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Сахарный диабет (СД) является системным заболеванием, характеризующимся изменениями во
многих органах и тканях, включая двигательную систему. Изучены процессы экзо- и эндоцитоза
синаптических везикул в двигательном нервном окончании диафрагмальной мышцы мыши при
высокочастотной активности в аллоксановой модели экспериментального СД. С помощью внутри-
клеточных микроэлектродов регистрировали потенциалы концевой пластинки (ПКП) в условиях
одиночной и высокочастотной (50 Гц, 1 мин) стимуляции. У мышей с экспериментальным СД ам-
плитудно-временные параметры ПКП при редком раздражении не отличались от контроля, одна-
ко, происходило усиление депрессии и замедление восстановления ПКП в условиях высокочастот-
ной стимуляции. С помощью эндоцитозного маркера FM 1-43 было показано, что у животных с
экспериментальным СД происходило усиление свечения нервных терминалей при загрузке краси-
теля во время высокочастотной стимуляции, что предотвращалось блокатором медленного опосре-
дованного динамином 1 эндоцитоза – 1-azakenpaullone (2 мкМ). Кроме того, у модельных живот-
ных замедлялось обесцвечивание предварительно загруженных нервных терминалей при длитель-
ной стимуляции (50 Гц). Полученные данные показывают, что в условиях экспериментального СД
первого типа усиливается рециклирование синаптических везикул по длинному пути, нарушаются
механизмы транспорта везикул, что подтверждено методами математического моделирования.
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет (СД) – хроническое заболе-
вание эндокринной системы человека, характе-
ризующееся длительным повышением концен-
трации глюкозы в крови и сопутствующими из-
менениями обмена веществ [1]. Одним из
серьезных осложнений СД являются перифери-
ческие нейропатии, которые характеризуются
мышечной слабостью, атрофией мышц [2], функ-
циональными нарушениями двигательных нерв-
ных волокон, а также изменениями в нервно-мы-
шечной передаче. В ряде исследований показаны
морфологические и функциональные изменения
нервно-мышечного синапса как на пре-, так и на
постсинаптическом уровнях [3–10].

Передача возбуждения в нервно-мышечном
синапсе осуществляется за счет экзоцитоза синап-
тических везикул, содержащих кванты медиато-
ра. Синаптические везикулы в нервных оконча-
ния млекопитающих разделяют на три функцио-

нальных пула. Первый, готовый к освобождению
(докированные везикулы), и второй (мобилиза-
ционный) пул иногда рассматривают как один
рециклирующий пул [11]. Рециклирующий пул
обеспечивает поддержание синаптической пере-
дачи при умеренной стимуляции за счет повтор-
ного использования везикул, которые восстанав-
ливаются быстрым эндоцитозом [12, 13]. Третью
популяцию составляют везикулы большого ре-
зервного пула, которые медленно переходят в ре-
циклирующий пул и используются в ответ на дли-
тельную высокочастотную стимуляцию. Восста-
новление везикул резервного пула происходит за
счет образования инвагинаций и эндосомоподоб-
ных структур, с поверхности которых отпочковы-
ваются везикулы [11, 12]. Для осуществления как
процессов быстрого, так и медленного эндоцитоза
необходима активация GTP-азы динамин 1 [14],
однако, медленный эндоцитоз регулируется
исключительно циклом дефосфорилирования и
рефосфорилирования динамина 1. Одной из клю-
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чевых протеинкиназ, осуществляющих рефосфо-
рилирование динамина 1 и, как следствие, кон-
тролирующих медленный путь эндоцитоза, явля-
ется киназа 3 гликогенсинтазы (GSK3) [15].
Рециклирование синаптических везикул играет
ключевую роль в секреции нейромедиаторов,
обеспечивая процессы синаптической пластич-
ности как в ЦНС, так и на периферии [16–18].

Целью нашей работы было исследование про-
цессов секреции медиатора, а также экзо- и эндо-
цитоза синаптических везикул в двигательном
нервном окончании мыши в условиях высокоча-
стотной активности при экспериментальном СД.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Моделирование сахарного диабета. Экспери-

ментальный СД вызывали с помощью аллоксана
(250 мг/кг, Sigma), который инъецировали жи-
вотным внутрибрюшинно после суточного голода-
ния [19]. Мышам контрольной группы вводили фи-
зиологический раствор. Проведение эксперимен-
тов на животных было одобрено Локальным
этическим комитетом КФУ (протокол № 8 от
05.05.2015). Концентрацию глюкозы в крови опре-
деляли глюкометром Accu-Chek Active (Германия).

Объект исследования, растворы. Эксперимен-
ты проводили на изолированных нервно-мышеч-
ных препаратах диафрагмальной мышцы лабора-
торных белых мышей. Животных выводили из
опыта методом цервикальной дислокации после
предварительной анестезии с помощью 5% изо-
флурана (Abbott Laboratories, США) в соответ-
ствии с Директивой Совета Европейских сооб-
ществ (24 ноября 1986 года; 86/609/ЕЕС).

