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Представлен обзор современных представлений о формах существования холинацетилтрансферазы 
(ХАТ) и факторах регуляции активности синаптической ХАТ в зависимости от ее локализации. Обосновыва­
ется, что компартментализация фермента разграничивает вовлечение ХАТ в разные функционально-мета­
болические циклы. Продемонстрировано функциональное соответствие реакции синаптоплазматической 
и мембраносвязанной ХАТ при воздействиях in vitro и in vivo, а также разноообразие функционального от­
вета холинергических синапсов на воздействия in vivo.
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Введение

ХАТ (EC 2.3.1.6) — ключевой фермент синтеза ацетил­
холина, катализирующий синтез медиатора из холина и 
ацетилкоэнзима А. В нейронах основное место синтеза 
медиатора — в нервных окончаниях. ХАТ является био­
маркером холинергических нейронов наравне с везику­
лярным транспортером ацетилхолина.

Холинергические системы мозга представляют неиз­
менный интерес нейробиологов в связи с их важной ролью 
в когнитивных функциях, функциях внимания и мотори­
ки. Дисфункция и дегенерация холинергических проекци­
онных нейронов из подкорковых ядер переднего мозга, 
иннервирующих неокортекс и гиппокамп, лежит в основе 
патогенеза таких заболеваний, как болезнь Альцгеймера и 
Деменция с тельцами Леви, а также нервно-психических 
заболеваний другой этиологии, течение которых часто 
осложняется нарушениями в когнитивной сфере, таких 
как шизофрения, болезнь Паркинсона, сосудистая демен­
ция при хронической ишемии мозга [1, 22, 36 , 43, 44, 56, 
63, 6 6 ]. Низкая экспрессия ХАТ в холинергических нейро­
нах моторных ядер спинного мозга является специфиче­
ским ранним признаком амиотрофического бокового 
склероза, множественные аномалии холинергической 
функции в моторных ядрах спинного мозга составляют 
этиологию врожденного миастенического синдрома, дис­
функция холинергических интернейронов неостриатума 
несет частичную ответственность за непроизвольные дви­
жения при болезни Харрингтона [25, 44, 45].

В нервных окончаниях активность ХАТ тесно связана 
с медиаторной холинергической функцией [40]. Долгое 
время, на основании кинетических расчетов, ХАТ не от­
носили к скорость-лимитирующим ферментам. По своим 
кинетическим характеристикам ХАТ не насыщается суб­
стратами, холином и ацетилкоэнзимом А, в их физиоло­
гических концентрациях и поэтому считалось, что ско­
рость синтеза зависела только от колебаний в уровне са­
мих субстратов [61, 62]. Однако в последние десятилетия 
было выявлено множество других внутриклеточных фак­
торов регуляции активности фермента, и эти данные сви­
детельствовали о важной регулирующей роли ХАТ в син­
тезе ацетилхолина [26, 27]. Предполагается, что причиной 
ряда заболеваний являются спонтанные точечные мута­

ции в молекуле ХАТ или ее регуляторных белков, приво­
дящие к  дизрегуляции фермента или изменению способ­
ности к  коммуникации с регуляторными факторами [27, 
45]. Эти факты побуждают к интенсивному исследованию 
нейрональных, генетических и постгеномных, регулятор­
ных механизмов метаболизма и секреторной активности 
ацетилхолина.

ХАТ долго была общепризнана только как цитоплаз­
матический, водорастворимый фермент, даже после того, 
как в 1967 г. была обнаружена на синаптических мембра­
нах [33]. Позже было доказано существование ХАТ как 
интегрального структурного белка [23, 31, 46]. Многолет­
нее изучение in vitro свойств синаптической водораство­
римой (с, синаптоплазматической) и мембраносвязанной 
(м) ХАТ в разных функционально-метаболических усло­
виях показало, что связь между активностью ХАТ и холи­
нергической секреторной функцией зависит от компарт- 
ментализации фермента. Исследования такого рода in vivo 
отсутствуют, однако в обзоре будут представлены наши 
данные о влиянии факторов внешней среды in vivo на ак­
тивность синаптической с- и мХАТ. Эти данные, с одной 
стороны, позволяют предполагать идентичность функци­
ональных свойств фермента при воздействиях in vitro и 
in vivo, а с другой стороны, расширяют представления о 
пластичности холинергических синапсов, не выявляемые 
in vitro.

