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Введение. Хладон RL316 – (E)-1,4-дихлор- 
1,1,2,3,4,4-гексафторбутена-2 (далее – ДХГФ) по 
химической структуре относится к классу сме-
шанных непредельных галогенпроизводных угле-
водородов [1]. Структурная формула приведена на 
рисунке 1.

ДХГФ предназначен для использования в каче-
стве растворителя, теплоносителя, реагента при 
производстве перфторбутадиена. В  настоящее 
время известно, что смешанные галогенпроиз-
водные непредельных углеводородов являются 
высокотоксичными и опасными соединениями. 
Однако, токсичность ДХГФ не изучена. У ДХГФ 
известен еще один изомер, 2,3-дихлор-1,1,2,3,4,4-
гексафторбут-2-ен, который попал в сферу вни-
мания токсикологов как примесь в  галотане 
(фторотане) [2]. Описание токсического действия 
2,3-ДХГФ включает: поражение респираторно-

го тракта (раздражение легких, пневмония, отек 
легких), изменения в почечных канальцах, деге-
неративные изменения нейронов, хроматолиз, ги-
перкалемия и гипонатремия, образование гемор-
рагических зон в селезенке [3].

Тем не менее, имеющиеся в  литературе све-
дения о токсичности 2,3-ДХГФ трудно отнести 
к 1,4-ДХГФ, так как многие симптомы, в частно-
сти дистрофические изменения в легких, печени 
и мозге [4,5] обусловлены образованием трифто-
руксусной кислоты в ходе метаболизма [6,7], а об-
разование трифторуксусной кислоты из 1,4-ДХГФ 
невозможно, так как в  структуре отсутствует 
трифторметильная группа.

Токсическое действие фторуглеводородов зна-
чительно отличается в зависимости от структуры 
[7], так, фторэтилен не оказывают вообще токси-
ческого действия, в то время как перфторизобу-

ИДЕНТИФИКАЦИЯ 
БИОМАРКЕРОВ ЭКСПОЗИЦИИ 
И ЭФФЕКТА 1,4-ДИХЛОРГЕКСА-
ФТОРБУТЕНА-2

УДК: 543.544:543.51:615.91
А.И. Уколов, М.Д. Шачнева, 
А.С. Радилов

ФГУП «Научно-исследовательский 
институт гигиены, профпатологии и 
экологии человека» ФМБА России, 
188663 Ленинградская область, 
Всеволожский район, г.п. Кузьмоловский, 
Российская Федерация

С использованием газовой и высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-селек-
тивным детектированием (ГХ-МС и ВЭЖХ-МС, соответственно) установлен метаболизм 
не изученного ранее хладона RL 316 (1,4-дихлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутена-2, далее – 

ДХГФ ). В образцах крови и мочи крыс обнаружены и идентифицированы два летучих метаболита, 
являющихся продуктами восстановительного замещения атомов хлора: 1-хлор-1,1,2,3,3,4,4,4-ок-
тафторбутан и 1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2. Всего в результате исследований выявлено и 
идентифицировано 15 различных ранее неизвестных метаболитов. Установлено, что основным 
направлением метаболизма ДХГФ является образование аддуктов с глутатионом, и их дальней-
шая деградация до цистеиновых и ацетилцистеиновых аддуктов. Также, среди продуктов рас-
пада аддуктов выявлены 4-метилсульфил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2, 4-метил-сульфи-
нил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2 и 1,1,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлор-бутантион-2 который 
оказался наиболее чувствительным биомаркером. Показано, что при поступлении ДХГФ в орга-
низм не происходит его биоактивация с образованием лабильных тиокетенов которые являются 
основной причиной мутагенного и канцерогенного действия некоторых галогенуглеводородов.

Метаболическое профилирование плазмы крови позволило выявить потенциальные метаболи-
ческие маркеры воздействия ДХГФ в концентрации 18.8 мг/м3: отношение концентраций гулоновой 
кислоты и мио-инозитолфосфата. Сочетание определения химических маркеров – неметаболизиро-
ванной формы ДХГФ и 1,4-дихлор-1,1,3,4,4-бутантиона-2 с определением обнаруженных метаболиче-
ских маркеров позволит более точно оценивать полученную дозу или уровень воздействия ДХГФ на 
организм людей контактирующих с ним.

Ключевые слова: 1,4-дихлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2, хладон RL316, кровь, моча, хромато-
масс-спектрометрия.

