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Нейротрофин мозга (BDNF) синтезируется в результате протеолиза пронейротро-
фина с образованием зрелого BDNF и продомена. Регуляторное влияние последне-
го на нервно-мышечную передачу только начинает изучаться. В моторных синап-
сах продомен BDNF оказывает тормозное действие, стимулируя за счет активации 
рецепторов p75 калиевые каналы GIRK. Целью данной работы стало продолжение 
исследования механизма тормозного действия продомена BDNF в зрелых моторных 
синапсах диафрагмы мыши. С помощью микроэлектродов регистрировали спонтан-
ные (миниатюрные) и вызванные стимуляцией моторных аксонов многоквантовые 
потенциалы концевой пластинки – МПКП и ПКП соответственно. Используя селек-
тивные антагонисты, выявили, что тормозное действие продомена на синаптическую 
передачу требует участия сортилина, но не TrkB-рецепторов. Стимулирование GIRK, 
индуцированное продоменом, требует участия синаптических метаботропных рецеп-
торов, обеспечивающих действие на GIRK βγ-субъединиц Gi-белков. При помощи 
селективных ингибиторов установили, что M2-холинорецепторы и P2Y13-пурино-
рецепторы негативно регулируют пресинаптические кальциевые каналы L-типа, при 
этом оба типа рецепторов функционально не связаны с действием продомена BDNF. 
Оказалось, что для торможения квантовой секреции ацетилхолина в моторных си-
напсах под влиянием продомена BDNF необходима активность только аденозиновых 
A1-рецепторов. Кроме того, в условиях фармакологического блокирования паннек-
сина 1 пробеницидом продомен BDNF утрачивал свое тормозное действие на нерв-
но-мышечную передачу. Таким образом, для осуществления торможения квантовой 
секреции медиатора под действием продомена BDNF в моторных синапсах мыши тре-
буется участие сортилина и эндогенной активации аденозиновых А1-рецепторов аде-
нозина, для которой необходимо функционирование паннексинов 1, обеспечивающих, 
вероятнее всего, дополнительный к везикулярному источник синаптической АТФ.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейротрофин мозга (brain-derived neurоtrophic factor – BDNF) – один из самых 
изученных представителей семейства нейротрофинов с широким спектром долговре-
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менных и кратковременны х (острых) регуляторных функций. Показана его ключевая 
роль в ходе развития нервной системы, установления, созревания и поддерживания 
синаптических контактов как в центральной нервной системе (ЦНС), так и пери-
ферической. Кроме того, BDNF хорошо известен как модулятор нейротрансмиссии 
в синапсах ЦНС [1]. В последние годы представления о спектре активности этого 
нейротрофина расширились, когда обнаружилась способность BDNF высвобождать-
ся не только из пресинаптических нервных окончаний и перисинаптических шван-
новских клеток, но и из волокон скелетной мускулатуры, то есть выступать в роли 
миокина, ретроградно регулирующего квантовую секрецию ацетилхолина (АХ) в мо-
торных синапсах [2, 3]. Присутствие зрелого BDNF и его рецепторов (TrkB и p75), 
способных запускать целый комплекс сигнальных путей, было выявлено во всех 
компонентах моторных синапсов млекопитающих [4]. При этом трактовка синапти-
ческих модуляторных воздействий эндогенного BDNF in vivo требует учета возмож-
ного одновременного действия побочного продукта его созревания из проBDNF – 
продомена BDNF. Его сигнальная функция только начала изучаться в моторных си-
напсах [5]. В ЦНС продомен BDNF может играть независимую регуляторную роль, 
влияя на проявления долговременной синаптической пластичности [6]. Недавно 
мы установили, что продомен BDNF в наномолярной концентрации оказывает на 
синаптическую передачу в нервно-мышечных синапсах действие, полностью про-
тивоположное эффектам зрелого нейротрофина – снижает частоту одноквантовых 
миниатюрных потенциалов концевой пластинки (МПКП) и уменьшает амплитуду 
постсинаптических потенциалов, как миниатюрных, так и многоквантовых ПКП, 
возникающих в результате быстрой синхронной секреции квантов АХ при прихо-
де пресинаптического потенциала действия. Наряду со снижением амплитуд МПКП 
и ПКП действие продомена BDNF сопровождается уменьшением квантового состава 
ПКП [5]. Негативное влияние на частоту МПКП и квантовый состав ПКП, во-пер-
вых, свидетельствует о наличии пресинаптической компоненты у тормозного дейст-
вия продомена BDNF на квантовую секрецию АХ, а, во-вторых, могло быть связано 
с уменьшением пресинаптического входа ионов Ca2+ за счет возрастания активности 
пресинаптических K+-каналов и снижения вероятности открывания потенциал-зави-
симых Ca2+-каналов. Мы установили, что тормозное действие продомена BDNF на 
квантовую секрецию АХ реализуется посредством рецепторов p75 и запуска сиг-
нального каскада, направленного на стимулирование G-белок-сцепленных калиевых 
каналов входящего выпрямления (GIRK) [5]. Рецепторы p75 могут образовывать ре-
цепторные комплексы с сортилином или рецепторами TrkB, обеспечивая развитие 
сигналинга proBDNF [7, 8]. При этом ничего неизвестно, требуется ли образование 
таких функциональных комплексов при рецепторном действии продомена BDNF 
в моторных синапсах. Остается неизученным и другой вопрос – о характере регу-
ляции GIRK в нервно-мышечных синапсах млекопитающих. Дело в том, что GIRK 
требуют дуальной активации. Во-первых, необходимо взаимодействие GIRK с мем-
бранным фосфолипидом фосфоинозитол-(4,5)-бисфосфатом (PIP2) – на увеличение 
его уровня, вероятно, направлен запускаемый продоменом BDNF сигнальный путь 
с участием ROCK. Во-вторых, с GIRK должны взаимодействовать βγ-субъединицы 
Gi-белков [9]. В моторных синапсах млекопитающих наличествует целый ансамбль 
пресинаптических метаботропных рецепторов, сопряженных c Gi-белками. К числу 
наиболее вероятных кандидатов на роль регуляторов GIRK можно отнести мускари-
новые M2-холинорецепторы [10, 11], аденозиновые А1-рецепторы и Р2Y13-пурино-
рецепторы [12–14]. Необходимо было установить, какие именно из этих метаботроп-
ных рецепторов могут быть вовлечены в GIRK-опосредованное тормозное действие 
продомена BDNF на нервно-мышечную синаптическую передачу. На решение выше-
перечисленных вопросов и было направлено настоящее исследование.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Эксперименты были проведены на изолированных нервно-
мышечных препаратах диафрагмы взрослых мышей (8–10 недель, масса тела 30–35 г) 
линии C57BL/6 обоих полов. Мыши были получены из вивария факультета биоинже-
нерии и биоинформатики МГУ (Москва, Россия). Эвтаназия мышей обеспечивалась 
быстрой декапитацией. В исследовании было использовано 39 животных.

