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К настоящему времени установлено, что сверхма-
лые дозы (СМД) биологически активных веществ и
физических факторов (излучения) действуют на био-
логические системы самого разного уровня организа-
ции — от макромолекул, надмолекулярных комплек-
сов, клеток, органов и тканей до растительных и жи-
вотных организмов и целых популяций [1—5]. Спектр
агентов, действующих в СМД, как и список объектов,
по отношению к которым установлена эффективность
сверхмалых воздействий, все более расширяется.

В настоящей статье дан обзор результатов изучения
влияния сверхмалых доз синтетического антиоксидан-
та фенозана

(СН3)зС

СН2СНгСООН(К+)

и важнейшего для организма нейромедиатора ацетил-
холина на активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) и
на уровень пероксидного окисления липидов мембран
клеток головного мозга [6—9]. Объектами воздействия
исследуемых веществ были индивидуальный фермент
— растворимая АХЭ и мембраны, выделенные из кле-
ток головного мозга мышей, представляющие собой
надмолекулярные структуры. При этом воздействию
фенозана и ацетилхолина подвергали in vitro мембра-
ны клеток мозга интактных животных, а также иссле-

довали мембраны, выделенные из мозга мышей, кото-
рым препарат вводили in vivo внутрибрюшинно, т.е.
изучали проявление действия на целый организм.

Интервал используемых концентраций веществ
был таков, что на 106 молекул фермента ацетилхолин-
эстеразы приходилось от 1 до 104 молекул изучаемых
эффекторов фермента в области СМД и 1011—1010

молекул в области обычных концентраций.

Изучение влияния фенозана на активность
ацетилхолинэстеразы

Эксперименты in vitro с растворимой АХЭ. Экспе-
риментальные данные, представленные на рис. 1а, ха-
рактеризуют влияние фенозана К (калиевая соль) на
кинетические параметры водорастворимой кристалли-
ческой АХЭ: на максимальную скорость ферментатив-
ного гидролиза VMaKt. субстрата ацетилтиохолина и
константу Михаэлиса Км, а также на эффективность
фермента, выражаемую отношением VMaKC/KM. Видно,
что под действием фенозана оба параметра АГМ и Ц,акс

изменяются, причем эти изменения однонаправлен-
ны. Случай, когда VMaKe и Км изменяются под дейст-
вием эффектора фермента однонаправленно, но в
разной степени, означает, что в зависимости от кон-
центрации субстрата будет проявляться либо ингиби-
рующее, либо активирующее воздействие на фермент.

В наших экспериментах наблюдается уменьшение
эффективности фермента VMaKC/KM, т.е. параметра,
определяющего, согласно уравнению Михаэлиса—
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Рис. 1. Влияние фенозана К на кинетические параметры ацетилхолинэстеразы:

/ — константа Михаэлиса Км, 2 — максимальная скорость гидролиза Vuwx; 3 — Уткс/Км-

а— введение антиоксиданта (АО) в среду реакции, катализируемой растворимой АХЭ; б — введение АО в среду реакции,
содержащей мембранные фракции; в — включение АО в мембраны путем преинкубации суспензии мембран клеток голов-
ного мозга мышей с этанольным раствором АО при 4 °С в течение 20 ч. Концентрация спирта 0,5%, концентрация мембран
по белку при инкубации 4 мг/мл. По оси абсцисс — [АО] в преинкубируемой суспензии, концентрация фенозана
и белка в среде реакции в 155 раз меньше; г— внутрибрюшинное введение мышам фенозана К с выделением через 1 ч мем-
бранной фракции АХЭ головного мозга.

Ментен, его активность при малых концентрациях
ацетилхолина, в том числе при «реальных» физиоло-
гических, в основном за счет увеличения Км.

Концентрационная зависимость изменений кине-
тических параметров имеет два максимума, соответст-
вующих концентрациям, различающимся на шесть
порядков. Изменения в области высоких доз и СМД
фенозана соизмеримы по величине. По виду зависи-
мости эффекта фенозана К по отношению к АХЭ от
его концентрации сходны с типичными кривыми,
описывающими действие веществ в сверхмалых дозах,
для которых характерны максимум в области относи-
тельно высоких концентраций, затем снижение или
отсутствие эффекта («зона молчания») и другой мак-
симум в области сверхмалых концентраций [3, 10].

В ранее проведенных исследованиях было установ-
лено [11 — 13], что как представитель природных анти-
оксидантов а-токоферол, так и синтетический антиок-
сидант из группы экранированных фенолов фенозан,
используемые in vitro в сверхмалых концентрациях
(10~19—10~" М), оказывают соизмеримое с действием
обычных доз влияние на активность протеинкиназы С
— ключевого фермента клеточной сигнализации, ко-
торый играет важную роль в регуляции роста и раз-
множения клеток, в трансформации нормальных кле-
ток в опухолевые, в промоции опухолевого роста.

