2 0 ) .

The o v e r a l l  f i g u r e s  f o r  d e a t h s  f rom  h e a r t  d i s e a s e  i n  t h e  

U .S .A . a r e  o v e r  a  m i l l i o n , p e r  annum. A v e ry  h ig h  

p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  d e a t h s  a r e  due  t o  c o r o n a r y  d i s e a s e s  i n  

m ale  s u b j e c t s  i n  t h e  p r im e  o f  l i f e .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  

a t h e r o s c l e r o s i s  m ust be  v iew ed  a s  a  d i s e a s e  t h a t ,  so o n e r  

o r  l a t e r  a f f e c t s  u s  a l l  ( 2 1 8 ) ,  w o rk in g  o f t e n  u n n o t i c e d  o v e r  

t h e  y e a r s  f ro m  e a r l y  c h i l d h o o d ,  i t  g r a d u a l l y  d e s t r o y s  t h e  

a r t e r i e s ,  u l t i m a t e l y  p r e v e n t i n g  t h e  e x c h a n g e s  o f  g a s e s  

and n u t r i e n t s  w h ich  a r e  n e c e s s a r y  t o  k e e p  o r g a n s ,  t i s s u e s ,  

and c e l l s  a l i v e  and f u n c t i o n i n g  n o rm a l ly  ( 2 1 8 ) .

As t h e  d i s e a s e  i s  c h a r a c t e r i z e d  by s p e c i f i c  v a s c u l a r  

a l t e r a t i o n s ,  c a u se d  i n  p a r t  by f a t t y  a c c u m u la t io n  i n  t h e  

i n t i m a  l a y e r s  o f  a r te r ie .^£ * ,  t h e  m e ta b o l i s m  o f  l i p i d s  i n  

r e l a t i o n  t o  t h e  p h y s io l o g y  and p a th o lo g y  o f  b lo o d  v e s s e l  

w a l l s  h a s  become a s u b j e c t  o f  v i t a l  im p o r ta n c e  ( 2 1 9 ) .

A t h e r o s c l e r o s i s  i s  p r i n c i p a l l y  a  d i s e a s e  o f  t h e  

l a r g e  a r t e r i e s ^  i n  w h ich  p r o t e i n  a b d l ip id  d e p o s i t s  c a l l e d  

’ a th e r o m a to u s  p la q u e s *  a p p e a r  i n  t h e  s u b i n t i m a l  l a y e r  o f  

t h e  a r t e r i e s .  These  p l a g u e s  c o n t a i n  r e l a t i v e l y  l a r g e  amount.;, 

o f  c h o l e s t e r o l  and o f t e n  a r e  s im p ly  c a l l e d  c h o l e s t e r o l  

d e p o s i t s .  They u s u a l l y  a r e  a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  

d e g e n e r a t i v e  c h a n g e s  i n  t h e  a r t e r i a l  w a l l .  I n  a  l a t e r  

s t a g e  o f  t h e  d i s e a s e ,  f i b r o b l a s t s  I n f i l t r a t e  t h e  

d e g e n e r a t i v e  a r e a s  and  c a u s e  p r o g r e s s i v e  s c l e r o s i s  of t h e  

a r t e r i e s .  I n  a d d i t i o n ,  c a lc iu m  may p r e c i p i t a t e  w i t h  t h e
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l i p i d s  t o  p ro d u c e  c a l c i f i e d  p l a g u e s .  When t h e  two l a t t e r  

r e a c t i o n s  have  o c c n r r é d ,  t h e  a r t e r i e s  become e x t r e m e ly  h a r d ,  

and t h e  d i s e a s e  i s  t h e n  c a l l e d  ' a r t e r i o s c l e r o s i s ' ,  o r  

s im p ly  'h a r d e n i n g  o f  t h e  a r t e r i e s '  ( 2 2 0 ) ,

M orphology

As a  r e s u l t  o f  p a t h o l o g i c a l ,  h i s t o c h e m i c a l  and 

m i c r o a n a l y t i c a l  s t u d i e s  i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  t o  s u b j e c t  t h e  

v a s c u l a r  l e s i o n s  o c c u r r i n g  i n  t h e  a r t e r i a l  sy s te m  t o  a 

f a i r l y  d e t a i l e d  c h e m ic a l  a n a l y s i s .  The e a r l y  f a t t y  f l e c k s  

o r  s t r e a k s  fo u n d  i n  t h e  v e s s e l s  o f  a d o l e s c e n t s  a r e  l a r g e l y  

composed o f  a  l i p i d  m ix t u r e  t h e  c o m p o s i t i o n  of  w h ic h  i s  

somewhat s i m i l a r  t o  t h e  l i p i d  c o m p o s i t i o n  o f  b lo o d  p la s m a  

( 2 1 8 ,  2 2 1 ) .  T hese  o b s e r v a t i o n s  have  g i v e n  s u p p o r t  t o  t h e  

c o n c e p t  t h a t  t h e  f a t t y  s t r e a k s  a r e  g e n e r a t e d  by t h e  

p a s s i v e  d e p o s i t i o n  o f  p la s m a  l i p i d s  i n  t h e  v e s s e l  w a l l .

I n  o r d e r  t o  p ro d u c e  a  b i o c h e m ic a l  b a s i s  f o r  t h e  

c o m p l ic a t e d  p a t h o l o g i c a l  s i t u a t i o n  e m b ra c in g  a t h e r o 

s c l e r o s i s  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  e x p l a i n  t h e  a p p e a r a n c e  of 

f a t t y  f l e c k s  i n  b lo o d  v e s s e l s  w i t h  i n c r e a s i n g  age o f  t h e  

a n im a l ,  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  f i b r o u s  p l a g u e s  a nd , f i n a l l y ,  

t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  com plex  u l c e r a t i v e  t y p e  o f  

a th e r o m a to u s  p l a g u e s .  S in c e  t h e  a c c u m u la t io n  o f  l i p i d s  i n  

t h e  i n t i m a i  l a y e r  o f  t h e  v e s s e l s  h a s  b e e n  r e g a r d e d  by 

many a s  an  e a r l y  e v e n t  i n  t h e  p r o c e s s  o f  a t h e r o s c l e r o s i s ,  

i t  i s  i m p o r t a n t  t h a t  t h i s  e v e n t  s h o u ld  be c o n s i d e r e d  a t  t h e  

o u t s e t .

Et i o n a t h o g e n e s i s

From m o r p h o l o g ic a l  and b io c h e m ic a l  p o i n t s  o f  v iew  

t h e  n a t u r a l  h i s t o r y  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  h a s  b e e n  a  s u b j e c t
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o f  c o n t r o v e r s y  f o r  o v e r  a  c e n tu r y  (2 1 8 )  and t h e  c a u s e  o f  

t h e  a r t e r i a l  c h a n g e s  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  a  number o f  

t h e o r i e s .

R o k i t a n s k y  (2 2 4 )  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  t h i c k e n i n g  

o f  t h e  i n t i m a  was due  t o  t h e  d e p o s i t i o n  o f  m a t e r i a l  

d e r i v e d  f ro m  b lo o d .  I n  1856 V irchow , a t t r i b u t e d  t h e  

v a s c u l a r  l e s i o n s  t o  a  m a n i f e s t a t i o n  o f  in f l a m m a to r y  

p r o c e s s e s  w h ic h  w ere  f o l l o w e d  by f a t t y  d e g e n e r a t i o n  ( 2 2 2 ),

Some 85 y e a r s  l a t e r  t h e  v iew  t h a t  t h e  p r o c e s s  of 

a t h e r o m a t o s i s  was due  t o  a  ty p e  o f  f a t t y  i n f i l t r a t i o n  o f  

t h e  v e s s e l s  w as p u t  f o r w a r d  by Leary  ( 2 2 6 ) ,

The a r t e r i a l  i n t i m a  s lo w ly  t h i c k e n s  t h r o u g h o u t  

l i f e ( 2 l 8 ) and s i n c e  t h i s  a r t e r i a l  l a y e r  i n  m a le s  a p p e a r s  

t o  t h i c k e n  f a s t e r  t h a n  t h a t  i n  f e m a le g ,  W ile n s  (2 2 8 )  

s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  m ig h t  e x p l a i n  t h e  d i f f e r e n c e  b e tw een  

t h e  s e x e s  i n  t h e i r  p r e s e n t a t i o n  w i t h  t h e  c l i n i c a l  

m a n i f e s t a t i o n  o f  a t h e r o s c l e r o s i s .  He a l s o  c o n s i d e r e d  t h a t  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  l i p i d - l a d e n  p l a q u e s  was a  n a t u r a l  c o n se q u e n c e  

o f  a g e - d e p e n d e n t  i n t i m a i  t h i c k e n i n g  ( 2 2 6 ,  2 2 9 - 2 3 1 ) .

I t  i s  known t h a t  t h e  l i p i d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p la s m a  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  p l a q u e  r e s e m b le s  t h e  l i p i d  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  i n t i m a  ( 2 3 2 ) ,  I s o t o p i c  e v id e n c e  a l s o  

s u p p o r t s  t h e  c o n c e p t  t h a t  c i r c u l a t i n g  p la s m a  l i p i d  c a n  be 

d e p o s i t e d  w i t h i n  t h e  a th e r o m a to u s  m a t e r i a l  ( 2 3 3 ) ,  The 

t h e o r y  o f  l i p i d  i n f i l t r a t i o n  i n  w h ich  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  

v a s c u l a r  l e s i o n  i s  r e l a t e d  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c e r t a i n  

l i p i d s  i n  p la s m a ,  would  b e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  

t h a t  by lo w e r in g  t h e  p la s m a  l i p i d  l e v e l  t h e  l i p i d  

c o n t a i n e d  i n  t h e  l e s i o n s  m ig h t  be made t o  r e g r e s s .  T h e re
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i s  e v id e n c e  t h a t  c e r t a i n  e x p e r i m e n t a l  a n im a ls  c a n  be 

r e n d e r e d  a t h e r o s c l e r o t i c  by e l e v a t i o n  o f  t h e  p la s m a  l i p i d s  

by d i e t a r y  m eans. . The d e g r e e  o f  a t h e r o m a t o s i s  c a n  t h e n  be 

r e d u c e d  by d i e t a r y  r e v e r s i o n  t o  n o rm a l  p la s m a  l i p i d  l e v e l s  

( 2 3 4 ) ,  F u r th e r m o r e ,  i n  man i t  i s  o f t e n  o b s e rv e d  t h a t  t h e  

m a c r o s c o p ic  a p p e a r a n c e  o f  t h e  a r t e r i e s  o f  i n d i v i d u a l s  

d y in g  o f  'w a s t i n g  d i s e a s e s '  i s  r e l a t i v e l y  f r e e  f ro m  

s u p e r f i c i a l  l i p i d - l a d e n  s t r e a k s  ( 2 3 5 ) .

T h e re  a r e  many p o i n t s  o f  w e a k n e s s  i n  t h e  l i p i d  

i n f i l t r a t i o n  t h e o r y  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  and t h e s e  have  b e e n  

d i s c u s s e d  by D uguid  ( 2 2 7 ,  2 3 6 ,  2 3 7 ) ,  who p r o p o s e d  th e  

t h ro m b o g e n ic  t h e o r y .

S u b j e c t s  w i t h  a t h e r o s c l e r o s i s  have  b e e n  r e p o r t e d  

t o  p o s s e s s  an  ab n o rm a l  b lo o d  c l o t t i n g  m echan ism  and t o  be 

i n s e n s i t i v e  t o  h e p a r i n  ( 2 3 4 ) .  S i m i l a r l y ,  t h e  b lo o d  

p l a t e l e t s  i n  t h e s e  s u b j e c t s  e x h i b i t  an i n c r e a s e d  s t i c k i n e s s  

t o  g l a s s  ( 2 3 8 ) ,

The a b u n d a n t  e v id e n c e  s u g g e s t i n g  t h a t  a th e r o m a to u s  

l e s i o n s  a r e  r i c h  i n  b o t h  p r o t e i n  and l i p i d  p r e s e n t s  a  m a jo r  

p ro b le m  i n  a t t e m p t s  t o  r e c o n c i l e  a l l  t h e  v a r i a n t s  o f  t h e  

l i p i d  i n f i l t r a t i o n  t h e o r y ,  w i t h  t h e  th ro m b o g e n ic  t h e o r y .

T h i s  h a s  l e d  many t o  a c c e p t  a com prom ise  e x p l a n a t i o n ,  i n  

w h ic h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  f a t t y  f l e c k s  and l i p i d - l a d e n  s t  r e  ales 

i s  a s c r i b e d  t o  p a s s i v e  l i p i d  d e p o s i t i o n  o r  l i p i d  

i n f i l t r a t i o n ,  w h i l s t  th ro m b u s  f o r m a t i o n  i s  c o n s i d e r e d  t o  be 

a  d i f f e r e n t  p r o c e s s  b u t  c a u s a l l y  r e l a t e d  t o  t h e  v a s c u l a r  

l i p i d  c h a n g e s .  L i p id  l e s i o n s  may t h e n  be  c o n s i d e r e d  a s  a  

s i t e  f o r  t h e  ' t r i g g e r  r e a c t i o n *  in v o lv e d  i n  t h e  b lo o d  

c l o t t i n g  p r o c e s s  by some m echan ism  a s  y e t  u n e x p la i n e d  ( 2 3 4 ) .
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The h i s t o l o g i c a l  i n t e r p r e t a t i o n  by s u p p o r t e r s  o f  t h e  

th ro m b o g e n ic  t h e o r y  i s  t h a t  t h e  th ro m b u s  i s  f i r s t  fo rm ed  

and t h e n  u n d e r g o e s  " f a t t y  d e g e n e r a t i o n " ;  how ever t h i s  i s  

d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n  on a  m e t a b o l i c  b a s i s .

As a  r e s u l t  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  f u r t h e r  

a c t i v a t i o n  o f  t h e  c l o t t i n g  m echanism  a s  w e l l  a s  p ro m o t io n  

o f  p l a t e l e t  a d h e s io n  c a n  o c c u r  b e c a u s e  o f  t h e  abno rm al

s u r f a c e s  p ro d u c e d  i n  t h e  b lo o d  v e s s e l s  ( 2 3 4 ) .  The

a th e r o m a to u s  p r o c e s s  seem s t o  have  a  m u l t i c a u s a l  o r i g i n ,  

w i t h  a  com plex  se q u e n c e  o f  e v e n t s  i n v o l v i n g  v a r i o u s  f a c t o r s  

w h ic h  may o p e r a t e  a t  w id e ly  d i f f e r e n t  p e r i o d s  th r o u g h o u t  

t h e  l i f e - s p a n  o f  t h e  i n d i v i d u a l .

I t  i s  g e n e r a l l y  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  f a t t y  s t r e a k s  

a p p e a r  i n  t h e  a r t e r i e s  d u r i n g  t h e  f i r s t  d e c a d e  o f  l i f e  and 

c o n t i n u e  i n t o  t h e  se co n d  d e c a d e ,  t h e  t i m e t a b l e  o f  t h e  

o n s e t  o f  l i p i d  d e p o s i t i o n  v a r i e s  d e p e n d in g  on t h e  v e s s e l  

c o n s i d e r e d  ( 2 3 9 ) .  I n  t h e  c o r o n a r y  a r t e r i e s  l i p i d  

d e p o s i t i o n  s t a r t s  i n  t h e  s eco n d  d e c a d e ,  and i n  t h e

c e r e b r a l  a r t e r i e s  i n  t h e  t h i r d  d e c a d e  ( 2 3 9 ) .

Y et f ro m  t h e  s t a n d p o i n t  o f  e t i o l o g y  and i n t i m a t e  

p a t h o g e n e s i s  t h e  b a s i c  n a t u r e  o f  t h e  d i s e a s e  r e m a in s  

o b s c u r e  and d e b a t a b l e  ( 2 1 8 ) .

E x p e r im e n ta l  A t h e r o s c l e r o s i s

B e s id e s  a n a l y s i s  of  t h e  v a r i o u s  m o r p h o lo g ic a l  

and b i o c h e m ic a l  c o m ponen ts  o f  t h e  l e s i o n s ,  t h e  t i m e t a b l e  

o f  a p p e a r a n c e ,  t h e i r  l o c a t i o n ,  and r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  

i n t e r n a l  and e x t e r n a l  e n v i ro n m e n t  o f  t h e  b ody , a t t e m p t s  

h av e  b e e n  made t o  p r o d u c e  a t h e r o s c l e r o s i s  i n  l a b o r a t o r y  

a n im a l s .
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I n  a n im a ls  i t  i s  p o s s i b l e  t o  in d u c e  a o r t i c  f a t t y  

s t r e a k s  u s i n g  v a r i o u s  d i e t e t i c  m a n i p u l a t i o n s .  Some 

a r t e r i a l  i n t i m a i  l e s i o n s  i n  e x p e r i m e n t a l  a n im a ls  a r e  

c h e m i c a l l y  and h i s t o l o g i c a l l y  s i m i l a r  t o  e a r l y  l e s i o n s  

fo u n d  i n  man (2 2 3 )#  A l th o u g h ,  o b s e r v a t i o n s  w i t h  

l a b o r a t o r y  a n im a ls  may n o t  a lw a y s  r e l a t e  t o  man (2 1 8 )  

t h e y  m ust  b e  u s e d  i n  m o s t  e x p e r i m e n t a l  work i n  an  e n d e a v o u r  

t o  d i s c o v e r  f a c t o r s  w h ich  may p r e v e n t  o r  c a n  b e  u s e d  t o  

c u r e  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s .

I t  i s  now r e c o g n i s e d  t h a t »  a l t h o u g h  man, o t h e r  

p r i m a t e s ,  b i r d s ,  and sw ine  a r e  t h e  o n ly  a n im a ls  w h ich  seem 

t o  a c q u i r e  a t h e r o s c l e r o s i s  r e g u l a r l y  and s p o n ta n e o u s ly ,  

t h e r e  i s  a l s o  a  number o f  o t h e r  s p e c i e s  w h ich  c a n  be made 

t o  d e v e lo p  a r t e r i a l  l e s i o n s  s i m i l a r  t o  t h o s e  fo u n d  i n  human 

v e s s e l s  by d i e t a r y  m a n i p u l a t i o n s  o f  l i p i d  m e ta b o l i s m  (2 2 3 ,

219)"

A s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  r a t  and hiiman 

a o r t a  i s  known t o  e x i s t  and b o t h  a n im a ls  a r e  r e s i s t a n t  t o  

e x p e r i m e n t a l  a t h e r o s c l e r o s i s  (D*.

R is k  F a c t o r s

A t h e r o s c l e r o s i s  i s  u n d o u b te d ly  a  d i s e a s e  w i t h  

m u l t i p l e  c a u s e s .  S e v e re  fo rm s  o f  t h e  d i s o r d e r  o c c u r  

p r e m a t u r e l y  and r e s u l t  i n  a  h ig h  m o r t a l i t y  r a t e  am ongst 

t h e  m id d l e - a g e d .  The phenomenon i s  common i n  m ost 

e c o n o m ic a l ly  d e v e lo p e d  c o u n t r i e s  and i s  c l o s e l y  r e l a t e d  

e t i o l o g i c a l l y  t o  l o n g - t e r m  l i v i n g  h a b i t s  i n c l u d i n g  

p a t t e r n s  o f  o v e r n u t r i t i o n , ;  p h y s i c a l  i n a c t i v i t y  and 

e x c e s s i v e  c i g a r e t t e  sm ok ing . Hence t h e  c a u s a t i o n  o f  

s i g n i f i c a n t  a t h e r o s c l e r o t i c  d i s e a s e  i n v o l v e s  c o m p l ic a t e d
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i n t e r r e l a t i o n s  b e tw e e n  many e x o g e n o u s  ( e n v i r o n m e n ta l )  

and e n d o g e n o u s  ( h o s t )  f a c t o r s .  Amongst t h e  h o s t  f a c t o r s  

h o rm o n a l  i n f l u e n c e s  may be  v e ry  i m p o r t a n t  e s p e c i a l l y  when 

a b n o r m a l i t i e s  i n t e r a c t  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  t h e  e n v i r o n m e n t a l  

f a c t o r s .

The e p id e m io lo g y  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  h a s  b e e n  

s t u d i e d  e x t e n s i v e l y  f o r  a  number o f  d e c a d e s  and th e  

l i t e r a t u r e  t h a t  h a s  a c c u m u la te d  on t h i s  s u b j e c t  e v e n  i n  t h e  

l a s t  few  y e a r s  i s  e n o rm o u s .

The h i g h  m o r t a l i t y  r a t e  due t o  c o r o n a r y  h e a r t  

d i s e a s e  i n  m id d le  a g e ,  i n d i c a t e s  t h a t  age  i s  an i m p o r t a n t  

f a c t o r  i n v o l v e d  i n  t h e  d e v e lo p m en t  o f  a t h e r o s c l e r o s i s .

The f a c t  t h a t  i n  t h e  U .S .A . t h e  i n c i d e n c e  o f  

c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  i s  f i v e  t im e s  g r e a t e r  i n  m a le s  t h a n  

i n  f e m a le s  i n  p re m e n o p a u s a l  a g e - g r o u p s ,  w h e re a s  i n  J a p a n  

t h e  r a t i o  i s  o n ly  1 : 1  may be  i n d i c a t i v e  t h a t  d i e t a r y  

f a c t o r s  a r e  a s  i m p o r t a n t  a s  t h e  se x  o f  t h e  i n d i v i d u a l  i n  

d e t e r m i n i n g  t h e  d i f f e r e n c e  b e tw e en  m a le s  and f e m a le s  ( 1 4 0 ) ,  

A l th o u g h  s u p p o r t  f o r  t h e  b e l i e f  t h a t  c o ro n a r y  

h e a r t  d i s e a s e  " r u n s  i n  f a m i l i e s ” , i s  b a s e d  on i n d i r e c t  

e v i d e n c e ,  c o n s i d e r a b l e  e f f o r t s  have  b e e n  made t o  d e te r m in e  

more p r e c i s e l y  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  f a c t o r  ( 2 1 8 ) .

T hese  i n v e s t i g a t i o n s  have  t e n d e d  t o  s u p p o r t  t h e  

t h e s i s  t h a t  r a c i a l  and many s o - c a l l e d  h e r e d i t a r y  f a c t o r s  

c a n  be c a n c e l l e d  by e n v i r o n m e n t a l  a n d /o r  d i e t e t i c  f a c t o r s ,  

f o r  e x a m p le ,  an i n d i v i d u a l  b e lo n g in g  t o  a  community i n  

w h ic h  t h e  p r e v a l e n c e  o f  t h i s  d i s e a s e  i s  low may v e r y  

r a p i d l y  a c q u i r e  t h e  a lm o s t  i d e n t i c a l  d i s e a s e  r a t e  o f  t h e  

g ro u p  i n  w h ich  he  e l e c t s  t o  l i v e  (2 2 4 ,  1 3 1 ) ,
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However some w e l l  e s t a b l i s h e d  g e n e t i c  d i s o r d e r s  

do a p p e a r  t o  be c o n n e c t e d  w i t h  c o ro n a r y  h e a r t  d i s e a s e .

D i a b e t e s  i s  an  exam ple  o f  an  i n h e r i t a b l e  d i s e a s e ,  

w h ich  i s  e x p r e s s e d  p r i m a r i l y  i n  a l t e r a t i o n s  o f  c a r b o h y d r a t e  

m e ta b o l i s m  b u t  a l s o  i n v o l v e s  c h a n g e s  i n  l i p i d  m e ta b o l i s m  

and a  h i g h  i n c i d e n c e  o f  c a r d i o v a s c u l a r  m o r t a l i t y ,

A n o th e r  exam ple  i s  f a m i l i a l  h y p e r l i p o p r o t e i n e m i a  

w h ic h  i s  a l s o  i n v o lv e d  i n  a t h e r o s c l e r o s i s .

Amongst o t h e r  d i s e a s e s  t h a t  p r e d i s p o s e  t o  

a t h e r o s c l e r o s i s  a r e  h y p o th y r o id i s m ,  h y p e r t e n s i o n  and 

o b e s i t y  ( 2 2 4 ) .

P la sm a  L i p i d s  and A t h e r o s c l e r o s i s

The r e l a t i o n s h i p  b e tw een  p la s m a  l i p i d s  and 

a t h e r o s c l e r o s i s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  i n v e s t i g a t e d  f o r  many 

y e a r s .  The s p h e r i c a l  l i p i d  p a r t i c l e s  c i r c u l a t i n g  i n  t h e  

b l o o d ,  c a l l e d  c h y lo m ic r o n s ,  m a in ly  c o n s i s t  of t r i g l y c e r i d e .  

C h y lo m ic ro n s ,  h ow ever ,  o n ly  r e p r e s e n t  a  s m a l l  f r a c t i o n  o f  

t h e  t o t a l  l i p i d  p r e s e n t  i n  n o rm a l  f a s t i n g  p l a s m a .  Most o f  

t h e  l i p i d s  i n  p la s m a  o c c u r  i n  t h e  fo rm  o f  t?( -  and 

l i p o p r o t e i n s  i . e . l i p i d s  com bined w i t h  and g l o b u l i n s ,  

r e s p e c t i v e l y .  The l i p i d  p o r t i o n  o f  l i p o p r o t e i n  m o le c u le s  

c o n s i s t s  o f  c h o l e s t e r o l ,  c h h i . e s t e r o l  e s t e r s ,  p h o s p h o l i p i d s ,  

t r i g l y c e r i d e s  and o t h e r  l i p i d s .  P la sm a  - l i p o p r o t e i n s  a r e  

a l s o  r e f e r r e d  t o  a s  low d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s ;  i n  a d d i t i o n  

t h e r e  a r e  p r e - ^ - l i p o p r o t e i n s  o r  v e ry  low d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  , 

c / - . - l i p o p r o t e in s  a r e  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s .  I n  most 

mammalian s p e c i e s  b o th c A -  a n d - l i p o p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  i n  

p la s m a ,  b u t  t h e  r a t i o  o f  t h e s e  two c o n s t i t u e n t s  v a r i e s
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c o n s i d e r a b l y  f ro m  s p e c i e s  t o  s p e c i e s  ( 2 3 4 ) .

F i v e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  h y p e r l i p a e m i a  a r e  

r e c o g n i s e d  i n  man. Type 1 and t y p e  5 a r e  r a t h e r  r a r e ;  t y p e  

2 and t y p e  4 a r e  t h e  p r i n c i p a l  fo rm s  o f  t h i s  d i s e a s e ( 1 9 5 ) ,

I n  t y p e  2 l i p o p r o t e i n  d i s o r d e r ,  t h e  l e v e l  o f  p la s m a  

c h o l e s t e r o l  and t r i g l y c e r i d e  a r e  e l e v a t e d  b u t  t h e  e l e v a t i o n  

o f  p la s m a  t r i g l y c e r i d e  i s  much g r e a t e r  t h a n  p la s m a  

c h o l e s t e r o l  ( 2 3 4 ,  2 3 8 ) .

I n  t y p e  4 p la s m a  t r i g l y c e r i d e  i s  e l e v a t e d ,  and t h e  

d i s e a s e  i s  e n d o g e n o u s  and c a r b o h y d r a t e - i n d u c e d .

I n  g e n e r a l ,  abno rm al l e v e l s  o f  p la s m a  t r i g l y c e r i d e s  

o c c u r  i n  a l l  t y p e s  o f  h y p e r l i p o p r o t e i n e m i a  (2 3 4 ,  3 3 8 ) .

The l e v e l  o f  t r i g l y c e r i d e s  i n  t h e  b lo o d  se rum  i s  

q u i t e  v a r i a b l e  d e p e n d in g  on  t h e  a l i m e n t a r y  s t a t e  o f  t h e  

i n d i v i d u a l ,  p h y s i c a l  a c t i v i t y ,  and t h e  g e n e r a l  m e t a b o l i c  

l e v e l .  The q u a n t i t y  o f  t r i g l y c e r i d e s  fo u n d  i n  t h e  serum  i s  

p r o b a b l y  a  b e t t e r  r e f l e c t i o n  o f  t h e  dynam ic  s t a t e  o f  

m e ta b o l i s m  t h a n  i s  t h e  l e v e l  o f  c h o l e s t e r o l ,  s i n c e  t h e  

t r i g l y c e r i d e s  c a n  c o n t r i b u t e  f r e e l y  t o  t h e  e n e rg y  p o o l  o f  t h e  

b o d y ,  b u t  c h o l e s t e r o l  c a n n o t  ( 2 4 1 ) .

T h e re  a r e  c l e a r  i n d i c a t i o n s  t h a t  t h e r e  i s  a 

c o r r e l a t i o n  b e tw e en  serum  l i p i d  c o n c e n t r a t i o n  and t h e  a g e  

o f  t h e  a n tm a l .

K eyes  and c o - w o r k e r s  (7 0 )  h a v e  exam ined  d a t a  

p u b l i s h e d  by P age  e t  a l  (6 9 )  and n o te d  t h a t  m id d le  aged  

m a le s  g e n e r a l l y  h a v e  h i g h e r  se rdm s t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  t h a n

The a g e r a g e  ; r a t i o  i n  man i s  a b o u t  3 0 : 7 0 ,  i n  t h e  r a b b i t  
5 0 : 5 0 ,  w h i l e  i n  t h e  r a t  i t  i s  9 0 :1 0  ( 2 3 4 ) .  The r a t i o  i s  
r e d u c e d  i n  s u b j e c t s  w i t h  c o h o n a ry  a r t e r y  d i s e a s e .
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y o u n g e r  men.

S i m i l a r  c o n c l u s i o n s  have  b e e n le a c h e d  by C a r l s o n

(2 ).

W ith  i n c r e a s i n g  age t h e r e  a p p e a r s  t o  be  no 

s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  serum  f r e e  f a t t y  a c i d s  o r  g l y c e r o l  

i n  m ale  r a t s .  T r i g l y c e r i d e  l e v e l s  a c c o r d in g  t o  C a r l s o n  ( 2 5 )  

ho w e v e r ,  I n c r e a s e  s l i g h t l y  f rom  one t o  f o u r  m on ths  w i t h  a  

mean v a l u e  o f  0 . 8  mmol/1 i n  t h e  f o u r t h  m o n th .  They t h e n  r i s e  

s t e e p l y  t o  a  mean o f  2 , 5  mmol/1 a t  n i n e  m o n th s  and t h e n  

r e m a in  c o n s t a n t .  Serum c h o l e s t e r o l  shows a  s i m i l a r  t r e n d .

B o t t c h e r  e t  a l  (2 4 2 )  com pared t h e  t o t a l  l i p i d  

c o n t e n t s  o f  d i f f e r e n t  a r t e r i e s  i n  v a r i o u s  s t a g e s  o f  

a t h e r o s c l e r o s i s .  They fo u n d  t h a t  t h e  l i p i d  c o n t e n t  o f  t h e  

c o r o n a r y  a r t e r y  w as  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  b r a i n  a r t e r y .

