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Острая ишемия мозга инициирует каскад реакций, результатом которых может стать развитие окис-
лительного стресса и нарушение сбалансированной работы ряда нейромедиаторных систем мозга.
Протекторные эффекты терапевтической гипотермии при ишемии достаточно известны и изучены,
однако механизмы ее воздействия на холинэргическую систему мозга, тесно связанную с функцио-
нированием ацетилхолинэстеразы (АХЭ), остаются невыясненными. В данной работе исследованы
активность и кинетические параметры АХЭ, а также взаимосвязь между каталитическими свойства-
ми фермента и интенсивностью свободно-радикальных процессов в синаптических окончаниях
нейронов мозга крыс при окклюзии сонных артерий в условиях нормотермии и умеренной (33°С)
гипотермии. Обнаружено, что церебральная ишемия приводит к снижению активности АХЭ, в то
время как гипотермия в период окклюзии сонных артерий препятствует этому. При ишемии мозга
значение Vmax и эффективность катализа АХЭ снижаются, а Ki увеличивается, что на фоне неизмен-
ных значений Km способствует повышению диапазона эффективных концентраций ацетилтиохо-
лина и значений [S]опт. Мягкая гипотермия на фоне ишемии мозга препятствует существенным из-
менениям кинетических параметров фермента. Ишемия стимулирует процессы окислительной де-
струкции мембранных белков и липидов. Гипотермия во время ишемии предотвращает повышение
уровней продуктов окислительной модификации липидов и белков, а также активности супероксиддис-
мутазы в синаптосомах. Обнаружена отрицательная корреляция между значениями кинетических пара-
метров АХЭ и уровнями продуктов окислительной модификации липидов и белков синаптосом, что
указывает на важную роль активных форм кислорода в модуляции активности ключевого фермента хо-
линергической системы. Полученные результаты позволяют сделать заключение, что гипотермия
во время ишемии предотвращает активацию свободнорадикальных процессов в синаптических
окончаниях нейронов, что, в свою очередь, препятствует снижению активности и эффективности
катализа АХЭ.
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ВВЕДЕНИЕ
Церебральная ишемия возникает из-за дефи-

цита кровоснабжения мозга, что, в свою очередь,
инициирует каскад событий, приводящих к ряду
важных клеточных изменений, которые развива-
ются во времени и в пространстве. Они включают
в себя быстрое снижение уровня АТФ, нарушение
ионного гомеостаза, избыточное накопление воз-
буждающих аминокислот, обладающих нейроток-
сическим действием, дисфункции митохондрий и
эндоплазматического ретикулума, активация гид-
ролитических ферментов и возрастание активных

форм кислорода (АФК) и азота (АФА), индуциру-
ющих развитие окислительного стресса [1, 2]. Го-
ловной мозг особенно уязвим к окислительному
повреждению из-за низкого запаса источников
энергии, высокого аэробного метаболизма, отно-
сительно низкой активности антиоксидантных
ферментов, а также высокого содержания суб-
стратов окисления и металлов с переменной ва-
лентностью [3, 4]. Исследования последних лет
выявили связь между избыточным образованием
АФК и развитием гибели нейронов при острой
церебральной ишемии [5]. Чрезмерная генерация
АФК и АФА может вызывать функциональное и
структурное повреждение нейрональных клеток

* Адресат для корреспонденции: 367000 Россия, Республика
Дагестан, Махачкала, ул. М. Гаджиева, 43а, e-mail: albi-
na19764@mail.ru.

УДК 577.3

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ



268

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 3  2021

КЛИЧХАНОВ, ДЖАФАРОВА

и играть важную роль в патофизиологии цере-
бральной ишемии [6].

Роль окислительного стресса становится более
значимой после возобновления кровообращения
после периода ишемии, называемого реперфузией,
поскольку восстановление кровотока в ишемиче-
ском мозге способствует возрастанию парциального
давления кислорода в тканях головного мозга. Об-
разующиеся при этом  и NO• принимают не-
посредственное участие в отсроченной гибели
нейронов периинфарктной области [3, 7, 8].

Известно, что устойчивость мозга к дефициту
кровоснабжения может повышаться при сниже-
нии температуры тела [9]. Основной причиной
защитного эффекта гипотермии при ишемиче-
ских состояниях головного мозга является сни-
жение потребления кислорода и сохранение запасов
глюкозы. Гипотермия переводит организм на низ-
кую метаболическую активность, при которой боль-
шинство физиологических и патофизиологических
процессов находятся на низком уровне. Особенно
эффективным является мягкая гипотермия (33–
35°С). Нейропротекторные механизмы гипотермии
обычно связывают со снижением скорости обме-
на веществ и последующего истощения энергии,
уменьшением секреции эксайтотоксических ней-
ромедиаторов, предотвращением разрушения ге-
матоэнцефалического барьера и последующего
формирования мозгового отека, уменьшением
образования свободных кислородных радикалов,
подавлением специфических путей гибели кле-
ток [10, 11].

Холинергические нейроны и их проекции ши-
роко распространены по всей центральной нерв-
ной системе. Их высокая плотность в таламусе,
стриатуме, лимбической системе и неокортексе
позволяет предположить, что холинергическая
передача особенно важна для регулирования таких
функций, как обучение, память, корковая органи-
зация движения и контроль мозгового кровотока
[12, 13]. Ацетилхолинэстераза (АХЭ; КФ 3.1.1.7) яв-
ляется одним из ключевых ферментов этой систе-
мы и часто используется в качестве маркера его
функционирования. АХЭ представляет собой
фермент из группы сериновых эстераз, который
осуществляет гидролиз нейромедиатора ацетил-
холина (АХ) в холинергических синапсах, обеспе-
чивая прерывистость нервного импульса, ответ-
ственного за нейронную связь. Этот фермент ши-
роко экспрессируется в мозге и тканях, имеющих
холинергическую иннервацию [14, 15]. АХЭ лока-
лизована на внешней поверхности синаптиче-
ских мембран и гидролизует АХ, поступающий в
синаптическую щель в ответ на приходящий в
терминаль нервный импульс [16]. Следует отме-
тить, что АХЭ вносит существенный вклад в си-
наптическую передачу не только в холинергиче-
ских нейронах, но также в дофаминергических и
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глутаматергических синапсах [17]. АХЭ присут-
ствует в нейронах в мембраносвязанной и раство-
римой формах [18].

