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СИСТЕМА РЕГУЛЯЦИИ БИОСИНТЕЗА 
АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ МИКРОСОМ КЛЕТОК ГОЛОВНОГО 

МОЗГА АЦЕТИЛХОЛИНОМ
И ЦИКЛИЧЕСКИМИ НУКЛЕОТИДАМИ

СУДАКОВА И. М., ЕЛАЕВ II. Р.

В бесклеточной системе, содержавшей изолированные ядра и микросомно-цито
плазматическую фракцию гомогената головного мозга, имело место спонтанное пуро- 
миции-чувствительное увеличение активности ацетплхолппэстеразы (АХЭ) микросом. 
В результате преинкубации такой системы с ацетилхолином (АХ) в концентрациях 
10-*—10—3 М наблюдалось увеличение активности АХЭ микросом с максимумом 

гари концентрации АХ 10 5 М (более 20% за 60 мин инкубации). Эффект АХ не про
являлся на фоне актиномицина Д и пуромицина. При отсутствии в бесклеточной си
стеме ядер преинкубация с АХ вызывала уменьшение активности АХЭ микросом, чув
ствительное к пуромицину. Видимо, АХ является положительным эффектором био
синтеза АХЭ на ядерном уровне и отрицательным—на цитоплазматическом. Эффекты 
АХ не опосредуются циклическими нуклеотидами. Показано, что сАМР в противопо
ложность АХ тормозил биосинтез АХЭ в ядрах и активировал его в цитоплазме, а 
сОМР подавлял этот процесс в обоих случаях. На ядерном уровне АХ, сАМР и 
сОМР оказывали свое влияние совместно с низкомолекулярными факторами, а на ци
топлазматическом—без них.

Обсуждается система регуляции биосинтеза АХЭ микросом клеток мозга, в осно
ву которой положено влияние АХ га экспрессию генов АХЭ, а влияние сАМР и сОМР 
рассматривается как корректирующее звено.

Ацетилхолинэстераза (АХЭ) клеток нервной ткани является фер
ментом, изучение биосинтеза которого может помочь выяснению взаи
мосвязи функциональной тагрузки и количества фермента в клетке, 
трансформации нервного импульса в метаболические сигналы и т. д. В 
этом смысле интересным является тот факт, что АХЭ нервной ткани 
имеет короткий период полужизни [1]. Представление об адаптивном 
синтезе АХЭ в ответ на увеличение количества субстрата—АХ трудно в 
настоящее время совместить со многими новыми фактами, в частности, 
ингибиторным действием сСМР на процессы синтеза белков в клетках 
нервной ткани [2, 3], так как установлено, что сОМР является метабо
лическим посредником в ряде процессов АХ. В то же время показано, 
что АХ регулирует экспрессию, например, таких генов клеток нервной 
ткани, как Ыа‘, Ю-АТРаза [2, 3], являясь в этом отношении внутри
клеточным гормоном. Такого рода сведения относительно АХЭ от
сутствуют.
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В связи с ЭТИМ в настоящей работе было
<GMP и сАМР на активность АХЭ микросом клеток. ткани мозга в > 
дельной (бесклеточной) системе, разработанной,ранее [2, 4] для щ. 
чения регуляции экспрессии гена Na+, К ATI азы.

Материалы и методы
, коысах массой ,150—200 г. Животных 

Опыты выполнены на белых рнс мозжмок „ каудаль.
быстро обезглавливали, ' J,,.„знровалн в 2,45 М растворе
ву,о часть продолговатого мозга ■ адуры Проводил|, „а
•сахарозы из расчета / мл на один 97 000 осадок, со-
холоду. Гомогенат цептрпфугировкл! Р ресуспс,|д]1р0,|ал„ в

