
БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2022, том 39, № 6, с. 446–456

446

ДОФАМИН ЗАЩИЩАЕТ НЕЙРОНЫ
ОТ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ ГЛУТАМАТА

© 2022 г.   Е. И. Федотоваa, *, А. Ю. Абрамовb, c, А. В. Бережновa, **
aИнститут биофизики клетки – ФИЦ ПНЦБИ РАН, Пущино, 142190 Россия

bИнститут неврологии Университетского колледжа Лондона, WC1N 3BG Лондон
cОрловский государственный университет, Орел, 302026 Россия

*e-mail: delf-fenka@rambler.ru
**e-mail: g_56@rambler.ru

Поступила в редакцию 01.07.2022 г.
После доработки 25.07.2022 г.

Принята к публикации 26.07.2022 г.

Болезнь Паркинсона – нейродегенеративное заболевание, связанное с потерей нейронов в среднем
мозге с последующим развитием дефицита дофамина. Мы предположили, что дофамин может дей-
ствовать как антагонист глутамата, а его дефицит может усиливать вызванную глутаматом эксайто-
токсичность. Используя первичную культуру гиппокампа крысы и флуоресцентную микроскопию,
мы показали, что дофамин снижает амплитуду кальциевого ответа, вызванного активацией NMDA-
рецепторов, не влияя при этом на кальциевый сигнал, опосредованный АМРА- и КА-рецепторами,
а также активацией потенциал-зависимых кальциевые каналов. Показано, что эффект дофамина
зависит не только от NMDA-рецепторов, но и от дофаминовых рецепторов D2-типа и от ГАМКА-
рецепторов. Дофамин уменьшает деполяризацию митохондрий, вызванную глутаматом, и улучшает
выживаемость нейронов при действии глутамата в токсических дозах. Представленные данные сви-
детельствуют о защитной роли дофамина при эксайтотоксичности, вызванной глутаматом.
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ВВЕДЕНИЕ
Дофамин – это нейромедиатор центральной

нервной системы, который участвует в регуляции
различных физиологических функций. Нарушения
метаболизма и сигнализации дофамина приводят
к развитию таких нейродегенеративных заболева-
ний, как болезнь Паркинсона, болезнь Альцгей-
мера, шизофрения. Так, во время болезни Пар-
кинсона наблюдается потеря дофаминергических
нейронов, главным образом в черной субстан-
ции, а также в других отделах центральной нерв-
ной системы [1].

Известно, что дофамин способен подавлять
увеличение концентрации ионов кальция в цито-
золе ([Ca2+]i), возникающее в ответ на глутамат,
который в норме является основным возбуждаю-
щим нейромедиатором в головном мозге, а при
избыточном накоплении становится токсичным
и вызывает патологические состояния [2]. Во вре-
мя развития болезни Паркинсона, при которой
характерен дефицит дофамина, возможно, даже
невысокие дозы глутамата могут приводить к
нейродегенерации. Как известно, глутамат опо-
средует активацию группы глутаматных рецепто-

ров, к которым относятся ионотропные рецепто-
ры (NMDA-, AMPA- и КА-рецепторы), являю-
щиеся лиганд-управляемыми ионными каналами
и активируемые специфическими агонистами, и
метаботропные рецепторы (mGlut1–mGlut8), со-
пряженные с G-белком [3].

Дофаминергические функции опосредованы
активацией семейством дофаминовых рецепто-
ров, состоящим из пяти типов и относящимся к
двум группам: D1-подобные рецепторы (D1 и D5)
и D2-подобные рецепторы (D2, D3 и D4). D1-по-
добные рецепторы представляют собой серпен-
тиновые рецепторы, сопряженные с Gs-белком,
которые участвуют в регуляции высвобождения
нейротрансмиттеров, таких как глутамат, ГАМК
и ацетилхолин. D2-подобные сопряжены с инги-
бирующим G-белком (Gi/0) и регулируют секре-
цию дофамина в нейронах в ответ на изменение
внеклеточного уровня нейротрансмиттера [4].

Из литературы известно, что взаимодействие
между дофаминергической и глутаматергической
системами обеспечивает основу для сложных
нейронных взаимодействий в головном мозге.
Активация D1- и D2-подобных рецепторов мо-
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жет регулировать функцию и транспорт NMDA-
рецепторов. Так, дофаминовые рецепторы на-
прямую или опосредованно через активацию
протеинкиназы А взаимодействуют с NMDA-ре-
цепторами и могут влиять на NMDA-ответы в
нейронах [5].

