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Â îïûòàõ íà êîæíî-ãðóäèííîé ìûøöå ëÿãóøêè ïðè âíåêëåòî÷íîì îòâåäåíèè ñèíàïòè÷åñêèõ ñèãíà-
ëîâ ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ Ca â íåðâíîì îêîí÷àíèè (ïîâûøå-
íèå âíåêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ K èëè äîáàâëåíèå êîôåèíà) âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû ìèíè-
àòþðíûõ òîêîâ êîíöåâîé ïëàñòèíêè, êîòîðîå íà ôîíå äåéñòâèÿ âåùåñòâ ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå äëèòåëü-
íîãî (äåñÿòêè ìèíóò) âðåìåíè. Ðèòìè÷åñêîå ðàçäðàæåíèå äâèãàòåëüíîãî íåðâà (20 èëè 100 èìï/c)
ïðèâîäèò ê áûñòðîìó óìåíüøåíèþ àìïëèòóäû òîêîâ êîíöåâîé ïëàñòèíêè. Ïðè ôëóîðåñöåíòíîé ïðèæèç-
íåííîé ìèêðîñêîïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ýíäîöèòîçíîãî ìàðêåðà FM 1-43 ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êîðîòêîì
(5 ìèí) âðåìåíè ýêñïîçèöèè ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà (40 ìÌ) èëè êîôåèíà (5 ìÌ) â íåðâíîì îêîí÷àíèè
ïîÿâëÿþòñÿ ñâåòÿùèåñÿ ïÿòíà, ÷òî óêàçûâàåò íà èíòåíñèâíûå ïðîöåññû ýíäîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçè-
êóë. Ïðè áîëåå äëèòåëüíîì (30 ìèí) âîçäåéñòâèè ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí íå íàáëþäàëîñü, à øèðèíà íåðâíîãî
îêîí÷àíèÿ óâåëè÷èâàëàñü, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î áëîêå ýíäîöèòîçà. Ïðè áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
èîíîâ êàëèÿ è êîôåèíà, à òàêæå ïðè äëèòåëüíîì ðèòìè÷åñêîì ðàçäðàæåíèè (20 èëè 100 èìï/c) áëîêà ýí-
äîöèòîçà âûÿâëåíî íå áûëî. Ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî âûñîêèå êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
êàëüöèÿ â äâèãàòåëüíîì íåðâíîì îêîí÷àíèè ëÿãóøêè ïðèâîäÿò ê îáðàòèìîìó áëîêó ýíäîöèòîçà ïðè ñî-
õðàíåíèè ýêçîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äâèãàòåëüíîå íåðâíîå îêîí÷àíèå, FM 1-43, ýíäîöèòîç, ýêçîöèòîç, âíóòðèêëå-
òî÷íûé êàëüöèé, ãèïåðêàëèåâûå ðàñòâîðû, êîôåèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: [Ñà]â — âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ èîíîâ êàëüöèÿ, ÍÎ — íåð-
âíîå îêîí÷àíèå, ÏÄ — ïîòåíöèàë äåéñòâèÿ, ÌÒÊÏ — ìèíèàòþðíûå òîêè êîíöåâîé ïëàñòèíêè, ÒÊÏ —
òîêè êîíöåâîé ïëàñòèíêè.

Îñâîáîæäåíèå ìåäèàòîðà â õèìè÷åñêîì ñèíàïñå ñâÿ-
çàíî ñ ïðîöåññàìè ýêçîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë â
îáëàñòè àêòèâíûõ çîí ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïðè
óâåëè÷åíèè âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ Ca
([Ñà]â) (Van der Kloot, Molgo, 1994; Zefirov et al., 1995;
Çåôèðîâ, ×åðàíîâ, 2000; Stevens, 2003). Ýòî óâåëè÷åíèå
â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò îòêðû-
òèÿ ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ Ñà-êàíàëîâ è âõîäà èîíîâ Ñà â
íåðâíîå îêîí÷àíèå (ÍÎ) èç âíåêëåòî÷íîé ñðåäû ïðè äå-
ïîëÿðèçàöèè âî âðåìÿ ïîòåíöèàëà äåéñòâèÿ (ÏÄ) (Suzuki
et al., 2000; Çåôèðîâ, Ñèòäèêîâà, 2002). Ìàññèâíûé ýêçî-
öèòîç ìîæíî âûçâàòü òàêæå óâåëè÷åíèåì [Ñà]â ïðè èñ-
êóññòâåííîé äåïîëÿðèçàöèè ÍÎ ãèïåðêàëèåâûìè ðàñòâî-
ðàìè (Angleson, Betz, 2001; Çåôèðîâ è äð., 2003, 2004,
2005) èëè îñâîáîæäåíèåì èîíîâ Ñà â öèòîïëàçìó èç ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (íàïðèìåð, ïðè äåéñòâèè
êîôåèíà) (Martinez-Serrano, Satrustegui, 1989; Çåôèðîâ è
äð., 2005). Â îáëàñòè àêòèâíîé çîíû ðàñïîëàãàåòñÿ íå-
ñêîëüêî ñîòåí ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë (Rizzoli, Betz, 2005),
è îíè ìîãóò áûòü äîñòàòî÷íî áûñòðî èçðàñõîäîâàíû ïðè
àêòèâíîñòè ñèíàïñà. Ïîýòîìó ýêçîöèòîç ñîïðîâîæäàåòñÿ
ïðîöåññàìè ýíäîöèòîçà — îáðàçîâàíèåì èç ïðåñèíàïòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû íîâûõ âåçèêóë, êîòîðûå çàïîëíÿþòñÿ
ìåäèàòîðîì è ñíîâà ó÷àñòâóþò â ýêçîöèòîçå (Heuser, Re-

ese, 1973; Richards et al., 2000). Òîïîãðàôèÿ, âðåìåíí �ûå
õàðàêòåðèñòèêè è ìåõàíèçìû ýíäîöèòîçà òî÷íî íåèçâå-
ñòíû, õîòÿ ïðåäïîëàãàåòñÿ íàëè÷èå òåñíîé ñâÿçè ìåæäó
ýêçî- è ýíäîöèòîçîì, êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò âûñîêóþ ñêî-
ðîñòü îáîðîòà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë (Cousin, Robinson,
1999; Royle , Lagnado, 2003). Íåçíà÷èòåëüíîå ðàññîãëà-
ñîâàíèå ýêçî- è ýíäîöèòîçà (íàïðèìåð, ïðåâûøåíèå èí-
òåíñèâíîñòè ýêçîöèòîçà íàä ýíäîöèòîçîì) ìîæåò ïðèâåñ-
òè ê èçìåíåíèþ ðàçìåðîâ ÍÎ è êîëè÷åñòâà ñèíàïòè÷å-
ñêèõ âåçèêóë (Torri-Tarelli, 1990).

