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Potencjat aplikacyjny witaminy B12 i jej analogow

Wstep

Aktywnos¢ biologiczna witaminy B12 na poziomie
komarkowym nierozerwalnie faczy sie ze szlakiem meta-
bolicznym kwasu foliowego, a ze wtasnie wsrdd analogow
kwasu foliowego (antywitaminy B9) odkryto leki, ktore
zrewolucjonizowaty chemie medyczng XX wieku (sulfani-
lamid, metotreksat), nie powinno wiec dziwi¢ duze zainte-
resowanie poswiecone rowniez antywitaminom B12. Przez
wiele lat, zwtaszcza w latach 60 — 70-tych ubiegtego wieku,
intensywnie poszukiwano potencjalnych lekdw wsrdd anty-
kobalamin [1]. Niestety, jak dotad, Zadna antywitamina B12
nie zostata dopuszczona do obrotu, ani nawet nie przecho-
dzi badan klinicznych. Co wiecej, pojecie antywitaminy B12
znikneto z literatury praktycznie na trzy dekady. Obecnie
dokonujacy sie postep w wielu dziedzinach nauki i techniki
zachecit prezne osrodki badawcze do wszczecia kolejnych
préb znalezienia interesujgcej struktury, wptywajacej na
szlak metaboliczny B12, zwtaszcza do zastosowan medycz-
nych. Wymienic¢ tu chociazby nalezy zespot prof. Zeldera
z Uniwersytetu w Zurychu, prof. Krautlera z Uniwersytetu
w Innsbrucku czy prof. Gryko z Instytutu Chemii Organicznej
PAN w Warszawie [1-7], ale to oczywiscie tylko niektore
przyktady, bo temat zostat juz podjety przez badaczy ze
wszystkich kontynentow. By¢ moze przezywany renesans
zainteresowania kobalaminami zaowocuje wkrétce nowymi
odkryciami.

Witamina B12 i jej naturalne,
aktywne metabolicznie kofaktory

Trudnosci w znalezieniu skutecznych antywitamin B12
zwigzane sg ze specyficzng strukturg kobalamin [8]. Koba-
laminy zostaty wyizolowane w latach 40-tych XX wieku [9].
S to zwigzki kompleksowe o barwie czerwonej z centralnie
ulokowanym atomem kobaltu (rys.1). Szkielet czasteczki
stanowi makrocykliczny 14mn elektronowy uktad korynowy
z czterema pierscieniami pirolu w formie zredukowanej.
Jon kobaltu na stopniu utlenienia +3 ma 6 ligandow i pota-
czony jest trzema wigzaniami koordynacyjnymi z atomami
azotu pierscieni pirolowych A, B, C oraz jednym wigzaniem

koordynacyjnym z dolnym ligandem a, usytuowanym
prostopadle do ptaszczyzny pierscienia. Poza tym posiada
dwa wigzania kowalencyjne: jedno z atomem azotu N
pierscienia pirolu D, a drugie skierowane prostopadle
nad powierzchnie uktadu makrocyklicznego z ligandem
B. Wigzanie z ligandem B jest labilne, dlatego tez ligand B
moze by¢ stosunkowo tatwo wymieniany na inne podstaw-
niki, takie jak grupa nitrylowa (CN) w cyjanokobalaminie
(CNCbl), metylowa (CH,) w metylokobalaminie (MeCbl),
hydroksylowa (OH) w hydroksykobalaminie (OHCbl), OH
x H,0 w akwakobalaminie (H,0Cbl), 5'-deoksyadenozy-
lowa w adenozylokobalaminie (AdoCbl), nitrowa (NO,)
w nitrokobalaminie (NO,Cbl), itp. W przeciwierstwie do
gornego liganda B, dolny ligand o jest stosunkowo stabil-
ny i stanowi go pierscien 5,6-dimetylobenzimidazolowy,
zwigzany z resztg rybozolo-3’-fosforanowg, potgczong
poprzez tacznik N-metyloetylopropanoamidowy z atomem
CY pierscienia D koryny.
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Rys.1. Rodzina najwazniejszych, z punktu widzenia przemian
metabolicznych, kobalamin (B12): cyjanokobalamina (CNCb),
hydroksykobalamina (HOCbl), metylokobalamina (MeCbl),
adenozylokobalamina (AdoCbl)
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Witamina B12 moze by¢ produkowana tylko przez pewne
mikroorganizmy, dlatego tez w przypadku ssakéw musi by¢
suplementowana wraz z pozywieniem (podroby: watroba,
nerki, a takze ryby, jaja). Proces wchtaniania kobalaminy
stanowi wyzwanie z powodu jej wyrafinowanej struktury.
Wymaga udziatu trzech réznych biatek transportowych:
czynnika wewnetrznego wydzielanego przez komorki zo-
tadka (IF), haptokoryny (HC) i transkobalaminy Il — biatka
osocza (TCll) (rys.2) [10, 11].

