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ограниченного протеолиза в тканях крыс
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Craniocerebral Hypothermia Stimulates
 Reactions of Limited Proteolysis in Rat Tissues

Реферат: Изучали влияние умеренного режима краниоцеребральной гипотермии (КЦГ) 32°С на общую протеолитическую
активность (ОПА), активность нетрипсиноподобных протеиназ (НТПП), а также их ингибиторов (α-1-ингибитора протеиназ
(α-1-ИП) и α-2-макроглобулина (α-2-МГ)) в тканях центральной нервной системы (кора мозга, гипоталамус, мозжечок),
периферических органов (сердце, легкие, печень, почки) и сыворотке крови крыс. Установлено, что при КЦГ во всех изу-
ченных образцах резко повышалась ОПА (на один-два порядка) и активность НТПП (в разы). При этом на фоне неизменного
уровня α-1-ИП динамика активности α-2-МГ имела разнонаправленный и тканеспецифический характер, повышаясь в сыво-
ротке крови, гипоталамусе, сердце, снижаясь в мозжечке и почках, а в остальных тканях она не изменялась. Через 24 ч
высокий уровень ОПА сохранялся, активность НТПП в большинстве образцов возвращалась к исходной, α-1-ИП – снижалась
только в коре мозга и гипоталамусе, а α-2-МГ – в гипоталамусе, мозжечке и почках, повышаясь в сердце и печени, в
остальных образцах был исходный уровень. Резкая активация протеиназ при КЦГ, сохраняющаяся через 24 ч, сдвиг дина-
мического равновесия между энзимами и ингибиторами могут отражать значительные перестройки в системах организма,
направленные на реализацию защитных и терапевтических механизмов.

Ключевые слова: краниоцеребральная гипотермия, общая протеолитическая активность, нетрипсиноподобные
протеиназы, α-1-ингибитор протеиназ, α-2-макроглобулин, крысы.

Реферат: Вивчали вплив помірного режиму краніоцеребральної гіпотермії (КЦГ) 32°С на загальну протеолітичну активність
(ЗПА), активність нетрипсиноподібних протеїназ (НТПП), а також їх інгібіторів (α -1-інгібітора протеїназ (α -1-ІП) і
α-2-макроглобуліну (α-2-МГ)) у тканинах центральної нервової системи (кора мозку, гіпоталамус, мозочок), периферичних
органів (серце, легені, печінка, нирки) та сироватці крові щурів. Встановлено, що при КЦГ у всіх вивчених зразках різко
підвищувалася ЗПА (на один-два порядки) і активність НТПП (у рази). При цьому на тлі незмінного рівня α-1-ІП динаміка
активності α-2-МГ мала різноспрямований і тканиноспецифічний характер, підвищуючись у сироватці крові, гіпоталамусі,
серці, знижуючись у мозочку і нирках, а в інших тканинах вона не змінювалась. Через 24 години високий рівень ЗПА
зберігався, активність НТПП у більшості зразків поверталася до початкової, α-1-ІП – знижувалася тільки в корі мозку та
гіпоталамусі, а α-2-МГ – у гіпоталамусі, мозочку і нирках, підвищуючись у серці та печінці, в інших зразках спостерігався
початковий рівень. Різка активація протеїназ, яка зберігається через 24 години після проведення КЦГ, зсув динамічної
рівноваги між ензимами та інгібіторами можуть відображати значні перебудови в системах організму, спрямовані на
реалізацію захисних і терапевтичних механізмів.

Ключові слова: краніоцеребральна гіпотермія, загальна протеолітична активність, нетрипсиноподібні протеїнази,
α-1-інгібітор протеїназ, α-2-макроглобулін, щури.

Abstract: The effect of moderate craniocerebral hypothermia (CCH) (32°C) on total proteinase activity (TPA), the activity of non-
trypsin-like proteinases (NTLP) and their inhibitors (α-1-proteinase inhibitor (α-1-PI) and α-2-macroglobulin (α-2-MG) in the tissue
samples of CNS (brain cortex, hypothalamus, cerebellum), peripheral organs (heart, lungs, liver, kidneys) and serum blood in rats was
studied. In all the samples studied a sharp increase in the TPA (by one to two orders) and the NTLP activity (in several times) under
CCH were observed. At the same time, against the background of constant α-1-PI activity the dynamics of the α-2-MG activity were
multidirectional and tissue-specific: it was increased in blood serum, hypothalamus and heart, decreased in kidneys and cerebellum,
and did not change in other tissues. Twenty four hours  after the CCH application, the TPA remained at the same high activity level, the
NTLP activity returned to baseline levels in the most samples, the activity of α-1-PI decreased only in the brain cortex and hypothalamus;
the α-2-MG activity decreased in hypothalamus, cerebellum and kidneys, increased in liver and heart and returned to the baseline
levels in other samples. The sharp proteinases activation, shift of the dynamic balance between enzymes and their inhibitors under
CCH and in the recovery phase may indicate crucial changes in the orgamism systems aimed at  implementation of  protective and
therapeutic mechanisms.