Åñëè çàâèñèìîñòü ýêçîöèòîçà îò èîíîâ Ñà â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ íèêåì íå îñïàðèâàåòñÿ (Sudnof, 1995), òî ðîëü
êàëüöèÿ â ïðîöåññàõ ýíäîöèòîçà íå ñòîëü î÷åâèäíà. Ñ÷è-
òàþò, ÷òî ýíäîöèòîç ãðàíóë â õðîìàôôèííûõ êëåòêàõ ÿâ-
ëÿåòñÿ Ñà-çàâèñèìûì ïðîöåññîì (Neher, Zucker, 1993;
Artalejo et al., 1996). Îäíàêî ñèòóàöèÿ â ñèíàïòè÷åñêèõ
îáðàçîâàíèÿõ áîëåå ñëîæíàÿ. Â íåðâíûõ îêîí÷àíèÿõ
äðîçîôèëû ïðîöåññ ýíäîöèòîçà çàâèñèò îò âíåêëåòî÷íî-
ãî êàëüöèÿ (Koenig, Ikeda, 1996), â òî âðåìÿ êàê â ãèïïî-
êàìïå — íåò (Ryan, 1996). Â íåðâíî-ìûøå÷íîì ñèíàïñå
ëÿãóøêè ïðè âûñîêî÷àñòîòíîé àêòèâíîñòè íå âûÿâëåíî
êîððåëÿöèè ìåæäó óðîâíåì ýíäîöèòîçà è óðîâíåì [Ñà]â
(Wu, Betz, 1996). Â áèïîëÿðíûõ êëåòêàõ ñåò÷àòêè çîëî-
òîé ðûáêè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàëüöèé îáëàäàåò èíãèáè-
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òîðíûì ýôôåêòîì íà ýíäîöèòîç (Van Gersdorff, Mat-
thews, 1994).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîôèçè-
îëîãè÷åñêîãî è ôëóîðåñöåíòíîãî ìåòîäîâ èññëåäîâàíà
ðîëü âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ â ìåõàíèçìàõ ýêçî- è ýí-
äîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë â äâèãàòåëüíîì íåð-
âíîì îêîí÷àíèè ëÿãóøêè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû íà èçîëèðîâàííûõ íåð-
âíî-ìûøå÷íûõ ïðåïàðàòàõ êîæíî-ãðóäèííîé ìûøöû ëÿ-
ãóøêè Rana ridibunda â ëåòíå-îñåííèé ïåðèîä (àâ-
ãóñò—íîÿáðü). Ìûøöó ðàñòÿãèâàëè è ôèêñèðîâàëè â
ñòåêëÿííîé âàííî÷êå, çàïîëíåííîé ñòàíäàðòíûì ðàñòâî-
ðîì Ðèíãåðà äëÿ õîëîäíîêðîâíûõ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà
(â ìÌ): 117 NaCl, 2.5 KCl, 1.8 CaCl2 è 2.4—2.7 NaHCO3,
pH 7.2—7.4; òåìïåðàòóðà 20 °Ñ. Â íåêîòîðûõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ â ðàñòâîð Ðèíãåðà äîáàâëÿëè êîôåèí (2—6 ìÌ),
òàêæå èñïîëüçîâàëè ìîäèôèöèðîâàííûé ãèïåðêàëèåâûé
ðàñòâîð (êîíöåíòðàöèÿ èîíîâ K 10—40 ìÌ). Èçîîñìî-
òè÷íîñòü ðàñòâîðîâ ïîääåðæèâàëè ñîîòâåòñòâóþùèìè
èçìåíåíèÿìè NaCl. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ýëåêòðè÷åñêîé
ñòèìóëÿöèåé íåðâà äëÿ áëîêèðîâàíèÿ ñîêðàùåíèé è ÏÄ
ìûøå÷íûõ âîëîêîí èñïîëüçîâàëè òóáîêóðàðèí â êîí-
öåíòðàöèè 2·10–5—5·10–5 Ì. Âñå èñïîëüçîâàííûå âåùåñò-
âà ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

Ý ë å ê ò ð î ô è ç è î ë î ã è ÿ. Â ýëåêòðîôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðîâîäèëè àíàëèç ÷àñòîòû ñïîíòàí-
íûõ, ìèíèàòþðíûõ òîêîâ êîíöåâîé ïëàñòèíêè (ÌÒÊÏ)
èëè àìïëèòóäû òîêîâ êîíöåâîé ïëàñòèíêè (ÒÊÏ), âîçíè-
êàþùèõ â îòâåò íà ðàçäðàæåíèå íåðâà. Ðåãèñòðàöèþ ñèã-
íàëîâ îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè âíåêëåòî÷íûõ ñòåêëÿí-
íûõ ìèêðîýëåêòðîäîâ, çàïîëíåííûõ 2 Ì ðàñòâîðîì
NaCl, ñ äèàìåòðîì êîí÷èêà îêîëî 1 ìêì è ñîïðîòèâëåíè-
åì 1—5 ìÎì. Ýëåêòðîä ïîäâîäèëè ê ÍÎ ïîä âèçóàëüíûì
êîíòðîëåì ñ èñïîëüçîâàíèåì èíòåðôåðåíöèîííî-ïîëÿ-
ðèçàöèîííîãî ìèêðîñêîïà ÁÈÎËÀÐ (400�). Ñèãíàëû
óñèëèâàëè è ñ ïîìîùüþ ïëàòû L-CARD 1250 ïðåîáðàçî-
âûâàëè â öèôðîâóþ ôîðìó. ×àñòîòó ÌÒÊÏ îïðåäåëÿëè
ïî ñðåäíåìó èíòåðâàëó âðåìåíè ìåæäó ñîñåäíèìè ñèãíà-
ëàìè (â èìï/ñ). Èñïîëüçîâàëè äâå ñõåìû ýêñïåðèìåíòà. Â
ïåðâîé ìèêðîýëåêòðîä ïîäâîäèëè ê 3—5 ó÷àñòêàì ðàç-
ëè÷íûõ ÍÎ íåðâíî-ìûøå÷íîãî ïðåïàðàòà, ïîìåùåííîãî
â ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð Ðèíãåðà, ïðè ýòîì â êàæäîì ìåñ-
òå îòâåäåíèÿ ðåãèñòðèðîâàëè 100—200 ÌÒÊÏ. Äàëåå
ðàñòâîð Ðèíãåðà áûñòðî ìåíÿëè íà èññëåäóåìûé, ïîñëå
÷åãî ñíîâà ïðîâîäèëè ðåãèñòðàöèþ ÌÒÊÏ òàêæå â íå-
ñêîëüêèõ ó÷àñòêàõ. Âî âòîðîé ýôôåêò îïðåäåëåííîé êîí-
öåíòðàöèè âåùåñòâà èññëåäîâàëè â îäíîì ìåñòå îòâåäå-
íèÿ áåç èçìåíåíèÿ ïîëîæåíèÿ ìèêðîýëåêòðîäà. Äîñòî-
âåðíîñòü ðàçëè÷èé ñðåäíèõ çíà÷åíèé îïðåäåëÿëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ïðè àíàëèçå àì-
ïëèòóäû ÒÊÏ ðàçäðàæåíèå íåðâà ïðîèçâîäèëè ïðÿìî-
óãîëüíûìè ýëåêòðè÷åñêèìè èìïóëüñàìè äëèòåëüíîñòüþ
0.1—0.2 ìñ ñâåðõïîðîãîâîé ñèëû ñ ÷àñòîòîé 20 èëè
100 èìï/c.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé ìàðêåð FM 1-43
(ôèðìà Biotium, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 6 ìêÌ. Ìàðêåð
îáðàòèìî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è
âî âðåìÿ ýíäîöèòîçà îêàçûâàåòñÿ âíóòðè âíîâü îáðàçóþ-
ùèõñÿ ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë («çàãðóæàåòñÿ» â ÍÎ). Çà-
ãðóçêó ìàðêåðà îñóùåñòâëÿëè ïðè óñèëåíèè ñïîíòàííîãî