Ustalono, ze czasteczka B12 ulega enkapsulacji przez
powierzchnie podjednostek biatkowych w taki sposéb, ze
tylko dwa jej fragmenty sg eksponowane, tzn. grupa 5'OH
reszty rybozy oraz ligand B (najczesciej grupa nitrylowa).

Po wniknieciu na drodze endocytozy za posrednic-
twem receptorow w nabtonku jelita kobalamina jest
metabolizowana do katalitycznie aktywnych kofaktoréw
metaloorganicznych, a mianowicie: w cytoplazmie do
metylokobalaminy (MeCbl) oraz w mitochondriach do
adenozylokobalaminy (AdoCbl). Kazda z tych struktur wy-
maga zmiany liganda f, a reakcja katalizowana jest przez
enzym CbIC (deligaze — enzym naprawczy), katalizujgcy
reduktywna denitrylacje, ale i dealkilacje [12]. Reduktywne
usuniecie grupy nitrylowej prowadzi do cob(ll)alaminy,
ktora jest bezposrednim substratem dla aktywnych form
MeCbl i AdoChl.

Uposledzenie funkcji enzymu CbIC, np. w wyniku muta-
¢ji, blokuje cykl komdrkowy zalezny od witaminy B12 i moze
by¢ przyczyng anemii ztosliwej [13]. Nalezy zauwazyc, ze
w takim przypadku suplementacja witaminy B12 jest niewy-
starczajgca, poniewaz wchfaniana jako CNChl nie moze by¢
przeksztatcona do wymaganych aktywnych katalitycznie
kofaktoréw: MeCbl i AdoCbl, niezbednych w przemianach
metabolicznych biatek, ttuszczéw, weglowodandw, czy
kwaséw nukleinowych.
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Rys. 2. Schemat transportu witaminy B12 przez btone komdrkowgq
z udziatem biatek pomocniczych: czynnika wewnetrznego (IF),
haptokoryny (HC) i transkobalaminy (TC) z nastepczq transformacjq
kobalaminy do aktywnych kofaktoréw MeCbl i AdoCbl
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Szlaki metaboliczne witaminy B12

Aktywne metabolicznie czasteczki kobalaminy MeChl
i AdoCbl sg kofaktorami niezbednymi do dziatania syntazy
metioninowej (MetH) oraz mutazy metylomalonylo-CoA
(MMCM), ktére to enzymy uczestniczg m.in. w reakcjach
metylacji w organizmie [14]. MetH katalizuje reakcje
przeniesienia grupy metylowej z 5-metylotetrahydrofo-
lianu (N>-CH,-FH4) do homocysteiny (Hcy), prowadzacy
do otrzymania tetrahydrofolianu (FH4) i metioniny (Met)
(rys. 3). Proces ten wymaga udziatu MeCbl, ktéra posred-
niczy w przekazaniu grupy metylowej do homocysteiny.
W poczatkowym etapie, na skutek ataku nukleofilowego
homocysteiny na akasjalnie usytuowang grupe metylowa
kofaktora metylokobalaminowego, tworzy sie metionina
oraz kompleks zawierajgcy atom Co na +1 stopniu utlenie-
nia. W dalszym etapie powstaty supernukleofil ulega utle-
nieniu w nastepczej reakcji przeniesienia grupy metylowej
zudziatem N°>-CH,-FH4, w wyniku czego odtworzona zostaje
struktura kofaktora MeCbl oraz FH4. Dzieki poznaniu cyklu
przemian z udziatem MeCbltatwo zrozumie¢, dlaczego szyb-
ko dzielgce sie komorki, takie jak komdrki nowotworowe
zuzywaja wieksze ilosci witaminy B12 w poréwnaniu z ko-
markami zdrowymi [15]. Po prostu replikacja komorek nie
jest zalezna jedynie od kwasu foliowego, lecz jest rowniez
bezposrednio potaczona z metabolizmem witaminy B12.

