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Maria SZWAJ

Poréwnanie wplywu aminokwasow i ich pochodnych na zawartos§é
1-14C-glicyny w komérkach raka Ehrlicha

CpaBHeHMe BIMAHMA AMMHOKUCJOT M UX NPOU3BOAHBIX HA COAEPIKAHME
1-4C-ramuuua B KJEeTKaX paka Ipamxa

A Comparison of the Influence of Various Amino Acids and Their
Derivatives on the Content of 1-14C-Glycine in Ehrlich Ascites
Tumour Cells

Problem {ransportu aminokwaséw oraz ich akumulacji wewngtrzkomoérkowej
jest od dawna przedmiotem licznych prac do$wiadczalnych (7, 10, 11, 3, 18, 4, 12,
20, 9, 17, 6, 21). Przy przechodzeniu aminokwaséw przez blone komoérkows obser-
wuje sie zjawisko kompetycji (19, 5, 7). Uwarunkowane ono jest prawdopodobnie
podobieiistwem strukturalnym aminokwaséw (1, 5, 8, 13, 16) i powinowactwem
grup aminokwaséw do jednego z ukladéw przenoszgcych (19, 13).

Celem mojej pracy bylo wykazanie zmian zawarto$ci 1-*C-glicyny rozpuszczal-
nej i zwigzanej w komodrkach raka Ehrlicha po dodaniu aminokwaséw o réinej
strukturze i wlasnoSciach, amin, acetylowych pochodnych i fosfoseryny oraz poréw-
nanie roli struktury badanych substancji.

CZESC DOSWIADCZALNA

I. Materiatl

Komoérki nowotworowe

Do badan uzyto myszy biatych, szczepu A-Strong, plci obojga,
w wieku 2—3 mies., o wadze 20—25 g. Komorki raka Ehrlicha uzyskano
z Zakladu Anatomii Patologicznej Akademii Medycznej w Lublinie. Do
przeszczepiania pobierano 0,2 ml ptynu wysiekowego. Po 8 dniach roz-
woju nowotworu myszy zabijano przez przerwanie rdzenia kregowego,
a pobrany ptyn wysiekowy umieszczano w iazni z lodem.
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Przygotowanie zawiesiny komérek RWE
(RWE: komorki raka wysiekowego Ehrlicha)

Otrzymany plyn wysiekowy rozcienczano 20-krotnie zimnym (0°C)
0,9% NaCl i wirowano w wiré6wce chlodzonej przy 3000 obrotow/min. Prze-
mywanie powtérzono celem usuniecia supernatantu i krwinek czerwo-
nych. Nastepnie zmierzono obietos¢ komérek RWE przez wirowanie ich
w probéwce kalibrowanej w ciggu 5 minut przy 3000 obrotéw/min. Upako-
wane komoérki rozcienczano 12-krotnie zimnym plynem KRP (plyn KRP:
plyn Krebsa-Ringera zbuforowany fosforanem do pH 7,4). 2 ml tej za-
wiesiny dodawano do 6 ml inkubacyjnego srodowiska.

Substancje stosowane do badan

Glicyna radiocaktywna (C-14), produkcji radzieckiej, pietnowana w gru-
pie karboksylowej, otrzymywana z Instytutu Badan Jadrowych w War-
szawie. Probke glicyny rozpuszczano w 0,9% NaCl i rozcieficzano nie-
radioaktywng glicyng w ten sposéb, aby w 0,2 ml prébki pobieranej do
inkubacji znajdowalo sie 16 umoli glicyny. Aktywnos$¢ tak przygotowa-
nego roztworu wynosita 5.105 imp/min/ml.

Aminokwasy i ich pochodne

1. Aminokwasy (DL): glicyna (J. D. Riedel), alanina (BDH),
leucyna (Fluka), norleucyna (Light), seryna (Schuchardt), cysteina HCI
(import Francja), kwas glutaminowy (Fluka), lizyna (import USA), fe-
nyloalanina (ch. cz. Gliwice), tryptofan (import Anglia).

2. Aminy: cysteamina (dar z Anglii), tryptamina HCI (Light).

3. Acetylowe pochodne: acetyloalanina, kwas acetylogluta-
minowy — otrzymane syntetycznie przez dr E. Gasiora w Katedrze
Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie.

