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Summary

The effectiveness of tRNA aminoa.cety]ation from the
livers of narcotized mice

The experiments were done on mice divided into
three experimental and control groups. The test group
of mice received morphine, ethanol or morphine plus
ethanol. The control group received only 0.85% NaCl.
tRNA was obtained by phenol extraction from the
livers of tested and control mice. The quantity of
often radioactive amino acids bound to tRNA was
measured. Morphine and ethanol changed the quan-
tity of amino acids bound to tRNA. It was different
for an individual amino acid and for tested tRNAs.

Biosynteza biatka jest jednym z najwazniejszych pro-
cesow zachodzacych w komdrece, a jej pierwszym etapem
jest aktywacja aminokwaséw. Dopiero zaktywowane
aminokwasy moga by¢ wykorzystane w procesie trans-
lacji. W stanach chorobowych zmienia sie metabolizm
komérki co wiaze si¢ réwniez ze zmianami w procesie
syntezy czy degradacji bialek. Zaburzenia moga dotyczyé
Juz etapu aktywacji aminokwaséw, dlatego podjeto ba-
dania majace na celu okreslenie czy morfina i etanol
wplywaja na wielko§¢ aminoacylacji tRNA.

Morfina nalezy do czesto stosowanych lekéw ze wzgle-
du na swoje silne dziatanie przeciwbélowe. Stosowanie
morfiny i innych narkotycznych lekéw ogranicza fakt,
ze moga spowodowaé uzaleznienie. Narkotyki i §rodki
narkotyczne czesto kojarzone z alkoholem stosowane
przez uzaleznionych w coraz to wigkszych dawkach pro-
wadza do wyniszczenia organizmu. Morfina i etanol wy-
wieraja réznorodne dziatanie na zywe organizmy (1, 5,
15, 17, 18, 21). Przeprowadzone obecnic badania miaty
na celu do§wiadczalne okre$lenie wplywu morfiny i eta-
nolu podawanych myszom na zdolno§é tRNA do ami-
noacylacji.

Material i metody

Materialem do badan byly biate myszy wagi 25-35 g podda-
wane dzialaniu morfiny, etanolu i obu tych Srodkéw tacznie.
Zwierzgta podzielono na cztery grupy po 10 myszy kazda.
Grupa pierwsza otrzymywala dootrzewnowo morfing przez
okres pigciu dni w dawce I dziefi 15.mg/kg, IT dzieri 30 mg/kg,
III dzien 45 mg/kg, IV dzier 60 mg/kg iV dzied 50 mg/kg (12),
druga dozotadkowo etanol w ilosci 2 g/kg dziennie, trzecia
otrzymywata morfing i etanol w tacznej dawce dziennej. Grupa
kontrolna myszy otrzymywata dootrzewnowo sél fizjologicz-
na. Doswiadczenia prowadzono przez pigé dni, a nastgpnie po
dekapitacji myszy pobierano watroby i preparowano z nich
tRNA metoda ekstrakcji fenolowej (20, 22). Preparat tRNA
poddawano oczyszczaniu na kolumnie z celuloza DEAE-52 i

deaminoacylacji wedtug Denneya (7). W ten sposéb otrzymy-
wano czyste preparaty tRNA, ktére oznaczano spetrofotometrycz-
nie i uzywano do préb aminoacylacji. Preparat enzymatyczny
aminoacylo-tRNA syntetaz konieczny do préb otrzymywano z
watroby krélikéw metoda wysalania siarczanem amonu (2).
Ilos¢ biatka w prébach oznaczano metoda Bradforda (3). Mie-
szanina inkubacyjna zawicrata w koficowej objetosci 150 pl
100 mM bufor Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCla, 10 mM ATP,
10 mM KCI, 0,4 mM DTT (dithiothreitol), 0,1 mM PMSF
(phenylmethylsulphonyl fluorid), 2 ODU tRNA, 50 g biatka
enzymatycznego, 18,5 kBq znakowanego ¢ aminokwasu.
W kolejnych doswiadczeniach stosowano t(RNA uzyskane z wa-
trob badanych myszy zawsze wobec prob kontrolnych. Préby

inkubowano w 37°C przez 20 min., a nastepnie nanoszono na
krazki bibuly Whatman 3 MM. Krazki suszono, ptukano czte-
rokrotnie zimnym 5% TCA, raz plynem Hokina (0.8 ml 10 M.