Установлено, что повреждение нейронов, свя-
занное с ишемией, сопровождается изменением в
холинергической системе мозга [19, 20]. Напри-
мер, после окклюзии средней мозговой артерии
обнаружено нарушение функции холинергиче-
ского пути между лобной корой головного мозга
и базальным ядром Мейнерта [21]. Показано, что
уровень АХ в ткани мозга изменяется как во время
ишемии, так и в постишемическом периоде [22].
По данным различных авторов, активность АХЭ в
головном мозге в модели экспериментальной це-
ребральной ишемии снижалась [23–26]. По дан-
ным Ванга и сотр. [27], через сутки после 45 мин
окклюзии среднемозговой артерии активность
АХЭ в коре головного мозга крыс достоверно
снижалась. Существенное снижение активности
АХЭ мозга было обнаружено через 7 сут после
15 мин окклюзии сонных артерий у крыс [28]. В
то же время иммуногистохимические данные
свидетельствуют о повышении уровня АХЭ в моз-
ге уже через 0.5 ч после реперфузии, пик увеличе-
ния которого достигался через 12 ч реперфузии
после окклюзии среднемозговой артерии [29].
Ясно, что на молекулярные события, лежащие в
основе вызванных ишемией изменений активно-
сти АХЭ, может повлиять использованная модель
ишемии, ее характер – является ли окклюзия об-
ратимой или постоянной, а также тяжесть ише-
мии ткани за период исследования. Несмотря на
неоднозначность данных, все эти исследования
позволяют предположить, что активность АХЭ
может изменяться во время и после ишемическо-
го повреждения мозга. Однако в этих работах ак-
тивность АХЭ исследовалась в гомогенатах мозга,
а не на уровне синаптических мембран, где, в ос-
новном, и локализуется фермент, мало уделено
внимания изменениям ее кинетических характе-
ристик, а также не изучено влияние гипотермии
на эти параметры фермента при ишемии.

Целью данной работы является выяснение ха-
рактера изменения кинетических параметров
АХЭ синаптических мембран мозга при ишемии
и гипотермии, а также установление связи между
активностью фермента и интенсивностью сво-
боднорадикальных процессов в синаптических
окончаниях нейронов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Опыты выполнены на белых крысах-самцах

Вистар, массой 220–230 г, полученных из питом-
ника “Столбовая” ГУ НЦ (г. Чехово). Животных
содержали в стандартных условиях вивария Даге-
станского государственного университета со сво-
бодным доступом к воде и пище при окружающей
температуре 22 ± 1°С и режимом освещения свет-



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 3  2021

ВЛИЯНИЕ УМЕРЕННОЙ ГИПОТЕРМИИ НА КАТАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 269

темнота 12 : 12 ч. Эксперименты выполнены с со-
блюдением правил надлежащей лабораторной
практики (приказ МЗ РФ от 01.04.2016 г. № 199н).
Животные были случайным образом разделены
на 3 группы по 10 крыс в каждой: 1) контроль
(ложно-оперированные животные); 2) ишемия
мозга в течение 60 мин; 3) ишемия 60 мин на фоне
гипотермии 33°С.

Моделирование неполной ишемии мозга у крыс.
Ишемия головного мозга осуществлялась полной
перевязкой обеих сонных артерий в течение 60 мин.
У животных контрольной группы воспроизводи-
лась наркотизация, кожный разрез и выделение
артерий без последующей перевязки сосудов. Все
хирургические процедуры проводили под наркозом
(внутрибрюшное введение тиопентала натрия в
дозе 40–50 мг/кг). В период ишемии температуру
тела животного поддерживали на нормальном
уровне (37°С), используя тепло настольной лампы.

Условия моделирования гипотермии. Непосред-
ственно перед окклюзией сонных артерий темпе-
ратуру тела животного снижали до 33°С, обкла-
дывая тело животного целлофановым пакетом с
мелко колотым льдом. Температуру тела измеря-
ли ректальным цифровым термометром MS6501
(Mastech, Гонконг), датчик которого вводили в
прямую кишку на глубину 3–4 см.

Выделение синаптических мембран. После де-
капитации животного быстро извлекали головной
мозг, промывали в ледяном 0.9%-ном растворе
NaCl, очищали от мозговых оболочек и выделяли
кору больших полушарий мозга. Фракцию си-
наптосом выделяли методом дифференциального
центрифугирования в ступенчатом градиенте
плотности сахарозы (AppliСhem, Германия) [30].
Мозг гомогенизировали с помощью стеклянного
гомогенизатора Поттера в 10-кратном объеме
охлажденного (0–4°С) изотонического раствора,
содержащего 0.32 М сахарозу, 0.2 мМ ЭДТА (Ap-
pliСhem, Германия) и 10 мМ трис-HCl (рН 7.4).
Полученный гомогенат центрифугировали при
1000 g в течение 10 мин. Осадок ресуспендировали
в среде гомогенизации и вновь центрифугирова-
ли в тех же условиях. Объединенный супернатант
центрифугировали при 11500 g в течение 20 мин
на центрифуге MR 23i (Thermo Fisher Scientific,
США). Полученный осадок (грубая митохондри-
альная фракция) суспендировали в 3 мл 0.32 М
сахарозы, наслаивали на градиент сахарозы (0.8 и
1.2 М) и центрифугировали при 100000 g в течение
1 ч на ультрацентрифуге Optima L-90K (Beckman
Coulter, США). Фракцию синаптосом собирали
на границе 0.8 и 1.2 М сахарозы. Мембраны си-
наптосом получали после гипоосмотического
шока, для чего к осадку синаптосом добавляли
3.0 мл холодной бидистиллированной воды и вы-
держивали их на холоде в течение 1 ч при перио-
дическом перемешивании. Мембраны осаждали

