ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XXXV, 4 SECTIO D 1980

Zaklad Chemii Toksykologicznej. Instytut Analizy 1 Technologii Farmaceutycznej.
Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: doc. dr hab. Stanistaw Szczepaniak

Jerzy OCHYNSKI

Wigzanie (14C)-Bromfenwinfosu z bialkami surowicy krwi szczura i psa
Ceasnmmanne (1C)-Bpomdensnudgoca ¢ GeskaMit ChIBOPOTKY KPOBU KpbIChl 1 coBakm

Binding of (*C)-Bromfenwinfos with Rat and Dog Serum Proteihs

Zastosowanie oraz znaczenie toksykologiczne zwigzkéw fosforoorganicznych
wséroéd innych grup pestycydéw w ostatnim czasie stale wzrasta, Przyczyna tego
sa ich duze walory uzytkowe, silny efekt dzialania oraz krotki okres trwatosci.
Zwigzki te w wiekszosci sg silnymi truciznami, a wprowadzone w nadmiernej ilodci
do sSrodowiska stwarzajg potencjalne niebezpieczenstwo zatrucia.

Przedmiotem opisanych badan byl nowy insektycyd fosforoorganiczny o naz-
wie Bromfenwinfos (IPO-62), ktérego synteza zostala opracowana przez Instytut
Przemysiu Organicznego w Warszawie (10). Substancjg aktywng tego preparatu jest
2-bromo-1-(2,4-dwuchlorofenylo)-winylo-dwuetylofosforan, wykazujgcy wysoka ak-
tywnos$é owadobdjcza wobec réznych bioindykatorow, zwilaszeza za$ stonki ziemnia-
czanej (1, 3, 7). .

W przeprowadzonych badaniach nad dynamikg wchianiania Bromfenwinfosu
stwierdzono stosunkowo diugi okres wystepowania tego zwigzku we krwi szczura
po dozolgdkowej aplikacji, wskazujacy na jego wigzanie sie z biatkami krwi (8).

Celem niniejszej pracy bylo stwierdzenie i okreslenie stopnia wigza-
nia sie (14C)-Bromfenwinfosu z biatkami surowicy krwi szczura i psa
w warunkach in vitro przy zastosowaniu metody dializy wyréwnaweczej.

MATERIAL I METODYKA BADAN

1. Surowica krwi

Do doswiadczen uzyto polgczong surowice krwi od 25 szczuréw samcdw rasy
Wistar (c.c. 180—220 g) i od 3 pséw suk bezrasowych w wieku ok. 2 lat (c.c. ok. 5 kg).
Krew. od szczuréw pobierano przez naciecie tetnicy szyjnej, od psdw z iyly jarz-
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mowej. Elementy morfotyczne krwi oddzielano przez odwirowanie z szyhkoscig
3000 obr./min. w czasie 10 min. Zawartosé bialka catkowitego w surowicy oznaczano
rr_xetoda Lovry (8). Polgczone surowice przechowywano w temp, —20°C.

2. Bromtenwinfos

Stosowano Bromfenwinfos znaczony weglem 4C w ugrupowaniu winylowym
o aktywnosci wiasciwej 4,39 mC/g produkcji Instytutu Chemii Radiacyjnej Politech-
niki Lé6dzkiej. Wedlug deklaracji, czysto$é radiochemiczna sprawdzona na drodze
chromatografii cienkowarstwowej wykazala 99,8% substancji czynnej. Ze wzgledu
na trudng rozpuszczalno$¢ Bromienwinfosu w wodzie do badan uiywano roztwér
o stezeniu 1X10-* M w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego o pH 17,4.

3, Scyntylatory

Scyntylator toluenowy zawieral w 1000 cm?® 6 g 2,5-dwufenylooksazoiu (PPO)
i 0,075 g 14-dwu-(2,5-fenylooksazolilo)-benzenu (POPOP) w stopniu czystosci do
scyntylacji.

Scyntylator dioksanowy zawieral w 1000 cm® 6 g naftalenu, 4 g PPO, 0,2 g
POPOP, 100 cmd mretanolu i 20 cmd® glikolu etylenowego w stopniu czystosci do
scyntylaciji.