Мы предположили, что дофамин может дей-
ствовать как протектор против глутаматной ней-
ротоксичности, поскольку добавление дофамина
к культуре клеток гиппокампа ослабляет вызванные
глутаматом повышение [Ca2+]i и митохондриаль-
ную деполяризацию и увеличивает количество
жизнеспособных клеток после воздействия глута-
мата. В настоящей работе, чтобы определить ми-
шени действия дофамина, мы исследовали его
влияние на амплитуду кальциевых ответов, вы-
званных агонистами глутаматных и дофаминовых
рецепторов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура нейронов. Объектом исследования
служила первичная нейроглиальная культура
гиппокампа крысы. Клетки гиппокампа выделя-
ли из головного мозга новорожденных крысят
(P1–P3) породы Spraque Dawley. Согласно мето-
дике получения культуры клеток, после декапи-
тации крысенка гиппокамп извлекали и перено-
сили в холодный раствор Хенкса [6]. Далее ткань
измельчали ножницами, инкубировали в 0.1%
растворе трипсина в течение 15 мин при 37°C,
отмывали 3 раза средой Neurobasal-A (Gibco,
США), содержащей 2% Supplement B27 (Gibco),
1 мМ L-глутамин (Sigma, США), 7.5 мкг/мл ген-
тамицин (Дальхимфарм, Россия), пипетируя
ткань до образования суспензии клеток. После
этого клетки размещали на круглых покровных
стеклах диаметром 25 мм, покрытых полиэтиле-
нимином (Fluka, США), и помещали в чашки
Петри (35 мм). Через 1 ч к прикрепившимся клет-
кам добавляли 1.5 мл культуральной среды Neuro-
basal и инкубировали 5–12 дней при 37°C и 5%
CО2.

Эксперименты проводили в растворе Хенкса,
содержащем (в мМ): 138 NaCl, 1.3 CaCl2, 0.4 MgSO4,
0.5 MgCl2, 5.3 KCl, 0.45 KH2PO4, 4 NaHCO3,
0.3 Na2HPO4, 10 глюкозы, 20 HEPES (pH 7.3) при
температуре 27–28°C. Эксперименты с NMDA
проводили в среде без Mg2+ с последующей заме-
ной на раствор Хенкса.

Измерение концентрации внутриклеточного каль-
ция ([Ca2+]i). Изменения [Ca2+]i в нейронах оце-
нивали по интенсивности флуоресценции дву-
хволнового Са2+-чувствительного зонда Fura-2 [7].
Культуру клеток нагружали 5 мкМ Fura-2AM (In-
vitrogen, США) в течение 60 мин с последующей
отмывкой. Для регистрации [Ca2+]i использовали

систему анализа изображений на базе инверти-
рованного моторизованного микроскопа Leica
DMI6000B (Leica Microsystems, Германия), осна-
щенного объективом Leica HC PL APO 20×/0.7
IMM. Для возбуждения и регистрации флуорес-
ценции Fura-2 использовали набор светофиль-
тров FU2 (возбуждение: 340 ± 6 и 380 ± 10 нм, ре-
гистрация: 510 ± 20 нм). Также использовалась
система анализа изображений Cell Observer (Carl
Zeiss, Геpмания) на базе инвертированного
микpоcкопа Axiovert 200M, оснащенного объек-
тивом Plan Neofluar 10×/0.3 Для возбуждения и
регистрации флуоресценции Fura-2 использовали
набор светофильтров Filter set 21HE (возбужде-
ние: 340 ± 6 и 380 ± 10 нм, регистрация: 510 ± 20 нм).
Изображения получали с частотой 1 кадр в 3 с.
Полученные в двух различных каналах времен-
ные серии изображений обрабатывали в програм-
ме ImageJ с использованием плагина Time Series
Analyzer. Амплитуду кальциевых ответов (АКО)
одиночных клеток оценивали как отношение
сигналов флуоресценции Fura-2 при возбужде-
нии светом длиной волны 340 и 380 нм. В экспе-
рименте измеряли ответ 100–200 нейронов, нахо-
дящихся в поле зрения микроскопа.

