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УЧАСТИЕ ФЕРМЕНТА ГЛИКОГЕН-СИНТАЗЫ КИНАЗЫ-3  
И ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫХ Сa2+-КАНАЛОВ В ВЕЗИКУЛЯРНОМ 

ЦИКЛЕ СЕКРЕЦИИ МЕДИАТОРА В ХОЛИНЕРГИЧЕСКИХ 
ДВИГАТЕЛЬНЫХ НЕРВНЫХ ОКОНЧАНИЯХ СОМАТИЧЕСКОЙ 
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Методами флуоресцентной конфокальной микроскопии изучали влияние специфических блокаторов 
(ω-конотоксин GVIA, ω-агатоксин IVA, нитрендипин, SNX-482, мибефрадил) потенциал-зависимых 
Са2+-каналов N, P/Q, L, R, T-типов, а также ингибитора фермента гликоген-синтазы киназы-3 GSK3 
(1-азакенпауллон) на процессы экзо-эндовезикулярного цикла в холинергических нервно-мышечных 
синапсах соматической мышцы дождевого червя Lumbricus terrestris. В механизмах везикулярного цикла 
участвуют ионы Са2+, входящие в терминали через все типы потенциал-зависимых Са2+-каналов преси-
наптической мембраны. При этом наибольший вклад в процессы эндоцитоза вносят Са2+-каналы N-, 
P/Q- и L-типов, тогда как экзоцитоза только каналы N- и P/Q-типов. В процессах рециклинга суще-
ственную роль играет динамин-зависимый эндоцитоз, а восстановление везикулярных пулов в таких 
синапсах преимущественно происходит при участии клатрин-зависимого эндоцитоза. Можно считать, 
что базисные механизмы регуляции везикулярного цикла в двигательных нервно-мышечных синапсах 
являются общими для всего филогенетического древа позвоночных и беспозвоночных животных, начи-
ная с аннелид. При этом значение отдельных регулирующих элементов машины везикулярной секреции 
у аннелид имеет свою отчетливую специфику.
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ВВЕДЕНИЕ
Деполяризация мембраны двигательных нерв-

ных окончаний вызывает открытие потенциал-за-
висимых Са2+-каналов, что, в свою очередь, приво-
дит к увеличению концентрации Са2+ в цитоплазме 
и запускает процесс экзоцитоза везикул с медиа-
тором в синаптическую щель [1]. Следующий за 
экзоцитозом компенсаторный эндоцитоз восста-
навливает запасы синаптических везикул. Извест-
но несколько типов эндоцитоза: клатрин-опосре-
дованный эндоцитоз (медленный), зависимый от 
функциональной активности объемный (bulk) эн-
доцитоз (быстрый), клатрин-независимый эндоци-
тоз (быстрый), эндофилин-опосредованный эндо-

цитоз (быстрый), “kiss-and-run” и ультрабыстрый 
эндоцитоз [2, 3]. Белки динамины при гидролизе 
ГТФ усиливают клатрин-опосредованный эндоци-
тоз и зависимый от функциональной зависимости 
объемный (bulk) эндоцитоз [4]. Активность самих 
динаминов будет регулироваться фосфорилирова-
нием их ферментом гликоген-синтазой киназой-3 
(GSK3) [5]. Показано, что потенциал-зависимые 
Са2+-каналы на пресинаптической мембране обе-
спечивают приток Са2+ для запуска быстрого и мед-
ленного эндоцитозов и, таким образом, связывают 
процессы эндоцитоза с экзоцитозом [6].