4. Ester fosforowy seryny otrzymany syntetycznie przez mgr J. Za-
jaca w tymze Zaktadzie.

II Metody analityczne

Pomiaru radioaktywnosci probek dokonywano przy pomocy licznika
Geigera-Millera, typ AAH o grubosci okienka 1,5 mg/cm?2 Wydajnosé
licznika 5%. Aktywnosé¢ prébek okreslano w suchej warstwie. Oznaczanie
bialka przeprowadzano wg metody Lowry i wsp. (15). Prébki roz-
tworu w kwasie mréwkowym rozcienczano 45 razy wodg destylowang
i zobojetniano 1 N NaOH. Do oznaczenia pobierano 1 ml tak przygoto-
wanego roztworu. Dalszy tok postepowania jak w opisie metody (15).
Absorpcje swietlng odczytywano w fotokolorymetrze Havemanna stosujac
filtr 665.
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Odczynniki stosowane do badan z inkubacja

0,9% NaCl; ptyn Krebsa-Ringera; 145 mM NaCl: 5,8 mM KCI; 1,5 mM
KH,PO,; 1,56 mM MgSO,-7 H,O; bufor fosforanowy pH 7,4; 0,11 M
NaH,PO,~2 H,0; 0,11 M Na;HPO, 12 H;0; plyn Krebsa-Ringera zbu-
furowany moderatorem fosforanowym do pH 7,4; 10 mM glukoza; 2 mM
1-14C-glicyna; 5 mM roztwory aminokwaséw i ich pochodnych; 96% alko-
hol etylowy; kwas mroéwkowy stezony.

Technika inkubaciji

Doswiadczenia prowadzono wg Johnstone i Scholefiel-
d a (14) z nieznaczng modyfikacjg — osad pozostaly po etanolowej eks-
trakeji komérek RWE rozpuszczano w stezonym kwasie mrowkowym.

Srodowiskiem inkubacyjnym byl plyn Krebsa-Ringera buforowany
fosforanem o pH 7,4. Mieszanina inkubacyjna skladala sie z 2 ml za-
wiesiny komoérkowej, 16 wmoli 1-1C-glicyny (ok. 10> imp), 40 wmoli
aminokwasu lub jego pochodnej. Koncowa objetos¢ wynosila 8 ml

SCHEMAT DOSWIADCZENIA

mieszanina inkubacyjna

inkubacja (30, 60, 90 minut, temp. 37-—38°C)
dwukrotne przemywanie KRP (0°C)
polaczone z wirowaniem.

v

komérki raka Ehrlicha z 1-4C-glicyng

ekstrakcja (30 minut) 96% etanolem
wirowanie

N
VRN
/

o
Supernatant

(glicyna rozpuszczalna) .
3-krotne przemycie etanolem

v

glicyna zwigzana
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Mieszanine wytrzgsano w erlenmeyerkach o objetosci 25 ml (ilosé
wychylen 120/min.), przy 37—38°C (termostat wodny). Aminokwasy lub
ich pochodne dodawano w ilosci 40 umoli (rozpuszczone w 0,1 ml KRP).
Zwigzki trudno rozpuszczalne dodawano w stanie stalym. Inkubacja
trwata 90 minut. Na poczatku do$wiadczenia dodawano 16 umoli glicyny
radioaktywnej i inkubowano 30 minut. Nastepnie dodawano aminokwasy
lub ich pochodne i inkubowano przez dalsze 30 minut. Po 60 minutach
inkubacji dodawano 40 wmoli glukozy (rozpuszczone w 0,05 ml KRP)
i inkubowano znowu 30 minut. Po kazdym 30-minutowym okresie inku-
bacji pobierano z poszczegélnych erlenmeyerek po 2 ml zawiesiny inku-
bacyjnej do oznaczenia glicyny ,rozpuszczalnej” i ,,zwigzanej”.

Glicyna rozpuszczalna w alkoholu (,glicyna rozpu-
szczalna”: termin ten okresla wolng glicyne i jej metabolity rozpuszczalne
w etanolu). Pobrane 2 ml prébki dodawano do 3 ml zimnego (0°C) KRP
i wirowano przy 3000 obrotow/min. w wiréwce chlodzonej. Osad komor-
kowy odmywano ponownie 5 ml zimnego KRP. Ekstrakcje komorek
etanolem i pomiar radioaktywnosci glicyny rozpuszczalnej przeprowa-
dzano wg Johnstone i Scholefielda (14). Uzyskang ilosé
impulséw przeliczano na 1 ml upakowanych komdérek.