4 Dializa wyrdwnawcza

Zastosowano schemat ukladu dializacyjnego wedlug Chojnowskiego (2).
Do$wiadczenia. polegaly na inkubowaniu 7 cm’® préb surowicy (szczura lub psa)
w worku dializacyjnym zanurzonym w probéwce z 7 cm? buforowego roztworu
Bromfenwinfosu w temp. 6°C przez 24 godz.

W celu ustalenia potrzebnego czasu trwania dializy réwnolegle prowadzono pré-
by kontrolne, w ktérych do woreczka dializacyjnego zamiast surowicy dodawano
T cm’ 0,1 M roztworu buforu fosforanowego o pH 1,4. Stwierdzono, Ze juz po 24 godz.
nastepuje wyrdéwnanie stezefi badanego insektycydu na zewnatrz i wewngtirz wo-
reczka dializacyjnego. Po uptywie tego czasu 0,5 cm?® prébki Bromfenwinfosu w su-
rowicy i w buforze poddawanoc analizie radiometrycznej. Stopien wigzania Brom-
fenwinfosu z bialkami wyrazony w procentach wzglednych wyliczano zakladajgc, ze
ilo$¢ plyndéw w woreczku dializacyjnym i proboéwce jest jednakowa i stosujgc na-
stepujacy wzér (9):

8l
C wewnetrzne — C gewnegtrane

S= X100
C catkowite

gdzie: S — % zwigzanego insektycydu;

C wewnetrzne — Stezenie insektycydu wewnatrz woreczka dializacyjnego,
C tewnetrzne — SteZenie niezwigzanego insektycydu na zewnatrz woreczka dia-
lizacyjnego,;

C caxowite — stezenie insektycydu w woreczku + stezenie insektycydu na
zewnatrz woreczka dializacyjnego.

5. Pomiary radiometryczne

Zawarto$é 4C w badanych prébkach oznaczano metodg plynnej scyntylacji.
Uklad liczenia skladal sie z urzadzenia scyntylacyjnego USB-2 i przelicznika tran-
zystorowego PT-67a firmy Polon.

Wydajno$¢ pomiaréw *C dla kazidej proby obliczano na podstawie standardu
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wewnetrznego, ktéorym byl MC-n-heksadekan. Wspéliczynnik korekeyjny obliczano
wedlug Kinnory i wsp. (5). Czas pomiaréw proéb wynosit 5 min. Dla kaidej
préoby wykonywano 3 oddzielne pomiary i obliczano $rednig przy réznicy * 3%. Wy-
niki pomiaréw podawano w imp./min.

Préby 0,5 cm?® badanej surowicy z woreczka dializacyjnego i roztworu insekty-
cydu w bhuforze, znajdujgcego sie w probéwce na zewnatrz woreczka, przenoszono
do naczyniek scyntylacyjnych i dodawano po 2 cm? roxtworu NCS (0,6 N roztwor
wodorotlenku czwartorzedowej zasady amoniowej w toluenie). Po ostroznym wy-
mieszaniu wstawiano do cieplarki o temp. 50°C na okres az do catkowitego rozpu-
szczenia surowicy, a nastepnie zobojetniano lodowatym kwasem octowym w iloSci
0,07 cm3 i dodawano 10 cm?® scyntylatora toluenowego. Préby po dokiadnym wy-
mieszaniu chlodzono w lodéwce i oznaczano radioaktywnod$é. Wyniki opracowano
statystycznie w postaci d$redniej arytmetycznej z uwzglednieniem $redniego bledu
$§redniej (X t SZx).