I n  a d d i t i o n  t h e r e  was s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  i n  t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  l i p i d s :  i n  t h e  c o r o n a r y  a r t e r i e s  t h e

p e r c e n t a g e  o f  t r i g l y c e r i d e  was much h i g h e r  t h a n  i n  t h e  

a o r t a .

B a s s e t t  e t  a l  (1 2 9 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  h i g h  f a s t i n g  

serum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  i n  J a p a n e s e  men i n  H aw aii c o u ld  be 

r e l a t e d  t o  t h e  i n c r e a s i n g  i n c i d e n c e  o f  c o r o n a r y  h e a r t  

d i s e a s e  i n  t h i s  e t h n i c  g r o u p .

I n  a  somewhat s i m i l a r  s tu d y  i n  Sweden, C a r l s o n  

and B o t t i g e r  (1 3 0 )  r e p o r t e d  a  good c o r r e l a t i o n  b e tw e e n  p la s m a  

t r i g l y c e r i d e s  and i s c h e m ic  h e a r t  d i s e a s e .

C l o f i b r a t e ,  a  d r u g  w h ich  e s p e c i a l l y  lo w e r s  p la s m a  

t r i g l y c e r i d e s  d e c r e a s e s  t h e  m o r t a l i t y  f ro m  su d d en  d e a t h  

( 1 2 7 ,  1 2 8 ) .
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SUCROSE AND CORONARY HEART DISEASE

Amongst t h e  r i s k  f a c t o r s  f o r  a t h e r o s c l e r o s i s  

c u r r e n t l y  b e in g  i n v e s t i g a t e d  i s  t h e  common com pohent o f  a l l  

human d i e t s ,  s u c r o s e .  On e p i d e r m i o l o g i c a l  g r o u n d s  and t h e  

a p p a r e n t  r e l a t i o n s h i p s  b e tw e e n  t h i s  d i s a c c h a r i d e  afad 

h y p e r g l y c e r i d a e m i a  ( 8 5 ,  12 5 ,  1 2 6 ,  2 15 )  s u c r o s e  may w e l l  be  an 

i m p o r t a n t  r i s k  f a c t o r  f o r  c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e .

D i e t a r y  S u c ro s e

C u l t i v a t i o n  o f  p l a n t s  a s  a  s o u r c e  o f  s u c r o s e  b e g a n  

some 2 ,5 0 0  y e a r s  ago and now t h e  t o t a l  p r o d u c t i o n  o f  t h i s  

s u g a r  i s  o v e r  60 m i l l i o n  m e t r i c  t o n s  p e r  annum w h ich  m eans 

t h e r e  i s  an  a v e ra g e  g l o b a l  p e r  c a p i t a  c o n s u m p t io n  o f  a b o u t  

15 k g .  The amount o f  s u c r o s e  u t i l i z e d  v a r i e s  c o n s i d e r a b l y  

d e p e n d in g  on t h e  a f f l u e n c e  o f  t h e  c o u n t r y .  I n  w e a l th y  s t a t e s  

t h e  a v e ra g e  c o n s u m p t io n  i s  a b o u t  50 kg  p e r  h e a d  p e r  annum, 

w h i l s t  o n ly  one t e n t h  o f  t h i s  w e ig h t  i s  consumed i n  d e v e lo p i n g  

c o u n t r i e s  w here  t h e  a v e ra g e  income i s  v e r y  low ( 8 5 ) .

The p e r c e n t a g e  i n c r e a s e  i n  1 958 , com pared  w i t h  p r e 

w ar s u c r o s e  p r o d u c t i o n  show s, t h a t  i t  h a s  i n c r e a s e d  o v e r  tw i c e  

a s  much a s  w hea t  and o t h e r  g r a i n s .

The a p p ro x im a te  c o n t r i b u t i o n  o f  s u c r o s e  t o  t h e  

d a i l y  c a r b o h y d r a t e  c o n s u m p t io n  i n  Europe i s  e s t i m a t e d  t o  be 

140 g ( t o g e t h e r  w i t h  200 g o t h e r  c a r b o h y d r a t e s ,  ra a ih ly  s t a r c h )  

( 8 5 ) .  S u c r o s e  i s  t h e  seco n d  m ost  common d i e t a r y  c a r b o h y d r a t e ;  

i n  m o s t  c o u n t r i e s  i t  i s  s u p e rc e d e d  by s t a r c h  w h ic h  on  d i g e s t i o n  

i s  c o n v e r t e d  a lm o s t  e n t i r e l y  t o  g l u c o s e .
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S u c ro s e  and B lood L i p i d s

H ig g in s  i n  1916 (9 7 )  from  a  s tu d y  o f  c h a n g e s  i n  

t h e  r e s p i r a t o r y  q u o t i e n t  i n  man, c o n c lu d e d  t h a t  f r u c t o s e ,  and 

h e n c e  s u c r o s e ,  showed a g r e a t e r  t e n d e n c y  t o  c h a n g e  i n t o  f a t ,  

t h a n  d i d  g l u c o s e .

The o b s e r v a t i o n  o f  H ig g in s  was c o n f i rm e d  by A l l e n  

and Leahy (9 8 )  who fo u n d  r a t s  on a  s u c r o s e  o r  f r u c t o s e  d i e t  

d e v e lo p e d  more body and l i v e r  f a t  t h a n  t h o s e  a n im a ls  on a  

g l u c o s e  d i e t .

S i m i l a r  f i n d i n g s  w ere  r e p o r t e d  i n  t h e  c a s e  o f  r a t s  

by A l l e n  e t  j j l  (99)  and i n  b a b o o n s  QfS) • M acdonald  and 

R o b e r t s  (4 8 )  on t h e  b a s i s  o f  t h e i r  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  

baboon  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  f r u c t o s e  p a r t  o f  t h e  s u c r o s e  

m o le c u le  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e  i n  t h e  

serum  g l y c e r i d e s  and t h a t  t h e  l i v e r  may b e  t h e  s i t e  o f  t h i s  

m e t a b o l i c  d i f f e r e n t i a t i o n .

I n  man, t h e  d i f f e r e n t  e f f e c t s  o f  s u c r o s e  and g l u c o s e  

on serum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  was r e c e n t l y  i n v e s t i g a t e d  by 

Mann ^  j T  ( 2 4 5 ) .  They f o u n d  t h a t  a f t e r  a  f o r m u la  m eal 

c o n t a i n i n g  f a t  and e i t h e r  g l u c o s e  o r  s u c r o s e  a s  c a r b o h y d r a t e ,  

t h e  d e g r e e  o f  l i p a e m i a  was l e s s  i n  g l u c o s e - f e d  i n d i v i d u a l s .

Kuo and B a s s e t t  ( 3 3 ) ,  f ro m  t h e i r  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  

on t h e  e f f e c t  o f  s u c r o s e  and s t a r c h  on  p la s m a  t r i - g l y c e r i d e  

c o n c e n t r a t i o n  i n  n o rm o l ip e m ic  a s  w e l l  a s  f a m i l i a l  

h y p e r c h o l e s t e r e m i c  p a t i e n t s ;  c o n c lu d e d  t h a t  a  h i g h  d i e t a r y  

s u c r o s e  i n t a k e  may w e l l  be  t h e  m ost  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  t h e  h y p e r g l y c e r i d e m i a .

L a t e r  i t  was shown by N i k k i l a  and P e lk o n e n  (5 5 )  

t h a t  a l i m e n t a r y  h y p e r t r i g l y c e r i d e m i a  was en h a n ce d  i n  man by 

a d m i n i s t r a t i o n  o f  f r u c t o s e .
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S t u d i e s  on t h e  e f f e c t  o f  s u c r o s e  f e e d i n g  on h e p a t i c  

l i p o g e n e s i s  i n  man by C a h l in  e t  j j .  ( 2 7 )  r e v e a l e d  t h a t  t h e  

d i s a c c h a r i d e  en h a n ce d  t r i g l y c e r i d e  s y n t h e s i s  i n  t h e  l i v e r s  o f  

n o r m o l ip id e m ic  p a t i e n t s  w i t h  g a l l s t o n e  d i s e a s e  and r a i s e d  t h e  

p la s m a  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s .

I n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  w i t h d r a w a l  o f  s u c r o s e  f ro m  

t h e  d i e t  o f  p a t i e n t s  w i t h  i s c h a e m ic  h e a r t  d i s e a s e  (4 3 )  and 

'n o rm a l*  men w i t h  a  r a i s e d  f a s t i n g  serum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  

( 3 0 )  b o t h  showed t h a t  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  w ere  lo w e re d .  I n  men 

w here  t h e  p r e - d i e t  t r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n  was no rm a l 

w i t h d r a w a l  o f  s u c r o s e  had l i t t l e  e f f e c t  ( 3 0 ) .

I n  a  s tu d y  w i t h  h e a l t h y  young p e o p l e ,  on a s u c r o s e -  

f r e e  d i e t ,  R o b e r t s  (3 0 )  r e p o r t e d  no s i g n i f i c a n t  f a l l  i n  f a s t i n g  

serum  g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n  b u t  he n o te d  t h a t  when a  n o rm a l  

s u e r o s e - c o n t a i n i n g  d i e t  was resum ed  a  s i g n i f i c a n t  r i s e  i n  

f a s t i n g  serum  g l y c e r i d e s  o c c u r r e d ,  r e a c h i n g  a p e a k  a t  e i g h t  

w e e k s ,  f o l l o w e d  by a  r e t u r n  t o  t h e  p r e - d i e t a r y  l e v e l  o v e r  t h e  

f o l l o w i n g  s i x t e e n  w eeks .

M acdonald  and B r a i t h w a i t e  ( 4 6 )  s t u d i e d  se v en  m ale  

s u b j e c t s  on s u c r o s e  o r  m a iz e  s t a r c h  d i e t  f o r  a  p e r i o d  o f  25 

d a y s .  They o b s e rv e d  t h a t  t h e  h i g h  s u c r o s e  d i e t  r e s u l t e d  i n  an 

a b n o rm a l  i n c r e a s e  i n  serum  l i p i d s ,  m a in ly  g l y c e r i d e s , ,  

w h e re a s  t h e  s t a r c h  d i e t  p ro d u c e d  a f a l l  i n  serum  l i p i d s .  

M acdonald  (4 7 )  c o n f i rm e d  h i s  f i n d i n g  by a f u r t h e r ,  somewhat 

s i m i l a r ,  s tu d y  w i t h  m ale  s u b j e c t s ,  w here  he  d e t e c t e d  a r i s e  

i n  t h e  t r i g l y c e r i d e  f r a c t i o n  o f  f a s t i n g  serum  l i p i d  i n  r e s p o n s e  

t o  d i e t a r y  s u c r o s e .  The f a s t i n g  serum r e s p o n s e  t o  s t a r c h  

r e g im e n  was a f a l l  i n  t o t a l  c h o l e s t e r o l  o n l y .

A k in y a n ju  ^  ( 2 8 )  exam ined  t h e  f a s t i n g  l e v e l s  o f

serum  c h o l e s t e r o l  and t r i g l y c e r i d e s  i n  human v o l o n t i e r s ,  on a
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i n  p a r t ,  t o  t h e  i n a b i l i t y  o f  f r u c t o s e  t o  i n d i r e c t l y  

a c t i v a t e  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  a nd , h e n c e ,  a l l o w  t r i g l y c e r i d e s  

t o  a c c u m u la te  i n  t h e  c i r c u l a t o r y  s y s te m .

METABOLISM OF FRUCTOSE AND GLUCOSE

E f f e c t  o f  age

I n  r a t s  a g e ,  a s  w e l l  a s  some o t h e r  f a c t o r s ,  s u c h  a s  

s e x  o f  t h e  a n im a l ,  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r im e n t  and p r e s e n c e  o f  

d i e t a r y  f a t t y  a c i d s ,  a r e  r e p o r t e d  t o  e f f e c t  v a r i o u s  c h a n g e s  i n  

body c o m p o s i t i o n  r e s u l t i n g  f ro m  i n g e s t i o n  o f  s t a r c h  and s u c r o s e  

( 3 6 ) .

É111 (3 4 )  who c a r r i e d  o u t  f e e d i n g  e x p e r im e n t s  w i t h  

young  and m a tu re  m a le  r a t s ,  showed t h a t  f r u c t o s e  p ro d u c e d  

e l e v a t i o n  o f  t h e  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  i n  t h e  l i v e r  and b lo o d  

serum  o f  f e d ,  m a tu r e  r a t s ,  b u t  n o t  i n  young  a n im a ls .  W ith  

f e m a le  r a t s  10% f r u c t o s e  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  d e c r e a s e d  t h e  

l i v e r  t r i g l y c e r i d e s  i n  m a tu r e  a n im a ls  b u t  no ch an g e  was o b s e rv e d  

w i t h  young r a t s  ( 3 4 ) .

T h e se  o b s e r v a t i o n s  w ere  f u r t h e r  c o n f i rm e d  by 

C h e v a l i e r  e t  a l  ( 1 9 0 ) ,  who f e d  w e a n l in g  and m a tu r e  r a t s  w i t h  

s y n t h e t i c  d i e t s  c o n t a i n i n g  70% g l u c o s e ,  s t a r c h ,  s u c r o s e  o r  

f r u c t o s e .  T h e i r  r e s u l t s  c l e a r l y  showed t h a t  d i e t a r y  f r u c t o s e  

o r  s u c r o s e  i n c r e a s e d  serum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  i n  t h e  m a t ^ e  

r a t  b u t  n o t  i n  t h e  w e a n l in g  a n im a l .

Age d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p la s m a

c h o l e s t e r o l ,  t r i g l y c e r i d e s  and p h o s p h o l i d s  i n  r e p o r t e d  i n  man

( 2 ) ,  C h o l e s t e r o l  and p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  c /  , l i p o p r o t e i n s

i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  w i t h  a g e :  t h i s  was n o t  t h e  c a s e  w i t h

t h e s e  same l i p i d s  i n  t h e  ^ - l i p o p r o t e i n  f r a c t i o n .  S t e r n  and 

c o l l a b o r a t o r s  (1 3 4 )  a l s o  o b s e rv e d  t h a t  w i t h  i n c r e a s i n g  age  t h e



24

s e v e n  day s t a r c h  d i e t  f o l l o w e d  by a  s e v e n  day  s u c r o s e  d i e t  

( g ro u p  I )  and v i c e  v e r s a  (g ro u p  I I ) ,  They r e p o r t  t h a t  i n  

g ro u p  I  t h e  serum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  f e l l  i n  t h e  seco n d  

week a f t e r  a  s i g n i f i c a n t  r i s e  i n  t h e  f i r s t  s e v e n  d a y s .  I n  

g ro u p  I I ,  ho w e v e r ,  t h e  r i s e  i n  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  o c c u r r e d  i n  

t h e  seco n d  w eek. No s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  c h o l e s t e r o l  o r  

p h o s p h o l i p i d  w e re  n o te d  u n d e r  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .

N i k k i l a  and O j a l a  (3 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  o f  

f e e d i n g  f r u c t o s e  on p la s m a  t r i g l y c e r i d e s ,  t o  d e c id e  w h e th e r  

h y p e r t r i g l y c e r i d e m i a  i s  an a d a p t i v e  phenomenon o r  w h e th e r  i t  

i s  c a u s e d  by t h e  d i r e c t  e f f e c t  o f  f r u c t o s e  on t r i g l y c e r i d e  

s y n t h e s i s  r e l e a s e  o r  u t i l i z a t i o n .  They c o n c lu d e d  t h a t  i n  

r a t s  b o t h  f r u c t o s e  and g l u c o s e  a r e  a b l e  t o  i n c r e a s e  t h e  

o v e r a l l  re m o v a l  r a t e  o f  t r i g l y c e r i d e s  i n  t h e  f a s t i n g  s t a t e  

b u t  a r e  w i t h o u t  m e a s u r a b le  e f f e c t  when g i v e n  a s  l a r g e  a c u t e  

l o a d s  t o  p r e v i o u s l y  f e d  a n im a ls .  They f u r t h e r  e x c lu d e d  any 

i n h i b i t i o n  e f f e c t  on  t r i g l y c e r i d e  re m o v a l  by e i t h e r  h e x o s e .  

R e c e n t l y ,  how ever ,  C ry e r  and h i s  a s s o c i a t e s  (279 )  showed t h a t  

t h e  e f f e c t  o f  i n t r a g a s t r i c  g l u c o s e ,  f r u c t o s e  and s u c r o s e  o n  t h e  

p la s m a  i n s u l i n  l e v e l s  o f  m a le  r a t s  c o u ld  be  r e l a t e d  t o  t h e  

a c t i v i t y  o f  a a d ip o s e  l i p o p r o t e i n  l i p a s e .  I n s u l i n  i n c r e a s e s  

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l a t t e r  enzyme (Wing & R o b in so n  (2 8 1 )  and 

h e n c e ,  g l u c o s e  w h ic h  p r o m o te s  i n s u l i n  s e c r e t i o n  r a i s e d  t h e  

l e v e l  o f  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  F r u c t o s e

 -----—  ■ had  l i t t l e  e f f e c t  on  p la s m a  i n s u l i n  and , h e n c e ,  i n

t h e  c a s e  o f  t h e s e  s u g a r s  t h e  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  r e m a in e d  

a t  t h e  same l e v e l s  a s  t h e  c o n t r o l .  The e f f e c t  o f  f r u c t o s e  

and g l u c o s e  on serum  t r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  

r a t  c o u l d ,  t h e r e f o r e ,  b e  d u e ,  a t  l e a s t
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l e v e l  o f  p la s m a  t r i g l y c e r i d e s  r o s e  I n  men b u t  n o t  i n  women 

( o f  B ender e t  a l  ( 1 5 7 ) )

The im p o r ta n c e  o f  t h e s e  c h a n g e s  w h ich  o c c u r  w i t h  

age  4 s  o b v io u s  when one  rem em bers t h a t  a t h e r o s c l e r o t i c  

c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e s ,  a r e  f e a t u r e s  o f  o l d  age  and a p p e a r  

t o  b e  I n t i m a t e l y  r e l a t e d  t o  e l e v a t e d  p la s m a  l i p i d  l e v e l s .

Sex  d i f f e r e n c e s

Sex d i f f e r e n c e s  i n  c a r b o h y d r a t e  m e ta b o l i s m  w e re  

r e p o r t e d  a s  e a r l y  a s  1 932 , when D egel and G u l ic k  (7 2 )  n o te d  

t h a t  t h e  e x t e n t  o f  k e t o n u r i a  i s  much g r e a t e r  i n  women t h a n  i n  

men. L a t e r  t h e  r a t e  o f  a b s o r p t i o n  o f  g l u c o s e  was shown t o  be  

s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  f e m a le  r a t s  t h a n  i n  m a le  a m in a ls  ( 7 3 ) .  

Al-Nagdy (3 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s e x  o f  a n im a ls  a f f e c t e d  

v a r i o u s  c h a n g e s  w h ich  r e s u l t e d  f ro m  d i e t a r y  s t a r c h  and s u c r o s e .  

C a s t r a t i o n  o f  m a le  r a t s  was shown t o  d e l a y  t h e  f a t t y  

i n f i l t r a t i o n  o f  t h e  l i v e r  p ro d u ce d  by a  c h a n g e  i n  d i e t a r y  

c a r b o h y d r a t e  ( 7 4 ) .

The serum  t r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n  i n  m ale  and 

f e m a le  bab o o n s  a f t e r  i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  o f  g l u c o s e  and 

f r u c t o s e  was s t u d i e d  by J o u r d a n  ( 2 4 3 ) .  He o b s e rv e d  a  f a l l  i n  

serum  t r i g l y c e r i d e s  a f t e r  g l u c o s e  a d m i n i s t r a t i o n  i n  b o th  s e x e s .  

W hereas  a f t e r  f r u c t o s e  a d m i n i s t r a t i o n  no c h a n g e  i n  t r i g l y c e r i d e  

c o n c e n t r a t i o n  was o b s e rv e d  i n  m ale  b a b o o n s  b u t  a  s i g n i f i c a n t  

r e d u c t i o n  o c c u r r e d  i n  t h e  f e m a le  a n im a ls .

J o u r d a n  (1 2 4 )  a l s o  showed t h a t  f r u c t o s e ,  a f t e r  r a p i d  

i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n ,  d i s a p p e a r e d  f r o m  t h e  serum  o f  m a le  

b a b o o n s  more r a p i d l y  t h a n  f r o à  t h e  serum  o f  f e m a le  b a b o o n s .  

G lu c o s e  was n o t  m e t a b o l i z e d  a t  d i f f e r e n t  r a t e s  by t h e  two s e x e s .  

L a t e r ,  f ro m  a  s tu d y  on  t h e  r a t e  o f  t r i g l y c e r i d e  f o r m a t i o n
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f o l l o w i n g  I n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  l a b e l l e d  f r u c t o s e  i n  m a le  

and f e m a le  b a b o o n s  ( 4 1 ) ,  i t  was d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  g l y c e r i d e  f r a c t i o n  was g r e a t e r  o v e r  a  5 h .  

p e r i o d  i n  t h e  m a le  t h a n  i n  t h e  f e m a le  a n im a l .  The s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  t r i g l y c e r i d e  f r a c t i o n  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  

g l u c o s e  was l e s s  t h a n  a f t e r  f r u c t o s e  i n j e c t i o n  and no 

d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t h e  s e x e s  was d e t e c t a b l e .

M acdonald  (5 6 )  exam ined  t h e  h y p e r g l y c e r i d e m i o  

e f f e c t  o f  g l y c e r o l  ( a  b reakdow n  p r o d u c t  o f  f r u c t o s e )  o n  men 

and p r e m e n o p a u s a l  women. I t  was c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

w h i l s t  g l y c e r o l  f e e d i n g  i n c r e a s e s  t h e  l e v e l  o f  t r i g l y c e r i d e s  

i n  men, i t  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  o f  

p r e m e n o p a u s a l  women. M acdonald  (4 2 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  4 -  5 

day f a t - f r e e  f r u c t o s e - s t a r c h  o r  f r u c t o s e - g l u c o s e  d i e t  d i d  n o t  

i n c r e a s e  t h e  f a s t i n g  se rum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  o f  

p r e m e n o p a u s a l  women i n  c o m p a r i s o n  w i t h  women o m a f a t - f r e e  

c o n t r o l  d i e t .  H ow ever, a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  

f a s t i n g  t r i g l y c e r i d e s  w as o b s e rv e d  i n  men and p o s tm e n o p a u s a l  

women on  f a t - f r e e  f r u c t o s e - g l u c o s e  and f r u c t o s e - s t a r c h  d i e t  

when com pared  w i t h  t h e  f a t - f r e e  c o n t r o l  d i e t .  Such  c h a n g e s  

w e re  n o t  o b s e rv e d  w i t h  a  f a t - f r e e  g l u e o s e - s t a r c h  d i e t .

F a t - f r e e - h i g h  c a r b o h y d r a t e  d i e t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  

t o  p r o d u c e  a  s e x  d e p e n d e n t  c h a n g e  i n  t h e  l e v e l  o f  t h e  p la s m a  

t r i g l y c e r i d e s  d u r i n g  a  16 day  p e r i o d  ( 4 4 ) .  M acdonald  (4 5 )  

exam ined  t h e  r e s p o n s e  o f  men aid women t o  a  h ig h  s u c r o s e  d i e t : :  

h i g h e r  f a s t i n g  se rum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  w e re  o b s e rv e d  i n  t h e  

men t h a n  i n  t h e  women. T h i s  d i f f e r e n c e  was n o t  o b s e r v e d  i n  

t h e  c a s e  o f  a  h i g h  s t a r c h  d i e t .  S i n c e  p o s tm e n o p a u s a l  women 

showed a  s i m i l a r  r e s p o n s e  t o  men on  v a r i o u s  d i e t a r y
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c a r b o h y d r a t e s  (4 9 —5 0 ) ,  M acdona ld ,  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  

a b i l i t y  o f  s u c r o s e  t o  i n c r e a s e  t h e  serum  f o r  g l y c e r i d e  

f r a c t i o n  was i n f l u e n c e d  by o v a r i a n  ho rm ones  ( 4 9 ) .

H i l l  (3 4 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  r i s e  i n  serum 

t r i g l y c e r i d e s  o b s e rv e d  i n  m a tu re  m a le  r a t s  p r o d u c e d  by 

f r u c t o s e  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  d i d  n o t  o c c u r  i n  m a tu r e  

f e m a le  r a t s .  The h y p e r l i p a e m ic  e f f e c t  o f  s u c r o s e  w as exam ined  

i n  m a le  and f e m a le  r a t s  by B r u c k d o r f e r  e t  a l  ( 3 1 ) ,  T h e se  

i n v e s t i g a t o r s  r e p o r t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p la s m a  

t r i g l y c e r i d e  i n  m a le  a n im a ls  t h a n  i n  t h e  f e m a le  a in im als  

( c o n f i rm e d  by H, W i l l i a m s  (1975 )  R oyal H ollow ay C o l l e g e  

u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  No s e x  d i f f e r e n c e  w as o b s e rv e d  i n  t h e  

serum  c h o l e s t é r o l  l e v e l  o r  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  l i p o p r o t e i n  

l i p a s e .  They f u r t h e r  c o n c lu d e d  t h a t  t h e  low c o n c e n t r a t i o n s  

o f  t r i g l y c e r i d e  i n  f e m a le  a n im a ls  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  by 

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  f a t t y  a c id  s y n t h e t a s e  o r  

l i p o p r o t e i n  l i p a s e  ( ^  C ry e r  e t  a l  (2 7 9  ) ) .  Sex d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  l e v e l s  o f  p la s m a  t r i g l y c e r i d e  and n o t  t h e  p la s m a  

c h o l e s t e r o l ,  h a v e  a l s o  b e e n  i n v e s t i g a t e d  th o r o u g h ly  by S t e r n  

e t  a l  (134 )  i n  man.

E f f e c t s  o f  sex  horm ones

D i f f e r e n c e s  i n  t h e  l e v e l s  o f  l i p i d s  i n  a n im a ls  o f  

d i f f e r e n t  se x  and t h e  e f f e c t s  o f  d i e t a r y  c a r b o h y d r a t e s  on  t h e s e  

l e v e l s  a r e  u n d o u b te d ly  r e l a t e d  t o  s t e r o i d  hormone b a l a n c e s  

a l t h o u g h ,  so  f a r  t h e r e  i s  no c l e a r  p i c t u r e  o f  how th e y  a r e  

i n v o l v e d ,

W a tk in s  e t  a l  (136 )  w o rk in g  on  p e r f u s e d  l i v e r  f rom  

m ale  and f e m a le  r a t s  n o te d  a sex  d i f f e r e n c e  i n  t h e  o u t p u t  o f
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t r i g l y c e r i d e ,  w h ich  was g r e a t e r  i n  t h e  c a s e  of  t h e  f e m a le  

o r g a n ;  t h e y  s u b s e q u e n t ly  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  h e p a t i c  o u t p u t  

o f  t r i g l y c e r i d e  c a n  b e  r e g u l a t e d  by g o n a d a l  o r  g o n a d o t r o p h i c  

h o rm ones .  I n  r a t s ,  p r o d u c t i o n  o f  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e ,  a  

l i p i d  p r e c u r s o r ,  and l a c t a t e  i n  u t e r i  f ro m  g l u c o s e  and 

g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  i s  shown t o  be  s t r o n g l y  r e d u c e d  by 

o v a r ie c to m y  and i n c r e a s e d  t o  a b o u t  2007® o f  t h e  c o n t r o l  v a l u e s  

a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l - 1 7  /  ̂ • I n  a d d i t i o n ,  t h e  

same i n v e s t i g a t o r s ,  n o te d  a r e d u c t i o n  i n  t h e  l e v e l  o f  l a c t a t e  

and g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  a f t e r  s u b s e q u e n t  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

a n t i - e s t r o g e n i c  a g e n t s  ( n a f o n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  and 

e t h a m o x y t r i p h e t o l )  o r  p r o g e s t e r o n e  ( 1 4 3 ) ,

H i l l  and M a r t in  (144 )  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t  o f  

e s t r o g e n s  on r a t  serum  l i p o p r o t e i n s ,  o b s e rv e d  a  s i g n i f i c a n t  

i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  v e r y  low d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  a f t e r  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l - 1 7 / ? ,  o r  e t h y n y l e s t r a d i o l .  I n  

f u r t h e r  a n a l y s i s  o f  t h e  VLDL f r a c t i o n  t h e y  fo u n d  a  h i g h e r  

l e v e l  o f  serum  t r i g l y c e r i d e  g l y c e r o l  i n  e t h y n y l e s t r a d i o l -  

o r  e s t r a d i o l - t r e a t e d  f e m a le  r a t s .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  

e x o g e n o u s  e s t r o g e n  t o  m a le  and f e m a le  J a p a n e s e  q u a i l s  h o w e v e r ,  

d e c r e a s e d  t h e  t o t a l  l i p i d  l e v e l s  i n  t h e  b l o o d ,  b u t  t e s t o s t e r o n e  

had no e f f e c t  ( 1 4 6 ) .  S i m i l a r l y ,  C o l t a r t  and M acdonald (6 8 )  

showed t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  p la s m a  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  

p ro d u c e d  by f e e d i n g  m a le  b a b o o n s  w i t h  s u c r o s e  c o u ld  b e  

p r e v e n t e d  by e s t r a d i o l  i n j e c t i o n s .  T e s t o s t e r o n e  had l i t t l e  

e f f e c t  on  t h e  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  o f  t h e  f e m a le  a n im a l s .

At t h i s  p o i n t  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  c e r t a i n  

e s t r o g e n i c  compounds i n c l u d i n g  e s t r a d i o l ,  when a d m i n i s t e r e d  t o  

m a le  r a t s  c a u s e s  a  d ro p  i n  t h e  l e v e l  o f  c i r c u l a t i n g  t e s t o s t e r o n e  

( 1 4 9 ) ,  I n  t h a t  r e s p e c t  e s t r a d i o l  a c t s  i n  t h e  same m anner a s
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c y p r o t e r o n e  i n  r a t  (1 5 8 )  o r  c y p r o t e r o n e  a c e t a t e  i n  man ( 1 5 9 ) .

I t  h a s  b e e n  known f o r  some t im e  t h a t  o r a l  

c o n t r a c e p t i v e  p i l l s ,  w h ic h  a r e  g e n e r a l l y  a  c o m b in a t io n  o f  an  

e s t r o g e n  and a  p r o g e s t o g e n ,  i n c r e a s e  t h e  l e v e l  o f  t r i g l y c e r i d e s  

i n  p la s m a  (1 4 0 ,  1 4 1 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  

c o n f i rm e d  by L u n e l l  e t  a l  ( 1 3 8 ) .  They fo u n d  t h a t  t h e  l e v e l  o f  

p la s m a  t r i g l y c e r i d e  i n c r e a s e d  a f t e r  t h e  f i r s t  m onth  o f  u s e  o f  

an  o r a l  combined c o n t r a c e p t i v e  and re m a in e d  e l e v a t e d  and 

unch an g ed  d u r in g  t h e  second  m onth  o f  t r e a t m e n t #  S i x t y  s i x  

p e r  c e n t  o f  t h e  women t r e a t e d  I d n g e r  t h a n  t e n  m on ths  w i t h  an  

o r a l  com bined  c o n t r a c e p t i v e  had h i g h e r  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  

t h a n  n o r m a l ,  w h i l s t  t h e  c h o l e s t e r o l  l e v e l  d i d  n o t  c h a n g e  ( 1 5 2 ) .  

