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Effect of guanidinosuccinic acid on incorporation of tritiated thymi-
dine by normal human peripheral blood lymphocytes (cpm per 103
lymphocytes)

Experiment No Phytohemag- Phytohemag-
additions glutinin glutinin and
guanidino-
succinic acid
1 65 7,900 1,062
2 85 6,413 1,663
3 45 5,969 1,793
4 168 10,260 1,149
5 43 25,356 13,241
6 12 10,753 6,709
7 83 36,393 29,317
8 46 20,602 16,100
g 64 29,823 13,213
10 150 39,407 20,559
11 132 3,081 1,446
12 6 11,129 9,063
13 127 36,497 23,003
14 90 3,459 1,606
15 22 8,673 5,391

The list of suspected uremic toxins includes 100 or more
compounds?. From this list, we chose guanidinosuccinic
acid (GSA) to study first. GSA is an unusual product of
nitrogen metabolism that accumulates in the blood of
uremic patients?; it is dialyzable, and it is already impli-
cated as a cause of the platelet abnormality associated with
uremia® We found that GSA inhibits PHA-stimulated
lymphocyte transformation.

For our studies, venous blood was collected in hepariniz-
ed syringes. The blood was allowed to sit for 3 h to permit
erythrocytes to settle out, after which the cell-rich plasma
was removed and diluted with tissue culture medium?* to
yield a suspension of 0.75 % 10¢ lymphocytes per ml. Ali-
quots of these suspensions were incubated either without
any additions, with PHA, or with GSA 2 in a final con-
centration of 2.6 X 10-%M and PHA for 105 h at 37 °C prior
to the addition of 1 pci of tritiated thymidine?® per ml of
incubation mixture. The incubations were continued for
another 18 h and then the cells were harvested by centri-
fugation at 1400 xg for 10 min. The amount of tritiated
thymidine in the DNA of the cell pellet was measured by a
previously described method®. The Table suminarizes the
results.

Our results confirmed the variation that may occur in
the incorporation of tritiated thymidine by lymphocytes
from different subjects under similar conditions. Neverthe-
less, it is apparent that GSA inhibited incorporation of
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tritiated thymidine in each of the 15 lymphocyte prepara-
tions, On the average, 449, inhibition wasobserved. Higher
concentrations of GSA (2.6 x10-5M and 2.6 x10-4M)
were tried, but they did not increase the extent of inhibi-
tion. Perhaps a subpopulation of lymphocytes is resitant
to the effect of GSA.

Microscopic examination of lymphocytes incubated in
the presence of GSA confirmed that the cells were viable
as determined by trypan blue by exclusion and that the
extent of transformation was compatible with the extent
of incorporation of tritiated thymidine. This is in agree-
ment with observations of others demonstrating that in-
corporation of tritiated thymidine is an adequate measure
of transformation.

GSA is undetectable in serum from normal subjects but
is present in high concentration in serum from uremic pa-
tients. For a group of 18 uremic patients, COHEN® reports
a mean value for serum GSA concentration of 1.6 X 10-¢M,
which is in great excess of the concentration that will in-
hibit PHA-stimulated transformation of susceptible
lymphocytes in vitro. Therefore, we suggest that GSA is
one of the compounds responsible for the alteration in
cellular immunity associated with uremia.

Zusammenfassung. Guanidinbernsteinsdure hernomt die
durch Phytohdmagglutinin stimulierte Aufnahme von
*H-Thymidin zu 449,.

R. G. Svavin and C. D. FircH
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16 The tissue culture was prepared by diluting 10 ml of TC 199 10 X
to 100 ml with sterile, distilled water and adding 500 units of he-
parin, 10,000 units of penicillin G, and 10 mg of streptomycin. The
pH of the medium was adjusted to 7.3 with NaHCO,.

11 To each four milliliters of incubation suspension were added 0.1
milliliter of phytohemagglutininin, PHA-M from Difco Labora-
tories, Detroit, Michigan.

12 Purchased from Mann Research Laboratories, New York, New
York.

13 Specific activity 2.78 mCi per mg, New England Nuclear Corpora-
tion.

Aminosidurenanalyse des Ferritins bei primérer und sekundirer Lungenhiimosiderose

Die primire Lungenhdmosiderose (LH)}, die als idiopa-
thische L.H*-% und bei gleichzeitiger Glomerulonephritis
als Goodpasture-Syndrom (GPS)% 45 bekannt ist, nimmt
im Eisenstoffwechsel eine Sonderstellung ein. $o ist ins-
besondere die Irreversibilitdt?-4,8 des teilweise in die ela-
stischen Fasern des Lungengeriistes inkrustierten Eisens?
auffillig. Der Gesamtorganeisengehalt liegt gewohnlich
héher als der bei primérer Siderophilie (Himochroma-
tose}) und der Serumeisengehalt ist erniedrigt. Es wird
vermutet, dass eine besondere, moglicherweise mit den
sauren Mukopolysacchariden in Zusammenhang stehende

Form der Eisenfixation? vorliegt, weswegen Untersu-
chungen des Depoteisens Ferritin sinnvoll erscheinen.
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Fig. 1. Prozentualer Aminosiurengehalt des Perritins aus der Lunge
bei Goodpasture-Syndrom.
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Fig. 2. Prozentualer Aminosiurengehalt des Ferritins aus der Lunge
bei kardialer Lungenhimosiderose.

