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ИНТОКСИКАЦИИ

В предыдущей работе нами было найдено, что при хроническом хло­
ропреновом отравлении резко увеличивается уровень аммиака в мозгу 
|7]. Причем это увеличение сопровождается уменьшением количества 
глутамина. Учитывая, что в условиях физиологической нервной деятель­
ности процессы синтеза глутамина преобладают над его распадом [3, 5, 
16], мы предположили, что при хлоропреновой интоксикации наступает 
нарушение нормальных процессов устранения и образования аммиака 
либо в сторону усиления распада глутамина, либо — ослабления его 
синтеза.

Для разрешения этого вопроса мы изучили активность глутаминсин­
тетазы и глутаминазы при этой интоксикации. Глутаминсинтетаза — 
фермент, осуществляющий синтез глутамина из глутаминовой кислоты 
и аммиака. Реакция протекает в присутствии АТФ, как источника энер­
гии и ионов магния или марганца.

По данным Ач, Балаж и Шрауба [2], синтез глутамина является од­
ним из самых интенсивных процессов, протекающих в нервной клетке. 
В активном центре глутаминсинтетазы существенную роль играют 
сульфгидрильные группы и поэтому при их окислении, а также при свя­
зывании ионами металлов или алкилирующими веществами происходит 
ингибирование ферментативной активности [10, 11]. Оптимум pH для дей­
ствия мозговой глутаминсинтетазы равен 7,2, т. е. близок к физиологиче­
скому pH.

Механизм синтеза глутамина пока еще точно не устновлен. Так, 
Эллиот [10] предполагает, что вначале глутаминовая кислота активирует­
ся АТФ с образованием глутамилфосфата. Затем его фосфорный остаток 
замещается на аммиак с образованием глутамина и свободного фосфата.

Ряд авторов полагает, что вначале активируется фермент путем при­
соединения АТФ к сульфгидральным группам. Затем фосфорилирован­
ный фермент взаимодействует с глутаминовой кислотой с образованием 
комплекса: фермент-5-глутаминовая кислота. В этом комплексе глута­
миновая кислота амидируется с образованием глутамина [17]. По дан­
ным Мейстера [12], глутаминсинтетазная активность тесно связана с 
трансферазной.

Глутаминаза дезамидирует глутамин с образованием аммиака и 
глутаминовой кислоты. Она активируется фосфатами, арсенатами и 
сульфатами. Этот фермент в литературе часто обозначается как глута­
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миназа I в отличие от глутаминазы II, активируемой пируватом. Рабо­
тами Вэльша было показано, что глутаминаза֊ II идентична трансами­
назе, описанной Мейстером, осуществляющей перенос аминогруппы глу­
тамина на а-кетокислоты с последующим отщеплением аммиака из 
амидной группы глутамина [13]. Оптимум активности глутаминазы pH 
8—9. Следовательно, при физиологических pH она мало активна.

По мнению Сейре [14], в активном центре глутаминазы содержатся 
две катионные и одна сульфгидрильная группы.. Причем ферментативная 
реакция осуществляется путем образования комплекса фермента, фос­
фатного иона и субстрата (глутамина). Соответственно с этим ингибито­
ры глутаминазы делятся на 3 типа: а) сульфгидрильные—сулема, пара- 
хлормеркурийбензоат, йодоацетамид; б) конкурирующие с фосфатом— 
бромсульфалеин и флавиновая кислота; в) конкурирующие с глутами­
ном—глутаминовая кислота и аммиак. В работах Палладина [8] пока­
зано, что глутаминазная активность сосредоточена в митохондриях.

Экспериментальная часть. Экспериментальными животными были 
белые крысы весом 150—200 г. Они отравлялись хлоропреном ингаля­
ционно-динамическим методом, при концентрации паров хлоропрена в 
камере 4 мг/л с ежедневной экспозицией 2 часа. Сроки отравления 30, 
60, 90 дней. По окончании срока затравки, животных убивали замора­
живанием в жидком воздухе. Головной мозг растирали до тонкого по­
рошка в ступке в среде жидкого воздуха. Для определения глутамин- 
синтетазы использован метод, описанный Эллиотом [10] и 3. С. Гершено- 
вичем [4], с некоторой нашей модификацией. Фермент экстрагировали 
встряхиванием в шюттель аппарата в течение 2 часов при 0—4°С. Для 
экстракции брали навеску тонкого порошка мозга, растертого с десяти­
кратным объемом холодной дистиллированной воды. Реакционная смесь 
содержала 1 мл фермента (соответствует 200 мг мозга), 100 мкмоль глу­
тамата натрия, 40 мкмоль солянокислого гидроксиламина, 40 мкмоль 
М§С12 • 6Н2О, 20 мкмоль цистеина, 10 мкмоль АТФ—Ыа и 0,5 мл буфера 
ТРИС pH 7,4. Общий объем пробы 3 мл. Контрольная проба содержала 
все те же компоненты, кроме глутаминовой кислоты. Все растворы пред­
варительно нейтрализовали.