Для проведения эксперимента покровное стек-
ло с культурой клеток монтировалось в специаль-
ную измерительную ячейку и содержалось в рас-
творе Хенкса объемом 0.5 мл. Добавки реагентов
и отмывку осуществляли с помощью системы
перфузии, состоящей из подающего наконечни-
ка, подключенного к резервуарам с растворами, и
наконечника, подключенного к водоструйному
насосу и обеспечивающего постоянный уровень
среды в измерительной ячейке. Наконечники
располагались на противоположных сторонах
ячейки. Для осуществления добавки система пер-
фузии включалась на 8 с, что обеспечивало деся-
тикратную (5 мл) смену рабочего раствора в ячей-
ке. Таким же образом производилась отмывка.
Контрольные эксперименты с оптически плот-
ным красителем (трипановый синий) показали,
что в этих условиях происходит полная (более
98%) замена раствора в измерительной ячейке.
Такой протокол смены растворов является ре-
зультатом оптимизации и обеспечивает отсут-
ствие реакции клеток на механическое воздей-
ствие при смене среды. Тем не менее для оценки
возможной реакции клеток в начале каждого экс-
перимента проводилась контрольная промывка
5 мл раствора Хенкса, которая указывала на от-
сутствие изменений [Ca2+]i в представленных
опытах.

Для сравнения результатов опытов, проводи-
мых в разные дни и на разных культурах, для нор-
мирования сигналов в схеме опыта, а также для
функционального разделения нейронов и глиаль-
ных клеток в культуре к клеткам добавляли стан-
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дартный деполяризующий раствор KCl. В работе
была использована методика оценки модулирую-
щего действия различных соединений на актив-
ность ионотропных рецепторов глутамата –
NMDA-, AMPA- и KA-рецепторов [8], которая
основана на том, что в контроле несколько крат-
ковременных (20–30 с) добавок агонистов этих
рецепторов с интервалом в 10–15 мин вызывают
кальциевые сигналы одинаковой амплитуды. Это
позволяет использовать сигнал в ответ на первую
добавку в качестве контроля, а на втором сигнале
тестировать эффект того или иного соединения
(рис. 1а). Амплитуды сигналов измеряли относи-
тельно исходного значения до добавки. В случае
активации KA-рецепторов эксперименты прово-
дили в присутствии ингибитора AMPA-рецепто-
ров 30 мкМ GYKI-52466 (Tocris, Великобритания),
поскольку каиновая кислота (KA, Sigma) являет-
ся неселективным агонистом KA- и AMPA-ре-
цепторов, а также ингибитора десенситизации
КА-рецепторов 200 мкМ конканавалина А (ConA,
Sigma). Для активации AMPA-рецепторов ис-
пользовали селективный агонист этих рецепто-
ров 5-фторвиллардиин (FW, Santa Cruz Biotech-
nology, США) и ингибитор десенситизации
AMPA-рецепторов 5 мкМ циклотиазид (CTZ,
Tocris) (рис. 1б) [8].

Измерение митохондриального потенциала.
Для регистрации клетки нагружали флуоресцент-
ным потенциал-чувствительным зондом 20 мкМ
Rhodamine 123 (Rh123, Sigma) в течение 10 мин.
После этого дважды отмывали раствором Хенкса
и использовали в эксперименте. Измерения про-
водили с помощью системы анализа изображе-
ний Cell Observer (Carl Zeiss) на базе инвертиро-
ванного микpоcкопа Axiovert 200M, оснащенного
объективом Plan Neofluar 10×/0.3. Для возбужде-
ния и регистрации флуоресценции Rh123 исполь-

зовали набор светофильтров Filter set 44 (возбуж-
дение: 490 ± 6 нм, регистрация: 550 ± 20 нм).
В экспериментах использовался протокол про-
краски, основанный на зависимом от концентра-
ции красителя тушении флуоресценции в энерги-
зованных митохондриях, при деполяризации
митохондриальных мембран наблюдается увели-
чение флуоресценции Rh123 [9]. Изображения
получали с частотой 1 кадр в 5 с, которые обраба-
тывали в программе ImageJ с использованием
плагина Time Series Analyzer. В эксперименте из-
меряли ответ 100–200 нейронов, находящихся в
поле зрения микроскопа. Для нормирования сиг-
налов в схеме опыта предусмотрена добавка 2 мкМ
FCCP (Sigma), выявляющая наибольшую степень
деполяризации митохондрий.

