
НЕИЕЕХИГ^ИТ)
т. 6, № 4, 1987

УДК 612.84+547.466.64

ПОСТНАТАЛЬНОЕ РАЗВИТИЕ РЕЦЕПТОРОВ ГЛУТАМАТА. 
БЕНЗОДИАЗЕПИНА И ГАМК В ЗРИТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЕ

КРЫСЫ (СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ)

ШЛИБС Р„ РОТЕ Т.
Институт исследований .мозга им. Пауля Флексига 

Университета им. Карла Маркса, Лейпциг, ГДР

С .использованием метода связывания лигандов было исследовано постнатальное 
развитие глутаматных, бензодиазепиновых и ГАРЛК-рсцепторов в сетчатке, ядре на­
ружного коленчатого тела (ЯНКТ). верхнем холмике четверохолмия (ВХЧ) и зри­
тельной коре гелевного мозга крыс. Установлено, что в центральных зрительных об­
ластях онтогенез мест связывания глутамата опережает развитие рецепторов ГАМК 
и бензодиазепина. Максимальное связывание глутамата было выявлено уже на 14-м 
дне постяатального развития .Временная картина развития бензодиазепиновых рецеп­
торов в зрительной коре и сетчатке в этих областях отставала от развития рецепто­
ров ГАМК, тогда как связывание бензодиазепина в ЯНКТ и в ВХЧ опережало свя­
зывание ГАМК. Различия во времени отчетливого проявления глутаматных, бензо­
диазепиновых и ГАМК-рецепторов в зрительных областях указывает, что глутамат- и 
ГАМК-ергическис проводящие пути неодинаково включаются в функциональное соз­
ревание зрительной системы крыс. Развитие глутаматных рецепторов в центральных 
зрительных областях, видимо, тесно связано с механизмами избирательной стабили­
зации синаптических контактов, тогда как онтогенез рецепторов ГАМК и бензодиа­
зепина контролируется более сложным образом.

В зрительной системе крыс происходят постнатальные функцио­
нальные и структурные изменения. Можно полагать, что они увязаны 
с развитием функциональных свойств системы опознавания. Адекват­
ны։! зрительный поток, видимо, взаимодействует с этим развитием и 
влияет на конечную настройку функциональных н/или структурных 
нейронных связей в зрительном пути [11-

Наши сведения о созревании зрительной системы были получены 
по большей части на основе результатов электрофизиологических и мор­
фологических исследований [2]; .меньше данных имеется о развитии 
нейрохимических параметров зрительной системы крыс. Так как глав­
ные нейромедиаторы, участвующие в первичной передаче зрительной 
информации, все еще неизвестны, мы сосредоточили внимание на пост- 
иатальном онтогенезе глутамат- и ГАМК-ергической передач, которые 
и головном мозгу рассматривают соответственно как основные возбуж­
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дающие и тормозящие системы [3—5]. Нейромедиаторные рецепторы 
являются одними из решающих звеньев в цепи синаптической обработ­
ки информации. Благодаря их способности к адаптации в ответ на из­
меняющиеся количества нейромедиаторов з зависимости от сдвигов ак­
тивности нейронов [6], они особенно важны для функционально-адап­
тивных процессов, которые протекают зо время созревания зрительной 
системы. Поэтому мы изучали развитие глутаматных, бензодиазепино­
вых и ГАМК-рецепторов в зрительных отделах (зрительной области 
коры больших полушарии, ЯНКТ, ВХЧ и сетчатке) крысы для того, 
чтобы выяснить, существует ли корреляция между онтогенезом этих ре­
цепторов и созреванием процессов обработки информации в этой хо-- 
рошо изученной сенсорной системе. Кроме того, мы были заинтересо­
ваны в определении величин временных различий в созревании основ­
ных возбуждающей и ГАМК-сргической передач, выявляемых при он­
тогенезе рецепторов в зрительной системе крыс.