(ãèïåðêàëèåâûå ðàñòâîðû, êîôåèí) èëè âûçâàííîãî ýêçî-
öèòîçà (ýëåêòðè÷åñêàÿ ñòèìóëÿöèÿ íåðâà) (Wu, Betz,
1996; Çåôèðîâ è äð., 2003). Ñõåìû ýêñïåðèìåíòîâ ïðåä-
ñòàâëåíû íà ñîîòâåòñòâóþùèõ ðèñóíêàõ. Ôëóîðåñ-
öåíöèþ íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ óíèâåðñàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà ÌÈÊÌÅÄ-2 (ËÎÌÎ, Càíêò-Ïåòåðáóðã). Îïòèêà
äëÿ àíàëèçà ñâå÷åíèÿ FM 1-43 âêëþ÷àëà â ñåáÿ äèõðîè-
÷åñêîå çåðêàëî (îáëàñòü îòðàæåíèÿ �90 % â èíòåðâàëå
450—500 íì, îáëàñòü ïðîïóñêàíèÿ �90 % â èíòåðâàëå
520—700 íì). Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ Ì-ÔËÞÀÐ
100 �/1.20 Ë.ÂÈ �/0.17. Âñå íàáëþäåíèÿ ïðîâîäèëè òî-
ëüêî íà ïîâåðõíîñòíî ëåæàùèõ ÍÎ. Äëÿ ðåãèñòðàöèè
êàðòèí ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè áûñòðîäåéñòâóþ-
ùóþ ÷åðíî-áåëóþ âèäåîêàìåðó (WAT-902H, Watec Co.,
Ltd, ßïîíèÿ), ñîâìåùåííóþ ÷åðåç ïëàòó âèäåîçàõâàòà è
âèäåîêàðòó ñ ïåðñîíàëüíûì êîìïüþòåðîì. Ðåãèñòðàöèþ
ïðîâîäèëè ñî ñêîðîñòüþ 25 êàäðîâ/ñ. Èíòåíñèâíîñòü
ñâå÷åíèÿ îöåíèâàëè â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ, ïðèíè-
ìàÿ ìàêñèìàëüíîå ñâå÷åíèå ïèêñåëÿ ðàâíûì 256 çà 1.
Äëÿ óëó÷øåíèÿ êà÷åñòâà èçîáðàæåíèÿ ïðîèçâîäèëè
óñðåäíåíèå ïî 20 íàèáîëåå óäà÷íûì (ñôîêóñèðîâàííûì)
êàäðàì. Äàëåå îïðåäåëÿëè çíà÷åíèå ôîíîâîãî ñâå÷åíèÿ
êàê ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ â êâàäðàòå 50 �
50 ïèêñåëåé â ó÷àñòêå èçîáðàæåíèÿ áåç ÍÎ. Ôîíîâîå
çíà÷åíèå âïîñëåäñòâèè âû÷èòàëè èç êàæäîãî ïèêñåëÿ ïî-
ëó÷åííîãî ïîñëå óñðåäíåíèÿ èçîáðàæåíèÿ. Øèðèíó êàæ-
äîé íåðâíîé òåðìèíàëè îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû ImageJ.

Ðåçóëüòàòû

È ç ì å í å í è ÿ ÷ à ñ ò î ò û Ì Ò Ê Ï ï ð è ä å é ñ ò â è è
ã è ï å ð ê à ë è å â û õ ð à ñ ò â î ð î â è ê î ô å è í à. Ïðè êîí-
öåíòðàöèè èîíîâ Ca 1.8 ìÌ â îêðóæàþùåì ðàñòâîðå
óâåëè÷åíèå âíåêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ K ïðèâî-
äèëî ê áûñòðîìó óâåëè÷åíèþ ñïîíòàííîé ñåêðåöèè ìå-
äèàòîðà (÷àñòîòû ÌÒÊÏ). Òàê, åñëè ïðè íîðìàëüíîé
êîíöåíòðàöèè èîíîâ K (2.5 ìÌ) ÷àñòîòà ÌÒÊÏ ñîñòàâ-
ëÿëà 0.23 ± 0.03 èìï/ñ (n = 28), òî ïðè êîíöåíòðàöèè
èîíîâ K 10 ìÌ — 2.2 ± 0.1 èìï/c (n = 28), à ïðè êîíöåí-
òðàöèè 40 ìÌ — 7.25 ± 0.90 èìï/c (n = 23) (ðèñ. 1, à). Íà
ôîíå äåéñòâèÿ ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà óâåëè÷åííàÿ ÷à-
ñòîòà ÌÒÊÏ ñîõðàíÿëàñü â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ðåãè-
ñòðàöèè (30 ìèí) áåç ïðèçíàêîâ óãíåòåíèÿ (ðèñ. 1, â). Ê
àíàëîãè÷íûì èçìåíåíèÿì ïðèâîäèëî äîáàâëåíèå â ñòàí-
äàðòíûé ðàñòâîð êîôåèíà (ðèñ. 1, á, â). Ïðè êîíöåíòðà-
öèè êîôåèíà 2 ìÌ ÷àñòîòà ÌÒÊÏ áûñòðî âîçðàñòàëà äî
1.8 ± 0.1 èìï/c (n = 18), à ïðè êîíöåíòðàöèè 6 ìÌ — äî
12.3 ± 1.8 èìï/ñ (n = 18). Ïðè äåéñòâèè êîôåèíà óâåëè-
÷åííàÿ ÷àñòîòà ÌÒÊÏ ñîõðàíÿëàñü â òå÷åíèå 30 ìèí ðå-
ãèñòðàöèè (ðèñ. 1, â). Ñîïîñòàâëåíèå çàâèñèìîñòåé èçìå-
íåíèé ÷àñòîòû ÌÒÊÏ â ãèïåðêàëèåâûõ ðàñòâîðàõ è ïðè
äåéñòâèè êîôåèíà ïîêàçàëî, ÷òî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðà-
öèè âíåêëåòî÷íîãî K äî 20 èëè 40 ìÌ âûçûâàåò ïðèìåð-
íî îäèíàêîâîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ñïîíòàííîé
ñåêðåöèè, ÷òî è ïðè äåéñòâèè êîôåèíà â êîíöåíòðàöèè
2.5 èëè 5.0 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1, à, á).

Ä è í à ì è ê à à ì ï ë è ò ó ä û Ò Ê Ï â ï ð î ö å ñ ñ å
â û ñ î ê î ÷ à ñ ò î ò í î ã î ð è ò ì è ÷ å ñ ê î ã î ð à ç ä ð à æ å -
í è ÿ. Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíÿëè â ñòàíäàðòíîì ðàñòâîðå
Ðèíãåðà ñ äîáàâëåíèåì òóáîêóðàðèíà. Äëèòåëüíîå ðèò-
ìè÷åñêîå ðàçäðàæåíèå ñ ÷àñòîòîé 20 èìï/ñ ïðèâîäèëî ê
áûñòðîìó óìåíüøåíèþ âûçâàííîé ñåêðåöèè ìåäèàòîðà
(àìïëèòóäû ÒÊÏ). Íà 1-é ìèí ðàçäðàæåíèÿ àìïëèòóäà
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ÒÊÏ ñíèæàëàñü äî 30—40 % îò èñõîäíîé, à ÷åðåç
3—4 ìèí âûçâàííàÿ ñåêðåöèÿ ìåäèàòîðà ïîëíîñòüþ
ïðåêðàùàëàñü. Óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû ðàçäðàæåíèÿ äî
100 èìï/ñ âûçûâàëî åùå áîëåå âûðàæåííóþ äåïðåññèþ
ñåêðåöèè ìåäèàòîðà. Àìïëèòóäà ÒÊÏ ñíèæàëàñü äî íóëÿ
óæå ê êîíöó 1-é ìèí ðàçäðàæåíèÿ (ðèñ. 1, ã).

