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Реферат: Изучали влияние умеренного режима (32°С) краниоцеребральной гипотермии (КЦГ) на активность спе-
цифических протеиназ химазы, тонина и кальпаинов в тканях крыс. Активность энзимов определяли в сыворотке крови,
тканях структур центральной нервной системы (кора мозга, гипоталамус, ствол мозга, мозжечок) и внутренних органов
(сердце, печень, легкие, почки) животных. Выявлено, что проводимая на фоне наркоза КЦГ (32°С) способствует резкому
ингибированию активности химазы и, особенно, тонина (на 3–5 порядков) на фоне значительной активации кальпаинов
(в 10–50 раз) во всех образцах, кроме сыворотки крови для кальпаинов (не изменялась). При КЦГ (32°С) по сравнению
с контролем отмечены более значительные изменения в гипоталамусе, мозжечке и печени (для химазы), в мозжечке и
печени (для кальпаинов), а по сравнению с действием наркоза – в мозжечке, легких, сердце и почках (для тонина), а также
в гипоталамусе и мозжечке (для кальпаинов).
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Реферат: Вивчали вплив помірного режиму (32°С) краніоцеребральної гіпотермії (КЦГ) на активність специфічних протеїназ

хімази, тоніну і кальпаїнів у тканинах щурів. Активність ензимів визначали в сироватці крові, тканинах структур центральної
нервової системи (кора мозку, гіпоталамус, стовбур мозку, мозочок) і внутрішніх органів (серце, печінка, легені, нирки)
тварин. Виявлено, що КЦГ (32°С), яка проводилася на фоні наркозу, сприяє різкому пригніченню активності хімази і, особ-
ливо, тоніну (на 3–5 порядків), яке відбувається на тлі значної активації кальпаїнів (в 10–50 разів) в усіх зразках, окрім
сироватки крові для кальпаїнів (не змінювалася). При КЦГ (32°С) у порівнянні з контролем відзначено більш значущі зміни
в гіпоталамусі, мозочку і печінці (для хімази), в мозочку і печінці (для кальпаїнів), а в порівнянні з впливом наркозу –
в тканинах мозочка, легенів, серця і нирок (для тоніна), а також у гіпоталамусі та мозочку (для кальпаїнів).

Ключові слова: краніоцеребральна гіпотермія, хімаза, тонін, кальпаїни, щури.
Abstract: The effect of moderate (32°C) craniocerebral hypothermia (CCH) on the activity of specific proteases such as

chymase, tonin and calpains was studied. The proteases activity was determined in the blood serum, tissues of the central nervous
system structures (cortex, hypothalamus, brain stem, cerebellum) and internal organs (heart, liver, lungs, kidneys) in animals. It has
been revealed that the moderate CCH performed together with anesthesia promotes a sharp suppression of chymase and especially
tonin activities (by 3–5 orders), accompanied with significant increase (in 10–50 times) of calpains activity. In comparison to the
control the CCH led to more significant changes were found in hypothalamus, cerebellum and liver (for chymase), in the cerebellum
and liver (for calpains), and if compared with the action of anesthesia the differences were present in the cerebellum, lungs, heart
and kidneys (for tonin), in hypothalamus and cerebellum (for calpains).
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В последнее время возобновился интерес к
методу краниоцеребральной гипотермии (КЦГ),
который имеет ряд неоспоримых преимуществ
перед общим охлаждением [19, 21]. Данный метод
позволяет при форсированном охлаждении по-
верхности головы (когда преимущественно охлаж-
даются наименее устойчивые к гипоксии цереб-
ральные структуры, в первую очередь неокортекс)
сохранить достаточно высокую температуру тела
(ТТ) (в том числе сердца) и практически полностью

Recently an interest to the method of craniocerebral
hypothermia (CCH), having numerous undeniable
advantages over general cooling [3, 5], was renewed.
In case of forced cooling of head surface (predominant
cooling of the least resistant to hypoxia cerebral
structures, especially the neocortex) this method allows
to maintain reasonably high body temperature (BT)
(including that of heart) and mostly eliminate the risk
of ventricular fibrillation. According to the Guideli-
nes of the European Council for Resuscitation, the
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исключить опасность возникновения фибрилляции
желудочков. Согласно методическим рекоменда-
циям Европейского совета по реанимации, Амери-
канской ассоциации кардиологов и Ассоциации
нейрохирургов России уровни терапевтической
гипотермии находятся в диапазоне понижения ТТ
(35...32°C), поскольку более низкий уровень базальной
ТТ может вызывать развитие ряда опасных ослож-
нений (кардиоваскулярная депрессия, фибрилляция
и асистолия сердца, нарушение электролитного
баланса, дисфункция печени и почек, снижение
свертываемости крови и др.) [4].

К настоящему времени установлено несколько
основных механизмов действия лечебной гипо-
термии: защита от гипоксии, являющейся постоян-
ным компонентом большинства патологических
процессов в организме; снижение уровня метабо-
лизма в охлажденных тканях и уменьшение пот-
ребления энергии клетками путем их погружения в
состояние «гибернации»; перераспределение энер-
горесурсов для реализации только жизненно важ-
ных процессов; обеспечение баланса в антиоксидант-
ной системе и поддержание метаболического го-
меостаза клетки. Все эти процессы способствуют
восстановлению осмотического ионного градиента
и устранению отека-набухания тканей централь-
ной нервной системы (ЦНС). Нейропротекторная
эффективность умеренной гипотермии опреде-
ляется большими компенсаторными возможнос-
тями мозга и его пластичностью [37]. Проведение
КЦГ способствует подавлению множественных
механизмов вторичного повреждения, включая
эксайтотоксичность, генерирование свободных
радикалов, воспаление и апоптотическую гибели
клеток.