Аннелиды первые в филогенетическом ряду 
приобрели соматическую мускулатуру и двигатель-
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ную иннервацию [7, 8]. Структурная организация 
нервно-мышечных синапсов дождевого червя в виде 
“гроздьев винограда” [9] отличается от классических 
нервных терминалей в мышцах у представителей 
высших классов позвоночных животных. Однако 
секрецию медиатора в синапсах осуществляет уни-
версальная машина везикулярного цикла. Важные 
аспекты регуляции этого процесса у аннелид оста-
ются неизвестными. Последнее не позволяет создать 
представление о том, с какого этапа эволюционного 
развития окончательно сформировались консерва-
тивные механизмы регуляции секреции медиатора. 
Известно, что ключевую роль в этих процессах игра-
ют Са2+-каналы и Са2+-акцепторные структуры [1]. 
Ранее нами было установлено наличие в нервно-мы-
шечном соединении аннелид потенциал-зависимых 
Са2+-каналов N, P/Q, L, R, T-типов [10]. Остается 
неясным вклад каждого типа Са2+-канала в механиз-
мы регуляции кругооборота везикул в двигательных 
нервных окончаниях эволюционно-первичной со-
матической мускулатуры аннелид. Также неизучен-
ным является участие белков динаминов в процессах 
экзо-эндоцитоза везикул в данных нервно-мышеч-
ных контактах. В этой связи целью настоящей рабо-
ты стало изучение влияния специфических блокато-
ров потенциал-зависимых Са2+-каналов N, P/Q, L, 
R, T-типов, а также ингибитора внутриклеточного 
фермента GSK3 на процессы рециклинга везикул в 
нервно-мышечном соединении соматической му-
скулатуры дождевого червя.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для приготовления препарата дождевой червь 

Lumbricus terrestris разрезался сбоку по всей длине, 
отрезались головной и хвостовой концы, раскры-
вался, удалялись внутренние органы и перегородки 
между сегментами [11, 12]. Далее фрагменты кож-
но-мускульного мешка дождевого червя длиной 
10–15 сегментов закрепляли с помощью иголок на 
дне чашек Петри, залитых смолой Sylgard, и перфу-
зировали нормальным физиологическим раство-
ром Древеса–Пакса около 30 мин при комнатной 
температуре (22 ± 1°С). Состав раствора в мМ: 77 
NaCl, 4 KCl, 43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 Tris, 167 сахароза, 
pH 7.4. Всего в экспериментах было использовано 
63 препарата дождевого червя.

Фрагменты кожно-мускульного мешка дожде-
вого червя окрашивались липофильным флуорес-
центным маркером FM2-10 (Thermo Fisher Scientific, 
США) в концентрации 22 мкМ. “Загрузка” мар-
кером FM2-10 двигательных нервных терминалей 
проводилась в течение 3 мин в модифицированном 
физиологическом растворе с высоким содержани-
ем ионов K+ (40 мМ, гиперкалиевый раствор) по-
сле предварительной 5 мин инкубации с красителем 

FM2-10 в нормальном физиологическом растворе. 
В гиперкалиевом растворе происходит деполяриза-
ция мембраны нервных окончаний, что приводит 
к увеличению частоты спонтанной секреции ней-
ромедиатора и усилению экзо-эндоцитозного цик-
ла синаптических везикул. Состав гиперкалиевого 
раствора в мМ: 41 NaCl, 40 KCl, 43 Na2SO4, 6 CaCl2, 
2 Tris, 167 сахароза, pH 7.4. В целях уменьшения фо-
нового свечения после “загрузки” красителя пре-
парат отмывали 3 раза по 10 мин в течение 30 мин 
в нормальном растворе при 8 ± 1°С. Микроскопи-
ческое исследование препаратов проводилось на 
лазерном сканирующем конфокальном микроско-
пе Leica TCS SP5 MP (Leica Microsystems, США) с 
использованием водно-иммерсионного объектива 
20×/1.0 NA. Для возбуждения эмиссии красителя 
FM2-10 применялся Ar-лазер. Длина волны воз-
буждения красителя составляла 488 нм, максимум 
длины волны эмиссии 610  нм. На изображениях, 
полученных при помощи микроскопа, в програм-
ме ImageJ (NIH, США; веб-сайт программы https://
imagej.net/ij/) анализировалась флуоресценция дви-
гательных нервных окончаний. Поскольку наши 
измерения зависели от индивидуальных характери-
стик регистрирующей аппаратуры, за единицу из-
мерения интенсивности флуоресценции были при-
няты относительные единицы (a. u.).