o o
" QM
-4
\/%D, / A o
"
NH3 hamocysteina mationina Ha
- e

oo

. syntaza
[ IH_ metioninowa
Iy . MetH o Wy M
o ll"nl'f{ﬁu I E f ['I:'-]
bl
o HHR o i NHR
H
H H
FH4 N*.CH,-FH4

Rys. 3. Szlak metaboliczny B12 z udziatem syntazy metioninowej
(MetH) i metylokobalaminy (MeCbl)

Innym waznym procesem zachodzacym za posrednic-
twem B12 (w formie kofaktora AdoCbl) jest reakcja rod-
nikowa katalizowana przez mutaze metylomalonylo-CoA,
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polegajaca na przeksztatceniu metylomalonylo-CoA do
sukcyinylo-CoA (rys. 4). Wspomniana reakcja izomeryzacji
kwasu metylomalonowego do kwasu bursztynowego jest
czescig przemian, w wyniku ktérych degradacja rozgate-
zionych aminokwasow (np. Val), nieparzystych kwaséw
ttuszczowych czy cholesterolu prowadzi do powstania
propionylo-CoA. Powstaty propionian po przeksztatceniu
do sukcyinylo-CoA zostaje wprowadzony do cyklu przemian
pirogronianu (cyklu kwasu cytrynowego).
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Rys. 4. Szlak metaboliczny B12 z udziatem mutazy
metylomalonylo-CoA (MMCM) i adenozylokobalaminy (AdoCbl)

Z przedstawionych opiséw roli B12 jako koenzymu istot-
nego w przemianach weglowodandw, biatek, ttuszczdw czy
nukleotydéw wynika, ze akumulujace sie homocysteina
i kwas metylomalonowy powinny by¢ wszechstronnymi
biomarkerami niedoboru B12 wskazujacymi, ze dziatanie
enzymow MetH i MMCM jest nieprawidfowe [16]. Chociaz
z drugiej strony takim biomarkerem moze by¢ rowniez brak
metioniny i kwasu foliowego [17].

Wiele badan z ostatnich lat wskazuje, ze witamina B12 jest
niezbedna dla prawidtowego funkcjonowania mézgu. Nie-
dobory B12 w mdzgu (ale nie w surowicy) zaobserwowano
u 0sob w podesztym wieku, obcigzonych chorobg Alzheimera
oraz u pacjentow z autyzmem, jak réwniez cierpigcych na
schizofrenie [18). Za niedobory te moze by¢ odpowiedzialny
wadliwy transport B12 do i z ptynu mézgowo-rdzeniowego
poprzez bariere nabtonka nerwowego splotu naczynidw-
kowego. Przypuszcza sie, ze w transporcie tym uczestniczy
miedzy innymi tandem endocytarnych receptoréw: kubilina
i megalina. Co ciekawe, megalina promuje usuwanie biatka
pochodzacego z peptydu prekursorowego amyloidu AB,
w zwigzku z tym to wtasnie zwigzany z wiekiem spadek
funkcji megaliny moze przyczyniac sie do wzrostu poziomu
AB w mdzgu w chorobie Alzheimera. Sugeruje sie, ze wraz

z wiekiem (> 40 lat) nastepuje normalny, skoordynowany
spadek w transporcie witaminy B12 do mdzgu i AB na
zewnatrz mdzgu i dopiero pewne czynniki srodowiskowe
i genetyczne moga wprowadzac zwiekszone ryzyko zaburzen
neurodegeneracyjnych. Ponadto postuluje sie, ze niepra-
widtowa aktywnos¢ megaliny wystepuje tez w chorobach
autoimmunologicznych na skutek obecnosci autoprzeciw-
ciat skierowanych przeciw temu transbtonowemu recep-
torowi. Jednoczesnie zauwazy¢ nalezy, ze okoto 75% osdb
autystycznych produkuje przeciwciata wykazujgce zdolnos¢
do blokowania receptora folianowego, posredniczacego
w transporcie kwasu foliowego w splocie naczynidwki.