Нервно-мышечный препарат помещали в
ванночку и перфузировали оксигенированным
раствором Кребса, содержащим (в мМ): NaCl –
137.0; KCl – 5.0; CaCl2 – 2.2; MgCl2 – 1.0; NaH2PO4 –
1.0; NaHCO3 – 16.0; глюкоза – 11.0; (t = 20°С,
рН 7.2–7.4). Сокращения мышечных волокон
блокировали d-тубокурарином (2–2.5 мкМ).
Для исследования роли медленного эндоцитоза
синаптических везикул использовали блокатор
киназы-3 гликогенсинтазы (GSK3) – 1-azaken-
paullone (Sigma).

Морфология. Ткань поджелудочной железы
фиксировали в 10% нейтральном формалине в те-
чение 24 ч. С использованием стандартных гисто-
логических методов изготавливали парафиновые
срезы с последующим окрашиванием гематокси-
лином и эозином [20]. Анализ проводили с помо-
щью микроскопа AxioScope A1, объектив 40×/
NA 0.50, оснащенного черно-белой видеокаме-
рой AxioCam MRm (Carl Zeiss, Германия).

Электрофизиология. Потенциалы концевой
пластинки (ПКП) регистрировали внутриклеточ-
но при помощи стеклянных микроэлектродов,

заполненных раствором КCl (2.5 М). Двигатель-
ный нерв раздражали прямоугольными импуль-
сами сверхпороговой амплитуды с частотой
0.2 Гц (одиночная стимуляция) или 50 Гц (высо-
кочастотная стимуляция). В каждом эксперимен-
те сначала проводили раздражение одиночными
стимулами, затем высокочастотной пачкой им-
пульсов с частотой 50 Гц в течение 1 мин, и сразу
после ее окончания – одиночными импульсами,
регистрируя восстановление амплитуды ПКП.
Уровень мембранного потенциала покоя контро-
лировали при помощи милливольтметра. Экспе-
рименты, в которых происходило изменение
мембранного потенциала покоя, не учитывали.

Флуоресцентная микроскопия. Для исследова-
ния процессов эндоцитоза синаптических вези-
кул использовали флуоресцентный маркер FM 1-43
(3 мкМ), который обратимо связывается с преси-
наптической мембраной и во время эндоцитоза
оказывается внутри вновь образованных синап-
тических везикул нервной терминали (“загружа-
ется” в нервное окончание). В этом случае пока-
зателем интенсивности эндоцитоза является
яркость свечения нервного окончания. Для за-
грузки красителя использовали стимуляцию дви-
гательного нерва с частотой 50 Гц в течение 1 мин.
Использовали три протокола “загрузки”. В пер-
вом случае FM 1-43 присутствовал в растворе в
течение 1 мин во время стимуляции, во втором –
7 мин после ее окончания, в третьем – 1 мин во
время стимуляции и 7 мин после ее окончания
(рис. 3а).

Для анализа процессов экзоцитоза синаптиче-
ские везикулы предварительно окрашивали кра-
сителем (загружали краситель в нервное оконча-
ние по третьему протоколу загрузки). Затем сти-
мулировали двигательный нерв с частотой 50 Гц в
течение 20 мин, анализируя снижение интенсив-
ности флуоресценции нервного окончания.
В этом случае во время экзоцитоза вместе с осво-
бождением медиатора происходила выгрузка кра-
сителя.

Свечение нервных окончаний регистрировали
с помощью микроскопа AxioScope A1, оснащен-
ного быстродействующей черно-белой видеока-
мерой AxioCam MRm (Carl Zeiss, Германия).
Наблюдения проводили только на поверхностно
лежащих нервных окончаниях. Оценивали сред-
нюю интенсивность свечения на участке нервной
терминали длиной 10–20 мкм в относительных
единицах (отн. ед.), оценивая свечение пикселя
от 0 до 256 [21].

Математическое моделирование. Для допол-
нительного анализа механизмов изменения про-
цессов экзо- и эндоцитоза синаптических вези-
кул при СД применили математическое модели-
рование везикулярного цикла. Использовали
модель, включающую два основных пула везикул
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(объединенный рециклирующий и резервный) и
два вида эндоцитоза (быстрый и медленный) [22].

Все данные обработаны методами вариацион-
ной статистики. Для анализа достоверности ис-
пользовали методы параметрического анализа
для независимых выборок с нормальным распре-
делением (t-критерий Стьюдента) с уровнем зна-
чимости p < 0.05. Проверку совокупности данных
на нормальное распределение проводили с помо-
щью критерия Колмогорова–Смирного. Количе-
ственные результаты исследования представлены
в форме среднее значение ± стандартное откло-
нение, n – число независимых экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфологические изменения островков Лангер-
ганса поджелудочной железы и концентрация глю-
козы в крови при экспериментальном сахарном диа-
бете. Гистологическое исследование ткани
поджелудочной железы выявило выраженные
деструктивные изменения островков Лангерган-
са – уменьшение размера и замещение соедини-
тельной тканью (рис. 1а,б). Cредняя площадь ост-
ровков Лангерганса у контрольных мышей соста-
вила 1430 ± 197 мкм2 (n = 20), а у животных с
аллоксановым диабетом – 1000 ± 146 мкм2 (n = 19,
p < 0.05).