Формы ХАТ

На сегодняшний день доказано, что в пресинапсах 
ХАТ существует в гидрофильном (сХАТ) и гидрофобном 
состоянии (стационарная мХАТ, интегральный белок). 
Доказано также, что сХАТ способна транслоцироваться 
из цитозоля на синаптические мембраны, обратимо пере­
ходя в гидрофобное сост ояние с образованием ионных 
связей (ионосвязанная мХАТ) [23, 25, 49]. Все это предпо­
лагало существование нескольких форм или изоформ 
фермента. На это также указывали различия между субф­
ракциями синаптической ХАТ в оптимуме рН, субстрат­
ной специфичности, чувствительности к селективному 
ингибитору ХАТ 4-(1-нафтил)пиридину (NVP) и другим 
молекулярным характеристикам [12, 34, 58].
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Исследования последних двух десятилетий свидетель­
ствуют о существовании одного гена ХАТ, в котором зако­
дированы несколько форм и изоформ фермента [36, 44]. 
Показана высокая гомологичность нуклеотидных последо­
вательностей гена ХАТ из мозга мыши, крысы, свиньи и 
человека с межвидовыми различиями в его 5’-некодирую- 
щей области. Полиморфизм мРНК ХАТ является следст­
вием альтернативного сплайсинга и различного использо­
вания по крайней мере пяти некодирующих экзонов в про- 
моторном участке гена [42]. К  настоящему времени изоли­
рованы пять типов мРНК ХАТ из мозга крысы (R1/2-, 
N1/2- и M -транскрипты) [39] и 6  типов — из мозга челове­
ка (R1/2-, N1/2-, S-и M -транскрипты) [36]. Все известные 
транскрипты генерируют ХАТ с молекулярной массой 69 
кДа, которая является мажорной формой ХАТ в ЦНС. Че­
ловеческие M- и S-транскрипты индуцируют также две 
минорные формы ХАТ с массой 82 и 74 кДа [36, 40, 42, 44, 
45]. ХАТ-69 и ХАТ-82 кДа подразделяются еще на ряд изо­
форм по различию в изоэлектрических точках [24]. В цито­
плазме и на плазматических мембранах холинергических 
нейронов локализуется ХАТ-69 кДа [36, 42, 44]. В мозге че­
ловека ХАТ найдена также в ядре, первоначально избира­
тельно ХАТ-82 кДа [24, 23, 26, 48], а позже, в определен­
ных структурах ЦНС, и ХАТ-69 кДа [36]. Эскпрессия 
ХАТ-74 кДа наблюдалась только в спинном мозге человека 
[22, 45]. У крысы в нервных узлах и в ЦНС на уровне про­
долговатого мозга найдена форма ХАТ с молекулярной 
массой около 50 кДа, названная периферической, для ко­
торой также был отслежен альтернативный сплайсинг 
мРНК [60]. Физиологический смысл такого количества 
изоформ ХАТ и механизмы, регулирующие их индукцию, 
пока не выяснены, равно как и соотношение изоформ 
ХАТ-69 кДа в субсинаптических компартментах. Предпо­
лагается, что изоформы ХАТ или их транскрипты могут 
варьировать по стабильности или эффективности трансля­
ции или дифференцированно экспрессироваться в ответ на 
трофические или патологические факторы.

Роль сХАТ и мХАТ 
в регуляции синтеза и секреции ацетилхолина in vitro

Особенности фосфорилирования ХАТ

Вопрос компартментализации изоформ ХАТ затруд­
няется также тем, что, как известно, геном не обеспечива­
ет многообразие белковых форм, присутствующих в клет­
ке. В связи с этим особую важность приобрели постге- 
номные белковые модификации. Одним из наиболее изу­
ченных путей посттрансляционного влияния на фермен­
ты в ответ на изменения внутриклеточного состояния яв­
ляется фосфорилирование. Ковалентные модификации 
сериновых, треониновых и тирозиновых остатков в моле­
кулах белков, в том числе это показано для ключевых 
ферментов синтеза медиаторов тирозингидроксидазы 
(синтез дофамина), триптофангидроксилазы (синтез се­
ротонина), глютаматдекарбоксилазы (ГАД 65 и ГАД 67, 
синтез ГАМК), могут динамично менять их физико-хи­
мические свойства, регулировать функциональное состо­
яние и взаимодействие с клеточными компонентами [27].

