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Effect of guanidinosuceinie acid on incorporation of tritiated thymi- 
dine by normal human peripheral blood lymphocytes (cpm per 10 a 
lymphocytes) 

Experiment No Phytohemag- Phytohemag- 
additions glutinin gtutinin 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 
9 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 

t r i t i a t ed  t h y m i d i n e  in each of t he  15 l y m p h o c y t e  p repa ra -  
t ions.  On t h e  average,  44% inh ib i t ion  was observed.  Higher  
concen t r a t i ons  of GSA (2.6 × 10-5M and  2.6 × 10-4M) 
were  t r ied,  b u t  t h e y  did no t  increase t he  e x t e n t  of inhibi-  
t ion.  P e r h a p s  a subpopu la t ion  of l y m p h o c y t e s  is r e s i t an t  
to  t h e  e f fec t  of GSA. 

Microscopic  e x a m i n a t i o n  of l y m p h o c y t e s  i n c u b a t e d  in 
t he  p resence  of GSA conf i rmed  t h a t  t he  cells were  v iable  
as d e t e r m i n e d  b y  t r y p a n  blue  by  exclusion and  t h a t  t he  
e x t e n t  of t r a n s f o r m a t i o n  was  compa t ib le  w i th  t h e  e x t e n t  
of incorpora t ion  of t r i t i a t ed  t hymid ine .  This  is in agree- 
m e n t  w i t h  obse rva t ions  of o thers  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  in- 
co rpo ra t ion  of t r i t i a t ed  t h y m i d i n e  is an a d e q u a t e  measure  
of t r ans fo rma t ion .  

G S A  is u n d e t e c t a b l e  in s e rum f rom norma l  sub jec t s  b u t  
is p r e s e n t  in h igh  c o n c e n t r a t i o n  in s e rum f rom uremic  pa-  
t i en ts .  Fo r  a g roup  o5 18 uremic  pa t i en t s ,  COHEN s r epo r t s  
a m e a n  value  for se rum GSA c o n c e n t r a t i o n  of 1.6 × lO-4M, 
which  is in grea t  excess of t he  concen t r a t i on  t h a t  will  in- 
h ib i t  P H A - s t i m u l a t e d  t r a n s f o r m a t i o n  of suscept ib le  
l y m p h o c y t e s  in vi t ro .  Therefore ,  we sugges t  t h a t  GSA is 
one of  t h e  c o m p o u n d s  respons ib le  for t he  a l t e ra t ion  in 
cel lular  i m m u n i t y  associa ted  wi th  uremia.  

The  l is t  of suspec ted  uremic  tox ins  includes  i00  or  more  
c o m p o u n d s  7. F r o m  th is  l ist ,  we chose guanidinosuccinic  
acid (GSA) to  s t u d y  first .  GSA is an  unusua l  p r o d u c t  of 
n i t rogen  m e t a b o l i s m  t h a t  accumula te s  in t he  b lood of 
u remic  pa t ien t sS ;  i t  is dialyzable,  and  i t  is a l ready  impli-  
ca ted  as a cause of t he  p la te le t  a b n o r m a l i t y  associa ted  wi th  
u remia  ' .  W e  found  t h a t  G S A  inhib i t s  P H A - s t i m u l a t e d  
l y m p h o c y t e  t r ans fo rma t ion .  

F o r  our  s tudies ,  venous  blood was  col lected in hepar in iz-  
ed syr inges.  The b lood was  a l lowed to  si t  for  3 h to  p e r m i t  
e r y t h r o c y t e s  t o  se t t le  out,  a f t e r  wh ich  the  cell-rich p l a s ma  
was  r e m o v e d  and  d i lu ted  w i t h  t i ssue  cu l ture  m e d i u m  10 to  
y ie ld  a suspens ion  of 0.75 × 10 s l y m p h o c y t e s  per  ml. Ali- 
quo t s  of these  suspens ions  were  i ncuba t ed  e i ther  w i t h o u t  
a n y  addi t ions ,  w i t h  P H A  11, or w i th  GSA 12 in a f inal  con- 
c e n t r a t i o n  of 2.6 × 10-SM and  P H A  for 105 h a t  37 °C pr ior  
t o  t h e  a d d i t i o n  of I ~ci of t r i t i a t ed  t h y m i d i n e  is pe r  ml  of 
i ncuba t ion  mix tu re .  The  incuba t ions  were  con t inued  for 
a n o t h e r  18 h a n d  t h e n  the  cells were ha rves t ed  b y  cent r i -  
fuga t ion  a t  1400 × g  for 10 min .  The a m o u n t  of t r i t i a t ed  
t h y m i d i n e  in t he  D N A  of t he  cell pel le t  was  measu red  by  a 
p rev ious ly  descr ibed  m e t h o d  8. The  Table  summar izes  t he  
results .  