M e s t r a n o l ,  t h e  e s t r o g e n  component o f  t h e  c o n t r a c e p t i v e ,  

i n c r e a s e d  t h e  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  p r o m p t ly .  K ekki and N i k k i l a  

( 5 3 ) ,  f ro m  t h e i r  s tu d y  o n  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s ,  i n  women d u r i n g  

t h e  u s e  o f  an  o r a l  c o n t r a c e p t i v e ,  c o n c lu d e d  t h a t  t h e  i h c r e a s e d  

l e v e l  o b s e rv e d  r e s u l t e d  f ro m  an  e n h an ced  r a t e  o f  s y n t h e s i s .

The e f f e c t  o f  an  o r a l  c o n t r a c e p t i v e  on  l i p a s e  

a c t i v i t y  was s t u d i e d  by R o s s n e r  e t  a l  (1 6 5 )  i n  an  a t t e m p t  t o  

e x p l a i n  i t s  h y p e r l i p e m ic  e f f e c t ;  i t  was o b s e rv e d  t o  d e c r e a s e  

l i p a s e  a c t i v i t y .

An I n t e r e s t i n g  o b s e r v a t i o n  w i t h  women on  v a r i o u s  o r a l  

c o n t r a c e p t i v e s  was r e p o r t e d  by B r i g g s  and B r i g g s  ( 1 4 8 ) ,  They 

fo u n d  t h a t  t h e r e  was a  r i s e  i n  t h e  p la s m a  t e s t o s t e r o n e  l e v e l  

w h ic h  was in d e p e n d e n t  o f  t h e  t y p e  o f  o r a l  c o n t r a c e p t i v e  u s e d .

An i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o r t i c o s t e r o i d s  i s  a l s o  

r e c o r d e d  by t h e s e  i n v e s t i g a t o r s .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  above  

o b s e r v a t i o n s  d a t a  p r e s e n t e d  by A f te rg o o d  e t  a l  ( 1 4 7 ) ,  shows 

a  d e c r e a s e  i n  serum  and l i v e r  t r i g l y c e r i d e s  f o l l o w i n g  o r a l
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a d m i n i s t r a t i o n  o f  s m a l l  d o s e s  o f  an  a n o v u l a t o r y  d r u g  t o  f e m a le  

r a t s .  W hile  e s t r o g e n s  a r e  r e p o r t e d  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  

in c r e a s e c /p la s m a  t r i g l y c e r i d e  i n  women, a d m i n i s t r a t i o n  o f  

e t h y n y l  e s t r a d i o l  t o  100 s u r v i v o r s  o f  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  

r e s u l t e d  i n  u n i fo r m  c o r r e c t i o n  o f  t h e  a b n o rm a l  c i r c u l a t i n g  

l i p i d  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 5 4 ) ,  I n  a  s i m i l a r  s tu d y  M arm ors ton  

e t  a l  (1 5 5 )  r e p o r t  t h a t  number o f  d e a t h s  d u e  t o  m y o c a r d i a l  

i n f a r c t i o n  d e c r e a s e s  a f t e r  e s t r o g e n  t h e r a p y  i n  men. E f f e c t  

o f  lo n g  te rm  e s t r o g e n  t h e r a p y  i n  men w i t h  c o ro n a r y  h e a r t  

d i s e a s e  h a s  a l s o  b e e n  i n v e s t i g a t e d  by R o b in s o n  e t  a l  ( 1 5 6 ) ,

A p a r t  f ro m  s i d e  e f f e c t s  o f  e s t r o g e n  t h e r a p y ,  t h e y  r e c o r d e d  a  

d e c r e a s e  i n  c h o l e s t e r o l / p h o s p h o l i p i d  r a t i o .  B ender  and 

a s s o c i a t e s  (157 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  p la s m a  l e v e l  o f  

e s t r a d i o l  i s  lo w e r  i n  m a le  s u b j e c t s  w i t h  c o r o n a r y  a r t e r y  

d i s e a s e  (who a l s o  h a v e  h i g h e r  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s )  t h a n  i n  

n o rm a l  i n d i v i d u a l s  and t h a t  t h e r e  w as a  c l o s e  r e c i p r o c a l  

r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  t h e  l e v e l s  o f  e s t r a d i o l  and t r i g l y c e r i d e s  

i n  b lo o d  fro m  men.

N a t u r a l l y  o c c u r r i n g  e s t r o g e n s  w e re  a t  one  t im e  u s e d  

i n  m e d ic in e  a s  a n t i - f a y p e r l i p i d e m i c  a g e n t s .  Modern d r u g s  f o r  

r e d u c i n g  h y p e r l i p e m i a s  a l l  t e n d  t o  b e  s y n t h e t i c  compounds 

w i t h  weak e s t r o g e n i c  e f f e c t s  w h ich  i f  n e c e s s a r y  c a n  be  

overcom e by com pounding  a  m ix t u r e  o f  t h e  d ru g  and an a n d ro g e n .

The s y n t h e t i c  compound jp—c h lo r o p h e n o x y i s o b u t y r i c  

a c i d  (CPIB) one  o f  t h e  f i r s t  compounds t o  b e  u se d  t h e r a p u t i c a l l y , 

i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a n d r o s t e r o n e ,  i s  an  a n t i - h y p e r t r i g l y c e r i d e m i c  

and a n t i - h y p e r c h o l e s t e r o l e m i c  a ^ e n t  ( 1 9 7 ) ,



32
C l o f l b r a t e  ( A t r o m id - S ) , t h e  e t h y l  e s t e r  o f  CPIB 

( e t h y l  2 - ( p - c h l o r o p h e n o x y ) - 2 - T r ie th y lp rb p io n a te )  i s  now u s e d  

e x t e n s i v e l y  f o r  l o w e r i n g  serum  l i p i d s  i n  p a r t i c u l a r  f o r  p a t i e n t s  

w i t h  a t h e r o s c l e r o s i s #

C l o f i b r a t e  (A tro m id )  was i n t r o d u c e d  f o r  t h e  f i r s t  

t im e  t o  low er  serum  c h o l e s t e r o l  and t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  i n  

t h e  monkey ( 1 9 8 ) ,  and i n  man (1 9 9 ,  2 0 0 ) .

The f i n d i n g  o f  t h e  N e w c a s t le  and S c o t t i s h  t r i a l s  

(2 5 7 )  was t h a t  c l o f i b r a t e  w h ich  lo w e r s  p la s m a  t r i g l y c e r i d e s ,  

and t o  a  l e s s e r  e x t e n t  c h o l e s t e r o l ,  a l s o  d e c r e a s e d  t h e  

m o r t a l i t y  from  s u d d e n  d e a t h  p a r t i c u l a r l y  i n  p a t i e n t s  who w e re  

s u f f e r i n g  f ro m  a n g in a  p e c t o r i s ;  t h i s  s u p p o r t s  t h e  t h e o r y  t h a t  

t r i g l y c e r i d e s  p l a y  a  v i t a l  r o l e  i n  t h e  p r o g n o s i s  o f  

a t h e r o s c l e r o s i s .

A l th o u g h  c l o f i b r a t e  h a s  b e e n  u s e d  f r e e l y  f o r  m ore

t h a n  12 y e a r s  a s  a  l i p i d  l o w e r in g  a g e n t ,  t h e  m echanism  o f

a c t i o n  o f  t h e  d ru g  i s  s t i l l  unknown ( 2 0 3 ) .  A d e c r e a s e  i n  t h e

r e l e a s e  o f  t r i g l y c e r i d e s  i n t o  t h e  p la s m a  i s  a p p a r e n t l y  one  o f

t h e  m echan ism s by w h ich  t h i s  d r u g  m ig h t  o p e r a t e  ( 2 0 3 ) .

C l o f i b r a t e  i s  a l s o  r e p o r t e d  t o  c om pe te  w i t h  f r e e  f a t t y  a c i d s  

f o r  t h e  b in d in g  s i t e s  on  a lb u m in  ( 2 0 1 ) .  P re su m a b ly  t h i s  

would  p r e v e n t  t h e  a c i d s  f ro m  b e in g  ' c a r r i e d *  i n  t h e  c i r c u l a t i o n  

t o  r e g i o n s  o f  t r i g l y c e r i d e  s y n t h e s i s .

G a l to n  (2 0 2 )  r e p o r t e d  t h a t  i n  r a t s  f e d  w i t h  Atnomid

f o r  6 d a y s  t h e  h e p a t i c  s y n t h e s i s  o f  c h o l e s t e r o l  from  

14
C - a c e t a t e  was r e d u c e d  by a b o u t  70% a l t h o u g h  no e f f e c t  was 

o b s e r v e d  when t h e  d r u g  was added d i r e c t l y  t o  i s o l a t e d  l i v e r  

p r e p a r a t i o n s .  A trom id  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t  t h e  

s y n t h e s i s  o f  t r i g l y c e r i d e s  o r  p h o s p h o l i p i d s  by t h e  l i v e r .
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R e l a t i o n s h i p s  b e tw e e n  s e x  horm ones and enzyme a c t i v i t y

A l th o u g h  s e x  ho rm ones  h a v e  an  o b v i o u s  and p r o f o u n d  

e f f e c t  on  t h e  m e ta b o l i s m  o f  c a r b o h y d r a t e s  and l i p i d s  t h e r e  

h a s  b e e n  r e l a t i v e l y  l i t t l e  work on  t h e  e x a c t  r e l a t i o n s h i p s  b e tw e e n  

s e x  hormone and enzyme l e v e l s  i n  a m in a l  t i s s u e s .

I t  i s  g e n e r a l l y  assumed t h a t  some p r o t e i n  a nd , 

h e n c e ,  enzyme s y n t h e s i s  i s  p a r t i a l l y  c o n t r o l l e d  by s t e r o i d  

horm ones p a r t i e v la r i .y  i n  s e x  o r g a n s  ( 282 ) a l t h o u g h

r e c e n t  s t u d i e s  by Roy e t  a l  ( 280 ) s u g g e s t s  t h a t  t h e  l i v e r  

i s  a l s o  a  ' t a r g e t  o rgan*  f o r  s e x  ho rm ones  a s  i t  p o s s e s s e s  a  

s p e c i f i c  p r o t e i n  r e c e p t o r  f o r  d l h y d r o t e s t o s t e r o n e  and e s t r a d i o l .

F o l lo w in g  t h e  r e p o r t s  on  sex  d i f f e r e n c e s  i n  

c a r b o h y d r a t e  m e ta b o l i s m ,  many a t t e m p t s  h a v e  b e e n  made t o  

e l u c i d a t e  t h e  enzym ic  b a s i s  o f  t h e s e  d i f f e r e n c e s .  G lu c o s e  6 -  

p h o s p h a te  d e h y d ro g e n a s e  and 6 - p h o s p h o g lu c o n a te  d e h y d ro g e n a s e  

(1 7 4 )  , a n  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  ( 1 7 5 ) ,  and ^ - g l u c u r o n i d a s e  

( 1 7 6 ) ,  f o r  e x a m p le ,  h a v e  b e e n  shown t o  be more a c t i v e  i n  

f e m a le  t h a n  i n  m a le  a n im a ls .

The d i s c o v e r y  o f  t h e  a n a b o l i c  a c t i o n  o f  a n d ro g e n s  was 

a n o t h e r  g u i d e l i n e  t o  e n c o u r a g e  i n v e s t i g a t o r s  u s i n g  v a r i o u s  s e x  

ho rm ones  t o  a t t e m p t  t o  m a n i p u l a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es .

B o c h a k ia n  and E ndah l  (1 6 1 )  r e c o r d e d  an i n c r e a s e  

p ro d u c e d  by a n d ro g e n s ,  o f  a s p a r t i c - g l u t a m i c  and a l a n i n e -  

g l u t a m i c  t r a n s a m i n a s e s  i n  t e m p o r a l  m u s c le  o f  m a le  g u i n e a  p i g  b u t  

o n ly  i n  p r o p o r t i o n  t o  i n c r e a s i n g  m u s c le  w e i g h t .  L a t e r  

s e v e r a l  enzym es o f  t h e  K r e b s  c y c l e  w ere  shown t o  b e h a v e  i n  a  

s i m i l a r  f a s h i o n  ( 1 0 2 ) ,

An e s t e r a s e  was r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  m a t u r e  m a le  

mouse k i d n e y ,  w h ich  was a b s e n t  f rom  f e m a le  and im m atu re  m a le  

k i d n e y s .  The a b s e n c e  o f  t h i s  enzyme i n  c a s t r a t e d  m a le  m ic e
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w as d e m o n s t r a t e d  by Shaw and Koen (1 6 3 )  who a l s o  showed t h a t  

t e s t o s t e r o n e  in d u c e d  h i g h e r  l e v e l s  o f  t h e  e s t e r a s e .

A l k a l i n e  p h o s p h o ta s e  a c t i v i t i e s  o f  p la s m a  m em branes 

i s o l a t e d  f ro m  r a t  l i v e r  w e re  shown t o  be  h i g h e r  i n  m a le  t h a n  

f e m a le  a n im a ls  and t h e  enzyme a c t i v i t y  c o u ld  be  m a n i p u la t e d  

by c a s t r a t i o n  and i n j e c t i o n  o f  seat-horm ones ( 1 6 8 ) :  s u c h  a

se x  d i f f e r e n c e  was n o t  o b s e rv e d  w i t h  w h o le  l i v e r  h o m o g e n a te s  

o r  b r a i n  t i s s u e  ( 1 6 9 ) ,  I n  m ale  r a t  l i v e r ,  f r u c t o k i n a s e  i s  

r e p o r t e d  t o  be  m ore  a c t i v e  t h a n  i n  t h e  f e m a le  o r g a n  and t h e  

a c t i v i t y  o f  t h i s  enzyme i s  a l s o  i n c r e a s e d  by i n j e c t i n g  

a n im a ls  w i t h  t e s t o s t e r o n e  ( 1 7 3 ) ,

S t i f e l  e t  a l  (214 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  o r a l  

t e s t o s t e r o n e ,  e s t r a d i o l ,  d i e t h y l s t i l b e s t r o l  and p r o g e s t e r o n e  

oh j e j u n a l  g l y c o l y t i c  enzymes o f  m a le  and f e m a l æ r a t s .  T h e s e  

i n v e s t i g a t o r s  r e p o r t e d  t h a t  t e s t o s t e r o n e  r a i s e d  t h e  l e v e l s  o f  

j e j u n a l  p h o s p h o f r u c t o k i n a s e  and p y r u v a t e  k i n a s e  a c t i v i t i e s  a s  

d i d  e s t r a d i o l ,  d i e t h y l s t i l b e s t r o l  and p r o g e s t e r o n e  t o  a  l e s s e r  

e x t e n t .  I n  f e m a le  r a t s ,  i n  c o n t r a s t  e s t r a d i o l  and d i e t h y l - *  

s t i l b e s t r o l  w ere  m ore e f f e c t i v e  t h a n  t e s t o s t e r o n e  i n  

i n c r e a s i n g  p h o s p h o f r u c t o k i n a s e  and p y r u v a t e k i n a s e  a c t i v i t i e s .  

They f u r t h e r  c o n c lu d e d  t h a t  p r o g e s t e r o n e  and t e s t o s t e r o n e  a r e  

a n t a g o n i s t i c  t o  e s t r a d i o l  i n  t h e  f e m a le  r a t  j e ju n u m ,  w h i l s t  

e s t r a d i o l  i s  a n t a g o n i s t i c  t o  t e s t o s t e r o n e  i n  t h e  m a le  r a t  

j e ju n u m .  L u f k in  e t  a l  (2 7 6 )  o b s e rv e d  a  low a c t i v i t y  o f  

j e j u n a l  p y r u v a t e k i n a s e  i n  t e s t o s t e r o n e  d e f i c i t  (h y p o g o n a d a l  

m a le )  a n im a ls  w h ich  was c o m p en sa ted  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

t e s t o s t e r o n e .

Tepperm an and Tepperm an (1 6 4 )  r e p o r t e d  t h a t  e s t r o g e n  

i n c r e a s e d  t h e  NADP — d e p e n d e n t  d e h y d r o g e n a s e s  i n  t h e
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p e n t o s e  p h o s p h a te  pa thw ay  i n  m a le  r a t s .  The a c t i v i t y  o f  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  d e h y d ro g e n a s e  was r e p o r t e d  t o  b e  r e d u c e d  

f o l l o w i n g  o v a r ie c to m y  ( 1 6 6 ) .  R e p la ce m en t  o f  e i t h e r  p r o g e s t e r o n e  

o r  e s t r a d i o l  r e s t o r e d  t h e  a c t i v i t y  t o  t h e  l e v e l  o f  t h e  i n t a c t  

a n im a l .

The g l u c o c o r t i c o i d - i n d u c i b l e  en zym es , t r y p t o p h a n  

o x y g e n a s e ,  t y r o s i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  and a l a n i n e  amino

t r a n s f e r a s e  a r e  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  i n  f e m a le  r a t  l i v e r  

f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l .  T he ir  l e v e l  o f  

t r y p t o p h a n  o x y g e n a se  was lo w e r  i n  m a le  t h a n  f e m a le  r a t s ,  b u t  

t h e  r e v e r s e  w as fo u n d  w i t h  t y r o s i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e .  A l th o u g h  

o r c h id e c to m y  had no e f f e c t  on  t r y p t o p h a n  o x y g e n a se  a c t i v i t y ,  

t h e  i n c r e a s e  i n  enzyme a c t i v i t y  i n  o r c h i d e c t o m iz e d  m a le s  

t r e a t e d  w i t h  e s t r a d i o l  was s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h e  

r e s p o n s e  i n  i n t a c t  m a le  ( 1 6 7 ) ,  A r e d u c t i o n  i n  t r y p t o p h a n  

o x y g e n a se  a c t i v i t i e s  was r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  o v a r i e c t o m iz e d  

r a t s  and t o  r e s u l t  f ro m  t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t  o r  a d re n a le c to m y  

o f  f e m a le  r a t s .  T h e se  i n v e s t i g a t o r s ,  f ro m  t h e i r  e x p e r i e n c e  

w i t h  a d r e n a l e c t o m i z e d -  and e s t r o g e n - t r e a t e d  a n im a ls ,  s u g g e s t  

t h a t ,  f o r  t h e  f u l l  e x p r e s s i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  e s t r o g e n  u pon  

t r y p t o p h a n  o x y g e n a se  and t y r o s i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  and f o r  t h e  

i n d u c t i o n  o f  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  

a d r e n o c o r t i c o s t e r o i d s  i s  n e c e s s a r y .

I n  v i e w  o f  t h e  weak e s t r o g e n i c  a c t i v i t y  o f  c l o f i b r a t e  

( s e e  p.31 ) ,  t h e  a c t i o n  o f  t h i s  l i p i d  l o w e r i n g  a g e n t  m ig h t  

a l s o  b e  m e n t io n e d  h e r e .

P e r e i r a  and H o l la n d  (203 )  w o rk in g  w i t h  r a t  r e p o r t e d  

t h a t  c l o f i b r a t e  s t i m u l a t e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  m i t o c h o n d r i a l

- g l y c e r o p h o s p h a t e  d e h y d ro g e n a s e .  T h ese  i n v e s t i g a t o r s  f u r t h e r
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c o n c lu d e d  t h a t  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h i s  s t i m u l a t o r y  m echan ism  

t r i g l y c e r i d e  s y n t h e s i s  i s  d e c r e a s e d  by c l o f i b r a t e  ( 2 0 4 ) .

Bowley e t  a l  (2 0 5 )  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t  o f  CPIB. and 

s i m i l a r  compounds on  human l i v e r  h o m o g en a te s  n o te d  t h a t  

w h i l s t  20mM CPIB i n h i b i t e d  e s t é r i f i c a t i o n  o f  g l y c e r o l  

S ^ p h o s p h a te  by p a l m i t a t e  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  IraM s t i m u l a t e d  

e s t é r i f i c a t i o n .

B r in d le y  and c o l l a b o r a t o r s  (2 5 6 )  r e p o r t e d  t h a t  

c l o f i b r a t e  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  20mM i n h i b i t s  t h e  s y n t h e s i s  

o f  p h o s p h a t i d a t e  f ro m  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  and p a l m i t a t e  i n  

human l i v e r  h o m o g e n a te s .  C l o f i b r a t e  had a l s o  b e e n  shown t o  

d e c r e a s e  t h e  a c t i v i t i e s  o f  j e j u n a l  g l y c o s e  6 - p h o s p h a t e  

d e h y d ro g e n a s e ,  f r u c t o s e  1 ,  6 - d i p h o s p h a t e  a l d o l a s e  and 

f r u c t o k i n a s e  w i t h o u t  a f f e c t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  h e x o k in a s e  

( 2 4 4 ) .

S t i m u l a t i o n  o f  t h e  h y d r o x y l a t i n g  sy s te m  o f  l i v e r  

m ic ro so m e s  o c c u r s  w i t h  c l o f i b r a t e  ( 2 0 6 ) .  The s i g n i f i c a n c e  o f  

t h i s  i n d u c t i o n  p r o c e s s  i s  i n  t h e  m e ta b o l i s m  o f  d r u g s  a s  w e l l  

a s  some s t e r o i d  ho rm ones  s u c h  a s  t e s t o s t e r o n e .  C l o f i b r a t e  

w i l l ,  t h e r e f o r e ,  e n c o u ra g e  h y d r o x y l a t i o n  and c o n v e r s i o n  o f  

t h e s e  compounds t o  m ore  p o l a r  d e r i v a t i v e s .

Enhancem ent o f  c h o l e s t e r o l ,  p r o g e s t e r o n e  and 

e s t r a d i o l  h y d r o x y l a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  i n  c l o f i b r a t e  

t r e a t e d  r a t s  (2 0 7 ,  2 0 8 ) ,
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D i g e s t i o n  afid A b s o r p t i o n  o f  g l u c o s e  and f r u c t o s e

S u c r o s e  i s  a  d i s a c c h a r i d e  i n  w h ich  a m o le c u le  o f  

g l u c o s e  i s  g l y c o s i d i c a l l y  bonded t o  a  m o le c u le  o f  f r u c t o s e  by 

a ( 1 —>  2 ) - l i n k a g e .  I n  t h i s  d i s a c c h a r i d e  t h e  a n o m e r ic  c a r b o n  

a tom s o f  b o t h  h e x o s e s  a r e  i n v o lv e d  i n  t h e  g l y c o s i d i c  l i n k  a n d ,  

t h u s ,  t h e  m o le c u le  i s  n o n - r e d u c i n g .  C h e m ic a l  o r  enzym ic  

h y d r o l y s i s  o f  s u c r o s e  r e l e a s e s  t h e  two com bined  m o n o s a c c h a r i d e s .

D a h l q v i s t  and B e rg s tro m  r e p o r t  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  

d i e t a r y  d i s a c c h a r i d e s  a r e  a b s o rb e d  i n t a c t  i n  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  

t h e  i n t e s t i n e  and t h e n  s u b s e q u e n t ly  u n d e rg o  i n t r a c e l l u l a r  

h y d r o l y s i s :  i n  t h e  c a s e  o f  s u c r o s e  t h i s  o c c u r s  i n  t h e  d i s t a l

je ju n u m  and i n  t h e  i l e u m  ( 6 2 ,  6 3 ) .

S u c r o s e  i s  s e n s i t i v e  t o  a c id  h y d r o l y s i s  b u t  so  f a r  

t h e r e  i s  no e v id e n c e  t h a t  t h i s  o c c u r s  i n  t h é  s tom ach  ( 2 0 9 ) .

The s m a l l  i n t e s t i n e  c o n t a i n s  a  number o f  

g l y c o s i d a s e s .  Only  t h e  b r u s h  b o r d e r  enzym es a r e  r e s p o n s i b l e  

f o r  t h e  d i g e s t i o n  o f  d i e t a r y  d i s a c c h a r i d e s  w h i l s t  s o l u b l e  and 

ly s o s o m a l  i n t e s t i n a l  enzym es p r o b a b l y  h a v e  o t h e r  f u n c t i o n s .  

D i s a c c h a r i d a s e s  a r e  l o c a l i s e d  i n  t h e  b r u s h  b o r d e r s  o f  t h e  

m u c o s a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  and e x e r t  t h e i r  f u n c t i o n  i n  t h i s  

l o c a t i o n .  They a r e  n o t  s e c r e t e d  i n t o  t h e  i n t e s t i n e .  The 

a c t i v i t y  o f  d i s a c c h a r i d a s e s  d e t e r m i n e s  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  

s u b j e c t  t o  d i g e s t  and a b s o rb  t h e  d i s a c c h a r i d e s  ( 2 0 9 ) .
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I n t e s t i n a l  s u c r a s e  i s  r e a l l y  a n o C - g iy c o s i d a s e  w h ic h  

h y d r o l y s e s  s u c r o s e ,  m a l t o s e  and some o t h e r  c / . - D - g lu c o s id e s .

I s o m a l t a s e  i s  a n o th e r  i n t e s t i n a l  d i s a c c h a r i d a s e  

w h ich  i s  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i th  s u c r a s e .  The r e l a t i o n s h i p  

b e tw e e n  t h e s e  two enzym es i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d ;  t h e y  a r e  

s e p a r a t e  p r o t e i n  m o le c u le s  and th e y  seem t o  b e  c o n t r o l l e d  by a 

common g e n e  ( 2 1 0 ) .

P a t i e n t s  w i t h  a  c o n g e n i t a l  l a c k  o f  i n t e s t i n a l  

s u c r a s e  a r e  u n a b le  t o  d i g e s t  and a b s o rb  s u c r o s e  ( 2 1 0 ,  2 1 1 ) ,

The e f f e c t  o f  d i s a c c h a r i d e s  on  t h e  a c t i v i t y  o f  

d i s a c c h a r i d a s e s  i s  b e l i e v e d  t o  b e  v e ry  l i t t l e  ( 2 0 9 ) .  However 

D eren  (8 7 )  r e p o r t e d  t h a t  i n t e s t i n a l  s u c r a s e  a c t i v i t y  i s  

s t i m u l a t e d  by d i e t a r y  s u c r o s e .

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  h y d r o l y s i s  o f  s u c r o s e  

d e t e r m i n e s  t h e  r a t e  o f  a b s o r p t i o n  o f  t h i s  d i s a c c h a r i d e  i n  t h e  

i n t e s t i n e  a s  m i x t u r e s  o f  g l u c o s e  and f r u c t o s e  a r e  a b s o rb e d  

l e s s  r E p i d l y  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d in g  m o la r  q u a n t i t y  o f  s u c r o s e  

( 8 9 ,  9 3 ) .  The f a c t  t h a t  p r o d u c t i o n  f ro m  l a b e l l e d

s u c r o s e  i s  g r e a t e r  t h a n  from  l a b e l l e d  f r u c t o s e  o r  g l u c o s e  

s u p p o r t s  t h i s  c o n t e n t i o n  ( 9 2 ) .
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C rane  e t  j J .  ( 2 1 2 )  r e p o r t  t h a t  t h e r e  i s  a 

s p a t i a l  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  t h e  s u c r a s e  and a  s p e c i f i c  

membrane c a r r i e r  f o r  g l u c o s e  r e l e a s e d  f ro m  s u c r o s e  d u r i n g  

h y d r o l y s i s *  Such g l u c o s e  p o s s e s s  a  k i n e t i c  a d v a n ta g e  and i s  

a b s o rb e d  more r e a d i l y  t h a n  f r e e  g l u c o s e .  The a b s o r p t i o n  o f  

t h e  f r u c t o s e  com ponent o f  t h e  s u c r o s e  m o le c u le  was t h o u g h t  t o  

be ' p a s s i v e *  a l t h o u g h  a  r e c e n t  p u b l i c a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  

i s  an  a c t i v e  t r a n s p o r t  m echan ism  f o r  f r u c t o s e  i n  r a t  ( 2 4 1 ) .

Ockerman and Lundborg (9 0 )  o b s e rv e d  an i n c r e a s e  i n  

t h e  l e v e l  o f  g lu c o s e  i n  m e s e n t e r i c  v e i n o u s  b lo o d  when f r u c t o s e  

was i n j e c t e d  i n t o  t h e  je ju n u m  o f  p a t i e n t s  w i t h  d u o d e n a l  u l c e r s  

by m eans o f  c a t h e t e r s .  They c o n c lu d e d  t h a t  t h e  je ju n u m  

c o n v e r t e d  up t o  70% o f  t h e  a b s o rb e d  f r u c t o s e  t o  g l u c o s e .

W hite  and Landau (2 4 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p e r c e n t a g e  c o n v e r s i o n  

was much s m a l l e r ,  M acdonald  and T u r n e r  (2 4 7 )  showed t h a t  

s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  b lo o d  f r u c t o s e  o c c u r r e d  when f a s t e d  men 

and women w ere  g iv e n  s u c r o s e  o r  an e q u i v a l e n t  m ix t u r e  o f  

c o n s t i t u e n t  m o n o s a c c h a r id e s .  The i n t e s t i n e  o f  r a t  a p p a r e n t l y  

c a n n o t  c o n v e r t  f r u c t o s e  t o  g l u c o s e  ( 6 0 ,  8 4 ) .

S u c ro s e  i t s e l f  e n t e r s  t h e  b lo o d  s t r e a m  when f e d  i n  

l a r g e  am o u n ts .  When a b s o rb e d  w i t h o u t  p r i o r  d i g e s t i o n ,  t h e  

d i s a c c h a r i d e  i s  t r e a t e d  a s  a  f o r e i g n  s u b s t a n c e  and a p p e a r s  

un ch an g ed  i n  t h e  u r i n e  ( 8 8 ) ,
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I t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  f r u c t o s e  m o ie ty  o f  s u c r o s e  

I s  r e s p o n s i b l e  f o r  e l e v a t i o n  o f  se rum  t r i g l y c e r i d e s  i n  a  

number o f  s p e c i e s  ( c £  ( 4 8 ) ) .  I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  o f  i m p o r t a n c e  

t o  r e v i e w  t h e  m e ta b o l i s m  o f  f r u c t o s e  and t h e  p a th w a y s  f o r  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  t h i s  k e t o s e  t o  t r i g l y c e r i d e s  and t o  com pare  

t h e s e  p a th w a y s  w i t h  t h o s e  f o r  g l u c o s e .  The f a c t  t h a t  

e f f e c t s  o f  d i e t a r y  s u c r o s e  and o f  f r u c t o s e  on  t h e  l e v e l s  o f  

many enzymes a r e  in d e e d  t h e  same, and t h e  f i n d i n g  t h a t  g l u c o s e  

h a s  l i t t l e  o r  no e f f e c t  on  t h e s e  enzyme l e v e l s  I n d i c a t e s  t h a t  

f r u c t o s e  f o l l o w s  a  d i f f e r e n t  m e t a b o l i c  pa th w ay  f ro m  t h a t  o f  

g l u c o s e  ( 9 1 ) .  F o r  e x a m p le ,  w h i l s t  t h e  l e v e l  o f  g l u c o k i n a s e  

i s  e l e v a t e d  m ore by d i e t a r y  g l u c o s e  t h a n  by f r u c t o s e  ( 9 5 ) ,  

t h e  l e v e l  o f  many o t h e r  enzym es e . g .  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t a s e  

p h o s p h o g lu c o n a te  d e h y d ro g e n a s e ,  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  

d e h y d r o g e n a s e ,  a l d o l a s e ,  k e t o h e x o k i n a s e ,  m a l i c  d e h y d r o g e n a s e ,  

and oi - g l y c e r o p h o s p h a t e  d e h y d ro g e n a s e  a r e  i n c r e a s e d  by 

d i e t a r y  f r u c t o s e  b u t  n o t  g l u c o s e  ( 7 7 ,  7 8 ) .

