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Âåçèêóëÿðíûé öèêë ïîääåðæèâàåò óñòîé÷èâóþ ðàáîòó ñèíàïñîâ, ñîõðàíÿÿ äèíàìè÷åñêîå ðàâíîâåñèå
ìåæäó ýêçîöèòîçîì è êîìïåíñàòîðíûì ýíäîöèòîçîì. Âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ýòîãî öèêëà ïðèíèìàþò
ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè. ÃÒÔàçà äèíàìèí ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì áåëêîì, îáåñïå÷èâàþùèì îòäåëåíèå
ôîðìèðóþùèõñÿ êëàòðèíîâûõ ïóçûðüêîâ îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Öåëüþ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå
äåéñòâèÿ íåãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà ÃÒÔ (ÃÒÔãS) íà äèíàìèíîâûé êîìïëåêñ â óñëîâèÿõ in situ. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî ìèêðîèíúåêöèÿ ÃÒÔãS â ðåòèêóëîñïèíàëüíûå àêñîíû âûçûâàåò êîìïëåêñ èçìåíåíèé óëüòðà-
ñòðóêòóðû: èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â êëàñòåðå è ïðèêðåïëåííûõ ê àêòèâíîé çî-
íå, à òàêæå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíãèáèðîâàíèè ýíäî-
öèòîçà. Êðîìå òîãî, ïîÿâëÿþòñÿ íåîáû÷íûå êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû. Ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÃÒÔãS
îíè ïðåäñòàâëåíû äëèííûìè òóáóëàìè, ïîêðûòûìè óïîðÿäî÷åííîé äèíàìèíîâîé ñïèðàëüþ è îêàí÷èâà-
þùèìèñÿ êëàòðèíîâûìè ïóçûðüêàìè. Ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè ÃÒÔãS íà íèõ ïîÿâëÿþòñÿ ìíîãî-
÷èñëåííûå ðàçâåòâëåíèÿ, òàêæå îêàí÷èâàþùèåñÿ êëàòðèíîâûìè ïóçûðüêàìè, ïðè ýòîì äëèíà òóáóë çíà-
÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ. Øàã ñïèðàëè è äèàìåòð òóáóë äîñòîâåðíî óìåíüøàþòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåí-
òðàöèè ÃÒÔãS (23.1 ± 0.4 è 26.6 ± 0.4 íì ñîîòâåòñòâåííî ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè; 19.0 ± 0.5 è 23.3 ±
± 0.4 íì ïðè âûñîêîé; P < 0.001). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïðåäëàãàåòñÿ ìîäåëü ìîëåêó-

ëÿðíîãî ìåõàíèçìà îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâûõ ïóçûðüêîâ, âûçûâàåìîãî äèíàìèíîì. Ñóòü ìîäåëè: ãèä-
ðîëèç ÃÒÔ äèíàìèíîì ïðèâîäèò ê áûñòðîìó óâåëè÷åíèþ äëèíû ñïèðàëè çà ñ÷åò âûïðÿìëåíèÿ åå ñòðóê-
òóðíîé åäèíèöû — äèìåðà äèíàìèíà. Ýòî âûçûâàåò óâåëè÷åíèå äèàìåòðà ñïèðàëè è ñîîòâåòñòâåííî ðàç-
ðûâ ãèäðîôîáíûõ ñâÿçåé ìåæäó âíóòðåííèì è íàðóæíûì ñëîÿìè ëèïèäîâ â ìåñòàõ êîíòàêòà
âíóòðåííåãî ñëîÿ ñ äèíàìèíîâîé ñïèðàëüþ, à òàêæå ïðàêòè÷åñêè îäíîâðåìåííîå ðàñòÿæåíèå øåéêè
êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà â ïðîäîëüíîì íàïðàâëåíèè, ÷òî ñïîñîáñòâóåò íàðóøåíèþ öåëîñòíîñòè ìåìáðà-
íû øåéêè è îñâîáîæäåíèþ êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñèíàïñ, êîìïåíñàòîðíûé ýíäîöèòîç, äèíàìèí, ÃÒÔãS, ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêî-
ïèÿ, èììóíîöèòîõèìèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÄÔ — ãóàíîçèíäèôîñôàò, ÃÒÔ — ãóàíîçèíòðèôîñôàò, ÃÒÔãS — ãóà-
íîçèí 5-O-(3-òèîòðèôîñôàò), ÔÑ — ôîñôàòèäèëñåðèí, GST — ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçà.

Â õèìè÷åñêèõ ñèíàïñàõ ïåðåäà÷à ñèãíàëà îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ ìåäèàòîðà, êîòîðûé âûñâîáîæäàåòñÿ
ïðè ñëèÿíèè ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ ñ ìåìáðàíîé ïî-
ñëå åå äåïîëÿðèçàöèè. Ïðè ýòîì îáðàçóåòñÿ èçáûòîê
ìåìáðàíû, è äëÿ ïîääåðæàíèÿ óñòîé÷èâîé ðàáîòû ñè-
íàïñîâ íåîáõîäèìî, ÷òîáû èçáûòî÷íàÿ ÷àñòü ìåìáðàíû
â âèäå ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ âîçâðàùàëàñü â êëàñ-
òåð. Òàêèì îáðàçîì ñîõðàíÿåòñÿ ïîñòîÿíñòâî ïîâåðõíî-
ñòè àêñîíàëüíîé ìåìáðàíû è âîññòàíàâëèâàåòñÿ êîëè÷å-
ñòâî ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ. Îäèí èç îñíîâíûõ ïðî-
öåññîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ äèíàìè÷åñêîå ðàâíîâåñèå â
öèêëå ñèíàïòè÷åñêèõ ìåìáðàí, — êëàòðèíîïîñðåäîâàí-
íûé êîìïåíñàòîðíûé ýíäîöèòîç (Heuser, Reese, 1973).
Â ðåçóëüòàòå ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèé óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ýêçî-
öèòîçà è ýíäîöèòîçà èãðàþò ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè,
à èìåííî ìàëûå ÃÒÔàçû è äèíàìèí (ÃÒÔàçà áîëüøîé
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû) — êëþ÷åâîé áåëîê êëàòðèíî-
ïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà. Òàê, â ðåçóëüòàòå ìèêðî-

èíúåêöèè íåãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà ÃÒÔ — ÃÒÔãS âû-
ñîêîé êîíöåíòðàöèè — â ãèãàíòñêèé ñèíàïñ êàëüìàðà ñ
ïîñëåäóþùåé èíòåíñèâíîé ýëåêòðè÷åñêîé ñòèìóëÿöèåé
âûäåëåíèå íåéðîìåäèàòîðà ñíèæàåòñÿ, êîëè÷åñòâî ñè-
íàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â êëàñòåðå óìåíüøàåòñÿ, íî êî-
ëè÷åñòâî ïðèêðåïëåííûõ ê àêòèâíîé çîíå (docked) ïóçû-
ðüêîâ, íàïðîòèâ, óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïîòåðÿ ñèíàïòè÷åñêèõ
ïóçûðüêîâ â êëàñòåðå ñâÿçàíà ñ íàðóøåíèåì ýíäîöèòîçà,
âîçìîæíî âñëåäñòâèå äåéñòâèÿ ÃÒÔãS íà äèíàìèí (Hess
et al., 1993; Augustine et al., 1999).

