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ПРЕСП И ЛП Т И Ч ЕС КАЯ АУТО РЕГУЛ Я ЦИЯ 
ВЫСВОБОЖДЕНИЯ ГЛУТАМАТА В СТРИАТУМЕ КРЫС

ГОДУХИН О. В., БУДАПЦЕВ А. 10.

Институт биологической физики АН СССР, Пущино

В опытах с использованием методики локально։։ супсрфузип мозга изучали 
влияние Ь-глутамата на высвобождение ЗН-глутамата из пеострнатума наркотизи­
рованных нембуталом крыс. Ь-глутамат в концентрациях 10՜8—10—7 М ингибиро­
вал вызванное К ՛ -деполяризацией Са2 *- -зависимое высвобождение как предвари­
тельно захваченного ЗН-глутамата, так и ЗН-глутамата, образующегося из зН-глу- 
тамина. Тетродотоксип (10_։М), а также антагонисты глутамата диэтиловый эфир 
глутаминовой кислоты (10-7М) и О, Е-а-ампноадипииовая кислота (Ю-’М) не 
устранял։.......гпбирующего действия Ь-глутамата. Результаты согласуются с пред­
ставлениями о существовании в области лресннаптнческих глутаматергпческих окон­
чаний механизма ауторегуляцни высвобождения глутамата, функционирующего по 
принципу отрицательной обратной связи.

Регуляция нейротрансмиттером своего собственного высвобожде­
ния получила название пресинаптической ауторегуляции. Наиболее 
■серьезно концепция пресинаптической ауторегуляцни была разрабо­
тана для норадренергических синапсов периферической НС позво­
ночных [1, 2]. Были получены также данные в пользу' существования 
ауторегуляцни через пресинаптические рецепторы и в катехоламино­
вых синапсах ЦНС позвоночных [3, 4]. Однако для синапсов ЦИС 
другой нейротрансмиттерной специфичности такие данные менее убе­
дительны, а в случае глутаматных синапсов этот вопрос не исследо­
ван вообще. Тем не менее изучение возможности существования ме­
ханизмов пресинаптической ауторегуляцни в самых разных синапсах 
ЦНС имеет ключевое значение для ответа на вопрос, являются лч 
эти механизмы общим принципом функционирования всех синаптиче­
ских образований или же это частный случаи, присущий, к примеру, 
только катехоламиновым синапсам. Изучение этого вопроса актуаль­
но сейчас еще и потому, что в некоторых последних исследованиях 
ставится под сомнение сам факт существования механизма регуляции 
процесса высвобождения, осуществляемого через пресинаптические 
ауторецепторы [5, 6].

В связи с изложенным, мы в своей работе попытались выяснить 
возможность существования механизма пресинаптической ауторегу­
ля. ни высвобождения глутамата на примере кортнкостриатных глута- 
матергических нейронов мозга крысы.

Материалы и методы
В опытах была использована описанная нами ранее методика локальной супер­

фузии мозга с одновременной регистрацией электрической активности (вызванных 
потенциалов) из области суперфузии [7]. В ходе предварительной операции беспо­
родным крысам-самцам массой 300—350 г стереотаксически по атласу Фпфковой ։։
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Маршалла вживляли в неостриатум направляющую трубку с регистрирующим 
электродом (ЛР=—1,5; Ь = 3; У=4,5), а во фронтальную кору биполярные сти­
мулирующие электроды (АР = — 2,5; Ь=1,5). В опытах использовали только тех 
животных, у которых в ответ на электрическую стимуляцию фронтальной коры в 
области последующей суперфузии регистрировались вызванные потенциалы. В пер­
вой серии экспериментов животным предварительно в эту область через направляю­
щую трубку вводили 10՜10 моль 311-глутамата (У. А. 29 К„/ммоль, «АтегэИат», 
Англия). Через 20 мин после введения начинали суперфузию данной области раст­
вором Кребса-Рингера следующего состава (в мМ): К'аС!—126,5; КС1—2,4; 
КН2РО4—0,5; МдЗО4—1,1; СаС12—1,1; МаЫСО3—27,5; глюкоза—5,9. Перед супер­
фузией раствор насыщали карбогеиом до pH 7,4. Скорость тока суперфузионной сре­
ды была равна 50 мкл/мин.

Во второй серии экспериментов у животных сразу начинали суперфузию нео­
стриатума раствором Кребса-Рингера того же состава, но дополнительно содержа­
щего зн-глутамнн (У. А. 20 К „/ммоль, «Атегэйат», Англия), в концентрации 
10—6 М. Через 60 мни в обеих сериях экспериментов собирали 3—4 последователь­
ные 20-минутные фракции суперфузата для последующего измерения в них уровней 
высвобождаемого 311-глутамата. Уровень зН-глутамата в первой 20-мпнутиой фрак­
ции принимали за 100% и относительно его оценивали уровни во II—IV фракциях. 
Изменение концентрации Ю в среде, а также добавление фармакологических ве­
ществ проводили во время прохождения II 20-минутной фракции через мозг. При 
повышении концентрации К4՜ в среде до 60 мМ эквимолярно снижали концентра­
цию \’а ։

Измерение уровней 311-глутамата во фракциях производили с помощью ИОХ. 
Процедура разделения ЗИ-глутамата от продуктов его метаболизма в суперфузате 
и способ измерения его количества в первой серии экспериментов были описаны 
нами ранее [8—10]. Во второй серии экспериментов выделение и измерение зн-глу- 
тамата, образующегося из ЗЦ.глутамина. проводили по методике, описанной ранее [11].