6. Elektroforeza bibulowa

Posiugiwano sie aparatem do elektroforezy bibulowej produkcji Pracowni Przy-
rzadow Fizycznych we Wroctawiu. W celu ustalenia, czy Bromfenwinfos wigZe sie
obok albuminy z innymi frakcjami surowicy szczurzej i psiej zastosowano, wedtug
Hutsona (4), metode elektroforezy bibulowej w warunkach przy pH 8,6, opisa-
nych przez Krawczynskiego (6). Otrzymane elektroforegramy cieto wzdluz
i jedng polowe wybarwiano 0,02% roztworem czerni amidowej przez 2 godz., a ha-
stepnie zalewano kilkakrotnie odbarwiaczem (fenol + kwas octowy) do uzyska-
nia bezbarwnych przestrzeni miedzy frakcjami bialtkowymi. Drugg polowe paska
cieto na 1 cm odeinki, ktére umieszczano w naczyhkach scyntylacyjnych i doda-
wano 10 cm?® scyntylatora dioksanowego. Po dokladnym wymieszaniu ochladzano
w lodéwce przez 3 godz., a nastepnie oznaczano, jak wyzej, zawartosé C.

WYNIKI BADAN

Stopienn wigzania Bromfenwinfosu z bialkami surowicy szczura i psa
in vitro przeprowadzono metoda dializy wyréwnawczej i przedstawiono
w tab. 11 2. Wyniki wyrazono w procentach radioaktywnosci zwiazanej
z bialkiem przy stezeniu Bromfenwinfosu 1X 1074 M,

Z aktywnosci wilasciwej Bromfenwinfosu, ktéora wynosi 4,39 mC/g
i stezenia bialka w surowicy krwi szczura i psa obliczono bezwzgledng
ilos¢ pestycydu zwiazanego z 1 g bialka (tab. 3).

Ponadto przeprowadzono elektroforetyczny rozdzial kompleksow hiat-
kowych z Bromfenwinfosem przy pH 8,6. Srednie wartosci radioaktyw-
nosci poszczegélnych frakeji z 6 doSwiadczen przeprowadzonych z inku-
bowana z Bromfenwinfosem surowicg krwi szczura i psa zilustrowano
na ryc. 1'i 2 lacznie z elektroforegramami.
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Tab. 3. Zdolnosé wigzania (#C)-Bromfenwinfosu (1X10-4 M) z biatkiem szczura i psa,
okreslona metoda dializy wyrownaweczej
Ability of binding of (14C)-Bromfenwinfos with rat and dog proteins, determined by
the dialysis equilibrium method

R Aktywnosé Aktywnosé PP
Rodzaj Sé;:az;e;;e Bromfenwinfosu Bromfenwinfosu Brorﬂg:fwt;{\r{fosu
surowicy me/ml na 1 ml surowicy na.l g bialka na 1 g bialka
8 w imp./min w imp./min. g
Szczura )
n==4 42,3 138 086 3264 444 1,83
Psa
n=6 40,3 151 246 3753 002 2,17

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Zastosowanie metody dializy wyréwnawézej pozwolilo na ilosciowa
oceng stopnia wigzania radioaktywnego Bromfenwinfosu z biatkami suro-
wicy krwi szczura i psa. Otrzymane wyniki wskazuja, ze Bromfenwinfos
wigze sie z biatkami surowicy w duzym stopniu, u szczura w 84,99
+0,19%, u psa-w 93,13 £0,39%, przy czym bezwzgledna ilos¢ insektycy-
du zwigzana przez 1 g bialek surowicy wynosi u szczura 1,88 uM, u psa
2,17 pM (fab. 1—3). ‘

Réznice w stopniu wigzania u szczura i psa spowodowane by¢ moga
miegdzy innymi roinicg w procentowej zawartosci albuminy we krwi tych
zwierzgt oraz r6zna zdolnoscia wigzania Bromfenwinfosu przez inne frak-
cje bialkowe. Rozdzial elektroforetyczny komplekséw bialkowych z in-
sektycydem potwierdzil, ze istotnie Bromfenwinfos wigze sie w malym
stopniu z albuminami, a gloéwnie z pozostalymi frakcjami bialkowymi
tych réznogatunkowych surowic.