Êëàòðèíîïîñðåäîâàííûé ýíäîöèòîç èíèöèèðóåòñÿ
âñòðàèâàíèåì â ìåìáðàíó êîìïëåêñà áåëêîâ êëàòðèíîâîé
îáîëî÷êè, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ èíâàãèíàöèåé ýòîãî ó÷àñòêà
ìåìáðàíû. Çàòåì ïðîèñõîäèò ðÿä ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïðå-
âðàùåíèé, â ðåçóëüòàòå ôîðìèðóåòñÿ êëàòðèíîâûé ïóçû-
ðåê ñ ñîêðàùåííîé øåéêîé, íà êîòîðîé èíîãäà âèäíû îä-
íî-äâà êîëüöà êîðîòêîé ñïèðàëè. Ýíäîöèòîç çàâåðøàåòñÿ
îòäåëåíèåì îò ìåìáðàíû êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà, áûñòðî
òåðÿþùåãî êëàòðèíîâóþ îáîëî÷êó (Brodin et al., 2000).
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Â ýòîì ïðîöåññå ó÷àñòâóþò êðîìå êëàòðèíà ìíîãèå
äîïîëíèòåëüíûå áåëêè, îñíîâíûå èç íèõ — AP-2,
AÐ-180, ýïñèí, àìôèôèçèí, ýíäîôèëèí, äèíàìèí è ñè-
íàïòîäæàíèí (Brodin et al., 2000; Takei, Haucke, 2001).
Ïî ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, äèíàìèí âûïîëíÿåò
âàæíóþ ôóíêöèþ â îòäåëåíèè êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà îò
ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Ýòî áåëîê ñ ìîë. ìàññîé
îêîëî 100 êÄà, åìó ñâîéñòâåííà ÃÒÔàçíàÿ àêòèâíîñòü,
ñóùåñòâåííî âîçðàñòàþùàÿ ïðè îëèãîìåðèçàöèè äèíà-
ìèíà, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé îáðàçóåòñÿ ñïèðàëüíàÿ
ñòðóêòóðà íà øåéêå êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà. Èçâåñòíû
òðè îñíîâíûå ìîäåëè ó÷àñòèÿ äèíàìèíà â îòäåëåíèè
êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà îò àêñîíàëüíîé ìåìáðàíû. Ñî-
ãëàñíî ïåðâîé ìîäåëè, ãèäðîëèç ÃÒÔ âûçûâàåò ñîêðàùå-
íèå êîðîòêîé äèíàìèíîâîé ñïèðàëè (Hinshaw, Schmid,
1995; Sweitzer, Hinshaw, 1998). Àâòîðû âòîðîé ìîäåëè
(Stowell et al., 1999) ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ïðè ãèäðîëèçå
ÃÒÔ äèíàìèíîâàÿ ñïèðàëü ðàáîòàåò êàê ïðåäâàðèòåëüíî
ñæàòàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ïðóæèíà, ïðè ðàñïðÿìëåíèè ðàç-
ðûâàþùàÿ ëèïèäíóþ ìåìáðàíó. Â òðåòüåé ìîäåëè äèíà-
ìèí ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê âûêëþ÷àòåëü, ôóíêöèîíèðóþ-
ùèé ïîäîáíî ìíîãî÷èñëåííûì ìàëûì ÃÒÔàçàì (Sever
et al., 1999). Â äâóõ ïåðâûõ ìîäåëÿõ äèíàìèí ïðåäñòàâ-
ëåí êàê ìåõàíîõèìè÷åñêàÿ áåëêîâàÿ ìîëåêóëà, â ïîñëåä-
íåé — êàê ðåãóëÿòîðíàÿ, êîòîðàÿ â ÃÒÔ-ñâÿçàííîì ñî-
ñòîÿíèè àêòèâèðóåò íåêóþ íåèçâåñòíóþ ïîêà ìîëåêóëó-
ýôôåêòîð. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ
äåéñòâèÿ äèíàìèíà ïåðñïåêòèâíî èçó÷åíèå íàðóøåíèé
ýíäîöèòîçà ïîä äåéñòâèåì ÃÒÔãS. Åñëè ãèäðîëèç ÃÒÔ
íåîáõîäèì äëÿ îòäåëåíèÿ êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà îò ñè-
íàïòè÷åñêîé ìåìáðàíû, äîëæíî îòìå÷àòüñÿ èíãèáèðîâà-
íèå ýíäîöèòîçà íà ñòàäèè îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâûõ
âåçèêóë. Â ìíîãî÷èñëåííûõ ýêñïåðèìåíòàõ, âûïîëíåí-
íûõ in vitro, ïîêàçàíî, ÷òî äåéñòâèå ÃÒÔãS ñîïðÿæåíî ñ
ïîÿâëåíèåì äëèííûõ ìåìáðàííûõ òóáóë, ïîêðûòûõ ñïè-
ðàëüíîé ñòðóêòóðîé, êîòîðàÿ ñîñòîèò â îñíîâíîì èç äè-
íàìèíà (Takei et al., 1995). Ïðàêòè÷åñêè âñå èññëå-
äîâàíèÿ ýíäîöèòîçà ñ ïîìîùüþ ÃÒÔãS âûïîëíåíû â
óñëîâèÿõ in vitro, íî äëÿ ïîíèìàíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî ìå-
õàíèçìà îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâûõ ïóçûðüêîâ è ðîëè
äèíàìèíà â ýòîì ïðîöåññå íåîáõîäèìî èçó÷èòü äåéñòâèå
ÃÒÔãS â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ in vivo. Â äàííîé ðà-
áîòå èññëåäóåòñÿ âëèÿíèå àêòèâàöèè ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ
áåëêîâ, âûçâàííîé ìèêðîèíúåêöèåé ÃÒÔãS â ðåòèêóëîñ-
ïèíàëüíûå àêñîíû ìèíîãè, íà öèêë ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçû-
ðüêîâ. Îñîáîå âíèìàíèå íàïðàâëåíî íà èçó÷åíèå ìåõà-
íèçìà îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâûõ ïóçûðüêîâ ïðè ó÷àñ-
òèè äèíàìèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà öåíòðàëüíûõ ñèíàïñàõ ðåòèêó-
ëîñïèíàëüíûõ àêñîíîâ ìèíîãè. Ýòè àêñîíû äèàìåòðîì
40—80 ìêì ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èäåàëüíûé îáúåêò äëÿ
ââåäåíèÿ ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âåùåñòâ.
Âçðîñëûõ ìèíîã Lampetra fluviatilis äëèíîé 30 ñì àíåñòå-
çèðîâàëè ïîãðóæåíèåì â 0.1%-íûé âîäíûé ðàñòâîð
MS-222 (Sandoz). Âûäåëåííûå êóñî÷êè ñïèííîãî ìîçãà
ìèíîãè çàêðåïëÿëè â ïîêðûòîé ñèëãàðäîì êàìåðå, êîòî-
ðóþ çàïîëíÿëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì, ñîäåðæà-
ùèì (â ììîëü/ë): NaCl — 109, KCl — 2.1, CaCl2 — 2.6,
MgCl2 — 1.8, ãëþêîçà — 4, ãëóòàìèí — 0.5 è HEPES — 2.
Ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð íàñûùàëè 100%-íûì êèñëî-
ðîäîì, pH äîâîäèëè äî 7.4 ðàñòâîðîì NaOH (1 ìîëü/ë).

ÃÒÔãS (Sigma) èíúåöèðîâàëè â ðåòèêóëîñïèíàëüíûå àê-
ñîíû (ñ ïîòåíöèàëîì ïîêîÿ íå ìåíåå 60 ìÂ) ÷åðåç ìèêðî-
ïèïåòêó (ñîïðîòèâëåíèå 50—70 ìÎì) êðàòêîâðåìåííûìè
èìïóëüñàìè äàâëåíèÿ (5—15 ïñè) ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ
200 ìñ êàæäûé. Ìèêðîïèïåòêó çàïîëíÿëè ðàñòâîðîì
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (â ììîëü/ë): ÃÒÔãS — 10, àöåòàò êà-
ëèÿ — 250, HEPES — 100 (pH 7.4), Texas Red-äåêñò-
ðàí-3000 — 5 (äëÿ êîíòðîëÿ çà èíúåêöèåé). Êîíòðîëüíûå
èíúåêöèè âûïîëíÿëè ñ Cy-5, ñâÿçàííûì ñ ãëóòàòè-
îí-S-òðàíñôåðàçîé (ÃSÒ). Óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè â
ïðîöåññå èíúåêöèè îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ CCD-êàìåðû,
îõëàæäåííîé äî –60 °Ñ (Princeton Instrument). Ïåðåä ñòè-
ìóëÿöèåé èíúåêöèîííûé ýëåêòðîä óäàëÿëè; ñòèìóëÿöèþ
÷àñòîòîé 5 Ãö â òå÷åíèå 30 ìèí îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç ýê-
ñòðàêëåòî÷íûé ýëåêòðîä.

Ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè êóñî÷êè ñïèííîãî ìîçãà ôèê-
ñèðîâàëè èììåðñèåé îõëàæäåííûì ðàñòâîðîì 3%-íîãî
ãëóòàðàëüäåãèäà è 0.5%-íîãî ïàðàôîðìàëüäåãèäà ñ
4%-íîé òàíèíîâîé êèñëîòîé â íàòðèé-êàêîäèëàòíîì áó-
ôåðíîì ðàñòâîðå (0.1 ìîëü/ë, pH 7.4). ×åðåç 30 ìèí ïðå-
ïàðàò ðàçðåçàëè íà ðàññòîÿíèè 4—5 ìì îò ìåñòà èíúåê-
öèè è äîïîëíèòåëüíî ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷ â ôèê-
ñàòîðå òîãî æå ñîñòàâà. Ïîñëå êîðîòêîé ïðîìûâêè â
íàòðèé-êàêîäèëàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå îáðàçöû ïîñò-
ôèêñèðîâàëè â 1%-íîì ðàñòâîðå ÷åòûðåõîêèñè îñìèÿ,
äåãèäðàòèðîâàëè â ñïèðòîâûõ ðàñòâîðàõ âîçðàñòàþùåé
êîíöåíòðàöèè è îêñèäå ïðîïèëåíà. Îáåçâîæåííûå îáðàç-
öû çàëèâàëè â Durcupan ACM (Fluka). Ñåðèéíûå óëüòðà-
òîíêèå ñðåçû òîëùèíîé 60—70 íì ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ
àëìàçíîãî íîæà íà óëüòðàìèêðîòîìàõ Leica UCT è Ultra-
tom-V, LKB. Ïîëó÷åííûå ñðåçû ìîíòèðîâàëè íà ïîêðû-
òûå ôîðìâàðîâîé ïëåíêîé áëåíäû è ïîñëå êîíòðàñòèðî-
âàíèÿ â 2%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå óðàíèë-àöåòàòà è öèò-
ðàòå ñâèíöà èññëåäîâàëè â ýëåêòðîííûõ ìèêðîñêîïàõ
JEM 100B è Tecnai 12, îáîðóäîâàííîì CCD-êàìåðîé.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ è
êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð îöèôðîâàííûå èçîáðàæåíèÿ ïî-
ëó÷àëè ïðè óâåëè÷åíèè 13 000�. Ðàññòîÿíèå ìåæäó ñî-
ñåäíèìè êîëüöàìè ñïèðàëè è äèàìåòð òóáóë èçìåðÿëè íà
èçîáðàæåíèÿõ, ïîëó÷åííûõ ïðè óâåëè÷åíèÿõ 49 000� è
68 000�.

Èíúåöèðîâàííûå àêñîíû ñðàâíèâàëè ñ ñîñåäíèìè
íåèíúåöèðîâàííûìè àêñîíàìè èëè ñ àêñîíàìè, â êîòî-
ðûå èíúåöèðîâàëè êîíòðîëüíûå âåùåñòâà (GST èëè
ÃÒÔ). Êîëè÷åñòâî ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ è êëàòðèíî-
âûõ ñòðóêòóð íà 1 ìêì àêòèâíîé çîíû îïðåäåëÿëè íà
òðåõ ñðåçàõ êëàñòåðà (öåíòðàëüíîì, ïðåäûäóùåì è ñëå-
äóþùèì çà öåíòðàëüíûì) è ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíèå âåëè-
÷èíû óêàçàííûõ ïàðàìåòðîâ äëÿ êàæäîãî êëàñòåðà.