Key words: craniocerebral hypothermia, total proteinases activity, non-trypsin-like proteinases, α-1-proteinases inhibitor,
α-2-macroglobulin, rat.
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Комбинация нейровегетативной блокады и об-
щего охлаждения организма (метод гибернотера-
пии), впервые использованная А. Лабори и П. Гюге-
наром в середине прошлого века [7], позволила
существенно повысить эффективность лечения
шоковых состояний и обеспечить время, необходи-
мое для терапевтических мероприятий с целью
предотвращения или уменьшения поражения цент-
ральной нервной системы (ЦНС) при тотальной
ишемии и травме.

Общая гипотермия, кроме положительных (адек-
ватное снижение уровня метаболизма и кровотока,
защита тканей и клеток от гипоксии, предотвраще-
ние накопления или высвобождения эксайтотокси-
ческих аминокислот и др.), имеет и побочные
эффекты (вторичные инфекции, аритмии, гипока-
лиемия, коагулопатия и реперфузионные повреж-
дения органов при восстановлении температуры
тела (ТТ), которые могут снижать и даже нивели-
ровать ее лечебное действие [5, 18, 19, 22, 23, 27, 31].

Управляемая краниоцеребральная гипотермия
(КЦГ) – один из методов локального (регионально-
го) охлаждения – рассматривается как альтерна-
тивный способ терапевтического охлаждения и
имеет ряд неоспоримых преимуществ по сравне-
нию с общей гипотермией. При КЦГ в первую
очередь форсированно снижается температура
наиболее чувствительных к кислородному голо-
данию церебральных структур, тогда как темпе-
ратура «ядра» тела остается в пределах, безопас-
ных для функционирования сердечно-сосудистой
системы, так как при адекватном проведении КЦГ
снижение ТТ, артериального давления и сердечного
ритма происходит одновременно. Терапевтические
режимы КЦГ (35 и 32°C) применяются при пора-
жениях мозга (постишемических и посттравмати-
ческих), коматозных состояниях и ишемии мозга,
вызванных остановкой сердца, при инсультах,
инфарктах, повреждениях спинного мозга, печени
и других органов, асфиксии новорожденных,
субарахноидальной геморрагии, а также при неко-
торых нейро- и кардиохирургических операциях [2,
14, 23, 26, 31].

Несмотря на возросший интерес к использова-
нию локальной гипотермии, молекулярные механиз-
мы ее защитного действия остаются малоизучен-
ными. Изменение ТТ может вызывать нарушение
гомеостаза организма, а гипотермия, как известно, –
сдвиги на всех уровнях организации (молекуляр-
ном, клеточном, системном) [2, 6, 18, 23, 27]. Наи-
более выраженные эффекты гипотермии осущест-
вляются на уровне клеточных сигнальных путей,
систем регуляции генов и клеточных структур [22].

Известно, что протеиназы играют важную роль
в реализации многих клеточных процессов на

The combination of neurovegetative blockade and
general cooling of the body (hybernotherapy method),
for the first time used by H. Laborit and P. Huguenard
in the middle of the last century [12] enabled a crucial
increase in the efficiency of treating the shock states
and provided the time needed for therapeutic interven-
tions either to prevent or reduce an injury of the central
nervous system (CNS) during total ischemia and
trauma.

General hypothermia, in addition to positive (ade-
quate slowing-down of metabolism and blood flow,
protecting the tissues and cells against hypoxia, pre-
venting an accumulation or release of excitotoxic amino
acids, etc.) has the side effects (secondary infections,
arrhythmia, hypokalemia, coagulopathy and reperfusion
damage in organs during recovery of the body tem-
perature (BT), which can reduce or even neutralize
its therapeutic effect [1, 2, 8–10, 26, 31].

Controlled craniocerebral hypothermia (CCH) is a
method of local (regional) cooling, it is considered as
an alternative to therapeutic cooling, and has numerous
advantages if compared to the general hypothermia.
During the CCH there is primarily a fast reduction in
the temperature of the most hypoxia sensitive cerebral
structures, while the temperature of the body ‘core’
remains within the limits safe for the functioning of
cardiovascular system, since the adequate CCH is
accompanied with simultaneous decrease in BT, blood
pressure and heart rate. Therapeutic regimens of CCH
(35 and 32°C) are used in treating brain injuries (post-
ischemic and traumatic), coma and brain ischemia,
caused by heart failure, as well as for stroke, heart
attack, injuries of spinal cord, liver and other organs,
newborn asphyxia, subarachnoid hemorrhage and for
certain neuro- and cardiac surgeries [4, 10, 24, 25, 31].

Despite an increased interest to use local hypother-
mia, the molecular mechanisms of its protective action
are still unclear. Change in BT can disturb body homeo-
stasis and a hypothermia causes the shifts through all
the levels (molecular, cellular, system) [1, 4, 10, 26].
The most pronounced effects of hypothermia are
implemented at the level of cellular signaling pathways,
gene regulation systems and cellular structures [8].

It is known that proteinases play an important role
in many cellular processes at different functional levels
(from molecular to physiological) in norm and under
pathological conditions, and their activity is controlled
by specific and nonspecific inhibitors. Limited proteo-
lysis is a key molecular mechanism for the formation,
inactivation and modification of various peptides.

In this context, the aim of this work was to study
the activity of proteinases and their inhibitors in blood
serum, tissue structures of central nervous system and
peripheral organs of rats during craniocerebral hypo-
thermia and following recovery.