Uber die Aminosdurenanalyse des Ferritins bei Lungen-
hémosiderosen ist unseres Erachtens in der Literatur bis-
lang nichts bekannt.

Material und Methoden. Die Untersuchungen wurden
mit Ferritin aus der Lunge bei GPS mit chronischem Ver-
lauf sowie einem Fall von kardialer LH durchgefiihrt.
Diese stellt eine hiufige Form der sekundiren L.H dar.
Die Gewinnung des Ferritins erfolgte nach der Methode
von Granick® Zur Hydrolyse wurde jeweils 0,1 ml der
Proben mit 3 ml 6 N HCl in 5 ml-Ampullen gefiillt, 1 min
mit N, angereichert und nach Zuschmelzen 24 h bei 110°C
erhitzt. Anschliessend konnten die Proben im Rotations-
verdampfer bis zur Trockene eingeengt werden, wobei der
Riickstand zwischenzeitlich mehrmals zur Eliminierung
der Sdure mit aqua bid. gelést wurde. Die Auftragung auf
die Siule erfolgte in 10 ml Na-Citrat-Puffer pH 2,2. Wir
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benutzten den automatischen Aminosiurenanalyser BC-
200 (Biocal Instrument Miinchen). Fiir die sauren und
neutralen AS kam der Puffer A (pH 3,19) bzw, B (pH
4,25) und fiir die basischen AS der Puffer D (pH 5,28)
(Pufferkonzentrate der Fa. Biocal) zur Anwendung. Flow
rate: 80 ml Puffer/h, 40 ml Ninhydrin/h.

Eygebnisse. Die Figur 1 zeigt den prozentualen AS-Ge-
halt des Ferritins bei GPS, die Figur 2 den bei kardialer
LH. Dabei {illt im Ferritin bei GPS die Cysteinsdure auf,
im Ferritin bei kardialer LH Cystin in geringer Konzen-
tration, Dariiber hinaus findet sich kein grundsitzlicher
Unterschied. Beiden gemeinsam ist das Fehlen des Me-
thionins.

Diskussion. Der auffilligste Befund liegt im Nachweis
der Cysteinsdure im Ferritin der Lunge bei GPS. Im in-
termedidren Stoffwechsel stellt die Cysteinsiure bekann-
terweise ein Zwischenprodukt bei der Entstehung von
Taurin aus Cystein dar. Die unterschiedliche AS-Zusam-
mensetzung darf als Hinweis auf eine besondere Form des
Ferritins gedeutet werden. In diesem Zusammenhang ge-
winnen eigene Untersuchungen des stirkegclelektrophore-
tischen Verhaltens von Ferritin aus der Lunge bei GPS
und bei kardinaler LH? Bedeutung. Dabei zeigte sich
ndmlich, dass Ferritin aus der Lunge bei GPS nur in der
sogenannten o-Fraktion erschien, wobei Ferritin sonst in
redi Fraktionen trennbar ist® % Es wire also durchaus
denkbar, dass es organspezifische Eigenschaften des Ferri-
tins gibt, die in diesem Falle moglicherweise mit der be-
sonderen Fixationsform in der Lunge zusammenhingen.
Diese Annahme wird auch dadurch gestiitzt, dass die Cy-
steinsdure als guter Komplexbildner mit Metallen be-
kannt ist.

Ferritin erweist sich nicht nur in der Stirkegel- und
Polyacrylamidgelelektrophorese als heterogen ? 19, sondern
auch im immunologischen Verhalten0:11. Da selbst ho-
mologes Ferritin verschiedener Organe in seinem physiko-
chemischen Verhalten nicht einheitlich ist1%, halten wir
eingehendere Untersuchungen des Ferritins fiir sinnvoll,
da moglicherweise weitere fiir die Pathophysiologie der
Lungenhdmosidcrosen wesentliche Kriterien gefunden
werden kénnen 3.

Summary. Amino-acid composition of the ferritin
from lungs in a case of Goodpasture’s syndrome, as
well as cardiac pulmonary hemosiderosis, was exa-
mined. Ferritin in the case of Goodpasture’s syndro-
me was found to contain cysteinic-acid, the significance
of which is discussed.
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