Tak wiec ograniczenie funkcji megaliny prowadzi do
uposledzenia nie tylko transportu B12, ale i kwasu folio-
wego, a w konsekwencji przyczynia sie do ograniczonej
aktywnosci syntazy metioninowej MS i zaburzenia pro-
ceséw metylacji DNA. Zmiany w DNA na skutek metylacji
sg m. in. podstawg mechanizmu powstawania pamieci
i zdolnosci moézgu do uczenia sie. Receptor D4 dopaminy,
posredniczacy w metylacji fosfolipiddw, jest catkowicie
zalezny od aktywnosci syntazy metioninowej, a aktywacja
tego receptora D4 sprzyja synchronizacji czestotliwosci sieci
neuronowej gamma podczas koncentracji uwagi. Zatem
kluczowg role w procesach uwagi i uczenia sie wydajg sie
odgrywac wtasnie aktywne kofaktory metylokobalamina
(MeCbl) i adenozylokobalamina (AdoCbl). Odkryto, ze po-
ziomy MeCbl i AdoCbl w korze czotowej 0sdb autystycznych
i schizofrenikow sg 3-krotnie nizsze w poréwnaniu z grupg
kontrolng dla danego przedziatu wiekowego przy jedno-
czesnie pozostajagcym w normie poziomie B12 w osoczu.
Réwnoczesnie zaobserwowano niski poziom zredukowane;j
formy glutationu w osoczu, co jest tez charakterystyczne
dla stresu oksydacyjnego (glutation — naturalnie wystepu-
jacy w komorkach przeciwutleniacz uczestniczacy w me-
tabolizmie B12). Tak wiec patologiczne zaburzenia mézgu,
choroby neurologiczne i neuropsychiatryczne mogg byc¢
wynikiem zaburzen reakcji redoks/metylacji, zachodzacych
w systemach metabolicznych, ktére wspierajg normalne
funkcjonowanie komédrek nerwowych i mézgu w ciggu zycia.

Antywitaminy B12

Antywitaminy B12 ograniczajg badz uniemozliwiajg wy-
korzystanie przez organizm naturalnej witaminy B12, ktora,
jak juz wspomniano, ma réznorodne funkcje w organizmie.
Nade wszystko doktadnie poznano role witaminy B12
w wytwarzaniu czerwonych krwinek i otoczki mielinowej
komdrek nerwowych, stad wiadomo na pewno, ze niedobor
witaminy B12 powoduje niedokrwisto$¢ i choroby zwyrod-
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nieniowe osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego,
objawiajgce sie zmeczeniem i utrzymujacymi sie stanami
rozdraznienia, depresjg, dretwieniem rak i nég, trudno-
$ciami w chodzeniu, jgkaniem sie itp. [17]. Nasuwa sie wiec
pytanie o role potencjalnych antywitamin B12 w zastoso-
waniach medycznych. Czy korzysci z uzycia antywitamin
B12 przewyzsza efekty uboczne, jakie niewatpliwie pojawia
sie, zwazywszy na ogromng role B12 dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu ludzkiego?

Powszechnie znanym przyktadem antywitaminy B12 jest
podtlenek azotu, podawany przez anestezjologéw podczas
znieczulenia, poniewaz utlenia zredukowang forme B12 -
Cob(l)alamine, ktora jest substratem dla MetH, w wyniku
czego zablokowane zostaje uwalnianie FH4 i Met [19].
Jesli zas chodzi o analogi strukturalne B12, to jak dotad,
z punktu widzenia chemii medycznej, niemozliwe okazato
sie znalezienie takiej czasteczki, ktéra wykazujac wysokie
podobienstwo strukturalne do naturalnej witaminy B12,
jednoczesnie zapobiegataby metabolicznej konwersji do
kluczowych metaloorganicznych kofaktoréw B12 bez wywo-
tywania niepozadanych efektéw ubocznych w organizmie
zywym. Dowiedziono, ze syntetyczne analogi witaminy
B12 o aktywnosci niwelujacej dziatanie B12 powodowaty
zmiany degeneracyjne mdzgu, choroby nerwowe, zmiany
w dostepnosci waznych czynnikdw wzrostowych, zmienio-
ne profile proliferacji komdrkowej, zaburzenia reprodukcji
i rozwoju, jednym stowem ich dziatanie w niczym nie roznito
sie od efektdw bedacych nastepstwem podania trucizny [3].

