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BADANIE ODDZIALYWANIA PRODUKTOW
DEGRADACJI PARAQUATU | GRAMOXONU
Z HEMOGLOBINA CZLOWIEKA |1 RYBY

W pracy przedstawiono badania wpltywu Paraguatu (PQ), Gramoxonu (GX) na
wodne roztwory hemoglobiny karpia i cztowieka. Do izolowania produktéw degradacji
PQ z Gx zastosowano chromatografie cienkowarstwowg na plytkach z Silica zelem.
Czysto$¢ otrzymanych frakcji sprawdzono za pomocg rechromatografii. Otrzymane frakcje
identyfikowano za pomocg pomiardw widm absorbcyjnych w podczerwieni, w zakresie
UV i $wiatta widzialnego. Stopien wigzania produktéw degradacji PQ do hemoglobiny
okre$lono metodg saczenia molekularnego na ztozu Sephadex G-50. Wplyw frakcji Gx na
hemoglobine badano metodg spektrofotometryczng, rejestrujac widma w zakresie
A = 200-900 nm, w czasie od 0 do 3 h co 30 min. Badano wptyw pH S$rodowiska na
stopieft wigzania PQ, Gx i frakcji Gx z hemoglobing. W pracy wykazano, ze hemoglobina
ma istotne znaczenie w transporcie PQ i jego produktéw degradacji oraz, ze hemoglobina
karpia silniej wigze badane ligandy niz hemoglobina cztowieka.

1. WPROWADZENIE

Postepujgca chemizacja rolnictwa i innych gatezi gospodarki naraza
rosliny, zwierzeta i ludzi na kontakt z substancjami toksycznymi. Wplyw
tych substancji na organizmy zywe jest rézny. Zwigzki te mozemy ogdlnie
podzieli¢ na trzy bardzo szerokie kategorie:

1. zwigzki onkogenne;

2. zwigzki powodujace nieodwracalne zmiany w organizmie i w konsek-
wencji $mier¢;

3. zwigzki powodujace odwracalne zmiany w organizmie, co okre$lamy
jako chwilowe zatrucie organizmu.

Wiegkszo$¢ substancji toksycznych jest wchtaniana trzema drogami:
poprzez skére i btony Sluzowe, poprzez uktad pokarmowy oraz ukitad
oddechowy. Po wniknieciu do organizmu zwiagzki toksyczne mogg zaktocac
jego homeostaze lokalnie lub globalnie, albo tez zakiécac¢ prace poszczeg6lnych
narzadéw. Przy globalnym zatruciu organizmu nalezy rozpatrzy¢ wplyw



zwigzkow toksycznych modyfikujgcych wiasciwosci krwi, a szczegdlnie
wiasciwosci hemoglobiny jako biatka przenoszacego tlen z ptuc do tkanek.

Szczeg6lnie grozne sg zwigzki toksyczne wchodzace w sktad roznego
rodzaju preparatow ochrony roslin ze wzgledu na ich masowe stosowanie
w rolnictwie i ogrodnictwie. Zwigzki toksyczne sg czesto trudno rozkiadane
przez bakterie glebowe i nie sa metabolizowane przez rosliny i zwierzeta.
Moga one przenikaé do wod gruntowych i zatruwaé zwierzeta wodne
(m. in. ryby) oraz zwierzeta ladowe. Moga takze kumulowaé sie w organizmie
zwierzat. Jednym z takich preparatow jest Gramoxon (25% lub 20% wodny
roztwor Paraguatu), ktory jest herbicydem kontaktowym o dziataniu nieselek-
tywnym. Niszczy on zielone czeSci roslin, poprzez generowanie wolnych
rodnikéw tlenowych w ilosciach szkodliwych dla roslin.

Wysoki stopien zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego, a szczeg6lnie
wad gruntowych, zmusza nas do podjecia badan majgcych na celu doktadne
zbadanie wplywu réznych substancji toksycznych (w tym Paraguatu) na
organizm zwierzat oraz cztowieka i do podjecia krokéw zapobiegawczych.

Dogodnym materiatem do badan sa hemoglobiny jako hemowe biatka
oddechowe - przenosniki tlenu. Wiasciwosci funkcjonalne Hb sg uwarun-
kowane ich strukturg i kazda zmiana tych wiasciwosci poprzez ingerencje
w budowe czasteczki moze by¢ wzglednie tatwo zarejestrowana. Zmiany
wiasciwosci Hb pod wplywem zwigzkow toksycznych (np. PQ) moga by¢
wskaznikiem zmian w $rodowisku zwierzat.