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ âûïîë-
íÿëè íà äåâÿòè óðîâíÿõ íà÷èíàÿ ñ 2.5 ìì îò èíúåêöèè,
ïîñëåäíèé óðîâåíü íàõîäèëñÿ â çîíå èíúåêöèè. Ïðè êî-
ëè÷åñòâåííîé îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ óðîâíè áûëè îáúå-
äèíåíû â äâå ãðóïïû íà îñíîâå îñîáåííîñòåé êëàòðèíî-
âûõ ñòðóêòóð: çîíà íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÃÒÔãS (I—IV
óðîâíè — êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû ïðåäñòàâëåíû äëèí-
íûìè, ïðàêòè÷åñêè íåðàçâåòâëåííûìè òóáóëàìè, ïîêðû-
òûìè äèíàìèíîâîé ñïèðàëüþ è îêàí÷èâàþùèìèñÿ êëàò-
ðèíîâûìè ïóçûðüêàìè) è çîíà âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé
ÃÒÔãS (V—IX óðîâíè — êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû ïðåä-
ñòàâëåíû ðàçâåòâëåííûìè òóáóëàìè, ïîêðûòûìè äèíà-
ìèíîâîé ñïèðàëüþ; êàæäîå îòâåòâëåíèå çàêàí÷èâàëîñü
êëàòðèíîâûì ïóçûðüêîì). Ïîñëå âèçóàëüíîé îöåíêè êî-
ëè÷åñòâà äëèííûõ íåðàçâåòâëåííûõ è áîëåå êîðîòêèõ
ðàçâåòâëåííûõ ñòðóêòóð â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro (Takei
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et al., 1995) ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â íàøèõ îïûòàõ â
çîíå êîíöåíòðàöèé ñîäåðæàíèå ÃÒÔãS áûëî áîëüøå
200 ìêìîëü/ë, à â çîíå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé — ñóùåñò-
âåííî ìåíüøå ýòîãî çíà÷åíèÿ. Âñåãî áûëè èíúåöèðîâàíû
òðè àêñîíà, â îäíîì àêñîíå ïðîàíàëèçèðîâàíî äåâÿòü
óðîâíåé, â äâóõ àêñîíàõ — òîëüêî ïî îäíîìó óðîâíþ äëÿ
êàæäîé èç çîí ÃÒÔãS. Äëÿ êàæäîãî óðîâíÿ ïîäñ÷èòûâà-
ëè ñðåäíþþ âåëè÷èíó ïàðàìåòðîâ âåçèêóëÿðíîãî êëàñòå-
ðà (ïî 3—5 ñèíàïñîâ) è îïðåäåëÿëè ìîðôîìåòðè÷åñêèå
õàðàêòåðèñòèêè òóáóë (10—20 ñòðóêòóð). Äëÿ îöåíêè äî-
ñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó çîíàìè íèçêèõ è âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèé ïîëó÷åííûå ñðåäíèå âåëè÷èíû îáúåäèíÿ-
ëè ñîîòâåòñòâåííî â äâå ãðóïïû. Ñðàâíåíèå ñðåäíèõ âû-
ïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Â òåêñòå ïðè-
âåäåíû ðåçóëüòàòû ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè ñ óêàçàíè-
åì âåëè÷èíû ñðåäíåé êâàäðàòè÷íîé îøèáêè. Íà
ãðàôèêàõ âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ñîîòâåòñòâóþò âåëè÷èíå
ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëîêàëèçàöèè äèíàìèíà èñïîëüçîâà-
ëè àíòèäèíàìèíîâûå àíòèòåëà (DG1), ïîëó÷åííûå ïðî-
òèâ äèíàìèíà êðûñû (1—750 aa) (Grabs et al., 1997). Êó-
ñî÷êè ñïèííîãî ìîçãà ïðåäâàðèòåëüíî ôèêñèðîâàëè
â ðàñòâîðàõ ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ãëóòàðàëüäåãèäà
(3%-íîãî ïàðàôîðìàëüäåãèäà è 0.1%-íîãî ãëóòàðàëüäå-
ãèäà â ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå, 0.1 ìîëü/ë, pH 7.4,
â òå÷åíèå 3 ÷), çàòåì ðàçðåçàëè ïðîäîëüíî ïîä íåáîëü-
øèì óãëîì íà âèáðîòîìå. Äàííàÿ ìåòîäèêà ïîçâîëÿåò îò-
êðûâàòü ó÷àñòêè àêñîíîâ, îáåñïå÷èâàÿ õîðîøèé äîñòóï
àíòèòåë ê èññëåäóåìûì âíóòðèêëåòî÷íûì ñòðóêòóðàì
(Evergren et al., 2004). Ïîñëå ïðîìûâêè ïðîäîëüíî ðàçðå-
çàííûå êóñî÷êè ñïèííîãî ìîçãà îáðàáàòûâàëè 1%-íûì
ðàñòâîðîì ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â Òðèñ-ôîñôàòíîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå (ÒÔÁÐ) â òå÷åíèå 30 ìèí è ïîìåùà-
ëè íà íî÷ü â ïåðâè÷íûå àíòèòåëà (DG1, 2 ìêã/ìë). Ïîñëå
ïðîìûâêè â ÒÔÁÐ â òå÷åíèå 8 ÷ èõ èíêóáèðîâàëè ñ âòî-
ðè÷íûìè àíòèòåëàìè (êîçüè ê IgG êðîëèêà, Amersham;
ðàçâåäåíèå 1 : 50 â ÒÔÁÐ), êîíúþãèðîâàííûìè ñ ÷àñòè-
öàìè çîëîòà äèàìåòðîì 5 íì. Ïîñëå îòìûâêè â ôîñôàòíîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå (0.1 ìîëü/ë) êóñî÷êè ôèêñèðîâàëè â
3%-íîì ãëóòàðàëüäåãèäå â òå÷åíèå 1 ÷, ïðîìûâàëè è äîôèê-
ñèðîâàëè â 1%-íîé ÷åòûðåõîêèñè îñìèÿ. Çàòåì âûïîëíÿëè
ñòàíäàðòíóþ ïðîöåäóðó çàëèâêè â Durcupan ACM (Fluka).

Ðåçóëüòàòû

Â êîíòðîëüíûõ íåèíúåöèðîâàííûõ àêñîíàõ, ñòèìó-
ëèðîâàííûõ ýëåêòðè÷åñêèìè èìïóëüñàìè ÷àñòîòîé 5 Ãö,
â ýíäîöèòîçíîé çîíå, ðàñïîëîæåííîé íà ðàññòîÿíèè
1 ìêì âîêðóã àêòèâíîé çîíû ñèíàïñà, ïîÿâëÿþòñÿ èíâà-
ãèíàöèè àêñîíàëüíîé ìåìáðàíû (êàðìàíû) è êëàòðèíî-
âûå (îêàéìëåííûå) ñòðóêòóðû, õàðàêòåðíûå äëÿ êîìïåí-
ñàòîðíîãî êëàòðèíîïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà. Â êàð-
ìàíàõ âñòðå÷àþòñÿ ñêîïëåíèÿ ôèáðèëëÿðíîãî
àêòèíîâîãî ìàòðèêñà, êîòîðûé ÷àñòî ðàñïîëàãàåòñÿ â íå-
ïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê êëàòðèíîâûì ñòðóêòóðàì
èëè ñîïðîâîæäàåò ñèíàïòè÷åñêèå âåçèêóëû, âîçâðàùàþ-
ùèåñÿ â êëàñòåð (ðèñ. 1, à).

Èçâåñòíî, ÷òî ñíà÷àëà ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðî-
íû ìåìáðàíû ïîÿâëÿåòñÿ îñòðîâîê, ïîêðûòûé êëàòðè-
íîì, êîòîðûé íà÷èíàåò âïÿ÷èâàòüñÿ, îáðàçóÿ íåãëóáî-
êóþ ÿìêó (shallow coated pit). Çàòåì îíà óãëóáëÿåòñÿ, íà-
ñòóïàåò ñòàäèÿ, êîòîðóþ íàçûâàþò íåñîêðàùåííîé
êëàòðèíîâîé ñòðóêòóðîé (unconstricted coated pit). Ñëåäó-
þùàÿ ñòàäèÿ — ñîêðàùåííàÿ êëàòðèíîâàÿ ñòðóêòóðà

(constricted coated pit ) — îòìå÷àåòñÿ ïðè íåáîëüøîì óä-
ëèíåíèè øåéêè è óìåíüøåíèè åå äèàìåòðà. Èíîãäà øåé-
êà ñîêðàùåííîé êëàòðèíîâîé ñòðóêòóðû èìååò îäíî-äâà
êîëüöà, îáðàçîâàííûõ äèíàìèíîì. Ñòàäèþ ñâîáîäíîãî
êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà â íîðìå íàáëþäàòü íå óäàåòñÿ,
òàê êàê ïðîèñõîäèò áûñòðàÿ ðàçáîðêà êëàòðèíîâîé îáî-
ëî÷êè (Brodin et al., 2000). Â ñòèìóëèðîâàííûõ êîíòðîëü-
íûõ ïðåïàðàòàõ ýòè ñòðóêòóðû ÷àùå âñòðå÷àþòñÿ â âèäå
ñîêðàùåííîé êëàòðèíîâîé ñòðóêòóðû, êîòîðàÿ ëåãêî
èäåíòèôèöèðóåòñÿ íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ
èçîáðàæåíèÿõ ïîñëå àëüäåãèäíîé ôèêñàöèè ñ òàíèíîâîé
êèñëîòîé (ðèñ. 1, à).

