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TOM  III 1957 ZESZY T 1

JERZY PAW EŁKIEW ICZ

Witaminy g r u p y  B 12 i ich biosynteza

i. Wstęp

Odkrycie wlitaminu B i2 wiąże się ściśle z badaniami nad czynnikami 
przeciwanemicznymi zawartymi w  wątrobie zwierzęcej. Badania te 
zainicjowali 30 lat temu dwaj am erykańscy  uczeni Minot i M urphy
(129) stwierdzając, że surowa wątroba zwierzęca, podawana ludziom 
doustnie w  dużych dawkach, cofa objawy choroby Addison-Biermera  
czyli anemii złośliwej. Od tego momentu rozpoczęto pracę nad otrzy
m ywaniem  ekstraktów zawierających czynną substancje. Miały one 
zastąpić w terapii surową wątrobę. W  roku 1928 C o h n  (i w spółpra
cownicy (40) wykazują, że substancje czynne można wyekstrahować 
z w ątroby  wodą szczególnie w słabo kwaśnym  odczynie a następnie 
uwolnić od białek ;i szeregu innych  substancji dodając do wodnego w y 
ciągu alkoholu do stężenia 70%. Po odfiltrowaniu zanieczyszczeń da l
sze podwyższenie stężenia alkoholu w  przesączu do 95°/o w ytrąca  
osad zaw ierający zaadsorbowany czynny składnik. Postępowanie po 
wyższe daje t. zw. ,,frakcje G Cohna", którą z powodzeniem stosowano 
w  terapii anemii złośliwej. Ci sami badacze wykazali, że ak tyw ny 
czynnik można wyekstrahować z wodnego roztworu butanolem  oraz 
że w ytrąca  go kwas fosforowoframowy, natomiast nie w ytrąca octan  
ołowiawy. Oczyszczoną „frakcję G" Cohna używano już do injekcji.

Nowe m etody frakcjonowania czynnika przeciwanemicznego opra
cowali D a k i n  i współpracownicy (48), (49) opierając je na w y trące 
niu zanieczyszczeń alkoholowymi roztworami octanu wapniowego.

Jeszcze bardziej aktyw ne prepara ty  otrzymali w roku 1936 S u b -  
b a r o w ,  J a c o b s o n  i P r o c h o w n i k  (182).

W  tym  samym roku ważnego odkrycia dokonali badacze norw escy  
L a l  a n d  i K ł e m  wykazując, że ak tyw ny czynnik można ekstraho
w ać z wodnego roztworu upłynnionym  fenolem (122). Również stw ier
dzili oni, że związek ten  a d s o r b u j ę ^ ę  na węglu aktywnym, skąd wy-
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4 J. PAW EŁK IEW ICZ 12]

eluować go można fenolem. Ich zasługą jest również wykazanie, że 
z odpowiednio oczyszczonych bezwodnych koncentratów związek 
czynny ługują alkohole m etylowy i etylowy i że z tych  roztworów 
wytrąca je  eter. Znaczny postęp jakiego dokonali wymienieni ba
dacze skandynawscy pozwolił dm po raz pierwszy w historii badań nad 
czynnikami przeciwanemicznymi uzyskać preparaty, które były 
czynne klinicznie w dawkach miligramowych.

Następne 10 lat nie przyniosły nowych odkryć. W  roku 1945 S u b -  
b a r o w  i współpracownicy (181) w referatowej pracy  na  temat czy
nnika przeciwanemicznego w yrażają nawet pogląd, że nie będzie mo
żliwe wyodrębnienie takiej substancji, gdyż zapewne chodzi tu  o cały 
zespół związków wspólnie działających. W brew  tej pesymistycznej 
opinii rok później E m e r y  i P a r k e r  (66) wykorzystując uprzednio 
opublikowane metody donoszą o otrzymaniu preparatu, który w poje- 
dyńczej jednomiligramowej dawce był w pełni klinicznie czynny. 
W  owym czasie wydawało się, że preparat ten jest prawie czystym 
związkiem przeciwanemieznym. Dziś wiemy, że zawierał on tylko 
ok. 1% witamimu B i2 . Postęp prac nad wyodrębnieniem czynnika prze
ciw anemii; złośliwej odbywał się bardzo powoli. Przyczyną tego byłą 
konieczność przeprowadzania kontroli klinicznej każdej z otrzym y
wanych frakcji. Obiektem doświadczalnym był człowiek a dobór odpo
wiednich ,chorych, nieuniknione indywidualne reakcje poszczególnych 
pacjentów utrudniiały i przedłużały czas badań. Doniosłym więc, choć 
dla samego odkrycia witaminu B12  nie najważniejszym, było odkrycie 
S h o r b a  (163) stwierdzające, że klinicznie czynne p repara ty  w ątro
bowe zawierają jednocześnie substancje wzrostowe dla bakterii! kwasu 
mlekowego — Lactobacillus lactis Dorner — oraz że między ak tyw 
nością kliniczną a mikrobiologiczną zachodzi prosta zależność.

W ykorzystując częściowo testy  mikrobiologiczne podane przez 
S h o r b a  (164) (165), badacze amerykańscy R i c k  e s, B r i n k ,  K o 
n i u s z y ,  W o o d  i F o l k e r s  izolują w roku 1948 po raz pierwszy 
właściwy czynnik przeciwanemiczny (146) i nazyw ają  go witamli- 
nem Bi 2.

Kilka tygodni później niezależnie od odkrycia badaczy am eryka
ńskich, związek ten  izolują w Anglii L e s t e r  S m i t h  i P a r k e r  
(177). Trzeba tu zaznaczyć, że badacze angielscy całą pracę izolacji 
witaminu B1 2  kontrolowali prawie wyłącznie klinicznie. Trudności na  
jakie napotykano przy wyodrębnianiu witaminu B1 2  ilustrują najlepiej 
uzyskiwane w tym czasie wydajności witaminu wynoszące średnio 
15 mg krystalicznego preparatu  z 1000 kg świeżej w ątroby (69).
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[3] W ITA M IN Y  G R U PY  B i 2 I ICH B IO SY N T E Z A  5

W  historii odkrycia wiitaminu Bł2 nie można pominąć prac ży
wieniowych prowadzonych w szeregu ośrodkach badawczych, które 
doprowadziły do powstania pojęcia t. zw. „czynnika białka zwierzęce
go" (Animal Protein Factor).

Doświadczenia żywieniowe przeprowadzone jeszcze w latach trzy
dziestych, wykazały, że szczury hodowane na uproszczonej diecie za
wierającej tylko kompleks witaminów B pochodzenia roślinnego, cier
pią na zaburzenia rozwojowe spowodowane brakiem nieznanych w ów 
czas czynników dodatkowych (w badaniach tych nieznany związek 
nazywano czynnikiem X). Zaburzenia te występowały szczególnie ostro 
w okresie ciąży i laktacji zwierząt, przy czym można je było usunąć 
podając zwierzętom świeżą wątrobę lub ekstrakty  wątrobowe (45), 
(46), (34).

W  międzyczasie podobne doświadczenia wykonywano na kurczę
tach i wykazano, że gdy ptakom podawać tylko białko pochodzenia 
roślinnego rosną one wolniej od kurcząt kontrolnych. Wzrost przy
spieszał dodatek mączki rybnej z sardynek, mączki wątrobowej, lub 
substancji zaw artych w wyciekach z ryb (fish solubles) (34) (35) (93). 
Podobny wpływ wywierał dodatek do paszy kału krów lub zawartości 
żwacza zwierząt przeżuwających (94) (186).

Z wszystkich tych badań wynikało, że w szeregu dodawanych sub
stancjach znajduje się czynny związek o charakterze witaminowym, 
nie występujący  w m ateriale roślinnym, a jedynie w zwierzęcym. 
Stąd też powstało jego określenie jako „czynnika białka zwierzęce
go“*)-

R u b i n  i B i r d otrzymali z kału krów koncentraty  zawierające 
ten związek (155), (156), (9)( i stwierdzili, że nie jest on  identyczny ani 
z kwasem fiolowym, ani z witaminem Bo. Bogatym źródłem czynnika 
białka zwierzęcego (lub czynnika X dla szczurów) okazały się zagęsz
czone ekstrak ty  wątrobowe czynne również przeciw anemii złośliwej
(133) (32). Gdy dalej wykazano, że pewne tlenowe bakterie  wyizolo
wane z kału kur zawierają czynnik przeciwanemiczny (180) stało się 
wyraźnym, że „czynnik białka zwierzęcego" jest identyczny z ak tyw 
nym  związkiem zwalczającym anenię złośliwą. Hipotezę tę potwier
dziły bezpośrednie badania przeprowadzone na kurczętach i szczurach
(134), (63). W itam in Bł2 zastępował w nich „czynnik białka zwierzę
cego".

* W historycznym ujęciu — czynnikiem białka zw ierzęcego — nazywano tylko  
tę substancję, która była niezbędna dla normalnego rozwoju drobiu. W analogicz
nych badaniach żyw ieniow ych przeprowadzanych na innych zwierzętach nadawano 
temu czynnikowi inne nazwy jak np.: „Factor X", „Hatchability factor", ,,Cow ma- 
nure factor", „Zooplierin".
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6 J. PAW EŁK IEW ICZ [4]

2. Otrzymywanie witaminu B12

Dotychczasowe badania wykazały, że witamin B i2 jest syntetyzo
w any wyłącznie przez drobnoustroje. Ani rośliny zielone (78), z w y 
jątkiem kilku alg (26), ani ustroje zwierzęce tej zdolności nie posiada
ją. W ystępowanie witaminu Bi2 w tkankach i organach zwierzęcych 
tłumaczymy nagromadzaniem się go z pożywienia, albo z flory jelito
wej syntetyzującej ten związek. Najbogatszym w witamin Bi2 orga
nem zwierzęcym są nerki i wątroba.

Mimo, że witamin B i2 wyodrębniono po raz pierwszy w stanie czy
stym z wątroby zwierzęcej, tuż zaraz po jego odkryciu badacze ame
rykańscy wykazali również, że bogatym źródłem nadającym  się dla 
celów przemysłowych, są niektóre drobnoustroje (148). Znaleźli oni 
substancje czynne w kulturach M ycobacterium smegmatis, Lactoba
cillus arabinosus, Bacillus subtilis i szeregu promieniowców, jak  Strep- 
tomyces roseochromogenus, Streptomyces griseus, S treptomyces anti- 
bioticus. Z hodowli Streptomyces griseus autorzy ci otrzymali witamin 
B12  w stanie krystalicznym (148).

Obecnie produkcja krystalicznego witaminu B12  opiera się wyłącz
nie na surowcu mikrobiologicznym. W ykorzystuje  się w tym celu pro
dukty uboczne fabrykacji streptomycyny, chlorotetracykliny i innych 
antybiotyków, a nadto przerabia się kultury Bacillus megtherium  i ba
kterii propionowych. Ostatnio zwrócono baczniejszą uwagę na inny ta 
ni surowiec a mianowicie na przefermentowane w oczyszczalniach 
ścieki miejskie (83), (8), (111).

Trudności związane z otrzymywaniem witaminu B12  polegają, na  
tym, że substancja ta w ystępuje w małych stężeniach. Np. m aksym a
lne, dziś osiągalne, stężenia witaminu w kulturach Streptomyces oli- 
vaceus  wynoszą ok. 3 mg na litr pożywki (141), a w kulturach Propio
nibacterium shermanii do 10 mg w 1 1 hodowli (192). Stąd otrzym y
wanie znaczniejszych ilości witaminu było, zwłaszcza w początkowych 
okresach badań, związane z dużymi trudnościami technicznymi. Dane 
literaturowe z tego okresu czasu były bardzo skąpe, a same metody 
były przez długi czas tajemnicami fabrycznymi.

Z biegiem czasu odkrywcy witaminu Bi2 ujawnili pewne szcze
góły (69) (172), a następnie w  3 lata po odkryciu f|itamimu Bi2 po ja
wiły się publikacje i innych ośrodków badawczych zajm ujących się 
tym problemem. (107), (159). Dziś literatura tego przedmiotu, zwłaszcza 
patentowa, jest bardzo szeroka.

W  Polsce metodę otrzymywania koncentratów witaminu Bł2 z ho
dowli promieniowców opracowali B o r e n s z t a j n  i K u r y ł o  w i c z
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[5 W ITA M IN Y  G R U PY  Bia I ICH B IO SY N T E Z A 7

(13), a metodę otrzymywania krystalicznego preparatu  Janicki i współ
pracownicy (114).

W  metodach izolacji krystalicznego witaminu Bi2 z materiału bio
logicznego możemy wyróżnić 4 fazy procesu oczyszczania. Polegają
one na:

1) na uwolnieniu witaminu Bi2 z połączeń białkowych na  drodze 
termicznej, a niekiedy dodatkowo na drodze enzymatycznej

2) adsorbcji witaminu na  określonym stałym adsorbencie (węglu 
aktywowanym, bentonicie) i jego elucji rozpuszczalnikami organicz
nymi lub wodnymi roztworami związków nieorganicznych

3) zagęszczeniu i oczyszczeniu otrzymanego eluatu na drodze se 
lektywnych ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi (fenolem i j e 
go pochodnymi, alk. butylowym, benzylowym) i

4) chromatograficznym oczyszczeniu uzyskanego koncentratu i k ry 
stalizacji witaminu z wodnego acetonu.

W  zależności od użytego surowca oraz od jakości i ilości w ystępu
jących w nim zanieczyszczeń spotyka się szereg modyfikacji w  po
szczególnych fazach procesu krystalizacji. Używając bogatego surowca 
witaminu Bi2 np. odwirowanych komórek bakterii kwasu propionowe- 
go, można metodę wydobycia jeszcze bardziej uprościć.

3. Metody oznaczania witaminu B12

Istniejące metody oznaczania witaminu Bi 2 dzielą się na metody:
a) fizyko-chemiczne
b) biologiczne ii
c) mikrobiologiczne

Znane są również testy  kliniczne.

a) M e t o d y  f i z y k o - c h e m i c z n e

W  czystych i wolnych od zanieczyszczeń roztworach można ozna
czyć stężenie witaminu Bi 2 na drodze prostego pomiaru koloryme
trycznego lub spektrofotometrycznego. Zasadą nielicznych metod ana
litycznych opartych na tym założeniu jes t ilościowe wydobycie w ita
minu z badanego m ateriału i staranne oczyszczenie koncentratu.

Kolorymetryczną metodę onaczania witaminu B i 2 w  ekstraktach 
wątrobowych podali L e n s  i współpracownicy (124), w preparatach 
wielowitaminowych M a r s h  i K u z e l  (127), a w przefermentowa- 
nych ściekach miejskich J a n i c k i  i współpracownicy (111). Ponie
waż staranne oczyszczenie koncentratów może być połączone ze zna
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8 J. PA W EŁK IEW IC Z  [6]

cznymi stratami witaminu, B a c h e r ,  B o l e y  i S h o n k  (3) połą
czyli zasadę pomiaru spektrofotometrycznego z techniką izotopowego 
rozcieńczania. W  metodzie tych autorów dodaje się do próby małą 
ilość witaminu Bi2 znaczonego promieniotwórczym kobaltem, po ,czym 
po starannym oczyszczeniu koncentratu oznacza się w nim aktywność 
oraz stężenie wiitaminu. Z rozcieńczenia witaminu C o60— B1 2  wylicza 
się wielkość strat i koryguje wynik pomiaru spektrofotometrycznego. 
Standartowe odchylenie metody dla trudnych analiz wynosi 4,3%. 
W ydaje  się, że metoda ta winna znaleść szersze zastosowanie również 
dla oznaczania innych witamino w grupy Bi 2 .

Inną ciekawą metodę spektrofotometryczną podali R u d k i n  i T a 
y l o r  (157). Metoda oparta jest na istnieniu różnicy widm absorpcyj
nych witaminu B i2 i jego kompleksu dwucyjanowego tworzącego się 
w alkalicznym środowisku wobec nadmiaru jonów CN. Badacze ci 
obliczali zawartość wdtaminu Bi2 w roztworze z pomiarów różnicy 
ekstynkcji obu form dla fali o długości 582 ma, W artość tej metody 
polega na tym, że zanieczyszczenia zawarte w roztworze nie wpły
wają na różnicę ekstynkcji roztworów w badanym  zakresie widma 
i stąd nie zachodzi potrzeba intensywnego oczyszczania koncentratu. 
Modyfikację metody R u d  k i n a  i T a y l o r a  opracowali u nas J a 
n i c k i '  i współpracownicy (112).

Pozostałe znane chemiczne metody oznaczania witaminu, oparte 
albo na ilościowym pomiarze uwolnionego hydrolitycznie 5,6-dwume- 
tylobenzimidazolu, lub uwolnionego fotolitycznie cyjanowodoru z czą
steczki witaminu Bi2 są jeszcze mniej specyficzne, od podanych wyżej, 
i mają dziś raczej znaczenie historyczne (16), (15)( (188). To samo mo
żna powiedzieć o metodzi H e i n r i c h a  (97) opartej na kolorym e
trycznym pomiarze estru t. zw. „czerwonego kwasu", barwnego frag
mentu cząsteczki witaminu Bi 2 powstającego z niego w czasie hydro- 
litycznego rozpadu.

W szystkie metody fizyko-chemiczne są przydatne tylko do ozna
czania znaczniejszych (eon aj mniej 10— 100 ug) ilości witaminu i dla
tego ich użyteczność jest silnie ograniczona,

b) M e t o d y  b i o l o g i c z n e

Szereg zwierząt hodowanych na diecie wyłącznie roślinnej wolnej 
od witaminu BJ2 cierpi na zaburzenia wzrostu. Szczególnie łatwo m o
żna wywołać i zaobserwować to zjawisko u kurcząt, a dalej u biiałych 
szczurów i myszy. Metody biologiczne oznaczania witaminu B i 2 opie
rają się na badaniu działania wzrostowego badanych prób na odwi- 
taminizowanych zwierzętach doświadczalnych. Dużą trudność stwarza
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W ITA M IN Y  GRUPY B i 2 I ICH B IO SY N T E Z A 9

tu dostateczne od w it arni ni z o wam e zwierząt. Przyczyna tego leży 
w tym, że młode organizmy używane do badań często posiadają znacz
ne ilości zmagazynowanego witaminu pochodzącego od rodziców. N ad
to zwierzęta mogą absorbować pewne ilości witaminu syntetyzowanego 
przez florę przewodu pokarmowego. Z tych powodów w doświadcze
niach z kurczętami używa się np. tylko tych ptaków, które wylęgły 
się z jaj kur hodowanych na diecie ubogiej w witamin Bi 2 oraz chroni 
się je od zetknięcia z kałem (39). Również dla przyspieszenia od- 
witaminizowania zwierząt stosuje się specjalne diety jak  np. z zawar
tością jodowanej kazeiny lub tyroksyny (14), (132), z dodatkiem lakto
zy (47), ,czy z dużą zawartością białka (191) lub tłuszczu (179).

W  m etodach biologicznych do badań używa się znaczniejszej licz
by zwiierząt i wylicza wartości średnie przyrostu wag, a jednocześnie 
z indywidualnych odchyleń określa się dokładność metody z pomocą 
wyliczeń statystycznych.

Jakkolw iek ze wszystkich znanych metod metody biologiczne mogą 
wydaw ać się najbardziej obiektywne, choćby ze względu na to, że 
nie reagują w nich inne związki należące do grupy witaminu Bi 2*, 
również d one nie są bezwzlędnie specyficzne. Istnieje szereg danych 
wskazujących na obecność niezbadanych dotąd czynników wpływ a
jących na wzrost zwierząt doświadczalnych (37), (39).

c) M e t o d y  m i k r o b i o l o g i c z n e

Metody mikrobiologiczne są najczęściej stosowane do ilościowych 
oznaczeń witaminu Bi 2 . Są to metody proste a zarazem bardzo czułe. 
Przy ich pomocy można wykryć i oznaczyć witamin B12  jeszcze w stę
żeniu 10—15 g/ml. Oznaczenie witaminu metodami mikrobiologicznymi 
polega na pomiarze wzrostu odpowiedniego drobnoustroiii testowego. 
W zrost ten jes t w pewnym  zakresie proporcjonalny do stężenia w ita
minu. W zrost mikroorganizmów testowych możemy mierzyć w różny 
sposób. W  metodach probówkowych mierzymy go nefelometrycznie, 
slkalimetrycznie lub potencjometryczinie (np. dla bakterii kwasu mle
kowego) oraz kolorymetrycznie (dla Euglena gracilis oznaczając ilość 
wyekstrahowanego chlorofilu). W  metodach płytow ych (używanych 
głównie dla E. coli) mierzy się, na zestalonej agarem pożywce, powie
rzchnię lub średnicę okrągłych plam wzrostu powstałych wokół m etalo
wego cylinderka (technika cylinderkowa) lub wokół małych krążków 
bibuły wysyconych badanym roztworem i nałożonych na zestaloną

* Słabą czynność posiada tylko t. zw. witamin B12 i i i  (5-hydroksybenzimidazolo- 
cyjanokobalamina) (37).
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pożywkę (pad techniqe). Często zamiast pomiaru powierzchni plam 
w zrostow ych waży się proporcjonalną do niej wagę wyciętych krąż
ków papieru, na  który skopiowano lub sfotografowano plamy (71).

Liczba mikroorganizmów używ anych do oznaczania witaminu Bi o 
jes t  dość znaczna (78). Najczęściej stosuje się szczep Escherichia coli 
113— 3, Lactobacillus leichmanii, Euglena gracilis i Ochromonas mal- 
hamensis.

Escherichia coli 113—3

W  roku 1950 D a v i s  i M i n g i o l i  (50) izolowali szereg m utan
tów  E. coli, które potrzebowały dla swego wzrostu witamiinu B i2 . J e 
den ze szczepów oznaczony numerem 113—3 wykazywał szybki d po
w tarza lny  wzrost. Szczep ten wprowadzono do praktyki analitycznej. 
Stosuje się go zarówno w metodzie probówkowej jak  i płytowej. Do 
najbardziej znanych metod z E. coli należą metoda probówkowa B u r k -  
h o l d e r a  (30) i p ły tow a H a r r i s o n a  i współpracowników (95). 
Opisano iszereg modyfikacji tych metod (189). W  Polsce podobne m eto
dy opracow ali B o g u c k a ,  I w a n o w s k a  ,i K ą k o 1 (10). M eto
dy z m utantem  E. coli nie są specyficzne. Podobne działanie wzrostowe 
jak  witamin B1 2  wyw iera  metionina (11). W  metodzie płytowej wzrost 
w yw ołany  metioniną manifestuje się charakterystycznym  dyfuzyjnym 
w yglądem  plamy wzrostowej. Najbardziej charakterystycznym  dla 
E. coli jes t  to, że drobnoustrój ten reaguje prawie ze wszystkimi związ
kami grupy witaminu B i2 (p. tabl. 1). W rażliwość E. coli na poszcze
gólne kobalam iny jest różna w metodach probówkowych i płytowych. 
Porównując w obu metodach wzrost wyw ołany obecnośaią różnych 
związków grupy witaminu B12  i stosując czysty witamin B1 2 jako stan- 
dart obserw ujem y prawie zawsze wyższe wyniki w metodzie płytowej. 
Stwierdzenie tymi metodami różnych aktywności w badanych próbach 
(w porów naniu  do aktywności witaminu Bi2 ) świadczy zawsze o obec
ności innych kobalamin. Metodę płytową z E. coli można uważać za 
test zbiorczy dla witamino w grupy Bi2.

Lactobacillus leichmanii

Do oznaczania zawartości witaminu B i2 po raz pierwszy zastoso
wano bak ter ie  kwasu mlekowego — Lactobacillus lactis Dorner — 
(164), (165). Dziś metody te prawie zupełnie zarzucono jako m etody 
mało specyficzne i trudne. Szereg czynników jak  np. obecność środ
ków redukcyjnych  w pożywce, stężenie CO 2 , tymidyny i innych dezo- 
ksyribozydów wpływa znacznie na wzrost tego drobnoustroju. Na
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miejsce szczepu D o r n  e r  a, S k e g g s  i współpracowruicy (168) w pro
wadzili Lactobacillus leichmanii. Metoda z L. leichmanii była modyfi
kowana przez szereg autorów (168) (183) (65). W  Polsce zajmowali się 
nią B o r e n s z t a j n  i K u r y ł o  w i c z  (13). Autoklawo wanie prób 
zawierających witamin B i2 b z pożywką stosowaną dla L. leichmanii 
często prowadzi do u tra ty  znacznej części aktywności. Dla stabilizacji 
witaminu Bi2 b S o a r s  i H e n d l i n  (178) zalecili dodawać przed 
autoklawo wamiem ślady cyjanków, które przekształcają ten związek 
w trw ały  witamin B i2. Również dodatek kwasu tioglikolowego chroni 
witam iny przed inaktyw acją  (162). M etody z Lactobacillus leichmanii 
posiadają szereg zalet jak  wysoką czułość (4.uug/ml) i krótki czas in
kubacji. Jednak  podobnie jak  inne bakterie  kwasu mlekowego stoso
wane do oznaczeń witaminu B i2 , L. leichmanii nie jest drobnoustrojem 
specyficznym. Tymidyna i inne dezoksyribozydy zastępują witamin 
B i2 . W  próbach bogatych w te substancje (jądra komórkowe) o niskiej 
zawartości witaminu otrzymuje się wyniki zbyt wysokie. Zwykle je 
dnak proste rozcieńczanie próby eliminuje wpływ dezoksyribozydów 
i dlatego m etody te są szeroko stosowane w pracowniach do oznacza
nia witaminu B i2 .

Euglena gracilis

H u t n e r i współpracownicy (106) po raz pierwszy zastosowali 
Euglena gracilis do oznaczania witaminu B i2 . Metoda tych  autorów 
odznaczała się wielką prostotą pożywki i .czułością. Stężenie witaminu 
B i2 potrzebne do osiągnięcia połowy maksymalnego wzrostu organiz
mu wynosiło 10 i^g/m l (10“ 11 g/ml). Euglena gracilis nie reaguje  na 
obecność metioniny ani dezoksyribozydów. Natomiast czynne dla 
Euglena gracilis są adeninocyjanokobalam ina (pseudowitamin B i2) 
oraz 2-metyloadeniinocyjanokobalamina (czynnik A), związki n ieak tyw 
ne w terapii anemii złośliwej i w  próbach biologicznych (151) (73). 
R o b b i n s ,  H a r v e y  ii S t e b b i n s  opublikowali szereg analitycz
nych  danych wykonanych metodą z Euglena gracilis na różnym m a
teriale (149) (150). R o s s  zastosował E. gracilis do oznaczeń witaminu 
B i 2 w płynach ustrojowych (153). H e i n r i c h  i L a h n a n n  (98) 
znacznie uczulili metodę opierając pomiar na  w yekstrahow anym  z ko 
m órek E. gracilis chlorofilu mierząc jego stężenie fotometrycznie przy 
użyciu filtru 436 m u. W  ten sposób, autorzy ci, wykazali jeszcze obec
ność witaminu Bi2 w stężeniu 10~15g/ml) (co odpowiada 2,2. 106 cząs
teczkom /ml). H e i n r i c h  i współpracownicy (99) wprowadzili rów 
nież do praktyki analitycznej now y szczep ,,Euglena gracilis isol. T"
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wyodrębniony przez P rd m g s h e i m a ¡i syntetyzujący więcej chlo
rofilu niż szczep Hutnera. Ostatnio, również R o s s ,  H u t n e r  i B a ch 
(154) zastosowali nowy szczep Euglena gracilis ,,szczep z"i zmodyfi
kowaną bogatszą pożywkę.