Статистическая обработка значений флуорес-
ценции в контроле и после действия блокаторов 
проводилась в программе Excel 2016 (Microsoft Cor-
poration, США; веб-сайт программы https://www.
microsoft.com/ru-ru). Сравнение выборочных сово-
купностей проводили при помощи независимого 
t-критерия Стьюдента при уровне значимости 0.05. 
Результаты обработки значений флуоресценции 
приведены в виде среднего и стандартной ошибки 
среднего (M ± SEM).

Для ингибирования фермента GSK3 исполь-
зовали реактив 1-азакенпауллон (Sigma-Aldrich, 
США) в концентрации 20 мкМ. Потенциал-зависи-
мые Са2+-каналы ингибировали высокоаффинны-
ми блокаторами: ω-конотоксин GVIA (концентра-
ция 1 мкМ, Alomone Labs, Израиль), ω-агатоксин 
IVA (40 нМ, Alomone Labs), нитрендипин (5 мкМ, 
Sigma-Aldrich), SNX-482 (50 нМ, Sigma-Aldrich), 
мибефрадил (10 мкМ, Sigma-Aldrich). Поскольку 
вещества 1-азакенпауллон и нитрендипин име-
ет плохую растворимость в воде, мы делали про-
межуточный раствор, содержащий органический 
растворитель диметилсульфоксид (DMSO, Sigma-
Aldrich), в котором растворяли вещество. Далее из 
промежуточного раствора вещество добавлялось в 
нужной концентрации в физиологический раствор. 
Для оценки влияния DMSO на изучаемые процес-
сы проводили контрольные эксперименты в при-
сутствии и отсутствии DMSO.
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В экспериментах по изучению процессов эн-
доцитоза везикул в двигательных нервных окон-
чаниях препараты фрагментов кожно-мускульно-
го мешка дождевого червя сначала инкубировали 
в присутствии блокаторов, затем окрашивали  
FM2-10 в гиперкалиевом растворе, отмывали в 
нормальном растворе и проводили исследование 
на микроскопе. 

В опытах по исследованию процессов экзоцито-
за везикул в нервных терминалях мышечные препа-
раты дождевого червя сперва окрашивали FM2-10 в 
гиперкалиевом растворе, отмывали в нормальном 
растворе, после чего стимулировали в гиперкалие-
вом растворе и регистрировали флуоресценцию при 
помощи микроскопа на 0, 3 и 5 минутах “разгрузки” 
в контроле и после действия веществ.

В отдельной серии экспериментов проверяли 
выгорание красителя FM2-10. Для этого в нормаль-
ном растворе (при 4 мМ K+) регистрировали зна-
чения флуоресценции на 0, 3 и 5 минутах. Средние 
значения флуоресценции достоверно не отлича-
лись друг от друга. Это говорит о том, что в наших 
условиях эксперимента выгорание красителя не 
наблюдалось. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Инкубация мышечного препарата в гиперка-
лиевом растворе с флуоресцентным красителем 
FM2-10 приводило к появлению светящихся пятен 
овальной формы, являющиеся скоплениями нерв-
но-мышечных контактов, в которых произошел за-
хват липофильного маркера в результате процессов 
экзо-эндоцитоза везикул (рис. 1) [9, 13]. 

Анализ флуоресцентных изображений синапти-
ческих контактов, загруженных красителем FM2-10,  
показал, что уровень флуоресценции составлял в 
контроле 155.9 ± 6.9 относительных единиц (о. е.)  
(n = 98) (рис. 2), а в присутствии 50 мкМ DMSO 
115.5 ± 22.1 о. е. (n = 77) (рис. 2). Эти значения до-
стоверно не отличались друг от друга (p > 0.05). 
Таким образом, присутствие в растворе DMSO не 
имело существенного влияния на процессы эндо-
цитоза плазматических мембран в двигательных 
нервных окончаниях дождевого червя.

