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Bqdonio nod zCIstosowoniem nowego onlymetobolitu
kwosu foliowego w profiloktyce zqkożeń bokteryjnych.

Cz. ll. Mechonizm dziatonio nowego ontymelobolitu
kwosu foliowego

z lrt§t]Ąutu zoohlgidny i RroffJa,kbyld lw EłDodukcJt zwiefuęeej wydziFłu zootechnicunogo sGGw-A3 w Wat§zawle

W wyniku szeregu badań nad mechanizmem
działenia antymetabolitów kwasu foliowego
(AKF) okazało sie, że szereg 2,4-dwuaminopiry-
midvn żn uitro hamuie wzrost niektórych mi-
kroorganizmów (11). Mechanizm działania AKF
polepa na wiązaniu grup Z-aminowvch z enzy-
mem katalizujaeym redukcje kwasu dwuhvdro-
fo]iowego (DHF) do czterohydrofoliowego
(THF), to jest z reduktaza kwasu dwuhydrofo-
liowego (E.C.l.5.1.3.) (6, SS;.

Biolosiczna aktvwność FA wiąże się z ieqo
zredukowaną formą - THF. Reakcja redukcji
katalizowana jest przez dwa układy enzymaty-
czne,

1. DHF + NAD/P)H + H++THT' ł N AD/P)+
2. FA+ ZNAD(P)H + 2H++THF* 2NADIP)+
w warunLach fiz,iologicznych rekacja reduk-

cii FA przehieqa ze zltacznie mnieisza predkoś-
cią niż redukcja DHF. Z"krzewski i Nichol f34)
wykazali, że obie te reakcje mogą być katalizo-
wane przez ten sam enzym.

Badania nad zawartością enzT mu w komór-
kach bakteryjnvch w fazie niezsynchronizowa-
neqo wzrostu wskazują, że iego specvficzna a-
ktywność różni się znacznie podezas wzrostu
kultury i palłsimum osiąga na początku fazy
logaryhnicme,i (23), aby po jei zakończeniu p,o-
wrócić do normalnie niskiego poziomu.

Badaiąc tozrnieszczenie enzvmu w wątrobie
śzczl7ta Brown (4) wykazał, że wieksza cześć
wvsteouje we frakcii cvtoplazmatyczno-mikro-
somalnei. Aktvwnośó tego enzymu jest wyższa
u zaroclków niż osobników dorosłyeh (27), a w
tkankach nowotworowvch wyższa niż w nor-
malnvch komórkach (2B).

Wykazano, że istnieje ścisła korelacia pomie-
dzy inhibicją aktywności reduktazv DHF
a wzrostem drohnoustrojów (17). Na osół anty-
metabolity FA, które powoduią silnieiszą inhi-
bicję aktywności tego enzymu, w większvm sto-
pniu hamują wzrost bakterii (17). Dodanie do
podłoża THF lub jeeo pochodnvch powoduie,
że nie obserwuje się hamującepo wpływu 2,4-
-dwuaminopirvmidynowvch pochodnych anty-
metaholitów FA na wzrost kultur baktervinwch.
Wvnika stąd, że młiązki te mogą blokować rów-
nież inne układy enzymatvczne, w których ko-
enzymami są pochodne THF (16). Najbardziej

jednak wrażliwym enzymem jest reduktaza
kwasu dwuhydrofoliowego.

Aby wykazać filogenetyczną selektywność w
wiązaniu antymetabolitów FA przez reduktazę
DHF przeprowadzono szereg badań nad enzy-
mami izolowanymi z organizrnów jedno i wielo-
komórkowych (6, 72, 15, 22, 29). Dla enzymów
pochodzących z komórek bakteryjnych i zwie-
rzęcych nie stwierdzono zasadniczych różnic w
optimum pH, wartościach Km dla DHF i in-
nych zwykle mierzonych parametrów (7, 8).
Występują natomiast istotne różnice w sile wią-
zania poszczególnych antymetabolitów FA
ptzez enzymy izolowane z komórek różnych or-
ganizmów (6, 17). I tak _stężenie TMP konieczne
do zahamowania w 50Yo aktywności reduktazy
DHF pochodzenia zwierzęcego jest około 16 ty-
sięcy razv większe niż dla enzymu bakteryjne-
go (17). Natomiast dwuhydrotriazyna wykazuje
Z00-krotnie mniejsze powinowactwo do enzymu
bakteryjnego niż zwierzęcego.