Обнаружено, что в некоторых случаях фенозан К
оказывает на этот фермент влияние, значительно пре-
восходящее эффект форболовых эфиров — известных
модуляторов протеинкиназы С [12]. С важной регуля-
торной ролью протеинкиназы С связан тот факт, что
она не функционирует как индивидуальный фермент,
а работает как надмолекулярная система в совокупно-

сти с целым комплексом эффекторов. В наших экспе-
риментах впервые продемонстрировано влияние су-
пермалых концентраций фенозана К на индивидуаль-
ный кристаллический фермент, который принципи-
ально отличается по своим свойствам и функциям от
протеинкиназы С. Следовательно, можно предполо-
жить, что найденная ранее для протеинкиназы С спо-
собность изменять свою'ферментативную активность
под действием сверхмалых количеств антиоксидантов
не связана с особенностями этого фермента как слож-
ной надмолекулярной системы, а представляет собой
общее явление, отражающее, возможно, одну из сто-
рон функции антиоксидантов как регуляторов клеточ-
ного метаболизма.

Эксперименты in vitro с мембраносвязанной АХЭ.
Для разработки новых средств, направленных на лече-
ние патологий центральной нервной системы, в том
числе связанных с нарушениями памяти, важно изу-
чение действия препаратов на мембраносвязанную
АХЭ, которая является лимитирующим звеном в под-
держании уровня ацетилхолина в мозге, необходимого
для его нормальной деятельности.

На рис. 1 б представлены кривые изменения кине-
тических параметров АХЭ фракции мембран клеток
головного мозга мышей, полученные при введении в
среду реакции фенозана К. Видно, что под действием
антиоксиданта, как и в случае растворимого фермента,
параметры Ам и VuaKX. изменяются однонаправленно.
При этом эффективность фермента VuaKC/KM имеет
выраженную тенденцию к увеличению (в основном, за
счет уменьшения Км). Здесь, как и при действии фе-
нозана на растворимый фермент, в зависимости от
концентрации субстрата может проявляться либо ин-
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гибирующее, либо активирующее действие антиокси-
данта. Судя по изменению эффективности фермента,
при концентрациях субстрата, соответствующих ре-
альному содержанию ацетилхолина в головном мозге,
должна прявляться некоторая активация мембранного
фермента.

Зависимость эффекта от концентрации фенозана
не является монотонной. В исследованной нами об-
ласти концентраций наблюдаются два максимума
(хотя и размытых): в области сверхмалых концентра-
ций 10~17—10"13 М и в области обычных концентра-
ций 10~9—10~5 М, которые разделены относительно
узкой зоной нулевого эффекта.

Сравнение полученных данных с показателями
действия фенозана на растворимый фермент выявляет
следующие особенности наблюдаемых эффектов.
Сходство заключается во влиянии фенозана главным
образом на константу Михаэлиса Км и в наличии
максимумов эффекта, разделенных «зоной молчания».
Различия проявляются в форме этих максимумов, а
главное — в направлении эффекта: если в случае рас-
творимого фермента его эффективность уменьшается
за счет увеличения Км, то эффективность фермента,
связанного с мембранами клеток головного мозга,
увеличивается за счет уменьшения Км. Этому отвечает
соответственно ингибирование и активация АХЭ при
концентрациях субстрата, близких к физиологиче-
ским. Поскольку нами использовался растворимый
фермент (производство Пермского института вакцин и
сывороток) эритроцитарного происхождения, мы
склонны объяснять наблюдавшиеся отличия различи-
ем молекулярных форм фермента.

При функционировании мембраносвязанного фер-
мента нельзя полностью исключить и опосредованных
через мембрану изменений липидного микроокруже-
ния, определяющего в той или иной степени конфор-
мацию молекулы фермента. В нашем случае описы-
ваемый этап эксперимента проводился в условиях, не
предполагающих существенного включения препарата
в липидную фазу мембран — фенозан использовали в
виде водорастворимой формы (калиевая соль) и вво-
дили его в среду реакции без предварительной инку-
бации суспензии мембран в присутствии антиокси-
данта. Тем не менее, мембрана может сыграть свою
роль. Антиоксидант может связываться с определен-
ными сайтами .(рецепторами?) на мембране, тем са-
мым индуцируя в ней структурные изменения и соот-
ветственно изменения конформации, а, следователь-
но, и кинетических свойств фермента, локализован-
ного в «сопряженных» с этими сайтами областях мем-
браны. Отметим.что имеются сведения об изменении
структуры мембран (микровязкости липидного би-
слоя) под действием СМД обладающих антиоксидант-
ными свойствами форболовых эфиров [14, 15] и фено-
зана [16].