Контрольная группа включала 105 мышей, ко-
торым инъецировали физиологический раствор.
Концентрация глюкозы в крови у животных этой
группы до инъекции составила 3.7 ± 0.6 мМ и не
изменялась в течение 45 дней (рис. 1в). Экспери-
ментальная группа состояла из 120 мышей, на-
чальная концентрация глюкозы у которых соста-
вила 3.4 ± 0.2 мМ. После инъекции аллоксана у
мышей данной группы концентрации глюкозы
повысилась до 6.7 ± 0.4 мМ (p < 0.05 относительно
начальных значений) к 10-му дню и до 10.9 ± 1.2 мМ
(p < 0.05 относительно начальных значений) к
45-му дню эксперимента (рис. 1в). Все последую-
щие эксперименты у животных с эксперимен-
тальным СД проводили на 45-й день после введе-
ния аллоксана при концентрации глюкозы в кро-
ви не менее 9 мМ.

Особенности секреции медиатора при экспери-
ментальном сахарном диабете в условиях одиноч-
ной и высокочастотной стимуляции. При одиноч-
ной стимуляции в контроле средняя амплитуда
ПКП составила 1.54 ± 0.08 мВ, время нарастания
ПКП – 0.64 ± 0.39 мс, время полуспада – 2.10 ±
± 0.10 мс (n = 17). У животных с эксперименталь-
ным СД амплитуда ПКП составила 1.46 ± 0.10 мВ,
время нарастания ПКП – 0.60 ± 0.62 мс, время
полуспада – 2.03 ± 0.10 мс (n = 11). Таким обра-
зом, амплитудно-временные параметры ПКП у
животных с экспериментальным СД не отлича-
лись от параметров у контрольных животных.

В контроле высокочастотное раздражение
двигательного нерва (50 Гц, 1 мин) сопровожда-
лось характерными изменениями амплитуды
ПКП. После кратковременной фазы облегчения
(к пятому сигналу – 118 ± 6% от исходной (p <
< 0.05)) наблюдалось резкое снижение амплиту-
ды ПКП, которое к 11-му сигналу достигло 54 ± 5%
(n = 15, p < 0.05) (рис. 2а, вкладка). К 10 с стиму-
ляции амплитуда ПКП снижалась до 39 ± 3%. За-
тем в течение последующих 20 с раздражения, на-
блюдалось состояние плато на уровне примерно
35% от исходной величины, после чего происхо-
дило медленное снижение амплитуды ПКП, ко-
торая к концу стимуляции составила 26 ± 3%
(n = 15, p < 0.05) (рис. 2а). Восстановление ам-
плитуды ПКП после окончания высокочастотно-
го раздражения происходило очень быстро. Уже в
ответ на первое одиночное раздражение (через 1 с)
амплитуда ПКП составила 81 ± 10%, а через 10 с –
192 ± 26% (n = 15) от исходной (рис. 2а).

У животных с экспериментальным СД дина-
мика амплитуд ПКП в течение первой секунды
высокочастотной стимуляции не отличалась от
контрольной (рис. 2а вкладка). Фаза облегчения
составила 112 ± 3% (n = 11, p > 0.05), первоначаль-
ный спад амплитуды ПКП достигал к 11-му сиг-
налу 49 ± 5% (n = 11, p > 0.05). Однако к 10 с сти-
муляции амплитуда ПКП снижалась до 25 ± 3%,
что достоверно ниже значений, полученных в
контрольных условиях (n = 11, p < 0.05). К концу
стимуляции амплитуда ПКП составила 10 ± 2%
(n = 11, p < 0.05) (рис. 2а). Восстановление амплиту-
ды ПКП после высокочастотной стимуляции проис-
ходило более медленно – в ответ на первый одиноч-
ный стимул (через 1 с) амплитуда ПКП составила
52 ± 8%, а через 10 с – 106 ± 22% (n = 9) от начального
уровня (рис. 2а). Таким образом, у животных с экс-
периментальным СД наблюдалась более глубокая
депрессия ПКП при высокочастотном раздражении
и замедленное восстановление амплитуды ПКП по
сравнению с контрольными животными.

Известно, что амплитуда ПКП пропорцио-
нальна количеству освободившихся квантов ме-
диатора и, соответственно, количеству везикул,
слившихся с пресинаптической мембраной в от-
вет на раздражение [23]. Сравнение кумулятив-
ных кривых амплитуд ПКП в контроле и в усло-
виях экспериментального СД показало снижение
суммарной амплитуды ПКП у модельных живот-
ных на 26%, что свидетельствует об уменьшении
общего количества квантов медиатора, выделив-
шихся из нервного окончания в процессе всего
периода высокочастотного раздражения (рис. 2б).