Оценка жизнеспособности клеток. Для оценки
количества живых клеток в смешанной нейро-
глиальной культуре использовали метод двойно-
го окрашивания флуоресцентными красителями
Hoechst 33342 (2 мкг/мл, Sigma) и Propidium Io-
dide (PI, 2 мкг/мл, Sigma) в течение 10 мин с по-
следующей отмывкой раствором Хенкса. Флуо-
ресценцию красителей оценивали с использова-
нием системы анализа изображений на базе
инвертированного моторизованного микроскопа
Leica DMI6000B (Leica Microsystems), оснащен-
ного объективом Leica HC PL APO 20×/0.7 IMM.
Для возбуждения и регистрации флуоресценции
Hoechst использовали набор светофильтров DAPI
(возбуждение: 340 ± 6 нм, регистрация: 470 ± 20 нм),
для PI – набор светофильтров Texas Red (возбуж-
дение: 575 ± 10 нм, регистрация: 624 ± 10 нм).
Клетки в двух каналах подсчитывали в программе
ImageJ с использованием плагина Cell Counter.
Краситель Hoechst проникает в клетки и связыва-
ется с ДНК, что позволяет оценить морфологию
ядра. Напротив, краситель PI проникает только в

Рис. 1. Схемы экспериментов для определения действия дофамина на амплитуду кальциевых сигналов, вызванных
агонистами глутаматных рецепторов и KCl, на основе ранее разработанной методики [8]. а – Для глутамата, NMDA и
KCl; б – для KA и AMPA.
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поврежденные или фиксированные клетки. При
колокализации сигнала от Hoechst и PI, свиде-
тельствующей о нарушении барьерной функции
плазмалеммы, клетки рассматривались нами как
погибшие, а фрагментированные, ярко светящи-
еся в синем (Hoechst) канале ядра свидетельство-
вали об апоптозе. Данные представляли в виде
процента нежизнеспособных и апоптотических
клеток от общего числа клеток в поле зрения.
В эксперименте измеряли флуоресцентный сиг-
нал от 300–600 клеток нейроглиальной культуры.

Обработка результатов. Для построения гра-
фиков и статистической обработки использовали
программы OriginPro2019 и GraphPadPrizm8 с
применением параметрического анализа one-way
ANOVA (post hoc Turkey test). На графиках пред-
ставлены репрезентативные кривые, количество
клеток в одном эксперименте N = 100–140, коли-
чество однотипных экспериментов: n = 3–4. Дан-
ные в столбцах представлены как среднее значе-
ние ± стандартное отклонение от среднего, ста-
тистически значимые различия при * p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Дофамин подавляет глутамат-индуцированное
увеличение [Ca2+]i в нейронах. Ранее было показа-
но, что дофамин способен подавлять увеличение
уровня цитозольного кальция ([Ca2+]i), возника-
ющее в ответ на небольшие дозы глутамата (5 мкМ)
[10]. В данной работе мы проверили, может ли до-
фамин защищать клетки от действия более высо-
ких концентраций глутамата – 50 и 100 мкМ, ко-
торые являются токсичными для клеток. Мы оце-
нили способность дофамина влиять на амплитуду
кальциевого сигнала в ответ на глутамат с помо-
щью разработанного ранее способа оценки моду-
лирующего действия различных соединений на
активность ионотропных рецепторов глутамата –
NMDA-, AMPA- и KA-рецепторов [8]. Был ис-
пользован протокол, при котором повторяющиеся
кратковременные добавки агонистов рецепторов
глутамата вызывают повторяющееся по форме и
амплитуде повышение [Ca2+]i. В работе было по-
казано, что дофамин в концентрации 50 мкМ
способен снижать амплитуду кальциевого сигна-
ла в ответ на вторую добавку 10 мкМ глутамата на
19%. Так, добавка глутамата на фоне дофамина
составила 81 ± 13% от первой добавки глутамата
(на рис. 2а, 2в ответ на глутамат принят за 100%).
В случае действия больших доз глутамата (100 и
50 мкМ) ответ при добавлении дофамина также
снижался – на 28% (72 ± 22%) (рис. 2б, 2в). По-
добный эффект может приводить к предотвраще-
нию глутамат-индуцированной кальциевой пере-
грузки клеток и таким образом являться нейро-
протекторным в условиях эксайтотоксичности.