Если обеспечить предварительное включение фе-
нозана (более гидрофобной его формы — кислоты) в
мембраны клеток мозга путем преинкубации суспен-
зии мембран со спиртовым раствором вещества, то
обнаруживается уменьшение эффективности фермента
(опять, в основном, за счет изменения Км) (рис. \в).
И в этом случае наблюдается немонотонная концен-
трационная зависимость с максимумами, которые
соответствуют различающимся на шесть порядков
концентрациям фенозана.

Введение препарата in vivo. На рис. \г представлены
кинетические параметры АХЭ мембранной фракции,
выделенной из головного мозга мышей через 1 ч по-
сле внутрибрюшинного введения животным фенозана.
Препарат вводили в обычных «терапевтических» дозах
— 1СГ5 и 10~4 моль/кг веса животных и в сверхмалых
дозах 10~15, 10~13 и 10""" моль/кг. Мышей забивали
через 1 ч после введения препарата. Такой срок обу-
словлен тем, что в течение этого периода происходят
существенные сдвиги в состоянии липидной фазы
синаптосом головного мозга животных и изменения
активности центральной холинергической системы
при введении обычных доз фенозана К [17].

Как следует из рис. \г, в области обычных доз в
значительной степени увеличивается константа Миха-
элиса А"м для мембраносвязанной АХЭ, что приводит
к достоверному уменьшению эффективности фермен-
та, т.е. к ингибированию активности АХЭ в области
концентраций субстрата, соответствующих реальному
содержанию ацетилхолина в головном мозге.

Введение мышам фенозана К в двух из исследо-
ванных нами сверхмалых доз 10" ! 5 и 1СГ11 моль/кг
вызывает соизмеримое с действием обычных доз уве-
личение Км и соответственно ингибирование актив-
ности фермента. Промежуточная доза 10~13 моль/кг не
оказывает эффекта.

Результаты, приведенные на рис. 1, показывают,
что по направленности действие фенозана К на мем-
бранную АХЭ противоположно при введении его in
vitro в среду реакции и in vivo в организм животных, а
именно, в первом случае ферментативная активность
увеличивается, во втором — уменьшается (через 1 ч
после внутрибрюшинного введения). В то же время
обнаруживается сходство в действии фенозана (ко-
торое проявляется в увеличении Км и уменьшении
эффективности АХЭ) при введении этого антиокси-
данта in vivo и при включении его в липидный бислой
мембраны in vitro. Это может свидетельствовать о том,
что антихолинэстеразное действие фенозана in vivo
обусловлено включением его в липидную фазу мем-
браны. Интересно, что определенное сходство имеет
место при действии фенозана на мембраносвязанную
АХЭ in vivo и на растворимый фермент in vitro
(ингибирование). Однако мы считаем, что не следует
искать аналогий в механизме действия фенозана в
этих случаях, поскольку имеем дело с разными моле-
кулярными формами ацетилхолинэстеразы.

Для оценки длительности действия антиоксиданта
нами было проведено измерение кинетических пара-
метров АХЭ, связанной с мембранами нервных окон-
чаний клеток головного мозга мышей, через 2 суток
после введения сверхмалой дозы фенозана К. Для
сравнения изучали эффект обычной дозы антиокси-
данта. По истечении этого промежутка времени после
введения обычных доз фенозана К он не обнаружива-
ется в мозге (во всяком случае в количествах, соизме-
римых с введенной дозой). Как видно из рис. 1а,
обычная доза фенозана практически не вызывает из-
менения кинетических параметров синаптосомальной
АХЭ. В случае введения 3 • 10~14 моль/кг антиоксидан-
та выявлены изменения АГМ и VMaKC — оба параметра
увеличиваются, причем в одинаковой .степени, в -1,5
раза. Эффективность же фермента VUUKC/KM, т.е. пока-
затель, характеризующий реальную функциональную
активность АХЭ; остается практически неизмененной.
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Рис 2. Эффекты длительного воздействия фенозана К in vivo.

Введение препарата внугрибрюшинно мышам в сверхмалой
(3-Ю-' 4 моль/кг) U ) и обычной (6-Ю" 6 моль/кг) (2 )
дозах.

а — кинетические параметры АХЭ; б — изменения в
липидной компоненте синаптосом:уровень пероксидного
окисления липидов (ПОЛ) (содержание малонового диаль-
дегида); содержание в сумме фосфолипидов: сфингомиелина
(СФМ), фосфатидилсерина (ФС), фосфатидилинозита (ФИ).

