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СОСТОЯНИЯХ

В организме животных биосинтез сложных углеводов, м\ колипидов,
глюкуронидов, а также эпимеризация ггуклеозидмоыосахаридов осущест­
вляется уридилтрансферазной системой [1,5, 7—12, 17—21, 29]. Однако 
вопросы изучения активности ферментов этой системы в мозгу и печени
при терминальных состояниях и возможности использования итогов по­
добных исследований в практике реаниматологии не разработаны. Ста­
вилась задача изучить изменение активности УДФглюкоза-^-глюканглю- 
козилтрансферазы (КФ 2.4.1.11), УДФглюкуронат-г.тюкуроннлтрансфе- 
разы (КФ 2.4.1.17), УДФгалактозо-4-эппмсразы (КФ 5.1.3.2) в мозгу и 
печени при экспериментальной клинической смерти, вызванной острой 
кровопотерей, и восстановлении жизненных функций организма [2, 4, 6, 
10, 13, 14, 21].

Методика исследований. Опыты ставили на белых крысах-самцах весом 150—200 г, 
содержащихся на одинаковом смешанном пищевом рационе. Было проведено пять се­
рий экспериментов. При соответствующих функциональных и терминальных состояниях 
организма (контроль, уретановый наркоз, кровопускание, клиническая смерть и ожив­
ление) подопытных животных подвергали замораживанию в. жидком азоте и в мозгу и 
печени определяли активность изучаемых ферментов.

Определение активности гликогенсинтетазы. Активность УДФглюко«а-а-глюканглю- 
козилтрансферазы в мозгу и печени определяли методом Лелуара и Гольденберг [24, 301 
в нашей модификации [7, 12]. Активность фермента измеряли количеством УДФ. полу­
ченным из УДФглкжозы в присутствии гликогена и глюкозо-б-фосфата. Содержант 

ДФ определяли применением пируваткина<ы, катализирующей перенос фосфата фот- 
фоэнолпирхвата (ФЭП) на УДФ. Освободившийся пируват определяли спектрофото­
метрией.

Длл конечного определения активности фермента брали 0,03 мл смеси, содержащей 
!'-75 М глицинного буфера с 0,025 .4 ЭДТ.\, 0,05 М глюкозо-б-фосфата (натриевая соль) 
и гликогена 40 мг/мл, 0,005 мл 0,03 М свежеприготовленного и нейтрализованного цисте­
рна, 0,01 мл надосадочной жидкости (фермента), полученной из гомогенатов мозговой 
11 ш печеночной ткани в 0,25 М сахарозы, содержащей 0.001 М ЭДТА и 0,01. мл 25 М/мл 

•ХДФ глюкозы (натриевая соль). Содержание белка в надосадочной жидкости составляло 
■В 30 мг/мл. Белок определяли по Лоури [25]. Смесь инкубировали при 37СС в течение 
10 мин с последующим одноминутным кипячением при 100°С для приостановления фер­
ментативной активности. Для определения УДФ. образующегося в реакции, добавляли 
(՝,025 мл 0.01 М ФЭП (трицпклогексиламиниая соль) в 0,4 М 1x0 и. 0,025 мл пирувагки- 
чны, полученной нами методом Девидсона [15] из мышц спины и ног кролика. Содер­
жание проб инкубировали в течение 15 мин при 37°С. Для определения освободи вше-
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• чя пирувата к содержимом v проб добавляли 0,1;) мл раствора динйiрофенилгидрЭзина 
в 11С1. а через 5 мин прибавляли 0.2 мл 10 X ХаОН и 2,1 мл этанола и окрашенный 
раствор подвергали спектрофотометрии при /,-520 nip на СФ—4а, 1 см кюветы.

