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В обзоре приведены современные представления о молекулярных механизмах со- 
п ряжения мускариночувствительных холинореценторов (м-ХР) с биохимическими си
стемами Эффекторных клеток. Обсуждена проблема гетерогенности м-ХР и связи их 
.подтипов с циклазными и фосфоинозитидной системами генерации вторичных мессенд
жеров. Подробно рассмотрена роль ОТР-связывающих белков (Х-белки) п регуляции 
сродства м-ХР к холинергическим лигандам и образования вторичных мссссндже 
ров—циклических нуклеотидов, диацилглицерина и инозитолфосфатов.

Представления Langley [1, 2] о химической передаче нервного 
импульса явились выдающимся вкладом в развитие концепции регуля
торно-трофической функции нервной системы. Постулированная им ги
потеза о существовании на поверхности эффекторной клетки «рецептив
ной субстанции» и секретируемого нервными окончаниями специфиче
ского сигнального вещества послужила основой для последующего соз
дания весьма плодотворной теории, объясняющей физиологические эф
фекты нейромедиаторов.

Следующим чрезвычайно важным шагом на пути, ведущем к пони
манию механизмов воздействия нервной импульсации на эффекторные 
системы, явились исследования Dale [3], обнаружившего сходство эф
фектов стимуляции парасимпатических нервов с действием эфиров холи
на и мускарина, а затем и Loewi [4], который продемонстрировал ме
диаторную роль АХ.

К настоящему времени оказались достаточно хорошо изученными 
характер взаимодействия АХ с мускарино- и никотиночувствительными 
холинорепепторами, структура их активной поверхности, локализация в 
ЦНС и периферических органах. Подробно исследованы особенности 
метаболизма АХ, его энзимология, связь с передачей нервного импуль
са и физиологическими эффектами. Однако, если вклад АХ в регуля
торные механизмы парасимпатического отдела вегетативной нервной 
системы в полом достаточно ясен, то события, разыгрывающиеся в про
цессе взаимодействия этого нейромедиатора с активной поверхностью 
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соответствующего рецептора. регуляция этого взаимодействия ։; его 
связь с системам ։, определяющими физиологический статус эффекторной 
клетки, требуют дальнейшего углубленного анализа.

Существенный прогресс в изучении холикорецептсров, в частности 
м-ХР, являющихся основным объектом нашего рассмотрения, был до
стигнут в 60—70 годы как результат разработки метода радиолиганд* 
ного анализа .позволившего охарактеризовать кинетику взаимодействия 
с ними специфических агентов, меченных радиоактивными изотопами. 
С помощью этого подхода была получена информация о локализации 
м-ХР в отделах мозга и внутренних органах, о характере связывания 
с ними агонистов и антагонистов и влиянии на эти процессы различных 
по структуре и фармакологической активности лигандов [5—9].

Обращает на себя внимание то обстоятельство, что полученные с 
помощью радиолигандного анализа результаты, отражающие содержа
ние м-ХР в определенных органах и их сродство к холинолитикам и хо- 
линомиметикам, наиболее четко согласуются с данными, полученными в 
физиологических экспериментах, в том случае, когда оценивалось связы
вание с м-ХР меченых антагонистов или их конкурентное вытеснение из 
комплекса с рецептором немечеными агонистами. Что же касается свя
зывания с м-ХР in vitro меченых агонистов, то получаемая таким об
разом информация не полностью согласуется с тем. что удается наблю
дать в экспериментах in vivo. Если взаимодействие ацтагонистов с 
м-ХР. оцениваемое с применением различных вариантов радиолигандного 
анализа, характеризуется относительной «кинетической простотой», то 
в случае агонистов оно не может быть корректно описано только лишь 
с помощью константы сродства одного типа. Сложность процесса свя
зывания агонистов с м-ХР находи? отражение в значительном многооб
разии взаимоотношений, выраженных в координатах доза—эффект, ре
гистрируемых биохимическими и традиционными физиологическими ме
тодами на одном и том же биообъекте и представляющих собой спектр 
ответов эффекторной клетки на холинергическое возбуждение [10—12].