Инкубация нервно-мышечного препарата в рас-
творе в присутствии ингибитора GSK3 — 1-аза-
кенпауллона в концентрации 2 мкМ в течение 
15 мин приводило к достоверному уменьшению на 
39% средней величины флуоресценции загружен-
ных красителем FM2-10 синапсов по сравнению 
с контролем и составило 95.6 ± 6.1 о. е. (n = 101; 
p  <  0.01) (рис. 2). Таким образом, можно думать, 
что ингибирование фермента GSK3 тормозит про-
цессы эндоцитоза везикул в двигательных нервных 
терминалях дождевого червя. Можно предполагать, 
что ингибирование фосфорилирования белков ди-
наминов угнетает процессы эндоцитоза везикул в 
нервно-мышечных синапсах соматической муску-
латуры аннелид.

Инкубация окрашенных маркером FM2-10 мы-
шечных препаратов в течение 3–5 мин в гиперка-
лиевом растворе приводила к “разгрузке” красите-
ля из нервных терминалей (рис. 3). В контрольных 
экспериментах на 3 и 5 минуте происходило сниже-
ние значений флуоресценции от начального уровня 
на 20% и 36%, соответственно (рис. 3). Абсолютные 
средние величины флуоресценции были: 0 мин — 
110.6 ± 3.4 о. е. (n = 89), 3 мин — 88.3  ±  2.6  о.  е. 

(a) (b)

Рис. 1. Флуоресценция нервно-мышечных синапсов соматических мышечных клеток дождевого червя, загруженных 
липофильным красителем FM2-10: (a) — 0 мин, (b) — через 5 мин “разгрузки” красителя при 40 мМ K+ в окружающем 
растворе. Масштабная линейка: 20 мкм.
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(n = 107), 5 мин — 70.5 ± 2.9 о. е. (n = 96). Значения 
во всех временных точках достоверно отличались 
друг от друга (p < 0.05). 

В присутствии DMSO в гиперкалиевом рас-
творе также происходила “разгрузка” красителя 
из двигательных нервных терминалей. Значения 
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Рис. 2. Влияние DMSO, ингибитора фермента GSK3 — 1-азакенпауллона, ингибиторов потенциал-зависимых Са2+-каналов — 
ω-конотоксина GVIA, ω-агатоксина IVA, нитрендипина, SNX-482, мибефрадила на “загрузку” липофильным красителем FM2-10 
двигательных нервных терминалей препарата соматической мускулатуры дождевого червя. a. u. — относительные единицы.
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Рис. 3. Влияние DMSO, ингибитора фермента GSK3 — 1-азакенпауллона, ингибиторов потенциал-зависимых Са2+-каналов — 
ω-конотоксин GVIA, ω-агатоксин IVA, нитрендипина, SNX-482, мибефрадила на “разгрузку” двигательных нервных терминалей 
препарата соматической мускулатуры дождевого червя, окрашенных флуоресцентным красителем FM2-10. В отдельной серии экс-
периментов контролировалось выгорание красителя FM2-10 в нормальном растворе (4 мМ K+) в течении 5 мин.
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флуоресценции на 3 и 5 минуте снизились на 19% 
и 31%, соответственно (рис. 3). Абсолютные сред-
ние величины флуоресценции составили: 0 мин — 
102.9  ±  2.3 о. е. (n = 93), 3 мин — 83.4  ±  2.3  о.  е. 
(n = 97), 5 мин — 70.8 ± 2.4 о. е. (n = 106). Значе-
ния во всех временных точках достоверно отлича-
лись друг от друга (p < 0.05). При этом достоверных 
отличий между кривыми “разгрузки” в контроле и 
DMSO выявлено не было (p > 0.05). 