при 32000 g в течение 10 мин. Надосадочную жид-
кость – содержимое синаптосом (названную нами в
этой работе синаптоплазмой) отбирали и исполь-
зовали для определения активности антиокси-
дантных ферментов супероксиддисмутазы (СОД)
и каталазы. Мембраны синаптосом дважды промы-
вали в 40 мМ Tris-HCl, pH 7.4, при 32000 g в течение
10 мин. Получившийся осадок синаптических мем-
бран ресуспендировали в 5 мМ Трис НCI-буфере
(рН 7.4) и хранили до использования при –70°С.
Все процедуры были выполнены при температуре
4°С.

Определение содержания белка. Белок во фрак-
ции синаптических мембран определяли по мето-
ду Лоури [31].

Определение кинетических характеристик АХЭ.
Активность АХЭ определяли методом Эллмана с
сотр. [32] с ацетилтиохолином (АТХ) (Koch Light,
Великобритания) в качестве субстрата. В термо-
статируемую при 37°С кювету спектрофотометра
ПЭ 3000УФ (Шанхай, Китай) вносили 1.45 мл
0.1 М фосфатного буфера, рН 8.0, 0.05 мл суспензии
мембран синаптосом (40–50 мкг белка) и 0.05 мл
0.01 М раствора 5,5'-дитиобис-(2-нитробензой-
ной кислоты) (Koch Light, Великобритания). Ре-
акцию запускали добавлением 0.02 мл раствора
АТХ. Изменение оптической плотности раствора
в ходе гидролиза АТХ, катализируемой АХЭ, ре-
гистрировали при 412 нм в течение 5 мин с интерва-
лом 20 с. Параллельно регистрировали изменение
оптической плотности контрольного раствора, в
который вместо суспензии мембран вносили со-
ответствующий объем 0.1 М фосфатного буфера.
Активность фермента рассчитывали, используя
коэффициент молярного поглощения желтого
аниона 5-тио-2-нитро-бензоата, который равен
1.36 × 104 M−1 см−1 и выражали в мкмоль/мин мг
белка.

Для определения кинетических характеристик
АХЭ измеряли зависимость скорости гидролиза от
концентрации АТХ в диапазоне 1.56 × 10–5–6.4 ×
× 10–2 М. В этих исследованиях использовали
0.036 М фосфатный буфер, рН 8.0. При измене-
нии концентрации АТХ ионную силу реакцион-
ной среды поддерживали на уровне 0.1 М путем
добавления в пробу соответствующего количества
NaCl. При концентрациях АТХ, превышающих
1.0 мМ, ферментативная активность была скор-
ректирована с учетом спонтанного нефермента-
тивного гидролиза субстрата.

Особенностью катализа АХЭ является наличие
субстратного ингибирования, для объяснения и
описания которого были предложены различные
кинетические модели [33–35]. В модели, предло-
женной Стояном с сотр. [33], механизм ингиби-
рования АХЭ зависит от концентрации субстрата:
умеренно высокие ([S] < 100 мМ) или высокие
([S] > 100 мМ). В настоящем исследовании были
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использованы умеренно высокие концентрации
субстрата (<64 мМ). Для описания этой модели
наиболее приемлемым является уравнение Хол-
дейна–Радича [36]. Однако из-за высокой скорости
катализа фермента не всегда удается эксперимен-
тально вычислить константы скорости образования
и распада всех интермедиатов реакции, особенно
когда исследуется не очищенный фермент, а фер-
мент в составе нативных мембран. В этом случае
при расчете кинетических характеристик АХЭ
целесообразным считают использование упро-
щенного уравнения Холдейна [34]:

(1)

где v – скорость реакции, Vmax – максимальная
скорость, Km – константа Михаэлиса, Ki – кон-
станта субстратного ингибирования.

Данное уравнение нами было использовано
для расчета кинетических характеристик фермен-
та с помощью многомерного нелинейного ре-
грессионного анализа.

Определение веществ, реагирующих с тиобарби-
туровой кислотой (ТБК) в синаптосомах. Перекис-
ное окисление липидов (ПОЛ) анализировали
путем измерения реактивных веществ, реагирую-
щих с ТБК (ТБКРВ), в результате которого изме-
ряется, в основном, образование малонового диаль-
дегида (МДА) [37]. При этом определяли исходный
уровень ТБКРВ и их накопление in vitro в присут-
ствии инициаторов ПОЛ – Fe2+-аскорбата. Для
определения исходного уровня ТБКРВ, к 1.8 мл
буферно-солевой среды (БСС), содержащей
132 ммоль/л NaCl, 5 ммоль/л KCl, 1.3 ммоль/л
MgCl2, 1.2 ммоль/л NaH2PO4, 1.0 ммоль/л CaCl2 и
10 ммоль/л трис-НСl буфер, рН 7.4, последова-
тельно добавляли 0.2 мл суспензии синаптосом
(1–2 мг/мл белка), 1 мл 10%-ной ТХУ (Acros Оr-
ganics, Бельгия) и 1 мл 0.67%-ной ТБК (Sigma,
США). Пробы нагревали до 100°С в течение 15 мин,
а затем центрифугировали при 600 g в течение
10 мин. В супернатанте на спектрофотометре
ПЭ 3000УФ (Шанхай, Китай) определяли опти-
ческую плотность при 532 и 560 нм против кон-
трольной пробы, не содержащей суспензию си-
наптосом. При определении ПОЛ, индуцирован-
ного системой Fe2+-аскорбат, к 1.4 мл БСС,
добавляли 0.2 мл суспензии синаптосом (1–2 мг/мл
белка), 0.2 мл 0.5 мМ аскорбата и 0.2 мл 12 мкМ соли
Мора (Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O). Пробы инкубирова-
ли при 37°С в течение 10 мин. Дальнейшие изме-
рения проводили как при определении исходного
уровня ТБКРВ. Разность оптических плотностей
(Е532–Е560) использовали для определения концен-
трации ТБКРВ, используя коэффициент моляр-
ной экстинкции МДА, равный 1.56 × 105 л/М см.