Our  resul ts  con f i rmed  t h e  va r ia t ion  t h a t  m a y  occur  in 
t h e  i nco rpo ra t ion  of t r i t i a t ed  t h y m i d i n e  b y  l y m p h o c y t e s  
f rom d i f fe ren t  sub jec t s  u n d e r  s imilar  condi t ions .  N e v e r t h e -  
less, i t  is a p p a r e n t  t h a t  GSA inh ib i t ed  incorpora t ion  of 

Zusammen[assung. Guanidinbernste ins~iure  h e m m t  die  
d u t c h  Phytoh~imagglu t in in  s t imul ie r te  A u f n a h m e  yon  
3H-Thymid in  zu 44%. 
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lo The tissue culture was prepared by diluting 10 mt 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 v 

n 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. 

1s Specific activity 2.78 mCi per mg, New England Nuclear Corpora- 
tion. 

A m i n o s f i u r e n a n a l y s e  des  F e r r i t i n s  bel  pr lmf i rer  und  sekundt irer  Lung, e n h f l m o s i d e r o s e  

Die prim~ire Lungenh/ imos iderose  (LH), die als id iopa-  
th i sche  L H  1-4 und  bei gleichzei t iger  Glomeru lonephr i t i s  
als G o o d p a s t u r e - S y n d r o m  (GPS) 1,,, ~ b e k a n n t  ist, n i m m t  
im Eisens to f fwechse l  eine Sonders te l lung  ein. So is t  ins- 
besondere  die Irreversibili t~it  2-4, 6 des tei lweise in die ela- 
s t i schen  Fase rn  des Lungenger i i s tes  ink rus t i e r t en  Eisens  7 
auff/illig. De r  Gesamtorgane i sengeha l t  l iegt  gew6hnl ich  
h6he r  als de r  bei  prim/~rer Siderophi l ie  (H~mochroma-  
tose) u n d  der  Se rumeisengeha l t  is t  erniedrigt .  E s  wird  
v e r m u t e t ,  dass  eine besondere ,  m6gl icherweise  m i t  den  
sauren  Mukopo lysaccha r iden  in Z u s a m m e n h a n g  s t ehende  

F o r m  der  E i sen f ixa t ion  7 vor l iegt ,  weswegen  Un te r su -  
chungen  des Depo te i sens  Fe r r i t in  s innvol l  erscheinen.  

1 R. BASSLER und V. DIETEL, Z. Kinderheilk. 79, 328 (1957). 
P. DOI~=RING und H. D. GOTHE, Klin. Wschr. 35, 1105 (1957). 

3 p. DOEmNG, Ergcbn. inn. Meal. Kinderheilk. NF 14, 482 (1960). 
4 H.-N. MACHA und H. -J. BUNGERT, Dt. Med. J., im Druck (1971). 
s R. P. STEIOER, Dt. med. Wschr. 7, 312 (1967). 
s D. KOFFLEE, J. SAmPSOn, R. CARE und H.G. KUUKEL, Am. J. 

Path. 54, 293 (1969). 
W. CEELEN, Handbuch der speziellen pathologischen Anatomic (Ed. 
HENKE-LUBARSCH, Berlin 1931), vol. 3, p. 20. 
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Fig. i. Prozentualer AminosSurengehalt des Ferritins aus der Lunge 
bei Goodpasture-Syndrom. 
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Fig. 2. Prozentualer Aminos~urengehalt des Ferritins aus der Lunge 
bet kardialer Lungenh~hnosiderose. 

t3ber die AminosAurenanalyse  des Fer r i t ins  bet Lungen-  
h~imosiderosen ist  unseres Erach tens  in der L i t e ra tu r  bis- 
fang nichts  bekannt .  

