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Исследование посвящено изучению вклада Са2+-каналов L-типа в вызванную
секрецию ацетилхолина из двигательных нервных окончаний лягушки и мыши
при активных и инактивированных потенциал-зависимых К+-каналах. Оцени-
вали эффекты специфического блокатора Са2+-каналов L-типа нитрендипина
на квантовый состав токов концевой пластинки и временной ход секреции квантов
ацетилхолина в интактных препаратах и после предварительной блокады потен-
циал-активируемых К+-каналов 4-аминопиридином (4-АП) в условиях снижен-
ного и физиологического уровня Са2+ в среде. Флуоресцентным методом изме-
ряли кальциевый транзиент, отражающий интегральный вход Са2+ в нервное
окончание, и осуществили компьютерное моделирование процессов, лежащих в
основе экзоцитоза при наличии двух типов Са2+-каналов (N- и L-типов) и раз-
ной длительности потенциала действия нервного окончания. Показано, что в
синапсах лягушки Са2+-каналы L-типа вносят вклад в вызванную секрецию аце-
тилхолина и при активных К+-каналах, но только в условиях сниженного уровня
Са2+ в среде; при инактивации потенциал-зависимых К+-каналов вклад каналов
L-типа в секреторный процесс становится менее существенным. При физиоло-
гическом уровне Са2+ участие каналов L-типа в вызванной секреции ацетилхо-
лина проявляется, как и в синапсах мыши, лишь в условиях блокады потенциал-
зависимых К+-каналов.
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В нервно-мышечных синапсах основными пресинаптическими Са2+-каналами,
инициирующими нейросекрецию, являются каналы N-типа (CaV2.2) у амфибий, а
в синапсах млекопитающих – P/Q-типа (CaV2.1) [1, 2]. Ранее было показано, что
вход Са2+ в нервное окончание через Са2+-каналы L-типа (CaV1.1) также вносит
вклад в процесс вызванного квантового освобождения ацетилхолина (АХ) в моторных
синапсах лягушки и мыши [3–7]. Иммуногистохимический анализ показал наличие
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Са2+-каналов L-типа в области нервно-мышечных контактов крысы (CaV1.2 под-
типа) и лягушки (CaV1.3 и CaV1.4) [8, 9].

Особенностью Са2+-каналов L-типа является высокий порог активации, дли-
тельное время нахождения в открытом состоянии, Са2+-зависимая инактивация и
то, что они расположены на удалении от зон, где происходит освобождение синап-
тических везикул [2]. Пролонгированный вход Са2+ через эти каналы может обу-
словливать более позднее высвобождение квантов медиатора, проявляющееся в
увеличении фракции постсинаптических ответов с большими синаптическими за-
держками [8, 9].

Известно, что некоторые подтипы K+- и Са2+-каналов колокализованы в нервных
окончаниях и их функционирование может быть взаимосвязано [10–15]. Увеличение
длительности пресинаптического спайка, обусловленное инактивацией потенциал-за-
висимых K+-каналов, может активировать те Са2+-каналы, которые до этого не
были задействованы в нейросекреции. То есть, фармакологическая инактивация
потенциал-зависимых K+-каналов является удобным инструментом для изучения
вклада Са2+-каналов в нейросекрецию [15–17]. В данном исследовании мы поста-
вили задачу исследовать участие Са2+-каналов L-типа в вызванной секреции ацетил-
холина (АХ) из двигательных нервных окончаний при активных и инактивированных
потенциал-зависимых K+-каналах. Для этого оценивали эффекты специфического
блокатора Са2+-каналов L-типа нитрендипина [18, 19] на интенсивность вызван-
ной квантовой секреции АХ (квантовый состав ТКП) и временной ход нейросекреции
в интактных препаратах и после предварительной блокады потенциал-активируемых
K+-каналов 4-аминопиридином (4-АП) в условиях сниженного и физиологического
уровня Са2+ в среде. Кроме того, флуоресцентным методом измеряли кальциевый
транзиент, отражающий интегральный вход Са2+ в нервное окончание, и осуще-
ствили компьютерное моделирование процессов, лежащих в основе экзоцитоза
при наличии двух типов Са2+-каналов (N- и L-типов) и разной длительности по-
тенциала действия нервного окончания.