Определение активности У ДФглюку ронит-глюку ронилтрансферазы. Активность фер­
мента определяли метоюм Дутой и Стореи [16] посредством измерения количества 
»)-; минофенилглкжуронида, образующегося и։ УДФглюкуроиата и о-аминофенола и вы­
ражали в рМ/г ткапи/час. Полученный о-аминофеннлглюкуронид определяли путем ди­
азотирования и сопряжения с X-1-нафтплугилендиамин он идрохлоридом при pH 2,25 
2 5. при котором образуется характерная розово-малиновая окраска, определяемая при 
/. 550 тир Для конечного определения активности фермента брали 0,2 мл 0.5 М I рис 
оуфера pH 7,4, содержащего 0.15 М MgCI2, 0,2 мл о-аминофенола (конечная концентра­
ция I.4XK)-1 М), 0,5 мл надосадочной жидкости, полученной из гомогенатов исследуе­
мых тканей, 0,05 мл УДФглюкуроната (натриевая соль) в концентрации 5X10 ’ М и 
б..ем (сводили водой до 3 мл. Смесь инкубировали в термостате при 37°С в течение 

20 мин. пробы мешалкой беспрерывно встряхивали. Вслед за этим добавляли равный 
объем осади теля (поровну 2 М фосфата и 2 М трнхлораиетата с приведением pH до 
2.101. Смесь центрифугировали и брали на исследование 4 мл надосадочной жидкости. 
Для определения образовавшегося глюкуронида к надосадочной жидкости добавляли 
I мл 0.1 % ХаХО2, через 3 мин 1 мл 0,5% сульфамата аммония и через такой же проме­
жуток I мл 0,1% X-1-нафтилэтилепдиаминдигидрохлорида. После смешивания смесь 
инкубировали в течение 2 час. при 25°С и полученную окраску подвергали фотоколори­
метрированию. Образовавшийся о-аминофенилглюкуронид сравнивали со стандартной 
кривой о-амннофенилглюкуронида [31].

Определение УДФгалактозо-4-эпимеразы. Активность фермента определяли спек- 
। рофотомеч рическим методом по скорости увеличения оптической плотности при 340 тир 
в присутствии субстрата УДФгалактозы, фермента ДФглюкозодегидрогеназы и 
НАД [26].

Для конечного определения активности УДФгалактозо-4-эпимеразы брали 0,5 мл 
I М глицинового буфера. pH—8,7; 0,2 мл очищенного фермента [26] из исследуемых 
органов 2.5 мг/белка мл, 0,3 мл 2,2 рМ/мл УДФгалактозы и 2.0 мл Н2О. Смесь инкуби­
ровали в течение 10 мин при 25ЭС. Для прекращения активности фермента смесь инак­
тивировали в кипящей бане в течение 90 сек. Затем остужали на льду и центрифугиро­
вали при 2000 g. 11 адосадотую жидкость в количестве 2,0 мл перевели в кварцевую 
кювету в 1.0 см и добавляли 0,7 мл I М глицина, pH-8,7; 0,2 мл 25 рМ/мл НАД и 
0.2 мл. около |()3 ед./мл глюкозодегидрогеназы, полученной нами по методу Стромин- 
тжера и других [27, 28] в вашей модификации. Образовавшийся НАДН„ определяли 

чпектрофотометрией. За единицу активности фермента принималось увеличение сити- 
ческой n.'ioiпости па 0,001 в одну минуту. Число единиц ферментной активности выра­
жали на мг ферментного белка.

Применялись реактивы фирмы Sigma.

/ (. вуло/сиЬ1 исследований и оосуэтсдение. Изменение активности 
, 1Ф г л юкоза-'х-г, 1ЮКЯНГЛ юкозил г.ра н сфер азы, У ДФ гл юку рои ат-гл юку -

ронилтрансферазы, УДФгалактозо-4-эпимеразы ц мюзгу подопытных 
крыс при терминальных состояниях отражено в табл. I, 2, 3. В контроль­
ных опытах изучаемый показатель соответственно составляет 9,3±0,84 
ПЦ1.М УДФ/мг белка/мпн; 0.065 + 0.04 р М о-аминофенилглюкуронида/г 
гкани/час; 7068 + 2/4,6 ед. мг ферментного белка. Данные таблиц 
показывают, что ио сравнению с контролем па фойе уретанового наркоза 
активность .՝՛ ДФглюкоза-а-глюкаиглюкозилтрансферазы и УДФгалакто- 
ю-1-эпимеразы несколько повышается, тогда как активность УДФглю- 
куропилтрансферазы особым изменениям не подвергается. Смертельное 
кровопускание, вызванное для получения клинической смерти, приводило
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к заметному снижению (почти вдвое) активности УДФглюкоза-*-глю- *
канглюкозилтраисферазы (4,15±0,35 ггщМ УДФ/мг белка/мии) и зна­
чительному повышению активности УДФглюкуронат-глюкуронилтранс- 
глюкуронилазы (0,124±0,005 мМ о-аминофенилглюкуронида/г тка- 
ни/час), УДФгалактозо-4-элимеразы (12590,71 ±53,4 ед./мг фермент­
ного белка). Полученные данные показывают, что отдельные звенья урп- 
дплтрансферазной системы в мозгу неодинаково реагируют на смертель-М ное кровопускание, вызывающее крайне тяжелое состояние организма 
вообще и мозга в частности.