2. CEL PRACY

Ciagta chemizacja $rodowiska jest nieodwracalnym i nieuniknionym
procesem towarzyszacym dziatalnosci cztowieka. Mimo korzysci ptynacych
z zastosowania $rodkdw chemicznych w rolnictwie (nawozy sztuczne, $rodki
ochrony roslin) nalezy jednak oceni¢, czy korzysci ptynace z zastosowania
nowego S$rodka beda przewazaty nad negatywnymi skutkami jego uzycia.
Ciagle, mimo badania wptywu na organizmy zywe preparatéw stosowanych
w rolnictwie, do uzycia wprowadzane sg $rodki w niedostatecznym stopniu
sprawdzone, ktére uwazane za niegrozne, stajg sie po krétkim czasie
stosowania przyczyng zatru¢, a nawet $mierci.

Oceniajac z perspektywy minionych lat masowe stosowanie Paraguatu
(zwigzek czynny herbicydu o nazwie Gramoxon) wydaje sie, ze nie zostato
poprzedzone wszechstronnym i szczegétowym przebadaniem mechanizmu
jego toksycznego dziatania na zwierzeta i ludzi. Dlatego tez do tej pory,
mimo zakazu produkcji czy uzywania Gramoxonu, w wielu krajach zdarzajg
sie grozne wypadki zatru¢ ludzi i zwierzat.



Studia nad toksycznym dziataniem PQ ograniczajg sie na ogét do opisu
skutkdw spowodowanych przez ten preparat. Ciggle brakuje takze uogdl-
nionego mechanizmu jego dziatania na poziomie molekularnym. Taki stan
rzeczy i fakt, ze PQ gromadzony jest w tkankach wysoko ukrwionych
- w phucach i skrzelach sktonit nas do podjecia badan jego oddziatywania
z hemoglobing cztowieka i ryb.

Dogodnym materiatem do badan sg HbA czlowieka i Hb karpia jako
dwie dobrze poznane w aspekcie funkcjonalnym i strukturalnym hemoglobiny
kregowcéw. Celem pracy bylo zbadanie wpltywu produktéw degradacji PQ
na Hb. Aby rozwigzaé tak postawiony problem podjeto nastepujace badania:

1) ustalono warunki izolowania i oczyszczania Hb cztowieka i karpia
oraz zbadano czysto$¢ otrzymanych sktadnikéw,

2) ustalono warunki rozdziatu GX na skiadniki oraz zbadano ich czystosc,

3) ustalono warunki badan interakcji uzyskanych frakcji GX z hemo-
globinami.

Zatem, w niniejszej pracy wykonano badania dotyczace:

- stopnia wigzania PQ, GX i frakcji GX do Hb,

- wpltywu pH na stopied wigzania PQ, GX i frakcji GX do Hb,

- wplywu czasu i pH na zmiany w Hb w czasie inkubacji z PQ, GX
i frakcjami GX.

3. MATERIAL | METODY
Metody preparatywne

Postepowanie prowadzgce do otrzymania czystej Hb z masy erytrocytamej
pochodzacej ze Stacji Krwiodawstwa w todzi przedstawia schemat 1
Wedtug schematu 2 przeprowadzono preparatyke krwi karpi otrzymanych
z gospodarstwa rybnego [11].

Metody analityczne

Oznaczanie stezenia Hb

Stezenie Hb oznaczano metodg Drabkina [2] polegajagca na przeprowa-
dzeniu roztworu Hb w forme cyjanmet-Hb i pomiarze absorbancji w 540
nm. Stezenie Hb obliczano ze wzoru:

¢ [mM] = 2273 x R x Auo

22.73 - mmolowy wspotczynnik absorbancji dla tetramerycznej czastecz-
ki Hb;

R - rozcienczenie;

ASD - warto$¢ absorbancji przy A = 540 nm.



masa erytrocytarna (Stacja Krwiodawstwa)

j.

3-5 x przemycie 0,9% roztworem NacCl,
wirowanie 2 500 rpm 10 min.

erytrocyty

stroma

hemollza (erytrocyty:woda:toluen, 1:1:0,4),
wytrzgsanie, wirowanie 3 000 rpm 20 min.

“m hemolizat

dializa (visking) wobec wody destylowanej 24 godziny,
wirowanie 12 000 rpm 15 min.

preparat Hb

oczyszczanie Hb A metoda Antoniniego (Riggs et al., 1981)
chromatografia kolumnowa na ztozu Celuloza CM-32 Whatman
zrownowazonym do pH 6,5 w gradiencie pH 6,6-8,0,

bufor K+-fosforanowy 15 mmolowy

frakcja Hb A1 (zbierana przy pH 7,05)

zageszczanie (Amicon, PM-30)

zageszczona frakcja Hb A.