Для того чтобы выявить, какие именно рецеп-
торы участвуют в данном эффекте, мы провери-
ли, как дофамин влияет на амплитуду кальциевых
сигналов, вызванных селективной активацией
ионотропных рецепторов глутамата: NMDA-,
AMPA- и KA-рецепторов. При этом NMDA-ре-
цептор сам проницаем для ионов кальция, а ак-
тивация AMPA- и KA-рецепторов в основном
опосредована действием потенциал-зависимых
кальциевых каналов [11]. Было показано, что до-
фамин подавляет активность NMDA-рецепто-
ров, при этом не влияет на активность рецепто-
ров каиновой кислоты (KA-рецепторов) и AMPA-
рецепторов. Были получены следующие значе-
ния: дофамин в концентрации 10 мкМ подавляет
кальциевый сигнал, вызванный добавлением не-
больших доз (5 и 10 мкМ) NMDA на 23% (77 ± 23%
относительно первого сигнала агониста, рис. 3а,
5б). При действии высоких концентраций NMDA
(50 и 100 мкМ) дофамин подавляет ответ на до-
бавку этого агониста на 15% (рис. 3б).

Было показано, что дофамин не уменьшает
кальциевый сигнал в ответ на агонист КА-рецеп-
тора каиновую кислоту (на фоне антагониста
AMPA-рецептора GYKI-52466, KA + GYKI). Каль-
циевый ответ на вторую добавку составил 101 ±
± 22% относительно первого сигнала (рис. 4а, 5б).
Также дофамин не оказывает влияние на актив-
ность AMPA-рецепторов, поскольку добавление
дофамина на фоне агониста AMPA-рецептора
фторовиллардиина (FW) не изменяло кальцие-
вый ответ (98 ± 13%) (рис. 4б, 5б). Для снятия де-
сенситизации этих рецепторов эксперименты
проводили в присутствии 200 мкг/мл конканава-
лина А (для KA-рецептора) или 5 мкМ циклотиа-
зида (для АМРА-рецептора) [8].

Также мы проверили, изменяется ли ампли-
туда кальциевого ответа, вызванного актива-
цией потенциал-зависимых кальциевых кана-
лов (ПЗКК), в ответ на дофамин. Было показано,
что добавление дофамина не влияет на амплитуду
и характер кальциевых сигналов, возникающих
под действием 35 мМ хлорида калия, активирую-
щего ПЗKK (рис. 5а, 5б). Так, кальциевый сигнал
в ответ на вторую добавку KCl составляет 82 ± 11%
относительно первой добавки, в присутствии до-
фамина это значение составляет 80 ± 10%.

Таким образом, в работе было установлено,
что при оценке амплитуд кальциевых сигналов в
ответ на глутамат главной мишенью дофамина
является NMDA-рецептор.

Участие дофаминовых рецепторов. Известно,
что дофамин непосредственно подавляет актив-
ность NMDA-рецептора; его действие также мо-
жет быть опосредовано активацией специфиче-
ских дофаминовых рецепторов [4, 12].

Далее в работе мы проверили, способны ли ан-
тагонисты D1- и D2-подобных рецепторов предот-
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вращать эффект дофамина на NMDA-индуциро-
ванный кальциевый сигнал в нейронах. На рис. 6
показано, что эффект дофамина не предотвраща-
ется в присутствии блокатора дофаминовых ре-
цепторов типа D1 SKF-83566 (50 мкМ), о чем сви-
детельствует понижение амплитуды кальциевого
ответа при действии NMDA совместно с дофами-
ном на фоне SKF-83566 (76 ± 26%, рис. 6а, 6в).
Добавление агониста D1-рецептора SKF-38393
(50 мкМ) не приводит к значительному измене-
нию кальциевого сигнала в ответ на NMDA (98 ±
± 26%, рис. 6а, 6в).

В случае действия ингибитора D2-рецептора
L-741,626 (1 мкМ) не наблюдается эффект дофа-

мина: кальциевый сигнал на вторую добавку
NMDA составил 100 ± 28% (рис. 6б, 6в), а добав-
ление к клеткам агониста D2-рецептора Quinpiro-
le (100 нМ) уменьшает кальциевый сигнал, вы-
званный NMDA (86 ± 15%, рис. 6б, 6в). Это гово-
рит о том, что действие дофамина опосредовано
активацией Gi-сопряженного рецептора D2.

Таким образом, стало понятно, что дофамин
оказывает свое угнетающее действие на NMDA-
рецептор через активацию D2-рецептора.

