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TOM 111 1957 ZESZYT 1

JERZY PAWELKIEWICZ

Witaminy grupy B 12 i ich biosynteza

i. Wstep

Odkrycie wlitaminu Bi2 wigze sie $cisle z badaniami nad czynnikami
przeciwanemicznymi zawartymi w watrobie zwierzecej. Badania te
zainicjowali 30 lat temu dwaj amerykanscy uczeni Minot i Murphy
(129) stwierdzajac, ze surowa watroba zwierzeca, podawana ludziom
doustnie w duzych dawkach, cofa objawy choroby Addison-Biermera
czyli anemii ztosSliwej. Od tego momentu rozpoczeto prace nad otrzy-
mywaniem ekstraktéw zawierajacych czynng substancje. Miaty one
zastgpi¢ w terapii surowg watrobe. W roku 1928 Cohn ( wspdlipra-
cownicy (40) wykazuja, ze substancje czynne mozna wyekstrahowaé
z watroby wodg szczegllnie w stabo kwasnym odczynie a nastepnie
uwolni¢ od biatek ;i szeregu innych substancji dodajgc do wodnego wy-
ciggu alkoholu do stezenia 70%. Po odfiltrowaniu zanieczyszczen dal-
sze podwyzszenie stezenia alkoholu w przesaczu do 95°/0 wytraca
osad zawierajgcy zaadsorbowany czynny skiladnik. Postepowanie po-
wyzsze daje t. zw. ,frakcje G Cohna", ktorg z powodzeniem stosowano
w terapii anemii ztosliwej. Ci sami badacze wykazali, ze aktywny
czynnik mozna wyekstrahowa¢ z wodnego roztworu butanolem oraz
ze wytragca go kwas fosforowoframowy, natomiast nie wytraca octan
otowiawy. Oczyszczong ,frakcje G" Cohna uzywano juz do injekcji.

Nowe metody frakcjonowania czynnika przeciwanemicznego opra-
cowali Dakin i wspotpracownicy (48), (49) opierajac je na wytrace-
niu zanieczyszczen alkoholowymi roztworami octanu wapniowego.

Jeszcze bardziej aktywne preparaty otrzymali w roku 1936 Sub-

barow, Jacobson i Prochownik (182).
W tym samym roku waznego odkrycia dokonali badacze norwescy
Laland i Kitem wykazujgc, ze aktywny czynnik mozna ekstraho-

waé z wodnego roztworu uptynnionym fenolem (122). ROwniez stwier-
dzili oni, ze zwigzek ten adsorbuje”e na weglu aktywnym, skad wy-
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eluowa¢ go mozna fenolem. Ich zastuga jest rowniez wykazanie, ze
z odpowiednio oczyszczonych bezwodnych koncentratéw zwigzek
czynny #tugujg alkohole metylowy i etylowy i ze z tych roztworow
wytragca je eter. Znaczny postep jakiego dokonali wymienieni ba-
dacze skandynawscy pozwolit dm po raz pierwszy w historii badan nad
czynnikami przeciwanemicznymi uzyska¢ preparaty, ktore byly
czynne klinicznie w dawkach miligramowych.

Nastepne 10 lat nie przyniosty nowych odkry¢. W roku 1945 Sub-
barow i wspodtpracownicy (181) w referatowej pracy na temat czy-
nnika przeciwanemicznego wyrazajg nawet poglad, ze nie bedzie mo-
zliwe wyodrebnienie takiej substancji, gdyz zapewne chodzi tu o caly
zespbét zwigzkéw wspoélnie dziatajacych. Whrew tej pesymistycznej
opinii rok pozniej Emery i Parker (66) wykorzystujgc uprzednio
opublikowane metody donoszg o otrzymaniu preparatu, ktéry w poje-
dynczej jednomiligramowej dawce byt w peini klinicznie czynny.
W owym czasie wydawalo sie, ze preparat ten jest prawie czystym
zwigzkiem przeciwanemieznym. Dzi$ wiemy, ze zawierat on tylko
ok. 1% witamimu Bi2. Postep prac nad wyodrebnieniem czynnika prze-
ciw anemii; ztosliwej odbywat sie bardzo powoli. Przyczyng tego byita
konieczno$é przeprowadzania kontroli klinicznej kazdej z otrzymy-
wanych frakcji. Obiektem doswiadczalnym byt cztowiek a dobdr odpo-
wiednich chorych, nieuniknione indywidualne reakcje poszczeg6linych
pacjentéw utrudniialy i przedtuzaty czas badan. Doniostym wiec, cho¢
dla samego odkrycia witaminu Bi2 nie najwazniejszym, byto odkrycie
Shorba (163) stwierdzajace, ze klinicznie czynne preparaty watro-
bowe zawierajg jednoczes$nie substancje wzrostowe dla bakterii! kwasu
mlekowego — Lactobacillus lactis Dorner — oraz ze miedzy aktyw-
noscig kliniczng a mikrobiologiczng zachodzi prosta zaleznos¢.

Wykorzystujgc czesciowo testy mikrobiologiczne podane przez
Shorba (164) (165), badacze amerykanscy Rickes, Brink, Ko-
niuszy, Wood i Folkers izolujg w roku 1948 po raz pierwszy
wiasciwy czynnik przeciwanemiczny (146) i nazywajag go witamli-
nem Bi?Z2.

Kilka tygodni pdzniej niezaleznie od odkrycia badaczy ameryka-
nskich, zwigzek ten izolujg w Anglii Lester Smith i Parker
(177). Trzeba tu zaznaczy¢, ze badacze angielscy calg prace izolacji
witaminu Bi2 kontrolowali prawie wytgcznie klinicznie. Trudnos$ci na
jakie napotykano przy wyodrebnianiu witaminu Bi2 ilustrujg najlepiej
uzyskiwane w tym czasie wydajnosci witaminu wynoszace $rednio
15 mg krystalicznego preparatu z 1000 kg Swiezej watroby (69).
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W historii odkrycia wiitaminu B2 nie mozna pomingé prac zy-
wieniowych prowadzonych w szeregu os$rodkach badawczych, ktdre
doprowadzity do powstania pojecia t zw. ,czynnika biatka zwierzece-
go" (Animal Protein Factor).

Doswiadczenia zywieniowe przeprowadzone jeszcze w latach trzy-
dziestych, wykazaty, ze szczury hodowane na uproszczonej diecie za-
wierajgcej tylko kompleks witamindw B pochodzenia roslinnego, cier-
pig na zaburzenia rozwojowe spowodowane brakiem nieznanych wow-
czas czynnikéw dodatkowych (w badaniach tych nieznany zwigzek
nazywano czynnikiem X). Zaburzenia te wystepowaty szczegdlnie ostro
w okresie cigzy i laktacji zwierzat, przy czym mozna je byto usungé
podajgc zwierzetom S$wiezg watrobe lub ekstrakty watrobowe (45),
(46), (34).

W miedzyczasie podobne doswiadczenia wykonywano na kurcze-
tach i wykazano, ze gdy ptakom podawac tylko biatko pochodzenia
roslinnego rosng one wolniej od kurczat kontrolnych. Wzrost przy-
spieszat dodatek maczki rybnej z sardynek, maczki watrobowej, lub
substancji zawartych w wyciekach z ryb (fish solubles) (34) (35 (93).
Podobny wptyw wywierat dodatek do paszy katu kréw lub zawartosci
zwacza zwierzat przezuwajacych (94) (186).

Z wszystkich tych badan wynikato, ze w szeregu dodawanych sub-
stancjach znajduje sie czynny zwigzek o charakterze witaminowym,
nie wystepujacy w materiale rosSlinnym, a jedynie w zwierzecym.
Stad tez powstato jego okreSlenie jako ,czynnika biatka zwierzece-
go“*)

Rubin i Bird otrzymali z katu krow koncentraty zawierajgce
ten zwigzek (155), (156), (9)( i stwierdzili, ze nie jeston identyczny ani
z kwasem fiolowym, ani z witaminem Bo. Bogatym zrodtem czynnika
biatka zwierzecego (lub czynnika X dla szczuréw) okazaty sie zagesz-
czone ekstrakty watrobowe czynne rowniez przeciw anemii ztosliwej
(133) (32). Gdy dalej wykazano, ze pewne tlenowe bakterie wyizolo-
wane z katu kur zawierajg czynnik przeciwanemiczny (180) stato sie
wyraznym, ze ,czynnik biatka zwierzecego" jest identyczny z aktyw-
nym zwigzkiem zwalczajagcym anenie ztoSliwg. Hipoteze te potwier-
dzity bezposrednie badania przeprowadzone na kurczetach i szczurach
(134), (63). Witamin B#2 zastepowal w nich ,czynnik biatka zwierze-
cego".

* W historycznym ujeciu — czynnikiem biatka zwierzecego — nazywano tylko
te substancje, ktéra byta niezbedna dla normalnego rozwoju drobiu. W analogicz-
nych badaniach zywieniowych przeprowadzanych na innych zwierzetach nadawano
temu czynnikowi inne nazwy jak np.: ,Factor X", ,Hatchability factor", ,,Cow ma-
nure factor", ,,Zooplierin".
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2. Otrzymywanie witaminu B12

Dotychczasowe badania wykazaly, ze witamin Biz jest syntetyzo-
wany wytacznie przez drobnoustroje. Ani ros$liny zielone (78), z wy-
jatkiem Kkilku alg (26), ani ustroje zwierzece tej zdolno$ci nie posiada-
ja. Wystepowanie witaminu Bi2 w tkankach i organach zwierzecych
ttumaczymy nagromadzaniem sie go z pozywienia, albo z flory jelito-
wej syntetyzujgcej ten zwigzek. Najbogatszym w witamin Bi2 orga-
nem zwierzecym sg nerki i watroba.

Mimo, ze witamin Bi2z wyodrebniono po raz pierwszy w stanie czy-
stym z watroby zwierzecej, tuz zaraz po jego odkryciu badacze ame-
rykanscy wykazali réwniez, ze bogatym Zrddiem nadajacym sie dla
celow przemystowych, sa niektére drobnoustroje (148). Znalezli oni
substancje czynne w Kkulturach Mycobacterium smegmatis, Lactoba-
cillus arabinosus, Bacillus subtilis i szeregu promieniowcdw, jak Strep-
tomyces roseochromogenus, Streptomyces griseus, Streptomyces anti-
bioticus. Z hodowli Streptomyces griseus autorzy ci otrzymali witamin
Bi2 w stanie krystalicznym (148).

Obecnie produkcja krystalicznego witaminu Bi2 opiera sie wytgcz-
nie na surowcu mikrobiologicznym. Wykorzystuje sie w tym celu pro-
dukty uboczne fabrykacji streptomycyny, chlorotetracykliny i innych
antybiotykéw, a nadto przerabia sie kultury Bacillus megtherium i ba-
kterii propionowych. Ostatnio zwrdcono baczniejszag uwage na inny ta-
ni surowiec a mianowicie na przefermentowane w oczyszczalniach
Scieki miejskie (83), (8), (111).

Trudno$ci zwigzane z otrzymywaniem witaminu Bi2 polegajg, na
tym, Zze substancja ta wystepuje w matych stezeniach. Np. maksyma-
Ine, dzi$ osiggalne, stezenia witaminu w kulturach Streptomyces oli-
vaceus wynoszg ok. 3 mg na litr pozywki (141), a w kulturach Propio-
nibacterium shermanii do 10 mg w 1 1 hodowli (192). Stad otrzymy-
wanie znaczniejszych ilosci witaminu byto, zwtaszcza w poczatkowych
okresach badan, zwigzane z duzymi trudnos$ciami technicznymi. Dane
literaturowe z tego okresu czasu byty bardzo skape, a same metody
byty przez diugi czas tajemnicami fabrycznymi.

Z biegiem czasu odkrywcy witaminu Bi2 ujawnili pewne szcze-
goty (69) (172), a nastepnie w 3 lata po odkryciu flitamimu Bi2 poja-
wity sie publikacje i innych os$rodkéw badawczych zajmujacych sie
tym problemem. (107), (159). Dzi$ literatura tego przedmiotu, zwlaszcza
patentowa, jest bardzo szeroka.

W Polsce metode otrzymywania koncentratow witaminu B2 z ho-
dowli promieniowcow opracowali Borensztajn i Kuryto wicz
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(13), a metode otrzymywania krystalicznego preparatu Janicki i wspét-
pracownicy (114).

W metodach izolacji krystalicznego witaminu Bi2 z materiatu bio-
logicznego mozemy wyr6zni¢ 4 fazy procesu oczyszczania. Polegaja
one na:

1) na uwolnieniu witaminu Bi2 z potgczeh biatkowych na drodze
termicznej, a niekiedy dodatkowo na drodze enzymatycznej

2) adsorbcji witaminu na okre$lonym statym adsorbencie (weglu
aktywowanym, bentonicie) i jego elucji rozpuszczalnikami organicz-
nymi lub wodnymi roztworami zwigzk6w nieorganicznych

3) zageszczeniu i oczyszczeniu otrzymanego eluatu na drodze se-
lektywnych ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi (fenolem i je-
go pochodnymi, alk. butylowym, benzylowym) i

4) chromatograficznym oczyszczeniu uzyskanego koncentratu i kry-
stalizacji witaminu z wodnego acetonu.

W zaleznosci od uzytego surowca oraz od jakos$ci i iloSci wystepu-
jacych w nim zanieczyszczen spotyka sie szereg modyfikacji w po-
szczegblnych fazach procesu krystalizacji. Uzywajagc bogatego surowca
witaminu Biz np. odwirowanych komoérek bakterii kwasu propionowe-
go, mozna metode wydobycia jeszcze bardziej uproscic.

3. Metody oznaczania witaminu B12

Istniejgce metody oznaczania witaminu Bi2 dzielg sie na metody:
a) fizyko-chemiczne
b) biologiczne i
c) mikrobiologiczne
Znane sg réwniez testy kliniczne.

a) Metody fizyko-chemiczne

W czystych i wolnych od zanieczyszczen roztworach mozna ozna-
czy¢ stezenie witaminu Bi2 na drodze prostego pomiaru koloryme-
trycznego lub spektrofotometrycznego. Zasadg nielicznych metod ana-
litycznych opartych na tym zalozeniu jest iloSciowe wydobycie wita-
minu z badanego materiatu i staranne oczyszczenie koncentratu.

Kolorymetryczng metode onaczania witaminu si2 w ekstraktach
watrobowych podali Lens i wspoOtpracownicy (124), w preparatach
wielowitaminowych Marsh i Kuzel (127), a w przefermentowa-
nych S$ciekach miejskich Janicki i wspdtpracownicy (111). Ponie-
waz staranne oczyszczenie koncentratdw moze by¢ potaczone ze zna-
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cznymi stratami witaminu, Bacher, Boley i Shonk (3) pota-
czyli zasade pomiaru spektrofotometrycznego z technika izotopowego
rozcienczania. W metodzie tych autorow dodaje sie do proby matg
ilos¢ witaminu Biz znaczonego promieniotwérczym kobaltem, po ,czym
po starannym oczyszczeniu koncentratu oznacza sie w nim aktywnosé
oraz stezenie wiitaminu. Z rozciehczenia witaminu Co060—Bi2 wylicza
sie wielkos$¢ strat i koryguje wynik pomiaru spektrofotometrycznego.
Standartowe odchylenie metody dla trudnych analiz wynosi 4,3%.
Wydaje sie, ze metoda ta winna znale$¢ szersze zastosowanie réwniez
dla oznaczania innych witaminow grupy Biz.

Inng ciekawa metode spektrofotometryczng podali Rudkin i Ta-
ylor (157). Metoda oparta jest na istnieniu roéznicy widm absorpcyj-
nych witaminu Biz i jego kompleksu dwucyjanowego tworzacego sie
w alkalicznym $rodowisku wobec nadmiaru jonéw CN. Badacze ci
obliczali zawarto$¢ wdtaminu Biz w roztworze z pomiaréw roznicy
ekstynkcji obu form dla fali o diugosci 582 ma, Warto$¢ tej metody
polega na tym, Ze zanieczyszczenia zawarte w roztworze nie wply-
wajg na roznice ekstynkcji roztwordw w badanym zakresie widma
i stad nie zachodzi potrzeba intensywnego oczyszczania koncentratu.
Modyfikacje metody Rud kina i Taylora opracowali u nas Ja-
nicki' i wspoétpracownicy (112).

Pozostate znane chemiczne metody oznaczania witaminu, oparte
albo na ilosciowym pomiarze uwolnionego hydrolitycznie 5,6-dwume-
tylobenzimidazolu, lub uwolnionego fotolitycznie cyjanowodoru z cza-
steczki witaminu Bi2 s jeszcze mniej specyficzne, od podanych wyzej,
i majg dzi$ raczej znaczenie historyczne (16), (15)( (188). To samo mo-
zna powiedzie¢ o metodzi Heinricha (97) opartej na koloryme-
trycznym pomiarze estru t. zw. ,czerwonego kwasu", barwnego frag-
mentu czasteczki witaminu Bi2 powstajgcego z niego w czasie hydro-
litycznego rozpadu.

Wszystkie metody fizyko-chemiczne sg przydatne tylko do ozna-
czania znaczniejszych (eonajmniej 10—100 ug) ilosci witaminu i dla-
tego ich uzytecznos$é jest silnie ograniczona,

b) Metody biologiczne

Szereg zwierzat hodowanych na diecie wytgcznie roslinnej wolnej
od witaminu BJ2 cierpi na zaburzenia wzrostu. Szczegélnie tatwo mo-
zna wywota¢ i zaobserwowac to zjawisko u kurczat, a dalej u biiatych
szczurow i myszy. Metody biologiczne oznaczania witaminu Bi2 opie-
rajag sie na badaniu dziatania wzrostowego badanych préb na odwi-
taminizowanych zwierzetach dos$wiadczalnych. Duzg trudno$¢ stwarza
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tu dostateczne odwitarninizowame zwierzat. Przyczyna tego lezy
w tym, ze miode organizmy uzywane do badah czesto posiadajg znacz-
ne iloSci zmagazynowanego witaminu pochodzgcego od rodzicow. Nad-
to zwierzeta moga absorbowac¢ pewne iloSci witaminu syntetyzowanego
przez flore przewodu pokarmowego. Z tych powodéw w doswiadcze-
niach z kurczetami uzywa sie np. tylko tych ptakow, ktore wylegty
sie z jaj kur hodowanych na diecie ubogiej w witamin Bi2 oraz chroni
sie je od zetkniecia z katem (39). Rdéwniez dla przyspieszenia od-
witaminizowania zwierzat stosuje sie specjalne diety jak np. z zawar-
toscig jodowanej kazeiny lub tyroksyny (14), (132), z dodatkiem lakto-
zy (47), ,czy z duza zawarto$cig biatka (191) lub ttuszczu (179).

W metodach biologicznych do badah uzywa sie znaczniejszej licz-
by zwiierzat i wylicza wartosci S$rednie przyrostu wag, a jednoczes$nie
z indywidualnych odchylen okresla sie dokladnos¢ metody z pomoca
wyliczen statystycznych.

Jakkolwiek ze wszystkich znanych metod metody biologiczne moga
wydawac sie najbardziej obiektywne, choéby ze wzgledu na to, ze
nie reagujg w nich inne zwigzki nalezgce do grupy witaminu Bi2*
rowniez d one nie sa bezwzlednie specyficzne. Istnieje szereg danych
wskazujgcych na obecnos¢ niezbadanych dotagd czynnikéw wptywa-
jacych na wzrost zwierzat doswiadczalnych (37), (39).

c) Metody mikrobiologiczne

Metody mikrobiologiczne sg najczesciej stosowane do ilosciowych
oznaczen witaminu Biz2. Sg to metody proste a zarazem bardzo czule.
Przy ich pomocy mozna wykry¢ i oznaczy¢ witamin Bi2 jeszcze w ste-
zeniu 10—15 g/ml. Oznaczenie witaminu metodami mikrobiologicznymi
polega na pomiarze wzrostu odpowiedniego drobnoustroiii testowego.
Wzrost ten jest w pewnym zakresie proporcjonalny do stezenia wita-
minu. Wzrost mikroorganizméw testowych mozemy mierzyé w rdzny
sposéb. W metodach probowkowych mierzymy go nefelometrycznie,
slkalimetrycznie lub potencjometryczinie (np. dla bakterii kwasu mle-
kowego) oraz kolorymetrycznie (dla Euglena gracilis oznaczajgc ilo$¢
wyekstrahowanego chlorofilu). W metodach ptytowych (uzywanych
gtownie dla E coli) mierzy sie, na zestalonej agarem pozywce, powie-
rzchnie lub S$rednice okragtych plam wzrostu powstatych woko6t metalo-
wego cylinderka (technika cylinderkowa) lub wokdt matych krazkéw
bibuty wysyconych badanym roztworem i natozonych na zestalong

* Stabg czynnos$¢ posiada tylko t zw. witamin B2 iii (5-hydroksybenzimidazolo-
cyjanokobalamina) (37).
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pozywke (pad technige). Czesto zamiast pomiaru powierzchni plam
wzrostowych wazy sie proporcjonalng do niej wage wycietych kraz-
kéw papieru, na ktéry skopiowano lub sfotografowano plamy (71).

Liczba mikroorganizméw uzywanych do oznaczania witaminu Bio
jest dos¢ znaczna (78). NajczeSciej stosuje sie szczep Escherichia coli
113—3, Lactobacillus leichmanii, Euglena gracilis i Ochromonas mal-
hamensis.

Escherichia coli 113—3

W roku 1950 Davis i Mingioli (50) izolowali szereg mutan-
tow E. coli, ktore potrzebowaty dla swego wzrostu witamiinu Biz. Je-
den ze szczepOw oznaczony numerem 113—3 wykazywat szybki d po-
wtarzalny wzrost. Szczep ten wprowadzono do praktyki analitycznej.
Stosuje sie go zaréwno w metodzie probowkowej jak i pitytowej. Do
najbardziej znanych metod z E. coli nalezg metoda probéwkowa Burk-

holdera (30) i ptytowa Harrisona i wspotpracownikéw (95).
Opisano iszereg modyfikacji tych metod (189). W Polsce podobne meto-
dy opracowali Bogucka, Iwanowska ,j Kagkol (10). Meto-

dy z mutantem E. coli nie sg specyficzne. Podobne dziatanie wzrostowe
jak witamin Biz wywiera metionina (11). W metodzie ptytowej wzrost
wywotany metioning manifestuje sie charakterystycznym dyfuzyjnym
wyglagdem plamy wzrostowej. Najbardziej charakterystycznym dla
E. coli jest to, ze drobnoustroj ten reaguje prawie ze wszystkimi zwigz-
kami grupy witaminu Bi2 (p. tabl. 1). Wrazliwo$¢ E. coli na poszcze-
gélne kobalaminy jest r6zna w metodach probdwkowych i ptytowych.
Poréwnujgc w obu metodach wzrost wywotany obecno$aig roéznych
zwigzkOw grupy witaminu Bi2 i stosujgc czysty witamin Bi2 jako stan-
dart obserwujemy prawie zawsze wyzsze wyniki w metodzie ptytowej.
Stwierdzenie tymi metodami réznych aktywnosci w badanych prébach
(w pordwnaniu do aktywno$ci witaminu Bi2) $Swiadczy zawsze o obec-
nosci innych kobalamin. Metode piytowa z E. coli mozna uwazaé¢ za
test zbiorczy dla witaminow grupy Bi2.

Lactobacillus leichmanii

Do oznaczania zawarto$ci witaminu Bi2 po raz pierwszy zastoso-
wano bakterie kwasu mlekowego — Lactobacillus lactis Dorner —
(164), (165). Dzi$ metody te prawie zupeitnie zarzucono jako metody
mato specyficzne i trudne. Szereg czynnikdéw jak np. obecno$¢ $rod-
kow redukcyjnych w pozywce, stezenie COz, tymidyny i innych dezo-
ksyribozydoéw wptywa znacznie na wzrost tego drobnoustroju. Na
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miejsce szczepu Dorn era Skeggs i wspotpracowruicy (168) wpro-
wadzili Lactobacillus leichmanii. Metoda z L. leichmanii byta modyfi-
kowana przez szereg autoréw (168) (183) (65). W Polsce zajmowali sie
nig Borensztajn i Kuryto wicz (13). Autoklawowanie préb
zawierajagcych witamin Bizb z pozywka stosowang dla L. leichmanii
czesto prowadzi do utraty znacznej czeSci aktywnosci. Dla stabilizacji
witaminu Bizb Soars i Hendlin (178) zalecili dodawac¢ przed
autoklawowamiem $lady cyjankow, ktore przeksztatcajg ten zwigzek
w trwaty witamin Bi2. Réwniez dodatek kwasu tioglikolowego chroni
witaminy przed inaktywacjg (162). Metody z Lactobacillus leichmanii
posiadajg szereg zalet jak wysokg czuto$¢ (4.uug/ml) i krotki czas in-
kubacji. Jednak podobnie jak inne bakterie kwasu mlekowego stoso-
wane do oznaczen witaminu Bi2, L. leichmanii nie jest drobnoustrojem
specyficznym. Tymidyna i inne dezoksyribozydy zastepujg witamin
Bi2. W prdbach bogatych w te substancje (jadra komoérkowe) o niskiej
zawartosci witaminu otrzymuje sie wyniki zbyt wysokie. Zwykle je-
dnak proste rozcienczanie proby eliminuje wplyw dezoksyribozydéw
i dlatego metody te sg szeroko stosowane w pracowniach do oznacza-
nia witaminu Biz.

Euglena gracilis

Hutner i wspétpracownicy (106) po raz pierwszy zastosowali
Euglena gracilis do oznaczania witaminu Biz. Metoda tych autoréw
odznaczatla sie wielkg prostotg pozywki i .czutoSciag. Stezenie witaminu
Bi2 potrzebne do osiagniecia potowy maksymalnego wzrostu organiz-
mu wynosito 10 i~g/ml (10 11 g/ml). Euglena gracilis nie reaguje na
obecno$¢ metioniny ani dezoksyribozyddéw. Natomiast czynne dla
Euglena gracilis sg adeninocyjanokobalamina (pseudowitamin Bi2)
oraz 2-metyloadeniinocyjanokobalamina (czynnik A), zwigzki nieaktyw-
ne w terapii anemii ztoSliwej i w probach biologicznych (151) (73).
Robbins, Harvey i Stebbins opublikowali szereg analitycz-
nych danych wykonanych metodg z Euglena gracilis na réznym ma-
teriale (149) (150). Ross zastosowat E. gracilis do oznaczen witaminu
Biz w ptynach ustrojowych (153). Heinrich i Lahnann (98
znacznie uczulili metode opierajagc pomiar na wyekstrahowanym z ko-
morek E. gracilis chlorofilu mierzac jego stezenie fotometrycznie przy
uzyciu filtru 436 mu. W ten sposo6b, autorzy ci, wykazali jeszcze obec-
no$¢ witaminu Bi2 w stezeniu 10~15g/ml) (co odpowiada 2,2. 106 czgs-
teczkom /ml). Heinrich i wspotpracownicy (99) wprowadzili row-
niez do praktyki analitycznej nowy szczep ,Euglena gracilis isol. T"
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wyodrebniony przez Prdmgsheima i syntetyzujagcy wiecej chlo-
rofilu niz szczep Hutnera. Ostatnio, rowniez Ross, Hutner i Bach
(154) zastosowali nowy szczep Euglena gracilis ,szczep z"i zmodyfi-
kowang bogatszg pozywke.

