Z warsztatow badawczych i dos§wiadczen klinicznych

Kazimierz Pasternak
Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie

- WPLYW INTOKSYKACJI MORFINA
NA EFEKTYWNOSC
PROCESU AMINOQACYLACJI
tRNA WATROBY MYSZY

WSTEP

Biosynteza biafka jest jednym z najwazniejszych procesow zachodzacych w ko-
moérce, a jej pierwszym etapem jest aktywacja aminokwasow. Dopiero zaktywowa-
ne aminokwasy moga by¢ wykorzystane w procesie translacji. W stanach chorobo-
wych zmienia si¢ metabolizm komorki, co wiaze sig réwniez ze zmianami w proce-
sie syntezy czy degradacji bialek. Zaburzenia moga dotyczy¢ juz etapu aktywacji
aminokwasow. Badania procesu aminoacylacji wykazuja, Ze moze zmieniac sig za-
rowno zdolnoé¢ wiazania aminokwasow przez tRNA, jak i aktywno§é aminoacylo-
tRNA syntetaz (aaRS) [12, 13, 14]. Wielko$¢ aminoacylacji zalezy, oprocz dostgp-
noéci ATP, od zdolnoéci tRNA do wigzania aminokwasow oraz aktywnosci aaRS.
Dziatanie morfiny na organizmy zywe jest dos¢ zroznicowane [5,8,9,10,11]. W celu
przeanalizowania wplywu duzych dawek morfiny na proces aminoacylacji okreslo-
no zdolno$¢ wiazania aminokwasow przez tRNA i aktywnos¢ aaRS watroby myszy
intoksykowanych morfina i kontrolnych.

- MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byly biate myszy wagi 25-35 g. Zwierz¢ta podzielono na
dwie grupy po 10 myszy kazda. Grupa pierwsza otrzymywala dootrzewnowo
morfing przez okres pigciu dni w dawce I-dzien 15 mg/kg, II-dzien 30 mg/kg, IT1-
dzief 45 mg/kg, IV-dzien 60 mg/kg 1 V-dzien 50 mg/kg [10], Grupa druga, kon-
trolna myszy otrzymywala dootrzewnowo sdl fizjologiczna. Doswiadczenia
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prowadzano przez pieé¢ dni, a nastgpnie po dekapitacji myszy pobierano watroby i
preparowano z nich tRNA metoda ekstrakcji fenolowej [17,18]. Preparat tRNA
poddawano oczyszczaniu na kolumnie z celuloza DEAE-52 i deaminoacylacji
wediug Denneya [6]. W ten sposdb otrzymywano czyste preparaty tRNA, ktore
oznaczano spektrofotometrycznie i uzywano do prob aminoacylacji Preparat
enzymatyczny aaRS konicczny do prob otrzymywano z watroby krolikow meto-
da wysalania siarczanem amonu [2]. Ilo$¢ biatka w probach oznaczano metodg
Bradforda [3]. Przy okreslaniu zdolnoici wiazania aminokwasow przez tRNA
watroby intoksykowanych myszy uzywano preparatéw aaRS z watroby krolika.
Podobnie okreslajac aktywnos$¢ aaRS watroby intoksykowanych myszy stoso-
wano preparaty tRNA z watroby krolika. Mieszanina inkubacyjna zawierata. w
koncowej objgtosci 150 (1 100 mM bufor Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgClL, 10
mM ATP, 10 mM KCL, 0,4 mM DTT (dithiothreitol), 0,1 mM PMSF (phenylme-
thylsulphony! fluorid), 2 ODU tRNA, 50 pg biatka enzymatycznego, 18,5 kBg
znakowanego "*C aminokwasu. W kolejnych dodwiadczeniach stosowano tRNA
uzyskane z watrob badanych myszy zawsze wobec prob kontrolnych. Proby in-
kubowano w 37°C przez 20 min., a nastgpnie nanoszono na krazki bibuty What-
man 3MM. Krazki suszono, plukano czterokrotnie zimnym 5% TCA, raz plynem
Hokina (0,8 ml 10 M. NaOH, 62,8 ml lodowaty kwas octowy i 95% etanol do
objetosci 1000 ml) i raz eterem. Po wysuszeniu krazkéw mierzono radioaktyw-
nos$é¢ w liczniku scyntylacyjnym firmy Beckman. Zdolno$¢ wiazania aminokwaséw
przez tRNA okreslano w pmol/10DU, natomiast aktywno$¢ aaRS okreslano w pmol/
ltg biatka enzymatycznego.