240 проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 26, №/issue 3, 2016

различных функциональных уровнях (от молеку-
лярного до физиологического) в норме и при пато-
логии, при этом их активность контролируется
специфическими и неспецифическими ингиби-
торами. Ограниченный протеолиз является основ-
ным молекулярным механизмом образования,
инактивации и модификации различных пептидов.

В этой связи целью настоящей работы было
изучение активности протеиназ и их ингибиторов
в сыворотке крови, тканях структур центральной
нервной системы и периферических органов крыс
при краниоцеребральной гипотермии и на этапе
восстановления.

Материалы и методы
Эксперименты проведены в соответствии с

«Общими принципами экспериментов на живот-
ных», одобренными V Национальным конгрессом
по биоэтике (Киев, 2013) и согласованными с
положениями «Европейской конвенции о защите
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и других научных целей» (Страс-
бург, 1986). Работу выполняли на 6–7-месячных
самцах белых беспородных крыс, которые до
начала эксперимента содержались в условиях
вивария при естественном световом режиме на
стандартном рационе ad libitum.

Для проведения нейровегетативной блокады
животных наркотизировали (смесь тиопентала нат-
рия и оксибутирата натрия из расчета 30 и 100 мг/кг
массы соответственно). Известно, что целью нар-
коза при КЦГ является подавление специфических
реакций организма на холод, в частности мышеч-
ной дрожи и вазоконстрикции, сопровождающихся
активацией обменных процессов. Это недопустимо
при терапевтической гипотермии, так как препятст-
вует снижению ТТ и противоречит основной цели
применения КЦГ – обеспечению снижения мета-
болизма, особенно в головном мозге. Управляемую
КЦГ проводили на установке для программного
охлаждения (производство СКТБ с ОП Института
проблем криобиологии и криомедицины НАН
Украины [16]) в течение 60 ± 10 мин до достижения
ректальной температуры 32°C (умеренный режим
гипотермии), которую измеряли электронным
термометром. Животных распределили на четыре
группы (n = 5 в каждой): 1 – контроль; 2 – наркоз;
3 – КЦГ; 4 – через 24 ч после КЦГ. Из экспери-
мента крыс выводили путем декапитации. Кровь
собирали в пробирки, отстаивали 10 мин при ком-
натной температуре и центрифугировали 15 мин
при 5000g на MPW-331 («Mechanika Precyzyjna»,
Польша). Печень перфузировали охлажденным
физиологическим раствором. Образцы тканей (300 мг)
промывали охлажденным физиологическим раст-

Materials and methods
Experiments were carried out in accordance with

the General Principles of Experiments in Animals,
approved by the 5th National Congress in Bioethics
(Kiev, 2013) and consistent 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 per-
formed in 6–7-month-old male outbred albino rats before
the experiment housed in the animal facility with natural
light/dark cycle and a standard diet ad libitum.

To carry-out the neurovegetative blockade the
animals were anesthetized (mixture of sodium thio-
pental and sodium hydroxybutyrate: 30 and 100 mg
per kg of animal mass, correspondingly). Anesthesia
at the CCH is needed to suppress the specific res-
ponses to cold, such as muscle tremors and vasocon-
striction, accompanied by the activation of metabolic
processes. This is unacceptable in therapeutic hypo-
thermia as it prevents BT lowering and is inconsistent
to the basic purpose of the CCH application, i. e. ensu-
ring a metabolism slowing down, especially in brain.
The controlled CCH was performed by means of the
unit for programmable cooling (produced by the Special
Constructing and Technical Bureau with Experimental
Unit of the Institute for Problems of Cryobiology and
Cryomedicine [11]) during 60 ± 10 min up to reaching
the rectal temperature of 32°C (moderate hypothermic
regime), measured with an electronic thermometer.
The animals were divided into four groups (n = 5 in
each): 1 – control; 2 – anesthesia; 3 – CCH; 4 – 24 hrs
later the CCH. The rats were sacrificied by decapi-
tation. Blood was collected into tubes, left for 10 min
at room temperature and centrifuged for 15 min at
5000g with MPW-331 device (Mechanika Precyzyjna,
Poland). The liver was perfused with a cold physiolo-
gical saline. Tissue samples (300 mg) were washed
with cold physiological saline and homogenized in 3 ml
of Na-phosphate buffer pH 7.4 at 4...6°C, then centri-
fuged for 10 min at 5000g with PC-6 device (Dastan,
Kazakhstan) at 4°C. The samples of blood serum and
tissue homogenate aliquots prior to the analysis were
stored at –20°C.

Blood serum and nucleus-free fractions of 10% tis-
sue homogenates of cortex, hypothalamus, cerebellum,
lung, heart, liver and kidneys were used to examine the
total proteolytic activity (TPA), activity of non-trypsin
like proteinase (NTLP) and their inhibitors (alpha-1-
proteinase inhibitor (α-1-PI) and α-2-macroglobulin
(α-2-MG) by highly sensitive (10–9–10–10 g) enzymatic
methods developed at the L.T. Malaya National Insti-
tute of Therapy of the National Academy of Medical
Sciences of Ukraine. The methods are based on clea-
vage of the marker enzyme complex (horseradish
peroxidase) immobilized on the polystyrene surface and



проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 26, №/issue 3, 2016

241

вором и гомогенизировали в 3 мл Na-фосфатного
буфера рН 7,4 при 4...6°С, затем центрифугировали
10 мин при 5000g на РС-6 («Dastan», Казахстан)
при 4°С. Пробы сыворотки крови и аликвоты
гомогенатов тканей до анализа хранили при –20°С.