Показано, что существуют особенности участия Са2+-каналов L-типа в вызванной
секреции АХ в синапсах лягушки. В этих синапсах каналы L-типа вносят вклад в про-
цесс секреции АХ при активных K+-каналах, но только в условиях сниженного
уровня Са2+ в среде; при инактивации потенциал-зависимых K+-каналов вклад ка-
налов L-типа в секреторный процесс становится менее очевидным. При физиоло-
гическом уровне Са2+ вклад каналов L-типа в вызванную квантовую секрецию АХ
проявляется лишь в условиях блокады потенциал-зависимых K+-каналов 4-АП, как и
в синапсах мыши.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводилось в соответствии с принципами Хельсинской декларации
и рекомендациями комиссии по биоэтике Казанского государственного медицин-
ского университета.

Исследования проводили на изолированных нервно-мышечных препаратах ля-
гушки (R. ridibunda, m. cutaneous pectoris,) и мыши (линия BALB/c, m. diaphragm).
Нервно-мышечные препараты помещали в ванночку объемом 5 мл, через которую
протекал один из растворов следующего состава, в мМ: 1-й для холоднокровных –
113 NaCl; 2.5 KCl; 5.0 HEPES; 1.5 NaHCO3; 1.8 CaCl2; 2-й для теплокровных –150 NaCl;
5 KCl; 5 HEPES; 11 глюкоза; 1.0 MgCl2; 2 CaCl2. При снижении концентрации Са2+
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до 0.3 мМ в раствор добавлялся 4.0 мМ MgCl2. pH раствора составлял 7.2–7.4, а
температура поддерживалась на уровне 20.0 ± 0.3°C.

Регистрировали вызванные и спонтанные (миниатюрные) токи концевой пла-
стинки (ТКП и МТКП) с последующим расчетом количества освобождаемых
квантов (квантовый состав ТКП) и оценкой временного хода секреции нейроме-
диатора. Регистрация и анализ синаптических сигналов осуществлялся с помощью
комплекса, включающего в себя микроэлектродный усилитель (с полосой пропус-
кания от 0.03 до 10 кГц), стимулятор A-M Systems 2100, быстродействующий анало-
го-цифровой преобразователь (с частотой дискретизации 3 мкс) и компьютер.
Данный комплекс позволял измерять синаптические сигналы и анализировать их
амплитудно-временные параметры в реальном масштабе времени.

Нерв раздражали прямоугольными стимулами длительностью 100 мкс супрамак-
симальной амплитуды с частотой 0.5 имп/с.

При регистрации ТКП методом фиксации потенциала мышечного волокна
мембранный потенциал поддерживался на уровне –60 мВ. Для оценки интенсив-
ности секреции (квантового состава ТКП) в условиях нормального уровня Са2+ в
среде использовали соотношение амплитуд вызванных и миниатюрных ТКП. Со-
кращения нервно-мышечного препарата лягушки блокировали путем добавления в
омывающий раствор μ-конотоксина PIIIA (Peptide Institute Inc., Япония). В условиях
сниженного уровня Са2+ квантовый состав ТКП оценивался по методу “выпаде-
ний” [20].

Для блокады потенциал-зависимых К+- и Са2+-каналов L-типа использовались
специфические блокаторы – 4-аминопиридин (4-AП, 4-aminopyridine, Sigma-Aldrich,
США) и нитрендипин (nitrendipine, Sigma-Aldrich, США).

Кинетика секреции нейромедиатора в отдельных активных зонах в условиях по-
ниженного содержания Са2+ во внеклеточной среде оценивалась путем анализа ку-
мулятивных гистограмм истинных синаптических задержек одноквантовых ТКП [21]
и вычисления параметра Р90, характеризующего временной интервал, содержащий
90% всех синаптических задержек [4, 7].

Для регистрации относительного изменения уровня Са2+ в нервном окончании
(Са2+-транзиент) использовалась фотометрическая система на базе микроскопа
Olympys BX 51, оснащенная высокоскоростной чувствительной камерой Red Shirt
Imaging Neuro CCD-smq camera (Red Shirt Imaging, США). Регистрация кальциевого
транзиента осуществлялась с использованием специфического Са2+-чувствительного
флуоресцентного красителя Oregon Green 488 Bapta 1 (Molecular Probes, США) при
нормальном уровне Са2+ в среде.

Для компьютерного моделирования процесса экзоцитоза была адаптирована
стохастическая модель (метод Монте-Карло) нейросекреторного процесса, опи-
санная подробно в ряде работ [22–25].