Изложенные факты и соображения послужили основанием гипотезы 
о существовании гетерогенных подтипов м-ХР, различающихся по срод
ству к лигандам и. вероятно, по вкладу в холинергическую регуляцию 
физиологических функций. В 70-е годы в связи с появлением широкого 
спектра новых и оригинальных по структуре соединений холинолитичс- 
ского и холиномиметического типов действия концепция гетерогенности 
м-ХР обогатилась новыми представлениями [13—16]. В настоящее 
время рассматриваются по крайней мере три возможных предпо
сылки неоднородности м-ХР:

1. Непосредственно взаимодействующий с нейромедиатором участок 
присутствует во всех типах м-ХР, однако различия в мембранном ок
ружении обусловливают особенности связывания с ним холинергических 
лигандов.

2. Неоднородность обусловлена особенностями структуры отдель
ных типов м-ХР (различия в первичной структуре рецепторного белка 
и его посттрансляционной модификации и др.).
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Ъ. Гетерогенность м-ХР определяется связью с различными эффек
торными биохимическими системами.

В последнее время показана возможность существования подтипов 
.м-ХР в растворе детергентов (дигитонин, холат) после экстракции из 
клеточных мембран миокарда [17] и мозга [18] свиньи, коры больших 
полушарий мозга крысы [19] и кролика [20]. При этом изолированные 
рецепторные комплексы сохраняли, в целом, свойственные им особен
ности взаимодействия с лигандами. Это убедительно свидетельствует о 
том. что гетерогенность м-ХР не обусловлена исключительно влиянием 
мембранного окружения или иных факторов, а отражает реальность су
ществования их подтипов. В пользу справедливости этих представлений 
свидетельствуют полученные в опытах Ш ШУО и йг иНго данные о том, 
что необратимый блокатор м-ХР .\’-этоксикарбоннл-2-этокси-1,1-дигидро- 
хино~ин (ЭЭДХ) преимущественно связывался с мтодтипом ХР мозга 
крысы [21, 22]. В связи с тем, что существенную роль в необратимом 
холиноблокирующем эффекте ЭЭДХ играет активация пептидных кар
боксильных групп с образованием смешанного карбангидрола, способ
ного к взаимодействию с прилегающими «-аминогруппами, избиратель
ность по отношению к определенному подтипу м-ХР связана, по-види- 
мому, с большей доступностью карбоксильных групп этого рецептор
ного белка. Не исключено также, что доступность некоторых нуклео
фильных радикалов, способных к взаимодействию с активированными 
этим реагентом карбоксильными группами, у гетерогенных подтипов 
м-ХР различна. Так или иначе, эти данные вносят важный вклад в пред
ставление о существовании подтипов м-ХР как индивидуальных структур.

Принципиально важные данные относительно гетерогенности м-ХР՝ 
были получены в экспериментах с использованием [3Н]пирензепнна— 
трициклического холинолитика, обладающего существенно большим срод
ством к м-ХР различных отделов мозга (кора больших полушарий, по
лосатое тело, гиппокамп), чем к м-ХР миокарда и гладких мышц 
[23—25]. Было обнаружено, что этот нетрадиционный лиганд связыва
ется С ВЫСОКИМ сродством с М|-ПОДТИПОМ ХР (по терминологии На ГП- 
тег и соавт. [23]), выявленных с помощью принятого метода связы
вания [3Н] (—)-хинуклидинилбензилата. Существенно менее эффективно 
пирензепин взаимодействует с м-ХР, преобладающими в миокарде, моз
жечке, подвздошной кишке и относимым к М2-подтипу [24—26].

С использованием меченых лигандов, [3Н] пирензепина, [3Н] оксо- 
треморниа и [3Н] (—)-хинуклидинилбензилата методом авторадиогра
фии в светооптическом варианте обнаружены существенные различия 
в локализации различных подтипов м-ХР в структурах мозга лабора
торных животных. Так, у крыс М1-ХР присутствуют главным образом в 
тел энцефалических образованиях (I и II слои коры больших полуша
рий), зубчатой извилине, базолатеральных ядрах миндалины и обоня
тельном бугорке, а мг-ХР преобладают в холинергических ядрах ствола 
мозга, гипоталамуса, ядрах переднего мозга. III и V слоях коры боль
ших полушарий [27—30]. В ходе постнатального развития соотношение