В присутствии специфического блокатора 1-аза-
кенпауллона динамика “разгрузки” FM2-10 за-
медлялась, значения флуоресценции уменьшались 
на 3 минуте на 10–12%, на 5 минуте на 17–19% от 
начального уровня (рис. 3). Абсолютные средние 
величины флуоресценции: 0 мин — 72.7 ± 1.7 о. е. 
(n = 93), 3 мин — 64.8 ± 1.4 о. е. (n = 114), 5 мин — 
59.2 ± 1.2 о. е. (n = 91). Таким образом, ингибиро-
вание фермента GSK3 блокатором 1-азакенпаул-
лоном тормозит “выгрузку” красителя FM2-10 из 
двигательных нервных окончаний. Скорее всего, 
такое замедление кругооборота синаптических ве-
зикул связано с торможением компенсаторного 
эндоцитоза плазматической мембраны, возникаю-
щего после экзоцитоза везикул. Вполне возможно, 
что в механизмах эндоцитоза мембран в синапсах 
соматической мускулатуры дождевого червя при-
нимают участие клатрин-опосредованный эндоци-
тоз и зависимый от функциональной активности 
объемный (bulk) эндоцитоз. Эти виды эндоцитоза 
регулируются внутриклеточными ГТФазами дина-
минами [4], активность последних зависит от фер-
мента GSK3 [5]. Таким образом, можно думать, что 
в процессы кругооборота везикул в нервно-мышеч-
ном соединении эволюционно-первичной сомати-
ческой мускулатуры аннелид вносит определенный 
вклад динамин-зависимый эндоцитоз везикул.

В наших экспериментах окрашивание в гипер-
калиевом растворе мышечного препарата FM2-10 в 
присутствии блокатора N-типа Са2+-каналов ω-ко-
нотоксина GVIA (1 мкМ) вызывало достоверное 
уменьшение на 61% средней величины флуорес-
ценции по сравнению с контролем и составило 
61.2 ± 3.8 о. е. (n = 94; p < 0.01) (рис. 2). Применение 
блокатора P/Q-типа Са2+-каналов ω-агатоксина 
IVA (40 нМ) уменьшало среднюю величину флуо-
ресценции на 68% по сравнению с контролем и бы-
ло 49.9 ± 9.5 о. е. (n = 92; p < 0.01) (рис. 2). Блокатор 
L-типа Са2+-каналов нитрендипин (5 мкМ) сни-
жал флуоресценцию терминалей на 59% по срав-
нению с контролем, что составило 64.3 ± 1.7 о. е. 
(n = 84; p < 0.01) (рис. 2). Блокатор R-типа Са2+-ка-
налов SNX-482 (50 нМ) уменьшал среднее значе-
ние флуоресценции синапсов на 43% по сравне-
нию с контролем и было 89.6 ± 5.8 о. е. (n = 103; 
p < 0.01) (рис.  2). Блокатор Т-типа Са2+-каналов 
мибефрадил (10 мкМ) вызывал снижение средней 

величины флуоресценции терминалей на 54% по 
сравнению с контролем и составило 76.3 ± 1.9 о. е. 
(n = 99; p < 0.01) (рис. 2). Таким образом, наши экс-
перименты показали, что блокаторы потенциал-за-
висимых Са2+-каналов снижают интенсивность 
эндоцитоза везикул в нервных терминалях сомати-
ческой мускулатуры. Однако наибольшее влияние 
на процессы эндоцитоза синаптических везикул 
оказывали блокаторы N-, P/Q-, L-типов потенци-
ал-зависимых Са2+-каналов. Можно сделать вывод, 
что в процессах эндоцитоза везикул в нервно-мы-
шечном соединении дождевого червя принимают 
участие ионы Са2+, входящие через все типы по-
тенциал-зависимых Са2+-каналов, при этом самый 
больший вклад в эти процессы вносят Са2+-каналы 
N-, P/Q- и L-типов. 