В каждом эксперименте регистрировали 200–300 синаптических ответов. Экс-
периментальные данные представлены как среднее значение ± ошибка среднего.

Для статистической обработки результатов электрофизиологических и оптиче-
ских экспериментов использовали двухсторонний критерий Стьюдента (для пара-
метрических данных) либо непараметрический критерий Манна–Уитни. Различия
считали статистически значимыми на уровне 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние блокатора Са2+-каналов L-типа нитрендипина на секрецию АХ 
в синапсах лягушки и мыши при сниженном уровне Са2+ в среде

При сниженной до 0.3 мМ концентрации Са2+ средний квантовый состав ТКП
составил 0.49 ± 0.07 в синапсах лягушки (n = 12) и 0.11 ± 0.02 (n = 7) в синапсах мыши.
Длительность секреторного процесса (параметр P90) составила соответственно 1.43 ± 0.09
и 3.6 ± 0.6 мс. На рис. 1 представлены типичные токи нервного окончания и одно-
квантовые ТКП, зарегистрированные в синапсах лягушки и мыши в интактных
препаратах.

Как и в предыдущих наших работах [4, 7, 8], блокада Са2+-каналов L-типа нит-
рендипином (5 мкМ) в синапсах лягушки вызывала достоверное обратимое снижение
интенсивности секреции АХ: на 24.5 ± 3.4% (p < 0.05, n = 12) и синхронизировала
секреторный процесс, о чем свидетельствует уменьшение параметра P90 до 84.5 ± 5.3%
(p < 0.05, n = 12) от контрольных значений. То есть вход Са2+ через каналы L-типа
способствует освобождению квантов АХ с длительными синаптическими задержками.

В синапсах мыши аппликация нитрендипина даже в большей концентрации (10 мкМ)
не вызывала достоверных изменений квантового состава ТКП, но приводила к не-
большой синхронизации секреции на 12.1 ± 4.0% (p < 0.05, n = 7, рис. 2А), что со-
гласуется с ранее полученными данными [7]. Аналогичные результаты об отсут-
ствии эффектов блокады каналов L-типа на квантовый состав постсинаптических
ответов в интактных препаратах теплокровных были получены и другими исследо-
вателями [6, 14, 26].

Блокатор потенциал-активируемых K+-каналов 4-АП (1 мкМ) в условиях сни-
женного уровня Са2+ вызывал увеличение квантового состава ТКП в синапсах ля-
гушки (на 173 ± 34%), а также синхронизировал секрецию АХ – параметр P90 сни-
жался в среднем на 24 ± 9% (n = 8, p < 0.05, рис. 2В). Аналогичные результаты были
получены и для синапсов мыши (4-АП, 5 мкМ): квантовый состав ТКП увеличи-
вался на 238 ± 66%, а параметр P90 снижался в среднем на 40 ± 19% (n = 7, p < 0.05,
рис. 2Г). Увеличение квантового освобождения АХ связано, по-видимому, с повы-
шенной вероятностью активации Са2+-каналов при продолжительной деполяриза-
ции нервного окончания в условиях блокады калиевых каналов [27]. Известно, что
4-АП может напрямую активировать высокопороговые Са2+-каналы [28], однако
этот эффект проявляется явно лишь при высоких (0.1 мМ и выше) концентрациях

Рис. 1. Суперпозиция токов действия нервного окончания и одноквантовых токов концевой пластинки
(ТКП) в ответ на стимуляцию двигательного нерва с частотой 0.5 имп/с, зарегистрированных экстрак-
леточно в одном из типичных экспериментов на нервно-мышечном препарате лягушки (А) и мыши (Б)

в условиях сниженной до 0.3 мМ концентрации Са2+.

А Б

0.2 мВ

2 мс
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этого соединения. Изменение синхронности секреции АХ в присутствии 4-АП
можно объяснить увеличением входа в нервное окончание Са2+, что, как было по-
казано ранее [29], синхронизирует процесс секреции нейромедиатора.