Уколов Антон Игоревич (Ukolov Anton Igorevich), кандидат химических наук, ведущий научный сотрудник лаборатории аналитической токсикологии ФГУП 
«НИИ ГПЭЧ» ФМБА России, AntonUkolov@gmail.com
Шачнева Мария Дмитриевна (Shachneva Maria Dmitrievna), младший научный сотрудник лаборатории аналитической токсикологии ФГУП «НИИ ГПЭЧ» 
ФМБА России, shachneva_mariya@mail.ru
Радилов Андрей Станиславович (Radilov Andrey Stanislavovich), доктор медицинских наук, профессор, заведующий отделом токсикологии, и.о. директора 
ФГУП «НИИ ГПЭЧ» ФМБА России, radilov@rihophe.ru

mailto:AntonUkolov@gmail.com
mailto:radilov@rihophe.ru


24

тилен – крайне токсичен. Замена атомов фтора на 
хлор значительно повышает токсичность.

Определение метаболитов ДХГФ плазме крови 
и моче лабораторных крыс, подвергавшихся инга-
ляционному воздействию ДХГФ в концентрации 
600 мг/м3, выполняли с использованием сочетания 
газовой и высокоэффективной жидкостной хро-
матографии.

Несмотря на то, что метаболизм галогениро-
ванных углеводородов изучен достаточно хорошо, 
в литературе содержится крайне мало информа-
ции о токсичности высших галогеналкенов с чис-
лом атомов углерода более трех. При этом пути их 
биоактивации могут значительно отличаться в за-
висимости от структуры и, соответственно, могут 
отличаться токсическое действие, канцероген-
ность, мутагенность и пр. Так, например, при пе-
реходе от гексахлоробутадиена к перфторпропи-
лену, токсические концентрации (в опытах in vitro) 
падают на два порядка [8].

Цель настоящего исследования – исследование 
путей химических превращений ДХГФ в организ-
ме при ингаляционном поступлении, разработ-
ка хроматомасс-спектрометрической методики 
определения ДХГФ в моче и крови, оценка воз-
можностей методики при мониторинге острого 
и подострого воздействия ДХГФ. Нецелевое мета-
болическое профилирование плазмы крови и мо-
чи [9] было проведено с целью выявления новых 
метаболических маркеров ингаляционного воз-
действия ДХГФ, а также получения новых сведе-
ний о возможном механизме его токсического дей-
ствия.

Материалы и методы исследования. Для оцен-
ки токсических свойств ДХГФ был проведен экс-
перимент с  однократным и  многократным экс-
понированием крыс-самцов ДХГФ. Однократное 
экспонирование ДХГФ было проведено в течение 
4-х часов при концентрации 600 мг/м3. При мно-
гократном ингаляционном эксперименте крысы 
подвергались воздействию ДХГФ в течение 30 су-
ток по 4 часа в день, кроме выходных дней, в кон-
центрациях: 84.4 ± 6.52 мг/м3 (1 группа подопыт-

ных крыс), 18.8 ± 0.6 мг/м3 (2 группа крыс) и 4.7 ± 
0.2 мг/м3 (3 группа крыс), 4 группа крыс служила 
контролем.

Эксперименты проводили на белых беспород-
ных крысах-самцах массой 180-230 г. Условия со-
держания экспериментальных животных соот-
ветствовали «Правила лабораторной практики 
в Российской Федерации (GLP)» (утв. Приказом 
Министерства здравоохранения Российской Фе-
дерации от 1 апреля 2016 г. 199n). Для получения 
плазмы кровь, отобранную после декапитации 
крыс в пробирки с ЭДТА-К3, центрифугировали 
15 мин при 4000 g.

Определение ДХГФ и его летучих метаболитов 
выполняли методом газовой хроматомасс-спек-
трометрии с твердофазной микроэкстрацией с ис-
пользованием газового хроматографа Agilent 7890 
с масс-спектрометром Agilent 5975. Газовый хро-
матограф оборудован высокополярной капилляр-
ной колонкой SP2560, 75 м х 180 мкм х 0.14 мкм. 
Концентрирование летучих органических соеди-
нений из равновесной паровой фазы проводили 
на микроволокно карбоксен/полидиметилсилок-
сан/дивинилбензол с толщиной пленки неподвиж-
ной фазы 50 мкм («серое»). Перед началом анали-
за проб волокно регенерировали в токе азота при 
200°С в течение 30 минут. 