В сыворотке крови и безъядерных фракциях
10%-х гомогенатов тканей коры мозга, гипотала-
муса, мозжечка, легких, сердца, печени и почек
определяли общую протеолитическую активность
(ОПА), активность нетрипсиноподобных протеи-
наз (НТПП) и их ингибиторов (α-1-ингибитора про-
теиназ (α-1-ИП) и α-2-макроглобулина (α-2-МГ)
высокочувствительными (10–9–10–10 г) энзимати-
ческими методами, разработанными в ГУ «На-
циональный институт терапии имени Л.Т. Малой
НАМН Украины». Методы основаны на расщепле-
нии иммобилизованного на поверхности полисти-
рола комплекса маркерного энзима (пероксидазы
хрена) и протеинового субстрата [17]. В результате
реакции происходят расщепление субстрата и его
десорбция с поверхности полистирола вместе с
молекулами связанного с ним маркерного энзима.
Для оценки активности протеиназ, НТПП, α-1-ИП
в качестве субстрата был использован альбумин
сыворотки быка, α-2-МГ – протаминсульфат.
Трипсинингибиторную активность α-1-ИП оцени-
вали после проведения реакции образования комп-
лекса протеиназа-ингибитор протеиназ в течение
15 мин при 20°C. При определении α-2-МГ после
реакции образования комплекса протеиназа – инги-
битор протеиназ к реакционной смеси добавляли
1:1 по объему соевый ингибитор трипсина (СИТ)
в концентрации 150 мкг/мл и инкубировали 5 мин
при 37°C для связывания свободных протеиназ.
Активность α-2-МГ в исследованных образцах
рассчитывали по остаточной активности связан-
ного с ним трипсина. Для определения активности
НТПП отдельно проводили реакцию подавления
таких энзимов, как трипсин, плазмин, сывороточ-
ный калликреин, тонин (обладает трипсин- и химо-
трипсинподобной активностью) добавлением 1:1
по объему СИТ в концентрации 0,01 мкг/мл и инку-
бировали 5 мин при 37°C. Далее проводили реакцию
расщепления иммобилизованного энзим-субстрат-
ного комплекса. Показатели оценивали по измене-
нию активности маркерного энзима и выражали в
мг/л трипсина. В исследованиях использовали
пероксидазу хрена («ICN», США), трипсин
(«Spofa», Чехия), СИТ («Reanal», Венгрия), альбу-
мин сыворотки быка («ICN»), протаминсульфат
(«ICN»), другие реагенты производства «Харьков-
реахим» (Украина); многоканальные полисти-
роловые планшеты («KIMA», Италия), а также
фотометр-анализатор иммуноферментный «Huma-
reader» («Human», Германия).

the substrate protein [22]. The reaction results in the
substrate cleavage and its desorption from the polysty-
rene surface together with molecules of marker
enzyme bound with it. To evaluate the activity of
proteinases, NTLP and α-1-PI the bovine serum albumin
was used as the substrate and for α-2-MG there was
applied protamine sulfate. Trypsin inhibitory activity
of α-1-PI has been evaluated after the formation of
the proteinase-proteinases inhibitor complex during
15 min at 20°C. To determine α-2-MG activity the
formation of the proteinase-proteinases inhibitor
complex was followed by supplementation of the
reaction mixture with the soybean trypsin inhibitor (STI)
in ratio of 1:1 v/v, 150 mg/ml concentration, and
incubated for 5 min at 37°C to bind free proteinases.
The activity of α-2-MG in the samples was found from
the residual activity of the bound trypsin. To determine
the activity of NTLP we performed the reaction of
suppressing the enzymes such as trypsin, plasmin,
serum kallikrein, tonin (has both trypsin- and chymo-
trypsin-like activities) by addition 1:1 v/v STI with
0.01 mg/ml concentration and incubated for 5 min at
37°C. Later the cleavage of immobilized enzyme-
substrate complex was performed. The indices were
assessed by the change in activity of marker enzyme
and expressed in mg per liter of trypsin. The research
was perfomed using horseradish peroxidase (ICN,
USA), trypsin (Spofa, Czech Republic), STI (Reanal,
Hungary), bovine serum albumin (ICN), protamine
sulfate (ICN) and other agents produced by
Kharkovreakhim (Ukraine); multichannel polystyrene
plates (KIMA, Italy), and the photometer Immunoassay
Analyzer Humareader (Human, Germany).

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

Results and discussion
Analysis of the results demonstrated that anesthesia

and CCH performed on its background, led to a sharp
increase in the TPA in all the tissue samples, kept even
24 hrs later the CCH (Table 1). Activity of NTLP
under the influence of anesthesia significantly decrea-
sed in blood serum and increased in cerebellum, liver
and kidneys; during the CCH the activity of NTLP
increased in all the tissue samples, but not as drama-
tically as for TPA. In 24 hrs after the CCH the activity
of NTLP remained elevated only in blood serum and
kidneys, in the cerebral cortex vice versa it dropped
and in other tissues it approached the control values
(Table 1).

An activity of α-1-PI both during anesthesia and
CCH was not significantly changed, indicating a
neglective involvement of this inhibitor into suppressing
an excessive proteinase activity. In 24 hrs after the
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Статистическую обработку данных проводили
методом Стьюдента-Фишера с использованием
программного обеспечения «Exсel» («Microsoft»,
США) и методом непараметрической статистики
Крускала-Уоллиса.