Chociaż takie czynniki jak transport, pula
metaboiitów w komórce i inne parameiry mogą
mieć wpływ na aktywność AKF, podstawą ich
działania jest jednak siła wiązania z enzymem.
Zablokowanie reakcji redukcji DHF zmniej-
sza komórkową pulę koenzymów zawierających
THF lub jego pochodne i tym samym prowadzi
do śmierci komórki, określanej jako tak zwana
,,śmierć tyminowa" (9, 10, 13, 31). Dlatego zwią-
zki, które wykazują większe powinowactwo do
reduktazy DHF w większym stopniu zmniejsza-
ją populację żywych komórek (1B).

Dzięki intensywnym badaniom otrzymano
szereg związków, które hamując aktywność re-
duktazy DHF w komórce bakteryjnej nie wpły-
wały jednocześnie na analogiczne układy wa-
runkujące przemianę FA w komórce zwierzęcej.
Wymienić tu należy przede wszystkim piryme-
taminę i wcześniej już wspomniany TMP.

Zgodnie z opiniami wyrażonymi w szeregu
pracach przyjęto założenie, że praktyczne zasto-
sowanie mogą mieć tylko te AKF, które wyka-
zują selektywne właściwości idące w dwu za-
sadniczych kierunkach:

a) oddziaływują na poszczególne etapy bio-
genezy FA, hamując aktywność jednego lub
więcej enzymów pośredniczących w tej bioge-
nezie,
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b) specyfika oddziaływania na wybraną rea-
kcję enzymatyczną jest zmienna w układzie fi-
trogenetyczrrym i silniejsza dla niższych form
rozwojowych świata zwierzęcego (1, 17, 19, 20,,
35).

W podejmowaniu badań nad mechanizmem
nowego związku przyjęto twierdzenie, że bioge-
neza FA jest wieloetapowa i charakterystyczna
dla każdego ustroju (34). Z tego też względu
mogą istnieć różnego rodzaju AKF działające
na poszczególne etapy tej biogenezy.W poprze-
dniej pracy zwrócono uwagę, że HPN może
działać w odmiennym mechanizmie niż TMP
(24). Celem obecnie relacjonowanych badań jest
próba bliższego wyjaśnienia etapu biogenezy
FA, na którym może inhibować ten proces ba-
dany ptzez nas związek.

Materiał i metody
Badania prowadzono na modelowym dla tych doś-

,"viadczeń szczepie E. coli według metodyki uprzednio
opisanej (5, 24), Do doświadczeń używa,no podłoża M-9
(21), do którego dodawa,no różne stężenia kwasu d,l-
rglutamino,wego (d,l-GA) i kwasu l-glutaminowego
(t-GA). Do tak zmodyfikowanych podłoźy dodawano
HPN. Postępowanie kontroine polegało na dodawaniu
do identycznych podłoży TMP. W kolejnych doświad-
czeniach stosowano stężenie bakteriostatyczne obu
związków określone w poprzednich badaniach (24).
Z tego względu HPN stosowano stale w stężeniu 200
mcg/ml, a TMP - 1,0 mcg/ml. Dodatek kwasu gluta-
minowego do podłoży dla obu związków był zawsze
taki sam i wynosił w poszczególnych doświadczeniach
?,5, 15,0 i 30,0 mcg/ml. Te same ilości stosowano dla
obu racemicznych form kwasu 8lutaminowego.

W dalszej części badań obserwowano wzrost drobno-
ustrojów zarówno w fazie logartymicznej wzrostu jak
i w fazie stacjonarnej. Liczbę żywych komórek bakte-
ryjnych w 1 ml podłoża określano w odstępach go-
dzinnych przez 7 godzin oraz po 24 godzinach.