Таблица 1
Активность УДФглюкоза-а-глюканглюкозилтрансферазы в мозгу в норме 

и при терминальных состояниях, пглМ УДФ М1 белка/мии

Средние 
данные Контроль

М • П1 
и 
5 
Р

15+2,7 
8 

±6,5 
<0,001

Уретановый
наркоз

Кровопуска­
ние

К типическая 
смерть

Оживление 
на 20 мин

1.15+0,35 
о

+0.8
< 0.001

1 ,12+0,12 
10

+0.4 
< О, ()01

Таблица 2
Активность УДФглюкуроиат-1 люкуропи орансферазы в мо <гу в но кме и и )н

терминальных состояниях, ;1М о-амино |)иппл-1 люкуроиида г ткани час

Средние 
данные Контроль Уретановый 

наркоз Кчовопусканпе «»
Клиническая 

смерть
Оживление 
па 20 мин

М+п։ 
п

р

0,065±0,004
18 

+0,018

0,08+0,001
10 

+0,032 
<0,01

0,124+0,005 
10

+0,016
0,001

0,036+0,009
9 

+0,0028 
<0,001

Т а б .1 ина 3
Активность УДФгалактозо-4-эппмеразы в мозгу в норме и при терминальных 
состояниях в единицах оптической плотности НАД па 0.001 М1 (Ьерментн но 

белка/мии

Средние 
данные Контрол ь Уретановый 

наркоз Кровопускание К л и 1111 ч ес кая О ж 11 вл ен 11 е
* смерть । на 20 мин

М+ш 
п

л

7068,3+274.6 
6

+616,4«ж

7901.6+586,2
Я՜

±1658,0

<0.05

12590,71 +53,4 393.4

во многих 
опытах от- 

су । ствует

4184.2+500,0 
4 

+ЮОО.О

0,001 <0.001

На фоне клинической смерти при отсутствии корнеальных рефлексов, 
сердечной и дыхательной ритмики и полном электрическом молчании 
мозга |11] понижается или отсутствует активность изучаемых ферментов 
з мозгу. При этом активность УДФглюкоза-я-глюканглюкозилтрансфе- 
разы составляет 1,12 ± 0,12 тмМ УДФ/мг белка/мии (средние данные 
10 опытов). Активность УДФглюкуроиатглюкуронилтрансферазы пол- 
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яостью отсутствовала в проведенных 8 опытах, а активность УДФгалак- 
тозо-4-элимеразы, сниженная более чем в 15—20 раз, отмечалась н1 ։ько
з двух опытах.

После восстановления биоэлектрической активности мозга, сердеч­
ной и дыхательной ритмики и других жизненных функций организма на 
20-й мин активность изучаемых нами ферментов значительно повыша­
ется по сравнению с таковой па фоне клинической смерти, а в отдельных 
случаях превышает уровень контрольных опытов. При этом активность 
УДФглюкоза-а-глюканглюкозплтрансферазы доходит до 14±1,5 тмМ 
УДФ/мг белка/мнн, намного превышая таковую в контрольных опытах. 
Активность двух других ферментов соответственно составляет 0,36± 
±0,009 рМ о-амннофенилглюкуронида г ткани/час; 4184,2±500,0 ед./мг 
ферментного бел к а/ мин.

Активность ферментов урндплтраисферазной системы в печени в 
норме и при терминальных состояниях приведены в табл. 4, 5, 6.