W Polsce metode z Euglena gracilis adaptowali Janicki i wspotpra-
cownicy (113).

Ochromonas malhamensis

W roku 1953 Ford (73) wprowadzit do mikrobiologicznych metod
oznaczania witaminu Bi2 fotosyntetyzujacy mikroorganizm wyizolo-
wany przez Pringsheima Ochromonas malhamensis. W odrdznie-
niu od wszystkich poznanych dotad drobnoustrojow Ochromonas mal-
hamensis reaguje specyficznie na witamin Biz. Kobalaminy nieaktywne
w testach klinicznych lub prébach biologicznych sg réwniez nieczyn-
ne dla tego mikroorganizmu.

4. Chemia witaminu B12

a) Wtasnosci fizyczne i chemiczne witaminu Bai2

Witamin Biz krystalizuje z wodnych roztworéw acetonu w postaci
czerwono— fioletowych igiet w uktadzie ortorombowym (Rys. 1). Kry-
sztaty zawierajg do 17% wody kry-

stalizacyjnej (102). Wspo6tczynniki

refrakcji wynoszg odpowiednio

X = 1616, Y= 1652 i Z = 1,6645

(146). Krysztaty ogrzane do temp.

ok. 212° ciemniejg i nie topig sie

nawet w temp. 320° (148), (22). Wi-

tamin jest zwiagzkiem optycznie

czynnym. Wspotczynnik  skrecal-

nosci optycznej dla fali o dtugosci

6438 A wynosi [ajrs= —110° + 11°

(69), a dla fali 6563 A [a]ges = —59
Rys. 1. Mikroskopowy obraz Kkryszta- * 9 (22_)' W widmie absorpcyjnym
téw witaminu Bi2 obserwujemy (Rys. 2) charaktery-

styczne maksima dla fal o dtugosci
278, 361 i 550 nm. Wartosci wspdtczynnikéw ekstynkcji dla podanych
maksimow wynoszg Ej cm= 115,204 i 63 (22). WzOr sumaryczny wit.
Bi2: CesHo0014N14PCo (101), (12). Z dlamagnetyczno$ci czgsteczki
wywnioskowano, ze atom kobaltu jest trojwartosciowy (55).
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Witamin B]2 jest zwigzkiem trwatym. Diugotrwate ogrzewanie
w wodnym roztworze w granicach pH 4— 7 nie zmienia jego akty-
wnosci, a conajwyzej tylko nieznacznie (96), (91). w roztworach bar-

dziej kwasnych, a szczegdlnie w alkalicznych witamin, ulega stopnio-
wemu rozktadowi (147). Rozkiad przyspieszajg substancje utleniajace
lub redukujace. Nieczyste koncentraty wit. Bi2 sg mniej trwale od
preparatu krystalicznego (172).

Witamin Bi2 jest rozpuszczalny w wodzie (do 1,2%) w nizszych
alkoholach (metanolu, etanolu i butanolu), alk. benzylowym, fenolu, kre-
zolach i chlorofenolach. Nie rozpuszcza sie natomiast w typowych roz-
puszczalnikach organicznych jak w eterze, eterze naftowym, chlorofor-
mie, czterochlorku wegla, benzenie, jak réwniez w bezwodnym aceto-
nie. Rozpuszczalniki witaminu Bi2 ktdre same nie rozpuszczajg sie
w wodzie, ekstrahujg witamin z roztworow wodnych. Wspo6tczynnik
podziatu miedzy faze alk. benzylowego a faze wody jest niezalezny
od wartosci pH w granicach 4—9,5 i wynosi 0,8 (175). Bernhauer
i Friedrich stwierdzaja, ze pomiar wsp6tczynnika podzialu mie-
dzy faze wodnag a faze fenolu (lub jego pochodnych) w tréjchloroety-
lenie moze byé dobrym kryterium rozpoznawczym dla szeregu zwigz-
kéw z grupy witaminu Bi2 (8), (86).

b) Struktura chemiczna witaminu Bi#2
Gtownymi oSrodkami badan budowy .chemicznej witaminu Bi2 byt
w Stanach Zjednoczonych zesp6t Folkersa (laboratoria badawcze
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Mercka), a w Ajngli zespoty Lestera Smitha (laboratoria badawcze
f-my Glaxo), Petrova (British Drug Houses), prof. Tod da (Uniwer-
sytet w Cambridge), i Hodgkin (Uniwersytet w Cxfordzie). Gtodw-
nie tym osrodkom zawdzieczamy poznanie struktury wit. Biz. Po stwier-
dzeniu w czasteczce wit. Bi2 obecnosci Co i P (147) (171) w pierw-
szym okresie badan gtéwna uwaga badaczy skupita sie na izolowaniu
i identyfikacji produktéw kwasowej hydrolizy tego zwigzku. Pierwszym
w peini scharakteryzowanym fragmentem byt 5,6-dwumetylobenzimi-
dazol. (wzor I). Jego identyfikacji dokonali niezaleznie Brink i Fol
kers (17), (18) klasycznymi metodami chemii organicznej oraz Hol-
liday i wspoétautorzy (104), (4 postugujac sie technikg badan spek-
trofotometrycznych. Mniej drastyczne warunki hydrolizy (6 N HCI,
120°, 8 godz.) pozwolity grupie amerykanskiej wyizolowaé¢ glikozyd
dwumetylobenzimidazolu a mianowicie I-a-D-ribofuranozydo-5-6-dwu-
metylobenzimidazol (wzér 1) (20), (19) i budowe potwierdzi¢ syn-
tezg (105). Zwiazek ten nazwano a-ribazolem. Buchanan i wspét-
autorzy (29), (28) znalezli w produktach hydrolizy wit. Bi2 trzeci zwiga-
zek, ktory zidentyfikowali jako fosforan 2’- lub 3'-a-ribazolu. Do
analogicznych wynikow doszta grupa badaczy z British Drug
Houses (60), (4), (42). Tym ostatnim udato sie rowniez wykaza¢ na
podstawie subtelnych badan widmowych, ze atom N(s) pierscienia ben-
zimidazolowego jest bezposrednio koordynacyjnie powigzany z cen-
tralnym atomem kobaltu (5), (6). Kaczka i Folkers (117) na
podstawie badah porownawczych chromatograficznych przypisali wy-
odrebnionemu z wit. Biz nukleotydowi wzér fosforanu 3-a-ribatzolu
(wzor I1). Warto tu zwrdci¢ uwage, ze w tym nukleotydzie wystepuje
wigzanie a-gl,ikozydowe w odréznieniu od P-wigzania w nukleotydach
kwasow nukleinowych.

Innym hydrolitycznym produktem rozkiadu wit. Biz byta précz
amoniaku, bezbarwna substancja, nieabsorbujgca selektywnie w ultra-
fiolecie, lecz dajagca purpurowe zabarwienie z niinhydryng. Poczatkowo
El lis i wspdtprac. (60), (61), (62) w oparciu o badania chromatogra-
ficzne przypisywali jej budowe 2-amino-propanolu-l. Grupa Folker-
sa (190) udowodnita, ze zwigzikiem tym jesit dgl-amino-propanol-2
(wzor IV)*, co potwierdzili réwniez nieco pdzniej poprzedni badacze
(43). Zwiazek ten, jak i jego O-fosforan otrzymano syntetycznie (190),
(41), (36). Pierwsze iloSciowe oznaczenia aminopropanolu uwolnionego
na drodze acydolizy, a oparte na oznaczaniu etanolaminy daty 2 mole

* Wskaznik podaje, ze konfiguracje ustalono w odniesieniu do aldehydu
D-glicerynowego.
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aminopropanohi na czasteczke wit. Bi2 (33). PoOZniej Cooley i inni
(44) stwierdzili, ze w czasteczce witaminu znajduje sie tylko jedna
czasteczka amiinopropanolu.

CH,OH
NH

OH OH
CHgf

CHfeV'x/'
0 an ()

NH2+CH2+CH mCH3

OH
(v)

Prawie w tym samym czasie, kiedy roztrzygano budowe nukleotydowej
czeSci wit. Biz, szereg badaczy doniosto w obecnosci grupy cyjanowej
koordynacyjnie zwigzanej z atomem kobaltu (21), (119), (184). Grupa
Folkersa wykazata przy tym, ze grupe CN mozna zastgpi¢ innymi
grupami, np. Cl-, Br-, CNO-,NO02~, SO,f otrzymujac w ten sposéb
nowe pochodne (116). Wszystkie te pochodne pod dziataniem cyjan-
kéw odtwarzaty witamin Bi2.

Najtrudniejszym problemem w chemii wit. Biz bylo roztrzygniecie
budowy czerwonego fragmentu uwalnianego podczas kwasnej hydro-
lizy. Fragment ten zawierat siilnie zwigzany atom kobaltu i posiadat
charakter kwasu. Kwas ten ulegat tatwo estryfika-cji (60) szczegdlnie
wyzszymi alkoholami jak np. oktanolem (97). Juz w roku 1949 wy-
razano przypuszczenie, ze ta cze$¢ czasteczki wit. Bi2 moze mie¢ cha-
rakter zwigzku porfiryrynowego, poniewaz w produktach suchej desty-
lacja przeprowadzanej w obecnos$ci stopionego NaOH, znaleziono zwigz-
ki dajace reakcje pirolowe (22). W tym kierunku szty badania grupy
Petrova (128), chociaz hipoteze tg mocno podwazat brak w widmie
absorpcyjnym charakterystycznego pasma Soreta wystepujacego
u wszystkich porfiryn.

W roku 1953 Schmit, Ebnother i Karrer (160) stwierdzili,
ze czerwony produkt acydolizy nie jest substancjg jednorodng, le.cz
stanowi ztozong mieszanine szeregu zwigzkéw o zblizonych witasnos$-
ciach. Dopiero jednak Armitage i inni (2) wprowadzajgc do badan
produktow hydrolizy (zaré6wno kwasowej jak i alkalicznej) technike
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elektroforezy bibutowej zdotali blizej okres$li¢ kierunek zmian jakie
w tych procesash zachodzg. Autorzy ci stwierdzili, ze w zaleznosci od
warunkéw hydrolizy nastepowato albo odtgcznie grupy nukleotydowej,
albo powstanie wolnych grup karboksylowych (w liczbie od 1do 7), albo
wreszcie oba te procesy zachodzity rownocze$nie. Z badan tych wyni-
kato dalej, ze wiit. Bi2 posiada charakter zwigzku poliamidowego,
zawierajacego conajmniej 3 pierwszorzedowe grupy CONH:2 oraz gru-
pe —CO—NH—CH2—CH (CH3)—0O—P z fragmentem propanolaminy.
Produkt pozbawiony tylko nukleotydu byt identyczny z t. zw. czynni-
kiem B (Factor B) substancjg wyodrebniong przez Forda i Portera
(81) z katu krow (p. rozdziat 5).

Dla dalszych badan bardzo istotnym byto otrzymanie w serii do-
Swiadczen wykonanych przez Cannona, Johnsona i Todda
krystalicznego kwasu sze$ciokarboksylowego (31). Badania rentgeno-
graficzne przeprowadzone na tym materiale przez grupe Hodgkin
pozwolity jej ustali¢, ze w czasteczce witaminu Biz wystepuja 4 piers-
cienie pieciocztonowe, z ktérych 3 (A,B,C) sq potgczone mostkami me-
tinowymi podobnie jak w porfirynach, natomiast czwarty (D) wigze sie
z pierwszym piersScieniem (A) wigzaniem bezposrednim (wzor V).

M

Gestosci elektronowe a stad i potozenia poszczegolnych atomow wyli-
czano z rentgenogramow metodami matematycznymi. O trudnos$ciach
i skomplikowaniu obliczen matematycznych niech Swiadczy to, ze pra-
ce tg wykonywano jeszcze prawie rok na elektronowej maszynie do
liczenia (Truebloodi Prosen) zaniim nie ustalono ostatecznego
wzoru kwasu sze$ciokarboksylowego a za nim witaminu Bai2. H o d-
gkin, Pickworth, Robertson, Trueblood, Prosen
i W hite) (101). Jednak ustalenie wzoréw obydwu zwigzkéw nie by-
to tylko zastugg badan krystalograficznych. W tym stadium badan mie-
dzy grupg Hodgkin a pracowniami prof. Todda i Lestera Smit-
h a istniata bardzo S$oista wspoOipraca. Dane krystalograficzne pozosta-
wity szereg otwartych probleméw chemicznych w strukturze kwasu
szesciokarboksylowego i witaminu Bi2. Nalezato tu zbada¢ rozmiesz-
czenie wigzan podwdéjnych i niektorych grup atomowych, charakter
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dodatkowego pierScienia przytgczonego do pierScienia B w kw. sze-
§ciokarboksylowym i inne. Dane te uzupetnity wspomniane grupy ba-
daw.cce (Bonne 11, Cannon, Johnson, Sutherland, Todd

i Smith) (12). Publikacje Hodgkin i wspdtprac.) (101) oraz
CHoCOOH
—CO
|
NH
hZhZooh
HOOCCH/

IVu i
HOOCCri.CH, 1H  CH,CH,COOH

M)
CHoCONH,

CM,COiH 2

NH,COCH

‘hxhZ2o!\h,

NH2COCH2

CI"CKCONH,
HOCH2\0 n

Todda i Smitha i wspétprac. (12) ukazatly sie dlatego wspdlnie
w czasopiSmie londynskim ,Nature. Budowe kw. szes$ciokarboksylo-
wego oraz witaminu Bi2 podajg wzory VI i VII.

W obu wzorach znajdujemy dotagd nieznany, cze$ciowo uwodornio-
ny prawie ptaski uktad czteropirolowy zawierajacy 5 sprzezonych wig-

2 Postepy Biochemii
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zan podwéjnych. Rozmieszczenie reszt kwasu octowego i propionowe-
go jest tafcie same jak w uroporfilrynae 1ll. W pierScieniu C brak jest
grupy kwasu octowego natomiast wystepujg tu 2 grupy metylowe.
Kuehl, Shunk i Folkers (121) udowodnili obecno$¢ tego ugru-
powania znajdujac w produktach utlenienia witaminu Bi2 zwigzki

0 budowie podanych we wzorach VIII i IX
co
z\
ch3 o ch2 CH3
CH3 ch?2 ch3 -CH2 « CH2 » COOH
ov\/ vo o' \/ VO
NH NH
WID) (1X)

Obecnosé szeregu grup metylowych wystepujacych w czasteczce
wit. Bi2 mozna zrozumie¢ jako nastepstwo reakcji metylowania w miej-
scach aktywowanych przez grupy =C =N—. Podobnie tlumaczymy
proces chlorowania wit. Bi2 (160), (135). W miejsce aktywowanych
wodoroéw zostaje podstawiony chlor.

Dalsze badania potwierdzajace przyjeta strukture przedstawili
Smith i Hodgkin na Sympozjum poSwieconemu wit. Bi2 w Ham-
burgu (174), (100). W krysztatach witaminu Bi2 znane sa dzi$ pozycje
wszystkich atomdéw z dokladnoscig + 0,3 A. Czasteczka jest zbudowana
bardzo zwiezle, przy czym wszystkie chemicznie czynne grupy znajdujg
sie na jej powierzchni.

5. Inne zwigzki z grupy witaminu B12

a) Pochodne wit. Bi2 zawierajgce inne podsta
niki w miejsce grupy CN.

Juz w poprzednim rozdzdale zwrécono uwage na zdolno$¢ wymiany
grupy cyjanowej zwigzanej z atomem kobaltu przez inne grupy. Wsrdd
tych zwigzkéw na szczeg6lng uwage zastuguje pochodna hydroksylo-
wa. Zwigzek ten znajduje sie w przyrodzie i po raz pierwszy izolowat
go w roku 1949 Pierce i wspdliprac. (144). Nadano mu nazwe wita-
biinu Bi2b. Nazwe witaminu Biza zarezerwowano dla substancji otrzy-
manej na drodze redukcji wit. Biz wodorem w obecnos$ci rozdrobnionej
platyny (118). Dopiero rok pézniej udowodniono, ze obie substancje
sg identyczne (2), (24), (115). Podobnie wyizolowany przez Ans lowa

W-
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i innych (1) t. zw. wit. Bi2d okazat sie hydroksylowg pochodng wit. Bi2
(176). Dzi$ najtatwiej otrzyma¢ go mozna w procesie fotolizy wit. Bi2
(15), (16), (184). W pordéwnaniu do wit. Bi2 wit. Bizb posiada tg samg
czynnos$é biologiczng, lecz ma zmienione widmo absorbcyjne z maksy-
mami przy 273 138), 351 (159) i 525 (54) ma (24). Widmo Swie-
z0 sporzadzonego roztworu zmienia sie nieznacznie w czasie (115).
Pewien wplyw wywiera réwniez pH roztworu. Fakty te, jak réwniez
stwierdzony stabo zasadowy harakter wit. Biz2b (176), pozwalajg przy-
puszczaé, ze zwigzek ten istnieje w dwoch odmianach, a mianowicie
w formie hydroksylowej, w ktérej grupa hydroksylowa jest zwigzana
z atomem Co oraz w formie aquo — zwigzku w ktérym na miejscu gru-
py OH stoi czgsteczka wody. Obydwie formy istniejg w roztworze
w rownowadze (116):

[R-- Co++ OH-] HaO  [R— Co++ H20] + OH-

Zasadowy charakter posiada tylko aquo — forma.

W obecnosci $ladéw cyjankow wit. Bi2b przeksztatca sie w trwal-
szy wit. Bize Kaczka i inni (119) zaproponowali dla wit. Bizb
w oparciu o nomenklature zwigzkow kompleksowych Wernera, nazwe
hydroksykobalaminy. Dla wit. Biz2 przyjeto nazwe cyjanokobalaminy.
Ostatnia nazwa jest do dzi§ powszechnie stosowana. Sprawy nomen-
klatury omoéwimy blizej w rozdz. 6.

Z innych pochodnych tego typu wymieni¢ mozna znaleziony w ho-
dowlach Streptomyces griseus witamin Bi2C U)( (176). W zwigzku tym

wystepuje grupa azotynowa ONO- i stad nazwano go azotynokolba-
lamina.

Szereg sztucznie otrzymywanych pochodnych (116), (175) nie po-
siada szczegdlniejszego znaczenia. Selemocyjano — kobalamina byta

uzywana do badan remtgenograficznych, gdyz wprowadzenie drugiego
ciezkiego atomu Se utatwiato poznanie przestrzennego rozmieszczenia
atomow (23).

Wodne roztwory chloro —,bromo —,i siarczano- kobalamin sg sil-
nie zdysjocjowane. Wedtug Smitha (173), (175 mamy tu raczej do
czynienia z solami aquokobalammy np. chlorkiem czy siarczanem. Ce-
cha najbardziej charakterystyczng dla tych wszystkich pochodnych
jest tatwos¢ przechodzenia w wit. Biz pod dziataniem cyjankéw.

b) Produkty addycji

Roztwér wit. Biz, a rowniez roztwory innych kobalamin zadane nad-
miarem cyjankow tworzg w alkalicznym (a niekiedy i obojetnym)
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Srodowisku niebiesko-fioletowo zabarwione pochodne. Maksima ab-
sorpcji wiekszosci tych pochodnych lezg przy 368, 540 i 580 mu. We-
dtug Smitha i wspétpracownikéow (170) wit. Biz tworzy w tych
warunkach zwigzek zawierajgcy 2 grupy CN. Nadmiar jednej grupy
cyjanowej powoduje elektroujemnos¢ tego zwigzku. Znane sg nawet
nierozpuszczalne w wodzie sole Ag4 i Zn++ tego anjonu. W $rodo-
wisku stabo kwasnym dwucjanowa forma wit. Biz rozpada sie z po-
wrotem na wit. Bi2 i cyjanek. Podobne pochodne tworzag sie réwniez
z siarkocyjankami.

c) Inne zwigzki kobalaminowe

Niedtugo po poznaniu omoéwionych wyzej kobalamin, szereg ba-
daczy izolowato ze ztozonego materiatu mikrobiologicznego (kat zwie-
rzat, tres¢ pokarmowa jelit) kilka zwigzkow o wtasnosciach bardzo zbli-
zonych do witasnosci wit. Biz, lecz nie ulegajacych przeksztatceniu
w wit. Biz pod dziataniem cyjankow.

W roku 1951 Wiijmenga (187) izoluje z katu $win zwigzek
0 widmie absorpcyjnym witaminu Bi2, lecz rdznigcy sie od tego wita-
minu aktywnos$cig mikrobiologiczng. Rdéwniez metodg chromatografii
bibutowej mozna go byto oddzieli¢ od wit. Bi2. Od stowa mest (= kat)
zwigzek ten nazywa wataminem Bi2m Jednocze$nie z katu szczu-
row W ijmenga izoluje inny, mikrobiologicznie tylko cze$ciowo
czynny zwigzek, ktéory nazywa Czynnikiem WR. Witamin Bizm
podobnie jak cyjanokobalamina, okazat sie kompleksem cyjanowym
1 mozna go bylo przeksztatci¢ w procesie fotolizy w pochodng hydro-
ksylowa.

W tym samym roku Kon i wspOtpracownicy zajmujac sie bio-
logicznym i mikrobiologicznym oznaczeniem wit. Bi2 w tre$ci po-
karmowej i kale zwierzat przezuwajgcych otrzymywali dla obu me-
tod nie pokrywajgce sie z soba wyniki (38), (39). Dane te pozwolity
autorom wyciggnaé wniosek, ze w badanym materiale moga sie znajdo-
wacé rdézne substancje niejednakowo czynne dla drobnoustrojéw i zwie-
rzat. BezpoSrednie wyodrebnienie tych substancji, metodami zastoso-
wanymi uprzednio do izolacji wit. Bi2 z watroby, potwierdzito te hi-
poteze. Z tre$ci przezuwaczy oraz z katu cielagt wyodrebniono obok
wit. Bi2 dwie inne substancje, ktdre nazwano czynnikami (fak-
torami) A i B (79). Czynnik A i B pod dziataniem cyjankéw nie
przechodzity w wit. Bi2. Wkrotce potem cztonkowie grupy badawczej
Kona, a mianowicie Ford i Porter (8l donoszg o wykryciu

nowego czynnika C.
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W Stanach Zjednoczonych Pfiffner i wspotpracownicy wyizo-
lowali z niezidentyfikowanego blizej beztlenowego mikroorganizmu
pochodzgcego z zwacza cielgt, krystaliczng substancje nazwang pse-
udowitaminem Bi2 (143), a Lewis, Tappan i Elvehjem
(125), (126) z katu szczuréw wyodrebniaja krystaliczny wit. Bizf (f = fe-
aces).

Bardzo powaznym postepem metodycznym w tych badaniach byto
wprowadzenie metody elektroforezy bibutowej i uzycie roztworow
stabych elektrolitow jako cieczy przewodzacych (103). Metodg tg gru-
pa Kona wykazala w badaniach porownawczych, ze wit. Bi2m jest
mieszaning ztozong gtéwnie z czynnika A oraz z matych iloSci pseu-
dowitaminu Bi2 wit. Bi2 i czynnika B. Podobnie czynnik WR i wita-
min Bizf okazaly sie substancjami niejednorodnymi (74). Krystalizacja
jako kryterium czystosci zwiazkéw kobalaminowych okazata sie w tej
grupie zwigzkéw warunkiem zupetnie niewystarczajgcym. Jednoczesnie
wymienione badania poréwnawcze pozwolity w owym czasie zredu-
kowa¢ liczbe nowych pochodnych kobalamin do czterech. Byty to
czynniki A, B, C, oraz pseudowitamin Bi2 (120).

Miedzyczasie Dion, Calkins i Pfiffner wykazali, ze w czga-
steczce pseudowitaminu Bi2 nie ma 5,6-dwumetylobenzimidazolu, lecz
jego miejsce zajmuje adenina (wzo6r X) (56), (57). Podobnie okazato sie,
ze nukleotyd czynnika A zawiera niewykrytg dotad w przyrodzie
2-metylo-adenine (58), (wzor Xl), Te zawite zalezno$ci wyjasnita dalej
wspomniana wyzej praca Armitagea i innych (2) oraz publikacja
Ganta, Smitha i Parkera (92. Armitage zidentyfikowat
czynnik B jako zwigzek powstajacy z witaminu Bi2 po usunieciu z je-
go czasteczki nukleotydu. Gant, Smith i Parker wykazali, ze
czynnik B powstaje réwniez w trakcie hydrolizy czynnika A i pseudo-
witaminu Biz2. W ten sposéb wyjasniono wzajemne zaleznos$ci istniejg-
ce miedzy wit. B¥2 a niektérymi substancjami pokrewnymi. Podstawo-
wym zwigzkiem jest tu czynnik B.

NH2 NH2
I N N
N NH N NH
X) (xXn

Po dotgczeniu do niego nukleotydu z dwumetylobenzimidazolem, ade-
ning lub metyloadening jako zasadg otrzymujemy odpowiednie: witamin
Bi2, pseudowitamin Biz lub czynnik A:
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nukleotyd dwumetylobenzimidazolu -> wit. B
Czynnik B+ nukleotyd adeniny -> pseudowit. Bi12
nukleotyd metyloadeninowy -> czynnik A

Warto dodaé, ze czynnik B jak i inne beznukleotydowe kobalaminy
nie otrzymano dotgd w stanie krystalicznym.