Интенсивность эндоцитоза синаптических ве-
зикул в условиях экспериментального сахарного
диабета. Показателем загрузки красителя FM 1-43
в нервное окончание при эндоцитозе синаптиче-
ских везикул служит появление характерного све-
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чения нервных терминалей (рис. 3г). Для анализа
интенсивности процессов эндоцитоза использо-
вали три протокола “загрузки” красителя (см. ме-
тодику, рис. 3а). Как показано на рис. 3б, у кон-
трольных животных свечение нервных термина-
лей при загрузке красителем по первому
протоколу составило 85 ± 3 отн. ед. (n = 14);
по второму – 56 ± 2 отн. ед. (n = 15); по третьему –
87 ± 3 отн. ед. (n = 13). Более высокая интенсив-
ность свечения терминалей при загрузке во время
высокочастотной стимуляции (протокол 1) сви-
детельствует о преобладании процессов быстрого
эндоцитоза в нервном окончании мыши в данных
условиях [23, 24].

У животных с экспериментальным СД проис-
ходило усиление свечения нервных терминалей
при всех трех протоколах “загрузки” красителя:
99 ± 3 отн. ед. (n = 10, p < 0.05), 65 ± 2 отн. ед. (n = 7,
p < 0.05) и 96 ± 2 отн. ед. (n = 8, p < 0.05) соответ-
ственно (рис. 3б). На основании этих данных
предположили, что при экспериментальном СД
изменяется соотношения быстрого и медленного
эндоцитоза за счет усиления вклада медленного.

Недавние исследования показали, что GSK3
является существенным фактором для запуска
медленного пути эндоцитоза [15]. Вклад медлен-
ного пути рециклирования синаптических вези-
кул оценивали с использованием блокатора
GSK3 1-azakenpaullone в концентрации 2 мкМ
[25]. Оказалось, что в контроле 1-azakenpaullone
(30 мин действия) не влиял на свечение нервных
терминалей, загруженных по третьему протоколу
(81 ± 4 отн. ед., n = 5, рис. 3в,г). В то же время у жи-
вотных с экспериментальным СД свечение снижа-
лось до 65 ± 2 отн. ед., (n = 6, p < 0.05, рис. 3в,г), что
достоверно меньше загрузки красителя у модель-

ных животных в отсутствие блокирования GSK3.
Таким образом, у модельных мышей усиливают-
ся процессы медленного эндоцитоза синаптиче-
ских везикул, и этот феномен предотвращается
ингибированием GSK3.

Экзоцитоз синаптических везикул при экспери-
ментальном сахарном диабете. Для определения
динамики экзоцитоза синаптических везикул ре-
гистрировали уменьшение интенсивности свече-
ния (“выгрузка” красителя) предварительно за-
груженных нервных терминалей при стимуляции
с частотой 50 Гц (рис. 3д,е) [21, 23] в течение
20 мин. В контроле интенсивность свечения
нервных окончаний к 15 с стимуляции составила
70 ± 2%, к 30 с – 63 ± 2%, к концу 1 мин – 55 ± 3%,
по отношению к начальному уровню свечения
(n = 12). К 20 мин стимуляции происходила пол-
ная выгрузка красителя и свечение терминалей
практически не регистрировалось. У животных с
экспериментальным СД обесцвечивание нерв-
ных терминалей в течение первых 3 мин происхо-
дило медленнее, чем в контроле (рис. 3д). Так, к
15 с стимуляции интенсивность свечения соста-
вила 83 ± 2%, к 30 с – 74 ± 3%, к концу первой ми-
нуты – 64 ± 2%, (n = 10, p < 0.05). После 3–5 мин
стимуляции динамика выгрузки красителя не от-
личалась от контроля. Таким образом, у живот-
ных с экспериментальным СД при высокочастот-
ном раздражении окрашенные везикулы теряют
краситель более медленно.

Математическое моделирование изменений,
происходящих в нервном окончании, при экспери-
ментальном сахарном диабете. Дополнительный
анализ механизмов изменения процессов экзо- и
эндоцитоза при СД проводили с помощью мате-
матического моделирования везикулярного цик-

Рис. 1. Морфологические изменения ткани поджелудочной железы и концентрация глюкозы в крови и при экспери-
ментальном сахарном диабете. Ткань поджелудочной железы в контроле (а) и при экспериментальном сахарном диа-
бете (б). Стрелка указывает на островок Лангерганса. Видно, что в условиях экспериментального сахарного диабета
(на 45-й день после введения аллоксана) наблюдается уменьшение площади островков. в – Динамика концентрации
глюкозы в крови у мышей в контроле после инъекции физиологического раствора (белые круги) и аллоксана
(250 мг/кг) (черные круги).
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ла. В модели рассматриваются два пула везикул,
объединенный рециклирующий (докированные
и мобилизационные) – Vd и резервный – Vs
(рис. 4а). Приблизительные размеры этих пулов
(7000 и 50000 везикул) подобраны по морфологи-
ческим описаниям нервно-мышечного синапса
теплокровных в [26, 27] (таблица). Экзоцитоз ве-
зикул происходит при каждом раздражении, и
число высвобожденных квантов медиатора прямо
пропорционально количеству везикул в рецикли-
рующем пуле. Коэффициент пропорционально-
сти равен вероятности экзоцитоза одной везику-
лы при раздражении (psr). При этом происходит
непрерывное перемещение везикул из резервного
пула в рециклирующий и обратно. Интенсивно-
сти перемещений выражаются параметрами kd+,
kd соответственно (рис. 4а, таблица).