Электрофизиология. Все эксперименты проводили при температуре 20–22°С. 
Нервно-мышечный препарат левой половины диафрагмы с диафрагмальным нервом 
помещали в экспериментальную камеру объемом 3 мл и проводили перфузию оксиге-
нированным (95% O2, 5% CO2) раствором Лайли (pH 7.2–7.4), содержавшим (в мМ): 
NaCl – 135, KCl – 4, NaH2PO4 – 0.9, CaCl2 – 2, MgCl2 – 1, NaHCO3 –16.3, глюкоза – 11 
[15]. Регистрацию постсинаптических потенциалов осуществляли с использованием 
заполненных 2.5 М KCl стеклянных микроэлектродов, изготавливаемых с помощью 
пуллера MP-500 (RWD Life Sciences, Китай). Сопротивление кончиков микроэлек-
тродов составляло 15–20 МОм. Сигналы регистрировали при помощи усилителя 
Neuroprobe Amplifi er Model 1600 (A-M Systems, США) и записывали с частотой реги-
страции 10 кГц с использованием аналого-цифрового преобразователя Е-154 (L–Card, 
Россия) с интерфейсом PowerGraph 3.3.8 (ДИСофт, Россия). Для предотвращения со-
кращения мышцы при стимуляции диафрагмального нерва проводили поперечное 
рассечение мышечных волокон для стабилизации их мембранного потенциала на 
сниженном по сравнению с нерассеченными волокнами уровне (менее -50 мВ). Сра-
зу после рассечения препарат промывали в растворе Лайли (> 150 мл) не менее 1 ч, 
что позволяло предотвратить возможную блокаду проведения потенциалов действия 
нерва. Далее в одних и тех же нервно-мышечных синапсах осуществляли регистра-
цию одноквантовых МПКП и вызванных стимуляцией нерва многоквантовых ПКП. 
Сначала производили регистрацию МПКП в течение 80–100 с, далее стимулировали 
диафрагмальный нерв короткими залпами сверхпороговых импульсов (50 стимулов 
длительностью 0.08–0.1 мс с частотой 50 Гц) и в том же синапсе регистрировали 
ПКП. Среднее значение ампли туд МПКП, зарегистрированных до залпа ПКП, за-
тем использовали для вычисления квантового состава ПКП. У значений амплитуд 
МПКП, зарегистрированных до ритмической стимуляции нерва и сразу после нее, 
отсутствуют статистически значимые различия  [16, 17]. Это позволяет исключить 
возможное влияние десенситизации постсинаптических никотиновых холинорецеп-
торов в развитие изменений амплитуд и квантового состава ПКП по ходу коротких 
ритмических залпов. Для предотвращения истощения запаса доступных для выс-
вобождения квантов АХ в моторных синапсах стимуляцию диафрагмального нерва 
проводили с перерывами не менее 5–6 мин. Первичный анализ параметров постси-
наптических потенциалов осуществляли с использованием программы MiniAnalysis 
(Synaptosoft, США). В контроле регистрировали потенциалы минимум от 5 синап-
сов, затем в перфузионный раствор добавляли исследуемые вещества в определен-
ном порядке и регистрировали активность разных синапсов таким же образом, как 
и в контроле, в течение 45–60 мин. Критерием включения синапса в выборку для 
дальнейшего анализа данных служило устойчивое значение мембранного потенциа-
ла в течение регистрации – допускались изменения этого параметра менее чем на 5 
мВ, в противном случае регистрацию прекращали, а запись не включали в выборку. 
Среднее время нарастания и полуспада МПКП во всех сериях экспериментов состав-
ляло не более 1 и 2.2 мс соответственно, а значения этих временных параметров для 
ПКП – не более 1.7 и 2.7 мс соответственно (во всех сравниваемых выборках не было 
статистически значимых различий параметров временного хода постсинаптических 
потенциалов). В каждой серии экспериментов использовали не менее трех нервно-
мышечных препаратов.
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Анализ данных и статистика. Оценивали амплитуду и врем енные характеристики 
МПКП и ПКП, квантовый состав ПКП. Амплитуду ПКП корректировали на нелиней-
ную суммацию [5, 18], именно изменения скорректированной амплитуды ПКП отобра-
жены на всех рисунках. Квантовый состав ПКП вычисляли как отношение скорректи-
рованной амплитуды ПКП к средней в данном синапсе амплитуде МПКП. 

Статистическую значимость различий между сравниваемыми выборками оцени-
вали с использованием GraphPad Prism 8.4.3. (GraphPad, США). Нормальность рас-
пределения параметров в выборках оценивали с использованием теста Д’Агостино-
Пирсона. Далее при нормально распределенных величинах применяли t-критерий 
Стьюдента, а при распределении, отличном от нормального – критерий Манна – Уитни. 
Двухфакторный дисперсионный анализ с последующим применением апостериорного 
критерия Бонферрони использовали для анализа амплитуд и квантового состава ПКП 
в залпе. Различия параметров выборок считали статистически значимыми при p < 0.05, 
n – количество исследованных синапсов в выборке. В тексте и на рисунках данные 
представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего.