613

10—694



Mi- и M2-XP в отделах мозга определенным образом изменяется [31]. 
При исследовании локализации различных типов м-ХР в мозгу чело
века (секционный материал) было обнаружено присутствие м>-ХР в 
базальных ганглиях, гиппокампе, миндалине и черной субстанции, а 
М2-ХР—в стволе мозга, мозжечке и зрительном бугре. В коре больших 
полушарий и гипоталамусе содержание обоих подтипов м-ХР было прак
тически одинаковым. При ряде заболеваний ЦНС (паркинсонизм, бо
лезнь Альцгеймера) соотношение подтипов м-ХР оставалось неизмен
ным [32].

Разработка представлений о гетерогенности м-ХР явилась важным 
шагом на пути изучения механизмов нейромедиаторных эффектов АХ. 
Существенный вклад в понимание процессов взаимодействия АХ с 
м-ХР и их регуляции вносят представления о сопряжении рецепторных 
структур плазматических мембран с GTP-связывающими белками (G- или 
N-белки), во многом определяющими как характер взаимодействия ли
гандов с соответствующими рецепторами, так и с эффекторными систе
мами клетки-мишени [33, 34]. Уместно кратко напомнить (более подроб
но этот вопрос будет рассмотрен далее), что N-белки играют чрезвы
чайно важную роль в реализации связи между рецепторами и биохими
ческими механизмами клетки и, будучи сопряженными с циклазами и 
фосфатидилинозитолфосфодиэстеразой (фосфолипаза С), преобразуют 
гормональные и нейромедиаторные сигналы. Функционируя в неразрыв
ном единстве с гуаниловыми нуклеотидами, эти белки играют в клетке 
роль принципиально важной модулирующей системы—интегрального 
компонента механизма восприятия рецептором поступающей информа
ции [35-40].
( В середине 70-х годов в трех различных лабораториях практически не
зависимо было продемонстрировано, что GTP или его негидролизуемый 
СТРазой аналог Gpp(NH)p заметно снижают сродство м-ХР предсер
дия крысы к карбахолину, ио не влияют на его взаимодействие с атро
пином [41—43]. Концентрация GTP и его аналога, при которой уда
валось наблюдать полумаксимальный эффект ингибирования связывания 
агониста с м-ХР, составляла 200 и 5 мкМ соответственно. Обращает 
на себя внимание, что ионы 2-валентных металлов, главным образом 
Мп2+ и Со2+, влияют на связывание холинергических агонистов проти
воположно тому, как это имеет место в присутствии G ГР или его ана
логов. По-видимому, взаимодействие АХ с м-ХР находится под двой
ным контролем—ионов металлов и GTP [44], возможность которого 
обусловлена существованием в м-ХР специализированных участков свя
зывания этих лигандов.

Эффектам гуаниловых нуклеотидов свойственна достаточно выра
женная тканевая специфичность- Так, максимальное торможение связыва
ния [3Н]АХ с м-ХР коры больших полушарий, ствола мозга и мио
карда крыс составляло в присутствии Gpp(NH)p 32, 67 и 90% соот
ветственно [45]. В равной мере это относится и к действию ионов ме
таллов—в концентрации 2 мМ Ni2+, Со2+ и Мп2+ в среднем вдвое уве- 
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личивалп связывание РН]АХ с мембранными препаратами гиппокам
па. коры и полосатого тела и минимально влияли на его взаимодействие 
с м-ХР гипоталамуса, ствола мозга, мозжечка и предсердия [45, 46].

Проведенные в последние годы исследования свидетельствуют о 
том, что роль гуаниловых нуклеотидов, по-видимому, не ограничена 
влиянием на связывание агонистов, и их вклад в функционирование 
м-ХР более сложен. Удалось, в частности, показать, что в присутствии 
Орр(НХ)р происходит не только торможение связывания оксотремори- 
на с м-ХР миокарда, ио и усиление связывания холиноблокатора 
['>Н] (—)-хииухлидинилбензилата [47]. Предполагается, что реципрок- 
ность эффектов гуаниловых нуклеотидов отражает гетерогенность м-ХР, 
различающихся сродством к холинергическим лигандам и находящихся 
в состоянии равновесия. Роль же гуаниловых нуклеотидов сводится к 
переводу м-ХР с высоким сродством к агонистам в форму, отличающуюся 
низким сродством к ним [46].