Schemat 2. Perparatyka hemoglobiny karpia

krew karpia (pobrana na heparyne)

0s0Cze  ceee wirowanie 2 000 rpm 10 min.

erytrocyty e<----

3-5 x przemycie 0,9% roztworem NacCl,
| wirowanie 2 500 10 min.

masa erytrocytarna

*
stroma

hemoliza (erytrocyty:woda:toluen, 1:1:0,4),
wytrzgsanie, wirowanie 3 000 rpm 20 min.

i— ™ hemolizat

dializa (visking) wobec wody destylowanej 24 godziny,
wirowanie 12 000 rpm 15 min.

preparat Hb

sgczenie molekularne, Sephandex G-100,

v kolumna 3,5x80 cm, elucja 50 mmol/l buforem
inne Tris/HCI o pH 9,0
frakcje

frakcje Hb A + Hb B

zageszczanie (Amicon, PM-30)

zageszczone frakcje Hb A + Hb B



Otrzymywanie utlenionej Hb (met-11b)

Forme met-l11b otrzymywano dodajac do roztworu Hb o znanym stezeniu
okoto dwukrotny nadmiar zelazicyjanku potasu. Nadmiar utleniacza usuwano
za pomocg saczenia molekularnego na kolumnie ze zlozem Sephadex G-25
(Pharmacia, Szwecja), elucja buforem K +-fosforanowym o pH 7,00.

Elektroforetyczny rozdziat hemoglobiny w Zelu poliakryloamidowym

Elektroforetyczny rozdziat przeprowadzono w celu sprawdzenia czystosci
frakcji Hb po chromatografii kolumnowej korzystajgc ze zmodyfikowanej
metody Davisa i Ornsteina [11], Zele przygotowano stosujac wodne roz-
twory wyjsciowe (w 100 ml objetosci) nizej podanych zwiazkéw w propor-
cjach:

1) zel dzielagcy o pH 85:

- 1 objetos¢ 30 g akryloamidu (Serva, RFN), 0,8 g N,N’-metyleno-bis-
-akryloamidu (Fluka AG, Szwajcaria),

- 1 objetos¢ 18,15 g Tris (Serva, RFN) miareczkowany 1 mol/l 1iCl,
04 ml TEMED (Fluka AG, Szwajcaria),

- 1 objeto$¢ 0,1 g nadsiarczanu amonu (POCH, Gliwice),

- 1 objeto$¢ wody destylowanej;

2) zel zageszczajacy o pH 7,2:

- 1 objeto$¢ 5 g akryloamidu, 1,25 g N,N-metyleno-bis-akryloamidu,
- 1 objeto$¢ 2,28 g Tris, 128 ml 1 mol/l HP 04 01 ml TEMED,
- 2 objetosci 0,1 g nadsiarczanu amonu.

Stosowano bufory: katodowy Tris-glicyna o pH 8,5 i anodowy Tris-HCI
o pH 81. Nanoszono probki zawierajgce 10-100 mg biatka w formie
metHb. Jako marker stosowano biekit bromofenolowy. Natezenie pradu
wynosito 18-30 mA na prdbke.

Do wybarwiania frakcji biatkowych uzywano roztworu o skladzie 1,25 g
Coomassie Blue R-250 (Fluka AG, Szwajcaria) w 250 ml metanolu, 250 ml
wody destylowanej i 46 ml kwasu octowego. Czas barwienia wynosit
2 godziny w temperaturze pokojowej. Zel odbarwiano ptynem ptuczacym
o skfadzie 10 ml kwasu octowego, 80 ml metanolu i 110 ml wody des-
tylowanej.

Otrzymywanie oczyszczonych frakcji Gramoxonu

Handlowy preparat GX (I.C.l1., England przepakowywany na Wegrzech)
poddano rozdziatowi metodg chromatografii cienkowarstwowej (Pre-Coated
PLC Plates, silica gel 60, 20x20 cm, MERCK RFN). Ptynem rozwijajacym
byta mieszanina chloroform : metanol : 18% amoniak (1:2:1). Po rozwinieciu
chromatogramu i zlokalizowaniu plam w S$wietle UV przystgpiono do elucji



frakcji za pomocg ptynu rozwijajgcego. Po usunieciu ztoza przez odwirowanie
przystagpino do usuwania rozwijacza (liofilizacja) w celu uzyskania suchych
frakciji.