Реактивы. Все реактивы для приготовления физиологического раствора Лайли 
были поставлены Хеликон, Россия. В экспериментах были использованы: продомен 
BDNF (Alomone, Израиль); антагонист сортилина AF38469 (GlpBio, США); антагонист 
TrkB-рецепторов циклотраксин B, блокатор потенциалзависимых Са2+ каналов L-типа 
нитрендипин, конкурентный антагонист P2Y13-рецепторов MRS 2211 (все – Tocris, 
Великобритания); антагонист мускариновых M2-холинорецепторов метоктрамин, ан-
тагонист аденозиновых A1-рецепторов DPCPX (Santa Cruz, США); блокатор паннекси-
на 1 пробеницид (в виде водорастворимой натриевой соли) (AAT Bioquest, США). Для 
приготовления стоковых растворов всех веществ использовали деионизированную 
H2O в качестве растворителя, кроме AF38469, нитрендипина и DPCPX, для которых 
растворителем служил диметилсульфоксид – DMSO (Хеликон, Россия). Концентрация 
DMSO в рабочих растворах не превышала 0.02% (v/v), данный растворитель в такой 
концентрации не оказывал статистически значимого самостоятельного действия на ис-
следуемые параметры спонтанной и вызванной секреции АХ.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В первом блоке экспериментов мы решали вопрос о возможном участии функцио-
нальных комплексов рецепторов p75 с TrkB или сортилином в обеспечении GIRK-
опосредованного негативного влияния продомена BDNF на квантовую секрецию АХ 
в диафрагмальных синапсах мыши. У нас было несколько предпосылок для исследо-
вания возможного участия TrkB в реализации эффекта продомена BDNF. Во-первых, 
имеются многочисленные данные об образовании гетеродимеров TrkB и p75 на мем-
бране нейронов [19]. Во-вторых, нельзя было исключать возможного ингибирования 
TrkB в составе возможного функционального рецепторного комплекса с p75, что, 
в свою очередь, могло прекращать описанное тормозное влияние со стороны TrkB на 
GIRK [20].

Для проверки вовлеченности ТrkB в реализацию действия продомена BDNF ис-
пользовали циклотраксин В – циклический пептидный аллостерический модулятор 
TrkB, препятствующий его активации [21].

Сам по себе циклотраксин B (100 нМ) не вызвал никаких изменений параметров 
квантовой секреции АХ в коротких ритмических залпах. МП рассеченных мышечных 
волокон составил -38.9 ± 1.6 мВ в контроле (n = 16) и -39.7 ± 1.6 мВ в присутствии 
циклотраксина B (n = 17, p = 0.78). Амплитуда и квантовый состав ПКП, амплитуда 
МПКП в присутствии антагониста TrkB не имели статистически значимых различий 
по сравнению с таковыми в контроле (рис. 1a). Продомен BDNF (1 нМ) в присутствии 
циклотраксина B полностью сохранил свою способность угнетать квантовую секре-
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цию АХ. В таких экспериментальных условиях сочетанно и равномерно уменьшались 
на 25–30% по сравнению с контролем как амплитуды МПКП и ПКП, так и единообраз-
но снижался квантовый состав всех ПКП в коротких ритмических залпах (рис. 1b).

Далее проверяли, участвует ли сортилин в индуцированном продоменом BDNF 
торможении нервно-мышечной передачи. Для этого использовали селективный инги-
битор сортилина AF38469 [22]. Сначала исследовали возможное самостоятельное дей-
ствие этого ингибитора сортилина на синаптическую передачу в моторных синапсах, 
поскольку до настоящего момента синаптическое действие AF38469 не исследовалось. 
Оказалось, что, как и циклотраксин B, AF38469 (5 мкМ) не приводил к статистически 
значимым изменениям ни МП мышечных волокон: -41.8 ± 1.6 мВ в контроле (n = 18), 
- 41.0 ± 1.3 мВ в присутствии AF38469 (n = 21, p = 0.71), ни параметров вызванной 
стимуляцией нерва секреции АХ. При ингибировании сортилина не наблюдали изме-
нений как амплитуды МПКП и ПКП, так и квантового состава ПКП в залпах по срав-
нению с контролем (рис. 2a).

Однако в отличие от циклотраксина B, который оказался неспособен предотвратить 
тормозное влияние продомена BDNF на квантовую секрецию АХ, AF38469 полностью 
устранил негативное действие продомена BDNF на нервно-мышечную передачу (рис. 

Рис. 1. Тормозное действие продомена BDNF (1 нМ) не зависит от активности TrkB-рецепторов в моторных 
синапсах диафрагмы мыши. (a) – Изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового состава ПКП (справа) по 
ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 16) и в присутствии антагониста TrkB-рецепторов ци-
клотраксина B (100 нМ) (n = 17); (b) – изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового состава ПКП (справа) 
по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 15) и под действием продомена BDNF (1 нМ) в при-
сутствии циклотраксина B (n = 18). На врезках – амплитуда МПКП и типичные примеры записей МПКП.
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2b). В присутствии ингибитора сортилина воздействие на моторные синапсы диафраг-
мы продомена BDNF не вызвало статистически значимых изменений амплитуд МПКП 
и ПКП, а также квантового состава ПКП в залпах (n = 18) по сравнению с таковыми 
в контроле (n = 15, p > 0.05).

Таким образом, мы установили, что двунаправленное тормозное действие продо-
мена BDNF (1 нМ): сочетанное снижение амплитуд МПКП и ПКП и одновременное 
уменьшение квантового состава всех ПКП в коротком залпе (рис. 1b) – требует присут-
ствия и активности не TrkB, а сортилина в моторных синапсах.