В реализации защитных реакций организма
участвуют протеолитические энзимы, или протеи-
назы, которые могут участвовать в посттрансля-
ционных модификациях протеинов, изменении ло-
кализации внутриклеточных пептидов и активности
других энзимов, а также в возникновении и развитии
ряда патологических состояний, в частности забо-
леваний центральной нервной и сердечно-сосудис-
той систем. Особая роль в этих процессах принад-
лежит протеиназам ренин-ангиотензиновой системы
(химаза, тонин и др.), которые участвуют в образо-
вании ангиотензина II (АІІ), регуляции кровяного
давления и способствуют прогрессированию сер-
дечно-сосудистого ремоделирования [24, 38].
Химаза – (EC 3.4.21.39) является наиболее специфи-
ческим тканевым АII-образующим энзимом неза-
висимого от ангиотензин-превращающего энзима
пути образования АII из ангиотензина I (АI) [25].
Химаза видоспецифичный энзим. В отличие от
человека, приматов, собак и хомяков, у крыс и мы-
шей она является ангиотензиназой, поскольку гид-

American Heart Association and the Association of
Neurosurgeons of Russia, the admissible BT range for
therapeutic hypothermia are within 35…32°C, whereas
a lower level of basal BT can cause a number of
dangerous complications (cardiovascular depression,
fibrillation and heart asystole, violation of electrolyte
balance, dysfunction of liver and kidneys, decreased
coagulability of blood, etc.) [17].

By now, several basic mechanisms of therapeutic
hypothermia impact have been discovered: protection
against hypoxia, being a constant component of the
majority of pathological processes in the body; reduc-
tion in the level of metabolism in cooled tissues and
a decrease in energy consumption by cells due to
their hibernation; redistribution of energy resources
for performance of only vitally important processes,
ensuring a balance in antioxidant system and maintai-
ning the metabolic homeostasis of the cell. All these
processes contribute to restoration of the osmotic ion
gradient and elimination of edema-swelling of cent-
ral nervous system (CNS) tissues. Neuroprotective
efficacy of moderate hypothermia is determined by
the large compensatory capacity of the brain and its
plasticity [37]. CCH contributes to suppression of di-
verse mechanisms of secondary damage, including
excitotoxicity, generation of free radicals, inflammation
and apoptosis of cell.

Proteolytic enzymes or proteinases participate in
implementation of protective responses of the body,
as well as in post-translational modifications of pro-
teins, change in localization of intracellular peptides
and activity of other enzymes, and in development
of a number of pathological conditions, in particular,
diseases of the central nervous and cardiovascu-
lar systems. A special role in these processes belongs
to proteinases of renin-angiotensin system (chymase,
tonin, etc.) participating in formation of angiotensin II
(AII), regulation of blood pressure and promoting the
progression of cardiovascular remodeling [9, 38]. Chy-
mase (EC 3.4.21.39) is the most specific tissue AII-
forming enzyme of independent from angiotensin-
converting enzyme  pathway of AII formation from
angiotensin I (AI)[9]. Chymase is a species-specific
enzyme. Unlike humans, primates, dogs and hamsters
the chymase of rats and mice is an angiotensinase,
because it hydrolyzes the Tyr4-Ile5 bond in AII, and
forms AII only at high AI concentrations [14, 33]. Tonin
(EC 3.4.21.35) forms AII both  from AI and directly
from angiotensinogen [6].

It is known that hypothermia leads to reduction of
both the amount of damaged neural tissue and the
number of neurons died via necrosis and apoptosis [18].
The activation and progression of apoptotic processes
during neurodegeneration can be caused by an abnor-
mal activity of Ca2+-dependent cysteine enzymes, i. e.
calpains (EC 3.4.22.17) [10, 11, 42]. Calpains parti-
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ролизует связь Туг4-Ilе5 в АII, образует АII только
при высоких концентрациях АI [29, 35]. Тонин
(EC 3.4.21.35) образует АII как из АI, так и непо-
средственно из ангиотензиногена [22].

Известно, что в условиях гипотермии умень-
шается объем повреждения нервной ткани и
количество погибших нейронов как по некробио-
тическому типу, так и путем апоптоза [30]. Ак-
тивацию и прогрессирование апоптотических про-
цессов при нейродегенерации может вызывать
аномальная активность Ca2+-зависимых цистеи-
новых энзимов – кальпаинов (EC 3.4.22.17) [25, 26,
42]. Кальпаины участвуют во многих биологичес-
ких процессах [15, 25], включаются в адаптацию
клеточного метаболизма к изменяющимся усло-
виям окружающей среды [9]. Они принимают
участие в базовых Ca2+-зависимых клеточных про-
цессах – передаче сигналов, клеточном цикле, про-
лиферации, дифференцировке, апоптозе, слиянии
мембран, формировании мышечных волокон и др.
[15]. При угнетении активности кальпаинов проис-
ходят торможение развития дисфункции эндоте-
лия, сердечно-сосудистых осложнений, формирова-
ние структурных и функциональных изменений
в тканях, а также отмечается нейропротекторный
эффект [7, 8, 10, 15].

Ранее было показано [6], что умеренный режим
КЦГ (32°С) способствует резкой активации реакций
ограниченного протеолиза в сыворотке крови, тканях
ЦНС (кора мозга, гипоталамус, мозжечок) и внут-
ренних органов (сердце, легкие, печень и почки).
При этом общая протеолитическая активность по-
вышается на один-два порядка, а активность нетрип-
синоподобных протеиназ (суммарная активность
химотрипсина, химазы, частично тонина и других
энзимов) увеличивается в разы во всех исследуе-
мых тканях [6]. Однако вклад отдельных специ-
фических энзимов, в частности химазы, тонина и
кальпаинов, в процесс активации протеолиза при
КЦГ не изучен. Исследование активности указан-
ных энзимов поможет расшифровке механизмов
развития и выяснению особенностей взаимосвязи
вазоконстрикторных и апоптогенных изменений в
гомойотермном организме при КЦГ.

Цель работы – изучить активность химазы, то-
нина и кальпаинов в сыворотке крови, тканях струк-
тур ЦНС и внутренних органов крыс при уме-
ренном режиме краниоцеребральной гипотермии
(32°С).