Таблица 4
Активность УДФглюкоза-а-глюканглюкозилтрансферазы в печени в норме 

н при терминальных состояниях, т;лМ УДФ мг/мнн

Средние 
данные

Уретановый 
наркоз Кповопускапие1 V

Киши чес кая 
смерть

Оживление 
на 20 мин

М+ш 
п

Контроль

13,4+0,82
9 

+2,48 
<0,5

7,28+0,43 
э 

+0,96 
<0,01

2.24+0,09
9 

+0.28 
<0,001

Т а б л и ц а 5
Активность УДКФглюкуронат-глюкуропилтрангферазы в печени в норме и ч >и 

терминальных состояниях, р\1 о-амино |)ени1 глюку рои । та г тепм ча*

Средние 
данные Контрол ь Уретановый 

наркоз Кповопускание К 1ииическая
сме

О ж. имение 
па _0 мин

М+П1 
и

0,193+0,014 
9 

±0,042

0,134+0,01
10 

±0,036 
>0,01 
< 0,02

о, ..4±О,О18 
8

+0,05

<0,001

0.06 0,005 
9

+0,016

<0,01

Т а б л и ц а 6
Активно ть УДФгалактозо-1-эпиме >азы в печени в норме и и ш герм шальных 
состояниях в единицах оптической плотности НАД на 0,0 П мг ферментного 

белка/мин

Средние 
данные Контроль У]етановый 

наркоз Кровопускание К типическая ()жнв >ение
смерть на 2 > мни

М+гп 
и

*286,4+152.2 
б

57.19,0+204.2
6

+50'1.0
-0.01

10001,9+508 3
<)

+ 12-15,0
<0.001

289.65
В ДВУХ 
опытах

ИЗ ВО. ьмп

4446.4^-71,4 
8

± 200 о
<0.001
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В контрольных опытах активность УДФглюкоза-^-глюканглюкозил- 
грансферазы, УДФглюкуронат-глюк\ ронилтрансферазы и галактозо-4- 
-эпимеразы в печени соответственно составляет: 12,36±0,97 гпмМ УДФ/мг 
белка/мин; 0,193±0,04 рМ о-аминофенилглюкуронида/г ткани/час; 
8286,4± 152,2 ед./мг ферментного белка/мин. При уретановом нарко­
зе активность УДФглюкоза-а-глюкаьглюксзилтрансферазы незначитель­
но повышается, тогда как активность двух других изучаемых ферментов 
в пределах достоверности понижается. Как показывают данные таблиц, 
направленность реакций ферментов уридил।раисфсразной системы в пе­
чени при кровопускании, за редким исключением, сходна с таковой в моз­
говой ткани. Кровопускание вызывает значительное падение активности 
гликогенсинтетазы в печени при достоверном повышении активности 
глюкуронидсинтезирующего фермента и эпимеразы. На фоне клиниче­
ской смерти почти прекращается действие изучаемых нами ферментов. 
При этом активность глюкуронидсинтезирующего фермента полностью 
отсутствует во всех опытах, галактозю-4-эпимеразы проявляется только в 
двух опытах из 8, а активность гликогенсинтетазы падает почти в шесть 
раз. Оживление организма на фоне клинической смерти на 20-й мин 
вызывает чрезмерное повышение (почти в 2 раза) активности гликоген­
синтетазы в печени по сравнению с активностью ферментов в контроль­
ных опытах. При этом активность глюкуронидсинтезирующего фермента 
и галактозо-4-эпимеразы в печени, повышаясь, в течение 20 мин доходит 
до половины уровня ее в контрольных опытах.

