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Spec t rum of cysteine peptide hydro lases w a s 
s tudied in h u m a n kidney cortex us ing a var ie ty 
of protein and synthet ic subs t r a t e s a f te r the 
p repara t ion was f rac t iona ted on Sephadex 
G-100 fo l lowing the precipi tat ion with ammo-
nium su l fa te 40-70 u/o. Activities of dipeptidyl 
aminopept idase I, lysosomal ca rboxypept idases 
A and B, ca theps ins В and H, as well as the 
activity of Ca+ 2 -dependen t neutra l pro te inase 
were detected. A th iol -dependent proteolyt ic 
activity, which w a s apparen t ly s t imulated by 
cathepsin T- and -M like enzymes, was also 
observed. Besides, the pro te inase with molecular 
m a s s of 50-60 KDa and high hemoglobin and 
casein sp l i t t ing activity w a s found. This activity 
canno t be a t t r ibu ted to any of the pro te inases 
so far known. I soe lec t rofocus ing technique 
showed tha t two fo rms of ca thepsin В occurred 
in h u m a n kidney with isoelectric points ai 
pH 5,32 and pH 5.65; two forms of cathepsin 
IT were also detected exhibi t ing isoclccric point* 
al pi I 6.03 and pi I 6.7. 
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АКТИВНОСТЬ М О Н О А М И Н О К С И Д А З Ы И У Р О В Е Н Ь 
у - А М И Н О М А С Л Я Н О Й КИСЛОТЫ ПРИ ГИПЕРОКСИИ. 

В Л И Я Н И Е Х Л О Р Г И Л И Н А 

Ростовский университет им. М. А. Суслова 

Д л я патологических состояний, со-
п р о в о ж д а ю щ и х с я стимуляцией пере-
кисного окисления липидов, характер -
ны качественные изменения каталити-
ческих свойств митохондриальной 
моноаминоксидазы - М А О [амин: кис-
лород-оксидоредуктаза (деза миниру-
ю щ а я ) ( ф л а в и н с о д е р ж а щ а я ) , КФ 
1.4.3.4] — к л ю ч е в о г о фермента обмена 
моноаминовых медиаторов . Изменения , 
п р о я в л я ю щ и е с я в снижении активности 
фермента со специфическими субстра-

тами и появлении способности дезами 
пировать целый р я д веществ, в норм< 
пс я в л я ю щ и х с я субстратами MAC 
(диамины, полиамины, амииосаха 
ра и др . ) , о б н а р у ж е н ы при лучевое 
поражении, злокачественном росте 
гипервитаминозе D [2] , холодовог 
стрессе [7] , гипоксии [6] , эксперимен 
тальмой гиперхолестеринемии [9] , чс 
репно-мозговой т р а в м е [1] . При все 
изученных состояниях изменяется суС 
стратная специфичность чувствитель 
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ной к хлоргилииу М А О типа А, естест-
вен н ы ми субстратами которой явля-
ются серотонин и норадреналин , но не 
МАО типа Б (ингибитор — депренил, 
субстраты р-фенил этил амин, бензил а-
мии, метилгистамин) . Сходные измене-
ния каталитических свойств М А О типа 
А о б н а р у ж е н ы нами при гипероксии 
[ 5 | . В а ж н о е значение в механизме 
развития гипероксического поражения , 
в частности в появлении судорожной 
активности, придается снижению содер-
ж а н и я в мозге тормозного медиатора 
Ц Н С у- а ми и ом а с л я ной кислоты 
(ГАМК) [8, И , 20] . Р а н е е нами пока-
зано, что модифицированная в усло-
виях холодового стресса М А О типа А 
приобретает способность дезаминиро-
вать н а р я д у с другими необычными 
с у б с т р а т а м и и Г А М К [ 71. 