На сегодняшний день считается, что in vivo ХАТ сущест­
вует в виде фосфопротеина. Блокаторы фосфотаз in vitro да­
же в экспериментально нефосфорилирилирующих условиях 
(в отстутствие АТФ в среде инкубации) несколько активи­

руют и с-, и мХАТ [55]. Эффекты фосфорилирования на с­
и мХАТ различаются даже при неспецифической стимуля­
ции фосфорилирования субстратами АТФ или фосфором. 
АТФ увеличивала заметно более выраженно специфиче­
скую активность мХАТ по сравнению с сХАТ [55]. В состоя­
нии покоя в среде инкубации, обогащенной фосфором, 
фосфорилировалась с-, но не мХАТ [54]. В этих инкубаци­
онных условиях деполяризация вератридином не влияла ни 
на степень фосфорилирования, ни на активность сХАТ и 
параллельно активировала, но по-прежнему не фосфорили- 
ровала мХАТ. Удаление из среды инкубации ионов Са2+ су­
щественно подавляло фосфорилирование сХАТ и одновре­
менно — специфическую активность м-, но не сХАТ.

ХАТ — субстрат для некоторых протеинкиназ. Амино­
кислотные последовательности молекулы фермента пред­
полагают существование множества участков для фосфори­
лирования такими протеинкиназами, как протеинкиназа С 
(ПКС), альфа-Са2+/кальмодулин-зависимая киназа II 
(СаМ2), казеинкиназа II (КК2), и некоторыми другими
[27]. ХАТ-69 кДа фосфорилируют серин/треонин киназы 
КК2, ПКС и СаМ2 [22—25]. Для ПКС и СаМ2 выявлены 
экспериментально некоторые из позиций серин/треонин 
остатков, по которым эти протеинкиназы фосфорилируют 
фермент [22, 23, 25, 27]. Следует отметить, что ПКС и СаМ2 
являются важными регуляторами нейрональных функций.

В разных исследованиях ПКС активировала с- и 
мХАТ с переменной эффективностью [23, 24, 55]. Причи­
на была, видимо, в том, что фосфорилирование ХАТ раз­
ными изоформами ПКС имеет свои закономерности [22, 
23, 25, 27]. Оказалось, что фосфорилирование изоформа­
ми ПКС построено по иерархическому принципу. Фос­
форилирование:

1) сер-476 не влияло на молекулярные свойства ХАТ, 
но открывало возможность для фосфорилирования 
остальных серинов;

2) сер-440 и/или сер-346/347 необходимо для поддер­
жания каталитической активности ХАТ в базальных усло­
виях и при стимулируемой активации фермента;

3) Сер-346/347 также модулировало уровень фосфори­
лирования ХАТ на других аминокислотных остатках, а 
сер-440 — иинициировало транслокацию ХАТ к клеточ­
ным мембранам с образованием ионосвязанной мХАТ.

Кроме того, требовался разничный уровень фосфори­
лирования на одних и тех же участках в базальных и сти­
мулируемых условиях, in vitro и in situ.

СаМ2 и ее ингибитование избирательно регулировали 
активность мХАТ, не влияя на активность сХАТ [55]. Эти 
данные косвенно подтвердили эксперименты на суммарной 
ХАТ (фактически сХАТ), в которой СаМ2 фосфорилирова- 
ла, но не активировала фермент [24]. Дальнейшие исследо­
вания показали, что СаМ2 активировала суммарную ХАТ 
только в условиях совместного фосфорилирования фермен­
та СаМ2 по тре-456 и ПКС по сер-440 [22]. Предполагается, 
что ПКС в функции потенциирования эффекта СаМ2 дра­
матически вовлечена в патогенез болезни Альцгеймера в 
проекционных нейронах гиппокампа и неокортекса [2 2 ], а 
инактивация сер-440 — миастенического синдрома в мо­
торных ядрах спинногго мозга [49, 50].

Фукционалъные свойства синаптической сХАТ
При анализе функциональных свойств с- и мХАТ учи­

тывалось, что в исследованиях P.T. Carroll, пионера этого 
направления 12, 58], ХАТ во фракции «NaP» представляла
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собой изоформу/изоформы сХАТ [12, 33, 49, 53], а не 
ионосвязанную мХАТ, как считал автор в некоторых сво­
их работах [59].