Зависимость процесса взаимодействия АХ с м-ХР от гуаниловых 
нуклеотидов наиболее выражена в тканях, обогащенных высокоаффин
ными участками связывания (ствол мозга, мозжечок)- Характерно, что 
торможение связывания АХ в присутствии этих агентов сопровождается 
минимальными изменениями величины ' равновесной константы Ка. отра
жающей сродство м-ХР к лиганду [45]. Это хорошо согласуется с ранее 
обнаруженными фактами, полученными при анализе кривых, отражаю
щих конкурентное взаимодействие [3Н] антагониста с немеченым агони
стом на активной поверхности м-ХР в присутствии гуаниловых нуклео
тидов или без них [48. 49].

Таким образом, следует считать, что м-ХР, выявляемые в различ
ных мембранных препаратах по связыванию [3Н]АХ. могут быть раз
делены на ОТР-чувствительные и ОТР-нечувствительные, первые из ко
торых относятся к м-ХР, обратимо сопряженным с Х-белками [45, 50].

Механизмы обратимого перехода высокоаффинных форм м-ХР в 
низкоаффинные, индуцируемого гуаниловыми нуклеотидами, остаются в 
значительной мере неясными. В настоящее время обсуждается роль тиол
дисульфидных переходов в этих процессах. Так, обнаружена возмож
ность превращения низкоаффинных м-ХР в нечувствительные к гуани
ловым нуклеотидам высокоаффиниые формы обработкой фракции мемб
ран коры больших полушарий или ствола мозга Си2+, модифи
цирующими тиоловые группы [51] рецепторного белка или сопряжен
ных с ним Х-белков. Не исключено также, что существующие различия 
в эффектах гуаниловых нуклеотидов в отношении м-ХР различной ло
кализации (например, величина Ьо для ингибирования связывания АХ 
колеблется от 0,3 МкМ для м-ХР миокарда до 1—6 мкМ—для м-ХР 
различных областей мозга [45]) обусловлены гетерогенностью Х-бел- 
ков. В частности, О|-нуклеотидсвязывающие белки м-ХР миокарда по 
ряду характеристик отличаются от Х-белков группы Со. сопряженных 
с м-ХР мозга [52].
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Совершенно очевидно, что взаимодействие АХ с М=ХР является 
лишь первым звеном в цепи событий, ведущих к изменению функцио
нального состояния органа в ответ на нервный импульс. Большой инте
рес вызывает анализ механизмов, сопрягающих м-ХР с исполнитель
ными биохимическими системами клетки-мишени. На рисунке приведена 
схема, отражающая современный уровень представлений о последова
тельности и взаимосвязи молекулярных процессов, инициируемых возбуж
дением м-ХР. У1*сгоу и соавт. [53], по-виднмому, одними из первых 
обобщив имеющиеся собственные и литературные материалы, пришли к 
заключению, что М|-ХР, локализованные преимущественно в головном 
мозгу и ганглиях и характеризующиеся высоким сродством к пирензе- 
пину и холиномиметикам Мс1\'-А-343 (4-[.и-хлорфеиилкарбамоилокси]-2- 
бутинилтриметнламмоний хлорид) и АН К-602, опосредуют гидролиз 
фосфолипазой С фосфоинозитидов («фосфоинозитидный ответ») и пос
ледующую мобилизацию Са2+. В то же время мг-ХР, характеризую
щиеся низким сродством к пирензепину и локализованные главным об
разом в миокарде и гладкой мускулатуре кишечника, сопряжены со 
стимуляцией гуанилатциклазы и ингибированием аденилатциклазы.

По современным представлениям, стимуляцию ферментативного рас
пада мембранных фосфатидилинозитолфосфатов с накоплением «вторич
ных мессенджеров»—инозитолтрифосфатов и диацилглицерина и после
дующим освобождением Са2+ из внутриклеточных депо [54—59], а 
также изменения метаболизма циклических нуклеотидов [60—62] сле
дует рассматривать как решающие для регуляции обмена веществ клет
ки биохимические события, обусловленные активацией м-ХР (рис.). 
Сложность и многостадийность процессов, возникающих при возбужде
нии м-ХР, объясняют более медленное развитие физиологического от
вета, чем при стимуляции никотиночувствительных ХР [63, 64].