Uwaza sie jednakze, ze antywitaminy B12 mogg miec¢
ogromny potencjat jako zrédto nowych zwigzkéw o wia-
sciwosciach antyproliferacyjnych, a przede wszystkim do
zwalczania bakterii, ktére uzywajg witaminy B12 w swoich
szlakach metabolicznych, a nabyty opornosci w stosunku
do obecnie stosowanych antybiotykow [20, 21]. Duze zna-
czenie ma tutaj zwtaszcza niedawno poznany mechanizm
regulacji szlakdw metabolicznych z udziatem ryboprze-
tacznikoéw bakteryjnych zaleznych od witamin [22], a takze
fakt odkrycia niebagatelnej roli B12 w komunikowaniu sie
mikrobow [15]. Regulatorowa rola kobalamin w komoérkach
bakteryjnych w uproszczeniu polega gtéwnie na inicjowaniu
korzystnych oddziatywan miedzyczasteczkowych z makro-
molekutami typu biatka czy RNA, w wyniku czego nastepuje
zmiana ich przestrzennej struktury, tzn. biomakromolekuta,
ulegajgc aktywacji, moze przechodzi¢ ze stanu ,off” do
formy ,,on” ina odwrdt (rys. 5). Np. andenozylokobalamina
taczac sie z fragmentem RNA Btub E. coli hamuje ekspresje
genu odpowiedzialnego za produkcje biatka transportuija-
cego B12 przez btone komdrkowa, blokujac tym samym
wchtanianie tej witaminy.
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Rys. 5. Schematyczny obraz regulacyjnej roli B12 w promowaniu
oddziatywan z makromolekutami, czego nastepstwem jest
zmiana ich budowy przestrzennej i aktywnosci

Z drugiej strony antywitaminy B12 moga by¢ tez uzy-
teczne w wyjasnianiu zaskakujacych patofizjologicznych
zjawisk zwigzanych z metabolizmem macierzystej witaminy.
Podanie antywitamin B12 zdrowym zwierzetom wywotu-
je objawy deficytu tej witaminy, co moze by¢ przydatne
w badaniach niedoboru B12 prowadzonych na modelach
zwierzecych. Zwykle w takich przypadkach rutynowo usu-
wa sie zofgdek u myszy, co jest metoda bardzo inwazyjna
i niehumanitarng. Na pewno lepszym rozwigzaniem byfoby
podanie skutecznej antywitaminy B12, zwtaszcza w postaci
metabolicznie obojetnej, ktdrej dziatanie moina by byto
cofnac po zakoriczonym tescie [5].

Dotychczas skutecznych antywitamin B12 poszukiwano
w oparciu o hipoteze tzw. ,putapki metylofolianowej”.
Hipoteza ,putapki metylofolianowej” zostata wysunieta
w latach 70-tych XX wieku i zaktadata taka interakcje an-
tywitaminy B12 z enzymem MetH, w wyniku ktdrej enzym
tracit zdoInos¢ do uwalniania FH4, konsekwencjg czego byty
zaktécenia w syntezie DNA, jak i podziale komorkowym
[15, 23, 24]. Samo inhibowanie enzymu mogto zachodzi¢
na skutek: 1) blokady w dostarczaniu witaminy B12 do
komorki, 2) poprzez uniemozliwienie transformacji B12
do aktywnych metaloorganicznych kofaktordw, badz tez
3) w wyniku bezposredniego zahamowania aktywnosci
enzymatycznej [25, 26]. Na podstawie wieloletnich badan
zaobserwowano, ze MetH wykazuje niskg specyficznos¢
w stosunku do strukturalnych analogdéw B12, co z kolei
doprowadzito do wniosku, ze najbardziej atrakcyjnymi
i rozsgdnymi celami terapeutycznymi powinny by¢ biatka
zaangazowane w wychwyt, transport czy metabolizm wi-
taminy B12 (przypuszczenie to okazato sie skadinad trafne,
zwilaszcza w aktualnym kontekscie regulacyjne;j roli kobala-
min z udziatem ryboprzetacznikdw).

Otrzymane dotad antywitaminy B12 mozna podzieli¢
na trzy kategorie w zaleznosci od miejsca dokonanej mo-
dyfikacji:

1) grupa 1 - analogi ze zmodyfikowanym makrocyklicz-
nym uktadem korynowym,

2) grupa 2 - zwigzki posiadajace zmiany strukturalne
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w obrebie fragmentu 5,6-dimetylobenzimidazolorybozo-
lo-3'-fosforanowego,

3) grupa 3 - kompleksy, ktére majg wymieniony atom
metalu i/lub B-ligand usytuowany aksjalnie ponad ptaszczy-
zng uktadu korynowego [1].