The m a jo r  known d i f f e r e n c e s  i n  f r u c t o s e  and g l u c o s e  

m e ta b o l i s m  o c c u r  i n i t i a l l y  i n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  s t a g e s  and 

l a t e r  i n  t h e  a l d o l a s e - c a t a l ÿ s e d  c l e a v a g e  o f  t h e  

p h o s p h o r y l a t e d  h e x o s e s .
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ENZYIVÎES OF FRUCTOSE METABOLISM

A summary o f  t h e  m a jo r  r o u t e s  o f  f r u c t o s e  

m e ta b o l i s m  i s  g i v e n  i n  F i g ,  1 ( 4 - 0 ,  1 9 ,  2 2 ,  8 0 ) .

As shown, t h e  f i r s t  s t e p  i n  f r u c t o s e  

u t i l i z a t i o n  i s  p h o s p h o r y l a t i o n  t o  f r u c t o s e  1 - p h o s p h a t e  by 

t h e  a c t i o n  o f  k e t o h e x o k i n a s e  and ATP ( 1 0 1 - 1 0 4 ) .

K e to h e x o k in a s e  (ATP; D -  f r u c t o s e  1 - p h o s p h o t r a n s f e r a s e ;

B .C . 2 . 7 . 1 . 3 . ,  a l s o  c a l l e d  f r u c t o k i n a s e ) .

K e to h e x o k in a s e  o c c u r s  i n  t h e  l i v e r ,  i n t e s t i n a l

m ucosa  and k id n e y  o f  mammals. The enzyme f ro m  r a t

i n t e s t i n a l  m ucosa h a s  a  h ig h  a f f i n i t y  f o r  D - f r u c t o s e

(Km 7 X 10 ^ M; pH o p t im a  6 .5  a t  3 0 ^ 0  ( 8 6 ) .  K e to h e x o -

2+ +k i n a s e  r e q u i r e s  Mg and K i o n  a c t i v i t y  and ADP i n h i b i t s  t h e  

r e a c t i o n .  R at l i v e r  k e to h e x o k i n a s e  a l s o  h a s  a  r e l a t i v e l y  

h i g h  a f f i n i t y  f o r  D - f r u c t o s e  (Km 4 X 10 M) and a  b r o a d  pH 

o p t im a  ( 5 . 5 - 8 ) ( 1 6 8 ) .

I n  l i v e r  c e l l s ,  k e t o h e x o k i n a s e  i s  l o c a l i z e d  i n  

t h e  c y t o s o l  ( 1 8 ) .  H e inz  (8 6 )  r e p o r t s  t h a t  t h e  enzyme 

a c t i v i t y  i n  t h e  l i v e r  o f  t h e  r a t  i s  2 . 2  U /g  w e t w e ig h t  and 

l i .7  U /g  w e t  w e i g h t  i n  human l i v e r  a t  37°C .

The enzyme was r e p o r t e d  t o  be a b s e n t  f ro m  f e t a l  

r a t  l i v e r  (7 9 )  b u t  B a l l a r d  and O l i v e r  (8 0 )  s u g g e s t  t h a t  i t  

may be  p r e s e n t  a t  a  low l e v e l .  However, B a l l a r d  (8 1 )  o b s e rv e d  

h i g h  c o n v e r s i o n  r a t e s  o f  f r u c t o s e  t o  g l u c o s e  i n  f e t a l  r a t  

l i v e r  w hich  i s  p r o b a b l y  due  t o  h e x o k in a s e  a c t i v i t y .

A d i e t  r i c h  i n  f r u c t o s e  i n c r e a s e s  r a t  l i v e r  

k e to h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  ( 1 1 2 ) ;  a c t i v i t y  a l s o  i n c r e a s e s  

when f r u c t o s e  i s  a d m i n i s t e r e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  ( 1 1 0 ) .
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F a s t i n g  r e d u c e s  t h e  a c t i v i t y  o f  r a t  l i v e r  enzyme and i t  c a n  b e  

s u b s e q u e n t ly  r e s t o r e d  by f e e d i n g  f r u c t o s e  ( 1 1 0 ) .

H e x o k in a se  (B .C . 2 . 7 . 1 , 1 .  ATP ^ h e x o s e - 6  p h o s p h o t r a n s f e r a s e ) ,  

H e x o k in a se  i s  a  r a t h e r  n o n s p e c i f i c  enzyme w h ic h  c a n  

p h o s p h o r y l a t e  D - g lu c o s e ,  ^ f r u c t o s e  and ^ m a n n o s e .

H e x o k in a se  u t i l i z e s  ATP and r e q u i r e s  t h e  c o r r e s p o n d i n g

h e x o s e  6 - p h o s p h a te  i s  p r o d u c e d .

The a c t i v i t y  o f  h e x o k in a s e  t o w a r d s  g l u c o s e  i n  

t h e  l i v e r  o f  man and o t h e r  a n im a ls  i s  b e l i e v e d  t o  be  a b o u t  

0 , 4  U /g f r e s h  w e ig h t  ( 8 6 ) .

T h re e  h e x o k in a s e  i so e n z y m e s  c a n  b e  i d e n t i f i e d  

by e l e c t r o p h o r e s i s  w h ic h  a r e  d e s i g n a t e d  I ,  I I  and I I I  ( 8 6 ) .  

T y p e s  I  and I I  a r e  found  i n  s o l u b l e  and p a r t i c u l a t e  l i v e r  

f r a c t i o n s  ( 2 5 0 ) ,  w h e re a s  t y p e  I I I  i s  o n ly  d e t e c t e d  i n  t h e  

c y t o s o l .  »

I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  f r u c t o s e  

by h e x o k in a s e  i n  v iv o  i s  n e g l i g i b l e  i n  a d u l t  a n im a ls  ( 1 8 8 ) .  

F r u c t o s e  1- p h o s p h a t e ,  t h e  p r o d u c t  o f  k e to h e x o k i n a s e  

a c t i v i t y  i s  c l e a v e d  by t h e  a c t i o n  o f  a l d o l a s e  t o  y i e l d  

d ih y d ro x y  a c e to n e  p h o s p h a te  and D - g l y c e r a id e h y d e .  The 

r u l e  o f  t h i s  enzyme i n  t h e  m e ta b o l i s m  o f  f r u c t o s e  1 -  

p h o s p h a te  was f i r s t  r e c o g n i z e d  by H e rs  e t  a l  ( 2 6 ,  1 1 1 ) .

K e t o s e  1 - p h o s p h a t e  a l d o l a s e  ( p h o s p h o f r u c t o a l d o l a s e ;  B.C.

4 , 1 . 2 . 7 . ,  K e to s e  1 . p h o s p h a te  a ld e h y d e  l y a s e ) .

A l d o l a s e  1 - 3 ,  one  o f  t h e  t h r e e  f o rm s  ( is o e n z y m e s )  

o f  t h i s  enzyme, i s  fo u n d  i n  t h e  l i v e r  ( 2 6 ,  1 1 4 ) .

A l d o l a s e  1 - 3  o f  human l i v e r ,  h a s  a  Km v a l u e  o f  

7 .5  X 10 f o r  f r u c t o s e  1 - p h o s p h a t e .  The th e rm o d y n am ic s
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of t h e  r e a c t i o n  f a v o u r  f r u c t o s e  1 - p h o s p h a te  f o r m a t i o n  ( 1 1 5 ) .  

ATP d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  such  a s  a l l a n t o i n  and u r i c  a c id  

i n h i b i t  t h e  r e a c t i o n  ( 1 1 6 ) ,  The a c t i v i t y  o f  a l d o l a s e  i n  

human l i v e r  i s  2 ,0 8  U/g w e t w e ig h t  and i n  r a t  l i v e r  1 .6 3  

U /g .

The a l d o l a s e  r e a c t i o n  i s  t h o u g h t  t o  be a r a t e -  

l i m i t i h g  s t e p  i n  t h e  m e ta b o l is m  of f r u c t o s e  ( 1 0 ,  11 , 1 1 6 ) .

D -G ly e e ra ld e h y d e  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  a l d o l a s e  

r e a c t i o n ,  may be m e t a b o l i z e d  i n  t h r e e  d i f f e r e n t  ways.

One o f  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t i e s  i n  human l i v e r  i s  

t h a t  o f  g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  ( 8 6 ) ,  T h i s  o c c u r s  i n  NAD- 

and NADP-dependent fo rm s .

G l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  (N A U P -dependen t) , (B .C .  1 , 1 , 1 . 2 ,  

g lyce ro l:N A D P  o x i d o r e d u c t a s e .

T h i s  enzyme i s  h i g h ly  s p e c i f i c  f o r  t h e  r e d u c t i o n

o f  D - g ly c e r a ld e h y d e  t o  g l y c e r o l  /Km ( r a t  l i v e r  enzyme) f o r

- 4  —D - g l y c e r a ld e h y d e ,  6 .2  X 10 M and f o r  g l y c e r o l ,  0 .6 3  M/

( 2 1 ) .  The a c t i v i t y  i s  3 .6  U/g w et w e ig h t  l i v e r  i n  man and 

0 .3 8  U /g i n  r a t  l i v e r .

I n  v iew  o f  t h e  h ig h  Km v a lu e  f o r  g l y c e r o l  t h e  

r e a c t i o n  s t r o n g l y  f a v o u r s  t h e  r e d u c t i o n  s t e p  h ence  t h e  

name a ld e h y d e  r e d u c t a s e  o r  g l y c e r a l d e h y d e  h y d ro g e n a s e  i s  

p r o p o se d  f o r  t h i s  enzyme ( 2 1 ) ,

The enzyme was f i r s t  r e p o r t e d  by Moore ( 2 1 ) ,  who 

was a b le  t o  p u r i f y  i t  a b o u t  5 0 - f o l d  by u s i n g  D E A E -C ellu lose  

c h ro m â to g ra p h y •
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G l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  (N A P -dependen t)  E .G . 1 . 1 , 1 . 6 .  

g ly ce ro l :N A D  o x i d o r e d u c t a s e .

The Km o f  t h e  r a t  l i v e r  enzyme f o r  D - g ly c e r a ld e h y d e  

i s  v e ry  h ig h  and h ence  r e d u c t i o n  o f  g l y c e r a l d e h y d e  would 

n o t  be f a v o u r e d  a s  i n  th e  c a s e  o f  t h e  NADP-dependent 

enzyme ( 2 0 ) ,  The a c t i v i t y  o f  t h i s  d e h y d ro g e n a s e  i n  human 

l i v e r  i s  a g a in  r e l a t i v e l y  h ig h  ( 3 , 1  U /g  w e t w e i g h t )  and 

i n  r a t  l i v e r  somewhat lo w e r  ( 1 .6 4  U /g ) ,

G l y c e r o l  k i n a s e  (E .G . 2 , 7 , 1 , 3 0 .  A T P :g ly c e ro l  p h o s p h o t r a n s f e r a s e  

o r  I f t r i o k i n a s e ) ,

T h i s  enzyme c a t a l y z e s  t h e  A T P-dependen t 

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l y c e r o l  t o  I f g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e ,

The name ^ t r i o k i n a s e  (4 6 )  h a s  b e e n  used  b e c a u s e  

t h e  enzyme a l s o  p h o s p h o r y l a t e s  ^ g l y c e r a l d e h y d e .  G ly c e r o l  

k i n a s e  was f i r s t  i s o l a t e d  f rom  r a t  l i v e r  by B u b l i t z  and 

Kennedy ( 1 3 ) ,  The a s y m e t r i c a l  ’ t r e a tm e n t*  o f  g l y c e r o l  by 

g l y c e r o l  k i n a s e  was d e m o n s t r a t e d  by B u b l i t z  and Kennedy ( 4 0 ) ,  

R e p o r t s  o f  t h e  Km f o r  g l y c e r o l  v a r y  b e tw e e n  10 and 10 M 

( 2 5 5 ) ,  The a c t i v i t y  of t h e  enzyme i n  r a t  l i v e r  i s  2 ,0 8  and 

i n  human l i v e r  0 .6 2  U /g  w et w e ig h t  ( g 6 ) .

The enzyme was a l s o  d e t e c t e d  i n  m u s c le s  o f  r a b b i t  

and r a t  (2 6 2 )  and i n  a d ip o s e  t i s s u e  ( 1 6 ,  61) w here  i t  was 

fo u n d  t o  be  more a c t i v e  i n  obese  t h a n  i n  l e a n  a n im a ls .

ADP and L - g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  a r e  i n h i b i t o r s  o f  t h e  enzyme 

( 1 2 0 ) .  The l a t t e r  compound c a n  in d u c e  t h e  enzyme i n  

S. c o l i  (1 7 )  and r e c e n t l y  t h e  c a t a l y t i c  and a l l o s t e r i c  

p r o p e r t i e s  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  f rom  t h i s  b a c t é r i u m  was 

i n v e s t i g a t e d  and f r u c t o s e  1 ,6 - d i p h o s p h a t e  shown t o  be an  

i n h i b i t o r  ( 1 5 ) ,
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The g l y c e r o l  3 - p h o s p h a te  p ro d u c e d  by th e  

g l y c e r o l  k i n a s e  r e a c t i o n  c a n  be u t i l i z e d  f o r  t r i g l y c e r i d e  

s y n t h e s i s  by r e a c t i o n  w i t h  a c y l  CoA d e r i v a t i v e s ,  rem ova l  

o f  p h o s p h a te  and f u r t h e r  a c y l a t i o n .

G ly c e r o l  3 - p h o s p h a t e  c a n  a l s o  be c o n v e r t e d  t o  

d ih y d r o x y a c e to n e  p h o s p h a te  by o x i d a t i o n .

G l y c e r o l  p h o s p h a te  d e h y d ro g e n a s e  ( E . C , 1 , 1 . 9 9 . 5 . , I f  g l y c e r o l

3 -phospha te :N A D  o x i d o r e d u c t a s e ) .

T h i s  enzyme i s  s p e c i f i c  f o r  L - g l y c e r o l  3 - p h o s p h a te

and d i h y d r o x y a c e to n e  p h o s p h a t e .  G l y c e r o l p h o s p h a t e

d e h y d ro g e n a s e  i s  w id e ly  d i s t r i b u t e d  i n  v a r i o u s  t i s s u e s ,

e .gr.  s k e l e t a l  ra u s é le ,  l i v e r ,  k i d n e y ,  h e a r t ,  b r a i n  and

b lo o d  c e l l s  ( 2 5 2 ) ,  R e l a t i v e l y  h ig h  g l y c e r o l  p h o s p h a te

d e h y d ro g e n a s e  a c t i v i t i e s  a r e  fo u n d  i n  t h e  m ain  body o r g a n s .

S o lu b le  g l y c e r o l  p h o s p h a te  d e h y d ro g e n a s e  i s

l o c a t e d  i n  t h e  c y t o s o l  w h e re a s  g l y c e r o l  p h o s p h a te  o x id a s e

(E .C .  1 , 1 . 2 , 1 , ,  L - g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e :c y to c h r o m  C

o x i d o r e d u c t a s e )  i s  c o n f i n e d  t o  t h e  m i t o c h o n d r i a .  The two

enzym es a r e  in v o lv e d  i n  t h e  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  c y c l e

(B u c h e r  C y c le )  ( 2 5 3 ) ,

The e q u i l i b r i u m  o f  t h e  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  by

s o l u b l e  g l y c e r o l  p h o s p h a te  d e h y d ro g e n a s e  f a v o u r s  t h e

f o r m a t i o n  o f  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a te  (K = 5 ,5  X 10 a t

25^C, pH 7 , 0 ) .  The Km v a l u e  o f  t h e  s o l u b l e  enzyme f o r

-4g l y c e r o l  3 - p h o s p h a te  i s  1 .1  X 10 M and f o r  d ih y d ro x y  

a c e t o n e  p h o s p h a te ,  4 .6  X 10 ^ M a t  pH 7 .0  ( 2 5 4 ) .

D ihydroxy  a c e to n e  p h o s p h a te  c a n  be c o n v e r t e d  t o  

g ly c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a te  by t h e  a c t i o n  o f  t r i o s e  p h o s p h a te
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i s o m e r a s e ,  G ly c e ra ld e h y d e  3 - p h o s p h a te  i s  one o f  t h e  key 

i n t e r m e d i a t e s  i n  g l y c o l y t i c  pathw ay ( s e e  F i g .  2 )  and h e n c e  c a i  

a l s o  be r e a d i l y  c o n v e r t e d  t o  f a t s  s e r v i n g  a s  b o t h  a s o u rc e  

o f  g l y c e r o l  and f a t t y  a c i d s ,

A second  p o s s i b l e  f a t e  f o r  D - g ly c e r a ld e h y d e  

( s e e  p ,  ) i s  p h o s p h o r y l a t i o n ,  : - 1

D - T r lo k i n a s e  ( 2 % C ,2 .7 .1 .2 8 ^ .  ATP: D - g l y c e r a ld e h y d e  

3 - p h o s p h o t r a n s f e r a s e ) ,

T h i s  enzyme p h o s p h o r y l a t e s  D - g ly c e r a ld e h y d e  u s i n g  

ATP t o  g i v e  D - g ly c e r a ld e h y d e  3 - p h o s p h a t e ,  The Kra f o r  

D - g l y c e r a ld e h y d e  i s  r e l a t i v e l y  low and v a r i e s  b e tw e en  

8 X 10 ^ and 35 X 10” ^M d e p e n d in g  on t h e  ATP-Mg^^ 

c o n c e n t r a t i o n  (1 9 ,  8 6 ) ,  Optimum a c t i v i t y  i s  o b t a i n e d  a t  

pH 7 ,4  ( 2 5 1 ) .

T r i o k i n a s e  i s  a  c y to p l a s m i c  enzyme fou n d  i n  

l i v e r  ( 1 0 9 ) ,  k i d n e y ,  and i n t e s t i n a l  m ucosa ( Je ju n u m )  ( 1 1 7 ) ,

I t s  a c t i v i t y  i n  human l i v e r  i s  2 ,0 7 1 U /g  w et w e i g h t .

P e r h a p s  t h e  l e a s t  i m p o r t a n t  r e a c t i o n  i n  v i v o  f o r  

m e ta b o l i s m  o f  D - g ly c e r a ld e h y d e  i s  d i r e c t  o x i d a t i o n ,

G ly c e ra ld e h y d e  d e h y d ro g e n a s e  ( E . C , 1 , 2 , 1 , 3 .  A ldehyde ;

NAD o x i d o r e d u c t a s e ) .

U t i l i z i n g  NAD t h i s  enzyme c a n  c o n v e r t  D - g l y c e r a l d e -  

hyde t o  D - g l y c e r i c  a c i d ,

G ly c e ra ld e h y d e  d e h y d ro g e n a s e  o c c u r s  i n  c y to p l a s m i c  

and m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n s  o f  l i v e r ,  k id n e y  and i n t e s t i n a l  

m ucosa  ( 8 6 ) .  The Km v a l u e  f o r  t h e  a ld e h y d e  i s  4 X 10 M 

(8 6 )  and t h e  optimum pH f o r  t h e  r e a c t i o n  i s  9 -1 0  ( 7 5 ) ,
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The a c t i v i t y  i n  r a t  l i v e r  i s  0 ,6  U and i n  human l i v e r  1 ,0 4  U /g 

w et w e i g h t .

From th e  p h a r m a c o l o g i c a l  p o i n t  o f  v ie w ,  i t  i s  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  enzyme may be im p o r t a n t  i n  o x i d a t i o n  and 

d e t o x i f i c a t i o n  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  a ld e h y d e s  d e r i v e d  f rom  

e n d o g e n o u s  s o u r c e s ,  su c h  a s  a c e t a ld e h y d e  and f o rm a ld e h y d e  

( 7 6 ,  8 6 ) ,

Any D - g l y c e r a t e  r e s u l t i n g  f rom  t h e  a c t i v i t y  o f  

g l y c e r a l d e h y d e  d e h y d ro g e n a s e  c o u ld  be p h o s p h o r y l a t e d ,

D - g l y c e r a t e  k i n a s e  ( E .C .2 .7 .1 .3 1 .1 , . ,  A T P ;D -G ly c e ra te -2 -  

p h o s p h o t r a n s f e r a s e ) ,

T h i s  enzyme p h o s p h o r y l a t e s  D - g l y c e r a t e ,  u s i n g  

ATP, t o  g iv e  2 -p h o sp h o  D - g l y c e r i c  a c i d .

The enzyme i s  fo u n d  i n  t h e  l i v e r ,  k id n e y  and 

i n t e s t i n a l  m ucosa o f  t h e  r a t  ( 1 8 ,  118 , 119) and i s  e q u a l l y  

d i s t r i b u t e d  b e tw e e n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  and c y to p l a s m i c  

f r a c t i o n s  ( 1 8 ) ,  Only t r a c e s  o f  t h i s  enzyme c a n  be d e t e c t e d  

i n  human l i v e r  ( 0 .1 3  U /g w et w e ig h t ;  Kra ( g l y c e r a t e )  2 . 5 -  

3 , 0  X 10 ^M) ( 4 , 2 7 4 ) ,  k id n e y  and i n t e s t i n a l  m ucosa of  man 

( 1 1 7 ) ,  A c c o r d in g ly ,  i t  p r o b a b ly  d o e s  n o t  p l a y  an 

i m p o r t a n t  r o l e  i n  f r u c t o s e  m e ta b o l i s m  i n  humans ( 8 6 ) .  I t  

i s  i n h i b i t e d  by ADP.

I n  r a t  l i v e r  t h e  a c t i v i t y  i s  somewhat h i g h e r  

( 3 .1 4  U /g  w et w e ig h t )  and t h e  enzyme h a s  a  lo w e r  Kra v a lu e  

f o r  g l y c e r a t e  (3 X 10“ \ l )  ( 1 8 ,8 6 ,1 1 9 ) .

F o r  c o m p a r a t iv e  p u r p o s e s  t h e  r e l a t i v e  a c t i v i t i e s  

6f  t h e  m a jo r  l i v e r  enzym es in v o lv e d  i n  f r u c t o s e  m e ta b o l i s m  

i n  man and r a t  a r e  g iv e n  i n  T a b le  I .
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ENZYMES OF GLUœSE METABOLISM

The p a th w a y s  f o r  g l u c o s e  m e ta b o l i s m  a r e  w e l l -  

known and d i f f e r  f ro m  t h o s e  o f  f r u c t o s e  i n  t h e  i n i t i a l  

p h o s p h o r y l a t i o n  and s u b s e q u e n t  a l d o l a s e - c a t a l y z e d  r e a c t i o n .

The r e a c t i o n s  w i l l  o n ly  b e  b r i e f l y  sum m arized h e r e .

G lu c o s e  a f t e r  b e in g  c o n v e r t e d  t o  g l u c o s e - 3 - p h o s p h a t e  

by g l u c o k i n a s e  ( o r  h e x o k in a s e )  c a n  be  i s o m e r i z e d  t o  

f r u c t o s e  6 - p h o s p h a t e  by t h e  a c t i o n  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  

i s o m e r a s e .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  f r u c t o s e  6 - p h o s p h a t e  a t  C-1 

f o l lo w e d  by a l d o l a s e  c l e a v a g e  g i v e s  r i s e  t o  d ih y d ro x y  

a c e t o n e  p h o s p h a te  and g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  ( F i g .  3 ) .

(T he  l a t t e r  p r o d u c t  i s  r e p l a c e d  by f r e e  g l y c e r a l d e h y d e  i n  

f r u c t o s e  m e ta b o l i s m )#  A f t e r  t r i o s e  f o r m a t i o n  t h e  m e ta b o l i s m  

o f  g l u c o s e  and f r u c t o s e  i s  s i m i l a r ,  i t  s h o u ld  a l s o  b e  

m e n t io n e d  t h a t  t r i o s e  f o r m a t i o n  f ro m  g l u c o s e  6 - p h o s p h a te  i s  

p o s s i b l e  v i a  t h e  p e n t o s e  p h o s p h a te  pathw ay  b u t  t h i s  pa thw ay  

i s  much l e s s  i m p o r t a n t  t h a n  t h e  Bnbden-Meyerfaof i n  l i v e r .
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PATHWAYS OF GLUGOSS AND FRUCTOSE CARBON i j i  v i v o

L i v e r ,  k i d n e y  a n d  s m a l l  i n t e s t i n a l  m u c o s a  h a v e  

h i g h  m e t a b o l i c  c a p a c i t i e s  f o r  f r u c t o s e .

I n  human l i v e r ,  t h e  t o t a l  c a p a c i t y  f o r  f r u c t o s e  

m e t a b o l i s m  i s  c a l c u l a t e d  t o  b e  a b o u t  0*5 g / m i n  a t  37°C ( 1 2 ,  

123 ) .  T h e r e  i s  e x c e l l e n t  e v i d e n c e  f r o m  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s  

t o  s u p p o r t  t h e  i n  v i v o  o b s e r v a t i o n s  ( 8 6 ) .

R a t  l i v e r  c a n  m e t a b o l i z e  a b o u t  1g o f  f r u c t o s e / g  

l i v e r / h  ( 6 ) .

A v e r y  r e c e n t  s t u d y  p e r f o r m e d  b y  S e s t o f t  ( 1 8 8 ) ,  

i n d i c a t e s  t h a t  p e r f u s e d  r a t  l i v e r  c a n  t a k e  up 6*6  mol  

f r u c t o s e / m i n / g  t i s s u e  ( i . e .  a b o u t  1 g / m i n / g  l i v e r ) .  I t  h a s  

b e e n  c a l c u l a t e d  t h a t  t h e  l i v e r  p o s s e s s  7 7 ^  o f  t h e  t o t a l  

c a p a c i t y  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  f r u c t o s e  i n  man ( t h e  c o r r e s 

p o n d i n g  v a l u e s  f o r  k i d n e y  a n d  s m a l l  i n t e s t i n a l  m ucosa  a r e  

14^  a n d  9 ^  o f  t h e  t o t a l  c a p a c i t y ,  r e s p e c t i v e l y  ( 8 6 ) .

Due t o  t h i s  h i g h  m e t a b o l i c  c a p a c i t y  o f  a n i m a l  

t i s s u e s  f o r  f r u c t o s e  a n d  t h e  f a c t  t h a t  t h e  k e t o s e  c a n n o t  b e  

s t o r e d ,  f r u c t o s e  l o a d i n g  o f  t i s s u e s  c a u s e s  a n  e l e v a t i o n  o f  

many i n t e r m e d i a r y  m e t a b o l i t e s  a s  w e l l  a s  e n d - p r o d u c t s  o f  

m e t a b o l i s m  ( 1 0 ,  11,  116,  1 2 2 ) .

M a c d o n a l d  a n d  R o b e r t s  ( 4 8 ) c o m p a r e d  t h e  s e ru m  

t r i g l y c e r i d e  l e v e l  i n  4 8 h  f a s t e d  b a b o o n s  a f t e r  i n g e s t i o n  o f  

4 0 g  o f  g l u c o s e ,  s u c r o s e  o r  a  p a r t i a l  h y d r o l y s a t e  o f  s t a r c h  

a l l  e q u a l l y  a n d  u n i f o r m l y  l a b e l l e d  w i t h  I n  t h e i r  s t u d y ,

t h e y  m e a s u r e d  t h e  t r i g l y c e r i d e  c o n t e n t  o f  v e n o u s  b l o o d  a t  

h a l f  h o u r l y  i n t e r v a l s  o v e r  a  p e r i o d  o f  3 h  a n d  t h e n  a t  h o u r l y  

i n t e r v a l s  up t o  $ h .  They  f o u n d  t h a t  t h e  r i s e  i n  s e ru m  

t r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n  was  g r e a t e r  i n  t h e  c a s e  o f  s u c r o s e -  

f e d  a n i m a l s  when c o m p a r e d  w i t h  t h a t  p r o d u c e d  by  t h e  s t a r c h
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h y d r o l y s a t e  o r  g l u c o s e .  The l e v e l s  o f  se rum  c h o l e s t e r o l  

e s t e r s  and p h o s p h o l i p i d s  w e re  a l s o  m ea su red  b u t  no s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  was n o t e d ,

Q -u lf  c.r%c( s t u d i e d  t h e  d i f f e r e n t  r a t e s  o f

T4 “> 14 “7
i n c o r p o r a t i o n  o f  ^  C -  t y  f r u c t o s e  and ^  C -  l y  g l u c o s e

i n t o  l i p i d s  i n  g u i n e a  p i g s  a f t e r  o r a l  o r  i n t r a p e r i t o n i a l

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  s u g a r s ,  T h ^  fo u n d  t h a t  t h e  f r u c t o s e

c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  t r i g l y c e r i d e  f r a c t i o n  o f  t h e  l i p i d  i n

p la s m a  was 4 -0  t im e s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  g l u c o s e .

O j a l a  (3 7 )  a t t e m p te d  t o  s tu d y  t r i g l y c e r i d e

m e ta b o l i s m  i n  r a t s  g i v e n  f r u c t o s e  -  o r  g l u c o s e  -  s u p p le m e n te d

d i e t s  b u t  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  l i v e r  t r i g l y c e r i d e

l e v e l s  o f  t h e  a n im a ls  on t h e s e  d i e t s  w as o b s e r v e d .  However,

i n  c o m p a r is o n  w i t h  t h e  c o n t r o l  a n im a ls  b o t h  s u g a r s  p ro d u c e d

an  i n c r e a s e  i n  t r i g l y c e r i d e .  P l a sm a  t r i g l y c e r i d e s  o n l y  showed

a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  a n im a ls  on  t h e  f r u c t o s e - r i c h

X4d i e t .  I n  t h i s  l a t t e r  group i n j e c t i o n  o f  /  p a l m i t i c  a c id

r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t  l a b e l l i n g  o f  t h e  p la s m a  t r i g l y c e r i d e s

14w i t h i n  30 m in s .  The i n c o r p o r a t i o n  o f  C was much lo w e r  i n  

t h e  c a s e  o f  t h e  g l u c o s e - f e d  and c o n t r o l  a n im a l s .  T h e se  

i n v e s t i g a t o r s  c o n c lu d e d  t h a t  " f r u c t o s e  h y p e r t r i g l y c e r i d e m i a "  

was t h e  r e s u l t  o f  an  i n c r e a s e d  r a t e  o f  p r o d u c t i o n  o f  p la s m a  

t r i g l y c e r i d e s  w i t h o u t  a  c o r r e s p o n d in g  i n c r e a s e  i n  t h e i r  

r e m o v a l  r a t e .