Образцы плазмы крови каждой исследуемой 
группы крыс объединяли таким образом, чтобы 
полученный объем пулированного образца со-
ставлял 3 мл, и помещали в виалы для парофаз-
ного анализа объемом 10 мл с завинчивающимися 
крышками и тефлоновыми прокладками. Перед 
отбором паровой фазы проводили термостати-
рование проб в течение 10 минут при температу-
ре 40 °С. Затем в паровую фазу над пробой вводи-
ли микроволокно и проводили концентрирование 
летучих компонентов паровой фазы в  течение 
10 минут. По окончании периода сорбции волок-
но вводили в инжектор хроматографа и проводи-
ли термодесорбцию сконцентрированных соеди-
нений в хроматографическую колонку в течение 
1 минуты. Температурный режим термостата ко-
лонки: 2 минуты при температуре 40°С, затем 
подъем до 200°С со скоростью 5 °С/мин до 280 °С. 
Ионизация электронами с энергией 70 эВ. Темпе-
ратура источника ионов: 280°С. Температура ква-
друполя: 150°С. Температура интерфейса: 280°С. 
Масс-селективное детектирование в режиме мо-
ниторинга избранных ионов (SIM): m/z 147, 197 для 
ДХГФ и 63, 78 – 2-хлорпропан, 151 и 178 метаболи-
ты L-I и L-II.

Масс-спектр ионизации электронами ДХГФ: 69 
(10), 81 (3), 85 (8) [CF2Cl]+, 87 (3), 93 (37), 109 (8), 111 
(3), 112 (9), 131 (16), 147 (85) [M-CF2Cl]+, 149 (31), 162 
(6), 163 (25), 165 (16), 167 (3), 197 (100) [M-Cl]+, 198 (5), 
199 (37), 232 (7) [M]+, 234 (5) [M+2]+, 236 (0.7) [M+4].+

Определение нелетучих метаболитов ДХГФ 

Рис.1. Структурная формула ДХГФ
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методом высокоэффективной жидкостной хро-
матомасс-спектрометрии высокого разрешения, 
нецелевое метаболическое профилирование , 
и определение жирных кислот крови выполняли 
в соответствии с опубликованными ранее проце-
дурами [10-12]. 

Статистическую обработку полученных резуль-
татов осуществляли с помощью прикладного па-
кета программ «STATISTICA» (версия 6.0, StatSoft 
Inc, 2001) и  Microsoft Excel 2013 с  дополнением 
Multibase 2015. В случае трех и более выборок раз-
личия по анализируемым показателям оценива-
ли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) с последующим попарным ме-
жгрупповым сравнением величин по критерию 
Фишера. Для всех видов анализа статистически 
значимыми по сравнению с контролем считали 
значения с р < 0.05.

Результаты и обсуждение.
Количественное определение ДХГФ в плазме 

крови и моче
Для количественного определения ДХГФ в кро-

ви и мочи лабораторных животных была разрабо-
тана хроматомасс-спектрометрическая методика. 
Определение проводили с помощью твердофаз-
ной микроэкстрации из паровой фазы над образ-
цом и разделением компонентов на газовом хро-
матографе. 

Твердофазная микроэкстракция из паровой фа-
зы для извлечения ДХГФ позволяет использовать 
в качестве образцов кровь различного качества: 
цельную, плазму крови, сыворотку, разморожен-
ную и гемолизованную, что особенно актуально 
при определении причин отравления postmortem. 
Методика количественного анализа разработана 
при использовании плазмы крови и мочи в каче-
стве матрицы.

Пределы обнаружения ДХГФ в плазме крови 
и моче составили 5 нг/мл (5 ppb). Количественное 
определение выполняли методом относительной 
градуировки с  использованием 2-хлорпропана 
в качестве внутреннего стандарта. Такой предел 
обнаружения позволяет проводить определение 
ДХГФ при однократном воздействии 600 мг/м3, 
а также при многократных в диапазоне концен-
траций от 18.8 до 84.4 мг/м3.

Учитывая высокую летучесть и низкую темпе-
ратуру кипения (62 °С), наиболее очевидным спо-
собом подготовки проб для определения ДХГФ 
методом ГХ-МС, является твердофазная микро-
экстракция из паровой фазы. В ходе разработки 
методики нами были установлены оптимальные 
условия экстракции и хроматографического ана-
лиза.

Твердофазная микроэкстракция из паровой фа-
зы для извлечения ДХГФ позволяет использовать 
в качестве образцов кровь различного качества: 
цельную, плазму крови, сыворотку, разморожен-

ную и гемолизованную, что особенно актуально 
при определении причин отравления post mortem. 
Методика количественного анализа разработана 
при использовании плазмы крови и мочи в каче-
стве матрицы. В качестве внутреннего стандарта 
был использован 2-хлорпропан. Выбор обуслов-
лен его высокой летучестью и близкими параме-
трами хроматографического удерживания. Тем-
пература кипения составляет 35.7 °C.

Выбор оптимального типа микроволокна 
проводили с  использованием растворов ДХГФ 
и 2-хлорпропана в концетрации 30 нг/мл каждый. 
Установлено, что наилучшее извлечение ДХГФ из 
паровой фазы достигается при использовании во-
локна с тройным покрытием из дивинилбензола, 
карбоксена и полидиметилсилоксана. Наиболь-
шая степень извлечения достигается при темпера-
туре экстракции 35 °С и продолжительности экс-
тракции 5 минут. Стоит отметить, что извлечение 
внутреннего стандарта в данных условиях корре-
лировало с извлечением ДХГФ.