Wyniki
Wyniki kolejnych doświadczeń, będące średnimi z

trzech porł,tórzeń, przedstawiają ryc. 1-4.
Porównując zachowanie się krzywych na ryc. 1 i 2

stwierdza się różną intensywność wzrostu modelowego
szczepu E. coli, dla obu badanych związków. Pod
wpływem klvasu d,l-gltitaminowego dodawanego do
podłoża M-9, niezależnie od jego stężenia, efekt bak-
teriostatyczny HPN występujący przy stosowanym stę-
żeniu 200 mcg/ml zostaje zniesiony i wzrost bakterii
jest analogiczny do kontroli (ryc. 1). To samo doświad-
czenie z zastosowaniem TMP (ryc. 2) wykazało brak
wpływu kwasu glutaminowego na efekt bakteriosta-
tyczny TMP w stężeniu 1,0 mcg/ml, które to stężenie
było uprzednio ustalone (24). Wynik ten potwierdza się
również w tych doświadczeniach, kiedy TMP stosowa-
no do podłoży z dodatkiem kwasu l-glutaminowego
(ryc. 4). W przypadku dodania formy l kwasu gluta-
minowego do podłoża wtaz z HPN nie uzyskano tak
wyraźnego zniesienia bakteriostatycznej aktywności
HPN ja[< przy tormie d,l (ryc. 3). W porównaniu do
analogicznych efektów uzyskiwanych z zastosowaniem
TMP (ryc. 4) na,leży stwierdzić również w Ęlm p,rzy-
p,adku odrnienny efelct działania HPN.

Omówienie wyników
Z wcześniej opisanych badań można było

wnioskować, że ,,miejsce działania" HPN znaj-
duje się w początkowych etapach biosyntezy
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FA. Sugestię tę oparto na wynikach odmiennej
reakcji HPN i TMP wówczas, kiedy do podłoży
M-9 dodawano aminokwasy, nukleozydy i FA
(24).

Badania nad rnechanizmem działania HpN
rozpoczęto od poszukiwania prawdopodobnych
punktów działania tego związku w biogenezie
FA, które byłoby odpowiedzialne za hamowanie
wzrostu testowego szczepv E. colź, stale używa-
nego w naszych badaniach. W doświadczeniach
własnych zastosowano sposób postępowania,
który określono jako ,,odwracanie efektu HPN".

Ryc. 1. Wpływ dodawania do podłoża M-9 kwasu d,l-
-glutaminowego na wzrost E, coli, w obecności HPN

- 
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Ryc. 2. Wpływ dodawania do podłoża M-9 kwasu d,l-
-glutaminowego łra wznost E. coli 743 w obegnąśoi TMP
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Zasad.a opiera się na dodawaniu do podłoża M-9
rvybranego,,wyznaczn7ka" z ciągu metabolicz-
nego FA wraz z HPN z założeniem, że nastąpi
wówczas zmiana intensywności wzrostu testo-
wanego mikroorganizmu.

Przyjęte postępowanie może stanowić jedy-
nie pośrednie wytłumaczenie mechanizmu dzia-
łania badanego związku. Bezpośrednie okreśIe-
nie tego mechanizmu będzie możIiwe na drodze
badania aktywności poszczegóInych enzymów

jest na znacznie e
zyFAniżmat d
wniosek taki m ó
nych z piśmiennictwa.

Z badań Browna (3, 4) i Shiota (30) wynika,
że ekstrakty komórkowe E. colż lub Lactobacżl-
Ius arabżnosus zawierają system enzymów od-
powiedzialny za syntezę związków, które wyka-
Żują aktywność kwasu foliowego dla wzrostu

DHF przebiega w myśl reakcji:
1. 2-amino-4-hy,drorksy-6-hydroflrsymetylodwu-

hydropterydyna * ATP + p-AB -> kwas
dwuhydropteroinowy

2. KwaŚ dwuhydropteroinowy * kwas gluta-
minowy -> kwas dwuhydrofoliowy

minowy nie może zastąpić kwasu glutamino-
wego.