I n  a  s tu d y  t o  com pare  t h e  e f f e c t s  o f  g l u c o s e  and 

f r u c t o s e  o n  t h e  h e p a t i c  s e c r e t i o n  o f  v e r y  low d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n s ,  T opp ing  and Mayes (177 )  o b s e rv e d  a n  i m p o r t a n t  

m e t a b o l i c  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  f r u c t o s e  and g l u c o s e  when th e y  

w e re  com pared on a  m o le - f o r - m o le  b a s i s .  T h e i r  d a t a  f ro m
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e x p e r i m e n t s  w i t h  p e r f u s e d  r a t  l i v e r s  s u p p o r t s  p r e v i o u s  r e p o r t s  

(172  ) t h a t  f r u c t o s e  e n h a n c e s  t h e  s e c r e t i o n  o f  t r i g l y c e r i d e s  

a s  v e r y - l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n .

14 *7
L iv e r  s l i c e s  f rom  m ale  r a t s  i n c u b a t e d  w i t h  ^  C -U /

g l u c o s e  showed lo w e r  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n t o

t r i g l y c e r i d e  g l y c e r o l  and t r i g l y c e r i d e  f a t t y  a c id  f r a c t i o n s  t h a n

14 “Vd i d  s l i c e s  i n c u b a t e d  w i t h  /  C - ly  f r u c t o s e .  S i m i l a r  r e s u l t s

w e re  o b t a i n e d  w i t h  l i v e r  s l i c e s  f rom  f e m a le  r a t s  ( 2 1 6 ) .

14 “7B a ro m a n d  S t e i n  (3 8 )  a d m i n i s t e r e d  /  Ç /  f r u c t o s e  and

g l u c o s e  t o  m ale  r a t s  i n t r  a g a s t r i c  a l l y .  I n  t h e  c a s e  o f

14g l u c o s e  t h e  r a t i o  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  C l a b e l  i n t o  

serum  t r i g l y c e r i d e  f a t t y  a c i d s  and t r i g l y c e r i d e  g l y c e r o l  was 

a p p r o x im a te ly  1 :5  2h  a f t e r  l o a d i n g .  When f r u c t o s e  was u s e d  

t h e r e  was a much g r e a t e r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  g l y c e r o l  

m o ie ty  and t h e  r a t i o  changed  t o  a p p r o x im a te ly  1 : 1 6 ,  S i m i l a r  

t r e n d s  w e re  o b s e rv e d  w i t h  t h e  com ponen ts  o f  t h e  l i v e r  t r i g l y 

c e r i d e s ,

Cohen and T e i te lb a u m  (29 )  f e d  r a t s  f o r  65 d a y s  w i t h

d i e t s  c o n t a i n i n g  72% o f  e i t h e r  f r u c t o s e  o r  g l u c o s e .  They t h e n

14 Tm easu red  t h e  r a t e  o f  I n c o r p o r a t i o n  o f  /  C /  a c e t a t e  ( i n t r a -

p e r i t o n e a l )  i n t o  t o t a l  l i p i d  and t r i g l y c e r i d e  i n  l i v e r  and

se rum . They fou n d  no s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s

b e tw e e n  t h e  g l u c o s e -  and f r u c t o s e - f e d  a n im a ls  o r  b e tw e e n  t h e

r a t e s  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  a c e t a t e  i n t o  l i v e r  o r  serum

t r i g l y c e r i d e s .  T h e i r  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  l i p o g e n e s i s  from

a c e t a t e  i s  n o t  a f f e c t e d  by d i e t a r y  g l u c o s e  and f r u c t o s e .

14 7̂However, i n c o r p o r a t i o n  o f  /  c /  g l y c e r o l  i n t o  l i v e r  

t r i g l y c e r i d e s  i n c r e a s e d  on f e e d i n g  f r u c t o s e  i n  c o m p a r is o n  w i t h  

g l u c o s e  ( 3 4 ) ,  A f t e r  f a s t i n g ,  r a t s  i n c o r p o r a t e d  l a b e l  f rom
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a c e t a t e  i n t o  l i v e r  and serum  t r i g l y c e r i d e s  a t  a  r e d u c e d  r a t e  

and f e e d i n g  f r u c t o s e  t o  t h e s e  a n im a ls  had no s i g n i f i c a n t  

e f f e c t .

Maruhama (3 5 )  i n  h i s  s tu d y  on  p a t i e n t s  who had

s u f f e r e d  m y o c a r d ia l  i n f a r c t ,  com pared t h e  c o n v e r s i o n  o f  o r a l l y

14 14 ’7a d m i n i s t e r e d  ^  C /  g l u c o s e  and /  f r u c t o s e  t o  t r i g l y c e r i d e

g l y c e r o l  and t r i g l y c e r i d e  f a t t y  a c i d s  o v e r  a  p e r i o d  o f  4 h .  He

fou n d  t h a t  t h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  g l y c e r o l  was 1 0 - 2 0

t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  f a t t y  a c i d s  a f t e r  b o t h  g J u c o s e -

and f r u c t o s e - f e e d i n g .  From h i s  d a t a  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t ,

w h i l s t  t h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  g l y c e r i d e - g l y c e r o l

r e a c h e s  a  peak  3h  a f t e r  i n g e s t i o n  o f  g l u c o s e ,  t h e  i n c r e a s i n g

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  g l y c e r o l  a f t e r  i n g e s t i o n  o f  l a b e l l e d

f r u c t o s e  i s  l i n e a r  up t o  4h  a t  w h ich  t im e  i t  i s  3 f 4  t i m e s

14 "vg r e a t e r  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  £  C / g l u c o s e .

P e r e i r a  and J a n g a a r d  ( 6 ) who com pared  t h e  r a t e  o f  

14i n c o r p o r a t i o n  o f  C i n t o  i n t e r m e d i a r y  m e t a b o l i t e s  o f

c a r b o h y d r a t e  and l i p i d  m e ta b o l i s m  ( s u c h  a s  l a c t a t e ,  p y r u v a t e

14 “7and f a t t y  a c i d s )  showed t h a t  i t  was 3 t i m e s  f a s t e r  from £  c /
14 "7f r u c t o s e  t h a n  f rom  £  C/ g l u c o s e .

The s t u d i e s  o f  Z ehne r  e t  a l  ( 7 )  w i th  p e r f u s e d  l i v e r s  

f ro m  f a s t e d  r a t s  s u g g e s t  t h a t  f r u c t o s e  m e ta b o l i s m  may b e  

m ore com plex  t h a n  was o r i g i n a l l y  e n v i s a g e d .  An e x a m i n a t i o n  o f  

m e t a b o l i t e s  p ro d u c e d  f ro m  s p e c i f i c a l l y  l a b e l l e d  f r u c t o s e  i n  t h e  

p e r f u s a t e  and i n  t h e  t i s s u e s  i n d i c a t e s  t h a t  two c o m p a r tm e n ts  

f o r  m e ta b o l i s m  o f  t h e  k e t o s e  by t h e  l i v e r  may e x i s t .  One 

u t i l i z e s  f r u c t o k i n a s e  and p r o d u c e s  l a c t a t e  f ro m  C4, C5 and C6 

o f  f r u c t o s e  : g l u c o n e o g e n e s i s  a l s o  o c c u r s  i n  t h i s  c o m p a r tm e n t .  

The o t h e r  com partm en t  i n i t i a l l y  p h o s p h o r y l a t e s  f r u c t o s e  i n  t h e  

6 - p o s i t i o n  ( h e x o k in a s e )  and p o s s e s s e s  o n ly  g l y c o l y t i c  a c t i v i t y .
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I n  a l l  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i s o l a t e d  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  

h a d  a r e l a t i v e l y  low  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  P e r h a p s  t h i s  i s  

t o  b e  e x p e c t e d  w i t h  t i s s u e s  f ro m  s t a r v e d  a n i m a l s .  The 

c o m p a r a t i v e  s t u d y  on  f r u c t o s e  a d m i n i s t r a t i o n  t o  f e d  a n d  - 

s t a r v e d  r a t s  a n d  t h e  r e s u l t i n g  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  l e v e l s  

o f  m e t a b o l i t e s  s h o u l d  b e  n o t e d  i n  t h i s  c o n n e c t i o n  ( 6 ) .

I n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t r i g l y c e r i d e s ,  g l y c e r o l  

3 - p h o s p h a t e  i s  m o n o - a c y l a t e d  a t  C-1 b y  r e a c t i o n s  i n v o l v i n g  

c oenzym e A e s t e r s  o f  t h e  f a t t y  a c i d s .

T h i s  p r o d u c e s  t h e  s o - c a l l e d  p h o s p h a t i d i c  a c i d s  

w h ic h  a r e  s u b s e q u e n t l y  d e p h o s p h o r y l a t e d  a n d  f u r t h e r  

a c y l a t e d  t o  t h e  t r i a c y l d e r i v a t i v e s  o f  g l y c e r o l .

H ow ever ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  ( 2 6 9 ) f o r  t h e  e x i s t e n c e  

o f  a  s e c o n d  p a th w a y  f ro m  t r i o s e s  t o  t r i g l y c e r i d e s  s t a r t i n g  

w i t h  d i h y d r o x y  a c e t o n e  p h o s p h a t e  w h ic h  i s  t h e n  a c y l a t e d  • ..

D i h y d r o x y  a c e t o n e  A o y l d i h y d r o x y  a c e t o n e

p h o s p h a t e  ^  p h o s p h a t e

A c y l  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  

( p h o s p h a t i d i c  a c i d )

k r
T r i g l y c e r i d e s  ^

The b i o s y n t h e s i s  o f  a o y l d i h y d r o x y  a c e t o n e  p h o s p h a t e s  i n  

m i t o c h o n d r i a l  a n d  m ic r o s o m a l  f r a c t i o n s  o f  r a t  l i v e r  h a s  

b e e n  s t u d i e d  by  La B e l l e  a n d  H a j r a  ( 2 7 0 ) .  H a j r a  a n d  

A g r a n o f f  ( 2 6 9 ) sh o w ed  t h a t  a c y l  d i h y d r o x y  a c e t o n e  

p h o s p h a t e  c a n  b e  r e d u c e d  t o  1- a o y l  g l y c e r o l  

3 - p h o s p h a t e  by  NABH p r i o r  t o  i t s  c o n v e r s i o n  t o
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t r i g l y c e r i d e s .  L a t e r ,  Manning and B r i n d le y  (2 7 1 )  u s i n g  a  

m i x t u r e  o f  g l y c e r o l  and g l y c e r o l  c la im e d  t h a t

o n ly  40-50% o f  g l y c e r o l  i n c o r p o r a t e d  i n t o  l i p i d  by r a t  l i v e r  

s l i c e s  p ro c e e d e d  v i a  t h e  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  r o u t e  w i t h  t h e  

r e m a in in g  50-60% v i a  a c y l  d ih y d ro x y  a c e t o n e  p h o s p h a te  

p a th w a y .  However, v e ry  r e c e n t l y  R o g n s ta d ,  C la r k  and K a tz  (2 6 1 )  

c a r r y i n g  o u t  a  s i m i l a r  s tu d y  w i t h  i s o l a t e d  r a t  l i v e r  c e l l s  

c o n c lu d e d  t h a t  t h e  pa thw ay  i n v o l v i n g  r e d u c t i o n  o f  a c y l a t e d  

d ih y d ro x y  a c e t o n e  p h o s p h a te  c o n v e r s i o n  p l a y s  a  m in o r  r o l e  i n  

t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  g l y c e r o l i p i d s .

I t  i s  c l e a r  from  t h e  f o r e g o i n g  d i s c u s s i o n  t h a t  

f r u c t o s e  i s  r e a d i l y  c o n v e r t e d  t o  l i v e r  and b lo o d  t r i g l y c e r i d e s  

an d ,  o v e r  s h o r t  p e r i o d s  o f  t im e ,  t h e  g r e a t e r  p r o p o r t i o n  o f  

t h e  s u g a r  i s  u s e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  t r i g l y c e r i d e  g l y c e r o l  

r a t h e r  t h a n  t r i g l y c e r i d e  f a t t y  a c i d .

The d e t a i l s  o f  t h e  pathw ay  i n v o lv e d  i n  t h e  b i o g e n e s i s  

o f  t r i g l y c e r i d e s  f ro m  f r u c t o s e  c a n  b e  e l u c i d a t e d  f rom  a  

k n o w le d g e  o f  t i s s u e  enzymes and t h e i r  a c t i v i t i e s  ( s e e  p r e v i o u s  

s e c t i o n )  and by t h e  u s e  o f  l a b e l l e d  com pounds.

T h e re  i s  l i t t l e  d o u b t  t h a t  a  m a jo r  f a t e  o f  f r u c t o s e  

i n  v i v o  i s  C-1 p h o s p h o r y l a t i o n  by k e t o h e x o k i n a s e  ( b u t  s e e  

Z ehne r  e t  a l  ( 7 )  p .  5 3 ) .  B oth  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  r a t s  

( 1 1 ) and p e r f u s i o n  e x p e r i m e n t s  w i t h  r a t  l i v e r s  (1 1 6 ,  150) 

h a v e  shown t h a t  f r u c t o s e  1 - p h o s p h a t e  r a p i d l y  a c c u m u la te s  i n  

l i v e r  t i s s u e s  f o l l o w i n g  l o a d i n g  w i t h  f r u c t o s e .  I n  t u r n ,  t h i s  

r e s u l t s  i n  l o s s  o f  ATP and i n o r g a n i c  p h o s p h a te .

F u r t h e r  m e ta b o l i s m  o f  f r u c t o s e  1 - p h o s p h a t e  u n d o u b te d ly  

o c c u r s  v i a  t h e  a c t i o n  o f  f r u c t o s e  1 - p h o s p h a t e  a l d o l a s e  w h ich  

c l e a v e s  t h e  h e x o s e  c h a i n  b e tw e en  C-3 and C -4  g i v i n g
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d ih y d ro x y  a c e to n e  p h o s p h a te  and D - g l y c e r a ld e h y d e .  L i t t l e  h a s  

b e e n  p u b l i s h e d  on  t h i s  r e a c t i o n  a s  i t  o c c u r s  i n  v i v o  b u t  

k i d n e y s  p e r f u s e d  w i t h  f r u c t o s e  r e l e a s e  g l y c e r a l d e h y d e  i n t o  

t h e  c i r c u l a t i n g  medium ( 1 7 0 ) .

When f r u c t o s e  i s  b e in g  a c t i v e l y  p h o s p h o r y l a t e d  i n  

l i v e r  t h e  d e p l e t i o n  of ATP and t h e  r e s u l t i n g  i n c r e a s e  i n  t h e  

d e a m i n a t i o n  o f  a d e n in e  n u c l e o t i d e s  t o  IMP, u r i c  a c i d ,  e t c .  

c a u s e s  i n h i b i t i o n  o f  t h e  a l d o l a s e ( 8 6 ) .

T h re e  enzyme s y s te m s  o c c u r  i n  mammalian t i s s u e s  f o r  

t h e  f u r t h e r  m e ta b o l i s m  o f  D - g l y c e r a ld e h y d e .

The o c c u r r e n c e  o f  NAD- and NADP-dependent g l y c e r o l

d e h y d r o g e n a s e s  ( s e e  p .  4 3 ) would a l lo w  t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h e

a ld e h y d e  t o  g l y c e r o l .  The e v id e n c e  t o  s u p p o r t  t h e  r e d u c t i o n

o c c u r r i n g  i n  v i v o  i n  t h e  l i v e r  i s  n o t  s t r o n g ,  how ever .  E a t

.14 ”7l i v e r  p e r f u s e d  w i t h  £  C / f r u c t o s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  

i n c o r p o r a t e  1 0 - 2 0 % o f  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  i n t o  g l y c e r o l  and 

t h e r e  i s  r a p i d  e q u i l i b r a t i o n  b e tw e en  t h e  g l y c e r o l  and f r u c t o s e  

1 - p h o s p h a t e  p o o l s  ( 1 5 0 ) .  Some s u p p o r t  f o r  d i r e c t  r e d u c t i o n  

o f  g l y c e r a l d e h y d e  a p p e a r s  i n  p u b l i c a t i o n s  by G e r ic k e  e t  a l  

( 2 5 8 ) ,  Kupke e t  a l  ( 5 1 ,  58) , Landau and M e r le v e d e  (6 0 )  and 

A ntony e t  a l  ( 5 4 ) .  Landau and M e r le v e d e  (6 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  

r a t  l i v e r  p o s s e s s e d  two d i f f e r e n t  c o m p a r tm e n ts :  one  f o r  t h e

u t i l i z a t i o n  o f  g l y c e r a l d e h y d e  d e r i v e d  f ro m  f r u c t o s e  and one  

f o r  g l y c e r a l d e h y d e  d e r i v e d  from  ex o g e n o u s  s o u r c e s .  F r u c t o s e  

p e r f u s i o n  o f  k id n e y  i s  a l s o  s a i d  t o  p r o d u c e  g l y c e r o l  ( 1 7 0 ) ,

The m ain  r e a s o n  f o r  b e l i e v i n g  t h a t  t h e  d e h y d r o g e n a s e s  f u n c t i o n  

i n  v i v o  i s  b a s e d  on  t h e  r a p i d  a p p e a r a n c e  o f  g l y c e r o l  3 -  

p h o s p h a te  i n  t i s s u e s  f o l l o w i n g  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  f r u c t o s e .  

G l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  i n  t h i s  c a s e  i s  assum ed t o  a r i s e  f rom
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g l y c e r o l  by a  g l y c e r o l  k i n a s e - c a t a l y s e d  p h o s p h o r y l a t i o n .

R a t  l i v e r  p e r f u s i o n  e x p e r im e n t s  (6 4 )  w i t h  f r u c t o s e  ( 2 0  m T vO

i n c r e a s e d  t h e  m o la r  r a t i o  o f  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e / d i h y d r o x y

a c e t o n e  p h o s p h a te  f rom  a  n o rm al v a l u e  o f  7 : 1  t o  2 2 :1  h e n c e  t h e r e

a p p e a r s  t o  be  l i t t l e  e q u i l i b r a t i o n  b e tw e e n  t h e s e  two t r i o s e s

and m ost o f  t h e  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  s u p p o s e d ly  m ust  have

b e e n  p ro d u c e d  v i a  g l y c e r a l d e h y d e  and g l y c e r o l  and n o t  f ro m

r e d u c t i o n  o f  d ih y d ro x y  a c e to n e  p h o s p h a te .

B urch  a t  a l  (1 1 )  d e m o n s t r a te d  t h e  f o r m a t i o n  o f

g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  a f t e r  i n t r a p e r i t o n a l  i n j e c t i o n  o f

14 “7f r u c t o s e  i n t o  r a t s .  I n t r a p o r t a l  i n j e c t i o n  o f  /  £ /  f r u c t o s e

i n t o  r a t s  (9 )  a l s o  r e s u l t e d  i n  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  f o r m a t i o n

and i n  t h i s  c a s e  t h e  p h o s p h a te  was shown t o  h a v e  a  h i g h e r

s p e c i f i c  a c t i v i t y  t h a n  g l y c e r o l ,  h e x o s e  p h o s p h a t e s ,  p h o s p h o -

g l y c e r a t e  o r  l a c t a t e .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  g l y c e r a l d e h y d e

t o g e t h e r  w i t h  l a b e l l e d  f r u c t o s e  r e d u c e d  i n c o r p o r a t i o n  i n t o

g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e ,  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a ld e h y d e  i s

o n  t h e  pa thw ay  f ro m  f r u c t o s e  t o  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e .  T h i s

c o u ld  n o t  b e  s u b s t a n t i a t e d  by Wusteman and M acdonald  ( 2 7 8 )

14 “7who t r e a t e d  m a le  r a t s  i n t r a g a s t r i c a l l y  w i t h  £  C / f r u c t o s e  

w i t h  o r  w i t h o u t  ’ c o ld *  g l y c e r a l d e h y d e .  The g l y c e r a l d e h y d e  i n  

t h i s  c a s e  had no e f f e c t  on i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  i n t o  t h e  

l i v e r  t r i g l y c e r i d e s .  The c h e m ic a l  s t a b i l i t y  o f  t h e  g l y c e r a l d e 

hy d e  i n  t h e  a l i m e n t a r y  t r a c t  i s  open  t o  q u e s t i o n  i n  t h i s  

p a r t i c u l a r  e x p e r i m e n t ,  how ever .

Zakim ahd Herman ( 8 ) showed t h a t  i n t r a v e n o u s  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  f r u c t o s e  t o  r a t ,  i n c r e a s e d  t h e  h e p a t i c  

g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  f a s t e r  t h a n  g l u c o s e .  The 

pea l:  o f  f r u c t o s e  r e s p o n s e  was a l s o  shown t o  o c c u r  5 m in
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a f t e r  i n j e c t i o n  w h i l s t  t h e  r e s p o n s e  t o  g l u c o s e  d e v e lo p e d  

m ore s lo w ly .  T h i s  r a p i d  r a t e  o f  c o n v e r s i o n  o f  f r u c t o s e  i n  

c o m p a r is o n  w i t h  g l u c o s e ,  t o  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  was 

c o n f i r m e d  by P e r e i r a  and J a n g a a r d  ( 6 ) ,

Exogenous g l y c e r o l  i s  m e t a b o l i s e d  r a p i d l y  by t h e  

l i v e r ;  l a b e l l e d  t r i g l y c e r i d e s  c a n  b e  d e r i v e d  from  g l y c e r o l  

( 3 7 ,  57) and g l y c e r o l  f e e d i n g  i s  r e p o r t e d  t o  p r o d u c e  

h y p e r t r i g l y c e r i d e m i a  i n  r a t  (5 3 )  and i n  man (5 5 ,  5 6 ) ,

The c o n v e r s i o n  o f  g l y c e r o l  t o  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  

h a s  b e e n  d e m o n s t r a te d  by s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  i n  v i v o  and 

w i t h  p e r f u s e d  l i v e r s .  Woods and K re b s  ( 1 8 3  ) showed t h a t  

r a t  l i v e r s  p e r f u s e d  w i t h  10 mM g l y c e r o l  a c c u m u la te d  g l y c e r o l - 3 -  

p h o s p h a te  and B urch  and h i s  c o l l a b o r a t o r s  (1 1 )  showed t h a t  

i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  g l y c e r o l  i n t o  r a t s  r a i s e d  t h e  

g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e  l e v e l ;  t h e  g l y c e r o l - 3 - p h o s p h a t e / d i h y d r o x y  

a c e t o n e  p h o s p h a te  m o la r  r a t i o  i n  l i v e r  t i s s u e s  was i n c r e a s e d  

f ro m  1 8 :1  t o  6 7 0 :1  and i n  k id n e y  fro m  1 8 :1  t o  1 0 7 0 :1  by t h e  

i n j e c t i o n .

Hagen (5 2 )  s t u d i e d  g l y c e r o l  m e ta b o l i s m  i n  r a b b i t s

and r e p o r t e d  t h a t  t h e r e  was a  good a g re e m e n t  b e tw e en  t h e

\ / m a x  f o r  t h e  g l y c e r o l  k i n a s e  r e a c t i o n  ( 0 .0 4 5  m o l /g  l i v e r /

m in)  and t h e  r a t e  o f  u t i l i z a t i o n  o f  g l y c e r o l  by l i v e r  s l i c e s

( 0 .0 6 5  m o l /g  l i v e r / m i n ) . I t  was c o n c lu d e d  t h a t  t h e  m a jo r

r o u t e  o f  m e ta b o l i s m  o f  g l y c e r o l  i n  l i v e r  was v i a  t h e  g l y c e r o l

k i n a s e  r e a c t i o n .

I t  h a s  b e e n  c la im e d  t& a t  f a t t y  a c id  e s t é r i f i c a t i o n

t o  t r i g l y c e r i d e  i s  r e g u l a t e d  by t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  g l y c e r o l

3 - p h o s p h a t e  (1 7 8 ,  179 , 1 8 0 ) .  When t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f

g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  w as low i n  l i v e r s  f ro m  f a s t e d  r a t s ,

X4 "7
p e r f u s i o n  w i t h  £  C /  o l e a t e  g a v e  o n ly  h a l f  t h e  i n c o r p o r a t i o n
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o f  l a b e l  i n t o  t r i g l y c e r i d e s  t h a t  o c c u r r e d  w i t h  l i v e r s  

f ro m  f e d  a n i m a l s  ( I 5 O, 1 ? 2 ,  I 8 I ,  1 8 2 ) .

Many b e l i e v e  t h a t  g l y c e r o l  d e h y d r o g e n a s e s  o n l y  

p l a y  a m in o r  r o l e  i n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  g l y c e r a l d e h y d e  

d e r i v e d  f ro m  f r u c t o s e .  F o r  e x a m p le  Hue & H e r s  ( 1 ? 1 )  a n d  

S i l l e r o  e t  a l  ( I 9 ) i a  t r a c e r  s t u d i e s  on g l y c o g e n  s y n t h e s i s  

s a y  t h a t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l y c e r a l d e h y d e  t o  g l y c e r a l d e h y d e  

3 - p h o s p h a t e  i n v o l v i n g  t r i o k i n a s e  i s  m ore  i m p o r t a n t .

D i h y d r o x y a c e to n e

p h o s p h a t e

G ly c o g e n

d i p h o s p h a t e

F r u c t o s e F r u c t o s e  
1- p h o s p h a t e

G l y c e r a l d e h y d e
3 - p h o s p h a t e

N . y
G l y c e r a l d e h y d e

H ow ever ,  i n  t h e  s h o r t  p e r i o d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  f r u c t o s e

t o  g l y c o g e n  a p p e a r s  t o  b e  m in o r  i n  c o m p a r i s o n  t o  c o n v e r s i o n

t o  t r i g l y c e r i d e s  a n d ,  h e n c e ,  t o  e x t r a p o l a t e  f ro m  w o rk  o n

g l y c o g e n  s y n t h e s i s  t o  t r i g l y c e r i d e  s y n t h e s i s  i s

q u e s t i o n a b l e .  I t  s h o u l d  a l s o  b e  n o t e d  t h a t  g l u c o s e  i s

c o n v e r t e d  m ore  r a p i d l y  t o  g l y c o g e n  t h a n  f r u c t o s e  ( 1 ? 1 )#

R a u s c h e n b a o h  a n d  L a ra p re c h t  ( 2 7 2 )  i n  I 9 6 4

c l a i m e d  t h a t  t r i o k i n a s e  h a d  no  f u n c t i o n a l  s i g n i f i c a n c e  i n

l i v e r  a n d  t h a t  c a r b o n  was t r a n s f e r r e d  f ro m  g l y c e r a l d e h y d e  t o

g l y c o g e n  v i a  D ^ g l y c e r a t e  a n d  ^ g l y c e r a t e - 2 - p h o s p h a t e .

T h i s  h a s  b e e n  r e f u t e d  b y  Hue a n d  H e r s ,  h o w e v e r ,  o n  t h e  

b a s i s  t r a c e r  s t u d i e d  ( I 7 I ) .



A l l  t h e  m a j o r  p a th w a y s  f o r  g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  

c a r b o n  t h a t  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  i n  t h i s  s e c t i o n  a r e  

s u m m a r iz e d  i n  F i g .  I  .

I n  summ ary i t  s e em s  p o s s i b l e  t h a t  o n e  r o u t e  f o r  

t h e  c o n v e r s i o n  o f  f r u c t o s e  t o  t r i g l y c e r i d e s  i n  l i v e r  

i n v o l v e s  g l y c e r o l  a n d  t h a t  t h i s  t r i h y d r i c  a l c o h o l  i s  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  c o n c e r n e d  w i t h  t r i g l y c e r i d e  f o r m a t i o n  f ro m  

g l u c o s e .

B o th  t h e  g l y c e r o l  a n d  f a t t y  a c i d  m o i e t i e s  o f  

t r i g l y c e r i d e s  p r o d u c e d  f r o m  g l u c o s e  a r e  d e r i v e d  f ro m  t h e  

two t r i o s e  p h o s p h a t e s  r e s u l t i n g  f ro m  a l d o l a s e  a c t i o n  on 

f r u c t o s e - 1 , 6 - d i p h o s p h a t e  :

G lu c o s e

sS.
F r u c t o s e  1 , 6 - d i p h o s p h a t e

D ih y d r o x y  ----------  —^  G l y c e r a l d e h y d e
^

a c e t o n e  p h o s p h a t e  _______  3 - p h o s p h a t e

J
G l y c e r o l  

3 - p h o s p h a t e ^  ^ __ 4—  F a t t y  a c i d s

T r i g l y c e r i d e s

The g l y c e r o l  m o i e t i e s  o f  t r i g l y c e r i d e s  d e r i v e d  

f ro m  f r u c t o s e  p r e s u m a b l y  a r i s e  f ro m  a n  i n i t i a l  a l d o l y t i c  

c l e a v a g e  o f  f r u c t o s e  1- p h o s p h a t e  t o  g l y c e r a l d e h y d e  a n d  

d i h y d r o x y  a c e t o n e  p h o s p h a t e .  T h e s e  t r i o s e s  c o u l d  t h e n  b e  

c o n v e r t e d  t o  t r i g l y c e r i d e - g l y c e r o l  b y  a n y  o f  t h e  p a th w a y s  

show n i n  F i g .  1 .

G l y c e r a l d e h y d e  c o u l d  b e  i n c o r p o r a t e d  v i a  g l y c e r o l  a n d
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g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  o r  p h o s p h o r y l a t e d  t o  g l y c e r a l d e h y d e  

3—p h o s p h a t e  a n d  t h e n  p r o c e e d  v i a  d i h y d r o x y  a c e t o n e  

p h o s p h a t e .  The a l t e r n a t i v e  p a th w a y  f ro m  g l y c e r a l d e h y d e  

v i a  g l y c e r i c  a c i d  a n d  g l y c e r i c  a c i d  2 - p h o s p h a t e  i s  n o t  

g e n e r a l l y  f a v o u r e d  ( 4 , 8 6 , 1 1 ? ,  1 ? 1 ) .

The i m p o r t a n c e  o f  t h e  a o y l d i h y d r o x y  a c e t o n e  

p h o s p h a t e  p a th w a y  i s  a l s o  i n  some d i s p u t e  ( 5 9 » 7 1 » 8 2 , 2 6 1 ) .