Пунктиром обозначен индивидуальный биологический
разброс параметров у интактных мышей

Таким образом, через 2 суток после введения пре-
парата эффективность АХЭ синаптосом головного
мозга полностью восстанавливается при измененных
его параметрах АГМ и VuaKC. Эти изменения могут быть
обусловлены влиянием фенозана на все пути биосин-
теза и регуляции активности фермента, в том числе на
структуру и состав мембраны, в которой локализован
фермент.

С этой точки зрения представляют интерес данные
по изменениям в липидной компоненте синаптосом
через 2 суток после введения фенозана. Оказалось, что
в отличие от обычной сверхмалая доза фенозана не
приводит к изменению содержания общих липидов и
холестерина, но вызывает существенное увеличение
уровня вторичных продуктов пероксидного окисления
липидов (рис. 26). Изменение содержания фосфоли-
пидов, играющих наиболее важную роль в процессах
передачи клеточных сигналов, — сфингомиелина,
фосфатидилинозита и фосфатидилсерина, а также
микровязкости липидного бислоя (метод ЭПР с ис-
пользованием спинового зонда) сопоставимы для
обычной дозы и СМД антиоксиданта. Причем по
величине и знаку эти изменения сходны с теми, кото-
рые вызывает обычная доза классического антиокси-
данта ионола и которые обеспечивают существенное

(более чем в 1,5 раза) повышение чувствительности
центральной нервной системы к действию фармако-
логического агента я-хлорамфетамина, усиливающего
процессы возбуждения путем активации серотонин-
ергической системы [18, 19]. Таким образом, можно
предположить, что и сверхмалые дозы антиоксиданта
изменяют чувствительность центральной нервной
системы к действию нейро- и психотропных факто-
ров, в том числе лекарственных веществ.

Сравнение действия СМД и обычных доз фенозана
дает возможность предположить, что сдвиги в липид-
ной фазе мембран под действием СМД не вносят
существенного вклада в изменения кинетических па-
раметров АХЭ, которые фиксируются через 2 суток
после введения фенозана К, по-видимому, реализуют-
ся другие из возможных путей регуляции активности
ацетилхолинэстеразы (рис. 3).

Регуляция
биосинтеза
на уровне

транскрипции
и трансляции,
молекулярные

формы
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Структура
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эффекторы
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Рис.3. Возможные пути регуляции активности мембрано-
связанной ацетилхолинэстеразы

Изучение влияния фенозана на систему пероксидного
окисления липидов мембран головного мозга

Известно, что в реализации влияния фенозана как
антиоксиданта на мембраны и клетки задействован
комплекс факторов и при концентрациях выше 10~6 М
влияние обусловлено как неспецифическим включе-
нием фенозана в липидную фазу мембраны и его ан-
тирадикальной активностью, так и проявляющимся
при наномолярных концентрациях специфическим
обратимым связыванием фенозана с плазматическими
мембранами [20]. Как тот, так и другой путь взаимо-
действия с мембраной влияет на функциональную
активность мембранных белков и системы вторичных
мессенджеров, что в свою очередь может приводить к
изменениям в обмене липидов и в состоянии липид-
ного бислоя мембран.

В соответствии с этим мы не ожидали получить
простую картину влияния этого антиоксиданта на
параметры системы пероксидного окисления липидов
(ПОЛ). И действительно, как показали результаты
исследования, действие фенозана на систему ПОЛ при
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введении in vivo в организм и при добавлении к сус-
пензии мембран сложным образом зависит от дозы
(концентрации) препарата.

Эксперименты in vitro. Зависимость, представлен-
ная на рис. 4а, иллюстрирует влияние фенозана на
скорость окисления липидов в суспензии мембран
клеток головного мозга мышей. В соответствующих
экспериментах в суспензию вносили непосредственно
перед началом проведения реакции окисления раство-
ренный в физиологическом растворе фенозан К и
спиртовый раствор фенозана-кислоты. Предполагает-
ся, что в случае введения кислоты растворенная в
этаноле гидрофобная часть молекулы фенозана вклю-
чается в липидный бислой мембраны.

Из рис. Аа видно, что при включении в мембрану
фенозана его антиоксидантное действие проявляется
при концентрациях 10~" и 10~5 М, в присутствии
водорастворимой формы препарата выраженное ан-
тиоксидантное действие наблюдается только при
концентрации 10" и М.