Исследования in vitro свидетельствуют, что сХАТ регули­
рует динамическое равновесие между синтезом и распадом 
ацетилхолина в состоянии покоя [12, 52, 53, 61, 62]. Актива­
ция сХАТ в нормальных физиологических условиях проис­
ходила при стимуляции медиаторной функции деполяризу­
ющими агентами К+ и/или вератридином [15, 19, 55]. Дру­
гим регулятором уровня свободного ацетилхолина является 
цитозольная ацетилхолинэстераза (сАХЭ), фермент его рас­
пада. Предполагается тесное взаимодействие между сХАТ и 
сАХЭ [19]. В бескальциевой среде, блокирующей кванто­
вый выброс ацетилхолина, активность сХАТ не менялась и 
избыток ацетилхолина утилизовывала cАХЭ [19, 20].

Из экспериментов in vitro следует также, что в прямой 
зависимости от соотношения активности этих двух цито­
зольных ферментов находится неквантовая, Са2 +-независи- 
мая «утечка» ацетилхолина и продуктов его распада, холина 
или ацетата [18, 19, 20]. В этих исследованиях в бескальцие­
вой среде К+ стимуляция вызывала выброс из цитозоля хо­
лина вследствие расщепления цитозольного ацетилхолина 
сАХЭ, а вератридиновая, наряду с холином, могла вызывать 
освобождение цитозольного ацетилхолина, хотя и менее 
выраженное. В условиях ингибирования м- и сАХЭ третич­
ным блокатором параоксоном, проникающим через плаз­
матические мембраны, выход холина в бескальциевой среде 
при вератридиновой стимуляции блокировался и его экст- 
раклеточный уровень заметно истончался. Вместо этого на­
блюдался выход цитозольного ацетилхолина. На фоне тор­
можения с- и мХАТ селективным ингибитором NVP верат- 
ридин в физиологической среде (в присутствии Са2+) изби­
рательно активировал сХАТ и выход прямо из цитозоля 
вновь синтезированного ацетилхолина, минуя васкуляриза- 
цию. Аналогичный выход ацетилхолина наблюдался в тех 
же условиях в бескальциевой среде. Концентрация во вне­
клеточной среде холина или ацетилхолина таким некванто­
вым способом могла увеличиваться на 40—60%. Холин яв­
ляется естественным селективным агонистом альфа7-под- 
типа никотиновых холинорецепторов [10, 57]. Таким обра­
зом, «утечка» цитозольных холина и/или ацетилхолина, а 
также изменение их соотношения во внеклеточной среде 
могут иметь самостоятельное сигнальное значение в межк­
леточных взаимодействиях.

Фукционалъные свойства синаптической мХАТ
Функциональный смысл мХАТ долгое время был нея­

сен [44, 51]. Выяснение этого вопроса затруднено отсутст­
вием селективных ингибиторов для с- или мХАТ. Их раз­
деление возможно только препаративными методами суб- 
синаптического фракционирования в сочетании с мето­
дами разрушения фракций, содержащих синаптосомы, 
подобными методам, используемым в наших исследова­
ниях. На сегодняшний день доказаны существование 
мХАТ в виде интегрального белка (стационарная мХАТ) 
[12, 31], а также обратимая транслокация из цитозоля на 
синаптические мембраны с образованием ионосвязанной 
мХАТ [23, 59]. Вклад мХАТ в общую холинергическую ак­
тивность невелик — по данным литературы, 4—15% [23, 
34, 49, 52, 64], из-за чего долгое время предполагали, что 
связь ХАТ с нейрональными мембранами — артефакт, ре­
зультат загрязнения остатками синаптоплазмы [33, 61,
64]. По нашим данным, величина мХАТ (стационарная +

ионосвязанная) варьирует в разных синаптических попу­
ляциях в пределах 3—21% [2, 4, 6 8 ].

In vitro мХАТ, подобно сХАТ, в физиологической сре­
де активировалась в ответ на К+ или вератридиновую сти­
муляцию [19, 15, 54, 55]. Накоплен убедительный матери­
ал, в том числе на синаптосомах мозга крысы, о непосред­
ственном вовлечении мХАТ в механизмы квантовой сек­
реции ацетилхолина. На это указывает целый ряд морфо­
функциональных характеристик фермента.

1. мХАТ локализуется на синаптических везикулах 
[16]. Ее активность, в отличие от сХАТ, зависит от со­
хранности специфических факторов переноса ацетилхо­
лина в везикулы — везикулярного транспортера и протон­
ного градиента, а также от активности СаМ2 — основной 
киназы, ассоциированной с синаптическими везикулами 
[55]. Активация и торможение мХАТ полностью сопряже­
ны с активацией или, соответственно, блокадой кванто­
вого выброса ацетилхолина [19].