The m ore  r a p i d  t r a n s f e r  o f  l a b e l  f ro m  

f r u c t o s e  t o  t r i g l y c e r i d e  g l y c e r o l  t h a n  f ro m  g l u c o s e

may b e  a  r e s u l t  o f  t h e  q u i t e  d i f f e r e n t  p a th w a y s  w h ic h  

e x i s t  f o r  c o n v e r s i o n  o f  t h e  two h e x o s e s  t o  t r i o s e  o r  t h e  

a n s w e r  may b e  q u a n t i t a t i v e  r a t h e r  t h a n  q u a l i t a t i v e ;  f o r  

e x a m p le ,  t h e  i n i t i a l  p h o s p h o r y l a t i o n  r a t e s  f o r  g l u c o s e  a n d  

f r u c t o s e  c o u l d  b e  t h e  c o n t r o l l i n g  f a c t o r *

The t r a n s f e r  o f  l a b e l  f ro m  f r u c t o s e  o r

g l u c o s e  t o  t r i g l y c e r i d e  f a t t y  a c i d  m o i e t i e s  m u s t  

i n  b o t h  c a s e s  o c c u r  v i a  g l y c é r a l d é h y d e  3 - p h o s p h a t e  a n d  

f u r t h e r  g l y c o l y s i s  r e a c t i o n s .
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Glycogen

1 Ketohexokinase
2 ... Fru 1-P aldolase
3 Triose kinasev^
4 Glycerol' 3-P dehydrogenase
5 Glycerol dehydrogenases (NAD or NADP)
6 Glycerol kinase
7 Pyruvate kinase
8 Phosphohexose isomerase
9 Phosphorylase a (active)

10 Phosphorylase b (inactive)
11 Adenylate kinase
12 AMP deaminase
13 Nucleotidase
14 Hexokinase
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AIM OF INVESTIGATION

The f o r e g o i n g  d i s c u s s i o n  h a s  shown t h a t  t h e r e  

a r e  s t a t i s t i c a l  l i n k s  b e tw e e n  t h e  i n c i d e n c e  o f  human 

i s c h a e m ic  h e a r t  d i s e a s e  and ( 1 ) t h e  l e v e l  o f  i n t a k e  o f  

d i e t a r y  s u c r o s e ;  ( 2 ) t h e  f a s t i n g  b lo o d  serum  t r i g l y c e r i d e  

l e v e l s .  The f o rm e r  h a s  b e e n  d i s p u t e d  (2 8 3 )  b u t  t h e  f a c t s  

w a r r a n t  f u r t h e r ,  c a r e f u l  i n v e s t i g a t i o n  a t  e p i d e m i o l o g i c a l ,  

m e d i c a l  and b i o c h e m ic a l  l e v e l s ,  o f  d i e t a r y  s u c r o s e  a s  a  

p o s s i b l e  r i s k  f a c t o r  i n  i s c h a e m ic  h e a r t  d i s e a s e .

Of f u r t h e r  i n t e r e s t  i s  t h e  h i g h  r i s k  o f  i s c h a e m i c  

h e a r t  d i s e a s e  a s s o c i a t e d  w i t h  men and p o s t - m e n o p a u s a l  women 

i n  c o m p a r is o n  w i t h  young  women and t h e  r e l a t e d  n u t r i t i o n a l  

s t u d i e s ,  p a r t i c u l a r l y  w i t h  human v o l u n t e e r s  (47 and 49) 

and b a b o o n s  ( 6 8 ) ,  w h ic h  s u g g e s t  t h a t  h i g h  l e v e l s  o f  b lo o d  

t r i g l y c e r i d e s  i n  m a le s  and o l d e r  f e m a l e s  may r e l a t e  t o  t h e  

i n t a k e  o f  d i e t a r y  s u c r o s e  ( o r  f r u c t o s e )  b u t  n o t  g l u c o s e .

H ence , i t  c o u ld  be  p o s t u l a t e d  t h a t  s u c r o s e  o r  f r u c t o s e  i s  

a  c a u s a l  f a c t o r  i n  i s c h a e m ic  h e a r t  d i s e a s e  and t h a t  i t s  

e f f e c t  i s  m e d ia te d  by t r i g l y c e r i d e s .  F u r t h e r ,  i t  c o u ld  b e  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n c i d e n c e  o f  h e a r t  d i s e a s e  i n  men and 

women i s  d i f f e r e n t  b e c a u s e  b i o c h e m ic a l  e v e n t s  i n v o l v i n g  b o th  

s u c r o s e  and t r i g l y c e r i d e s  a r e  d i f f e r e n t  i n  t h e  two s e x e s .

The r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  d i e t a r y  s u c r o s e  and h i g h  serum  

t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  c o u l d ,  o f  c o u r s e ,  be  d u e  t o  a  r a p i d  

c o n v e r s i o n  o f  t h e  s u g a r  t o  f a t  a n d /o r  low r a t e s  o f  * c l e a r i n g *  

o f  f a t  f rom  t h e  b l o o d .

F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  t h e s i s  i t  was d e c id e d  t o  

exam ine  a s p e c t s  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  t r i g l y c e r i d e s  f ro m  

f r u c t o s e  and , i n  p a r t i c u l a r ,  t o  c o n c e n t r a t e  on se x  d i f f e r e n c e s
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i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  D - g ly c e r a ld e h y d e  ( t h e  t r i o s e  d e r i v e d  

f ro m  t h e  c a t a b o l i s m  o f  f r u c t o s e  b u t  n o t  g l u c o s e )  t o  

L - g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e ,  a  m a jo r  p r e c u r s o r  o f  t r i g l y c e r i d e s .

The r a t  was c h o s e n  f o r  t h e  s tu d y  i n  p r e f e r e n c e  t o  

p r i m a t e s  ( f o r  o b v io u s  r e a s o n s )  a l t h o u g h  a t  t h e  t im e  t h e r e  

was l i t t l e  i n f o r m a t i o n  i n  t h e  l i t e r a t u r e  on  se x  d i f f e r e n c e s  

i n  s u c r o s e  and t r i g l y c e r i d e  m e ta b o l i s m  i n  t h i s  r o d e n t .  I t  

was known, ho w ev er ,  t h a t  m a tu r e  m a le  r a t s  on chow, s t a r c h  

o r  s u c r o s e  d i e t s  had h i g h e r  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  t h a n  

f e m a le s  (31  and 34) a l t h o u g h  t h e  o u t p u t  o f  f a t s  by 

p e r f u s e d  f e m a le  r a t  l i v e r s  was t h o u g h t  t o  b e  h i g h e r  t h a n  

t h a t  o f  m a le  l i v e r s  ( 1 3 6 ) ,  I t  was a l s o  known t h a t  d i e t a r y  

s u c r o s e ,  com pared  w i t h  s t a r c h ,  p ro d u c e d  a g r e a t e r  p e r c e n t a g e  

i n c r e a s e  i n  f a s t i n g  b lo o d  f a t  l e v e l s  i n  f e m a l e s  t h a n  i n  

m a le s  a l t h o u g h  t h e  a b s o l u t e  l e v e l  was h i g h e r  i n  m a le s .

F a t t y  a c id  s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  i n  r e s p o n s e  t o  a  s u c r o s e  

d i e t  showed g, g r e a t e r  p e r c e n t a g e  i n c r e a s e  i n  m a le s  t h a n  

f e m a l e s  a l t h o u g h ,  a g a i n ,  t h e  a b s o l u t e  l e v e l s  w ere  a p p a r e n t l y  

r e v e r s e d  ( 3 1 ) ,  F i n a l l y ,  i n i t i a l  s t u d i e s  by Â.H.W. Hay 

( 1 7 3 ,  216) i n  t h i s  D e p a r tm e n t  had i n d i c a t e d  t h a t  m a le  r a t  

l i v e r s  had  a  h i g h e r  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  c o n t e n t  and 

g r e a t e r  k e t o h e x o k i n a s e  and f r u c t o s e  1 - p h o s p h a t e  a l d o l a s e  

a c t i v i t i e s  t h a n  f e m a le  l i v e r s .
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H3SULTS AKD DISCUSSION

I n  o r d e r  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  a p p a r e n t  h i g h  

c o n t r i b u t i o n  o f  f r u c t o s e  r e l a t i v e  t o  g l u c o s e  t o  t r i g l y c e r i d e -  

g l y c e r o l  s y n t h e s i s  an. a t t e m p t  was made t o  e x a m in e  some o f  

t h e  l i k e l y  enzym es  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  _ 

g l y c e r a l d e h y d e  t o  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  a n d  t o  s e e  w h e t h e r  

t h e  l e v e l s  w e r e  c o n t r o l l e d  b y  s e x  h o r m o n e s .

G l y c e r o l  D e h y d r o g e n a s e s

Two e n z y m e s ,  b o t h  d e h y d r o g e n a s e s ,  may b e  i n v o l v e d  

i n  a n  i n i t i a l  r e a c t i o n  w h e r e b y  g l y c e r a l d e h y d e  i s  c o n v e r t e d  

t o  g l y c e r o l  ( s e e  p .  ) ••  The two d e h y d r o g e n a s e s  d i f f e r  

m a i n l y  i n  t h e i r  s p e c i f i c i t i e s  t o w a r d s  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e  

c o f a c t o r s :  one  i s  s p e c i f i c  f o r  NAD a n d  t h e  o t h e r  NADP.

The a c t i v i t y  o f  t h e  f o r m e r  i n  r a t  l i v e r  i s  a b o u t  f o u r  t i m e s  

g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  l a t t e r  an d  t h e  Km v a l u e s  f o r  

g l y c e r a l d e h y d e  a r e  1 .1  x I O ^ M  a n d  6 . 2  x  10 ^  M, r e s p e c t i v e l y ,  

The e x a c t  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  two 

d e h y d r o g e n a s e s  i s  n o t  known ( 8 6 )  b u t  i t  i s  c e r t a i n l y  

p o s s i b l e  t h a t  one  o r  b o t h  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  r e d u c t i o n  o f  

g l y c e r a l d e h y d e  d e r i v e d  f ro m  f r u c t o s e  t o  g l y c e r o l  i n  v i v o  ( 5 8 ) .  

The a v a i l a b i l i t y  o f  r e d u c e d  n u c l e o t i d e s  a n d  t h e  g l y c e r a l d e h y d e  

c o n c e n t r a t i o n  w o u ld  b e  i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  w h ic h ,  i f  

e i t h e r ,  enzym e p l a y e d  t h e  m a j o r  r o l e .

N A P-D ependen t Enzyme

The f i r s t  r e p o r t  o f  t h e  o c c u r r e n c e  o f  NAD—d e p e n d e n t  

g l y c e r o l  d e h y d r o g e n a s e  i n  r a t  l i v e r  a p p e a r e d  1954 ( 2 0 )  :
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—2The Km f o r  g l y o e r a l d e h y d e  i s  r e c o r d e d  a s  1 .1  x  10 M a t  

13^0 a n d  t h e  r e a c t i o n  c a t a l y s e d  by  t h e  d e h y d r o g e n a s e  

s t r o n g l y  f a v o u r s  g l y c e r o l  f o r m a t i o n  ( 2 4 )*  A t pH 9 . 0 ,  u s i n g  

a n  a l d e h y d e  t r a p p i n g  a g e n t ,  t h e  r e a c t i o n  f a v o u r s  t h e  

f o r m a t i o n  o f  g l y c e r a l d e h y d e .

I n  t h i s  p r e s e n t  s t u d y  N A D -dependen t  g l y c e r o l  

d e h y d r o g e n a s e  was d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  r a t e  o f  

r e d u c t i o n  o f  D - g l y c e r a l d e h y d e  a t  340  nm.

I n i t i a l  e x p e r i m e n t s  w e re  d e s i g n e d  t o  com pare  

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  r a t  l i v e r  N A D vdependent d e h y d r o g e n a s e  

i n  c r u d e  s o l u b l e  f r a c t i o n s  f ro m  t h e  l i v e r s  o f  n o r m a l  f e d  

m a le  a n d  f e m a l e  r a t s .  The r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  

I I  a n d  i t  i s  c l e a r  f ro m  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e r e  i s  no 

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  enzyme 

i n  m a le  a n d  f e m a l e  r a t  l i v e r .  F u r t h e r m o r e ,  i t  was shown 

T a b l e s  I I I  a n d  IV t h a t  t r e a t i n g  m a le  a n i m a l s  w i t h  e x o g e n o u s  

m a le  ( t e s t o s t e r o n e )  o r  f e m a l e  ( e s t r a d i o l )  h o rm o n e s  p r o d u c e d  

no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  d e h y d r o g e n a s e .  I n j e c t i o n  o f  

f e m a l e  r a t s  w i t h  t e s t o s t e r o n e  ( T a b l e s  V a n d  V I ) an d  

e s t r o g e n  a l s o  d i d  n o t  show a n y  e f f e c t  on  t h e  a c t i v i t y  o f  

t h e  d e h y d r o g e n a s e  T a b l e  V I .

The r e s u l t s  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  t h e r e f o r e  

s u g g e s t  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  r a t e s  o f  f r u c t o s e  m e t a b o l i s m  

o b s e r v e d  i n  m a le  a n d  f e m a l e  a n i m a l s  c a n n o t  b e  a t t r i b u t e d  

t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  l e v e l s  o f  N A D -dependen t  g l y c e r o l  

d e h y d r o g e n a s e ,  a t  l e a s t  i n  r a t s .  B o th  s e x e s  a p p e a r  t o  

p o s s e s s  r e l a t i v e l y  h i g h  l e v e l s  o f  t h e  enzym e b u t  r e d u c t i o n  

o f  g l y c e r a l d e h y d e  w o u ld  b e  d e p e n d e n t  on  t h e  a v a i l a b i l i t y  

o f  NADH w h ic h  i n  t u r n  w o u ld  b e  a f f e c t e d  b y  p r o c e s s e s  s u c h  

a s  t h e  E m bden -M yerho f  p a th w a y  a n d  t h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  

o f  t h e  coenzym e b y  m i t o c h o n d r i a .
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The f o r m a t i o n  and  o x i d a t i o n  o f  ÏÏADH m i g h t ,  o f  c o u r s e ,  b e  

s e x  c o n t r o l l e d .  I n  t h i s  c o n n e c t i o n  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  

n o t e  t h a t  i n j e c t i o n  o f  e s t r a d i o l - 17/ ^  i n t o  o v a r i e c t o m i z e d  

r a t s  r a i s e d  t h e  l e v e l s  o f  l a c t a t e  a n d  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  

i n  t h e  u t e r u s  t i s s u e s  ( 143 ) w h ic h  w o u ld  p r e s u m a b l y  t e n d  

t o  l o w e r  t h e  NADH c o n c e n t r a t i o n .

N A D P-D ependent Enzyme

T h i s  enzyme w as  f i r s t  r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  

r a t  l i v e r  b y  M oore ( 2 1 )  i n  1959»

I n  t h i s  p r e s e n t  s t u d y  N A D P -dependen t  g l y c e r o l  

d e h y d r o g e n a s e  w as e x a m in e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  

o f  NADPH a t  3 4 0  nm.

T a b l e  V I I  show s t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  when c o m p a r in g  

t h e  a c t i v i t i e s  o f  N A D P -d ep en d en t  g l y c e r o l  d e h y d r o g e n a s e  i n  

m a le  a n d  f e m a l e  l i v e r s  f ro m  r a t s  on  a  n o r m a l  chow d i e t .

I t  i s  a p p a r e n t  f ro m  t h e s e  d a t a  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  

enzym e, l i k e  t h a t  o f  t h e  N A D -1 inked  d e h y d r o g e n a s e ,  i s  v e r y  

s i m i l a r  i n  b o t h  m a le  a n d  f e m a l e  l i v e r  t i s s u e s .  A d m i n i s t r a t i o n  

o f  t e s t o s t e r o n e  i n  low  ( 0 .5 m g / k g  b d y  w t . )  o r  h i g h  (5 * 0 m g /k g .  

b d y  w t . )  d o s e s  t o  m a le  r a t s  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  a c t i v i t y  o f  

t h e  l i v e r  enzym e T a b l e  I I I . M ale  r a t s  w e re  a l s o  t r e a t e d  

w i t h  e s t r a d i o l - 1 7  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r ,  a n d  t h e  r e s u l t s  

o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  show n i n  T a b l e  IX . A g a in  no 

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  c o n t r o l  a n d  h o r m o n e - t r e a t e d  

a n i m a l s  was o b s e r v e d .

T r e a t m e n t  o f  f e m a l e  r a t s  w i t h  m a le  ( t e s t o s t e r o n e )  

o r  f e m a l e  ( e s t r o g e n )  h o rm o n e s  a l s o  p r o d u c e d  no s i g n i f i c a n t  

c h a n g e s  i n  t h e  l i v e r  N A D P -dependen t  d e h y d r o g e n a s e  T a b l e s  

X a n d  Xa. A g a in ,  a s  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  N A D -dependen t  

d e h y d r o g e n a s e ,  a n y  o b s e r v e d  s e x  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  m e t a b o l i s m
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T a b l e  I I ,  A c t i v i t y  o f  NAD-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  i n  
m a le  (M) and fe m a le  (F )  r a t  l i v e r .

Sex o f  No, o f  Body Wt, L iv e r  Wt, S p e c i f i c  a c t i v i t y
a n im a ls  a n im a ls  ( g )  (g )  ( ^ o l / m i n / m g  o f  p r o t e i n )

•4* *4» 4-
-  SD -  SD -  SD

F 8 2 1 0  
+ 8 ,9

8 ,4 1  
+ 0 ,3 6

1 ,1 5 -  0 ,0 6

M 9 239 
+ 6 .5

9 ,3 4  
+ 0 ,4 7

1 .0 7 -  0 ,0 3

D - g l y c e r a ld e h y d e  r e d u c t i o n  was f o l lo w e d  by m e a s u r in g  

t h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  o f  NADH s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  (340  mn;

1 cm l i g h t - p a t h ;  q u a r t z  c e l l )  a t  2 1 °C o v e r  a  p e r i o d  o f  10  m in .

The i n c u b a t i o n  m ix t u r e  c o n s i s t e d  o f :  D - g l y c e r a ld e h y d e

(3.0^ m o l )  ; NADH C(A*'25 jUmol) ; c r u d e  l i v e r  e x t r a c t  ( 1 0 0 ,0 0 0 g  

s u p e r n a t a n t ;  2 0 y / 1) ; p h o s p h a te  b u f f e r ,  pH 7 ,0  ( 1 5 5 ^  m o l ) ;  

t o t a l  vo lum e 3 ,3  m l .
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o f  f r u c t o s e  o a n n o t  be  a t t r i b u t e d  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

l e v e l s  o f  N A D P-dependen t g l y c e r o l  d e h y d e r o g e n a s e  i n  m a le  

a n d  f e m a l e  r a t  l i v e r  t i s s u e s .  The a v a i l a b i l i t y  o f  t h e  

r e d u c e d  coenzym e n e e d e d  t o  c o n v e r t  g l y c e r a l d e h y d e  t o  

g l y c e r o l  s h o u l d  o n ce  m ore b e  c o n s i d e r e d  an d  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  NADPH l e v e l s  i n  m a le s  an d  f e m a l e s  m ig h t  

b e  d i f f e r e n t .  An i m p o r t a n t  s o u r c e  o f  NADPH i s  t h e  

p e n t o s e  p h o s p h a t e  p a th w a y  a n d  T epperm an  a n d  T ep p e rm an  ( I 6 4 ) 

h a v e  show n w i t h  m a le  r a t s  t h a t  t h e  d e h y d r o g e n a s e s  i n  t h i s  

p a th w a y  a r e  r a i s e d  b y  i n j e c t i n g  e s t r o g e n  a n d  t h i s  c o u l d  

p r e s u m a b ly  l e a d  t o  h i g h e r  l e v e l s  o f  NADPH i n  t h e  l i v e r  

a n d  h e n c e  f a v o u r  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .
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T a b le  V I I .  A c t i v i t y  o f  NADP-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  
i n  m ale  (M) and fe m a le  (F )  r a t  l i v e r  t i s s u e .

Sex o f  No, o f  Body Wt, L iv e r  Wt. S p e c i f i c  a c t i v i t y  *
a n im a ls  a n im a ls  Cg) + SD (g )  + SD y m o l /m in /m g  p r o t e i n )

+ SD

M 6 229 + 10 8 .6 + 0 .7 5 .1 7 + 0 ,3 0

F 6 207 + 9 7 .8 + 0 . 8 5 .1 5 + 0 .2 5

* D - g ly c e r a id e h y d e  r e d u c t i o n  was f o l lo w e d  by m e a s u r in g  t h e  
r a t e  o f  o x i d a t i o n  o f  NADPH s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  (340  mn,
1 cm l i g h t - p a t h ,  q u a r t z  c e l l )  a t  2 1 °C o v e r  a  p e r i o d  o f  10  m in .

The i n c u b a t i o n  m ix t u r e  c o n s i s t e d  o f :  D - g l y c e r a id e h y de
(2/(mol) ; NADPH( 0 . 1 2 5 m ol) ; c ru d e  l i v e r  e x t r a c t  ( 1 0 0 ,0 0 0  g 
s u p e r n a t a n t ;  1 0 0 /6 1 ) ;  p h o s p h a te  b u f f e r ,  pH 7 ,0  ( 1 4 5 /^ m o l ) ;  
t o t a l  volum e 3 .3  m/1.
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G l y c e r o l  k i n a s e

G l y c e r o l  would be t h e  p r o d u c t  o f  g l y c e r o l  d e h y d ro 

g e n a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  l i v e r  and t h e  t r i o l  would a l s o  a r i s e  

f ro m  t h e  a c t i o n  o f  l i p a s e s .  F u r t h e r  m e ta b o l is m  o f  g l y c e r o l  

a lm o s t  c e r t a i n l y  i n v o l v e s  g l y c e r o l  k i n a s e  w h ich  t r a n s f e r s ,  

s t e r e o s p e c i f i c a l l y , t h e  t e r m i n a l  p h o s p h o ry l  m o ie ty  o f  ATP 

t o  a  p r im a ry  h y d ro x y l  g ro u p  o f  g l y c e r o l ,  fo rm in g  I r g l y c e r o l  

3 - p h o s p h a t e ,  Thus g l y c e r o l  c a n  b e  u t i l i z e d  f o r  t r i g l y c e r i d e  

p r o d u c t i o n ,  g ly c o n e o g e n e s i s  and f o r  e n e rg y  p u r p o s e s  v i a  t h e  

g l y c o l y t i c  p a th w a y .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

g l y c e r o l  back  t o  g l y c e r a l d e h y d e  i s  an i n s i g n i f i c a n t  r e a c t i o n  

i n  t h e  l i v e r  b e c a u s e  t h e  Km f o r  g l y c e r o l  i n  t h e  c a s e  o f  

NADP-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a se  i s  0.63M a t  38®, pH 

9 .5  ( 2 1 ) .  T h e re  i s  no r e p o r t e d  Km v a lu e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  

f o r  t h e  NAD-dependent enzyme b u t  Wolf and L e u t h e r d t  (2 3 )  

s t a t e  t h a t  t h e  e q u i l i b r i u m  i n  t h i s  r e a c t i o n  s t r o n g l y  f a v o u r s  

g l y c e r o l  f o r m a t i o n .

The u n a v a i l a b i l i t y  o f  a  s e n s i t i v e  method f o r  

m e a s u r in g  t h e  lo w  a c t i v i t y  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  i n  some t i s s u e s  

( e . g .  m u sc le  and a d ip o s e )  seems t o  be  on e  o f  t h e  r e a s o n s  why 

b i o c h e m i s t s ,  u n t i l  q u i t e  r e c e n t l y ,  h av e  a lm o s t  i g n o r e d  t h e  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  enzyme. S in c e  t h e  d e v e lo p m en t  o f  t h e  

s e n s i t i v e  r a d i o c h e m i c a l  enzym ic a s sa y  f o r  g l y c e r o l  k i n a s e  i n  

1967 by Newsholrae and h i s  c o l l a b o r a t o r s  (6 5 )  many a t t e m p t s  

ha v e  s u b s e q u e n t ly  b e e n  made t o  d e s c r i b e  t h e  r o l e  o f  g l y c e r o l  

k i n a s e  i n  c a r b o h y d r a t e  and t r i g l y c e r i d e  m etabo lism *

As g l y c e r o l  k i n a s e  a p p e a r s  t o  b e  t h e  m a jo r  enzyme 

in v o lv e d  i n  g l y c e r o l  m e ta b o l is m  (9 6 )  i t  i s  n o t  s u r p r i s i n g  

t o  f i n d  t h a t  t h e r e  a r e  v a r i o u s  m echanism s f o r  t h e  c o n t r o l  o f
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i t s  a c t i v i t y  i n  t h e  l i v e r  c e l l .  The E. c o l i  enzyme i s  

a l l o s t e r i c  and i s  i n h i b i t e d  by f r u c t o s e  1 , 6 - d i p h o s p h a t e  

( 1 5 ,  121) b u t  t h i s  i s  a p p a r e n t l y  n o t  t h e  c a s e  w i t h  t h e  l i v e r  

enzyme. G ly c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  i n  r a t  l i v e r  c h a n g e s  

a c c o r d in g  t o  t h e  n u t r i t i o n a l  s t a t e  o f  t h e  a n im a l .  S t a r v a t i o n  

and s h o r t  te rm  f e e d i n g  w i t h  f a t s ,  f o r  e x am p le ,  d e c r e a s e  t h e  

a c t i v i t y .  The enzyme a c t i v i t y  d o e s  n o t  i n c r e a s e  on  f e e d i n g  

s t a r v e d  a n im a ls  g l y c e r o l  i n  o t h e r  w ords  s u b s t r a t e  d o e s  n o t  

a p p e a r  t o  in d u c e  a c t i v i t y  (6 4 ,  96 , 113 , 1 3 5 ) .

C o n t r a r y  t o  t h i s  i d e a  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  

c h a n g in g  l e v e l s  o f  g l y c e r o l  i n  t h e  b lo o d  o f  d e v e lo p in g  

a n im a ls  c an  be  r o u g h ly  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  a c t i v i t y  o f  l i v e r  

g l y c e r o l  k i n a s e  (1 3 7 )•  The c o n c e n t r a t i o n  o f  b lo o d  g l y c e r o l  

i n c r e a s e s  im m e d ia te ly  a f t e r  b i r t h  i n  m a le  r a t s  and t h e n  

d e c r e a s e s  i n  a d u l th o o d  t o  a l e v e l  w h ich  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  

a t  p o s t - p a r tu r n  ( 1 3 7 ) ,  P a r a l l e l i n g  t h i s  i s  an i n c r e a s e  i n  

l i v e r  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  s t a r t i n g  i n  t h e  f i f t h  week 

a f t e r  b i r t h .  The r e l a t i o n s h i p  b e tw e en  b lo o d  g l y c e r o l  and 

l i v e r  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  r e l a t e d  by Kampf 

and c o -w o rk e r s  ( 1 3 5 ) .

F e e d in g  f a t s ,  o v e r  a  lo n g  t e rm  p e r i o d ,  t o  r a t s ,  i . e .  

p r o d u c in g  g l y c o n e o g e n e t i c  c o n d i t i o n  i n c r e a s e s  t h e  l e v e l  

o f  g l y c e r o l  k i n a s e  i n  t h e  l i v e r  ( 1 3 5 ) .  T h i s  i s  t h o u g h t  t o  be 

du e  t o  t h e  f a t t y  a c id  m o i e t i e s  r a t h e r  t h a n  g l y c e r o l  ( 9 6 ) ,  

C o r t i s o l  a l s o  a p p e a r s  t o  i n d u c e  g l y c e r o l  k i n a s e  s y n t h e s i s  

p r o b a b ly  v i a  h y p e rg ly c e m ia  and i n s u l i n  p r o d u c t i o n  ( 1 3 5 ) .

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  l i v e r ,  a d ip o s e  t i s s u e  a l s o  

p o s s e s s e s  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  and t h e  enzyme i n  t h e  two 

t i s s u e s  may r e l a t e  t o  o b e s i t y :  g l y c e r o l  k i n a s e  i s  m ore

a c t i v e  i n  a d ip o c y t e s  from  o b e se  m ice  t h a n  from  t h e  c e l l s  o f
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l e a n  l i t t e r  m a te s  (139> 1 4 2 , 2 4 0 ) . I n  o b e se  m ice  t h e  l e v e l  

of g ly c e r o l  k in a s e  i n  a d ip o s e  t i s s u e  i n c r e a s e s  w i th  age  

h u t  t h i s  do es  n o t  o c c u r  w i th  l e a n  a n im a ls  o f  t h e  s p e c i e s  ( 139 ) .  

K o sc h in sk y  and  co—w o rk e rs  (1 6 )  c la im  t h a t  th e  l e v e l  o f  g l y c e r o l  

k in a s e  i n  a d ip o s e  t i s s u e  from  oh'^/oh'^ g e n e t i c a l l y  o b e se  

m ice  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  th e  serum  i n s u l i n  c o n c e n t r a t i o n  

( v i a  enzyme in d u c t io n  ) an d  to  th e  d e g re e  o f  i n s u l i n  

r e s i s t a n c e .  I n  o th e r  g e n e t i c a l l y  o b e se  m ice  and  r a t s  th e  

a d ip o s e  g l y c e r o l  k in a s e  l e v e l  i s  n o t  r a i s e d  a l th o u g h  

h y p e r in s u l in e m ia  e x i s t s  ( 2 4 0 ) @ I n  humans i t  h a s  been  r e p o r t e d  

t h a t  g ly c e r o l  k in a s e  a c t i v i t y  i n  s u b c u ta n e o u s  a d ip o s e  t i s s u e  

fro m  o b e se  i n d i v i d u a l s  i s  h ig h e r  th a n  t h a t  i n  a d ip o s e  t i s s u e  

fro m  n o rm al p e r s o n s  ( 1 8 6 ) @

B e fo re  s t a r t i n g  to  exam ine th e  l e v e l s  o f  g l y c e r o l  

k in a s e  i n  m ale  and  fe m a le  r a t  l i v e r s  th e  d i s t r i b u t i o n  o f  

t h e  enzyme i n  t h e  c e l l s  was i n v e s t i g a t e d .  L iv e r  c e l l s  o f  

b o th  s e x e s ,  w ere  s e p a r a te d  by d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  

i n t o  n u c l e a r ,  m i to c h o n d r ia l ,  m ic ro so m al an d  s o lu b le  f r a c t i o n s .  

I n  m ale  and  fe m a le  t i s s u e s  th e  s o lu b le  s u p e r n a ta n t  f r a c t i o n  

was o b s e rv e d  to  c o n ta in  $8^  o f  th e  t o t a l  a c t i v i t y  

( T a b le  X I I ,  c f  185 ) .

A c a r e f u l  a n a ly s i s  o f  g ly c e r o l  k in a s e  a c t i v i t i e s  

o f  th e  1 0 0 ,0 0 0 g  s o lu b le  f r a c t i o n s  fro m  16 m ale  an d  13 

fe m a le  a d u l t  r a t  l i v e r s  ( T a b le  XI ) showed t h a t  i n  m ale s  

th e  a c t i v i t y  was 37^ h ig h e r  th a n  i n  c e l l s  fro m  th e  fe m a le  

a n im a ls .  T hese  r e s u l t s  s u p p o r t  th e  e x p e r im e n ts  o f  V ernon  

an d  W alker (1 3 7 ) who w ere e x a m in in g  th e  r e l a t i o n s h i p  

b e tw een  age and  g ly c e r o l  k in a s e  a c t i v i t y  an d  who n o te d  

w i th  a  l i m i t e d  num ber o f  12 week—o ld  r a t s ,  t h a t  t h e r e  

was a  d i f f e r e n c e  i n  th e  enzyme a c t i v i t y  i n  m a le s  and  

f e m a le s ,  V ernon  and  W alker (1 3 7 )  fo'und. no d i f f e r e n c e s  

b e tw e en  th e  s e x e s  i n  th e  c a s e  o f  im m ature  r a t s



T a b l e  X I .