Niezaleznie od badan grupy Kona, czynnik B wyizolowano i w in-
nych os$rodkach, gdzie nadawano mu odrebne nazwy. Sjoéstrom,
Neujahr i Lundiin znalezli go w S$ciekach miejskich i nazwali
czynnikiem 1V (167). Z tego samego materiatlu wyodrebnili go row-
niez Bernhauer i Friedrich (8) i nadali mu nazwe gczynnika.
I.Janicki i Pawetkiewicz wyizolowali z hodowli bakterii kwa-
su propionowego — Propionibacterium shermanii — zwigzek kobalami-
nowy, ktérzy nazwali wit. Biz2p (od Propionibacterium) (108), (109).
W poézniejszych badaniach witamin Bi2p okazat sie identyczny z czynni-
kiem B (110). Podobnie w r6znym materiale znajdowano pseudowitamin
Bi2 oraz czynnik A. Zwigzki te wystepujg wprzefermentowanych $cie-
kach miejskich (8), (167), (131), w morskich algach (67), (26), a ostatnio
Pawetkiewicz i Zodrow izolowali je w postaci krystalicznej
z kultur Corynebacterium diphteriae (139). Z problemdéw chemicznych
dotyczgcych purynowych pochodnych kobalamin, do dzi$ nie jest roz-
trzygniete czy w tych nukleotydach wystepuje wigzanie a czy P -gliko-
zydowe. RAwniez nie jest znane czy reszta cukrowa tgczy sie z ato-
mem 7 czy 9 pochodnej purynowej. Te r6zne wigzania stwarzajg mozli-
wosci istnienia, przynajmniej teoretycznie, 4 izomeréw tych kobalamin,
0 niesymetrycznych zasadach nukleotydowych (120), (77). Wedtug
opinii Hodgkin (cyt. wg. 120) wzgledy przestrzenne przemawiaja
wytacznie na korzy$¢é wigzania przy atomie C(7) puryn (wzéw XI)

0 nh?2
H CH20H

\ 1|V 0
NHsN OHCAH* NN CH20H
W

N N H OH OHH
(X1) (X11)
* Prof. Bernhauer w prywatnej rozmowie z autorem niniejszego referatu

wyrazit nadziejg, ze zapewne w najblizszym czasie uda mu sie roztrzygnaé¢ ten pro-
blem w analogiczny sposéb jak to uczynit Guli an d dla nukleotydéw kwaséw
nukleinych.
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MielibySmy tu zupeinie inne stosunki niz w nukleotydach kwasow
nukleinowych, ktore sg 9-P-glikozydami (wzdéw XIl).

O czynniku C wiemy dzi§ niewiele. P6zniejsze dane wykazatly
(78), (131), ze substancje te, ktdérag uwazano poczatkowo za jednorodng,
mozna roztozy¢ na 2 skitadniki, ktére nazwano czynnikami
Ci i C2. Mozna je odzieli¢ od siebie metodg chromatografiii i elektro-
forezy bibutowej. Mikrobiologicznie czynniki te sg podobnie aktywne
jak czynnik B, lecz wykazujg nadto niewielkg aktywno$¢ rowniez dla

L. leichmanii i Euglena gracilis (p. tablical). Jest rzecza interesujaca,
ze mutant E. coli, przeksztatca w czasie hodowli czynnik B w czyn-
nik C (80).

Dellweg i inni (52) stwierdzili ostatnio, ze ta przemiana nie jest

jednokierunkowa jak sgdzono uprzednio ,i ze obok czynnikéw C po-
wstajacych zresztg w matych ilosciach, z syntetyzowane zostajg row-
nocze$nie witamin Bi2, pseudowitamin Biz, czynnik A oraz t. zw. czyn-
niki Vi i Vaz.

Wydaje sie, ze opisany przez Sj6 stroma i innych t. zw. czynnik
| oraz wit. Bis Ericsona i Lewisa (67) sg substancjami identycz-
nymi z czynnikiem C. Pawetkiewicz i Zodrow (138) wyizolo-
wali z komdrek Prop. shermanii (z hodowli ubogich w Fe) kobalamine,
ktéra wedtug Pawetkiewicza (136) moze by¢ roéwniez miesza-
nig czynnikéw Ci i C2. Widma absorpcyjne tych kobalamin, ktore
nazwano kobalaminami Yi i Y2, sg identyczne z widmem witaminu
Bizp (czynnika B), a zatym wskazujg na brak nukleotydu. Bakterie
propionowe w hodowlach z dostateczng iloScig zelaza, lecz bez kobaltu
przeksztatcajg te substancje w witamin Biz2p, czynnik A i witamin Bi2
(136), MielibySmy tu do czynienia jakby z odwr6ceniem procesu prze-
biegajagcego w komorkach E. coli.

Jak wykazaty pdzniejsze badania lista nowych, wystepujacych
w przyrodzie kobalamin, nie ograniczyta sie do 4 powyzej opisanych
zwigzkow, (czynnika A, B, C (= Ci + C2) i pseudowit. Bi2). Nastep-
ne prace znacznie powiekszyty te liczbe, a ostatnie doniesienia wy-
kazuja, ze proces ich poznania jest w peitnym biegu. Nalezy przypusz-
czat, ze szereg tych substancji stanowi niewatpliwie produkty posred-
nie biosyntezy kobalaminy potrzebnej komérce, inne natomiast sg pro-
duktami rozpadu. Ponizej omdwiono szereg znalezionych w przyrodzie
kobalamin. (P. réwniez tabl. 1)

Czynnik D (Faktor D)

Zwiagzek ten opisali Brown i inni (25). Jest on mikrobiologicznie
nieczynny i posiada charakter zasadowy (elektoforeza w kw. octowym).
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Czynnik E (Faktor E)

Zwiigzek ten wykryli Brown i inni (25 w ekstraktach z katu
cielat i Swin. Posiada on charakter kwasny i wiasnosciami mikrobio-
logicznymi przypomina czynnik B. Jonoforeza bibutowa w 1 N kw\
octowym nie oddziela go od wit. Bi2, natomiast w buforze fosforano-
wym o pH 6,5 czynnik ten wedruje ku anodzie i rozdziela sie na 2 bli-
sko lezace czerwone frakcje.

Czynnik F (Faktor F)

Wyodrebniony w postaci krystalicznej roéwniez przez Browna
i inn. (25). Znajdzie je sie w kale swin, lecz tylko w Sladach w kale
cielat. Wydaje sie, ze jest to gtéwny .czynnik katu kurczat. Elektro-
foretycznie jest on obojetny (w kw. octowym). Wartos¢ Rf (wzgledem
wit. Bi2) wynosi 0,77 (ll-rz. butanol nasy¢, wodg w atmosferze HCN,
metodag sptywowa).

Czynnik G (Faktor G) (hipoksantyno-cyjanokobalarnina)

Ten krystaliczny zwigzek otrzymali Pfiffner i inni (142), Dion
i inni (58) oraz Brown i Smith (27) na drodze dezaminacji pseu-
dowitaminu Bi2 kwasem azotawym. W warunkach tych adenina zwig-
zana w nukleotydzie pseudowiitaminu Bi2 przechodzi w hipoksantyne:
(wzor "XIII)

NH2 OH

(XI111)

P6zniej izolowano go rowniez z katu swin (25). Czynnik G jest substan-
cjag elektroobojetng (przy pH 3) i mikrobiologicznie czynng dla E.coli,
lecz nieznacznie czynng dla L. leichmanii.

Czynnik H (Faktor H) (2-metylotiipoksantyno-cyjanokoba-
lamina)

Zwigzek ten otrzymano podatnie jak czynnik G dezaminujac czyn-
nik A (58), (25), (27), (166). Posiada wtasnosci zblizone do zwigzku po-
przedniego.
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Witamin Bi2m (czynnik I, faktor 1) (5-hydroksybenzimi-
dazolo-cyjanokobatamina)

Po raz pierwszy zwigzek ten izolowali w postaci krystalicznej Frie-

drich i Bernhauer (83 z przefermentowanych Sciekow miejs-
kich, a ostatnio Brown i inni (25) z katu cielgti swin. Wt#tasnoSciami
mikrobiologicznymi i biologicznymi przypomina wit. Bi2 (7). Poza

wit. Bi2 wiit. Bi2iii jest jedng substancjg wystepujacg w przyrodzie
czynng przeciw anemii ztoSliwej. Widmo absorpcyjne roztworu wodne-
go rozni sie od widma wit. Bi2 tylko stabo zaznaczonym pasmem przy
278 mu i obecno$cig szerokiego pasma absorpcyjnego przy 295 mu
niewystepujacego w widmie cyjanokobalaminy. Od witaminu Bi2 daje
sie tatwo oddzieli¢ metoda chromatografii bibutowej (90).

Po otrzymaniu wiekszych ilosci wit. Bi2 m (prof. Bernhauer otrzy-
mat ze Sciekdw kilka gramoéw preparatu), Friedrich i Bernha-
uer (84), (87) oraz wspoétpracujgca z Bernhauerem grupa Fol-
iiersa (152) szybko stwierdzili, ze zwigzek ten rézni sie od wit. Biz
tylko obecnoScig 5-hydroksybenzimidazolu w miejscu 5,6-dwumetylo-
benzimidazolu wystepujacego w nukleotydzie witaminu Biz2. Poniewaz
czasteczka 5-hydroksy-benzimidazolu jest niesymetryczna (podobnie
jak czasteczka puryn, a przeciwnie jak 5,6-dwumetylobenzimidazolu)
nalezato jeszcze roztrzygnaé, czy obecny w wit. Biz iii nukleotyd jest
pochodng 5— czy 6— hydroksybenzimidazolu. Na ostatnio odbytym
w Hamburgu Sympozjum pos$wieconemu wit. Biz zaréwno Bernha-
uer (88) jak i Folkers (166) przedstawili badania swych pracowni,
w ktérych wykazali stuszno$¢ pierwszej hipotezy i obecno$¢ 1-ci-D-ribo-
furynozydo-5-hydroksybenzimidazolu w czgsteczce witaminu Bi2w.

Dalsze czynniki J, K(Li M opisuje Rabek i wspdiprac.
(145). Zwiazki te wyodrebniono ze S$ciiekéw miejskich. Sg one wszyst-
kie nieaktywne wobec E. coli d badania elektroforetyczne wykazuja
przy pH 6,5 kwasny charakter. Ostatnia grupe zwigzkéw kobalamino-
wych stanowig t.zw. czynniki V Bernhauera i Friedricha
(8), (83). Do grupy tej zaliczajg ci autorzy szereg produktéw zblizonych
budowg do czynnika B, a rdznigcych sie od niego obecno$cig wolnych
grup karboksylowych (w miejsce amidowych) oraz niekiedy dodatko-
wo brakrem czgsteczki propanolaminy.

Wspomniane wyzej czynniki Vi i V2 wyizolowane przez Del-
lwega i innych (52) z produktdw przemian etiokobalaminy w ko-
morkach E. coli, okazaty sie mono- i dwu-karboksylowymi pochodnymi
etiokobalaminy.

Do tej samej klasy kwasnych zwigzkdw mozna zaliczy¢ wykryty
ostatnio t.zw. kwas etiokobalaminofosforowy, bedacy estrem fosforo-
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wym czynnika B (89). Ma on odgrywaé zdaniem Dellwega, Bac-
ker i Bernhauera wazng role w biosyntezie wit. B12 (p. rozdz. 6)

Grupa wspomnianych wyzej kwasnych kobalamin wymaga jeszcze
szerszego opracowania.

d) Sprawy nomenklatury zwigzkow kobalam
nowych

Poznanie tak licznych zwigzkéw grupy witaminu Biz oraz ustalenie,
przynajmniej dla czeSci z nich, wzajemnych strukturalnych zalezno$ci
sktonito z jednej strony Bernhauera i Friedricha (8),
a z drugiej autora niniejszego referatu (135) do przedstawienia wta-
snych koncepcji odnos$nie nomenklatury zwigzkéw kobalaminowych.
Propozycje te wyszty w roku 1954, a wiec jeszcze przed poznaniem bu-
dowy witaminu Bi2. Nomenklatura Pawetkiewicza (i prawie
identyczna z nig Bernhaura i Friedricha) byta rozszerze-
niem nomenklatury Kaczki i inn. (119). Jej zatozenie najlepiej
zilustrujg przykitady. Witamin Biz2 (cyjanokobalamina) przyjmuje naz-
we  5,6-dwumetytobenzimidazolo-cyjano-kobalaminy, pseudowitamin
Bi2: adenino-cyjano-kobalaminy, a witamin Bizb 5,6-dwumetylobenzi-
midazolo-hydroksykobalaminy (ostatni zwigzek wystepuje nadto w roz-
tworze wodnym w formie wodorotlenku 5,6-dwumetylo-benzimidazolo-
aquo-kobalaminy). Nazwe ,,kobalaminy" zarezerwowano wytacznie dla
fragmentu czasteczki zawierajgcego Co i makropier$cien. Wedtug za-
proponowanej nomenklatury czynnik B (wit. Bi12P) winien nosi¢ nazwe
cyjano-kobalaminy, gdyz zawiera on tylko fragment makropierscienia
z atomem Co oraz grupg CN (wzgl. Cyjano-aquo-kobalaminy, gdyz jest
rowniez mozliwe, ze szosta wartosciowosci koordynacyjna Co jest wy-
sycona czasteczkg H20). Poniewaz w catej literaturze Swiatowej cyja-
nokobalaming nazywa sie wit. Bi2, Pawetkiewiicz celem uniknie-
cia nieporozumien przyjat dla czynnika B nazwe deznukleotydo-cyja-
no-kobalaminy. Bernhauer zaproponowat dla tego zwigzku termin
etiokobalaminy akcentujgc w ten sposéb, ze idzie tu o substancje pod-
stawowg dla zwigzkdéw kobalaminowych (grec. etia= podstawowy).

Jest rzeczg oczywistg, ze dzi$, gdy znamy juz budowe wit. Biz, te-
go rodzaju uproszczona nomenklatura musi ulec zmianie. Nomenkla-
tura racjonalna musi opiera¢ sie na nazwach ukiadéw elementarnych
jak to ogo6lnie jest przyjete w chemii zwigzkéw organicznych oraz mu-
si stwarza¢ mozliwosci jej zastosowania dla wszystkich pochodnych.
Na ostatnio odbytym sympozjum hamburskim przedstawiono w formie
komunikatu owe propozycje (Bernhauer, Folkers, Smith).
Nazwy zwigzkéw kobalaminowych wg. tych propozycji zupeinie od-
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biegaja od dotychczas przyjetych. Poniewaz podane nazwy ukiadéw
podstawowych jak i zwiazkéw bardziej ztozonych wymagajg jeszcze
dyskusji, a nastepnie zatwierdzenia przez Miedzynarodowg Unie Che-
miczna, szersze zajecie sie tym problemem w tym referacie wydaje sie
przedwczesne i dlatego celowo je pominieto.

6. Biosynteza witaminu B12 i substancji pokrewnych

Odkad stwierdzono, ze jednym z fragmentdw budowy czasteczki
witaminu Bi2 jest 5,6-dwumetylobenzimidazol, prowadzono szereg prac,
w ktdérych badano, czy ten zwigzek badz jego pochodne lub substancje
blisko chemicznie spokrewnione nie majg aktywnos$ci biologicznej wi-
taminu Biz (64), (44), (123).

W roku 1950 badacze japonscy Sahaski, Mikata i Sakai
(158) zwrécili uwage na znamienne zachowanie sie homogenizatow wa-
troby inkubowanych z dodatkiem 5,6-dwumetylobenzimidazolu. W ta-
kich warunkach stwierdzono znaczny wzrost aktywnos$ci witaminowej
mierzonej metodami mikrobiologicznymi. RdOwniez w tej samej pracy
badacze ci wykazali, ze dodatek 20 mg dwumetylobenziimidazolu na
1 litr syntetycznej pozywki Dulaneya zwieksza do 150% produkcje
wit. Bi2 u szczepu Streptomycec X—28. Z badan tych Sah asi, Mi-
kata i Sakai wysuneli wniosek, ze 5,6-dwumetylobenzimidazol jest
wykorzystany do wzmozonej syntezy wit. Bi2. Dopiero jednak 4 lata
pézniej udokumentowano w bezposrednich badaniach hipoteze posta-
wiong przez badaczy japonskich.

W roku 1954 Janicki i Pawetkiewicz stwierdzajg, ze
szczep bakterii kwasu propionowego Propionibacterium shermanii syn-
tetyzuje obok nieznacznych ilosci wit. Bi2z wtedy jeszcze nie okre$lo-
ng substancje kobalaminowg nazwang wit. Bi2P (108), (109), Pawet-
kiewicz zajmujac sie dalej wytwarzaniem przez ten drobnoustroj
wit. Biz nieoczekiwanie znalazt, ze w obecnosci 5,6-dwumetylobenz:i-
midazolu, dodanego do pozywki, produkcja wit. Bi2P spada praktycz-
cznie do zera natomiast na jej miejscu pojawia sie witamin Biz (135).
To, ze w przedstawionym procesie biosyntezy nastepuje istotnie wbu-
dowanie zawartego w pozywce zwigzku benzimidazolowego potwier-
dzito nastepne dosSwiadczenie, w ktédrym jako prekursor zastosowano
5-metylobenzimidazol. W wyodrebnionych, krystalicznych preparatach
zidentyfikowano na drodze analitycznej obecnos$¢ 5,6-dwumetylobenzi-
midazolu w pierwszym i 5-metylobenzimidazolu w drugim doswiad-
czeniu. W ten sposéb po raz pierwszy w historii tych badan otrzyma-
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no w stanie krystalicznym ,sztuczng", niespotykana w przyrodzie
5-metylobenzimidazolo-cyjanokobalamine.

W tym samym roku dwa os$rodki badawcze, a mianowicie prof.
Kona (Uniwersytet w Reading, Anglia) i prof. Bernhauera
(Stockatadt n. Menem, Niemcy) donoszag o biosyntetycznych zdolno-
$ciach Eschericha coli.

Juz w roku 1953 Kon i wspoOtpracownicy (38) stwierdzajg, ze
mikroorganizmy zawarte w kale posiadajg zdolnosci nie tylko syntezy
roznych zwigzkéw kobalaminowych, lecz mogag réwniez te zwigzki
wzajemnie przeksztatcaé jedne w drugie. Z podobnym zjawiskiem spo-
tkali sie ci autorzy u mutanta Eschericha coli 113 — 3 (Davis) uzywa-
nego do mikrobiologicznego oznaczenia witaminow grupy Bio. Szczep
tego organizmu hodowany na pozywce zawierajgcej czynnik B, prze-
ksztalca go w czynnik C (80), (82). Wiedzac, ze szereg kobalamin rézni
sie miedzy sobg obecnoscig réznych zasad nukleotydowych, grupa
Kona celowo uzyta do badan ewentualnej biosyntezy nukleotydocy-
janokobalamin szczepu E. coli 113—3, hodujgc go na pozywce z czyn-
nikiem B oraz r6znymi pochodnymi puryn i benzimidazolu. W ten spo-
s6b Ford i Holdsworth (74), postugujac sie technikg bioauto-
grafid wykazuja, ze wymieniony drobnoustréj syntetyzuje wit. Biz
z czynnika B i 5,6-dwumetylobenzimidazolu lub 4,5-dwumetylo-o-feny-
lenodwuaminy. Podobnie dziatla rowniez riboflawina. W analogicznych
doswiadczeniach wykazano tworzenie sie pseudowitaminu Bi2 (adeni-
no-CK) w obecnosci adeniny. Bardzo ciekawym byto tu stwierdzenie,
ze ani adenozyna czy kwas adenylowy ani kwas adenozynotrdjfosfo-
rowy nie byly prekursorami pseudowit. Bi2. W dalszych doswiadcze-
niach”), (77), wykazano technika bioautografii i autoradiografii two-
rzenia sie dalszych 12 nowych nukleotydocyjanokobalamin, miedzy
innymi, wystepujacej w przyrodzie, 2-metyloadenino-CK (czynnika A).

Analogiczne badania przeprowadzili Bernhauer i Friedrich
(8). Jak wykazaty doswiadczenia tych autoréw zdolno$¢ biosyntezy
nukleotydocyjanokobalaminy posiada nie tylko mutant E coli, ale
rowniez nawet w wiekszym stopniu, dziki szczep E. coli. Biosynteza
zachodzi w komédrkach rosngcych jak i wyros$nietych. Dalsze publikac-
je Pawetkiiewicza i Nowakowskiej (137) oraz De llw e-
ga, Becher i Bernhauera (51) donoszg o otrzymaniu w sta-
nie krystalicznym dalszych benzimidazolowych pochodnych witami-
nu Bi2.

Niezaleznie od cytowanych prac, Fantes i O'Callaghan
Stwierdzili na przyktadzie Streptomyces griseus, ze biosynteza r6znych
pochodnych wit. Biz zachodzi rowniez i dla tych mikroorganizméw,
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ktore normalnie syntetyzuja wytacznie wit. B2 (70), (71). W obecnosci
wzglednie w duzych ilosci o-fenylenodwuami:ny w pozywce (40—
480 ug/ml) otrzymano w ten sposob benzimidazolocyjanokobalamine.

Ostatnie doniesienia wskazuja, ze ,,nne mikroorganizmy posiadaja
zdolnosci biosyntezy nukleotydocyjanokobalamin. Fantes iO’Calla-
ghan stwierdzili te zdolno$¢ u Streptomyces olivaceus, Str. fradiae,
Str. aureoiaciens, Bacillus mégathérium, Xanthomonas juglandis, Clo-
stridium tetani i Clostridium welchii (72), a Pawetkiewicz i Zo-
drow u Corynebacterium diphteriae (140). W tablicy 2 zestawiono
liste syntetyzujacych mikroorganizméw jak réwniez otrzymane nukle-
otydocyjanokobalaminy.

Mechanizm tworzenia sie nukleotydocyjanokobalamin

O mechaniZzmie tworzenia sie nukleotydocyjanokobalamin (NCK)
nie wiemy dzd$S jeszcze wiele. U mikroorganizméw syntetyzujgcych
normalnie beznukleotydowe kobalaminy jak np. u Propionibacterium
shermanii reakcja tworzenia sie NCK jest reakcjg nastepczg w sto-
sunku do reakcji powstawania pochodnych beznukleotydowych (137).
Brak zdolnoSci wytwarzania przez te drobnoustroje wit. Bi2 uwarun-
kowana jest tylko brakiem zdolnosci Ilub ograniczeniem syntezy
5,6-dwumetylobenzimidazolu. Wynika stad, ze synteza fragmentu pse-
udoporfirynowego czasteczki wit. Bi2 i ukiadu nukleotydowego prze-
biega niezaleznie od siebie. Dalej mozliwosci wbudowania réznych po-
chodnych benzimidazolu i puryn do czasteczki kobalaminowej wska-
zuje na mato specyficzny uktad enzymatyczny katalizujacy te reakcje.
Te uktady enzymatyczne posiadajg rowniez mikroorganizmy, ktore nie
majg zdolnosci ani syntezy pierScienia pseudoporfirynowego, ani tez
pierscienia benzimidazolowego (np. E. coli). Dotychczasowe wstepne
préby przeprowadzenia biosyntezy NCK na drodze enzymatycznej nie
daty rezultatu (135). Natomiast na podstawie zebranego materiatu
ustalono pewne empiryczne prawidtowosci okreSlajace, ktére z po-
chodnych benzimidazolu mogg by¢ wykorzystane do syntezy NCK.
Prawidtowosci te mozna streSci¢ w nastepujacych punktach (51).

1) Najlepiej wykorzystywanymi prekursorami biosyntezy NCK sg
pochodne benzimidazolu podstawione tylko w pozycji 5 lub 5 i 6.

2) Pochodne substytuowane w pozycji 4 i (lub) 7 nie sg prekurso-
rami. Jednak jednoczesne podstawienie w pozycji 4 i 6 prowadzi do
otrzymania czynnego prekursora.

3) Substytucja w pozycji 2 daje zwigzki, ktdre nie mogag byé wy-
korzystywane jako prekursory biosyntezy NCK. Wyjatkiem pod tym
wzgledem sg te po.chodne, w ktérych grupa podstawiong jest grupa kar-
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boksylowa (COOH), lub karboksyamidowa (CONH2). Poczatkowo przy-
puszczano, ze réwniez 2-hydroksymetylo — pochodne benzimidazolu
zachowujg siie w analogiczny sposob (51). Ostatnie prace laboratorium
Bernhauera zaprzeczajg jednak temu. (53). Grupy COOH i CONH:
przed wiaczeniem ulegajg wymianie na wodor. Otrzymane w rezultacie
NCK zawierajg zasade benzimidazolowg z wolng pozycja 2

Wedtug ostatnich doniesien (185) wydaje sie, ze C2-atom benzimi-
dazolu czasteczki kobalaminowej odgrywa specyficzng biologiczng
funkcje. Weygand i Wy,cker stwierdzilii przy pomocy 5,6-dwu-

metylobenzimidazolu — (2—C14), ze atom wegla z pozycji 2 jest prze-
noszony do czasteczki adeniny i guaniny (w pozycje 8). Wymienione
obserwacje Weyganda j Wackera mogg nam tlumaczy¢ dla-

czego 2-substytuowane pochodne benzimidazolu nie moga by¢ prekur-
sorami odpowiednich NCK. W wyjasnieniu drogi biosyntezy NCK
bardzo wazne byty spostrzezenia Dellwega i inn. (51). Badacze ci
stwierdzili, ze o ile w obecnosci 5,6-dwumetylobenzdmidazolu stopien
przemiany czynnika B w wit. Bi2 w komoérkach E. coli jest rzedu 50%,
to wykorzystanie a-ribazolu (nukleotydu) i fosforanu a-ribazolu (nu-
kleotydu) jest o wiele mniejsze. Na tej podstawie wymienieni autorzy
sugerujg (przy czym pomijajg w dyskusji zdolno$¢ lub niezdolnos¢
przenikania tych zwiazkéw przez Sciane komoérkowa bakterii), ze wit.
Bi2 tworzy sie z czynnika B nie przez proste przytaczenie gotowego
nukleotydu, lecz na drodze nastepujgcych przemian:

Czynnik B (Etiokobalamina) -> kw. etiokobalaminofosforowy ->
kw. etiokobalamino-iibozo-fosioirowy -» Witamin Bi12

Trzeba dodaé, ze grupa Bernhauera doniosta ostatnio o wyizo-
lowaniu kwasu etiokobalaminofosforowego (p. rozdz. 5) (89).

W jaki sposéb powstaje w komdérce drobnoustrojéw 5,6-dwumety-
lobenzAmidazol nie mamy do dzi§ zadnych danych. Wydaje sie, ze
zwigzek ten moze powstawaé¢ z tych samych elementéw z ktdrych
tworzy siie aromatyczny pier§cien riboftawiny. Natomiast wyrazniej
przedstawia sie nam mechanizm biosyntezy czteropirolowego piers-
cienia kobalaminowego.

Pawetkiewicz i Zodrow (138) przeprowadzajac dosSwiad-
czenie nad produkcjg witamindw grupy Bi2 przez Propionibacterium
shermanii na poéisyntetycznych pozywkach zauwazyli, ze bakterie te,
przy niedostatecznej ilo$,ci jonowego zelaza, wytwarzajg wolng Kko-
proporfiryne Ill. Dodanie do pozywki soli zelazowych hamowato syn-
teze koproporfiryny. Podobnie, cho¢ znacznie w mniejszym stopniu
dziataty sole kobaltawe. Mechanizm biosyntezy porfiryn jak i sposéb
hamowania tego procesu jonami zelaza jest juz dzi$ dobrze znany (161),
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(130), (68), (59). Wiadomym jest,
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ze prekursorem zwigzkdw porfiryno-

wych jest kw. 6-ammolewulinowy, powstajagcy z glicyny i bursztyny-
to — koenzymu A (reakcja 1). Kondensacja 2 czasteczek kw S-amino-
lewulinowego daje porfobilinogen (reakcja Il). Jest to zwigzek pirolo-

wy, z ktdrego tworzy sie uroporfiryna Ill. (wzér XIV).
COOH COOH COOH COOH
CH2 th COOH éHZ COOH éHZ
th th KoA — SH th th JhZ ch2
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Przy dostatecznej ilosci zelaza uroporfiryna Ill przeksztatlca sie w ze-
lazo — protoporfiryne. Ostatni zwigzek jest grupa prostetyczng bar-
dzo wielu enzymow oddechowych, katalazy ii peroksydazy. Przy nie-
doborze zelaza reakcja powstawania protoporfiryny jest zahamowana,
a na jej miejscu pojawia sie niepotrzebna dla organizmu koproporfi-
ryna Il (wzér XV).