В настоящей работе исследовали 
способность МАО деза минировать 
ГАМ К в условиях гипероксии и влия-
ние избирательно действующего инги-
битора МАО типа А хлоргилина на 
уровень ГАМК и активность глу-
т а м а т д е к а р б о к с и л а з ы — Г Д К (КФ 
4.1.1.15)- - ф е р м е н т а синтеза ГАМК, 
регулирующего ее уровень и сущест-
венно иигибируемого при гипероксии 
[8, 12, 19]. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования служили взрослые 
беспородные белые крысы обоего пола массой 
тела 150 180 г. Животных подвергали дейст-
вию 0,7 М П а кислорода до наступления судо-
рог в специальной барокамере, снабженной 
щелочным поглотителем углекислоты при по-
стоянном режиме компрессии и декомпрессии 
0,2 МПа в 1 мин. При исследовании влияния 
хлоргилина в барокамеру одновременно поме-
щали интактнос животное и животное, которо-
му за 30 мин до сеанса гипероксии вводили 
внутрибрюшинио хлоргилии в дозе 5 мг на 1 
кг массы тела. Опыт прекращали при наступ-
лении судорог у иитактиых животных (в сред-
нем через 30 мин). Одной группе животных 
вводили хлоргилии за 60 мин до дскапитации. 

Активность МАО определяли в митохоид-
риальной фракции. Митохондрии мозга выде-
ляли методом дифференциального центрифуги-
рования [10]. Активность МАО типа А с 
субстратом серотонином, а т а к ж е скорость де-
ла минирования ГАМК определяли по освобож-
дению аммиака после инкубации суспензии ми-
тохондрий с одним из субстратов в насыщаю-
щей концентрации (для серотонина 2,5 мМ, 
для ГАМК ю мМ) [4]. 

Инкубацию проводили в воздушной среде 
при 37,5 °С и рН 7,45 в течение 30 мин. Со-
держание аммиака определяли спектрофлюо-
рометричсским методом па флюориметре мар-
ки «Hitachi 650-60» (Япония) |17| после изо-
термической отгонки [16]. При исследовании 

in vitro влияния хлоргилина и депрснила сус-
пензию митохондрий преинкубировали в тече-
ние 15 мин при 25 °С с одним из ингибиторов 
в концентрации Ю - 6 М, при которой они об-
л а д а ю т максимально избрательиым свойством 
[21} Хлоргилии и депренил, полученные от 
доктора J. J. Barber (фирма «May a. Baker», 
Англия) и доктора К. M a g y a r (Институт фар-
макологии Медицинского университета, Буда-
пешт, В Н Р ) , любезно предоставлены проф. 
В. 3. Горкиным. 

При исследовании уровня ГАМК 10 % 
спиртовой гомогенат мозга центрифугировали 
10 мин при 4000g, осадок отбрасывали, надо-
садочмую фракцию испаряли на ротационном 
испарителе и определяли содержание ГАМК на 
аминокислотном анализаторе ААА-881 («Мик-
ротехпа», Ч С С Р ) на малой колонке в 0,2 М 
Na-нитратном буфере рН 4,25. 

Активность Г Д К определяли в гомогеиате 
мозга, приготовленном на дистиллированной 
воде (150 мг ткани на 1 мл воды) . Об актив-
ности фермента судили по образованию ГАМК 
в процессе 60-минутной инкубации гомогеиата 
мозга с глутамииовой кислотой (12,1 мкмоля в 
пробу) и пиридоксальфосфатом (3,75 мкмоля 
в пробу) при 37,5 °С и рН 6,4. Содержание 
ГАМК определяли фспол-гипохлоридпым мето-
дом на спектрофотометре СФ-26 при 630 им 

Содержание белка определяли модифици-
рованным методом Лоури [15]. Статистиче-
скую обработку результатов проводили мето-
дом Фишера — Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как видно из табл . 1, при гипероксии 
0,7 М П а кислорода (судороги) актив-
ность М А О типа А с субстратом серо-
тонином снижается в мозге на 4 9 % , 
что сопровождается появлением 
ГАМК-дезаминазной активности. В ми-
т о х о 11 д р и я х большинства и и т а к т 11 ы х 
животных способность д е з а м и н и р о в а т ь 
ГАМК отсутствует, лишь у 4 из 14 ис-
следованных животных и а блюда-
л ось незн а ч и тел ы i ое дез а м и и и ров а и и е 
ГАМК. В условиях гипероксии интен-
сивность д е з а м и н и р о в а и и я ГАМК уве-
личивается в среднем в 14 раз. 