Identyfikacja uzyskanych frakcji GX

W celu identyfikacji wykonano:

- widma UV i Vis frakcji po rozpuszczeniu w buforach K +-fosforanowych
0 pH 6,0, 7,0 i 8,0;

- widma UV i Vis frakcji po redukcji podsiarczynem sodu (IE England)
w $rodowisku alkalicznym (0,5 M NaOH);

- widma w podczerwieni poszczeg6lnych frakcji.

Oznaczanie stezenia PQ i frakcji GX

Zakres oznaczanych stezen wynosit 2,5-80 mmol/l. Po redukcji PQ
podsiarczynem w S$rodowisku alkalicznym zmierzono absorpcje uzyskanego
barwnego roztworu przy X — 602 nm. Wykonano krzywe absorpcji:

- po rozdziale chromatograficznym na ztozu Sephadex G-50 (Pharmacia,
Szwecja) z elucjg 0,2 mol/l buforem K +-fosforanowym o pH 7, zakres
stezen PQ nanoszonych na kolumne 0,02-1,0 mmol/1;

- bezposrednio z roztworow o zakresie stezen jak wyzej na podstawie
tej krzywej odczytano stezenie PQ w eluacie.

Dla oznaczenia stezenia frakcji 4 i 5 wykonano krzywg bezposrednio
z roztwordw bez czynnika redukujgcego przy X = 224 nm.

Badanie wigzania frakcji GX z Hb

Badanie wigzania wykonano metoda prostego rozdziatu wolnego ligandu
od kompleksu ligand-biatko. Na podstawie réznic zawartosci PQ we frakcji
a ilosci naniesionego obliczono:

- warto$¢ r czyli stopien wigzania wyrazony jako $rednia liczba czasteczek
ligandu zwigzana przez jedng czasteczke biatka,

- warto$¢ L czyli rownowagowe stezenie ligandu [7].

W celu zbadania wiagzania frakcji GX z Hb zastosowano metode
chromatografii kolumnowej na ztozu Sephadex G-50, kolumna o wymiarach
30x1 cm, rozdziat w 0,2 mmol/1 buforze K +-fosforanowym o pH 6,0; 7,0;
8,0. Zawarto$¢ PQ oznaczano po redukcji podsiarczynem w S$rodowisku
alkalicznym przy X — 602 nm. Zakres stezen PQ 0,1-1,0 mmol/l, stezenie
Hb state - dla Hb A 50 mM, dla Hb Cc 25 mM. Prébki z PQ, GX
1 frakcjami GX inkubowano 0,5 h.

Badanie wptywu frakcji Gramoxonu na hemoglobiny

Probki Hb inkubowano z PQ, Gx i z frakcjami GX odpowiednio od
0,5 do 3 h w temperaturze 37°C. Po skornczonej inkubacji wykonano widma
kazdej proébki w zakresie 450-700 nm. Zakres stezen jak wyzej.



Analiza statystyczna wynikéw [15]

Liniowg zalezno$¢ pomiedzy badanymi zmiennymi oceniano na podstawie
wartosci wspoétczynnika korelacji R:

r= 0 z(xi=*) (yi-y)
m)L{xi-xf(yi-y)2

Proste regresji wyznaczano metodg najmniejszych kwadratéw, a wspot-
czynniki obliczano ze wzorow:

, _ n'Lx,yi- ZxITyl
nL(x,2-(l,xiy

a=Zyl-bXxi
n

Btedy parametréw obliczono na podstawie wzordw:

[u? yT
S>=\ n-2¢

- ® Thzxa_ Exf

Sb = s>V tiE (x,3-(Ex,)2

gdzie:

xt, y, - wspotrzedne oznaczen jednostkowych,

n - liczebno$¢ par x, v,

n—2 - liczba stopni swobody,

Y, - obliczone wartosci y z réwnania prostej regresji.

Oceny istotnosci réznic wartosci $rednich dokonano za pomocg testu
t-Studenta dla roznej liczby pomiaréw:

o ~ N I nn n\ + n2-2)
V(n, - D2+ (- DV v d+
gdzie:
n2 - liczba pomiaréw w seriach,
X|, x2 - $rednie wynikoéw serii 1 lub 2,
i,2 2 - odchylenia standardowe serii 1 lub 2.



Widma UV i Vis wykonano dwuwigzkowym programowanym spektro-
fotometrem SPECORD M-40 (Carl Zeiss Jena). Widma IR wykonano
dwuwigzkowym spektrofotometrem SPECORD 71 IR (Carl Zeiss Jena).
Pomiary punktowe UV i Vis oraz pomiary zwigzane z chromatografig
kolumnowg wykonano jednowigzkowym spektrofotometrem SPECTROMOM
195D (MOM, Wegry), z zastosowaniem kuwet przeptywowych i auto-
matycznego rejestratora absorpcji.