NaOH, 62,8 ml lodowaty kwas octowy i 95% etanol do obje-
tosci 1000 ml) i raz eterem. Po wysuszeniu krazkéw mierzono
radioaktywnos¢ w liczniku scyntylacyjnym firmy Beckman.

Wyniki i oméwienie

Efektywnos$¢ wigzania dziesieciu aminokwaséw znakowa-

nych e przez tRNA watroby myszy narazonych na dziatanie
morfiny, etanolu, morfiny i etanolu oraz kontrolnych przed-
stawia tabela 1.

Otrzymane wyniki sa dos¢ zréznicowane zaréwno dla po-
szczegllnych aminokwasdw, jak i tRNA. Wielkosé wiazania
aminokwaséw przez tRNA myszy narazonych na dziatanie
morfiny jest znacznie wyzsza w poréwnaniu z kontrola dla
tRNA specyficznych dla alaniny, lizyny i seryny. tRNA wa-
troby myszy narazonych na dziatanie alkoholu wykazuje wick-

Tab. 1. Wielkos¢ wiazania aminokwaséw przez tRNA watroby myszy
kontrolnych oraz poddanych dziataniu morfiny, etanolu, morfiny i etanolu

i ¢ wiazania amin&igézigéw przez (RNA watroby
. ' myszy-pmole /{ODU =~ .~ " .
Atinokwas e
morfina
+ etanol
Ala 95+3 60%8
Lys 6212 6819
Glu 70x3 7712
Ile 14,13 7,0+£2 33+5 67114
Thr 1223 13,6 +3 62+ 14 33+6
Asn 16,6 +4 17,314 58+ 11 2946
Lew | 36+1 1,8£0,5 25405 44£7
Asp 8,1+2 48+1 2,9+ 0,4 22+4
His 423+6 1,9+0,6 9,81+0,8 63+8
Ser 365+ 6 498+9 68,5+ 12 76+ 12
|
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pmole /10DU

Il-kontrola BE-morfina  [I-etanol -morfina + etanol

Ryc. 1. Poréwnanie wielko$ci wiazania aminokwaséw znakowanych e
przez tRNA watroby myszy kontrolnych, poddanych dziataniu morfiny,
etanolu oraz morfiny i etanolu

sza zdoIno$é wiazania takich aminokwas6w jak alanina, lizyna,
izoleucyna, asparagina, seryna. Natomiast tRNA myszy na-
razonych na dzialanie morfiny i etanolu w lacznej dawce
dziennej wykazywal wicksza mozliwos¢ wiazania takich ami-
nokwaséw jak alanina, lizyna, izoleucyna, leucyna, histydyna
i seryna. Nalezy zwrdcié uwage na to, Ze pewne aminokwasy
powtarzaja sie jezeli chodzi o zwigkszona mozliwo$¢ wigzania
ich przez tRNA. Dziatanie morfiny i etanolu na Zywe orga-
nizmy jest do§¢ znane (4, 6, 8, 10, 11). Wiadomo, ze przy
przewleklym stosowaniu tych §rodkéw dochodzi do uzalez-
nienia organizmu. Manifestuje si¢ to ztym samopoczuciem i
zwiekszonym zapotrzebowaniem na te §rodki. Zwiazane jest
to bezposrednio z przestrojeniem metabolizmu komérkowego
(13-16). Najczgsciej obserwowane sa skutki dlugotrwalego
stosowania morfiny czy etanolu, ktére wigza si¢ z wynisz-
czeniem organizmu (19). W mechanizmie dziatania morfiny
i etanolu na organizm musza ulegaé procesy skladajace si¢
na catos¢ procesu biosyntezy bialtek.