Обращает на себя внимание сложный характер
зависимости эффекта от концентрации фенозана с
проявлением некоторой активации ПОЛ при концен-
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lg[AO]
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Ряс. 4. Влияние фенозана in vitro на скорость пероксидного
окисления липидов (в) и состав липидной фазы (в) в мембра-
аах клеток головного мозга мышей

а— окисление суспензии мембран (2 мг белка в 1 мл)
кислородом воздуха (37 "С) при добавлении в среду реакции
гпиртового раствора фенозана-кислоты (/ ) и водораствори-
мого фенозана К (2). Концентрация этанола в суспензии не
Золее 0,5%; б — преинкубация суспензии мембран со спир-
товым раствором фенозана (20 ч при 4 °С).

/ — первичные продукты ПОЛ (диеновые конъюгаты)/общие
пипиды; 2 — индекс двойных связей/общие липиды;
3 — фосфолипиды/холестерин.

Горизонтальные линии — границы разброса исследуемых
параметров в контроле

трациях антиоксиданта 10 13 и 10 7 М. Степени акти-
вации при этих различающихся на шесть порядков
концентрациях близки. Вид зависимости является
характерным для действия веществ в сверхмалых дозах
[2, 3, 10].

Нами проведена оценка последствия включения
фенозана в липидную фазу мембран для системы
ПОЛ. Для этого суспензию мембран инкубировали в
течение 20 ч при температуре 4 'С в присутствии фе-
нозана (кислоты).

Выявлено увеличение (по сравнению с контролем)
количества первичных продуктов ПОЛ — сопряжен-
ных гидропероксидов, что свидетельствует о стимуля-
ции ПОЛ в данных условиях эксперимента под дейст-
вием антиоксиданта во всем исследуемом интервале
его концентраций. На первый взгляд, здесь имеется
противоречие: увеличению количества первичных
продуктов ПОЛ соответствует увеличение содержания
двойных связей (см. рис. 46). По-видимому, это свя-
зано с «ужесточением» определенных областей липид-
ного бислоя, которое может препятствовать выходу
окисленных продуктов из мембраны. К увеличению
жесткости соответствующих участков мембраны может
привести связывание антиоксиданта с расположенны-
ми на мембране рецепторами, как это известно для
ряда лигандов [21]. При затрудненном выходе окис-
ленных продуктов определенный нами индекс нена-
сыщенности будет включать двойные связи, содержа-
щиеся в первичных продуктах ПОЛ.

Таким образом, фенозан при включении в липид-
ный бислой in vitro вызывает стимуляцию ПОЛ. Спо-
собность оказывать двойственное действие на ПОЛ —
активизировать или замедлять процесс окисления —
является одним из свойств биологических антиокси-
дантов в области обычных концентраций и имеет
соответствующие объяснения [22]. Как оказалось, и
сверхмалые дозы антиоксиданта могут оказывать сти-
мулирующий эффект.

Введение препарата in vivo. На рис. 5 представлены
изменения ряда показателей системы ПОЛ в мембра-
нах клеток мозга мышей через 1 ч после внутрибрю-
шинного введения фенозана К. Судя по снижению
скорости накопления продуктов ПОЛ, фенозан, вве-
денный in vivo, приводит к торможению ПОЛ. Анти-
оксидантное действие обнаружено для всех исследо-
ванных доз фенозана.

О торможении окисления мембранных липидов
свидетельствует и уменьшение под влиянием антиок-
сиданта количества первичных продуктов ПОЛ. При-
чем снижение скорости окисления не связано с изме-
нением количества субстрата окисления — липидов и
фосфолипидов в мембранах: из рис. 5 видно, что под
влиянием введенного фенозана оно не меняется. Уве-
личение индекса ненасыщенности в липидах также
подтверждает проявление антиоксидантного действия
фенозана, в частности, отчетливо регистрируется уве-
личение содержания двойных связей при самой малой
из исследованных доз — 10~15 моль/кг.

Интересно, что в области обычных терапевтиче-
ских количеств малая и большая дозы антиоксиданта
(10~3 и 10~4 моль/кг), для которых, как известно, ха-
рактерно противоположное действие на антиокисли-
тельную активность липидов [23] и разнонаправлен-'
ные биологические эффекты, в нашем случае оказы-
вают противоположное действие на содержание двой-
ных связей. Следует отметить, что снижение скорости
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Рис. 5. Изменение скорости ПОЛ и состава липидной фазы
в мембранах, выделенных из клеток головного мозга мышей
через 1 ч после внугрибрюшинного введения фенозана К.

/ — скорость накопления малонового диальдегида при окис-
лении суспензии мембран кислородом воздуха (37 °С);
2 — содержание первичных продуктов ПОЛ (диеновые конъ-
югаты); 3 — содержание двойных связей; 4 — содержание
общих липидов; 5 — содержание фосфолипидов;
6— холестерин/фосфолипиды

пероксидного окисления липидов сопровождается
адекватным (соответствующим нормальному функ-
ционированию системы регуляции ПОЛ [24]) измене-
нием параметров этой системы, что было показано на
примере соотношения холестерин/фосфолипиды.