Glicyna zwiagzana (,glicyna zwigzana”) stanowi glicyne i jej
metabolity zwigzane z frakcjg stala; w tym cze$é zinkorporowana do
biatka komérek RWE. Charakteryzuje si¢ brakiem rozpuszczalnosci w eta-
nolu. Pozostaly osad komoérkowy rozpuszczano w 1 ml stezonego kwasu
mréwkowego. Otrzymane roztwory stuzyly do oznaczenia biatka i po-
miaru radioaktywnosci tzw. ,,glicyny zwiazanej”. Ilo$¢ impulséw przeli-
czano na 1 mg biatka. Wyliczong ilo§¢ impulséw 1-14C-glicyny rozpu-
szczalnej i zwigzanej wyrazono w procentach. Probe kontrolng stanowila
probka inkubowana tylko z glicyna, ktérej ilo$¢ impulséw przyjeto
za 100%.

III Wyniki

Przebadano wplyw szeregu aminokwaséw, amin, acetylowych po-
chodnych i fosfoseryny na zawarto$é glicyny rozpuszczalnej i zwigzanej
w komérkach raka Ehrlicha. Uzyskane wartosci przedstawione sg w tab. 1.
Stanowig one Srednie 5 analogicznych pomiarow.

Jak widaé z tabeli po wprowadzeniu obojetnych aminokwasdéw do
$rodowiska inkubacyjnego obserwuje sie najwiekszy wyplyw glicyny
z komérek RWE w obecnosci cysteiny, alaniny, seryny i metioniny.
W tych samych warunkach inkubacji norleucyna i metionina nie wy-
kazujg zadnego wplywu na inkorporacje glicyny do frakeji nierozpu-
szczalnej. Nalezy podkresli¢, ze fosfoseryna nie wywierala dzialania na
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zawarto$¢ glicyny rozpuszczalnej, ale nieznacznie obnizala jej inkorpo-
racje. Acetyloalanina wywiera niewielki wplyw na zawarto$é glicyny
rozpuszczalne] — wyrazny dopiero po godzinie inkubacji. Dodany kwas
glutaminowy powodowal niewielkie obnizenie glicyny rozpuszeczalnej
w komorce, a nie wykazywal zadnego wplywu na jej inkorporacje. Obec-
nos¢ kwasu acetyloglutaminowego w Srodowisku zewnetrznym nie zmie-
niala zawartosci glicyny komérkowej rozpuszczalnej i zwigzanej. Podobne
dziatanie wykazywala lizyna.

Tab. 1. Wplyw dodawanych zwiazkéw na zawartosé glicyny w komoérkach raka
wysiekowego Ehrlicha
Effect of various compounds on the content of glycine in Ehrlich ascites cells

% glicyny % glicyny
rozpuszczalnej zwigzanej
Dodawany zwigzek . — -
Czas inkubacji w min.

30 60 30 | 60
Alanina 45,4 39,4 90,7 79,1
Leucyna 7,3 89,8 85,7 85,6
Norleucyna 68,2 70,3 99,3 99,2
Seryna 50,6 46,1 81,7 58,5
Fosfoseryna 96,3 97,2 96,0 85,1
Cysteina 42,2 25,8 60,2 48,8
Metionina 48,6 38,9 99,7 96,4
Acetyloalanina 98,6 93,8 94,8 89,9
Kwas glutaminowy 94,6 89,9 97,8 98,8
Kwas acetyloglutaminowy 92,6 101,5 93,8 97,9
Fenyloalanina 92,8 105,5 97,4 81,3
Tryptofan 97,3 95,0 90,3 95,3
Lizyna 97,5 97,5 96,5 96,5
Cysteamina 85,8 88,3 80,8 68,6
Tryptamina ' 39,1 31,2 59,5 414

Warunki dos$wiadezalne: mieszanina inkubacyjna jak w opisie metody. Inkubacja w tempera-

turze 37—380C, warunki aerobowe, preinkubacja z 1-14C-glicyng w ciggu 30 minut. Stezenie

glicyny i dodawanych zwiazkéw podano w tekscie. Liczbe impulséw na minute préb kontrol-
nych przyjeto za 100%

Experimental conditions: incubation mixture as described under analytical methods. Aerobic

conditions, temperature 37—389C, preincubation with 1-14-C-glycine during 30 minutes. Con-

centration of both glycine and added compounds is given in the text. Counts per minute of
control samples taken as 100%

