
Chapter 4

D i s c u s s i o n

R e c e n t  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  g l u t a m a t e  a n d  

a s p a r t a t e  m i g h t  f u n c t i o n  a s  n e u r o t r a n s m i t t e r s  i n  t h e  

c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  One o f  t h e  c e n t r a l  r e q u i r e m e n t  

f o r  t r a n s m i t t e r  i d e n t i f i c a t i o n  i s  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  

s t i m u l a t i o n  o f  p r e s y n a p t i c  a x o n s  e v o k e s  a s y n a p t i c  

r e l e a s e  o f  t h e  s u b s t a n c e  w h i c h  t h e  s t i m u l u s - s e c r e t i o n  

c o u p l i n g  p r o c e s s  i s  d e p e n d e n t  on  t h e  p r e s e n c e  o f  

e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  i o n s .  N u m e r o u s  s t u d i e s  h a v e  

d e m o n s t r a t e d  t h e  r e l e a s e  o f  r a d i o l a b e l l e d  a m i n o  a c i d s  

f r o m  i n  v i t r o  t i s s u e  s l i c e  p r e p a r a t i o n  u p o n  

s t i m u l a t i o n  ( K a t z ,  C h a s e  a n d  K o p i n ,  1 9 6 9 ;  S r i n i v a s a n ,  

N e a l  a n d  M i t c h e l l ,  1 969  ; H a m m e r s t a d ,  M u r r a y  a n d

C u l t e r ,  1 9 7 1 ) .  H o w e v e r  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  i t  h a s  b e e n  

p o s s i b l e  t o  d e t e c t  s u c h  a  r e l e a s e  i n  v i v o  a r e  f e w  

( J a s p e r  a n d  K o y a m a ,  1 9 6 9 ;  J a s p e r ,  K h a n  a n d  E l l i o t t ,  

1 9 6 5 ;  I v e r s e n ,  M i t c h e l l  a n d  S r i n i v a s a n ,  1 9 7 1 ) .  I n  some 

s t u d i e s ,  e n d o g e n o u s  a m i n o  a c i d s  r e l e a s e d  i n  s u p e r f u s a t e  

c o l l e c t e d  f r o m  i n  v i v o  p r e p a r a t i o n  was e s t i m a t e d  a f t e r  

e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n  ( O b a t a  a n d  T a k e d a ,  1 9 6 9 ;  I v e r s e n  

e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  V an  d e r  H e y d e n ,  Venema a n d  K o r f ,  1979  ) .

I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  we d e t e r m i n e  t h e  c h a n g e  o f  

e n d o g e n o u s  a m i n o  a c i d s  r e l e a s e  i n  a s p e c i f i c  b r a i n  a r e a ,  

t h e  v e s t i b u l a r  n u c l e i ,  b y  u s i n g  a p u s h - p u l l  c a n n u l a  

p e r f u s i o n .  R e c e n t l y ,  p u s h - p u l l  c a n n u l a  h a v e  b e e n
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h y d r o x y t r y p t a m i n e  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n  a n d  n e u r o n a l  

s t i m u l a t i o n  i n  a d e e p  b r a i n  s t r u c t u r e  a n d  w i t h  m i n i m a l  

t i s s u e  d a m a g e .  ( Y a s k  a n d  Y am am ura ,  1 9 7 4 ;  N i e o u l l o n  1 

c h e r a m y  a n d  G l o w i n s k i ,  1 9 7 7 )

T h e  HPLC m e t h o d  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  

o f  t h e  e n d o g e n o u s  a m i n o  a c i d s  i n  t h e  p e r f u s a t e  

d e s c r i b e d  i s  a n  e x c e l l e n t  t o o l  b e c a u s e  i t  i s  e a s y  a n d  

e f f i c i e n t  , t o  p e r f o r m .  O n l y  s m a l l  a m o u n t s  ( u p t o  200  

j u l  ) o f  s a m p l e s  a r e  r e q u i r e d  f o r  e a c h  e s t i m a t i o n .  F o r  

t h e  f l u o r i m e t r i c  d e t e c t i o n  we e m p l o y e d  c o n d i t i o n s  

s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( L e n d a  a n d  

S v e n n e b y ,  1 9 8 0 ;  R o t h  a n d  H a m p a i , 1983 ) .  P r e c o l u m n  

f o r m a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s  d e r i v a t i v e s ,  f o l l o w e d  b y  HPLC
ฯ

s e p a r a t i o n  r e d u c e s  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  t i m e  a n d  

p r o v i d e s  g r e a t e r  s e n s i t i v e  t h a n  t h e  p o s t c o l u m n  m e t h o d  

( G a r d n e r  a n d  M i l l e r . ,  1 9 8 0 ) .  The  s t a n d a r d  c u r v e  f o r  e a c h  

a m i n o  a c i d s  a r e  s a t i s f a c t o r i l y  l i n e a r  t h r o u g h o u t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  e x a m i n e d  ( 4 0 - 1 6 0 0  p m o l / m l ) .  T h i s  

l i n i a r i t y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s  

e v e n  o v e r  a w i d e r  r a n g e  ( 1 0 - 5 0 0 0  p m o l / m l )  (V a n  e t  a l ,  

1 9 7 8 ,  1 9 7 9 ;  I s c h i d a ,  F u j i t a  a n d  A s a i , 1 9 8 1 ) .