W  Polsce metodę z Euglena gracilis adaptowali Janicki i współpra
cownicy (113).

Ochromonas malhamensis
W  roku 1953 F o r d  (73) wprowadził do mikrobiologicznych metod 

oznaczania witaminu B1 2 fo tosyntetyzujący mikroorganizm wyizolo
wany przez P r i n g s h e i m a  Ochromonas malhamensis. W  odróżnie
niu od wszystkich poznanych dotąd drobnoustrojów Ochromonas mal
hamensis  reaguje specyficznie na witamin B i2 . Kobalaminy nieaktywne 
w testach klinicznych lub próbach biologicznych są również nieczyn
ne dla tego mikroorganizmu.

4. Chemia witaminu B 12

a) W ł a s n o ś c i  f i z y c z n e  i c h e m i c z n e  w i t a m i n u  B12

W itamin B i2 krystalizuje z wodnych roztworów acetonu w postaci 
czerw ono— fioletowych igieł w układzie ortorombowym (Rys. 1). Kry

ształy zawierają  do 17% wody kry- 
stalizacyjnej (102). W spółczynniki 
refrakcji wynoszą odpowiednio 
X =  1,616, Y =  1,652 i Z =  1,6645 
(146). Kryształy ogrzane do temp. 
ok. 2 1 2 ° ciemnieją i nie topią się 
nawet w temp. 320° (148), (22). W i
tamin jest związkiem optycznie 
czynnym. W spółczynnik skręcal- 
ności optycznej dla fali o długości 
6438 A wynosi [a ] ^ 38 =  — 1 1 0 ° +  11° 
(69), a dla fali 6563 A [a]g63 =  —59

, , , +  9° (22). W  widmie absorpcyjnymRys. 1. M ikroskopowy obraz kryszta-
łów  witaminu Bi2 obserw ujem y (Rys. 2) charak te ry

styczne maksima dla fal o długości 
278, 361 i 550 nm. W artości współczynników ekstynkcji dla podanych 
maksimów wynoszą Ej cm =  115,204 i 63 (22). W zór sumaryczny wit. 
B i2: C6 3 H 9 0 O 1 4 N 1 4 PC0  (101), (12). Z dlamagnetyczności cząsteczki 
wywnioskowano, że atom kobaltu jest tró jw artościow y (55).
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W itamin B]2 jest związkiem trwałym. Długotrwałe ogrzewanie 
w wodnym  roztworze w granicach pH 4 — 7 nie zmienia jego a k ty 
wności, a conajwyżej tylko nieznacznie (96), (91). w  roztworach ba r

dziej kwaśnych, a szczególnie w alkalicznych witamin, ulega stopnio
wemu rozkładowi (147). Rozkład przyspieszają substancje utleniające 
lub redukujące. Nieczyste koncentraty  wit. Bi 2 są mniej trwałe od 
prepara tu  krystalicznego (172).

W itamin Bi 2 jest rozpuszczalny w wodzie (do 1,2%) w  niższych 
alkoholach (metanolu, etanolu i butanolu), alk. benzylowym, fenolu, k re 
zolach i chlorofenolach. Nie rozpuszcza się natomiast w typowych roz
puszczalnikach organicznych jak  w eterze, eterze naftowym, chlorofor
mie, czterochlorku węgla, benzenie, jak  również w  bezwodnym aceto
nie. Rozpuszczalniki witaminu Bi 2 które same nie rozpuszczają się 
w wodzie, ekstrahują  witamin z roztworów wodnych. W spółczynnik 
podziału między fazę alk. benzylowego a fazę wody jest niezależny 
od wartości pH w granicach 4—9,5 i wynosi 0,8 (175). B e r n h a u e r  
i F r i e d r i c h  stwierdzają, że pomiar współczynnika podziału m ię
dzy fazę wodną a fazę fenolu (lub jego pochodnych) w tró jchloroety
lenie może być dobrym kryterium rozpoznawczym dla szeregu związ
ków z grupy witaminu Bi2 (8), (86).

b) S t r u k t u r a  c h e m i c z n a  w i t a m i n u  Bł2
Głównymi ośrodkami badań budowy .chemicznej witaminu B i2 był 

w Stanach Zjednoczonych zespół F o l k e r s a  (laboratoria badawcze
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Mercka), a w Ajngli zespoły Lestera Smitha (laboratoria badawcze 
f-my Glaxo), Petrova (British Drug Houses), p r o f .  T o d  d a  (Uniwer
sytet w Cambridge), i H o d g k i n  (Uniwersytet w Cxfordzie). Głów
nie tym ośrodkom zawdzięczamy poznanie s truktury wit. B i2 . Po stwier
dzeniu w cząsteczce wit. B i2 obecności Co i P (147) (171) w  p ierw 
szym okresie badań główna uw aga badaczy skupiła się na  izolowaniu 
i identyfikacji produktów kwasowej hydrolizy tego związku. Pierwszym 
w pełni scharakteryzowanym  fragmentem był 5,6-dwumetylobenzimi- 
dazol. (wzór I). Jego identyfikacji dokonali niezależnie B r i n k  i F o 1- 
k e r s  (17), (18) klasycznymi metodami chemii organicznej oraz H o l 
l i d a y  i współautorzy (104), (4) posługując się techniką badań spek- 
trofotometrycznych. Mniej drastyczne warunki hydrolizy (6 N HCI, 
120°, 8 godz.) pozwoliły grupie amerykańskiej wyizolować glikozyd 
dwumetylobenzimidazolu a mianowicie l-a-D-ribofuranozydo-5-6-dwu- 
metylobenzimidazol (wzór II) (20), (19) i budowę potwierdzić syn
tezą (105). Związek ten nazwano a-ribazolem. B u c h a n a n  i współ
autorzy (29), (28) znaleźli w produktach hydrolizy wit. Bi2 trzeci zwią
zek, który zidentyfikowali jako fosforan 2’- lub 3'-a-ribazolu. Do 
analogicznych wyników doszła grupa badaczy z B r i t i s h  D r u g  
H o u s e s  (60), (4), (42). Tym ostatnim udało się również wykazać na 
podstawie subtelnych badań widmowych, że atom N(s) pierścienia ben- 
zimidazolowego jest bezpośrednio koordynacyjnie powiązany z cen 
tralnym atomem kobaltu (5), (6). K a c z k a  i F o 1 k e r s (117) na 
podstawie badań porównawczych chromatograficznych przypisali w y 
odrębnionemu z wit. B i2 nukleotydowi wzór fosforanu 3-a-ribatzolu 
(wzór III). W arto tu zwrócić uwagę, że w tym  nukleotydzie występuje 
wiązanie a-gl,ikozydowe w  odróżnieniu od P-wiązania w nukleotydach 
kwasów nukleinowych.

Innym hydrolitycznym produktem  rozkładu wit. Bi 2 była prócz 
amoniaku, bezbarwna substancja, n ieabsorbująca selektywnie w u ltra
fiolecie, lecz dająca purpurow e zabarwienie z niinhydryną. Początkowo 
E l  l i s  i współprac. (60), (61), (62) w oparciu o badania chrom atogra
ficzne przypisywali jej budowę 2-amino-propanolu-l. Grupa F o 1 k  e r- 
s a  (190) udowodniła, że związikiem tym  jesit dg-l-am ino-prop anol-2 
(wzór IV)*, co potwierdzili również nieco później poprzedni badacze
(43). Związek ten, jak  i jego O-fosforan otrzymano syntetycznie (190), 
(41), (36). Pierwsze ilościowe oznaczenia aminopropanolu uwolnionego 
na drodze acydolizy, a oparte na  oznaczaniu etanolam iny dały 2 mole

* W skaźnik podaje, że konfigurację ustalono w  odniesieniu do aldehydu  
D-glicerynowego.
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aminopropanohi na cząsteczkę wit. Bi 2 (33). Później Cooley i inni
(44) stwierdzili, że w cząsteczce witaminu znajduje się tylko jedna 
cząsteczka amiinopropanolu.

NH

(i)

O
CH,OH

C H g f

C H fe V 'x /'
N

OH OH

(II) (III)

NH2 • CH2 • CH ■ CH3

OH

(IV)

Prawie w tym samym czasie, kiedy roztrzygano budowę nukleotydowej 
części wit. B i2 , szereg badaczy doniosło w obecności grupy cyjanowej 
koordynacyjnie związanej z atomem kobaltu (21), (119), (184). Grupa 
F o l k e r s a  wykazała przy tym, że grupę CN można zastąpić innymi 
grupami, np. Cl- , Br- , CNO- , N 0 2~ , SO,f otrzymując w ten sposób 
nowe pochodne (116). W szystkie te pochodne pod działaniem cyjan
ków odtwarzały witamin B i2.

Najtrudniejszym problemem w chemii wit. B i2 było roztrzygnięcie 
budowy czerwonego fragmentu uwalnianego podczas kwaśnej hydro
lizy. Fragment ten  zawierał siilnie związany atom kobaltu i posiadał 
charakter kwasu. Kwas ten ulegał łatwo estryfika-cji (60) szczególnie 
wyższymi alkoholami jak  np. oktanolem  (97). Już w roku 1949 w y
rażano przypuszczenie, że ta część cząsteczki wit. Bi2 może mieć cha
rakter związku porfiryrynowego, ponieważ w produktach suchej desty
lacja przeprowadzanej w obecności stopionego NaOH, znaleziono związ
ki dające reakcje pirolowe (22). W  tym kierunku szły badania grupy 
P e t r o v a  (128), chociaż hipotezę tą mocno podważał brak w widmie 
absorpcyjnym charakterystycznego pasma Soreta występującego 
u wszystkich porfiryn.

W  roku 1953 S c h m i t ,  E b n o t h e r  i K a r r e r  (160) stwierdzili, 
że czerwony produkt acydolizy nie jest substancją jednorodną, le.cz 
stanowi złożoną mieszaninę szeregu związków o zbliżonych własnoś
ciach. Dopiero jednak  A r m i t a g e  i inni (2) wprowadzając do badań 
produktów hydrolizy (zarówno kwasowej jak  i alkalicznej) technikę
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elektroforezy bibułowej zdołali bliżej określić k ierunek zmian jakie 
w tych procesash zachodzą. Autorzy ci stwierdzili, że w zależności od 
warunków hydrolizy następowało albo odłącznie grupy nukleoty do we j , 
albo powstanie wolnych grup karboksylowych (w liczbie od 1 do 7), albo 
wreszcie oba te procesy zachodziły równocześnie. Z badań tych w yni
kało dalej, że wiit. B i2 posiada charakter związku poliamidowego, 
zawierającego conajmniej 3 pierwszorzędowe grupy CONH 2 oraz gru
pę —CO—NH—CH 2—CH (CH3)—O—P z fragmentem propanolaminy. 
Produkt pozbawiony tylko nukleotydu był identyczny z t. zw. czynni
kiem B (Factor B) substancją wyodrębnioną przez F o r d a  i P o r t e r a  
(81) z kału krów (p. rozdział 5).

Dla dalszych badań bardzo istotnym było otrzymanie w serii do
świadczeń wykonanych przez C a n n o n a ,  J o h n s o n a  i T o d d a  
krystalicznego kwasu sześciokarboksylowego (31). Badania rentgeno- 
graficzne przeprowadzone na tym materiale  przez grupę H o d g k  i n 
pozwoliły jej ustalić, że w cząsteczce witaminu B i 2 występują  4 p ierś
cienie pięcioczłonowe, z których 3 (A,B,C) są połączone mostkami me- 
tinowymi podobnie jak  w porfirynach, natomiast czwarty (D) wiąże się 
z pierwszym pierścieniem (A) wiązaniem bezpośrednim (wzór V).

(V)

Gęstości elektronowe a stąd i położenia poszczególnych atomów wyli
czano z rentgenogramów metodami matematycznymi. O trudnościach 
i skomplikowaniu obliczeń m atematycznych niech świadczy to, że p ra 
cę tą wykonywano jeszcze prawie rok na elektronowej maszynie do 
liczenia ( T r u e b l o o d i  P r o s e n )  zaniim nie ustalono ostatecznego 
wzoru kwasu sześciokarboksylowego a za nim witaminu B1 2 . H o d- 
g k i n ,  P i c k w o r t h ,  R o b e r t s o n ,  T r u e b l o o d ,  P r o s e n  
i W  h i  t e)  (101). Jednak  ustalenie wzorów obydwu związków nie b y 
ło tylko zasługą badań krystalograficznych. W  tym stadium badań m ię
dzy grupą H o d g k i n a pracowniami prof. T o d d a  i Lestera S m i t -  
h a istniała bardzo śoisła współpraca. Dane krystalograficzne pozosta
wiły szereg otwartych problemów chemicznych w strukturze kwasu 
sześciokarboksylowego i witaminu B1 2 . Należało tu zbadać rozmiesz
czenie wiązań podwójnych i n iektórych grup atomowych, charakter
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dodatkowego pierścienia przyłączonego do pierścienia B w kw. sze- 
ściokarboksylowym i inne. Dane te uzupełniły wspomniane grupy ba- 
daw.cze (B o n ne  11, C a n n o n ,  J  o h  n s o n,  S u t h e r l a n d ,  T o d d  
i S m i t h )  (12). Publikacje H o d g k i n  i współprac.) (101) oraz

CHoCOOH

—CO
I
NH

h 2c h 2c o o h

HOOCCH/

/ V u  i
HOOCCri.CH, 1H CH,CH,COOH

(VI)

CHoCONH,

NH,COCH

NH2COCH2

CM,COi\H 2

:h 2c h 2c o !\h ,

CI^CKCONH,

HOCH2\0 11

T o d d a  i S m i t h a  i współprac. (12) ukazały się dlatego wspólnie 
w czasopiśmie londyńskim ,,Naturę. Budowę kw. sześciokarboksylo- 
wego oraz witaminu B i2 podają wzory VI i VII.

W  obu wzorach znajdujemy dotąd nieznany, częściowo uwodornio
ny prawie płaski układ czteropirolowy zawierający 5 sprzężonych wią-

2 P o s tę p y  B io c h e m ii

http://rcin.org.pl



18 J. PA W EŁK IEW IC Z [16]

zań podwójnych. Rozmieszczenie reszt kwasu octowego i propionowe- 
go jest tafcie same jak  w uroporfilrynae III. W  pierścieniu C brak  jest 
grupy kwasu octowego natomiast występują  tu 2 grupy metylowe. 
K u e h l ,  S h u n k  i F o l k e r s  (121) udowodnili obecność tego ugru
powania znajdując w produktach utlenienia witaminu Bi2 związki
o budowie podanych we wzorach VIII i IX.

co 
ż \  

c h 3 o  c h 2

CH3 -c h 2

ov \ /  vo
NH  

(VIII)

CH3

c h 3 -CH2 • CH2 • COOH

O '  \ /  vo
NH

(IX)

Obecność szeregu grup m etylow ych występujących w cząsteczce 
wit. B i2 można zrozumieć jako następstw o reakcji metylowania w m iej
scach aktyw ow anych przez grupy = C  =  N— . Podobnie tłumaczymy 
proces chlorowania wit. B1 2  (160), (135). W  miejsce ak tyw ow anych 
wodorów zostaje podstawiony chlor.

Dalsze badania potwierdzające przyjętą s trukturę przedstawili 
S m i t h  i H o d g k i n  na Sympozjum poświęconemu wit. B1 2  w H am 
burgu (174), (100). W  kryształach witaminu B12  znane są dziś pozycje 
wszystkich atomów z dokładnością +  0,3 A. Cząsteczka jest zbudowana 
bardzo zwięźle, przy czym wszystkie chemicznie czynne grupy znajdują 
się na jej powierzchni.

5. Inne związki z grupy witaminu B12

a) P o c h o d n e  w i t .  Bi 2 z a w i e r a j ą c e  i n n e  p o d s t a w 
n i k i  w m i e j s c e  g r u p y  CN.

Już w  poprzednim rozdzdale zwrócono uw agę na zdolność wym iany 
grupy cyjanowej związanej z atomem kobaltu przez inne grupy. W śród 
tych związków na szczególną uwagę zasługuje pochodna hydroksylo
wa. Związek ten znajduje się w przyrodzie i po raz pierwszy izolował 
go w roku 1949 P i  e r c e  i współprac. (144). Nadano mu nazwę wita- 
biinu B i2b. Nazwę witaminu B i 2 a zarezerwowano dla substancji o trzy
manej na drodze redukcji wit. B i2 wodorem w obecności rozdrobnionej 
p la tyny  (118). Dopiero rok później udowodniono, że obie substancje 
są identyczne (2), (24), (115). Podobnie wyizolowany przez A n s  I o w a
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i innych (1) t. zw. wit. B i2 d okazał się hydroksylową pochodną wit. B i2 
(176). Dziś najłatwiej otrzymać go można w procesie fotolizy wit. B12 

(15), (16), (184). W  porów naniu  do wit. Bi2 wit. B i2 b posiada tą samą 
czynność biologiczną, lecz ma zmienione widmo absorbcyjne z m aksy
mami przy 273 138), 351 (159) i 525 (54) ma (24). Widmo świe
żo sporządzonego roztworu zmienia się nieznacznie w czasie (115). 
Pewien wpływ wywiera również pH roztworu. Fakty te, jak  również 
stwierdzony słabo zasadow y harakter  wit. B i2 b (176), pozwalają p rzy
puszczać, że związek ten  istnieje w dwóch odmianach, a mianowicie 
w formie hydroksylowej, w której grupa hydroksylowa jest związana 
z atomem Co oraz w formie aquo — związku w którym na miejscu gru
py OH stoi cząsteczka wody. Obydwie formy istnieją w roztworze 
w równowadze (116):

[R --  Co+++ OH-] H aO [R—  Co+++ H2O] +  O H -

Zasadowy charakter posiada tylko aquo — forma.
W  obecności śladów cyjanków  wit. B i2b przekształca się w trw al

szy wit. B i2 • K a c z k a  i inni (119) zaproponowali dla wit. B i2 b 
w oparciu o nomenklaturę związków kompleksowych W ernera, nazwę 
hydroksykobalaminy. Dla wit. B i2 przyjęto nazwę cyjanokobalaminy. 
Ostatnia nazwa jest do dziś powszechnie stosowana. Sprawy nomen
klatury  omówimy bliżej w rozdz. 6.

Z innych pochodnych tego typu wymienić można znaleziony w ho
dowlach Streptomyces griseus witamin Bi2 C U)( (176). W  związku tym  
występuje grupa azotynowa O N O -  i stąd nazwano go azotynokolba- 
laminą.

Szereg sztucznie o trzym ywanych pochodnych (116), (175) nie po
siada szczególniejszego znaczenia. Selemocyjano — kobalamina była 
używana do badań remtgenograficznych, gdyż wprowadzenie drugiego 
ciężkiego atomu Se ułatwiało poznanie przestrzennego rozmieszczenia 
atomów (23).

W odne roztwory chloro — , bromo — , i siarczano- kobalamin są sil
nie zdysjocjowane. W edług S m i t h a  (173), (175) mamy tu raczej do 
czynienia z solami aquokobalamm y np. chlorkiem czy siarczanem. Ce
chą najbardziej charakterystyczną dla tych wszystkich pochodnych 
jest łatwość przechodzenia w wit. B12  pod działaniem cyjanków.

b) P r o d u k t y  a d d y c j i

Roztwór wit. B i2 , a również roztwory innych kobalamin zadane nad
miarem cyjanków tworzą w alkalicznym (a niekiedy i obojętnym)
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środowisku niebiesko-fioletowo zabarwione pochodne. Maksima ab
sorpcji większości tych pochodnych leżą przy 368, 540 i 580 mu. W e
dług S m i t h a  ii współpracowników (170) wit. B i 2 tworzy w tych 
warunkach związek zawierający 2 grupy CN. Nadmiar jednej grupy 
cyjanowej powoduje elektroujemność tego związku. Znane są nawet 
nierozpuszczalne w wodzie sole A g 4- i Zn++ tego anjonu. W  środo
wisku słabo kwaśnym  dwucjanowa forma wit. B i2 rozpada się z po 
wrotem na wit. B i2 i cyjanek. Podobne pochodne tworzą się również 
z siarkocyjankami.

c) I n n e  z w i ą z k i  k o b a l a m i n o w e

Niedługo po poznaniu omówionych wyżej kobalamin, szereg b a 
daczy izolowało ze złożonego materiału mikrobiologicznego (kał zwie
rząt, treść pokarmowa jelit) kilka związków o własnościach bardzo zbli
żonych do własności wit. B i2 , lecz nie u legających przekształceniu 
w wit. B i2 pod działaniem cyjanków.

W  roku 1951 W  ii j m e n  g a (187) izoluje z kału świń związek
0 widmie absorpcyjnym witaminu B1 2 , lecz różniący się od tego w ita
minu aktywnością mikrobiologiczną. Również metodą chromatografii 
bibułowej można go było oddzielić od wit. B i2. Od słowa mest ( =  kał) 
związek ten nazywa w a t a m i n e m  B i2m. Jednocześnie z kału  szczu
rów W  i j m e n g a izoluje inny, mikrobiologicznie tylko częściowo 
czynny związek, który nazywa C z y n n i k i e m  WR. W itamin B i2 m 
podobnie jak  cyjanokobalamina, okazał się kompleksem cyjanowym
1 można go było przekształcić w procesie fotolizy w pochodną hydro
ksylową.

W  tym samym roku K o n  i współpracownicy zajmując się bio
logicznym i mikrobiologicznym oznaczeniem wit. B i2 w treści po 
karmowej i kale zwierząt przeżuwających otrzymywali dla obu m e
tod nie pokrywające się z sobą wyniki (38), (39). Dane te pozwoliły 
autorom wyciągnąć wniosek, że w badanym materiale mogą się znajdo
wać różne substancje niejednakowo czynne dla drobnoustrojów i zwie
rząt. Bezpośrednie wyodrębnienie tych substancji, metodami zastoso
wanymi uprzednio do izolacji wit. B i2 z wątroby, potwierdziło tę h i
potezę. Z treści przeżuwaczy oraz z kału cieląt wyodrębniono obok 
wit. B12  dwie inne substancje, które nazwano c z y n n i k a m i  ( f a k 
t o r a m i )  A i B (79). Czynnik A i B pod działaniem cyjanków nie 
przechodziły w wit. B i2 . W krótce  potem członkowie grupy badawczej 
K o n a ,  a mianowicie F o r d  i P o r t e r  (81) donoszą o wykryciu 
nowego czynnika C.
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W  Stanach Zjednoczonych P f i f f n e r  i współpracownicy wyizo
lowali z niezidentyfikowanego bliżej beztlenowego mikroorganizmu 
pochodzącego z żwacza cieląt, krystaliczną substancję nazwaną p s e -  
u d o w i t a m i n e m  Bi2 (143), a L e w i s ,  T a p p a n  i E l v e h j e m  
(125), (126) z kału szczurów wyodrębniają krystaliczny wit. B i2 f (f =  fe- 
aces).

Bardzo poważnym postępem metodycznym w tych badaniach było 
wprowadzenie metody elektroforezy bibułowej i użycie roztworów 
słabych elektrolitów jako cieczy przewodzących (103). Metodą tą gru
pa K o n a  wykazała w  badaniach porównawczych, że wit. B i2m jest 
mieszaniną złożoną głównie z czynnika A oraz z małych ilości pseu- 
dowitaminu B i2 wit. B i2 i czynnika B. Podobnie czynnik WR i w ita
min B i2 f okazały się substancjami niejednorodnymi (74). Krystalizacja 
jako kryterium czystości związków kobalaminowych okazała się w tej 
grupie związków warunkiem  zupełnie niewystarczającym. Jednocześnie 
wymienione badania porównawcze pozwoliły w owym czasie zredu
kować liczbę nowych pochodnych kobalamin do czterech. Były to 
czynniki A, B, C, oraz pseudowitamin Bi 2 (120).

Międzyczasie D i o n, C a 1 k i n s i P f i f f n e r  wykazali, że w czą
steczce pseudowitaminu Bi2 nie ma 5,6-dwumetylobenzimidazolu, lecz 
jego miejsce zajmuje adenina (wzór X) (56), (57). Podobnie okazało się, 
że nukleotyd czynnika A zawiera n iew ykrytą  dotąd w przyrodzie 
2-metylo-adeninę (58), (wzór XI), Te zawiłe zależności wyjaśniła dalej 
wspomniana wyżej praca A r m i t a g e a  i innych (2) oraz publikacja 
G a n t a ,  S m i t h a  i P a r k e r a  (92). A r m i t a g e  zidentyfikował 
czynnik B jako związek pow stający z witaminu B i2 po usunięciu z j e 
go cząsteczki nukleotydu. G a n t ,  S m i t h  i P a r k e r  wykazali, że 
czynnik B powstaje również w trakcie hydrolizy czynnika A i pseudo
witaminu Bi2 . W  ten  sposób wyjaśniono wzajemne zależności istnieją
ce między wit. Bł2 a niektórymi substancjami pokrewnymi. Podstawo
wym związkiem jest tu czynnik B.

NH2 
I N

N H 2
N

N NH  
(X)

N NH  
(XI)

Po dołączeniu do niego nukleotydu z dwumetylobenzimidazolem, a d e 
niną lub metyloadeniną jako zasadą otrzymujemy odpowiednie: witamin 
B i 2 , pseudowitamin B i2 lub czynnik A:
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Czynnik B +
nukleotyd dwumetylobenzimidazolu -> wit. 
nukleotyd adeniny -> pseudowit. B12  

nukleotyd m etyloadeninow y -> czynnik A

B12

W arto  dodać, że czynnik B jak  i inne beznukleotydowe kobalaminy 
nie otrzymano dotąd w stanie krystalicznym.

Niezależnie od badań grupy K o n a ,  czynnik B wyizolowano i w in 
nych ośrodkach, gdzie nadawano mu odrębne nazwy. S j ó s t r ó m, 
N e u j a h r  i L u n d  ii n  znaleźli go w ściekach miejskich i nazwali 
czynnikiem IV (167). Z tego samego materiału wyodrębnili go rów 
nież B e r n h a u e r  i F r i e d r i c h  (8) i nadali  mu nazwę ,czynnika. 
I. J a n i c k i  i P a w e ł k i e w i c z  wyizolowali z hodowli bakterii kw a
su propionowego — Propionibacterium shermanii — związek kobalami- 
nowy, którzy nazwali wit. B i2 p (od Propionibacterium) (108), (109). 
W  późniejszych badaniach witamin B i2p okazał się identyczny z czynni
kiem B (110). Podobnie w różnym m ateriale znajdowano pseudo witamin 
B12  oraz czynnik A. Związki te w ystępują  w przeferm entow anych  ście
kach miejskich (8), (167), (131), w morskich algach (67), (26), a ostatnio 
P a w e ł k i e w i c z  i Z o d r o w  izolowali je w  postaci krystalicznej 
z kultur Corynebacterium diphteriae (139). Z problemów chemicznych 
dotyczących purynowych pochodnych kobalamin, do dziś nie jest roz- 
trzygnięte czy w tych nukleotydach występuje  wiązanie a czy P -gliko- 
zydowe. Również nie jest znane czy reszta cukrowa łączy się z a to 
mem 7 czy 9 pochodnej purynowej. Te różne wiązania stwarzają możli
wości istnienia, przynajmniej teoretycznie, 4 izomerów tych  kobalamin,
o niesym etrycznych zasadach nukleotydowych (120), (77). W edług 
opinii H o d g k i n  (cyt. wg. 120) względy przestrzenne przemawiają 
wyłącznie na korzyść wiązania p rzy  atomie C(7 ) pu ryn  (wzów XI) (*)

o
H CH2OH

\ l_ | V
NHsN OHC^H*

w '

N N

n h 2

N

N

N

O
N CH2OH

H OH OHH

(XI) (XII)

* Prof. B e r n h a u e r  w  prywatnej rozmowie z autorem niniejszego referatu 
wyraził nadzieją, że zapewne w najbliższym czasie uda mu się roztrzygnąć ten pro
blem w analogiczny sposób jak to uczynił G u l i  a n  d dla nukleotydów  kw asów  
nukleinych.
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M ielibyśmy tu zupełnie inne stosunki niż w nukleotydach kwasów 
nukleinowych, które są 9-P-glikozydami (wzów XII).