державший ядра NH։).SO<, 2.10֊> М MnSO., 5-10֊- М
среде А, состоявшей из 0,33 М дтр> g 1Q„։ м GTP> 5.10֊5
MgCl2, 10֊3 М глютатиона (GSt ), gQ ЭКВИМОЛЯрной
М UTP, 5-10- М СТР. 5-Ю֊ М ^Р"С՜ „ендировали из расчета 
•смеси 20 аминокислот (50 мкг/мл). > 1 аликвотам Ядерной суспензии 
2,5 мл среды А па один исходный i микросомно-цитоплазмати<ческой 
(2,5 мл) добавляли равный о гь ем ‘ фугирования гомогената 

■фракции. Последнюю получали путех а течение 10 мин.
(2.5-ЗЛ мл 0,3 М сахарозы на мозгМРН 80

Опытные пробы содержали АХ ( . мКГ/мл)֊ в тех* случа-
либо CGMP (10 ֊° М). либо пУР°МИ^։0Пе пУрОмицина (50 мкг/мл), 
ЯХ, когда действие АХ изучали "а {Леазы (Ю0 мкг/мл), все про-
актиномицнна Д (50 мкг/мл) или рио а11Т11биотик пли фермент. При
бы—контрольные и опытные—содерж заменяли равным объемом сре-
отсутствии в системе ядер их сУспс113И1°1екуГ1Яр11Ь1х цитоплазматических 
ДЫ А. Когда выясняли влияние низкомо. еотидов> МИКросомно-цито- 
факторов на эффекты АХ и циклических^ течение 20 ч против 20 объе- 
плазматическую фракцию диализова других случаях диализ про- 
мов 0,3 М сахарозы (две смены среды изОЛированные ядра ресус-
водили против равного объема среды образом возврат в бес-
пеидировали в этой среде, осуществляя 11‘։топлазматических факторов, 
клеточную систему низкомолекуляряь1Х днчесКпм перемешиванием, 
Пробы инкубировали 60 мин при 3/ с п трИфуГировали 7 мин при 
добавляли равный объем 0,3 М сахарозы ։ центрифугировали 75 мин 
4000 g. Надосадочную жидкость отбирали в 3 мл 0>1 ду фосфат-
при 27000 g. Осадок микросом РесУспе’1'’1'’с ^аС1 и 0,04 MgCl2.
«ого буфера (pH 7,8 ), содержавшего , , £Цтап [5]; содержание

Активность АХЭ определяли по методу ° опыта представлял 
белка—по методу Lowry [6]. Результат g||man, простой и бы-
среднее значение трех параллельных про . - ' большим количест-
стрый в исполнении, наиболее удобен при ра ость—был компенси-
вом анализов. Его недостаток—ограниченная ПОВторов.
рован в настоящей работе большпм ^°Л11осоМ составлял 3,9—13,1 

Контрольный уровень активности АХО . 1 тически не гидроли-
мкмоль АХ/мг белка/ч; препаратами микросом i 



зовался бутирилтиохолин, что свидетельствовало о присутствии в мик
росомах мозга преимущественно именно АХЭ. Так как контрольные ве
личины активности фермента варьировали от опыта к опыту, то оконча
тельные результаты в каждом эксперименте выражали в процентах от 
контроля. Статистическую обработку результатов опытов проводили ме
тодом попарно связанных вариант [7].

Реактивы: нуклеозидтрифосфаты, сОМР, сАМР, СЗН, пуромицин, 
актиномицин Д и рибонуклеаза фирмы «1\еапа1» (Венгрия); дитг.о бис- 
нитро-бензоат фирмы «СаИлосЬегп» (США); ацетилтиохолин фирмы 
«ЬасЬеша» (ЧССР); остальные реактивы отечественного производства.

Результаты исследований

Было установлено, что в результате преинкубации бесклеточной 
системы с АХ (10՜®—]0՜3 М) активность АХЭ микросом увеличива
лась (таблица). Максимальный прирост наблюдали при концентрации 
АХ 10՜5 М (более 20% за 60 мин инкубации). При дальнейшем уве
личении концентрации АХ до 10՜4—10՜3 М эффект не только не воз
растал, но и в значительной мере снижался. Аналогичная зависимость 
от концентрации АХ была обнаружена ранее для синтеза РНК. в изоли
рованных ядрах [8]. Если систему проинкубировали с пуромицином без 
АХ, то выделенные затем из нее микросомы имели более низкую актив
ность АХЭ, чем в контроле. Эффект АХ полностью нивелировался, ког
да преинкубацию бесклеточной системы с АХ проводили па фоне актино
мицина Д пли пуромицина—ингибиторов соответственно транскрипции 
и трансляции. При отсутствии в системе ядер преинкубация с АХ суще
ственно снижала активность фермента в микросомах.