4. WYNIKI
Izolowanie i oczyszczanie hemoglobiny

Izolowanie hemoglobiny z bezjgdrzastych erytrocytéw cztowieka nie
nastrecza wiekszych trudnosci. W przypadku erytrocytéw zawierajacych
aparat jadrowy, po lizie wykonanej w sposdb standardowy z uzyciem
toluenu, preparat Hb wymagat oczyszczenia z innych biatek oraz kwaséw
nukleinowych za pomocg saczenia molekularnego na ztozu Sephadex G-100
(Pharmacia, Szwecja). Po chromatografii otrzymano oprdécz frakcji Hb
(gtéwny pik) takze pik eluowany w objetosci V (M. cz. > 100 000), ktory
zidentyfikowano na podstawie widm absorpcyjnych jako kompleksy nukleo-
protein z biatkami hemowymi. Przed frakcjg Hb eluowany byt pik, ktory
zawierat zdegradowang Hb lub czagsteczki Hb, ktérych konformacja zostata
zmieniona pod wplywem toluenu. Pewna ilo$¢ czasteczek Hb po prze-
prowadzeniu lizy z uzyciem rozpuszczalnika organicznego ulega trwatemu
z nim zwigzaniu [10]. Jako ostatnia eluowana byta frakcja zawierajgca
zdegradowane odcinki kwaséw nukleinowych i réznych biatek (rys. 1).

Rys. 1. Profil rozdziatu chromatograficznego Hb karpia na kolumnie z Sephadexem G-100



Rozdziat Hb czlowieka na kolumnie ze ztozem Celuloza CM-32 w gradien-
cie pH umozliwit otrzymanie czystej frakcji HbA. Po elucji otrzymano kilka
pikow (rys. 2 i 3):

Rys. 2. Profil rozdzialu chromatograficznego Hb ludzkiej na kolumnie z CM-celulozg

- pik zawierajgcy biatka niehemowe i luzno zwigzane z hemem,
- HbA2pH ~ 6,9,
- HbA, pH ~ 7,05,
4 - pik zawierajgcy Hb w formie met i zdenaturowang pH ~ 75.
Oczyszczona HbCc ulegata bardzo szybkiemu samoutlenieniu, dlatego
do dalszych badan uzywano jedynie forme met-YLb, ktora byta mieszaning
sktadnikéw HbCc trudnych do rozdzielenia z uwagi na ich podobienistwo
funkcjonalne, jak i strukturalne [8]. HbA czlowieka byta stabilna i nie
wykazywata szybkiego samoutlenienia.

WN -

lloSciowe oznaczanie zawartosci Paragatu

Do iloSciowego oznaczania PQ uzywano jego formy barwnej powstajacej
po redukcji PQ podsiarczynem sodu w $rodowisku alkalicznym. Tak otrzy-
mana pochodna wykazuje maksima w 385 nm i 397 nm oraz stabe pasmo
w 604 nm (rys. 4). Pochodna ta jest stabilna przy ograniczonym dostepie
tlenu przez okres okoto lh. Do celéw analitycznych wykorzystano pasmo
602 nm, co umozliwito ilosciowe oznaczanie PQ w zakresie stezen
2,5-100 mmol/1l. Otrzymana krzywa wzorcowa nie wykazywata odstepstw
od prawa Lamberta-Beera (rys. 5).



Rys. 3. Densytogram rozdziatu Hb ludzkiej: A - nieoczyszczony hemolizat Hb, B - oczyszczona
frakcja HbA



Rys. 4. Widma PQ: A - widmo PQ bez podsiarczynu, B - widmo PQ po redukcji podsiarczynem

Rys. 5. Krzywa wzorcowa PQ w zakresie 2,5-100 /,mol/l



Otrzymywanie oczyszczonych frakcji Gramoxonu

Po przeprowadzeniu chromatografii w S$wietle UV zidentyfikowano
5 frakcji, ktére byly wyraznie od siebie oddzielone (rys. 6. i tabela 1). Po
elucji sprawdzono czysto$¢ frakcji za pomocag ponownej chromatografii.
Czystos¢ frakcji byta zadowalajgca. Wyizolowane frakcje poddano liofilizacji,

a nastepnie sporzadzono
26 mg/ml.