Достоверность различия уровней зН-глутамата в собранных фракциях у срав­
ниваемых групп животных оценивали по критерию Стьюдента. В конце эксперимен­
тов проводили морфоконтроль положения канюли и электродов.

Результаты и обсуждение
>՜

Существующие в настоящее время данные указывают па то, что 
нейротрансмиттерный пул глутамата в пресипаптическом окончании 
пополняется как за счет его формирования из глутамина, так и за 
счет обратного захвата глутамата этими окончаниями из внеклеточ­
ной среды [10]. В связи с этим, мы в качестве предшественника выс- 
вобождаемого пула глутамата использовали 3Н-глутамат и 3Н-глута- 
М ИИ.

На рис. 1 показано, что добавление глутамата (10 8 ֊ 10՜7 М) 
к суперфузионной среде приводило к ингибированию высвобождения 
3Н-глута.мата, вызванного высокой концентрацией калия в среде 
(К1' -деполяризация). Это наблюдалось как в случае высвобождения 
предварительно введенного экзогенного 3Н-глутамата, так и высво­
бождения 3Н-глута.мата, образующегося из ։Н-глутампна. Вызванное 
К' ■деполяризацией высвобождение 3Н-глутамата в обоих случаях 
зависело от наличия Са2 *՜ в суперфузионной среде. В случае пред- 
варительно введенного 3Н-глутамата это было показано нами ран.е 
[8], а данные высвобождения 3Н-г'|утамата, ооразующегося из 
3Н-глутамипа приведены на рис. 2. С другой стороны, при спонтап- 
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пом высвобождении (когда отсутствуют деполяризующие стимулы, 
вызывающие Са2՜* -зависимое высвобождение 3Н-глутамата) экзоген­
ный глутамат в тех же концентрациях усиливал высвобождение пред­
варительно введенного 3Н-глутамата в зависимости от концентрации 
глутамата в суперфузпонной среде (рис. 3).

Рис. 1. Влияние глутамата на высвобождение ЗН-глутамата, вызванное 
К *՜ -деполяризацией в стриатуме; а—в качестве предшественника исполь­
зовали предварительно введенный зН-глутамат, б—в качестве предшест­
венника использовали ЗН-глутампн. Здесь и далее па оси абсцисс отме­
нены фракции суперфузата: па оси ординат—уровень высвобождаемого 
ЗН-глутамата (в% относительно уровня в I фракции). 1—К -деполяри­
зация; 2—К®-деполяризацпя+глутамат (10-е М); 3—К + -деполяриза­
ция + глутамат (10~7М); стрелкой отмечен уровень высвобождаемого 
ЗН-глутамата во II фракции суперфузата. ’-различие между уровнями 
ЗН-глутамата во II фракции суперфузата у сравниваемых групп жи­

вотных достоверно (р<0,05).

Таким образом, глутамат в концентрациях 10՜8—10՜’ М, вве­
денный во внеклеточную среду, ингибирует вызванное деполяризую­
щими стимулами Са2 +-зависимое высвобождение как предваритель­
но захваченного 3Н-глутамата, так и 3Н-глутамата, образующегося из 
3Н-глутамипа.

Для выяснения вопроса, оказывает ли введенный глутамат пря­
мое действие на пресинаптпческпе глутаматергпческпе окончания или 
же он действует опосредованно через интернейроны неостриатума, в 
суперфузиопную среду одновременно с глутаматом добавляли тетро- 
дотокспн в концентрации 10՜“ М. Как видно из табл. 1, тетродотокспн 
достоверно не влиял иа ингибирующее действие глутамата. Известно, 
что это вещество в концентрации 10 0 М блокирует проведение по­
тенциала действия по электровозбудимой мембране и нарушает, та­
ким образом, проведение импульса между нейронами. Поэтому сохра­
нение ингибирующего действия глутамата при наличии тетродотокспна 
можно интерпретировать в пользу того факта, что экзогенный глута­
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мат влияет непосредственно на пресинаптпческие окончания, которы­
ми был предварительно поглощен 3Н-глутамат. Таким образом, полу­
ченные данные согласуются с представлениями о том,- что в глута­
матных синапсах, также как и в других синапсах мозга млекопитаю-

•Рис. 2. Изменение высвобождаемого ЗН-глутамата, образующегося из 
3Н-глутамипа (в%), под влиянием высокой концентрации К 8 в среде 
(60 мМ) при прохождении И фракции через мозг. 1—при нормальной 

концентрации Са2 + в среде; 2—без Са2 Г в среде
Рис. 3. Влияние глутамата па спонтанное высвобождение предваритель­
но введенного ЗН-глутамата. I—спонтанное высвобождение. 2—влияние 
глутамата в концентрации 10 8 (показано стрелкой) на спонтанное 
высвобождение: 3—влияние глутамата в концентрации 10 М. *—раз­
личие между уровнями ЗН-глутамата во II фракции суперфузата у срав­

ниваемых групп достоверно (р<0,05).