В модели рассматриваются два вида эндоцито-
за – быстрый и медленный (рис. 4а). После экзо-
цитоза (пунктирная стрелка, psr) везикулы встра-
иваются в пресинаптическую мембрану, образуя
пул мембранного материала, подлежащего эндо-
цитозу (Ve). При восстановлении вновь образо-
ванная везикула попадает, захватывая краситель,
либо сразу в рециклирующий пул (быстрый эндо-
цитоз – стрелка ed), либо в резервный (медлен-
ный эндоцитоз – стрелка es) (рис. 4а) [22, 23]. Ни-
же приведен вид дифференциальных уравнений,
соответствующих описанной модельной схеме:

( )

( ) ,

Vd psr Vd kd lmd Vd Vs
t

kd Vd ed lmd Vd Ve

+

−

∂ = − ⋅ + ⋅ ⋅ −
∂

− ⋅ + ⋅ ⋅

( ) ,Vs kd Vd es Ve kd lmd Vd Vs
t − +

∂ = ⋅ + ⋅ − ⋅ ⋅
∂

где lmd(Vd) =  – функ-
ция, отражающая ограниченную емкость пула до-
кированных и мобилизованных везикул. Для
описания динамики красителя, захваченного при
эндоцитозе, составлены следующие уравнения:

где pdvVd и pdvVs – количество окрашенных вези-
кул в докированном и резервном пулах соответ-
ственно, dye(t) – функция, равная единице в пе-
риод присутствия красителя в растворе (в соот-
ветствии с протоколом загрузки–выгрузки), и
нулю в остальные моменты времени.

Решение уравнений производили численно
явным методом Эйлера с шагом интегрирования
0.2 мс.

Основной целью исследования на математи-
ческой модели был поиск различий характери-
стик везикулярного цикла в контроле и при СД.
Для этого подбирали такие параметры моделей
(psr, kd+, kd–, ed, es), которые приводили бы к вос-
произведению: как электрофизиологических
экспериментальных данных – секреции медиато-

( ) ,Ve psr Vd ed lmd Vd Ve es Ve
t
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Рис. 2. Динамика секреции медиатора во время высокочастотной стимуляции в контроле и у животных с эксперимен-
тальным сахарным диабетом. а – Изменение амплитуды ПКП в течение 1 мин стимуляции с частотой 50 Гц в контроле
(белые круги) и в условиях экспериментального СД (черные круги). На вкладке представлена динамика амплитуды
ПКП в течение первой 1 с раздражения. б – Кумулятивные кривые амплитуд ПКП при стимуляции с частотой 50 Гц
в течение 1 мин в контроле (белые круги) и в условиях экспериментального СД (черные круги).
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Рис. 3. Процессы эндо- и экзоцитоза синаптических везикул в двигательном нервном окончании мыши в условиях
экспериментального сахарного диабета. а – Схемы протоколов, используемых для загрузки терминалей: 1 – FM 1-43
присутствовал в растворе в течение 1 мин во время стимуляции, 2 – FM 1-43 присутствовал в растворе в течение 7 мин
после окончания стимуляции, 3 – FM 1-43 присутствовал в растворе в течение 1 мин стимуляции и 7 мин после ее
окончания. б – Интенсивность свечения нервных терминалей в контроле (белые столбики) и при экспериментальном
сахарном диабете (заштрихованные столбики) при “загрузке” красителя в соответствии с протоколами 1–3. в – Вли-
яние блокатора GSK3 – 1-azakenpaullone (2 мкМ, Aza) на интенсивность свечения нервных терминалей в контроле,
при экспериментальном сахарном диабете (СД, белые столбики) и при добавлении 1-azakenpaullone (заштрихованные
столбики) при “загрузке” красителя в соответствии с протоколом 3. г – Примеры терминалей, окрашенных FM 1-43,
при блокировании медленного эндоцитоза (aza) в контроле и при экспериментальном сахарном диабете (СД). д – Ди-
намика интенсивности свечения нервных окончаний, предварительно окрашенных флуоресцентным красителем FM
1-43, при стимуляции с частотой 50 Гц в течение первых 3 мин. Белые круги (1) отражают динамику спада в контроле,
черные круги (2) – в условиях сахарного диабета. е – Примеры терминалей, предварительно окрашенных FM 1-43, во
время разгрузки к 15, 120, 600 с стимуляции (50 Гц) в контроле (1) и при экспериментальном сахарном диабете (2).
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ра, так и оптических – изменения светимости
терминалей при загрузке–выгрузке красителя.