2. Выявлен невезикулярный Са2+-зависимый путь 
квантовой секреции ацетилхолина [13, 28, 32], в том числе 
в мозге крысы [37]. Показано, что этот путь обеспечивает 
самую быструю передачу медиатора структурным белком 
[29], который назван авторами медиатофором (mediatop- 
hore) [6 8 ]. Медиатофор функционально сцеплен с ХАТ 
[14]. Это позволяет предполагать в отношении мХАТ, ло­
кализованной на синаптических мембранах, тот же функ­
циональный смысл, что и на везикулах — участие в кван­
товой секреции ацетилхолина. С предположением согла­
суется преимущественная чувствительность мХАТ к фун­
кциональному состоянию высокоафинного № +-зависи- 
мого транспортера холина, который избирательно лока­
лизуется на нейрональных мембранах холинергических 
нейронов [49].

3. мХАТ избирательно чувствительна к  балансу ионов
— важных регуляторов квантового выброса медиатора и 
других трансмембранных функций. Контроль квантового 
выброса ацетилхолина осуществляется при теснейшем 
взаимодействии баланса ионов Са2+, Н+ (везикулярный 
Ca2 +/H+ антипорт), Zn2+ и К+ (К+-каналы) [11, 21, 28, 30, 
41]. Активность мХАТ избирательно или преимуществен­
но подавлялась в бескальциевой среде [15, 19, 54] и возра­
стала при высокой концентрации ионов Са2+ и/или К+ 
[15, 17—19, 54, 55], дозозависимо подавлялась по мере 
снижения внутриклеточной концентрации Cl_ [51, 53] и 
возрастала в условиях повышенной его концентрации и 
стимуляции хлорной проводимости [51]. Оба механизма 
квантовой секреции регулируются ионами Zn2+. Высокие 
концентрации Zn2+ блокировали выброс ацетилхолина 
как из везикул, так и через медиатофор [30, 47]. Сходным 
образом от ионов Zn2+ зависило направление транслока­
ции ХАТ, так как Zn2+ блокировал «заякоривание» ХАТ 
на мембране [59]. Последний аргумент указывает на веро­
ятность причастности к  квантовому выбросу ацетилхоли­
на не только стационарной, но и ионосвязанной мХАТ.

Таким образом, если каталитические свойства с- и 
мХАТ зависят от способа фосфорилирования и, возможно, 
от типа сплайсинга, то специфическая активность мХАТ, в 
отличие от сХАТ, зависит также от ионного окружения и 
других факторов квантовой секреции ацетилхолина. Оче­
видно, что компартментализация фермента обеспечивает 
вовлечение с- и мХАТ в разные функционально-метаболи­
ческие циклы, что может способствовать тонкой регуля­
ции медиаторной функции ацетилхолина.
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Реакция ХАТ на воздействия in vivo

Методические подходы

В течение ряда лет мы изучали реакцию холинергиче­
ских систем в нервных окончаниях неокортекса, гиппо­
кампа и некоторых других структур мозга крысы на острые 
воздействия in vivo, ишемические (двухсторонняя окклю­
зия сонных артерий) или гипоксические разной тяжести 
(гипобарическая гипоксия с парциальным давлением О2 и 
продолжительностью: 10%, 60 мин; 6,5% О2 , 15 мин; 4,5%
О2 , 1—3 мин или 10—20 мин). Состояние холинергических 
систем оценивали по максимальной активности ХАТ и со­
держанию белка. Кроме того, в отдельных эксперимен­
тальных сериях меряли активность АХЭ или 
№+/К+-АТФазы. С активностью N a/K -АТФазы и содер­
жанием белка, универсальными показателями синаптиче­
ской функции, изменения в активности ХАТ коррелирова­
ли в тех случаях, если реакция холинергических синапсов 
доминировала среди других синаптических популяций в 
той же фракции синаптосом. Все исследования проводи­
лись на субфракциях синаптических мембран и синап- 
топлазмы, изолированных из фракций синаптосом соот­
ветствующих структур мозга. Все показатели рассчитыва­
лись на 1 г сырого веса ткани мозга. Сопоставление м- и 
с-показателей в субфракциях позволяло дифференциро­
вать функциональные, морфо-структурные и количествен­
ные изменения в холинергическом синаптическом пуле. 
Результаты исследований обрабатывали статистически с 
помощью непараметрического точного метода Фишера, 
корреляционный анализ проводили по методу Пирсона. 
Методические процедуры подробно описаны [2, 6 8 ].