В результате, для химико-аналитического ис-
следования образцов крови и мочи крыс, подвер-
гавшихся острому ингаляционному воздействию 
ДХГФ, была разработана методика определения 
целевого соединения методом газовой хромато-
масс-спектрометрии с твердофазной микроэкс-
тракцией из равновесного пара. Достигнутые 
пределы обнаружения составили 5 нг/мл в крови 
и моче. Такой предел обнаружения позволяет про-
водить мониторинг ингаляционного воздействия 
ДХГФ на уровне 18.8 мг/м3.

Идентификация метаболитов ДХГФ в плаз-
ме крови и моче

В ходе выполнения работы нами были исследо-
ваны известные пути метаболизма фторхлорал-
кенов. К  основным процессам их превращений 
в организме относятся: т.н. «восстановительный 
путь», гидролиз и образование конъюгатов с глу-
татионом [13]. Известный окислительный путь ме-
таболизма в случае ДХГФ невозможен вследствие 
отсутствия связей С-Н в молекуле. Восстанови-
тельный путь детоксикации и биоактивации на-
чинается с замещения одного или двух галогенов 
атомами водорода в цитохромах [14]. Образующи-
еся галогеналкены могут в дальнейшем активиро-
ваться за счет образования аддуктов с глутатио-
ном в печени (рис. 6) [15]. Глутатионовые аддукты 
через несколько последовательных реакций обра-
зуют цистеиновые и ацетилцистеиновые аддукты 
в почках [16]. Многочисленные исследования ука-
зывают на то, что нефротоксичность и нефрокан-
церогенность галогеналкенов вызвана в основном 
за счет образования крайне реакционноспособ-
ных интермедиатов – тиокетенов, при воздействии 
-лиаз на цистеиновые аддукты [17]. Тиокетены – 

крайне электрофильные соединения, они легко 
вступают в реакции нуклеофильного присоеди-
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нения. В частности, способны образовывать ко-
валентные аддукты с протеинами и азотистыми 
основаниями ДНК, чем и обусловлена их мутаген-
ность и канцерогенность [17].

Образование лабильных тиолов, предшествен-
ников тиокетенов, было доказано при введении 
в реакцию in vitro специальных ловушек-нуклео-
филов [18]. 

Образование тиокетенов возможно при нали-
чии галогена в  -положении к тиольной группе, 
структура же ДХГФ не обладает такой особенно-
стью, поэтому образование тиокетенов из цистеи-
новых аддуктов ДХГФ без расщепления достаточ-
но прочной связи С-С невозможно (рис. 2). Однако 
образование предшественников тиокетенов было 
нами показано, так нам удалось выявить стабиль-
ный тиокетон XIII в моче и плазме крови.

Идентификацию метаболитов проводили тре-
мя различными способами: ГХ-МС паровой фазы, 
ГХ-МС экстрактов и ВЭЖХ-МС высокого разре-
шения. В паровой фазе обнаружено два метаболи-
та (рис. 3).

Масс-спектры метаболитов с использованием 
доступных баз данных идентифицировать не уда-
лось. Предположительные структуры приписаны 
на основании известных закономерностей фраг-
ментации и интерпретации масс-спектров элек-
тронного удара. Метаболит с массой 198 а.е.м., изо-
браженный на рисунке 3 справа (L-II), является 
продуктом восстановительного замещения атома 
хлора в CF2Cl группе. Путь образования метабо-
лита слева (L-I) предположить не удалось, однако, 
судя по структуре, он является продуктом восста-
новительного присоединения двух атомов фтора.

В таблице приведены приблизительные концен-
трации метаболитов L-I и L-II в образцах крови 

и мочи крыс после экспонирования концентра-
цией 600 мг/м3. Приблизительные концентрации 
метаболитов определены методом абсолютной 
градуировки с использованием ДХГФ в качестве 
внешнего стандарта.

В ходе эксперимента были отобраны образцы 
крови сразу после окончания экспонирования (0 ч) 
и через 24 часа, мочу собирали в течение 24 часов 
после экспонирования. Стоит отметить, что поте-
ри летучих соединений из мочи предотвращены не 
были, так как мочу собирали в открытые емкости.

Оценка возможных путей метаболизма ДХГФ 
на основании известных закономерностей позво-
лила нам предсказать структуры возможных ме-
таболитов. Нами были выявлены продукты ги-
дролиза ДХГФ: V и XIV (рис. 4).