Материалы и методы
Эксперименты проведены в соответствии с

«Общими принципами экспериментов на живот-
ных», одобренными VI Национальным конгрессом
по биоэтике (Киев, 2016) и согласованными с поло-
жениями «Европейской конвенции о защите позво-

cipate in a wide range of biological processes [10, 35],
they are involved into adaptation of cell metabolism to
changing environmental conditions [25]. They partici-
pate in the basic Ca2+-dependent cellular processes
such as signalling, cell cycle, proliferation, differen-
tiation, apoptosis, membrane fusion, formation of mus-
cle fibers, etc. [35]. Inhibition of calpain activity is
accompanied by the suppressed development of endo-
thelial dysfunction, cardiovascular complications, and
formation of structural and functional changes in the
tissues, as well as appearance of neuroprotective ef-
fect [21, 22, 26, 35].

It was previously shown [20] that the moderate
regimen of CCH (32°C) promoted a sharp activation
of reactions of limited proteolysis in blood serum,
tissues of CNS (cortex, hypothalamus, cerebellum) and
internal organs (heart, lungs, liver and kidneys). Here-
with the total proteolytic activity rised by one/two or-
ders, and the activity of non-trypsin-like proteinases
(the total activity of chymotrypsin, chymase, partially
tonin and other enzymes) was increased several times
in all the studied tissues [20]. Nevertheless, the contri-
bution of some specific enzymes, in particular, chy-
mase, tonin and calpains, to the  proteolysis activation
in CCH has not been studied. The study of activity of
these enzymes will help to determine the mechanisms
of development and find out how interact vasocons-
trictive and apoptogenic changes in homeothermal or-
ganism at CCH.

The research aim was to study the activity of chy-
mase, tonin and calpains in blood serum, tissues of
the CNS structures and internal organs of rats un-
der moderate regimen of craniocerebral hypother-
mia (32°C).

Materials and methods
The experiments were carried out in accordance

with the General Principles of Experiments in Animals,
approved by the 6th National Congress in Bioethics
(Kiev, 2016) and agreed with the statements of the
European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals used for Experimental and other Scientific
Purposes (Strasbourg, 1986).

The research was performed in 6–7-month-old
male outbred albino rats which were kept before the
experiment at the animal facilities with natural day/
night cycle and a standard diet ad libitum. Before the
CCH the animals were anesthetized (mixture of so-
dium thiopental (PAT Arterium, Ukraine) and sodium
hydroxybutyrate (ISC Farmak, Ukraine) in the amount
of 30 and 100 mg per kg of animal mass, correspon-
dingly) to provide the neurovegetative blockade and
suppress the specific responses to cold (such as mus-
cle tremor and vasoconstriction). The controlled CCH
was performed by means of the unit for program-
mable cooling (produced by the Special Constructing
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ночных животных, используемых для экспери-
ментальных и других научных целей» (Страсбург,
1986).

Работу выполняли на 6–7-месячных самцах белых
беспородных крыс, которые до начала экспери-
мента содержались в условиях вивария при естест-
венном световом режиме на стандартном рационе
ad  libitum.

Перед сеансом КЦГ для проведения нейрове-
гетативной блокады и подавления специфических
реакций организма на холод (в частности мышеч-
ной дрожи и вазоконстрикции) животных наркоти-
зировали (смесь тиопентала натрия (Корпорация
«Артериум», Украина) и оксибутирата натрия (ПАО
«Фармак», Украина) из расчета 30 и 100 мг/кг массы
соответственно). Управляемую КЦГ проводили на
установке для программного охлаждения (произ-
водство СКТБ с ОП Института проблем криобио-
логии и криомедицины НАН Украины [17]) в течение
(60 ± 10) мин до достижения ректальной темпе-
ратуры (32°C) (умеренный режим гипотермии),
которую измеряли электронным термометром.

Животных распределили на три группы (n = 5
в каждой): 1 – контроль (интактные крысы); 2 –
действие наркоза; 3 – проведение КЦГ до уровня
ректальной температуры (32°C). Забор биологичес-
кого материала для анализа производили после де-
капитации животных.

Кровь собирали в пробирки, отстаивали 10 мин
в условиях комнатной температуры и центрифу-
гировали 15 мин при 5 000g на «MPW-331» («Mecha-
nika Precyzyjna», Польша). Печень перфузировали
охлажденным физиологическим раствором. Об-
разцы тканей (по 300 мг) коры мозга, гипотала-
муса, мозжечка, ствола мозга, легких, сердца, печени
и почек промывали охлажденным физиологичес-
ким раствором и гомогенизировали в 3 мл Na-
фосфатного буфера рН 7,4 при 4–6°С, затем цент-
рифугировали 10 мин при 5 000g на «РС6» («Das-
tan», Казахстан) при 4°С. Пробы сыворотки крови
и аликвоты 10%-х гомогенатов тканей до прове-
дения анализа хранили при –20°С.

В сыворотке крови и безъядерных фракциях го-
могенатов тканей определяли активность химазы,
тонина и кальпаинов высокочувствительными энзи-
матическими методами, разработанными в ГУ «На-
циональный институт терапии имени Л.Т. Малой
НАМН Украины». Применяемые в работе методы
основаны на расщеплении иммобилизованного
на поверхности полистирола комплекса маркер-
ного энзима (пероксидазы хрена) и протеиново-
го субстрата [18]. В результате протеолитической
реакции происходят расщепление и десорбция
субстрата с поверхности полистирола вместе с
молекулами связанного с ним маркерного энзима.
Для оценки активности химазы в качестве субст-

and Technical Bureau with Experimental Unit of the
Institute for Problems of Cryobiology and Cryome-
dicine [16]) during (60 ±10) min till reaching the rectal
temperature to 32°C (moderate hypothermic regimen),
measured with an electronic thermometer.

The animals were divided into three groups (n = 5
in each): 1 – control (intact rats); 2 – anesthesia effect;
3 – CCH performance up to reaching the rectal tem-
perature to 32°C. Biological samples were collected
after animal decapitation.