O c z y n n i k u  C w iem y dziś niewiele. Późniejsze dane wykazały 
(78), (131), że substancję tę, którą uważano początkowo za jednorodną, 
można rozłożyć na 2 składniki, k tóre nazwano c z y n n i k a m i  
Ci i C2. Można je odzielić od siebie metodą chromatograf iii i e lek tro
forezy bibułowej. Mikrobiologicznie czynniki te są podobnie aktyw ne 
jak  czynnik B, lecz w ykazują  nadto  niewielką aktywność również dla 
L. leichmanii i Euglena gracilis (p. tablical). Jest rzeczą interesującą, 
że m utant E. coli, przekształca w czasie hodowli czynnik B w czyn
nik C (80).

D e l l w e g  i inni (52) stwierdzili ostatnio, że ta przemiana nie jest 
jednokierunkow a jak  sądzono uprzednio ,i że obok czynników C p o 
w sta jących  zresztą w małych ilościach, z syntetyzowane zostają rów 
nocześnie witamin Bi 2 , pseudowitamin Bi 2 , czynnik A oraz t. zw. czyn
niki V i i V 2 .

W ydaje  się, że opisany przez S j ó  s t r o m a  i innych t. zw. czynnik 
I oraz wit. B i2s E r  i c s  o n a  i L e w i s a  (67) są substancjami identycz
nymi z czynnikiem C. P a w e ł k i e w i c z  i Z o d r o w  (138) wyizolo
wali z komórek Prop. shermanii (z hodowli ubogich w Fe) kobalaminę, 
k tóra  według P a w e ł k i e w i c z a  (136) może być również miesza- 
nią czynników Ci i C2. W idma absorpcyjne tych kobalamin, które 
nazwano kobalaminami Yi i Y2 , są identyczne z widmem witaminu 
B i2 p (czynnika B), a zatym wskazują na brak nukleotydu. Bakterie 
propionowe w hodowlach z dostateczną ilością żelaza, lecz bez kobaltu 
przekształcają te substancje w  witamin B i2 p, czynnik A i witamin B i2 
(136), Mielibyśmy tu do czynienia jakby  z odwróceniem procesu p rze
biegającego w komórkach E. coli.

J a k  wykazały późniejsze badania  lista nowych, w ystępujących 
w przyrodzie kobalamin, nie ograniczyła się do 4 powyżej opisanych 
związków, (czynnika A, B, C ( =  Ci +  C2 ) i pseudowit. B i2). N astęp
ne prace znacznie powiększyły tę liczbę, a ostatnie doniesienia w y 
kazują, że proces ich poznania jest w pełnym biegu. Należy przypusz
czać, że szereg tych substancji stanowi niewątpliwie produkty pośred
nie biosyntezy kobalaminy potrzebnej komórce, inne natomiast są p ro 
duktami rozpadu. Poniżej omówiono szereg znalezionych w przyrodzie 
kobalamin. (P. również tabl. 1.)

C z y n n i k  D ( F a k t o r  D)

Związek ten opisali B r o w n  i inni (25). Jest on mikrobiologicznie 
n ieczynny i posiada charakter zasadow y (elektoforeza w kw. octowym).
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C z y n n i k  E ( F a k t o r  E)

Zwiiązek ten wykryli B r o w n  i inni (25) w ekstraktach z kału 
cieląt i świń. Posiada on charakter kwaśny i własnościami mikrobio
logicznymi przypomina czynnik B. Jonoforeza bibułowa w 1 N kw\ 
octowym nie oddziela go od wit. B i2 , natomiast w buforze fosforano
wym o pH 6,5 czynnik ten wędruje ku anodzie i rozdziela się na 2 bli
sko leżące czerwone frakcje.

C z y n n i k  F ( F a k t o r  F)

W yodrębniony w postaci krystalicznej również przez B r o w n a
i inn. (25). Znajdzie je s,ię w kale świń, lecz tylko w śladach w kale 
cieląt. W ydaje  się, że jest  to główny .czynnik kału kurcząt. Elektro- 
foretycznie jest on obojętny (w kw. octowym). W artość Rf (względem 
wit. B1 2 ) wynosi 0,77 (Il-rz. butanol nasyć, wodą w atmosferze HCN, 
metodą spływową).

C z y n n i k  G ( F a k t o r  G) (hipoksantyno-cyjanokobalarnina)

Ten krystaliczny związek otrzymali P f i f f n e r  i inni (142), D i o n
i inni (58) oraz B r o w n  i S m i t h  (27) na drodze dezaminacji pseu
do witaminu B i2 kwasem azotawym. W  w arunkach  tych adenina zwią
zana w nukleotydzie pseudowiitaminu Bi2 przechodzi w hipoksantynę: 
(wzór 'XIII)

N H 2 OH

N N N N
(XIII)

Później izolowano go również z kału świń (25). Czynnik G jest substan
cją elektroobojętną (przy pH 3) i mikrobiologicznie czynną dla E.coli, 
lecz nieznacznie czynną dla L. leichmanii.

C z y n n i k  H ( F a k t o r  H) (2-metylołiipoksantyno-cyjanokoba- 
lamina)

Związek ten otrzymano podatnie jak  czynnik G dezaminując czyn
nik A (58), (25), (27), (166). Posiada własności zbliżone do związku p o 
przedniego.
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W i t a m i n  Bi 2 m ( c z y n n i k  I, f a k t o r  I) (5-hydroksybenzimi- 
dazolo-cyj anokobałamina)

Po raz pierwszy związek ten izolowali w postaci krystalicznej F r i e 
d r i c h  i B e r n h a u e r  (83) z przefermentowanych ścieków m iejs
kich, a ostatnio B r o w n  i inni (25) z kału cieląt i świń. Własnościami 
mikrobiologicznymi i biologicznymi przypomina wit. B i2 (7). Poza 
wit. B i2 wiit. B i2 i i i  jest jedną substancją występującą w przyrodzie 
czynną przeciw anemii złośliwej. Widmo absorpcyjne roztworu w odne
go różni się od widma wit. Bi 2 tylko słabo zaznaczonym pasmem przy 
278 mu i obecnością szerokiego pasma absorpcyjnego przy 295 mu 
niewystępującego w widmie cyjanokobalaminy. Od witaminu Bi2 daje 
się łatwo oddzielić metodą chromatografii bibułowej (90).

Po otrzymaniu większych ilości wit. Bi2 m  (prof. Bernhauer o trzy
mał ze ścieków kilka gramów preparatu), F r i e d r i c h  i B e r n h a 
u e r  (84), (87) oraz współpracująca z B e r n h a u e r e m  grupa F o l 
ii e  r s a (152) szybko stwierdzili, że związek ten różni się od wit. B12 

tylko obecnością 5-hydroksybenzimidazolu w miejscu 5,6-dwumetylo- 
benzimidazolu występującego w nukleotydzie witaminu B i2 . Ponieważ 
cząsteczka 5-hydroksy-benzimidazolu jest niesymetryczna (podobnie 
jak  cząsteczka puryn, a przeciwnie jak  5,6-dwumetylobenzimidazolu) 
należało jeszcze roztrzygnąć, czy obecny w wit. B1 2  i i i  nukleotyd jest 
pochodną 5— czy 6— hydroksybenzimidazolu. Na ostatnio odbytym 
w Hamburgu Sympozjum poświęconemu wit. B12  zarówno B e r n h a 
u e r  (88) jak  i F o l k e r s  (166) przedstawili badania swych pracowni, 
w których wykazali słuszność pierwszej hipotezy i obecność 1-ci-D-ribo- 
furynozydo-5-hydroksybenzimidazolu w cząsteczce witaminu B i2 w.

Dalsze c z y n n i k i  J, K( L i M opisuje R a b e k  i współprac. 
(145). Związki te wyodrębniono ze ściieków miejskich. Są one w szyst
kie n ieaktyw ne wobec E. coli d badania  elektroforetyczne wykazują 
przy pH 6,5 kw aśny charakter. Ostatnią grupę związków kobalamino- 
wych stanowią t. zw. czynniki V B e r n h a u e r a  i F r i e d r i c h a  
(8), (83). Do grupy tej zaliczają ci autorzy szereg produktów zbliżonych 
budową do czynnika B, a różniących się od niego obecnością wolnych 
grup karboksylowych (w miejsce amidowych) oraz niekiedy dodatko
wo brakrem cząsteczki propanolaminy.

W spomniane wyżej c z y n n i k i  V i i V 2 wyizolowane przez D e l -
1 w e g a i innych (52) z produktów przemian etiokobalaminy w  ko
mórkach E. coli, okazały się mono- i dwu-karboksylowymi pochodnymi 
etiokobalaminy.

Do tej samej klasy kwaśnych związków można zaliczyć w ykry ty  
ostatnio t. zw. kwas etiokobalaminofosforowy, będący estrem fosforo
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wym  czynnika B (89). Ma on odgrywać zdaniem D e l l w e g a ,  B ä c 
k e r  i B e r n  h a  u e r a  ważną rolę w biosyntezie wit. B12 (p. rozdz. 6)

Grupa wspomnianych wyżej kwaśnych kobalamin wym aga jeszcze 
szerszego opracowania.

d) S p r a w y  n o m e n k l a t u r y  z w i ą z k ó w  k o b a l a m i -  
n o w y c h

Poznanie tak  licznych związków grupy witaminu B i 2 oraz ustalenie, 
przynajmniej dla części z nich, wzajem nych strukturalnych zależności 
skłoniło z jednej strony B e r n h a u e r a  i F r i e d r i c h a  (8), 
a z drugiej autora niniejszego referatu (135) do przedstawienia wła
snych koncepcji odnośnie nom enklatury  związków kobalaminowych. 
Propozycje te wyszły w roku 1954, a więc jeszcze przed poznaniem bu
dowy witaminu B i2 . Nom enklatura P a w e ł k i e w i c z a  (i prawie 
identyczna z nią B e r n h a u r a  ii F r i e d r i c h a )  była rozszerze
niem nom enklatury  K a c z k i  i inn. (119). Jej założenie najlepiej 
zilustrują przykłady. W itamin B i2 (cyjanokobalamina) przyjm uje naz
wę 5,6-dwumetyłobenzimidazolo-cyjano-kobalaminy, pseudowitamin 
B1 2 : adenino-cyjano-kobalaminy, a witamin B i2 b 5,6-dwumetylobenzi- 
midazolo-hydroksykobalaminy (ostatni związek występuje  nadto w roz
tworze wodnym w formie wodorotlenku 5,6-dwumetylo-benzimidazolo- 
aquo-kobalaminy). Nazwę ,,kobalaminy" zarezerwowano wyłącznie dla 
fragmentu cząsteczki zawierającego Co i makropierścień. W edług za
proponowanej nom enklatury  czynnik B (wit. B1 2 P) winien nosić nazwę 
cyjano-kobalaminy, gdyż zawiera on tylko fragment makropierścienia 
z atomem Co oraz grupą CN (wzgl. Cyjano-aquo-kobalaminy, gdyż jest 
również możliwe, że szósta wartościowości koordynacyjna  Co jest wy- 
sycona cząsteczką H 2 O). Ponieważ w całej literaturze światowej cyja- 
nokobalaminą nazywa się wit. B1 2 , P a w e ł k i e w ii c z celem uniknię
cia nieporozumień przyjął dla czynnika B nazwę deznukleotydo-cyja- 
no-kobal aminy. B e r n h a u e r  zaproponował dla tego związku termin 
etiokobalaminy akcentując w ten  sposób, że idzie tu o substancję pod
stawową dla związków kobalaminowych (grec. e t i a =  podstawowy).

Jest rzeczą oczywistą, że dziś, gdy znamy już budowę wit. B i2 , te 
go rodzaju uproszczona nom enklatura musi ulec zmianie. N om enkla
tura  racjonalna musi opierać się na  nazw ach układów  elem entarnych 
jak  to ogólnie jest przyjęte w  chemii związków organicznych oraz m u
si stwarzać możliwości jej zastosowania dla wszystkich pochodnych. 
Na ostatnio odbytym sympozjum hamburskim przedstawiono w formie 
komunikatu owe propozycje ( B e r n h a u e r ,  F o 1 k e r s, S m i t h ) .  
Nazwy związków kobalaminowych wg. tych  propozycji zupełnie od 
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biegają  od dotychczas przyjętych. Ponieważ podane nazwy układów  
podstaw owych jak  i związków bardziej złożonych wym agają jeszcze 
dyskusji, a  następnie zatwierdzenia przez Międzynarodową Unie C he
miczną, szersze zajęcie się tym  problemem w tym referacie wydaje  się 
przedwczesne i dlatego celowo je  pominięto.

6. Biosynteza witaminu B12 i substancji pokrewnych

Odkąd stwierdzono, że jednym  z fragmentów budowy cząsteczki 
witaminu B i2 jest 5,6-dwumetylobenzimidazol, prowadzono szereg prac, 
w k tórych badano, czy ten  związek bądź jego pochodne lub substancje 
blisko chemicznie spokrewnione nie mają aktywności biologicznej w i
taminu B i2 (64), (44), (123).

W  roku 1950 badacze japońscy  S a h a s k i ,  M i k a t a  i S a k a i  
(158) zwrócili uwagę na znamienne zachowanie się homogenizatów w ą 
troby inkubowanych z dodatkiem 5,6-dwumetylobenzimidazolu. W  ta 
kich w arunkach stwierdzono znaczny wzrost aktywności witaminowej 
mierzonej metodami mikrobiologicznymi. Również w tej samej p racy  
badacze ci wykazali, że dodatek 20 mg dwumetylobenziimidazolu na
1 litr syntetycznej pożywki Dulaneya zwiększa do 150% produkcję 
wit. Bi 2 u szczepu Streptomycec  X—28. Z badań tych S a h  a s  i, M i 
k a t a  i S a k a i  wysunęli wniosek, że 5,6-dwumetylobenzimidazol jest 
wykorzystany  do wzmożonej syntezy wit. B i2. Dopiero jednak  4 lata 
później udokumentowano w  bezpośrednich badaniach hipotezę pos ta 
wioną przez badaczy japońskich.

W  roku 1954 J a n i c k i  i P a w e ł k i e w i c z  stwierdzają, że 
szczep bakterii kwasu propionowego Propionibacterium shermanii syn
te tyzuje  obok nieznacznych ilości wit. B i2 w tedy jeszcze nie określo
ną substancję kobalaminową nazwaną wit. B1 2 P (108), (109), P a w e ł 
k i e w i c z  zajmując się dalej wytwarzaniem  przez ten  drobnoustrój 
wit. B i2 nieoczekiwanie znalazł, że w obecności 5,6-dwumetylobenz:i- 
midazolu, dodanego do pożywki, produkcja  wit. B1 2 P spada praktycz- 
cznie do zera natomiast na jej m iejscu pojaw ia się witamin Bi2 (135). 
To, że w przedstawionym procesie biosyntezy następuje  istotnie w bu
dowanie zawartego w  pożywce związku benzimidazolowego potw ier
dziło następne doświadczenie, w którym  jako prekursor zastosowano 
5-metylobenzimidazol. W  wyodrębnionych, krystalicznych prepara tach  
zidentyfikowano na drodze analitycznej obecność 5,6-dwumetylobenzi
midazolu w pierwszym i 5-metylobenzimidazolu w drugim doświad
czeniu. W  ten sposób po raz p ierwszy w historii tych  badań otrzyma
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no w stanie krystalicznym „sztuczną", n iespotykaną w przyrodzie 
5-metylobenzimidazolo-cyj anokobalaminę.

W  tym samym roku dwa ośrodki badawcze, a mianowicie prof. 
K o n a  (Uniwersytet w Reading, Anglia) i prof. B e r n h a u e r a  
(Stockatadt n. Menem, Niemcy) donoszą o biosyntetycznych zdolno
ściach Eschericha coli.

Już w roku 1953 K o n  i współpracownicy (38) stwierdzają, że 
mikroorganizmy zawarte w kale posiadają zdolności nie tylko syntezy 
różnych związków kobalaminowych, lecz mogą również te związki 
wzajemnie przekształcać jedne w drugie. Z podobnym zjawiskiem spo
tkali się ci autorzy u m utanta Eschericha coli 113 — 3 (Davis) używ a
nego do mikrobiologicznego oznaczenia witamino w grupy Bi o. Szczep 
tego organizmu hodowany na pożywce zawierającej czynnik B, prze
kształca go w czynnik C (80), (82). Wiedząc, że szereg kobalamin różni 
się między sobą obecnością różnych zasad nukleotydowych, grupa 
K o n a  celowo użyła do badań ewentualnej biosyntezy nukleotydocy- 
janokobalamin szczepu E. coli 113—3, hodując go na pożywce z czyn
nikiem B oraz różnymi pochodnymi puryn i benzimidazolu. W  ten spo
sób F o r d  i H o l d s w o r t h  (74), posługując się techniką bioauto- 
grafid wykazują, że wymieniony drobnoustrój syntetyzuje wit. B i2 

z czynnika B i 5,6-dwumetylobenzimidazolu lub 4,5-dwumetylo-o-feny- 
lenodwuaminy. Podobnie działa również riboflawina. W  analogicznych 
doświadczeniach wykazano tworzenie się pseudowitaminu Bi 2 (adeni- 
no-CK) w obecności adeniny. Bardzo ciekawym  było tu stwierdzenie, 
że ani adenozyna czy kwas adenylowy ani kwas adenozynotrójfosfo- 
rowy nie były prekursorami pseudowit. B i2 . W  dalszych doświadcze
n i a c h ^ ) ,  (77), wykazano techniką bioautografii i autoradiografii tw o
rzenia się dalszych 12 now ych nukleotydocyjanokobalamin, między 
innymi, występującej w przyrodzie, 2-metyloadenino-CK (czynnika A).

Analogiczne badania przeprowadzili B e r n h a u e r  i F r i e d r i c h  
(8). Ja k  wykazały doświadczenia tych autorów zdolność biosyntezy 
nukleotydocyjanokobalam iny posiada nie tylko mutant E. coli, ale 
również nawet w większym stopniu, dziki szczep E. coli. Biosynteza 
zachodzi w komórkach rosnących jak  i wyrośniętych. Dalsze publikac
je P a w e ł k i i e w i c z a  i N o w a k o w s k i e j  (137) oraz D e 11 w e- 
g a ,  B e c h e r  i B e r n h a u e r a  (51) donoszą o otrzymaniu w s ta 
nie krystalicznym dalszych benzimidazolowych pochodnych witam i
nu Bi 2.

Niezależnie od cytowanych prac, F a n t  e s  i O'C a 11 a g h a n 
Stwierdzili na  przykładzie Streptomyces griseus, że biosynteza różnych 
pochodnych wit. Bi 2 zachodzi również i dla tych mikroorganizmów,
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które normalnie syntetyzują  wyłącznie wit. Bł2 (70), (71). W  obecności 
względnie w dużych ilości o-fenylenodwuami:ny w pożywce (40 — 
480 ug/ml) otrzymano w ten sposób benzimidazolocyjanokobalaminę.

Ostatnie doniesienia wskazują, że ,i,n:ne mikroorganizmy posiadają 
zdolności biosyntezy nukleotydocyjanokobalamin. F a n t e s  i O ’C a 11 a- 
g h a n  stwierdzili tę zdolność u Streptomyces olivaceus, Str. fradiae, 
Str. aureoiaciens, Bacillus mégathérium, Xanthomonas juglandis, Clo
stridium tetani i Clostridium welchii (72), a P a w e ł k i e w i c z  i Zo-  
d r o w  u Corynebacterium diphteriae  (140). W  tablicy 2 zestawiono 
listę syntetyzujących mikroorganizmów jak  również otrzymane nukle- 
o ty do cy j ano ko b a laminy.

M echanizm  tw orzen ia  się  n u k leotyd ocyjan ok ob alam in

O mechaniźmie tworzenia się nukleotydocyjanokobalamin (NCK) 
nie wiemy dzdś jeszcze wiele. U mikroorganizmów syntetyzujących 
normalnie beznukleotydowe kobalaminy jak  np. u Propionibacterium  
shermanii reakcja tworzenia się NCK jest reakcją następczą w sto
sunku do reakcji powstawania pochodnych beznukleotydowych (137). 
Brak zdolności wytwarzania  przez te drobnoustroje wit. B i2 uw arun
kowana jest tylko brakiem zdolności lub ograniczeniem syntezy 
5,6-dwumetylobenzimidazolu. W ynika stąd, że synteza fragmentu pse- 
udoporfirynowego cząsteczki wit. B i2 i układu nukleotydowego prze
biega niezależnie od siebie. Dalej możliwości wbudowania różnych po 
chodnych benzimidazolu i puryn do cząsteczki kobalaminowej w ska
zuje na mało specyficzny układ enzymatyczny katalizujący tę reakcję. 
Te układy enzymatyczne posiadają również mikroorganizmy, które nie 
mają zdolności ani syntezy pierścienia pseudoporfirynowego, ani też 
pierścienia benzimidazolowego (np. E. coli). Dotychczasowe wstępne 
próby przeprowadzenia biosyntezy NCK na drodze enzymatycznej nie 
dały rezultatu (135). Natomiast na podstawie zebranego m ateriału 
ustalono pewne empiryczne prawidłowości określające, które z p o 
chodnych benzimidazolu mogą być wykorzystane do syntezy NCK. 
Prawidłowości te można streścić w następujących punktach (51).

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

2) Pochodne substytuowane w pozycji 4 i (lub) 7 nie są p rekurso
rami. Jednak  jednoczesne podstawienie w pozycji 4 i 6 prowadzi do 
otrzymania czynnego prekursora.

3) Substytucja w pozycji 2 daje związki, które nie mogą być w y 
korzystywane jako prekursory  biosyntezy NCK. W yjątkiem  pod tym 
względem są te po.chodne, w których grupą podstawioną jest grupa ka r
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boksylowa (COOH), lub karboksyamidowa (CONH2 ). Początkowo przy
puszczano, że również 2-hydroksymetylo — pochodne benzimidazolu 
zachowują siię w  analogiczny sposób (51). Ostatnie prace laboratorium 
B e r n h a u e r a  zaprzeczają jednak  temu. (53). Grupy COOH i CONH 2 

przed włączeniem ulegają wymianie na wodór. Otrzymane w rezultacie 
NCK zawierają zasadę benzimidazolową z wolną pozycją 2.

W edług ostatnich doniesień (185) wydaje się, że C2 -atom benzimi
dazolu cząsteczki kobalaminowej odgrywa specyficzną biologiczną 
funkcję. W e y g a n d  i W y , c k e r  stwierdzilii przy pomocy 5,6-dwu- 
metylobenzimidazolu — (2—C 14), że atom węgla z pozycji 2 jest prze
noszony do cząsteczki adeniny i guaniny (w pozycję 8). W ymienione 
obserwacje W e y g a n d a  ;i W a c k e r a  mogą nam tłumaczyć dla
czego 2-substytuowane pochodne benzimidazolu nie mogą być p rekur
sorami odpowiednich NCK. W  wyjaśnieniu drogi biosyntezy NCK 
bardzo ważne były spostrzeżenia D e l l w e g a  i inn. (51). Badacze ci 
stwierdzili, że o ile w obecności 5,6-dwumetylobenzdmidazolu stopień 
przemiany czynnika B w wit. B12  w  komórkach E. coli jest rzędu 50%, 
to wykorzystanie a-ribazolu (nukleotydu) i fosforanu a-ribazolu (nu
kleotydu) jest o wiele mniejsze. Na tej podstawie wymienieni autorzy 
sugerują (przy czym pomijają w dyskusji zdolność lub niezdolność 
przenikania tych związków przez ścianę komórkową bakterii), że wit. 
B i2 tworzy się z czynnika B nie przez proste przyłączenie gotowego 
nukleotydu, lecz na drodze następujących przemian:

Czynnik B (Etiokobalamina) -> kw. etiokobalam inofosforowy -> 
kw. etiokoba 1 amino-iib ozo-f osioirowy -»  Witamin B12

Trzeba dodać, że grupa B e r n h a u e r a  doniosła ostatnio o wyizo
lowaniu kwasu etiokobalaminofosforowego (p. rozdz. 5) (89).

W  jaki sposób powstaje w komórce drobnoustrojów 5,6-dwumety- 
lobenzAmidazol nie mamy do dziś żadnych danych. W ydaje  się, że 
związek ten może powstawać z tych  samych elementów z których 
tworzy siię arom atyczny pierścień ribofławiny. Natomiast wyraźniej 
przedstawia się nam mechanizm biosyntezy czteropirolowego pierś
cienia kobalaminowego.

P a w e ł k i e w i c z  i Z o d r o w  (138) przeprowadzając doświad
czenie nad produkcją witaminów grupy B i2 przez Propionibacterium  
shermanii na półsyntetycznych pożywkach zauważyli, że bakterie  te, 
przy niedostatecznej iloś,ci jonowego żelaza, w ytw arzają  wolną ko- 
proporfirynę III. Dodanie do pożywki soli żelazowych hamowało syn
tezę koproporfiryny. Podobnie, choć znacznie w mniejszym stopniu 
działały sole kobaltawe. Mechanizm biosyntezy porfiryn jak  i sposób 
hamowania tego procesu jonami żelaza jest już dziś dobrze znany (161),
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(130), (68), (59). W iadomym jest, że prekursorem  związków porfiryno- 
w ych jest kw. 6-ammolewulinowy, powstający z glicyny i bursztyny - 
ło — koenzymu A (reakcja I). Kondensacja 2 cząsteczek kw S-amino- 
lewulinowego daje porfobilinogen (reakcja II). Jest to związek pirolo- 
wy, z którego tworzy się uroporfiryna III. (wzór XIV).
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Przy dostatecznej ilości żelaza uroporfiryna III przekształca się w że
lazo — protoporfirynę. Ostatni związek jest grupą prostetyczną bar
dzo wielu enzymów oddechowych, katalazy ii peroksydazy. Przy n ie
doborze żelaza reakcja powstawania protoporfiryny jest zahamowana, 
a na jej miejscu pojawia się niepotrzebna dla organizmu koproporfi- 
ryna III (wzór XV).

P a w e ł k i e w i i c z  i Z o d r o w  tłumacząc hamujące działanie 
Co++ na syntezę wolnej koproporfiryny III założyli, że kobałaminy 
powstają z kw. 5-aminolewulinowego. W  obecności soli kobaltu syn
teza kobalamin konkurencyjnie obniża stężenie kw. 5-ammolewuLi:no- 
wego, a  tym samym proces tworzenia się koproporfiryn. Trzeba dodać, 
że autorzy ci wykryli po raz pierwszy w hodowlach drobnoustrojów 
kw. aminolewulinowy. Hiipoteza mechanizmu biosyntezy kobalamin 
pozwoliła nadto autorom wydedukować zdolność tworzenia się tych 
związków u Corynebacterium diphteriae (139).