Результаты и обсуждение
Анализ полученных результатов

показал, что наркоз и КЦГ, проводимая
на его фоне, приводили к резкому
повышению ОПА во всех образцах
тканей, сохраняющемуся и через 24 ч
после КЦГ (табл. 1). Активность
НТПП под действием наркоза значимо
снижалась в сыворотке крови и повы-
шалась в мозжечке, печени и почках;
при КЦГ повышалась активность
НТПП во всех образцах тканей, но не
так резко, как ОПА. Через 24 ч после
КЦГ активность НТПП оставалась
повышенной только в сыворотке крови
и почках, в коре мозга, напротив, сни-
жалась, а в остальных тканях – при-
ближалась к контрольным значениям
(табл. 1).

Активность α-1-ИП как при нарко-
зе, так и при КЦГ значимо не изменя-
лась, что указывает на незначитель-
ное участие этого ингибитора в подав-
лении избыточной активности протеи-
наз. Через 24 ч после КЦГ активность
α-1-ИП снижалась только в образцах
тканей коры мозга и гипоталамуса,
которые относятся к областям ЦНС,
участвующим в контроле и реализации
терморегуляторных реакций, и в
печени, также задействованной в про-
цессах терморегуляции (табл. 2).

При экстремальных воздействиях
α-1-ИП связывается со стрессорными
белками [3], что может определять
его функциональную активность при
гипотермии, хотя экспрессия одного из
основных белков теплового шока
(БТШ70) при гипотермии может пре-
терпевать разнонаправленные изме-
нения и даже не меняться [31]. Кроме
того, в печени, являющейся одним из
основных источников ингибиторов
протеиназ, при стрессе нарушается
транспорт синтезированного ингиби-
тора из эндоплазматического ретику-
лума, поэтому функцию подавления
избыточной активности протеиназ
берут на себя другие ингибиторы [3].

CCH an activity of α-1-PI decreased only in the
samples of brain cortex tissues and hypothalamus from
the CNS regions, controlling and implementing thermo-
regulatory responses, as well as in liver, participating
in thermoregulation as well (Table 2).

Under extreme conditions α-1-PI is bound to stress
proteins [28], that can determine its functional activity

Таблица 1. Влияние краниоцеребральной гипотермии 32°С на
активность протеиназ в тканях крыс (M ± m), мг/л⋅⋅⋅⋅⋅ч

Table 1. Effect of craniocerebral hypothermia (32°C) on proteinase
activity in rat tissues (M ± m), mg/l⋅⋅⋅⋅⋅hr

Примечание: * –  различия значимы по сравнению с контролем, p ≤ 0,05.
Note: * – the differences are significant if compared with the control, p ≤ 0.05.
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Известно, что α-2-МГ превосходит α-1-ИП по
скорости реакции комплексообразования с протеи-
назами [3]. В наших исследованиях его активность
изменялась по-разному (табл. 2): под действием
наркоза она повышалась в сыворотке крови и пече-
ни, мозжечке и почках – снижалась, а в остальных
образцах тканей – не изменялась. После прове-
дения сеанса КЦГ активность этого
ингибитора повышалась в сыворотке
крови, гипоталамусе, сердце, в мозжеч-
ке и почках она, напротив, снижалась,
а в остальных тканях – не изменялась.
Избыточная активность протеиназ
при КЦГ была скомпенсирована учас-
тием α -2-МГ в сыворотке крови,
гипоталамусе и сердце, скорее всего,
за счет α -2-МГ макрофагального
происхождения. Через 24 ч после КЦГ
активность α-2-МГ в части образцов
возвращалась к исходному уровню,
кроме гипоталамуса, мозжечка и
почек (снижалась), а также сердца и
печени (повышалась), что указывает
на восстановление синтеза α-2-МГ в
гепатоцитах (табл. 2).

Таким образом, умеренный режим
КЦГ (32°C) способствовал резкой
активации ОПА (на один-два поряд-
ка) и существенной активации НТПП
(в разы) (табл. 1). Следовательно,
можно предположить, что умеренный
режим КЦГ 32°C приводит к развитию
определенной адаптационной реакции
(возможно, «реакция активации» [4]),
которая в наших экспериментах про-
явилась как интенсификация ограни-
ченного протеолиза и образования ак-
тивных форм энзимов, что способст-
вует повышению устойчивости орга-
низма к последующему холодовому
или другому экстремальному воздей-
ствию. Согласно данным Л.Х. Гаркави
и соавт. [4], вызывая определенную
по характеру и степени резистент-
ности адаптационную реакцию, можно
подойти к управлению устойчивостью
организма, подтверждением этому, по
нашему мнению, являются данные
о повышении холодовой устойчивости
крыс после проведения КЦГ 32°С [13].