Â àêñîíàõ, èíúåöèðîâàííûõ ÃÒÔãS, íà çíà÷èòåëü-
íîì ðàññòîÿíèè îò ìåñòà èíúåêöèè âîêðóã êëàñòåðîâ ñè-
íàïòè÷åñêèõ âåçèêóë îáíàðóæåíû íåîáû÷íûå, î÷åíü
äëèííûå òóáóëÿðíûå ñòðóêòóðû, îêàí÷èâàþùèåñÿ êëàò-
ðèíîâûì ïóçûðüêîì. Èíîãäà íà òóáóëå âèäíû îäíî-äâà
êîðîòêèõ îòâåòâëåíèÿ ñ êëàòðèíîâûì ïóçûðüêîì íà êîí-
öå (ðèñ. 1, á—å). Ïðè áîëüøèõ óâåëè÷åíèÿõ íà òóáóëàõ
õîðîøî ðàçëè÷àþòñÿ íàêëîííî ðàñïîëîæåííûå êîëüöà,
ò. å. ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè îáðàçóþò âûñîêîóïî-
ðÿäî÷åííóþ ñïèðàëüíóþ ñòðóêòóðó (ðèñ. 1, ã—å). Èíîãäà
òàêèå òóáóëû ôîðìèðóþò íåáîëüøèå ãðóïïû (ðèñ. 1, â).
Êàê óêàçûâàëîñü, îïèñàííûå òóáóëû ïîÿâëÿþòñÿ â çîíå,
ðàñïîëîæåííîé äàëåêî (2.5 ìì) îò ìåñòà ìèêðîèíúåê-
öèè, ò. å. â çîíå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÃÒÔãS, è ñëóæàò
ìàðêåðàìè ýòîé çîíû. Ñîâìåùåíèå èçîáðàæåíèé, ïîëó-
÷åííûõ ñ äâóõ ñîñåäíèõ ñåðèéíûõ ñðåçîâ (ðèñ. 1, á), ïî-
çâîëÿåò ïðîèëëþñòðèðîâàòü, ÷òî ïîäàâëÿþùåå áîëüøèí-
ñòâî äëèííûõ òóáóë, ïîêðûòûõ ñïèðàëüþ, îêàí÷èâàþòñÿ
ïóçûðüêàìè îäèíàêîâîãî äèàìåòðà ñ êëàòðèíîâîé îáî-
ëî÷êîé.

Ñïèðàëü, îáíàðóæåííàÿ íàìè íà äëèííûõ òóáóëÿð-
íûõ ñòðóêòóðàõ, î÷åíü ïîõîæà íà ïîêðûòûå äèíàìèíî-
âîé ñïèðàëüþ òóáóëû, îáíàðóæåííûå â ñèíàïòîñîìàõ
ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÃÒÔãS. Ñîäåðæà-
íèå äèíàìèíà â ñïèðàëè áûëî äîêàçàíî ñ ïîìîùüþ àíòè-
äèíàìèíîâûõ àíòèòåë (Takei et al., 1995). Ìû ïðîâåëè
èììóíîöèòîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîñëå ìèêðîèíú-
åêöèè ÃÒÔãS ñ ïîìîùüþ àíòèäèíàìèíîâûõ àíòèòåë
DG1, èñïîëüçóÿ îðèãèíàëüíûé ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé àí-
òèòåëàì ëåãêî ïðîíèêàòü ê àíòèãåíó (ñì. ðàçäåë «Ìàòå-
ðèàë è ìåòîäèêà»). Ìåòêà îáíàðóæåíà â íåïîñðåäñòâåí-
íîé áëèçîñòè îò óäëèíåííîé øåéêè êëàòðèíîâîé ñòðóê-
òóðû, îòäåëüíûå ÷àñòèöû ðàñïîëàãàëèñü íà êîëüöàõ
ñïèðàëè (ðèñ. 1, æ).

Êîëè÷åñòâî ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â êëàñòåðå íà
åäèíèöó äëèíû àêòèâíîé çîíû íà ñðåçàõ, ïðîõîäÿùèõ
÷åðåç ñåðåäèíó ñèíàïòè÷åñêîãî êëàñòåðà (íà öåíòðàëüíûõ
ñðåçàõ), óìåíüøàåòñÿ (ðèñ. 2, à), à ÷èñëî ïðèêðåïëåííûõ
ê àêòèâíîé çîíå ïóçûðüêîâ (docked) äîñòîâåðíî óâåëè÷è-
âàåòñÿ â èíúåöèðîâàííûõ àêñîíàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè íåèíúåöèðîâàííûìè àêñîíàìè (ðèñ. 2, á). Êîëè-
÷åñòâî êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð íà ñðåçàõ âîçðàñòàåò, ïðè÷åì
ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî èç íèõ ïðåäñòàâëåíî ïîêðûòû-
ìè ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðîé äëèííûìè òóáóëàìè (ðèñ. 2, â).

Â êîíòðîëüíûõ àêñîíàõ, èíúåöèðîâàííûõ GST è
ÃÒÔ, è â íåèíúåöèðîâàííûõ àêñîíàõ óëüòðàñòðóêòóðà
ñèíàïñîâ, êîëè÷åñòâî ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â êëàñ-
òåðå, ÷èñëî ïóçûðüêîâ, ïðèêðåïëåííûõ ê àêòèâíîé çîíå,
è êîëè÷åñòâî êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð íå ðàçëè÷àëèñü. Íå-
îáû÷íûõ äëèííûõ òóáóëÿðíûõ ñòðóêòóð ñ äèíàìèíîâîé
ñïèðàëüþ â ýòèõ àêñîíàõ íå áûëî îáíàðóæåíî.

Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ïðèêðåïëåííûõ ê àêòèâíîé
çîíå ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î ÷àñ-
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òè÷íîì ïîäàâëåíèè îñâîáîæäåíèÿ íåéðîìåäèàòîðà.
Óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ,
óñòàíîâëåííîå íàìè äàæå â çîíå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé,
îáúÿñíÿåòñÿ èíãèáèðîâàíèåì ýíäîöèòîçà íà ñòàäèè îñâî-
áîæäåíèÿ êëàòðèíîâûõ ïóçûðüêîâ è îáóñëîâëåíî íàðó-
øåíèåì ÃÒÔàçíîé àêòèâíîñòè äèíàìèíà ïðè ñâÿçûâàíèè
ÃÒÔãS.

Â çîíå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÃÒÔãS ñïèðàëüíàÿ ñòðóê-
òóðà íà òóáóëàõ óïîðÿäî÷åíà. Ñðåäíèé øàã ñïèðàëè —
23.1 ± 0.4 íì, íàðóæíûé äèàìåòð òóáóë — 26.6 ± 0.4 íì.
×àñòî âáëèçè êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà øàã ñïèðàëè è äèà-
ìåòð òóáóëû ìåíüøå, ÷åì â öåíòðàëüíîé îáëàñòè èëè áëèç-
êîé ê ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíå (ðèñ. 1, ä).

Ïî ìåðå ïðèáëèæåíèÿ ê ìåñòó èíúåêöèè, ò. å. â çîíå
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ÃÒÔãS, äëèíà òóáóë óìåíüøàåò-
ñÿ, íî ðåçêî âîçðàñòàåò êîëè÷åñòâî îòâåòâëåíèé, ïðè÷åì
êàæäîå èç íèõ îêàí÷èâàåòñÿ ïóçûðüêîì ñ êëàòðèíîâîé
îáîëî÷êîé. Áîëåå êîðîòêèå ðàçâåòâëåííûå òóáóëû ñëó-
æàò ìàðêåðîì çîíû âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé. Êîëè÷åñòâî
êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð ïðîäîëæàåò óâåëè÷èâàòüñÿ, à ñî-
äåðæàíèå ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â êëàñòåðå ñíèæàòü-
ñÿ (ðèñ. 2, à, â; 3, à). Â ýòîé çîíå âíîâü ïîÿâëÿþòñÿ ñî-
êðàùåííûå êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû, íà êîðîòêîé øåéêå
êîòîðûõ ÷àñòî âèäíû îäíî-äâà êîëüöà äèíàìèíîâîé ñïè-
ðàëè (ðèñ. 3, ã, ä). Óïîðÿäî÷åííîñòü ñïèðàëè íà ðàçâåòâ-
ëåííûõ òóáóëàõ íàðóøàåòñÿ, ÷àñòî âèäíû ëèøü êîðîòêèå

îòðåçêè. Øàã ñïèðàëè è äèàìåòð òóáóë íà øåéêàõ ðàçâåò-
âëåíèé îáû÷íî ìåíüøå, ÷åì íà ÷àñòè òóáóëû ó ïðåñèíàï-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû (ðèñ. 3, á, â). Â ñðåäíåì ðàññòîÿíèå
ìåæäó êîëüöàìè ñïèðàëè ñîñòàâëÿåò 19.0 ± 0.5 íì, ÷òî
äîñòîâåðíî îòëè÷àåòñÿ îò ñîîòâåòñòâóþùåãî çíà÷åíèÿ â
çîíå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé (ðèñ. 4, à). Äèàìåòð òàêæå êî-
ëåáëåòñÿ (23.3 ± 0.4 íì), ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà äèàìåòðà äî-
ñòîâåðíî óìåíüøàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé â çîíå
íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÃÒÔãS (ðèñ. 4, á). Âîêðóã êëàòðè-
íîâûõ ñòðóêòóð íàáëþäàþòñÿ ñêîïëåíèÿ ôèëàìåíòîçíî-
ãî àêòèíîâîãî ìàòðèêñà (ðèñ. 3, à, á, ã, ä). Êîëè÷åñòâî ñè-
íàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ, êîíòàêòèðóþùèõ ñ ïðåñèíàïòè-
÷åñêîé ìåìáðàíîé â îáëàñòè àêòèâíîé çîíû, îñòàåòñÿ
äîñòîâåðíî áîëåå âûñîêèì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
(ðèñ. 2, á).

Îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé íàìè áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ìèêðîèíúåêöèè ÃÒÔãS âûçûâàþò íàðóøå-
íèÿ òðàíñïîðòà ñèíàïòè÷åñêèõ ìåìáðàí íà ðàçíûõ ýòà-
ïàõ âåçèêóëÿðíîãî öèêëà, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ äåéñòâèåì âå-
ùåñòâà íà ðàçëè÷íûå ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, îòâåòñò-
âåííûå çà ðåãóëÿöèþ òðàíñïîðòà âåçèêóë íà ñòàäèè
ýêçîöèòîçà è ýíäîöèòîçà (Hess et al., 1993; Augustine
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Ðèñ. 1. Óëüòðàñòðóêòóðà ñèíàïñîâ â ðåòèêóëîñïèíàëüíûõ àêñîíàõ ìèíîãè: íåèíúåöèðîâàííûõ è ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè ÃÒÔgS
(çîíà íèçêèõ êîíöåíòðàöèé).