Gtédwna strategig podjetg przy ich projektowaniu byto
opracowanie takich struktur, ktore wciaz bytyby rozpozna-
wane przez odpowiednie cele biologiczne i jednoczesnie
wykazywatyby zwiekszone do nich powinowactwo w po-
rownaniu do naturalnych kofaktorowych substratdw. Stad
zsyntezowano wiele analogéw witaminy B12, posiadaja-
cych modyfikacje praktycznie we wszystkich mozliwych
pozycjach, wykonano dla nich testy enzymatyczne in vitro,
uzyto tez hodowli tkankowych, jak i modeli bakteryjnych czy
zwierzecych. Nalezy jednocze$nie zauwazy¢, ze bezposred-
nie poréwnanie dziatania otrzymanych antywitamin jako
analogdw witaminy B12, mozliwe jest jedynie w odniesieniu
do badan wykonanych na tych samych modelowych ukta-
dach biologicznych. Obserwowane efekty antagonistyczne
nie s3 wiec uniwersalne i nie mozna np. ekstrapolowac
toksycznosci antywitamin dla szczepu 0. malhamensis do
ludzkiego nowotworu miesaka [1].

Antywitaminy grupy 1 pierwotnie testowano na aktyw-
no$¢ antybakteryjna, a w ostatnich latach wérdd tej grupy
poszukiwano takze skutecznych substancji antynowotwo-
rowych (rys. 6) 23, 27]. Najmniej liczne sg analogi z grupy
2, atoz powodu pracochfonnosci syntezy w celu dokonania
modyfikacji w obrebie petli liganda a. Najciekawsze efekty
uzyskano, wbudowujac do petli fragment N-2-aminoetylo-
glicynowy, stanowigcy sktadowg faricuchéw peptydowych
kwasow nukleinowych (PNA), badz w innym przypadku,
wprowadzajgc reszte proliny [2, 28].
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Rys. 6. Przyktady antywitamin B12 grupy 12

Warte wspomnienia sg tez odporne termicznie i meta-
bolicznie arylokobalaminy nalezace do grupy 3: 4-etylofe-
nylokobalamina EtPhCbl oraz 2-fenyloetynylokobalamina
PhEtyCbl (rys. 7) [4, 16]. Sa one inhibitorami biatek trans-
portowych B12: czynnika wewnetrznego (IF), haptokoryny
(HC) i transkobalaminy Il (TCIl), a takze enzymu deligazy
kobalaminy CbIC, odpowiedzialnej za transformacje ko-
balaminy do aktywnych metabolicznie kofaktoréw MeCbl
i AdoCbl. Wadg EtPhCbl w poréwnaniu z PhEtCbl jest
wysoka wrazliwosé na dziatanie $wiatta, ktore powoduje
rozktad analogu. Otrzymano réwniez analogi witaminy B12,
w ktdrych atom kobaltu wymieniono na rod (Rh) badz iryd
(Ir). Uzyskane w ten sposdb metylorodobalamina (MeRhbl)
oraz adenozylorodobalamina (AdoRhbl) hamowaty wzrost
komorek szpiku kostnego [29].
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Rys. 7. Przyktady antywitamin B12 grupy 3

Najnowsze badania nad analogami witaminy B12 dotycza
ich potencjalnych zastosowan w toksykologii, w diagnozie
i terapii oraz w aktywacji enzymodw, ktérych deficyt prowa-
dzi do roinych schorzen. Ponizej zamieszczono skrotowy
przeglad najnowszych osiggnieé w tej tematyce.