Ранее было показано, что эффект этого ней-
ромедиатора может отменяться ингибиторами
ГАМКА-рецепторов [13, 14]. В данной работе мы
обнаружили, что 10 мкМ бикукулина (ингибито-

Рис. 2. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала в ответ на глутамат в нейронах. а – Повторяющиеся
кальциевые сигналы в нейронах на кратковременные добавки 10 мкМ глутамата (синяя кривая) и влияние 50 мкМ до-
фамина на сигнал в клетках в ответ на добавку глутамата (красная кривая); нормировано относительно первой добав-
ки глутамата. б – Кальциевый сигнал в ответ на 100 мкМ глутамата в присутствии (красная кривая) и в отсутствие до-
фамина (50 мкМ, синяя кривая); нормировано относительно ответа на глутамат. в – Амплитуда кальциевого сигнала
в ответ на добавку глутамата 10 и 50–100 мкМ в отсутствие (–доф) и присутствии 50 мкМ дофамина (+доф). В случае
действия 10 мкМ глутамата ответы на вторую добавку глутамата (Глутамат 2) представлены относительно ответов на
первую добавку (Глутамат 1). В случае больших доз глутамата (50–100 мкМ) кальциевый ответ на глутамат совместно
с дофамином (Глутамат+доф) представлен относительно ответа на глутамат без дофамина (Глутамат–доф). * p < 0.05.
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ра ГАМКА-рецепторов) совместно с 10 мкМ до-
фамина не подавляют кальциевый сигнал в ответ
на добавку NMDA (рис. 7).

Дофамин защищает митохондрии от глутамат-
индуцированной деполяризации. Известно, что в
основе токсического действия глутамата лежит
увеличение уровня цитозольного кальция в ней-
ронах, для которого характерна так называемая
отложенная кальциевая дисрегуляция (ОКД),
возникающая из-за подавления производства

ATP в митохондриях и неспособности клеток
поддерживать ионный гомеостаз. При этом ха-
рактерным признаком является деполяризация
митохондрий [2]. Мы проверили, влияет ли дофа-
мин на глутамат-индуцированную деполяриза-
цию митохондрий. Было показано, что в присут-
ствии дофамина глутамат вызывает митохондри-
альную деполяризацию на 15 ± 7% меньше, чем в
контроле (рис. 8а, 8б). Так, в ответ на глутамат ам-
плитуда изменения флуоресценции Rhodamine

Рис. 3. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала, вызванного NMDA в нейронах. а – Кальциевый сигнал
в ответ на добавление 10 мкМ NMDA в отсутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина;
нормировано относительно первой добавки NMDA. б – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 100 мкМ NMDA в
отсутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина.
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Рис. 4. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала, вызванного активацией KA-и AMPA-рецепторов в ней-
ронах. а – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 10 мкМ каиновой кислоты (KA) совместно с 30 мкМ GYKI в от-
сутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина; нормировано относительно первой до-
бавки KA+GYKI. б – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 500 нМ фторвиллардиина (FW) в отсутствие (синяя
кривая) и в присутствии (красная кривая) 50 мкМ дофамина; нормировано относительно первой добавки FW.
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123 (Rh123) составила 0.40 ± 0.12, тогда как при
предварительной обработке дофамином это зна-
чение было 0.35 ± 0.11 (данные нормированы от-
носительно сигнала в ответ на 2 мкМ FCCP, кото-
рый вызывает полную деполяризацию митохон-
дрий).

Дофамин подавляет глутаматную эксайтоток-
сичность. Для того чтобы подтвердить защитную
роль дофамина в условиях действия токсических
доз глутамата, мы провели эксперименты по ис-
следованию выживаемости нейронов. Было по-
казано, что глутамат в концентрации 100 мкМ
вызывает гибель 30.0 ± 1.7% нейронов в культу-
ре при 24-часовом воздействии, что значитель-
но превосходит данный показатель в контроле
(клетки без воздействия – 18.1 ± 1.6%) (рис. 9).
В случае, если в среде инкубации присутствует
дофамин в концентрации 10 мкМ, количество по-
врежденных нейронов через 24 ч уменьшается на
53%. Так, этот показатель при совместном воз-
действии глутамата и дофамина составил 14.2 ±
± 1.6%. Инкубация с дофамином значимо не вли-
яла на количество поврежденных клеток относи-
тельно контроля (17.1 ± 1.7%).