max
2

m i

[S] ,
[S] [S]
V

K K
=

+ +
v

Определение карбонильных групп в белках мем-
бран синаптосом. Содержание карбонильных
групп в белках мембран синаптосом измеряли в
соответствии с методом, описанным Venditti et al.
[38] с некоторыми изменениями. При этом опре-
деляли исходный уровень карбонильных групп, а
также их накопление под действием генерируе-
мых в среде инкубации оксидантов. Для опреде-
ления исходного уровня карбонильных групп,
0.2 мл суспензии мембран (2.5 мг/мл белка) сме-
шивали с 0.2 мл 20%-ной ТХУ. Для запуска про-
цессов окислительной модификации белков in vitro
с образование карбонильных групп, суспензию
мембран синаптосом (~2.5 мг/мл белка) инкубиро-
вали с 10–3 М Fe2+, 10–3 М ЭДТА и 3 × 10–4 М Н2О2
в течение 15 мин при 37°С, после чего смешивали
с 0.2 мл 20%-ной ТХУ. Во всех пробах белки оса-
ждали центрифугированием при 1500 g в течение
10 минут. К осадку белков (~0.5 мг белка), после
растворения в 100 мкл 0.1 М NaOH, добавляли
1 мл 10 мМ 2,4-динитрофенилгидразина (ДНФГ)
(Sigma, США) в 2 М HCl, смесь инкубировали
при комнатной температуре в течение 1 часа, вре-
мя от времени встряхивая. В контрольный обра-
зец добавляли только 2 М HCl. Затем во все пробы
добавляли 20%-ную TХУ и инкубировали в течение
10 мин на ледяной бане. Затем пробы центрифу-
гировали при 1500 g в течение 15 мин для осажде-
ния белков. Для удаления непрореагировавших
ДНФГ и остатка липидов осажденные белки три-
жды промывали смесью этанол : этилацетат (1 : 1,
об./об.). Конечный осадок белков растворяли в
6 М растворе гуанидин гидрохлорида. Оптиче-
скую плотность полученного белкового раствора
регистрировали при 370 нм. Определяли разницу
в оптической плотности пробы по отношению к
контролю и рассчитывали количество карбониль-
ных групп в нмоль на мг белка, используя молярный
коэффициент экстинкции 22000 М–1 см–1.

Определение активности СОД. Суммарную ак-
тивность СОД в синаптоплазме определяли адре-
нохромовым методом, основанным на спонтан-
ном автоокислении адреналина с образованием
диформазана, имеющего максимум поглощения
при 560 нм [39]. Скорость реакции образования
диформазана оценивали по изменению оптиче-
ской плотности в единицу времени. В опытную
пробу вносили 3.67 мл 0.2 М бикарбонатного бу-
фера, рН 9.7, 0.1 мл 2.4 мМ нитросинего тетразо-
лия (НСТ) (Sigma, США), 0.03 мл синаптоплазмы
и 0.2 мл 0.1%-ного раствора адреналина. В кон-
трольную пробу добавляли 3.87 мл 0.2 М бикарбо-
натного буфера (рН 9.7), 0.1 мл 2.4 мМ НСТ и 0.03 мл
синаптоплазмы. Количество фермента, которое
вызывало 50%-ное ингибирование автоокисле-
ния адреналина, принимали за 1 условную едини-
цу (у. е.). Активность СОД была выражена в у. е. на
мг белка.
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Определение активности каталазы (КАТ). Ак-
тивность КАТ определяли в синаптоплазме при
37°C с помощью спектрофотометра ПЭ-3000УФ
(Шанхай, Китай) по методу Аеби [40]. Синапто-
плазма (0.03 мг белка) добавляли к 1 мл реакцион-
ной смеси, содержащей 100 мМ натрий-фосфат-
ного буфер, pH 7.4, и 8.8 мМ H2O2. Уменьшение
поглощения при 240 нм контролировали в тече-
ние 3 мин при 37°С. Активность КАТ выражали в
мкМ/мин мг белка.

Статистическая обработка. Обработка данных
произведена с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA) с использованием па-
кета прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft,
Inc., США). Нормальность распределения оцени-
вали критерием Шапиро–Уилка. Достоверность
различий между нормально распределенными
данными определяли с помощью критерия Фи-
шера на уровне значимости p ≤ 0.05. Для оценки
взаимосвязи между нормально распределенными
переменными был использован корреляционный
анализ Пирсона. Данные в таблицах приведены в
виде: среднее ± ошибка среднего. Каждая кривая на
графиках концентрационной зависимости скоро-
сти гидролиза АТХ – среднее 10-ти независимых
экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как видно на рис. 1, график концентрацион-
ной зависимости активности АХЭ у контрольных
животных имеет характерную колоколообразную
форму, т.е. скорость гидролиза растет до опреде-
ленного оптимального значения концентрации
субстрата ([S]опт), затем по мере дальнейшего уве-
личения концентрации АТХ падает. Таким обра-
зом, кинетика ацетилхолинэстеразной реакции
характеризуется наличием субстратного ингиби-
рования, что согласуется с литературными дан-
ными [35]. Характер концентрационной зависи-
мости активности АХЭ не изменяется при ише-
мии, а также на фоне гипотермии (рис. 1).