Интенсификация ряда биохими-
ческих процессов характерна и при
других холодовых воздействиях на
организм. Так, нами было показано
[10, 15], что ритмические холодовые

during hypothermia, nevertheless the expression of one
of the major heat shock proteins (HSP70) during hypo-
thermia may undergo multidirectional changes or even
do not change [31]. Furthermore, stress affects the
transport of synthesized inhibitor out of endoplasmic
reticulum in liver, which is one of the main sources of
proteinases inhibitors; thus the suppressing function of

Таблица 2. Влияние краниоцеребральной гипотермии 32°С на
активность ингибиторов протеиназ в тканях крыс (M±m), мг/л⋅⋅⋅⋅⋅ч
Table 2. Effect of craniocerebral hypothermia (32°C) on proteinase

inhibitor activity in rat tissues (M ± m), mg/l⋅⋅⋅⋅⋅hr

Примечание: * –  различия значимы по сравнению с контролем, p ≤ 0,05.
Note: * – the differences are significant if compared with the control, p ≤ 0.05.
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воздействия (РХВ) также способствуют резкому
повышению как ОПА, так и активности различных
по происхождению эластаз в образцах тканей ЦНС
и периферических органов. Другими исследова-
телями [21] также показано, что холодовое
воздействие способствует сенсибилизации нейро-
иммунной реактивности в головном мозге крыс,
усилению метаболизма в органах (печень, скелет-
ные мышцы, бурая жировая ткань и сердце),
участвующих в реализации терморегуляторных
процессов. На начальных этапах формирования
холодовой адаптации активацию ферментов в
тканях органов крыс отмечали и другие авторы
[29, 30].

В природе для некоторых организмов характер-
на эволюционно детерминированная стратегия
погружения в обратимые гипометаболические
состояния (сопровождающиеся гипотермией), и
для получения оптимальной скорости реакции они
способны регулировать активность имеющихся
энзимов или синтезировать их de novo. Кроме того,
у них есть энзимы, адаптированные к функциони-
рованию в экстремальных условиях обитания. Как
известно, гипотермия сопровождается измене-
ниями в организме на молекулярном, клеточном и
системном уровнях, защищает нейроны от повреж-
дения, предотвращая активацию глиальных клеток
(особенно микроглии), ослабляет эндотелиальную
дисфункцию гематоэнцефалического барьера [2, 6,
18, 19, 23, 24, 27, 30].

Гипотермия вызывает изменения во многих
внутриклеточных сигнальных каскадах и систе-
мах, как подавляя, так и активируя их. Примером
могут служить серин/треонинспецифическая
протеинкиназа, обладающая митогенной актив-
ностью, а также киназа-1/2, участвующая в регу-
ляции внеклеточной сигнализации, активация
которых была установлена при гипотермии [22].

Известно, что, кроме температурного фактора,
активность энзимов зависит от концентрации
субстратов, рН, ионно-солевого баланса, но при ги-
потермии эти параметры могут изменяться
одновременно. Установлено, что гипотермия спо-
собствует сдвигу рН (метаболический ацидоз) и
водно-солевого баланса. Развивающийся на фоне
гипотермии оксидативный стресс [18, 19] также
приводит к активации энзимов. При гипотермии
могут изменяться концентрация субстратов и
сродство к ним, конфигурация активного центра эн-
зима и самой его молекулы, взаимоотношения
энзимов с базовыми белками и фосфолипидами
[28], при охлаждении происходит тканеспецифи-
ческая модуляция метаболических процессов [20].
Кроме того, активность энзиматических систем
может зависеть от глубины гипотермии, интенсив-

excessive proteinase activity is undertaken by other
inhibitors [28].

It is known that α-2-MG exceeds α-1-PI by the
rate of reaction of forming the complex with pro-
teinases [28]. In our studies its activity varied in
different ways (Table 2), in particular under the anes-
thesia it was increased in blood serum and liver, in
kidneys and cerebellum this was decreased and in other
tissue samples this index did not change. After the
CCH session the activity of this inhibitor increased in
blood serum, hypothalamus, heart; dropped in
cerebellum and kidneys, and was not changed for the
remaining tissues. Excessive proteinase activity during
CCH was compensated due to the function of α-2-MG
in blood serum, hypothalamus and heart rather, and
the α-MG-2 was of macrophage origin. In 24 hrs after
the CCH the activity of α-2-MG returned to the
baseline in some samples, except hypothalamus
cerebellum and kidneys (where it was decreased), as
well as in heart and liver (increased), indicating the
recovery of α-2-MG synthesis in hepatocytes (Table 2).

Thus, moderate CCH (32°C) contributed to a sharp
activation of TPA (by one to two orders) and significant
activation of NTLP (multi-fold) (Table 1). Consequent-
ly, it can be assumed that moderate CCH at 32°C leads
to the development of specific adaptive response (e. g.
‘activation reaction’ [5]), which in our experiments was
manifested both as an intensification of the limited
proteolysis and formation of active forms of enzymes,
thereby contributing to a rise in the organism resistance
to the subsequent cold exposure or other extreme
conditions. As reported by L. Garkavi et al. [5],  causing
an adaptive response varying by character and extent
could allow the control of the organism resistance. We
believe that this can be confirmed by the data on in-
creased cold resistance of rats after the CCH at 32°C [20].

The intensification of several biochemical processes
is also intrinsic for other cold effects on the organism.
In particular, we have reported [16, 23], that the
rhythmical cold exposures (RCE) also contributed to
a sharp rise in both TPA and in activity of elastases of
various origin in the tissue samples of CNS and periphe-
ral organs as well. Other investigators [7] also showed
that cold exposure promoted a sensibilization of neuro-
immune reactivity in rat brain, accelerated metabolism
in organs (liver, skeletal muscle, brown adipose tissue
and heart), involved in the thermoregulatory processes.
Initial stages of developing cold adaptation were
accompanied by an activation of enzymes of the rat
organ tissues, as reported by other scholars [29, 30].