Образование аддуктов ДХГФ с глутатионом мо-
жет проходить по различным путям. Нами вы-
явлено четыре различных направления (рис. 5): 
восстановительное присоединение глутатиона 
(GS-C4НF6Cl2), винильное или аллильное заме-
щение фтора (GS-C4F5Cl2 два возможных изоме-
ра), нуклеофильное замещения фтора или хлора 
в восстановленной форме ДХГФ (GS-C4Н2F5Cl2 
или GS-C4Н2F6Cl, соответственно).

Интересно отметить, что в ДХГФ не происходит 
очевидного замещения атома хлора под действием 
GS- в группе CF2Cl, то есть в невосстановленной 
форме не происходит аллильное замещение хло-
ра. Необычным является тот факт, что продукт 
аллильного замещения фтора выявлен в  моче 
крыс (X). Хотя хлор должен легче вступать в ре-
акции аллильного нуклеофильного замещения, 
некоторые исследования [19,20] показывают, что 
фтор также является подходящей уходящей груп-
пой в реакциях замещения глутатионом под дей-

Рис. 3. Предполагаемые структурные формулы метаболитов ДХГФ обнаруженных в паровой фазе

Рис. 2.  Схема образования тиолов, тиокетонов и тиокетенов из цистеиновых аддуктов
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ствием глутатион-S-трансферазы. 
Возможным объяснением может быть то, что 

этот продукт легче вступает в дальнейшие реак-
ции метаболизма и не накапливается в организме.

Ферментативный гидролиз аддуктов ДХГФ 
с глутатионом, а также некоторые их дальнейшие 
превращения показаны на рисунке 6.

Наиболее показательными метаболитами явля-
ются ацетилстеиновый аддукт VIII и метилсуль-
фид I. Обнаружение метаболитов, образующихся 
в ходе различных путей образования глутатионо-
вых аддуктов, позволяет нам сделать некоторые 
выводы, о соотношении различных путей срав-
нивая концентрации метаболитов. Так, соотноше-
ние XII/VIII/VII равно 34 к 17 к 1 в плазме 0 ч, и 11 
к 63 к 1 в моче. Следовательно, преобладающим 
путем образования аддуктов является винильное 
или аллильное замещения фтора, а также восста-
новительное присоединение глутатиона. Нуклео-
фильное замещение галогенов в восстановленной 
форме ДХГФ являются минорными процессами. 
Их накопление выявлено в моче, при этом VII вы-
водится из крови в течение 24 часов, а IV в плазме 
не обнаружен. Концентрация VIII, одного из наи-

более показательных метаболитов, в плазме пада-
ет в 20 раз за 24 часа.

Цистеиновый аддукт XI – основной. Несмотря 
на то, что XII основной ацетилцистеиновый ад-
дукт, выводится он быстрее, чем VIII и через 24 ч 
в плазме не обнаруживается.

Единственным глутатионовым аддуктом, кото-
рый был обнаружен в исходной форме, был аддукт 
X в моче, который является продуктом винильно-
го или аллильного замещения фтора в ДХГФ. 

Для выявления наиболее чувствительных био-
маркеров экспозиции ДХГФ было проведено ис-
следование образцов плазмы крови крыс, экспо-
нированных концентрациями ДХГФ на уровне от 
4.7 до 84.4 мг/м3. В результате, показано, что неме-
таболизированная форма ДХГФ была обнаруже-
на в плазме крови всех групп животных. Концен-
трации не превышают следового уровня, однако 
носят дозозависимый характер. Метаболит L-I 
был обнаружен только в группе подвергавшейся 
экспонированию высокой концентрацией ДХГФ.

Образцы плазмы крови крыс были исследованы 
методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии в сочетании с масс-спектрометрией вы-

Рис. 4. Схема образования кетона и кислоты при гидролизе ДХГФ

Рис. 5. Схема образования аддуктов ДХГФ с глутатионом

Таблица 

Результаты определения концентрации ДХГФ и его метаболитов методом ГХ-МС с твердофазной 
микроэкстракцией

Соединение
Концентрация соединений после экспонирования ДХГФ в концентрации 600 мг/м3

Плазма крови 0 ч Плазма крови 24 ч Моча 24 ч

ДХГФ 30 нг/мл 0 3 нг/мл

Метаболит L-I 1091 нг/мл 86 нг/мл 541 нг/мл

Метаболит L-II 1353 нг/мл 17 нг/мл 253 нг/мл
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Рис. 6. Схема деградации различных аддуктов ДХГФ с глутатионом. Показаны различные обнаруженные метаболиты

сокого разрешения. Поиск и идентификация мета-
болитов были выполнены на основании данных, 
полученных в ходе исследования образцов после 
острой интоксикации. 