Ostateczny dowód powstania kobalamin z kw. 5-aminolewulinowego 
uzyskał ostatnio L e s t e r  S m i t h  (174). W  swym referacie wygło-

PR Z Y PU SZ C ZA LN Y  SCHEM AT BIO SYNTEZY W IT A M IN U  B,

Cykl kw asów  
trójkarboksylow ych

Bursztynylo-koenzym  A 
G licyna

H3PO4

Kw. 5-am inolew ulinow y

Porfobilinogen
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pierścień koba- 

.lam inow y  
I
I

Cyjan okobalam ina  
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I
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1
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szonym na  Sympozjum hamburskim przytoczył dane uzyskane wspól
nie z prof. N e u b e r g e r e m  wykazujące, że zarówno znaczona w ę
glem C 14 glicyna jak  i kw Ö - amino 1 e wulinowy są wykorzystyw ane do 
biosyntezy witaminu Bi 2. Powyżej podajem y przypuszczalny schemat 
biosyntezy witanr'nu Bi2 .
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T a b l i c a  1
Charakterystyka naturalnych związków kobalaminowych

Kobalamin a
'

Nazwa
racjonalna

Po
stać

M aksima  
absorpcji 

w  m[A

Elektrofore-j 
za bibułowaj

pH 3 pH 6,5

Chromato
grafia b ibu

łow a Rf 
(a) (b)

W łasności m ikrobiologiczne A k tyw 
ność 

kliniczna  
i b io lo
giczna |

E. coli 
(płyt.)

1
E. coli 
(prob.)

■

L. lei- 
chm.

E. gra
cilis

O
ch

ro
-

m
al

ha
-

m
en

si
s

1 2 1 3 4 5 6 7 8

Wit. B ia 5,6-dw um etylo- j
benzim idazolo-
-C K

K 278, 361 O O 0,25 0,30 +++ _ |_  _j_ +  +  + +  +  + +  +  + +  +  +

Czynnik B cyjanokobalam i- 
na (etiokobalam i- 
na)

B 276, 315, 355 
500, 525-30

Z O 0,50 0,45 +  +  + + O O O O

Czynnik A 2-m etyloadenino - 
-CK

K 280, 320, 361 
520, 548

Z 0,13 0,12 +  +  + +  + +  +  

+  +

+  + O O

Pseudowit.
B 12

adenino-CK K 278, 308, 320 
361, 518, 548- 
550

Z 0,11 0,085 +  +  + + +  +  + O O

Czynnik Cx B (?) jak czynnik B 
(?)

K K 0,02 0,04 +  +  + + + + 0

Czynnik C2 B (?) jak czynnik B 
(?)

O (K?) K 0,04 0,06 +  +  + +  + + 0 0

Czynnik D O O | O O 0 0

Czynnik E O 0,35 0,40 +  +  + O O 0

Czynnik F 

Czynnik G

K O 0,21 0,17 +  +  + +  (?)
hipoksantyno-
-C K

K 359, 516, 540 O +  +  + + + 0

Czynnik H 2-m etylohipo-
ksantyno-C K

K 358,5, 517 
540

O +  +  + + +  + 0

Czynnik I 
Wit. B 12111

5-hydroksybenzi - 
m idazolo-C K

K 295, 316, 518 
550

O 0,13 0,14 + + + + + + + + + +

Czynnik J 353 Z K O

Czynnik K 361 O K 0

Czynnik L Z K 0

Czynnik M 361 O K 0 !
1i
1

O znaczenia: 3. K — k rysta liczna  B — bezpostaciow a
5. pH 3 0,5-— 2,0 N CH3COOH +  0,01% KCN

pH 6,5 0,05 M bufor fosforanow y +  0,01°/o KCN 
Z — zasadow a, O —- obojętna, K — kw aśna

6 . (a) Il-rz. bu tano l w ysyc. w odą : 1% CH3COOH 4- 0 ,0 1 0/o KCN 
(b) Il-rz. bu tano l w ysyc. w odą : 1% NH;>, +  0 ,0 1 %  KCN

7. -+- +  +  — ak tyw m y ja k  w it. B12
+  +  — ak tyw ny  ca. 50% w stosunku  do wit. B12 

+  — ak tyw ny  ca. 15% w stosunku  do w it. B12 
O — m niej ak tyw ny  niż 1 %  w stosunku  do w it. B12

Positępy B ioch em ii—str . 38-39.
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T a b l i c a  2 
Biosynteza nukleotydocyjanokobalam in

Prekuesor Mikroorganizm Produkt biosyntezy Uwagi Literatura

i
5,6-dwumetylo-BIA* ?. shermanii 

E. coli 113-3 
E. coli
C. diphteriae

witamin B12 (135)
(74), (76), (77), (8) 
(8), (51)
(140)

Kwas 5,6-dwumetylo-BIA- 
karboksylowy-2

E. coli witamin B12 (51)

Amid ’kw. 5‘,6-dwuimetylo- 
BIA-karboksylowego-2

E. coli witamin Bj2 (51)

5,6-dwuetylo-BIA E. coli 5,6-dwuetylo-BIA-CK* (8), (51)

5,6-dwuchloro-BIA E. coli 113-3 
E. coli 
Str. griseus

5,6-dwuchloro-BIA-CK Czynna w anem ii złośliw ej 
i dośw iadczeniach b io lo
gicznych

(76), (77), (51) 
(51)
(72)

5,6-dwunitro-BIA P. shermanii 
C. diphteriae

5,6-dwunitro-BIA-CK (137)
(140)

5,6-imidazo-BIA P. shermanii 
C. diphteriae

5,6-imidazo-BIA-CK (137)
(140)

51 (6) - m e t y'1 o -6s ('5') -mii tr o -B1A P. shermanii 5 (6) -metylo-6 (5) -nitro- 
BIA-CK

(137)

2,3-naftimidazol Str. griseus i inne 
promieniowce 
E. coli

2,3-naftimidazolo-CK C zynna w anem ii złośiliwej 
i dośw iadczeniach biolo
gicznych

(72)

(54)

BIA P. shermanii 
E. coli 113-3 
E. coli 
Str. griseus

BIA-CK C zynna w anem ii złośliw ej 
i dośw iadczeniach b iolo
gicznych

(137)
(8), (76), (77) 
(8), (51)
(71)

Kwas BIA-karboksylowy-2 E. coli BIA-CK (51), (53)

Amid kw. BIA-karboksylo- 
wego-2

E. coli BIA-CK (51)

5-metylo-BIA P. shermanii 
E. coli 113-3 
E. coli

5 (6) -mety io-BI A-CK Czynna w  anemii złośliw ej (137)
(8), (76), (77) 
(8), (51)

Amid kw. 5-metylo-BIA  
karboksylowego-2

E. coli 5(6)-metylo-BIA-CK (51)

5-amino-BIA E. coli 113-3
Str. griseus i inne
promieniowce

5-amino-BIA-CK i małe 
ilości 5-hydroksy-BIA- 
CK

N ieczynna dla OchTomonas 
malhamensds

(8), (76), (77) 
(72)

5-nitro-BIA P. shermanii 
E. coli 113-3 
E. coli

5 (6) -nitro-BI A-CK (137)
(76), (77) 
(51)

5-hydroksy-BIA E. coli 113-3 5-hydroksy-BIA-CK  
''Wit. Bl2'Il)

(152)
\

5-et.oksy-BIA P. shermanii 5 (6) -etoksy-BI A-CK (137)

Adenina E. coli 113-3 adenino-CK (74), (76), (77)

2-metyloadenina E. coli 113-3 2-metyloadenino-CK (76), (77)

2,6-dwuaminopuryna E. coli 113-3 prawdopodobnie 2,6- 
dwuaminopuryno-CK

(76), (77)

2,6-dwuchloroadenina E. coli 113-3 prawdopodobnie 2-8- 
dwuchloroadenino-CK

(76), (77)

*) BiIA — benz&midazol
CK cyjanokobalaminahttp://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  III 1957 ZE SZY T  1

HEINZ FRAEN KEL-C O NRAT

Odbudowanie rozłożonego wirusa*

S t r e s z c z e n i e

W irus mozaiki tytoniowej składa się z białka i kwasu nukleino
wego, któ e to części mogą być od siebie oddzielone za pomocą łagod
nych  środków chemicznych. Gdy obydw a składniki zostaną zmieszane, 
pow sta ją  z powrotem  zakaźne cząstki wirusa.

Kilka miesięcy tem u wynikło wielkie poruszenie z powodu a rty 
kułów w prasie .codziennej o „w ytworzeniu życia w probówce" do
konanym  w Laboratorium W irusologicznym Uniwersytetu  Kalifornijs
kiego. W  rzeczywistości jednak, to o czym pracow nia donosiła, było 
od samego początku jednocześnie i bardziej sprecyzowane i mniej ro
mantyczne. Zdajmy sobie jasno sprawę z zasięgu tych badań. Stwier
dzono, że jeżeli wirus mozaiki zostanie rozbity na  części — białko
i kwas nukleinowy — to w odpowiednich w arunkach  mogą się one 
z powrotem  połączyć, tworząc cząstki, k tóre w yglądają  zupełnie tak  
jak  wirus oryginalny, i posiadają także inne jego własności, mianowicie 
zdolność zakażania komórek roślinnych (tytoniu), a także zdolność 
rozmnażania się w tych  komórkach. Celem tych prac nie było „stwa
rzanie życia", ale próba wyjaśnienia  na drodze chemicznej budowy 
tworów biologicznie czynnych. W ynik i badań wirusologicznych mogą 
być pomocne w walce z chorobami w yw oływ anym i przez wirusy. 
W szelkie wiadomości, jakie możemy zdobyć o chemicznej budowie 
tych tworów, znajdujących się w bezpańskim kraju  leżącym na  pogra
niczu między tak zwanymi światami m artw ym  i żywym, mogą pro- 
wadziić do lepszego zrozumienia ewolucyjnej drogi od zw ykłych m o
lekuł do żywych organizmów.

Już z chwilą, b iedy w  roku 1935 W e n d e l l  M.  S t a n l e y ,  obec
Tłumaczenie z „Scientific American", 1956, 194, 42.

Przekład i publikacja z pozw oleniem  autora artykułu a także redakcji ,,Scientific 
American". Z angielskiego przełożył Tadeusz K o r z y b s k i .

[?9]
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nie dyrektor naszego laboratorium, pierwszy izolował wirusa mozaiki 
tytoniowej w postaci krystalicznej w Instytucie Rockefellera dla Ba
dań Lekarskich, wirus ten znalazł się w centrum zainteresowania w iru
sologii ogólnej. Jego biologiczna aktywność była przedmiotem licznych 
badań. Badano go szczegółowo za pomocą mikroskopu elektronowego, 
a także poddawano analizie chemicznej. Badania te, wraz z badaniami 
przeprowadzonymi przez pracowników naszej pracowni dały następu
jący  obraz. W irus mozaiki tytoniowej (oznaczany zwykle przez bada
czy w skrócie jako TMV) jest cząstką o kształcie pałeczki, o długości 
300 miilimikronów. Składa się on z dwóch części, z grubościennego cy
lindra złożonego z białka i pałeczkowatego rdzenia kwasu nukleino
wego, znajdującego się wewnątrz cylindra białkowego, (ryc. 4 i 8) 
Białko stanowi 94% masy wirusa, kwas nukleinowy pozostałe 6%. 
Kwas nukleinow y jest typu rybozowego (RNA). Badania rentgenogra- 
ficzne i chemiczne wskazują, że znajdująca się wewnątrz pałeczka 
kwasu nukleinowego prawdopodobnie nie jest lita, ale stanowi twór 
rurkow aty  złożony ze skręconych wzajemnie pasem.

Za pomocą względnie łagodnych środków chemicznych można roz
bić białko n a  podjednostkii, z których każda jest pojedyńczym łańcu
chem peptydow ym  składającym się z około 150 reszt aminokwasowych. 
Podjednostka ta  jest obecnie przedmiotem badań. Ustalono jej częścio
wą budowę przedstawioną na  ryc. 1. W  tej formie białko jest zdenatu-

COOH

treonina serijna glicyna prolina alanina treonina

Rys. 1. Cząsteczka białka wirusa choroby mozaikowej tytoniu składa się z 5 czy 
6 jednostek jednołańcuchowych. Jeden z końców każdego z łańcuchów tworzy pętlę 
(od aminowej strony łańcucha peptydowego,, przyp. tłumacza); drugi koniec został 

zbadany chemicznie, ma on budowę przedstawioną na rycinie.

rowane, straciło swoją trwałą, uporządkowaną budowę, stało się n ie 
rozpuszczalne i niezdolne do ponownego połączenia się n a  pierwotny 
kompleks białkowo-nukleiinowy.
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Przy zastosowaniu bardziej delikatnych metod chemicznych można 
białko wirusa uwolnić od kwasu nukleinowego i uzyskać w stanie n ie 
zmienionym. Składa się ono wtedy, jak  się zdaje, z 5 czy 6 jednostek 
jednołańcuchowych, k tóre są związane ze sobą tworząc trwałą s truk
turę. Niezmienione białko wirusa mozaiki tytoniowej jest rozpuszczal
ne w wodzie i odznacza się wybitnie zaznaczoną tendencją do tw o
rzenia wiielkich agregatów cząsteczek. Ten rodzaj budowy jest zupełnie 
wyjątkowy. Dzięki specjalnym miejscom ,,autopowiinowactwa" cząstecz
ki białka łączą się ze sobą bok do boku. Muszą one tworzyć struktury  
o kształcie wycinków koła (tortu), które następnie łączą się i tworzą 
stos o budowie spiralnej (ryc. 2, 3 i 4). Być może tworzą one super- 
cząsteczkę o charakterystycznym  kształcie pałeczki.

R o b l e y  C. W i l l i a m s  wykonał w naszym laboratorium w mik
roskopie elektronowym zdjęcia tego procesu w różnych stadiach. W  sła
bo kwaśnym oddziaływaniu (pH około 6) białko w ystępuje w postaci 
małych o jednakowej średnicy krążków z oitworem pośrodku (ryc. 
5 i 6). Gdy roztwór zostanie nieco zakwaszony (do około pH 5), za
czynają się pojawiać pałeczki, prawdopodobnie przez spiralne n a ra s ta 
nie krążków. Pałeczki powiększają się do różnej długości; niektóre 
z ni.ch wyglądem swym nie dają się odróżnić od pałeczki wirusa.

Rys. 2 Rys. 3

Rys. 2. Zaopatrzone w  piętle łańcuchy białka wirusa mozaiki można 
ułożyć w dwiie warsitwy; pow staje w ten sposób cząsteczka o w yso
k ości 23 A. Na jednym z boków schem atycznej budowy umieszczono 
dw a czarne trójkąty, które mają oznaczać m iejsca mające pow ino

wactwo dla dopełniających m iejsc drugiej cząsteczki.
Rys. 3. N ajcieńszy krążek białka wirusow ego mozaiki tytoniowej 
składa się z cząsteczek połączonych w postaci ślim acznicy za po
mocą odpowiadających części na ich płaskich bokach. Średnica krąż

ka wynosi ISO A, średnica otwoiru około 50 A  
Rys. 4>. Cała cząsteczka Wirusa mozaiki tytoniowej jest ślimacznicą  
złożoną z białka z biegnącym  pośrodku, wzdłuż cząstki pasmem kw a
su nukleinowego. Ślimacznica składa się ze 130 dwuwarstwowych  

skrętów białka. D ługość w ynosi 3i.OOO A.
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Sama pałeczka białkowa nie zachowuje się jak wirus — jest ona 
całkowicie niezakaźna. Jeżeli jednak w oddziaływaniu lekko kwaśnym 
(pH między 6  i 7) białko zostanie zmieszane ze świeżo przygotowanym 
kwasem nukleinowym, łączą się one na cząstki o wszystkich cechach 
właściwego wirusa. Są to pałeczki o takiej samej średnicy i długości, 
jak  oryginalny wirus (ryc. 7). Roger Hart w naszym laboratorium w y 
kazał jasno, że rekonstruow ane pałeczki mają taką  samą budowę jak  
wirus: cylinder białkowy obejmuje cienką wewnętrzną pałeczkę kw a
su nukleinowego (ryc. 8 ). Ponadto te zrekonstruowane pałeczki w yw o
łują chorobę mozaikową tytoniu, jeżeli potrak tu je  się nimi liście 
rośliny.

Gdy doświadczenia te przeprowadzono po raz pierwszy, zarówno 
autor jak  i jego koledzy mieli poważne wątpliwości, czy chorobowe 
zmiany w roślinie były wyw ołane przez wirusy, które zostały rzeczy
wiście na  nowo wytworzone w mieszaninie reagującej. Było coprawda 
wiele powodów do sądzenia, że dstotiue sprawa tak  się przedstawiała. 
Po pierwsze, materiał stawał się zakaźny tylko wtedy, gdy w miesza
ninie pokazywały  się zrekonstruowane cząstki podobne do wirusa. Po 
drugie, aktywność pojaw iała  się tylko wtedy, gdy składniki działały na 
siebie w określonych koncentracjach (około 1 %  białka i 0 ,1 %  kwasu n u 
kleinowego), w korzystnym pH i w przeciągu określonego okresu czasu. 
Po trzecie, jeżeli preparat kwasu nukleinowego nie był świeży, albo 
jeżeli przed wprowadzeniem do reagującej mieszaniny był on poddany 
destrukcyjnemu działaniu rybonukleazy, otrzymany materiał nie sta
wał się zakaźny. Mimo to istniała jeszcze możliwość, że roztwory były 
zanieczyszczone pozostałym czynnym wirusem, k tóry  w pierwszym 
stadium mógł uniknąć rozpadu na dwie iskładowe. Nie było wyklu
czone, że takie utajone wirusy, choć w rozłożonej próbce nie wykazy
wały aktywności, w jakiś sposób mogły się przecież stać bardziej agre
sywne podczas inkubacji mieszaniny reagującej.

W irusy mogą się oczywiście rozmnażać tylko w żywej komórce. 
Jedynym  sposobem uzyskania odpowiedzi na pytanie, do jakiego stop
nia pozostałe, nierozłożone wirusy mogły być odpowiedzialne za za- 
kaźność mieszaniny, byłoby dokładne oznaczenie ilości przeżywających 
wirusów. W yniki tak ;,ch badań wskazują, że oddzielone białko zawiera 
nierozłożony wirus w ilości nie większej, niż jeden na  milion, a od
dzielony kwas nukleinowy nie więcej niż 30 części na  milion. Czy ta 
ki stopień zanieczyszczenia można zbagatelizować, jako nie m ający 
praktycznego znaczenia, zależy jednoznacznie od odpowiedzi na na
stępne, dalsze pytanie czy ilość ta  może tłumaczyć powstałą ak tyw 
ność zakaźną mieszaniny? Odpowiedź brzmi: stopień zakaźności był
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Rys. 5. i 6. Zdjęcia w  mikroskopie elektronowym  (w y
konane przez iRpbley^ C. W illiams a w Uniw ersytecie 
Kalifornijskim) pokazują krążki białka mozaiki znale
zione w  roztworze wirusów, które zostały ¡rozbite na 
drodze chemicznej. Pośrodku krążków widoczny otwór.
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Rys. 7. Zdjęcia zrekonstruowanych cząstek wirusa (wy
konane przez Robley'a C. Wiilliiamsa). Białko i kwas 
nukleinowy zostały rozdzielone, następnie pozwolono  
im połączyć się z powrotem. Dłuższe pałeczki są cha

rakterystyczne dla cząstek pierwotnych.

Rys. 8. Cząsteczki wirusa rozbitego. Mikrofotografia 
Rogera H arfa z Uniwersytetu Kalifornijskiego. Czą
steczki zostały rozbite działaniem detergentu. Cienkie 
nitki wydobywające się  z  niektórych pałeczek są kwa

sem nukleinowym.
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niekiedy nawet 1 0 0 . 0 0 0  razy większy od tego, jaki mógłby wyniknąć 
z ewentualnej obecności nierozłożonego wirusa. W ydaje  się więc, iż 
przypuszczenie, że istotnie powstał nowy, chorobotwórczy wirus przez 
ponowne połączenie się rozdzielonych składników — jest rzeczą n ie 
uniknioną.

W niosek ten został ostatnio potwierdzony na drodze biologicznej, 
przy czym uzyskany dowód wydaje się być absolutnym. Dowód ten 
jest wynikiem doświadczeń nad łączeniem składników pochodzących 
z odmiennych szczepów wirusa mozaiki.

Jedną z najbardziej listotnych cech żywej materii jest zdolność do 
mutowania. Gdy wirusy rozmnażają się w komórce gospodarza, one 
także w ykazują  tę własność: powstają m utanty  wirusa, które albo mogą 
atakować innych gospodarzy, albo w ytw arzają  objawy chorobowe od
mienne niż pierwotnie. Poznano wiele mutantów wirusa mozaiki ty to 
niowej. N iektóre z nich są bardzo podotbne do zwykłego szczepu. Inne 
różnią się tak  bardzo, że muszą być wynikiem całego szeregu mutacji. 
Okazało się, że wszystkie znane odm iany mutacyjne wirusa mozaiki 
tytoniowej mają ten  sam kształt i wielkość, stwierdzono tylko różnice 
w ich składzie chemicznym. Te, dające się stwierdzić odchylenia odno
szą się do składowej białkowej wirusa. Niektóre m utanty  zawierają 
nieco większe, lub nieco mniejsze ilości jednego, czy dwóch amino
kwasów w porównaniu ze zwykłym szczepem wirusa mozaiki. Inne 
różnią się od niego znacznie. Jeden  na przykład ze szczepów, ozna
czony literami HR, ma inne stosunki ilościowe odnośnie prawie wszyst
kich aminokwasów, a ponadto zawiera dwa rodzaje aminokwasów, 
k tórych nie stwierdzono w zwykłym wirusie mozaiki (por. C. A. 
Knight i Dean Fraser: M utacja wirusów. ,,Scientific American", lipiec 
1955). M utanty  te z pewnością różnią się także swym kwasem nukle
inowym, różniic tych jednak  nie  udało się narazie stwierdzić na dro
dze analizy chemicznej.

Różne szczepy wirusa udało się rozdzielić na ich składniki — białko 
i kwas nukleinowy, a następnie związać je z powrotem, ale na krzyż, 
tworząc „hybrydy" wirusowe. W  każdym w ypadku „hybryd" taki w y
tworzył w  testowej roślinie zawsze tylko takie objawy chorobowe, 
które są charakterystyczne dla tego z pierwotnych wirusów, który 
dostarczył swego kwasu nukleinowego. Okazało się, że bez względu 
na różnice w ich części białkowej, hybrydowe prepara ty  wirusa w y 
w oływały zawsze tę samą chorobę, ale pod warunkiem, że zawierały 
ten sam kwas nukleinowy. W  ten sposób niedwuznacznie udowodnio
no to, co badacze od dawna przypuszczali, mianowicie, że kwas nuk le
inowy jest głównym nośnikiem informacji genetycznej przenoszonej
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z rodziców na potomstwo. Wiele pięknych prac w ykonanych w licz
nych pracowniach wykazywało, że kwas dezoksyrybonukleinowy od
grywa taką właśnie rolę w wirusach bakteryjnych; doświadczenia z w i
rusem mozaiki tytoniowej po raz pierwszy pokazały bezpośrednio, że

również i kwas rybonukleinowy może 
być głównym nośnikiem informacji 
genetycznej.

Dalsze badania z tej serii doświad
czeń dostarczyły przekonywującego 
dowodu, że ponowne połączenie biał
ka z kwasem nukleinowym prowadziło 
istotnie do powstania aktyw nych czą
stek wirusa. Ten dowód uzyskano na 
drodze imunologicznej. Gdy zwierzę
ciu wstrzykuje się obce białko, zwykle 
powstają w nim przeciwciała skiero
wane przeciw tej substancji. W  ten 
sposób wstrzyknięcie wirusa choroby 
mozaikowej tytoniu królikowi stanowi 
u niego podnietę do tworzenia prze
ciwciał, mogących w sposób w ybiór
czy zobojętniać białko wirusowe. J e 
żeli wstrzykniemy na przykład zwykły 
szczep wirusa — TMV, wytworzone 
przeciwciała są specyficznie skierowa
ne w stosunku do tego białka. Jeżeli 
wstrzykniemy szczep HR( to powstałe 
przeciwciała są odmienne, reagują z 
białkiem HR, w stosunku zaś do zw y
kłego wirusa TMV są o wiele mniej 
aktywne.

W yobraźmy sobie następnie (ryc. 9), 
że bierzemy pewną ilość wirusa HR, 
rozbijamy go na części składowe —

Rys. 9. Dwa szczepy wirusa 
(skrócone przekroje górnego sze
regu) zostały rozbite (drugi sze
reg); pozwolono białku jednego 
szczepu na połączenie się z kw a
sem nukleinowym  drugiego (trze
ci szereg). Potomstwo tego hybry
du (czwarty szereg) zawierało 
białko,, które pierwotnie w ystę
pow ało z jego kwasem  nukleino

wym.
białkową i nukleinową — a następnie 

mieszamy kwas nukleinowy HR z białkiem TMV (zwykłej mozaiki). 
W  mieszaninie tej powstaną cząstki hybrydowe z rdzeniem złożonym 
z kwasu nukleinowego HR i otoczki złożonej z białka TMV. N a
stępnie dodajemy przeciwciało skierowane przeciw wirusowi HR, po 
czym wprowadzamy m ateriał do rośliny tytoniu. Jeżeli preparatem  
tym  uda nam się zakazić roślinę, będzie to oznaczać, że zakażenie jest
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wynikiem  now ow ytw orzonych cząstek, ponieważ te cząstki p ierw otne
go wirusa HR, które mogły przeżyć, /nie ulegając działaniu chemicz
nemu i k tóre mogły ciągle pozostawać jeszcze w preparacie w stanie 
utajonym, byłyby zobojętnione przez przeciwciało HR. Następnie mo
żemy wykonać dalszą kontrolę przez dodatek przeciwciała skierowa
nego przeciwko zwykłemu wirusowi TMV. Jeżeli zapobiegnie ono po
wstaniu  infekcyjnych własności roztworu, będziemy mieć ostateczny 
dowód, że zakaźność tę należy odnieść do now ow ytw orzonych hyb ry 
dów wirusow ych o rdzeniu HR i otoczce TMV.

Doświadczenia takie w istocie wykonano. Dały one niedwuznaczną 
odpowiedź. Immunologiczne próby wykazały, że zakaźne .cząstkii rze
czywiście mają otoczki TMV. Z drugiej jednak  strony powodują one 
powstanie w roślinie objawów chorobowych charakterystycznych dla 
HR, co wskazuje na to, że cząstki te mają rdzeń z kwasu nukleino
wego HR.

Następne podniecająco ciekawe pytanie brzmi: jaki rodzaj czą
stek hybrydy  te wytworzą, gdy będą się rozmnażać w komórce 
rośliny? Innymi słowy, jak  będzie wyglądało potomstwo hybrydowych 
wirusów? M amy już w tym względzie poważną wskazówkę; komórki 
rośliny opanowane przez rozprzestrzeniający się wirus wykazują ob ja 
wy charakterystyczne dla HR. Analiiza chemiczna tych potomków 
wskazuje, że ich otoczka białkowa jest istotnie rodzaju HR. Białko to 
zawiera hiistydynę i metioninę, dwa aminokwasy, które znajdują się 
w wirusach HR, brak ich natomiast w zwykłym wirusie TMV. Dowodzi 
to, że zwykły kwas nukleinowy odgrywa dominującą rolę w determi
nowaniu własności potomstwa, dostarczając planu (schematu), według 
którego otrzymują one otoczki HR, ściśle dopasowane do ich nukleino
wego jądra  HR.