Во втором блоке экспериментов мы сосредоточились на поиске синаптических ме-
таботропных рецепторов, сцепленных с Gi-белками, которые могли бы соучаствовать 
в активации GIRK при действии продомена BDNF.

Сначала проверяли возможную роль активности тормозных мускариновых M2-
холинорецепторов в качестве коактиватора GIRK. Известно, что ингибирование этих 
метаботропных ауторецепторов увеличивает квантовый состав одиночных ПКП, и счи-
тается, что активация именно М2-холинорецепторов эндогенным АХ может соучаст-
вовать в регуляторных контурах аутоингибирования вызванной квантовой секреции 
АХ в моторных синапсах [23–26].

Рис. 2. Сортилин необходим для реализации тормозного влияния продомена BDNF (1 нМ) на синаптическую 
передачу в моторных синапсах диафрагмы мыши. (a) – Изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового со-
става ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с)  в контроле (n = 18) и в присутствии антагониста 
сортилина AF38469 (5 мкМ) (n = 21); (b) – изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового состава ПКП 
(справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 15) и под действием продомена BDNF (1 
нМ) в присутствии AF38469 (n = 18). На врезках – амплитуда МПКП и типичные примеры записей МПКП.
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В наших экспериментах исследовали действие блокатора М2-холинорецепторов 
метоктрамина (1 мкМ) на параметры квантовой секреции АХ в условиях не одиноч-
ной, а кратковременной высокочастотной ритмической стимуляции (50 Гц, 1 с) синап-
сов. Средняя амплитуда МПКП, регистрируемых перед стимуляцией нерва, под дейст-
вием метоктрамина статистически не отличалась от контроля. Метоктрамин вызывал 
равномерное увеличение амплитуд ПКП за счет увеличения квантового состава каж-
дого ПКП в залпе (рис. 3a). 

Далее мы установили, что такое потенцирование вызванной квантовой секреции 
АХ в виде равномерного увеличения амплитуд и квантового состава ПКП по всему 
ходу залпа происходит за счет растормаживания Са2+-каналов L-типа при ингибирова-
нии М2-холинорецепторов. Считается, что этот тип Са2+-каналов, хотя и присутству-
ет на пресинаптической мембране моторных нервных окончаний, в условиях, типич-
ных для функционирования зрелых моторных синапсов (вызванная кратковременная 
ритмическая активность), не принимает участия в регуляции квантовой секреции АХ 
[27–29], хотя в последнее время начинает рассматривается альтернативная точка зре-
ния о слабом участии L-типа Са2+-каналов в работе моторных синапсов [30]. При этом, 
будучи «демаскированными», Са2+-каналы L-типа способны увеличивать квантовый 
состав ПКП в моторных синапсах. Вовлечь этот тип Са2+-каналов в потенцирование 
быстрого синхронного выброса квантов АХ в моторных синапсах можно разными спо-
собами – блокируя BK-каналы [16, 31] или аденозиновые A1-рецепторы [16], ингиби-
руя кальцинейрин [32], стимулируя P2X7-рецепторы [33] или действуя на эндоканна-
биноидные СB1-рецепторы анандамидом [34]. 

Действительно, метоктрамин-индуцированное усиление вызванного выброса АХ 
полностью предотвращалось под действием блокатора L-типа Ca2+-каналов нитренди-
пина (1 мкМ) (рис. 3b), который сам по себе не влияет на амплитуду и квантовый со-
став ПКП в коротких ритмических залпах [16, 32]. 

Учитывая, что метоктрамин-индуцированное и опосредованное активностью Са2+-
каналов L-типа возрастание квантового состава ПКП в залпах могло замаскировать 
проявления негативного влияния на квантовую секрецию АХ продомена BDNF, в сле-
дующей серии экспериментов проводили одновременное двойное блокирование M2-
холинорецепторов и Са2+-каналов L-типа. Оказалось, что в присутствии метоктрамина 
и нитрендипина продомен BDNF полностью сохранил способность угнетать кванто-
вую секрецию АХ, снижая как амплитуду постсинаптических потенциалов, так и кван-
товый состав ПКП (рис. 3c).

Совокупность полученных данных свидетельствует, во-первых, о том, что муска-
риновые М2-холинорецепторы, наряду с участниками других регуляторных конту-
ров, вовлечены в негативную регуляцию активности пресинаптических Ca2+-каналов 
L-типа, обеспечивая их «молчащее» состояние в нормальных условиях работы мотор-
ных синапсов, а во-вторых, что эти ауторецепторы, несмотря на функционирование 
при кратковременной залповой активности синапсов, не участвуют в стимулировании 
GIRK под действием продомена BDNF.

Далее мы тестировали возможное cоучастие в тормозных эффектах продомена 
BDNF Gi-белок-сцепленных P2Y13-пуринорецепторов, активируемых эндогенными 
АТФ и АДФ в моторных синапсах [12].