83
A c t i v i t y  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  i n  m ale  (M) and f e m a le  
(F) r a t  l i v e r  t i s s u e s .

Sex  o f  No, o f  Body Wt, L iv e r  Wt, S p e c i f i c  a c t i v i t y *
a n im a ls  a n im a ls  Cg) + SD (g )  + SD nmol g l y c e r o l

p h o s p h o ry la te d /m in /m g  
p r o t e i n  +  SD

M 16 230 
+ 8 ,5

9 .3
+ 0 .3 0

3 9 ,9 + 0 . 8

F 13 209 8 .1 2 9 ,1 + 0 . 7
+ 7 .2 + 0 ,3 0

* The a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme was m easu red  u s in g  / l -  ç 7  
g l y c e r o l  and t h e  l a b e l l e d  g ly c e r o l  3 - p h o s p h a te  form ed was 
s e p a r a t e d  from  e x c e s s  s u b s t r a t e  by p a p e r  c h ro m a to g ra p h y .
A re a s  o f  p a p e r  c o n t a i n i n g  u n r e a c te d  g l y c e r o l  and newly fo rm ed  
g l y c e r o l  3 - p h o s p h a te  w ere  c u t  o u t  and t h e  r a d i o a c t i v i t i e s  
m ea su red  w i t h  a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  The i n c u b a t i o n  
m i x t u r e  ( 1 0 0 / ( 1 )  c o n s i s t e d  o f  t r i s  ( 8 ,3 y # m o l ) ,  EDTA (0 .1 6 /m io l)  , 
NaF (2 ,2 /t(m ol), mere a p t  o e th a n o l  ( 3 .3 ^ m o l ) ,  ATP ( 0 , 5 / m o l ) ,
MgS04 (0 ,5 / im o l ) ,  ^  g l y c e r o l  ( 0 , 5 / m o l ) ;  s p e c i f i c  /* C i /^ m o l
a c t i v i t y  0 ,2 5  C i / ^ m o l ) ,  and c ru d e  l i v e r  e x t r a c t  (1 0 0 ,0 0 0  g 
s u p e r n a t a n t ,  10 /(1),  The r e a c t i o n  w as s to p p e d  by a d d i t i o n  
o f  an e q u a l  volum e o f  e t h a n o l  a f t e r  10 m in .
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w h ic h  w ou ld ,  p e r h a p s ,  be  e x p e c te d  i f  g l y c e r o l  k i n a s e  

l e v e l s  a r e  c o n t r o l l e d  by t h e  seM hormone b a l a n c e .

I n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  w h e th e r  t h i s  sex  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  a c t i v i t y  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  c o u ld  b e  d i r e c t l y  r e l a t e d  

t o  se x  horm ones an  a t t e m p t  was made t o  m a n i p u la t e  t h e  enzyme 

l e v e l  by i n j e c t i n g  m ale  a n im a ls  w i t h  v a r i o u s  l e v e l s  o f  

t e s t o s t e r o n e  i h  d i f f e r e n t  v e h i c l e s .

From t h e  r e s u l t s  o b t a in e d  ( T a b le  X I I I )  i t  c a n  b e  

s e e n  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l i v e r  enzyme from  m ale  a n im a ls  

d o e s  n o t  change  a f t e r  l o a d i n g  t h e  a n im a ls  w i t h  m ale  horm one. 

When t e s t o s t e r o n e  was a d m i n i s t e r e d  t o  f e m a le  r a t s  

( T a b le  XIV) a g a in  t h e r e  was no a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  g l y c e r o l  

k i n a s e  a c t i v i t y .  F o l lo w in g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a s t e r o i d  hormone 

t o  r a t s ,  i t  h a s  b een  shown t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

hormone r e a c h e s  a maximum i n  t h e  l i v e r  a s  w e l l  a s  i n  o t h e r  

o r g a n s  a f t e r  30 m ins  and t h e n  s t a r t s  t o  d e c l i n e  and r e a c h e s  

t h e  endogenous  l e v e l  a f t e r  abou t 6h ( 2 6 3 ) .  I n  v iew  o f  t h i s  

o b s e r v a t i o n  f e m a le  a n im a ls  w ere  i n j e c t e d  w i th  r e l a t i v e l y  h ig h  

d o s e s  o f  t e s t o s t e r o n e  (12 mg/kg body w e i g h t / i n j e c t i o n )  e v e ry  

12h and t h e  enzyme a c t i v i t y  was m easu red  12h a f t e r  t h e  t h i r d  

i n j e c t i o n .  The r e s u l t s  o f  t h i s  p a r t i c u l a r  e x p e r im e n t  a r e  a l s o  

g i v e n  i n  T a b le  XIV : t h e r e  was a g a in  no a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  

t h e  l e v e l  o f  l i v e r  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y .

I n  f u r t h e r  e x p e r im e n t s  t o  exam ine t h e  p o s s i b l e  

r o l e  o f  t e s t o s t e r o n e  on l e v e l s  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  i n  m a le  r a t  

l i v e r s  t h e  e f f e c t  o f  c a s t r a t i n g  t h e  a n im a ls  and t h e n  i n j e c t i n g  

t e s t o s t e r o n e  was i n v e s t i g a t e d .

T h e se  e x p e r im e n t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  enzyme a c t i v i t y  

d e c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  a f t e r  c a s t r a t i o n  ( T a b le s  X I, XVI, X V II , 

X V III )  and t h a t  s u b s e q u e n t ' t r e a t m e n t  o f  c a s t r a t e d  a n im a ls  w i t h  

v a r i o u s  l e v e l s  o f  t e s t o s t e r o n e  ( 0 ,0 3  t o  3 .0  m g/kg body w e i g h t /  

d a y )  f o r  10 d a y s  a p p e a re d  t o  i n c r e a s e  t h e  a c t i v i t y  o f  g l y c e r o l
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T a b l e  X I I ,  S u b - c e l l u l a r  f r a c t i o n a t i o n  o f  r a t  l i v e r s .

S p e c i f i c  a c t i v i t y  (nm ol/m g  p r o t e i n / n i n

F r a c t i o n  Male Fem ale
(x g )

650 ( n u c l e i )  0 .3 2  0 .3 4
(10  min)

2 0 .0 0 0  ( m i to c h o n d r ia )  0 ,1 1  0 .1 8
(10  m in)

1 0 0 .0 0 0  (m ic ro som es)  0 ,2 5  0 ,0 7
(60  m in)

S u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  3 2 ,9 2  2 8 ,6 0

♦The i n c u b a t i o n  m ix tu r e  and a s sa y  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  a r e  
d e s c r i b e d  i n  T a b le  X I,
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k i n a s e  beyond t h e  no rm al l e v e l  found  i n  t h e  i n t a c t  c o n t r o l  

a n im a ls .

A d m i n i s t r a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  t o  c a s t r a t e d  a n im a ls  

a l s o  r a i s e d  t h e  enzyme a c t i v i t y  i n  t h e  l i v e r  p r e p a r a t i o n .  

P e r h a p s  b e c a u s e  p r o g e s t e r o n e  c a n  be c o n v e r t e d  t o  t e s t o s t e r o n e .  

The f o r m a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  from p r o g e s t e r o n e  i s  known t o  

o c c u r  i n  t e s t i c u l a r ,  a d r e n a l  c o r t i c a l ,  o v a r i a n  and c o rp u s  

lu te u ra  c e l l s  (1 9 6 ,  225 , 267 , 2 7 7 ) .

The rem o v a l  o f  t h e  t e s t e s ,  t h e  m ajo r  s o u r c e  o f  

t e s t o s t e r o n e ,  low ered  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  i n  l i v e r  

p r e p a r a t i o n  from  m ale  r a t s  and, t h e r e f o r e ,  a t t e m p t s  w ere  n e x t  

made t o  e f f e c t  t h e  a c t i v i t y  i n  i n t a c t  m ale  r a t s  by i n j e c t i n g  

t e s t o s t e r o n e  a n t a g o n i s t s .  T a b le  XIX shows t h a t  t h e  f e m a le  

horm one , e s t r a d i o l - 1 7 ^ ,  lo w e rs  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  a s  

d o e s  t h e  a n t i - a n d r o g e n ,  c y p r o t e r o n e  a c e t a t e  (T a b le  XX),

As an e x t e n s i o n  o f  t h e  e x p e r im e n t  w i t h  c a s t r a t e d  

m a le  r a t s ,  hypophysec to ra ized  m ale  a n im a ls  w ere  a l s o  exam ined . 

T h e r e  was a marked r e d u c t i o n  i n  t h e  l i v e r  enzyme a c t i v i t y  when 

t h e  h y p o p h y s is  was removed (T a b le  XXI) w hich  was t o  b e  e x p e c te d  

i f  t h e  g o n a d o t r o p h ic  hormone p roduced  by t h i s  o rg a n  s t i m u l a t e d  

t h e  p r o d u c t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  by t h e  t e s t e s .  However, 

t r e a t m e n t  o f  hypophysec tom ized  r a t s  w i th  t e s t o s t e r o n e  d id  n o t  

r e s t o r e  t h e  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y .  T h i s  c o u ld  be  i n t e r p r e t e d  

a s  n o n - in v o lv e m e n t  o f  t e s t o s t e r o n e  i n  t h e  p r o c e s s  o r  p e r h a p s  

hypophysectoray  rem oves o t& er  f a c t o r s  w hich  a r e  i m p o r t a n t  f o r  

g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  and i n  t h e i r  a b s e n c e  i n j e c t e d  

t e s t o s t e r o n e  h a s  no e f f e c t .  I t  h a s  b een  c la im e d ,  f o r  ex am p le ,  

t h a t  i n  man c o r t i c o t r o p i n ,  a  p r o d u c t  o f  t h e  h y p o p h y s is ,  

r e d u c e s  b lo o d  t r i g l y c e r i d e s , ( 1 9 2 , 1 9 3 / « Could  t h i s  e f f e c t  be 

m e d ia te d  by g l y c e r o l  k in a s e ?  I t  sh o u ld  be n o t e d ,  t h a t
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C h a n d ra b o se  and Bensadoun (187 , 189) c la im e d  t h a t  hypophy— 

sectom y o f  c h ic k e n s  i n c r e a s e d  l i v e r  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  

and t h a t  t h i s  was ca u se d  by a r e d u c t i o n  i n  t h y r o x i n e  p r o d u c t io n *  

The r e a s o n  f o r  t h i s  d i f f e r e n c e  be tw een  c h i c k e n s  and r a t  

i s  n o t  c l e a r .

The p o s s i b l e  e f f e c t s  of f  em ale  hormone on l i v e r  

g l y c e r o l  k i n a s e  i n  f e m a le  a n im a ls  was a l s o  exam ined .

S u b c u ta n e o u s  i n j e c t i o n s  o f  V a r io u s  d o s e s  o f  e s t r a d i o l - 1 7 / ^  

f a i l e d  t o  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l i v e r  

enzyme ( T a b le  X X II) .

At t h i s  s t a g e  i n  t h e  s t u d i e s  i t  was d e c id e d  t o  

i n v e s t i g a t e  p o s s i b l e  se x  hormone c o n t r o l  o f  a c t i v i t y  a t  a  

lo w e r  l e v e l  o f  b i o l o g i c a l  o r g a n i s a t i o n ,  i . e .  u s in g  l i v e r  

s l i c e s .  I n  t h i s  way i t  was hoped t h a t  d i r e c t  hormone e f f e c t s  

on  l i v e r  t i s s u e  c o u ld  be  examined i n  t h e  a b se n c e  o f  c o m p l i c a t i n g  

i n  v i v o  f a c t o r s  su c h  a s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  horm ones by t h e  

e n d o c r i n e  sy s te m . On t h e  o t h e r  hand , i t  was r e a l i s e d  t h a t  

s u c h  I j i  v i t r o  sy s te m s  p ro d u c e  new c o m p l i c a t i o n s  i n  t h e  fo rm  

o f  i s c h e m ia ,  l a c k  o f  s u b s t r a t e s  and l o s s  o f  e s s e n t i a l  

c o n t r o l l i n g  p r o c e s s e s  a l l  l e a d i n g  t o  a  p o s s i b l e  b reakdow n o f  

t h e  sy s te m  o b s e rv e d  i n  v iv o  and t o  t h e  d e ve lopm en t o f  a r t e f a c t s .

I n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e ,  t h e  e f f e c t  o f  t e s t o s t e r o n e  on 

l i v e r  s l i c e s  f rom  m ale  r a t s  was i n v e s t i g a t e d  (T a b le  X X I I I ) ,  

I n c u b a t i o n  o f  t h e  t i s s u e s  w i th  hormone a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  

100 A g /m l^ f o r  2 h , f o r  exam ple  , p ro d u ce d  an a p p a re n t  30% 

i n c r e a s e  i n  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y .  Much o f  t h i s  hormone 

was n o t  t a k e n  up by t h e  c e l l s  and a p p e a re d  i n  t h e  r e s i d u e  

r e s u l t i n g  from  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  hom ogenate  .W ith  i n c r e a s i n g  

t im e  o f  i n c u b a t i o n  w i t h  t h e  s t e r o i d  t h e  a c t i v i t y  d e c r e a s e d  i n  

b o t h  t h e  c o n t r o l  and t e s t o s t e r o n e - t r e a t e d  p r e p a r a t i o n s :  t h i s
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was o b s e rv e d  i n  a l l  t h e  l i v e r  s l i c e  e x p e r i m e n t s .  I n c u b a t i o n  

o f  m a le  l i v e r  s l i c e s  w i t h  c h o l e s t e r o l  ( T a b le  X X III )  had  no 

e f f e c t  on t h e  l e v e l  o f  t h e  enzyme i n  c o m p a r is o n  w i t h  t h e  

c o n t r o l  and n e i t h e r  d i d  e s t r a d i o l - 1 7 ^ ^ o r  c y p r o t e r o n e ,  b o t h  o f  

w h ic h  a p p e a re d  t o  d e c r e a s e  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  j j i  v iv o  

( T a b le  X X I I I ) ,  L i v e r  s l i c e s  from  c a s t r a t e d  m ale  r a t s  w ould  

p o s s e s s  a  lo w e r  endo g en o u s  l e v e l  o f  t e s t o s t e r o n e  i n  

c o m p a r is o n  w i t h  t i s s u e s  f ro m  i n t a c t  a n im a ls  and , h e n c e ,  t h e  

e f f e c t  o f  e x o g en o u s  t e s t o s t e r o n e  m ig h t  b e  e x p e c te d  t o  be  

g r e a t e r .  I t  w as  o b s e r v e d ,  how ever ,  ( T a b le  XXIV), t h a t  

t e s t o s t e r o n e  i n c u b a t e d  w i t h  s l i c e s  f ro m  a  c a s t r a t e d  a n im a l  

p r o d u c e d a n  a p p a r e n t  a c t i v i t y  o f  a s i m i l a r  o r d e r  t o  t h a t  

o b s e rv e d  w i t h  t i s s u e s  f ro m  an i n t a c t  a n im a l  ( T a b le  X X I I I ) .

Hormonal e x p e r i m e n t s  w e re  a l s o  c a r r i e d  o u t  w i t h  

l i v e r  s l i c e s  f rom  f e m a le  r a t s .  T a b l e s  XXV and XXVI show 

t h a t ' i n c u b a t i o n  o f  s l i c e s  w i t h  t e s t o s t e r o n e  g i v e s  an  a p p a r e n t  

i n c r e a s e  i n  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y .  T h i s  a l s o  o c c u r s  w i t h  

5 oL - d i h y d r o t e s t o s t e r o n e #

I n  t h e  c a s e  o f  t h e  ^ n  v i v o  s t u d i e s  w i t h  f e m a le  r a t s  

( T a b le  XXII) e s t r a d i o l - 1 7 ^  and p r o g e s t e r o n e  i n j e c t i o n s  had no 

e f f e c t  on  t h e  k i n a s e  a c t i v i t y  b u t  w i t h  t h e  f e m a le  s l i c e s  

e s t r a d i o l  o n ly  a p p e a re d  t o  p r o d u c e  a s m a l l  i n c r e a s e  i n  t h e  

enzyme l e v e l  ( T a b le  XXV); p r o g e s t e r o n e  was p re su m a b ly  

c o n v e r t e d  t o  t e s t o s t e r o n e  and h e n c e  g a v e  a  r e l a t i v e l y  l a r g e  

a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y .  A n d r o s te n e d io n e  and 

C y p r o t e r o n e  i n  t h e  i n  v i t r o  sy s te m  ( T a b le  XXVI) w e re  w i t h o u t  

e f f e c t .

I n  t h e  v ie w  o f  t h e  a p p a r e n t  30% a c t i v a t i o n  o f  g l y c e r o l  

k i n a s e  i n  l i v e r  s l i c e s  f rom  f e m a le  r a t s  by t e s t o s t e r o n e  an
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A • OH A<1 P y
p co n O CR o< o P  O X"

A CR p p H- O p
A CR 4k p < 14-3X* 1 + 1 + y p  P pO O o p  O AO p «< AP CO o co o _ TOa w  <û SX CR < 3 PP Op  O Pco G H, P
p A <o A A P
TO P Pfi) P  %
cr y oo A A OCL p P o A 3*< tr TO _CR © O P  < P
< C 4k p < A 3A 1 + 1 + A A y OP o O A CQ 3 A GTO • xs • P 3 3tr M P CO o A A P 3 PP SX H* SX CD y O A A Po P  _  A P

p P  3 CL 3
S p  A • TO
P O PP 3 ^ 3A p A O PO P P
y P  l4-'< Ap p  Op < MA yP  •  y pP CO o P  0  3 P% % • X *CO O 3 p

P CO y < 3 p
1 + 1 + o 3 p  p p
o o p 0 p  A <A P  tr A At o  t o c o  CO y > ySX p o 3 <+ Pp p  tr o AA <  ® ? pp

TO 3 < oG P AO 3 P Ap  cr P
A A <p  y A Pp PA o i 3p P W A P  AA G y A<R © p A O A PCO y cr A

1 + 1 + p p  A CL yO o a p  A A oxs • xs • p y p pCO P CO p o c o  < A CL
-s/ CO SX to p -4 fi) y Ao p  3p o p p Psj o 3 31 3 A CL

A O. PP  p 33 A P
P

" 3  CL PP A 3y A CL
A O y
3 y oCO CO H p  p  TO

A tr cr AO •4 A A  A 3-4 © P A  CL
1 + 14- O Ao o A A Pxs • xs • P • 3CO o CO p Akw 00 SX CR yo

3A



101

T a b l e  XXIV, E f f e c t  on  g l y c e r o k i n a s e  a c t i v i t y  o f
i n c u b a t i n g  c a s t r a t e d  m a le  r a t  l i v e r  s l i c e s  
w i t h  t e s t o s t e r o h e ,  4 00 il0n ig  o f  s l i c e s  w e re  
u s e d ,  G l y c e r o k i n a s e  a c t i v i t i e s  w ere  d e te r m in e d  
a s  d e s c r i b e d  i n  T ab^e  X I ,  The a c t i v i t y  v a l u e s  
a r e  g i v e n  a s  m eans -  S .D ,  w i t h  t h e  number o f  
o b s e r v a t i o n s  i n  p a r e n t h e s e s .

Time o f  i n c u b a t i o n  
w i t h  s t e r o i d  (h )  
( Im g /lO m l K r e b s - R in g e r )

T o t a l  a c t i v i t y / ^ m o l / m i n / g  
t i s s u e  a t  37*^C

C o n t r o l  T e s t o s t e r o n e

1 ,2 9 -
0 .0 5

( 3 )

1 ,6 9 - 0 . 0 7
(3 )

S l i c e s  p r e p a r e d  f ro m  a  c a s t r a t e d  r a t
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i n i t i a l  a t t e m p t  was made t o  s e e  w h e th e r  t h e  hormone e f f e c t  

i n v o lv e d  a c t i v a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  s y n t h e s i z i n g  m a c h in e ry  o f  

t h e  c e l l s .  The i n c u b a t i o n  t im e s  w i t h  t e s t o s t e r o n e  w e re  

c o n s i d e r e d  t o  b e  lo n g  enough  f o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  t o  o c c u r  

and t o  i n c r e a s e  t h e  amount o f  g l y c e r o l  k i n a s e  t o  a l e v e l  

h i g h  enough t o  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e rv e d  a c t i v i t y  c h a n g e  

( 1 9 1 ) .  Fem ale  l i v e r  s l i c e s  w ere  i n c u b a t e d  w i t h  t e s t o s t e r o n e  

and w i t h  t e s t o s t e r o n e  p l u s  a  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n h i b i t o r  and 

t h e  k i n a s e  l e v e l s  i n  b o t h  sy s te m s  com pared  ( T a b l e s  XXVII and 

X X V III) .  L i t t l e  e f f e c t  was o b s e rv e d  u s i n g  c y c lo h e x im id e ,  

a c t i n o m y c in  D, e th i d iu m  b rom ide  o r  p u ro m y c in .  T h i s  would 

I n d i c a t e  t h a t  t h e  a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  g l y c e r o l  k in a s e ,  

a c t i v i t y  p ro d u c e d  by t e s t o s t e r o n e  i s  n o t  d u e  s y n t h e s i s  o f  

new enzyme m o le c u le s  o r  o t h e r  p r o t e i n s  w h ic h  i n  some way 

m ig h t  be  in v o lv e d  i n  a c t i v a t i o n  o f  g l y c e r o l  k i n a s e .  The 

p o s s i b i l i t y  t h a t  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  t i s s u e s  by t h e  i n h i b i t o r s  

was p o o r ,  r e l a t i v e  t o  t e s t o s t e r o n e ,  m u s t , o f  c o u r s e ,  a l s o  b e  

c o n s i d e r e d  a s  a  r e a s o n  why t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  t h e  

enzyme was n o t  i n h i b i t e d .  The work o f  L in g  and D ixon (1 3 3 )  

s u g g e s t ,  how ever ,  t h a t  t h e  p r e i n c u b a t i o n  t im e  f o r  a t  l e a s t  

a c t i n o m y c in  D and C y c lo h e x im id e ,  was q u i t e  s u f f i c i e n t  t o  

i n h i b i t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  t h e  c a s e  o f  l i v e r  s l i c e s ,

A f u r t h e r  e x p e r im e n t  w h ic h  c a s t s  some d o u b t  on  t h e  

i d e a  t h a t  t e s t o s t e r o n e  i n  v i t r o  i n c r e a s e s  g l y c e r o l  k i n a s e  

a c t i v i t y  v i a  a c c e l e r a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  was c a r r i e d  

o u t ,  Male r a t  l i v e r  s l i c e s  w ere  i n c u b a t e d  w i t h  t e s t o s t e r o n e  

f o r  2h  a t  37^ t h e n  a  1 0 0 ,0 0 0 g  s u p e r n a t a n t  was p r e p a r e d  and 

g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  a s s a y e d .  The h om ogena te  was t h e n  

a l lo w e d  t o  s t a n d  a t  4 °  f o r  v a r i o u s  t i m e s  up t o  4Sh and t h e
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enzyme a c t i v i t y  m o n i t o r e d .  The r e s u l t s  a r e  shown i n  Y l g  I I  

and i t  i s  c l e a r  t h a t  t e s t o s t e r o n e  p r e v e n t s  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  

w h ic h  c o u ld  be  e x p l a i n e d  by on e  o r  m ore o f  t h e  f o l l o w i n g  

phenom ena: ( a )  a  d i r e c t  o r  i n d i r e c t  s t a b i l i s i n g  e f f e c t  o f

t h e  s t e r o i d  on t h e  enzyme; (b )  i n h i b i t i o n  ( d i r e c t  o r  i n d i r e c t )  

o f  t h e  enzymes c a u s i n g  d e g r a d a t i o n  o f  g l y c e r o l  k i n a s e ;

( c )  d i r e c t  o r  i n d i r e c t  a c t i v a t i o n  o f  g l y c e r o l  k i n a s e ;

(d )  i n h i b i t i o n  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  k i n a s e  d e g r a d in g  enzym es 

a n d / o r  a c t i v a t i o n  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  d e g r a d i n g  enzyme 

i n h i b i t o r s .  I n  t h e  c a s e  o f  (d )  i t  i s  assumed t h a t  t h e  r a t e  

o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  i n c r e a s e d  by t e s t o s t e r o n e  i n  t h e  

s l i c e s  d e s p i t e  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r s .  W hatever  r e a c t i o n  i s  i n  o p e r a t i o n  i t  m ust be  

c o n s i d e r e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  a s  e s t r a d i o l ,  c h o l e s t e r o l  

and c y p r o t e r o n e ,  had no s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on  t h e  g l y c e r o l  

k i n a s e  l e v e l .

The e x p e r i m e n t s  w e re  r e p e a t e d  w i t h  f e m a le  r a t  l i v e r  

s l i c e s  and a g a in  t h e  r e s u l t s  w e re  s i m i l a r  b u t  i n  t h i s  c a s e  

e s t r a d i o l  p o s s e s s e d  some ' s t a b i l i z i n g '  e f f e c t  b u t  n o t  a s  

g r e a t  a s  t e s t o s t e r o n e .  The d i f f e r e n t  b e h a v io u r  o f  e s t r a d i o l  

i n  t h e s e  m a le  and f e m a le  i n  v i t r o  s y s te m s  c a n n o t  r e a l l y  be  

e x p l a i n e d .  I t  i s  p o s s i b l e  i n  t h e  e x p e r im e n t  w i t h  f e m a le  

s l i c e s  t h a t  e s t r a d i o l  was e x h i b i t i n g  a n o n - s p e c i f i c  

’s t a b i l i z i n g '  e f f e c t  ( a s  t h e  s t r u c t u r e s  o f  e s t r a d i o l  and 

t e s t o s t e r o n e  a r e  s i m i l a r ) .  But why was t h i s  n o t  o b s e rv e d  

w i t h  t h e  m ale  t i s s u e  s y s te m ?  I n  r e l a t i o n  t o  b o th  s y s te m s  i t  

s h o u ld  b e  rem em bered t h a t  d i r e c t  a d d i t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  t o  a  

1 0 0 ,0 0 0 g  l i v e r  s u p e r n a t a n t  ( f o r  I h  a t  0°C) d i d  n o t  a l t e r  t h e  

a c t i v i t y  o f  g l y c e r o l  k i n a s e .
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C o n s i d e r i n g  a l l  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  i n  v i v o  and 

i n  v i t r o  i n v e s t i g a t i o n s  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  i n  r a t  

l i v e r s  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  e f f e c t  o f . s t e r o i d  horm ones on 

t h e  enzyme i s  e x t r e m e ly  com plex . I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  we a r e  

d e a l i n g  w i t h  p h y s i o l o g i c a l  and n o n - p h y s i o l o g i c a l  phenomena 

and w i t h  a n a b o l i c  and c a t a b o l i c  p r o c e s s e s .  None o f  t h i s  

p r e l i m i n a r y  work p r o v e s  t h a t  sex  horm ones s t i m u l a t e  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  m o l e c u l e s .  To p ro v e  t h i s  

c o n c l u s i v e l y  an  i n c r e a s e  i n  t h e  s p e c i f i c  p r o t e i n  would h a v e  

t o  be  d e m o n s t r a t e d .

Assuming how ever ,  t h a t  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c e r o l  

k i n a s e  de  novo i s  o c c u r r i n g  i n  t h e  s y s te m s  s tu d i e d  and t h a t  

t h i s  s y n t h e s i s  i s  c o n t r o l l e d  by s e x  horm ones i t  i s  o f  

i n t e r e s t  t o  a t t e m p t  t o  e x p l a i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  i n  

t h i s  t h e s i s  on  t h e  b a s i s  o f  two m a jo r  f a c t s  a l r e a d y  known 

a b o u t  s t e r o i d  c o n t r o l  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  The s t u d i e s  o f  

B ly th  and c o - w o r k e r s  (2 4 8 )  s u g g e s t  t h a t  e s t r a d i o l  and 

t e s t o s t e r o n e  a r e  i n v o lv e d  i  n t h e  a c t i v a t i o n  o f  p o ly so m e s  

and t h e  p r o c e s s  l e a d i n g  t o  t h e  b i n d i n g  o f  p o ly som es  t o  t h e  

sm ooth  m ic ro so m a l  m em branes. The h y p o t h e s i s ,  w h ich  d o e s  

n o t  i n v o l v e  n u c l e i c  a c id  c o n t r o l  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  i s  

i l l u s t r a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  d i ^ a m :
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M a le
-----

E s t r a d i o l

M em brane
a c t i v a t i o n

 \
T e s t o s t e r o n e
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a c t i v a t i o n
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R e t i c u l u m
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R ib o s o m e s  -

M i t o c h o n d r i o n

P o ly s o m e
a c t i v a t i o n

E s t r a d i o l
_________

— V ’—  
F e m a le
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a c t i v a t i o n

T e s t o s t e r o n e
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The i d e a s  p re su m a b ly  r e l a t e  o n ly  t o  m em brane-bound p o ly so m e s  

w h ic h  we b e l i e v e  t o  s y n t h e s i z e  p r o d u c t s  w h ic h  a r e  t r a n s p o r t e d  

o u t  o f  t h e  c e l l ;  f o r  e x am p le ,  some g l y c o p r o t e i n s  ( 2 5 9 ) .  The 

h y p o t h e s i s  m akes no comment on q u a n t i t a t i v e  o r  q u a l i t a t i v e  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p r o t e i n  p ro d u c e d  by t i s s u e s  from  d i f f e r e n t  

s e x e s  and a s  f a r  a s  c a n  b e  s e e n  m akes no r e a l  c o n t r i b u t i o n  t o  

t h e  s t u d i e s  on g l y c e r o l  k i n a s e .