Таким образом были выявлены цистеиновые 
и ацетилцистеиновые аддукты ДХГФ в плазме 
крови крыс группы 1, экспонированных ДХГФ 
в концентрации 84.4 мг/м3, единственным метабо-
литом ДХГФ, выявленным в группе 2 (18.8 мг/м3), 
является тиокетон XIII. Наиболее чувствитель-
ным биомаркером экспозиции ДХГФ является его 
неметаболизированная форма. Тем не менее, ско-
рее всего этот факт связан с использованием чув-
ствительной методики целевого анализа для опре-
деления ДХГФ.

Использование сочетания ГХ-МС паровой фазы 
с твердофазной микроэкстракцией и ВЭЖХ-МС 
высокого разрешения позволяет выявлять в плаз-
ме крови два биомаркера экспозиции ДХГФ кон-
центрациями до 18.8 мг/м3.

Рассмотрим далее возможность обоснования 
целевого списка биомаркеров экспозиции экс-
траполированного для биомониторинга воздей-
ствия ДХГФ на человека. Все обнаруженные ме-
таболиты ДХГФ в крови являются продуктами 
образования и последующей деградации аддук-
тов ДХГФ с глутатионом. Реакция присоедине-
ния или замещения глутатиона к ДХГФ катали-
зируется глутатион S-трансферазами (GST, КФ 
2.5.1.18), которые представляют собой целое се-
мейство ферментов играющих ключевую роль 
в обезвреживании ксенобиотиков. Образование 
аддуктов происходит в основном внутри клеток 
печени и почек [21], так как концентрация глута-
тиона в плазме крови составляет всего 2-20 мкМ 
в то время как, концентрация внутриклеточного 
глутатиона составляет 3-4 мМ [22], причем 85-90 
% сосредоточено в цитозоле, а оставшиеся 10-15 
% в митохондриях и пероксисомах. После образо-
вания, аддукты выводятся из клеток с использова-
нием активного транспорта [23] и затем, под вли-
янием гамма-глутамилтрансферазы (КФ 2.3.2.2), 
от аддуктов отщепляется остаток глутаминовой 

кислоты. Продуктами первой стадии гидролиза 
являются цистеилглициновые аддукты. Дальней-
ший гидролиз аддуктов катализируется дипепти-
дазой (КФ 3.4.13.19), что приводит к цистеиновым 
аддуктам, которые в дальнейшем могут либо аци-
лироваться под действием специфичных к цистеи-
новым аддуктам ацетилтрансфераз (КФ 2.3.1.80), 
либо расщепляться по связи C-S в цистеине под 
действием -лиаз (КФ 4.4.1.13) в почках с образо-
ванием тиолов или других реакционноспособных 
соединений [24]. Именно ацетилцистеиновые ад-
дукты зачастую используют в качестве маркеров 
образования исходных аддуктов ксенобиотиков 
с глутатионом [22].

Межвидовые различия в активностях GST или 
ферментов, которые катализируют гидролиз ад-
дуктов с глутатионом могут определять видовую 
чувствительность к токсическому действию ксе-
нобиотиков. Оценка таких различий необходи-
ма для повышения точности экстраполяции при 
гигиеническом регламентировании, а также для 
создания физиологически обоснованных фарма-
ко- и токсикокинетических моделей. Сравнение 
активности GST между человеком и крысами про-
водилось неоднократно, однако есть основания по-
лагать, что межвидовая чувствительность может 
отличаться по отношению к различным химиче-
ским веществам. Например, в работе [25] проведе-
но межвидовое сравнение активности GST по от-
ношению к йодистому метилу: активность GST по 
образованию аддуктов с CH3I в печени крыс и че-
ловека оказалась сравнимой (40 и 47 нмоль/мин/мг 
гомогената), а у кроликов значительно меньше (10 
нмоль/мин/мг гомогената). В почках разница в ак-
тивности GST была приблизительно схожей: 15.0, 
11.8 и 4.38 нмоль/мин/мг гомогената у крысы, чело-
века и кролика, соответственно [22]. 

Наиболее близким по структуре к ДХГФ соеди-
нением для которого удалось обнаржить резуль-
таты межвидового сравнения активности GST это 
гексахлобутадиен-1,3. Этот полихлорированный 
углеводород так же содержит в своей структуре 
четыре атома углерода, связи С=С и Csp2-Cl, по-
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этому можно сделать предположение о близкой 
субстратной специфичности рассматриваемых 
ферментов.

В отличие от CH3I, конъюгация гексахлор-
бутадиена-1,3 с  глутатионом в микросомальной 
фракции печени крыс была в 5 раз более интен-
сивной чем у человека [24]. При этом константа 
связывания была в 1.3 раза выше у крысы. Мета-
болизм цистеинового аддукта почечными -лиа-
зами был приблизительно в 23 раза менее интен-
сивным у человека, чем у крысы. Аналогичным 
образом отличались активности ацилазы в поч-
ках: 7.36 нмоль/мин/мг гомогената у крыс, против 
0.1 нмоль/мин/мг гомогената у человека. В то же 
время, активность ацетилтрансфераз в  почках 
крыс и человека отличалась значительно меньше 
и составила 144.9 и 40.8 нмоль/мин/мг гомогената, 
соответственно.