Материалы и методы

Крысы линии BD III любого пола находились в условиях 12-часо­
вого затемнения в сутки и обычного виварного содержания. Их декапи- 
тировали в различном (10 90-дневном) возрасте и под стерсомикро- 
скопом, как было описано ранее [7], выделяли зрительную область 
коры, ЯНКТ. ВХЧ и сетчатку. Пробы ткани гомогенезировалн в инку-- 
бац ионном буфере и сохраняли при —20 . Для количественного опре­
деления рецепторов исследуемых агентов использовали метод радиоли- 
гандного связывания. После инкубации радиолиганда с мембранной 
фракцией, полученной из ткани соответствующей области, образован­
ный лиганд-рецепторный комплекс отделяли либо фильтрованием (при 
определении бензодиазепиновых рецепторов), либо центрифугированием 
(в случае рецепторов глутамата и ГАМК). Радиоактивность материала, 
задержанного на фильтрах или перешедшего в осадок при центрифуги­
ровании, измеряли при помощи счета в жидком сцинтилляторе. Для 
определения различных видов рецепторов применяли следующие радио­
лиганды: [3Н] глутамат—для глутаматных рецепторов [8]. [3Н] флуни­
тразепам—Для бензодиазепиновых [9] и [3Н] мусцимол—для рецепто­
ров ГАМК [Ю]. Величину специфического связывания вычисляли как 
разницу между общим связыванием и связыванием, определяемым в 
присутствии немеченого рецепторного ингибитора (неспецифическое свя­
зывание). В этих опытах использовали радиолиганды и ингибиторы в 
следующих концентрациях: 3 нМ [3Н] глутамата и 1 нМ немеченого 
L-глута.мата; 1,5 нМ [3Н] флунитразепама и 10 мкМ хлордиазепоксида; 
2 нМ [3Н] мусцимола и 1 нМ ГАМК. Полученные величины специфи­
ческого связывания выражали как отношение связанного радиолиганда 
к содержанию белка в пробе, которое определяли по методу Lowry и- 
соавт. [11].
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Результаты и обсуждение

Для сравнения изменявшихся во времени состояний онтогенеза ре­
цепторов глутамата, бензодиазепина и ГАМК в изучаемых зрительных 
областях временные сдвиги в специфическом связывании выражали в 
процентах от величины максимального связывания, достигавшейся в те­
чение исследуемого периода развития.

В зрительной коре (рисунок, а) связывание глутамата с 10-го по 
14-й день постнатального развития поднималось ~ на 31% и достигало 
максимального уровня, установленного при онтогенезе. К 25-му дню 
связывание глутамата падало («в 10 раз) и уже в этом возрасте

Рис. Постнатальное֊ развитие рецепторов глутамата, ГАМК и бензодиа­
зепина в зрительной области коры больших полушарий (а), ядре наруж­
ного коленчатого тела (б), верхнем холмике четверохолмия (в) н сетчат­
ке глаза (։). Величины связывания выражены в % от максимального, 
принятого за 100%. достигнутого при исследуемом периоде онтогенеза 
соответствующим видом рецепторов. Абсолютные величины составляли 
при этс-м (в пмоль/г белка):
а) 5020*194 (1). 163=4=26 (2) и 356±22 (3);
б) 14891± 1964 (1). ’*12± 17 (2) н 277± 12 (3);
в) 5234*344 (I). 155±Ю (2) „ 399±28 (3);
г) 4064*131 (1). 81±5 (2) 141±3 (3).
По оси абсцисс—возраст в днях, по осн ординат—связывание.

Достигало величины, свойственной взрослым крысам. Связывание ГАМК 
С 10-го по 14-й день значительно увеличивалось (приблизительно в 4 
раза), поддерживалось на высоком уровне до 35-го дня и уменьшалось 
на 43% к 50-му дню. достигая величины, наблюдаемой у взрослых 

483



животных. Бензодиазепиновое связывание медленно повышалось с 10-го 
по 25-й день на 22%, достигая максимальной величины, затем оно по­
степенно снижалось до 50-го дня. когда становилось характерным для 
взрослых крыс.

В подкорковых областях ЯН КТ и ВХЧ (рисунок, б. в) онтогенети­
ческий профиль глутаматных рецепторов был близким к описанному в 
случае зрительной коры. После подъема связывания глутамата с 10-го 
по 14-й день, когда достигалось максимальное связывание, оно стреми­
тельно падало, достигая к 25-.му дню. уровня у взрослых животных. 
Связывание ГАМК в ЯНКТ и ВХЧ постепенно увеличивалось от 10-го 
до 35-го дня. достигая максимальной величины с последующим сущест­
венным снижением до 50-го дня .когда были отмечены величины, харак­
терные для взрослых крыс. Бензодиазепиновое связывание в ВХЧ мед­
ленно нарастало с 10-го по 14-й день (на 16%) и оставалось на этом 
уровне до взрослого состояния (рисунок, в), тогда как в ЯНКТ свя­
зывание бензодиазепина с 10-го дня постоянно снижалось до величины, 
свойственной взрослым крысам (рисунок, б).