ich wodne

Rys. 6. Densytogram rozdziatu GX

Frakcja Nazwa piku
1 frakcja 1
2 frakcja 2
3 frakcja 3
4 frakcja 4
5 frakcja 5

Lista pikéw chromatogramu

Y-pozycja

17,4
25,2
86,0
1441
163,0

Powierzchnia

1290,9
1401,8
11455
2305,8
3364,0

roztwory o jednakowym stezeniu

Tabela 1

% powierzchni

13,4
14,7
12,2
24,3
35,4



Identyfikacja frakcji Gramoxonu

Badania spektrofotometryczne w zakresie UV i Vis dostarczyty widm,
ktére jednoznacznie wskazujg na rozny stopien rozbicia PQ. Frakcje 1i 2 od-
powiadatyby produktom polimeryzacji PQ, frakcja 3 czystemu PQ. Frakcje
4 i 5 sg produktami dalszego rozbicia bipirydylu a takze zanieczyszczeniami

(rys. 7).

Badanie wigzania frakcji Gramoxonu przez Hb

Zastosowano do rozdziatu ztoze Sephadex G-50, co pozwolito na dobre
oddzielenie Hb od PQ, GX i jego frakcji. Na rys. 8 przedstawiono profil
rozdziatu Hb od PQ. Ilo$¢ wolnego ligandu w przypadku PQ, GX i frakcji
1, 2 i 3 byla mierzona po redukcji zwigzkéw podsiarczynem w $rodowisku
alkalicznym, natomiast w przypadku frakcji 4 i 5 bezposrednio przy
X = 224 nm (frakcje majg w tej dtugosci maksimum pochtaniania).

State wigzania i liczbe miejsc wigzacych ligand obliczono na podstawie
zaleznosci:

[LY fc-
1+ [LVk

r - Srednia liczba czasteczek ligandu zwigzanego przez jedng czasteczke
biatka;

k - stata wigzania ligandu;

[L] - stezenie ligandu.

Zalezno$¢ te przeksztatcono do postaci:

r _ _r ,n
[L] k k
n - liczba miejsc wigzacych, tj. liczba ligandu zwigzanego przez 1 mol

biatka.
Wyniki tak przeprowadzonej analizy przedstawiono na rys. 9 i w tab. 2.
Brak danych dla frakcji 4 i 5 spowodowany jest tym, Ze nie wykryto
wigzania tych frakcji przez hemoglobiny.



Rys. 7. Widma frakcji Gramoxonu: A - widma frakcji GX, B - widma frakcji GX po redukgi
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Rys. 8. Profil rozdziatu Hb od PQ na kolumnie ze ztozem Sephadex G-50

Badanie wptywu frakcji Gramoxonu na Hb

Wykonano cykliczne widma absorpcyjne w zakresie widzialnym dla
HbCc (mieszanina formy oksy i met, zawierajgca ok. 70% formy utlenionej)
i wykazano, ze pod wplywem frakcji GX nastepuje wyrazny zanik pasm
a (575 nm) i /? (540 nm), charakterystycznych dla formy oksy i wzrost
absorbancji w 505 i 630 nm. Opisane zmiany najstabiej uwidocznity sie
w pH 8,0. Brak zachowania punktow izobestycznych widm $wiadczy o po-
jawianiu sie w czasie reakcji produktdw innych niz oksy- i met-Hb. Widma
mei-HbCc uzyskane po inkubacji z frakcjami GX wykazujg w 505 i 630
nm spadek, a nastepnie wzrost absorbancji, natomiast w 545 nm wzrost,
ktory powoli zanikat. RdOwniez i tutaj nie zachowane zostaty punkty
izobestyczne. Badania obu uktadéw mieszaniny oksy/met HbCc i formy
me/-HbCc przeprowadzono w pH 6,0, 70 i 80. W pH 6,0 nastepuje
denaturacja biatka czego objawem bylo postepujace zmetnienie roztworu.

Po inkubacji HbA z uzyskanymi frakcjami GX sporzadzono widma
w zakresie 450-700 nm (rys. 10). Analiza widm zgodnie z zakladanymi
wiasciwosciami utleniajagcymi PQ, a takze frakcji GX jako pochodnych PQ,
wskazuje na pojawianie sie znacznych ilosci form met-Hb (spadek absorpcji
w 540 i 576 nm, wzrost w pasmach 500 i 630 nm). Najszybciej reakcja
zachodzi z PQ, GX, frakcjg 1, 2 i 3. W przypadku frakcji 4 i 5 przyrost
zaobserwowano dopiero po 4 h inkubacji.
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Rys. 9. Krzywe Scatcharda: A - oksyHb A + GX, B - oksyHb A + frakcja 1,
C - oksyHb A + frakcja 2, D - oksyHb A, E - melHb Cc - GX, F - melHb Cc + frakcja
1, G - metHb Cc + frakcja 2, H - melHb Cc