Ингибирование P2Y13-рецепторов MRS2211 (10 мкМ) оказывало на вызванную 
квантовую секрецию АХ в коротких ритмических залпах такой же эффект, как и инги-
бирование M2-холинорецепторов. Под действием MRS2211 происходило равномерное 
увеличение амплитуд ПКП по всему ходу коротких залпов за счет возрастания кванто-
вого состава ПКП (рис. 4a). Оказалось, что активность P2Y13-рецепторов, как и M2-
холинорецепторов, направлена на предотвращение вовлечения в регуляцию квантовой 
секреции АХ Ca2+-каналов L-типа – потенцирующее действие MRS2211 предотвра-
щалось нитрендипином (рис. 4b). Однако, как и в случае с M2-холинорецепторами, 
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Рис. 3. Мускариновые M2-холинорецепторы тормозят вызванную квантовую секрецию АХ, препятствуя ак-
тивации Са2+-каналов L-типа, но не вовлечены в механизм торможения продоменом BDNF синаптической 
передачи в моторных синапсах диафрагмы мыши. (a) – Изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового 
состава ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 15) и в присутствии блокатора 
M2-холинорецепторов метоктрамина (1 мкМ) (n = 17); (b) – изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового 
состава ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 18) и под действием метоктра-
мина в присутствии блокатора Са2+-каналов L-типа нитрендипина (1 мкМ) (n = 18); (с) – изменения ампли-
туды ПКП (слева) и квантового состава ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n 
= 20) и под действием продомена BDNF (1 нМ) в присутствии метоктрамина и нитрендипина (n = 29). На 
врезках – амплитуда МПКП.
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Рис. 4. P2Y13-пуринорецепторы тормозят активность Са2+-каналов L-типа и препятствуют потенцирова-
нию вызванной квантовой секреции АХ, но не участвуют в торможении продоменом BDNF синаптической 
передачи в моторных синапсах диафрагмы мыши. (a) – Изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового 
состава ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 22) и в присутствии инги-
битора P2Y13-рецепторов MRS2211 (10 мкМ) (n = 22); (b) – изменения амплитуды ПКП (слева) и кван-
тового состава ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 15) и под действи-
ем MRS2211 в присутствии блокатора Са2+-каналов L-типа нитрендипина (1 мкМ) (n = 15); (с) – измене-
ния амплитуды ПКП (слева) и квантового состава ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) 
в контроле (n = 17) и под действием продомена BDNF (1 нМ) в присутствии метоктрамина и нитрендипина 
(n = 19). На врезках – амплитуда МПКП.
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продомен BDNF при ингибировании P2Y13-рецепторов MRS2211 и заблокированных 
нитрендипином Ca2+-каналах L-типа эффективно проявлял свое тормозное влияние 
на квантовую секрецию АХ. В этих условиях происходило снижение как амплитуд 
постсинаптических потенциалов, так и квантового состава ПКП в залпах (рис. 4c). 
Полученные данные являются сильным аргументом в пользу того, что, несмотря на 
присутствие и активность P2Y13-рецепторов в моторных синапсах мыши [12, 35], до-
казанную физиологическую значимость этих рецепторов как негативных регуляторов 
выброса АХ [13, 36], их модулирующая активность не сопряжена со специфическим 
комплексным торможением секреции АХ под влиянием продомена BDNF.

Последним претендентом на возможное соучастие в тормозных эффектах продоме-
на BDNF в моторных синапсах были пресинаптические аденозиновые А1-рецепторы, 
давно известные в качестве негативных регуляторов квантовой секреции АХ [37–40]. 
Установ лено, что ингибитор аденозиновых А1-рецепторов DPCPX вызывает увеличе-
ние амплитуд и квантового состава ПКП по всему ходу залпа [13, 38], то есть оказывает 
эффект, аналогичный наблюдаемому при ингибировании M2-холинорецепторов или 
P2Y13-пуринорецепторов. Такое DPCPX-индуцированное потенцирование квантовой 
секреции АХ эффективно предотвращается при блокировании нитрендипином Ca2+-
каналов L-типа [16]. 

Однако, в отличие от предыдущих экспериментов, где тормозное действие продо-
мена BDNF сохранялось при ингибировании М2- или Р2Y13-рецепторов при заблоки-
рованных нитрендипином Ca2+-каналах L-типа, при блокировании DPCPX (100 нМ) 
А1-рецепторов в присутствии нитрендипина (1 мкМ) негативное влияние продомена 
BDNF на параметры квантовой секреции АХ полностью предотвращалось. В этих 
условиях значения амплитуд МПКП и ПКП и квантового состава ПКП в коротких за-
лпах, несмотря на присутствие продомена BDNF, статистически значимо не отличались 
от таковых в контроле (рис. 5a). Это означает, что выключение механизма торможения 
квантовой секреции АХ, обеспечиваемого А1-рецепторами, одновременно препятству-
ет и негативному действию продомена BDNF на нервно-мышечную передачу.

Ранее мы показали, что проявление тормозного действия А1-рецепторов в мотор-
ных синапсах требует функционирования полуканалов, образованных паннексином 1 
(паннексонов) [13]. Паннексоны – источник синаптического АТФ (и образующегося 
в результате гидролиза АТФ аденозина), в дополнение к везикулярному АТФ. Оказа-
лось, что достаточно устранения «паннексинового» источника АТФ за счет генетичес-
кого нокаута у мышей паннексина 1 [13], чтобы ограничить активность А1-рецепторов 
и реализацию их торможения квантовой секреции АХ. Кроме того, в моторных синап-
сах мышей, нокаутных по гену паннексина 1, имеющих нормальные характеристики 
квантовой секреции АХ [13, 33], оказывается элиминированной не только активация 
А1-рецепторов и их тормозные влияния на выброс нейротрансмиттера, но и тормозное 
действие продомена BDNF на параметры квантовой секреции АХ [5].

В данной работе мы использовали фармакологическое блокирование паннексина 1 
с помощью пробенецида, устраняющего выход внутриклеточного АТФ по этим каналам 
во внеклеточную среду [41–45], и тестировали действие продомена BDNF в этих услови-
ях. Недавно мы установили, что пробеницид (1 мМ) сам по себе не влияет на параметры 
МПКП и ПКП [15]. Однако в его присутствии продомен BDNF перестал уменьшать ам-
плитуду постсинаптических по тенциалов и квантовый состав ПКП в залпах (рис. 5b). 