Dla ekstraktów E. coli wykazano również ist-
nienie systemu katalizującego syntezę kwasu
y-I-cz loglutaminowego z kwasu
l-GA, (1,4, 26, 32). Kwas FA lub
DHF ąpić THF w tej reakcji.Wy-
daje się więc, że u E, coli kolejnymi produkta-
mi katalizowanych reakcji są kwas dwuhydro-
pteroinowy, DHF, THF, kwas y-l-THF-glutami-
nowy i kwas 1-THF-y-glutamyloglutaminowy.
Wiadomo jednakże, że ekstrakty z E. colż w ba-
daniach żn użtro mogą wykorzystywać p-ABG
jednakże z dużo mniejszą efektywnością niż p-
-AB (2).

Opierając się na przedstawionych wiadomoś-
ciach i wynikach własnych badań wydaje się,
ze HPN działa w innym miejscu niż znane an-
tymetabolity FA i prawdopodobnie wpływa na
reakcje związane z biosyntezą lub przemianą
kwasu glutaminowego. Za takim stwierdzeniem
przemawiają uzyskane wyniki przedstawione
na ryc. I- 4.

Okazuje się, że istotną rolę w odwracaniu
reakcji hamowania wzrostu E. colż spowodowa-
nej dodawaniem do podłoża HPN odgrywa kwas
glutaminowy, a zvlłaszcza jego forma dJ. Wy-
ńika stąd, że HPN może hamować włączanie
kwasu glu cząsteczki kwasu pĘ
roinowego a kondensację THF
z kwasem Wiadomo bowiem, że

występujące koenzymy będące po-
THF' są związkami, których cząstecz-
a kilka, na ogół trzy, resńy kwasu

glutaminowego (25).

Ryc. 3. Wpłwv dodawania do podłoła M-9 kwaqu l--lu_
taminowego na wzrost E, coli ?43 w obecności rPN

- 
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Ryc. 4. Wpływ dodawania do podloża M-9 kwasu 1-8lu-
tamlnowe8o rra wzrogt E, coli 743 w obecności TMP
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Ryc. 5. Pra\łrdopo,dlobne miejsoe działania HPIN w torze przemianowym FA w porównaniu do SM i TMP
(S.sulfonami,d)

Można zatem przyjąć hipotezę urniejscawia-
jącą działarrie HPN w biogenezie FA (ryc. 5).
Przedstawiane badania upoważniają do przyję-
cia twierdzenia, że działanie FIPN obejmuje te
etapy biochemicznych przemian, w które zaan-
gażowane są pochodne kwasu foliowego. Na ko-
rzyść takiego stwierdzenia przemawia wpływ
FA na wzrost drobnoustrojów pod wpływem
HPN (24). Możliwe, że FIPN jest inhibitorem
systemu enzymatycznego odpowiedzialnego za
tworzenie ,,koniugnatów" poliglutaminiano-
wych.

Z ptzeglądu piśmiennictwa wynika, że więk-
szość badań enzymatycznych dotyczyła mono-
glutaminianów, natomiast mechanizm tworze-
nia t.zw,,,koniugnatów" glutaminianowych jest
nadal w pełni nie wyjaśniony. Jest także praw-
dopodobne, że działanie HPN może prowadzió
do wyczerpania puli kwasu glutaminowego na
jednym z etapów jego biosyntezy czy przemian.
Dotyezy to zwłaszcza reakcji katalizowanej
przez totmylotransferazę Iub forminotransfera-
zę, których koenzymem jest THF, a jednym
z produktów kwas glutaminowy.

Interesująca wydaje się również niejednako-
wa efektywność izomerów kwasu glutaminowe-
go, której wyjaśnienia nie obejmuje jednak za-
łożony cęl pracy. Pełne wyjaśnienie mechaniz-
mu działania HPN wymaga jeszcze szczegóło-
wych badań. Stwierdzony jednak inny mecha-
nizń dzlałania HPN stwarza realne możliwości
zastosowania tego związku jako dodatkowego
czynnika potencjującego działanie innych anty-
metabolitów FA. Tym sarnym mogą powstać
perspektywy praktycznego zastosowania HPN
w lecznictwie do zapobiegania zakażeniom bak-
teryjnym.
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Osqap.r,Ił< E., Masyp.rax E. - Iłccłegonarrrx uo npr!-
MeBeH![Io HoBoro arłtrłuera6ouura @onreroft xuclonrt
n- npo@n;raxrrłxe 6axreplrałblllDlx rłrr$erqrafi. II. Me-
xaEIr3M 4eftctnna HoBoTo aurrłueta6olrłra óołruegoft
KIlcJIoTBI.