I n  t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t ,  a m in o  a c i d s  d e t e c t e d  

i n  t h e  p e r f u s a t e  a r e  a s p a r t a t e  ( a s p ) ,  g l u t a m a t e  ( g l u ) ,  

s e r i n e  ( s e r ) ,  g l u t a m i n e  ( g l u - N i y ,  g l y c i n e  ( g l y ) ,  

t a u r i n e  ( t a u  ) , a l a n i n e  ( a l a ) ,  and  T - a m i n o b u t y r i c  a c i d

sucessfully used for measuring the in vivo release of
endogenous amino acids such as GABA , glycine 1 5-



51

(G A B A ) .  O f  t h e  s u b s t a n c e  l i s t e d ,  t w o  ( a s p  a n d  g l u )  a r e  

c l a s s i f i e d  a s  p u t a t i v e  e x c i t a t o r y  n e u r o t r a n s m i t t e r s  a n d  

t h r e e  ( t a u ,  g l y  a n d  GABA) a r e  p u t a t i v e  i n h i b i t o r y  

n e u r o t r a n s m i t t e r s  ( F a g g  a n d  F o s t e r ,  1 9 8 3 ) .

A g e n e r a l  i n c r e a s e  i n  e f f l u x  o f  a m i n o  a c i d s ,

b o t h  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o ,  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  o c c u r

a f t e r  p o t a s s i u m  d e p o l a r i z a t i o n .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t  a
+

h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  K ( 1 0 0  mM) i n  t h e  a r t i f i c i a l  CSF

h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  t h e  e f f l u x  o f  e n d o g e n o u s

a m i n o  a c i d s  i n  t h e  p e r f u s a t e .  D u r i n g  c a l c i u m - f r e e

s u p e r f u s i o n ,  t h e  p o t a s s i u m  , s t i m u l a t e d  r e l e a s e  o f

e n d o g e n o u s  a m i n o  a c i d s  was  a b o l i s h e d .  W h i l e  t h e  r e l e a s e
+

o f  a m i n o  a c i d s  i s  n o t  e f f e c t e d  b y  l o w e r  K
+

c o n c e n t r a t i o n  ( 5 0  mM) w i t h  p r e s e n c e  o f  Ca . T h e  p r e s e n t

s t u d y  s h o w s  t h a t  a p p r o p r i a t e  d e p o l a r i z i n g  s t i m u l i

s p e c i f i c a l l y  a l t e r  t h e  r e l e a s e  o f  a m i n o  a c i d s .  The
+

r e l e a s e  o f  a m i n o  a c i d s  i s  a Ca - d e p e n d e n t .  T h i s  i s  a 

p r o p e r t y  s h a r e d  b y  a l l  t r a n s m i t t e r  r e l e a s e  m e c h a n i s m s  

s o  f a r  s t u d i e d  ( S i m p s o n ,  1 9 6 8 ;  R u b i n ,  1 9 7 0 ;  F a g g  a n d  

L a n e  1 1979  ) .

Many  s t u d i e s  h a v e  sh ow n  t h a t  r e l e a s e  b y

p o t a s s i u m  d e p o l a r i z a t i o n  i s  n o t  e n t i r e l y  s p e c i f i c  f o r  

n e u r o . t r a n s m i  t t e r  a n d  t h a t  r e l e a s e  c a n  o c c u r e s  f r o m  

s o u r c e s  o t h e r  t h a n  p r e s y n a p t i c  t e r m i n a l  ( M i n c h i n ,  1 9 7 4 ;  

1 9 7 5 ;  R o b e r t ,  1 9 7 4 ;  R e u b i  a n d  C u e n o d ,  1 9 7 6 ) .

I n  a d d i t i o n , i p s i l a t e r a l  v e s t i b u l a r  n e r v e  was s t i m u l a t e d
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w i t h  d i r e c t  e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n .  I n  a l l  e x p e r i m e n t  

i n  w h i c h  s t i m u l a t i n g  e l e c t r o d e  a n d  p u s h - p u l l  c a n n u l a  

w e r e  p r e c i s e l y  l o c a t e d  t h e  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  

a s p a r t a t e  a n d  g l u t a m a t e ,  e x c i t a t o r y  n e u r o t r a n s m i t t e r ,  

was o b s e r v e d  i n  p e r f u s a t e  w h i l e  t h o s e  o f  a n o t h e r  a m i n o  

a c i d s  d i d  n o t  c h a n g e .  I t  was o b s e r v e d  t h a t  s e r i n e  a n d  

a l a n i n e  a l s o  i n c r e a s e d  b u t  t h e  c h a n g e  was n o t  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  O u r  r e s u l t s  a r e  i n  g o o d  

c o r r e l a t i o n  w i t h  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  f i n d i n g  on  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  v e s t i b u l a r  u n i t  f i r i n g  p a t t e r n  

e l i c i t e d  b y  v e s t i b u l a r  n e r v e  s t i m u l a t i o n .

The  p r e s e n t  s t u d y  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a f f e r e n t  

v e s t i b u l a r  n e r v e  may u s e  a s p a r t a t e  a n d  g l u t a m a t e  as  

n e u r o t r a n s m i t t e r s  a s  i t  h a s  b ee n  r e c e n t l y  h y p o t h e s i z e d
oo

f r o m  d a t a  b a s e d  on t h e  r e t r o g r a d e  t r a n s p o r t  o f  [ H ] - D -  
3

A s p  a n d  [ H ] - G l u  (Dememes e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  R aym ond  e t  a l . ,  

1 9 8 4 ) . I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t i c e  t h a t  some s t u d y  h a s  

s u g g e s t e d  t h a t  g l u t a m a t e  p r o b a b l y  a c t  as  t h e  p u t a t i v e  

n e u r o t r a n s m i t t e r  i n  t h e  a f f e r e n t  v e s t i b u l a r  p a t h w a y s  

( S a e n g c h a n t r a , 1 9 8 6 ) .

Further inves tiga tion  may be performed W’hich 

showed involve determination of the changes in amino 

acids released fo llow ing  ves tibu la r nerve les ion .
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