Pawetkiewiicz i Zodrow tlumaczagc hamujgce dziatanie
Co++ na synteze wolnej koproporfiryny 11l zatozyli, ze kobataminy
powstajg z kw. 5-aminolewulinowego. W obecnosci soli kobaltu syn-
teza kobalamin konkurencyjnie obniza stezenie kw. 5-ammolewuLi:no-
wego, a tym samym proces tworzenia sie koproporfiryn. Trzeba dodac,
ze autorzy ci wykryli po raz pierwszy w hodowlach drobnoustrojow
kw. aminolewulinowy. Hiipoteza mechanizmu biosyntezy kobalamin
pozwolita nadto autorom wydedukowaé¢ zdolno$¢ tworzenia sie tych
zwigzkow u Corynebacterium diphteriae (139).

Ostateczny dowdd powstania kobalamin z kw. 5-aminolewulinowego
uzyskat ostatnio Lester Smith (174). W swym referacie wygto-

PRZYPUSZCZALNY SCHEMAT BIOSYNTEZY WITAMINU B,

Cykl kwaséw
tréjkarboksylowych

Bursztynylo-koenzym A

; Kw. 5-aminolewulinow
Glicyna y

Koproporfiryna Il1
/
Uroporfiryna 111

|
Protoporfiryna IX

Porfobilinogen

""Czteropirolowy
pierscien koba-
Jdaminowy 1

II Hem

Cyjanokobalamina
(Etiokobalamina,
Czynnik B)

H3PO4

Kw. cyjanokobala-
minofosforowy

Kw. cyjanokobala-
mino-ribozo-fosforowy

P 5,6-dwumetylo-
benzimidazol
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szonym na Sympozjum hamburskim przytoczyt dane uzyskane wspol-

nie

z prof. Neubergerem wykazujace, ze zarbwno znaczona we-

glem C14 glicyna jak i kw Oaminolewulinowy sg wykorzystywane do
biosyntezy witaminu Bi2. Powyzej podajemy przypuszczalny schemat
biosyntezy witanr'nu Bi2.
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N b Maksima Elektrofore-j Chr.oma}to-
_aZW? 0 absorpcji za bibutowaj gr*afla bg;fu-
racjonalna stac w mA owa
pH3 pH65 (a) ()
2 1 3 4 5 6
5,6-dwumetylo- j K 278, 361 (0] O 0,25 0,30
benzimidazolo-
-CK
cyjanokobalami- B 276, 315, 355 z O 050 045
na (etiokobalami- 500, 525-30
na)
2-metyloadenino- K 280, 320, 361 z 0,13 0,12
-CK 520, 548
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()
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HEINZ FRAENKEL-CONRAT

Odbudowanie roztozonego wirusa*

Streszczenie

Wirus mozaiki tytoniowej sktada sie z biatka i kwasu nukleino-
wego, ktd e to czeSci mogg by¢ od siebie oddzielone za pomocg tagod-
nych Srodkéw chemicznych. Gdy obydwa sktadniki zostang zmieszane,
powstaja z powrotem zakaZne czagstki wirusa.

Kilka miesiecy temu wynikto wielkie poruszenie z powodu arty-
kutéw w prasie .codziennej o ,wytworzeniu zycia w probdéwce" do-
konanym w Laboratorium Wirusologicznym Uniwersytetu Kalifornijs-
kiego. W rzeczywistosci jednak, to o czym pracownia donosita, byto
od samego poczatku jednocze$nie i bardziej sprecyzowane i mniej ro-
mantyczne. Zdajmy sobie jasno sprawe z zasiegu tych badah. Stwier-
dzono, ze jezeli wirus mozaiki zostanie rozbity na czesSci — biatko
i kwas nukleinowy — to w odpowiednich warunkach moga sie one
z powrotem potaczy¢, tworzac czastki, ktére wygladajg zupetnie tak
jak wirus oryginalny, i posiadajg takze inne jego wiasno$ci, mianowicie
zdolno$é zakazania komorek roslinnych (tytoniu), a takze zdolnos¢
rozmnazania si¢ w tych komadrkach. Celem tych prac nie byto ,stwa-
rzanie zycia", ale prdba wyjasnienia na drodze chemicznej budowy
tworow biologicznie czynnych. Wyniki badan wirusologicznych moga
by¢ pomocne w walce z chorobami wywolywanymi przez wirusy.
Wszelkie wiadomosci, jakie mozemy zdobyé o chemicznej budowie
tych tworéw, znajdujacych sie w bezpanskim kraju lezagcym na pogra-
niczu miedzy tak zwanymi Swiatami martwym i zZywym, mogg pro-
wadzii¢ do lepszego zrozumienia ewolucyjnej drogi od zwykitych mo-
lekut do zywych organizmow.

Juz z chwilg, biedy w roku 1935 Wendell M. Stanley, obec-

Ttumaczenie z ,,Scientific American®, 1956, 194, 42.

Przektad i publikacja z pozwoleniem autora artykutu a takze redakcji ,Scientific
American™. Z angielskiego przetozyt Tadeusz Korzybski.

[79]



40 H. FRAENKEL-CONRAT 2]

nie dyrektor naszego laboratorium, pierwszy izolowatl wirusa mozaiki
tytoniowej w postaci krystalicznej w Instytucie Rockefellera dla Ba-
dan Lekarskich, wirus ten znalazt sie w centrum zainteresowania wiru-
sologii ogdlnej. Jego biologiczna aktywno$¢ byta przedmiotem licznych
badan. Badano go szczegdtowo za pomocg mikroskopu elektronowego,
a takze poddawano analizie chemicznej. Badania te, wraz z badaniami
przeprowadzonymi przez pracownikdéw naszej pracowni daty nastepu-
jacy obraz. Wirus mozaiki tytoniowej (oznaczany zwykle przez bada-
czy w skrocie jako TMV) jest czastka o ksztatcie pateczki, o diugosci
300 miilimikrondw. Sktada sie on z dwoch czeSci, z gruboSciennego cy-
lindra ztozonego z biatka i pateczkowatego rdzenia kwasu nukleino-
wego, znajdujacego sie wewnatrz cylindra biatkowego, (ryc. 4 i 8)
Biatko stanowi 94% masy wirusa, kwas nukleinowy pozostate 6%.
Kwas nukleinowy jest typu rybozowego (RNA). Badania rentgenogra-
ficzne i chemiczne wskazujg, ze znajdujaca sie wewnagtrz pateczka
kwasu nukleinowego prawdopodobnie nie jest lita, ale stanowi twor
rurkowaty ztozony ze skreconych wzajemnie pasem.

Za pomocg wzglednie tagodnych $rodkdw chemicznych mozna roz-
bi¢ biatko na podjednostkii, z ktdrych kazda jest pojedyhAczym tancu-
chem peptydowym skiadajgcym sie z okoto 150 reszt aminokwasowych.
Podjednostka ta jest obecnie przedmiotem badan. Ustalono jej czesScio-
wg budowe przedstawiong na ryc. 1. W tej formie biatko jest zdenatu-

COOH

treonina serijna glicyna prolina alanina treonina

Rys. 1 Czasteczka biatka wirusa choroby mozaikowej tytoniu sklada sie z 5 czy

6 jednostek jednotaricuchowych. Jeden z koncéw kazdego z tahncuchéw tworzy petle

(od aminowej strony tancucha peptydowego,, przyp. ttumacza); drugi koniec zostat
zbadany chemicznie, ma on budowe przedstawiong na rycinie.

rowane, stracito swojag trwatg, uporzadkowanag budowe, stato sie nie-
rozpuszczalne i niezdolne do ponownego potgczenia sie na pierwotny
kompleks biatkowo-nukleiinowy.
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Przy zastosowaniu bardziej delikatnych metod chemicznych mozna
biatko wirusa uwolni¢ od kwasu nukleinowego i uzyska¢ w stanie nie-
zmienionym. Sktada sie ono wtedy, jak sie zdaje, z 5 czy 6 jednostek
jednotancuchowych, ktoére sa zwigzane ze sobg tworzac trwatlg struk-
ture. Niezmienione biatko wirusa mozaiki tytoniowej jest rozpuszczal-
ne w wodzie i odznacza sie wybitnie zaznaczong tendencjg do two-
rzenia wiielkich agregatow czasteczek. Ten rodzaj budowy jest zupeinie
wyjatkowy. Dzieki specjalnym miejscom ,,autopowiinowactwa" czgstecz-
ki biatka taczg sie ze sobg bok do boku. Muszg one tworzy¢ struktury
0 ksztatcie wycinkdéw kota (tortu), ktdre nastepnie tgczag sie i tworzg
stos o budowie spiralnej (ryc. 2, 3 i 4). By¢ moze tworza one super-
czasteczke o charakterystycznym ksztatcie pateczki.

Rys. 2 Rys. 3

Rys. 2. Zaopatrzone w pietle fahcuchy biatka wirusa mozaiki mozna
utozy¢ w dwiie warsitwy; powstaje w ten sposéb czasteczka o wyso-
kosci 23 A. Na jednym z bokéw schematycznej budowy umieszczono
dwa czarne tréjkaty, ktére majg oznaczaé¢ miejsca majgce powino-
wactwo dla dopetniajacych miejsc drugiej czasteczki.
Rys. 3. Najcienszy krazek biatka wirusowego mozaiki tytoniowej
sktada sie z czasteczek potaczonych w postaci $limacznicy za po-
mocag odpowiadajgcych czesci na ich ptaskich bokach. Srednica kraz-
ka wynosi ISO A, S$rednica otwoiru okoto 50 A
Rys. 4> Cata czasteczka Wirusa mozaiki tytoniowej jest S$limacznica
ztozong z biatka z biegngcym posrodku, wzdtuz czastki pasmem kwa-
su nukleinowego. Slimacznica skiada sie¢ ze 130 dwuwarstwowych
skretow biatka. Dtugos¢ wynosi 3.000 A.

Robley C Williams wykonal w naszym laboratorium w mik-
roskopie elektronowym zdjecia tego procesu w réznych stadiach. W sta-
bo kwasnym oddziatywaniu (pH okoto 6) biatko wystepuje w postaci
matych o jednakowej Srednicy krazkow z oitworem posrodku (ryc.
51 6). Gdy roztwdr zostanie nieco zakwaszony (do okoto pH 5), za-
czynajg sie pojawiaé pateczki, prawdopodobnie przez spiralne narasta-
nie krazkéw. Pateczki powiekszajg sie do réznej diugosci; niektore
z ni.ch wyglagdem swym nie dajg sie odrozni¢ od pateczki wirusa.
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Sama pateczka biatkowa nie zachowuje sie jak wirus — jest ona
catkowicie niezakazna. Jezeli jednak w oddzialywaniu lekko kwasnym
(pH miedzy s i 7) bialko zostanie zmieszane ze $wiezo przygotowanym
kwasem nukleinowym, tgcza sie one na czastki o wszystkich cechach
wiasciwego wirusa. Sag to pateczki o takiej samej S$rednicy i dtugosci,
jak oryginalny wirus (ryc. 7). Roger Hart w naszym laboratorium wy-
kazat jasno, ze rekonstruowane pateczki maja takg sama budowe jak
wirus: cylinder biatkowy obejmuje cienka wewnetrzng pateczke kwa-
su nukleinowego (ryc. s). Ponadto te zrekonstruowane pateczki wywo-
tujg chorobe mozaikowg tytoniu, jezeli potraktuje sie nimi liscie
rosliny.

Gdy dosSwiadczenia te przeprowadzono po raz pierwszy, zaréwno
autor jak i jego koledzy mieli powazne watpliwosci, czy chorobowe
zmiany w roslinie bylty wywotane przez wirusy, ktére zostaty rzeczy-
wiscie na nowo wytworzone w mieszaninie reagujacej. Byto coprawda
wiele powodéw do sadzenia, ze dstotiue sprawa tak sie przedstawiata.
Po pierwsze, materiat stawal sie zakazny tylko wtedy, gdy w miesza-
ninie pokazywaty sie zrekonstruowane czastki podobne do wirusa. Po
drugie, aktywnos$é pojawiata sie tylko wtedy, gdy sktadniki dziataty na
siebie w okre$lonych koncentracjach (okoto 1% biatka io,1% kwasu nu-
kleinowego), w korzystnym pH i w przeciggu okreslonego okresu czasu.
Po trzecie, jezeli preparat kwasu nukleinowego nie byt Swiezy, albo
jezeli przed wprowadzeniem do reagujacej mieszaniny byt on poddany
destrukcyjnemu dziataniu rybonukleazy, otrzymany materiat nie sta-
wat sie zakazny. Mimo to istniata jeszcze mozliwos$¢, ze roztwory byty
zanieczyszczone pozostatym czynnym wirusem, Kktéry w pierwszym
stadium maégt unikngé¢ rozpadu na dwie isktadowe. Nie byto wyklu-
czone, ze takie utajone wirusy, cho¢ w roztozonej prébce nie wykazy-
waty aktywnosci, w jaki$ sposdb mogty sie przeciez staé bardziej agre-
sywne podczas inkubacji mieszaniny reagujacej.

Wirusy moga sie oczywiscie rozmnaza¢ tylko w zywej komorce.
Jedynym sposobem uzyskania odpowiedzi na pytanie, do jakiego stop-
nia pozostate, nieroztozone wirusy mogty by¢ odpowiedzialne za za-
kazno$¢ mieszaniny, bytoby doktadne oznaczenie ilosci przezywajacych
wiruséw. Wyniki tak;ch badan wskazujg, ze oddzielone biatko zawiera
nieroztozony wirus w iloSci nie wiekszej, niz jeden na milion, a od-
dzielony kwas nukleinowy nie wiecej niz 30 cze$ci na milion. Czy ta-
ki stopien zanieczyszczenia mozna zbagatelizowaé, jako nie majacy
praktycznego znaczenia, zalezy jednoznacznie od odpowiedzi na na-
stepne, dalsze pytanie czy ilo$¢ ta moze ttumaczy¢ powstatg aktyw-
no$¢ zakazng mieszaniny? OdpowiedZz brzmi: stopien zakaznos$ci byt



Rys. 5. i 6. Zdjecia w mikroskopie elektronowym (wy-
konane przez iRpbley® C. Williamsa w Uniwersytecie
Kalifornijskim) pokazujg krazki biatka mozaiki znale-
zione w roztworze wiruséw, ktdére zostaly jrozbite na
drodze chemicznej. Posrodku krgzkéw widoczny otwor.



Rys. 7. Zdjecia zrekonstruowanych czastek wirusa (wy-
konane przez Robley'a C. Wiilliiamsa). Biatko i kwas
nukleinowy zostaty rozdzielone, nastepnie pozwolono
im potaczy¢ sie z powrotem. Diuzsze pateczki sa cha-
rakterystyczne dla czastek pierwotnych.

Rys. 8. Czasteczki wirusa rozbitego. Mikrofotografia

Rogera Harfa z Uniwersytetu Kalifornijskiego. Cza-

steczki zostaly rozbite dziataniem detergentu. Cienkie

nitki wydobywajace sie z niektdrych pateczek sg kwa-
sem nukleinowym.
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niekiedy nawet 100.000 razy wiekszy od tego, jaki mdgiby wyniknac
z ewentualnej obecnosci nieroztozonego wirusa. Wydaje sie wiec, iz
przypuszczenie, ze istotnie powstal nowy, chorobotwérczy wirus przez
ponowne potaczenie sie rozdzielonych skiadnikéw — jest rzeczg nie-
unikniona.

Whniosek ten zostal ostatnio potwierdzony na drodze biologicznej,
przy czym uzyskany dowod wydaje sie by¢ absolutnym. Dowdd ten
jest wynikiem doswiadczen nad tgczeniem skiladnikéw pochodzacych
z odmiennych szczepdw wirusa mozaiki.

Jedna z najbardziej listotnych cech zywej materii jest zdolno$¢ do
mutowania. Gdy wirusy rozmnazaja sie w komorce gospodarza, one
takze wykazuja te witasnos¢: powstajg mutanty wirusa, ktére albo mogg
atakowaé¢ innych gospodarzy, albo wytwarzajg objawy chorobowe od-
mienne niz pierwotnie. Poznano wiele mutantéw wirusa mozaiki tyto-
niowej. Niektére z nich sg bardzo podotbne do zwykiego szczepu. Inne
réznig sie tak bardzo, ze muszg by¢ wynikiem catego szeregu mutacji.
Okazato sie, ze wszystkie znane odmiany mutacyjne wirusa mozaiki
tytoniowej maja ten sam ksztatt i wielko$¢, stwierdzono tylko rdznice
w ich skladzie chemicznym. Te, dajace sie stwierdzi¢ odchylenia odno-
szag sie do skltadowej biatkowej wirusa. Niektére mutanty zawierajg
nieco wieksze, lub nieco mniejsze ilosci jednego, czy dwoch amino-
kwasow w poréwnaniu ze zwyklym szczepem wirusa mozaiki. Inne
roznig sie od niego znacznie. Jeden na przyktad ze szczep6w, ozna-
czony literami HR, ma inne stosunki ilosciowe odnos$nie prawie wszyst-
kich aminokwaséw, a ponadto zawiera dwa rodzaje aminokwaséw,
ktérych nie stwierdzono w zwykiym wirusie mozaiki (por. C. A.
Knight i Dean Fraser: Mutacja wirusow. ,,Scientific American", lipiec
1955). Mutanty te z pewnoS$cig roznig sie takze swym kwasem nukle-
inowym, rozniic tych jednak nie udato sie narazie stwierdzi¢ na dro-
dze analizy chemicznej.

Rozne szczepy wirusa udato sie rozdzieli¢ na ich skitadniki — biatko
i kwas nukleinowy, a nastepnie zwigza¢ je z powrotem, ale na krzyz,
tworzac ,hybrydy" wirusowe. W kazdym wypadku ,hybryd" taki wy-
tworzyt w testowej roSlinie zawsze tylko takie objawy chorobowe,
ktére sg charakterystyczne dla tego z pierwotnych wiruséw, Kktdry
dostarczyt swego kwasu nukleinowego. Okazato sie, ze bez wzgledu
na réznice w ich czesci biatkowej, hybrydowe preparaty wirusa wy-
wotywaly zawsze te sama chorobe, ale pod warunkiem, ze zawieraty
ten sam kwas nukleinowy. W ten spos6b niedwuznacznie udowodnio-
no to, co badacze od dawna przypuszczali, mianowicie, ze kwas nukle-
inowy jest gtdwnym nosdnikiem informacji genetycznej przenoszonej



44 H. FRAENKEL-CONRAT 161

z rodzicdw na potomstwo. Wiele pieknych prac wykonanych w licz-

nych pracowniach wykazywato, ze kwas dezoksyrybonukleinowy od-

grywa taka witasnie role w wirusach bakteryjnych; doswiadczenia z wi-

rusem mozaiki tytoniowej po raz pierwszy pokazaly bezposrednio, ze
rowniez i kwas rybonukleinowy moze
by¢ gtéwnym nosnikiem informacji
genetycznej.

Dalsze badania z tej serii doswiad-
czen dostarczyty przekonywujgcego
dowodu, ze ponowne potaczenie biat-
ka z kwasem nukleinowym prowadzito
istotnie do powstania aktywnych czga-
stek wirusa. Ten dowdd uzyskano na
drodze imunologicznej. Gdy zwierze-
ciu wstrzykuje sie obce biatko, zwykle
powstajg w nim przeciwciata skiero-
wane przeciw tej substancji. W ten
spos6b wstrzykniecie wirusa choroby
mozaikowej tytoniu krélikowi stanowi
u niego podniete do tworzenia prze-
ciwcial, mogacych w sposob wybior-
czy zobojetnia¢ biatko wirusowe. Je-
zeli wstrzykniemy na przyktad zwykty
szczep wirusa — TMV, wytworzone
przeciwciata sg specyficznie skierowa-
ne w stosunku do tego biatka. Jezeli
wstrzykniemy szczep HR( to powstate

Rys. 9. Dwa szczepy  wirusa przeciwciata sg odmienne, reaguja z

(skrécone przekroje gdérnego sze-
regu) zostaly rozbite (drugi sze-
reg); pozwolono biatku jednego
szczepu na potgczenie sie z kwa-
sem nukleinowym drugiego (trze-
ci szereg). Potomstwo tego hybry-

biatkiem HR, w stosunku za$ do zwy-
kiego wirusa TMV sg o wiele mniej
aktywne.

Wyobrazmy sobie nastepnie (ryc. 9),

du (czwarty szereg) zawierato . g T .
biatko,, ktore pierwotnie wyste- ze bierzemy pewng ilo$¢ wirusa HR,
powato 2 Jegow';"nvqasem nukleino- o phijamy go na czeéci sktadowe —

biatkowg i nukleinowg — a nastepnie
mieszamy kwas nukleinowy HR z biatkiem TMV (zwyklej mozaiki).
W mieszaninie tej powstang czastki hybrydowe z rdzeniem ztozonym
z kwasu nukleinowego HR i otoczki ztozonej z biatka TMV. Na-
stepnie dodajemy przeciwciatlo skierowane przeciw wirusowi HR, po
czym wprowadzamy materiat do rosliny tytoniu. Jezeli preparatem
tym uda nam sie zakazié¢ rosline, bedzie to oznaczaé, ze zakazenie jest
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wynikiem nowowytworzonych czastek, poniewaz te czastki pierwotne-
go wirusa HR, ktére mogty przezy¢, /nie ulegajac dziataniu chemicz-
nemu i ktére mogty ciggle pozostawac jeszcze w preparacie w stanie
utajonym, bytyby zobojetnione przez przeciwciato HR. Nastepnie mo-
zemy wykona¢ dalszag kontrole przez dodatek przeciwciata skierowa-
nego przeciwko zwykiemu wirusowi TMV. Jezeli zapobiegnie ono po-
wstaniu infekcyjnych witasnosci roztworu, bedziemy mie¢ ostateczny
dowod, ze zakazno$¢ te nalezy odnies¢ do nowowytworzonych hybry-
déw wirusowych o rdzeniu HR i otoczce TMV.

Doswiadczenia takie w istocie wykonano. Daty one niedwuznaczng
odpowiedz. Immunologiczne proby wykazaty, ze zakazne .czastkii rze-
czywiscie majg otoczki TMV. Z drugiej jednak strony powodujg one
powstanie w roslinie objawéw chorobowych charakterystycznych dla
HR, co wskazuje na to, ze czastki te majg rdzen z kwasu nukleino-
wego HR.

Nastepne podniecajgco ciekawe pytanie brzmi: jaki rodzaj czg-
stek hybrydy te wytworzg, gdy bedg sie rozmnaza¢ w komorce
rosliny? Innymi stowy, jak bedzie wygladato potomstwo hybrydowych
wiruséw? Mamy juz w tym wzgledzie powazng wskazowke; komorki
rosliny opanowane przez rozprzestrzeniajacy sie wirus wykazujg obja-
wy charakterystyczne dla HR. Analiiza chemiczna tych potomkéw
wskazuje, ze ich otoczka biatkowa jest istotnie rodzaju HR. Biatko to
zawiera hiistydyne i metionine, dwa aminokwasy, ktére znajdujg sie
w wirusach HR, brak ich natomiast w zwyktym wirusie TMV. Dowodzi
to, ze zwykty kwas nukleinowy odgrywa dominujgcag role w determi-
nowaniu wiasnosci potomstwa, dostarczajagc planu (schematu), wedtug
ktérego otrzymujg one otoczki HR, $ciS$le dopasowane do ich nukleino-
wego jadra HR.

Coprawda istnieja, zdaje sie, pewne drobne iloSciowe réznice mie-
dzy biatkiem potomstwa i biatkiem pierwotnego wirusa HR. Nasuwa
to przypuszczenie, ze biatko TMV rdwniez blierze pewien udziat w ge-
netycznym planowaniu, prowadzac do pewnych modyfikacji w biatko-
wej otoczce potomstwa. Jezeli tak, to mielibySmy tu do czynienia ze
sztucznie wytworzong mutacjg. MozLiwos$¢ ta wskazuje na ewentualng
metode wytwarzania nowych szczepdw wirusdw. Otwiera to zacheca-
jace widoki na stwarzanie ,dokrawanych na zamdwienie" hybrydo-
wych wiruséw, ktére mogtyby stuzyé jako szczepionki na choroby wi-
rusowe. Sg to jednak jedynie spekulacje, poniewaz przedtem nalezato-
by jeszcze wykonaé wiele badan dla wyjasnienia zmian zachodzacych
w hybrydowych wirusach.
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To jednak, co z pewno$cia mozemy wnioskowa¢, moznaby sformuto-
waé tak: prace nad wirusami mozaiki odkryty nowe chemiczne podejs$-
cie do badan nad chorobami wirusowymi, nad strukturg biologicznie
czynnej materii i nad mechanizmem dziedziczenia.
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WITOLD DRAB1KOWSKI

Nowoodkryte nukleotydy polifosforanowe
i ich rola w organizmie

Do lat ostatnich z wolnych nukleotydow wystepujgcych w organiz-
mach zywych wiedziano tylko o nukleotydach adenilowych. Rola ade-
nozynopolLifosforanow jako uniwersalnych przeno$nikdw energii jest
powszechnie znana. W zwigzkach tego typu adenozyna jesit zestryfi-
kowana kwasem fosforowym przy pigtym weglu rybozy. Tymczasem
monoinikleotydy zaréwno adenilowe, jak i pochodne innych zasad
otrzymane przez hydrolize kwaséw nukleinowych posiadajg gtownie
rybcze zestryfikowang przy weglu 2 (lub 3). Innych wolnych mononu-
kleotydow, poza adenilowymi nie znano ii wszystko zdawatlo sie wska-
zywac na to, ze adenina, jako jedyna z zasad purynowych i pirymidy-
nowych, bedacymi skiadnikami kwaséw nukleinowych zajmuje wyjat-
kowe stanowisko w przyrodzie.