Ý í ä î ö è ò î ç ñ è í à ï ò è ÷ å ñ ê è õ â å ç è ê ó ë ï ð è
ñ ò è ì ó ë ÿ ö è è ñ å ê ð å ö è è ì å ä è à ò î ð à ã è ï å ð ê à -
ë è å â û ì è ð à ñ ò â î ð à ì è. Íåðâíî-ìûøå÷íûé ïðåïàðàò
íà 15—30 ìèí ïîìåùàëè â ãèïåðêàëèåâûé ðàñòâîð, â êî-
òîðîì ïðèñóòñòâîâàë ôëóîðåñöåíòíûé ìàðêåð FM 1-43.
Äàëåå ïðåïàðàò ïåðôóçèðîâàëè ñòàíäàðòíûì ðàñòâîðîì
Ðèíãåðà äëÿ âûìûâàíèÿ êðàñèòåëÿ èç ìåìáðàí è óìåíü-
øåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâå÷åíèÿ ñ ïîñëåäóþùåé ðåãè-
ñòðàöèåé ôëóîðåñöåíöèè. Êàê 15-, òàê è 30-ìèíóòíîå âû-
äåðæèâàíèå ïðåïàðàòà â ãèïåðêàëèåâîì ðàñòâîðå (êîí-
öåíòðàöèÿ èîíîâ K 20 ìÌ) ñ FM 1-43 ïðèâîäèëà ê
ïîÿâëåíèþ â ÍÎ ÿðêèõ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí, êîòîðûå îòðà-

æàþò ñêîïëåíèÿ âåçèêóë, ïðîøåäøèõ ïðîöåññ ýíäîöèòî-
çà è ñîäåðæàùèõ FM 1-43 (ðèñ. 2, à, á). Ïðè êîíöåíòðàöèè
èîíîâ K 40 ìÌ 15-ìèíóòíàÿ ýêñïîçèöèÿ ïðåïàðàòà ñ
FM 1-43 òàêæå ïðèâîäèëà ê çàãðóçêå ìàðêåðà â ÍÎ
(ðèñ. 2, à, á). Îäíàêî óâåëè÷åíèå âðåìåíè ýêñïîçèöèè äî
30 ìèí íå âûçûâàëî ïîÿâëåíèÿ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí (ðèñ. 2,
à, á ). Â ýòîì ñëó÷àå ïðîèñõîäèëî çíà÷èòåëüíîå óâåëè-
÷åíèå äèàìåòðà òåðìèíàëåé (ðèñ. 2, â). Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äëèòåëüíîå
âîçäåéñòâèå ãèïåðêàëèåâûõ ðàñòâîðîâ ïðè êîíöåíòðà-
öèè èîíîâ K 40 ìÌ ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ïðîöåññîâ
çàãðóçêè ôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêåðà â ñèíàïòè÷åñêèå âåçè-
êóëû.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âðåìåíè âîçíèêíîâåíèÿ ýòèõ íàðó-
øåíèé ìû èçìåíèëè ñõåìó ýêñïåðèìåíòîâ. Â ýòîì ñëó-
÷àå ãèïåðêàëèåâûé ðàñòâîð (40 ìÌ) äåéñòâîâàë â òå÷å-
íèå 15 ìèí. FM 1-43 àïïëèöèðîâàëè ëèáî äî äåéñòâèÿ
ðàñòâîðà (êîíòðîëü), ëèáî â 1, 2 è 3-é 5-ìèíóòíûå îòðåç-

36 À. Ë. Çåôèðîâ, Ì. Ì. Àáäðàõìàíîâ è äð.

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèÿ ñåêðåöèè ìåäèàòîðà ïðè ðàçëè÷íûõ ñïîñîáàõ åå ñòèìóëÿöèè.

Ýôôåêò èçìåíåíèÿ âíåêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè KCl (à) èëè êîôåèíà (á) íà ÷àñòîòó ÌÒÊÏ. Øòðèõîâûìè ñòðåëêàìè ïîêàçàíû êîíöåíòðàöèè, ïðè êî-
òîðûõ ÷àñòîòà ÌÒÊÏ ïðèìåðíî îäèíàêîâà. à1, á1 — ÌÒÊÏ â êîíòðîëå; à2, á2 — â ãèïåðêàëèåâîì ðàñòâîðå (40 ìÌ) è ïðè äåéñòâèè êîôåèíà (5 ìÌ) ñî-
îòâåòñòâåííî. â — äèíàìèêà ÷àñòîòû ÌÒÊÏ ïðè äåéñòâèè ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà (40 ìÌ, ÷åðíûå êðóæêè) è êîôåèíà (5 ìÌ, áåëûå êðóæêè). ã — äè-
íàìèêà àìïëèòóäû ÒÊÏ ïðè ñòèìóëÿöèè ñ ÷àñòîòàìè 20 (áåëûå êâàäðàòû) è 100 (÷åðíûå êâàäðàòû) èìï/ñ. ÒÊÏ ïðè ñòèìóëÿöèè ñ ÷àñòîòàìè 20 (1) è
100 (2) èìï/ñ; áîëüøîé ñèãíàë — ïåðâûé ÒÊÏ, ñòðåëêàìè óêàçàíû ÒÊÏ ÷åðåç 1 ìèí ðàçäðàæåíèÿ. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåí-

òîâ.

Fig. 1. Changes in transmitter release by different ways of its stimulation.

Effect of changes in extracellular concentrations of KCl (à) or caffeine (á) on the frequency of MEPCs. Abscisse — substance concentrations, mM; ordinate —
frequency of MEPCs after a 10 min action of substantes, imp/s. Dot lines with arrows — concentrations of substances causing similar enhance of MEPC frequen-
cy. à1, á1 — MEPC in control; à2, á2 — in high potassium solution (40 mM) and under caffeine (5 mM) action, accordingly. â — dynamics of MEPCs frequency
in high potassium solution (40 mM) — black circles, and caffeine (5 mM) action — white circles; ordinate — time, min; abscisse — MEPCs frequency, imp/s.
ã — dynamics of EPS amplitude during stimulation with frequencies of 20 (white squares) and 100 (black squares) imp/s. Ordinate — time of stimulation, min;
abscisse — EPC amplitude, % of the original value. Changes in EPCs during stimulation with frequencies of 20 (1) and 100 (2) imp/s. Large signal is the first EPC

in train; the next signal after a 1 min stimulation is indicated (arrow).



êè âðåìåíè (ðèñ. 3). Îêàçàëîñü, ÷òî åñëè äîáàâëåíèå
FM 1-43 îñóùåñòâëÿëè â ïåðâûå 5 ìèí, òî ÿðêîñòü ñâå÷å-
íèÿ ïÿòåí áûëà ìàêñèìàëüíîé, à äèàìåòð ÍÎ íå ìåíÿëñÿ.
Ïðè äîáàâëåíèè FM 1-43 ÷åðåç 5 ìèí îò íà÷àëà äåéñòâèÿ
ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà ñâå÷åíèå ïÿòåí ðåçêî óìåíüøà-
ëîñü (ðèñ. 3). Åñëè êðàñèòåëü àïïëèöèðîâàëñÿ â ïîñëåä-
íèå 5 ìèí, òî ñâåòÿùèåñÿ ïÿòíà ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿ-
ëèñü, à äèàìåòð ÍÎ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëñÿ. Ýòè äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðèìåðíî ÷åðåç 5 ìèí
ñòèìóëÿöèè ýêçîöèòîçà ãèïåðêàëèåâûìè ðàñòâîðàìè ïðè
êîíöåíòðàöèè 40 ìÌ íà÷èíàåòñÿ ïðîöåññ áëîêèðîâàíèÿ
ýíäîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë. Åñëè FM 1-43 äî-
áàâëÿëè íà 5 ìèí ïîñëå ñìåíû ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà

íà ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð Ðèíãåðà, òî ïðîèñõîäèëî óìåíü-
øåíèå øèðèíû ÍÎ è ïîÿâëåíèå ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí
(ðèñ. 3).