При всех исследованных состояниях наибо-
лее высокая активность АХЭ соответствует кон-
центрации АТХ, приблизительно равной 1 мМ
(рис. 1). Абсолютное значение оптимальной

концентрации субстрата ([S]опт), вычисленное из
уравнения (2):

(2)

существенно не отличаются от значений, найден-
ных по графику (табл. 1).

Церебральная ишемия приводит к снижению
активности АХЭ при всех исследованных кон-
центрациях субстрата (рис. 1, табл. 1). Так, напри-
мер, при концентрации субстрата, равной 1 мМ,
уменьшение активности АХЭ составляет 18.8%
относительно контроля (в контроле 126.16 ±
± 8.79 мкмоль/мин мг, при ишемии – 102.55 ±
± 2.54 мкмоль/мин мг; р < 0.05). При этом наблюда-
ется незначительное смещение [S]опт, но ее величина
достоверно не отличается от значения в контроле
(табл. 1).

Снижение температуры тела до 33°С в период ок-
клюзии сонных артерий мозга крыс способствует
сохранению активности АХЭ на уровне контроля, а
в диапазоне концентраций 1.25 × 10–4–0.8 × 10–2 M
АТХ-активность фермента становится незначи-
тельно выше по сравнению с контролем (рис. 1).

опт m i[S] K K=

Рис. 1. Концентрационная зависимость активности
АХЭ синаптических мембран коры головного мозга
крыс: 1 – контроль; 2 – ишемия 60 мин; 3 – ишемия
60 мин на фоне гипотермии 33°С (n = 10).
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Таблица 1. Кинетические характеристики АХЭ мембран синаптосом коры головного мозга крыс при ише-
мии/реперфузии и гипотермии (М ± m, n = 10)

Примечание: достоверные различия * – относительно контроля; # – относительно ишемии.

Состояние
животного

Vmax,
мкмоль/мин

мг белка

Km,
мМ

Vmax/Km
Ki,

мМ
[S]опт,

мМ

Контроль 144.5 ± 8.6 0.063 ± 0.002 2293.6 ± 102.4 12.76 ± 1.02 0.890 ± 0.039
Ишемия 60 мин 118.7 ± 3.8* 0.069 ± 0.005 1721.1 ± 94.5* 15.20 ± 0.34* 1.024 ± 0.063
Ишемия 60 мин + гипотермия 158.9 ± 10.7# 0.071 ± 0.003 2225.3 ± 154.2# 13.62 ± 0.68 0.983 ± 0.029
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Анализ кинетических характеристик АХЭ си-
наптических мембран мозга показал, что значение
Vmax при ишемии снижается на 18.1% относительно
контроля (табл. 1), а изменения константы Миха-
элиса несущественны. Мы рассчитали отношение
Vmax/Km, которое отражает относительную эф-
фективность катализа при физиологических кон-
центрациях субстрата. Оказалось, что при ишемии
эффективность катализа становится на 25% ниже
уровня контроля (табл. 1).

Из табл. 1 видно, что константа ингибирования
(Ki), которая является мерой сродства субстрата к
периферическому месту связывания, при ишемии
увеличивается на 19%, что на фоне неизменных зна-
чений Km способствует повышению диапазона
эффективных концентраций АТХ и теоретических
значений [S]опт АХЭ, вычисленных по формуле (2).

Корреляционный анализ показал слабую связь
между значениями Km и Ki при исследованных со-
стояниях животных (r = 0.59; p > 0.05). С биофи-
зической точки зрения это вполне возможно, так
как периферическое место связывания, ответствен-
ное за субстратное ингибирование, находится на
периферии и никак не связано с активным центром
и конформационной динамикой молекулы АХЭ.
Достоверное повышение Ki при ишемии свиде-
тельствует об ослаблении прочности тройного
комплекса SES в схеме субстратного ингибирова-
ния фермента [35].

Мягкая гипотермия на фоне субтотальной
ишемии мозга препятствует снижению Vmax фер-
мента (табл. 1). При этом значения Km достоверно
не отличается от контроля, что способствует нор-
мализации уровня эффективности катализа. Кроме
того, наблюдается нормализация и таких пара-
метров, как Ki и [S]opt.

АХЭ заякорена в липидной матрице мембраны.
Обнаруженные изменения активности и кинети-
ческих параметров АХЭ могут быть индуцированы
окислительными модификациями молекул как са-
мого фермента, так и белков и липидов в его мик-
роокружении. Для того, чтобы оценить уровень
окислительной модификации липидов и белков

мембран синаптосом, обусловленный АФК, мы
определили количество ТБКРВ и карбонильных
групп. Анализ интенсивности ПОЛ в синаптосомах
после острой ишемии не выявил изменения ис-
ходного уровня ТБКРВ, но установил достовер-
ный рост их накопления в инкубируемых in vitro в
среде Fe2+-аскорбат пробах (рис. 2).

Снижение температуры тела во время ишемии
предотвращает активацию процессов пероксидации
липидов мембран синаптосом. При этом как ис-
ходный, так и индуцированный уровень ТБКРВ в
синаптосомах снижается не только относительно
значений у ишемированных животных, но и зна-
чений контроля. Обнаружена корреляция между
кинетическими параметрами АХЭ и содержани-
ем продуктов ПОЛ в синаптосомах. Так, между
значениями Vmax, и уровнями ТБКРВ обнаруже-
ны отрицательные корреляции (r = –0.95 для ис-
ходных и r = –1 для индуцированных процессов,
р < 0.05). Отрицательные корреляции обнаруже-
ны также между значениями показателя эффек-
тивности катализа АХЭ и ТБКРВ (r = –0.70 для
исходных и r = –0.87 для индуцированных про-
цессов, р < 0.05).