В то же время в противоположность действию АХ преинкубация 
бесклеточной системы с циклическими нуклеотидами вызывала сниже
ние активности фермента. Этот факт не позволяет рассматривать их в 
качестве возможных посредников в индукторном действии АХ на актив
ность АХЭ. В случае сАМР при отсутствии в системе ядер наблюдали 
трансформацию эффекта в противоположный. На фоне рибонуклеазы, 
использованной в этих опытах вместо пуромицина, эффект сАМР отсут
ствовал. Действие сОМР, в отличие от АХ и сАМР, в полной и редуци
рованной системе было однонаправленным и состояло в угнетении ак
тивности АХЭ микросом. Как и в случае сАМР, эффект сОМР снимался 
рибонуклеазой.

Ранее было показано [4, 8], что действие АХ и сАМР на синтез сум
марной ядерной РНК сопряжено с участием в этих процессах раствори
мых термостабильных цитоплазматических факторов. В настоящей ра
боте также был исследован вопрос об участии такого рода факторов в 
процессах регуляции биосинтеза АХЭ. Было установлено, что в диали
зованной микросомно-цитоплазматической фракции (то есть лишенной 
низкомолекулярных растворимых веществ), действие АХ становилось 
противоположным—активность АХЭ при добавлении АХ снижалась. По
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следнее свидетельствует об участии в действии АХ совместно с ним и 
диализуемых цитоплазматических факторов. При изъятии из диализо
ванной системы ядер эффект АХ в количественном и качественном от
ношении сохранялся в отличие от аналогичного варианта с использова
нием недиализованной микросомно-цитоплазматической фракции. На 
фоне пуромицина в бесклеточной системе с диализованной микро
сомно-цитоплазматическом фракцией ингибирующий эффект АХ пол
ностью отсутствует.

Таблица 
Активность АХЭ микросом, проинкубированных в бесклеточной системе с различными 

добавками (АХ, сАМР и сСМР)

Варианты бесклеточной системы
Активность АХЭ 
(% от контроля) 

М±ш

I. Недиализованная микросомно-
цитоплазматическая фракция 

Полная система-)- АХ (Ю-6 М)
+ АХ (Ю-5 М)

111+4 (9)*
122+4 (39)*

+ АХ (10-4 М) 111+6 (15)
4- АХ (Ю-3 М) 105+6 (14)
н- ПУРОМНЦПН

” (25 мкг/мл) 91-3 (18)’
Полная система 5 _

-(-актиномицин Д— АЛ ’ 95+4 (10)
(50 мкг/мл)

Полная система
Ч-пуромицин ֊}- АХ (Ш ) 96+5 (17)
(25 мкг/мл) ,П1О-։М)

Система оез ядер + ,1П » .\п
Полная система сАМР ({» б

82+8 (9)*
81^4 (14)
89+5 (17)’*

Система без "ядер + сАМР (10J М) 127+9 (13)* 
77+4 (7{*

СТриТопуклеЯаЛзаР4- сАМР (Ю֊֊1 *՝) 100+2 (7)
(1ь0 мкг/мл) + cGMp (|0_6 М) 

11. Диализованная микросомпо цию
95+5 (7)

плазматическая ФРа1“1ИЛ0_5 
Полная система + АХ V’_5 
Система без ядср+ '

78+3 (14)*
78+7 (15)**

Система без ядер 5
-t-nvромицин4֊ лл 1 ' 112+6 (12)
(25 мкг/мл) сАМр(10-’М)