W roku 1949 Park (105) wykryt w bakteriach Staphylococcus
aureus zwiazki, bedace pochodnymi kwasu urydylo-5-dwufosforowego,
a w roku 1950 Leloir i wspdtpracownicy wykryli w drozdzach ury-
dyno-5-dwufosfoglukoze. Poczatkowo wydawato sie, ze zwigzki te wy-
stepuja w niewielu przedstawicielach Swiata zywego, a rola ich ogra-
nicza sie do waskich i specjalnych zadan. Tymczasem badania lat pdz-
niejszych, szczegdlnie prowadzone od roku 1953-go przez pracownie
Leloir a Kalckara, Pottera a ostatnio Ochoa i innych
przyniosty ogromng ilo$¢ danych dotyczacych omawianych tu zwigz-
kéw, wykazaty lich powszechne wystepowanie oraz wniosty wiele fak-
tow do zrozumienia ich biogenezy i roli w organizmach.

Trzeba zaznaczy¢, ze tak imponujace wyniki nie zostatyby na pe-
wno osiggniete, gdyby nie uzycie nowoczesnych metod rozdziatu i wy-
odrebnienia substancji. Wymieniacze jonowe, chromatografia i elektro-
foreza bibutowa znalazty tu bardzo szerokie zastosowanie. ROwniez
uzycie w tym przypadku odkrytych w ostatnich latach specyficznych
enzymow, takich jak np. 5-nukleotydaza z jadu wezdéw, w znacznym
stopniu przyczynito sie do ustalenia budowy tych zwigzkow.

(471
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Budowa i wystepowanie

Lelodr i wspétpracownicy badajac mechanizm zamiany galak-
tc-zy w glukoze u drozdzy Saccharomyces fragilis adaptowanych na ga-
laktoze stwierdzali, ze koenzym odpowiedzialny za te przemiane zawie-
ra w swym sktadzie glukoze i labilny fosforan. W toku dalszych prac
(21, 23, 79) wyizolowano powyzszy koenzym oraz oznaczono jego bu-
dowe. Okazat sie on by¢ potgczeniem nukleotydu urydylowego z fos-
foglukozg czyli urydyno-5-dwufosfoglukozg (UDPG) (Rys nr 1).

OH
_____ o Y o W
NCv'CH OH OH H o- o- OH H OH
0=C CH L
AN - -CH— c‘l—IC—lcTC—O—Fi—o—;ﬁ—o—él—c'—c'—c—c—chzoh
HHHH o o hh ohh h

urydynodwufosfoglukoza (UDPG)

Rys. 1 Urydynodwufosfoglukoza

Stwierdzono,ze substancja ta wystepuje réwniez w drozdzach nie
adaptowanych na galaktoze oraz w wielu tkankach zwierzecych, cho-
ciaz w o wiele nizszym stezeniu. W drozdzach, szczeg6lniej po inku-
bacji z toluenem iilo$¢ tego zwigzku wzrastata i wynosita maksymalnie
do 25nM na 1 g Swiezej masy. W tkankach zwierzecych znaleziono
go w ilosciach 0,1—03 nM na 1 g. Zidentyfikowano jako sktadniki te-
go zwigzku: uracyl — przez absorpcje w ultrafiolecie, oraz cukry ko-
lorymetrycznie i chromatograficznie. UDPG po tagodnej hydrolizie
(5 min. 0,01 N kwasem w 100°) uwalniat glukoze, dajgc kwas urydyno-
5-dwufosforowy (UDP). Dalsza hydroliza (15 min. 1 N kwasem w 100°)
uwalniata 1 mol fosforanu. Pozostato$¢ zidentyfikowano jako kw.
urydyno-5-fosforowy  (UDP). Obecno$¢ wigzania pyrofosforano-
wego stwierdzono drogg miareczkowania elektrometrycznego. Po-
tozenie grupy fosforanowej przy weglu 5 rybozy udowodnio-
no na podstawie metody Kilimka i Parnasa (68, 69) za po-
mocg powstawania kompleksow z miedzig, badania komplekséw
boranowych oraz dziatania nadjodami. Oiekawe byto dziatanie alkalii.
UDPG pod ich wptywem rozpada sie na dwie substancje —UMP i fos-
foglukoze, rozng jednak od znanych estrow glukozy. Po dtuzszym dzia-
taniu alkalii daje ona mieszanine 1— i 2-fosfoglukozy. W toku dalszych
badan (104) substancja ta okazata sie glukozg podwojnie zestryfikowa-
ng jedng resztg fosforanowg przy weglu pierwszym i drugim.
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Enzymy z drozdzy sa zdolne zamienia¢ galaktoze w glukoze i od-
wrotnie. Okazato sie, ze UDPG jest koenzymem galaktowaldenazy, to
jest enzymem wywotujagcym przeksztatcenia Waldena przy weglu
czwartym glukozy (78, 79) (Rys. nr 2).

Znane ze stereochemii przeksztatce-

.cenia Waldena polega na zmianie H

konfiguracji przestrzennej czasteczki HO—C- Ho_é

w czasie cyklu reakcji chemicznych. HC-OH HC-OH
W tym przypadku mechanizm inwersji |

przy Ca heksozy jest do dzi$ dnia nie- "9 0 +HO-GH 0
wyjasniony, w kazdym razie nie HC-OH HO-CH
stwierdzono w trakcie reakcji przej- HCI ........ Hé_
Sciowego rozpadu na triozy. Omawiana CH.OH CH20H
inwersja jest zupeitnie nowym typem

reakcji enzymatycznej i nie stosuje glukoza ®  galaktoza
si¢ do zadnego ze znanych mechaniz- Rys. 2. Glukoza galaktoza

méw chemicznych.

Leloir zatozyt (78, 79), ze powyzsza reakcja inwersji sklada
sie z dwu etapow:

. 1-fosfogalaktoza + UDPG ~ 1-fosfoglukoza + UDPGal
(UDPGal — oznacza urydnono-S-dwufosfogalaktoze)
an. UDPGal UDPG
P.eakcja Il katalizowana przez galaktowaldenaze zostala przez
Leloir wudowodniong. UDPG iinkubowana z preparatem enzymaty-
cznym z drozdzy daje w rezultacie mieszanine 75% UDPG i 25%

UDPGal. bedgcych ze sobg w stanie réwnowagi (80). (Taki stosunek
UDPG do UDPGal pozostajgcych w réwnowadze potwierdzili pdézniej
Hansen i Craine (44) badajac ekstraty z Lactobacillus helve-
ticus). Enzymu odpowiedzialnego za reakcje | Leloir jednak nie
wyodrebnit. Istnienie jego potwierdzity dopiero poéZniejsze badania
Kalckara (58 95).

Jak juz wspomniano, w roku 1949 Park (105, 106) stwierdzit, ze je-
zeli do rozwijajacej sie kultury Staphylococcus aureus doda¢ penicy-
liny w stezeniu nieco wiekszym od stezenia hamujacego podziiat, to
w ciggu nastepnych 3/4—1 godziny nastepuje silny wzrost zawartos$ci
labilnego fosforu. Zawarto$¢ labilnego fosforu wzrastata z 0,1 mM do
5— 8 uM na 1 g masy bakteryjnej. Dalsze prace Parka (107, 108) zmie-
rzaty do wyjasnienia pochodzenia tego labilnego fosforu. Frakcjonowa-
nie soli barowych alkoholem idalszy rozdziat na wymieniaczach jono-
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wych oraz na drodze chromatograficznej wykazat istnienie trzech pota-
czen. Wszystkie one zawieraty kwas urydyno-5-dwufosforowy i kompo-
nente cukrowg, ktéra byta N-acetylo-2-aminoheksoza. Nie byta to ani glu-
kozamina, ani galaktozamina, gdyz posiadata jeszcze grupe karboksy-
lowag. Najprostszy ze zbadanych zwigzkéw byt potgczeniem kwasu
urydynodwufosforowego z tym aminocukrem, o budowie analogicznej
do budowy UDPG. Dwa dalsze zwigzki zawieraty albo alanine, albo
peptyd skiadajacy sie z trzech czasteczek alaniny, jednej czasteczki
lizyny i jednej kwasu glutaminowego. Aminokwasy tacza sie prawdo-
podobnie z aminocukrem poprzez jego grupe karboksylowg. Park
stwierdzit, ze w normalnej kultilrze S. aureus zwigzki te wystepuja
réwniez, aczkolwiek w o wiele mniejszym stezeniu.

Jak wspomniano, odkrycie UDPG i nukleotydow Parka mie
wskazywato na to, ze najblizszy okres pozwoli na znalezienie innych
podobnych zwigzkow.

Juz jednak w roku 1952 Paladini i Leloir (104) donieSli
0 obecno$ci w oczyszczonych preparatach UDPG innego zwigzku,
zidentyfikowanego nastepnie (20) jako urydyno-5-dwufosfo-N-acetylo-
glukozamine (UDPAG). Byt wiec to zwigzek podobny do nukleoty-
dow Parka, réznigcy sie jednak brakiem grupy karboksylowej
w reszcie cukrowej. Ostatnio Videla (145) wyizolowat rdéwniez
urydynodwufosfo-N-acetylogalaktozamine (UDPAGal).

Istnienie tego zwigzku potwierdzit Pontis (110) izolujac z watro-
by mieszanine UDPAG i UDPAGal. W mieszaninie tej okoto 30%
stanowito UDPAGal.

W roku 1953 Dutton i Storey (29) doniesli o otrzymaniu
z watroby potaczenia UDP z kwasem uronowym. Inkubacja tej sub-
stancji w obecnosci homogenatéw watroby z o-aminofenolem lub (—)
mentolem prowadzita do powstania stechiometrycznej ilosci glukuro-
nidow. Dalsze badania tych autorow (30, 133) doprowadzity do wyizo-
lowania z 2,5 kg watroby 8 mg tego zwigzku i zbadania jego budowy.
Byt to kwas urydyno-5-dwufosfoglukuronowy (UDPGA). Hydroliza je-
go przez 15 min. 1 N kwasem w 100° dawata UMP, fosforan nieorga-
niczny 1 kwas urunowy, zidentyfikowany jako kwas glukuronowy.
Hydroliza 7-io minutowa w I, 1 N kwasie dawata UDP i kwas 1-fosfo-
glukuronowy. Synteza glukuronidéw z kwasu urydynodwufosfogluku-
ronowego i akceptora (fenolu) zachodzita w obecnosci zawiesiny z wa-
troby, wg. reakcji:

(. UDPGA + R—OH = UDP + R—O—kwas glukuronowy

W reakcjach z fenolami i alkoholami powstaje miedzy nimi a kwa-
sem glukuronowym wigzanie glukozylowe. Ostatnio Dutt'on (31)
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doniést, ze UDPGA reaguje rowniez z niektérymi kwasami karboksy-
lowymi (np. z kw. antranilowym, dajac glukuronidy posiadajace wig-
zania acetalowe. Z kwasem urydynodwufosfoglukuronowym reaguje
bardzo duza ilo$¢ zwigzkdéw: fenolftaleina, tyroksyna, niektére korty-
kosteroidy i inne. W najnowszej swej pracy (32) Dullon podaje,
ze UDPGA dziata jako donor glukuronylowy dla bardzo szerokiego
zasiegu aglikonéw, takich jak niektére alifatyczne alkohole i kwasy
ttuszczowe. Wydaje sie, ze jedynym warunkiem strukturalnym jest
obecnos$é grupy OH. Tak wiec w reakcji Ill-ej symbol akceptora: R-OH
nie oznaczatby wytgcznie fenoli, a ogdllnie zwigzek posiadajagcy gru-
pe hydroksylows.

Wszystkie powyzej omawiane zwigzki UDPG, UDPGal, UDPAG,
UDPAGal, UDPGA, byty potgczeniami urydynodwufosforanu z gluko-
zylem. Dowdd na istnienie kwasu urydynotréjfosforowego — analo-
ga ATP dat juz w r. 1951 Kornberg (71). Wykazat on, ze UDP
inkubowany w obecnosci fosfokinazy pirogronianowej pobiera od fos-
fopirogronianu jeden mol fosforanu.

Cohn i Carter (26) publikujagc w r. 1950 metode rozdziatu
mononukleotydéw na wymieniaczach jonowych sygnalizowali istnie-
nie jakich$ (innych, niz dotychczas znane nukleotyddw. Stosujac ich me-
tode wykryto w roku 1953 niezaleznie od siebie w dwu pracowniach
obecnos¢ w ustrojach kwasu urydyno-5-tréjfosforowego (UTP). Li p-
ton i wsp. (91) wydzielili go z drozdzy. Bergk\ist i Deutsch
(12) rozdzielali frakcje nukleotydowa wyciggu kwasu trojchloroocto-
wego z miesni. 2—4°0 tej frakcji lub handlowych preparatow ATP
stanowity UTP oraz trzecii analog ATP— kwas guanozyno-5-tréjfosfo-
rowy (GTP). Autorzy po zmodyfikowaniu met. Cohna i Cartera
oraz zastosowaniu chromatografii bibutowej jizolowali oba polifosfora-
ny i oznaczyli ich sktad i budowe. Badano powstawanie komplekséw
z miedzig j boranami, dziatanie nadjodanu i 5-nukleotydazy z jadu we-
z6w. Przeprowadzono dezaminacje GTP do ksantynotréjfosforanu
(XTP), ktdéry rowniez zidentyfikowano. Obok GTP stwierdzono wyste-
powanie niewielkich ilosci kwasu cytydyno-5-tréjfosforowego (CTP).

Smith i Mills (129) badajgc frakcje nukleotydowg watroby
swinki morskiej potwierdzili wystepowanie tam UDPG, UDPAG, UDPGA
oraz UMP, UDP, i UTP. W gruczotach mlecznych ssakéw pierwsi Rut-
tfjr i Han sen (117) wykazali obecno$¢ UDPG. Smith i Mills
(130) frakcjonujac wyciagi z gruczotdw mlecznych znalezli procz nu-
kleotydéw ademlowych UDPG, UDPGal, UMP, UDP, UTP, GMP, GDP
i CMP. Wyniki te potwierdzit Manson (92) stwierdzajac, ze szcze-
go6lnie wysokie jest w gruczotach mlecznych stezenie glukozylowych
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pochodnych UDP. Tak np. w gruczole mlecznym kozy UDPAG znajdo-
wato sie w ilosci 25 mM na 100 g, a UDPG w ilosci 40 [uM na 100 g
tkanki.

Cabib i Leloir (19) zbadali doktadnie wykryte uprzednio (79)
potagczenie guanozynodwufosforanu 2z mannozg. Badania pozwolity
stwierdzié, ze budowa tego nukleotydu jest analogiczna do budowy
UDPG. Jest to wiec guanozyno-5-dwufosfomannoza (GDPM).

Obecnos$¢ takiego zwigzku sygnalizowatl réwniez Buchanan(18),
ktory w produktach otrzymanych w wyniku bardzo krotko trwajgcej
fotosyntezy w obecno$ci C1400 znalazt w radioaktywnych produktach
reakcji zwigzek zawierajgcy w swym skfadzie guanine i mannoze.
Obok tego Buchanan stwierdzit obecno$¢ potgczen UDP, z pietno-
wanymi heksozami takich jak UDPG i UDPGal. Strominger (135
badajgc kwasorozpuszczalma frakcje jajowodéw kury znalazt tam réw-
niez GDP i GDPM. Oprécz tego wykryt tam kilka potaczen UDP
z N-acetyloaminocukrem. Jedno z nich zidentyfikowat jako UDPAG.
Potaczenia UDP z acetyloaminocukrami wykryt Strominger takze
u Lactobacillus helveticus, gdzlie ilos¢ ich ulegata zwiekszeniu pod
wptywem penicyliny. Te wszystkie zwigzki byty wiec analogami nu-
kleotydéw Parka.

W dalszej pracy nad nukleotydami zawartymi w jajowodach no$-
nych kur Strominger (140) potwierdzit istnienie wykrytej przez
Videla (145 urydynodwufosfoacetylogalaktozaminy (UDPAGal), oraz
stwierdzit, ze i w jajowodach znajduje sie ona w roéwnowadze
z UDPAG. Procz tego udato sie mu zidentyfikowa¢ dwa dalsze potga-
czenia z N-acetyloaminocukrem. Jednym z nich byt fosforan uirydyno-
dwufosfoacetyloglukozaminy, drugim siarczan urydynodwufosfoacety-
logalaktozaminy. Wydaje sie, ze dodatkowy mol fosforanu :i siarczanu
znajduje sie w pozycji 6 aminocukru.

Kwas inozynowy (IMP) znany jest od czaséw Liebi ga Jednak
jego pochodne polifosforanowe przez diugi okres czasu nie byty zna-
ne. W roku 1942 Kleinzeller (67) otrzymat kwas inozyno-5- troj-
fosforowy (ITP) na drodze dezaminacji: ATP. Dopiero jednak w roku
1953 mozliwos$¢ istnienia ITP w organizmach zywych wykazali na dro-
dze enzymatycznej Berg i Jo klik (10). Inozynopolifosforany zna-
leziono ostatnio w miesniach krdliika (77) oraz w szeregu innych na-
rzadéw.

Pracownia Pottera (51), stosujac zmodyfikowang przez siebie
metode Cohna i Cartera rozdziatu nukleotydéw na Do-
wex’ie badata wystepowanie powyzej omoéwionych zwigzkéw w wie-
lu rodzajach tkanek. Wykazano obecno$¢ wszystkich znanych gluko-
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zytowych pochodnych GDP oraz wszystkich polifosforanowych analo-
géw ATP. Tak np. w watrobie stwierdzono wystepowanie m. iin. cyty-
dyno-mono, dwu— i trojfosforan6w. Badano rowniez zawartos¢ nukle-
otydéw w mdzgu i miesniach. W tych ostatnich charakterystyczny
jest brak glukozylowych pochodnych UDP. Schmitz (124, 125) ba-
dat wystepowanie nukleotydow w réznego rodzaju tkankach nowo-
tworowych jak Flexner-Jobling carcinoma, Walker carcinoma, Ascite-
stumor oraz w drozdzach (126). W poszczegdlnych rodzajach tkanek ra-
kowatych mozna byto wykryé charakterystyczne r6znice w zawartosci
poszczegoOlnych nukleotydow, w zaleznosci od rodzaju nowotworu.
Wigczanie sie nieorganicznego pietnowanego fosforanu w izolowane
mitochondrie watroby badat Beyer (15). Stwierdzit on szybkie po-
jawianie sie ?22P w izolowanych mononukleotydach polifosforanowych.
Izolowaniem GTP i GDP z drozdzy zajmowali sie Ayengar i wsp.(3).

Doniesiono réwniez o wystepowaniu omawianych nukleozydopoli-
fosforandw oraz glukozylowych pochodnych UDP i GDP w réznych
bakteriach jak Lactobacillus arabinosus (4), Lactobacillus helveticus
(117), streptokokki grupy A (28) oraz w ple$niach: Penicillum chry-
sogenum (5, 6).

Trzeba wspomnie¢, ze budowa powyzej omdwionych zwigzkow
uzyskata potwierdzenie przez poréwnanie z syntetycznie otrzymanymi
nukleotydami. W pracowni T odda, badacza- szczegblnie zastuzonego
na polu syntezy nukleotydéw, otrzymano juz wcze$niej UMP (96), UDP
(2, 63), a ostatnio UTP (43, 65), UGPG (64) i GMP (25).

Na zakonczenie przegladu nowoodkrytych nukleotydow nalezy
omowi¢ nowe polifosforany adenozyny. Juz w r. 1953 Goldwasser
(36) badajgc wtagczenie sie znaczonej adeniny w nukleotydy stwierdzi-
ta wystepowanie jakiego$ nowego nukleotydu adenilowego. Sacks
i wsp. (120) rozdzielajagc nukleotydy watroby i miesni znalezli jakie$
pochodne polifosforanowe adenozyny o wiekszej niz w ATP ilosci labi-
Inego fosforu. Roéwniez i Schmitz (126) rozdzielajagc nukleotydy
z drozdzy zaobserwowat obecno$é innych niezidentyfikowanych pochod-
nych adenozyny. Dopiero Marrian (93, 94) rozdzielajgc na Dowex’ie
handlowe preparaty ATP stwierdzit wystepowanie w nich nowego nukle-
adenozyny. Dopiero Marrian (93, 94) rozdzielajgc na Dowex'ie han-
dlowe preparaty ATP stwierdzit wystepowanie w nich nowego nukle-
otydu, ktorego zawarto$¢ wynosita do 1/3 zawartosci ATP. Analiza
wykazata, ze jest to adenozyno-5-czterofosforan zwigzek o trzech mo-
lach labiTnego fosforanu w czasteczce. W roku 1955 Sacks (119)
a takze i Lie ber mann (89) potwierdzili istnienie powyzszego zwigz-
ku. (Co prawda Sacks znalazt go w ilosciach mniejszych, bo wyno-
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szacych do 8% wszystkich nukleotydow adenilowych). Précz tego stwier-
dzit on wystepowanie w preparatach ATP w ilosciach do 1% kwasu
adenozyno-5-pieciofosforowego, w ktérym sg 4 labilne reszty fosfo-
ranowe.

We wszystkich omawianych dotychczas zwigzkach komponentg cu-
krowag byta ryboza. O wystepowaniu analogicznych nukleitydéow poli-
fosforanowych zawierajgcych dezoksyryboze zamiast rybozy do nie-
dawna nie bylo nic wiadome. Dopiero w koncu 1955 r. Potter
i Schlesinger (112) donie$li o wykryciu w kwasorozpuszczalnych
wyciggach z grasicy cielecej mono, dwu 1 tréjfosforanowych pochod-
nych tymidyny i dezoksycytocyny. W wyciggach tych nie mozna byto
natomiast wykry¢ dezoksyrybonukleotydéw purynowych.

Biosynteza i przemiany enzymatyczne

Krebs i Hems wr. 1953 (74) stwierdzili przy uzyciu znaczo-
nego 32P, ze ITP nie moze powsta¢ z IDP analogicznie do powstawa-
nia ATP: Zachodzi natomiast reakcja:

(1v). ATP + IDP = ADP + ITP

Reakcja ta nie jest katalizowana przez miokinaze, ani przez takie
enzymy jak .adenozynotréjfosfataza i alkaliczna fosfataza, ale przez
specyficzng fosfokinaze, analogiczng do kreatynofosfokinazy.

Powyzszg reakcje transfosforylacji (IV) badali w tym samym cza-
sie Berg i Jo klik (10, 11). Stwierdzili oni wystepowanie enzymu
katalizujacego reakcje (IV) w drozdzach i mie$niach oraz udowodnili,
ze nie chodzi w tym przypadku o transaminacje a o transfosforylacje.

Dla enzymu tego zaproponowali autorzy nazwe nukleozydodwufos-
fokinaza. Reakcja IV ma charakter bardziej og6lny; obejmuje ona nie
tylko inozynofosforany, ale réwniez i inne nukleotydy dwufosforanowe
jako akceptory i tréjfosforanowe jako donory. Nukleozydomonofosfo-
rany nie wchodza w reakcje. Tak np. wykazano istnienie nastepujacej
reakcji:

V). UDP + ATP = UTP + ADP

Juz w r. 1951 Trucco (143) stwierdzit, ze UDP inkubowane
z ATP i 1-fosfoglukozg w obecnosci soku z komérek drozdzy daje
UDPG i zatozyt, ze prawdopodobnie w trakcie reakcji powstaje przejs-
ciwo UTP. Berg i Joklik (11) uwazajg, ze tworzenie sie UTP
jest umozliwione wtasnie dzieki odkrytemu przez nich enzymowi. Naj-
pierw zachodzi w tym przypadku reakcja V, a nastepnie tworzy sie
UDPG przy udziale powstatego UTP wg. schematu VI:
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V). UTP + 1-fosfoglukoza ~ UDPG + pyrofosforan

Reakcja VI — pyrofosforalizy zostata stwierdzona w pracowni
Kalckara (99). Dializowany sok z drozdzy zawiera enzym, ktory
w obecnosci UDPG 1 pietnowanego pyrofosforanu daje 1-fosfoglukoze.
Ten enzym (urydynodwufosfoglukozo-pyrofosforylaza) nie dziata na in-
ne potaczenia UDP. UTP jak i UDPG jest w tym przypadku donorem
urydylu i stad enzym ten moze by¢ nazwany rowniez urydylotrainsfera-
zg (Scisle pyrofosforano-urydylotransferazg). Jest on szeroko rozpo-
wszechniony w przyrodzie. Wykryto go miedzy innymi w gruczotach
mlecznych (131) w watrobie (129), w mies$niach d tkance nerwowej
(102) i w lisciach szpinaku (102).

Kinetyke reakcji VI badata doktadnie, przy uzyciu bardzo oczysz-
czonej urydylotransferazy, Munch-Petersen (102), Autorka spraw-
dzita zalezno$¢ reakcji od zmian pH, udziat aktywatoréw i inhibitoréw
itd. Badajac mechanizm reakcji VI zatozyta ona (100,102), ze reakcja

ta moze byC rozpatrywana dwuetapowo (reakcje VII i VIII):
(VII). UDPG + enzym ~ enzym UP + 1-fosfoglukoza
(VII). enzym UP + pyrofosforan ~ enzym + UTP

Autorka przy uzyciu znaczonego fosforanu wbudowanego w pyrofos-
foran lub w fosfoglukoze uzyskata znaczne wigczenie 32P w nukleotyd.
Wyniki zdajg sie wskazywa¢ na to, ze rzeczywiscie w trakciie reakcji
tworzy sie przejsciowe potaczenie enzymu z urydylem, choé préby
izolowania tego potaczenia zawiodty.

W dalszych pracach Kalckar i wspétpracownicy (58) udowod-
nili i zbadali reakcje tworzenia sie UDPGal w obecnosci dializowanego
soku z drozdzy. Jedng z nich jest reakcja I, ktorej istnienie przyjmowat
jeszcze Leloir do wytlumaczenia mechanizmu inwersji galaktozy
w glukoze i ktora uzyskatla teraz potwierdzenie doswiadczalne. Kata-
lizowana jest ona przez enzym fosfoglukozourydylotransferaze.

Istnienie reakcji l-ej potwierdzit rowniez Trucco (144). Otrzymat
on przy inkubacji UDPG z pietnowang 14C fosfoglukoza w obecnosci
ekstraktow z Saccaromyces fragilis wiaczenie sie znakowanego wegla
do UDPG (reakcja IX):

(IX). UDPG + 1-fosfoglukoza (14C) ?2UDPG (14C) + 1-fosfoglukoza

Drugg reakcje zwigzang z powstawaniem UDPGal jest reakcja Il -ga-
laktowaldenazy. Ten enzym wystepuje rowniez bardzo szeroko w przy-
rodzie. Znaleziono go w gruczotach mlecznych (22), u bakterii (117, 95).
Maxwell i wspdt (95 badali galaktowaldenaze i fosfoglukozourydy-
lotransferaze z watroby. Ten ostatni enzym katalizujagcy reakcje I-g,
jest bardziej stabilny od galaktowaldenazy w stosunku do podwyzszonej
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temperatury i moze by¢ na tej zasadzie od niej oddzielony. Autorzy
znalezli oba enzymy w wuelu tkankach ssakéw. Jeszcze jedng reakcje,
na drodze ktorej moze powstaé UDPGal jest reakcja X, analogiczna do
reakcji VI-gj.