pH

~

PH

Tabela 2

Parametry (k i A) wigzania Paraguatu, Gramoxonu i frakcji Gramoxonu przez hemoglobiny w pH 6,0, 7,0 i 8,0

ofcsjyHb A + Gx

k n
[/anor'l]
0,484 1,126
1,093 0,665
0,929 0,539

metHb Cc + Gx

k n
(/anor‘]
0,360 2,43
0,789 2,92
0,247 3,48

ofcryHb A + fr. 1

k n
[/¢mol'l]
0,509 1,107
1,147 0,679
0,899 0,521

metHb Cc + fr. 1

k n
[/¢mol~']
0,362 2,54
0,744 2,88
0,246 3,46

ofcryHbA + fr. 2

k n
[fanor'l]
0,472 0,984
1,085 0,704
0,833 0,448

metHb Cc + fr. 2

k n
[¢anol'l]
0,806 2,08
0,248 3,06
n.w.

oksyHb A + PQ

k n
[/nnol'l]
n.w.
0,791 0,963
0,898 0,298

metHb Cc + PQ

k n
ilanor'l]
0,988 1,60
n.w.
n.w.

oksyHb A + fr. 3

k n
I/anol'1]
n.w.
0,811 0,929
1,046 0,293

metHb Cc + fr. 3

k n
[¢¢mor]
1,069 1,54
n.w.
n.w.
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Rys. 10. Widma Hb A po inkubacji z frakcjami GX: A - Hb A + frakcja 1, B - Hb A + frakcja 2, C - Hb A + frakcja 3, D - Hb
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5. DYSKUSJA

Ze wzgledu na specyficzne wihasciwosci strukturalne i funkcjonalne Ilb,
zalezne m. in. od stezenia jonéw wodorowych, przeprowadzono badania
wptywu PQ, Gx i produktéow jego degradacji na Hb w réznych pH.
Badania spektrofotometryczne wykazaty, ze PQ, GX i otrzymane frakcje
GX powodujg obnizenie intensywnosci pasm a i /? ofcijy-Hb i wzrost
absorpcji w 500 i 630 nm. Szybko$¢ zaniku formy utlenowanej byta
najwieksza dla Hb karpia w pH 7, mniej podatna okazata sie HbA
cztowieka. W pH 6 postepujacy proces denaturacji Hb karpia utrudniat
analize widm otrzymanych po czasie diuzszym niz 2 h. Uzyskane wyniki
potwierdzajg dane literaturowe, ze podatno$¢ Hb karpia na utlenianie
i denaturacje wzrasta wraz z obnizeniem pH $rodowiska [13]. PQ i otrzymane
z Gx frakcje 3, a szczegdlnie 4 i 5 wykazywaly mniejszg efektywnos¢
dziatania w poréwnaniu z GX i jego frakcjami 1 i 2 Gramoxonu. Widma
absorpcyjne pochodnych met-Hb z PQ, GX i jego frakcjami wykazujg
spadek w 505 i 630 nm, a nastepnie wzrost: w 545 nm - kolejno wzrost
a pozniej spadek. Zaréwno w czasie reakcji oksy-, jak i met-Hb nie zostajg
zachowane punkty izobestyczne. W zakresie UV nastepuje spadek intensyw-
nosci pasma w 290 nm i wzrost w 275 nm, co Swiadczy 0 utracie natywnosci
przez czasteczke Hb - denaturacja globiny [1]. Poréwnanie widm Hb po
reakcji z PQ i GX, z widmami po reakcji z HX 2 prowadzi do wniosku,
ze jednym z produktéw reakcji sa wysokoutlenione pochodne Hb. Obok
formy oksy- i met- pojawia sie przejsSciowa forma ferryl-Hb [4, 5, 14],
Zawarto$¢ formy ferrylowej ros$nie powoli a po osiggnieciu pewnego ma-
ksimum szybko maleje.

Na podstawie réznic w wigzaniu badanych ligandéw przez Hb nalezy
przypuszcza¢, ze w pH 7,0 i 8,0 oddziatywania majg charakter jonowy
(Yfadunek-tadunek), natomiast w pH 6,0 dochodzg jeszcze oddziatywania
hydrofobowe. Podobng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku NADPH,
2,3-DPG i pentakarboksylanu benzenu [10, 12], Otrzymane stale wigzania
dla PQ, GX i jego frakcji sa o rzad wielkosci wieksze niz dla 2,3-DPG
lub NADPH. Przeprowadzone badania nie rozstrzygajg, czy za wigzanie
PQ odpowiedzialne sg te same reszty aminokwasowe co w przypadku
przytaczania fosforanéw organicznych. Stwierdzone zaleznosci od wartosci
pH sugerujg udziat w tym procesie reszt histydyny, szczegllnie ze wzgledu
na silniejsze wigzanie GX przez Hb karpia.