В следующей серии экспериментов изучались 
процессы экзоцитоза везикул в двигательных нерв-
ных терминалях. Для этого нервно-мышечные пре-
параты дождевого червя окрашивали FM2-10 в ги-
перкалиевом растворе, отмывали в течение 30 мин 
в нормальном растворе, а затем инкубировали с 
блокаторами потенциал-зависимых Са2+-каналов 
и разгружали в гиперкалиевом растворе в присут-
ствии блокаторов. В контрольных экспериментах 
на 3 и 5 минуте происходило снижение значений 
флуоресценции на ~20% и ~30%, соответственно 
(рис. 3). Значения во всех временных точках до-
стоверно отличались друг от друга (p < 0.05). То же 
самое наблюдалось и в экспериментах с DMSO. 
При этом достоверных отличий между контролем 
и DMSO выявлено не было. В присутствии специ-
фических блокаторов Са2+-каналов ω-конотоксина 
GVIA (1 мкМ) или ω-агатоксина IVA (40 нМ) дина-
мика “разгрузки” красителя FM2-10 из синапсов 
незначительно замедлялась, значения флуоресцен-
ции уменьшались на 3 минуте на ~2%, на 5 минуте 
на ~5% от начального уровня (рис. 3). Применение 
нитрендипина (5 мкМ) или SNX-482 (50 нМ) тор-
мозило “разгрузку” FM2-10 из синапсов, значе-
ния светимости уменьшались на 3 минуте на ~4%, 
на 5 минуте на ~12% от начального уровня (рис. 3). 
Блокатор мибефрадил (10 мкМ) также замедлял вы-
грузку красителя FM2-10 из терминалей, величины 
флуоресценции уменьшались на 3 минуте на ~10%, 
на 5 минуте на ~15% от начального уровня (рис. 3). 
При этом средние значения светимости на 3 и 5 ми-
нутах для всех блокаторов достоверно отличались 
от таковых в контроле и DMSO (рис. 3) (p < 0.05). 
Таким образом, ингибирование потенциал-зави-
симых Са2+-каналов специфическими блокатора-
ми приводит к торможению “разгрузки” марке-
ра FM2-10 из двигательных нервных терминалей. 
Можно думать, что в процессах экзо-эндоцитоза 
везикул в нервных окончаниях соматической му-
скулатуры аннелид принимают участие все типы 
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потенциал-зависимых Са2+-каналов. При этом зна-
чительное влияние на процессы эндоцитоза си-
наптических везикул оказывали блокаторы потен-
циал-зависимых Са2+-каналов N-, P/Q- и L-типов, 
тогда как на процессы экзоцитоза только блокато-
ры Са2+-каналов N- и P/Q-типов. Следовательно, 
можно сказать, что в кальциевых механизмах ре-
гуляции везикулярного цикла в холинергических 
синапсах соматической мускулатуры аннелид наи-
большую роль играют ионы Са2+, входящие через 
N-, P/Q- и L-типы потенциал-зависимых Са2+-ка-
налов.

Близость расположения к сайтам освобожде-
ния везикул пресинаптических потенциал-зависи-
мых Са2+-каналов является чрезвычайно важным 
фактором, определяющим их роль в синаптиче-
ской трансмиссии [14]. В центральных нейронах 
млекопитающих участие в секреции медиатора по-
тенциал-зависимых Са2+-каналов опосредовано 
их взаимодействием с особыми белками на преси-
наптической мембране. Са2+-каналы P/Q (CaV2.1) 
и N (CaV2.2) типов рекрутируются в активную зону 
белком RIM [15]. Однако Са2+-канал P/Q-типа изби-
рательно ассоциирован с определенными изофор-
мами белка Munc13, что приводит к тому, что канал 
P/Q-типа ближе располагается к докированным 
везикулам, чем канал N-типа [16]. Также большую 
роль в секреции медиатора будет играть распре-
деление Са2+-каналов на пресинаптической мем-
бране. На нейронах гиппокампа с помощью бло-
каторов показали, что пресинаптический ток Ca2+ 
в разной степени зависит от каналов P/Q (~66%), 
N (~26%) и R (~8%) типов. Это позволило авторам 
оценить плотность распределения этих каналов на 
пресинаптической мембране [17]. В активных зонах 
нервно-мышечных синапсов Drosophila melanogaster 
имеются две отличающиеся по функциям популя-
ции потенциал-зависимых Са2+-каналов. Первые — 
Cav1-каналы (гомолог L-типа) регулируют кра-
ткосрочную пластичность и скорость рециклинга 
везикул. Вторые — Cav2-каналы (гомолог P/Q-типа) 
запускают освобождение медиатора. Такое функци-
ональное различие обусловлено взаимодействием 
каналов с Ca2+-АТФазой плазматической мембраны 
[18]. В нервно-мышечных контактах Caenorhabditis 
elegans два разных класса потенциалзависимых Ca2+-
каналов, Cav2 и Cav1, опосредуют освобождение си-
наптических везикул из различных пулов. Каналы 
Cav2 сосредоточены в плотно упакованных класте-
рах с белками активной зоны нейрексином, α-ли-
прином, SYDE, ELKS/CAST, RIM-BP, α-катулином 
и MAGI1. Каналы Cav2 колокализованы с прайми-
рующим белком UNC-13L. Напротив, каналы Cav1 
рассредоточены в нервном окончании и колокали-
зованы с UNC-13S. [19]. Полученные нами экспе-
риментальные данные позволяют полагать, что 