(X). UTP + 1-fosfogalaktoza "UDPGal + pyrofosforan

Reasumujac urydynodwufosfogalaktoza moze wiec powstawaé trze-
ma drogami (58):

a) przez enzymatyczng inwersje UDPG, katalizowang przez galakto-
waldenaze (reakcja II).

b) przez przenoszenie urydylu z 1-fosfoglukozy na 1-fosfogalakto-
ze (reakcja ).

c) przez przeniesienie urydylu z pyrofosforanu na I-fosfogalaktoze
(reakcja X).

Jest bardzo intersujgce, ze niektore preparaty enzymatyczne (np.
z moézgu miodych zwierzat) zawierajg enzymy Kkatalizujgce reakcje
X i ll, a nie zawieraja transferazy odpowiedzialnej za reakcje I-3 (95).

Petna zamiana galaktozy na glukoze nastepuje wiec albo w wyniku
zajscia reakcji l-ej i li-ej albo cyklu kolejno po sobie przebiegaja-
cych reakcji: X-ej, li-ej, i VI-ej. (Reakcja VI w tym przypadku musi
zachodzi¢ oczywiscie z prawa na lewo).

Bilansem obu cyklow reakcji bedzie zamiana 1-fosfogalaktozy
w 1-fosfoglukoze (lub odwrotnie). Przemiany te badali Hansen
i w wsp. (46) przy uzyciu ekstraktow z Streptococcus iragilis i Lacto-
bacillus bulgaricus. Stwierdzili oni, ze niefrakcjonowane wyciagi z obu
rodzai bakterii zamieniajg I|-fosfogalaktoze w 1-fosfoglukoze w obec-
nosci katalicznych ilosci urydynodwufoisfoheksozy lub UTP (czyli obu
mozliwymi drogami). Frakcjonowane ekstrakty powodujg zamiane tyl-
ko w obecnosci urydynodwufosfoheksozy, nie zawierajg wiec pyrofos-
forolitycznych uktadéw enzymatycznych.

Smith i Mills (128, 129) stwierdzili, ze obecny w watrobie
zwigzek wykryty przez Paladini i Leloir (104) i zidentyfiko-
wany pozniej jako urydynodwufosfoacetyloglukozamina (20), nie po-
daje sie pyrofosforolizie analogicznie do UDPG przy pomocy prepara-
tu urydylotransferazy drozdzy. Natomiast w obecnosci jader komaérko-
wych wyizolowanych z watroby zachodzi reakcja Xl analogiczna do
reakcji VI:

(XD). UDPAG + pyrofosforan —UTP + 1-fosfoacetyloglukozamina

Jadra komoérkowe majg roéwniez zdolnosé pyrofosforylowania
UDPG, d to dwa razy szybciej niz UDPAG (97). Natomiast proby uzy-
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skania analogicznej reakcji z kwasem urydynodwufosfoglukuronowym
zawiodly.

Munch-Peterson (101) udowodnita, ze roéwniez i guanozyno-
dwufosfomajnjnoza powstaje w reakcji analogicznej do reakcji VI i X
W obecnos$ci preparatu enzymatycznego z drozdzy S. fragilis zacho-
dzita reakcja XII:

(X11). GTP + 1-fosfomannoza ~ GDPM + pyrofosforan

Lieberman i Kornberg (85 badali niewyjasnione drogi
powstanie urydynotrojfosforanu z urydynomonofosforanu. Znalezli oni,
ze drozdze zawieraja enzym podobny do miokinazy, katalizujacy na-
stepujace reakcje:

(XI11). UMP + ATP ?:UDP + ADP
(X1V). UTP + UMP 2 UDP
(XV). AMP + UTP - ADP + UDP

Drozdze nie zawieralty natomiast nukleozydodwufosfokinazy kata-
lizujgcej reakcje IV i V, co zostatlo wykazane przez brak reakcji
ATP z IDP (85).

Munch-Peter sen (103) badata dokiladnie przebieg reakcji XIlII
i wykazata, Zze nie zachodzi tu przeniesienie pyrofosforanu na UMP po-
taczone z pdzniejszg jego defosforylacjg do UDP. Istotag reakcji jest
prosta transfosforylacja ostatniej reszty fosforanowej ATP na UMP.

W reakcjach XIII — XV mogg bra¢ udziat takze guanozynofosfo-
rany. Ogbélnie wiec te systemy enzymatyczne katalizujg nastepujaca
reakcje:

nukleozydomonofosforan A + nukleozydotréjfosforan B 7
nukleozydodwufosforan A + nukleozydodwufosforan B

Enzym ten (lub enzymy) ro6znig sie od miokinozy wiekszg labiil-
noscig w stosunku do podwyzszonej temperatury.

W uktadzie powyzszym jedynie IMP nie brato udziatu, cho¢ J o-
klik (34) znalazt w ekstraktach z drozdzy enzym Kkatalizujgcy witas-
nie dyzmutacje inozynodwufosforanow:

(XVI). 2 IDP ITP + IMP

Podobne badania prowadzili rowniez Strominger i wsp. (136).
Stwierdzili oni, ze w preparatach z watroby cielecej znajduje sie en-
zym, nazwany przez nich nukleozydomonofosfokinaza, katalizujacy
szereg reakcji, ktérych wynikiem jest reakcja XIV. Ten preparat enzy-
matyczny nie zawiera nukleozydodwufosfokinazy. W obecno$ci jego
zachodzi réwniez reakcja XllIl. Inkubacja handlowego UTP z UMP da-
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je w wyniku reakcji XIV nieznaczng ilos§¢ UDP, poniewaz reakcja
zachodzi jedynie dzieki obecnoscii w preparatach $ladéw ATP, w prze-
ciwienstwie do badan Liebermana i wsp. (87), u ktérych reakcja
X1V zachodzita bez udzialu ATP. Strominger i wsp. sadza, ze na
reakcje XIV skladajg sie nastepujace etapy:

a) reakcja XIIl. ATP + UMP ~UDP + ADP

b) "  XVIIl. 2 ADP st ATP + AMP

c) " XV UTP + AMP ~ UDP + ADP

XIV. UTP + UMP ~ 2 UDP

Podobne reakcje zachodzg miedzy ATP i AMP, ATP i CMP, AMP
i CTP. ATP nie reaguje jednak z IMP. Nie zaobserwowano zadnej re-
akcji miedzy parag nukleotyddw, w ktérej przynajmniej jeden ze skiad-
nikow nie byt nukleotydem adenilowym. CTP nie reaguje z CMP lub
z UMP, chyba ze w obecnos$ci $ladéw ATP.

Powyzszy zesp6t reakcji zwiazany jest z czynnos$cig enzymu obec-
nego w preparatach z watroby, katalizujgcego nieodwracalng reakcje

(X1X). UDP >mUMP + P

W reakcji XIX UDP jest hydrolizowany okoto 100 razy szybciej
niz UTP, ATP lub ADP i CDP.

Defosforylacja GDP i IDP (141) nastepuje réwnie szybko jak UDP.
Enzym katalizujgcy reakcje XIX nie reaguje z zadnym z nukleozydo-
mono — lub tréjfosforanéw. Te ostatnie mogg by¢é defosforylowane
kiedy reakcje XIX potgczy sie z systemem powyzej omawianych re-
akcji katalizujacych przeniesienie fosforu z nukleozydotréj — na nu-
kleozydomonofosforany z tym zastrzezeniem, ze jeden z powstatych
nukleotydéw dwufosforanowy.ch bedzie UDP, GDP lub IDP.

Niezaleznie od Stromi ngera enzym odpowiedzialny za re-
akcje XIX-g zostat wyizolowany przez Pl ant a (109), ktory badajac
go doszedt do podobnych rezultatéw.

W sumie wiec wynikiem zespotu przemian tworzgcych reakcje XIV
i reakcje XIX jest reakcja XX:

(XX). UTP -> UMP + 2 P

Jak juz wspomniano wyzej ani Lieberman (85 ani Stromin-
ger (135) nie stwierdzili, badajagc przemiany nukleozydotréj— i mo-
nofosforanéw reakcji miedzy IMP a jakimkolwiek trojfosforanem. Po-
twierdzili to Krebs i Hems (75, wykazujac jednak obecno$¢
w tkankach zwierzecych enzymu odpowiedzalnego za reakcje XXI:
(XXI). ITP + AMP  ADP + IDP

Autorzy udowodnili odwracalno$¢ tej reakcji oraz wykazali, ze nie
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chodzi w tym przypadku o transaminacje. Sadzg oni, ze nie jest wyklu-
czone, ze reakcja XXI jest wynikiem dwu reakcji, a mianowicie re-
akcji transfosforylacji miedzy nukleotydami adenilowymi katalizowa-
nej przez miokinaze i reakcji IV.

Pracownia Pottera zajmowata sie ostatnio (48) lokalizacjg w ko-
morce enzymdw odpowiedzialnych za fosforylacje UMP. Stwierdzono,
ze izolowane mitochondria sg zdolne fosforylowaé UDP do UTP, nie
dziatajg natomiast na UMP. Z kolei wycigg po odwirowaniu mitochond-
rii fosforyluje UMP do UDP i czesciowo tylko do UTP. Gtdéwne dzia-
tanie jader w tych reakcjach polega natomiast na defosforylowamu
UMP. W czasie tych wszystkich reakcji stwierdzono odwracalng trans-
fosforylacje miedzy nukleotydami adenilowymi a urydylowymi.

Biogeneza, kwasu urydynodwufosfoglukuronowego przebiega nie-
co odmiennie. Jak juz wspomniano, Smith i Mills (199) stwier-
dzili, ze nie mozna przeprowadzié¢ pyrofosforolizy UDPGA analogicznie
do reakcji VI. Tak wiec UDPGA nie moze sie tworzy¢ z UTP ii kwasu
1-fosfoglukuronowego. Ostatnio Strominger i wsp. (137) doniesli,
ze wolny od elementéw morfotycznych wyciag z watroby moze utle-
nia¢ UDPG do UDPGA w obecnosci DNP+ i enzymoéw otrzymanych
z proszku acetonowego z watroby. Enzym ten nie utlenia urydynodwu-
fosfoacetyloglukozaminy.

Kalckar (59 doniost o obecnosci w Haemophilus influenzae spe-
cyficznego enzymu rozszczepiajacego UDPG do UMP i 1-fosfoglukozy.
Enzym ten nie podobnie do odpowiadajgcych mu preparatow z droz-
dzy dziata niezaleznie od dodatku pyrofosforanu lub estréw fosforo-
wych heksoz (brak reakcji I i VI). Urydynodwufosfoacetylo-glukozami-
na nie byta rozktadana przez ten enzym.

Dotychczas omawiane przemiany poszczeg6lnych mononukleotyddw
dotyczyty jedynie wzajemnej przemiany reszt fosforanowych lub glu-
kozylow. We wszystkich przypadkach pierscien purynowy lub pirymi-
dynowy nie brat udziatu w reakcji. Przemiany, w ktdrych biorg udziat
zasady azotowe sg S$cisle zwigzane z zagadnieniem ammacji lub deza-
minacji. Do lat ostatnich z enzymoéw biorgcych udziat w tego typu
przemianach, zachodzacych na szczeblu nukleotydéw znana byta
wiasciwie tylko szeroko rozpowszechniona dezaminaza kwasu ade-
nilowego, powodujgca powstanie IMP z AMP. Niedawno Deutsch
i Nilsson (27) wykazali, ze zel aktomiozynowy po defosforylacji
ATP do ADP powoduje dezaminacje tego ostatniego na szczeblu dwu,
a nie monofosforanu, jak to sie dotychczas sadzito, a wiec powstanie
tym samym [DP.

Enzymow katalizujgcych aminacje nukleotydow do czaséw ostat-
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nich witasciwie nie znano. Lieberman w r. 1955 opisal obecny
w ekstraktach E. coli enzym, ktory przeprowadzat reakcje XXII:

(XX11). UTP + NH3 + ATP -> CTP +ADP +P + H20

W reakcji tej jony amonowe nie mogly byC zastgpione przez grupy
aminowe amidow kwasowych aminokwaséw. Reakcja zachodzita nato-
miast w obecno$ci hydroksylaminy.

Rowniez w 1955 r. ukazalo sie niezaleznie od siebie kilka komuni-
katow dotyczacych powstawania guanozynofosfoiranéw z kw. inozyno-
wego (1, 76, 34). Gehring i Magasagnik (34) stwierdzili, ze
oczyszczone ekstrakty z Aerobacter aerogenes powodujg w obecnosci
DPN przemiane kwasu inozyno-5-fosforowego w ksantozyno-5-fosfo-
rowy (XMP).

Doktadniej zagadnienie to zbadali: Lagerkvist na preparatach
z watroby (76) i Abrams i Bentley na wyciagach ze szpiku
kostnego (1). Autorzy ci wykazali istnienie enzymu dehydrogenazy kw.
inozynowego odpowiedzialnego za reakcje XXIII:

(XXI1). IMP— - PN >xmp

Powstaty w wyniku tej reakcji ksantozynomonofosfoiran ulega ami-
nacji do GMP wg reakcji XXIV:

(XXIV). XMP + - tNH2 -+ GMP + —OH

Donorem grupy aminowej jest tu kwas glutaminowy lub glutamina.
Reakcja zachodzi w obecnosci ATP. W ten sposéb w wyniku reakcji
XXI i XXIV powstaje GMP z IMP. Précz tego w wyciggach ze szpi-
ku kostnego (1) znaleziono inny enzym, powodujgcy bezposrednig
aminacje IMP:

(XXV). IMP + -NH2-> AMP + -OH

Reakcja wymaga obecnosci zwiagzku makroergicznego jako Zrodia
energii oraz donora grup aminowych, ktdrym moze by¢ jedynie kwas
asparaginowy. Nalezy podkreslic wysoka specyficznosé reakcji XXIV
d XXV w stosunku do odpowiednich aminokwaséw dwukarboksy-
lowych.

Rola w ustroju

Rola powyzej omawianych zwigzkéw nie jest jeszcze doktadnie po-
znana. Juz dzi$ zarysowujg sie jednak wyraznie dwie dziedziny, w kté-
rych opisywane mononukleotydy biorg aktywny udziat. Jedng z tych
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dziedzin jest udziat glukozylowych pochodnych nukleozydodwufosfo-
randw w metabolizmie cukrow.

Znaczenie UDPG jako koenzymu galaktowaldenazy zostato juz omé-
wione. Wydaje sie dzi$ udowodnione, ze synteza galaktozy w ustroju
a takze witaczenie sie jej w cykl glikolityczmy przebiega wtasnie na tej
drodze. Wykrycie przez Buchanana (17, 18) potgczen heksoz z ury-
dyno- i guanozynodwufosforanami w zielonych lisciach i glonach w wy-
niku juz b. krotkotrwatej fotosyntezy potwierdza poglad co do udziatu
ich w syntezie cukréw.

Niedawno Bean ;i Hassid (7) opublikowali badania nad asymi-
lacjg C140 2 przez czerwone glony Iridophycus tlaccidum. Okazato sie,
ze juz po 8-miu sek. fotosyntezy pojawia sie UDPG i zaraz po niej
UDPGal. Autorzy uwazajg, ze UDPGal bierze udziat w reakcji powsta-
wania a-D-galaktozydoglicerolu, zapasowego cukru tych glonéw wg
schematu:

(XXVI). UDPGal + a-fosfoglicerol ~
a-D-galaktozydofosfoglicerol + UDP

Istnieje juz szereg danych potwierdzajacych udziat glukozylowych
pochodnych nukleotydéw przy tworzeniu dwucukréow.

Leloir (81) stwierdzit, ze UDPG inkubowana w obecnosci ekstra-
ktu z drozdzy z fosfoglukozg daje fosfotrehaloze.

(XXVII). UDPG + fosfoglukozg ~ fosfotrehaloza + UDP

W zarodkach zbdz, fasoli i innych roslin oraz pedach ziemniakéw
Leloir (82, 24) znalazt enzym katalizujgcy reakcje:

(XXVII). UDPG + fruktoza ~ sacharoza + UDP

Enzym ten nazwany zostat UDPG-fruktozotransglukozylazag. Wydaje
sig, ze wystepowanie jego posiada charakter ogélny.
Leloir (84) otrzymat takze inny enzym, katalizujacy reakcje:

(XXIX). UDPG + 6-fosfofruktoza ~ fosfosacharoza + UDP

W nastepnym etapie, po reakcji XXIX dziata fosfataza odszczepiajaca
fosfor od fosfosacharozy. Juz Buchanan nieco wczes$niej (17) stwier-
dzit, ze synteza sacharozy przebiega wedtug reakcji XXIX, a nie we-
dtug XXVIII, chociaz fosfosacharoza otrzymana przez niego zawierata
reszte fosforanowg prawdopodobnie w pozycji 1 fruktozy, podczas gdy
otrzymana przez Leloira posiadata fosfor przy weglu 6-tym
fruktozy.

Tabone i Tabone (142) wykazali, ze przy powstawaniu estru
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glukozylowego kw. antranilowego w obecno$ci Bcicterium megatherium
glukozylu dostarcza rowniez UDPG.

We wszystkich powyzszych przyktadach UDPG jest donorem glu-
kozylu, dajagc poczatek a glukozydom. Dyskutowana jest réwniez rola
UDPG przy tworzeniu glukozydéw. Istnejg dowody na udziat UDPG
w syntezie laktozy. W gruczotach mlecznych ssakdw wykryto stosunko-
wo duzg zawarto$¢ UDPG (do okoto 15uM na 100 g tkanki) oraz enzy-
my: galaktowaldenaze (22) i urydylotransferaze (131). Rutter i Han-
sen (117) wykazali, ze UDPG podnosi znacznie produkcje kwasu mle-
kowego przez zawiesine komoérek Lactobacillus bulgaricus zaadoptowa-
nych do wzrostu na glukozie lub galaktozie jako Zrédle weglowodanow.

Udziat kwasu urydynodwufosfoglukuronowego w syntezie glukuro-
niddw byt juz powyzej omoOwiony. Wszystkie naturalne glukuronidy
majg konfiguracje G Storey i Dutton (133) omawiajgc role
UDPGA w tworzeniu glukuronidéw stwierdzajg jednak, ze na obecnym
etapie wiedzy trudno jest podaé, czy konfiguracja urydynodwufosfo-
glukuronidéw jest poniewaz byé moze nastepuje inwersja w trak-
cie tworzenia wigzania glukozylowego.

Dyskutowana jest réwniez rola powyzszych zwigzkow w syntezie
polisacharydow. Cabib i Leloir (190 wysuwajg mozliwo$s¢ udzia-
tu guanozynodwufosfomannozy w syntezie mannanu, obecnego w bto-
nach komaérkowych drozdzy. Tak samo brano pod uwage udziat UDPAG
jako donora acetyloglukozaminy w syntezie chityny (20). Niestety
pierwsze prace nie potwierdzity tego zatozenia. Leloir i Cardini
(83) badajac plesn Neurospora crassa, syntetyzujgcq duze ilosci chity-
ny z acetyloglukozaminy nie stwierdzili koenzymatycznej funkcji
UDPAG. Ositatmio Storey i Dutton (133) omawiajg mozliwg role
potgczen urydynodwufosforanowych w tworzeniu takich mukopolisa-
charydéw jak kwas hyaluronowy, kwas chondroitynosiarkowy czy
heparyna, w sktad ktérych wchodzg jak wiadomo acetyloglukozamina,
acetylogalaktozamina i kwas glukuronowy. Trudnoscig takiego zatoze-
nia jest fakt, ze nie znaleziono UDPGA i odpowiedniego systemu enzy-
matycznego w innych tkankach poza watrobg. Istnieje jednak mozli-
wosé, ze organ ten ma specyficzng funkcje w tworzeniu jednostek
dwusacharydowych N-acetyloheksozamino-glukuronidow (133).

Potwierdzeniem tej hipotezy jest niedawne wykrycie przez Stro-
mingera (140) w jajowodach kury obok UDPAG, UDPAGal i GDPM
nowych pochodnych UDP: fosforanu UDPAG i siarczanu UDAPGal.
Jedng z wazniejszych funkcji jajowoddw jest synteza glukoproteidow
zawierajacych miedzy innymi acetyloglukozamine i mannoze. Istnie-
nie wiec w nich stosunkowo duzych ilosci pochodnych UDP potwier-
dzitoby hipoteze udziatu lich w syntezie cukrowcéw.
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Réwniez Balbio i wsp. (6) omawiajac wystepowanie glukozylo-
wych pochodnych UDP w ple$niach zawierajgcych rézne polisacharydy
sugeruje role ich jako donoréw glukozylu w syntezie cukrowcéw.

Drugim zagadnieniem, coraz szerzej rozpracowywanym jest udziat
nukleotydéw polifosforanowych w syntezie kw. nukleinowych.

Juz wcze$niej udowodniono, ze te pietnowane puryny i pirymi-
dyny, ktore sa wbudowywane w kw. nukleinowe szybko wiaczajg sie
w odpowiadajace tym zasadom 5-pol:fosfonukleozydy (35). Goldw as-
ser (36, 37, 38) stwierdzita szybkie wigczanie sie adeniny w adenozy-
nopolifosforany, a nastepnie w kw. nukleinowe w obecnos$ci homoge-
natéw z watroby. Autorka udowodnita, ze adenozynofosforany wcho-
dzg w czasteczke kwasu nukleinowego w catosci, tak ze uprzednie roz-
bicie w nukleotydzie wigzania fosfor-ryboza nie ma miejsca. Roéwniez
w embriona.ch jezowca adenina jest szybko wbudowywana w 5-nukle-
otydy i w KDN oraz wolniej w KRN (56). Ben net j Krueckel
(9) takze stwierdzili szybkie wbudowywanie sie znaczonej adeniny
w 5-nukleotydy adenilowe, natomiast wolniejsze whudowywanie sie w od
powiednie pochodne guanozyny. Autorzy stojag na stanowisku, ze nu-
kleotydy te sg prekursorami kwaséw nukleinowych.

Strominger (134, 139) znalazt, ze dziatanie penicyliny na Sta-
phylococcus aureus przejawia sie miedzy innymi, tym, Zze znaczony
uracyl akumuluje sie w potaczeniach urydyno-i cytydynofosforowych
wycigganych zimnym kwasem trdjchlorooctowym. W nieobecnosci pe-
nicyliny uracyl jest bardzo szybko wigczany w kwasy nukleinowe.

Szereg innych prac rowniez wskazuje na niewatpliwy udziat nu-
kleozydo-5-fosforanéw w metabolizmie kwasdw nukleinowych. Kay
i Davidson (61) frakcjonujgc zwigzki fosforowe jader komorko-
wych wykazali obecnosé¢ tam obok kw. nukleinowych wolnych mono-
nukleotydéw. Schmitz i wsp. (127) badajgc polifosforanowe nukle-
otydy, zawarte w réznych tkankach stwierdzili w przypadku intensyw-
nie rosngcych nowotworow oraz drozdzy, ze wolne nukleotydy sa bez
watpienia bezposrednimi prekursorami kwasow nukleinowych.

Kale kar (56) omawiajgc juz w 1953 r. role mononukleotydéw
w syntezie kwaséw nukleinowych sugerowat, ze moga by¢ one uzyte
do tworzenia dwuestrowych wigzan fosforowych w kwasach nukleino-
wych. Mozna to sobie uswiadomi¢ jako wspotdziatanie krancowych
jednostek polinukleotydu z wolnym polifosforanem, dajgce w rezulta-
cie wiaczenie tego nukleotydu w czasteczke kwasu nukleinowego. Syn-
teza nukleozydopolifosforanéw w obecnosci i kosztem ATP przy udzia-
le powyzej omowionych enzymow moze dostarczaé ,cegietek budulco-
wych" dla syntezy kwaséw nukleinowych.
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Wczesniejsze badania (przeglad piSmiennictwa (33) pozwolity stwier-
dzi¢, ze kwas orotowy (4-karboksy-uracyl) (rys. nr 3) jest prekursorem
pirymidyn kwaséw nukleinowych. (Jedynie w przypadku Staphylococ-
cus aureus zachowuje sie on inaczej, niz w tkankach ssakéw, wiacza
sie bowiem o wiele wolniej od uracylu tak w mo-
ttonukleotydy jak i w kwasy nukleinowe (134).

Poszczeg6lne etapy przemian kwasu orotowego

byty jednak do niedawna nieznane. Dopiero prace

o—CL c.cooy Hurlberta i wsp. dostarczyty dowodoéw na to,

N ze kwas orotowy wigcza sie w watrobie szybko

,!' w pochodne 5-fosfourydyny (49) i ze zwigzki te sg

intermediatami pirymidyn kwasu rybonukleinowe-

kwas orotowy go. W dalszych pracach (50, 51) stwierdzona, ze

wprowadzony do organizmu kwas orotowy mozna

poczatkowo wykryé we frakcji kwasorozpuszczal-

nej watroby, po6zniej za$ dopiero we frakcji kwasonierozpuszczal-

nej. Autorzy znalezli w 20 min. po injek.cji kwasu orotowego w wg-

trobie takie radioaktywne zwigzki, jak UMP, UDP i jego glukozy-

lowe pochodne oraz CMP. Po dluzszym czaisie nastepuje wigczenie

sie ich w kwas rybonukleinowy tak cytoplazmatyczny jak i ja-

drowy. W nastepnej pracy Hurlbert (52) szukal enzymu odpo-

wiedzialnego za zamiane kwasu orotowego w kwas urydylofosforowy.

Otrzymat go z oddializowanego wyciagu lub z ekstraktow z proszku

acetonowego z watroby. W obecnosci: tego enzymu, ATP, Mg- i 5-fos-

forybozy pietnowany kwas orotowy dawat r6zne radioaktywne sub-

stancje, z ktérych jedng zidentyfikowano jako UMP, inne za$ byty po-

chodnymi urydynofosforanow.

Stwierdzono, ze 5-fosforyboza reaguje z ATP dajac rybozotréjfosfo-

ran (reakcja XXX), ktory reaguje z kwasem orotowym dajagc jako
pierwszy intermediat UMP. (53)

Niezaleznie od Hurlberta zagadnienie wigczenia kwasu oroto-
wego w nukleotydy pirymidynowe rozwigzata pracownia Kornber-
ga (72, 73, 86). Wyizolowany przez nich z proszku acetonowego z wa-
troby enzym katalizuje reak.cje: (72)

(XXX). ATP + 5-fosforyboza "AMP + 5-fosforybozylo-l-pyrofosforan (PRPP).

Inne uktady enzymatyczne, obecne réwniez w watrobie umozliwiaja
reakcje XXXI.