П р е и и к у б а ц и я суспензии митохонд-
рий с избирательно действующим инги-

Т а б л и ц а 1 

Дезаминирование серотонина и ГАМК в мито-
хондриях мозга крыс при гипероксии, нмоль 

азота аммиака на I мг белка за 1 мин 

Субстрат Контроль 
0 , 7 МПа кисло-
рода ( с у д о р о г и ) 

Серотонин 7 , 1 8 ± 0 , 4 1 5 (12) 3 , 6 8 ± 0 , 4 6 0 (10) 
Р < 0 , 0 0 1 

ГАМК 0 , 1 7 5 ± 0 , 0 9 5 (14) 2 , 5 0 ± 0 , 7 4 6 (14) 
Р < 0 , 0 1 

П р и м е ч а и и с. Здесь и в табл . 2 в скоб-
ках — число опытов. 
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Влияние прсиикубации с хлоргилином и депре-
нилом на дсзамииироваиис ссротонииа (белые 
столбики) и ГАМК (заштрихованные столби-
ки) в митохондриях мозга крыс при гинероксии. 
По оси ординат — интенсивность д е з а м и н и р о в а и и я 
(в и моль азота аммиака на 1 мг белка в 1 мин) . 
/1 — без ингибитора; В — хлоргилии; В — деирепил . 

битором М А О типа А хлоргилином пре-
пятствует резкому усилению интенсив-
ности д е з а м и н и р о в а и и я ГАМК, а пре-
инкубация с ингибитором М А О типа Б 
депренилом пе влияет на этот процесс 
(см. рисунок) . Слеводательно , увеличе-
ние интенсивности д е з а м и н и р о в а и и я 
ГАМК в условиях гинероксии обуслов-
лено М А О типа А. 

Мм о гоч и с л ей и ы м и и ссл едо в а и и я м и 
показано снижение с о д е р ж а н и я ГАМК 
в мозге крыс, а т а к ж е мышей, кроли-
ков, цыплят и хомяков па разных ста-
диях гинероксии [8, 12, 18, 19]. Это 
снижение обычно связывают с ингиби-
рованием при гинероксии активности 
Г Д К |8 , 12, 19], к а т а л и з и р у ю щ е й ос-
новной путь о б р а з о в а н и я Г А М К в ор-
ганизме. 

П р е д п о л о ж и в , что определенную 
роль в снижении уровня ГАМК при 
гипероксии может играть приобретение 
способности к ее д е з а м и н и р о в а н и ю 
М А О типа А, мы исследовали влияние 

предварительного введения ж и в о т н ы м 
хлоргилина па содержание ГАМК и 
активность Г Д К . Хлоргилии блокирует 
каталитические центры МАО типа А и 
п р е д о т в р а щ а е т изменение каталитиче-
ских свойств этой формы фермента [3] . 

И с п о л ь з о в а н н а я доза хлоргилина 
(5 мг/кг массы внутрибрюшинно) вы-
зывает почти полное ингибирование 
активности М А О типа А (дезамипиро-
вание ссротонииа снижается на 7 7 % ) 
и о к а з ы в а е т в ы р а ж е н н о е защитное дей-
ствие, о т д а л я я время наступления су-
дорог в 2 раза . 

Из табл . 2 видно, что введение хлор-
гилина интактным животным не влияет 
на активность ГДК, а вызывает сниже-
ние уровня ГАМК па 31 %, что обус-
ловлено, по-видимому, антидепрессив-
ными свойствами хлоргилина и его 
влиянием на интенсивность тормозных 
процессов. 

В судорожную фазу кислородной ин-
токсикации уровень ГАМК в мозге 
снижается на 40 %, активность Г Д К 
на 4 4 % . Введение хлоргилина перед 
помещением животных в б а р о к а м е р у 
п ред от в р а щ а е т с и и ж е н и е соде р ж а и и я 
ГАМК, но не влияет на активность 
ГДК. Активность Г Д К у животных, за -
щищенных хлоргилином, достоверно 
не отличается от активности фермента 
у интактных животных, помещенных в 
барокамеру . 