I tak w obrazie elektroforetycznym przy pH 8,6 surowicy krwi szczu-
ra, uprzednio inkubowanej z radioaktywnym Bromfenwinfosem, widoczny
jest duzy szczyt radioaktywnosci, odpowiadajgcy y-globulinom. Pozostala
radioaktywnos¢ wystepuje we frakcjach a;- i az-globulinowych i we
frakcji alouminowej (ryc. 1). W surowicy psa najwieksza cze$¢ radio-
aktywnosci ujawnia sie w dwoch pikach odpowiadajacych y- i f-globuli-
nom (ryc. 2). Dane pi$miennictwa (11) wskazuja, ze Bromfenwinfos ce-
chuje sie rowniez duza zdolnoscig wiazaca w stosunku do biatek krwi
ludzkiej, koziej i baraniej. Z przegladu informacji dotyczacych innych
pestycydow fosforoorganicznych wynika, ze Chlorfenwinfos, produkt
firmy Shell, bedacy réwniez enolofosforanem, wiaze sie z frakcja lipo-
proteidowsg osocza krwi i to znacznie silniej u psa niz u szczura (4).

Na podstawie przedstawionych w niniejszej pracy wynikéw mozna
wnioskowac, ze transport Bromfenwinfosu w organizmie szczura i psa za-
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chodzi gléwnie poprzez tworzenie rozpuszezalnych komplekséw z bial-
kami surowicy, a chwilowe zatrzymanie tego zwiazku w krazacej krwi
utrudnia jego dojscie do moézgu i innych tkanek. BezpoSrednio zatrucie
organizmu wywoluje ta cze$¢ zwigzku, ktora wystepuje we krwi w stanie
wolnym. Nalezy oczekiwaé¢, ze w miare wydalania Bromfenwinfosu
z ustroju bedzie nastepowac¢ stopniowe uwalnianie go z kompleksu bial-
kowego. Zdolno$¢ i sila wiazania si¢ Bromfenwinfosu z bialkiem moze
mie¢ duzy wplyw na rozwéj i przebieg zatrucia. Moze byé takze jednym
z waznych czynnikéw decydujgcych o roznicy toksycznosci tego zwiazku
dla szczura i psa (DL-50 dla szczura 63,5—83,7 mg/kg, dla psa 2730 mg/kg).
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PE3IOME

UccnenosaHo cBA3bIBaHWe MHCeKTMUMAA Bpomdennugoca, Meyennoro H4C ¢ Gen-
KaMM ChIBOPOTKM KPOBM KpbICHI U cobaky, npuMeHasn ypaBuMBawuimii mmrannis. Ko-
AMMECTBEHHYI0 OUEHKY CTeNeHM CBR3bIBAUMA M[pPOBEJeHO 110 DPaIMOMETPUYECKOMY
MeTONY, NOJIb3YACh KMAKMMIM CHUMHTHIANATOPAMM. Bbino obHapymeno, uto BpoMmden-
BUHGOC B OYe€Hb 3HAYUTENBLHO} CTEIleHM MNOABARETCA B CbIBOPOTKE KPOBY KpbICHI
u cobaxi B Buae GeJKOBOro coefmMHenud, COOTBETCTBEHHO 84,99 +0,19% ui 93,13 10,39%.

ITyrém 371€eKTPOOPETHHECKOr0 pa3feJeHMA KOMMJEKCHBLIX coemHenwst Bpom-
enBungoca ¢ 6eaxaMm J0Ka3aHO, UTO MCCAEAYEMbIH MHCeKTHMUMZ Obin raaBHbIM
obpa3oM cBA3bIBaH (hpakuMaAMM riobyauna.
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SUMMARY

Binding of an insecticide of Bromfenwinfos marked “C with rat and dog serum
proteins was investigated by the dialysis equilibrium method. A quantitative evalua-
tion of binding degree was performed by the radiometric method using liquid scintil-
lators. Bromfenwinfos was found to occur, to a considerable degree, in the rat and
dog sera in the form bound with proteins, 84.99 £0.19% and 93.13 +0.39%, respecti-
vely. An electrophoretic separation of the protein complexes with Bromfenwinfos
was performed and it was shown that the investigated insecticide was bound mainly
by the globulin fractions.