Эти данные говорят о том, что эндогенная активация именно пресинаптических 
аденозиновых A1-рецепторов, тормозящих секрецию АХ в моторных синапсах мле-
копитающих, одновременно необходима и для реализации комплексного механизма 
угнетающего влияния продомена BDNF на секрецию АХ с участием GIRK. Для та-
кого А1-зависимого тормозного действия продомена BDNF на квантовую секрецию 
АХ в моторных синапсах необходимо адекватное функционирование «паннексинового 
источника» синаптических пуринов. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы приводим новые данные, расширяющие представление о ме-
ханизме тормозного действия продукта созревания нейротрофина мозга – продомена 
BDNF. Совсем недавно мы показали, что в зрелых моторных синапсах диафрагмы 
мыши продомен BDNF оказывает комплексное негативное влияние на параметры спон-
танной и вызванной квантовой секреции АХ – снижает амплитуду и частоту МПКП, 
а также амплитуду и квантовый состав ПКП – равномерно по всему ходу короткого 
ритмического залпа. Это происходит за счет запуска под действием продомена BDNF 
p75-опосредованного сигнального пути, связанного с Rho-GDI, направленного на ак-
тивацию калиевых каналов GIRK в моторных синапсах [5]. Уже выявленная нами роль 
p75 в качестве рецептора продомена BDNF в моторных синапсах созвучна данным, 
полученным на гиппокампальных нейронах, где продомен BDNF, действуя именно че-
рез p75 на постсинаптической мембране, усиливал долговременную депрессию [46]. 
Кроме того, в гиппокампе p75 необходим для осуществления структурных перестроек 
нейрональных отростков, индуцируемых продоменом BDNF [47]. В нашей работе мы 
сделали существенное дополнение полученным ранее данным о характере рецепции 

Рис. 5. Эндогенная активность A1-рецепторов аденозина, обусловленная функционированием полуканалов 
из паннексинов 1, необходима для развития торможения квантовой секреции АХ, индуцируемого продоме-
ном BDNF в моторных синапсах диафрагмы мыши. (a) – Изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового 
состава ПКП (справа) по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 16) и под действием продомена 
BDNF (1 нМ) в присутствии ингибитора A1-рецепторов DPCPX (100 нМ) и блокатора Са2+-каналов L-типа 
нитрендипина (1 мкМ) (n = 22); (b) – изменения амплитуды ПКП (слева) и квантового состава ПКП (справа) 
по ходу ритмического залпа (50 Гц, 1 с) в контроле (n = 19) и под действием продомена BDNF (1 нМ) в при-
сутствии блокатора паннексина 1 пробенецида (1 мМ) (n = 24). На врезках – амплитуда МПКП.
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продомена BDNF. Применяя ингибиторы TrkB и сортилина (циклотраксин B и AF38469 
соответственно), мы установили, что вызываемый продоменом BDNF запуск каскада, 
активирующего в конечном итоге GIRK и вызывающего торможение квантовой секре-
ции АХ в моторных синапсах, требует функционирования, помимо p75, и сортилина, 
но не TrkB. Если сведения о неучастии TrkB в реализации эффектов продомена BDNF 
в синапсах ЦНС можно встретить в литературе [45], то соучастие сортилина в регуля-
ции синаптических эффектов продомена BDNF в моторных синапсах выявлено нами 
впервые и не описано в синапсах ЦНС. До сих пор роль сортилина в качестве коре-
цептора рассматривалась для предшественника зрелого BDNF – проBDNF [7, 48–50]. 
Использованный нами ингибитор сортилина AF38469 конкурентно взаимодействует 
с сайтом связывания нейротензина [22]. Показано, что именно с этим сайтом связы-
вается продоменная часть proBDNF [47], а то, что в присутствии AF38469 продомен 
утрачивал свою способность тормозить квантовую секрецию АХ, свидетельствует 
о специфичности использованного нами ингибитора, предотвращающего взаимодей-
ствие продомена с сортилином. Похожая ситуация наблюдается в гиппокампе, где ре-
цепция продомена BDNF и проявление им физиологических функций требует участия 
не только p75, но и родственного сортилину рецептора SorCS2, который осуществляет 
связывание продомена BDNF с последующей активацией p75 по непонятному до сих 
пор механизму [47]. Вероятнее всего, в моторных синапсах мыши рецепция продомена 
BDNF и запуск им сигнального пути, вовлекающего GIRK в негативную регуляцию 
квантовой секреции А Х, требует формирования сигнального комплекса сортилин/p75. 
Тонкий механизм такой рецепции с установлением четких ролей компонентов рецеп-
торного комплекса требует дальнейших исследований.

Выявив ранее, что именно появляющаяся активность синаптических GIRK обеспе-
чивает тормозное действие продомена BDNF на синаптическую передачу [5], во второй 
части работы мы сосредоточились на установлении конкретного метаботропного Gi-бе-
лок-сцепленного рецептора (или рецепторов), необходимого для активации GIRK [9].

В моторных синапсах млекопитающих такими возможными кандидатами являлись 
те метаботропные рецепторы, на которые способны воздействовать эндогенные ли-
ганды в нормальных условиях работы моторных синапсов – АХ (мускариновые M2-
рецепторы), АТФ, АДФ (P2Y13) и аденозин (A1). Для всех этих рецепторов при их 
активации уже показано выраженное тормозное действие на квантовую секрецию АХ 
[12, 13, 16, 26, 38, 39, 51]. 