различный вклад N-, P/Q- и L-типов потенциал-за-
висимых Са2+-каналов в регуляцию везикулярного 
цикла в холинергических синапсах соматической 
мускулатуры аннелид может быть обусловлен ло-
кализацией и распределением каналов в активных 
зонах, а также взаимодействием данных каналов с 
ключевыми пресинаптическими белками.

Белок динамин является ферментом ГТФа-
зой  [20], катализирующим отделение везикулы от 
мембраны во время эндоцитоза [21]. Этот энзим 
довольно консервативен и встречается у многих 
видов живых существ — от бактерий до челове-
ка [22]. Геном млекопитающих содержит три гена 
динамина [23]. Динамин 1 избирательно и высоко 
экспрессируется в нейронах и обычно не присут-
ствует в не нейрональных тканях [24]. Динамин 2 
представлен во всех тканях [25]. Динамин 3 экс-
прессируется преимущественно в мозге и семен-
никах [26]. Беспозвоночные, такие как Drosophila 
melanogaster и Caenorhabditis elegans, обладают толь-
ко одним геном динамина [27, 28]. В синаптиче-
ских контактах млекопитающих белок динамин 
выполняет существенную роль во всех формах 
компенсаторного эндоцитоза, включая механизм 
“kiss-and-run”, непосредственно регулирует размер 
синаптических везикул и участвует в их рециклинге 
[29–32]. В нервно-мышечных контактах Drosophila 
melanogaster с мутацией shibire полная инактивация 
динамина блокирует везикулярный цикл и при-
водит к образованию огромных связанных с мем-
браной цистерн [33]. У нематоды Caenorhabditis el-
egans мутация в гене динамина вызывает быстрый 
и обратимый локомоторный дефицит при измене-
нии температуры [28], указывая на ключевую роль 
белка динамина в нервно-мышечной трансмиссии. 
В  нервно-мышечном соединении лягушки Rana 
pipiens ингибирование динамина динасором уве-
личивает вероятность освобождения везикул с ме-
диатором [34]. Результаты наших экспериментов, 
впервые показывают наличие в механизмах везику-
лярного цикла холинергических синапсов аннелид 
динамин-зависимого эндоцитоза, имеющего ис-
ключительное значение для нервно-мышечной пе-
редачи. Можно предполагать, что восстановление 
везикулярных пулов в таких синапсах в основном 
происходит при участии клатрин-зависимого эндо-
цитоза, при этом не исключено наличие механизма 
“kiss-and-run” экзо-эндоцитоза.