Таким образом, дофамин уменьшает глутамат-
индуцированную деполяризацию митохондрий и
улучшает жизнеспособность клеток в культуре,
оказывая тем самым нейропротекторное действие
на клетки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе с использованием методов
флуоресцентной микроскопии и ингибиторного

анализа показано, что дофамин способен прояв-
лять нейропротекторные свойства против глута-
матной токсичности на примере культуры нейро-
нов гиппокампа. В частности, дофамин в концен-
трации 10 мкМ снижает амплитуду кальциевого
ответа на глутамат, в первую очередь, за счет по-
давления активности NMDA-рецептора – одного
из подтипов ионотропных рецепторов глутамата.
Кроме того, дофамин препятствует развитию глу-
тамат-индуцированной деполяризации митохон-
дрий нейронов и увеличивает выживаемость ней-
ронов в присутствии токсических доз глутамата.
Этот эффект глутамата зависит от активности
D2-рецепторов, но не зависит от D1-рецепторов
дофамина. Также показано, что эффект дофами-
на на глутамат-индуцированные изменения ис-
следованных клеточных параметров во многом
определяется активацией ГАМКергической си-
стемы, поскольку эффект дофамина также зави-
сит и от активности ГАМКА-рецептора [14]. Было
показано, что исследуемый эффект дофамина
чувствителен к антагонисту ГАМКА-рецептора –
бикукулину, поскольку присутствие в среде инку-
бации 10 мкМ бикукулина полностью подавляет
действие дофамина на NMDA-индуцированный
кальциевый сигнал.

Можно предположить несколько возможных
механизмов, через которые дофамин реализует
свой защитный эффект.

Во-первых, действие дофамина может прояв-
ляться за счет непосредственного взаимодей-
ствия с каналом NMDA-рецептора. В работах по-
казано, что лиганды дофаминовых рецепторов, в
том числе и сам дофамин, а также другие моно-

Рис. 5. Влияние дофамина на амплитуду кальциевого сигнала, вызванного агонистами глутаматных рецепторов и KCl.
а – Кальциевый сигнал в ответ на добавление 35 мМ KCl в отсутствие (синяя кривая) и в присутствии (красная кривая)
50 мкМ дофамина; нормировано относительно первой добавки KCl. б – Амплитуда кальциевых сигналов в ответ на
добавки NMDA, KA, AMPA и KCl в отсутствие (черные столбцы, –доф) и в присутствии (красные столбцы) 50 мкМ
дофамина (+доф) относительно первой добавки на агонист, KCl1 – первая добавка KCl, KCl2 – вторая добавка KCl,
* p < 0.05.
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Рис. 6. Влияние агонистов и антагонистов D1- и D2-рецепторов на кальциевый ответ, вызванный NMDA. а – Каль-
циевый сигнал в ответ на 10 мкМ NMDA в присутствии 50 мкМ агониста D1-рецептора SKF-38393 (синяя кривая) и
50 мкМ блокатора D1-рецептора SKF-83588 совместно с дофамином (красная кривая); нормировано относительно
первой добавки NMDA. б – Кальциевый сигнал в ответ на 10 мкМ NMDA в присутствии 100 нМ агониста D2-рецеп-
тора Quinpirole (красная кривая) и 1 мкМ блокатора D2-рецептора L-741,626 совместно с дофамином (синяя кривая);
нормировано относительно первой добавки NMDA. в – Амплитуды кальциевых ответов, вызванных NMDA, в при-
сутствии активаторов D1- и D2-рецепторов и их блокаторов совместно с дофамином (+доф) относительно первой до-
бавки NMDA (100%). * p < 0.05.
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Рис. 7. Влияние активности ГАМКА-рецепторов на кальциевый ответ, вызванный NMDA. Кальциевый сигнал в ответ
на 10 мкМ NMDA в присутствии 10 мкМ ингибитора ГАМКА-рецепторов бикукулина совместно с 10 мкМ дофамина (красная
кривая) и в отсутствие бикукуллина, но с дофамином (синяя кривая); нормировано относительно первой добавки NMDA.
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амины, могут взаимодействовать с NMDA-ре-
цептором, выступая как потенциал-зависимые
блокаторы открытого состояния канала и имея
сайт связывания внутри поры NMDA-рецептора
[15, 16].

Во-вторых, дофамин через рецептор вызывает
гиперполяризацию нейронов. Еще в 1986 году на
нейронах прилежащего ядра (nucleus accumbens)
было показано, что дофамин способен вызывать
D1-рецептор-зависимую гиперполяризацию в
большинстве нейронов; кроме того, наблюдали
деполяризацию, опосредованную активацией D2-

рецепторов [17]. Наши эксперименты помогают
расширить представления о механизмах этого
взаимодействия нейротрансмиттеров. Так, одной
из мишеней дофамина является именно D2-ре-
цептор. Однако при блокировании двух типов ре-
цепторов (D1- и D2-рецепторов) мы не видели
отмену действия дофамина. Возможно, это связа-
но с тем, что этот эффект опосредован не только
этими типами рецепторов.