Таким образом, система пероксидного окисления
липидов несомненно затрагивается при действии in
vivo (через 1 ч) и сверхмалых доз фенозана. Можно
сделать вывод об антиоксидантном действии СМД
фенозана, хотя трудно себе представить, что при этом
он проявляет характерные для фенольных антиокси-
дантов в области больших доз антирадикальные свой-
ства. Механизм антиоксидантного действия СМД тре-
бует изучения.

Наблюдавшееся нами различие во влиянии фено-
зана на систему ПОЛ в мембранах клеток мозга при
введении препарата in vivo и включении в мембрану in
vitro скорее всего связано с тем, что эффект СМД, по-
видимому, так же, как в случае введения обычных доз
антиоксидантов in vivo, по мере своего развития вы-
зывает разные стадии изменения системы ПОЛ (по-
давления и активации) [23], однако условия, исполь-
зованные в нашем опыте in vitro, не смоделировали
ситуацию, реализующуюся в мембранах клеток голов-
ного мозга мышей через 1 ч после внугрибрюшинного
введения препарата.

На основании изложенного выше материала можно
сделать заключение, что сверхмалые дозы синтетиче-
ского антиоксиданта — ингибитора радикальных про-
цессов могут оказывать на систему ПОЛ в мембранах
in vitro и in vivo эффекты, по направленности и ам-
плитуде сходные с действием этого класса соединений
в обычных дозах.

Изучение влияния экзогенного ацетилхолина
на активность ацетилхолинэстеразы

Эксперименты in vitro с использованием раствори-
мого фермента. Применение в качестве субстрата аце-
тилтиохолина [25] дало возможность исследовать дей-

ствие ацетилхолина как эффектора (не как субстрата)
на изучаемую ферментативную реакцию in vitro.

На рис. 6а представлены результаты исследования,
полученные при добавлении ацетилхолина в среду
реакции гидролиза ацетилтиохолина, катализируемого
очищенной растворимой АХЭ. Видно, что при кон-
центрации 10~4 М ацетилхолин проявляет себя как
конкурентный ингибитор. По мере снижения его
концентрации картина несколько меняется. При кон-
центрациях ацетилхолина 10~10—10~12 М регистриру-
ется уменьшение как константы Михаэлиса Км, так и
максимальной скорости реакции. При дальнейшем
снижении концентрации эффектора фермента оба
параметра — Км и V îaKC увеличиваются. Влияние аце-
тилхолина на кинетические параметры растворимой
АХЭ в наибольшей степени сказывается в областях
сверхмалых концентраций препарата.

Следует отметить, что константа Км, т.е. сродство
фермента к субстрату, и максимальная скорость реак-
ции (мера каталитической активности фермента) из-
меняются практически симбатно во всей исследован-
ной области концентраций ацетилхолина. Эффектив-
ность фермента (а соответственно и скорость реакции,
катализируемой АХЭ при низких, в том числе соот-
ветствующих физиологическим, концентрациях суб-
страта, пропорциональная Умлкс/Км) достоверно не
изменяется. В кинетическом плане это формально
может соответствовать случаю так называемого бес-
конкурентного ингибирования [26], когда эффектор
фермента связывается только с фермент-субстратным
комплексом.

Неодинаковая для концентрационных областей
направленность эффекта ацетилхолина на кинетиче-
ские параметры растворимой ацетилхолинэстеразы
может быть обусловлена преимущественным связыва-
нием его с разными сайтами фермент-субстратного
комплекса при разных концентрациях эффектора в
среде реакции. Как известно, ацетилхолинэстераза —
фермент, подвергающийся ингибированию «избы-
точными» концентрациями субстрата путем связыва-
ния «дополнительных» молекул субстрата с фермент-
субстратным комплексом [27]. Из приведенных выше
данных видно, что и в сверхмалых концентрациях
ацетилхолин также может выступать как эффектор,
модулирующий активность ацетилхолинэстеразы.

Эксперименты in vitro с использованием мембрано-
связанной АХЭ. Из трех исследованных сверхмалых
концентраций ацетилхолина достоверно выраженное
действие его на мембранный фермент оказывает кон-
центрация 10~13 М (рис. 66). При этом наблюдаются
достоверное увеличение как максимальной скорости
гидролиза К<акс> так и константы К^ и тенденция к
снижению эффективности фермента. Таким образом,
и в данном случае имеет место однонаправленность
изменения кинетических параметров (VMaKC. и Км) аце-
тилхолинэстеразы, как и в экспериментах с раствори-
мым ферментом (а также, как и при действии антиок-
сиданта фенозана), хотя характер самих по себе изме-
нений может быть разной. Фермент реагирует на вве-
дение ацетилхолина (об этом говорят изменения его
основных кинетических параметров), однако конфор-
мация молекулы АХЭ меняется, по-видимому, так,
что сохраняется неизменной ее эффективность. Имеет
место своего рода адаптация на уровне фермента.
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Рис.6. Влияние ацетилхолина на кинетические параметры ацетилхолинэстеразы:

/ — максимальная скорость гидролиза ацетилтиохолина К,акс; 2 — константа Михаэлиса Км, 3 — VM!LKJKy[.