Ý í ä î ö è ò î ç ñ è í à ï ò è ÷ å ñ ê è õ â å ç è ê ó ë ï ð è
ñ ò è ì ó ë ÿ ö è è ñ å ê ð å ö è è ì å ä è à ò î ð à ê î ô å è í î ì.
Ïîõîæèå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû ïðè ñòèìóëÿöèè ñåêðå-
öèè ìåäèàòîðà êîôåèíîì. Òàê æå êàê è ïðè èñïîëüçîâà-
íèè ãèïåðêàëèåâûõ ðàñòâîðîâ, 15- è 30-ìèíóòíàÿ ýêñïî-
çèöèè ïðåïàðàòà â ðàñòâîðå ñ 2.5 ìÌ êîôåèíà ñ FM 1-43
ïðèâîäèëà ê çàãðóçêå ìàðêåðà â ÍÎ è ïîÿâëåíèþ ñâåòÿ-
ùèõñÿ ïÿòåí (ðèñ. 2, à, á). Ïðè êîíöåíòðàöèè êîôåèíà
5 ìÌ ñâåòÿùèåñÿ ïÿòíà ïîÿâëÿëèñü òîëüêî ïðè 15-ìè-
íóòíîé ýêñïîçèöèè, à ïðè 30-ìèíóòíîé ïÿòíà îòñóòñòâî-
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Ðèñ. 2. Ôëóîðåñöåíöèÿ äâèãàòåëüíîãî íåðâíîãî îêîí÷àíèÿ (ýíäîöèòîçíûé ìàðêåð FM 1-43) ïðè äåéñòâèè ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà
è êîôåèíà.

à — êàðòèíû ôëóîðåñöåíöèè îòäåëüíûõ íåðâíûõ òåðìèíàëåé ïðè äåéñòâèè ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà (Ã) è êîôåèíà (Ê). Ýêñïîçèöèè â ãèïåðêàëèåâîì
ðàñòâîðå (20 ìÌ) èëè êîôåèíå (2.5 ìÌ) ñ ïðèñóòñòâèå FM 1-43 â òå÷åíèå 15 (1) è 30 (2) ìèí. Ýêñïîçèöèÿ ñ FM 1-43 (KCl 40 ìÌ, êîôåèí 5 ìÌ) â òå÷å-
íèå 15 (3) è 30 (4) ìèí. Êàëèáðîâêà íà à1 — 8 ìêì. á, â — ñðåäíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ è øèðèíû òåðìèíàëåé; ñâåòëûå ñòîëáèêè — ãèïåðêàëèå-
âûå ðàñòâîðû, çàøòðèõîâàííûå — êîôåèí. 1—4 — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 2, à. â — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ øèðèíû òåðìèíàëåé, ìêì. Êàæäûé ñòîëáèê — ñðåä-

íåå äëÿ 8 ýêñïåðèìåíòîâ.

Fig. 2. Fluorescence of motor nerve ending (endocytotic marker FM 1-43) under high potassium solution and caffeine actions.

à — fluorescence of single nerve endings under high potassium solution (Ã) and caffeine (Ê) actions. Expositions at high potassium solution (20 mM) or caffeine
(2.5 mM) in the presence of FM 1-43 for 15 (1) and 30 (2) min. Exposition with FM 1-43 (KCl 40 mM, caffeine 5 mM) for 15 (3) and 30 (4) min. Calibration in
à1 — 8 ìm. Middle intensity of fluorescence (à) and width of terminals (â); light columns — high potassium solution, dotted columns — caffeine. Abscisse —
1—4, being the same as in à, ordinate axis; á — fluorescence intensity, rel. unit; â — middle significances of terminal width, ìm. Every column represents average

meaning (n = 8).



âàëè (ðèñ. 2, à, á). Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî ïðè 15-ìèíóòíîì äåéñòâèè êîôåèíà â êîíöåíòðàöèè
5 ìÌ óâåëè÷åíèå ñâå÷åíèÿ ÍÎ íàáëþäàåòñÿ òîëüêî ïðè
ýêñïîçèöèè FM 1-43 â ïåðâûå 5 ìèí (ðèñ. 3). Ïðè ýêñïî-
çèöèè FM 1-43 âî 2-é è 3-é 5-ìèíóòíûå îòðåçêè ñâå÷åíèå
áûëî ñëàáî âûðàæåíî, à äèàìåòð ÍÎ óâåëè÷èâàëñÿ
(ðèñ. 3). Åñëè æå ïîñëå 15-ìèíóòíîé ýêñïîçèöèè ïðåïà-
ðàòà â ðàñòâîðå ñ êîôåèíîì FM 1-43 äîáàâëÿëè íà 5 ìèí
â ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð Ðèíãåðà, òî ïðîèñõîäèëî óìåíü-
øåíèå øèðèíû ÍÎ è ïîÿâëåíèå ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí
(ðèñ. 3).

Ý í ä î ö è ò î ç ñ è í à ï ò è ÷ å ñ ê è õ â å ç è ê ó ë â ï ð î -
ö å ñ ñ å â û ñ î ê î ÷ à ñ ò î ò í î ã î ð è ò ì è ÷ å ñ ê î ã î ð à ç -
ä ð à æ å í è ÿ. Äëÿ îöåíêè ýíäîöèòîçà ïðè âûñîêî÷àñòîò-
íîé àêòèâíîñòè ñèíàïñà äâèãàòåëüíûé íåðâ íåðâíî-ìû-
øå÷íîãî ïðåïàðàòà ðàçäðàæàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ñ
÷àñòîòîé 20 èëè 100 èìï/c. Ôîíîâîå ñâå÷åíèå îöåíèâàëè
âíå ñòèìóëÿöèè, ïðè àïïëèêàöèè êðàñèòåëÿ â ïåðôóçè-
ðóåìûé ðàñòâîð íà 1 ìèí. Â ïðîöåññå âûñîêî÷àñòîòíîãî
ðàçäðàæåíèÿ FM 1-43 òàêæå äîáàâëÿëè íà 1 ìèí â 1, 3 è
5-þ ìèí ðàçäðàæåíèÿ (ðèñ. 4). Îêàçàëîñü, ÷òî âî âñåõ âà-

ðèàíòàõ àïïëèêàöèè FM 1-43 â ïðîöåññå ðàçäðàæåíèÿ
ïðîèñõîäèò ýôôåêòèâíàÿ çàãðóçêà ìàðêåðà â HO áåç èç-
ìåíåíèÿ øèðèíû òåðìèíàëåé (ðèñ. 4). Ýòî ñâèäåòåëüñò-
âóåò îá èíòåíñèâíûõ ïðîöåññàõ ýíäîöèòîçà â òå÷åíèå
âñåãî ïåðèîäà ðàçäðàæåíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Äëÿ îöåíêè ðîëè èîíîâ Ñà â ïðîöåññàõ ýíäîöèòîçà
ìû èñïîëüçîâàëè òðè âîçäåéñòâèÿ, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê
ðîñòó [Ñà]â.