Analogi witaminy B12 do wykrywania
i usuwania jonow CN-

Odkryto, ze akwakorynoidy mogg stuzy¢ jako detek-
tory grupy nitrylowej ze wzgledu na wysokie powino-
wactwo jonéw cyjankowych do jondw kobaltu na +3
stopniu utlenienia. Z tego samego powodu moga row-
niez petni¢ role detoksykatorow [30, 31]. Mushett i in.
w 1952 r. zademonstrowali skutecznos¢ H,0Cbl jako antido-
tum w leczeniu zatru¢ cyjankami u myszy i odtad akwakoba-
lamina na state zagoscita w lecznictwie [32]. Jest tolerowana
w wysokich dawkach i nie wptywa na procesu natlenienia
tkanek, chod z drugiej strony, ze wzgledu na czerwong bar-
we, zaktdca standardowe testy laboratoryjne okreslajace
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poziom bilirubiny, glukozy czy kreatyniny we krwi. Hassan
i in. uzyli estru metylowego hydrocyjanokobalaminy do
wykrywania jondw CN" w sciekach przemystowych [33].
W 2009 r. Maennel-Croise i Zelder wykazali, ze stereoche-
mia reakcji wigzania jondw CN- jest kontrolowana zaréwno
przez atom metalu, jak i tadcuchy boczne makrocyklicznego
uktadu korynowego oraz efekt indukcyjny liganda [34, 35].
Reakcje mozna $ledzi¢ gotym okiem, obserwujgc zmiane
barwy od pomarariczowej do fioletowej juz przy stezeniu
10 uM CN;, czyli takim, ktdre jest zblizone do dopuszczal-
nego przez WHO stezenia CN" w wodzie pitnej (1,9 pM).
Zaproponowano takze szybki test wykrywania jonéw CN-
w ukfadach biologicznych, w tym w manioku — gtéwnym
pozywieniu ludnosci w Afryce [36]. Maniok, zwtaszcza
odmiana gorzka, zawiera cyjanoglikozyd — linamaryne,
ktéra na skutek hydrolitycznego rozktadu, zachodzacego
w wyniku zniszczenia struktur komérkowych (np. pod
wptywem rozcierania) wydziela toksyczny cyjanowodor.
Glikozydem cyjanogennym jest réwniez amygdalina znaj-
dujaca sie w migdatach. Potraktowanie rozdrobnionych
komérek roslinnych chemosensorem, bazujagcym na
strukturze koryny, prowadzi do natychmiastowej reakcji
barwnej — powstania fioletowego dicyjanokompleksu. De-
tekcja jondw CN z udziatem pochodnej witaminy B12 jest
niezwykle czutg, szybka i tatwa w uzyciu metoda. Sam test
diagnostyczny otrzymat akronim ASSURED, od pierwszych
liter okreslajacych go przymiotnikdw affordable, sensitive,
selective, user-friendly, rapid, equipment-free, delivered,
czyli niedrogi, wrazliwy, selektywny, tatwy w obstudze,
szybki, niewymagajacy urzadzen i dziatajacy bezposrednio
na materiale biologicznym. Test mozna réwniez stosowac
do oznaczania catkowitej ilosci cyjankdw we krwi, tacznie
z klasycznym testem mikrodyfuzji.

T 1--1.1 glukoza l
°
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Rys. 8. Schemat hydrolizy linamaryny z manioku — reakcji
prowadzqgcej do uwolnienia cyjanowodoru, ktorego szybka i fatwa
detekcja mozliwa jest z udziatem analogu B12
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Analogi witaminy B12 w diagnozie i terapii

Wyrafinowany mechanizm wychwytu witaminy B12
przez komarki moze by¢ wykorzystany w diagnozie i te-
rapii zwazywszy, ze kazda modyfikacja wptywa na proces
oddziatywania z biatkiem transportowym, co byto tez pier-
wotnym zatozeniem hipotezy ,putapki metylofolianowe;”
[15]. Uwainie dobrane i zaplanowane zmiany strukturalne,
zwilaszcza w rejonie grupy 5’-OH pierscienia rybozy oraz
atomu kobaltu, w obrebie ktérych modyfikacje sg najistot-
niejsze, powinny przynies¢ wiec najlepsze efekty. Zapro-
jektowano wiele pochodnych B12 do dostarczania lekdw,
radiofarmaceutykow, Srodkéw diagnostycznych, peptyddw,
hormondw czy markeréw fluorescencyjnych [37-39]. Tak
powstat np. biokoniugat cis-platyny i witaminy B12 o nieco
obnizonej aktywnosci przeciwnowotworowej na skutek
pogorszonego wchtaniania (rys. 9) [40]. Z kolei biokoniugat
doksorubicyny (antracyklinowego antybiotyku cytostatycz-
nego) i witaminy B12 wykazywat cytotoksycznos¢ zaleing
od natezenia $wiatta: w ciemnosci byt nieaktywny, za$
pod wptywem wigzki Swiatta o dtugosci fali A = 530 nm
nastepowat rozpad kompleksu i uwalnianie doksorubicyny
0 dziataniu antynowotworowym [38]. Prowadzone s3 ba-
dania majace na celu tworzenie takich komplekséw, ktdre
na skutek fotoaktywacji uwalniatyby reaktywng czasteczke
tylko w chorobowo zmienionym organie, dzieki czemu
pozostate zdrowe narzady nie bytyby narazone na uszko-
dzenia. Pozwolithy to takze kontrolowac czas dziatania leku,
ktory w ciemnosci nie ulegatby aktywacji, dzieki czemu nie
dochodzitoby do niepozadanej kumulacji biokoniugatéw
w watrobie i nerkach.