Мы впервые показали, что M2- и P2Y13-рецепторы при их эндогенной активации 
в условиях нормальной работы моторных синапсов мыши обеспечивают торможение 
вызванной секреции АХ на пресинаптическом уровне за счет угнетения активности 
Са2+-каналов L-типа. Таким образом, M2- и P2Y13-рецепторы служат своеобразными 
«дублерами» аденозиновых А1-рецепторов, для которых такой механизм тормозного 
влияния уже был ранее продемонстрирован [13, 16]. Мы предполагаем, что механизм 
угнетения активности Са2+-каналов L-типа при эндогенной активации M2- и P2Y13-
рецепторов будет аналогичен показанному нами для А1-рецепторов [16], хотя такое 
предположение, безусловно, требует экспериментальной проверки. Демаскирование 
L-типа Са2+-каналов разными путями способно значительно увеличивать амплитуду 
многоквантовых ПКП за счет возрастания их квантового состава – как в ходе оди-
ночной стимуляции [28, 52], так и в ходе коротких высокочастотных залпов. В случае 
ритмической стимуляции моторных синапсов растормаживание L-типа Са2+-каналов 
оставляет неизменной выраженность и последовательность форм кратковременной 
синаптической пластичности (облегчение, депрессия, стабилизация выброса АХ), но 
значительно потенцирует секрецию АХ, равномерно увеличивая амплитуду и кванто-
вый состав всех ПКП по всему ходу залпа [16, 31, 32]. Такое усиление секреции АХ мы 
продемонстрировали и в данной работе при действии селективных ингибиторов M2- 
и P2Y13-рецепторов. Используя последовательную модель [53], мы уже проанализиро-
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вали ранее, что равномерное усиление квантовой секреции АХ в залпах, обеспечива-
емое за счет демаскирования L-типа Са2+-каналов, реализуется не за счет возрастания 
вероятности выброса, но благодаря увеличению размера пула синаптических везикул, 
непосредственно готовых к выбросу [33, 34]. Вероятнее всего, это происходит за счет 
вовлечения в секрецию АХ ранее «молчавших» активных зон. 

Тот факт, что активность трех пресинаптических сопряженных c Gi-белками мета-
ботропных ауторецепторов, стимулируемых каждый своим эндогенным лигандом (по-
являющихся в синаптической щели в разных концентрациях и функционирующих там 
различное время), в условиях вызванной активности моторных синапсов направлена 
на одну и ту же мишень (Са2+-каналы L-типа), говорит, на наш взгляд, о существовании 
в моторных терминалях регуляторных контуров отрицательной обратной связи. Эти 
контуры препятствуют вовлечению этого Са2+-входа в регуляцию квантовой секреции 
АХ в широком диапазоне режимов синаптической активности. При этом снижение 
функционирования любого из таких аутоингибиторных контуров, сопряженных с экзо-
цитозом синаптических везикул, обеспечивает растормаживание L-типа Са2+-каналов 
и характерное потенцирование секреции АХ [13]. Ослабление негативной регуляции 
L-типа Са2+-каналов со стороны метаботропных ауторецепторов может лежать в осно-
ве вовлечения этого Са2+-входа в поддержание быстрой синхронной многоквантовой 
секреции АХ в патологических условиях, когда она снижена. Такая ситуация, на наш 
взгляд, может возникать при развитии синдрома Ламберта-Итона в результате аутоим-
мунной атаки на триггерный Са2+-вход в активных зонах (Са2+-каналы P/Q-типа) [54]. 
Примеры подобной функциональной кооперации между синаптическими рецепторами 
в моторных синапсах уже показаны и обсуждаются [51].

Ключевым результатом наших исследований является то, что из трех пресинапти-
ческих метаботропных рецепторов (M2, P2Y13 и A1) исключительно А1-рецепторы 
оказались функционально сопряжены не только с торможением Са2+-каналов L-типа, 
но и с GIRK-опосредованным угнетением квантовой секреции АХ под действием про-
домена BDNF. Только при селективном ингибировании А1-рецепторов продомен BDNF 
полностью утрачивал свое негативное GIRK-опосредованное действие на квантовую 
секрецию АХ. Данная эксклюзивность оказалась несколько неожиданной, поскольку 
в синапсах в разных отделах ЦНС показано функциональное сопряжение между GIRK 
и мускариновыми M2-холинорецепторами [55, 56], P2Y-рецепторами [57] и аденозино-
выми A1-рецепторами [58–61]. Взаимодействие A1-рецепторов с GIRK в синапсах ЦНС 
преимущественно реализуется на постсинаптической мембране, где такая локализация 
обеспечивает контроль возбудимости постсинаптического нейрона в норме и в пато-
логических условиях [60–63]. Вместе с тем имеются данные и о пресинаптическом 
расположении не только GIRK [64–66], но и об активации GIRK при стимуляции А1-
рецепторов именно в нервных окончаниях [67].

Мы предполагаем, что в моторных синапсах функциональное сопряжение GIRK 
с А1-рецепторами и реализация тормозного влияния продомена BDNF на синаптиче-
скую передачу происходит именно на пресинаптическом уровне. У нас есть несколько 
аргументов в пользу такого умозаключения. Во-первых, GIRK-опосредованное тормо-
жение квантовой секреции АХ продоменом BDNF выражено в снижении квантового 
состава ПКП в залпе и частоты спонтанной секреции [5]. Изменения этих параметров 
происходят за счет исключительно пресинаптических процессов. Во-вторых, в нервно-
мышечных синапсах мыши А1-рецепторы локализованы на мембране моторной нерв-
ной терминали [51, 68, 69]. В-третьих, под действием продомена BDNF не было выяв-
лено статистически значимых изменений МП (гиперполяризации) мышечных волокон 
в зрелых моторных синапсах диафрагмы [5], что можно было бы ожидать в случае 
активации постсинаптических GIRK в результате действия продомена BDNF. В недав-
ней работе на нервно-мышечном синапсе лягушки была показана локализация GIRK 
именно на пресинаптической мембране, где они функционально сопряжены с M2-хо-
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линорецепторами [70]. В совокупности все вышеперечисленные аргументы, резуль-
таты наших предыдущих исследований и данные, полученные в настоящей работе, 
свидетельствуют о дуальной регуляторной роли пресинаптических аденозиновых А1-
рецепторов в моторных синапсах. Эти метаботропные рецепторы выступают, с одной 
стороны, как мощный негативный регулятор активности L-типа Са2+-каналов, тормозя 
активность протеинкиназы А, вероятнее всего благодаря ингибирующему влиянию 
Giα-субъединицы на функционирование аденилатциклазы [16], и одновременно могут, 
продуцируя образование Giβγ-субъединиц, играть роль коактиватора GIRK, обеспе-
чивая взаимодействие этих каналов с Giβγ-субъединицами, необходимое для реализа-
ции тормозных эффектов продомена BDNF в случае активации им пресинаптического 
рецепторного комплекса р75/сортилин. При этом, несмотря на устойчивую «тониче-
скую» активацию А1-рецепторов в работающих моторных синапсах [13, 16, 38], мало-
вероятно, что в одиночку эти рецепторы способны обеспечить активацию пресинап-
тических GIRK в типичных условиях функционирования моторных синапсов. Данное 
предположение базируется на том, что ингибирование GIRK тертиапином в отсутствие 
активации продоменом BDNF рецепторов р75 при сохраняющейся активации и функ-
ционировании А1-рецепторов в синапсах никак не влияет на параметры квантовой се-
креции АХ [5]. 