Roy and c o - w o r k e r s  (2 8 0 )  h a v e  b e e n  i n t e r e s t e d  i n  t h e  

s y n t h e s i s  o f  < s ^ ^ - g lo b u l in  by r a t s .  T h i s  i s  a  p r o t e i n  o n ly  i n  

t h e  l i v e r s  o f  m a le s  o f  t h e  s p e c i e s  and s y n t h e s i s  i s  u n d o u b te d ly  

an a n d ro g e n - d e p e n d e n t  r e a c t i o n .  The g ro u p  h av e  shown t h a t  t h e  

l i v e r  c o n t a i n s  a  r e c e p t o r  p r o t e i n  w h ic h  b i n d s  b o t h  d i h y d r o 

t e s t o s t e r o n e  (an d  t e s t o s t e r o n e )  and e s t r a d i o l - 1 7 ^ 1  At 

s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  r e c e p t o r  b i n d s  3 m o le s  o f  

d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  and 1 m ole  o f  e s t r a d i o l .  E s t r a d i o l  

s t r o n g l y  i n h i b i t s  t h e  u p t a k e  o f  d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  by t h e  

r e c e p t o r  b u t  d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  o n ly  w eak ly  i n t e r f e r e s  w i t h  

e s t r a d i o l  b i n d i n g .  The l e v e l  o f  a n d ro g e n  r e c e p t o r  c l o s e l y  

f o l l o w s  t h e  o u t p u t  o f  < ^ ^ - g l o b u l i n  i n  t h e  u r i n .  Im m atu re  

and s e n i l e  m a le s  w h ic h  do h o t  p r o d u c e  t h e  g l o b u l i n  l a c k  t h e  

r e c e p t o r .  C a s t r a t i o n  r e d u c e s  b o th  and i n j e c t i o n  o f  e s t r a d i o l  

i n t o  a d u l t  m ale  r a t s  p r e v e n t s  r e c e p t o r  and g l o b u l i n  s y n t h e s i s .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  r e c e n t l y  an  a n d ro g e n  

r e c e p t o r  h a s  a l s o  b e e n  i s o l a t e d  f ro m  r a t  p a n c r e a s  (2 6 0 )  and o f  

c o u r s e ,  t h e i r  p r e s e n c e  i n  se x  o r g a n s  h a s  b e e n  known f o r  som etim e 

( 2 6 4 ) .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  s tu d y  by Roy e t  a t  (2 8 0 )  

h a s  some b e a r i n g  on  o u r  work w i t h  g l y c e r o l  k i n a s e  and t h a t  t h e  

s y n t h e s i s  o f  t h i s  enzyme i s  g o v e rn e d  by a  l i v e r  r e c e p t o r  p r o t e i n
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w h ic h  c o n t r o l s  t h e  l e v e l  o f  m-RNA, t h e  g e n e r a l l y  a c c e p te d  

m echanism  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  by se x  

horm ones ( 2 4 9 ) .

I f  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  s p e c i f i c  h e p a t i c  r e c e p t o r  

w h ich  g o v e rn s  g l y c e r o l  k i n a s e  s y n t h e s i s  and w h ich  h a s  

p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  by Roy e t  a l  ( 2 8 0 )  i s  

assum ed t h e n  many o f  t h e  i n  v i v o  and i n  v i t r o  s t u d i e s  w i t h  

g l y c e r o l  k i n a s e  c a n  b e  e x p l a i n e d .  The b a s i s  o f  t h e  h y p o t h e s i s  

i s  shown be low ;
PROTEIN
SYNTHESIS

E s t r a d i o l

R eady
S u b s t i t u t i o n  
o f  T

T e s t o s t e r o n e

R e c e p to r
P r o t e i n

\ /

T e s t o s t e r o n e
f

/

E s t r a d i o l /  D i f f i c u l t
S u b s t i t u t i o n

R e c e p to r
P r o t e i n

GLYCEROL
KINASE

H y p o t h e t i c a l  c o n t r o l  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  s y n t h e s i s  i n v o l v i n g  

a  s p e c i f i c  h e p a t i c  s t e r o i d  a c c e p t o r  p r o t e i n  w i t h  h i g h  b i n d i n g  

c a p a c i t y  f o r  e s t r a d i o l  a n d  low  c a p a c i t y  f o r  t e s t o s t e r o n e  ( c f  2 8 0 ) .

NB 5 ^ ^ - D i b y d r o t e s t o s t e r o n e  ( " a c t i v e "  t e s t o s t e r o n e  ) may b( 

bound t o  t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n  i n s t e a d  o f  t e s t o s t e r o n e  ; The 

f o rm e r  i s  r e a d i l y  c o n v e r t e d  t o  t h e  l a t t e r  i n  l i v e r  t i s s u e s

( 275 ).
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Thus i n j e c t i o n  o f s d u l t  m a le  r a t s  w i t h  t e s t o s t e r o n e  

would n o t  r a i s e  t h e  l e v e l  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  ( c f  T a b le  X I I I )  

b e c a u s e  s u f f i c i e n t  t e s t o s t e r o n e  would a l r e a d y  b e  p r e s e n t  t o  

com bine  w i t h  t h e  r e c e p t o r  and e x c e s s  would  p re s u m a b ly  be  

com bined  w i t h  s e x  hormone b in d in g  g l o b u l i n  i n  t h e  b lo o d  (2 6 5 ,  

2 6 6 ) ,  T e s t o s t e r o n e  would b e  l i k e l y  t o  i n d u c e  g l y c e r o l  k i n a s e  

i n  t h e  c a s e  o f  c a s t r a t e d  a n im a ls  ( T a b l e s  XY -  X V III)  and m ale  

l i v e r  s l i c e s  ( T a b le  X X III)  b e c a u s e  o f  an  i n i t i a l  low l e v e l  o f  

e n d o g e n o u s  t e s t o s t e r o n e .

A d m i n i s t r a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  t o  f e m a le  r a t s  ( T a b le  

XIV) d i d  n o t  i n c r e a s e  l i v e r  g l y c e r o l  k i h a s e  a c t i v i t y  w h e re a s  

t h e  hormone d i d  r a i s e  t h e  a c t i v i t y  when a p p l i e d  t o  l i v e r  s l i c e s  

f ro m  f e m a le s  ( T a b l e s  XXV & XXVI), I n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e  t h i s  

c o u ld  be e x p l a i n e d  by a ssu m in g  t h a t  a  r e c e p t o r  w i t h  t i g h t l y  

bound e s t r a d i o l  was i n i t i a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  t i s s u e s  and t h a t  

t h i s  e s t r o g e n  c o u ld  n o t  be  r e a d i l y  r e p l a c e d  by t e s t o s t e r o n e .

I n  t h e  s l i c e s ,  how ever ,  t h e  r e c e p t o r  m ig h t  n o t  b e  s a t u r a t e d  

w i t h  e s t r a d i o l  and h e n c e  t e s t o s t e r o n e  c o u ld  more r e a d i l y  b in d  

t o  t h e  p r o t e i n .

E x p l a n a t i o n s  b a s e d  on t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n  h y p o t h e s i s  

i n  t h e  c a s e  o f  e s t r a d i o l  t r e a t m e n t s  a r e  n o t  q u i t e  so  

s a t i s f a c t o r y ,  ho w e v e r .

E s t r a d i o l  i n j e c t i o n s  lo w e r  t h e  h e p a t i c  g l y c e r o l  

k i n a s e  a c t i v i t y  i n  m ale  r a t s  ( T a b le  XIX) p o s s i b l y  b e c a u s e  o f  

t h e  h ig h  a f f i n i t y  o f  t h i s  s t e r o i d  f o r  t h e  r e c e p t o r  i . e ,  

e s t r a d i o l  may r e a d i l y  r e p l a c e  t e s t o s t e r o n e .  However w i t h  

s l i c e s  f rom  m ale  a n im a ls  ( T a b le  X X III )  e s t r a d i o l  had no 

e f f e c t  w h ich  a t  p r e s e n t  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d .  A d m i n i s t r a t i o n  

o f  t h e  e s t r o g e n  t o  f e m a le  r a t s  ( T a b le  XXII) p r o d u c e s  l i t t l e
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e f f e c t  p re su m a b ly  b e c a u s e  o f  an a l r e a d y  e x i s t i n g  h ig h  l e v e l  

o f  t h e  r e c e p t o r  -  e s t r o g e n  com plex  w h ic h  a c c o r d in g  t o  t h e  

h y p o t h e s i s  r e l a t e s  t o  a  low o r  z e r o  r a t e  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  

s y n t h e s i s .  W ith  f e m a le  l i v e r  s l i c e s  e s t r a d i o l  p ro d u c e d  a 

s m a l l  i n c r e a s e  i n  enzyme l e v e l  ( T a b le  XXV) w h ich  was p r o b a b ly  

i n s i g n i f i c a n t .

I n  summary, i t  i s  c l e a r  t h a t  h ig h  h e p a t i c  g l y c e r o l  

k i n a s e  a c t i v i t y  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  h i g h  l e v e l s  o f  

t e s t o s t e r o n e .  High l e v e l s  o f  e s t r a d i o l ,  on  t h e  o t h e r  hand a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h ^ d i m in i s h e d  k i n a s e  a c t i v i t y .  Much o f  t h e  

i n v e s t i g a t i o n  t a k e n  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  m ain  a c t i v i t y  o f  

s t e r o i d  horm ones w ould  p o i n t  t o  c o n t r o l  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  

s y n t h e s i s  by a n d ro g e n s  and e s t r o g e n s .  However, t h e  

p r e l i m i n a r y  s tu d y  w i t h  t i s s u e  s l i c e s  and p r o t e i n  s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r s  d o e s  n o t  s u p p o r t  t h i s  t h e o r y .  The work w i t h  s l i c e s  

a l s o  s u g g e s t s  t h a t  s t e r o i d s  may c o n f e r  d i f f e r i n g  s t a b i l i t i e s  on 

g l y c e r o l  k i n a s e  w h ich  c o m p l i c a t e  any a t t e m p te d  i n t e r p r e t a t i o n  

o f  t h e  k i n a s e  - s t e r o i d  r e l a t i o n s h i p  i n  v i v o .
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FINAL CONCLUSIONS

The aim o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  was d e s c r i b e d  on 

p a g e  63 and t h e  work h a s  shown c l e a r l y  t h a t  t h e r e  a r e  no 

s e x u a l  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a c t i v i t i e s  o f  NAD- and NADP- 

d e p e n d e n t  g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e s  i n  r a t  l i v e r s .  I n  a d d i t i o n  

t h e i r  a c t i v i t i e s  c o u ld  n o t  b e  m a n ip u la t e d  by exogenous  t e s t o 

s t e r o n e  o r  e s t r a d i o l - 1 7 ^ .  I f  s y n t h e t i c  r e a c t i o n s  r e l a t e  

t o  t h e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  o f  m a le  and f e m a le  a n im a ls  t o  a  

s u c r o s e  o r  f r u c t o s e  l o a d  t h e n  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e s e  

d e h y d ro g e n a s e s  p l a y  any p a r t .

G l y c e r o l  k i n a s e  a c t i v i t y  h o w e v e r ,  may w e l l  be  

u n d e r  some fo rm  o f  h o rm ona l  c o n t r o l  w i t h  h i g h e r  l e v e l s  i n  

m a le  r a t  l i v e r s  t h a n  i n  l i v e r s  f rom  f e m a l e s  and t h e r e  w e re  

i n d i c a t i o n s  t h a t  t h e s e  l e v e l s  c o u ld  be  i n f l u e n c e d  by t e s t o 

s t e r o n e  and e s t r a d i o l - l ? p  . T h i s  i n  t u r n  c o u ld  l e a d  t o  

h i g h e r  l e v e l s  o f  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  f o r  f a t  s y n t h e s i s  i n  

m a le  r a t s  and c o u l d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  a c c o u n t  f o r  e l e v a t e d  

serum  t r i g l y c e r i d e s  i n  m a le s  i n  c o m p a r is o n  w i t h  f e m a le s  

o n  a  v a r i e t y  o f  d i e t s  ( c f  31 and 3 4 ) ,  The s u b s t r a t e  f o r  

t h i s  enzyme c o u ld  be  d e r i v e d  f r o m  f r u c t o s e ,  f ro m  d i e t a r y  

g l y c e r o l  o r  f rom  l i p o l y t i c  r e a c t i o n s .

Sex d i f f e r e n c e s  i n  t h e  l e v e l s  o f  g l y c e r o l  k i n a s e  

a lo n e  c a n n o t ,  o f  c o u r s e ,  b e  s i n g l e d  o u t  a s  t h e  o n ly  f a c t o r  

l i k e l y  t o  p ro d u c e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  t o  d i e t a r y  c a r b o h y d r a t e  

i n  m a le  and f e m a le  r a t s .  I t  h a s  b e e n  n o te d  t h a t  m a le  

a n im a ls  h av e  h i g h e r  l i v e r  k e to h e x o k i n a s e  and a l d o l a s e  

a c t i v i t i e s  t h a n  f e m a le s  (p p  1 7 3 ) ,  I n  t h e  f o rm e r  c a s e ,  

t h i s  sh o u ld  l e a d  t o  a  h i g h e r  m e t a b o l i c  r a t e  s p e c i f i c a l l y  

f o r  d i e t a r y  f r u c t o s e  i n  m a le  r a t s  and i n  t h e  c a s e  o f  a l d o l a s e ,
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t o  h i g h e r  r a t e s  f o r  d i e t a r y  f r u c t o s e  and g l u c o s e  a s  l i v e r  

a l d o l a s e  r e a c t s  w i t h  b o t h  f r u c t o s e  1 - p h o s p h a t e  and f r u c t o s e  

1 , 6 - d i p h o s p h a t e .

R e a c t i o n s  l e a d i n g  t o  f a t t y  a c id  com ponen ts  o f  

t r i g l y c e r i d e s  may a l s o  r e s u l t  i n  d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  t o  

c a r b o h y d r a t e  d i e t s  by m ale  and f e m a le  a n i m a l s .  Thus 

p y r u v a t e  k i n a s e ,  w h ic h  i s  i n v o lv e d  i n  t h e  Embden-Meyerhof 

p a thw ay  f ro m  c a r b o h y d r a t e  t o  a c e t a t e ,  may be u n d e r  t e s t o 

s t e r o n e  c o n t r o l  i n  r a t  j e ju n u m  ( 2 7 6 ) ,  a l t h o u g h  l i v e r  

enzym es h a v e  n o t  b e e n  exam ined .

The d e h y d r o g e n a s e s  s u p p ly  NADPHfor f a t t y  a c id  

s y n t h e s i s ,  i , e ,  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  and 6 - p h o s p h o g l i r c o n a te  

d e h y d r o g e n a s e s ,  a p p e a r  t o  b e  much h i g h e r  i n  f e m a le  r a t  

l i v e r s  t h a n  i n  m a le s  and t h e  a p p a r e n t  a c t i v i t i e s  o f  t h e s e  

enzym es a r e  c l e a r l y  r e d u c e d  i n  r e s p o n s e  t o  o v a r i e c to m y .  

C a s t r a t i o n  o f  m a le s  d o e s  n o t  i n f l u e n c e  t h e  d e h y d ro g e n a s e  

l e v e l s  ( 2 8 4 ) ,  T h i s  s t a t e  o f  a f f a i r s  c a n n o t  b e  d i r e c t l y  

r e l a t e d  t o  t h e  ^ p a r e n t  serum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  I j i  v iv o  

i n  m a le  and f e m a le  r a t s  a s  t h e  f o rm e r  a r e  h i g h e r  t h a n  t h e  

l a t t e r .  However, i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  l i v e r  

t r i g l y c e r i d e s  i n  a n im a ls  o n  a  n o rm a l  chow d i e t  a r e  r e p o r t e d  

t o  be  s l i g h t l y  h i g h e r  i n  f e m a le  r a t s  t h a n  i n  m a le s  (285)  

and t h e  t r i g l y c e r i d e  o u t p u t  o f  p e r f u s e d  f e m a le  r a t  l i v e r s  

i s  a l s o  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  m a le  ( 1 3 6 ) .

P a r a l l e l i n g  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  d e h y d ro g e n a s e  

a c t i v i t i e s  a r e  t h e  a c t i v i t i e s  o f  m a le  and f e m a le  f a t t y  a c id  

s y n t h e t a s e  w h ic h  a r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  l i v e r s  f rom  

t h e  f e m a le s  no m a t t e r  w h e th e r  t h e  d i e t  i s  n o rm a l  chow o r  

e n r i c h e d  w i t h  s u c r o s e  o r  g l u c o s e  ( S ,A ,  H ashem i, B io c h e m is t r y  

D e p a r tm e n t ,  R oya l  H ollow ay C o l l e g e ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .
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A s i m i l a r  b u t  l e s s  s i g n i f i c a n t  t r e n d  w as  o b s e rv e d  by 

B r u c k d o r f e r  aj. ( 3 1 ) ,

Hence some sex  d i f f e r e n c e s  i n  enzyme l e v e l s  c o u ld  

f a v o u r  h i g h e r  serum  t r i g l y c e r i d e  p r o d u c t i o n  f ro m  c a r b o 

h y d r a t e  i n  m a le s  and some f e m a l e s .  O b v io u s ly  w i t h o u t  

f u r t h e r  c o m p a r a t iv e  k i n e t i c  d a t a  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  s t a t e  

w h ic h  enzymes a c t u a l l y  c o n t r o l  f a t  s y n t h e s i s  and g i v e  r i s e  

t o  t h e  serum  l e v e l s  o b s e r v e d  i n  a n im a ls  o f  b o t h  s e x e s .

So f a r ,  o n ly  t h e  s y n t h e s i s  o f  f a t s  h a s  b e e n  

c o n s i d e r e d .  The phenomenon o f  c l e a r i n g ,  c a t a l y s e d  by 

l i p o p r o t e i n  l i p a s e ,  i s  p e r h a p s  o f  e q u a l  im p o r ta n c e .  S t u d i e s  

by C r y e r  e t  a l  (2 7 9 )  p r o v i d e  one  e x p l a n a t i o n  o f  why d i e t a r y  

f r u c t o s e  g i v e s  r i s e  t o  h i g h e r  serum  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s  

t h a n  g l u c o s e  i n  m ale  r a t s .  T h e se  w o r k e r s  b e l i e v e  t h a t  

i n s u l i n ,  t h e  s y n t h e s i s  o f  w h ich  i s  s t i m u l a t e d  by g l u c o s e  

and n o t  by f r u c t o s e ,  a c t i v a t e s  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  and h e n c e  

’ c l e a r i n g *  i s  m ore r a p i d  i n  a n im a ls  on  d i e t a r y  g l u c o s e  t h a n  

on  d i e t a r y  f r u c t o s e .  However, s t u d i e s  on  s e x  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  l e v e l s  o f  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  h a v e  b e e n  l i m i t e d ,  

B r u c k d o r f e r  and c o - w o r k e r s  (3 1 )  h a v e  p r e s e n t e d  d a t a  w h ic h  

s u g g e s t  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  enzyme l e v e l s  i n  t h e  a d ip o s e  

t i s s u e s  o f  m ale  and f e m a l e  r a t s  i s  n o t  l a r g e :  no s t a t i s t i c a l

i n f o r m a t i o n  was g i v e n ,  h o w e v e r .  O b v io u s ly  f u r t h e r  work i s  

r e q u i r e d  on  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  i n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  how 

i m p o r t a n t  t h i s  enzyme i s  i n  c o n n e c t i o n  w i t h  s e x  d i f f e r e n c e s  

i n  r e s p o n s e  t o  d i e t a r y  c a r b o h y d r a t e s .  P o s s i b l e  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  i n s u l i n  i n  m ale  and  f e m a le  a n im a ls  s h o u ld  

a l s o  b e  b o r n e  i n  mind i n  r e l a t i o n  t o  t h e  r o l e  o f  t h e  l i p a s e .
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MATERIALS AND METHODS

M a t e r i a l s

A n a la r  g r a d e  c h e m i c a l s  w e re  u s e d  w henever  p o s s i b l e ;  

o t h e r  c h e m i c a l s  w e re  o f  t h e  b e s t  a v a i l a b l e  p u r i t y .

G l a s s  d i s t i l l e d  d e i o n i z e d  w a t e r  was u se d  f o r  

p r e p a r a t i o n  o f  s o l u t i o n s .

A n im als

Male and f e m a l e  W i s t a r - s t r a i n  r a t s  f rom  10 -1 2  w eeks 

o f  age  w e re  u s e d  f o r  a l l  e x p e r im e n t s  i n  v i v o  and i n  v i t r o . 

C a s t r a t e d  and h y p o p h y s e c to m iz e d  m a le  r a t s  w e re  o b t a i n e d  f ro m  

A n g l i a  L a b o r a to ry  A n im als  ( p a r t  o f  H u n t in g d o n  R e s e a rc h  C e n t r e ) ,  

A lc o n b u ry -H u n t in g d o n ,  U.K. The l a t t e r  a n im a ls  w e re  o p e r a t e d  on 

10 d a y s  b e f o r e  t h e  e x p e r i m e n t .

The a n im a ls  w e re  f e d  on a  C om m erc ia l  s to c k  d i e t  

( d i e t  80 s u p p l i e d  f ro m  E. D ixon and Son, L td ,  Ware, H e r t s  ad 

l i b i t u m  and k i l l e d  a s  needed  by c e r v i c a l  f r a c t u r e .  A l l  

e x p e r i m e n t s  w e re  s t a r t e d  b e tw e e n  7*30 and 9 ,0 0  a .m . i n  o r d e r  t o  

a v o id  any p o s s i b l e  c o m p l i c a t i o n s  d u e  t o  d i u r n a l  rh y th m s  

( 9 6 , 1 0 0 ) ,

Hormone T r e a tm e n t s

I n j e c t i o n s  o f  horm ones w ere  by t h e  s u b c u ta n e o u s  m ethod 

i n t o  t h e  abdomen.

P r e p a r a t i o n  o f  Hormone S o l u t i o n s  f o r  i n  v i v o  S t u d i e s _

( a ) .  A w eighed  amount o f  hormone was t r a n s f e r r e d  t o  a  t e s t

t u b e ,  a  s m a l l  amount o f  p r o p y le n e  -  g l y c o l  was added , t h e  m i x t u r e
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w as warmed t o  a b o u t  GO°C and s a l i n e  (0 .9%  NaCl a t  6 0 ° )  was 

added t o  g i b e  t h e  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  horm one. The f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o p y l e n e - g l y c o l  was n o t  a l lo w e d  t o  i n c r e a s e  

above 0 ,5% , v / v  ( 1 0 5 ) ,  The r e s u l t i n g  m i x t u r e  was p a s s e d  th r o u g h  

a  g l a s s  h o raogen ize r  w i t h  t e f l o n  p e s t l e  ( c l e a r a n c e  0 ,0 1 2  i n )  

s e v e r a l  t i m e s .  The r e s u l t i n g  f i n e  s u s p e n s i o n  o f  hormone i n  

p r o p y l e n e - g l y c o l / s a l i n e  was t h e n  s t e r i l i z e d  by a u t o c l a v i n g  a t  

1 20°  f o r  30 m in.

(b )  I n  some e x p e r i m e n t s ,  a s  d e s i g n a t e d ,  t h e  hormone was

d i s s o l v e d  i n  c o r n  o i l  w i t h o u t  s u b s e q u e n t  s t e r i l i z a t i o n .

Hormone S t u d i e s  w i t h  L i v e r  S l i c e s

L iv e r  s l i c e s  w ere  p r e p a r e d  w i t h i n  5 -1 0  m in . o f  

s a c r i f i c i n g  t h e  r a t .  About 3 - 4  s l i c e s  ( t o t a l  w t ,  5 0 0 -  10 mg) 

w e re  i n c u b a t e d  i n  K r e b s - R in g e r  p h o s p h a te ,  pH 7 ,4  (118)  w i t h  o r  

w i t h o u t  added hormone i n  g l a s s  s t o p p e r e d  t e s t  t u b e s .  The 

i n c u b a t i o n  m i x t u r e  was k e p t  u n d e r  a  5% /(0  /CO ) a tm o s p h e re  a t  

37 C f o r  t h e  p r e s c r i b e d  t i m e .  Hormones w e re  d i s s o l v e d  i n  0,5% 

p r c p y l e n e - g l y c o l  i n  0,9% s a l i n e  s o l u t i o n  and 0 , 2 - 0 , 5  ml o f  t h e s e  

s o l u t i o n s  made up t o  10 ml w i t h  K r e b s - R in g e r  p h o s p h a te  s o l u t i o n .  

The f i n a l  hormone c o n c e n t r a t i o n  was 1 mg/10 ml and t h e  p r o p y le n e  

g l y c o l  c o n c e n t r a t i o n  w as n o t  a l lo w e d  t o  e x c ee d  0,5% , v / v .

C o n t r o l  d i g e s t s  c o n t a i n e d  t h e  hormone v e h i c l e  w i t h  t h e  same f i n a l  

g l y c o l  c o n c e n t r a t i o n  a s  t h e  h o r m o n e - c o n ta in in g  d i g e s t s .

L iv e r  Enzyme P r e p a r a t i o n s

L i v e r s  w e re  hom ogenized  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  i c e - c o l d  

s o l u t i o n  ( 1 : 2 ,  w /v )  u s i n g  a  g l a s s  h o m o g en iz e r  w i t h  a  t e f l o n
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p e s t l e  ( c l e a r a n c e  0 ,0 1 2 - 0 .0 1 5  i n ) ,  NAD-dependent g l y c e r o l  

d e h y d ro g e n a s e  p r e p a r a t i o n s  w ere  made i n  150 mM KCl-2 raM KHCO^ 

( 2 3 ) ,  NADP-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  i n  d i s t i l l e d  w a te r  

(1 0 6 ,  107) and g l y c e r o l  k i n a s e  i n  150 mM KCl -  2 mM KHCO^ pH 7 ,4  

( 1 1 3 ) ,  The r e s u l t i n g  hom ogenate s  w e re  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 ,0 0 0 x g  

f o r  60 m in  a t  0 -4 °C ,

Enzyme A ssa y s

T h e se  a r e  d e s c r i b e d  a s  f o o t - n o t e s  u n d e r  T a b l e s  i n  t h e  

R e s u l t s  and D i s c u s s i o n  s e c t i o n .  They w e re  a l l  c a r r i e d  o u t  w i t h  

c r u d e  lOOiOOOg s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n s :

NAD-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  -  T a b le  I I  ( 2 3 ) ,  

NADP-dependent g l y c e r o l  d e h y d ro g e n a s e  -  T a b le  VII ( 2 1 ) ,  

G l y c e r o l  k i n a s e  -  T a b le  XI ( 6 5 ) ,

The s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  q u o te d  i n  t h e  c a s e  o f  j jn  v i t r o  s t u d i e s  

w i t h  l i v e r  s l i c e s  r e l a t e  t o  t h e  t o t a l  a c t i v i t i e s  m easu red  i n  t h e  

s l i c e  ho raogena tes  and t h e  b a t h i n g  m e d ia .

P a p e r  C hrom atography

Whatman No. 3 p a p e r  was u se d  f o r  s e p a r a t i n g  

g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  f rom  u n r e a c t e d ,  l a b e l l e d  g l y c e r o l  i n  t h e  

g l y c e r o l  k i n a s e  a s s a y .  D e sc e n d in g  c h ro m a to g ra p h y  was em ployed 

( a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m ethod u se d  by B enson _et _gl ( 3 9 ) )  

u s i n g  s t r i p s  o f  Whatman No. 3 p a p e r  ( 2 . 5  cm w i d t h ) .  The 

s o l v e n t  sy s te m  u s e d  was t h e  second  s o l v e n t  employed by C row ley  

e t  a l  (3 2 )  and i t  was p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :

S o l u t i o n  A B u t a n e - l - o l  1246 ml

w a t e r  84 ml

S o l u t i o n  B P r o p io n i c  a c id  620 ml

w a t e r  790 ml
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E q u a l  vo lum e o f  s o l u t i o n s  A and B w ere  f r e s h l y  m ixed j u s t  

b e f o r e  u s e .

P r i o r  s a t u r a t i o n  o f  t h e  a tm o s p h e re  was n o t  em p loyed , 

b u t  a b o u t  0 , 5  cm o f  s o l v e n t  was p l a c e d  i n  t h e  b o t to m  o f  t h e  

c h ro m a to g ra p h y  t a n k  and s e p a r a t i o n  was a c h ie v e d  a t  room 

t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t  ( 1 2 -1 4  h r ) .  A f t e r  t h a t  t im e  t h e  s t r i p s  

o f  p a p e r  w ere  removed f ro m  t h e  t a n k ,  d r i e d  i n  a i r  and f u r t h e r  

i n  a  v e n t i l a t e d  o ven  a t  60°C, U s in g  s t a n d a r d  compounds i t  

was shown t h a t  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  and g l y c e r o l  e x h i b i t e d  Rf 

v a l u e s  o f  0 .1 8  and 0 , 7 5 ,  r e s p e c t i v e l y ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  

d e s c r i b e d .  T h e se  compounds w e re  d e t e c t e d  on  t h e  p a p e r  by 

m ethod d e s c r i b e d  by S m ith  ( 8 3 ) ,  A re a s  o f  p a p e r  c o n t a i n i n g  

u n r e a c t e d  g l y c e r o l  and s y n t h e s i z e d  g l y c e r o l  3 - p h o s p h a t e  w e re  

c u t  o u t ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  s c i n t i l l a t i o n  v i a l  c o n t a i n i n g  10 ml 

o f  s c i n t i l l a n t  (7 g  B u ty l  PBD i n  I L  t o l u e n e ) ,  and t h e  

r a d i o a c t i v i t y  m easu red  i n  a  P a c k a rd  T r i - c a r b  l i q u i d  S c i n t i l l a t i o n  

C o u n t e r ,

P r o t e i n  E s t i m a t i o n

The p r o t e i n  c o n t e n t  o f  a l l  enzyme p r e p a r a t i o n  was 

m ea su red  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  (Unlearn SP 500 s p e c t r o 

p h o to m e te r )  by t h e  m ethod o f  Lowry e t  aL (9 4 )  e x c e p t  t h a t  t h e  

F o l i n - C i o c a l t e u  r e a g e n t  was d i l u t e d  w i t h  an  e q u a l  vo lum e o f  

w a t e r .  Human serum  a lb u m in  was u se d  a s  a  s t a n d a r d .

E x a m in a t io n  o f  L iv e r  C e l l  F r a c t i o n s  f o r  G l y c e r o l  K in a s e  A c t i v i t y

F r a c t i o n a t i o n  o f  m a le  and f e m a le  r a t  l i v e r  h o m o g en a te s  

i n  250 mM s u c r o s e  -  1 mM EDTA pH 7 ,0  ( t h e  r a t i o  o f  t i s s u e  t o  

b u f f e r  s o l u t i o n  was 1 : 1 1 ,  w /v )  was a c h ie v e d  by c e n t r i f u g a t i o n
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a t  650xg (10 m in ) ,  2 2 ,5 0 0 x g  (10 m in) and 1 0 0 ,0 0 0 x g  (30 m in) 

( 1 9 4 ) ,  The r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e s  w e r e ,  i n  a l l  c a s e s ,  washed 

w i t h  s u c r o s e  -  EDTA s o l u t i o n  , r e i s o l a t e d  by c e n t r i 

f u g a t i o n  and su sp en d e d  i n  KCl-KHCO^ b u f f e r  and s o n i c a t e d  

(30  s e c . ) .  The d i s r u p t e d  o r g a n e l l e  p r e p a r a t i o n s  and t h e  

o r i g i n a l  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n s  w ere  a s s a y e d  f o r  g l y c e r o l  k i n a s e  

a c t i v i t y  a s  d e s c r i b e d  i n  T a b le  X I,
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