Во всех исследованиях наиболее реактивной была ак­
тивность ХАТ, благодаря чему, как правило, и удавалось 
определять специфику реакции холинергических синап­
сов на воздействия.

Биохимические эквиваленты активации 
холинергической медиаторной функции

В острый период как ишемии, так и гипоксии разной 
тяжести (10%, 6,5%, 4,5% О2 ) наблюдалась активация 
сХАТ (на 17—47%) (рис. 1, а) [3, 4, 67]. В острый период 
ишемии или/и в условиях критической гипоксической 
нагрузки наблюдалась активация мХАТ (на 16—25%) или 
сопряженная активация с- и мХАТ (соответственно на 21 
и 17%) (рис. 1, б, в) [3, 4, 67]. При более выраженной ак­
тивации ХАТ (на 65—70%) одновременно активировалась 
экстраклеточная мАХЭ (доминирующая изоформа мАХЭ) 
и подтормаживалась сАХЭ (рис. 1, г, д) [67]. При актива­
ции сХАТ выявлялась также положительная корреляция с 
активацией № +/К+-АТФазы и отрицательная — со сни­
жением содержания с-белков при одновременном увели­
чении содержания м-белков (рис. 1, е, ж) [3]. Все эти ти­
пы реакции расценивались как отражение активации хо­
линергической функции, поскольку соответствовали ха­
рактерной для синаптической активации направленности 
реакции ХАТ и других показателей.

Активация мХАТ, по сравнению с сХАТ, в равных эк­
спериментальных условиях (3 часа ишемии) проявилась в 
группах крыс, исходно менее устойчивых к гипоксии [67], 
а в условиях гипоксии разной тяжести — только при мак­
симальной, критической для крысы гипоксической на­
грузке (4,5% О2 ) [3] и не наблюдалась при умеренной и 
субкритической гипоксии (6,5 и 10% О2) [3, 4]. Это, в со­

поставлении с результатами параллельного исследования 
ультраструктуры синапсов в неокортексе крыс (зависи­
мость выраженности набухания синапсов и синаптиче­
ских митохондрий от длительности критической гипок­
сии), привело нас к  предположению, что активация мХАТ 
in vivo происходит в условиях нарушения баланса Са2+, в 
то время как активация сХАТ инициируется, по-видимо­
му, естественным физиологическим путем, под воздейст­
вием нейрональных влияний [3].

Биохимические эквиваленты торможения 
холинергической медиаторной функции 

Не менее активно при ишемических/гипоксических 
нагрузках проявлялись тормозные реакции ХАТ. Наблю­
далось торможение сХАТ (на 17—37%), мХАТ (на 
19—38%), или с- и мХАТ одновременно (соответственно 
на 10—53 и 35—40%), а также отрицательная корреляция 
между активностью сХАТ и содержанием с-белков или 
положительная корреляция между активностью мХАТ и 
содержанием м-белков (рис. 2, а—д) [3, 4, 67]. Снижение 
активности ХАТ оказалось единственной и выраженной 
реакцией на критическую гипоксическую нагрузку в моз­
ге интактных крыс (не подвергавшихся предварительному 
тестированию на устойчивость к  гипоксии). Реакция про­
явилась в шести из восьми исследованных фракций си­
наптосом (неопубликованные данные). В четырех из них 
была снижена активность сХАТ (на 28—42%, 
p<0,05—0,025, n = 4—5). В двух остальных фракциях на­
блюдалось более глубокое падение активности сХАТ (на 
56 и 59%, p<0,025, n = 4) и одновременно — мХАТ (на 42 
и 29%, p<0,025, n = 4). В одной из этих фракций значения 
активности мХАТ положительно коррелировали с содер-