а— введение in vitro иодида ацетилхолина в среду реакции с растворимой АХЭ; б— введение in vitro иодида ацетилхолина в
среду реакции с АХЭ, связанной с мембранами клеток головного мозга мышей; в — введение внутрибрюшинно препарата
мышам с выделением мембранной фракции через 1 ч

Таким образом, в сверхмалых концентрациях аце-
тилхолин проявляет свойства эффектора, модулирую-
щего активность свободной и мембраносвязанной
ацетилхолинэстеразы.

Введение препарата in vivo. Рис. 6в иллюстрирует
изменения кинетических параметров АХЭ мембран
клеток головного мозга мышей, выделенных через 1 ч
после внутрибрюшинного введения животным ацетил-
холина в дозах от 10~4 до 10~16 моль/кг. Отметим, что
доза 10~4 моль/кг близка к терапевтической [28]. Вид-
но, что под действием экзогенного ацетилхолина мак-
симальная скорость реакции К,акс увеличивается при
всех исследованных его дозах, а константа Км умень-
шается при всех дозах, кроме 10~5 моль/кг. Эффек-
тивность фермента Уылкс/Км существенно возрастает.
Можно говорить, таким образом, об активации фер-
мента при введении ацетилхолина in vivo, и активация
выражена сильнее при значительно более низких до-
зах, чем те, которые считаются терапевтическими.

Сравнение эффектов ацетилхолина в малых и
сверхмалых дозах in vivo и in vitro приводит к заклю-
чению, что его действие на АХЭ головного мозга in
vivo имеет другие механизмы, чем при воздействии на
растворимый и мембраносвязанный фермент. Не ис-
ключено, что это обусловлено практически полной,
как считают, непроходимостью ацетилхолина через
гематоэнцефалический барьер [29] и что наблюдаемый
биоэффект есть проявление генерализованного дейст-
вия на организм.

Изучение влияния экзогенного ацетилхолина in vivo
на липидную компоненту мембран клеток

головного мозга мышей

На рис. 7 представлены изменения ряда показате-
лей состояния липидной фазы мембран клеток голов-
ного мозга через 1 ч после внутрибрюшинного введе-
ния иодида ацетилхолина в широком интервале доз,
включая сверхмалые. Видно, что содержание общих
липидов в мембранах при введении ацетилхолина in
vivo мало изменяется — в присутствии самой большой
дозы препарата оно снижается, при дозе 10~15 моль/кг
— несколько увеличивается. Промежуточные дозы
ацетилхолина приводят к незначимым изменениям
содержания общих липидов. Однако соотношение
липидов под влиянием экзогенного ацетилхолина
изменяется существенно. При дозах 10~14—10~4

моль/кг наблюдается увеличение содержания общих
фосфолипидов. Кроме того, обнаруживается умень-
шение содержания холестерина.

Следует отметить также уменьшение соотношения
холестерин/фосфолипиды, которое, как известно,
является одним из показателей, определяющих жест-
кость липидной фазы мембран. Эффективность в от-
ношении влияния на этот показатель обнаруживают
все исследованные нами дозы препарата, причем
сверхмалые дозы оказывают такое же действие, как и
большие. Известно, что при старении организма про-
исходит увеличение жесткости (уменьшение текуче
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Рис. 7. Влияние ацетнлхолина in vm> на состав липидной фазы
в мембранах, выделенных из клеток головного мозга мышей
через 1 ч после внутрибрюпшнного введения препарата

/ — общие липиды/белок; 2 — фосфолипиды/общие липиды;
3 — холестерин/общие липиды; 4 — холестерин/фосфолипи-
ды; 5— двойные связи/общие липиды; 6 — двойные свя-
зи/фосфолипиды; 7 — первичные продукты ПОЛ (диеновые
конъюгаты)/общие липиды; 8 — диеновые конъюгаты/фос-
фолипиды

ста) липидной фазы мембран нервных окончаний
клеток головного мозга за счет увеличения содержа-
ния холестерина, соотношения холестерин/фосфо-
липиды, с чем связывается характерное для старения
ослабление памяти и обучаемости [30]. С этой точки
зрения обнаруженный эффект снижения содержания
холестерина и соотношения холестерин/фосфолипиды
в мембранах клеток головного мозга представляется
весьма важным. В связи с этим не исключена воз-
можность применения иодида ацетилхолина в сверх-
малых дозах в качестве ноотропного средства.