1. Ó â å ë è ÷ å í è å â í å ê ë å ò î ÷ í î é ê î í ö å í ò ð à -
ö è è è î í î â K . Â ýòîì ñëó÷àå âîçíèêàþùàÿ äåïîëÿðè-
çàöèÿ ìåìáðàíû ÍÎ âûçûâàåò ïîñòîÿííîå îòêðûòèå ïî-
òåíöèàëçàâèñèìûõ Ñà-êàíàëîâ è âõîä èîíîâ Ñà èç âíå-
êëåòî÷íîé ñðåäû ÍÎ (Angleson, Betz, 2001).

2. Ê î ô å è í. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäÿò àêòèâàöèÿ ðèàíî-
äèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà
ÍÎ è âûõîä èîíîâ Ñà èç íåãî â öèòîïëàçìó (Marti-
nez-Serrano, Satrustegui, 1989; Çåôèðîâ è äð., 2005).

38 À. Ë. Çåôèðîâ, Ì. Ì. Àáäðàõìàíîâ è äð.

Ðèñ. 3. Ôëóîðåñöåíöèÿ äâèãàòåëüíîãî íåðâíîãî îêîí÷àíèÿ ïðè äåéñòâèè ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà èëè êîôåèíà ïðè ýêñïîçèöèè
ýíäîöèòîçíîãî ìàðêåðà FM 1-43 â ðàçëè÷íûå âðåìåíí �ûå ïðîìåæóòêè.

Ââåðõó — ñõåìà è âðåìåííîé õîä ýêñïåðèìåíòîâ. Ïóíêòèðíûìè ñòðåëêàìè (1—5) ïîêàçàíû âðåìåíí �ûå ïðîìåæóòêè ýêñïîçèöèè FM 1-43; ÷åðíûì
ïðÿìîóãîëüíèêîì — âðåìÿ äåéñòâèÿ ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà (40 ìÌ) èëè êîôåèíà (5 ìÌ). Èçîáðàæåíèÿ ó÷àñòêîâ ÍÎ: à — ãèïåðêàëèåâûé ðàñòâîð,
á — êîôåèí. Ïîä à1 — êàëèáðîâêà 5 ìêì. â, ã — ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ ó÷àñòêîâ ÍÎ è ñðåäíÿÿ øèðèíà íåðâíîé òåðìèíàëè. 1—5 — âàðèàíòû

âðåìåíè àïïëèêàöèè FM 1-43. Êàæäûé ñòîëáèê — ñðåäíåå äëÿ 8 ýêñïåðèìåíòîâ.

Fig. 3. Fluorescence of motor nerve ending under high potassium sodium or caffeine action in presence of endocytotic marker FM 1-43 du-
ring different time intervals.

From the top — scheme and time course of experiments. The time intervals of exposition of FM 1-43 are shown by dotted arrows (1—5); black rectangle — time
of action of high potassium solution (40 mM) of caffeine (5 mM). Axis — time, min. The images of parts of NE: à — high potassium solution, á — caffeine. Under
à1 calibration — 5 ìm. The average meanings (n = 8) of fluorescence intensity of NE parts (â) and width of nerve terminal (ã). Abscisse — 1—5 — variants of time

of FM 1-43 application; ordinate — in â — fluorescence intensity, conventional units; in ã — width of terminals, ìm.



3. Â û ñ î ê î ÷ à ñ ò î ò í î å ð è ò ì è ÷ å ñ ê î å ð à ç ä ð à -
æ å í è å. Â îòëè÷èå îò ýôôåêòîâ ãèïåðêàëèåâûõ ðàñòâî-
ðîâ â ýòîì ñëó÷àå Ñà-êàíàëû îòêðûâàþòñÿ êðàòêîâðå-
ìåííî â îòâåò íà êàæäûé ÏÄ, à èîíû Ñà, îñòàâøèåñÿ â
öèòîïëàçìå îò êàæäîãî ïðåäøåñòâóþùåãî èìïóëüñà,
ñóììèðóþòñÿ ñ íîâîé ïîðöèåé âíîâü âõîäÿùèõ èîíîâ Ñà
(Suzuki et al., 2000; Zucker, Regehr, 2002).

Ïðîâåäåííûå íàìè ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå èññëåäî-
âàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïåðâûå äâà âîçäåéñòâèÿ âûçûâàþò
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ñïîíòàííîé ñåêðåöèè ìåäèàòî-
ðà (÷àñòîòû ÌÒÊÏ) (ðèñ. 1, à—â). Ïðè÷åì âûðàæåííîñòü
èçìåíåíèé ñåêðåöèè ïðè óâåëè÷åíèè âíåêëåòî÷íîé êîí-
öåíòðàöèè èîíîâ K äî 20 è 40 ìÌ ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâó-
åò äåéñòâèþ êîôåèíà â êîíöåíòðàöèÿõ 2.5 è 5.0 Ì (ðèñ. 1,
à, á). Ñëåäîâàòåëüíî, ýòè âîçäåéñòâèÿ âûçûâàþò ïðèìåð-
íî îäèíàêîâîå è äîëãîâðåìåííîå óâåëè÷åíèå [Ñà]â, ïðè-
âîäÿùåå ê óñèëåíèþ ýêçîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë.

Óâåëè÷åíèå [Ñà]â è óñèëåíèå ýêçîöèòîçà ñèíàïòè÷å-
ñêèõ âåçèêóë ïðè íàøèõ âîçäåéñòâèÿõ íåñîìíåííî ïðè-
âîäÿò ê àêòèâàöèè ïðîöåññîâ ýíäîöèòîçà. Îá ýòîì ñâèäå-
òåëüñòâóþò îïûòû ñ çàãðóçêîé â ÍÎ ôëóîðåñöåíòíîãî
ìàðêåðà FM 1-43. Äåéñòâèòåëüíî, âûäåðæèâàíèå ìûøöû
â òå÷åíèå 15 èëè 30 ìèí êàê â ãèïåðêàëèåâûõ ðàñòâîðàõ
(20 ìÌ KCl), òàê è ïðè äîáàâëåíèè êîôåèíà (2.5 Ì) ñ
FM 1-43 ïðèâîäèëî ê ïîÿâëåíèþ â ÍÎ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí
(ðèñ. 2). Ïðè êîíöåíòðàöèÿõ KCl è êîôåèíà 40 è 5 ìÌ
ñîîòâåòñòâåííî çàãðóçêà ìàðêåðà ïðîèñõîäèëà òîëüêî
ïðè ýêñïîçèöèè â òå÷åíèå 15 ìèí. Äàëüíåéøèå ýêñïåðè-
ìåíòû ñ 5-ìèíóòíûìè ýêñïîçèöèÿìè FM 1-43 íà ôîíå