Изучение сдвигов ь активности ферментов уридил трансферазной 
системы в мозгу при терминальных состояниях организма имеет важное 
теоретическое и практическое значение. Полученные нами данные сви­
детельствуют о значительном изменении активности ферментов этой си­
стемы в мозгу и печени при крайне тяжелых состояниях организма. Б 
предшествующий клинической смерти период, во время смертельного кро 
вопускания, наблюдается интенсивный распад энергетических веществ 
мозговой и печеночной ткани. При этом происходит перераспределение в 
содержании различных форм гликогена за счет уменьшения гликогена, 
связанного с белками. Увеличивается его свободная форма при высокой 
активности а֊амилазы [1, 8, 10]. Аналогичную картину в отношении гли­
когена и его различных форм мы наблюдали также при условном тор­
можении мозговой деятельности под воздействием физиологически адек­
ватных раздражителей [1, 8, 9, 12]. Как показывают данные наших иссле­
дований, активность А'ДФглюкоза֊«-глюкаиглюкозилтрансферазы в ука­
занном терминальном состоянии организма падает почти в два раза и на 
незначительном уровне сохраняется при клинической смерти. Участие 
этого фермента в биосинтезе гликогена в мозгу и печени при кровопуска­
нии уменьшается и почт прекращается при клинической смерти, А’мень- 
шепне белкового гликогена в мозгу при клинической смерти является 
следствием амилолитического распада п прекращения его биосинтеза 
через глпкогенсинтетазный путь. Значительное индуцирование активности 
А ДФ глюку рои ат-глюку рои ил трансферазы и УДФга.тактозо-4-эп и меразы 
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в мозгу и печени в предшествующий клинической смерти период во вре­
мени соответствует мобилизации защитных реакций организма и внут­
ренних ресурсов мозговой и печеночной ткани для сохранения iex ве­
ществ, которые нужны для предотвращения свертывания и пополнения 
состава элементов крови посредством усиления биосинтеза аминосаха­
ров, производных нейраминовой кислоты, мукополисахаридов, мукилп- 
иидов и других глюкуронидов. Возможно, при этом имеет место также 
переход определенной части галактозы в глюкозу в гликолипидах мозга 
эпимеразной реакцией для обеспечения энергетических потребное гей ею 
в крайне тяжелых состояниях организма, что подтверждается результа- 
гами наших прежних исследований [К] относителыю сдвигов в содержа
нии галактолипидов в мозг} при возбуждении и торможении мозговой 
деятельности. При этом было показано, что галактолипиды в мозгу уве­
личиваются при пищевом возбуждении и торможении мозговой деятель- 
1ОСТН и уменьшаются при торможении. С другой стороны, не исключена 

з нможность, что многие конечные продукты метаболизма мозговой тка­
ни, задерживаемые в ней и способные привести к ацидозу и токсикации 
мозга в затрудненных условиях гемодинамики [2 4, 6, 10, 11, 13, 211. 
обезвреживаются путем образования глюкуронидов в результате зна­
ти тельного повышения активности УДФглюкуронат-глюкуронилтранс­
феразной активности мозга и печени. Активность изучаемых нами двух •г *
других ферментов полностью отсутствует при клинической смерти. Но 
всей вероятности, активирование У ДФглюкуронат-глюку рои и л трансфе­
ра зы и УДФгалактозо-4-эпимеразы в мозгу и других тканях протекает с 
затратой энергии. Наличие полного электрического молчания мозга, от­
сутствие притока кислорода и других энергетических веществ через кровь 
при клинической смерти приводит к исчезновению активности указанных 
ферментов. В наших опытах только в дв\ х случаях из многих была от­
мечена незначительная активность галактозо-4-эпимеразы в мозгу и пе­
чени при клинической смерти.

При восстановлении жизненных функций организма на 20 мин пос­
ле начала внутриартериального нагнетания крови, восстановления дыха- 
гельнои, сердечной ритмики, корнеальных рефлексов н появления харак- 
герной картины электрокортикограммы мозга [11] происходит активиро­
вание уридилтрансферазной системы в мозгу и печени. При этом актив­
ность УДФглюкоза ^-глюканглюкозплтраисферазы не только доходит до 
уровня в кон (рольных опытах, но и значительно превышает его и соответ­
ствует во времени увеличению гликогена, связанного с белками. Этот 
факт, а также наши прежние исследования [9, 12) дают нам основание 
। мигать, что гликогенсинтетаза в мозгу в основном ответственна за био­
синтез гликогена, связанного с белками, тогда как свободный гликоген 
образуется за счет преимущественного амилолитического расщепления 
оелковогэ гликогена и хорошо атакуется *-глюканфосфорилазой. Актив­
ность \ ДФглюкурона г-глюкуро1П1лтрансферазы и галактозо-4-эппмера- 
ты в мозгу и печени в период восстановления жизненных функций орга­
низма также повышается, однако на 20 мин не доходит до՜ уровня ее в
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контрольных опытах и несколько запаздывает по отношению к гликоген- 
синтетазе. Представляет большой интерес также балансовый подсчет и 
математический анализ всех путей биосинтеза и распада углеводов в 
мозгу и печени как в норме, так и при терминальных состояниях, что 
явится задачей наших обобщений, добытых нами многочисленных данных 
но углеводному обмену мозга и эффекторных органов. Полученные нами 
данные, а также вытекающие из них выводы об активности уридилтранс­
феразной системы в мозгу и печени могут быть применены в практике 
реаниматологии и терапии терминальных состояний организма.
Лаборатория биосинтетических реакций мозга,