Также известно, что дофамин может влиять на
AMPA-рецепторы, но это происходит на уровне
модуляции их экстернализации. В этом случае до-

Рис. 8. Влияние дофамина на глутамат-индуцированную деполяризацию митохондрий в нейронах гиппокампа кры-
сы. а – Изменение флуоресценции родамина 123 (Rh123), вызванное 50 и 100 мкМ глутамата в присутствии (голубая
и красная кривые) и в отсутствие (синяя и розовая кривые) 50 мкМ дофамина; нормировано относительно FCCP. б –
Амплитуда изменения митохондриального потенциала, вызванного кратковременной добавкой 50 и 100 мкМ глута-
мата (Глут, 50 мкМ и 100 мкМ) в отсутствие (черные столбцы, –доф) и в присутствии (красные столбцы) 50 мкМ до-
фамина (+доф), представленные данные соответствуют схеме эксперимента с отмывкой глутамата (а – красная и ро-
зовая кривые). * p < 0.05.
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Рис. 9. Влияние дофамина на выживаемость нейронов в нейроглиальной культуре гиппокампа крысы. Степень повре-
жденных клеток: мертвых (желтый) и апоптотических (голубой), относительно общего количества клеток в поле зре-
ния (%) после 24 ч инкубации с 100 мкМ глутамата, 10 мкМ дофамина и с глутаматом и дофамином вместе. * p < 0.05
при сравнении всех нежизнеспособных клеток (мертвые + апоптотические).
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фамин активирует включение субъединиц GluR1
в плазматическую мембрану нейронов D1-рецеп-
тор-зависимым образом [18, 19]. Полученные на-
ми данные о действии дофамина на кальциевые
сигналы в ответ на активацию KA- и NMDA-ре-
цепторов находятся в некотором противоречии с
данными авторов [20]. В указанной работе было
продемонстрировано, что хотя дофамин и защи-
щает клетки от каинат-индуцированной нейро-
токсичности, но в этом эффекте не задействованы
механизмы, связанные с модуляцией кальциево-
го гомеостаза. Более того, активность NMDA-ре-
цептора вообще не регулировалась дофамином.
В отличие от этого, мы обнаружили, что эффект
дофамина связан с NMDA-рецептором, тогда как
на кальциевый ответ при активации KA-рецепто-
ра дофамин не оказывал влияния.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе показано, что дофамин обладает ней-
ропротекторным действием против глутаматной
нейротоксичности, поскольку добавление дофа-
мина к культуре клеток гиппокампа снижает
кальциевый ответ и митохондриальную деполя-
ризацию, вызванные добавлением глутамата, и
увеличивает количество жизнеспособных клеток
после воздействия глутаматом. Мы также обнару-
жили, что дофамин, действуя через D2-подобные
рецепторы, способен активировать NMDA-ре-
цепторы и влиять на работу ГАМКергической си-
стемы.
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Dopamine Protects Neurons against Glutamate-Induced Excitotoxicity
E. I. Fedotova1, *, A. Y. Abramov2, 3, A. V. Berezhnov1, **
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Parkinson’s disease is associated with neuronal loss in the midbrain and the resulting development of dopa-
mine-deficient states. At the later stages of the disease, increased neuronal death is also observed in other
parts of the brain. We hypothesized that dopamine may function as a glutamate antagonist, and dopamine
deficiency may increase glutamate-induced excitotoxicity. Using rat hippocampal primary culture and f luo-
rescence microscopy, we show that dopamine reduces the amplitude of calcium response evoked by the acti-
vation of NMDA receptors but does not affect calcium signals mediated by AMPA and KA receptors. Volt-
age-gated calcium channels are also unaffected by dopamine. It was shown that the effect of dopamine de-
pends not only on NMDA receptors, but also on D2-type dopamine receptors and on the GABAA receptor.
Dopamine reduced glutamate-induced mitochondrial depolarization and improved neuronal survival in the
presence of toxic levels of glutamate. The data presented suggest a protective role of dopamine against gluta-
mate toxicity.

Keywords: dopamine, glutamate, calcium, excitotoxicity, ionotropic glutamate receptors, neuroprotection
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