Целевую функцию рассчитывали как сумму
квадратов разностей соответствующих по време-
ни экспериментальных и модельных значений
измеряемых величин (квантовый состав и свече-

ние терминали). После предварительной оптими-
зации параметров модели с помощью комбина-
ции прямого покоординатного поиска экстрему-
ма целевой функции и генетического алгоритма
[22], производили ручной (под контролем опера-
тора) подбор конечных значений параметров.
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Рис. 4. Математическое моделирование процессов экзо- и эндоцитоза синаптических везикул в контроле и при экс-
периментальном сахарном диабете. а – Схема процессов экзо- и эндоцитоза синаптических везикул в нервном окон-
чании мыши. б – Количественные характеристики везикулярных пулов и кинетических параметров везикулярного
цикла в двигательных нервных окончаниях в контроле и при экспериментальном сахарном диабете. Vs – резервный
пул, Vd – рециклирующий, объединяющий докированный и мобилизационный пулы, Ve – мембранный материал,
встроенный в пресинаптическую мембрану, образованный везикулами, прошедшими экзоцитоз; es и ed – константы
скоростей поступления вновь образованных везикул в резервный (медленный путь эндоцитоза) и рециклирующий
(быстрый путь эндоцитоза) пулы соответственно; kd+, kd– – константы скорости перехода везикул из резервного пула
в рециклирующий и обратно; psr – вероятность высвобождения везикулы при стимуляции. Стрелки указывают увели-
чение или уменьшение констант. в – Модельное воспроизведение количества везикул, подвергшихся экзоцитозу и
освободивших медиатор при высокочастотной стимуляции (1 мин, 50 Гц), а также восстановление везикул в рецик-
лирующем пуле (0.2 Гц) в контроле (белые круги) и при экспериментальном сахарном диабете (СД, черные круги).
г – Модельное воспроизведение количества везикул, захвативших краситель во время и после высокочастотной сти-
муляции, в контроле (белые круги) и при экспериментальном сахарном диабете (СД, черные круги). д – Модельное
воспроизведение изменения свечения предварительно загруженных нервных терминалей в условиях высокочастот-
ной стимуляции (50 Гц, 1 мин) в контроле и при экспериментальном сахарном диабете (СД).

Восстановление
50 Гц

в

0 20 40 60 80 100 120

К
ол

ич
ес

тв
о 

ве
зи

ку
л,

по
дв

ер
гш

их
ся

 э
кз

оц
ит

оз
у

0

20

40

60

Время, с

Контроль

СД

б

И
зм

ен
ен

ие
 с

ве
че

ни
я

те
рм

ин
ал

ей
, %

Время, с

Контроль

СД

70

90

60

80

100

0 20 40 60
50

а

Vs

ed es

VeVd

psr, экзоцитоз

kd+
kd–

г

0 20 40 60 80 100 120

К
ол

ич
ес

тв
о 

ок
ра

ш
ен

ны
х

ве
зи

ку
л

0

2

4

6

8

Время, с

Контроль

СД
×103



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 34  № 2  2017

АНАЛИЗ ЭКЗО- И ЭНДОЦИТОЗА В НЕРВНОМ ОКОНЧАНИИ МЫШИ 149

С использованием данной математической
модели показано, что наблюдаемое в экспери-
ментах изменение динамики секреции медиато-
ра, загрузки и выгрузки красителя при СД каче-
ственно воспроизводится при изменении двух
параметров модели относительно контрольных
значений (таблица). Во-первых, увеличение ско-
рости перехода вновь образованных везикул в ре-
зервный пул (es), что отражает факт преоблада-
ния восстановления везикул по длинному пути
при СД (рис. 4а–г). Во-вторых, уменьшение ско-
рости перехода везикул из резервного пула в ре-
циклирующий – kd+ (рис. 4а). Эти результаты
указывают на то, что при СД восстановление ве-
зикул происходит преимущественно по длинно-
му пути, т.е. доля быстрого рециклирования за-
метно снижается. Как следствие увеличивается
депрессия секреции медиатора при высокоча-
стотном раздражении (рис. 4в). Также наблюда-
ется большее накопление красителя в термина-
лях, который медленнее выгружается при после-
дующих раздражениях (рис. 4б,г).

ОБСУЖДЕНИЕ

Диабетическая нейропатия – одно из наиболее
распространенных осложнений СД [2, 28–30]. На-
рушения синаптической передачи при СД харак-
терны для периферической и центральной нерв-
ной системы и сопровождаются как двигательными
расстройствами, так и нарушением когнитивных
функций [31]. В нашем исследовании с использо-
ванием электрофизиологического и флуорес-
центного подходов, а также математического мо-
делирования изучены изменения процессов
секреции медиатора и рециклирования синапти-
ческих везикул в двигательном нервном оконча-
нии мыши в условиях экспериментального СД.