Блокада Са2+-каналов L-типа нитрендипином в присутствии 4-АП приводила к
различным изменениям параметров секреции АХ в синапсах лягушки и мыши.
Так, в синапсах мыши под воздействием нитрендипина наблюдалось существен-
ное снижение квантовой секреции ацетилхолина (на 37 ± 12%, n = 8, p < 0.05), ко-
торого не было в препаратах с активными K+-каналами (рис. 2Б). То есть можно
предположить, что в нервно-мышечных синапсах мыши увеличение квантового
состава ТКП в присутствии 4-АП обусловлено в значительной степени вовлечением
в секреторный процесс Са2+-каналов L-типа. Интересно отметить, что в нервно-
мышечных контактах мыши аппликация нитрендипина после предварительной

Рис. 2. А–Б. Относительное изменение квантового состава ТКП (светло-серые столбцы) и параметра

P90 (темно-серые столбцы) под действием нитрендипина в препаратах с интактными K+-каналами (А)
и после их предварительной инактивации 4-АП (Б). n = 8–11 для каждой экспериментальной серии.
* p < 0.05. За 100% приняты значения квантового состава ТКП и параметра P90 до аппликации нитрен-
дипина. В–Г. Нормированные кумулятивные кривые истинных синаптических задержек ТКП, зареги-
стрированных в типичных экспериментах в синапсах лягушки (В) и мыши (Г). Показаны изменения
распределений синаптических задержек в контроле (сплошные линии), в присутствии 4-АП (штрихо-
вые линии) и в присутствии 4-АП и нитрендипина (пунктирные линии). n = 200–300 ТКП, зарегистри-
рованных в одной концевой пластинке.
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блокады К+-каналов приводила к десинхронизации секреции (увеличение пара-
метра P90 на 84 ± 27% по сравнению с уровнем в 4-АП, n = 8, p < 0.05, рис. 2Г), ве-
роятно обусловленную снижением входа Са2+ в нервное окончание через Са2+-ка-
налы L-типа.

В синапсах лягушки аппликация нитрендипина в условиях блокады потенциал-
чувствительных K+-каналов 4-АП также вызывала снижение квантового состава
ТКП, однако это снижение было достоверно меньше, чем в препаратах с интакт-
ными K+-каналами (на 13.0 ± 2.1%, p < 0.05, критерий Манна–Уитни, df = 17). Из-
менение степени синхронности секреции АХ после блокады Са2+-каналов L-типа в
синапсах лягушки было одинаковым при активных и инактивированных K+-каналах.

Влияние блокатора Са2+-каналов L-типа нитрендипина на секрецию АХ 
в синапсах лягушки при физиологическом уровне Са2+ в среде

Чтобы оценить вклад каналов L-типа в вызванную секрецию АХ в условиях фи-
зиологического уровня Са2+ в синапсах лягушки, были проведены эксперименты
по регистрации многоквантовых ТКП и МТКП методом фиксации мембранного
потенциала мышечного волокна.

Эксперименты показали, что при физиологическом уровне Ca2+ нитрендипин
(5 мкМ) не оказывал достоверного влияния на параметры ТКП и МТКП. Так, ам-
плитуда ТКП в контроле составила 354 ± 81 нА, а в присутствии нитрендипина –
353 ± 91 нА (p > 0.05, n = 6). Временные параметры ТКП тоже достоверно не меня-
лись: время роста составило 265 ± 15 и 287 ± 31 мкс соответственно, а постоянная
времени спада 1.29 ± 0.19 и 1.34 ± 0.18 мс. Амплитуда миниатюрных ТКП также не
претерпевала достоверных изменений в присутствии нитрендипина: амплитуда
МТКП составила, соответственно, 4.2 ± 0.3 и 4.4 ± 0.4 нА (p > 0.05, n = 6).

Аппликация 4-АП (1 мкМ) вызывала достоверное увеличение амплитуды ТКП
(на 29 ± 9%, p < 0.05, n = 6), что согласуется с данными других авторов [16, 30–32],
не оказывая влияния на временные параметры многоквантовых ответов и ампли-
тудно-временные характеристики МТКП. Однако после предварительной блокады
потенциал-зависимых K+-каналов 4-АП нитрендипин достоверно снижал кванто-
вый состава ТКП (на 20 ± 4%, p < 0,05, n = 5). Временные параметры ТКП и амплитуд-
но-временные характеристики МТКП при этом также достоверно не менялись.

Таким образом, в условиях, близким к физиологическим, участие Са2+-каналов
L-типа в вызванной секреции квантов АХ в нервно-мышечных контактах лягушки
проявлялось только при инактивированных потенциал-зависимых K+-каналах,
как и в синапсах мыши.