АФК и продукты ПОЛ, образующиеся в мозге
при ишемии, могут способствовать окислительной
модификации отдельных аминокислотных остат-
ков в мембранных белках, что будет сопровож-
даться глубокими изменениями их структурной
организации [41]. Результаты нашего исследова-
ния показали, что в белках мембран синаптосом
при ишемии уровень карбонильных групп на
128% выше по сравнению с контролем (рис. 3).
При ишемии, вызванной на фоне гипотермии,
уровень карбонильных групп также существенно
выше контроля (на 79.6%), но достоверно ниже
по сравнению с их уровнем при ишемии. Вместе с
тем при ишемии и ишемии на фоне гипотермии в
инкубируемых in vitro в присутствии оксидантов
пробах количество карбонильных групп накапли-
вается значительно меньше по сравнению с кон-
тролем. Между кинетическими характеристика-
ми АХЭ и уровнями карбонильных групп обнару-
жены существенные корреляционные связи. Так,

Рис. 2. Содержание ТБКРВ (а) и скорость их накопления в присутствии прооксидантов (б) в синаптосомах из коры
головного мозга крыс при ишемии и гипотермии (n = 10): 1 – контроль, 2 – ишемия, 3 – ишемия + гипотермия. До-
стоверные различия: * – относительно контроля, # – относительно ишемии.
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между концентрацией исходных карбонильных
групп и значениями Vmax/Km, Ki имеет место отри-
цательная корреляция (r = –0.85, р < 0.05), а значе-
ниями Ki – положительная корреляция (r = +0.95,
р < 0.05).

Интенсификация свободнорадикальных про-
цессов при ишемии может быть связана не только
с избыточной генерацией АФК и АФА, реакция-
ми окислительной модификации липидов, но и с
изменениями в активности компонентов антиок-
сидантной системы с последующим смещением
окислительно-восстановительного баланса клет-
ки в сторону прооксидантов. Анализ СОД выявил
трехкратное повышение ее активности в синап-
тосомах при ишемии (табл. 2). При этом актив-
ность КАТ снижается на 58% относительно кон-
троля, что привело к значительному повышению
отношения СОД/КАТ. При ишемии на фоне ги-
потермии активность СОД остается на уровне
контроля, а активность каталазы снижается как
при ишемии. В результате отношение СОД/КАТ
возрастет в меньшей степени, чем при ишемии.
При этом между активностью СОД и уровнями
МДА обнаружена положительная корреляция
(r = +0.82, р < 0.05 для исходного уровня и r =
= +0.95, р < 0.05 для индуцированного). Положи-
тельная корреляция обнаружена также между ак-
тивностью СОД, отношением СОД/КАТ и уров-
нями карбонильных групп (r = +0.74 и r = +0.86).

Между кинетическими параметрами АХЭ и
активностью антиоксидантных ферментов си-
наптосом также имеют место высокие уровни
корреляции. Так, коэффициенты корреляции

между Vmax, Vmax/Km, Ki и отношением СОД/КАТ
составляют –0.9 (р < 0.05), –1 (р < 0.05) и +1 (р <
< 0.05) соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ 
РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами данные свидетельствуют о
том, что церебральная ишемия существенно вли-
яет на активность и кинетические характеристи-
ки АХЭ мембран синаптических окончаний ней-
ронов. Снижение температуры тела в период ок-
клюзии сонных артерий мозга крыс
предотвращает изменение активности и кинети-
ческих характеристик фермента.

Обнаруженные разнонаправленные измене-
ния активности АХЭ при ишемии и ишемии–
гипотермии обусловлены модуляциями механиз-
мов функционирования фермента, чувствитель-
ными индикаторами которых являются кинетиче-
ские характеристики. Исследование показало,
что снижение эффективности катализа АХЭ при
ишемии происходит исключительно за счет Vmax,
поскольку значения Km при этом не изменяются.
Известно, что изменение Vmax может происходить
за счет изменения концентрации фермента или
же его каталитической константы, в соответствии
с уравнением:

 

где kcat – каталитическая константа (константа
скорости образования продукта реакции), [E] –
концентрация фермента.

[ ],max catV k E=

Рис. 3. Содержание карбонильных групп и их прирост за 15 мин в присутствии Fe2+-H2O2 в белках мембран при ише-
мии и гипотермии: 1 – контроль, 2 – ишемия, 3 – ишемия + гипотермия (n = 10). Достоверные различия: * – относи-
тельно контроля, # – относительно ишемии.
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Таблица 2. Активность СОД и КАТ в синаптосомах из коры головного мозга крыс при ишемии и гипотермии
(М ± m, n = 10)

Примечание: достоверные различия * – относительно контроля; # – относительно ишемии.

Состояние животного СОД, 
усл. ед./мг белка

КАТ,
мкмоль/мин мг белка СОД/КАТ

Ложная операция 2.79 ± 0.16 0.99 ± 0.01 2.81 ± 0.17
Ишемия 60 мин 8.36 ± 0.54* 0.42 ± 0.02* 19.9 ± 1.39*
Ишемия 60 мин + гипотермия 2.24 ± 0.24# 0.43 ± 0.03* 5.21 ± 0.39*#
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Концентрация фермента в клетке определяется
балансом между его биосинтезом и деградацией.

Известно, что АХЭ кодируется одним геном,
но может существовать в нескольких молекуляр-
ных формах [42]. Соотношения молекулярных
форм определяются их тканевым, клеточным и
субклеточным распределением и изменяются со-
ответственно развитию или патогенетическому
состоянию данных тканей. У позвоночных 3'-ко-
нец пре-мРНК AChE альтернативно сплайсиро-
ван для генерации трех разных изоформ, которые
несут идентичный каталитический домен, но раз-
личный C-терминальный конец. В мозге экс-
прессируются две изформы: тетрамерная AChET,
которая закрепляется на богатый пролином якорь
мембраны PRiMA [42], и растворимая мономер-
ная форма AChER, синтез которой активируется
при остром физиологическом стрессе в мозге
[43].

В работе [24] было установлено, что содержа-
ние АХЭ в мозге при ишемии существенно сни-
жается. Поскольку ишемия сопровождается раз-
витием стрессорной реакции, гипотетически она
может снизить концентрацию АХЭ в синаптиче-
ской мембране за счет модуляции альтернативно-
го сплайсинга, в частности, переключения синте-
за AChET на AChER.