Таким образом, при биомониторинге воздей-
ствия ДХГФ на человека стоит в первую очередь 
в качестве целевых биомаркеров экспозиции рас-
сматривать:

-  Ц ис теи новые а дд у кты: 1-ц ис теи-
нил-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутен-2 или его 
возможный изомер  – 2-цистеинил-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2.

- Ацетилцистеиновые аддукты: 1-(N-а-
ц е т и л ц и с т е и н и л ) - 1 , 2 , 3 , 4 , 4 - п е н т а ф -
тор-1,4-дихлорбутен-2 или его возможный 
изомер  – 2-(N-ацетилцистеинил)-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2, 1-(N-ацетилцистеи-
нил)-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутан, 1-(N-а-
цетилцистеинил)-1,1,2,3,4,4-гексафтор-1,4-дихлор-
бутан.

Так как активность почечных -лиаз бы-
ла приблизительно в  23 раза меньше у  чело-
века [24], то можно не рассматривать продук-
ты расщепления цистеиновых аддуктов по 
связи C-S в качестве целевых биомаркеров экс-
позиции при биомониторинге воздействия 
ДХГФ на человека. К данному классу соединений 
относятся, обнаруженные в крови крыс – 4-метил-
сульфил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2, 4-ме-
тилсульфинил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2 
и 1,1,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутантион-2, кото-
рый оказался наиболее чувствительным биомар-
кером экспозиции ДХГФ у крыс.

Механизм образования легколетучих метаболи-
тов ДХГФ, продуктов восстановительного заме-
щения атомов хлора: 1-хлор-1,1,2,3,3,4,4,4-октаф-
торбутан и 1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2 не 
был установлен, поэтому не удалось сделать пред-
положение о возможности их обнаружения в кро-
ви человека после воздействия ДХГФ.

Нецелевое метаболическое профилирование
Для выявления метаболических маркеров инга-

ляционного воздействия ДХГФ на организм нами 
было проведено нецелевое метаболическое про-

филирование образцов плазмы крови, подвергав-
шихся острому и подострому воздействию ДХГФ.

Для выявления биомаркеров эффекта ДХГФ при 
ингаляционном воздействии на организм, нами бы-
ло проведено нецелевое метаболическое профили-
рование образцов плазмы крови, подвергавшихся 
острому и подострому воздействию ДХГФ.

Для выявления возможных биомаркеров эф-
фекта низких концентраций ДХГФ нами был 
оценена статистическая значимость отношений 
концентраций различных соединений, в частно-
сти показано, что отношение концентраций ино-
зитолфосфат/инозитол дозозависимо изменяется. 
Однако значительное стандартное отклонение не 
позволяет говорить о достаточной статистической 
значимости ни в одной группе.

Отношение концентраций гулоновой кислоты 
и инозитолфосфата (рис. 7) оказывается доста-
точно чувствительным биомаркером эффекта 
концентрации ДХГФ 18.8 мг/м3, а также, в первые 
часы после воздействия концентрации 600 мг/м3. 
Однако после 24 часов или при меньших концен-
трациях и многократном экспонировании, выяв-
ленный маркер не носит статистически значимого 
характера (p = 0.18).

Сочетание определения биомаркеров экспози-
ции  – ДХГФ и  1,4-дихлор-1,1,3,4,4-бутантиона-2 
в крови с определением биомаркеров эффекта – 
отношением концентраций гулоновой кислоты 
и инозитолфосфата позволит более точно оцени-
вать полученную дозу или уровень воздействия 
ДХГФ на организм людей, контактирующих 
с ним.

Заключение. Использование нецелевых ме-
тодов метаболического профилирования по-
зволило получить новые знания о метаболизме 
и механизмах действия не изученных ранее хи-
мических соединений. К таким соединениям от-
носятся хладон RL 316 (1,4-дихлор-1,1,2,3,4,4-гек-
сафторбутена-2, ДХГФ) и  гидроксиламин. При 
экспериментальном моделировании интоксика-
ции ДХГФ в образцах крови и мочи крыс обна-
ружены и идентифицированы два летучих мета-
болита, продукта восстановительного замещения 
атомов хлора: 1-хлор-1,1,2,3,3,4,4,4-октафторбутан 
и 1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2. Всего в ре-
зультате исследований выявлено и идентифициро-
вано 15  различных ранее неизвестных метаболитов. 
Установлено, что основным путем превращений 
ДХГФ в организме является образование аддук-
тов с глутатионом и их дальнейшая деградация до 
цистеиновых и ацетилцистеиновых аддуктов. Так-
же, среди продуктов распада аддуктов выявлены 
4-метилсульфил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбу-
тен-2, 4-метилсульфинил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексаф-
тор-бутен-2 и — 1,1,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлор-
бутантион-2, который оказался наиболее 
чувствительным маркером у крыс. Показано, что 
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при поступлении ДХГФ в организм не происходит 
его биоактивация с образованием лабильных ти-
окетенов, которые являются основной причиной 
мутагенного и канцерогенного действия некото-
рых галогенуглеводородов.