Coprawda istnieją, zdaje się, pewne drobne ilościowe różnice mię
dzy białkiem potomstwa i białkiem pierwotnego wirusa HR. Nasuwa 
to przypuszczenie, że białko TMV również blierze pewien udział w ge
netycznym  planowaniu, prowadząc do pewnych modyfikacji w białko
wej otoczce potomstwa. Jeżeli tak, to mielibyśmy tu do czynienia ze 
sztucznie wytworzoną mutacją. MożLiwość ta wskazuje na ewentualną 
metodę wytwarzania  nowych szczepów wirusów. Otwiera to zachęca
jące widoki na stwarzanie „dokraw anych na zamówienie" hybrydo
wych wirusów, które mogłyby służyć jako szczepionki na choroby w i
rusowe. Są to jednak  jedynie spekulacje, ponieważ przedtem należało
by jeszcze wykonać wiele badań dla wyjaśnienia zmian zachodzących 
w hybrydow ych wirusach.
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To jednak, co z pewnością możemy wnioskować, możnaby sformuło
wać tak: prace nad wirusami mozaiki odkryły nowe chemiczne podejś
cie do badań nad chorobami wirusowymi, nad  strukturą biologicznie 
czynnej materii i nad mechanizmem dziedziczenia.
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T OM III 1957 Z ESZY T 1

W ITOLD D RAB1KOW SKI

Now oodkryte nukleotydy polifosforanow e  
i ich rola w organizmie

Do lat ostatnich z wolnych nukleotydów występujących w  organiz
mach żywych wiedziano tylko o nukleotydach adenilowych. Rola ade- 
nozynopoLifosforanów jako uniwersalnych przenośników energii jest 
powszechnie znana. W  związkach tego typu adenozyna jesit zestryfi- 
kow ana kwasem fosforowym przy piątym węglu rybozy. Tymczasem 
m onoinikleotydy zarówno adenilowe, jak  i pochodne innych  zasad 
otrzym ane przez hydrolizę kwasów nukleinowych posiadają głównie 
rybczę zestryfikowaną przy węglu 2 (lub 3). Innych wolnych mononu- 
kleotydów, poza adenilowymi nie znano ii wszystko zdawało się w ska
zywać na to, że adenina, jako jedyna z zasad purynowych i p irym idy
nowych, będącymi składnikami kwasów nukleinowych zajmuje w y ją t
kowe stanowisko w  przyrodzie.

W  roku 1949 P a r k  (105) wykrył w bakteriach Staphylococcus  
aureus  związki, będące pochodnymi kwasu urydylo-5-dwufosforowego, 
a  w roku 1950 L e l o i r  i współpracownicy w ykryli  w  drożdżach ury- 
dyno-5-dwufosfoglukozę. Początkowo wydawało się, że związki te  w y 
stępują w niewielu przedstawicielach świata żywego, a rola ich ogra
nicza się do wąskich i specjalnych zadań. Tymczasem badania lat póź
niejszych, szczególnie prowadzone od roku 1953-go przez pracownie 
L e l o i r  a, K a l c k a r a ,  P o t t e r a  a  ostatnio O c h o a i innych 
przyniosły ogromną ilość danych dotyczących omawianych tu związ
ków, wykazały  lich powszechne występowanie oraz wniosły wiele fak
tów do zrozumienia ich biogenezy i roli w organizmach.

Trzeba zaznaczyć, że tak  imponujące wyniki nie zostałyby na pe
wno osiągnięte, gdyby nie użycie nowoczesnych metod rozdziału i w y
odrębnienia substancji. W ymieniacze jonowe, chromatografia i e lektro
foreza bibułowa znalazły tu bardzo szerokie zastosowanie. Również 
użycie w  tym przypadku odkry tych  w ostatnich latach specyficznych 
enzymów, takich jak  np. 5-nukleotydaza z jadu  wężów, w  znacznym 
stopniu przyczyniło się do usta lenia  budowy tych  związków.

[47]
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Budowa i występowanie

L e l o d r  i współpracownicy badając mechanizm zamiany galak- 
tc-zy w glukozę u drożdży Saccharomyces fragilis adaptowanych na ga- 
laktozę stwierdzali, że koenzym odpowiedzialny za tę przemianę zawie
ra w swym składzie glukozę i labilny fosforan. W  toku dalszych prac 
(21, 23, 79) wyizolowano powyższy koenzym oraz oznaczono jego bu 
dowę. Okazał się on być połączeniem nukleotydu urydylowego z fos- 
foglukozą czyli urydyno-5-dwufosfoglukozą (UDPG) (Rys nr 1).

OH
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N̂ Cv“CH OH OH H O- O-

----- O--------
OH H OH

0=C ĆH
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urydynodwufosfoglukoza (UDPG)

Rys. 1. Urydynodwufosfoglukoza

Stwierdzono,że substancja ta w ystępuje  również w drożdżach nie 
adaptowanych na  galaktozę oraz w wielu tkankach  zwierzęcych, cho
ciaż w o wiele niższym stężeniu. W  drożdżach, szczególniej po inku
bacji z toluenem iilość tego związku wzrastała i wynosiła maksymalnie 
do 2,5 nM na 1 g świeżej masy. W  tkankach zwierzęcych znaleziono 
go w ilościach 0,1—03 nM na 1 g. Zidentyfikowano jako składniki te 
go związku: uracyl — przez absorpcję w ultrafiolecie, oraz cukry ko
lorymetrycznie i chromatograficznie. UDPG po łagodnej hydrolizie 
(5 min. 0,01 N kwasem w 100°) uwalniał glukozę, dając kwas urydyno-
5-dwufosforowy (UDP). Dalsza hydroliza (15 min. 1 N kwasem w 100°) 
uwalniała 1 mol fosforanu. Pozostałość zidentyfikowano jako kw. 
urydyno-5-fosforowy (UDP). Obecność wiązania pyrofosforano- 
wego stwierdzono drogą miareczkowania elektrometrycznego. Po
łożenie grupy fosforanowej przy węglu 5 rybozy udowodnio
no na podstawie metody K i l i m k a  i P a r n a s a  (6 8 , 69) za po 
mocą powstawania kompleksów z miedzią, badania kompleksów 
boranowych oraz działania nadjodami. Oiekawe było działanie alkalii. 
UDPG pod ich wpływem rozpada się na dwie substancje —UMP i fos- 
foglukozę, różną jednak  od znanych estrów glukozy. Po dłuższym dzia
łaniu alkalii daje ona mieszaninę 1— i 2-fosfoglukozy. W  toku dalszych 
badań (104) substancja ta okazała się glukozą podwójnie zestryfikowa- 
ną jedną resztą fosforanową przy węglu pierwszym i drugim.
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Enzymy z drożdży są zdolne zamieniać galaktozę w glukozę i od
wrotnie. Okazało się, że UDPG jest koenzymem galaktowaldenazy, to 
jest enzymem wywołującym  przekształcenia W aldena przy węglu 
czwartym glukozy (78, 79) (Rys. nr 2).

Znane ze stereochemii przekształce- 
.cenia W a l d e n a  polega na zmianie 
konfiguracji przestrzennej cząsteczki 
w czasie cyklu reakcji chemicznych.
W  tym przypadku mechanizm inwersji 
przy C 4 heksozy jest do dziś dnia nie
wyjaśniony, w każdym razie nie 
stwierdzono w trakcie reakcji p rzej
ściowego rozpadu na triozy. Omawiana 
inwersja jest zupełnie nowym  typem 
reakcji enzymatycznej i nie stosuje 
się do żadnego ze znanych mechaniz
mów chemicznych.

L e l o i r  założył (78, 79), że powyższa reakcja inwersji składa 
się z dwu etapów:

CH,OH 

g lu k o z a  ■

Rys. 2. Glukoza

CH2OH

g a la k to za

galaktoza

(I).

(II).

1-fosfogalaktoza +  UDPG ^  1-fosfoglukoza +  UDPGal 

(UDPGal — oznacza urydnono-S-dwufosfogalaktozę) 

UDPGal UDPG

P.eakcja II katalizowana przez galaktowaldenazę została przez 
L e l o i r  udowodnioną. UDPG iinkubowana z preparatem  enzymaty
cznym z drożdży daje w  rezultacie mieszaninę 75% UDPG i 25% 
UDPGal. będących ze sobą w stanie równowagi (80). (Taki stosunek 
UDPG do UDPGal pozostających w równowadze potwierdzili później 
H a n s e n  i C r a i n e  (44) badając ekstra ty  z Lactobacillus helve-  
ticus). Enzymu odpowiedzialnego za reakcję I L e l o i r  jednak  nie 
wyodrębnił. Istnienie jego potwierdziły dopiero późniejsze badania 
K a 1 c k a r a (58, 95).

Ja k  już wspomniano, w roku 1949 P a r k  (105, 106) stwierdził, że je 
żeli do rozwijającej się kultury Staphylococcus aureus  dodać penicy
liny w  stężeniu nieco większym od stężenia hamującego podziiał, to 
w ciągu następnych 3/4— 1 godziny następuje silny wzrost zawartości 
labilnego fosforu. Zawartość labilnego fosforu wzrastała z 0,1 mM do 
5— 8  uM na  1 g masy bakteryjnej. Dalsze prace P a r k a  (107, 108) zmie
rzały do wyjaśnienia pochodzenia tego labilnego fosforu. Frakcjonowa
nie soli barowych alkoholem i dalszy rozdział na  wymieniaczach jono-
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wych oraz na drodze chromatograficznej wykazał istnienie trzech połą
czeń. W szystkie one zawierały kwas urydyno-5-dwufosforowy i kompo
nentę cukrową, którą była N-acetylo-2-aminoheksoza. Nie była to ani glu- 
kozamina, ani galaktozamina, gdyż posiadała jeszcze grupę karboksy
lową. Najprostszy ze zbadanych związków był połączeniem kwasu 
urydynodwufosforowego z tym aminocukrem, o budowie analogicznej 
do budowy UDPG. Dwa dalsze związki zawierały albo alaninę, albo 
peptyd składający się z trzech cząsteczek alaniny, jednej cząsteczki 
lizyny i jednej kwasu glutaminowego. Am inokwasy łączą się praw do
podobnie z aminocukrem poprzez jego grupę karboksylową. P a r k  
stwierdził, że w normalnej kultilrze S. aureus związki te występują 
również, aczkolwiek w o wiele mniejszym stężeniu.

Jak  wspomniano, odkrycie UDPG i nukleotydów P a r k a  mie 
wskazywało na to, że najbliższy okres pozwoli na znalezienie innych 
podobnych związków.

Już jednak  w roku 1952 P a l a d i n i  i L e l o i r  (104) donieśli
o obecności w oczyszczonych preparatach UDPG innego związku, 
zidentyfikowanego następnie (20) jako urydyno-5-dwufosfo-N-acetylo- 
glukozaminę (UDPAG). Był więc to związek podobny do nuk leo ty 
dów P a r k a ,  różniący się jednak  brakiem grupy karboksylowej 
w reszcie cukrowej. Ostatnio V i d e l a  (145) wyizolował również 
urydynodwufosfo-N-acetylogalaktozaminę (UDPAGal).

Istnienie tego związku potwierdził P o n t i s  (110) izolując z w ątro
by mieszaninę UDPAG i UDPAGal. W  mieszaninie tej około 30% 
stanowiło UDPAGal.

W  roku 1953 D u t t o n  ii S t o r e y  (29) donieśli o otrzymaniu 
z wątroby połączenia UDP z kwasem uronowym. Inkubacja tej sub
stancji w obecności hom ogenatów wątroby z o-aminofenolem lub (—) 
mentolem prowadziła do powstania stechiometrycznej ilości glukuro- 
nidów. Dalsze badania tych autorów (30, 133) doprowadziły do wyizo
lowania z 2,5 kg wątroby 8 mg tego związku i zbadania jego budowy. 
Był to kwas urydyno-5-dwufosfoglukuronowy (UDPGA). Hydroliza je 
go przez 15 min. 1 N kwasem  w 100° dawała UMP, fosforan n ieorga
niczny 1 kwas urunowy, zidentyfikowany jako kwas glukuronowy. 
Hydroliza 7-io minutowa w I, 1 N kwasie dawała UDP i kwas 1-fosfo- 
glukuronowy. Synteza glukuronidów z kwasu urydynodwufosfogluku- 
ronowego i akceptora (fenolu) zachodziła w obecności zawiesiny z w ą
troby, wg. reakcji:
(III). UDPGA +  R— OH =  UDP +  R—O—kwas glukuronowy

W  reakcjach z fenolami i alkoholami powstaje między nimi a kw a
sem glukuronowym wiązanie glukozylowe. Ostatnio D u t t 'o n (31)
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doniósł, że UDPGA reaguje również z niektórymi kwasami karboksy
lowymi (np. z kw. antranilowym, dając glukuronidy posiadające w ią
zania acetalowe. Z kwasem urydynodwufosfoglukuronowym reaguje 
bardzo duża ilość związków: fenolftaleina, tyroksyna, niektóre korty- 
kosteroidy i inne. W  najnowszej swej pracy (32) D u 11 o n podaje, 
że UDPGA działa jako donor glukuronylowy dla bardzo szerokiego 
zasięgu aglikonów, takich jak  n iek tóre  alifatyczne alkohole i kwasy 
tłuszczowe. W ydaje  się, że jedynym  warunkiem  strukturalnym jest 
obecność grupy OH. Tak więc w reakcji III-ej symbol akceptora: R-OH 
nie oznaczałby wyłącznie fenoli, a ogólnie związek posiadający g ru 
pę hydroksylową.

W szystkie powyżej omawiane związki UDPG, UDPGal, UDPAG, 
UDPAGal, UDPGA, były połączeniami urydynodwufosforanu z gluko- 
zylem. Dowód na istnienie kwasu urydynotrójfosforowego — analo- 
ga ATP dał już w r. 1951 K o r n b e r g  (71). W ykazał on, że UDP 
inkubow any w obecności fosfokinazy pirogronianowej pobiera od fos- 
fopirogronianu jeden mol fosforanu.

C o h n  i C a r t e r  (26) publikując w r. 1950 metodę rozdziału 
m ononukleotydów na wymieniaczach jonowych sygnalizowali istnie
nie jakichś (innych, niż dotychczas znane nukleotydów. Stosując ich m e
todę wykryto w roku 1953 niezależnie od siebie w dwu pracowniach 
obecność w ustro jach  kwasu urydyno-5-trójfosforowego (UTP). L i p- 
t o n i wsp. (91) wydzielili go z drożdży. B e r g k \ i s t  i D e u t s c h  
(12) rozdzielali frakcję nukleotydową wyciągu kwasu trój chloroocto
wego z mięśni. 2—4°/o tej frakcji lub handlowych preparatów ATP 
stanowiły UTP oraz trzecii analog ATP— kwas guanozyno-5-trójfosfo- 
rowy (GTP). Autorzy po zmodyfikowaniu met. C o h n a  i C a r t e r a  
oraz zastosowaniu chromatografii bibułowej ¡izolowali oba polifosfora
ny  i oznaczyli ich skład i budowę. Badano powstawanie  kompleksów 
z miedzią ;i boranami, działanie nadjodanu i 5-nukleotydazy z jadu w ę
żów. Przeprowadzono dezaminację GTP do ksantynotrójfosforanu 
(XTP), k tóry  również zidentyfikowano. Obok GTP stwierdzono w ystę 
powanie niewielkich ilości kwasu cytydyno-5-trójfosforowego (CTP).

S m i t h  i M i l l s  (129) badając frakcję nukleotydową wątroby 
świnki morskiej potwierdzili występowanie  tam  UDPG, UDPAG, UDPGA 
oraz UMP, UDP, i UTP. W  gruczołach mlecznych ssaków pierwsi R u t -  
t f j r  i H a n  s e n  (117) wykazali obecność UDPG. S m i t h  i M i l l s  
(130) frakcjonując wyciągi z gruczołów mlecznych znaleźli prócz nu 
kleotydów ademlowych UDPG, UDPGal, UMP, UDP, UTP, GMP, GDP 
i CMP. W yniki te potwierdził M a n s o n  (92) stwierdzając, że szcze
gólnie wysokie jes t  w gruczołach mlecznych stężenie glukozylowych
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pochodnych UDP. Tak np. w gruczole mlecznym kozy UDPAG znajdo
wało się w  ilości 25 m-M na 100 g, a UDPG w ilości 40 |uM na 100 g 
tkanki.

C a  b i b  i L e l o i r  (19) zbadali dokładnie w ykryte  uprzednio (79) 
połączenie guanozynodwufosforanu z mannozą. Badania pozwoliły 
stwierdzić, że budowa tego nukleotydu jest analogiczna do budowy 
UDPG. Jest to więc guanozyno-5-dwufosfomannoza (GDPM).

Obecność takiego związku sygnalizował również B u c h a n a n ( 1 8 ) ,  
k tóry  w produktach otrzym anych w wyniku bardzo krótko trw ającej _ 
fotosyntezy w obecności C 14Oo znalazł w radioaktyw nych produktach 
reakcji związek zawierający w swym składzie guaninę i mannozę. 
Obok tego B u c h a n a n  stwierdził obecność połączeń UDP, z p ię tno
wanymi heksozami takich jak  UDPG i UDPGal. S t r o m i n g e r  (135) 
badając kwasorozpuszczalmą frakcję jajowodów kury znalazł tam rów 
nież GDP i GDPM. Oprócz tego wykrył tam kilka połączeń UDP 
z N-acetyloaminocukrem. Jedno z nich zidentyfikował jako UDPAG. 
Połączenia UDP z acetyloaminocukrami wykrył S t r o m i n g e r  także 
u Lactobacillus helveticus, gdzlie ilość ich ulegała zwiększeniu pod 
wpływem penicyliny. Te wszystkie związki były więc analogami nu- 
kleotydów P a r k a .

W  dalszej pracy  nad nukleotydami zawartymi w jajowodach no ś 
nych  kur S t r o m i n g e r  (140) potwierdził istnienie wykrytej przez 
V i  d e 1 a (145) urydynodwufosfoacetylogalaktozaminy (UDPAGal), oraz 
stwierdził, że i w jajowodach znajduje się ona w równowadze 
z UDPAG. Prócz tego udało się mu zidentyfikować dwa dalsze po łą
czenia z N-acetyloaminocukrem. Jednym  z nich był fosforan uirydyno- 
dwufosfoacetyloglukozaminy, drugim siarczan urydynodwufosfoacety- 
logalaktozaminy. W ydaje  się, że dodatkowy mol fosforanu :i siarczanu 
znajduje się w pozycji 6 aminocukru.

Kwas inozynowy (IMP) znany jest od czasów L i  e b i  g a. Jednak  
jego pochodne polifosforanowe przez długi okres czasu nie były  zna
ne. W  roku 1942 K l e i n z e l l e r  (67) otrzymał kwas inozyno-5- trój- 
fosforowy (ITP) na drodze dezaminacji: ATP. Dopiero jednak w roku 
1953 możliwość istnienia ITP w organizmach żywych wykazali na  dro
dze enzymatycznej B e r g  i J o  k l i k  (10). Inozynopolifosforany zna
leziono ostatnio w mięśniach króliika (77) oraz w szeregu innych na 
rządów.

Pracownia P o t t e r a  (51), stosując zmodyfikowaną przez siebie 
m etodę C o h n a  i C a r t e r a  rozdziału nukleotydów na Do- 
w ex’ie badała występowanie powyżej omówionych związków w w ie
lu rodzajach tkanek. W ykazano obecność wszystkich znanych gluko-
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żyłowych pochodnych GDP oraz wszystkich polifosforanowych analo
gów ATP. Tak np. w  wątrobie stwierdzono występowanie m. iin. cyty- 
dyno-mono, dwu— i trójfosforanów. Badano również zawartość nukle- 
otydów w mózgu i mięśniach. W  tych ostatnich charakterystyczny 
jest brak glukozylowych pochodnych UDP. S c h m i t z  (124, 125) ba
dał w ystępow anie  nukleotydów w różnego rodzaju tkankach now o
tworowych jak  Flexner-Jobling carcinoma, W alker carcinoma, Ascite- 
stumor  oraz w drożdżach (126). W  poszczególnych rodzajach tkanek  ra 
kowatych można było wykryć charakterystyczne różnice w zawartości 
poszczególnych nukleotydów, w zależności od rodzaju nowotworu. 
W łączanie się nieorganicznego piętnowanego fosforanu w izolowane 
mitochondrie wątroby badał B e y e r  (15). Stwierdził on  szybkie po
jawianie się ?,2P w  izolowanych m ononukleotydach polifosforanowych. 
Izolowaniem GTP i GDP z drożdży zajmowali się A y e n g a r  i wsp.(3).

Doniesiono również o występowaniu omawianych nukleozydopoli- 
fosforanów oraz glukozylowych pochodnych UDP i GDP w różnych 
bakteriach jak  Lactobacillus arabinosus (4), Lactobacillus helveticus  
(117), streptokokki grupy A (28) oraz w pleśniach: Penicillum chry- 
sogenum  (5, 6).

Trzeba wspomnieć, że budowa powyżej omówionych związków 
uzyskała potwierdzenie przez porównanie z syntetycznie otrzymanymi 
nukleotydami. W  pracowni T o d d a, badacza- szczególnie zasłużonego 
na polu syntezy nukleotydów, otrzymano już wcześniej UMP (96), UDP 
(2, 63), a ostatnio UTP (43, 65), UGPG (64) i GMP (25).

Na zakończenie przeglądu nowoodkrytych nukleotydów  należy 
omówić now e polifosforany adenozyny. Już w r. 1953 G o l d w a s s e r  
(36) badając włączenie się znaczonej adeniny w nukleotydy stwierdzi
ła występowanie jakiegoś nowego nukleotydu adenilowego. S a c k s  
i wsp. (120) rozdzielając nukleotydy wątroby i mięśni znaleźli jakieś 
pochodne polifosforanowe adenozyny o większej niż w ATP ilości labi- 
lnego fosforu. Również i S c h m i t z  (126) rozdzielając nukleotydy 
z drożdży zaobserwował obecność innych niezidentyfikowanych pochod
nych adenozyny. Dopiero M a r r i a n  (93, 94) rozdzielając na Dowex’ie 
handlowe prepara ty  ATP stwierdził występowanie w nich nowego nukle- 
adenozyny. Dopiero M a r r i a n  (93, 94) rozdzielając na  Dowex'ie han
dlowe p repara ty  ATP stwierdził występowanie w nich nowego nuk le 
otydu, którego zawartość wynosiła do 1/3 zawartości ATP. Analiza 
wykazała, że jest to adenozyno-5-czterofosforan związek o trzech mo
lach labiTnego fosforanu w cząsteczce. W  roku 1955 S a c k s  (119) 
a także i L i e  b e r  m a n n  (89) potwierdzili istnienie powyższego związ
ku. (Co praw da S a c k s  znalazł go w ilościach mniejszych, bo w yno
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szących do 8% wszystkich nukleotydów adenilowych). Prócz tego stwier
dził on występowanie w preparatach ATP w ilościach do 1% kwasu 
adenozyno-5-pięciofosforowego, w którym są 4 labilne reszty fosfo
ranowe.

W e wszystkich omawianych dotychczas związkach komponentą cu
krową była ryboza. O występowaniu analogicznych nukleitydów poli
fosforanowych zawierających dezoksyrybozę zamiast rybozy do nie
dawna nie było nic wiadome. Dopiero w końcu 1955 r. P o t t e r  
i S c h l e s i n g e r  (112) donieśli o w ykryciu w kwasorozpuszczalnych 
wyciągach z grasicy cielęcej mono, dwu 1 trójfosforanowych pochod
nych tymidyny i dezoksycytocyny. W  wyciągach tych nie można było 
natomiast wykryć dezoksyrybonukleotydów purynowych.

Biosynteza i przemiany enzymatyczne

K r e b s  i H e m s  w r .  1953 (74) stwierdzili przy użyciu znaczo
nego 32P, że ITP nie może powstać z IDP analogicznie do pow staw a
nia ATP: Zachodzi natomiast reakcja:

(IV). ATP +  IDP =  ADP +  ITP

Reakcja ta nie jest katalizowana przez miokinazę, ani przez takie 
enzymy jak  . adenozynotrójfosfataza i alkaliczna fosfataza, ale przez 
specyficzną fosfokinazę, analogiczną do kreatynofosfokinazy.

Powyższą reakcję transfosforylacji (IV) badali w tym samym cza
sie B e r g  i J o  k l i k  (10, 11). Stwierdzili oni występowanie enzymu 
katalizującego reakcję (IV) w drożdżach i mięśniach oraz udowodnili, 
że nie chodzi w tym przypadku o transaminację a o transfosforylację.

Dla enzymu tego zaproponowali autorzy nazwę nukleozydodwufos- 
fokinaza. Reakcja IV ma charakter bardziej ogólny; obejmuje ona nie 
tylko inozynofosforany, ale również i inne nukleotydy dwufosforanowe 
jako akceptory i trój fosforanowe jako donory. Nukleozydomonofosfo- 
rany nie wchodzą w reakcję. Tak np. wykazano istnienie następującej 
reakcji:

(V). UDP +  ATP =  UTP +  ADP

Już w r. 1951 T r u c c o  (143) stwierdził, że UDP inkubowane 
z ATP i 1-fosfoglukozą w obecności soku z komórek drożdży daje 
UDPG i założył, że prawdopodobnie w trakcie reakcji powstaje przejś- 
ciwo UTP. B e r g  i J o k l i k  (11) uważają, że tworzenie się UTP 
jest umożliwione właśnie dzięki odkrytemu przez nich enzymowi. N a j
pierw zachodzi w tym przypadku reakcja  V, a następnie tworzy się 
UDPG przy udziale powstałego UTP wg. schematu VI:
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(VI). UTP +  1-fosfoglukoza ^  UDPG +  pyrofosforan

Reakcja VI — pyrofosforalizy została stwierdzona w pracowni 
K a l c k a r a  (99). Dializowany sok z drożdży zawiera enzym, który 
w obecności UDPG 1 piętnowanego pyrofosforanu daje 1-fosfoglukozę. 
Ten enzym (urydynodwufosfoglukozo-pyrofosforylaza) nie działa na in
ne połączenia UDP. UTP jak  i UDPG jest w tym przypadku donorem 
urydylu i stąd enzym ten może być nazwany również urydylotrainsfera- 
zą (ściśle pyrofosforano-urydylotransferazą). Jest on  szeroko rozpo
wszechniony w przyrodzie. W ykryto  go między innymi w gruczołach 
mlecznych (131) w wątrobie (129), w mięśniach d tkance nerwowej 
(102) i w liściach szpinaku (102).

Kinetykę reakcji  VI badała dokładnie, przy użyciu bardzo oczysz
czonej urydylotransferazy, M u n c h-P e t e r s en (102), Autorka spraw 
dziła zależność reakcji od zmian pH, udział aktyw atorów i inhibitorów 
itd. Badając mechanizm reakcji VI założyła ona (100,102), że reakcja 
ta może być rozpatrywana dwuetapowo (reakcje VII i VIII):

(VII). UDPG +  enzym ^  enzym UP +  1-fosfoglukoza
(VIII). enzym UP +  pyrofosforan ^  enzym +  UTP

A utorka przy użyciu znaczonego fosforanu wbudowanego w pyrofos
foran lub w fosfoglukozę uzyskała znaczne włączenie 32P w nukleotyd. 
W ynik i zdają się wskazywać na to, że rzeczywiście w trakciie reakcji 
tworzy się przejściowe połączenie enzymu z urydylem, choć próby 
izolowania tego połączenia zawiodły.