(XXXT1). pirymidyna (lub puryna) + PRPP ~ nukleotyd + pyrofosforan

Kwas orotowy w obecnosci izolowanego z drozdzy enzymu reaguje
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z PRPP dajagc kwas orotydyno-5-fosforowy (OMP). (86) Reakcja XXXI
jest podobnie jak reakcja VI i X reakcjg pyrofosforolizy. Powstaty
OMP ulega nastepnie dekarboksylacji wg reakcji:

(XXXI1). OMP UMP + CO2

Autorzy wyizolowali z drozdzy inny enzym, ktéry warunkuje syn-
teze nukleotyddw adenilowych z adeniny i PRPP, a takze enzym syn-
tetyzujacy kwas inozynowy. Wedlug schematu reakcji XXXI moga
powstawaé rowniez nukleotydy guanilowe (73).

Inne prace (116, 70) potwierdzity wyniki badan Kornberga.
Przebadano system enzymatyczny, w ktérym IMP byt syntetyzowany
z hipoksantyny w obecnosci 5-fosforybozy, ATP i dwu preparatow en-
zymatycznych z watroby. Pierwszy z enzymow katalizuje reakcje XXX,
drugi reakcje XXXI syntetyzujagc kwas inozynowy z hipoksantyny
i 5-fosforybozylopyrofosforanu. Stwierdzono przy tym, Ze ta ostatnia
reakcja jest odwracalna.

W ten sposob zostaly wykryte posrednie etapy biosyntezy nukle-
otydéw pirymidynowych i purynowych oraz wyttumaczone wigczanie
sie zasad azotowych w dalszej konsekwencji w kwasy rybonukleinowe.

Pewne S$wiatto na udzial i role nukleozydopolifosforanow w syn-
tezie kw. nukleinowych rzucajg ciekawe badania pracowni Och oa
(39, 40, 41, 42, 47). Autorzy otrzymali z wyciggdw Azotobacter vine-
landii enzym nazwany fosforylaza polinukleotydowa i katalizujacy
reakcje polimeryzacji mononukleotydéw-5-fosforowych. Inkubujgc ADP
lub IDP w obecnosci preparatow tego enzymu stwierdzono znikanie
wolnych nukleotyddéw oraz uwalnianie sie steehiometrycznych ilosci
fosforanu. RdAwnoczes$nie ze znikaniem nukleotydow powstaje wysoko
czasteczkowa substancja, rozpuszczalna w wodzie, niedializujgca ii wtrg-
cajagca sie kwasem trdjchlorooctowym i alkoholem. Substancja ta po-
siada normalne widmo nukleotydowe w ultrafiolecie. Stwierdzono, ze
zachodzaca w wyniku inkubacji reakcja ma przebieg nastepujacy:

(XXXI11). Il ADP ~(AMP)n + nlP

Powstate polimery (AMP)n lub (IMP)in posiadajg ciezar czastecz-
kowy dochodzacy do 800.000. W toku dalszych badan okazato sie, ze
rowniez i inne nukleozydodwufosforany polimeryzuja pod wptywem
tego isamego enzymu. Badanie powstatych polimeréw wykazaty, ze po-
szczegOlne nukleotydy taczg sie ze sobg wigzaniem fosfodwuestrowym
potozonym miedzy 5-ym weglem rybozy jednego nukleotydu, a 3-im
(lub drugim) weglem rybozy sasiedniego nukleotydu, a wiec w taki sam
spoiséb jak w rodzimych kwasach nukleinowych. Krancowy nukleotyd
tafncucha posiada grupe fosforanowa w pozycji 5 rybozy.
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Rowniez i obrazy dyfrakcji promieni X takich polimeréw byty po-
dobne do obrazéw dyfrakcji kw. nukleinowych.

Autorzy inkubujac mieszanine nukleozydodwufosforanéw otrzymali
takze polinukleotydy zawierajgce wszystkie 4 zasady azotowe. Takie
»mieszane" polinukleotydy byty zupetnie podobne do naturalnego kwa-
su rybonukleinowego, co przejawiato sie miedzy innymi w fatwiej-
szym atakowaniu ich przez rybonukleaze w poréwnaniu z ,prostymi"
polinukleotydami (tj. zbudowanymi z jednej tylko zasady azotowej).

Reakcja polimeryzacji nukleotydéw (reakcja XXXII) jest odwracal-
na. W kierunku odwrotnym zachodzi tylko w obecnosci fosforanu nie-
organicznego. Niewyjasniony jest fakt, ze ,proste" polimery ulegaja
szybciiej fosforylacji niz ,,mieszane”. Omawiany enzym zdolny jest row-
niez fosfory]Jowa¢ naturalne kwasy rybonukleinowe r6znego pocho-
dzenia, cho¢ reak.cja w tym przypadku przebiega raczej wolniej. Kwas
dezoksyrybonukleinowy oraz fragmenty kwasu rybonukleinowego po-
zostate po trawieniu rybonukleazg nie ulegajg fosforylacji pod wpty-
wem fosforylazy polinukleotydowej.

Odwracalno$¢ reakcji polimeryzacji; jest bardzo interesujgca z ener-
getycznego punktu widzenia. Z przebiegu reakcji wynika, ze wolna
energia hydrolizy wigzania dwuestrowego polinukleotydu nie moze by¢
duzo nizsza niz energia wigzania pyrofosforanowego w nukleozydo-
dwufosforanach.

Ostatnie badania O ch o a pozwolity wykaza¢, ze fosforylaza polinu-
kleotydowa jest bardzo rozpowszechniona w przyrodzie. Enzym ten
znaleziono u szeregu bakterii, u drozdzy a takze u wyzszych rodlin.
Nie otrzymano jednak jeszcze jednoznacznego dowodu obecnosci jego
w tkankach zwierzecych.

Powyzszy enzym znalazt réwniez Beers (8) w wyciggach z komorek
Mycobacterium lysodeikticus. Badania jego sga zgodne z wynikami pra-
cowni Ochoa

Niewyjasnionym dotychczas jest udzial intermediatéow w syntezie
kwasu dezoksyrybonukleinowego. Jedynie Salbe (118) stwierdzit,
ze w obecnoSci enzymu z mitoehondrii dezoksyadenozyno-5-fosforan
moze by¢ fosforylowany do dwu i trojfosforanu.

Znalezienie w grasicy (112) wolnych nukleotydéw polifosforano-
wych pochodnych dezoksynukleozydow pozwoli by¢ moze na stwier-
dzenie ich analogicznej roli przy syntezie kwasow dezoksyrybonukle-
inowych.

Procz omawianej roli nukleozydéw polifosforanowych w syntezie
cukrowcdw i kwaséw nukleinowych zaczynajg sie ukazywaé wzmianki
o mozliwej jeszcze 'innej roli tych zwigzkéw.

Sanadi i wsp. (121, 122) wykryli, ze w systemie enzymatycz-
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nym Kkatalizujagcym fosforylacje ADP potaczong z rozpadem sukcinylo-
koenzymu A wystepuje jako dodatkowy koenzym GDP. Pierwszym
etapem reakcji jest powstanie GTP.

(XXXI1V). Sukcinylo CoA + GDP + P ~ bursztynian + CoA + GTP

Dopiero w nastepnym etapie nastepuje tworzenie sie ATP w reakcji
XXXV analogicznej do reakcji 1V i V:

(XXXV). GTP + ADP ~ GDP + ATP

W reakcji XXXIV tylko IDP moze zastgpi¢ GDP. Autorzy wyizolowali
z nadnercza S$wini preparat enzymatyczny odpowiedzialny za reakcje
XXXIV. Nie katalizuje on reakcji fosforylacji, gdy uzyé bardzo czyste-
go preparatu ADP. Rowniez synteza sukcinylo-koenzymu A w obecnosci
ATP wolnego od S$ladéw nukleotydow guanozynowych nie zachodzi.

Ling (%) doniést, ze ITP lub UTP mogg réwniez szybko jak ATP
fosforylowaé 6-fosfofruktoze do 1,6-dwufosfofruktozy. Wyniki zdajg sie
wskazywac¢ na to, ze odbywa sie tu bezposrednia fosforylacja nie po-
przedzona wymiang fosforu z ADP w obecnosci nukleozydodwufosfo-
kinazy.

Powyzej juz podano, ze fosfokinaza pirogromanowa dziata réwniez
na IDP (67) i na UDP (71). Ostatnio Stromi nger podat (138), ze
enzym ten katalizuje tak samo fosforylacje GDP i CDP. Autor sadzi,
ze jest to prosta reakcja fosforylacji i posrednictwo nukleotydéw ade-
nilowych jest wykluczone.

Potter i wsp. (48) badali tworzenie sie polifosforanow urydy-
lowych z UMP w czasie oksydatywnej fosforylacji. Autorzy podaja,
ze fosforylacja urydynofosforanéw odbywa sie poprzez przeniesienie
fosforanu z ATP. Nukleotydy adenilowe wydajg sie by¢ niezbednym
ogniwem miedzy donorami oksydatywnej fosforylacji a UMP.

Jak wynika z badan Liebermanna (89 adenozynoczterofosfo-
ran jest zwigzkiem mniej aktywnym niz ATP. Tak np. stopien tworzenia
6-fosfoglukozy przy uzyciu fosfokmazy wynosi w przypadku ademozy-
noczterofosforanu mniej niz 1% wydajnosci osiggnietej w przypadku
uzycia ATP. Brak jest réwniez przeniesienia fosforanu z adenozyno-
czterofosforanu na ADP w obecnosci miokinazy.

Bardzo ciekawe jest doniesienie Kennedy i wsp. (62), ze jedna
z drdg biosyntezy lecytyny wymaga udziatu cytydynotréjfosforanu.
CTP jest w tym przypadku zwigzkiem bardzo specyficznym, tak ze
oczyszczone preparaty ATP sg zupetnie bez efektu. Autorzy postulujg
nastepujacy schemat reakcji:

(XXXVI). CTP + fosforylocholina ~ cytydynodwufosfocholina + pyrofosforan
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(XXXVII). cytydynodwufosfocholina + akceptor ~ lecytyna + CMP

Lipidowym akceptorem jest prawdopodobnie o P-dwugliceryd. Reakcja
XXXV jest, jak wida¢ jeszcze jednym z przykiadéw reakcji pyrofo-
sforolizy.

Obecnosé¢ innych niz adenilowe nukleotydow pyrofosforanowych
w miesniach wysuneto zagadnienie ich ewentualnej roli w procesach
skurczu miesnia. Juz w r. 1942 Kleinzeller (67) badal otrzymane
przez siebie ITP ;i stwierdzit, ze odszczepienie fosforu przez miozyn
od ITP zachodzi trzy razy szybciej niz od ATP. Defosforylacja wycig-
gami z mies$ni zatrzymuje sie na stadium inozynodwufosforami, bowiem
miokiinaza na ten zwigzek nie dziata. Powstawanie fosfokreatyny z ITP
zachodzi 5—8 razy wolniej niz z ATP. Fakt szybszego rozszczepienia
ITP przez miozyn potwierdzili p6éZzniej Spicer i Bowen (132). To sa-
mo stwierdzit rowniez Gergely (35 badajgc dziatanie meromiozynu
na ITP. UTP defosforyluje sie tez szybciej niz ATP pod wptywem ciez-
kiego meromiozynu a krystaliczny miozyn rozktada UTP 4—6 razy
szybciej niz ATP. (57)

ITP wywotuje podobnie do ATP spadek lepkosci roztworu akto-
miozynu co spowodowane jest dysocjacjg aktomiozynu (98) (132). Ana-
logiczne zjawisko zachodzace pod wpitywem UTP badat Ranney
(114). Stwierdzit on pewng r6znice w dziataniu na aktomiozyn miedzy
UTP i ATP. RoOznice te przypisuje on stabszemu dysocjujgcemu dziata-
niu UTP na aktomiozyn, lub temu, ze miozyn charakteryzuje sie wiek-
szg aktywnos$¢ UTP-atyczng niz ATP-atyczng.

Wptyw UTP i GTP na zel aktomiozynowy badali Bergkvist
i Deutsch (13). Oba te zwigzki w ilosciach rdwnowaznych iloSciom
ATP wywotujg identyczny efekt kurczenia sie zelu aktomiozynu.

Na marginesie mozna wspomnieé, ze preparaty aktynu nie zawie-
raja wedlug badan pracowni Strauba (113) Innych nukleotydow
niz adenilowe. Przy badaniu dziatania miozynu i aktomiozynu na ITP
i UTP stwierdzono bardzo duzy wptyw jonéw dwuwartosciowych me-
tali. Tak w.iec szybko$¢ odszczepienia fosforu od ATP w nieobecnosci
Ca-- i Mg-- jest wieksza niz od ITP (132). Przy braku dostatecznych
stezen jondw Mg-: nie zachodzi spadek lepkosci aktomiozynu pod wpty-
wem ITP (98, 132) anii UTP (114).

Kinetyke reakcji miozynu z nukleotydami polifosforanowymi badat
wyczerpujagco Blum (16). Wykazat on nastepujacg kolejnos¢ statych
Michaelisa-Mentena: KmM(ATP) > Km(UTP)!> Km(ITP). Jony
Mg-- podwyzszajag Km podczas gdy Ca-- ma tylko maty wplyw. Autor
zaktada, ze pierScien zasady azotowej nukleotydu tgczy sie w pozycji
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6 poprzez jon metalu z enzymem i tym tlumaczy takg kolejnos$¢ sta-
tych Km

W nieobecno$ci jonéw Mg-- i Ca-- maksymalne szybko$ci defosfo-
rylacji przedstawiajg sie nastepujaco: v (ATP) > v (UTP) > v (ITP). Po
dodaniu Ca-- szybkosci wzrastajg, ale kolejnos¢ zmienia sie na
v (ITP) > v (UTP) > v (ATP). Jony Mg-- obnizajg silnie v (ATP), a juz
w bardzo matym stopniu wptywajg na obnizenie v (UTP).

Kielley i wsp. (66) stwierdzili, ze CTP, GTP i adenozynocztero-
fosforan tez sg hydrolizowane przez miozyn. Autorzy badali réwniez
wptyw kationow jednowartosciowych, a takze kwasu etylenodwuami-
noczterooctowego (wersenu) na aktywnos$¢ hydrolityczng miozynu wo-
bec réznych nukleotyddw.

W obecnosci jonéw Ca-- (zgodnie z powyzej omawianymi badaniami)
miozyn jest najmniej aktywny w stosunku do ATP. Obraz zmienia sie
w obecnosci wersenu i jonoéw K: kiedy witasnie ATP jest najszybciej
hydrolizowany. Podobnie do ATP zachowuje sie GTP, natomiast adeno-
zynoczterofosforan nie przypomina swym zachowaniem ATP aupodab-
nia sie raczej do GTP.

Z danych doswiadczalnych autorzy wysuwajg wniosek, ze w obec-
nosci Ca-- najszybciej sg hydrolizowane te nukleotydy, ktére posiada-
ja gr. “OH przy weglu 6-ym zasady azotowej; obecno$¢ gr-NHi przy
tym weglu hamuje aktywno$¢. Odwrotnie przedstawia sie sprawa
w obecnos$ci wersenu.

Précz prac nad reakcjg nukleotydéw polifosforanowych z miozynem
lub aktomiozynem badano réwniez ich zdolno$¢ wywolywania skurczu
modeli mie$niowych, takich jak nici aktomiozynowe lub widkna mie-
$niowe ekstrahowane glicerolem. Spicer i Bowen (132) oraz
Portzehl (111) wykazali, ze ITP posiada zdolno$¢ kurczenia modeli
miesniowych w takim stopniu jak czyni to ATP dopiero w obecnosci
wiekszych niz w przypadku ATP stezen jondw Mg--. Wowczas gdy sg
one obecne w dostatecznej ilosci (0, 02M) maksymalny skurcz modeli
miesniowych zalezy tak samo od stezenia ITP jak od stezenia ATP.

Rowniez Hoffman — Berling (48a) osiggnat pod wpilywem
ITP w obecnosci jonéw Mg" maksymalny skurcz jednakowy ze skurczem
otrzymanym pod wptywem ATP. Podobny efekt dla UTP pod wzgledem
zdolnosci kurczenia widkien glicerolowych uzyskali Ranney (il4)
i Kalckar (57). Ranney (115) wykazat, ze ITP, UTP, CTP sg pod
wzgledem aktywnos$ci rownowazne ATP. Nukleotydy te przy skurczu
modeli miesniowych reagujg bezposrednio — udzial posredni ATP
przy wspotudziale nukleozydodwufosfokinazy jest wykluczony. Ran-
ney badat réwniez skurcz widkien glicerolowych pod wptywem GTP

5. Postepy Biochemii
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i adenozynoczterofosforanu uzyskujac jednak w tym przypadku duzo
mniejszy stopieA skurczenia niz pod wpltywem ATP.

Zagadnienie ewentualnego udziatlu innych nukleotydéw niz ade-
nilowe w procesie skurczu miesni omawia szeroko Weber (146) w re-
feracie na Il Kongresie Biochemicznym w Brukseli.

Autor stoi na stanowisku uprzywilejowania ATP przy skurczu fizjo-
logicznym oraz podaje szereg dowodoéw przemawiajgcych za takim po-
gladem. Jednym z nich jest konieczno$¢ obecnos$ci duzych stezeh jo-
néw Mg-- przy wywotywaniu skurczu modeli mie$niowych przez inne
niz ATP nukleozydotréjfosforany. Podczas gdy normalnie istniejace
stezenie Mg-- réwne 0,5—1,0x10“5 M wystarczy zupetnie dla reakcji
z ATP, to w przypadku pozostatych zwigzkéw Mg-- musi by¢ obecny
w stezeniu az do 10—=2M.

Précz tego autor podaje, ze modele widkien pozbawione catkowicie
nukleozydodwufosfokinazy nie rozkladajg w ogéle ITP jezeli jest précz
tego obecny ATP, poOki stezenie tego ostatniego znacznie nie spadnie.
Stwierdzono to dodajagc do takich widkien mieszanine pietnowanego
ATP z niepietnowanym ITP i IDP. Brak byto przenoszenia 32P na IDP,
a reakcji ulegat wytacznie ATP.

Rdéwniez inaczej w stosunku do analogéw ATP zachowuje sie tzw.
czynnik Marsh a-Bendalla Jest to obecny w mie$niach czynnik
rozkurczowy o0 niezupetnie jeszcze poznanej budowie. Hamuje on
normalnie odszczepianie fosforu od ATP. Nie reaguje jedynie wtedy,
gdy stezenie ATP jest nizsze od fizjologicznego. Okazuje sie, ze
czynnik Marsh a-Bendalla nie ma wpltywu na napiecie modeli
miesniowych wywotane przez takie nukleotydy jak ITP, GTP i UTP
az do momentu gdy stezenie tych zwigzkéw jest rowne 10—2M. Tym-
czasem czynnik ten reaguje w przypadku ATP gdy ten jest obecny
juz w stezeniu 2,5x10—3M.

Wynika z tego, ze gdyby inne nukleotydy wywotywaty w normal-
nych warunkach skurcz, to skurcz taki byitby trwaty, bowiem czynnik
Marsh a-Ben dalla nie dziatatby na te zwigzki obecne w minimal-
nym stezeniu w miesniach.

Zagadnienia omawiane w niniejszym artykule znalazty juz w ostat-
nim czasie zastosowanie rowniez przy badaniu stanéw patologicznych
w medycynie. Istnieje dziecieca choroba, zwana galaktozemig, charak-
teryzujgca sie zaburzeniami metabolizmu galaktozy. U chorych na te
chorobe zostato stwierdzone, ze galaktoza, po podaniu z pozywieniem
akumuluje sie w erytrocytach pod postacig 1-fosfogalaktozy. Badajac
dalsze jej losy Kal,c kar i wsp. (54, 60) znaleZli, ze z enzymow biora-
cych udziat w metaboliZmie galaktozy tj. fosfogalaktozourydylotran-
sferazy (reakcja 1) i galaktowaldenazy (reakcja Il) w krwinkach dzieci
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chorych brak jest jedynie transferazy. Wskutek tego reakcja | nie mo-
ze zachodzi¢ i nastepuje gromadzenie sie 1-fosfogalaktozy po podaniu
galaktozy. Z drugiej strony obecno$¢ galaktowaldenazy zapewnia cho-
rym pozostajgcym na diecie bezgalaktozowej normalny rozwdj. Gala-
ktoze bowiem konieczng chociazby dla budowy cerebrozydéow wytwa-
rza sobie organizm via reakcja Il

W pewnym zwigzku z powyzszym stojg badania Hansena i wsp.
(45) nad kurczetami hodowanymi na diecie galaktozowej. Galaktoza
podawana w duzych ilosciach jest szkodliwa dla kurczat. Wywotuje
ona objawy drzenia, a w bardzo ostrych przypadkach nawet i drgawki
epileptyczne. Hansen i wsp. badali zawarto$¢ urydynodwufosfohek-
soz w watrobie kurczat karmionych od momentu wyklucia sie dietg ga-
laktozowa w poréwnaniu z normalnymi kurczetami.

Stwierdzono, ze w watrobie kurczat otrzymujacych galaktoze na-
stepuje gromadzenie sie urydynodwufosfoheksoz (18,5 uM na 100 g w po-
rownaniu z 88 mM w watrobach normalnych) stanowigcych miesza-
nine UDPG i UDPGal. W normalnych watrobach UDPGal wystepuje
rowniez (co jest zupeinie zrozumiate, gdyz kurczeta musza jg wytwa-
rza¢), ale w duzo mniejszej niz UDPG iloSci. Tymczasem w watrobach
kurczat karmionych galaktozg ilo§¢ UDPGal znacznie przewyzsza ilosé
UDPG. Swiadczy to o tym, ze w przypadku zaburzeri galaktozowych
u kurczat rownowaga miedzy UDPG a UDPGal ustalana przez galakto-
waldenaze (80), (44) ulega znacznemu zakidceniu.

Jak widaé, na obecnym etapie wiedzy znamy juz dobrze budowe
i wystepowanie omowionych w niniejszym artykule zwigzkow. Rola ich
nie jest jeszcze doktadnie poznana. Jednak dostownie dzien po dniu
zaczynaja sie ukazywaé publikacje dotyczace tej dziedziny d mozna
by¢ pewnym, ze w niedtugim czasie zrozumiemy znaczenie tych zwigz-
kéw. Dzi$ juz wiadomo z pewnoscia, ze nukleotydy adenilowe mie ma-
ja monopolu wytgcznosci w ustrojach. Inne nukleotydy, mimo ze ste-
zenie ich jest o wiele nizsze od stezenia adenozynofosforanéw niewat-
pliwie odgrywajg rowniez wazng role w organizmie.

Panu Prof, dr W. Niemierko skladam ta droga podziekowanie za
krytyczne przejrzenie tej pracy.
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AKTUALNOSCI BIOCHEMICZNE

Wizyta wybitnego uczonego angielskiego w Polsce

Na zaproszenie Wydzialu Nauk Biologicznych Polskiej Akademii Nauk w okre-
sie od 23 X do ill3 XI b. i. bawit w Polsce wybitny biochemik angielski — prof. dr
Stanistaw Kazimierz Kon, dyrektor Oddzialu Nauki Zywienia w National Institute
for Research tin DaiTying w Reading. Prof. Kon jest specjalista zagadnien zwigza-
nych z biochemiag zwierzat hodowlanych oraz witaminem Bi2.

Celem pirzyjazdu prof. Kona do Poltsiki byto zapoznanie pracownikéw nauJki
z osiggnieciami badan prowadzonych przez wybitnego uczonego jak i przez Od-
dziat Nauki Zywienia. (

Prof. Kon zywo> interesuje siie rozwojem nauk biochemicznych i weterynaryjnych
w polskich o$rodkach naukowych. W zwigzku z tym zwiedzit nastepujgce placéwki
naukowe: w Warszawie — Instytut Biologia Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego, Za-
ktad Biochemii PAN, Zakiad Chemii Fizjologicznej A. M. Instytut Hematologii, Gtow-
ng Szkote Gospodarstwa Wiejskiegoi; w Krakowie — Zakiad Chemii Fizjologicz-
nej A. M.; w Bydgoszczy w Putawach — Instytut Weterynarii; w Lublinie i Pozna-
niu — Wyzszag Szkole Rolniczg oraz Zaklad Miegsoznawstwa; w Gdymi — Morski
Instytut Rylbacki.

W placowkach tych prof. S. K. Kon zapoznat sie z tematyka ii metodyka badan
jak roéwniiez z organizacja zaktadéw. Wielogodzinne rozmowy i dyskusje prowadzone
zaréwno' z kierownikami placéwek jak ilstudentami wyjasnity wiele watpliwosci wy-
suwanych przez Situchaczy.

W Warszawie dn. 5. XI. b.T. S. K. Kon na zaproszenie Komitetéw Biochemicznego
i Nauk Rolniczych PAN wygtosit .odczyt na temat , Antybiotyki w zywieniu zwierzat
hodowlanych™ (streszczenie odczytu ponizej).

Wizyta prof. S. K. Kona przyczyni sie niewatpliwie do zaciesnienia stosunkéw
miedzy polskimi biochemikami d fizjologami zwierzat a jednym z najwiekszych insty-
tutéw agrobiologicznych w Anglii reprezentowanym przez wybitnego uczonego.

Antybiotyki w zywieniu zwierzat hodowlanych
(Streszczenie referatu wygtoszonego przez protf. S. K. Kona w PKIiN dnia 5 XI. 1956 r.)

W 1947 > w jednym z Instytutéw Badawczych w Stanach Zjednoczonych zauwa-
zono, ze zwierzeta doswiadczalne otrzymujgce streptomycyne szybciej przybywaja na
wadze nliiz zwiierzeta kontrolnej Wtedy jednak niie zwrécono na ten fakt uwagi.

W 1948 r. w .kilku krajach otrzymano w stanie czystym witamin Bi2 co spowodowato
duze zlaiilnteiresowande tym $rodkiem leczniczym. Poniewaz najlepszym zrdédiem wdta-
miinu Bfi2 Okazaly sie materiaty odpadkowe przy produkcji antybiotykéw, zwiaszcza
aureomycyny ponownie zainteresowano sie wptywem antybiotykéw na przyrost
na wadze zwierzat hodowlanych. Stwierdzono mianowicie, ze niewielki dodatek aureo-
mycyny do karmy trzjody chlewnej przy$piesza jej wzrost.

[77]



78 AKTUALNOSCI BIOCHEMICZNE Rl

W Aingliii stosunek do tegio odkrycia byt raczej konserwatywny. Ministerstwo Rol-
nictwa zasiegato u fachowcédw opmili co do istoty dziiataniila antybiotykow i ewentualnego
ich zastosowania w praktyce hodowlanej. Prof. Kon wyrazit wtedy poglad, ze ko-
rzystny wplyw na wzrost zwierzat spowodowany jesit nie dziataniem antybiotyku
lecz witaminu B12 ktéry moze znajdowac sie w niezupetnie oczyszczonych preparatach
antybiotykéw. Poglad ten okazat sie po6Zniej btedny — antybiotyki w stanie krysta-
licznym, catkowicie oczyszczone réwniez, dziatajg korzystnie na przyrost wagi zwierzat.