Влияние блокады Са2+-каналов L-типа на амплитуду кальциевого транзиента
в синапсах лягушки при активных и инактивированных

потенциал-зависимых K+-каналах.
На рис. 3 представлены кальциевые сигналы, зарегистрированные флуоресцентным

методом в одном из характерных экспериментов.
Измерение амплитуды кальциевого транзиента в нервном окончании лягушки в

условиях нормального уровня Са2+ и при низкой частоте стимуляции нерва (0.5 имп/с)
показало, что инактивация потенциал-чувствительных K+-каналов 4-АП (1 мкМ)
приводит к увеличению величины кальциевого сигнала на 43 ± 15% (n = 8, p < 0.05)
по сравнению с интактными препаратами.

Блокада Са2+-каналов L-типа нитрендипином (5 мкМ) после предварительной
инкубации препарата с 4-АП приводила к достоверному снижению амплитуды
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кальциевого транзиента (на 15 ± 4%, p < 0.05, n = 11, рис. 3Б), но различие в дей-
ствии нитрендипина при активных и инактивированных K+-каналах было недосто-
верным: при активных K+-каналах кальциевый транзиент также снижался на 19 ± 7%
(p < 0.05, n = 12, рис. 3А), что согласуется с ранее полученными данными [33]. Сле-
довательно, относительный вклад Са2+-каналов L-типа в общий кальциевый сигнал
не зависит от активности потенциал-зависимых K+-каналов.

Различие между результатами электрофизиологических экспериментов и опытов
по оптической регистрации кальциевых сигналов можно объяснить тем, что каль-
циевый транзиент отражает интегральное изменение уровня Са2+ во всем объеме
нервного окончания в течение длительного периода времени (500–700 мс после
стимуляции нерва). То есть Са2+-каналы L-типа могут вносить вклад в кальциевый
метаболизм нервного окончания и при активных потенциал-зависимых K+-каналах,
но их роль не ограничивается вкладом в вызванную квантовую секрецию, а может
затрагивать и другие клеточные функции, такие как регуляция асинхронной и
спонтанной секреции, выхода Са2+ из эндоплазматического ретикулума, экспрес-
сии генов и т.д. [34–36].

Компьютерное моделирование процесса экзоцитоза
в нервно-мышечном синапсе лягушки

Особенностью Са2+-каналов L-типа является то, что они находятся в открытом
состоянии существенно дольше, чем N- или P/Q-каналы, и расположены на удалении
от активных зон, где происходит секреция квантов медиатора [37]. Для оценки воз-
можного вклада такого типа каналов в вызванную секрецию медиатора в синапсе
лягушки была адаптирована компьютерная модель по методу Монте-Карло, опи-
санная ранее в ряде работ [22–25]. В модели рассматривается одна секреторная едини-
ца, состоящая из везикулы, готовой к освобождению медиатора, и двух Са2+-каналов,
один из которых расположен в непосредственной близости от везикулы (20 нм,
N-тип), а другой – на значительном удалении (200 нм), и к тому же, дольше остает-

Рис. 3. Нитрендипин снижает амплитуду кальциевого транзиента при интактных (А) и при инактивиро-

ванных 4-АП (Б) потенциал-зависимых K+-каналах. Представлено усреднение 40 сигналов, зареги-
стрированных в одном из типичных экспериментов на нервно-мышечном препарате лягушки. За 100%

приняты значения амплитуды транзиента в контроле (А) и при блокировании К+-каналов (Б).

А Б
Контроль

Нитрендипин

4-АП

4-АП + нитрендипин

20%

200 мс
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ся в открытом состоянии после активации (среднее время открытого состояния около
10 мс, L-тип). Потенциал нервного окончания симулировался в соответствии с мо-
дифицированной моделью Ходжкина–Хаксли [22]. Остальные параметры модели и гео-
метрия активной зоны соответствуют используемым в работах [24, 25]. С помощью
модели исследовали изменение концентрации ионов Са2+, поступающих в нерв-
ное окончание через оба Са2+-канала и их вклад в вероятность экзоцитоза при раз-
ной длительности деполяризации мембраны нервного окончания. В модели преду-
сматривалось два варианта перехода везикулы к стадии экзоцитоза: (i) после свя-
зывания 4 ионов Са2+ с сенсором (со свойствами белка синаптотагмина 1, 2);
(ii) при связывании 2 ионов Са2+ с дополнительным сенсором, расположенным на
удалении (50 нМ) от Са2+-канала N-типа. Наличие нескольких Са2+-сенсоров с
разными характеристиками, предположительно, разных изоформ белка синапто-
тагмина с разным сродством к Са2+, опосредующих разные формы секреции –
синхронную и асинхронную, активно обсуждается в последнее десятилетие [38,
39]. В частности, предполагается, что в качестве Са2+-сенсора для асинхронного
освобождения может выступать синаптотагмин 7 (SYT7), обладающий повышенным
сродством к Са2+. Модель с двумя Са2+-сенсорами с разным количеством сайтов
связывания Са2+ (соответственно, 5 и 2), описанная в работе [40], хорошо воспро-
изводила скорость освобождения медиатора в центральных синапсах при варьиро-
вании концентрации Ca2+.