Рис. 1. Примеры активации и трансформации холинергических си­
напсов при ишемических/гипоксических воздействиях in vivo.
В каждой паре столбиков: левый (темный) — субфрация синаптиче­
ских мембран, правый (светлый) — субфракция синаптоплазмы. Дан­
ные выражены в процентах по отношению к значениям в контрольных 
группах, принятым за 100%. ХАТ — холинацетилтрансфераза; АХЭ — 
ацетилхолинестераза. Стрелки обозначены над показателями, опре­
деляющими характер функциональных изменений, а направление 
стрелок — направление изменений показателей; скобки соединяют 
сопряженные изменения показателей, r+ — положительная корреля­
ция, r—  отрицательная корреляция.
а—ж — изменеия в активности с— или/и мХАТ и других синаптических 
показателей (активности с- и мАХЭ, №+/К+-АТФазы, содержания с- и 
м-белков), иллюстрирующие активацию холинергической медиатор­
ной функции.
з — активация популяции холинергических синапсов, претерпевших 
под влиянием умеренной гипоксии трансформацию в морфологиче­
ский тип, устойчивый к гипоксии; в результате трансформации часть 
синапсов из тяжелой фракции синаптосом (D) перешла в легкую 
фракцию (С).
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жанием м-белков (r =  +0,970, p<0,05, n = 4), а значения 
активности сХАТ отрицательно коррелировали с содер­
жанием с-белков (г = -1,000, p<0,001, n = 4). Реакции та­
кого типа указывали на торможение холинергической 
функции в соответствии с характерной направленностью 
реакции ХАТ и других показателей.

Параллельные данные электронной микроскопии (су­
щественное снижение количества синаптических пузырь­
ков, плотно прикрепленных к субсинаптической сети) 
позволяют предполагать сопряженное падение активно­
сти с- и мХАТ как результат глубокого торможения си­
наптической функции, эквивалента известной из элект­
рофизиологии «депрессии нейронов» — пониженной воз­
будимости вследствие истощения запасов медиатора 
и/или его метаболитов [3]. Избирательное торможение 
мХАТ, как и ее активация, вероятнее всего является след­
ствием нарушения ионного баланса. На основании дан­
ных литературы и доминирования гипоксического факто­
ра в наших экспериментах мы полагаем, что падение ак­
тивности мХАТ в первую очередь связано с накоплением 
в клетке ионов Н+ [5]. Однако если тяжелая гипоксия ве­
роятнее всего провоцирует ацидоз [3], то в условиях уме­
ренной гипоксии (гипоксическое прекондиционирова- 
ние) предполагается первичная реакция на гипоксию — 
увеличение ионов Н+ в концентациях, подпороговых для 
инициации клеточного ацидоза, но при которых может 
нарушаться функция Ca++/H+ антипорта [4].

Наконец, при ишемическом воздействии был отлежен 
еще один путь торможения холинергической функции — 
активация сАХЭ на фоне увеличения содержания с-бел- 
ков (рис. 2, е) [67]. По-видимому, торможение холинерги­
ческой функции через механизм активации сАХЭ мы по­
лучили в наших более ранних экспериментах [9]. В гипо­
таламусе наблюдалась выраженая активация АХЭ в усло­
виях активации дофаминергической системы (субхрони- 
ческое систеное введение L-ДОФА), которая обычно ока­
зывает тормозное влияние на холинергическую функцию. 
Это, а также то, что АХЭ активировалась в отсутствие ак­
тивации ХАТ, фермента со значительно меньшей эффек­
тивностью, не позволилило нам сделать заключение об 
активации холинергической функции.

Биохимические эквиваленты 
редукции количества холинергических синапсов

Реакция ХАТ и других синаптических показателей мо­
жет отражать не только функциональные, но также коли­
чественные или морфоструктурные преобразования си­
напсов. Собственно, сами по себе сопряженные актива­
ция или торможение с- и мХАТ, если не сопровождаются 
противоположно направленными изменениями в содер­
жании с-белков, могут отражать изменения в количестве 
холинергических синапсов — соответственно, синаптоне- 
гез (новообразование синапсов) или их элиминацию (рет­
ракцию, редукцию). Острые гипоксические воздействия 
разной тяжести активно провоцировали редукцию коли­
чества синапсов [3, 4]. Показано разными методами, 
включая неинвазивные с использованием видеотехноло­
гий, что редукция количества синапсов может происхо­
дить за время, измеряемое минутами или десятками ми­
нут [6 , 7, 35, 38, 65]. Мы делали заключение о редукции 
количества синапсов, когда выявляли однонаправленное 
сопряженное снижение активности ХАТ и содержания 
с-белков или с- и м-белков, сопряженных между собой

(рис. 2, ж, з). Учитывая выявленную нами связь между ре­
дукцией количества синапсов и фазностью в развитии 
функциональной реакции синапсов по мере нарастания 
тяжести гипоксии, мы высказали предположение, что ре­
дукция количества синапсов является одним из ранних 
механизмов переключения нейронов на уровни взаимо­
действия, адекватные гипоксическому воздействию [3].