à — ñèíàïñ â íåèíúåöèðîâàííîì àêñîíå; æèðíîé ñòðåëêîé ïîêàçàíà àêòèâíàÿ çîíà, ãîëîâêà ñòðåëêè óêàçûâàåò íà êëàòðèíîâóþ îáîëî÷êó ïóçûðüêà.
á — ñèíàïñ â íåèíúåöèðîâàííîì ÃÒÔgS àêñîíà; ñòðåëêè óêàçûâàþò íà äëèííûå òóáóëû, ïîêðûòûå äèíàìèíîâîé ñïèðàëüþ è îêàí÷èâàþùèåñÿ êëàòðè-
íîâûì ïóçûðüêîì, õîðîøî âèäíà óïîðÿäî÷åííîñòü ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû; îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà à. â — ãðóïïà ìåìáðàííûõ òóáóë ñ
äèíàìèíîâîé ñïèðàëüþ; ã — äëèííàÿ òóáóëÿðíàÿ ñòðóêòóðà, îêðóæåííàÿ ôèëàìåíòîçíûì àêòèíîâûì ìàòðèêñîì; ãîëîâêè ñòðåëîê óêàçûâàþò íà êîëü-
öà ñïèðàëè. ä, å — ïðèìåðû òóáóëÿðíûõ ñòðóêòóð; ñòðåëêà (ä) óêàçûâàåò íà áëèæàéøèé ê êëàòðèíîâîìó ïóçûðüêó ïðîìåæóòîê ìåæäó êîëüöàìè ñïè-
ðàëè, êîòîðûé ìåíüøå îñòàëüíûõ, äèàìåòð òóáóëû â ýòîì ìåñòå òàêæå âûãëÿäèò ñîêðàùåííûì; ãîëîâêè ñòðåëîê óêàçûâàþò íà êîëüöà ñïèðàëè. æ —
èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà äèíàìèí; ñòðåëêà óêàçûâàåò íà îäíó èç çîëîòûõ ÷àñòèö (äèàìåòðîì 5 íì), ðàñïîëîæåííóþ íà êîëüöå ñïèðàëè. ì —
ìèòîõîíäðèÿ, ñï — ñèíàïòè÷åñêèå ïóçûðüêè, àì — àêòèíîâûé ìàòðèêñ. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à, á — 300 íì; â, ã — 200 íì; ä, å — 100 íì; æ —

50 íì.



et al., 2006). Îñíîâíûå ñòðóêòóðíûå ïðèçíàêè, ñâèäåòå-
ëüñòâóþùèå î íàðóøåíèÿõ íîðìàëüíîé ðàáîòû öåíòðà-
ëüíûõ ñèíàïñîâ, ñëåäóþùèå: óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
ïðèêðåïëåííûõ ê àêòèâíîé çîíå ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðü-
êîâ; óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â
êëàñòåðå; óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð, óëüò-
ðàñòðóêòóðà êîòîðûõ çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ÃÒÔãS;
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ôèëàìåíòîçíîãî àêòèíîâîãî ìàò-
ðèêñà, îêðóæàþùåãî êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû.

Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ïðèêðåïëåííûõ ê àêòèâíîé
çîíå ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î çàìåä-
ëåíèè ýíäîöèòîçà è ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé
ìàëîé ÃÒÔàçîé Rab3a, êîòîðàÿ âûñòóïàåò â êà÷åñòâå íå-
ãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà ñêîðîñòè ñëèÿíèÿ ñèíàïòè÷åñêèõ
ïóçûðüêîâ ñ ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíîé (Hess et al.,
1993; Augustine et al., 1999; Sakane et al., 2006; Tsuboi,
Fukuda, 2006). Ñëåäîâàòåëüíî, ïðè ñòèìóëÿöèè êîëè÷å-
ñòâî ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â êëàñòåðå äîëæíî áûòü
áîëüøå â èíúåöèðîâàííûõ ÃÒÔãS àêñîíàõ ïî ñðàâíåíèþ
ñ ñîñåäíèìè íåèíúåöèðîâàííûìè àêñîíàìè. Ïîëó÷åííîå
íàìè äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà ñèíàïòè-
÷åñêèõ ïóçûðüêîâ â êëàñòåðàõ èíúåöèðîâàííûõ àêñîíîâ
ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâåííîì èíãèáèðîâàíèè ýíäî-
öèòîçà, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ çíà÷èòåëüíûì óâåëè÷åíèåì
êîëè÷åñòâà êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð, îñîáåííî â çîíå âû-
ñîêèõ êîíöåíòðàöèé ÃÒÔãS. Äëÿ ýòèõ ñòðóêòóð õà-
ðàêòåðíû äëèííûå øåéêè, ïîêðûòûå ñïèðàëüíîé ñòðóê-
òóðîé, êîòîðàÿ îáðàçîâàíà îëèãîìåðèçîâàííûì äè-
íàìèíîì. Ïîäîáíûå êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû áûëè
îáíàðóæåíû ïðè äåéñòâèè ÃÒÔãS â ýêñïåðèìåíòàõ in vit-
ro íà ñèíàïòîñîìàõ (Takei et al., 1995). Òàêàÿ ñòðóêòóðà
ïîäòâåðæäàåò âûâîä î áëîêàäå ýíäîöèòîçà íà ñòàäèè
îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà îò ïðåñèíàïòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû è íåîáõîäèìîñòè ãèäðîëèçà ÃÒÔ äèíà-
ìèíîì äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ýòîãî ïðîöåññà. Ìåõàíèçì
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ äèíàìèíà â îñâîáîæäåíèè êëàòðèíî-
âûõ ïóçûðüêîâ äî ñèõ ïîð íåÿñåí, òàê êàê íåèçâåñòíî, êà-
êèå êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ïðåòåðïåâàåò äèíàìè-
íîâàÿ ñïèðàëü â ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà ÃÒÔ.

Â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro ïîêàçàíî, ÷òî äèíàìèí ñïî-
ñîáåí òóáóëèðîâàòü ôîñôàòèäèëñåðèíîâûå (ÔÑ) ëè-
ïîñîìû ñ îáðàçîâàíèåì íà íèõ ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû
èëè äèíàìèíîâàÿ ñïèðàëü ìîæåò îáðàçîâûâàòüñÿ íà
ïðåäâàðèòåëüíî ñôîðìèðîâàííûõ ëèïèäíûõ íàíîòóáó-
ëàõ, ñîñòîÿùèõ èç 40 % ÔÑ, 40 % ãàëàêòîöåðåáðîçèäà,
10 % õîëåñòåðîëà è 10 % ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-(4,5)-äè-
ôîñôàòà (Sweitzer, Hinshaw, 1998; Stowell et al., 1999; Da-
nino et al., 2004). Îëèãîìåðèçàöèÿ äèíàìèíà íà ëèïèä-
íûõ ñòðóêòóðàõ ìîæåò ïðîèñõîäèòü â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
ÃÒÔ èëè åãî íåãèäðîëèçóåìûå àíàëîãè, ÃÄÔ, èëè â ñðå-
äå áåç íóêëåîòèäîâ.

Â îòñóòñòâèå íóêëåîòèäîâ ôîðìèðîâàëàñü íåñîêðà-
ùåííàÿ ñïèðàëü ñ øàãîì 13 íì è íàðóæíûì äèàìåòðîì
50 íì. Ïðè äîáàâëåíèè ÃÒÔ èëè åãî íåãèäðîëèçóåìîãî
àíàëîãà â-ã-ìåòèëåíãóàíîçèí 5�-òðèôîñôàòà íà ôîñôàòè-
äèëñåðèíîâûõ ëèïîñîìàõ îáðàçóåòñÿ ñîêðàùåííàÿ äèíà-
ìèíîâàÿ ñïèðàëü ñ îäèíàêîâûìè çíà÷åíèÿìè ïàðàìåòðîâ
(øàã ñïèðàëè 9 íì, íàðóæíûé äèàìåòð 40 íì). Ñëåäîâà-
òåëüíî, ïðè ñâÿçûâàíèè ýòèõ íóêëåîòèäîâ ôîðìèðóåòñÿ
ñîêðàùåííàÿ ñïèðàëü, à ãèäðîëèç ÃÒÔ íå âëèÿåò íà
îñíîâíûå ïàðàìåòðû äèíàìèíîâîé ñïèðàëè. Åäèíñòâåí-
íîå îòëè÷èå, îòìå÷åííîå àâòîðàìè, çàêëþ÷àëîñü â íåêî-
òîðîì ñêðó÷èâàíèè òóáóë ïðè äëèòåëüíîé èíêóáàöèè â
ñðåäå ñ ÃÒÔ (Danino et al., 2004).

Íà ëèïèäíûõ íàíîòóáóëàõ â ñðåäå ñ ÃÄÔ (èëè áåç
íóêëåîòèäîâ) îáðàçîâûâàëàñü íåñîêðàùåííàÿ äèíàìèíî-
âàÿ ñïèðàëü (øàã ñïèðàëè 20 íì, äèàìåòð òóáóë 32 íì), à
â ñðåäå ñ ÃÒÔãS — ñîêðàùåííàÿ (øàã ñïèðàëè 11 íì,
äèàìåòð òóáóë 32 íì), ÷òî ñîâïàäàåò ñ ðåçóëüòàòàìè, ïî-
ëó÷åííûìè íà ôîñôàòèäèëñåðèíîâûõ òóáóëàõ. Ïðè ïî-
ìåùåíèè íàíîòóáóë â ñðåäó ñ ÃÒÔ ôîðìèðîâàëàñü ñî-
êðàùåííàÿ äèíàìèíîâàÿ ñïèðàëü, ñîñòîÿíèå êîòîðîé ïî-
ñëå äëèòåëüíîé èíêóáàöèè (ïðè ãèäðîëèçå ÃÒÔ)
ïåðåõîäèëî â íåñîêðàùåííîå (Stowell et al., 1999). Äèà-
ìåòð íàíîòóáóë ïðè ýòîì íå ìåíÿëñÿ, ÷òî ìîæíî îáúÿñ-
íèòü ïîâûøåííîé æåñòêîñòüþ òóáóë âñëåäñòâèå âûñîêî-
ãî ñîäåðæàíèÿ ãàëàêòîöåðåáðîçèäà.
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà äåéñòâèÿ ÃÒÔgS
(â çîíàõ íèçêîé è âûñîêîé êîíöåíòðàöèè) íà ñèíàïñû â ðåòèêó-

ëîñïèíàëüíûõ àêñîíàõ ñïèííîãî ìîçãà ìèíîãè.