Fenyloalanina obecna w $rodowisku inkubacyjnym wplywa w nie-
wielkim stopniu na zawartos¢ glicyny komérkowej, natomiast tryptofan
nie wykazuje zadnego dzialania na frakcje rozpuszczalng i zwigzang gli-
cyny komoérkowej. Cysteamina wykazywala mniejsze dzialanie na za-
warto$¢ glicyny komoérkowej niz tryptamina.
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Dos¢ wczesnie zaobserwowano, ze komorki raka Ehrlicha akumulujg
glicyne w stezeniu 12-krotnie wiekszym w poréwnaniu ze $rodowiskiem
otaczajgcym (5). Zdaniem Zbarskiego i Pieriewoszczyko-
wej (21) maksimum Kkoncentracji glicyny pietnowanej w komorkach
raka Ehrlicha osigga sie po uplywie 15—30 minut inkubacji; Christen-
sen uwaza, ze do osiggniecia stanu réwnowagi wystarczy 15 minut (2).
Zmniejszenie akumulacji glicyny uzyskano przez dodanie do $rodowiska
inkubacyjnego innych aminokwaséw (8, 1, 14). Abadom i Schole-
field oraz Johnstone i Scholefield wykazali, ze transport
glicyny najbardziej hamujg aminokwasy obojetne, podczas gdy amino-
kwasy kwasne i zasadowe wykazywaly niewielkie lub zadne dziala-
nie (1, 14).

Przeprowadzone w mojej pracy doswiadczenia wskazujg, ze wprowa-
dzenie do podloza inkubacyjnego aminokwaséw strukturalnie spokrew-
nionych z glicyng (alanina, seryna, cysteina) powoduje po 30 minutach
inkubacji ustalenie zawartosci glicyny wewnatrzkomoérkowej na poziomie
40—50% nizszym od jej poczatkowej zawartosci. Johnstone i Scho-
lefield w podobnych warunkach doswiadczalnych wykazali, ze naj-
wiekszy wyplyw glicyny z komérki raka Ehrlicha zachodzi w obecnosci
aminokwaséw zblizonych budowg do glicyny (14).

Dodanie glukozy i dalsza inkubacja tylko w niewielkim stopniu
wplywa na zmniejszenie frakcji glicyny rozpuszczalnej. Wyjatek sta-
nowi cysteina, ktéra w obecnosci glukozy stymuluje zaréwno wydalanie
glicyny z komérek RWE, jak i hamuje inkorporacje glicyny. Obecnosé¢
metioniny w $rodowisku inkubacyjnym zmniejsza wewngtrzkomorkowsg
zawarto$¢ glicyny w tym samym stopniu jak alanina i seryna, jednakze
w mniejszym stopniu oddzialywa na zmniejszenie glicyny inkorporowanej.

Wplyw zblizony do cysteiny wykazuje tryptamina. Zasluguje na
uwage, ze tryptofan w tych samych warunkach niemal nie ujawnia
wplywu. Ciekawe, ze cysteamina w przeciwienstwie do cysteiny w nie-
wielkim stopniu oddzialywa na zmiane zawartosci glicyny rozpuszczalnej,
jakkolwiek stosunkowo intensywniej hamuje inkorporacje glicyny. Gdyby
do uruchomienia dyfuzji wymiennej niezbedne bylo zachowanie grupy
karboksylowej to wplyw tryptaminy zaprzeczalby takiemu twierdzeniu.
Na marginesie przytoczonych wynikéw nalezy zauwazyé, ze Riggs
i wsp. (18) zaobserwowali wieksze pobieranie ze §rodowiska zewnetrznego
tryptofanu niz tryptaminy przez komérki RWE,

Kwas glutaminowy, lizyna, fenyloalanina i tryptofan nie majg wiek-
szego wplywu na wymiane glicyny rozpuszczalnej.