В сетчатке (рисунок, г) максимальное связывание глутамата было՛ 
обнаружено уже > 10-дневных крыс, а затем оно резко снижалось до 
25-го дня. достигая к этому сроку уровня у взрослых животных. Связы- 
ванне ГАМК с 10-го по 14-й день повышалось на 50%. затем снижа­
лось до 35-го дня. достигая наблюдаемого в случае взрослых крыс. 
Бензодиазепиновое же связывание с 10-го по 37-й день существенно по­
вышалось. находилось на достигнутом уровне до 50-го дня, а потом, 
понемногу опускалось до величины у взрослых.

Сравнение постнатального онтогенеза рецепторов глутамата, бензо­
диазепина и ГАМК в зрительных областях головного мозга крыс выя­
вило. таким образом, значительные различия в картине развития этих 
рецепторов. В каждой из исследованных зрительных областей развитие 
глутаматных рецепторов предшествовало созреванию рецепторов бензо­
диазепина и ГАМК. В центральных зрительных областях самое высо­
кое связывание глутамата было установлено на 14-е сутки постнаталь­
ного развития. В сетчатке максимальная величина связывания оказалась 
в самый первый срок исследования 10-й день.

Глутамат может служить кортикальным нейромедиатором, как на 
это указывает его Са2 -зависимый выход из эндогенных запасов и спе­
цифическое поглощение пирамидными клетками слоя VI зрительной 
коры [12. 13]. В настоящее время имеются веские доказательства, что 
нервные волокна, идущие из зрительной коры в ЯНКТ и ВХЧ, исполь­
зуют в качестве нейромедиатора глутамат [14].

Развитие высокоаффинного связывания глутамата, которое можно 
рассматривать как маркер глутаматергических нервных окончаний, ви­
димо, протекает параллельно с морфологическим созреванием зритель­
ных кортикофугальных и кортико-кортикальных проекций [15]. Период 
максимального связывания глутамата тесно совпадает с тем, когда 
созревание глутаматергических нервных окончаний достигает взрослого 

484



состояния. Резкое постнатальное падение- глутаматного связывания б 
центральных зрительных областях с 14-го по 25-й день, таким образом, 
можно рассматривать как деградацию тех мест связывания глутамата, 
которые оказались неэффективно вовлеченными в протекающее образо­
вание глутаматергических синаптических контактов. Интересно, что у 
крыс возраст, при котором достигается самое высокое в течение всего 
постнатального развития связывание глутамата, совпадает с временем 
прозревания. Следовательно, «включение» зрения, видимо, побуждает 
окончательное морфофункциональное созревание глутаматергнческой пе­
редачи в центральных зрительных областях. Подобное же резкое сни­
жение числа мест связывания глутамата в сетчатке, возможно, зави­
сит от тех же механизмов.

Временная динамика развития бензодиазепиновых рецепторов в 
зрительной коре и сетчатке отстает от развития рецепторов ГАМК в 
этих областях, тогда как в ЯНКТ и ВХЧ связывание бензодиазепина 
опережает связывание ГАМК. В некоторых частях головного мозга 
бензодиазепиновые рецепторы, возможно, ассоциированы с рецепторами 
ГАМК и белками хлорных каналов, образуя некий супрамолекулярный 
комплекс [16]- Различны։։ ход онтогенеза мест связывания бензодиазе­
пина и Г/'ХМК в изученных нами зрительных областях может указывать 
на неодинаковое развитие в них обоих рецепторов или на зависящие от 
возраста изменения в функциональных свойствах ГАМК—бензодиазепино­
вый рецептор—хлоридионофорного комплекса.

В зрительно։։ системе крыс наблюдали также региональные отли­
чия в типах развития высокоаффинного связывания ГАМК и глутамат- 
декарбоксилазной активности, которые считаются маркерами ГАМК-ер- 
гических пресинаптических нервных окончаний. В ЯНКТ активность 
глутаматдекарбоксилазы достигает уровня, характерного для взрослых 
животных, на 15-и день постнатального развития, тогда как в зритель­
ной коре и в ВХЧ и после 30-го дня эта ферментативная активность 
оказывается еще не полностью выраженной [15]. Высокоаффинное свя­
зывание ГАМК во всех трех изучаемых областях проявляло выражен­
ный пик на 15-й день онтогенеза, несовпадавший с развитием глутамат­
декарбоксилазной активности [15]. Таким образом, различные компо­
ненты ГАМК-ергической передачи развиваются по разной схеме.

В ВХЧ и зрительной коре развитие рецепторов ГАМК, видимо, 
опережает становление активности глутаматдекарбоксилазы. Наоборот, 
онтогенез мест связывания I АМК в ЯНКТ отстает от развития этой 
ферментативной активности в данной области. Сравнение таких фактов 
указывает, что образование рецепторов ГАМК не требует индукции со 
стороны образования функциональных синапсов, что похоже на резуль­
таты онтогенетических исследовании и других нейромедиаторных си­
стем [17, 18].

Различное по времени появление рецепторов глутамата, бензодиазе­
пина и ГАМК в зрительных областях позволяет допустить, что глута­
мат- и ГАМК-ергнческие передачи по-разному вовлекаются в функцио­
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нальное созревание зрительной системы крыс. Характер развития глу­
таматных рецепторов в зрительной системе указывает на избирательную 
стабилизацию синаптических контактов путем устранения избытка ре­
цепторных мест связывания, как это предполагали Changeux и Danchin 
[19]. Совпадение сокращения связывания глутамата с моментом прогре­
вания подчеркивает важность характера опознавания для установления 
функционально работоспособной нейронной сети.

На основе данных о типах развития рецепторов ГАМК и бензодиа­
зепина нельзя прийти к подобного рода заключениям. Более того, 
ГАМК-ергнческая передача не ограничена лишь одним видом нейронов. 
Поэтому наблюдаемая картина онтогенеза отражает усредненное влия­
ние различных механизмов развития и может быть к тому же перекрыта 
эффектами, возникающими под влиянием среды.

Такой же вывод можно сделать и по поводу неодинаковой картины 
развития рецепторов ГАМК и бензодиазепина. Поэтому явные разли­
чия в случае этих двух видов рецепторов в сетчатке и в ЯНКТ на 
основе современных сведений трудно объяснить.

DEVELOPMENT OF GLUTAMATE, BENZODIAZEPINE, AND 
GABA BINDING SITES IN RAT VISUAL SYSTEM.

A COMPARATIVE STUDY Л

SCHL1EBS R.. ROTHE T.

Paul Flcchsig institute for Brain Research, Department of Neurochemistry. 
Karl Marx University. Leipzig, G D. R.

The postnatal development of glutamate, benzodiazepine and GABA 
receptors has been studied in the retina, lateral geniculate nucleus, su­
perior colliculus and visual cortex of the rat using radioligand binding 
techniques.

In the central visual regions the ontogeny of glutamate binding 
sites precedes that of GABA and benzodiazepine receptors. Highest 
glutamate binding was already detectable on postnatal day 14. The 
temporal pattern of the development of benzodiazepine receptors in the 
visual cortex and in the retina lags behind that of GABA receptors in 
these regions, whereas in the lateral geniculate nucleus and the supe­
rior colliculus benzodiazepine binding precedes that of GABA binding.

The temporal distinct appearance of glutamate, benzodiazepine 
and GABA receptors in the visual regions suggests that the glutama- 
tergic and GABAergic transmission systems are differently involved in 
the functional maturation of rat visual system. The development of the 
glutamate receptors in the central visual regions seems to follow closely 
the mechanisms of selective stabilization of synaptic contacts, whereas 
the ontogeny of GABA and benzodiazepine receptors is controlled in 
a more complex fashion.
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Hейpoпептиды и поведение, т. I. Действие АКТГ, МСГ и опиоидных 
пептидов на ЦНС. Pergamon Press, 480 с., 1985-

Neuropeptides and Behaviour—v. 1֊ CNS effects of ACTG, MSH 
and opioid peptides (ed. by D- De Wied-, W. H- Gispen and T. J- B. 
Van Vimarsma Greidanus). Pergamon Press, Oxford, England, 480 p., 
1985.

Этой книгой открывается серия изданий, посвященных нейропептидам 
и поведению. В настоящем томе описаны нейропептнды. связанные с 
АКТГ, МСГ. эндорфинами и энкефалинами, а также локализация, рас­
пространение и процессинг проопиомеланокортина в мозгу и вилочковой 
железе. Следующие главы рассматривают их функции в качестве ней­
ротрансмиттеров, нейромодуляторов и нейрогормонов, которые выявлены 
с помощью электрофизиологических, нейрохимических и нейробиологиче- 
ских исследований. Предметом рассмотрения являются также поведенче­
ские эффекты этих соединений. Книга предназначена для фармакологов, 
нейрохнмиков, иенробиологов и электрофиэиологов
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