PQ, GX i frakcje GX po reakcji z Hb i usunieciu jej metodg saczenia
molekularnego, posiadajg taki sam przebieg widm absorpcyjnych, jak przed
reakq'a. Takze po redukcji podsiarczynem widma wykazuja obecno$¢ charak-
terystycznych pasm w 389, 395 i 603 nm oraz zataman na ramionach w 537
i 644 nm [9],



Identyfikacja frakcji GX przeprowadzona w oparciu o widma w pod-
czerwieni, widma UV i Vis oraz na podstawie wynikéw oddziatywania z Hb
daje podstawe do nastepujacych wnioskow:

- frakcje 1 i 2 sg produktami polimeryzacji PQ o réznym stopniu
polimeryzacji;

- frakcja 3 jest niezdegradowanym PQ;

- frakcje 4 i 5 sg niespolimeryzowanymi produktami degradacji PQ.

Reakcja PQ z jonem Fe hemu powoduje generowanie rodnika PQ+L,
jego wytworzenie moze tez nastagpi¢ w wyniku pseudoperoksydazowej
aktywnosci Hb, tak jak to jest sugerowane w przypadku jonu I-metylo-4-
fenylo-2,3-dihydropirydynowego (MPDP+) [6]. Pod wptywem rodnika PQ
przy dostepie tlenu powstaje rodnik ponadtlenkowy 0 2~ jego spontaniczna
dysmutacja prowadzi do wytworzenia nadtlenku wodoru, ktéry w reakcji
z Hb powoduje m. in. powstawanie pochodnej ferrylowej [4, 5], Nalezy tu
takze uwzgledni¢ proces denaturacji biatka wywotany gtéwnie przez rodnik
OH. Rodnik ten ze wzgledu na swojg wysokag reaktywnos¢ przejawia
aktywnosé przede wszystkim w obrebie kieszeni hemowej Hb [14]. Praw-
dopodobny udziat HD 2i OH w opisywanych reakcjach sugeruje réwniez
destrukcje aminokwaséw siarkowych (Cys) i aromatycznych (gtéwnie Trp)
[3, 4, 5],

Schemat 3. Proponowany schemat reakcji PQ z Hb
PQ2+ + Fe2+ -> PQ+-+ Fe3+
PQ+-+ 02> O* + PQ2
20; + 2H+ - *HD2+ 02
Hb3+ + HD2- Hb4 + OH + OH
Hb4+ + Hb2+ - 2HDb3+

Wykonane badania wskazujg na istotne znaczenie Hb w transporcie PQ
i jego produktéw degradacji (przede wszystkim produktéw degradacji) do
réznych tkanek. Silniejsze wigzanie tych ligandéw przez Hb karpia potwierdza,
ze ryby sg bardziej czule na zatrucie pochodnymi bipirydylu w poréwnaniu
z ssakami.
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Piotr Duchnowicz, Wirgiliusz Duda

STUDIES ON DEGRADATION PRODUCTS OF PARAQUAT
AND GRAMOXONE INTERACTIONS WITH HUMAN AND CARP HEMOGLOBINS

In this work the effect of Paraquat (PQ) and Graraoxone (GX) on isolated human and
carp hemoglobins was studied. Degradation products of PQ were isolated from GX solution
by thin layer chromatography on silica gel platelets. Purity of the GX fractions obtained was
verified on the basis of silica gel rechromatography. The fractions were identified by IR, UV
and visible spectra. Binding of PQ degradation products to hemoglobin was studied by
molecular filtration through a Sephadex G-50 column. Interaction of GX fractions with
hemoglobin was studied by the spectrophotometric method. Absorption spectra were recorded
in the X = 200-900 nm range in 30-min intervals, between 0 and 3 hrs of incubation. Effect
of pH of the medium on the amount of hemoglobin-bound ligand was determined, and the
reactivity of the GX fractions obtained was compared with those of PQ and GX. Conditions
of the strongest and the weakest binding of the ligands were identified. The studies performed
point to a considerable importance of Hb in the transport of PQ and its degradation products
to various tissues. The stronger binding of these ligands by carp Hb confirms that fishes are
more sensitive to poisoning by bipyridyl derivatives as compared with mammals (primates).