Material und Methoden. Die Un te r suchungen  ~mrden  
m i t  Fer r i t in  aus der  Lunge  bet G P S  m i t  chronischem Ver-  
lauf sowie e inem Fal l  yon  kardia ler  L H  durchgefi ihr t .  
Diese s te l l t  eine h~ufige F o r m  der  sekund~ren L H  dar. 
Die Gewinnung  des Ferr i t ins  erfolgte nach  der Methode 
von  GRANICK s. Zur Hydro lyse  wurde  jeweils 0,1 ml  der  
Proben  mi t  3 ml  6 N  HC1 in 5 ml -Ampul len  gefiillt, 1 rain 
m i t  N~ angere icher t  und nach Zuschmelzen 24 h bet 110 °C 
erhi tzt .  Anschl iessend konn ten  die Proben  im Rota t ions -  
v e r d a m p f e r  bis zur  Trockene  e ingeengt  werden,  wobei  der  
Ri icks tand  zwischenzei t l ich mehrmals  zur  E l imin ie rung  
der Si~ure m i t  a q u a  bid. gel6st wurde.  Die  Auf t ragung  auf  
die S~iule erfolgte in 10 ml  Na-Ci t ra t -Puf fe r  p H  2,2. Wi r  

b e n u t z t e n  den automa±ischen Aminosi iurenanalyser  BC- 
200 (Biocal I n s t r u m e n t  Miinchen). F i i r  die sauren und  
neu t ra len  AS  k a m  der Puf fer  A (pH 3,19) bzw. ]3 (pH 
4,25) und ffir die basischen AS  der  Puffer  D (pH 5,28) 
(Pufferkonzent ra te  der Fa.  Biocal) zur Anwendung.  F low 
ra te :  80 mt Puffer /h,  40 ml  Ninhydr in /h .  

Ergebnisse. Die F igur  1 zeigt  den p rozen tua len  AS-Ge-  
ha l t  des Fer r i t ins  bet  GPS,  die F igur  2 den bet  kardia ler  
LH.  Dabei  f~Lllt im Fer r i t in  bet G P S  die Cysteins~iure auf, 
im Fer r i t in  bet kardia ler  L H  Cystin in geringer  Konzen-  
t ra t ion,  Darf iber  h inaus  f indet  sich kein grunds~tzl icher  
Unterschied .  Beiden gemeinsam ist das Fehlen  des Me- 
thionins.  

Diskussion. Der  auff~tlligste Befund  l iegt  im Nachweis  
de r  Cysteins~ture im Fer r i t in  der  Lunge  bet GPS.  1111 in- 
te rmedi~ren  Stoffwechsel  s te l l t  die Cysteins~Lure bekann-  
terweise ein Zwischenprodukt  bet der  E n t s t e h u n g  v o n  
Taur in  aus Cyste in  dar. Die unterschiedl iche  AS-Zusam-  
mense tzung  darf  als Hinweis  auf  eine besondere F o r m  des 
Ferr i t ins  gedeute t  werden.  I n  diesem Zusammenhang  ge- 
winnen eigene Unte r suchungen  des st~irkegelelektrophore- 
t i schen Verha l tens  yon  Fer r i t in  aus der Lunge  bet  G P S  
und bet kardinaler  L H  ~ Bedeutung.  Dabei  zeigte  sich 
n~Lmlich, dass Fer r i t in  aus der  Lunge  bet G P S  nur  in der  
sogenannten  c¢-Fraktion erschien, wobei  Fer r i t in  sonst  in 
redi  F r ak t i onen  t r ennba r  istg, l°. Es  wiire also durchaus  
denkbar ,  dass es organspezif ische Eigenschaf ten  des Ferr i -  
t ins  gibt,  die in diesem Fal le  m6glicherweise m i t  der be- 
sonderen F ixa t ions fo rm in der Lunge  zusammenh~tngen. 
Diese A n n a h m e  wird auch dadurch  gestfi tzt ,  dass die Cy- 
steins~ure als gu ter  Komplexb i ldne r  mi t  Metal len  be- 
kann t  ist. 

Fe r r i t in  erweist  sich n ich t  nur  in der  St~rkegel-  und 
Polyucry lamidge le lek t rophorese  a]s he te rogen  ~, x0, sondern 
auch im immunolog ischen  Verha l ten  10, z z. Da  selbst  ho- 
mologes Fer r i t in  verschiedener  Organe in scinem physiko-  
chemischen Verha l ten  n ich t  e inhei t l ich ist  ~, ha l t en  wir  
e ingehendere  Un te r suchungen  des Fer r i t ins  Iiir s innvoll ,  
da m6glicherweise wei tere  fiir die Pa thophys io logie  der  
LungenhAmosidcrosen wesent l iche  Kr i te r ien  gefunden  
werden  k6nnen ~3 

Summary. Amino-ac id  composi t ion  of the  ferr i t in  
f rom lungs in a case of Goodpas ture ' s  syndrome,  as 
well  as cardiac p u l m o n a r y  hemosiderosis,  was exa-  
mined.  Fer r i t in  in the case of Goodpas ture ' s  syndro-  
me was found to con ta in  cysteinic-acid,  the  significance 
of which  is discussed. 
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