Wyniki poddano analizie statystycznej prz uzyciu testu Cochrana-Coxa przyjmu-
jac poziom ufnosci p=0,05 jako znamienny.

WYNIKI

Warto$ci liczbowe zdolnosci wiazania aminokwasow przez tRNA watroby myszy
intoksykowanych morfing i kontrolnych przedstawia tabela 1.

Zdolnos¢ wigzania tRNA byla zréznicowana dla poszczegolnych aminokwa-
56w, jednak zawsze nizsza w przypadku tRNA watroby myszy intoksykowanych
morfina (ryc.1).

Roznice w zdolno$ci wigzania aminokwasow przez tRNA intoksykowanych my-
szy i kontrolnych byly statystycznie znamienne

Aktywnoéé badanych dziesiccin aaRS byla nizsza w przypadku myszy intoksyko-
wanych morfing niz aktywnoéé aaRS myszy kontrolnych (tab. 2).

Spadek aktywnosci aaRS watroby myszy narazonych na dzialanie morfiny doty-
czyl wszystkich aaRS jednak w réZznym stopniu (ryc. 2).

Przeprowadzona analiza wykazata, Ze roznice aktywnosci badanych aaRS watro-
by intoksykowanych morfing myszy 1 kontrolnych byly w wigkszosci statystycznie
znamienne. Brak statystycznej roznicy wykazano jedynie w przypadku aminoacylo-
tRINA syntetazy fenyloalanylowej i treonylowej.
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TABELA 1
Zdoho$§¢ wigzania aminokwasew przez tRNA watroby
myszy otrzymujgcych morfing

Wielko$¢ wiazania aminokwaséw przez tRNA pmol/l1 ODU

Aminokwas Morfina Kontrola
X+SD X+ SD

Gly 18,00+4,30 21,79+4,94
ile 19,68+3,95 41,29+6,76
Asp 8,70+1,82 15,96:£2,54
Glu 1,88+0.51 8,35+1,43
Asn 17,64+3,23 19,3343,54
Leu 8,99+1,96 16,2243,84
Arg 16,06+3,55 35,0246,21
Phe 13,57+3,14 29,2843 55
His 11,3742,34 24,6243 72
Thr 13,25+4,58 18,13+4,11

X — srednia z dziesteciu zwierzat
SD — odchylenie standardowe

RYCINA 1
Zdolnosé wigzania aminokwasiw przez tRNA watroby myszy intoksykowanej morfinyg

prrol/1 ODU

E Morfina
B Kontrola
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TABELA 2
Aktywnosé aaRS watroby myszy otrzymujgcych morfing

Aktywno$¢ aaRS pmol/ 1 [1g biatka
aaR§

Morfina X £ SD KontrolaX £ SD
Gly- 7,64%1,82 14,45%3,05
Ile- 5,18+1,58 8,44+1,90
Asp- 7,49+1,95 13,142,65
Glu- 5,12+1,90 8,48%1,95
Asn- 11,4522,52 15,35+3,20
Leu- 8,17£2,15 16,75+3,82
Arg- 15,87+5,18 25,25+4,56
Phe- 2,61£0,56 3,09+0,90
His- 19,45+3,17 31,08+4,95
Thr- 9,18£2,28 10,5042,19
X — $rednia z dziesieciu zwierzat
SD - odchylenie standardowe
RYCINA Z