Blood was collected into tubes, left for 10 min at
room temperature and centrifuged for 15 min at 5,000g
with MPW-331 device (Mechanika Precyzyjna, Po-
land). The liver was perfused with a cold physiologi-
cal saline. Tissue samples (300 mg) of cortex, hypotha-
lamus, cerebellum, brain stem, lung, heart, liver and
kidneys were washed with cold physiological saline
and homogenized in 3 ml of Na-phosphate buffer
pH 7.4 at 4...6°C, then centrifuged for 10 min at 5,000g
with PC-6 device (Dastan, Kazakhstan) at 4°C. The
samples of blood serum and tissue homogenate ali-
quots were stored at –20°C prior to the analysis.

Blood serum and nucleus-free fractions of homo-
genates were used to study the activity of chymase,
tonin and calpains by highly sensitive enzymatic me-
thods developed at the SE  National Institute of Therapy
of the L.T. Malaya name of the National Academy
of Medical Sciences of Ukraine. The used methods
are based on cleavage of the complex of marker
enzyme (horseradish peroxidase) and the protein sub-
strate immobilized on the polystyrene surface [27].
The proteolytic reaction results in the cleavage and
desorption of the substrate from the polystyrene sur-
face together with molecules of marker enzyme bound
with it. To evaluate the activity of chymase we have
used the 3–8 AII fragment (ICN, USA) as the subs-
trate, for tonin we have used protamine sulfate (ICN)
and bovine serum albumin (ICN) for calpains. Before
the assessment of chymase activity we performed
the suppression of trypsin, plasmin, serum kallikrein,
tonin (has both trypsin- and chymotrypsin-like activities)
by introducing 1:1 v/v soybean trypsin inhibitor (STI)
solution with 0.01 µg/ml concentration and incubated
for 5 min at 37°C. To determine the activity of tonin,
the kallikrein-like enzymes were preliminarily inhi-
bited by adding 1:1 v/v aprotinin (ICN) (20 µg/ml)
and incubated for 5 min at 37°C. The activity of cal-
pains was determined as the difference between the
activity of proteinases mixed with CaCl2 and cysteine
(Reachim, Ukraine) to obtain final concentrations
of 5 mM and activity of proteinases supplemented
with ethylenediaminetetraacetate (Reachim, Ukraine)
until a final concentration of 10 mM. Calpains’ acti-
vity was assessed by proteolytic reaction: the samp-
les were placed on polystyrene plates (KIMA, Italy)
with immobilized horseradish peroxidase (ICN) and
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рата использовали фрагмент 3-8 АII («ICN», США),
тонина – протаминсульфат («ICN»), кальпаинов –
бычий сывороточный альбумин («ICN»). Перед
анализом активности химазы предварительно от-
дельно проводили реакцию подавления трипсина,
плазмина, сывороточного калликреина, тонина
(обладает трипсин- и химотрипсин-подобной актив-
ностью) добавлением 1:1 по объему соевого ингиби-
тора трипсина («ICN») в концентрации 0,01 мкг/мл
и инкубировали 5 мин при 37°C. Для определения
активности тонина предварительно ингибировали
калликреин-подобные энзимы добавлением 1:1
по объему апротинина («ICN») (20 мкг/мл) и инку-
бировали 5 мин при 37°С. Активность кальпаинов
определяли как разницу между активностью про-
теиназ добавлением СаСl2 и цистеина («Реахим»,
Украина) до получения конечных концентраций
5 мM и активностью протеиназ с добавлением эти-
лендиаминтетраацетата («Реахим», Украина) до
получения конечной концентрации 10 мM. Актив-
ность кальпаинов оценивали по протеолитической
реакции: образцы вносили в лунки полистироло-
вых планшетов («KIMA», Италия) с иммобили-
зованным комплексом пероксидазы хрена («ICN»)
и альбумина сыворотки быка в параллелях. Затем
к одной из параллелей добавляли СаСl2 и цисте-
ин, ко второй – этилендиаминтетраацетат (актив-
ность кальпаинов оценивали по разнице пока-
зателей). В качестве контроля использовали раст-
воры трипсина («Spofa», Чехия). Далее проводили
реакцию расщепления иммобилизованного энзим-
субстратного комплекса. Активность химазы, то-
нина и кальпаинов рассчитывали по изменению
активности маркерного энзима – пероксидазы хре-
на в реакции с ортофенилендиамином («Реахим»,
Украина). Активность химазы и тонина выража-
ли в Е × 10–3 или наномолях субстрата в минуту,
кальпаинов – в миллиграммах на литр трипсина
в час.

Оптическую плотность образцов измеряли на
фотометре-анализаторе иммуноферментном «Hu-
manreader» («Human», Германия).

Статистическую обработку данных проводили
методом Стьюдента-Фишера с использованием
программного обеспечения «Exсel» («MicroSoft»,
США).

Результаты и обсуждение
Действие умеренного режима КЦГ (32°C) спо-

собствовало резкому ингибированию по сравне-
нию с контролем (на 3–5 порядков) активности
химазы и особенно тонина во всех изученных об-
разцах тканей (табл. 1, 2). Более значительное сни-
жение активности химазы (pк < 0,01) отмечено в
гипоталамусе, мозжечке, а также печени – органе,
в котором аккумулируются тучные клетки, высво-

bovine serum albumin complex in parallel wells. Then,
CaCl2 and cysteine were added to one of the parallels,
and ethylenediaminetetraacetate was added to the
second one (the activity of calpains was estimated by
the difference in indices). Trypsin solutions were used
as a control (Spofa, Czech Republic). Thereafter the
cleavage of immobilized enzyme substrate complex
was performed. The activity of chymase, tonin and
calpains was calculated from the change in the activity
of marker enzyme – horseradish peroxidase in reaction
with orthopheny-lenediamine (Reachim, Ukraine).
The activity of chymase and tonin was expressed in
E × 10–3 or nanomoles of substrate per minute, the
index for calpains was calculated in milligrams per
liter of trypsin per hour.

The optical density of the samples was measured
with photometer Immunoassay Analyzer Humanreader
(Human, Germany).

The data were statistically processed by Student-
Fisher test using the Excel software (Microsoft, USA).