Poréwnanie wielkosci wigzania aminokwaséw przez badane
tRNA przedstawia ryc. 1.

Efektywnos¢ aminoacylacji tRNA watroby myszy narazo-
nych na dzialanie etanolu oraz morfiny i etanolu tacznie jest
znacznie wyzsza dla tRNA specyficznych dla pewnych ami-
nokwaséw jak seryna, kwas asparaginowy, izoleucyna, treo-
nina, alanina i lizyna. Trzeba zauwazy¢, ze w przypadku
narazenia myszy na dziatanie samej morfiny wielkos$¢ wiazania
aminokwaséw przez tRNA wzrasta bardzo nieznacznie. Dla
pojedynczych aminokwaséw jak histydyna, izoleucyna, kwas
asparaginowy, kwas glutaminowy i leucyna jest nawet nizsza
niz kontrolna.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze pod wptywem mor-
finy, etanolu zachodzg zmiany w tRNA watroby myszy. Do-
$wiadczalnie manifestuja si¢ one zmniejszong dla jednych a
zwickszona dla innych aminokwaséw mozliwoscia polaczenia
ze specyficznymi dla nich tRNA. Sprawa dyskusyjna jest czy
zmienia sig il0§¢ izoakceptorowych tRNA dla poszczegdinych
aminokwasOw czy moze istnieje jeszcze inna przyczyna zmie-
nionej aminoacylacji tRNA. Badania nad izoakceptorowymi
IRNA watroby myszy poddawanych dziataniu morfiny i eta-
nolu beda prowadzone celem wyjasnienia problemu zmiany
efektywnosdci wiazania aminokwaséw.

Wnioski

1. Morfina, etanol oraz oba te §rodki stosowane jednoczesnie
zmieniaja znacznie efektywnos¢ wiazania aminokwaséw przez
tRNA watroby myszy.

2. Efektywno$¢ wiazania aminokwaséw zalezy od badanego
tRNA i jest zréznicowana dla poszczegélnych aminokwasow.

3. Zachodzace zmiany w mozliwosci przytaczania amino-
kwaséw przez tRNA watroby myszy narazonych na dziatanie
morfiny i etanolu moga mie¢ wptyw na wielko$¢ i przebieg
translacji.
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J. S., BURLESON G. R., COSTA D. L.: Zmiany w gér-
nych drogach oddechowych noworodkéw szczuréw zaka-
zonych wirusem influenzy zaadoptowanych do organizmu
szczura. (Characterization of upper respiratory disease in

rats following neonatal inoculation with a rat-adapted in-
fluenza virus). Vet. Pathol. 33, 43-54, 1996 (1)

Szczury w wieku 6 i 30 dni zakazono donosowo szczepem wirusa influenzy
zaadoptowanym do organizmu szczura (RAIV). Wycinki do bada histopato-
logicznych pobierano z gérnego i dolnego odcinka drég oddechowych 1, 3,
61 13 dnia po zakazeniu, Ponadto okre§lono liczbg limfocytéw i miano prze-
ciwciat, Po pierwszym zakazeniu poziom surowiczych IgM i IgG1 wzrastal
6, 11 i 15 dnia po podaniu wirusa, przy czym IgGl maksymalny poziom
osiagata 15 dnia po zakazeniu, Zmiany patologiczne (zluszczanie si¢ nablonka,
martwica nablonka) pojawiaty si¢ w jamie nosowej juz 1 dnia po zakazeniu
i obejmowaly przedni odcinek jamy nosowej i matzowiny nosowe. Nastgpnie
wystepowata martwica nablonka, drobne erozje, ropne lub nieropne zapalenie
§luzéwki uktadu oddechowego. Trzeciego dnia po zakazeniu wystepowaly
ogniskowe lub rozlane zmiany zapalne. Zmiany chorobowe cofaty si¢ okolo
13 dnia po zakazeniu. Powtéme zakazenie w wieku 30 dnia nie indukowalo
silnych zmian chorobowych.
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