Aktywnos¢ aaRS watroby myszy intoksykowanych morfing

pmol{1 ug biatka

35 4
30 +
25 4
201 B Morfina
15 B Hontrola

10 -
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DYSKUSJA

Znane sa efekty dziatania narkotykéw na organizm czlowieka. Stosowanie tych zwiaz-
kéw w lecznictwie wigze sie gldéwnie z ich silnym dziataniem przeciwbdlowym. Morfina
jest jednym z do$¢ czgsto stosowanych narkotykdw, a jej dziatanie na organizmy zywe
jest dos¢ znane [4, 7, 9, 10}. Przy przewleklym stosowaniu morfiny dochodzi do uzalez-
nienia organizmu czlowieka. Manifestuje sig to ztym samopoczuciem i zwigkszonym
zapotrzebowaniem na morfing, co zwiazane jest to bezposrednio z przestrojeniem meta-
bolizmu komdrkowego [11]. Diugotrwale stosowanie morfiny czy innych érodkéw nar-
kotycznych prowadzi do wyniszczenia organizmu [1, 4, 15, 16]. Mechanizm dzialania
morfiny wiaze si¢ ze zmianami proceséw metabolicznych organizmu. W gospodarce
biatkowej dochodzi jednak nie tylko do stymulacji katabolizmu, ale réwniez do zaburze-
nia procesu biosyntezy bialek. Przeprowadzone badania wskazuja, Zze pod wplywem
morfiny zachodza zmiany zdolnos$ci akceptorowej tRNA watroby myszy. Ulega rownieZ
zmianom aktywno$é aaRS. Doswiadezalnie manifestuje sig to zmniejszona mozliwoécia
potaczenia badanych aminokwaséw ze specyficznymi dla nich tRNA. Sprawa dyskusyj-
nj jest czy zmienia sig ilosS¢ izoakeeptorowych tRNA dla poszczegélnych aminokwa-
sOw, czy moze ma tu wplyw zmnigjszona aktywno$¢ enzymatyczna aaRS. Wydaje sig, ze
oba te czynniki wplywaja na zmniejszona aminoacylacjg, co w nastgpstwie powoduje
zmniejszong dostgpnosé aminokwaséw do procesu translacji. Wyniszczenie nastgpujace
w wyniku naduzywania narkotykéw przez narkomanow moze wigzac sig nie tylko z niedosta-
tecznym zwykle odzywianiem, nasilonym katabolizmem, ale rownieZ z zaburzonym proce-
sem aktywacji aminokwasow 1 zwiazana z tym zmniejszong biosynteza biatka.

WNIOSKI

1. Morfina wplywa na proces biosyntezy biatka juz na etapie aktywacji amino-
kwasow,

2. Morfina zmniejsza zdolno$¢ wigzania aminokwasow przez tRNA watroby in-
toksykowanych myszy.

3. Dziatanie morfiny na komérke watrobowa myszy powoduje obnizenie aktyw-
nosct enzymatycznej badanych aminoacylo-tRNA syntetaz,

Kazimierz Pasternak
The influence of morphine intoxication on tRNA aminoacylation
effectiveness in the mouse liver

Summary

The experiments were conducted on white mice divided into tested and control
groups. In the tested group morphine was administered intraperitoneally for five
days, while the control group received intraperitoneally 0,9% NaCl only. tRNA was
obtained from livers of tested and control mice by phenol extraction. Aminoacyl-
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tRNA synthetases were obtained from livers of intoxicated mice by means of frac-
tioning with ammonium sulphate. The obtained tRNA and aminoacy}-tRNA syn-
thetases were used to test aminoacylation. Aminoacyl-tRNA synthetases used in
the aminoacylation tests to establish the effectiveness of binding amino-acids by
tRNA of intoxicated mice were obtained from healthy rabbit livers. Similarly,
rabbit livers were the source of tRNA used in aminoacylation tests to establish
the activity of aminoacyl-tRNA synthetases of intoxicated mice. Quantity of ten
radioactive amino-acids bound to tRNA was measured. The results suggest that
morphine decreases tRNA aminoacylation effectiveness by reducing the effecti-
veness of binding amino-acids by tRNA , as well as by decreasing activity of
aminoacyl-tRNA synthetases. The effect of morphine was different for particu-
lar amino-acids.

Key words: morphine / intoxicated mice / tRNA aminoacylation / aminoacyl-
tRNA synthetases
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