Для моделирования СД использовали аллок-
сан, имеющий два механизма действия на ткань
поджелудочной железы. Во-первых, аллоксан се-
лективно подавляет глюкозозависимую секре-

цию инсулина, ингибируя глюкокиназу, сенсор
глюкозы. Во-вторых, в клетках аллоксан превра-
щается в диалуровую кислоту, что сопровождает-
ся генерацией активных форм кислорода [19, 32].
В результате окислительного стресса развивается
некроз клеток поджелудочной железы, что явля-
ется одним из механизмов формирования СД
типа 1. Для подтверждения формирования СД
типа 1 у мышей опытной группы были проведены
гистологические исследования, которые показа-
ли выраженные дегенеративные изменения ост-
ровков Лангерганса и увеличение концентрации
сахара в крови.

Для анализа функционального состояния си-
наптического аппарата при СД оценивали вы-
званную секрецию медиатора, регистрируя ПКП
в условиях одиночной и высокочастотной стиму-
ляции. Анализ ПКП в условиях одиночной сти-
муляции в контроле и при экспериментальном
СД не выявил значительных отличий в их ампли-
тудно-временных параметрах, что свидетельству-
ет об отсутствии изменений в квантовом составе
ПКП и механизмах взаимодействия медиатора с
постсинаптической мембраной. Наши результа-
ты не согласуются с некоторыми ранее получен-
ными данными. Так, в ряде экспериментальных
работ обнаружено снижение амплитуды спонтан-
ных и вызванных ПКП [3, 4, 7, 9, 10]. Другие ра-
боты наоборот свидетельствуют об увеличении
амплитуды и времени спада миниатюрных и вы-
званных токов концевой пластинки [9, 10]. По-
видимому, эти противоречия связаны с множе-
ственными повреждениями, возникающими в
области нервно-мышечного соединения в усло-
виях длительной гипергликемии, такими как на-
рушение функций митохондрии, системы Т-тру-
бочек и миофибрилл, экспрессии и распределения
ацетилхолиновых рецепторов на постсинаптиче-
ской мембране, уменьшение экспрессии и актив-
ности ацетилхолинэстеразы [6, 7, 9, 10, 33, 34].
Можно думать, что неоднозначные результаты
изучения синаптических нарушений связаны со
способом формирования модели СД (с помощью
аллоксана или стрептозоцина), сроками исследо-
ваний, выраженностью гипергликемии, видом
животного и типом мышцы, которые могут отли-
чаться по чувствительности к гипергликемии в
зависимости от состава мышечных волокон.

В то же время при высокочастотной активно-
сти нервно-мышечного синапса нами обнаруже-
ны выраженные изменения, связанные с наруше-
нием везикулярного транспорта. Высокочастот-
ная активность является естественным способом
функционирования диафрагмальной мышцы, и
процессы кругооборота синаптических везикул
играют ключевую роль в обеспечении синаптиче-
ской передачи в таких условиях. Поэтому мы ис-
следовали динамику амплитуд ПКП в условиях
стимуляции с частотой 50 Гц. Высокочастотное

Количественные характеристики везикулярных пулов
и кинетических параметров везикулярного цикла
в двигательных нервных окончаниях в контроле и при
экспериментальном сахарном диабете

Параметры Контроль Диабет

kd+, 1/c 0.0062 0.0009 (<)
kd–, 1/c 0.0004 0.0004
ed, 1/c 0.00522 0.00522
es, 1/c 0.00237 0.0237 (>)
psr 0.007175 0.007175
Vd, шт. 7000 7000
Vs, шт. 50000 50000
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раздражение двигательного нерва в контроле со-
провождалось первоначальным быстрым спадом
секреции медиатора (рис. 2а), который отражает
быстрое расходование пула везикул готовых для
освобождения медиатора (докированных везикул
в области активных зон) [11, 35]. Затем снижение
секреции медиатора сменяется длительным со-
стоянием плато, которое, по всей видимости,
связано с очень быстрыми процессами восста-
новления пула докированных везикул [11, 12].
О высокой скорости восполнения пула докиро-
ванных везикул свидетельствует быстрое (в тече-
ние 5 с) восстановление амплитуды ПКП после
окончания высокочастотного раздражения в кон-
троле (рис. 2а). В условиях экспериментального
СД высокочастотная стимуляция приводила к
усилению депрессии амплитуд ПКП по сравне-
нию с контролем, начиная примерно с десятой
секунды стимуляции (рис. 2а), что, по-видимому,
указывает на нарушение восполнения пула доки-
рованных везикул в области активных зон. Это
подтверждает и более медленное восстановление
амплитуды ПКП после окончания высокочастот-
ного раздражения (рис. 2а).