Установлено, что при глобальной ишемии су-
щественно подавляется синтез белков в мозге
[44], поэтому высказано предположение [24], что
снижение содержания АХЭ в мозге при ишемии
связано с подавлением экспрессии фермента.

Действительно, при ишемии снижение содер-
жание АХЭ в синаптических мембранах может
зависеть и от скорости синтеза фермента. Из-
вестно, что АХЭ сначала синтезируется в виде ка-
талитически неактивной молекулы, которая за-
тем быстро созревает в каталитически активную
форму. Однако большая часть неактивного фер-
мента остается в этой незрелой форме. Эти моле-
кулы имеют очень короткую продолжительность
жизни и разрушаются за счет деградации, связанной
с эндоплазматическим ретикулумом с периодом по-
лураспада около 45 минут. Молекулы, созревшие до
каталитически активных форм, являются промежу-
точными между вновь синтезированным катали-
тически неактивным ферментом и полностью
зрелыми и стабильными олигомерными формами.
Эти формы способны стабилизироваться прямым
взаимодействием с некаталитическими субъеди-
ницами PRiMA [45]. Следовательно, экспрессия
PRiMA тоже является ключевым фактором в ор-
ганизации G4 АХЭ и нацеливании ее на клеточ-
ную мембрану [46]. Однако в нашем случае моде-
лирование ишемии производилось за достаточно
короткий промежуток времени (1 ч), что может

оказаться недостаточным для того, чтобы суще-
ственно изменить концентрацию АХЭ в синаптиче-
ской мембране, поскольку период полужизни АХЭ
в мозге взрослой крысы составляет 2.84 ± 0.13 дней
[47].

Снижение концентрации АХЭ при церебральной
ишемии могло происходить, вследствие деградации
мембраносвязанного фермента в результате его
протеолиза. Известно, что мембранные белки де-
градируют либо посредством эндолизосомного
механизма, либо аутофагии [48, 49]. Гу и сотр. [50] с
помощью трансмиссионного электронного мик-
роскопа через 4 часа после ишемического повре-
ждения головного мозга обнаружили в нейронах
заметное накопление аутофагических тел и лизо-
фом аутофагии.

Полученные нами данные свидетельствуют о
том, что при ишемии активность и каталитиче-
ские характеристики АХЭ коррелируют с уров-
нем продуктов окислительной модификации бел-
ков и липидов мембран синаптосом. Это указы-
вает на то, что окислительный стресс может
способствовать снижению активности АХЭ при
ишемии. Считается, что АФК играет важную роль
в развитии окислительного стресса, вызывающе-
го повреждение клеток мозга во время ишемии.
АФК в синаптических окончаниях нейронов могут
образоваться преимущественно при нарушении
дыхательной цепи митохондрий [51], при функцио-
нировании моноаминоксидазы [52], а также посту-
пать из активированной микроглии [53].  посту-
пающийся из этих источников, конвертируется
(преобразовывается) с помощью СОД в H2O2,
которая затем превращается в безвредные H2O и O2
под действием КАТ. СОД и КАТ является ключе-
выми антиоксидантными ферментами, играю-
щими жизненно важную роль в устранении АФК.
Некоторые исследования показали, что активность
СОД при церебральной ишемии увеличилась не-
пропорционально изменению активности КАТ
[54, 55]. В нашем исследовании также обнаружен
существенный дисбаланс в работе этих фермен-
тов в синаптосомах при ишемии. Различия в моду-
ляции активности СОД и КАТ при ишемии могут
происходить по различным причинам. Актив-
ность СОД увеличивается, вероятно, как реакция
на окислительный стресс, вызванный ишемией.
Активация СОД во время ишемии может быть
компенсаторной реакцией на перепроизводство

 [56]. Кроме того, повышение уровня интер-
лейкина-1 (ИЛ-1) [55], фактора некроза опухолей
(TNF) и липополисахаридов [57] во время ише-
мии также может активировать СОД [58]. В отли-
чие от СОД, избыток  или H2O2 может вызы-
вать повреждения активного центра КАТ, что

•–
2O ,

•–
2O

•–
2O
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приводит к инактивации фермента [59]. Дисбаланс
между СОД и КАТ может привести к накоплению
чрезмерного количества H2O2 в синаптических
окончаниях нейронов. По данным микродиализно-
го исследования Лей и др. [60], базальный уровень
H2O2 в гиппокампе песчанок составлял примерно
1 мкМ. В стриатуме реперфузируемого мозга
крыс после ишемического инсульта концентра-
ция H2O2 достигала 100 мкМ [61].

Данилович [62] на сарколемме миометрия
свиньи показал, что H2O2 в физиологических
концентрациях (от 1.6 до 6.4 мкМ) способен ин-
гибировать АХЭ. В присутствии дитиотреитола
ингибиторный эффект Н2О2 частично снижался,
что, по мнению автора, свидетельствует о вовлечен-
ности тиоловых групп в ингибирование фермента.
Накопление H2O2 в миллимолярном диапазоне
концентраций может снижать экспрессию эпи-
дермальной АХЭ и ингибировать активность ре-
комбинантной АХЭ человека [63, 64], а также
растворимой и мембраносвязанной АХЭ эритро-
цитов человека [65].

H2O2 является мягким окислителем, способ-
ным окислять тиоловые группы белков, однако в
присутствии металлов переменной валентности
пероксид водорода может образовать •OH в реак-
ции Фентона. Было подтверждено, что •ОН ин-
гибирует АХЭ мозга крысы и активность реком-
бинантной АХЭ человека [66]. Кинетический
анализ с использованием очищенной рекомбинант-
ной АХЭ человека и молекулярное моделирование
трехмерной структуры человеческого АХЭ подтвер-
дили, что АФК-опосредованное окисление Trp432,
Trp435 и Met436 вызывает перемещение и дезори-
ентацию His440 в активном центре АХЭ и, как ре-
зультат, дезактивацию белка [63, 64].