Изменения, отражающие влияние введенного in
vivo ацетилхолина на пероксидное окисление липидов
в мембранах клеток головного мозга, симулируют
антиоксидантное действие препарата (рис. 76). Ход
кривых относительного содержания двойных связей в
липидах и содержания фосфолипидов свидетельствует
о том, что сдвиги в содержании двойных связей обу-
словлены изменением количества фосфолипидов. В

расчете же на фосфолипиды количество двойных свя-
зей не меняется, что может наводить на мысль о как
бы антиоксидантном действии ацетилхолина, причем
во всем исследованном интервале доз. Об антиокси-
дантном эффекте говорит и снижение содержания
диеновых конъюгатов в липидах головного мозга жи-
вотных после введения препарата. Очевидно, что под
его действием ПОЛ в мембранах клеток мозга может
практически полностью ингибироваться.

Таким образом, при введении ацетилхолина in vivo
за 1 ч до декапитации животных, в том числе и в
СМД, несомненно затрагивается система ПОЛ в мем-
бранах клеток головного мозга. По-видимому, нару-
шений (разобщении) в системе регуляции ПОЛ не
происходит. Об этом говорит то, что снижение скоро-
сти пероксидного окисления липидов сопровождается
адекватным нормальному функционированию систе-
мы изменением ее параметров [24], например, умень-
шением содержания холестерина и соотношения холе-
стерин/фосфолипиды. В целом можно сделать вывод
об антиоксидантном действии экзогенного ацетилхо-
лина. По-видимому, это действие в дозах от 10~4 до
10~12 моль/кг может быть обусловлено и влиянием
ацетилхолина на обмен фосфолипидов в организме —
содержание фосфолипидов под влиянием почти всех
исследованных доз препарата увеличивается.

Наблюдаемый антиоксидантный эффект может
быть связан с синергизмом в действии эндогенных
природных антиоксидантов и фосфолипидов, вероят-
нее всего, фосфатидилхолина [31]. Антиоксидантное
действие может отчасти симулироваться изменением
жирнокислотного состава фосфолипидов в сторону
увеличения содержания более насыщенных компонен-
тов. О такого рода влиянии ацетилхолина может сви-
детельствовать факт низкого содержания в липидах
животных опытных групп сопряженных гидроперок-
сидов.

Заключение

На основании закономерностей, обнаруженных
нами при изучении влияния СМД фенозана и экзо-
генного ацетилхолина на ацетилхолинэстеразу, пред-
ставления о сигнальных путях действия СМД биоло-
гически активных веществ, данные ранее в работе [4]
и относящиеся к такой сложной системе, как клетка с
участками на ее поверхности, обладающими разным
сродством и специфичностью связывания, можно
распространить на уровень мембраносвязанного и
даже индивидуального фермента. Отметим, что для
фермента в свободном состоянии характерно наличие
как в пределах, так и вне активного центра, множест-
венных аллостерических сайтов, обусловливающих
активацию или ингибирование при действии соответ-
ствующих лигандов [32—35].

Сопоставление эффектов, обнаруженных в экспе-
риментах in vivo и in vitro, дает основание заключить,
что и в модельных системах, и in vivo проявляются
аналогичные закономерности, характерные для дейст-
вия СМД. Отметим, что при введении исследуемых
биологически активных веществ in vivo амплитуда
изменений активности фермента оказывалась больше,
чем в модельных системах. По-видимому, изменения
в свойствах фермента в результате системного дейст-
вия антиоксиданта на уровне организма могут быть
как следствием взаимодействия с ферментом, прямого
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или опосредованного мембраной, так и комплексным
проявлением суммы других изменений метаболизма в
организме вследствие действия биологически актив-
ных веществ на другие мишени. Последний тезис
подтверждается и на примере ацетилхолина, который,
как считается, не поступает в головной мозг при внут-
рибрюшинном введении.

Таким образом, исследованные соединения — син-
тетический антиоксидант фенозан и эндогенный ме-
диатор ацетилхолин действуют в сверхмалых дозах,
проявляя характерные для эффектов СМД закономер-
ности как на уровне индивидуального кристалличе-
ского фермента ацетилхолинэстеразы, так и на уровне
сложной надмолекулярной структуры — мембран кле-
ток головного мозга мышей in vitro и in vivo. При этом
затрагивается одна из важных регуляторных систем
клетки — система пероксидного окисления липидов в
биологических мембранах.
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