W  dalszych pracach K a 1 c k a r i współpracownicy (58) udow od
nili i zbadali reakcje tworzenia się UDPGal w obecności dializowanego 
soku z drożdży. Jedną z nich jest reakcja I, której istnienie przyjmował 
jeszcze L e l o i r  do wytłumaczenia mechanizmu inwersji galaktozy 
w glukozę i która uzyskała teraz potwierdzenie doświadczalne. Kata
lizowana jest ona przez enzym fosfoglukozourydylotransferazę.

Istnienie reakcji I-ej potwierdził również T r u c c o  (144). Otrzymał 
on przy inkubacji UDPG z piętnowaną 14C fosfoglukozą w obecności 
ekstraktów z Saccaromyces fragilis włączenie się znakowanego węgla 
do UDPG (reakcja IX):
(IX). UDPG +  1-fosfoglukoza (14C) ?±UDPG (14C) +  1-fosfoglukoza

Drugą reakcję związaną z powstawaniem UDPGal jest reakcja II -ga- 
laktowaldenazy. Ten enzym występuje również bardzo szeroko w p rzy
rodzie. Znaleziono go w gruczołach mlecznych (22), u bakterii (117, 95). 
M a x w e l l  i współ. (95) badali galaktowaldenazę i fosfoglukozourydy
lotransferazę z wątroby. Ten ostatni enzym katalizujący reakcję I-ą, 
jest bardziej stabilny od galaktowaldenazy w stosunku do podwyższonej
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temperatury i może być na tej zasadzie od niej oddzielony. Autorzy 
znaleźli oba enzymy w  wuelu tkankach  ssaków. Jeszcze jedną reakcję, 
na drodze której może powstać UDPGal jest reakcja X, analogiczna do 
reakcji VI-ej.

(X). UTP +  1-fosfogalaktoza ^U D PG al +  pyrofosforan

Reasumując urydynodwufosfogalaktoza może więc powstawać trze
ma drogami (58):

a) przez enzymatyczną inwersję UDPG, katalizowaną przez galakto- 
waldenazę (reakcja II).

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

c) przez przeniesienie urydylu  z pyrofosforanu na l-fosfogalaktozę 
(reakcja X).

Jest bardzo intersujące, że niektóre prepara ty  enzymatyczne (np. 
z mózgu młodych zwierząt) zawierają enzymy katalizujące reakcję 
X i II, a nie zawierają transferazy odpowiedzialnej za reakcję I-ą (95).

Pełna zamiana galaktozy na glukozę następuje  więc albo w wyniku 
zajścia reakcji I-ej i Ii-ej albo cyklu kolejno po sobie przebiegają
cych reakcji: X-ej, Ii-ej, i VI-ej. (Reakcja VI w tym przypadku musi 
zachodzić oczywiście z praw a na lewo).

Bilansem obu cyklów reakcji będzie zamiana 1-fosfogalaktozy 
w 1-fosfoglukozę (lub odwrotnie). Przemiany te  badali H a n s e n  
i w wsp. (46) przy użyciu ekstraktów z Streptococcus iragilis i Lacto- 
bacillus bulgaricus. Stwierdzili oni, że niefrakcjonowane wyciągi z obu 
rodzai bakterii zamieniają l-fosfogalaktozę w 1-fosfoglukozę w obec
ności katalicznych ilości urydynodwufoisfoheksozy lub UTP (czyli obu 
możliwymi drogami). Frakcjonowane ekstrak ty  powodują zamianę ty l
ko w obecności urydynodwufosfoheksozy, nie zawierają więc pyrofos- 
forolitycznych układów enzymatycznych.

S m i t h  i M i l l s  (128, 129) stwierdzili, że obecny w wątrobie 
związek w ykryty  przez P a l a d i n i  i L e l o i r  (104) i zidentyfiko
w any później jako urydynodwufosfoacetyloglukozamina (20), nie po 
daje się pyrofosforolizie analogicznie do UDPG przy pomocy prepara 
tu urydylotransferazy drożdży. Natomiast w obecności jąder kom órko
w ych wyizolowanych z wątroby zachodzi reakcja XI analogiczna do 
reakcji VI:

(XI). UDPAG +  pyrofosforan — UTP +  1-fosfoacetyloglukozam ina

Jądra  komórkowe mają również zdolność pyrofosforylowania 
UDPG, d to dwa razy szybciej niż UDPAG (97). Natomiast próby uzy
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skania analogicznej reakcji z kwasem urydynodwufosfoglukuronowym 
zawiodły.

M u n c h - P e t e r s o n  (101) udowodniła, że również i guanozyno- 
dwufosfomajnjnoza powstaje w reakcji analogicznej do reakcji VI i X. 
W  obecności prepara tu  enzymatycznego z drożdży S. fragilis zacho
dziła reakcja XII:

(XII). GTP +  1-fosfomannoza ^  GDPM +  pyrofosforan

L i e b e r m a n  i K o r n b e r g  (85) badali niewyjaśnione drogi 
powstanie urydynotrójfosforanu z urydynomonofosforanu. Znaleźli oni, 
że drożdże zawierają enzym podobny do miokinazy, katalizujący na 
stępujące reakcje:

(XIII). UMP +  ATP ?±UDP +  ADP

(XIV). UTP +  UMP 2 UDP

(XV). AMP +  UTP -  ADP +  UDP

Drożdże nie zawierały natomiast nukleozydodwufosfokinazy ka ta 
lizującej reakcję  IV i V, co zostało wykazane przez brak  reakcji 
ATP z IDP (85).

M u n c h - P e t e r  s e n  (103) badała dokładnie przebieg reakcji XIII 
i wykazała, że nie zachodzi tu przeniesienie pyrofosf oranu na  UMP po
łączone z późniejszą jego defosforylacją do UDP. Istotą reakcji jest 
prosta transfosforylacja ostatniej reszty fosforanowej ATP na UMP.

W  reakcjach XIII — XV mogą brać udział także guanozynofosfo- 
rany. Ogólnie więc te systemy enzymatyczne katalizują następującą 
reakcję:

nukleozydom onofosforan A +  nukleozydotrójfosforan B ?£ 
nukleozydodwufosforan A +  nukleozydodwufosforan B

Enzym ten (lub enzymy) różnią się od miokinozy większą labiil- 
nością w stosunku do podwyższonej temperatury.

W  układzie powyższym jedynie IMP nie brało udziału, choć J  o- 
k l i k  (34) znalazł w ekstraktach z drożdży enzym katalizujący w łaś
nie dyzmutację inozynodwufosforanów:

(XVII). 2 IDP ITP +  IMP

Podobne badania prowadzili również S t r o m i n g e r  i wsp. (136). 
Stwierdzili oni, że w preparatach z wątroby cielęcej znajduje się en
zym, nazwany przez nich nukleozydomonofosfokinazą, katalizujący 
szereg reakcji, k tórych wynikiem jest reakcja XIV. Ten preparat enzy
m atyczny nie zawiera nukleozydodwufosfokinazy. W  obecności jego 
zachodzi również reakcja  XIII. Inkubacja handlowego UTP z UMP da
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je w wyniku reakcji XIV nieznaczną ilość UDP, ponieważ reakcja  
zachodzi jedynie dzięki obecnościi w preparatach śladów ATP, w prze
ciwieństwie do badań L i e b e r m a n a  i wsp. (87), u których reakcja  
XIV zachodziła bez udziału ATP. S t r o m i n g e r  i wsp. sądzą, że na 
reakcję XIV składają się następujące etapy:

a) reakcja XIII. ATP +  UMP ^ U D P  +  ADP
b) " XVIII. 2 ADP s± ATP +  AMP
c) " XV UTP +  AMP ^  UDP +  ADP

XIV. UTP +  UMP ^  2 UDP

Podobne reakcje zachodzą między ATP i AMP, ATP i CMP, AMP 
i CTP. ATP nie reaguje jednak  z IMP. Nie zaobserwowano żadnej re 
akcji między parą nukleotydów, w której przynajmniej jeden ze skład
ników nie był nukleotydem adenilowym. CTP nie reaguje z CMP lub 
z UMP, chyba że w obecności śladów ATP.

Powyższy zespół reakcji związany jest z czynnością enzymu obec
nego w preparatach z wątroby, katalizującego nieodwracalną reakcję

(XIX). UDP ->■ UMP +  P

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

Defosforylacja GDP i IDP (141) następuje równie szybko jak  UDP. 
Enzym katalizujący reakcję XIX nie reaguje z żadnym z nukleozydo- 
mono — lub trójfosforanów. Te ostatnie mogą być defosforylowane 
kiedy reakcję XIX połączy się z systemem powyżej om awianych re 
akcji katalizujących przeniesienie fosforu z nukleozydotrój — na nu- 
kleozydomonofosforany z tym zastrzeżeniem, że jeden z powstałych 
nukleotydów dwufosforanowy.ch będzie UDP, GDP lub IDP.

Niezależnie od S t r o m i  n g e r a  enzym odpowiedzialny za re 
akcję XIX-ą został wyizolowany przez P I  a n t  a (109), który badając 
go doszedł do podobnych rezultatów.

W  sumie więc wynikiem zespołu przemian tworzących reakcję XIV 
i reakcję XIX jest reakcja  XX:
(XX). UTP -> UMP +  2 P

Ja k  już wspomniano wyżej ani L i e b e r m a n  (85) ani S t r o m i n 
g e r  (135) nie stwierdzili, badając przemiany nukleozydotrój— i mo- 
nofosforanów reakcji między IMP a jakimkolwiek trójfosforanem. Po
twierdzili to K r e b s  i H e m s  (75), wykazując jednak  obecność 
w tkankach zwierzęcych enzymu odpowiedzalnego za reakcję  XXI:
(XXI). ITP +  AMP ADP +  IDP

Autorzy udowodnili odwracalność tej reakcji oraz wykazali, że nie
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chodzi w tym przypadku o transaminację. Sądzą oni, że nie jest wyklu
czone, że reakcja XXI jest wynikiem dwu reakcji, a mianowicie re
akcji transfosforylacji między nukleotydami adenilowymi katalizowa
nej przez miokinazę i reakcji IV.

Pracownia P o t t e r a  zajmowała się ostatnio (48) lokalizacją w ko
mórce enzymów odpowiedzialnych za fosfórylację UMP. Stwierdzono, 
że izolowane mitochondria są zdolne fosforylować UDP do UTP, nie 
działają natomiast na UMP. Z kolei wyciąg po odwirowaniu mitochond- 
rii fosforyluje UMP do UDP i częściowo tylko do UTP. Główne dzia
łanie jąder w tych  reakcjach polega natomiast na defosforylowamu 
UMP. W  czasie tych wszystkich reakcji stwierdzono odwracalną trans- 
fosforylację między nukleotydami adenilowymi a urydylowymi.

Biogeneza, kwasu urydynodwufosfoglukuronowego przebiega nie
co odmiennie. Jak  już wspomniano, S m i t h  i M i l l s  (199) stwier
dzili, że nie można przeprowadzić pyrofosforolizy UDPGA analogicznie 
do reakcji VI. Tak więc UDPGA nie może się tworzyć z UTP ii kwasu 
1-fosfoglukuronowego. Ostatnio S t r o m i n g e r  i wsp. (137) donieśli, 
że wolny od elementów morfotycznych wyciąg z wątroby może utle
niać UDPG do UDPGA w obecności DNP+ i enzymów otrzymanych 
z proszku acetonowego z wątroby. Enzym ten nie utlenia urydynodwu- 
fosfoacetyloglukozaminy.

K a 1 c k a r (59) doniósł o obecności w Haemophilus influenzae  spe
cyficznego enzymu rozszczepiającego UDPG do UMP i 1-fosfoglukozy. 
Enzym ten nie podobnie do odpowiadających mu preparatów z droż
dży działa niezależnie od dodatku pyrofosforanu lub estrów fosforo
wych heksoz (brak reakcji I i VI). Urydynodwufosfoacetylo-glukozami- 
na nie była rozkładana przez ten enzym.

Dotychczas omawiane przemiany poszczególnych mononukleotydów 
dotyczyły jedynie wzajemnej przemiany reszt fosforanowych lub glu- 
kozylów. W e wszystkich przypadkach pierścień purynow y lub pirymi
dynowy nie  brał udziału w reakcji. Przemiany, w których biorą udział 
zasady azotowe są ściśle związane z zagadnieniem ammacji lub deza- 
minacji. Do lat ostatnich z enzymów biorących udział w tego typu 
przemianach, zachodzących na szczeblu nukleotydów  znana była 
właściwie tylko szeroko rozpowszechniona dezaminaza kwasu ade- 
nilowego, powodująca powstanie IMP z AMP. Niedawno D e u t s c h 
i N i l s s o n  (27) wykazali, że żel aktomiozynowy po defosforylacji 
ATP do ADP powoduje dezaminację tego ostatniego na szczeblu dwu, 
a nie monofosforanu, jak  to się dotychczas sądziło, a więc powstanie 
tym samym IDP.

Enzymów katalizujących aminację nukleotydów do czasów ostat
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nich właściwie nie znano. L i e b e r m a n  w r. 1955 opisał obecny 
w ekstraktach E. coli enzym, który przeprowadzał reakcję XXII:

(XXII). UTP +  NH3 +  ATP -> CTP +A D P + P  +  H20

W  reakcji tej jony amonowe nie mogły być zastąpione przez grupy 
aminowe amidów kwasowych aminokwasów. Reakcja zachodziła na to 
miast w obecności hydroksylaminy.

Również w 1955 r. ukazało się niezależnie od siebie kilka kom uni
katów dotyczących powstawania guanozynofosfoiranów z kw. inozyno- 
wego (1, 76, 34). G e h r i n g  i  M a g a s a g n i k  (34) stwierdzili, że 
oczyszczone ekstrakty  z Aerobacter aerogenes  powodują w obecności 
DPN przemianę kwasu inozyno-5-fosforowego w ksantozyno-5-fosfo- 
rowy (XMP).

Dokładniej zagadnienie to zbadali: L a g e r k v i s t  na  prepara tach  
z wątroby (76) i A b r a m s  i B e n t l e y  na  wyciągach ze szpiku 
kostnego (1). Autorzy ci wykazali istnienie enzymu dehydrogenazy kw. 
inozynowego odpowiedzialnego za reakcję XXIII:

(XXIII). IM P— - PN  >x m p

Powstały 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 obecności ATP. W  ten sposób w wyniku reakcji 
XXIII i XXIV powstaje GMP z IMP. Prócz tego w wyciągach ze szpi
ku kostnego (1) znaleziono inny enzym, powodujący bezpośrednią 
aminację IMP:

(XXV). IMP +  - N H 2 -> AMP +  -O H

Reakcja wymaga obecności związku makroergicznego jako źródła 
energii oraz donora grup aminowych, którym może być jedynie kwas 
asparaginowy. Należy podkreślić wysoką specyficzność reakcji XXIV 
d XXV w stosunku do odpowiednich aminokwasów dwukarboksy- 
lowych.

Rola w ustroju

Rola powyżej omawianych związków nie jest jeszcze dokładnie po
znana. Już dziś zarysowują się jednak wyraźnie dwie dziedziny, w k tó 
rych opisywane m ononukleotydy biorą ak tyw ny udział. Jedną  z tych
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dziedzin jest udział glukozylowych pochodnych nukleozydodwufosfo- 
ranów  w metabolizmie cukrów.

Znaczenie UDPG jako koenzymu galaktowaldenazy zostało już om ó
wione. W ydaje  się dziś udowodnione, że synteza galaktozy w  ustroju 
a także włączenie się jej w cykl glikolityczmy przebiega właśnie na tej 
drodze. W ykrycie  przez B u c h a n a n a  (17, 18) połączeń heksoz z ury- 
dyno- i guanozynodwufosforanami w zielonych liściach i glonach w w y 
niku już b. krótkotrwałej fotosyntezy potwierdza pogląd co do udziału 
ich w syntezie cukrów.

Niedawno B e a n  ;i H a s s i d  (7) opublikowali badania nad asymi
lacją C 140 2 przez czerwone glony Iridophycus łlaccidum. Okazało się, 
że już po 8-miu sek. fotosyntezy pojawia się UDPG i zaraz po niej 
UDPGal. Autorzy uważają, że UDPGal bierze udział w reakcji pow sta
wania a-D-galaktozydoglicerolu, zapasowego cukru tych glonów wg 
schematu:

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

Istnieje  już szereg danych potwierdzających udział glukozylowych 
pochodnych nukleotydów przy tworzeniu dwucukrów.

L e l o i r  (81) stwierdził, że UDPG inkubowana w obecności ek s tra 
ktu z drożdży z fosfoglukozą daje fosfotrehalozę.

(XXVII). UDPG +  fosfoglukozą ^  fosfotrehaloza +  UDP

W  zarodkach zbóż, fasoli i innych roślin oraz pędach ziemniaków 
L e l o i r  (82, 24) znalazł enzym katalizujący reakcję:

(XXVIII). UDPG +  fruktoza ^  sacharoza +  UDP

Enzym ten nazwany został UDPG-fruktozotransglukozylazą. W yda ję  
się, że występowanie jego posiada charakter ogólny.

L e l o i r  (84) otrzymał także inny enzym, katalizujący reakcję:

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

W  następnym  etapie, po reakcji XXIX działa fosfataza odszczepiająca 
fosfor od fosfosacharozy. Już B u c h a n a n  nieco wcześniej (17) stw ier
dził, że synteza sacharozy przebiega według reakcji XXIX, a nie w e 
dług XXVIII, chociaż fosfosacharoza otrzymana przez niego zawierała 
resztę fosforanową prawdopodobnie w pozycji 1 fruktozy, podczas gdy 
otrzym ana przez L e 1 o i r a posiadała fosfor przy węglu 6-tym 
fruktozy.

T a b o n e  i T a b o n e  (142) wykazali, że przy powstawaniu estru
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glukozylowego kw. antranilowego w obecności Bcicterium megatherium  
glukozylu dostarcza również UDPG.

W e wszystkich powyższych przykładach UDPG jest donorem glu
kozylu, dając początek a glukozydom. Dyskutowana jest również rola 
UDPG przy tworzeniu glukozydów. I s tn e ją  dowody na udział UDPG 
w syntezie laktozy. W  gruczołach mlecznych ssaków wykryto  stosunko
wo dużą zawartość UDPG (do około 15 uM na 100 g tkanki) oraz enzy
my: galaktowaldenazę (22) i urydylotransferazę (131). R u t  t e r  i H a n -  
s e n  (117) wykazali, że UDPG podnosi znacznie produkcję kwasu mle
kowego przez zawiesinę komórek Lactobacillus bulgaricus zaadoptowa
nych  do wzrostu na glukozie lub galaktozie jako źródle węglowodanów.

Udział kwasu urydynodwufosfoglukuronowego w syntezie glukuro- 
nidów był już powyżej omówiony. W szystkie naturalne glukuronidy 
mają konfigurację (5. S t o r e y  i D u t t o n  (133) omawiając rolę 
UDPGA w tworzeniu glukuronidów stwierdzają jednak, że na obecnym 
etapie wiedzy trudno jest podać, czy konfiguracja urydynodwufosfo- 
glukuronidów jest ponieważ być może następuje  inwersja w t ra k 
cie tworzenia wiązania glukozylowego.

Dyskutowana jest również rola powyższych związków w syntezie 
polisacharydów. C a b i b  i L e l o i r  (19) wysuw ają  możliwość udzia
łu guanozynodwufosfomannozy w syntezie mannanu, obecnego w bło
nach komórkowych drożdży. Tak samo brano pod uwagę udział UDPAG 
jako donora acetyloglukozaminy w syntezie chityny (20). N iestety 
pierwsze prace nie potwierdziły tego założenia. L e l o i r  i C a  r d i n i 
(83) badając pleśń Neurospora crassa, syntetyzującą duże ilości chity
ny z acetyloglukozaminy nie stwierdzili koenzymatycznej funkcji 
UDPAG. Ositatmio S t o r e y  i D u t t o n  (133) omawiają możliwą rolę 
połączeń urydynodwufosforanowych w tworzeniu takich mukopolisa- 
charydów jak  kwas hyaluronowy, kwas chondroitynosiarkowy czy 
heparyna, w skład których wchodzą jak  wiadomo acetyloglukozamina, 
acetylogalaktozamina i kwas glukuronowy. Trudnością takiego założe
nia jest fakt, że nie znaleziono UDPGA i odpowiedniego systemu enzy
matycznego w  innych tkankach poza wątrobą. Istnieje jednak  możli
wość, że organ ten ma specyficzną funkcję w tworzeniu jednostek 
dwusacharydowych N-acetyloheksozamino-glukuronidów (133).

Potwierdzeniem tej hipotezy jes t niedawne wykrycie przez S t r o- 
m i n g e r a  (140) w jajowodach kury  obok UDPAG, UDPAGal i GDPM 
nowych pochodnych UDP: fosforanu UDPAG i siarczanu UDAPGal. 
Jedną z ważniejszych funkcji jajowodów jest synteza glukoproteidów 
zawierających między innymi acetyloglukozaminę i mannozę. Istnie
nie więc w nich stosunkowo dużych ilości pochodnych UDP potw ier
dziłoby hipotezę udziału lich w  syntezie cukrowców.
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Również B a 1 b i o i wsp. (6) omawiając występowanie glukozylo- 
wych pochodnych UDP w pleśniach zawierających różne polisacharydy 
sugeruje rolę ich jako donorów glukozylu w syntezie cukrowców.

Drugim zagadnieniem, coraz szerzej rozpracowywanym jest udział 
nukleotydów polifosforanowych w syntezie kw. nukleinowych.

Już wcześniej udowodniono, że te piętnowane puryny i pirymi
dyny, które są w budow ywane w kw. nukleinowe szybko włączają się 
w odpowiadające tym zasadom 5-pol:fosfonukleozydy (35). G o 1 d w a s- 
s e r (36, 37, 38) stwierdziła szybkie włączanie się adeniny w adenozy- 
nopolifosforany, a następnie w kw. nukleinowe w obecności homoge- 
natów z wątroby. Autorka udowodniła, że adenozynofosforany w cho
dzą w cząsteczkę kwasu nukleinowego w całości, tak że uprzednie roz
bicie w nukleotydzie wiązania fosfór-ryboza nie ma miejsca. Również 
w embriona.ch jeżowca adenina jest szybko wbudowywana w 5-nukle- 
otydy i w KDN oraz wolniej w KRN (56). B e n  n e t  ;i K r u e c k e l  
(9) także stwierdzili szybkie wbudowywanie się znaczonej adeniny 
w 5-nukleotydy adenilowe, natomiast wolniejsze wbudowywanie się w od 
powiednie pochodne guanozyny. Autorzy stoją na stanowisku, że nu- 
kleotydy te są prekursorami kwasów nukleinowych.

S t r o m i n g e r  (134, 139) znalazł, że działanie penicyliny na Sta
phylococcus aureus przejawia się między innymi, tym, że znaczony 
uracyl akumuluje się w połączeniach urydyno-i cytydynofosforowych 
wyciąganych zimnym kwasem trój chlorooctowym. W  nieobecności pe 
nicyliny uracyl jest bardzo szybko włączany w kwasy nukleinowe.

Szereg innych prac również wskazuje na  niewątpliwy udział nu- 
kleozydo-5-fosforanów w metabolizmie kwasów nukleinowych. K a y  
i D a v i d s o n  (61) frakcjonując związki fosforowe jąder komórko
wych wykazali obecność tam obok kw. nukleinowych wolnych mono- 
nukleotydów. S c h m i t z  i wsp. (127) badając polifosforanowe nukle
otydy, zawarte w różnych tkankach stwierdzili w przypadku in tensyw
nie rosnących nowotworów oraz drożdży, że wolne nukleotydy są bez 
wątpienia bezpośrednimi prekursorami kwasów nukleinowych.

K a l e  k a r  (56) omawiając już w 1953 r. rolę mononukleotydów 
w syntezie kwasów nukleinowych sugerował, że mogą być one użyte 
do tworzenia dwuestrowych wiązań fosforowych w kwasach nukleino
wych. Można to sobie uświadomić jako współdziałanie krańcowych 
jednostek polinukleotydu z wolnym polifosforanem, dające w rezulta
cie włączenie tego nukleotydu w cząsteczkę kwasu nukleinowego. Syn
teza nukleozydopolifosforanów w obecności i kosztem ATP przy udzia
le powyżej omówionych enzymów może dostarczać „cegiełek budulco
wych" dla syntezy kwasów nukleinowych.
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Wcześniejsze badania (przegląd piśmiennictwa (33) pozwoliły s tw ier
dzić, że kwas orotowy (4-karboksy-uracyl) (rys. nr 3) jest prekursorem  
pirymidyn kwasów nukleinowych. (Jedynie w przypadku Staphylococ-  
cus aureus zachowuje się on inaczej, niż w tkankach ssaków, włącza 

się bowiem o wiele wolniej od uracylu tak w mo
tt onukleotydy jak  i w kw asy nukleinowe (134).

Poszczególne etapy przemian kwasu orotowego 
były jednak  do niedaw na nieznane. Dopiero prace 
H u r l b e r t a  i wsp. dostarczyły dowodów na to, 
że kwas orotowy włącza się w wątrobie szybko 
w  pochodne 5-fosfourydyny (49) i że związki te są 
intermediatami pirymidyn kwasu rybonukleinowe
go. W  dalszych pracach (50, 51) stwierdzona, że 
wprowadzony do organizmu kwas orotowy można 
początkowo w ykryć we frakcji kwasorozpuszczal- 

nej wątroby, później zaś dopiero we frakcji kwasonierozpuszczal- 
nej. Autorzy znaleźli w 20 min. po injek.cji kwasu orotowego w w ą 
trobie takie radioaktywne związki, jak  UMP, UDP i jego glukozy- 
lowe pochodne oraz CMP. Po dłuższym czaisie następuje włączenie 
się ich w kwas rybonukleinowy tak cytoplazmatyczny jak  i j ą 
drowy. W  następnej pracy H u r 1 b e r t (52) szukał enzymu odpo
wiedzialnego za zamianę kwasu orotowego w kwas urydylofosforowy. 
Otrzymał go z oddializowanego wyciągu lub z ekstraktów z proszku 
acetonowego z wątroby. W  obecności: tego enzymu, ATP, M g- i 5-fos- 
forybozy piętnowany kwas orotowy dawał różne radioaktyw ne sub
stancje, z których jedną zidentyfikowano jako UMP, inne zaś były po
chodnymi urydynofosforanów.

Stwierdzono, że 5-fosforyboza reaguje z ATP dając rybozotrójfosfo- 
ran (reakcja XXX), k tóry  reaguje z kwasem orotowym dając jako 
pierwszy intermediat UMP. (53)

Niezależnie od H u r l b e r t a  zagadnienie włączenia kwasu oroto
wego w nukleotydy pirymidynowe rozwiązała pracownia K o r n b e r -  
g a (72, 73, 86). W yizolowany przez nich z proszku acetonowego z w ą
troby enzym katalizuje reak.cję: (72)

(XXX). ATP +  5-fosforyboza ^A M P +  5-fosforybozylo-l-pyrofosforan (PRPP).

Inne układy enzymatyczne, obecne również w wątrobie umożliwiają 
reakcję  XXXI.