Results and discussion
The effect of a moderate CCH regimen of 32°C

contributed to a sharp inhibition in comparison with
the control of the activity of chymase and especially
tonin in all the studied tissue samples (by 3–5 orders)
(Tables 1, 2). A more significant decrease in chymase
activity (pk< 0.01) was observed in the hypothalamus,
cerebellum, and also in  liver, the organ within which
the chymase releasing the mast cells is accumulated
(Table 1). Compared with anesthesia CCH resulted
(group 2) in a less significant decrease in tonin activity
in the tissues of cerebellum, lungs, heart and kidneys
(Table 2). Herewith, an increase in calpains activity
(in 10–50 times) was revealed in all the samples, except
blood serum (it was unchanged) (Table 3). The most
pronounced increase in calpains activity at CCH was
observed in liver and cerebellum, in case of anes-
thesia per se it was found in the tissues of hypotha-
lamus, cerebelum and liver (Table 3). It should be noted
that the CCH contributed to the least increase of cal-
pains activity in hypothalamus and cerebellum if
compared with anesthesia.

The reduction of chymase and tonin activity indi-
cates a decrease in formation of vasoconstrictor pep-
tide, AII from AI and/or angiotensinogen in tissues [6,
9, 14, 33]. It is known that anesthesia suppresses
the body specific responses to cold, in particular vaso-
constriction. Hypothermia can be accompanied with
increase in the level of neuropeptides and a simul-
taneous decrease in activity of specific proteinases, in
particular mast cell chymase [12]. Normally, chymase
is not secreted and it is stored inside intracellular gra-
nules of mast cells, and its release requires an activa-
tion and degranulation of mast cells. Chymase activity
is affected by oxidative stress, inflammatory processes,
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бождающие химазу (см. табл. 1). В ре-
зультате проведения КЦГ по сравне-
нию с действием наркоза (группа 2)
отмечено менее существенное сни-
жение активности тонина в тканях
мозжечка, легких, сердца и почек (см.
табл. 2). При этом выявлено повышение
активности кальпаинов (в 10–50 раз)
во всех образцах, кроме сыворотки кро-
ви (не изменялась) (табл. 3). Наиболее
выраженное увеличение активности
кальпаинов при КЦГ отмечено в пече-
ни и мозжечке, а в результате действия
наркоза – в тканях гипоталамуса, моз-
жечка и печени (табл. 3). Следует отме-
тить, что КЦГ по сравнению с дейст-
вием наркоза способствовала меньше-
му повышению активности кальпаинов
в гипоталамусе и мозжечке.

Снижение активности химазы и то-
нина указывает на уменьшение обра-
зования вазоконстрикторного пептида
АII из АI и/или ангиотензиногена в тка-
нях [22, 25, 29, 35]. Известно, что нар-
коз подавляет специфические реакции
организма на холод, в частности вазо-
констрикцию. В условиях гипотермии
может повышаться уровень нейропеп-
тидов при одновременном снижении
активности специфических протеиназ,
в частности химазы тучных клеток [27].
В норме химаза не секретируется и со-

Таблица 1. Активность химазы (Е × 10–3) в тканях крыс
при краниоцеребральной гипотермии 32°С (M ± m)

Table 1. Chymase activity (Е × 10–3) in rat tissues
under craniocerebral hypothermia of 32°C (M ± m)

Примечание: 1, 2, 3 – различия значимы по сравнению с контролем
p < 0,01, p < 0,05, p < 0,1 соответственно.
Note: 1, 2, 3 – differences are statistically significant if compared with control
p < 0.01, p < 0.05, p < 0.1, respectively.

держится во внутриклеточных гранулах тучных
клеток, для ее выброса необходима активация и
дегрануляция тучных клеток. На активность хи-
мазы влияют оксидативный стресс, воспалитель-
ные процессы, гипоксия и ишемия миокарда, спо-
собствующие дегрануляции тучных клеток. Пока-
зано, что развивающийся в условиях гипотермии
оксидативный стресс приводит к увеличению в тка-
нях количества тучных клеток, которые также участ-
вуют в регуляции регенеративных процессов [2].

Следует отметить, что химаза имеет три рН-зави-
симые формы: низкую – каталитически неактив-
ную, нейтральную – с нормальной активностью
и высокую – с повышенной каталитической ак-
тивностью [33]. После 3-часовой холодовой экспо-
зиции при 4°С активность химазы в тканях крыс
также снижается [13], как и при умеренной КЦГ
(32°С) (см. табл. 1), что может указывать на пе-
реход энзима в каталитически неактивную рН-
зависимую форму. При гипотермии развивается
метаболический ацидоз (рН сдвигается в кислую
сторону) [40], что может быть причиной отмечен-
ного при КЦГ резкого снижения активности не
только химазы, но и тонина (см. табл. 1 и 2), пос-

hypoxia and myocardial ischemia, which contribute to
degranulation of mast cells. It is shown that oxidative
stress developing under hypothermia conditions pro-
motes an increase in tissues of mast cells’ number
participating in regulation of regenerative processes
as well [2].

It should be noted that chymase has three pH-
dependent forms: low pH is catalytically inactive,
neutral one possess normal activity and high pH
dependent has an increased catalytic activity [32].
After 3 hours of cold exposure at 4°C, the chymase
activity in rat tissues is also reduced [30], like during
moderate CCH (32°C) (Table 1), that may indica-
te the transition of enzyme to catalytically inactive
pH-form. Hypothermia is followed by metabolic aci-
dosis (acidic shift of pH) [40], that may be the reason
for a sharp decrease in the activity of not only chy-
mase, but also tonin (Tables 1, 2) observed under
CCH, because the optimal pH value for their activity
is 8.5 [39].

It should be noted that optimal carrying-out of CCH
is accompanied by a simultaneous decrease of BT,
heart rate and blood pressure [20, 40]. Tissue kallikreins
are powerful modulators of blood pressure and their
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кольку значение рН для проявления
их активности составляет 8,5 [39].