Удобной моделью для анализа механизмов сопряжения м-ХР с 
исполнительными системами является сердечная мышца. При взаимо
действии АХ и других холинергических агонистов с м-ХР миокарда 
удается наблюдать накопление сСМР, снижение образования сАМР и 
распад фосфоинозитидов. Инкубация переживающих срезов сердца 
мыши в присутствии карбамилхолина вызывала резкое увеличение на
копления инозитол-1-фосфата (по методическим причинам наиболее ча
сто определяемого в качестве индикатора «фосфоинозитидного ответа» 
инозитолфосфата), предотвращаемое атропином [65, 66]. Аналогичные 
данные были получены на миокардноцитах куриного эмбриона и фраг
ментах околоушной слюнной железы мыши. Обращает внимание то об- 
•стоятельство, что холиномиметики стимулировали распад фосфоинозити
дов значительно медленнее, чем сопутствующее торможение синтеза 
сАМР, стимулированного изопротеренолом. Представляется важным, что 
значения ЕД.'О Для ингибирования стимулированного адреномиметиком 
синтеза сАМР и для накопления инозитолфосфатов различались в сред-
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~։нем на 2 порядка, составляя 0.2 и 20 мкМ соответственно. По-видимому, 
обе эти реакции отражают оккупацию м-ХР, но не находятся в причин
но-следственных отношениях.

Рис. Основные пути реализации возбуждения м-ХР

Существенным следствием образования шюзитолфосфатов, вызван
ного активацией м-ХР, служит накопление внутриклеточного Са2+ (наи
более значимым в этом отношении является инозитол-1,4,5-трифосфат). 
Возникающие при этом сдвиги функционального состояния клетки 
имеют в основе не только активацию Са2+-кальмодулинзависимых про- 
теинкипаз (рис.), но также и активацию К+-каналов с последующим 
развитием гиперполяризации [67]. Мобилизация Са2+ приводит кроме 
того и к повышению активности фосфолипазы Аг, ведущей к освобож
дению арахидоновой кислоты из диацилглицсрина (рис) и появлению 
биологически активных продуктов ее метаболизма в циклооксигеназной 
и липоксигеназной системах [68, 59], однако эта проблема является 
предметом специального рассмотрения.

Вполне закономерен вопрос, существуют ли особенности в’ сопряже
нии отдельных типов м-ХР с «фосфоинозитидным ответом» и циклазны
ми системами—основными генераторами «вторичных мессенджеров»? 
В экспериментах на миокардиоцнтах куриного эмбриона было обнару
жено, что карбамилхолин и оксотреморин равноэффектнвно ингибирова
ли образование сАМР, но только первый из них вызывал распад фос
фоинозитидов в сопоставимых концентрациях. Интересно отметить, что 
при конкурентном вытеснении [3Н](—)-хпнуклидинилбензилата карба- 
милхолнном в интактных клетках выявлялось 2 участка связывания ли
ганда_ с высоким и низким сродством, в то время как оксотреморином
удавалось продемонстрировать наличие только лишь участков с высо
ким сродством [69]. Эти факты позволили предположить существова
ние особенностей связи выявляемых подтипов м-ХР с системами обме
на фосфоинозитидов и сАМР. Близкие по смыслу результаты были по
лучены при изучении влияния холинергических агонистов на м-ХР синап- 
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тосом [70], подтверждающие существование высокоаффинного участка свян 
зывания, сопряженного с торможением аденилатциклазы, и низкоаффинно** 
го—с гидролизом фосфоинозитидов.

Чрезвычайно важный вклад в реализацию взаимодействия м-ХР 
с системами генерации «вторичных мессенджеров» вносят ОТР-связы- 
вающие белки, участие которых в функционировании рецепторных ме
ханизмов обсуждено в ряде обзоров [71, 72]. О роли этих белков в 
реализации эффектов возбуждения м-ХР свидетельствует, в частности, 
способность токсина коклюша, катализирующего АОР-рибозилирование 
ингибиторного Мибелка аденилатциклазной системы миокарда, блокиро
вать кардиотропное действие холи ном и мети ков и препятствовать тормо
жению ими этого фермента [73—75].