(XXXI). pirymidyna (lub puryna) +  PRPP ^  nukleotyd +  pyrofosforan

Kwas orotowy w obecności izolowanego z drożdży enzymu reaguje

O
II

°=CL .C-COOH 
N 
I
H

kwas orotowy
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z PRPP dając kwas orotydyno-5-fosforowy (OMP). (86) Reakcja XXXI 
jest podobnie jak  reakcja VI i X reakcją pyrofosforolizy. Powstały 
OMP ulega następnie dekarboksylacji wg reakcji:
(XXXII). OMP UMP +  co2

Autorzy wyizolowali z drożdży inny enzym, który warunkuje  syn 
tezę nukleotydów adenilowych z adeniny i PRPP, a także enzym syn
tetyzujący kwas inozynowy. W edług schematu reakcji XXXI mogą 
powstawać również nukleotydy guanilowe (73).

Inne prace (116, 70) potwierdziły wyniki badań K o r n b e r g a .  
Przebadano system enzymatyczny, w którym IMP był syntetyzowany 
z h ipoksantyny w obecności 5-fosforybozy, ATP i dwu preparatów en
zymatycznych z wątroby. Pierwszy z enzymów katalizuje reakcję XXX, 
drugi reakcję XXXI syntetyzując kwas inozynowy z hipoksantyny 
i 5-fosforybozylopyrofosforanu. Stwierdzono przy tym, że ta ostatnia 
reakcja  jest odwracalna.

W  ten sposób zostały w ykryte pośrednie etapy biosyntezy nuk le
otydów pirymidynowych i purynowych oraz wytłumaczone włączanie 
się zasad azotowych w dalszej konsekwencji w kwasy rybonukleinowe.

Pewne światło na  udział i rolę nukleozydopolifosforanów w syn
tezie kw. nukleinowych rzucają ciekawe badania pracowni O c h  o a 
(39, 40, 41, 42, 47). Autorzy otrzymali z wyciągów Azotobacter vine- 
landii enzym nazwany fosforylazą polinukleotydową i katalizujący 
reakcję polimeryzacji mononukleotydów-5-fosforowych. Inkubując ADP 
lub IDP w obecności preparatów tego enzymu stwierdzono znikanie 
wolnych nukleotydów oraz uwalnianie się steehiometrycznych ilości 
fosforanu. Równocześnie ze znikaniem nukleotydów powstaje wysoko 
cząsteczkowa substancja, rozpuszczalna w wodzie, niedializująca ii w trą 
cająca się kwasem trój chlorooctowym i alkoholem. Substancja ta po 
siada normalne widmo nukleotydowe w ultrafiolecie. Stwierdzono, że 
zachodząca w wyniku inkubacji reakcja ma przebieg następujący:

(XXXIII). II ADP ^(A M P)n +  nlP

Powstałe polimery (AMP)n lub (IMP)in posiadają ciężar cząstecz
kowy dochodzący do 800.000. W  toku dalszych badań okazało się, że 
również i inne nukleozydodwufosforany polimeryzują pod wpływem 
tego isamego enzymu. Badanie powstałych polimerów wykazały, że p o 
szczególne nukleotydy łączą się ze sobą wiązaniem fosfodwuestrowym 
położonym między 5-ym węglem rybozy jednego nukleotydu, a 3-im 
(lub drugim) węglem rybozy sąsiedniego nukleotydu, a więc w taki sam 
spoisób jak w rodzimych kwasach nukleinowych. Krańcowy nukleotyd 
łańcucha posiada grupę fosforanową w pozycji 5 rybozy.
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Również i obrazy dyfrakcji promieni X takich polimerów były  po
dobne do obrazów dyfrakcji kw. nukleinowych.

Autorzy inkubując mieszaninę nukleozydodwufosforanów otrzymali 
także polinukleotydy zawierające wszystkie 4 zasady azotowe. Takie 
„mieszane" polinukleotydy były zupełnie podobne do naturalnego kw a
su rybonukleinowego, co przejawiało się między innymi w ła tw ie j
szym atakowaniu ich przez rybonukleazę w porównaniu z „prostymi" 
polinukleotydami (tj. zbudowanymi z jednej tylko zasady azotowej).

Reakcja polimeryzacji nukleotydów (reakcja XXXII) jest odwracal
na. W  kierunku odwrotnym zachodzi tylko w obecności fosforanu n ie 
organicznego. Niewyjaśniony jest fakt, że „proste" polimery ulegają 
szybciiej fosforylacji niż „mieszane". Om awiany enzym zdolny jest rów 
nież fosfory]ować naturalne kwasy rybonukleinowe różnego pocho
dzenia, choć reak.cja w tym przypadku przebiega raczej wolniej. Kwas 
dezoksyrybonukleinowy oraz fragmenty kwasu rybonukleinowego po 
zostałe po trawieniu rybonukleazą nie ulegają fosforylacji pod wpły
wem fosforylazy polinukleotydowej.

Odwracalność reakcji polimeryzacji; jest bardzo interesująca z ener
getycznego punktu widzenia. Z przebiegu reakcji wynika, że wolna 
energia hydrolizy wiązania dwuestrowego polinukleotydu nie może być 
dużo niższa niż energia wiązania pyrofosforanowego w nukleozydo- 
dwufosforanach.

Ostatnie badania O c h o a pozwoliły wykazać, że fosforylaza polinu- 
kleotydowa jest bardzo rozpowszechniona w przyrodzie. Enzym ten 
znaleziono u szeregu bakterii, u drożdży a także u wyższych roślin. 
Nie otrzymano jednak  jeszcze jednoznacznego dowodu obecności jego 
w tkankach zwierzęcych.

Powyższy enzym znalazł również B e e r s (8) w wyciągach z komórek 
Mycobacterium lysodeikticus. Badania jego są zgodne z wynikami p ra 
cowni O c h o a.

Niewyjaśnionym dotychczas jest udział intermediatów w syntezie 
kwasu dezoksyrybonukleinowego. Jedynie S a l b e  (118) stwierdził, 
że w obecności enzymu z mitoehondrii dezoksyadenozyno-5-fosforan 
może być fosforylowany do dwu i trój fosforanu.

Znalezienie w grasicy (112) wolnych nukleotydów polifosforano
wych pochodnych dezoksynukleozydów pozwoli być może na stw ier
dzenie ich analogicznej roli przy syntezie kwasów dezoksyrybonukle
inowych.

Prócz omawianej roli nukleozydów polifosforanowych w syntezie 
cukrowców i kwasów nukleinowych zaczynają się ukazywać wzmianki
o możliwej jeszcze 'innej roli tych związków.

S a n a d i  i wsp. (121, 122) wykryli, że w systemie enzymatycz-
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nym katalizującym fosforylację ADP połączoną z rozpadem sukcinylo- 
koenzymu A w ystępuje  jako dodatkowy koenzym GDP. Pierwszym 
etapem reakcji jest powstanie GTP.

(XXXIV). Sukcinylo Co A +  GDP +  P ^  bursztynian +  Co A +  GTP

Dopiero w następnym etapie następuje tworzenie się ATP w reakcji
XXXV analogicznej do reakcji IV i V:

(XXXV). GTP +  ADP ^  GDP +  ATP

W reakcji XXXIV tylko IDP może zastąpić GDP. Autorzy wyizolowali 
z nadnercza świni preparat enzymatyczny odpowiedzialny za reakcję 
XXXIV. Nie katalizuje on reakcji fosforylacji, gdy użyć bardzo czyste
go prepara tu  ADP. Również synteza sukcinylo-koenzymu A w obecności 
ATP wolnego od śladów nukleotydów guanozynowych nie zachodzi.

L i n g  (90) doniósł, że ITP lub UTP mogą również szybko jak  ATP 
fosforylować 6-fosfofruktozę do 1,6-dwufosfofruktozy. W yniki zdają się 
wskazywać na  to, że odbywa się tu bezpośrednia fosforylacja nie po 
przedzona wymianą fosforu z ADP w obecności nukleozydodwufosfo- 
kinazy.

Powyżej już podano, że fosfokinaza pirogromanowa działa również 
na IDP (67) i na UDP (71). Ostatnio S t r o m i  n g e r  podał (138), że 
enzym ten katalizuje tak  samo fosforylację GDP i CDP. Autor sadzi, 
że jest to prosta reakcja  fosforylacji i pośrednictwo nukleotydów ade- 
nilowych jest wykluczone.

P o t t e r  i wsp. (48) badali tworzenie się polifosforanów urydy- 
1 owych z UMP w czasie oksydatywnej fosforylacji. Autorzy podają, 
że fosforylacja urydynofosforanów odbywa się poprzez przeniesienie 
fosforanu z ATP. Nukleotydy adenilowe wydają  się być niezbędnym 
ogniwem między donorami oksydatywnej fosforylacji a UMP.

Ja k  wynika z badań L i e b e r m a n n a  (89) adenozynoczterofosfo- 
ran jest związkiem mniej aktywnym  niż ATP. Tak np. stopień tworzenia
6-fosfoglukozy przy użyciu fosfokmazy wynosi w przypadku ademozy- 
noczterofosforanu mniej niż 1% wydajności osiągniętej w przypadku 
użycia ATP. Brak jest również przeniesienia fosforanu z adenozyno- 
czterofosforanu na ADP w obecności miokinazy.

Bardzo ciekawe jest doniesienie K e n n e d y  i wsp. (62), że jedna 
z dróg biosyntezy lecytyny wymaga udziału cytydynotrójfosforanu. 
CTP jest w tym przypadku związkiem bardzo specyficznym, tak  że 
oczyszczone p repara ty  ATP są zupełnie bez efektu. Autorzy postulują 
następujący  schemat reakcji:

(XXXVI). CTP +  fosforylocholina ^  cytydynodw ufosfocholina +  pyrofosforan
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(XXXVII). cytydynodwufosfocholina +  akceptor ^  lecytyna +  CMP

Lipidowym akceptorem jest prawdopodobnie cc, P-dwugliceryd. Reakcja
XXXVI jest, jak  widać jeszcze jednym z przykładów reakcji pyrofo- 
sforolizy.

Obecność innych niż adenilowe nukleotydów pyrofosforanowych 
w mięśniach wysunęło zagadnienie ich ewentualnej roli w procesach 
skurczu mięśnia. Już w r. 1942 K l e i n z e l l e r  (67) badał otrzymane 
przez siebie ITP ;i stwierdził, że odszczepienie fosforu przez miozyn 
od ITP zachodzi trzy razy szybciej niż od ATP. Defosforylacja wycią
gami z mięśni zatrzymuje się na  stadium inozynodwufosforami, bowiem 
miokiinaza na ten związek nie działa. Powstawanie fosfokreatyny z ITP 
zachodzi 5—8 razy wolniej niż z ATP. Fakt szybszego rozszczepienia 
ITP przez miozyn potwierdzili później S p i c e r  i B o w e n  (132). To sa
mo stwierdził również G e r g e 1 y (35) badając działanie meromiozynu 
na ITP. UTP defosforyluje się też szybciej niż ATP pod wpływem cięż
kiego meromiozynu a krystaliczny miozyn rozkłada UTP 4—6 razy 
szybciej niż ATP. (57)

ITP wywołuje podobnie do ATP spadek lepkości roztworu akto
miozynu co spowodowane jest dysocjacją aktomiozynu (98) (132). Ana
logiczne zjawisko zachodzące pod wpływem UTP badał R a n n e y  
(114). Stwierdził on pewną różnicę w działaniu na aktomiozyn między 
UTP i ATP. Różnicę tę przypisuje on słabszemu dysocjującemu działa
niu UTP na  aktomiozyn, lub temu, że miozyn charakteryzuje  się więk
szą aktywność UTP-atyczną niż ATP-atyczną.

W pływ  UTP i GTP na żel aktomiozynowy badali B e r g k v i s t  
i D e u t s c h  (13). Oba te związki w ilościach równoważnych ilościom 
ATP wywołują identyczny efekt kurczenia się żelu aktomiozynu.

Na marginesie można wspomnieć, że p repara ty  aktynu nie zawie
rają  według badań pracowni S t r a u b a  (113) Innych nukleotydów 
niż adenilowe. Przy badaniu działania miozynu i aktomiozynu na ITP 
i UTP stwierdzono bardzo duży wpływ jonów dwuwartościowych m e 
tali. Tak w.ięc szybkość odszczepienia fosforu od ATP w nieobecności 
Ca-- i Mg-- jest większa niż od ITP (132). Przy braku dostatecznych 
stężeń jonów Mg-: nie zachodzi spadek lepkości aktomiozynu pod wpły
wem ITP (98, 132) anii UTP (114).

Kinetykę reakcji miozynu z nukleotydami polifosforanowymi badał 
wyczerpująco B 1 u m (16). W ykazał on następującą kolejność stałych 
M i c h a e l i s a - M e n t e n a :  Km(ATP) >  Km(UTP)!> Km(ITP). Jony  
Mg-- podwyższają Km podczas gdy Ca-- ma tylko mały wpływ. Autor 
zakłada, że pierścień zasady azotowej nukleotydu łączy się w pozycji
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6 poprzez jon metalu z enzymem i tym tłumaczy taką kolejność sta
łych Km.

W  nieobecności jonów Mg-- i  Ca-- maksymalne szybkości defosfo- 
rylacji przedstawiają się następująco: v (ATP) >  v (UTP) >  v (ITP). Po 
dodaniu Ca-- szybkości wzrastają, ale kolejność zmienia się na 
v (ITP) >  v  (UTP) >  v (ATP). Jony  Mg-- obniżają silnie v (ATP), a już 
w  bardzo małym stopniu wpływają na obniżenie v (UTP).

K i e l l e y  i wsp. (66) stwierdzili, że CTP, GTP i adenozynocztero- 
fosforan też są hydrolizowane przez miozyn. Autorzy badali również 
wpływ kationów jednowartościowych, a także kwasu etylenodwuami- 
noczterooctowego (wersenu) na aktywność hydrolityczną miozynu w o 
bec różnych nukleotydów.

W  obecności jonów Ca-- (zgodnie z powyżej omawianymi badaniami) 
miozyn jest najmniej ak tyw ny w stosunku do ATP. Obraz zmienia się 
w obecności wersenu i jonów K:, kiedy właśnie ATP jest najszybciej 
hydrolizowany. Podobnie do ATP zachowuje się GTP, natomiast adeno- 
zynoczterofosforan nie przypomina swym zachowaniem ATP a upodab
nia się raczej do GTP.

Z danych doświadczalnych autorzy wysuw ają  wniosek, że w obec
ności Ca-- najszybciej są hydrolizowane te  nukleotydy, które posiada
ją gr. “ OH przy węglu 6-ym zasady azotowej; obecność g r -N H i przy 
tym węglu hamuje aktywność. Odwrotnie przedstawia się sprawa 
w obecności wersenu.

Prócz prac nad reakcją nukleotydów polifosforanowych z miozynem 
lub aktomiozynem badano również ich zdolność wywoływania skurczu 
modeli mięśniowych, takich jak  nici aktomiozynowe lub włókna mię
śniowe ekstrahowane glicerolem. S p i c e r  i Bo  w e n  (132) oraz 
P o r t z e h l  (111) wykazali, że ITP posiada zdolność kurczenia modeli 
mięśniowych w  takim stopniu jak  czyni to ATP dopiero w obecności 
większych niż w przypadku ATP stężeń jonów Mg--. W ówczas gdy są 
one obecne w dostatecznej ilości (0, 02M) m aksymalny skurcz modeli 
m ięśniowych zależy tak  samo od stężenia ITP jak  od stężenia ATP.

Również H o f f m a n  — B e r l i n g  (48a) osiągnął pod wpływem 
ITP w obecności jonów M g" maksymalny skurcz jednakow y ze skurczem 
otrzymanym pod wpływem ATP. Podobny efekt dla UTP pod względem 
zdolności kurczenia włókien glicerolowych uzyskali R a n n e y  ( i l 4) 
i K a l c k a r  (57). R a n n e y  (115) wykazał, że ITP, UTP, CTP są pod 
względem aktywności równoważne ATP. Nukleotydy te przy skurczu 
modeli m ięśniowych reagują bezpośrednio — udział pośredni ATP 
przy współudziale nukleozydodwufosfokinazy jest wykluczony. R a n 
n e y  badał również skurcz włókien glicerolowych pod wpływem GTP

5. P o s tę p y  B io c h e m ii
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i adenozynoczterofosforanu uzyskując jednak  w tym przypadku dużo 
mniejszy stopień skurczenia niż pod wpływem ATP.

Zagadnienie ewentualnego udziału innych nukleotydów niż ade- 
nilowe w procesie skurczu mięśni omawia szeroko W e b e r  (146) w re 
feracie na III Kongresie Biochemicznym w Brukseli.

Autor stoi na  stanowisku uprzywilejowania ATP przy skurczu fizjo
logicznym oraz podaje szereg dowodów przem awiających za takim po
glądem. Jednym  z nich jest konieczność obecności dużych stężeń jo 
nów Mg-- przy wywoływaniu skurczu modeli mięśniowych przez inne 
niż ATP nukleozydotrójfosforany. Podczas gdy normalnie istniejące 
stężenie Mg-- równe 0,5— 1,0x10“ 5 M wystarczy zupełnie dla reakcji 
z ATP, to w przypadku pozostałych związków Mg-- musi być obecny 
w stężeniu aż do 10—2 M.

Prócz tego autor podaje, że modele włókien pozbawione całkowicie 
nukleozydodwufosfokinazy nie rozkładają w ogóle ITP jeżeli jest prócz 
tego obecny ATP, póki stężenie tego ostatniego znacznie nie spadnie. 
Stwierdzono to dodając do takich włókien mieszaninę piętnowanego 
ATP z niepiętnowanym ITP i IDP. Brak było przenoszenia 32P na IDP, 
a reakcji ulegał wyłącznie ATP.

Również inaczej w stosunku do analogów ATP zachowuje się tzw. 
czynnik M a r s h  a-B e n  d a 11 a. Jest to obecny w mięśniach czynnik 
rozkurczowy o niezupełnie jeszcze poznanej budowie. Hamuje on 
normalnie odszczepianie fosforu od  ATP. Nie reaguje jedynie wtedy, 
gdy stężenie ATP jest niższe od fizjologicznego. Okazuje się, że 
czynnik M a r s h  a-B e n d a 11 a nie ma wpływu na napięcie modeli 
m ięśniowych wywołane przez takie nukleotydy jak  ITP, GTP i UTP 
aż do momentu gdy stężenie tych związków jest równe 10—2M. Tym 
czasem czynnik ten  reaguje w przypadku ATP gdy ten  jest obecny 
już w stężeniu 2 ,5 x l 0 —3M.

W ynika  z tego, że gdyby inne nukleotydy w yw oływ ały  w normal
nych  warunkach skurcz, to skurcz taki byłby trwały, bowiem czynnik 
M a r s h  a-B e n  d a 11 a nie działałby na te związki obecne w minimal
nym stężeniu w  mięśniach.

Zagadnienia omawiane w niniejszym artykule znalazły już w ostat
nim czasie zastosowanie również przy badaniu stanów patologicznych 
w  medycynie. Istnieje dziecięca choroba, zwana galaktozemią, charak
teryzująca się zaburzeniami metabolizmu galaktozy. U chorych na tę 
chorobę zostało stwierdzone, że galaktoza, po podaniu z pożywieniem 
akumuluje się w erytrocytach pod postacią 1-fosfogalaktozy. Badając 
dalsze jej losy Ka l , c  k a r  i wsp. (54, 60) znaleźli, że z enzymów biorą
cych udział w  metaboliźmie galaktozy tj. fosfogalaktozourydylotran- 
sferazy (reakcja I) i galaktowaldenazy (reakcja II) w  krw inkach dzieci
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chorych brak jest jedynie transferazy. W skutek  tego reakcja I nie mo
że zachodzić i następuje  gromadzenie się 1-fosfogalaktozy po podaniu 
galaktozy. Z drugiej strony obecność galaktowaldenazy zapewnia cho
rym pozostającym na diecie bezgalaktozowej normalny rozwój. Gala- 
ktozę bowiem konieczną chociażby dla budowy cerebrozydów w ytw a
rza sobie organizm via reakcja  II.

W  pewnym  związku z powyższym stoją badania H a n s e n a i wsp. 
(45) nad  kurczętami hodowanymi na diecie galaktozowej. Galaktoza 
podaw ana w dużych ilościach jest szkodliwa dla kurcząt. W ywołuje 
ona objaw y drżenia, a w  bardzo ostrych przypadkach naw et i drgawki 
epileptyczne. H a n s e n  i wsp. badali zawartość urydynodwufosfohek- 
soz w wątrobie kurcząt karmionych od momentu wyklucia się dietą ga- 
laktozową w porównaniu z normalnymi kurczętami.

Stwierdzono, że w  wątrobie kurcząt otrzymujących galaktozę na
stępuje gromadzenie się urydynodwufosfoheksoz (18,5 uM na 100 g w po
równaniu  z 8,8 mM w wątrobach normalnych) stanowiących miesza
ninę UDPG i UDPGal. W  normalnych wątrobach UDPGal występuje 
również (co jest zupełnie zrozumiałe, gdyż kurczęta muszą ją w y tw a
rzać), ale w dużo mniejszej niż UDPG ilości. Tymczasem w wątrobach 
kurcząt karmionych galaktozą ilość UDPGal znacznie przewyższa ilość 
UDPG. Świadczy to o tym, że w przypadku zaburzeń galaktozowych 
u kurcząt równowaga między UDPG a UDPGal ustalana przez galakto- 
waldenazę (80), (44) ulega znacznemu zakłóceniu.

Ja k  widać, na obecnym etapie wiedzy znamy już dobrze budowę
i występowanie  omówionych w niniejszym artykule związków. Rola ich 
nie jest jeszcze dokładnie poznana. Jednak  dosłownie dzień po dniu 
zaczynają się ukazywać publikacje dotyczące tej dziedziny d można 
być pewnym, że w niedługim czasie zrozumiemy znaczenie tych związ
ków. Dziś już wiadomo z pewnością, że nukleotydy adenilowe mie m a
ją monopolu wyłączności w ustrojach. Inne nukleotydy, mimo że stę
żenie ich jest o wiele niższe od stężenia adenozynofosforanów niew ąt
pliwie odgrywają również ważną rolę w organizmie.

Panu Prof, dr W. Niemierko składam tą drogą podziękowanie za 
k ry tyczne przejrzenie tej pracy.
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A K T U A L N O Ś C I  B I O C H E M I C Z N E

W izyta wybitnego uczonego angielskiego w Polsce

Na zaproszenie W ydziału Nauk Biologicznych Polskiej Akademii Nauk w okre- 
się od 23 X do ill3. XI b. i .  bawił w Polsce wybitny biochemik angielski — prof. dr 
Stanisław Kazimierz K o n ,  dyrektor Oddziału Nauki Żywienia w National Institute 
for Research tin DaiTying w Reading. Prof. K o n  jest specjalistą zagadnień zw iąza
nych z biochem ią zwierząt hodowlanych oraz witaminem B12 .

Celem  pirzyjazdu prof. K o n a  do Poltsiki było zapoznanie pracowników nauJki 
z osiągnięciam i badań prowadzonych przez wybitnego uczonego jak i przez Od
dział Nauki Żywienia. (

Prof. K o n  żywo> interesuje siię rozwojem nauk biochem icznych i weterynaryjnych  
w polskich ośrodkach naukowych. W związku z tym zwiedził następujące placówki 
naukowe: w W arszawie — Instytut Biologia Doświadczalnej im. M. Nenckiego, Za
kład Biochem ii PAN, Zakład Chemii Fizjologicznej A. M. Instytut Hematologii, G łów 
ną Szkołę Gospodarstwa Wiejskiegoi; w  Krakowie — Zakład Chemii Fizjologicz
nej A. M.; w  Bydgoszczy w Puławach — Instytut W eterynarii; w Lublinie i Pozna
niu — W yższą Szkołę Rolniczą oraz Zakład M ięsoznawstwa; w Gdymi — Morski 
Instytut Rylbacki.

W  placów kach tych prof. S. K. K o n  zapoznał się z tem atyką ii metodyką badań 
jak równiież z organizacją zakładów. W ielogodzinne rozm owy i dyskusje prowadzone 
zarówno' z kierownikami placów ek jak i1 studentami w yjaśniły  w iele  w ątpliwości w y
suw anych przez Siłuchaczy.

W  W arszawie dn. 5. XI. b.T . S. K. K o n  na zaproszenie Komitetów Biochemicznego  
i Nauk Rolniczych PAN w ygłosił .odczyt na temat „Antybiotyki w żyw ieniu zwierząt 
hodowlanych" (streszczenie odczytu poniżej).

W izyta prof. S. K. K o n a  przyczyni się  niew ątpliw ie do zacieśnienia stosunków  
między polskim i biochemikami d fizjologami zwierząt a jednym z najw iększych insty
tutów agrobi o logicznych w Anglii reprezentowanym przez wybitnego uczonego.

A ntybiotyki w żyw ieniu zwierząt hodowlanych

(S tr e sz cz e n ie  r e fer a tu  w y g ło s z o n e g o  p r zez  protf. S. K. K o n a  w  P K iN  d n ia  5. X I. 1956 r.)

W  1947 >r. w  jednym z Instytutów Badawczych w  Stanach Zjednoczonych zauwa
żono, że  zw ierzęta doświadczalne otrzymujące streptom ycynę szybciej przybywają na 
wadze nTiiż zwiierzęta kontrolnej W tedy jednak niie zwrócono na ten  fakt uwagi.

W 1948 r. w .kilku krajach otrzymano w  stanie czystym witamin Bi2 co spowodowało  
duże zlaiilnteiresowande tym środkiem leczniczym. Ponieważ najlepszym źródłem wdta- 
miinu Bfi2 Okazały się  materiały odpadkowe przy produkcji antybiotyków, zwłaszcza  
aureom ycyny ponownie zainteresowano się wpływem  antybiotyków na przyrost 
na wadze zwierząt hodowlanych. Stwierdzono m ianowicie, że niew ielki dodatek aureo- 
m ycyny do karmy trzjody chlewnej przyśpiesza jej wzrost.

[77]
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W  Aingliii stosunek do tegio odkrycia był raczej konserwatywny. M inisterstwo Rol
nictwa zasięgało u fachowców op  mili co do istoty  dziiałaniila antybiotyków  i ewentualnego  
ich zastosowania w praktyce hodowlanej. Prof. K o n  wyraził w tedy pogląd, że ko
rzystny w pływ  na wzrost zwierząt spowodowany jesit nie działaniem antybiotyku  
lecz witaminu B12  który może znajdować s ię  w niezupełnie oczyszczonych preparatach 
antybiotyków. Pogląd ten okazał się później błędny — antybiotyki w stanie krysta
licznym, całkowicie oczyszczone również, działają korzystnie na przyrost wagi zwierząt.

Rada Badań Rolniczych postanowiła przeprowadzić doświadczenia celem stwierdze
nia, czy w warunkach angielskich lub szkockich antybiotyki działają korzystnie na przy
rost wagi zwierząt oraz czy nie wywierają wpływu szkodliwego'. Pierwsze dośw iadcze
nia przeprowadzono na świniach, dodając aureom ycyny do karmy tych zwierząt. 
Stwierdzono przyrost na wadze o ok 18°/o w iększy od przyrostu na wadze zwierząt kar
mionych dietą podstawową. Zauważono jednocześnie, że przyrost na wadze był w ięk
szy u tych zwierząt, które otrzym ywały w  diecie w ięcej białka roślinnego (makuchy). 
Zwierzęta otrzymujące wiięcej białka zwierzęcego (¡mączka rybna) w ykazyw ały również 
przyrost na wadze pO’ dodaniu antybiotyku, m niejszy jednak w porówna
niu z poprzednio omówionymi. Poza pewnym przyrostem na wadze zwierząt stw ier
dzono, że dodanie antybiotyku do karmy zw iększa jej użytkowność.