Подводя итог анализу данных, полученных в 
наших экспериментах на холинергических нерв-
но-мышечных синапсах эволюционно-первичной 
соматической мускулатуре аннелид на примере 
дождевого червя, можно прийти к следующему за-
ключению. В механизмах экзо-эндовезикулярного 
цикла участвуют ионы Са2+, входящие в терминаль 
через все типы потенциал-зависимых Са2+-кана-
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лов. При этом наибольший вклад в процессы эн-
доцитоза вносят Са2+-каналы N-, P/Q- и L-типов, 
тогда как экзоцитоза только каналы N- и P/Q-ти-
пов. В данных процессах существенную роль играет 
динамин-зависимый эндоцитоз, а восстановление 
везикулярных пулов в таких синапсах преимуще-
ственно происходит при участии клатрин-зависи-
мого эндоцитоза. Таким образом, основываясь на 
анализе данных литературы и полученных нами 
результатах, можно считать, что базисные механиз-
мы регуляции везикулярного цикла в двигатель-
ных нервно-мышечных синапсах являются общими 
для всего филогенетического древа позвоночных и 
беспозвоночных животных, начиная как минимум 
с аннелид, обладающих управляемой двигательной 
активностью. Это, конечно, не исключает наличие 
частных особенностей для отдельных типов и клас-
сов животных. Так, для аннелид значение отдельных 
регулирующих элементов машины везикулярной 
секреции, как мы это показали, имеет свою отчет-
ливую специфику. В то же время есть все основания 
считать, что генные ансамбли, отвечающие за экс-
прессию пептидов, формирующих белковые струк-
туры (ионные каналы, Са2+-акцепторные белки), 
обеспечивающие основные механизмы секреции 
медиатора в нервно-мышечных синапсах, сформи-
ровались на самых ранних этапах эволюционного 
развития животных, имеющих соматическую муску-
латуру, и чрезвычайно консервативны. Проведение 
сравнительного анализа общих черт и различий в 
организации везикулярного кругооборота в мотор-
ных синапсах дождевого червя и других таксонов в 
настоящее время невозможно из-за ограниченного 
объема экспериментального материала, что предпо-
лагает дополнительные исследования.
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PARTICIPATION OF THE ENZYME GLYCOGEN SYNTHASE KINASE-3  
AND VOLTAGE-DEPENDENT Ca2+ CHANNELS IN THE VESICULAR CYCLE  

OF TRANSMITTER SECRETION IN CHOLINERGIC MOTOR NERVE ENDINGS 
OF THE SOMATIC MUSCLES OF THE EARTHWORM LUMBRICUS TERRESTRIS
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aKazan Institute of Biochemistry and Biophysics, FRC Kazan Scientific Center of RAS, Kazan, Russia
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The effects of specific blockers (ω-conotoxin GVIA, ω-agatoxin IVA, nitrendipine, SNX-482, mibefradil) of N, 
P/Q, L, R, and T-type potential-dependent Ca2+ channels were studied by fluorescence confocal microscopy, 
as well as the glycogen synthase kinase-3 enzyme inhibitor GSK3 (1-azakenpaullone) on exo-endovesicular cy-
cle processes in cholinergic neuromuscular synapses of somatic muscle of the earthworm Lumbricus terrestris. 
The mechanisms of the vesicular cycle involve Ca2+ ions entering the terminals through all types of potential-de-
pendent Ca2+ channels of the presynaptic membrane. At the same time, N-, P/Q-, and L-type Ca2+ channels 
contribute most to endocytosis processes, whereas only N- and P/Q-type channels contribute to exocytosis. Dy-
namin-dependent endocytosis plays an essential role in recycling processes, and the recovery of vesicular pools in 
such synapses is predominantly facilitated by clathrin-dependent endocytosis. It can be considered that the basic 
mechanisms of vesicular cycle regulation in motor neuromuscular synapses are common to the entire phylogenetic 
tree of vertebrates and invertebrates, beginning with annelids. At the same time, the importance of individual 
regulatory elements of the vesicular secretion machinery in annelids has its own distinct specificity.

Keywords: voltage-gated Ca2+ channels, dynamin, exocytosis, endocytosis, synaptic vesicles, neuromuscular junc-
tions, motor muscles, annelids
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