Пробы инкубировали 30 мин. при 37°. Реакцию останавливали до- 
-бавлением 2 мл осаждающего реактива (5,05 г трихлоруксусной кислоты, 
6 г РеС1з и 2,5 мл концентрированной НС1, вода до НО мл), отфильтро­
вывали и спектрофотометрировали через 30 мин., на СФ-4А на волне 
540 ммк. Результаты выражали в мкмолях глутамилгидроксамовой кис­
лоты, синтезируемой 1 г ткани за 30 мин.

Стандартную кривую строили по сукцинилгидроксамовой кислоте, 
образующейся в результате взаимодействия ангидрита янтарной кисло­
ты и гидроксиламина. Для определения глутаминазной активности на­
веску мозга гомогенизировали в 25-кратном объеме фосфатного буфера 
pH 8,0, размешивали и разводили тем же буфером до концентрации 
1 : 100. Реакционная смесь складывалась с 1 мл разведенного гомогена­
та, 1 мл 0,01 М раствора глутамина (1,5 мг) и 1 мл фосфатного буфера 
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pH 8,0. Инкубация продолжалась в течение 15 мин. при температуре 
37 С, после чего реакцию останавливали добавлением 1 мл 10% раство­
ра трихлоруксусной кислоты. Для каждой пробы ставили контрольные 
определения, которые давали возможность судить о содержании аммиа­
ка в глутамине, в гомогенате и в реактивах. Пробы центрифугировали и 
в надосадочной жидкости определяли аммиак микродиффузионным ме- 
тодом Зелингсона [15] в модификации А. И. Силаковой и сотр. [9]. Актив­
ность глутаминазы выражали количеством мг азота аммиака, выделяе­
мого 1 г ткани, в результате дезамидирования глутамина в течение 
15 мин. при 37°.

Полученные результаты и их обсуждение. Как видно из табл. 1, ак­
тивность глутаминсинтетазы при сроке затравки в 30 дней уменьшается 
на .21% по сравнению с контролем. Удлинение срока затравки до 60 дней 
вызывает более глубокое угнетение ее активности, снижается на 49% по 
сравнению с контролем.

Таблица 1
Изменения активности глутаминсинтетазы в различные сроки хлоропренового отрав­

ления (активность глутаминсинтетазы выражена в мкмолях глутамилгидроксамовоч 
кислоты, синтезируемой 1 г ткани за 30 мин. при 37°С)
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М.+ П1 1,575-:-0,0б 

(л = 13)
1,256-0,05
(п-11)

21 0,804 + 0,07 
(п-11)

49 1,773+0,08 
(п==10)

12

Пределы колебаний 2,0-1,25 1,1-0,9 1,1-0,3 2,25-1,35

С 0,22 0,18 
Р <0,001

0,25 
Р <0,001

0,29 
Р>0,05

При сроке отравления в 90 дней отмечается восстановление фермен­
тативной активности, даже с наклонностью к повышению (увеличивает­
ся на 12% по отношению к контролю). Сравнивая данные об активности 
глутаминсинтетазы с уровнем глутамина в мозгу белых крыс в одни и 
те же сроки хлоропреновой интоксикации, приходим к заключению, что 
в их изменениях имеется параллелизм.

Уменьшение активности глутаминсинтетазы сопровождается умень­
шением количества глутамина. Причем наиболее глубокое угнетение 
фермента синтеза глутамина при сроке отравления в 60 дней сопровож­
дается наибольшим уменьшением количества последнего, по сравнению 
с другими сроками. Это дало нам возможность заключить, что при хло­
ропреновой интоксикации нарушаются процессы устранения аммиака 
путем подавления синтеза глутамина. Угнетение ферментативной реак­
ции мы объясняем окислением перекисями хлоропрена тиоловых групп 
.активного центра глутаминсинтетазы.
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Это представление основано на исследованиях В. Г. Мхитаряна [6],. 
в которых было доказано, что в основном токсическое действие хлоро­
прена на организм обусловлено его перекисями. Последние способству­
ют окислению в организме весьма важных, легко окисляемых соедине­
ний, в том числе ферментов, в активном центре которых существенную 
роль играют сульфгидрильные группы.

К 90 дню отравления отмечается некоторое приспособление живот­
ных к воздействию яда. На первый взгляд на этой стадии отравления 
имеется несоответствие в изменениях активности глутаминсинтетазы и 
количества глутамина. Глутаминсинтетазная активность, как уже гово­
рилось выше, возвращаясь к норме, имеет наклонность к увеличению, в 
то время как уровень глутамина, возрастая по сравнению с 60 днем 
отравления, остается еще низким по сравнению с контролем.

Данное противоречие мы объясняем неполным совпадением условий 
нашего опыта с теми условиями, которые имеются in vivo в организме.