B zccrre4osaHrlax MexaHl4sua 4eżcrn,ua HPN ucnołr-
3oBaJIrt MeToA, cocroarlrfi s ,,o6parqerrnr sQSexra
HPN" s KyJIbType M-9 paqełrrllecKIłMl Sopuaurł rrry-
rarrłzrronorż Kr{cJIoTbI.,Ąra cpasrreHr{fl I4ctroJlb3oBaJIM
auailorl4qecKr{,e cxeMEI orrblToB c TMP Ha MoAeJIbHoM
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IIITaMMe E, coli. flonyverrHrte pe3yJILTaTbI ynoJIHoMo-
9nBaroT yTBepxAaTb, rITo MexaHfi3m HPN ,mfiHqaeTcg
or TMP. [eżcrslre HPN pacnoaaraeTca Ha 3HaquTerrb-
rro 6o.rree pa}rHeM grane bltorerrega FA .rełl npn 1erź-
crBzrł TMP ]4 cBfI3aHo c KoJtt4rlecrB,ołł d,l-rlytalłzrło-
Boż KI4cIoTbI B KJIeTKe, Mox<rło npI4HflTB rrrnoTe3y, tlTo
HPN agn.Eerc a uurn1ut apoM ct4cTeMbl, olBetctgerłrłorź
sa o6pasosaHIłre ItoJIr,IrJuoTaM!4HaTHbIx,,rcHuoraros",
3aiBrlcl}lElx oT I<oJI]4qecTBa rJIyTaI\{lHoBoI"I Kt4ctrloTbl.
IIolHoe Brlacrrenrfe MexaHrgMa 4elłcnnza HPN tpe-
6ye r 4a.rrrrłeft rurx no4po6nux lrc cne 4otsaril{fr.

Owcza,rczyk B., Mazurczak J. - §tuilie,s on tho appli-
cation of a new folic acid antimetabolite in prophylaxy
of bacterlal infectlons. II. Mechanism ol action & new
antimetabolite of folic aciil.

In the studies on the mechanlsm of HpN action a
rrew 1procedure based on a ,,revertion of MPN effect"
in M-9 medium by racemic form of glutamic acid was
introduced. In control studies analogic models of the
exper,imenh with the use of TMP and Escherichia coli
as a reference strain were used. On the strength of the
studies it was concluded that the mechanism of HpN
and TMP actions are quite different. HPN acts on
an eariier ,step of FA biogenesis than TMP. It agt-
ion is associated with a cell pull of d,l glutamic acid.
A hypothesis is probable that HPN acts as an inhi-
bitor of a §y§tem pr,oducing polygluta,mate ,,cmrJugates"
depended upon a pull of glutamic acid, Full elucidat-
ion of the mechanism of HpN action needs further
studies.

TADEUSZ MAJEWSKI, LEON SABA

typu,,Fermbet"
z ln3tńtttu Żyqri€nia l lIfatąry zwler.z,ąt AR w lJujbtrinle

Bodonio mikroklimotyczne w fermie bydlo oposowego

Istotnym czynnikiem środowiskowyffi, wy-
wierającym wpływ, zwłaszcza w chowie alkie-
rzowym, na zdrowotność i produkcyjność zwie-
rząt są pomieszczenia inwentarskie. Zachodzi
zatem bezpośrednia konieczność stałej ich oce-
ny pod względem zoohigienicznym.

Dotyczy to zarówno star;rch budynil<ów in-
wentarskich, jak i nowo wznoszonych obiektów
(I, 3, 4,5, 6, 7).

Z wielu typów obiektów inwentarskich aktual-
nie realizowanvch spotkać można projekty wy-
konane przez ,,Bisprol", przezltaczone dla tuczu
młodego bydła opasowego, określane często mia-
nem systemu ,,Fermbet". Jest on rozpowszech-
niony w Polsce, lecz według powszechnych opinii
jego użytkowników posiada pewne mankamenty
techniczne, jak i technologiczne.