Восполнение пула докированных везикул при
высокочастотной активности осуществляется
при помощи двух механизмов: быстрого рецик-
лирования и транспорта везикул из резервного
пула. Можно предположить, что у эксперимен-
тальных животных нарушаются оба механизма.
Известно, что рециклирование и повторное ис-
пользование синаптических везикул обеспечива-
ется двумя основными путями эндоцитоза – кла-
тринзависимым быстрым и медленным [35, 36].
Можно думать, что при экспериментальном СД
усиливается именно второй медленный путь. Об
этом свидетельствуют следующие эксперимен-
тальные факты. Во-первых, увеличение свечения
загруженных FM 1-43 терминалей (рис. 3б), что
связано с большим поступлением везикул захва-
тивших краситель в резервный пул. В контроле
при длительной высокочастотной активности ве-
зикулы захватывают краситель путем быстрого
эндоцитоза и повторно участвуют в экзоцитозе
(короткий быстрый путь), теряя краситель. Если
усиливается медленный путь с поступлением ве-
зикул в резервный пул, то краситель не успевает
выделиться из этих везикул при высокочастотной
активности, и количество красителя в нервном
окончании возрастает. Во-вторых, блокатор ре-
фосфорилирования динамина 1 GSK3 [15] не из-
менял свечения в контрольных условиях, но зна-
чительно его снижал в условиях СД. Кроме того,
усиление депрессии при высокочастотном раз-
дражении также может быть связано с усилением
медленного эндоцитоза путем уменьшения коли-
чества везикул, доступных к быстрому освобож-
дению, как это наблюдалось в гиппокампе, где

блокатор GSK3 восстанавливал высокочастот-
ную депрессию [15].

По-видимому, медленный путь эндоцитоза не
играет существенной роли в рециклировании си-
наптических везикул в контроле, однако, активи-
руется у мышей с моделью СД. Эти построения
подтверждаются данными о том, что при СД в
тканях повышена активность GSK3, которая по-
давляет функцию основных мишеней инсулина,
например, гликоген-синтазы [25].

По всей видимости, при экспериментальном
СД также замедляются процессы транспорта ве-
зикул из резервного пула в пул докированных ве-
зикул, что также приводит к усилению депрессии
секреции медиатора (амплитуды ПКП) (рис. 2а).
На это указывает и более медленная выгрузка
красителя из нервных окончаний (рис. 3д,е). На-
рушения транспорта везикул при эксперимен-
тальном СД могут быть связаны с дезорганизаци-
ей цитоскелета, обнаруженной в морфологиче-
ских исследованиях, и нарушением работы
миозиновых моторов, транспортирующих вези-
кулы к активным зонам [7].

Наши предположения о механизмах измене-
ний везикулярного цикла в двигательных нерв-
ных терминалях при экспериментальном СД пол-
ностью подтверждаются данными математического
моделирования. В модельных экспериментах по-
казано, что изменения секреции медиатора, про-
цессов экзо- и эндоцитоза синаптических вези-
кул при СД связаны с усилением медленного эн-
доцитоза и нарушениями транспорта везикул в
нервном окончании (рис. 4).

Таким образом, установлено, что в условиях
моделирования экспериментального СД проис-
ходит нарушение процесса рециклирования и по-
вторного использования синаптических везикул
при высокочастотной активности. Эти измене-
ния связаны с усилением медленного пути эндо-
цитоза вследствие повышения активности GSK3,
а также с замедлением транспорта синаптических
везикул в нервном окончании, ведущими к более
глубокой депрессии секреции медиатора при вы-
сокочастотной активности. Данный феномен мо-
жет лежать в основе нарушений функции пери-
ферического синапса при СД.
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Analysis of Exo- and Endocytosis in the Mouse Nerve Ending
in Experimental Diabetes Mellitus

O. V. Yakovleva1, *, A. V. Zaharov1, 2, A. L. Zefirov2, G. F. Sitdikova1

1Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan (Privolzhskii) Federal University,
ul. Kremlevskaya 18, Kazan, 420008 Russia
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*e-mail: a-olay@yandex.ru

Diabetes mellitus (DM) is a systemic disease characterized by changes in many organs and tissues, including
the motor system. The aim of this work was a study of the processes of exo- and endocytosis in the motor
nerve ending of mouse diaphragm during high-frequency activity in experimental alloxan model of DM.
Endplate potentials (EPPs) was recorded using intracellular microelectrodes during single and high-frequen-
cy (50 Hz, 1 min) stimulation. In mice with experimental DM the amplitude-temporary parameters of EPPs
did not differ from the control; however, an increase in the EPPs depression and a slower recovery was ob-
served during high frequency stimulation. Using an endocytosis dye FM 1-43, it was shown that in animals with
experimental DM the intensity of fluorescence of nerve terminals loaded by high-frequency stimulation was higher
than in control. This effect was prevented by an inhibitor of slow dynamin-mediated endocytosis – 1-azaken-
paullone (2 μM). In addition, the bleaching of pre-loaded nerve terminals during high-frequency stimulation
was slower in animals with DM. The obtained results suggest that in experimental DM the recycling of syn-
aptic vesicles via the long path becomes more pronounced and the mechanisms of the vesicular transport are
impaired. This hypothesis was confirmed by methods of mathematical modeling.

Keywords: diabetes mellitus, neuromuscular junction, synaptic vesicles, exocytosis, endocytosis, mathemat-
ical modeling



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice




