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АСПАРТАТЕРГИЧЕСКИХ НЕЙРОНОВ КОРЫ МОЗГА КРЫС

ПРИХОЖАН А. В.. КОВАЛЕВ Г. II.. РАЕВСКИЙ К. С.
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В опытах с регистрацией К+ 30 мМ)-стимулируемого высвобождения 3Н-Э-ас- 
парагиновой кислоты из перфузируемых сишаптосом коры мозга крыс показано, что 
метпласпаргат (40 й -10-3 М) не изменяет параметров изучаемого процесса, а кли
новая (10—։п ’10՜՛3 М>) и квпекваловая (10 3 М) кислоты снижают его, причем эф
фект последней ап.тагопнзпруется диэтиловым э.| п,:ом глутамиловой кислоты (ДЭЭГ) 
'(10—4 М). Феназешкм (30՜4 М) также снижал высвобождение О-аспарагпиовой кисло
ты, его эффект ‘.устранялся в присутствии Ко 15—1788 (10-4 М), по не ДЭЭГ, и 
усиливался мусцимолом (10—* М). ио не бакло )е:юм (10՜5 М). Потенцирующее 
действие мусцимола было бикукуллин- и пикротоксинчувствительным. В ис
пользованных концентрациях антагонисты, мусцимол и баклофен сами по себе не 
оказывали заметного .влияния на изучаемый процесс. На основании полученных дан
ных постулируется возможность существования ауто- и гетерореценторнои регуляции 
процесса высвобождения возбуждающих аминокислотных иейропередатчиков.

Преспнаптпческие рецепторы в последнее время привлекают к 
себе внимание в качестве возможных регуляторов процесса высвобож
дения иейропередатчиков. Принято деление этих рецепторов на ауто- 
11 гетерсрецепторы. К первым относят рецепторы .которые локализо
ваны па нервных окончаниях и обладают чувствительностью к выде
ляемому этим окончанием пейропередатчику. Соответственно термином 
«ге.тероредепторы» обозначают образования той же локализации, но чув
ствительные к нейропередатчику, который высвобождается терминаля
ми других нейронов [|]. В последние годы начато изучение рецептор- 
ион регуляции высвобождения иейропередатчиков из глутамат- и ас- 
партатергпческпх нейронов, широко представленных в мозгу млеко
питающих, где они составляют основную массу возбуждающих нерв
ных клеток [2]. Гетерогенность рецепторов возбуждающих аминокис
лотных иейропередатчиков можно считать в настоящее время дока
занной. Наиболее обоснованным представляется выделение трех ти
пов рецепторов возбуждающих аминокислот: 1) чувствительных к 
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квискваловой кислоте, антагонист—диэтиловый эфир глутаминовой 
кислоты (ДЭЭГ); 2) чувствительных к N-метил-аспарагиновой кислоте, 
антагонисты—амипоадипиповая кислота, фосфоновые кислоты и др.; 
3) чувствительных к каиновой кислоте, для которых пока не обнару
жено специфического антагониста [2]. Эндогенные передатчики—глу
таминовая и аспарагиновая кислоты связываются со всеми тремя ти
пами рецепторов, поэтому широкое распространение получил термин 
«глутамат/аспартатпые рецепторы». По аналогии стал применяться 
термин «глутамат/аспартатергнческие нейроны», так как современ
ные методические подходы, как правило, не позволяют дифференци
ровать эти две медиаторные системы.

Имеются отдельные сообщения об изучении глутамат/аспартат- 
пых ауторецепторов в различных структурах мозга [3—5]. Эти работы, 
выполненные на срезах мозга, не доказывают пресинаптической (свя
занной с нервными окончаниями) локализации выявленных рецепто
ров. Из гетерорецепторов, модулирующих высвобождение возбуждаю
щих аминокислот, наиболее подробно изучены рецепторы типа ГАМКа 
в мозжечке [6, 7]. Что касается коры мозга, то одни авторы обнару
живают опосредуемую ГАМК регуляцию высвобождения глутамино
вой кислоты [8], другие сообщают о ее отсутствии [9].

В свете этих данных целью настоящей работы явилось изучение 
механизмов регуляции процесса К+ -стимулируемого высвобождения 
нейропередатчика из глутамат/аспартатергпческпх нейронов, в частно
сти, возможного участия в этих процессах глутаматных (аспартат
ных) ауторецепторов, ГАМКЛ, ГАМК в и бензодиазепиновых рецеп
торов. Для анализа использовали типичные агонисты указанных ре
цепторов. В качестве «маркера» процесса высвобождения использовали 
3Н-О-аспарагиповую кислоту—неметаболизирующийся субстрат систе
мы захвата L-форм глутаминовой и аспарагиновой кислот [10].

Материалы и методы

Опыты проводили на крысах-самцах линии Wistar массой 180—220 г. Фракцию 
неочищенных сннаптосом (Р2) коры мозга выделяли по методике, подробно опи
санной ранее [11]. Использовали оксигенированный Кребс-бпкарбонатный буфер 
следующего состава (в мМ): NaCl—118; КС1—4,75; СаС12—2,54; MgSO4—2,2; 
NaHCO3—25,0; КН2РО4—1,19; глюкоза—11,0; pH 7,4. Для получения буфера с по
вышенным содержанием К+ (30 мМ) NaCl замещали на соответственное количе
ство КС1. 50 мкл суспензии сннаптосом (концентрация белка 7՛—9 мг/мл) инкуби
ровали в 1 мл буфера при 37°. Через 5 мни добавляли 2,3-3Н-О-аспарагиновую 
кислоту («Изотоп», СССР; величина У. А. 33 Ки/ммоль) до конечной концентрации 
10-’ М. Инкубацию продолжали 10 мин при легком встряхивании, после чего взвесь 
сннаптосом наносили на стеклянно-волокнистый фильтр GF/C «Whatman» (диаметр 
20 мм), закрепленный в термостатируемой камере. Среду инкубации удаляли при 
скорости 4 мл/мин при помощи перистальтического насоса «LKB МиШрегрех» (Шве
ция), затем синаптссомы промывали дважды 2 мл буфера. Дальнейшую перфузию 
проводили при скорости 1 мл/мин. Через 6 мин перфузии исходным буфером в ка
меру вносили буфер с повышенным содержанием калия (30 мМ) с используемым 
веществом или без пего (контроль). Количественную оценку высвобождения провэ- 
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лили, измеряя радиоактшшость следующих фракции суперфузата: фракция I—пос
ледние 2 мин перфузии исходным буфером, фракция 11 и фракция III—соответст
венно 2 первые и 2 последующие мин после внесения буфера с повышенным со
держанием калия (с веществом или без пего). Фракции растворяли в сцинтилля
ционной жидкости Брея, величины радиоактивности в dpm определяли па жидко
стно-сцинтилляционном счетчике «Intertechnique SL-4000». Далее для каждой супер- 
фузип находили отношение радиоактивностей фракции II к фракции I (А) и фрак
ции 111 к фракци I (Б). Данные обрабатывали с использованием t-критерия Стью
дента.

Результаты и обсуждение
Результаты экспериментов по изучению влияния агонистов глу- 

тамат/аспартатных рецепторов на К *-стимулируемое высвобождение 
3Н-О-аспарагиповой кислоты представлены в табл. 1. В диапазоне ис
следованных концентраций М-метиласпартат не изменял высвобожде
ния метки из синаптосом, каиповая (10՜4 и ГО՜3 М) и квискваловая 
(10՜3 М) кислоты снижали выход В-аспарапшовой кислоты, причем

Таблица 1
Влияние агонистов глутамат/аспартатных рецепторов и диэтилового 
эфира глутаминовой кислоты на К ;՜ -стимулируемое высвобождение 

311-Р-аспарагиновой кислоты из синаптосом коры мозга крыс

” —достоверность отличий от контроля (р<0,01), ***—достоверность отличий ог 
эффекта I мМ квискваловой кислоты (р<0,01).

Соединения, (.М)
Количество 

опытов 
п

Высвобождение 3H-D-acnapa - 
типовой кислоты (?б от коп-

1 троля*)
А1 1 в

Контроль 50 100,0+2,5 100,0+2,8
Ы-метпл-ВЬ-аспарагинова я 

кислота
10- 6 ; 4 98,64-5.6 99,6+6,2
10-5 4 96.8+3,6 93.6+3.0
10- 1 5 102,6+3.5 93,6+4.0
10-3 7 95,1+2,9 100,4+3,7

Каиповая кислота 
10-7 5 96,8+5,8 89,1+9,0
10-» 10 95,8+4,3 100,14-4.5
10--5 10 95,7+3,3 96.9+3,1
10-1 8 73,6+6,4** 82,4+8,3
10-3 б 58.2+2,9** 65,2+5,2”

Квискваловая кислота 
10-в 4 104,9+3,6 104,1+7,5
10-5 4 100,2+9,8 101,1+8,9
10 -1 6 96,3+3,1 105,6+3,1
Ю-з 7 85.3+1,7** 98.1+2,2

Днэтиловып эфир глутами
новой кислоты

10֊ ’ 8 101,4+2,8 99,6+3,0
Квискваловая кислота 

10֊34-диэтнловый эфир 
глутаминовой кислоты 

10- 1 100,0+2.2-'» 113,5+3,8***

Примечание. * За 100% прнн что: для А1-֊1,735+0,043, для В—1,335±0,038.

эффект квпекваловой кислоты устраняли добавлением ДЭЭГ (10՜4 М). 
В табл- 2 приведены результаты опытов с агонистами и антагониста
ми ГАМК- и бензодиазепиновых рецепторов- Эти опыты позволили, в 
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частности, выявить максимальные концентрации антагонистов, не 
оказывающие самостоятельного влияния на изучаемый процесс. Эти 
концентрации веществ использовали в дальнейших опытах. Как вид
но из приведенных данных, мусцимол и баклофен не оказывали пря
мого влияния на К 4՜ -стимулируемое высвобождение О-аспарагпновой 
кислоты. Из данных, представленных в табл. 3, следует, что феназе- 
пам (10՜1 М) снижает высвобождение; эффект частично устраняет
ся Ио 15-1788 (10՜' М), по не изменяется в присутствии ДЭЭГ 
(10՜1 М). Интересно, что мусцимол (10 ' М) заметно усиливал дей
ствие феназепама, причем этот эффект усиления оказался чувства-

Таблица 2
Влияние агонистов и антагонистов ГАМК Л - и бензодиазепиновых рецеп
торов на К '• -стимулируемое высвобождение 3Н-0-аснарагиновой кис

лоты из синаптосом коры мозга крыс

Соединения, (М) Количество 
опытов

Высвобождение 3I l-D-аснар 1- 
гпиовой кислоты (% от кон

троля)
А1 | В

Кош рол ь 50 100,0+2,5 100.0+2,8
Мусцимол

10-5 6 99,7+4,6 107,1+3.5
10-֊1 6 13.4+3,1 92,1+4,8

Бикукуллин
10-5 6 93,4ч-3,6 91.4+3.0
10 • 1 Г 8,2+4,6 89,9 ±6,9

Пикротоксин
10-5 104,0+4,4 102,9+4,2
10 •։ 8 99,64-4.7 102,1+5.4
5-10֊ ’ 4 105.4+9,6 116,0+Ю. I

Ro 15-1 7>8
!<> » . > 164 ,’>-1-6.0 98,2+3.5
10 5 о 9 ».< 4-4,4 97,4 15,9

Ьак.;офе»«
10 •’ i"-', Г.+4-4 100.0+4-2
1 ' h 03,3+6,7 97,4±6,8

Примечание. Л։ и В—то же, что в табл. 1. *р<0,05 по сравнению с контрлем.

тельным как к бикукуллину (10 '' М), так и к пикротоксину (10 ՛' 
Оба антагониста уменьшали эффект мусцимола приблизительно напо
ловину. Агонист ГАМК в- рецепторов баклофен (10 5 М) на эффект 
феназепама заметного влияния не оказывал.

Полученные данные свидетельствуют о наличии ауторегуляторно
го механизма, контролирующего процесс высвобождения возбуждаю
щих аминокислотных нейропередатчиков в коре головного мозга, чго 
согласуется с данными, полученными Collins и соавт. [5] на срезах 
коры. В отличие от результатов цитируемой работы, где ауторецеп
тор проявлял чувствительность к метпласпартату, в наших экспери
ментах не выявлено какого-либо эффекта этого вещества. Эти разли
чия могут быть связаны с тем, что в опытах па срезах высвобождение 
нейропередатчика может модулироваться не только синаптическими, 
ио и виесинаптическими рецепторами. Collins и соавт. исследовали 
влияние квнекваловой кислоты до концентрации 5- 10 ֊՛' М и не об-
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наружили эффекта [5]. Нами также не обнаружено действия этого 
вещества до концентрации 10՜՛1 М. Лишь при концентрации послед
него 10 ՝•’ М высвобождение О-аспарагиновой кислоты оказалось до
стоверно сниженным, причем эффект полностью устранялся ДЭЭГ, 
что свидетельствует о его рецепторной природе.

Имеются косвенные данные о наличии квнсквалатных ауторецеп
торов и в других структурах мозга. Так, сообщается, что антагонист 
квнсквалатных рецепторов ДЭЭГ способен устранять ингибирующее 
влияние Ь-глутаминовой кислоты на высвобождение 3Н-О-аспараги- 
новон кислоты из срезов гиппокампа [3].

Таблица 3 
Действие агонистов ГАМКд ГАМК в -рецепторов и антагонистов 
ГАМКд -, бензодиазепиновых и квнсквалатных рецепторов на эффект 
феназепама при К +-стимулируемом высвобождении зН-В-аспарагпновой 

кислоты из сппаптосом коры мозга крыс

лем; **—достоверное отличие от эффекта феназепама (0,1 мМ) при р<0,01.

Соединения, (М) Количество 
опытов

Высвобождение ’Н-и-аспара- 
гпновой кислоты (% от кон

троля)
Л1 1 В>

Контроль 
Феназепам

50 100,0+2.5 100,0+2,8

10-։ 5 106,1+2.3 104,9+3.0
10- 1

֊ Феназепам. 10-1
9 87,6+3.7* 87,6+3,3*

4-1?о 15—1788. 10-' 
Феназепам, 10-1

8 78,7+3,5 100,0+7.0**

баклофен, 10-5
Феназепам. 10-’

7 81,9+2,7 87.3+5,0

-|-мусцпм л, 10—’ 
Феназепам. 10— ’
-г мусцимол, 10- 1

9 74,24-1 2** 91.8+2,9

-֊-бикукуллин. 10 - 5
Феназепам, 10—4 
Ч-мусцимол, 10-’

12 80,1+2,7 86,9+3.2

Ч-пикротоксин, 10- ’ 
Феназепам, 10-’ 
Ч-диэтиловый э<|>1»р глу-

7 82,7+2,1 88,3+3,2

тиминовой кислоты, 10- ' 12 84.1+1,8 90,3+3.3

Примечание. А> и В՝ то же, что в табл. 1; *р<0,05 по сравнению с контро

Каиповая кислота, по данным большинства исследований, усили
вала как спонтанное, так и стимулируемое высвобождение Э-аспара- 
гпповой кислоты, а также эндогенных возбуждающих аминокислот 
[4, 5, 12, 13]- Этим отчасти объясняют нейротоксические свойства 
каиновой кислоты [2]. Однако отсутствие специфического антагони
ста каинатных рецепторов не позволяет пока обосновать рецепторную 
природу полученного эффекта. С другой стороны, являясь агонистом 
одного из типов глутамат/аспартатиых рецепторов, каиповая кислота, 
воздействуя на ауторецепторы, должна была бы, согласно принятым 
представлениям, тормозить высвобождение нейропередатчика. Иаши 
данные подтверждают эту гипотезу. Каиповая кислота, так же как н 
другой агонист—квискваловая кислота, значительно снижала высво
бождение О-аспарагиновой кислоты из сппаптосом, что согласуется с 
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общепринятой точкой зрения, согласно которой _ауторсцептор функ
ционирует на нервном окончании ио принципу отрицательной обрат
ной связи. Трудность интерпретации результатов работ, цитировав
шихся выше, состоит, в частности, в том, что при использовании сре
зов нельзя исключить как впесипаптические эффекты каиновой кис
лоты, так и прямое деполяризующее действие на глиальные клетки 
[14].

Типичный агонист ГАМК А-рецепторов мусцимол в наших опы
тах не изменял К -стимулируемое высвобождение О-аспарагиповой 
кислоты, что согласуется с данными, полученными па сипаптосомах 
ранее [9]. Вместе с тем, в работе, выполненной на срезах коры моз
га. эффект мусцимола отмечался, причем была показана его пикро- 
токсинчувствительность [3]. Бензодиазепиновый транквилизатор фена- 
зепам, по нашим данным, уменьшал выход О-аспарагииовой кислоты, 
а антагонист бензодиазепиновых рецепторов Ко 15-1788 частично 
устранял этот эффект, что свидетельствует в пользу рецепторной при
роды обнаруженного явления. Имеются многочисленные данные, ука
зывающие на функциональную связь бензодиазепиновых рецепторов с 
ГАМК А -, но не с ГАМК в -рецепторами [15]. Полученные памп дан
ные по влиянию агонистов ГАМКд- и ГАМ К в -рецепторов (соответ
ственно мусцимола и баклофена) на эффект фепазепама, зависимость 
действия мусцимола от бикукуллина и пикротоксина вполне согласу
ются с этими представлениями и дают основание предположить суще
ствование ГАМКд -бензодиазепинового рецепторного комплекса на 
глутамат/аспартатергпческих преспиаптическпх терминалях коры моз
га. Функциональная роль такого комплекса состоит, по всей вероят
ности, в модулировании высвобождения возбуждающих аминокислот
ных иейропсредатчиков. Отметим, что в мозжечке ГАМК-ергическая 
регуляция высвобождения О-аспарагиповой кислоты осуществляется 
через ГАМКд -рецепторы, несвязанные с бензодиазепинчувствитель
ными участками [16], а уменьшение высвобождения АХ из срезов ко
ры мозга при активации ГАМК А -рецепторов даже обращается диазе
памом [17]. Отсюда следует, что постснпаптический ГАМКд-рецеп
тор, являясь пресинаптическнм гетерорецептором, может быть по-раз
ному сопряжен с бензодиазепиновыми рецепторами в разных структу
рах мозга. Однонаправленность действия ауто- и гетеро (ГАМК)-ре- 
цепторов па высвобождение О-аспарагиповой кислоты, выявленная в 
наши:; опытах, позволяла предположить наличие их функциональной 
взаимосвязи, однако отсутствие эффекта ДЭЭГ па действие фепазе- 
пама не подтвердило этого Предположения.

Таким образом, результаты настоящей работы позволяют посту
лировать наличие квпеквалатпого и, возможно, каинатного ауторе
цептора, а также ГАМКд -бензодиазепинового рецепторного комплек
са, функционирующих на терминалях глутамат/аспартатергических 
нейронов в качестве механизмов, модулирующих высвобождение воз
буждающих аминокислотных иейропсредатчиков.
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REGULATION OF NEUROTRANSMITTER RELEASE FROM 
GLUTAMATE/ASPARTATE NEURONS OF RAT BRAIN 

CORTEX BY AUTO AND HETERORECEPTORS

PRIK11OZHAN A. V., KOVALEV О. I., RAYEVSKY K. S.
Institute of Pharmacology, USSR Academy of Medical Sciences, 

Moscow

Both kainic (10՜’ and 10՜3) and quisqualic (10՜3 M) acids, but 
not N-methylaspartate (10՜8—IO՜3 M) decreased K+ (30 mM)—stimula
ted release of 3H-D-aspartate from perfused rat cortex synaptosomes. 
GDEE (10՜1 M) antagonized the effect of quisqualic acid. Benzodiaze
pine, phenazepam (10—* M) also attenuated the release, and this effect 
was blocked by RO 15—1788 (but not by GDEE), and potentiated by 
muscimol (10՜* Mi. This latter effect was shown to be bicuculline — and 
picrotoxin-sensitive. The antagonists as well as muscimol and baclofen in 
the concentrations used exert no effect on D-aspartate release. Data are 
discussed in the terms of auto —and heteroregulation of the release of 
excitatory amiho acid neurotransmitters.
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