à — êîëè÷åñòâî ñèíàïòè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ (ÑÏ) â êëàñòåðå (â çîíå íèçêîé
êîíöåíòðàöèè ÃÒÔgS êîëè÷åñòâî ÑÏ ñíèæàåòñÿ ïî îòíîøåíèþ ê ñîñåä-
íèì íåèíúåöèðîâàííûì àêñîíàì; â çîíàõ âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé êîëè÷å-
ñòâî ÑÏ ïðîäîëæàåò ñíèæàòüñÿ); á — êîëè÷åñòâî ïðèêðåïëåííûõ ê àê-
òèâíîé çîíå ïóçûðüêîâ; â — êîëè÷åñòâî êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð. Âñå âå-
ëè÷èíû îòíåñåíû ê 1 ìêì àêòèâíîé çîíû. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè —
ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå. Ê — êîíòðîëü. Ðàçëè÷èå ñ êîíòðîëåì äîñòîâåð-

íî ïðè P < 0.01 (îäíà çâåçäî÷êà) èëè ïðè P < 0.001 (äâå çâåçäî÷êè).



Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ (â óñëîâèÿõ in situ) áûëî
óñòàíîâëåíî äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå øàãà ñïèðàëè è
äèàìåòðà òóáóë ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÃÒÔãS
(èìèòèðóþùåå ÃÒÔ-ñâÿçàííîå ñîñòîÿíèå), ÷òî ñîâïàäà-
åò ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè in vitro. Âïåðâûå ïîêàçàíî
óâåëè÷åíèå çíà÷åíèé òîãî è äðóãîãî ïàðàìåòðîâ ïðè íèç-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ (ïî-âèäèìîìó, ñîîòâåòñòâóþùåå ñî-
ñòîÿíèþ äèíàìèíîâîé ñïèðàëè ïîñëå çàâåðøåíèÿ ãèä-
ðîëèçà ÃÒÔ). Áëîêàäà ýíäîöèòîçà ïðè íèçêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ÃÒÔãS, âåðîÿòíî, âîçíèêàåò â ðåçóëüòàòå

ñâÿçûâàíèÿ ìîëåêóë ÃÒÔãS ïðè èíèöèàöèè îëèãîìåðè-
çàöèè äèíàìèíà, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ñîêðàùåíèåì òóáó-
ëû è óìåíüøåíèåì øàãà ñïèðàëè òîëüêî â îáëàñòè,
ïðèëåæàùåé ê êëàòðèíîâîìó ïóçûðüêó. Ïðè ýòîì á **îëü-
øàÿ ÷àñòü äèíàìèíà ñïèðàëè íà äëèííîé øåéêå òóáóëû,
ïî-âèäèìîìó, íàõîäèòñÿ â ÃÄÔ-ñâÿçàííîì èëè ñâîáîä-
íîì ñîñòîÿíèè. Ïðåèìóùåñòâåííîå ñóùåñòâîâàíèå äè-
íàìèíà â ÃÒÔ-ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè äî åãî îëèãîìåðè-
çàöèè áûëî ïîêàçàíî ðàíåå ïðè ðàñ÷åòå êîíñòàíò ñêî-
ðîñòè ãèäðîëèçà â èññëåäîâàíèÿõ îëèãîìåðèçàöèè
äèíàìèíà áåç ëèïèäíûõ ìåìáðàí. Áûëà îòìå÷åíà íåó-
ñòîé÷èâîñòü äèíàìèíîâîé ñïèðàëè ïîñëå ãèäðîëèçà
ÃÒÔ, íî ïðè ñáîðêå ñïèðàëè íà ìåìáðàíàõ, îáîãàùåííûõ
ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-(4,5)-äèôîñôàòîì, öåëîñòíîñòü
ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû ñîõðàíÿåòñÿ (Stowell et al., 1999;
Sever et al., 2000). Îáúÿñíÿåòñÿ ýòî òåì, ÷òî ñ ôîñôàòè-
äèëèíîçèòîë-(4,5)-äèôîñôàòîì äèíàìèí îáðàçóåò ñëà-
áûå, íî â ñëó÷àå ñïèðàëè ìíîãî÷èñëåííûå íåêîâàëåíò-
íûå ñâÿçè ïîñðåäñòâîì PH-ãîìîëîã-äîìåíà. Íåîáõîäè-
ìîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ äèíàìèíà â ÃÒÔ-ñâÿçàííîì ñîñòîÿ-
íèè ïåðåä îáðàçîâàíèåì ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû îòìå÷à-
åòñÿ â íåäàâíåì èññëåäîâàíèè ïðè èçó÷åíèè ìóòàíòíîé
ôîðìû äèíàìèíà äðîçîôèëû shits2, êîòîðàÿ âûçûâàëà
èíãèáèðîâàíèå ýíäîöèòîçà âñëåäñòâèå ïîòåðè äèíàìè-
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Ðèñ. 3. Óëüòðàñòðóêòóðà ñèíàïñîâ â ðåòèêóëîñïèíàëüíûõ àêñîíàõ ìèíîãè ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè ÃÒÔgS (â çîíå âûñîêîé êîíöåíò-
ðàöèè).

à — ñèíàïñ â èíúåöèðîâàííîì ÃÒÔgS àêñîíå (0.3 ìì îò ìåñòà ìèêðîèíúåêöèè); æèðíîé ñòðåëêîé óêàçàíà àêòèâíàÿ çîíà, ãîëîâêàìè ñòðåëîê ïîêàçàíû
êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû. á, â — ðàçâåòâëåííûå òóáóëû ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè: õîðîøî çàìåòíû îòñóòñòâèå óïîðÿäî÷åííîñòè è âàðèàáåëüíîñòü øàãà
ñïèðàëè. ã, ä — êîðîòêèå ñîêðàùåííûå êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû: ÷àñòî âèäíû 1—2 äèíàìèíîâûõ êîëüöà; ñòðåëêè (á—ä) óêàçûâàþò íà êîëüöà ñïèðàëè.

àì — àêòèíîâûé ìàòðèêñ, ñï — ñèíàïòè÷åñêèå ïóçûðüêè. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à — 300 íì; á, â — 200 íì; ã, ä — 50 íì.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå âåëè÷èíû øàãà äèíàìèíîâîé ñïèðàëè è äèà-
ìåòðà òóáóë â ýíäîöèòîçíîé çîíå ðåòèêóëîñïèíàëüíûõ ñèíàï-

ñîâ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÃÒÔgS.

à — èçìåíåíèå âåëè÷èíû øàãà ñïèðàëè â çîíàõ ñ ðàçíîé (íèçêîé èëè âû-
ñîêîé) êîíöåíòðàöèåé ÃÒÔgS; á — èçìåíåíèå äèàìåòðà òóáóë, ïîêðûòûõ
äèíàìèíîâîé ñïèðàëüþ. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëî-

íåíèå. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé P < 0.001 óêàçàíà çâåçäî÷êîé.



íîì ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòü ÃÒÔ. Ýòè íàðóøåíèÿ âîññòà-
íàâëèâàëèñü â ñëó÷àå äîïîëíèòåëüíûõ òðåõ ñóïðåññîð-
íûõ ìóòàöèé Sushi, êîòîðûå ñíèæàëè áàçàëüíóþ ÃÒÔàç-
íóþ àêòèâíîñòü äèíàìèíà, ñòàáèëèçèðóÿ åãî â
ÃÒÔ-ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè (Narayanan et al., 2005). Òàêèì
îáðàçîì, èç ïîëó÷åííûõ íàìè ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî
ïðè ãèäðîëèçå ÃÒÔ óâåëè÷èâàþòñÿ øàã ñïèðàëè è äèà-
ìåòð øåéêè êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð.

Ñ ïîìîùüþ òðåõìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè äèíàìèíî-
âîé ñïèðàëè íà òóáóëèðîâàííûõ ôîñôàòèäèëñåðèíîâûõ
ëèïîñîìàõ â ñîêðàùåííîì (ïîñëå îáðàáîòêè íåãèäðîëè-
çóåìûì àíàëîãîì â-ã-ìåòèëåíãóàíîçèí 5�-òðèôîñôàòîì)
è íåñîêðàùåííîì (áåç íóêëåîòèäîâ) ñîñòîÿíèÿõ, îñóùå-
ñòâëåííîé ìåòîäîì ýëåêòðîííîé êðèîìèêðîñêîïèè íà
çàìîðîæåííûõ ãèäðàòèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ (Zhang,
Hinshaw, 2001; Chen et al., 2004), ïîêàçàíà çèãçàãîîáðàç-
íàÿ ñòðóêòóðà ñïèðàëè â ñîêðàùåííîì ñîñòîÿíèè è ïðÿ-
ìàÿ — â íåñîêðàùåííîì (ðèñ. 5, à). Øàã ñïèðàëè â ñî-
êðàùåííîì ñîñòîÿíèè ñîñòàâèë 9.4 íì, à â íåñîêðà-
ùåííîì — 10.6 íì. Ðàçíèöà â äëèíå, çàíèìàåìîé
ñòðóêòóðíîé åäèíèöåé äèíàìèíîâîé ñïèðàëè (äèìåðîì
äèíàìèíà), ìåæäó äâóìÿ êðàéíèìè ñîñòîÿíèÿìè (7.1 è
5.7 íì) ñîñòàâèëà 1.4 íì. Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ è íà-
øèõ ðåçóëüòàòîâ, äîêàçûâàþùèõ, ÷òî ñîêðàùåííîå ñî-
ñòîÿíèå ñîîòâåòñòâóåò ÃÒÔ-ñâÿçàííîìó äèíàìèíó, à íå-
ñîêðàùåííîå — ñîñòîÿíèþ äèíàìèíîâîé ñïèðàëè ïîñëå
ãèäðîëèçà ÃÒÔ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îñíîâíîå êîí-
ôîðìàöèîííîå èçìåíåíèå äèíàìèíà âûðàæàåòñÿ â âû-
ïðÿìëåíèè ñòðóêòóðíîé åäèíèöû è ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ äëèíû äèíàìèíîâîé ñïèðàëè.