Zaprojektowano réwniez sondy luminescencyjne, bazujg-
ce na koniugacie kobalaminy z barwnikiem rodaming, w celu
wykorzystania jako srodoperacyjnych markeréw komorek
nowotworowych [41].
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Rys. 9. Kompleksy witaminy B12 z lekami przeciwnowotworowymi:
doksorubicynq i cis-platyng
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Hydrokobalamina moze stuzy¢ tez jako fotokatalizator
inicjujacy przemiane kolistego superhelikalnego DNA do
zrelaksowanej formy kolistej DNA (rys. 10) [42]. W tej reakji
HOCbI pod wptywem Swiatta jest przeksztatcana do Cob(ll)
alaminy i rodnika hydroksylowego, a indukowane swiattem
homolityczne rozszczepienie wigzania Co—C jest procesem
dobrze poznanym. Wyzszo$¢ wspomnianej strategii nad in-
nymi metodami, wykorzystujgcymi np. kompleksy Fe* EDTA
iH,0,, polega na tatwosci w kontroli produkcji wolnych rod-
nikdw poprzez proste wigczanie i wytgczanie zrédfa Swiatta.
Ponadto strategia ta oferuje mozliwos¢ badania ztozonych
struktur wewnatrzkomdrkowych przy zapewnieniu, ze re-
akcja nie zostanie wygaszona przez kompetycyjne wigzanie
innych biologicznych ligandéw z katalitycznie aktywnym
centrum kobaltu fotokatalizatora.
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Rys. 10. Transformacja kolistego superhelikalnego DNA
do zrelaksowanej formy kolistej DNA z udziatem hydrokobalaminy

Analogi witaminy B12
jako aktywatory enzyméw

Martin i Gryko zaobserwowali, ze amid dicyjanokoba-
laminy jest w stanie aktywowac cyklaze guanylowg (cGC),
wiec pochodne witaminy B12 mogg réwniez znalez¢ zasto-
sowanie w terapii chordb wynikajacych z zaktdcen w Sciezce
sygnatowej zwigzanej z powstawaniem cyklicznego guano-
zynomonofosforanu (cGMP) [43-45]. cGMP powstaje z gu-
anozynotrifosforanu (GTP) pod wptywem dziatania cyklazy
guanylowej, ktdry to enzym jest aktywowany przez tlenek
azotu NO (rys. 11). Podwyzszony cGMP moze zainicjowac
szereg roznych procesow fizjologicznych takich jak rozluznie-
nie miesni gtadkich, rozszerzenie naczyn, hamowanie agre-
gacji ptytek krwi czy neurotransmisje. Z tego powodu leki
uwalniajgce NO jak np. trinitrogliceryna odgrywaja waing
role w zapobieganiu udarom i chorobom niedokrwiennym
serca. Rozwdj opornosci wsrdd tej klasy zwigzkdw stymuluje
poszukiwania NO niezaleznych aktywatordw.

Podsumowujgc, nalezy zauwazy¢, ze w poréwnaniu
z antyfolianami czyli antywitaminami B9, pomimo wielu lat
badan i ogromnego wysitku, poszukiwania skutecznych an-
tywitamin B12 wcigz pozostajg w fazie poczatkowej i trudno
w obecnej chwili przewidzie¢, kiedy i czy w ogdle powstang

Rys. 11. Aktywacja cyklazy guanylowej przez dicyjanokobalamine,
warunkujgca przeksztafcenie guanozynotrifosforanu (cGMP)
w guanozynomonofosforan (GTP)

komercyjnie dostepne analogi B12 do medycznych zasto-
sowan. Wobec pilnej potrzeby stworzenia nowych lekow
o alternatywnych sposobach dziatania, antywitaminy B12
wydajg sie mie¢ ogromny potencjat, ktdry tak naprawde
nie zostat jeszcze dostatecznie zbadany. Wspomnie¢ nalezy
chociazby fakt, ze ciggle na etapie postulatow pozostaje
znaczenie samej witaminy B12 i jej szlakow metabolicz-
nych w przebiegu wielu obecnie nieuleczalnych chordb
cywilizacyjnych.
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