кафедра биохимии Поступило 2К.\ 1971 I.
Ереванского медицинского института

Դ. II. 1ւ1Ա.Չ11.Տ1։:»11.Ն. I;, b. ՆԱԱԱՐե^ՅԱՆ, Ն. IK ԱԱԴԱ1.Դ5ԱՆ

ՈԻՐԻԴԻԼՏՐԱՆՍՖԵՐԱՋԱՅԻՆ ՍԻՍՏԵՄԻ ՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԻ ԱԿՏԻՎՍ bH-fMIhU! 
ՍԻՎԵՂՈհՄ ԵՎ ԼՅԱՐԴՍԻՄ ՏԵՐՄԻՆԱԼ ՎԻՃԱԿՆԵՐԻ ԺԱՄԱՆԱԿ

Ա d փ 11 փ ո I if

//1 и ո I
տ

նա կան կլին ի կա կան մահ սա ան այ ու նւղատակով կիրառվող ա ր ք ո ւն ա Հ ան ո 11) ր 
կեն ո ան ո ւ ց հլսնզեցնում է // ՒԴՅ) ղ լ t ո t կ ո ւ ո ոն ա տ - ղլ (ո լկ ո ւր ոն ի լտ ր ան սֆ ե ր ա զ ա (ի

ПհքեՅ)դալա կտ ոզա-4-֊ էպիմերազայի ( ֆհ. 5.1.3.2.) տ

վ ու թ յան բարձրացման ուղեղում և լյարդում, որի ժամանակ զդալիորե;ւ 
րնկնում է П ՒՂ ֆ դլյ ո լկ ո զա ֊Դ.-դ լ յ ո ւ կան դլո ւ կ ո ւլ ի լտ ր ան սֆ ե ր ա զա յի ( ֆհ 2. 4. /
/7 ) ( զ լ ի կ ո ւ/ են и ի ն թ ե տ ա զալի) ut ստվուլ շրդաններում ւ

Կլինիկական մահվան ժամանակ, երբ Ա'իվ [' ա ,7ա 4 ա1ո 1 մ է ուղեղի բիո էլեկ­
տրական ա կտ ի // ո ւ թ լ ո ւն ր , հ ե տ ա զ ս տ վ ո ղ ֆերմենտներից դլ ի կ ո զ են ս ին թ ե տ ա զ ա - 

յի ա կս> իվ ութ լուն ր զղալիորեն րնկնում է և տատանվում է աննշան թվերի միջև, 
այն ղ ե Աք րո ւմ, երբ մյուս երկու ֆ ե րմ են տն ե ր ի ղ ո րծ ո ւն ե ո ւ թ յ ո ւն ր լրիվ դա ղա ր ո է մ 

է թե ու զեղում և թե լյարդում:

Օրգանիզմի կենսական ֆունկցիաների վերականգման ժամանակ, 20 րո֊

Ա{ Ւ I' ն թ1,1 П /'111 մ 71 /' 4 ո դևնս ին թ ե տ ւս ц ա կ աի վ ո I թ I ո I նր' Հետ ւս զ ստվող օր՝

ն են ւոն\երֆ ւս կւրւ ի վ ո ւթ յուն ր հասնոււէ է կոնտրոլ փորձերի մակարդակի կեսին: 

H ւ ր ի դի լտր ան սֆե ր ա զա յին սիստեմի ֆերմենտների ա կ տ ի վ ո t թ /ւսն փուիոիւու֊ 
թյուններր ուղեղում և /յարդու մ ուղղված են բիոսինթետիկ, կո մ պ են ս սւ տ ո ր 

•դ ա շա ւղ էսն nt կան և ր ի ո էն ե ր զ ե տ ի կ ւզ ա հ ան \՝ն ե ր ի ր ա վ ա ր ա ր մ ան ր' օրզանիղմի
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