Таблица 1 
ингибирующее действие экзогенного 

лутамата
Влияние тетродотокспна на

Г

Воздействие Фракция II (К+- Фракция III
деполяризация. %) (отмывка, %)

Контроль 153+23 81 + 17
Глутамат (10-1 М) 
‘ лутамат (10-г М)

74’521 51+28

+тетродогокспн
(10-- М)

102+1 69+20

Примечание. *—значение уровня высвобождаемого 3II - гл у та м ата. досто верно
(р<0,05) отличающееся от контрольного.

щих, существует механизм прссипаптической ауторегуляции высво-
вождения глутамата, функционирующий по принципу отрицательной
обратной связи. Этот механизм. судя по полученным результатам, за-
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висит от концентрации глутамата во внеклеточной среде и запускает­
ся достаточно низкими концентрациями внеклеточного глутамата 
(порядка 10-ъ 10՜’ М). Поскольку ингибированию подвергалось 
высвобождение как предварительно захваченного 3Н-глутамата, так н 
3Н-глутамата, образующегося из 3Н-глутамина, то это указывает па 
то, что мишенью действия глутамата является непосредственно про­
цесс высвобождения нейротрансмиттера.

Таблица 2
Влияние блокаторов рецепторов глутамата на ингибирующее дей­

ствие экзогенного глутамата

Возлействне
Фракция II

(К г-деполяри­
зация, %)

Фракция 
(отмывка.

111
%)

Контроль 153-1-23 81+17
Глутамат (10֊՛ М) 74=+21 51+28
Глутамат (10—7 М)

■ ДЭЭГ (10-• М) 33»+3 31+12
Глутамат (10- 7 М) 
֊{- ААК (10-7 М) 53+7 42+5

Прцмечан.пе. ДЭЭГ—диэтиловый эфир глутаминовой кислоты, ААК—аминоади- 
пииовая кислота; *—значения уровней высвобождаемого 311-глутамата. достоверно* 
(р<0,05) отличающиеся от соответствующих контрольных.

С целью идентификации фармакологического типа рецепторов, 
через которые глутамат может опосредовать свое ингибирующее дей­
ствие, в суперфузионную среду одновременно с глутаматом добавля­
ли его антагонисты. Из табл. 2 видно, что пи дпэтиловын эфир глу­
таминовой кислоты (10 7 ЛА), ни О, Ь-а-аминоадипиповая кислота 
(10~т М) не только не устраняли ингибирующее действие глутамата, 
но даже усиливали его. Можно предположить, что, по-видимому, ин­
гибирующее действие глутамата не опосредовано рецепторами, чувстви­
тельными к этим антагонистам. Добавление в суперфузат одной 
О, Ь-а-амипоадипиновой кислоты в концентрации 10՜’М достоверно՛՛ 
не влияло ни на спонтанное, ни па вызванное К +-деполяризацией 
высвобождение 3Н-глутамата (данные не приведены). Этот факт так­
же свидетельствует в пользу того, что ингибирующее действие глута­
мата опосредовано рецепторами, нечувствительными к этому антаго­
нисту.

Таким образом, полученные результаты не позволили идентифи­
цировать фармакологический тип рецепторов, через которые глута­
мат опосредует свое ингибирующее действие. Однако можно отметить, 
что эти рецепторы не относятся к Ы-метил-О-аспартатиому типу, так 
как специфический блокатор этих рецепторов О, Ь-а-аминоадипиновая՛: 
кислота [12, 13] не устраняла ингибирующего действия глутамата.
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PRESYNAPTIC AUTOREGULATION OF GLUTAMATE 
RELEASE IN RAT STRIATUM

GODUKHIN O. V., BUDANTZEV A. Yu.

Institute of Biophysics, L'SSR. Academy of Sciences, Poustchino

The effecl of L-glutamate on 3H-glutamate release from neostria­
tum of n-embuthalized rats has been studied, by means of local brain 
superfusion. L-glutamate (’TO֊8— 107J inhibits K+-depolarization induced 
Ca-'+-dependent release of both 3H-glutamate formed from 3H-glutamine 
and of applicated '3H-glutamate. Tetrodotoxin (10՜°) and antagonists of 
glutamate: dethylester of glutamic acid (10՜7 M) and D, L-a-aminoadi- 
pic acid (IO՜7 M) didn't abolish the inhibitory effect of L-glutamate. 
Data obtained are in agreement with the current concept of the autore­
gulation of glutamate release in presynaptic glutamatergic endings by 
feed back mechanism.
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