Полная система + (Щ-вд՝) 95+5 (6) 
135+8 (6)*

Система без ядер-; сОМР (Ю М) 754 5 (6)**
Полная система

-{-диализуемый ни-
топлазматический .\.п
материал + АХ (Ю М) 130+9 (6)*

* р<0,01; ** р<0,05; в остальных случаях различия недостоверны. В скобках 

указано количество опытов

Влияние сАМР в системе с диализованной микросомно-цитоплаз
матической фракцией практически не проявлялось. Последнее свиде
тельствует в пользу того, что в исходной системе сАМР действовал на 
процессы биосинтеза АХЭ, как и АХ, совместно с низкомолекулярным 
цитоплазматическим фактором. Преинкубация диализованной системы 

55



с сОМР вызывала значительный прирост активности АХЭ микросом, 
то есть эффект сОМР в диализованном цитозоле трансформировался в 
противоположный.

Доказательством существования низкомолекулярного цитоплазма
тического фактора, совместно с которым АХ регулирует экспрессию ге
на АХЭ, служат результаты следующих опытов. Диализат с низкомо
лекулярными диализуемыми веществами добавляли к бесклеточной си
стеме, содержавшей ядра и диализованную микросомно-цитоплазмати
ческую жидкость (см. методы), то есть регенерировали систему, и изна
чальный эффект АХ полностью восстанавливался.

Обсуждение результатов

Проведенный анализ свидетельствует о возможном участии АХ в 
процессах регуляции биосинтеза АХЭ мембран клеток нервной ткани. 
Снижейие активности этого фермента в результате преинкубации бес
клеточной системы с пуромицином можно рассматривать, очевидно, как 
ингибирование его спонтанного синтеза. На фоне актиномицина Д и пу- 
ромицина—ингибиторов соответственно транскрипции и трансляции, а 
также в отсутствие аппарата синтеза РНК, то есть ядер, активирующий 
эффект АХ не проявлялся. Поэтому можно допустить, что АХ ускоряет 
спонтанный синтез АХЭ, воздействуя на синтез РНК. л ДНК 
генов АХЭ. В пользу настоящего предположения свидетельствуют так
же те факты, что в данной системе под влиянием АХ активируется 
включение |4С-аминокислот в белки микросом, чувствительное к акти
номицину Д [9], и ускоряется синтез РНК в ядрах [8]. При этом во 
всех трех случаях обнаружена аналогичная зависимость от концентра
ции АХ.

При отсутствии в системе ядер преинкубация с АХ приводила к 
снижению активности фермента в микросомах. 1ак как на фоне пу- 
ромицина, то есть в случае блокированной трансляции, такого эффекта 
АХ не оказывал, то можно полагать, что оп является ингибитором 
трансляции. На этом основании полученные факты позволяют предло
жить такую схему регуляторного влияния АХ на биосинтез АХЭ в мик
росомах: активирующее действие на ядерном уровне экспрессии генов 
АХЭ и ингибиторное—на цитоплазматическом. Поскольку в полной си
стеме АХ индуцировал увеличение активности фермента в микросомах, 
то первое влияние, видимо, может быть основным звеном, а второе— 
корректирующим. ,

В то же время полученные результаты не позволяют рассматривать 
циклические нуклеотиды в качестве посредников в индукторном дейст
вии АХ на активность АХЭ, так как они оказывали принципиально иное 
влияние в бесклеточной системе. Эффект сАМР в различных вариантах 
бесклеточной системы свидетельствует о том, что его регуляторное влия
ние на биосинтез АХЭ также представляет самокорректирующуюся си
стему, в основе которой лежит ингибиторное действие на ядерном уровне 
и активирующее—на цитоплазматическом. Эффект сОМР как в полной, 
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так и в безъядерной бесклеточной системе, заключался в снижении ак
тивности фермента, не проявлявшемся на фоне рибонуклеазы. Сопо
ставление же эффектов сОМР в системе с недиализованной и диа
лизованной микросомно-цитоплазматической фракцией дает основание 
предполагать, что этот циклический нуклеотид влияет на ядерное и 
цитоплазматическое звенья регуляции биосинтеза АХЭ, причем и в 
том и в другом случае как ингибитор.