In nature, some organisms possess an evolution-
determined strategy of entering the reversible hypome-
tabolic states (accompanied by hypothermia), and an
optimal reaction rate could be controlled by changing
activity of present enzymes or synthesizing them
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ности, кратности, периодичности и длительности
холодового воздействия. Применение лечебных
режимов охлаждения при патологии отдельно или
в сочетании с био- и фармпрепаратами также мо-
жет существенно влиять на активность протеиназ
и их ингибиторов. Гипотермия оказывает влияние
на метаболизм, клиренс и свойства фармпрепара-
тов, применяемых в комплексной терапии различ-
ных заболеваний, что может способствовать повы-
шению их концентрации в плазме крови. Особен-
ности протекания различных фаз фармакодинамики
и фармакокинетики лекарственных средств при
гипотермии могут способствовать как усилению,
так и ослаблению ее терапевтического эффекта
[22]. Так, нами [9, 11, 12] и другими авторами [8]
было показано, что сочетание лечебных режимов
охлаждения (КЦГ, аэрокриотерапия, РХВ) и био-
препаратов (из кордовой крови, эмбриональной
нервной ткани, тканей фетоплацентарного комп-
лекса и др.), содержащих стволовые клетки, более
эффективно для коррекции патологических состоя-
ний, смоделированных в экспериментах на живот-
ных (депрессия, гипотиреоз, деменция, послед-
ствия хронического стресса), чем их отдельное
применение.

Биопрепараты, содержащие стволовые клетки,
активно используются в клинической практике,
однако механизмы миграции, имплантации, проли-
ферации и дифференциации стволовых клеток
остаются малоизученными. Поэтому по аналогии
с процессами ангиогенеза, метастазирования, вос-
паления, сопровождающимися миграцией клеток,
можно предположить, что специфические протеи-
назы, в частности матриксные металлопротеиназы,
непосредственно участвуют в реализации эффектив-
ной миграции и пролиферации трансплантируемых
стволовых клеток [1]. Такие процессы могут про-
исходить и при КЦГ, когда наблюдается резкое
усиление общей протеолитической активности в
тканях ЦНС и периферических органов. Следует
отметить, что активация отдельных специфических
протеиназ при отсутствии конкурентного связыва-
ния может проявляться еще более выражено, чем
общая их активность. Металлопротеиназы расщеп-
ляют элементы внеклеточного матрикса и базаль-
ных мембран, при этом активация матриксных
металлопротеиназ обеспечивается участием мак-
рофагов [24].

Мощная стимуляция реакций ограниченного
протеолиза, наблюдаемая при КЦГ, по нашему
предположению, может быть одним из факторов
взаимного потенцирования эффектов гипотермии
и биопрепаратов, содержащих стволовые клетки.
Это происходит, вероятно, за счет увеличения
скорости и эффективности миграции не только

de novo. Furthermore, they have enzymes which are
adapted to function under extreme habitat conditions.
Hypothermia is known to be accompanied by changes
at molecular, cellular and systemic levels of an orga-
nism, ‘protects’ the neurons against injury by preventing
the activation of glial cells (especially microglia),
reduces endothelial dysfunction of blood brain barrier
[1, 2, 4, 10, 13, 21, 26, 30].

Hypothermia causes changes in many intracellular
signaling cascades and systems, inhibiting some of
them or activating the others. As the examples could
serve serine/threonine-specific protein kinase possess-
ing mitogenic activity as well as kinase-1/2, involved
in regulation of extracellular signaling, the activation
of those has been found during hypothermia [8].

It is known that, in addition to the temperature
factor, the activity of enzymes depends on substrate
concentration, pH, ion-salt balance, and these parame-
ters can change simultaneously during hypothermia.
Hypothermia contributes to pH shift (metabolic acido-
sis) and water-salt balance. Oxidative stress developing
on the background of hypothermia [1, 2] also leads to
the activation of enzymes. Hypothermia could be ac-
companied with changes in the concentration of sub-
strates as well as their affinity, configuration of the
enzyme active site and the molecule per se,  relation-
ship of enzymes with basic proteins and phospholipids
[27], in addition there is a tissue-specific modulation of
metabolic processes during cooling [6]. Furthermore,
the activity of enzymatic systems may depend on the
depth of hypothermia, its intensity, multiplicity, frequen-
cy and duration of cold exposure. Application of cooling
regimens to treat diseases alone or in combination with
bio- and pharmaceuticals can also strongly affect the
activity of proteinases and their inhibitors. Hypothermia
affects the metabolism, clearance and properties of
pharmaceuticals used in treatment of various diseases
that may enhance their concentration in blood plasma.
The features of various phases of pharmacodynamics
and pharmacokinetics of drugs during hypothermia can
contribute to both strengthening and weakening its
therapeutic effect [8]. Thus, we [15, 17, 18] and other
authors [14] have shown that the combination of cool-
ing modes (CCH, aerocryotherapy, RCE) and biolo-
gicals (derived from cord blood, embryonic neural
tissue, tissue fetoplacental et al.), containing the stem
cells, is more effective to correct pathological condi-
tions modeled in the experiments in animals (depression,
hypothyroidism, dementia, consequences of chronic
stress) vs. their single application.