IJznano zatem za celowe podjęcie badań nad
oceną mikroklimatu w dwóch budynkach fer-
my cieląt, wykonanej w oparciu o wspomnia-
ny system, z uwzględnieniem niektórych aspek-
tów stanu zdrowotnego i produkcyjności zwie-
rząt,

Materiał i metody
Badania przeprowadzono w fermie opasów zlokali-

zowanej w miejscowości k. w woj. zamojskim. Ferma
została wykonana w 1975 r. i składa się z czterech
obiektów tj. budynku przejściowego na 320 stanowisk,
służącego do kompletowania zwierząt, budynku krva-
rantanny o 400 stanowiskaeh, w którym cieleta prze-
bywają 28 dni i dwu budynków opasu po 380 stano-
wisk każdy, w których czas opasu wynosi 84 dnl.

Ferrna wyko,nana jest wg systemu ,,Fermbe,t'' w
opareiu o dokumentację typową WB-44l3l73l1.

Budynek kwarantanny jest obiektem bezściołowym
o podłodze szezelinowej z e]ementów żelbetowych
otaz o czterorzędowym układzie kojców z dwoma ko-
rytarzami paszowyml. Obiekt posiada wymiary 54 X

X 12,6 m, wykonany jest bezsłupowo i podzielony na
halę zwierząt i pomieszczenie pomocnicze. Zwierząta
trzymane są w boksach po 20 szt. Kanały gnojowicowe
znajdują się pod całą powierzchnią kojców, zbierane
odchody są przekazywane za pośrednictwem kolekto-
ra do zbiornika przepompbwni, a następnie do zbior-
ników magazynujących.

Budynek opasu ma wymiary 48 X 12,6 m, składa się
z hali zwierząt otaz pomieszczeń pomocniczych. Przez
środek obiektu biegnie korytarz paszowy, po obu stro-
nach którego znajdują się boksy po 6 szt. z każdej
strony.

Wspomniane pomieszczenia są jednokondygnacyjne,
bez poddasza użytkowego. Ściany podłużne obydwu bu-
dynków wykonane są z żelbetu izolowanego wewnątrz
płytami ze styropianu, ściany szczytowe natomiast wy-
konane są z cegły kratówki na zaprawie cementowo-
-wapiennej. Belki podokienne i słupy nośne w obu
obiektach wykonane są z żelbetu, nleocieplone. Bu-
dynki wyposażone są w wentylację mechaniczną, skła-
dającą się z czterech wentylatorów o mocy 0,25 Kw
umieszczonych w kalenicy, które są sterowane termo-
metrem kontaktowym, ustawionym na temp. +15oC,
W obiektach istnieją ponadto dwa wentylatory wycią-
gowe usuwające powietrze z kolektora gnojowicowego.

Badania mikroklimatyczne wykonano w dwóch
obiektach tzn. w budynku kwarantanny oraz jednym
z pomieszczeń opasu. Pomiary mikroklimatyczne prze-
prowadzono w okresie od września do lutego, wyko-
nując je regularnie w odstępach dwutygodniowych, w
cyklach dobowych z częstotliwością pomiarów co
3 godz.

Temperaturę i wilgotność powietrza mierzono psy-
chrometrem Assmanna, ochładzanie katatermome-
trem Hilla. Prędkość ruchu powiettza oznaczano przy
pomocy katatermornetnów,,sreb,rzonydr". Stężenie Coz
określano przez adsorbcję tego gazu na stałym NaOH.
Amoniak oznaczono metodą kolorymetryczną, wyko-
rzystując zdolność wiązania NH, przez roztwór H2SOa
i iego reakcję z odoz}łnnikieon Nesslera.

Uzyskane wyniki z pomiarów podzielono na dwa
okresy, biorąc za podstawę temperatury zewnętrzne
powietrza.

Okres I - charakteryzował się dodatnimi tempera-
turami zewnętrznymi i obejmował lato oraz jesień.
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