Для обоснования экстраполированного списка 
биомаркеров экспозиции для биомониторинга 
воздействия ДХГФ на человека были использо-
ваны результаты сравнения активностей глута-
тион S-трансфераз, -лиаз, дипептидаз и ацетил-
трансфераз печени и почек крысы и человека по 
отношению к гексахлорбутадиену-1,3, который 
обладает достаточно близкой структурой к ДХ-
ГФ. Конъюгация гексахлорбутадиена-1,3 с глута-
тионом в микросомальной фракции печени крыс 
была в 5 раз более интенсивной чем у челове-
ка, в то время как метаболизм цистеинового ад-
дукта почечными -лиазами был приблизитель-
но в 23 раза менее интенсивным у человека, чем 
у крысы. Активность ацетилтрансфераз в поч-
ках крыс и  человека отличалась значительно 
меньше: в 3.5 раза больше у крыс. Таким обра-
зом, при биомониторинге воздействия ДХГФ на 
человека стоит в первую очередь в качестве це-
левых биомаркеров экспозиции рассматривать 
следующие соединения.

-  Ц ис теи новые а дд у кты: 1-ц ис теи-
нил-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутен-2 или его 
возможный изомер  – 2-цистеинил-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2.

- Ацетилцистеиновые аддукты: 1-(N-а-
ц е т и л ц и с т е и н и л ) - 1 , 2 , 3 , 4 , 4 - п е н т а ф -
тор-1,4-дихлорбутен-2 или его возможный 
изомер  – 2-(N-ацетилцистеинил)-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2, 1-(N-ацетил-цистеи-
нил)-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутан, 1-(N-а-
цетилцистеинил)-1,1,2,3,4,4-гексафтор-1,4-дихлор-
бутан.

Так как активность почечных β-лиаз была при-
близительно в  23 раза меньше у  человека, то 
можно не рассматривать продукты расщепления 
цистеиновых аддуктов по связи C-S в  качестве 
целевых биомаркеров экспозиции при биомони-
торинге воздействия ДХГФ на человека: 4-ме-
тилсульфил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2, 
4-метилсульфинил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбу-
тен-2 и 1,1,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутантион-2.
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IDENTIFICATION OF BIOMARKERS OF EXPOSURE AND EFFECT OF 
1,4-DICHLOROHEXAFLUOROBUTENE-2
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Leningrad region, Kuzmolovsky, Russian Federation

Using gas and high-performance liquid chromatography with mass-selective detection (GC/MS and HPLC/MS, 
respectively), the metabolism of previously unstudied freon RL316 (1,4-dichloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, 
hereinafter – DCHF) has been investigated. Two volatile metabolites, which are products of reductive replacement 
of chlorine atoms: 1-chloro-1,1,2,3,3,4,4,4-octafluorobutane and 1-chloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, have 
been detected and identified in the blood and urine samples of rats. In total 15 different previously unknown 
metabolites have been revealed and identified. The main direction of metabolism of DCHF is the formation of 
adducts with glutathione and their further degradation to cysteine and acetylcysteine adducts. Among all metabolites 
4-methylsulfyl-1-chloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, 4-methylsulfynyl-1-chloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2 
and 1,1,3,4,4-pentafluoro-1,4-dichlorobutanethion-2 were found to be the most sensitive biomarkers. The intake 
of DCHF in the body does not lead to its bioactivation with the formation of labile thioketenes which are the main 
cause of mutagenic and carcinogenic effects of some halocarbons.

Metabolic profiling of blood plasma revealed potential metabolic markers of exposure to DCHF at a concentration 
of 18,8 mg/m3: the ratio of concentrations of gulonic acid and myo-inositol phosphate. The combination of the 
determination of the chemical markers – nonmetabolic forms of DCHF and 1,4-dichloro-1,1,3,4,4-butanthione-2 
with the definition of discovered metabolic markers allows to estimate more accurately the dose or level of exposure 
of DCHF on the body of people in contact with it.

Keywords: 1,4-dichloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, freon RL316, blood, urine, chromatography/mass 
spectrometry.
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