Биохимические эквиваленты 
трансформации холинергических синапсов

Мы наблюдали также увеличение активности сХАТ под 
действием умеренной гипоксии на мозг интактных крыс, 
которая сопровождалась возникновением положительной 
корреляции между значениями сХАТ и с-белков, отсутст­
вующей в группе контрольных животных [4]. Поскольку 
синаптогенез на столь короткий срок невозможен, то объ­
яснили это как результат трансформации синапсов из од­
ного морфологического типа в другой. Феномен трансфор­
мации синапсов был обнаружен на модели аноксии в элек­
тронномикроскопических исследованиях в первые минуты 
воздействия и на всем протяжении 90-минутных экспери­
ментов [6 , 7]. В наших опытах наиболее убедительные дан­
ные в пользу трансформации были получены в нижних 
стволовых структурах. Из двух исследованных фракций в 
«тяжелой» по плотности синаптосом фракции наблюда­
лось достоверное снижение активности мХАТ и содержа­
ния м-белков, а в другой, «легкой» — активация сХАТ и 
увеличение содержания с-белков (рис. 1, з). При этом сни­
жение м-показателей в «тяжелой» фракции сопровожда­
лось инверсией и установлением отрицательной корреля­
ции с соответствующими с-показателями в «легкой» фрак­
ции. Было показано, что смена морфологического типа 
происходила за счет изменения площади, плотности и 
конфигурации элементов субсинаптической сети, а также 
формы синаптической бляшки [8 ]. Почти все эти парамет­
ры могут влиять на плотность синапсов. Все это позволило 
обосновать, что наименее плотная популяция холинерги­
ческих синапсов из «тяжелой» фракции трансформирова­
лась в еще менее плотную, в результате чего оказалась в 
«легкой» фракции синаптосом. Логично было предполо­
жить, что трансформация сформировала морфологический 
тип, более устойчивый к гипоксии.

Рис. 2. Примеры торможения и редукции количества холинергических 
синапсов при ишемических/гипоксических воздействиях in vivo. 
а—е — изменения в активности с- или/и мХАТ и других синаптических 
показателей (активности с- и мАХЭ, содержания с- и м-белков), ил­
люстрирующие торможение холинергической медиаторной функции. 
ж, з — снижение активности с- и мХАТ и содержания с- и м-белков, 
сопряженных с сХАТ и между собой, иллюстрирующие редукцию ко­
личества холинергических синапсов.
Остальные обозначения как на рис. 1.
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Заключение
Данные in vitro о множестве геномных и протеомных 

факторов, влияющих на каталитические свойства фер­
мента и тесной функциональной связи между ферментом 
и секрецией медиатора, свидетельствовуют не только о 
ключевой роли ХАТ в синтезе ацетилхолина, но и позво­
ляют предполагать изменения в каталитической активно­
сти с- и мХАТ как эквивалент соответствующих измене­
ний секреторной функции. Наши данные демонстрируют 
высокую реактивность как сХАТ, так и мХАТ в ответ на 
воздействия in vivo. Это, а также особенности проявления 
ферментной активности в зависимости от компартмента- 
лизации фермента, свидетельствует в пользу физиологич­
ности функциональных свойств с- и мХАТ, выявленных 
in vitro. Кроме того, исследования ХАТ на субсинаптиче- 
ском уровне позволяют использовать ее как биомаркер и 
при сопоставлении с другими синаптическими показате­
лями, в первую очередь с содержанием с-белков, диффе­
ренцировать функциональные, количественные и мор- 
фо-структурные изменения в холинергическом синапти­
ческом пуле.
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Choline acetyltransferase 
and its role in regulation of an exchange and secretion of acetylcholine

Zakharova E.I., Dudchenko A.M.
Institute of General Pathology and Pathophysiology, 8 , Baltiyskaya str., 125315, Moscow, Russia

The review o f modern concepts concerning forms o f choline acetiltransferase (ChAT) and localization dependent fac­
tors o f regulation o f activity synaptic ChAT is presented. It is supported that the compartmentalization o f enzyme delimits 
involvement o f ChAT in d ifferent functional and metabolic cycles. Correlation o f reaction a t in vitro and in vivo experi­
ments o f soluble and membrane-bound ChAT is shown, and also a variety o f the functional effects on cholinergic synap­
ses in vivo.

Key words: synaptoplasm and synaptic membranes, soluble and membrane-bound choline acetiltransferase, 
quantized and unquantized secretion o f acetylcholine
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