15-ìèíóòíîãî äåéñòâèÿ ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà èëè êî-
ôåèíà ïîêàçàëè, ÷òî çàãðóçêà ìàðêåðà â ÍÎ ïðîèñõîäèò
òîëüêî òîãäà, êîãäà FM 1-43 àïïëèöèðóåòñÿ â 1-é 5-ìè-
íóòíûé îòðåçîê âðåìåíè (ðèñ. 3). Íàðóøåíèå çàãðóçêè
ìàðêåðà ïðè åãî àïïëèêàöèè âî 2-é è îòñóòñòâèå ïðè àï-
ïëèêàöèè â 3-é 5-ìèíóòíûé îòðåçîê (ðèñ. 3) ìîæíî áûëî
îáúÿñíèòü ñíèæåíèåì èíòåíñèâíîñòè ýêçîöèòîçà âåçè-
êóë âî âðåìÿ äåéñòâèÿ ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà è êîôåè-
íà. Îäíàêî ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå ýêñïåðèìåíòû ïî-
êàçàëè, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû ÌÒÊÏ ïðè ýòèõ âîçäåé-
ñòâèÿõ ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ìèíóò
(ðèñ. 1). Ìîæíî áûëî òàêæå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïî ìåðå
äåéñòâèÿ ãèïåðêàëèåâûõ ðàñòâîðîâ è êîôåèíà ïðîèñõî-
äèò èçìåíåíèå ìåõàíèçìà ýêçîöèòîçà — ïîëíûé ýêçîöè-
òîç ñ âñòðàèâàíèåì ìåìáðàíû âåçèêóëû â ïðåñèíàïòè÷å-
ñêóþ ìåìáðàíó çàìåíÿåòñÿ ìåõàíèçìîì kiss-and-run ñ
ôîðìèðîâàíèåì âðåìåííîé ïîðû (Cousin, Robinson,
2000; Royle, Lagnado , 2003; Stevens, 2003; Çåôèðîâ è äð.,
2004), ÷åðåç êîòîðóþ FM 1-43 íå ìîæåò ïðîíèêíóòü. Íî
ýòîìó ïðåäïîëîæåíèþ ïðîòèâîðå÷èò îáíàðóæåííîå
íàìè óâåëè÷åíèå øèðèíû ÍÎ (ðèñ. 2, 3). Îòñþäà ìû ñäå-
ëàëè âûâîä î òîì, ÷òî ïðèìåðíî ÷åðåç 5—8 ìèí äåéñòâèÿ
ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà (êîíöåíòðàöèÿ KCl 40 ìÌ) èëè
êîôåèíà (5 ìÌ) íà÷èíàåòñÿ áëîêèðîâàíèå ïðîöåññà ýí-
äîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë. Âîçíèêàþùåå ïðè
ýòîì ðàññîãëàñîâàíèå ýêçî- è ýíäîöèòîçà ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ óâåëè÷åíèåì äèàìåòðà íåðâíûõ òåðìèíàëåé.

Íåñîìíåííî, ÷òî ïðè÷èíîé áëîêà ýíäîöèòîçà ÿâëÿåò-
ñÿ óâåëè÷åíèå [Ñà]â. Ïîêàçàíî, ÷òî ãèïåðêàëèåâûå ðàñ-

Âíóòðèêëåòî÷íûé êàëüöèé è ìåõàíèçìû ýíäîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë 39

Ðèñ. 4. Ôëóîðåñöåíöèÿ äâèãàòåëüíîãî íåðâíîãî îêîí÷àíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì FM 1-43 ïðè âûñîêî÷àñòîòíîé ðèòìè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ñèíàïñà.

Ââåðõó — ñõåìà è âðåìåííîé õîä ýêñïåðèìåíòîâ. Òåìíûé ïðÿìîóãîëüíèê — âðåìÿ ñòèìóëÿöèè äâèãàòåëüíîãî íåðâà ñ ÷àñòîòîé 20 èëè 100 èìï/ñ. Ïóíê-
òèðíûå ñòðåëêè — âðåìÿ ýêñïîçèöèè êðàñèòåëÿ. à, á — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ ó÷àñòêîâ íåðâíîãî îêîí÷àíèÿ è øèðèíû òåðìèíà-

ëåé ñîîòâåòñòâåííî; ñâåòëûå ñòîëáèêè — 20 èìï/ñ, çàøòðèõîâàííûå — 100 èìï/ñ. 1—4 — âàðèàíòû âðåìåíè àïïëèêàöèè FM 1-43.

Fig. 4. Fluorescence of motor nerve ending using FM 1-43 during high rhythmic activity of synapsis.

From the top — scheme and time course of experiments. Dark rectangle — time of motor nerve stimulation with frequencies of 2000 or 100 imp/s, resp. Dotted
arrows — time of dye exposition. Axis — time, min. The average meanings of fluorescence intensity of NE parts (à) and with of terminals (á); light columns —

20 imp/s, dotted columns — 100 imp/s. Designations are the same, as in fig. 3, â, ã.



òâîðû äîçîçàâèñèìî óâåëè÷èâàþò âíóòðèêëåòî÷íóþ êîí-
öåíòðàöèþ èîíîâ Ñà, êîòîðàÿ ïðè êîíöåíòðàöèè KCl
20 ìÌ äîñòèãàåò 3—5 ìêÌ (Angleson, Betz, 2001). Îò-
ñóòñòâèå íàðóøåíèé ýíäîöèòîçà ïðè òàêèõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ KCl â òå÷åíèå 30 ìèí (ðèñ. 1) ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü, ÷òî
áëîê íàáëþäàåòñÿ ïðè [Ñà]â áîëåå 5 ìêÌ. Ïðè áëîêèðî-
âàíèè ýíäîöèòîçà âûñîêàÿ èíòåíñèâíîñòü ýêçîöèòîçà
äîëãîå âðåìÿ ñîõðàíÿåòñÿ. Èìåííî ïîýòîìó ìû íå íà-
áëþäàëè ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí â ÍÎ ïðè 30-ìèíóòíîì âîç-
äåéñòâèè ãèïåðêàëèåâîãî ðàñòâîðà (KCl 40 ìÌ) èëè êî-
ôåèíà (5 ìÌ) ñ FM 1-43 (ðèñ. 1). Â ýòîì ñëó÷àå â òå÷åíèå
1-õ ìèí ïðîèñõîäèò ýêçî- è ýíäîöèòîç ñ çàãðóçêîé ìàðêå-
ðà â âåçèêóëû, à ïîçäíåå íà ôîíå áëîêèðîâàíèÿ ýíäîöè-
òîçà îñóùåñòâëÿåòñÿ ýêçîöèòîç âåçèêóë ñ îñâîáîæäåíèåì
ìåäèàòîðà è FM 1-43 â ñèíàïòè÷åñêóþ ùåëü.

Áëîê ýíäîöèòîçà ïðè óâåëè÷åíèè [Ñà]â ÿâëÿåòñÿ îá-
ðàòèìûì. Âî âñÿêîì ñëó÷àå, àïïëèêàöèÿ FM 1-43 ïîñëå
îêîí÷àíèÿ 15-ìèíóòíîãî äåéñòâèÿ ãèïåðêàëèåâîãî ðàñ-
òâîðà èëè êîôåèíà ïðèâîäèò ê âîçîáíîâëåíèþ ýíäîöèòî-
çà, óìåíüøåíèþ äèàìåòðà íåðâíûõ òåðìèíàëåé è çàãðóç-
êå ìàðêåðà â ÍÎ (ïîÿâëåíèþ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí) (ðèñ. 3).
Ìèøåíü äëÿ èíãèáèòîðíîé ðîëè Ñà â ïðîöåññàõ ýíäîöè-
òîçà íåèçâåñòíà. Îäíîé èç êàíäèäàòóð ìèøåíè ìîæåò ÿâ-
ëÿòüñÿ äèíàìèí 1, òàê êàê ìèêðîìîëÿðíûå óðîâíè [Ñà]â
èíãèáèðóþò åãî ÃÒÔàçíóþ àêòèâíîñòü (Ñousin, Robin-
son, 2000; De Camilii, 2001).