Rada Badan Rolniczych postanowita przeprowadzi¢ doswiadczenia celem stwierdze-
nia, czy w warunkach angielskich lub szkockich antybiotyki dziatajg korzystnie na przy-
rost wagi zwierzat oraz czy nie wywierajg wptywu szkodliwego'. Pierwsze dosSwiadcze-
nia przeprowadzono na S$winiach, dodajac aureomycyny do karmy tych zwierzat.
Stwierdzono przyrost na wadze o ok 180 wiekszy od przyrostu na wadze zwierzat kar-
mionych dietg podstawowg. Zauwazono jednocze$nie, ze przyrost na wadze byt wiek-
szy u tych zwierzat, ktére otrzymywaty w diecie wiecej biatka roslinnego (makuchy).
Zwierzeta otrzymujace wiiecej biatka zwierzecego (jmaczka rybna) wykazywaty réwniez
przyrost na wadze pO dodaniu antybiotyku, mniejszy jednak w poréwna-
niu z poprzednio omdéwionymi. Poza pewnym przyrostem na wadze zwierzat stwier-
dzono, ze dodanie antybiotyku do karmy zwieksza jej uzytkownos¢.

W nastepnych doswiadczeniach zwierzeta uszeregowano wediug dziennego przy-
rostu na wadze. Wykazano, ze im mniejszy byt przyrost na wadze bez antybioty-
kéw, tym korzystniejszy wpltyw wywotato dodanie antybiotyku. Podobng zaleznos$¢
stwierdzono,, badajgc wiptyw antybiotyku na uzytkowno$¢ karmy: gdy uzytkownos$¢
karmy byta stosunkowo dobra — wplyw antybiotykéw byt stosunkowo niewielki;
gdy uzytkownos¢ karmy byta bardzo niska, wptyw antybiotykéw byt znacznie
wiekszy.

Dawki stosowanych antybiotykéw, wykazujace korzystne dziatanie sg bardzo mate:
np. penicylina 8 mg/kg karmy (czyli 8 g/-tong). Dawki takie sg optymalne pod wzgle-
dem dziatania na przyrost na wadze zwierzat a jednocze$nie pod wzgledem kosztéw.

Poza doswiadczeniami na S$winiach, omoéwionymi powyzej, przeprowadzano ba-
dania, dotyczace wptywu antybiotykéw na przyrost na wadze kurczat. Jedng z cie-
kawszych jest obserwacja wskazujgca, ze najbardziej zaznacza sie korzystny wplyw
antybiotykéw w pierwszej fazie wzrostu kurczat (do 7 tygodni). Uzytkownos$¢ karmy
jest w tym okresie réwniez najwieksza. Ten korzystny wptyw maleje w miare
wzrostu kurczat. Na podstawie tych doswiadczen stwierdzi¢ mozna, ze im intensyw-
niejszy jest wzrost zwierzecia, tym wiekszy wplyw antybiotykow.

W doswiadczeniach na cieletach, otrzymujacych aureomycyne, badano wplyw
Srodowiska na dziatanie antybiotyku. Aureomycyne podawano cieletom kupnym
i cieletom wiasnego chowu z farmy Instytutu. Korzystniejsze dziatanie na przyrost
na wadze wywieraly antybiotyki u zwierzat kupnych, po zmianie $rodowiska. W ptyw
antybiotykéw na przyrost na wadze cielgt wtasnego chowu byt stosunkowo' nie-
znaczny.

Pewna grupa doswiadczen dotyczyta dziatania antybiotykéw na zwierzeta pozba-
wione siary, a tym samym cial ochronnych w niej zawartych. Cieleta podzielono
na nastepujace grupy: A) otrzymujace siare, B) nie otrzymujace siary, C) nie otrzy-
mujace siary a otrzymujace antybiotyki. Pierwsza grupa zwierzat rozwijala sie do-
brze. W drugiej grupie zwierzat dochodzito do spadku na wadze i biegunek. Trzecia
grupa zwierzat rozwijata sie dobrze, przy czym zwierzeta otrzymujgce samg peni-
cyling rozwijaty sie gorzej w stosunku do zwierzat otrzymujgcych penicyling i aureo-
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mycyne. Moze to by¢ spowodowane faktem, ze aureomycyna dziata skuteczniej na
Bacterium Coli.

Obserwacji dokonywanych na poszczeg6lnych antybiotykach i poszczegdinych
rodzajach zwierzat nie mozna uogélnia¢. Doswiadczenia, z ktérych wynika, ze pe-
wien antybiotyk dziata korzystnie na wzrost pewnego gatunku zwierzat bynajmniej
nie $wiadcza o tym, ze ten sam antybiotyk bedzie dziatat korzystnie na inny gatunek.
Nalezy zawsze mdéwi¢ o dziataniu antybiotyku wymieniajac rodzaj antybiotyku i ro-
dzaj zwierzat.

Préby wytlumaczenia istoty dziatania antybiotykow
na przyrost na wadze zwierzat

Dziatanie antybiotyku na wzrost zwierzecia moze by¢ a priori zalezne od naste-
pujacych czynnikéw: rodzaj antybiotyku, ilo$¢ antybiotyku, wiek zwierzecia, skitad
paszy i Srodowisko.

Stwierdzono), ze u cielagt auireomycyna dziata korzystniej niz penicylina. Dla trzo-
dy chlewnej dziilatanie tych dwoéch antybiotykéw jest prawdopodobnie jednakowe,
chociaz niektérzy autorzy wolag aureoimycyne. Dla kurczat korzystniejsza jest peni-
cylina. Stoisiowane iiloscii) antybiotykébw — terramycyny d auireomycyny sa podobne:
10 — 15 mg/kg karmy. (Najlepiej na antybiotyki oddzlialujg zwierzeta najmiodsze,
w faziie intensywnego wzrostu. Antybioityki dajg lepszie wyniikti u zwierzat karmionych
pasza z przewaga biatka roslinnego'.

Przy omawianiu (istoty dziatania antybiotykdw mozna rozrézni¢ kilka mozliwych
mechanizmoéw: 1) przeciwbakteryjne dziatanie na flore jelitowg zwierzat, 2) bezpo-
Sredni wptyw ng jelito — antybiotyki by¢ moze zmieniajg przepuszczalnos$¢ jelita,
3) bezposredni wptyw na organizm zwierzecia.

Bezposredni wpltyw na organizm zwierzecia badano w doswiadczeniach, w ktérych
zwierzeta te hodowano w warunkach jatowych, tak ze jelito byto pozbawione nawet
saproifitow. Metjoda ta jest bardzo kosztowna i skomplikowana. Zwierzeta rozwijaja
sie, utrzymywane aseptycznie, w przestrzeni catkowicie odizolowanej od Swiatia
zewnetrznego. Jakkolwiek poczatkowo ntie zaobserwowano korzystnego wplywu po-
dawania antybiotykéw,, to ostatnie prace wydajg sie wskazywaé, zZe antybiotyki
dziataja dodatnio takze na zwierzeta, hodowane w warunkach jatowych. Mimo trud-
nosSci zwigzanych z przeprowadzaniem tegpi rodzaju doswiadczen konieczne jest
uzrysikaniile niedwuznacznych wynikéw. Wjniiiki: te rozstrzygng bowiem., czy anty-
biotyki dziataja tylko na flore bakteryjng czy takze na makroorganizm.

Inna metoda, majaca na celu badanie bezposredniego wplywu antybiotyku na
organizm zwierzecia, a wyeliminowanie jego' dziatania na bakterie’, polega na po-
dawaniu antybiotyku np. penicyliny unieczynnionej za pomoca wyzszej temperatury,
lub metali ciezkich. W metodzie tej wyniki nie sg catkowicie zgodne: penicylina
unieczynniona ma korzystny wplyw na przyrost na wadze u $win, nie ma natomiast
wptywu u kurczat.

Wydaje jsie, ze z wymienionych mozliwych mechanizméw dziatania antybioty-
kéw najwieksze znaczehie musi mie¢ wptyw na flore jelliitowa. Mozna tu wyodrebnié
a priori kilka punktéw: a) usuwanie drobnoustrojéw chorobotwoérczych, b) zmiany
we florze jelitowej — pobudzanie wzrostu drobnoustrojow ktore produkujg znane
lub nieznane witaminy, c¢) hamowanie wzrostu drobnoustrojéw wspo6tzawodniczgcych
ze zwierzeciem o witaminy, d) usuwanie drobnoustrojéw obnizajgcych potencjat
rozwojowy zwierzecia.
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Badanie wptywu penicyliny na zwierzeta karmione dietag niedoborowg wykazalo,,
ze z wyjatkiem dliety pozbawionej kwasu nikotynowego, antybiotyki wywotaty
przyrost na wadze.

Przeprowadzono takze doswiadcztemiia majace na celu zbadanie wplywu pe-
nicyliny na odktadanie witaminu A w watrobie kurzej. Stwierdzono, ze gdy podaje
sie kurczeciu witamin A lub R-karoten, to przy jednoczesnym podawaniu penicyliny
zwieksza sie odktadanie witaminu A w watrobie.

W doswiadczeniach wykonywanych w 2 ‘réznych pracowniach ustalono, ze wplyw
antybiotyk6w na praynostt wagi zwierzat zalezny jest w pewnym stopniu od $rodo-
wiska. W pracowni, ktéra okreslono mianem ,.zakazonej" (nie chodzito tu o za-
kazenie znanymi czynnikami patogennymi, lecz o pewien wptyw obnizajacy po-
tencjat rozwojowy zwierzecia) podawanie penicyliny dawato lepsze wyniki niz
w innej pracowni, ktérg uwazano za ,,nitezakazong”. Pewne doswiadczenia wydaja
sie wskazywa¢é, ze ,zakazenie"™ to wywotane jest przez Clostridium Welchii.

Bcudainio i 9®lk)e wptyw antybiotykéw na wage jellita ( jego diugo$¢ — wyniki
jednak nie mialy wiektszego znaczenia.

W zakonczeniu referatu podkreslono,, ze konieczne s dalsze badania w celu
wyswietlenila ¢lstoty dzilatania antybiotykéw. Zagadnienie Ito powinno by¢ rozpatry-
wane oddzalalnle dIfi kazdego tzwiieragOiia i dla kazdego antybiotyku, tziaicliodizg ituf
bowiem istotne rdznice. Poza znaczeniem teoretycznym badania te majg duzg war-
to$¢ praktyczna.

Hanna Michatek

Wydawnictwa z dziedziny biochemii
(Ksigzki z dziedziny biochemii w planie wydawnictw rolniczych)

Redakcja Postepéw Biochemii pragnie infcirmowaé¢ czytelnikéw o nowych po-
zycjach liilteraitury z dziedztuny biochemii, ktére uklazg siie w 1957 ir. w wydaw-
nilctiwach polskich. W biezacym omawiamy zamierzenia wydawnicze w zakresie
bilochemiiJi Panstwowego Wydawnictwa Rolniczego i Le$nego na podstawie opraco-
wania, kitlore na nasiza prosbe, przygotowata Redakcja Literatury Naukowej ti Pod-
recznikow dla Szlkét Wyzszych.

Mimo ojczywiisto$ci faktu olbrzymiego znaczenia biochemii w rozwpiju innych
dziedzin biologii i w zyciu gospodarczym nie mozna powiedzie¢, ze biochemia, zna-
lazta dotychczas w nauce poilskliej nalezne jej miejsce.

Spetnienie nader stusznego postulatu pracy nad odpowiednim rozwojem bio-
chemii wymaga oczywiscie pTzede wszystkim ‘szerszego niz dotychczas uwzglednie-
nia jej w programach nauczania, dostarczenia dostatecznych $rodkéw na rozbudo-
we pracowni biochemicznych, ponadto réwniez znacznego rozszerzenia dziatalnosci
wydawniczej i dziedzinie publikacji biochemicznych.

Nalezy podkres$lic, ze ani liczba wydanych dotychczas w Polsce ksiiazek bioche-
micznych dotyczacych naukowych podstaw rolnictwa, anii zakres omawianych
w' tych ksigzkach zagadniern nile odzwierciedlaty w dostatecznej mierze tendencji
rozwojowych nauikfi Swiatowej. W ostatnich jednak latach stata sie oczywistg ko-
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nlileczno$¢ juwzglednienia, w szerszym niz dotychczas zakresie,, problematyki bioche-
micznej w planach wydawnictw rolniczych. W zwigzku z .realizacjag zamierzen
w tej dziedzinie w latach 1956 ii 1957 okazg sie, wydane przez PaAstwowe Wydaw-
nictwo Rolnicze ii Le$ne, nastgpujagce podreczniki i monografie naukowe:

1L B. Skarzynski: Chemia fizjologiczna. Tom 1 is. okoto 450,

Tom ten opracowany przy udziale prof. dra |. Reifera, obejmuje gtéwnie sta-
tyke biochemiczng (aminokwasy i biatka, kwasy nukleinowe i nukleopiroteidy, bar-
wiki pirolowe, hemoproteidy, alkaloidy, cukrowce, glikozydy, ttuszczowce, sterydy,
kairotenoidy, terpeny) i enzymologie (termodynamiczne podstawy i kinetyka reakcji
enzymatycznych, wptyw temperatury, pH i elektrolitw na przebieg reakcji enzy-
matycznych, chemiczna struktura enzyméw, inhibitory i aktywatory, odwracalnos¢
reakcji enzymatycznych, (iloSciowe oznaczanie enzymoéw, klasyfikacja enzymoéw).

Ksigzka zawdera obszerniejszy materiatl niz zbiér podstawowych wiadomosci, mo-
ze zatem Istuzy¢ jaikoi podrecziniilk nie tyliko dla sSudentéw wyzszych uczelni rolni-
czych, uniwersytetow li akademii medycznych, lecz réwniez dla biologéw, lekarzy
i chemiiikow.

Chemia fizjologiczna zaznajamia czytelnika ze stanem wiedzy do 1956 r. i uwz-
glednia potrzeby czytelnictwa wynikajacego z problematyki agroibiologicznej. Ksigzka
ukaze sie na rynku ksiegarskim w | kwartale 1957 r.

2. E. Bald win.: Biochemia dynamiczna (Dynamie Aspects of Biochemistry).
s. okoto 500.

Przektad zostat dokonany na podstawie drugiego wydania angielskiego z 19612 r.
Przedmiotem ksigzki jest nauka o enzymach (ogélne wtasciwosci enzymoéw,, (istota
procesu kanalitycznego, energetyka biologiczng, hydrolazy ii enzymy sprzegajace,
transferazy i C¢zipmetrazy, enzymy utleniajgce, uktady dehydnogenez) ii metabolizm
(metody stosowane w badaniach nad przemiang materii, trawienie i wchianianie,
metabolizm biatek i aminokwaséw, przemiany zwigzkéw purynowych., przemiany
weglowodanéw oraz tluszczowcow).

Dzieto Baldwilna jest obszerng pracg przegladowg o szczeg6lnych walorach dy-
daktycznych ii naukowych. W wuznaniu wielkiej warto$ai tej pracy przyznano auto-
rowi w r. 1962 nagrode Ciortina-Ulisse, udzielang za najlepszg publikacje europejska
napisang w okresie ostatnich pieciu lat.

Wydanie polskie zaopatrzone bedziie w przypisy stanowigce uzupetnienie lub
korekte tekstu autora, zgodnie z nowszymi wynikami badan.

Ksigzka przeznaczona jest dla takiego samego zespotu odbiorcéow, jak wymienio-
na poprzednio Chemia fizjologiczna; ukaze sie ma rynku ksiegarskim w Il kwar-
tale 1957 r.

3. T. Mann: Biochemia nasienia (The Biochemistry off Semen. London 1954).
s. okoto 200.

Praca Manna jest monografiag na wysokim poziomie naukowym, stanowiacg syn-
teze osiggnie¢ nauki w Zakresie biochemii nasienia zwierzecego (sper.ny). Oparta
jest ina bibliografii ztozonej z okoto 900 publdkaejii i(w tym kilkadziesigt prac w#tas-
nych autora).

W pierwszym rozdziale omowione sg takie zagadnienia jak: spermatogeneza
i dojrzewanie plemnikéw, Ich wedrowka w zeriskich drogach rodnych ii ,uczynniainie"
wiasciwosci chemizmu i morfologii plemnikéw,,, plazma nasienia (ogdlna charakte-
rystyka), funkcja wydziielnicza meskitch gruczotéw dodatkowych, znaczenie fizjo-
logiczne plazmy naslenda dtp.
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Drugi rozdziat poswiecony jest chemicznym i) fizycznym wtasciwosciom nasienia.

Dalsze [rozdzialy omawiajg nastepujgce ziagadniienia:

wptyw czynmtilkéw zewnetrznych, hormonéw i warunkéw Srodowiska;

enzymy wewnatrzkomérkowe,, metaloproteidy, nukieoproiteidy oraz inne sktadniki
biatkowe plemnikéw;

sktadniki biatkowe a enzymy plazmy nasieDia;

thluszczowce i ich rola w metabolizmie nasienia;

fruktoza i firuiktotea.

Dalej podany jest szczegétowy przeglad i charakterystyka takich sktadnikéow
nasienia jak: spermina, cholina, ergotioneina ii inne zasady nasienia IOiraz kwas cytry-
nowy 1 inozytol.

Dzieki krytycznej ocenie metodyki pracy poszczeg6lnych autor6w Mann niejako
selekcjonuje wiarygodno$¢é poszczegdlnych doniesien, co ma duze znaczenie dla pra-
cownikéw nie dysponujacych dostatecznym przygotowaniem biochemicznym.

Problematyka .rozwinieta przez Manna nabiera ostatnio szczegdlnego znaczenia
praktycznego w zwigzku & coraz szerztej stosowanym w zootechnice sztucznym za-
ptadniijaniiem.

Biochemia nasienia powinna zainteresowa¢ przede wszystkim biochemikéw, zoo-
technikéw i lekarzy wet, ale znajda w niej wiele ciekawego materiatu réwniez
lekarze.

Ksigzka zostanie wydana w HI kwartale 19517 x.

4. ). B. S  Haldane: Biochemia genetyczna (The Biochemistry of Genetics.
London 1©5l4). s. jokoto 200.

Publikacja ta przedstawi czytelnilkowi polskiemu nowy, na logét nie znany u nas
dziat nauki. Sposéb ujecia tematu jest taki, ze tre$¢ ksigzkil moze by¢ tatwo przy-
swojona zaréwno pirzez biochemika, ktéry ma stabsze przygotowanie z genetyki jak
i przez genetyka mniej obeznanego z biochemis.

W pierwszym rozdziale auitior wprowadza czytelnika w elementy genetyki. W roz-
dziale drugim omawiane sg produkty dziatania genéw. W dalszym oiggu przedstawio-
ne sg zagadnienia genéw kontrolujgcych procesy biosynitetyczine u grzybéw, proble-
my: genetyki balkteryjnej, drozdzy i wirus6w w ujeoiu biochemicznym — nastepnie
biochemii genetyki ros$lin wyzszych, oraz genetyki zwierzecej (w tym i czlowie-
ka). Koncowe rozdziatly poswigcone sg problemowi poziajagdrowych wptywéw na czyn-
no$¢ biochemiczng .oiraz zagadnieniom mutacji i reprodukcji gendéw.

Ksigzka zawiera bardzo duzo materiatu z dziedziny genetyki (od roku 1958). Po-
stawa autoira wobec wspdiczesnych pradéw genetycznych jest niezwykle (Obiektywna,
co. znalazto swo6j wyraz réwniez w doborze bibliografii.

Rozwdéj biochemii genetycznej stanowi szczegdlnie charakterystyczny przyktad
»jbiochemizacji"™ nauk o zyciu. Blizsze omoéwienlie tego zagadnienia znajdzie czytel-
nik w artykule J. Meduskie go (Kosmos, Nr. 4, 1956).

Zapoznanie sie z problematyka biochemii genetycznej otwierajagcej nowe i powa-
zne perspektywy rozwojowe dla genetyki, a tym samym dla rolnictwa, jest naglaca
konieczno$dig zaréwno dlia genetykow jalk i biochemikéw zajmujacych sie proble-
matyka rolniczg, szczeg6lnie ze wzgledu na duze zaniedbanie genetyki w Polsce
w ubiegtym dziesiecioleciu.

Biochemia genetyczna ukaze sie na potkach jksiegarskich w Il kwartale 1917 x.

5. Metoda atoméw znaczonych w biologii MeTQO.ii MeneHbix htomob b fluojioruH Mo-
CKBa 1955. s. okoto 450.

Ksigzka ta ukaze sie jako drugi tom sertiiii wydawnictw pt.: Zastosowanie izoto-
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pow w biologii i rolnictwie (pierwszy tom tej serfjji pt.. Zastosowanie izotopéw w ba-
daniach rolniczych, zawierajacy zbior przektadéw z jezykéw: jrosyjskiego, angiel-
skiego i francuskiego|, zfoisitat wydany w maju b. ir). Celem taj seraiii jeisit zapoznanie
poiLakiiich studentféw, biologéw i pflaicownilkow naukowych rolnictwa z metodyka izo-
topowa ij iosiagnliecalani]i ulzlyskanym:i przy jej zastosowaniu. W ksigzkach wydanych
w ramach ,serii izpitopowej" znajdg wlieKe 'interesujgcego materiatu réwniez lekarze
i piraciowniiicy naukowi przemystu spozywczego. Podjecie szerokiej akcji wydawni-
czej w -tej dziedzinie wynikato- ze zroEumltenia faktu, ze burzliwy 'rozw6j biochenai;,
oraz fizjologii w [Ostatnim dziesiecioleciu i idacy za tym wielki postep nauk rolniczych
i medycznych, nalezy przypisa¢ w znacznej mierze wprowadzeniu metody ;izptopowej.

Spopularyzowanie metoidy izotopowej w Pioilisce wydaje islie tym bardziej pilne
i 'konieczne, ze zgodnie z planem,, w przysztym roiku majg by¢é u nas uruchomione ak-
celeratory oraz reaktor atomowy. Nalezy sLe spodziewaé, ze podobnie jak i w innych
krajiach, nasitlgpil wéwczas szybkie ii szerokie wprowadzenie metody izioitopowej w réz-
nych dziedzinach, a miedzy jinnymi réwniez w badaniach rolniczyoh.

Metoda atomoéw znaczonych w biologii zostata opracowana pod jredakcjg wybit-
nego' badacza radzieckiego' pirioif. A. Kuzina. Ksigzka ta jest obszerniejszym podre-
cznikiem wprowadzajagcym czytelnika w podstawy teioietycne i w metodyke og6lng
badan zzastosowaniem izotopéw. Wydanie polskie ukaze sie w IlIl kwartale 1957 r.

Nastepne tomy isenili wydawnlictw poswieconej metodyce izotopowej w biologii
i irolinhictiwie opracowane zostlana ptrzez autioiréw polskich d zawiera¢ beda przeglad
osiaggnie¢ uzyskanych przy jzastosowaniu izotopéw (z uwzglednieniem mozliwie naj-
nowszych badan),,, oiraz. jsiziczegbtiowszie odpowiednio dobrane wiadomosci metodycz-
no-techniczne niezbedne do jrozpoczecia badanh w pracowniach jizotopowych.

Tom Il seinii (praca zbiorowa pod jredakcjg prof, dra J. Chmielewskiej', doc. dra
Z. Kasprzyk i mgra W. Brzeskiego) omo6wi probierni zastosowania pierwiastkow izo-
topowych idoi biadan w biochemii ji fiizjoilogiili roslin.

Tom IV seirlii (praca zbiorowa pod iredakcijg doic. dr J. MeduskfiegO' i kand. L. Ja-
noty) poswiecony bedziife zlastosowaniu metody izotopowej w mikrofalo loigtiii, oraz za-
gadnieniu dziatania promieniowania na mikroorganizmy.

Oba te tomy ukazg sie w IV kwartale 19517 r.

Planowane jeist rowniez wydanie dalszych toméw dotyczacych zastosowania izo-
topéw w biochemii i flizjloilogiii zwierzat (jpod redlakcjg prof. dra B. Skarzynskiego,
kand. L. Wojtczaka i;dir W. Ostrowskiego) oraz. w badaniach rolniczych (pod redak-
cja prof. dra M. Gorskiego i rngra St. Mloskala).

6. A. Mieczynska i J. Gotebio wsk a: Krazenie azotu w przyrodz
s. okoto 200.

Ksigzka omawia¢ bedzie nastepujace zlagadnieniiia: wystepowanie azotu w przyro-
dzie i jego znaczenie dla zywych organizméw, wigzanie wolnego azotu, charakterys-
tyka organizméw zdolnych do wigzania wolnego azotu, mechanizm wigzania wolnego
azpitu prziez organizmy jsymbMtyczne ii wolno zyjace,, metabolizm, azotowy w organiz-
mach roslinnych :i zwierzecych, przemiany azotowe w drobnoustrojach, rozktad i prze-
miany zwigzkéw azotowych poza organizmami zywymi, przemiany azotowe w glebie
i nawozach organicznych.

Praca jest monografia — przeznaczong dla sttudentow wyzszych szkét rolniczych,
biologéw i pracownikéw naukowch rolnfuctwa. Zostanie wydana w |l kwartale 1957 r.

e.
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W planie wydawnictw rolniczych znajdujg sie rowniez ksigzki, ktére trudno, za-
liczy¢ do biochemicznych, ale uwzgledniajace do$¢ obszernie problematyke bioche-
miczng. Do publikacjil'takich naleza nastepujace jpiracie, ktérych przektady ukazg sie
rowniilez w1957 r.:

Dwight Esipe i Veairl K. Smith: Secretion oi Milk. Jowa 1952, s. 29.1;

Virgil Greene Lillily, Horace L. Barnett: Physiology of the Fungi. New York
1951, s. 464.

Podany przeglad zaplanowanych do wydania ksliazek bilochemicznych z dziiedzkny
naukowych podisltaiw rolnictwa nie zaspakaja oczywiscliie w dositaiteczinym stopniu
potrzeb czytelnictwa!. Rzucajacym she w oczy jest br.ak publikacji) :ze specjalnych dzie-
dzin biochemia stosowanej dotyczacych probleméw zwiagzanych $cislej z upirawa
roé$lin i hodowla zwierzat. Chodzi tu o wigksze prace o charakterze podrecznikéw,
a przede wszystkim o monografie. W celu uzupetnienia tych brakéw PWRIL podjeto
juz pewne ‘'zamierzeni:a wlporozumieniu ;z przedstawicielami nauki. Zamierzenia te
beda realizowane w roku 1958 i dalszych latach. Nalezy sie spodziewaé¢ dalszej
inicjatywy w ‘'tej dziedzinie zaréwno ze strony placowek naukowych biologicznych
jak i roifeiezych.

Redakcja Literatury Naukowej i Podrecznikow

dla Szk6l Wyzszych Panstwowego Wydawnictw'a
Rolniczego i Le$nego
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