Wplyw pochodnych acetylowych badanych aminokwaséw na we-
wnatrzkoriorkowsg glicyne rozpuszezalng daje sie wyraznie zauwazyé
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tylko na przykladzie acetyloalaniny: zwigzanie grupy aminowej przez
reszte acetylowg znosi mozliwo§¢ wymiany wewnatrzkomérkowej alaniny
z glicyng wnetrza komorki. Interesujgcym jest fakt, ze esiryfikacja se-
ryny kwasem fosforowym znosi powinowactwo tego aminokwasu do nos-
nika transportujgcego glicyne. We wszystkich przeprowadzonych do-
$wiadczeniach stopieh obnizenia zawartosci glicyny zwigzanej pod wply-
wem dodawanych zwigzkéw byl mniejszy niz stopien obnizenia frakeji
glicyny rozpuszczalnej. Jezeli dodatek glukozy nie wywiera wyraZniej-
szego wplywu na dynamike wymiany glicyny rozpuszczalnej, to jej wplyw
na zawartos¢ glicyny zwigzanej jest znaczny. Badane substancje zmniej-
szaly zawartos¢ glicyny zwigzanej w pordéwnaniu z préba}' kontrolng
w nastepujacej kolejnosci: tryptamina — 41%, cysteina — 48%, seryna —
58%, cysteamina — 69%, alanina — 79%, fenyloalanina — 79%, acetylo-
alanina — 79%, leucyna — 85%, fosfoseryna — 85%, pozostate substancje
nie wywieraly zadnego dzialania. Jak wida¢ mechanizm regulacji sktadu
wewngtrzkomérkewej puli wolnych aminokwaséw, mimo gromadzgcych
sie stopniowo faktéw, doswiadczalnych pozostaje jeszcze niewyjasniony.
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Prace otrzymano 5 III 1965.

PE3IOME

MccnenoBano BiAMAHME PA3HBIX aMMHOKMCIOT M MX IHPOM3BOJAHBIX Ha
coZlepsKaHMe PacTBOPUMOIO M CBS3aHHOro 1-"*C-ramipmHa, HaXOOALLEroC:H
B PaBHOBECHMM B KJIETKAX AaCIUTHOTO paKa OpJayuxa MBILIE.

OTMedeHO HpM 9TOM 3HAUMTEJLHOE CHMIKEHME COLEepIKaHuA KJEeTod-
HOTC TJAMUMHA Iocjae JobOaBJIeHMA CIEeAYIOIIMX aMMHOKMCIIOT: LMCTEMHA,
ajJaHMHA, CepMHA, METMOHMHA, HOpJieiiruHa ¥ JeinuHa. Camoe GoJsbiiioe
viaJjleHue TIMITMHA U3 KJETKM BbI3hIBaJl [MCTEMH.

TpunrodaH, deHMNIasaHuH, TIAIOTAMAHOBAA KUCIOTA, JM3UH, ANeTUII-
aJaHMH, aleTUIIJIOTaMMHOBAaA KucaoTa M ¢ococepuH He MMeNM HUKa-
KOr0 MJM MMeJIM He3HAaUUTeJbHOEe BJMSHME Ha YPOBEHb KJETOUYHOTO
TJIMITMHEA.

OdheKT AeicTEMA LMCTAMMHA B CPABHEHUMM C IMCTEMHOM OLLI MeHb-
IIMit, & TPUIITaMMH BbI3BIBAJ OOJiblilee BBITEKAHME IJIMIMHA, YeM TPUII-

TohaH.

Tabn. 1. BanAaHme pa3AMYHBIX BEILECTB HA KOJMYECETBO IIMIMHA B KJETKaX
acCIIMTHOTO paKa JpJaMxa MblIleil, YcJoBHsa 2KcmepyuMeHTa: CMech BCeX DEAKTHMBOB
onmMcana B MeroauKe. JVIHKyOupoBaHO 1Ipu Ttemmneparype 37—38°C, B aspobHBIX
YCHOBHAX; HpeaBapurenbHada uHKyGauma c 1-4 C-rauimHoM npopofizkaniack 30 Mu-
HyT. Koam4decTBO TIJIMIMHA M JOPYTMX BelIeCTB ONMCAHO B TeRcTe, KoamyiectTBo
UMIIYJIBCOB B MMHYTE B KOHTPOJLHBIX Npobax rnpuHATO 3a 100%.

SUMMARY

The author studies the influence of various amino acids and their
derivatives on the content of soluble and bound 1-1¢C-glycine, in a state
of equilibrium in ascites tumour cells. A considerable decrease in the
content of cell glycine was stated following the addition of such amino
acids as cysteine, alanine, serine, methionine, norleucine, and leucine.
The greatest efflux of glycine from the cells was caused by cysteine.
Tryptophan, phenylalanine, glutamic acid, lysine, acetyloalanine, acetylo-
glutamic acid, phosphoserine had no, or only a slight, effect on the level
of cell glycine. The influence of cysteamine in comparison with that of
cysteine was weaker. However, tryptamine caused a higher efflux of
glycine than tryptophan.
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