Ýòî ïîëîæåíèå äîêàçûâàåòñÿ ñóùåñòâîâàíèåì â çîíå
âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ðàçâåòâëåííûõ òóáóë ñ êëàòðè-
íîâûìè ïóçûðüêàìè, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèåì
óïîðÿäî÷åííîñòè äèíàìèíîâîé ñïèðàëè è ïîÿâëåíèåì
ó÷àñòêîâ áåç ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû. Î÷åâèäíî, ÷òî ïðè

ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ÃÒÔãS óâåëè÷èâàåòñÿ âåðîÿò-
íîñòü âîçíèêíîâåíèÿ ó÷àñòêîâ ñïèðàëè, â êîòîðûõ äèíà-
ìèí ñâÿçàí ñ ÃÒÔãS. Ýòè ó÷àñòêè ñòàáèëüíû è íå ìîãóò
ïîäâåðãàòüñÿ êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì, îáóñëîâ-
ëåííûì ãèäðîëèçîì ÃÒÔ. Íà äðóãèõ ó÷àñòêàõ, ãäå äèíà-
ìèí ñâÿçàí ñ ÃÒÔ, ïî-âèäèìîìó, ïðè ãèäðîëèçå ïðîèñõî-
äèò óäëèíåíèå äèíàìèíîâîé ñïèðàëè çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ
êîíôîðìàöèè ñòðóêòóðíîé åäèíèöû. Â ýòîì ñëó÷àå ïîÿâ-
ëåíèå ìíîãî÷èñëåííûõ îòâåòâëåíèé, âîçìîæíî, îáúÿñíÿ-
åòñÿ ëîìêîé äèíàìèíîâîé ñïèðàëè: «æåñòêèå» ó÷àñòêè,
ãäå äèíàìèí ñâÿçàí ñ ÃÒÔãS, ïðåïÿòñòâóþò åå óäëèíå-
íèþ. Íà ïîÿâèâøèõñÿ ñâîáîäíûõ ó÷àñòêàõ ìåìáðàíû,
áîãàòîé ôîñôîèíîçèòèäàìè, ìîãóò âîçíèêàòü íîâûå
êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 6). Âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ
ôîñôîèíîçèòèäîâ ìîæåò áûòü äîïîëíèòåëüíî îïîñðåäî-
âàíà àêòèâàöèåé åùå îäíîé ìàëîé ÃÒÔàçû — ARF6. Èç-
âåñòíî, ÷òî ïðè ñâÿçûâàíèè ÃÒÔãS ARF6 àêòèâèðóåò
ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-4-ôîñôàò-5-êèíàçó (PIPKIã), ÷òî
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ â ëèïèäíîé ìåìáðà-
íå ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-(4,5)-äèôîñôàòà (Krauss et al.,
2003).

Èçìåíåíèå äëèíû äèíàìèíîâîé ñïèðàëè ïðè ãèäðî-
ëèçå ÃÒÔ ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè ìîäåëüíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ íà ëèïèäíûõ òóáóëàõ ñ äèíàìèíîâîé ñïèðà-
ëüþ, îáðàçóþùèõñÿ ïîñëå äîáàâëåíèÿ áèîòèíèëèðîâàí-
íîãî äèíàìèíà ê èñêóññòâåííî ñîçäàííûì ëèïèäíûì
ìåìáðàíàì. Ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÃÒÔ ïîêðûòûå ñòðåïòà-
âèäèíîì ìèêðîáóñèíêè âðàùàëèñü âîêðóã òóáóë, èìåþ-
ùèõ ñâîáîäíûé êîíåö, ÷òî óêàçûâàåò íà èçìåíåíèå äëè-
íû äèíàìèíîâîé ñïèðàëè ïðè ãèäðîëèçå ÃÒÔ (Roux
et al., 2006).

Ñáîðêà äèíàìèíîâîé ñïèðàëè íà÷èíàåòñÿ, ïî-âèäè-
ìîìó, îò êëàòðèíîâîé îáîëî÷êè, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò
äàííûå îá èíãèáèðîâàíèè ýíäîöèòîçà ïîñëå ìèêðîèíú-
åêöèè ðåêîìáèíàíòíîé ÷àñòè àìôèôèçèíà, ñîäåðæàùåé
òîëüêî SH3-äîìåí, íà ñòàäèè ñîêðàùåííûõ êëàòðèíîâûõ
ñòðóêòóð áåç ñïèðàëè, îáðàçîâàííîé äèíàìèíîì (Shupli-
akov et al., 1997). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
àìôèôèçèí ìîæåò ðåêðóòèðîâàòü äèíàìèí ïðè èíèöèà-
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Ðèñ. 5. Ïðåäïîëàãàåìûé ìåõàíèçì îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâîãî
ïóçûðüêà ïðè ãèäðîëèçå ÃÒÔ äèàìèíîì.

à — ãåîìåòðè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè äèíàìèíîâîé ñïèðàëè â ñîêðàùåí-
íîì (ïðè ñâÿçûâàíèè íåãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà ÃÒÔ b-g-ìåòèëåíãóàíî-
çèí 5�-òðèôîñôàòîì) è íåñîêðàùåííîì (áåç íóêëåîòèäîâ) ñîñòîÿíèÿõ
(ïî: Chen et al., 2004, ñ èçìåíåíèÿìè). á — ïðåäïîëàãàåìûé ìåõàíèçì
îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà ïîñëå ãèäðîëèçà ÃÒÔ äèíàìè-
íîì: êëþ÷åâûå èçìåíåíèÿ êîíôîðìàöèè äèíàìèíà ïðè ãèäðîëèçå
ÃÒÔ — âûïðÿìëåíèå ñòðóêòóðíîé åäèíèöû — äèìåðà äèíàìèíà, â ðåçó-
ëüòàòå óâåëè÷èâàåòñÿ äëèíà äèíàìèíîâîé ñïèðàëè, ÷òî ïðèâîäèò ê óâå-
ëè÷åíèþ øàãà ñïèðàëè è äèàìåòðà òóáóëû: ïîïåðå÷íûå êîëüöà äèíàìè-
íîâîé ñïèðàëè íà øåéêå êëàòðèíîâîé ñòðóêòóðû (çèãçàãîîáðàçíàÿ ñïè-
ðàëü îáîçíà÷àåò ó÷àñòêè, ãäå äèíàìèí ñâÿçàí ñ ÃÒÔgS) óêàçàíû
ñòðåëêàìè; ñåðàÿ ëèíèÿ — íàðóæíûé ëèïèäíûé ñëîé ìåìáðàíû, ÷åðíàÿ

ëèíèÿ — âíóòðåííèé ñëîé ìåìáðàíû.

Ðèñ. 6. Ñõåìà òðàíñôîðìàöèè êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð ïðè íèç-
êîé è âûñîêîé êîíöåíòðàöèÿõ ÃÒÔgS.

Ó÷àñòêè ñïèðàëè ñ äèíàìèíîì, ñâÿçàííûì ñ ÃÒÔgS (çèãçàãîîáðàçíàÿ
ñïèðàëü), ïðåïÿòñòâóþò óâåëè÷åíèþ äëèíû ñïèðàëè çà ñ÷åò ãèäðîëèçà
ÃÒÔ; ýòî ïðèâîäèò ê ïîëîìêå ñïèðàëè è ïîÿâëåíèþ ñâîáîäíûõ ó÷àñòêîâ

ìåìáðàíû, íà êîòîðîé âîçíèêàþò íîâûå êëàòðèíîâûå ñòðóêòóðû.



ëèçàöèè ñáîðêè ñïèðàëè, ïîñêîëüêó äèíàìèí íå ñïîñî-
áåí ñàìîñòîÿòåëüíî ñâÿçûâàòüñÿ ñ êëàòðèíîì. Äèíàìèí â
ÃÒÔ-ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè îáðàçóåò êîðîòêóþ ñîêðàùåí-
íóþ ñïèðàëü (1—2 êîëüöà). Ïðè òàêîì ñîîòíîøåíèè äè-
íàìèíà è ëèïèäà ñêîðîñòü ãèäðîëèçà ÃÒÔ ìàêñèìàëüíà
(Stowell et al., 1990).

Êëàòðèíîâàÿ ñòðóêòóðà, ñîñòîÿùàÿ èç êëàòðèíîâîãî
ïóçûðüêà è êîðîòêîé (30—40 íì) øåéêè, îòíîñèòåëüíî
ñòàáèëüíà, òàê êàê ïîëîæèòåëüíàÿ êðèâèçíà ïóçûðüêà
ñòàáèëèçèðóåòñÿ âûñîêîé îòðèöàòåëüíîé êðèâèçíîé
øåéêè (McMahon, Gallop, 2005). Ïðè ýòîì øåéêà íàõî-
äèòñÿ â ìàêñèìàëüíî íåñòàáèëüíîì ñîñòîÿíèè âñëåäñò-
âèå âûñîêîé îòðèöàòåëüíîé êðèâèçíû, ÷òî âûðàæàåòñÿ â
çíà÷èòåëüíîì ðàäèàëüíîì íàïðÿæåíèè ìåæäó äâóìÿ
ñëîÿìè ìåìáðàíû, ïîñêîëüêó âíóòðåííèé ñëîé êîðî÷å
íàðóæíîãî. Ñëîè ìåìáðàíû àñèììåòðè÷íû, âíóòðåííèé
îáîãàùåí ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-(4,5)-äèôîñôàòàòîì, è
èìåííî ñ íèì ñâÿçûâàåòñÿ äèíàìèí (Takei et al., 1998;
Burger et al., 2000). Ãèäðîëèç ÃÒÔ âûçûâàåò âûïðÿìëå-
íèå ñòðóêòóðíûõ åäèíèö äèíàìèíîâîé ñïèðàëè (íàïîì-
íèì, ñòðóêòóðíàÿ åäèíèöà — äèìåð äèíàìèíà).