В транссинаптнческой регуляции аденилатциклазы и фосфолипа
зы С, осуществляемой с непременным участием М-белков, удается отме
тить достаточно много общих черт. Прежде всего, взаимодействие аго
ниста с рецептором сопровождается диссоциацией этих регуляторных 
белков на функционально и структурно гетерогенные субъединицы, 
протекающей при участии ОТР. В том случае, когда м-ХР сопряжен 
с аденилатциклазой, по-видимому, взаимодействие её каталитического 
участка с соответствующей субъединицей Мьбелка приводит к тормо
жению фермента. Однако уместно напомнить, что на некоторых ли
ниях астроцитомы удалось показать, что определенное значение для 
снижения накопления сАМР после стимуляции м-ХР агонистами имеет 
сопутствующая активация фосфодиэстеразы сАМР [76]. Вклад опреде
ленного типа М-белков (по-видимому, Мч-белка) показан также и для 
системы регуляции активности фосфолипазы С с участием м-ХР, но 
до сих пор они охарактеризованы недостаточно полно [77, 78]. Ясно 
лишь, что М* -белки, сопряженные со стимуляцией гуанилатциклазы, и

-белки (рис.), вызывающие активацию фосфолипазы С, не идентич
ны. Важно еще раз подчеркнуть, что во всех случаях активация м-ХР 
приводит к СТР-зависимой диссоциации М-белков на субъединицы, мо
дулирующие активность соответствующего эффектора, участвующего в 
образовании «вторичных мессенджеров»,—аденилатциклазы или фосфоли
пазы С. Одновременно с этим (и это также представляется чрезвычай
но важным) сродство самого м-ХР к агонисту снижается, что следует 
рассматривать как проявление функционирования механизма обратной 
связи в транссинаптической регуляции биохимических систем клетки.

Исходя из представлений о гетерогенности м-ХР. можно предполо
жить, что его подтипы с участием разных М-белков сопряжены с инди
видуальными эффекторами—циклазами и фосфолипазой С. Результаты 
фармакологического анализа, проведенного на культуре нервных клеток 
МО-108-15 и 1321-М-1 [72, 79]. подтверждают гипотезу о том, что 
М1-ХР связан с системой аденилатциклазы, а мз-ХР—с системами аде
нилатциклазы и фосфолипазы С. Естественно, что для признания её 
универсальности необходимы данные, полученные на целом ряде других
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объектов. Однако уже сейчас можно утверждать, что характер и осо
бенности взаимодействия подтипов м-ХР с различными К’-белками в 
Конечном счете и обусловливают природу их гетерогенности и играют 
определяющую роль в их вкладе в регуляцию функциональной актив
ности клеток-мишеней.

Таким образом, к настоящему времени достаточно четко определи
лась последовательность молекулярных событий, индуцируемых взаи
модействием АХ с рецепторными структурами и направленных к изме
нению функционирования клетки. В этом отношении наиболее сущест
венным представляется идентификация основных эффекторов, сопряжен
ных с м-ХР—циклаз и фосфолипазы С. Углубление знаний молекуляр
ных основ транссинаптического влияния АХ на физиологические систе
мы дает основания рассчитывать на перспективность разработки прин
ципиально новых и эффективных подходов к фармакологическому воздей
ствию на них.

MOLECULAR MECHANISMS OF NEUROTRANSMM1TTER 
EFFECTS OF ACETYLCHOLINE

V. B. DOLGO-SABUROV
Institute of Toxicology, USSR Ministry of Health, Leningrad

Modern views on the molecular mechanisms of muscarinic cholino- 
receptors (m-ChR) coupling with biochemical systems of effector cells 
are presented. Problems of heterogeneity of m-ChR and connections 
of their subtypes with cyclases and phosphoinositide systems of the 
second messenger generation are discussed. Special reference is made 
to the role of GTP-binding proteins (N-proteins) in the regulation of 
the affinity of m-ChR to cholinergic ligands and the formation of 
•second messengers (cyclic nucleotides, diacylglycerol and inositolpho
sphates).
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