В наших модельных экспериментах было показано, что при наличии только од-
ного кальциевого сенсора, расположенного около канала N-типа, добавление еще
одного Са2+-канала (L-типа) увеличивает вероятность секреции в одинаковой сте-
пени, независимо от длительности потенциала действия (на 12.7% и 14.8%, соот-
ветственно для активных и неактивных K+-каналов).

Симуляция процесса экзоцитоза с учетом дополнительного сенсора (рис. 4А, Б)
более точно воспроизводит экспериментально полученные данные на синапсах ля-
гушки в условиях сниженного уровня Са2+. Так, относительное изменение вероят-
ности секреции при увеличении длительности пресинаптического спайка (симуляция
блокады K+-каналов 4-АП) при отсутствии в модели Са2+-каналов L-типа оказа-
лось меньше, чем при их учете в модели (на 56% по сравнению с 69%, рис. 4Б). То
есть, наличие второго сенсора для Са2+, расположенного на удалении от основного
Са2+-канала, наиболее значимо для секреторного процесса при наличии дополни-
тельного источника Са2+ (например, вход ионов через Са2+-канал L-типа либо выход
Са2+ из внутриклеточного кальциевого депо) и увеличении длительности деполя-
ризации мембраны (то есть, при увеличении вероятности открывания Са2+-каналов).

Можно предположить, что в условиях сниженного уровня Са2+ экзоцитоз в си-
напсах лягушки может осуществляться с участием нескольких кальциевых сенсо-
ров, расположенных на разных расстояниях от основного Са2+-канала (N-типа) и
обладающих различной кальциевой чувствительностью.

Таким образом, результаты исследования свидетельствуют о том, что пресинап-
тические потенциал-зависимые Са2+-каналы L-типа могут регулировать освобож-
дение АХ из двигательных нервных окончаний лягушки и мыши, однако существуют
особенности их вклада в вызванную нейросекрецию в разных экспериментальных
условиях. Так в синапсах мыши участие Са2+-каналов L-типа в регуляции вызванной
секреции АХ из двигательных нервных окончаний очевидно лишь в специфиче-
ских условиях, например, при снижении концентрации Ca2+ в среде до 0.2 мМ,
при использовании быстрых кальциевых буферов, блокаде BK-каналов [5, 7, 14, 15]
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или, как показано в данном исследовании, при блокаде потенциал-зависимых K+-
каналов с помощью 4-АП. При этом если квантовый состав ТКП в присутствии
нитрендипина снижался, то степень синхронности освобождения квантов АХ либо
увеличивалась, либо уменьшалась, в зависимости от активности K+-каналов.

Интересно отметить, что ранее для синапсов мыши было показано прямое взаи-
модействие каналов L-типа с другими K+-каналами – Са2+-зависимыми K+-кана-
лами большой проводимости [5, 15]. Инактивация этого типа K+-каналов иберио-
токсином растормаживала каналы L-типа, что проявлялось как увеличение кван-
тового состава ПКП. Существует ли подобное взаимодействие с другими типами
K+-каналов, еще предстоит выяснить.

В синапсах лягушки Са2+-каналы L-типа вносят вклад в вызванную секрецию
АХ в условиях сниженного уровня Са2+ в среде, но при физиологическом уровне
Са2+ их участие в нейросекреции при низкой частоте раздражения нерва было оче-
видным лишь при инактивации потенциал-зависимых K+-каналов. Возможное
объяснение более выраженного эффекта блокады этих каналов в условиях снижен-
ного уровня Са2+ в среде может быть связано с тем, что в этих условиях даже не-
большие вариации концентрации Ca2+ в области активной зоны могут приводить к
значительному изменению вероятности освобождения везикул. Интересно отме-
тить, что наблюдаемое в присутствии нитрендипина уменьшение дисперсии ис-
тинных синаптических задержек, то есть синхронизация секреторного процесса [7],
в полной мере сохранялась и при инактивации потенциал-зависимых K+-каналов.