В диализованной микросомно-цитоплазматической фракции эф
фекты АХ и сОМР трансформировались в противоположные, а влияние 
сАМР почти исчезало. При отсутствии в системе при этом ядер эффект 
во всех случаях оставался аналогичным тому, который имел место с 
леди ал изо ван ной микросомно-цитоплазматической фракцией. Настоя
щие результаты свидетельствуют о том, что на ядерное звено регуляции 
АХ, сАМР и сСМР действовали в комплексе с какими-то диализуемы
ми цитоплазматическими факторами. Доказательством этому служит 
восстановление эффекта АХ при добавлении диализуемою материала- 
Необходимо отметить, что эта реверсия аналогична обнаруженному 
ранее феномену трансформации эффекта АХ на синтез РНК в ядрах 
при добавлении цитозоля [8].

Если попытаться экстраполировать результаты, полученные в мо
дельной системе, на цельную клетку, то можно представить систему 
регуляции биосинтеза АХЭ микросом нервных клеток следующим об
разом. АХ является положительным эффектором ядерного уровня эк
спрессии генов АХЭ; сАМР и сбМР служат отрицательными эффекто
рами—их действие противоположно АХ и, вероятно, является коррек
тирующим. На цитоплазматическом уровне АХ и сИМР выступают как 
отрицательные эффекторы, а сАА1Р-как положительный. В основу же 
всей системы регуляции биосинтеза АХЭ в клетках нервной ткани, ве
роятно, должно быть положено влияние АХ (в комплексе с цитоплаз
матическим фактором) на ядерный уровень экспрессии генов АХЭ, так 
как только АХ проявлял себя как активатор на этом уровне.

Поддержание оптимального количества молекул АХЭ в соответст
вующих клетках нервной ткани может осуществляться АХ, постоянно 
присутствующим в цитоплазме холинергических нейронов. Следует за
метить, что 20—30% АХ В нервной ткани представляет так называе
мый «свободный АХ» [Ю]. Нельзя также исключить, что какая-то 
часть освобождающегося в синапсах АХ при проведении нервного 
импульса может поступать в перикарии постсинаптических клеток. 
Принципиальная возможность поступления внеклеточного АХ в перика- 
рнй нейронов была постулирована в литературе [11, 12].

Таким образом, в настоящей работе было показано регуляторное 
влияние АХ сСМР и сАМР на уровень активности АХЭ микросом, ко
торое позволяет предполагать существование сложной системы регу
ляции экспрессии генов АХЭ с участием этих агентов.
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SYSTEM REGULATING ACETYLCHOLINESTERASE BIOSYNTHESIS 
VIA ACETYLCHOLINE, cAMP AND cGMP IN NERVE CELL

MICROSOMES
SUDAKOVA N. M„ ELAEV N. R.

Chair of Biochemistry and Organic Chemistry, State University, 
Petrozavodsk

A spontaneous puromycin-sensitive increase in microsomal acetyl
cholinesterase (AChE) activity has been detected in a cell-free system 
containing isolated nuclei and microsome-cytosol fraction from rat brain. 
On preincubating this system with acetylcholine (ACh) (10՜°—10 3 M) 
an increase in microsomal AChE activity is registered with maximal 
value of 20% (IO՜5 M ACh, 60 min incubation). In the presence of acti
nomycin D and puromycin ACh has no effect on the enzyme activity. 
Preincubation with cAMP and cGMP produces opposite effect on the 
activity of microsomal AChE. Without nuclei in this cell-free system 
ACh induces a decrease in puromycin-sensitive AChE activity.

Data obtained make it possible to regard ACh as a positive effector 
of AChE gene transcription and a negative effector of the enzyme poly
peptide chains assemblage in cytoso). It has been demonstrated that ACh 
acts in concert with a low molecular weight cytosol factor when directing 
transcription or posttrascriptional processing and without the latter when 
directing translation. A system regulating AChE biosynthesis via ACh, 
cAMP and cG.MP in nerve cell microsomes is proposed.
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