Â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ ïåðåäà÷à âîçáóæäåíèÿ â ñè-
íàïñå ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå ýêçîöèòîçà áîëüøîãî êîëè-
÷åñòâà âåçèêóë è ñîîòâåòñòâåííî ìàññèâíîãî îñâîáîæäåíèÿ
êâàíòîâ ìåäèàòîðà â îòâåò íà ïðåñèíàïòè÷åñêèé ÏÄ. Ïðè
ïðîèçâîëüíûõ äâèæåíèÿõ ÷àñòîòà ÏÄ ìîæåò äîñòèãàòü íå-
ñêîëüêèõ äåñÿòêîâ èìï/c, ÷òî åñòåñòâåííî âûçûâàåò óâåëè-
÷åíèå [Ñà]â. Íàøè ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå ýêñïåðèìåíòû
ïîêàçàëè, ÷òî âûñîêî÷àñòîòíîå ðèòìè÷åñêîå ðàçäðàæåíèå
ñîïðîâîæäàåòñÿ âûðàæåííîé äåïðåññèåé (ñíèæåíèåì àì-
ïëèòóäû ÒÊÏ) (ðèñ. 1, ã). Êëàññè÷åñêèå ïîñòðîåíèÿ
ïðåäïîëàãàþò, ÷òî äåïðåññèÿ ñâÿçàíà ñ áûñòðûì ðàñõî-
äîâàíèåì çàïàñà ãîòîâûõ ê ýêçîöèòîçó ñèíàïòè÷åñêèõ
âåçèêóë (Zucker, Regehr, 2002). Îäíàêî íà îñíîâå íàøèõ
äàííûõ ìîæíî áûëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äëèòåëüíàÿ ðèò-
ìè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ñèíàïñà âûçûâàåò óâåëè÷åíèå
[Ñà]â, áëîêèðóåò ýíäîöèòîç ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë è
ñïîñîáñòâóåò ðàçâèòèþ äåïðåññèè. Îäíàêî èññëåäîâàíèÿ
äèíàìèêè çàãðóçêè ìàðêåðà â ÍÎ ïðè äëèòåëüíîì ðèòìè-
÷åñêîì ðàçäðàæåíèè íå ïîäòâåðäèëè ýòîãî ïðåäïîëîæå-
íèÿ. Îêàçàëîñü, ÷òî äàæå ïðè 5-ìèíóòíîì ðàçäðàæåíèè ñ
÷àñòîòîé 20 èëè 100 èìï/c, êîãäà âûçâàííàÿ ñåêðåöèÿ ìå-
äèàòîðà ïîëíîñòüþ ïðåêðàùàåòñÿ, àïïëèêàöèÿ FM 1-43
â êîíöå ðàçäðàæåíèÿ ïðèâîäèò ê çàãðóçêå ìàðêåðà
(ðèñ. 4). Âåðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â óñëîâèÿõ âû-
ñîêî÷àñòîòíîé âûçâàííîé àêòèâíîñòè, ïðè êîòîðîé îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ êðàòêîâðåìåííûé êàëüöèåâûé âõîä íà êàæ-
äûé ÏÄ, [Ñà]â íå äîñòèãàåò çíà÷èòåëüíûõ âåëè÷èí. Èñ-
ïîëüçîâàíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ êàëüöèåâûõ èíäèêàòîðîâ
ïîêàçàëî, ÷òî ïðè òàêèõ ïàðàìåòðàõ ñòèìóëÿöèè [Ñà]â íå
ïðåâûøàåò 2—3 ìêÌ (Suzuki et al., 2000). Â òî æå âðåìÿ
ýòè èññëåäîâàíèÿ íå ïîçâîëÿþò îöåíèòü óðîâíè [Ñà]â â
ó÷àñòêàõ ÍÎ ñ íèçêîé è âûñîêîé ïëîòíîñòüþ Ñà-êàíà-
ëîâ. Ïîýòîìó íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ïðè åñòåñòâåííîé âûñî-
êî÷àñòîòíîé àêòèâíîñòè ñèíàïñà â îáëàñòè àêòèâíûõ
çîí, ãäå íàõîäÿòñÿ ñêîïëåíèÿ Ñà-êàíàëîâ, ìîæåò ðàçâè-
âàòüñÿ áëîê ýíäîöèòîçà ïðè ñîõðàíåíèè ýíäîöèòîçà ìåæ-
äó àêòèâíûìè çîíàìè.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ïðîöåññû ýêçî- è ýíäîöèòîçà â äâèãàòåëüíîì ÍÎ ìî-

ãóò áûòü âûçâàíû ðàçäåëüíî, íî ðåàãèðîâàòü íà îäèí è
òîò æå ïóñêîâîé ñèãíàë — óâåëè÷åíèå [Ñà]â (Gad et al.,
1998; Klingauf et al., 1998). Îäíàêî âûñîêèé óðîâåíü
[Ñà]â ðàçîáùàåò ýòè ïðîöåññû. Ïî âñåé âèäèìîñòè, ðàç-
îáùåíèå ìîæåò ïðîèçîéòè òîëüêî ïðè ìàññèâíîì ïî-
ñòóïëåíèè èîíîâ Ñà â öèòîïëàçìó ÍÎ. Â îáû÷íûõ, ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ, óñëîâèÿõ ýêçî- è ýíäîöèòîç â ñèíàïñå
îáúåäèíÿþòñÿ â åäèíîå öåëîå, à ýêçîöèòîç âåçèêóëû âå-
äåò àâòîìàòè÷åñêè ê ýíäîöèòîçó.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ì. À. Ìóõàìåäüÿ-
ðîâó çà ïîìîùü â ïîäãîòîâêå ðèñóíêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
02-04-96252), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÍØ-1383.2003.4) è
ÀÍ Ðåñïóáëèêè Òàòàðñòàí (03-3.8.-122).
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THE INTRACELLULAR CALCIUM AND MECHANISMS

OF ENDOCYTOSIS OF SYNAPTIC VESICLES AT THE FROG NERVE ENDING

A. L. Zefirov,1 M. M. Abdrakhmanov, P. N. Grigoryev, A. M. Petrov

Department of Normal Physiology, Medical State University, Kazan’;
1 e-mail: zefirov@kmu-mf.kcn.ru

In the experiments on frog motor nerve endings of cutaneous pectoris muscle, made by extracellular recor-
ding of synaptic signals, it has been shown that the increase in intracellular calcium ion concentration in the ner-
ve ending (by enhance of extracellular potassium ion concentration, or by addition of caffeine) leads to an incre-
ase in the miniature end-plate potential frequency, which is preserved over the whole period (about 10 min) of
action of these substrates. The rhythmic stimulation of motor nerve (20 or 100 imp/s) quickly leads to a decrease
in the end plate potentials amplitude. It has been shown by fluorescent microscopy with the use of endocytotic
marker FM 1-43 that in the course of a short time exposition (5 min) in a high potassium solution (40 mM) or
caffeine (5 mM), light spots appeared in the nerve ending. This shows that synaptic vesicles undergo intensive
processes of endocytosis. During a longer exposition (30 min) no light spots were revealed, whereas the nerve
ending width increased. This data allowed to propose that the process of endocytosis was blocked. In the presen-
ce of even lower concentrations of potassium ions and caffeine, and during a long rhythmic stimulation (20 or
100 imp/s) no blocking of endocytosis was revealed. It is concluded that high concentrations of intracellular cal-
cium in the frog motor nerve ending leads to a reversible block of endocytosis, while exocytosis in synaptic ve-
sicles is proceeding.

K e y w o r d s: motor nerve ending, FM 1-43, endocytosis, exocytosis, intracellular calcium, high potassium
solutions, caffeine.
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