Следует отметить, что при опти-
мальном проведении КЦГ одновре-
менно снижаются ТТ, сердечный ритм
и артериальное давление [6, 40]. Мощ-
ным модулятором кровяного давле-
ния являются тканевые калликреины,
содержание которых увеличивается
при хронической гипотензии [41]. Тка-
невые калликреины – кислые глико-
протеины, включающиеся также в
процессы адаптации и защиты. При
рН 8,0–9,0 действуют кининогена-
зы, генерирующие кинины, а при рН
3,5–4,5 – тканевые калликреины. Та-
ким образом, КЦГ, сопровождающа-
ся гипотензией, может способствовать
переключению энзимной кинин-ан-
гиотензиновой системы на вазодеп-
рессорную функцию.

Необходимо отметить, что происхо-
дящая при КЦГ (32°C) значительная
активация нетрипсино-подобных про-
теиназ (в разы) [6], отмечаемая на
фоне ингибирования активности хи-
мазы и тонина (см. табл. 1 и 2), оче-
видно, связана с проявлением актив-
ности других энзимов. Известно, что
кроме тонина (крысиного калликреина
rK2) в тканях крыс находится и rK9 [10],
который в образовании АІІ почти в
100 раз менее активен, чем rK2. Опти-

Таблица 2. Активность тонина (Е × 10–3) в тканях крыс
при краниоцеребральной гипотермии 32°С (M ± m)

Table 2. Tonin activity (Е × 10–3) in rat tissues under craniocerebral
hypothermia of 32°C (M ± m)

Примечание: 1, 2, 3 – различия значимы по сравнению с контролем p < 0,01,
p < 0,05, p < 0,1 соответственно; # , & – различия значимы по сравнению с
действием наркоза p < 0,1, p < 0,05 соответственно.
Note: 1, 2, 3 – differences are statistically significant if compared with the control
p < 0.01, p < 0.05, p < 0.1, respectively; # , & – differences are statistically significant
if compared with anesthesia effect p < 0.1, p < 0.05, respectively.

мум рН для rK2 составляет 6,2, а для rK9 – 6,85, ве-
роятно, на фоне снижения активности химазы и
тонина при КЦГ в поддержании вазодинамической
функции может участвовать rK9.

Нами была выявлена обратная корреляция в
изменениях активности химазы и кальпаинов при
КЦГ: повышение активности кальпаинов наиболее
выражено в тканях мозжечка (в 40 раз) и печени
(в 50 раз) на фоне значительного снижения актив-
ности химазы (см. табл. 1, 3). Повышение активнос-
ти кальпаинов указывает на активацию апоптоген-
ных процессов и увеличение количества разрушен-
ных клеток, при этом в поврежденных клетках
химаза проявляет протеолитическую активность
сразу же после освобождения из гранул [38]. Ее
низкая активность обусловлена, вероятнее всего,
глубиной (ТТ 32°С) и длительностью гипотермии
(60 ± 10) мин.

Наблюдаемое повышение активности кальпаи-
нов при КЦГ (32°C) во всех исследуемых образцах
(кроме сыворотки крови) согласуется с полученны-
ми ранее данными, касающимися увеличения об-
щей протеолитической активности [6]. При этом

content increases under chronic hypotension [41].
Tissue kallikreins are acidic glycoproteins, which are
also involved into adaptation and protection processes.
At pH 8.0–9.0, the kinin generating kininogenases are
active, and at pH 3.5–4.5 do the tissue kallikreins. Thus,
CCH accompanied by hypotension, can contribute to
the switching of enzyme kinin-angiotensin system to
vasodepressor function.

Interestingly that significant activation of non-
trypsin-like proteinases (by several times) [20], occur-
ring during CCH (32°C), is observed on the background
of inhibition of chymase and tonin (Tables 1, 2) and is
obviously associated with a manifested activity of other
enzymes. It is known that except tonin (rat kallikrein
rK2), rat tissues contain rK9 [26], which is almost in
100 times less active than rK2 in AII formation. The
optimal pH for rK2 is 6.2, and for rK9 it is 6.85, there-
fore rK9 may likely participate in the maintenance of
vasodynamic function at the decreased chymase and
tonin activity under CCH.

We had found an inverse correlation in the changes
of chymase and calpains activity under CCH: increased
calpains activity is most pronounced in the tissues of
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отмеченный нами более выраженный
характер изменений активности каль-
паинов в мозжечке (см. табл. 3) может
быть связан с их участием в реализации
нормальной и аномальной функций
мозга [15, 23]. Кальпаины участвуют
в репарации цитоскелета и клеточных
мембран, разрушении рецепторных про-
теинов и их обновлении, активации дру-
гих энзимов и процессах митоза. Акти-
вация кальпаинов является следствием
длительного повышения уровня Са2+

в цитозоле. Их действие практически не-
обратимо, приводит к нерегулируемой
деградации внутриклеточных структур
и усилению кальпаин-зависимых путей
апоптоза, в результате чего развивается
дегенерация тканей, в том числе в цент-
ральной нервной системе [20].

Следует отметить, что нейроны не спо-
собны к митозу и особенно чувствитель-
ны к накоплению недеградированных
продуктов протеинового обмена, которые
должны эффективно разрушаться внут-
риклеточными протеиназами. В норме
более 25% синтезированных de  novo
клеточных протеинов дефектны и под-
вергаются быстрому расщеплению. Де-
фектные протеины нефункциональ-
ны, участвуют в аберрантных взаимо-
действиях, образуют нерастворимые
протеиновые агрегаты и обладают ци-

Таблица 3. Активность кальпаинов (мг/л ч) в тканях крыс
при краниоцеребральной гипотермии 32°С (M ± m)

Table 3. Calpains actyvity (mg/l per hour) in rat tissues under
craniocerebral hypothermia of 32°C (M ± m)

Примечание: 1, 2, 3, 4 – различия значимы по сравнению с контролем p < 0,001,
p < 0,01, p < 0,05, p < 0,1 соответственно.
Note: 1, 2, 3, 4 – differences are statistically significant if compared with the control
p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05, p < 0,1, respectively.