Ëåãêî ïîäñ÷èòàòü: åñëè ñïèðàëü ñîñòîèò èç äâóõ îáî-
ðîòîâ è äëèíà êàæäîé ñòðóêòóðíîé åäèíèöû ïðè âû-
ïðÿìëåíèè óâåëè÷èâàåòñÿ íà 1.4 íì (ñì. âûøå), òî ñïè-
ðàëü âêëþ÷àåò â ñåáÿ 28 (2 êîëüöà) ñòðóêòóðíûõ åäèíèö
è åå äëèíà óâåëè÷èâàåòñÿ ïðèìåðíî íà 39 íì! Êàæäîå êî-
ëüöî íàêëîíåíî ïîä óãëîì îêîëî 160°, ïîýòîìó óäëèíå-
íèå ñïèðàëè äîëæíî ïðèâåñòè ê óâåëè÷åíèþ êàê øàãà
ñïèðàëè, òàê è äèàìåòðà òóáóë. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ çíà-
÷åíèÿìè ïàðàìåòðîâ íåñîêðàùåííîé ñïèðàëè, ïîëó÷åí-
íûõ â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ è â äðóãèõ ðàáîòàõ (Sweit-
zer, Hinshaw, 1998; Stowell et al., 1999; Zhang, Hinshaw,
2001; Chen et al., 2004).

Âàæíàÿ îñîáåííîñòü ïðåäëàãàåìîé ìîäåëè — ñî÷å-
òàíèå ãîðèçîíòàëüíîãî è âåðòèêàëüíîãî ñäâèãîâ (óâåëè-
÷åíèå øàãà è äèàìåòðà äèíàìèíîâîé ñïèðàëè), ïðîèñõî-
äÿùèõ îäíîâðåìåííî ïðè âûñîêîé ñêîðîñòè ãèäðîëèçà
ÃÒÔ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè îïòèìàëüíîì ñîîòíîøåíèè äè-
íàìèíà è ëèïèäà ÃÒÔàçíàÿ àêòèâíîñòü îëèãîìåðèçîâàí-
íîãî äèíàìèíà óâåëè÷åíà ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçàëüíîé àê-
òèâíîñòüþ â 1000 ðàç (Stowell et al., 1999). Ýòî îïðåäåëÿ-
åò âûñîêóþ ñêîðîñòü ñäâèãîâ è â ñëó÷àå ãîðèçîíòàëüíîãî
ñäâèãà (ñ ó÷åòîì ñâÿçè äèíàìèíà ïîñðåäñòâîì PH-ãîìî-
ëîã-äîìåíà ñ ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-(4,5)-äèôîñôàòîì âî
âíóòðåííåé ÷àñòè ìåìáðàí) ìîæåò ïðèâîäèòü ê íàðóøå-
íèþ âíóòðèìåìáðàííûõ ãèäðîôîáíûõ ñâÿçåé, ÿâëÿþ-
ùèõñÿ îñíîâîé ñòàáèëüíîñòè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí
(ðèñ. 5, á). Ñî÷åòàííîå äåéñòâèå ýòèõ ôàêòîðîâ ïðèâîäèò
ê îòäåëåíèþ êëàòðèíîâîãî ïóçûðüêà îò ìåìáðàíû.

Íåðàâíîìåðíîñòü ãèäðîëèçà ÃÒÔ ìîãëà áû ïðèâåñòè
ê çàêðó÷èâàíèþ øåéêè êëàòðèíîâîé ñòðóêòóðû è ñîîò-
âåòñòâåííî ê óìåíüøåíèþ âîçíèêàþùåãî íàïðÿæåíèÿ.
Âî èçáåæàíèå ýòîãî êëàòðèíîâûé ïóçûðåê äîëæåí áûòü
çàôèêñèðîâàí â îïðåäåëåííîì ïîëîæåíèè. Çàêðåïëåíèå
ïóçûðüêà, ïî-âèäèìîìó, îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñðåäñòâîì
àêòèíîâîãî öèòîìàòðèêñà. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ìèêðîèíúåêöèÿ â àêñîíû âåùåñòâ, íàðóøàþùèõ ïî-
ëèìåðèçàöèþ àêòèíà, ïðèâîäèëà ê íàðóøåíèþ ýíäîöèòî-
çà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî çàâèñèìîñòè îò àêòèíîâîãî
öèòîìàòðèêñà (Shupliakov et al., 2002). Ìèêðîèíúåê-
öèÿ ÃÒÔãS âûçûâàëà çíà÷èòåëüíóþ ïðîëèôåðàöèþ àêòè-
íîâîãî ìàòðèêñà (ñì. ðèñ. 3), ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ óâåëè÷åíè-
åì ñèíòåçà ìåìáðàííîãî ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-(4,5)-äè-
ôîñôàòà, à òàêæå àêòèâàöèåé ìàëîé ÃÒÔàçû CDC42,
ñòèìóëèðóþùåé îáðàçîâàíèå F-àêòèíà (Zigmond et al.,

1997; Jarousse, Kelly, 2001). Êðîìå òîãî, íåëüçÿ èñêëþ-
÷èòü âîçìîæíîñòü ó÷àñòèÿ àêòèíà â äîïîëíèòåëüíîì óâå-
ëè÷åíèè íàïðÿæåíèÿ íà øåéêå ñîêðàùåííûõ
êëàòðèíîâûõ ñòðóêòóð, ñïîñîáñòâóþùåì îòäåëåíèþ
êëàòðèíîâûõ ïóçûðüêîâ îò ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíû
(Roux et al., 2006).

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ïðåäëî-
æèòü ñëåäóþùèé ìîëåêóëÿðíûé ìåõàíèçì ðàáîòû äè-
íàìèíà ïðè îñâîáîæäåíèè êëàòðèíîâûõ âåçèêóë. Îñ-
íîâíûì ôàêòîðîì âûñòóïàåò óäëèíåíèå äèíàìèíîâîé
ñïèðàëè ïðè ãèäðîëèçå ÃÒÔ. Îäíîâðåìåííîå áûñòðîå
óâåëè÷åíèå øàãà è äèàìåòðà äèíàìèíîâîé ñïèðàëè
ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ëîêàëüíûõ (â ìåñòàõ êîíòàêòà
âíóòðåííåãî ñëîÿ ìåìáðàíû ñ äèíàìèíîâîé ñïèðàëüþ)
ãèäðîôîáíûõ ñâÿçåé ëèïèäíîãî áèñëîÿ íà øåéêå ñîêðà-
ùåííîé êëàòðèíîâîé ñòðóêòóðû è îñâîáîæäåíèþ êëàò-
ðèíîâîãî ïóçûðüêà.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäî-
âàíèé íàìè óñòàíîâëåíà âåäóùàÿ ðîëü èíãèáèðîâàíèÿ
ýíäîöèòîçà â íàðóøåíèè öèêëà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë,
âûçâàííîì ìèêðîèíúåêöèåé ÃÒÔãS â ðåòèêóëîñïèíàëü-
íûå àêñîíû ñïèííîãî ìîçãà ìèíîãè. Èíãèáèðîâàíèå ýí-
äîöèòîçà îáóñëîâëåíî áëîêàäîé ôóíêöèè äèíàìèíà —
îñâîáîæäåíèÿ êëàòðèíîâûõ ïóçûðüêîâ îò ïðåñèíàïòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû — âñëåäñòâèå åãî ñâÿçûâàíèÿ ñ íåãèäðî-
ëèçóåìûì àíàëîãîì ÃÒÔ.

Ìû áëàãîäàðèì Î. Øóïëÿêîâà çà ïðåäîñòàâëåííóþ
âîçìîæíîñòü ïðîâåäåíèÿ ìèêðîèíúåêöèé è âûïîëíåíèÿ
÷àñòè÷íîãî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà ìà-
òåðèàëà íà ìèêðîñêîïå Tecnai 12, îáîðóäîâàííîì
ÑÑÄ-êàìåðîé, à òàêæå çà ïðåäîñòàâëåííûå àíòèòåëà
DG1, çà îáñóæäåíèå ïîëó÷åííûõ äàííûõ è êîììåíòàðèè
è À. Ñóíäáîðãåð çà ïîìîùü â ïðîâåäåíèè èììóíîöèòî-
õèìè÷åñêîé ðåàêöèè ñ àíòèäèíàìèíîâûìè àíòèòåëàìè
DG1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48973-à) è ãðàíòà Øâåäñêîé Êîðîëåâñêîé àêàäå-
ìèè íàóê äëÿ ñîòðóäíè÷åñòâà ñ Ðîññèéñêèìè àêàäåìè÷å-
ñêèìè ó÷ðåæäåíèÿìè â îáëàñòè ìåäèöèíû.
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The synaptic vesicle cycle sustains neurotransmission and keeps pace between exo- and endocytosis in sy-
napses. GTP-binding proteins function as key regulators of this cycle. The large GTPase dynamin is implicated
in fission of clathrin-coated vesicles from the presynaptic membrane during endocytosis. The present study ad-
dresses the effect of the non-hydrolysable GTP analog, GTPãS, on the assembly of the dynamin fission complex
in situ. Intraaxonal microinjections of GTPãS induced distinct ultrastructural changes in synapses: the number
of synaptic vesicles at active zones was reduces, and the number of docked vesicles was increased; at the same
time the number of clathrin-coated intermediates at the synaptic endocytic zone was increased, indicating that
synaptic vesicle recycling was inhibited. Clathrin-coated intermediates with unusual shape were found. At low
concentrations of GTPãS they were represented by long tubules decorated by spirals containing dynamin and
clathrin-coated vesicles on the top. At high concentrations of GTPãS the tubulular structures were shorted and
branched. The pitch of the spiral and tubule’s diameter were significantly reduced (23.1 ± 0.4 and
19.0 ± 0.5 nm, respectively, as compared to those at low concentration of GTPãS, 26.6 ± 0.4 and 23.3 ± 0.4 nm;
P < 0.001). We suggest that these structural changes correspond to distinct steps in the fission reaction. A model
is proposed. It implies that the fast GTP hydrolysis leads to an increase in length of the spiral due to the straigh-
tening of the dynamin dimmers, composing the spiral. This leads to a fast increase both in the pitch and the dia-
meter of the helix. The shift in diameter breaks the local hydrophobic interactions between the inner and the
outer leaflets of the lipid membrane at the sites of dynamin binding. Stretching of the spiral leads to an expansi-
on of the neck in the longitudinal direction and promotes severing of the membrane that subsequently results in
the release of the clathrin-coated vesicle.
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