Biologicals containing stem cells are widely used
in clinical practice, however, the mechanisms of
migration, implantation, proliferation and differentiation
of stem cells have remained poorly understood.
Therefore we could hypothese the similarity of the
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processes of angiogenesis, metastasis, inflammation,
accompanied by the migration of cells and the activity
of specific proteinases, particularly matrix metallopro-
teinases, in terms of their direct participation in
providing effective migration and proliferation of
transplanted stem cells [3]. These processes can occur
under the CCH as well, when a sharp rise in the total
proteolytic activity occurs in the tissues of CNS and
peripheral organs. It should be noted that the activation
of certain specific proteinases in the absence of compe-
titive binding may be manifested even more prominent-
ly comparing to their overall activity. Metalloproteina-
ses cleave the elements of extracellular matrix and
basal membranes, herewith the activation of matrix
metalloproteinases is provided by macrophages [13].

We believe that powerful stimulation of the limited
proteolysis reactions observed during the CCH can be
one of the factors in mutual potentiation of the effects
resulted from hypothermia and stem cell containing
biologicals. This is probably due to accelerating the
speed and efficiency of migration not only of the
transplanted, but also their own stem cells.

Previously it was thought that protective effects of
hypothermia were caused exclusively by slowing-down
of cerebral metabolism and associated with it reduction
in glucose and oxygen consumption [12, 19, 21]. How-
ever, today it becomes clear that the process also
involves other mechanisms that are probably much more
important than slowing-down of metabolic rate. For
example, N. Alva et al. [1, 2] reported the data on a
state of anti- and pro-oxidant balance in the body during
hypothermia and there was confirmed the hypothesis
about a role of reactive oxygen species in the implemen-
tation of hypothermia therapeutic effects. Basing on
the established by us phenomenon of a significant
activation of the limited proteolysis during CCH it could
be assumed that the proteinases play an important role
in adequate transformation in an organism while
reducing the body temperature, as well as in realization
of neuroprotection mechanisms and protection against
hypoxia. Nevertheless, significant metabolic changes
during hypothermia can be crucial in protecting tissues
and organs, especially the CNS, against hypoxia and
ischemia [10, 21, 26, 31].

The increased interest to the potential of therapeutic
local hypothermia, identification of the molecular
mechanisms of its neuroprotective effects will contri-
bute to the development of new safer and more
effective strategies for the correction of many central
nervous system disorders, which are based on either
general or local hypoxia of the brain.

Conclusions
The use of moderate CCH (32°C) contributed to a

sharp activation of the limited proteolysis reactions in

трансплантированных, но и собственных стволо-
вых клеток.

Ранее считалось, что защитный эффект гипо-
термии обусловлен исключительно замедлением
церебрального метаболизма и связанным с ним
снижением потребления глюкозы и кислорода [6,
7, 25]. Однако сейчас становится понятно, что в
этот процесс вовлекаются и другие механизмы,
имеющие, вероятно, гораздо большее значение,
чем замедление скорости обмена веществ. Так, в
работах N. Alva и соавт. [18, 19] обсуждались дан-
ные о состоянии анти- и прооксидантного баланса
в организме при гипотермии и была подтверждена
гипотеза о роли свободных форм кислорода в реа-
лизации терапевтических эффектов гипотермии.
На основании установленного нами феномена зна-
чительной активации ограниченного протеолиза при
КЦГ можно предположить, что протеиназы играют
важную роль в осуществлении адекватных пере-
строек в организме при снижении температуры
тела, а также в реализации механизмов нейро-
протекции и защиты от гипоксии. Тем не менее,
значительные метаболические изменения при
гипотермии могут быть определяющими в обеспе-
чении защиты тканей и органов, в первую очередь
ЦНС, от гипоксии и ишемии [6, 23, 27, 31].

Возросший интерес к потенциалу терапевтичес-
кой локальной гипотермии, выяснение молекуляр-
ных механизмов ее нейропротекторного влияния
будут способствовать разработке новых более
безопасных и эффективных стратегий коррекции
многих расстройств ЦНС, в основе которых лежит
либо общая, либо локальная гипоксия мозга.

Выводы
Применение умеренного режима КЦГ (32°С)

способствовало резкой активации реакций ограни-
ченного протеолиза в тканях ЦНС (кора мозга,
гипоталамус, мозжечок) и периферических орга-
нов (сердце, легкие, печень и почки): общая протео-
литическая активность повышалась на один-два
порядка, активность нетрипсиноподобных протеи-
наз увеличивалась в разы. При этом на фоне неиз-
менной активности α-1-ингибитора протеиназ при
КЦГ активность другого ингибитора – α-2-МГ
изменялась разнонаправленно и тканеспецифично:
в сыворотке крови, гипоталамусе, сердце она повы-
шалась, в мозжечке и почках, напротив, снижалась,
в остальных тканях не претерпевала изменений.
Через 24 ч после КЦГ ОПА оставалась на высоком
уровне, активность НТПП в большинстве образцов
возвращалась к исходным значениям, активность
α-1-ИП снижалась только в образцах тканей коры
мозга и гипоталамуса. Активность α-2-МГ и через
24 ч после КЦГ менялась разнонаправленно: в гипо-
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