Уровень ГАМК при гипероксии в 
отличие от такового у интактных жи-
вотных определяется не только интен-
сивностью ее образования под влия-
нием Г Д К и дезаминироваиия под дей-
ствием ГАМК-трансамипазы , по и де-
заминированием с участием МАО. Ак-
тивность ГАМК-трансамипазьт пе изме-

Т а б л и ц а 2 

Содержание ГАМК (в мкмоль на 1 г ткани) и активность ГДК (в нмоль ГАМК на 1 мг белка за 
I ч) в мозге крыс при гинероксии и введении хлоргилина 

У с л о в и я опыта Г А М К гдк 

Контроль 1 , 6 8 + 0 , 1 4 6 (6) 1 1 7 + 5 , 5 ( 1 2 ) 
Хлоргилии 1 , 1 6 + 0 , 0 6 9 (6) 1 0 2 + 1 6 , 2 (10) 

Рл < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 
0,7 МПа кислорода (судороги) 1 , 0 2 + 0 , 0 4 1 (4) 6 5 , 3 + 8 , 6 (8) 

Рл < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 
Х л о р г и л и и 0 , 7 МПа кислорода 1 , 5 9 + 0 , 0 5 6 (4) 8 0 , 8 + 8 , 4 (10) 

Р\ > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 
Pi < 0 , 0 0 1 > 0 , 0 5 

И р и м е ч а н и е. Р , — сравнение с контролем, Р2 — сравнение с группой, подвергнутой: 
гипероксии (0,7 МПа кислорода — судороги). 
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пяется в условиях гипероксии [19] . 
П р е д с т а в л е н н ы е в работе д а н н ы е сви-
детельствуют о том, что р е ш а ю щ е е 
влияние па уровень Г А М К при гипе-
роксии о к а з ы в а е т МАО. Ипгибирова-
ние Г Д К в данных условиях, вероятно, 
не является определяющим фактором в 
снижении с о д е р ж а н и я ГАМК, посколь-
ку норма лизация уровня ГАМК под 
влииием хлоргилииа достигается на 
фоне значительно сниженной актив-
ности Г Д К . 

Таким образом, снижение уровня 
ГАМК при гипероксии обусловлено в 
основном ее дезаминированием транс-
формированной в условиях патологии 
МАО типа А. П р е д о т в р а щ е н и е транс-
формации фермента х л о р г и л и н о м о к а -
зывает защитное действие при гипе-
роксии, о т д а л я я время наступления 
судорог и нормализуя содержание 
ГАМК. Р а н е е нами было показано, что 
хлоргилин в отличие от депренила на-
ряду с отдалением судорог повышает 
в ы ж и в а е м о с т ь животных и предотвра-
щает дезаминирование МАО в усло-
виях гипероксии глюкозам ииа, что 
д о л ж н о сказаться на целостности мем-
бранных структур, компонентом кото-
рых я в л я ю т с я а м и н о с а х а р а [13] . 
Полученные данные п о д т в е р ж д а ю т 
в а ж н у ю роль изменения каталитиче-
ских свойств М А О в механизме разви-
тия кислородной интоксикации. Пред-
отвращение изменения свойств фер-
мента или их н о р м а л и з а ц и я представ-
ляются в а ж н ы м и при р а з р а б о т к е спо-
собов антигипероксической защиты. 
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T H E M O N O A M I N E O X I D A S E ACTIVITY 
AND C O N T E N T O F y - A M I N O B U T Y R I C ACID 
IN HYPEROXIA; E F F E C T O F C H L O R G I L I N E 

J. A. Goroshinskaya, A. A. Krichevskaya, 
V. S. Shugaley, /(. B. Sherstnev, 

R. M. Balamirzoeva 

Under condi t ions of hyperoxia mi tochondr ia l 
monoamine oxidase (MAO) of the A type f rom 
ra t bra in proved to be able to deamina te 7-ami-
nobutyr ic acid (GABA); the t r a n s f o r m a t i o n in 
the enzymat ic proper t ies appea r s to be respon-
sible for a decrease in content of the interme-
diator in brain . P readmin i s t r a t i on of chlorgi l ine 
(inhibitor of MAO of the A type) into an ima l s 
before hyperoxygena t ion prevented completely 
the GABA content decrease, not a f f ec t ing the 
g l u t a m a t e decarboxylase activity, which w a s 
decreased in hyperoxia. At the same time, 
chlorgi l ine exhibited the total protect ive effect 
inc reas ing 2-fold the period before oxygen con-
vuls ions . 