Остается загадочным обнаруженный нами факт снижения не только квантового 
состава ПКП, но и сочетанного уменьшения амплитуд МПКП и ПКП под действием 
продомена BDNF и непосредственное участие GIRK в этом компоненте торможения 
квантовой секреции АХ [5]. Если учитывать пресинаптическую локализацию GIRK 
в нервно-мышечных синапсах млекопитающих (что и обеспечивает возможность их 
функционального взаимодействия с А1-рецепторами) и их явное негативное влияние 
на триггерный вход ионов кальция в моторную терминаль по кальциевым каналам 
P/Q-типа, благодаря чему снижается квантовый состав ПКП [5], остается рассматри-
вать пресинаптические механизмы снижения амплитуды постсинаптических потенци-
алов. Одним из таких вероятных механизмов может являться переключение режимов 
экзоцитоза синаптических везикул с full-collapse на kiss-and-run и выброс меньшего 
количества АХ в составе отдельных квантов АХ. Возможность такого переключения 
и его регуляции недавно была показана для синапсов диафрагмы [71, 72]. Однако воз-
можное участие активируемых под действием продомена BDNF GIRK в такой регуля-
ции, безусловно, требует дальнейших экспериментов.

Наконец, в нашей работе впервые было апробировано действие пробенецида, инги-
битора высокопроводящих каналов белка паннексина 1, обеспечивающего поступле-
ние эндогенных пуринов из околосинаптических (мышечных и других) источников 
в синаптическую щель моторных синапсов для активации А1- и других пуриноре-
цепторов [15]. Мы убедились в том, что для А1-зависимого GIRK-опосредованного 
тормозного действия продомена BDNF на квантовую секрецию АХ в моторных си-
напсах необходимо обязательное адекватное функционирование именно «паннекси-
нового источника» синаптических пуринов (АТФ/аденозина) в моторных синапсах. 
Используя пробенецид, мы подтвердили собственные недавно полученные данные, 
что генетическое элиминирование паннексина 1, устранявшее «паннексиновый путь» 
поступления пуринов в моторных синапсах, препятствует не только эффективной ак-
тивации пуринорецепторов (включая А1-рецепторы), но и развитию тормозного дей-
ствия продомена BDNF [5]. В совокупности наши настоящие и предыдущие иссле-
дования впервые показали, что от одних и тех же специфических путей поступления 
и рецепторного действия эндогенных пуринов (АТФ/аденозина) в моторных синапсах 
мыши зависит как механизм А1-опосредованного торможения Са2+-каналов L-типа 
[13], так и А1-зависимая активация GIRK и торможение секреции АХ под действием 
продомена BDNF.
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Bdnf Prodomain Inhibits Neurotransmitter Quantal Release in Mouse Motor 
Synapses with the Necessary Participation of Sortilin and Adenosine A1-receptors

A. I. Molchanovaa, O. P. Balezinaa, and A. E. Gaydukova, *
aLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

*e-mail: gaydukov@gmail.com

Brain neurotrophin (BDNF) is synthesized by proteolysis of proneurotrophin to 
form mature BDNF and the prodomain, whose regulatory activity on neuromuscular 
transmission is just beginning to be studied. At motor synapses, the BDNF prodomain has 
an inhibitory effect, stimulating GIRK potassium channels via activation of p75 receptors. 
The aim of this work was to study was to study the initiation and implementation of the 
mechanism of inhibitory action of the BDNF prodomain in mature motor synapses of 
the mouse diaphragm. Microelectrodes were used to record spontaneous (miniature) and 
multiquantal endplate potentials evoked by stimulation of motor axons (MEPP and EPP, 
respectively). Using selective antagonists, it was revealed that the inhibitory effect of the 
prodomain on synaptic transmission requires the participation of sortilin, but not TrkB 
receptors. Stimulation of GIRK induced by the prodomain requires the participation of 
synaptic metabotropic receptors, which ensure the action of βγ-subunits of Gi proteins 
on GIRK. Using selective inhibitors, it was found that M2 cholinergic receptors and 
P2Y13 purinoceptors negatively regulate presynaptic L-type calcium channels, but these 
metabotropic receptors are not functionally related to the action of the BDNF prodomain. It 
turned out that the inhibition of quantal release of acetylcholine in motor synapses caused 
by BDNF prodomain requires the activity of the adenosine A1-receptors only. In addition, 
when pannexin 1 was pharmacologically blocked by probenecid, the BDNF prodomain 
lost its inhibitory effect on neuromuscular transmission. Thus, BDNF prodomain-
induced inhibition of quantal neurotransmitter release in mouse motor synapses requires 
the participation of sortilin and endogenous activation of adenosine A1-receptors, which 
requires the functioning of pannexins 1, which most likely provide an additional source of 
synaptic ATP to the vesicular one.

Keywords: neuromuscular synapse, BDNF prodomain, sortilin, adenosine A1-receptors, 
pannexin 1
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