тотоксичностью. Предполагают, что кальпаины
могут быть начальным звеном, запускающим даль-
нейшее убиквитинирование протеинов [7], способ-
ствующее их деградации с помощью протеиназ.
Различают µ- и m-кальпаины, которые активируют-
ся при микро- и миллимолярных концентрациях
Ca2+, соответственно. Физиологическое соотно-
шение µ- и m-кальпаинов в разных отделах ЦНС
оценивается как 1:9, а содержания кальпастатина
(ингибитора кальпаинов) достаточно для полного
подавления активности всего пула кальпаинов [25].
Кроме того, при длительной активации кальпаи-
нов кальпастатин подвергается кальпаин-зависи-
мой деградации, приводящей к более значительной
энзимной активации путем положительной обрат-
ной связи.

Кальпаины вовлечены в процессы синтеза и
упаковки нейромедиаторов в синаптические пу-
зырьки, регуляцию везикулярного транспорта,
модуляцию их рецепторов, а также в процессы
стабилизации/дестабилизации цитоскелета ней-
ронов. Кальпаины могут включаться в процес-
сы адаптации клеточного метаболизма к изме-
няющимся условиям окружающей среды [3, 8],

cerebellum (in 40 times) and liver (in 50 times) on the
background of significant decrease of chymase activity
(Tables 1, 3). The increase of calpains activity indicates
an activation of apoptogenic processes and the rise in
number of disrupted cells, while in the damaged cells
the chymase exhibits proteolytic activity immediate-
ly after release from granules [38]. Its low activity is
most likely due to hypothermia depth (BT 32°C) and
duration ((60 ± 10) minutes).

The observed rise in calpains activity under CCH
(32°C) in all the studied samples (except blood serum)
is in agreement with the data obtained earlier sho-
wing an increase in total proteolytic activity [20]. In this
case, the more pronounced character of changes in
calpains activity of cerebellum (Table 3) can be as-
sociated with its participation in implementation of
normal and abnormal brain functions [7, 35]. Cal-
pains participate in reparation of cytoskeleton and cell
membranes, destruction of receptor proteins and their
renewal, activation of other enzymes, as well as in mi-
tosis. Activation of calpains is caused by prolonged in-
crease of  Ca2+ level in cytosol. Their action is virtually
irreversible and leads to unregulated degradation of
intracellular structures and activation of calpain-depen-
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reviL 820,0±970,0 083,1±643,3 2 740,1±354,4 2
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syendiK 840,0±421,0 845,0±688,2 2 326,0±336,2 2
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в том числе и при гибернации [25]. При этом струк-
туры среднего и промежуточного мозга реагируют
на гипотермию более выражено, чем кора больших
полушарий. Накопление ТБК-активных продуктов
при гипотермии в неокортексе выше, чем в ство-
ловых структурах [16].

Известно, что в условиях гипотермии разру-
шается четвертичная структура АТФазы, синтез
АТФ резко нарушается, и клетка испытывает недо-
статок энергии. При дефиците энергии создается
избыток ионов кальция внутри клетки, что влияет
на активность Са2+-зависимых процессов. Нако-
пление ионизированного кальция в цитозоле ста-
новится основным фактором, нарушающим ме-
таболизм и функции клетки [28]. Следует также
отметить, что фосфорилирование блокирует m-
кальпаин и является еще одним важным меха-
низмом регуляции активности кальпаинов [34,
36]. Блокирование их активности может снижать
реакцию астроцитов и микроглии, связанную с
патологическими проявлениями [8, 15, 31, 32].

Ранее нами было показано, что в тканях крыс
при разных режимах охлаждения проявляются
определенные изменения как общей протеоли-
тической активности, так и активности отдельных
специфических протеиназ. После ритмических хо-
лодовых воздействий (в течение 65 мин при 4...5°С
ТТ не изменяется) наблюдается значительная ак-
тивация реакций ограниченного протеолиза (ак-
тивность нетрипсиноподобных протеиназ, общая
протеолитическая активность) [5], как и в условиях
КЦГ 32°С [6], а также эластаз [14], а активность
кальпаинов, напротив, снижается [11]. После хо-
лодовой экспозиции (в течение 3 ч при 4°С ТТ не
изменяется) активность химазы и тонина подав-
ляется [13]. В тканях хомяков при гибернации (в
течение 3–3,5 суток при 4°С ТТ – 8°С) и крыс при
искусственном гипометаболизме (гипоксически-
гиперкапническая модель) (в течение 3 ч при 4°С
и ТТ – 17°С) активность химазы, тонина и кальпаи-
нов имела разнонаправленный и тканеспецифи-
ческий характер [1, 12, 13]. При КЦГ (в течение
(60 ± 10) мин при 0°С локально и ТТ – 32°С), как
показано в данной работе, на фоне подавления ак-
тивности химазы и тонина происходит повышение
активности кальпаинов, наиболее выраженное в
тканях мозжечка и печени (см. табл. 1, 3). Сле-
довательно, активность протеиназ зависит от ин-
тенсивности и длительности холодового воздейст-
вия, глубины гипотермии, что, вероятно, обулов-
лено необходимостью поддержания адекватного
уровня метаболизма.

Таким образом, умеренный режим КЦГ (32°С)
вызывает разнонаправленные изменения актив-
ности специфических протеиназ в тканях ЦНС и
внутренних органов. Происходит резкое снижение

dent pathways of apoptosis, resulting in the development
of tissue degeneration, e.g. in central nervous system
[4].

It should be noted that neurons are not capable of
mitosis and are more sensitive to the accumulation of
undegraded protein exchange products, which must
be effectively destroyed by intracellular proteinases.
Normally, more than 25% of de  novo synthesized
cellular proteins are defective and exposed to rapid
cleavage. Defective proteins are non-functional, take
part in aberrant interactions, form insoluble protein
aggregates, and are cytotoxic. It is suggested that
calpains can be the initial link that triggers further
ubiquitination of proteins [21], which contributes to
their degradation by proteinases. One distinguishes
m- and m-calpains, activated at micro- and millimolar
concentrations of Ca2+, respectively. The physiological
ratio of µ- and m-calpains in different sections of the
CNS is 1:9, and calpastatin content (a calpain inhibitor)
is sufficient to completely suppress the activity of the
whole calpains pool [10]. In addition, during long-term
activation of calpains, calpastatin is exposed to calpain-
dependent degradation leading to more significant
enzyme activation by positive feed-back linkage.