W  następnych doświadczeniach zwierzęta uszeregowano w edług dziennego przy
rostu na wadze. W ykazano, że im m niejszy był przyrost na wadze bez antybioty
ków, tym korzystniejszy w pływ  w yw ołało dodanie antybiotyku. Podobną zależność 
stwierdzono,, badając wipływ antybiotyku na użytkowność karmy: gdy użytkowność  
karmy była stosunkowo dobra — w pływ  antybiotyków  był stosunkowo niew ielki; 
gdy użytkowność karmy była bardzo niska, w pływ  antybiotyków był znacznie 
w iększy.

Dawki stosowanych antybiotyków, wykazujące korzystne działanie są bardzo małe: 
np. penicylina 8 mg/kg karmy (czyli 8 g/-tonę). Dawki takie są optymalne pod w zglę
dem działania na przyrost na wadze zwierząt a jednocześnie pod względem  kosztów.

Poza doświadczeniami na świniach, omówionym i powyżej, przeprowadzano ba
dania, dotyczące w pływ u antybiotyków  na przyrost na wadze kurcząt. Jedną z c ie
kawszych jest obserwacja wskazująca, że najbardziej zaznacza się korzystny w pływ  
antybiotyków w pierwszej fazie wzrostu kurcząt (do 7 tygodni). U żytkowność karmy 
jest w tym okresie również największa. Ten korzystny w pływ  maleje w miarę 
wzrostu kurcząt. Na podstawie tych doświadczeń stwierdzić można, że im intensyw 
niejszy jest wzrost zwierzęcia, tym w iększy w pływ  antybiotyków.

W doświadczeniach na cielętach, otrzymujących aureomycynę, badano w pływ  
środowiska na działanie antybiotyku. Aureom ycynę podawano cielętom  kupnym  
i cielętom  w łasnego chowu z farmy Instytutu. Korzystniejsze działanie na przyrost 
na wadze w yw ierały antybiotyki u zwierząt kupnych, po zmianie środowiska. W pływ  
antybiotyków na przyrost na wadze cieląt w łasnego chowu był stosunkowo' n ie
znaczny.

Pewna grupa doświadczeń dotyczyła działania antybiotyków  na zwierzęta pozba
w ione siary, a tym samym ciał ochronnych w niej zawartych. Cielęta podzielono 
na następujące grupy: A) otrzymujące siarę, B) nie otrzymujące siary, C) nie otrzy
mujące siary a otrzymujące antybiotyki. Pierwsza grupa zwierząt rozwijała się do
brze. W  drugiej grupie zwierząt dochodziło do spadku na wadze i biegunek. Trzecia 
grupa zwierząt rozwijała się dobrze, przy czym zwierzęta otrzymujące samą peni
cylinę rozwijały się gorzej w  stosunku do zwierząt otrzymujących penicylinę i aureo-
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m ycynę. M oże to być spowodowane faktem, że aureomycyna działa skuteczniej na 
Bacterium  Coli.

Obserwacji dokonywanych na poszczególnych antybiotykach i poszczególnych  
rodzajach zwierząt nie można uogólniać. Doświadczenia, z których wynika, że pe
w ien antybiotyk działa korzystnie na wzrost pewnego gatunku zwierząt bynajmniej 
nie świadczą o tym, że ten sam antybiotyk będzie działał korzystnie na inny gatunek. 
N ależy zaw sze mówić o działaniu antybiotyku wym ieniając rodzaj antybiotyku i ro
dzaj zwierząt.

Próby w ytłum aczenia istoty działania antybiotyków  
na przyrost na wadze zwierząt

Działanie antybiotyku na wzrost zwierzęcia może być a priori zależne od nastę
pujących czynników: rodzaj antybiotyku, ilość antybiotyku, w iek zwierzęcia, skład  
paszy i środowisko.

Stwierdzono), że u cieląt auireomycyna działa korzystniej niż penicylina. Dla trzo
dy chlewnej dziilałanie tych dwóch antybiotyków jest prawdopodobnie jednakowe, 
chociaż niektórzy autorzy w olą aureoimycynę. Dla kurcząt korzystniejsza jest peni
cylina. Stoisiowane iilościi) antybiotyków — terramycyny di auireomycyny są podobne:
10 —  15 mg/kg karmy. (Najlepiej na antybiotyki oddzliałują zwierzęta najmłodsze, 
w  faziie intensyw nego wzrostu. Antybioityki dają lepszie wyniikti u zwierząt karmionych  
paszą z przewagą białka roślinnego'.

Przy omawianiu (istoty działania antybiotyków można rozróżnić kilka m ożliwych  
mechanizmów: 1) przeciwbakteryjne działanie na florę jelitow ą zwierząt, 2) bezpo
średni w pływ  ną jelito — antybiotyki być może zmieniają przepuszczalność jelita, 
3) bezpośredni w pływ  na organizm zwierzęcia.

Bezpośredni w pływ  na organizm zw ierzęcia badano w doświadczeniach, w  których  
zwierzęta te hodowano w  warunkach jałowych, tak że jelito  było pozbawione nawet 
saproifitów. Metjoda ta jest bardzo kosztowna i skomplikowana. Zwierzęta rozwijają 
się, utrzymywane aseptycznie, w  przestrzeni całkow icie odizolowanej od światia 
zewnętrznego. Jakkolw iek początkowo mtie zaobserwowano korzystnego w pływu po
dawania antybiotyków,, to ostatnie prace wydają się wskazywać, że antybiotyki 
działają dodatnio także na zwierzęta, hodowane w warunkach jałowych. Mimo trud
ności związanych z przeprowadzaniem tegpi rodzaju doświadczeń konieczne jest 
uzrysikaniile niedwuznacznych w yników . Wyniiiki: te rozstrzygną bowiem., czy anty
biotyki działają tylko na florę bakteryjną czy także na makro organizm.

Inna metoda, mająca na celu  badanie bezpośredniego w pływ u antybiotyku na 
organizm zwierzęcia, a w yelim inow anie jego' działania na bakterie', polega na po
dawaniu antybiotyku np. penicyliny unieczynnionej za pomocą wyższej temperatury, 
lub metali ciężkich. W  m etodzie tej w yniki nie są całkow icie zgodne: penicylina  
unieczynniona ma korzystny w pływ  na przyrost na wadze u świń, nie ma natomiast 
w pływ u u kurcząt.

W ydaje ¡się, że z  wym ienionych m ożliwych mechanizmów działania antybioty
ków  największe znaczeńie musi mieć w pływ  na florę jelliltową. Można tu wyodrębnić 
a priori kilka punktów: a) usuwanie drobnoustrojów chorobotwórczych, b) zmiany 
w e florze jelitow ej — pobudzanie wzrostu drobnoustrojów które produkują znane 
lub nieznane witaminy, c) hamowanie wzrostu drobnoustrojów współzawodniczących  
ze zwierzęciem o witaminy, d) usuwanie drobnoustrojów obniżających potencjał 
rozwojowy zwierzęcia.
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Badanie wpływu penicyliny na zwierzęta karmione dietą niedoborową wykazało,, 
że z  w yjątkiem  dliety pozbawionej kwasu nikotynowego, antybiotyki w yw ołały  
przyrost na wadze.

Przeprowadzono także doświadczłemiia mające na celu  zbadanie wpływu pe
n icyliny na odkładanie witaminu A w wątrobie kurzej. Stwierdzono, że gdy podaje 
się  kurczęciu witamin A lub ß-karoten, to przy jednoczesnym  podawaniu penicyliny  
zwiększa się  odkładanie witaminu A w  wątrobie.

W doświadczeniach w ykonyw anych w 2 'różnych pracowniach ustalono, że w pływ  
antybiotyków  na praynostt wagi zwierząt zależny jest w  pewnym  stopniu od środo
wiska. W pracowni, którą określono mianem „.zakażonej" (nie chodziło tu o za
każenie znanymi czynnikami patogennymi, lecz o pew ien w pływ  obniżający po
tencjał rozw ojow y zwierzęcia) podawanie penicyliny dawało lepsze wyniki niż 
w innej pracowni, którą uważano za „„nitezakażoną". Pewne doświadczenia wydają 
się wskazywać, że „zakażenie" to w ywołane jest przez C lostridium  W elchii.

Bcudainio i %?lkż)e w pływ  antybiotyków  na w agę jellita (i jego długość —  w yn ik i 
jednak nie miały więktszego znaczenia.

W zakończeniu referatu podkreślono,,, że konieczne są dalsze badania w celu 
wyświetlenila ¿Istoty dzilałania antybiotyków. Zagadnienie Ito powinno być rozpatry
w ane oddzalalnle dl£i każdego tzłwiieraęOiia i dla każdego antybiotyku, tziaicliodizą ituf 
bowiem istotne różnice. Poza znaczeniem teoretycznym  badania te mają dużą war
tość praktyczną.

H anna M ichałek

W ydawnictwa z dziedziny biochemii

(K siążk i z d z ie d z in y  b io c h e m ii w  p la n ie  w y d a w n ic tw  ro ln icz y ch )

Redakcja Postępów Biochemii pragnie infcirmować czytelników  o now ych po
zycjach iliilteraitury z  dziedzłuny biochemii, które uklażą siię w 1957 ir. w  wydaw- 
nilctiwach polskich. W bieżącym  omawiamy zamierzenia wydawnicze w  zakresie 
bilochemiiJi Państwowego W ydawnictwa Rolniczego i Leśnego na podstawie opraco
wania, kitlóre na nasizą prośbę, przygotowała Redakcja Literatury Naukowej ti Pod
ręczników dla Szlkół W yższych.

Mimo ojczywiistości faktu olbrzymiego znaczenia biochem ii w r oz wpij u innych  
dziedzin biologii i  w życiu gospodarczym nie można powiedzieć, że biochemia, zna
lazła dotychczas w nauce poilskliej należne jej m iejsce.

Spełnienie nader słusznego postulatu pracy nad odpowiednim  rozwojem bio
chemii wymaga oczyw iście pTzede wszystkim  'szerszego niż dotychczas uw zględnie
nia jej w programach nauczania, dostarczenia dostatecznych środków na rozbudo
w ę pracowni biochem icznych, ponadto również znacznego rozszerzenia działalności 
wydawniczej i dziedzinie publikacji biochem icznych.

N ależy podkreślić, że ani liczba w ydanych dotychczas w  Polsce ksiiążek b ioche
micznych dotyczących naukowych podstaw rolnictwa, anii zakres omawianych  
w' tych książkach zagadnień nile odzwierciedlały w  dostatecznej mierze tendencji 
rozwojowych nauikfi św iatowej. W  ostatnich jednak latach stała się oczyw istą ko-
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nlileczność ¡uwzględnienia, w  szerszym  niż dotychczas zakresie,, p rob lem atyk i b ioche
m icznej w  planach  w ydaw nictw  rolniczych. W  zw iązku z .realizacją zam ierzeń 
w tej dziedzin ie w  la tach  1956 ii 1957 okażą się, w ydane przez Państw ow e W ydaw 
nictw o Rolnicze ii Leśne, n astęp u jące  podręczniki i  m onografie naukow e:

1. B. S k a r ż y ń s k i :  Chemia fizjologiczna. Tom I is. około  450,
Tom ten  opracow any  przy udziale prof. dra I. Reifera, obejm uje głów nie s ta 

ty k ę  biochem iczną (am inokw asy i b iałka, kw asy  nukleinow e i nukleopiroteidy, b a r 
w iki pirolow e, hem oproteidy, alkalo idy, cukrow ce, glikozydy, tłuszczow ce, ste rydy , 
kairotenoidy, terpeny) i enzym ologię (term odynam iczne podstaw y  i k ine tyka  reak c ji 
enzym atycznych, w pływ  tem peratury , pH  i e lek tro litów  na przeb ieg  reak c ji enzy 
m atycznych, chem iczna struk tu ra  enzymów, inh ib ito ry  i ak tyw ato ry , odw racalność 
reak c ji enzym atycznych, (ilościowe oznaczanie enzymów, k lasy fikac ja  enzym ów ).

Książka zawdera obszerniejszy materiał niż zbiór podstawowych wiadomości, mo
że zatem Isłużyć jaikoi podręcziniilk nie tyliko dla sSudentów w yższych uczelni rolni
czych, uniw ersytetów  li akademii medycznych, lecz również dla biologów, lekarzy  
i chemiiików.

Chemia fizjo logiczna  zaznajam ia czy te ln ika ze stanem  w iedzy do 1956 r. i uw z
ględnia  po trzeby  czy te ln ic tw a w ynikającego  z p rob lem atyki agroibiologicznej. K siążka 
ukaże się na ry nku  księgarsk im  w I kw arta le  1957 r.

2. E. B a  I d  w in . :  Biochem ia dynam iczna  (Dynamie A spects of B iochem istry). 
s. około 500.

Przekład został dokonany  na podstaw ie drugiego w ydania angielsk iego  z 196l2 r. 
P rzedm iotem  książki je s t nauka o enzym ach (ogólne w łaściw ości enzymów,, (istota 
procesu  k analitycznego, energ e ty k a  biologiczną, hydro lazy  ii enzym y sprzęgające, 
tran sferazy  i ćzipmetrazy, enzym y u tlen iające, uk łady  de hy dno genez) iii m etabolizm  
(m etody stosow ane w  badaniach  n ad  przem ianą m aterii, traw ien ie  i w chłanianie, 
m etabolizm  b iałek  i  am inokw asów , przem iany zw iązków  purynowych., p rzem iany 
w ęglow odanów  oraz  tłuszczow ców).

Dzieło Baldwilna je s t obszerną p racą  przeglądow ą o szczególnych w alo rach  d y 
dak tycznych  ii naukow ych. W  uznaniu  w ielk iej w artośai tej p racy  przyznano au to 
row i w r. 1962 nagrodę Ciortina-Ulisse, udzielaną za najlepszą pub likację  eu rope jską  
nap isaną  w okresie o sta tn ich  p ięciu  lat.

W ydanie  po lsk ie  zaopatrzone będziie w  przypisy  stanow iące uzupełn ien ie  lub 
k o rek tę  tek s tu  autora , zgodnie z  now szym i w ynikam i badań.

K siążka przeznaczona je s t d la  takiego sam ego zespołu  odbiorców , ja k  w ym ienio
n a  poprzednio Chemia fizjo logiczna; ukaże się  ma ry n k u  księgarsk im  w II k w a r
ta le  1957 r.

3. T. M a n n :  Biochem ia nasienia  (The B iochem istry oif Semen. London 1954). 
s. około 200.

Praca M anna je s t m onografią n a  w ysokim  poziom ie naukow ym , stanow iącą s y n 
tezę osiągnięć n au k i w  Zakresie biochem ii nasien ia  zw ierzęcego (sper.ny). O parta  
je s t ina b ib liografii złożonej z około 900 publdkaejii i(w tym  k ilkadz ies ią t p rac  w łas
nych  au to ra ).

W  pierw szym  rozdziale om ów ione są tak ie  zagadnien ia  jak: sperm atogeneza 
i dojrzew anie plem ników , Ich w ędrów ka w żeńskich  drogach rodnych  ii „uczynniainie'' 
w łaściw ości chemizmu i m orfologii plemników,,, p lazm a n asien ia  (ogólna ch a rak te 
rystyka), funkcja  wydziielnicza męskiłch gruczołów  dodatkow ych, znaczenie fiz jo 
logiczne plazm y naslenda dtp.
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D rugi rozdział pośw ięcony je s t chem icznym  i) fizycznym  w łaściw ościom  nasien ia .
D alsze [rozdziały om aw iają n astęp u jące  ziagadniienia:
w pływ  czynmtilków zew nętrznych, horm onów  i w arunków  środow iska;
enzym y wewnątrzkom órkowe,, m etaloproteidy, nukłeoproiteidy oraz inne sk ładnik i 

b iałkow e plem ników ;
składniki b iałkow e a enzym y plazm y nasieDia;
tłuszczow ce i ich ro la  w m etabolizm ie nasienia;
fruk toza i firuiktotea.
Dalej p o d an y  je s t szczegółow y p rzeg ląd  i ch a rak te ry s ty k a  tak ich  sk ładn ików  

nasien ia  jak : sp er mina, cholina, ergo tioneina  ii inne zasady nasien ia  lOiraz kw as cy try 
now y 1 inozytol.

D zięki k ry tycznej ocen ie  m etodyki p racy  poszczególnych autorów  M ann n ie jako  
se lek c jo n u je  w iarygodność poszczególnych doniesień, co ma duże znaczenie dla p ra 
cow ników  n ie dysponujących  dostatecznym  przygotow aniem  biochem icznym .

P roblem atyka .rozwinięta p rzez M anna n ab ie ra  o sta tn io  szczególnego znaczenia 
p rak tycznego  w  zw iązku iz( coraz szerztej stosow anym  w  zootechnice sztucznym  za- 
pładniijaniiem.

Biochem ia nasienia  pow inna za in teresow ać przede  w szystk im  biochem ików , zoo
techników  i lekarzy  w e t, ale zna jdą  w niej w iele c iekaw ego m ateria łu  rów nież 
lekarze.

K siążka zostan ie  w ydana w H I kw arta le  l|95l7 x.

4. J . B. S. H a l d a n e :  Biochem ia genetyczna  (The B iochem istry of G enetics. 
London l©5l4). s. ¡około 200.

Pub likacja  ta  p rzedstaw i czytelnilkowi polsk iem u now y, n a  logół n ie  znany u nas 
dział nauki. Sposób u jęc ia  tem atu  je s t tak i, że treść  książki1 może być łatw o p rzy
sw o jona  zarów no pirzez biochem ika, k tó ry  m a słabsze przygo tow an ie  z genetyk i jak
i p rzez g en e ty k a  m niej obeznanego z biochem ią.

W  pierw szym  rozdziale auitior w prow adza czy te ln ika  w  e lem enty  genetyk i. W  roz
dziale drugim  om aw iane są p rod u k ty  działan ia  genów . W  dalszym  oiągu przedstaw io 
ne są  zagadnien ia  genów  k o n tro lu jących  p rocesy  biosynitetyczine u grzybów , p ro b le 
my: genetyk i balkteryjnej, drożdży i w irusów  w  u jęoiu  biochem icznym  — następn ie  
biochem ii genetyk i roślin  w yższych, oraz g en e ty k i zw ierzęcej (w tym  i człow ie
ka). K ońcow e rozdziały  pośw ięcone są  problem ow i poziajądrow ych w pływ ów  na czyn
ność biochem iczną .oiraz zagadnien iom  m utacji i  rep ro d u k c ji genów .

K siążka zaw iera  bardzo dużo m ateria łu  z dziedziny gen e ty k i (od ro k u  1958). Po
staw a autoira w obec w spółczesnych prądów  genetycznych  je s t n iezw ykle (O b ie k ty w n a ,  
co. znalazło  sw ój w yraz rów nież w doborze b ib liografii.

Rozwój biochem ii genetycznej stanow i szczególnie ch arak te ry styczny  przyk ład  
„jbiochemizacji'" n au k  o życiu. Bliższe omówienlie tego zagadn ien ia  znajdzie czy te l
n ik  w  a rty k u le  J. M e d u s k i e  g o (Kosmos, Nr. 4, 1956).

Z apoznanie s ię  z p rob lem atyką  biochem ii genetycznej o tw iera jące j now e i pow a
żne p ersp ek ty w y  rozw ojow e dla genetyki, a tym  sam ym  dla  ro ln ictw a, je s t nag lącą  
koniecznośdią zarów no dlia genetyków  jaJk i  b iochem ików  zajm u jących  się  p rob le 
m atyką  ro ln iczą, szczególnie ze w zględu n a  duże zan iedbanie  genetyk i w  Polsce 
w  ub ieg łym  dziesięcioleciu.

B iochem ia genetyczna  ukaże się na  pó łkach  ¡księgarskich w III kw arta le  19517 x.
5. M etoda atom ów  znaczonych  w biologii MeTO.ii MeneHbix h to m o b  b  fluojioruH Mo- 

CKBa 1955. s. około 450.
K siążka ta  ukaże się jako  d rug i tom  sertiiii w ydaw nic tw  p t.: Zastosow anie izoto-
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pów  w  biologii i ro ln ictw ie  (pierw szy tom tej serfjji p t.: Zastosow anie izo topów  w  ba
daniach rolniczych , zaw iera jący  zbiór p rzek ładów  z języków : ¡rosyjskiego, ang iel
skiego i francusk i ego|, zfoisitał w ydany  w m aju  b. ir.). Celem  taj seraiii jeisit zapoznanie 
poiLakiiich studentfów, biologów  i  pflaicownilkow naukow ych  ro ln ic tw a  z m etodyką izo
topow ą ij iosiągn|ięcalani]i ulz|yskanym:i p rzy  je j zastosow aniu. W  książkach  w ydanych 
w  ram ach  „serii izpitopowej" znajdą  wlieKe 'in teresującego m ateria łu  rów nież lekarze
i piraciowniiicy naukow i przem ysłu  spożyw czego. Podjęcie szerokiej akcji w ydaw ni
czej w  -tej dziedzinie wynikało- ze zroEumltenia faktu, że burz liw y  'rozwój biochenai;, 
oraz fizjologii w [Ostatnim dziesięcioleciu i  idący za tym  w ielki postęp  nauk  ro ln iczych
ii m edycznych, na leży  przypisać w znacznej m ierze w prow adzeniu m etody ¿izptopowej.

Spopularyzow anie metoidy izotopow ej w Pioilisce w ydaje  islię tym  bardziej p ilne 
i 'konieczne, że zgodnie z; planem,, w  przyszłym  roiku m ają być u nas uruchom ione ak 
ce le ra to ry  oraz re a k to r  atom ow y. N ależy sLę spodziew ać, że podobnie ja k  i w innych  
krajiach, nasitląpil w ów czas szybkie iii szerokie w prow adzenie m etody  izioitopowej w róż
nych  dziedzinach, a m iędzy ¡innymi rów nież w  badaniach  ro ln iczy oh.

M etoda atom ów  znaczonych  w  biologii została  op racow ana pod ¡redakcją w y b it
nego' badacza radzieckiego' pirioif. A. Kuzina. K siążka ta jes t obszerniejszym  pod rę
cznikiem  w prow adzającym  czy te ln ika w  podstaw y  teioietycne i  w  m etodykę ogólną 
badań  z zastosow aniem  izotopów . W ydanie  polskie ukaże się  w  III kw arta le  1957 r.

N astępne to m y  isenili wydawnlictw  pośw ięconej m etodyce izotopow ej w  biologii 
i irolinhictiwie op racow ane zostlaną ptrzez autioirów polsk ich  di zaw ierać będą przeg ląd  
osiągnięć uzyskanych  p rz y  ¡zastosowaniu izo topów  (z uw zględnieniem  m ożliw ie n a j
now szych badań),,, oiraz. ¡siziczegółiowszie odpow iednio dobrane w iadom ości m etodycz- 
no-techniczne n iezbędne do ¡rozpoczęcia badań  w  pracow niach  ¡izotopowych.

Tom III seini|i (praca zbiorow a pod ¡redakcją prof, d ra  J. Chmielewskiej', doc. dra 
Z. K asprzyk i m gr a W. Brzeskiego) om ów i probierni zastosow ania p ierw iastków  izo
top ow ych idoi biadań w  biochem ii ¡i fiizjoilogiili roślin .

Tom IV seirlii (praca zbiorow a pod iredakciją doic. dr J. MeduskfiegO' i  kand . L. J a 
noty) pośw ięcony  będziife zlastosowaniu m etody  izotopow ej w mikrofalo loigtiii, o raz za
gadnien iu  działan ia  p rom ieniow ania n a  m ikroorganizm y.

O ba te  tom y ukażą  się w IV k w arta le  19517 r.

P lanow ane jeist rów nież w ydanie  dalszych tom ów  dotyczących zastosow ania izo 
topów  w  biochem ii i  f|izj|oilogiii zw ierzą t (¡pod redlakcją prof. d ra  B. Skarżyńskiego, 
kand. L. W ojtczaka  i; d:r W. O strow skiego) oraz. w badaniach  ro ln iczych  (pod re d a k 
cją  prof. dra M. G órskiego i rngra St. Mloskala).

6. A. M  ii e c z y  ń  s k  a i J. G o ł ę b i o  w s k  a: Krążenie azotu  w przyrodzie. 
s. około 200.

K siążka om aw iać będzie następ u jące  zlagadnieniiia: w ystępow anie azotu w przyro
dzie i jego znaczenie d la żyw ych organizm ów , w iązan ie  w olnego azotu, ch a rak te ry s
tyka  organizm ów  zdolnych  do w iązania  w olnego azotu, m echanizm  w iązania  w olnego 
azpitu prziez organizm y ¡symbMtyczne ii w olno żyjące,,, metabolizm, azo tow y w  organiz
m ach ro ślinnych  :i zw ierzęcych, przem iany  azotow e w  drobnoustro jach , rozk ład  i p rze
m iany zw iązków  azotow ych poza organizm am i żywym i, p rzem iany  azo tow e w  glebie 
i naw ozach organicznych.

Praca je s t m onografią — przeznaczoną dla sttudentów w yższych szkół ro lniczych, 
bio logów  ii p racow ników  naukow ch rolnfuctwa. Z ostanie w ydana w  II k w arta le  1957 r.
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W  p lan ie  w ydaw nictw  rolniczych znajdu ją  s ię  rów nież książki, k tó re  trudno, z a 
liczyć do biochem icznych, ale uw zględnia jące dość obszern ie  p rob lem atykę b ioche
miczną. Do pub likacji1 'takich należą n astęp u jące  ¡piracie,, k tó rych  p rzek łady  ukażą się 
równiileż w  1957 r.:

D w ight E s i p e  i Veairl K. S m i t h :  Secretion  oi M ilk. Jow a 1952, s. 29.1;
V irgil G reene L i1 lily , H orace L. B a r n e t t :  P hysio logy of the Fungi. N ew  York 

1951, s. 464.

Podany p rzeg ląd  zap lanow anych  do w ydania  ksliążek bilo chem icznych z dziiedzkny 
naukow ych  podisltaiw ro ln ictw a n ie  zasp ak a ja  oczywiścliie w  dositaiteczinym stopniu 
potrzeb czytelnictwa!. R zucającym  sńę w  oczy je s t br.ak publikacji) :z.e spec ja lnych  dzie
dzin biochem ia stosow anej do tyczących  problem ów  zw iązanych ściślej z upirawą 
roślin  i  hodow lą zw ierząt. Chodzi tu  o w iększe p race o charak terze  podręczników , 
a przede w szystkim  o m onografie. W  celu uzupełn ien ia  tych braków  PWRiL podjęło  
już pew ne 'zamierzeni:a w 1 porozum ieniu  ;z p rzedstaw icielam i nauki. Zam ierzenia te 
będą rea lizow ane w roku  1958 i dalszych  latach. N ależy się spodziew ać dalszej 
in ic ja tyw y  w 'tej dziedzinie zarów no ze strony  p laców ek naukow ych  biologicznych 
jak  i roifeiezych.

R edakcja  L iteratury N a ukow ej i P odręczników  
dla Szkó l W y ższy c h  P aństw ow ego W ydaw nictw 'a  

Rolniczego i Leśnego
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