В физиологических условиях, вход Са2+ в нервное окончание через каналы L-типа
также имеет место, что подтверждается результатами экспериментов по оптиче-
ской регистрации интегрального кальциевого сигнала в нервном окончании (каль-
циевого транзиента). Но, по-видимому, наибольшее изменение внутриклеточного

Рис. 4. Компьютерное моделирование процесса экзоцитоза в нервно-мышечном синапсе лягушки по

методу Монте-Карло. А – Схематическое изображение взаимного расположения везикулы, Са2+-каналов
разных типов (“N” и “L”) и кальциевых сенсоров (1 и 2) для двух использованных моделей. Б – Относи-

тельное изменение вероятности экзоцитоза при симуляции блокады K+- и Са2+-каналов L-типа.
За 100% принята вероятность экзоцитоза для контрольного набора параметров.
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Са2+ при открывании каналов L-типа происходит уже после завершения синхронной
фазы нейросекреции, определяющей параметры многоквантовых постсинаптиче-
ских ответов.

Возможное различие в эффектах блокады Са2+-каналов L-типа в синапсах ля-
гушки и мыши может отчасти быть связано и с разным субъединичным составом
каналов L-типа в синапсах животных разных классов (CaV1.2, CaV1.3 или CaV1.4),
например, с разной выраженностью их кальциевой инактивации [41].

В наших экспериментах при сниженном уровне Са2+ в синапсах лягушки, бло-
када Са2+-каналов L-типа приводила к достоверному снижению квантового состава
ТКП и при активных K+-каналах, а при их инактивации эффект нитрендипина
был, наоборот, менее выражен. Компьютерное моделирование процесса экзоцитоза
для одной секреторной единицы показало возможность такого эффекта при увели-
чении длительности пресинаптического спайка при наличии на везикуле двух
кальциевых сенсоров с разной удаленностью от Са2+-каналов и различным коли-
чеством мест связывания Са2+. Известно, что длительность потенциала действия
аксона зависит от ряда эндогенных факторов – паттерна активности нейрона, ак-
кумуляции нейромедиаторов в околосинаптической области и т.д. [42, 43]. Можно
предположить, что участие Са2+-каналов L-типа в секреторном процессе, не столь
очевидное при низкочастотном раздражении нерва, будет усиливаться в случае по-
вышенной синаптической активности.
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The Contribution of L-Type Calcium Channels to the Evoked Acetylcholine Secretion
in the Frog and Mouse Neuromuscular Synapse at Active 
and Inactivated Potential-Dependent Potassium Channels

A. N. Tsentsevitskya, b, V. F. Khuzakhmetovaa, b, E. F. Khazieva, b, I. V. Kovyazinaa, b, c, *
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bKazan Federal University, Kazan, Russia
cKazan State Medical University, Kazan, Russia
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In this work, the contribution of L-type Ca2+ channels to the evoked secretion of acetyl-
choline from the frog and mouse motor nerve endings with active and inactivated poten-
tial-dependent K+ channels was studied. The effects of the specific Ca2+ blocker of the
L-type channels nitrendipine on the quantal content of endplate currents and the timing
of acetylcholine quanta secretion in intact preparations and after the preliminary block-
ade of potential-activated K+ channels with 4-aminopyridine (4-AP) were evaluated un-
der conditions of a decreased and physiological level of ambient Ca2+. Fluorescent mea-
surement of calcium transient reflecting the integral input of Ca2+ into the nerve ending
was performed as well as the computer simulation of the processes underlying exocytosis
assuming the presence of two types of Ca2+ channels (N- and L-types) and varying du-
ration of the nerve action potential. It was shown that in the frog synapses, L-type calci-
um channels contribute to the evoked secretion of acetylcholine at active K+ channels
only under conditions of decreased Ca2+ level; after inactivation of potential-dependent
K+ channels, the contribution of L-type channels to the secretory process becomes less
significant. At the physiological level of ambient Ca2+, the involvement of L-type chan-
nels in the evoked acetylcholine secretion, as in mice synapses, is manifested only under
conditions of inactivated potential-dependent K+ channels.

Keywords: neuromuscular junction, potassium channel, calcium channel, acetylcholine
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