Известно, что ПОЛ может изменить физиоло-
гические функции клеточных мембран, модифици-
руя такие свойства мембранного бислоя, как мем-
бранный потенциал, текучесть, проницаемость для
различных веществ и/или посттрансляционные
химические модификации [67, 68]. При окисли-
тельном стрессе изменения в липидной матрице
мембраны могут быть решающим фактором в мо-
дификации конформационного состояния некото-
рых молекул, в том числе АХЭ [69]. Хотя уровень
ТБКРВ в синаптосомах при ишемии не изменяется,
достоверно увеличивается их накопление при гене-
рации радикалов в условиях in vitro. Это говорит о
повышении доступности жирнокислотных остат-
ков фосфолипидов для оксидантов в условиях
ишемии из-за нарушений структуры липидного
бислоя.

То, что АФК ответственны за ингибирование
АХЭ, свидетельствуют данные, полученные при
гипотермии. Результаты наших исследований по-

казали, что гипотермия, вызванная во время ише-
мии, не только предотвращает снижение актив-
ности и изменение кинетических характеристик
АХЭ, но одновременно снижает уровень продук-
тов окислительной модификации белков и липи-
дов и дисбаланс антиоксидантных ферментов си-
наптосом. Ранее Лей и коллеги [70] обнаружили,
что гипотермия (30–32°С) снижает ПОЛ в мозге
после глобальной ишемии. В последующем было
установлено, что умеренная гипотермия, модели-
рованная во время ишемии, снижает уровни NO
и •OH после глобальной и фокальной церебраль-
ной ишемии [71, 72]. Снижение температуры тела
крыс до 33°С при ишемии мозга, вызванной ок-
клюзией среднемозговой артерии, способствовало
значительному уменьшению образования суперок-
сид-аниона как в преинфарктной зоне, так и кон-
тралатеральной области [73]. Эти данные позволя-
ют с уверенностью предположить, что умеренная
гипотермия, снижая генерацию АФК и АФА,
предотвращает изменение активности и кинети-
ческих характеристик АХЭ мембран синаптосом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные в работе новые данные, во-первых,

свидетельствуют, что острая церебральная субто-
тальная ишемия снижает активность и эффектив-
ность катализа АХЭ синаптических мембран мозга
крыс, главным образом посредством снижения
Vmax. Во-вторых, впервые продемонстрировано,
что мягкая гипотермия на фоне ишемии предот-
вращает изменения кинетических констант (Vmax
и Ki), в результате чего эффективность катализа
АХЭ сохраняется на уровне контроля. Установле-
но, что при церебральной ишемии существенно
увеличивается уровень маркеров окислительной
модификации белков и липидов мембран синапто-
сом, происходит дисбаланс ключевых антиокси-
дантных ферментов. Гипотермия на фоне ишемии
препятствует развитию окислительного стресса в
синаптосомах. Полученные результаты вносят
вклад в понимание участия АФК в модуляции ак-
тивности синаптической АХЭ при ишемии мозга
и путей защиты фермента при умеренной гипо-
термии.
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принципы ухода и использования животных, нормы и
правила выполнения экспериментальных работ с ис-
пользованием лабораторных животных (Директива
2010/63/EU Совета Европейского Сообщества по за-
щите животных, используемых в экспериментальных
и других научных целях) были соблюдены.
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Effect of Mild Hypothermia on the Catalytic Characteristics of Synaptic 
Acetylcholinesterase during Incomplete Global Cerebral Ischemia in Rats

N. K. Klichkhanova and A. M. Dzhafarovaa

aDaghestan State University, Makhachkala, Russia

Acute cerebral ischemia initiates a cascade of reactions that can result in the development of oxidative stress
and disruption of the balanced functioning of a number of neurotransmitter systems in the brain. The protec-
tive effects of therapeutic hypothermia in ischemia are well known and studied, however, the mechanisms of
its effect on the cholinergic system of the brain, closely related to the functioning of acetylcholinesterase
(AChE), remain unclear. In this work, the activity and kinetic parameters of AChE, as well as the relationship
between the catalytic properties of the enzyme and the intensity of free radical processes in the synaptic ter-
minals of neurons in the rat brain with occlusion of the carotid arteries in conditions of normothermia and
moderate (33°C) hypothermia were investigated. It was found that cerebral ischemia leads to a decrease in
AChE activity, while hypothermia during the period of carotid artery occlusion prevents this. In cerebral isch-
emia, the Vmax value and the efficiency of AChE catalysis decrease, and Ki increases. This against the back-
ground of unchanged Km values contributes to an increase in the range of effective acetylthiocholine concen-
trations and [S]opt values. Mild hypothermia against the background of cerebral ischemia prevents significant
changes in the kinetic parameters of the enzyme. Ischemia stimulates the processes of oxidative destruction
of membrane proteins and lipids, significantly increases the superoxide dismutase (SOD) activity and the
SOD/catalase ratio in synaptosomes. Hypothermia during ischemia prevents an increase in level of lipid and
protein oxidative modification products, as well as superoxide dismutase activity in synaptosomes. A negative
correlation was found between the kinetic parameters of AChE and the levels of products of oxidative modi-
fication of lipids and proteins of synaptosomes. This indicates an important role of reactive oxygen species in
modulating the activity of a key enzyme of the cholinergic system. The results obtained allow us to conclude
that hypothermia during ischemia prevents the activation of free radical processes in the synaptic endings of
neurons, which, in turn, prevents a decrease in the activity and efficiency of AChE catalysis.

Keywords: subtotal ischemia, hypothermia, brain, synaptic membranes, AChE, kinetic parameters, malondialde-
hyde, carbonyl groups, superoxide dismutase, catalase
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