Определяя ферментативную активность, мы создаем максимально 
оптимальные условия для действия фермента, добавляя в инкубацион­
ную среду нужное количество субстрата, ионов Mg и АТФ. В результате 
нарушения энергетического обмена [1] в мозгу животных в это время 
создается, видимо, некоторый избыток АДФ и недостаток АТФ. Аденоз­
индифосфат же является мощным ингибитором глутаминсинтетазы, 
вступающим в конкурентное торможение с АТФ.

Учитывая, что активный центр глутаминазы также содержит сульф­
гидрильные группы, можно предположить, что при хлоропреновой инток­
сикации ее активность должна понижаться.

Наши исследования показали (табл. 2), что глутаминазная актив­
ность изменяется только при сроке затравки в 60 дней, когда уменьшает­
ся на 31%, при сроках же 30 и 90 дней уровень ее приближается к кон­
трольному.

Таблица 2
Изменения активности глутаминазы в мозгу белых крыс в различные сроки хлоро­

преновой интоксикации (активность глутаминазы выражена в мг азота аммиака, 
выделенного 1 г ткани из глутамина в течение 15 мин., при 37°С)

Контроль
О п ы т ы

30 дней 60 дней | % умень­
шения 90 дней

1 + m 3,65 + 0,1 
(п—14)

3,54 + 0,12 
(п = 12)

2,46 + 0,15 
(п-12)

31 3,27+0,12
(п = 12)

Пределы колебаний 4,6-2 4,16-2,52 3,29-1,6 4,2-2,82

0,76
Р>0,05

0,51
Р֊+0,001

0,42
Р>0,05

Сравнительно низкая чувствительность глутаминазы, чем глутамин­
синтетазы, к воздействию хлоропрена объясняется, по-видимому, конфор­
мационными особенностями ее макромолекулы. По всей вероятности, 
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5Н-группы ее активного центра располагаются более глубоко. Как уже 
указывалось, для образования фермент-субстратного комплекса необхо­
димо еще наличие катионных групп и ионов фосфора. Эти же компонен­
ты, наверное, более резистентны к хлоропрену.

Выводы

1. Хроническая хлоропреновая интоксикация, вызывает понижение 
активности глутаминсинтетазы при сроке отравления в 30 дней на 21%, 
60 дней—49%. К 90 дню отравления отмечается тенденция к ее повы­
шению.

2. Глутаминазная активность при этих же условиях изменяется толь­
ко при 60-дневном отравлении, понижаясь на 31%.

3. Наибольшие изменения активности обоих ферментов приходятся 
на 60 день отравления. К 90 дню интоксикации отмечается привыкание 
организма к воздействию яда.
Ереванский медицинский институт,

кафедра биохимии Поступило 13.X 1966 г.

Է. Մ. ՄԻՔԱՅԵԼՅԱՆ, Վ. Գ. ՄԿԻԹԱՐՅԱՆ
ԴԼԽՈՒՎԵՎԻ ԳԼՈՒՏԱՄԻՆՍԻՆԹԵՏԱ9.ԱՅԻ ԵՎ ԳԼՈԻՏԱՄԻՆԱՎԱՅԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՓՈՓՈԽՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ ՔԼՈՐՈՊՐԵՆԱՅԻՆ ԹՈՒՆԱՎՈՐՄԱՆ ԺԱՄԱՆԱԿ

Ա մ <] 1 ո փ ււ ւ մ
Տվյալ աշխատության նպատակն է եղել պարզել գլխուղեղի գլուտամին- 

ս ինթե տ ա զա յի 1լ գչուտամինազային ակտիվության փոփոխությունները քչո- 
րոպրենային քրոնիկ թունավորման ժամանակ։

Փորձերը գրվել են երեք խումբ առնետների վրա, որոնք թունավորման են 
ենթարկվել 30, 60 և 90 օր, օրական 2 ժամ' հատուկ կամերայում, որտեղ քլո- 
րոպրենի կոնցենտրացիան օդում եղել է 8 մԳ/ւ-

Ստացված տվյալները հիմք են տալիս անելու հետեյաչ եզրակացություն­
ները։

'Սլորոպրենային թունավորման 30-րդ օրը գլոււո ամ ին ս ին թե տ ա զա յին 
ակտիվությունը գլխուղեղում իջնում է 21 %-ռվ, 60-րդ օրը' 49°՚ւՇ-ով, 90-րդ 
օրը նրա ակտիվությունը վերականգնվում է և անդամ ձգտում է բարձրան ալու՝.

2* Թունավորման նույն պայմաններում գլուտամինազայի ակտիվությունը 
գլխուղեղում իջնում է 31 %-ով թունավորման միայն 60-րդ օրը։

3. 9* լո ւտ ամ ին ս ինթ ե տ ա զայի և գչուտամին ազա >ի ակտիվության փոփո- 
խ՞ւթ.քունը գլխուղեղում ամենից շատ նկատվում է քլորոպրենա լին թունավոր­
ման 60-րդ օրը:
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