Calpains are involved into the synthesis and pa-
ckaging of neurotransmitters in synaptic vesicles,
regulation of vesicular transport, modulation of their
receptors, as well as into neuronal cytoskeleton sta-
bilization/destabilization [15, 22]. Calpains may be
involved into the adaptation of cellular metabolism
to variable environmental conditions [15, 22], in-
cluding hibernation [9]. Herewith the mid- and inter-
brain  structures react more actively to hypothermia
than the brain cortex, and the accumulation of TBA-
active products under hypothermia in neocortex is
higher than in the stem structures [8].

It is known that under hypothermia the quaternary
structure of ATPase is damaged, the ATP synthesis is
strongly impaired, and therefore the cell lacks energy.
Energy deficiency leads to an excess of intracellular
calcium content, that affects to the activity of Ca2+-
dependent processes. Accumulation of calcium ions
in cytosol becomes the main factor that disbalan-
ces the metabolism and functions of the cell [13].
It should also be noted that phosphorylation blocks
m-calpain that is another important mechanism for
regulating the calpains activity [34, 36]. Blocking their
activity can reduce the response of astrocytes and
microglia, associated with pathological manifesta-
tions [22–24, 35].

We have previously shown that under different
cooling regimes the rat tissues were characterized by
certain changes both in total proteolytic and indivi-
dual specific proteinase activity. After rhythmic cold
exposures (during 65 min at 4...5°C, and unchanges
BT), there was a significant activation of the reactions
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активности химазы и тонина, которое может быть
связано с реализацией вазоконстрикторных реак-
ций. При этом наблюдаемая значительная акти-
вация кальпаинов может приводить к развитию
апоптогенных процессов в организме и обеспечи-
ваться длительным повышением концентрации
кальция, что, в свою очередь, является результатом
проявления энергозависимых процессов при гипо-
термии. Активацию апоптоза с участием кальпаи-
нов можно рассматривать как пусковой механизм
высвобождения и проявления активности химазы
и тонина ex tempore, что в условиях КЦГ приводит
к истощению их ресурсов. Выявленные изменения,
вероятно, отражают вызванные гипотермией масш-
табные перестройки в организме, направленные на
поддержание необходимого уровня гомеостаза и
реализацию компенсаторно-приспособительных
реакций.

Изучение активности других нетрипсинопо-
добных протеиназ необходимо для определения
их роли в контроле и реализации вазодинами-
ческих реакции при снижении ТТ в условиях про-
ведения КЦГ.

Выводы
В результате проведения сеанса умеренного ре-

жима КЦГ (снижение ТТ до 32°С) резко (на 3–5 по-
рядков) подавляется активность химазы и тонина
(энзимов тканевого образования вазоконстрик-
торного пептида ангиотензина II) на фоне сущест-
венного (в 10–50 раз) повышения активности Ca2+-за-
висимых протеиназ кальпаинов в сыворотке крови,
тканях ЦНС (кора мозга, гипоталамус, мозжечок, ствол
мозга) и внутренних органов (сердце, печень, лег-
кие и почки), кроме сыворотки крови для кальпаи-
нов (не изменялась).

of  limited proteolysis reactions (non-trypsin-like protei-
nase and, total proteolytic activity) [19], like the one
observed during CCH 32°C [20], as well as did the
activity of elastases [31], and vice versa the activity
of calpains, was decreased [28]. After a cold expo-
sure (for 3 hours at 4°C and unchanged BT) chymase
and tonin activity was suppressed [30]. In tissues of
hibernating hamsters (for 3–3.5 days at 4°C, BT was
8°C) and rats under artificial hypometabolism (hypo-
xic-hypercapnic model) (for 3 hours at 4°C, BT was
17°C) activity of chymase, tonin and calpains was
changed multi-ditectrionally and tissue-specifically [1,
29, 30]. As shown in this paper, the CCH (during (60 ±
± 10) min at 0°C locally, BT was 32°C), results in a
rise of calpains activity, on the background of inhibi-
ted chymase and tonin, mostly pronounced in the tis-
sues of cerebellum and liver (Tables 1, 3). Therefore,
the activity of proteinases depends on the intensity and
duration of cold exposure, the depth of hypothermia,
and that is probably due to the necessity to maintain
an adequate level of metabolism.

Thus, the moderate CCH regimen (32°C) causes
a multi-directional changes in specific proteinases
activity   in  the  tissues of  central nervous   system
and internal organs. There is a sharp decrease in the
activity of chymase and tonin that may be associated
with the implementation of vasoconstrictor reactions.
Herewith the observed significant activation of calpains
leading to the development of apoptogenic processes
in an organism, can be caused by a long-term increase
in calcium concentration that, in turn, is the outcome
of energy-dependent processes occurring under hypo-
thermia. Activation of apoptosis involving calpains
can be considered as a triggering mechanism for the
release and manifestation of chymase and tonin activity
ex tempore, resulting in depletion of their resources
under CCH conditions. The revealed changes pro-
bably reflect the massive rearrangements in the body
caused by hypothermia, which maintain the relevant
level of homeostasis and implementation of compen-
satory-adaptive reactions.

The study of the activity of other non-trypsin-like
proteinases will help to clarify their role in the control
and implementation of vasodynamic reactions following
BT decreasing during the CCH.

Conclusions
The activity of chymase and tonin (enzymes of

tissue formation of  vasoconstrictive peptide angio-
tensin II ) was sharply suppressed (by 3–5 orders) un-
der moderate CCH, and accompanied by a significant
(by 10–50 times) increase in the activity of Ca2+-depen-
dent proteinases of calpains in the blood serum, tissues
of CNS (cerebral cortex, hypothalamus, cerebellum, brain
stem) and internal organs (heart, liver, lungs and kid-
neys), except blood serum for calpains (unchanged).
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