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Трициклические антидепрессанты, в частности, амитриптилин (ATL) и дезипра-
мин (DES), применяются в настоящее время для терапии депрессий и лечения
хронических болей различного происхождения, важную роль в которых играют
дисфункции NMDA-рецепторов. Известно влияние терапевтических концен-
траций ATL на кальций-зависимую десенситизацию NMDA-рецепторов, управ-
ляемую уровнем свободного кальция в цитоплазме. К тому же в кардиомиоцитах
ATL и DES могут вызывать выброс кальция в цитоплазму из внутриклеточных
депо за счет открывания каналов инозитол-3-фосфатных рецепторов (IP3R)
и/или рианодиновых рецепторов (RyR). Данный аспект действия этих препара-
тов на нейроны остается плохо исследованным. На нейронах неокортекса крыс в
первичной культуре ткани мы изучили зависимость кальциевого ответа на DES и
ATL от активации IP3R и RyR эндоплазматического ретикулума и митохондрий.
Кратковременные (30 с) парные (с интервалом 5 мин) аппликации 200 мкМ DES
или 200 мкМ ATL вызывают в нейронах коры кальциевые ответы, не различаю-
щиеся по величине. Использование антагонистов RyR и IP3R показало, что отве-
ты на ATL блокируются антагонистом IP3R – 2-APB (100 мкМ), а ответы на DES
блокируются рианодином – антагонистом RyR (100 нМ). Поскольку в нейронах
RyR и IP3R распределены негомогенно, можно предполагать, что DES и ATL
стимулируют высвобождение разных пулов депонированного кальция, сосредо-
точенных либо в разных сегментах ретикулума, либо в ретикулуме и митохон-
дриях. Кроме того, ATL и DES, будучи каналоблокаторами NMDA-рецепторов,
ингибировали вход кальция извне клетки через активированные NMDA-рецеп-
торы. Учитывая высокие концентрации DES и ATL (более 100 мкМ), необходи-
мые для стимуляции выброса депонированного кальция в нейронах, представля-
ется маловероятным, что подобные эффекты проявляются при их терапевтиче-
ском действии. Тем не менее, обнаруженная специфичность DES и ATL в
отношении RyR и IP3R соответственно может использоваться в качестве инстру-
мента в экспериментальных целях.
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Трициклические антидепрессанты (TCA) применяются в настоящее время как
для терапии депрессий, так и для лечения хронических болей различного проис-
хождения (невралгии, нейропатические боли, фибромиалгии и диабетической
нейропатии [1–3]). Амитриптилин (ATL) принадлежит к TCA и в терапевтических
концентрациях (до 3 мкМ) имеет широкий спектр эффектов на ионные каналы и
транспортеры, действуя, например, как ингибитор транспортера серотонина [4],
рецептора серотонина 5-HT2C [5], рецептора гистамина H1 [6] и другие. Известно
также, что ATL в концентрациях >10 мкМ способен блокировать каналы NMDA-
рецепторов [7–9]. К тому же недавно продемонстрировано кальций-зависимое ин-
гибирование активности NMDA-рецепторов амитриптилином, которое не связано
с каналоблокадой, но при физиологических концентрациях внеклеточного каль-
ция может иметь терапевтическое значение при лечении нейропатической боли и
проявляться в терапевтических дозах ATL (<1 мкМ) [9]. Предполагается, что ATL
способен взаимодействовать с натрий-кальциевым обменником [10, 11], ингибиро-
вание активности которого провоцирует, подобно действию низких доз этанола [12],
кальций-зависимую десенситизацию NMDA-рецепторов за счет накопления каль-
ция внутри нейронов [13, 14]. Дезипрамин (DES), сходный по химической структу-
ре с ATL, преимущественно ингибирует захват норадреналина [15], однако также
блокирует каналы NMDA-рецепторов [8]. Следует отметить, что ATL при блокиро-
вании каналов NMDA-рецепторов может проходить через каналы внутрь клетки,
хотя вероятность проникновения имеет очень низкое значение (<0.05) [9].

Таким образом, можно предполагать, что ТСА, в частности ATL, влияют на
кальций-зависимую десенситизацию рецепторов, которая, в свою очередь, моду-
лируется уровнем свободного кальция в примембранной области цитоплазмы [16].
Известны два источника повышения концентрации свободного кальция в нейро-
нах. Кальций может поступать в цитоплазму извне через кальций-проницаемые
ионные каналы, а также освобождаться из внутриклеточных депо (эндоплазматиче-
ского или саркоплазматического ретикулумов, митохондрий, аппарата Гольджи).
Последнее происходит за счет открывания каналов инозитол-3-фосфатных рецеп-
торов (IP3R) и/или рианодиновых рецепторов (RyR). Интересно, что ATL уже в
концентрации 10 мкМ может ослаблять сократимость сердца, нарушая прохожде-
ние кальциевых волн, а в более высоких концентрациях вызывает максимальный
выброс Сa2+ из саркоплазматического ретикулума [17]. Многие TCA, в частности,
амитриптилин, имипрамин и дезипрамин, вызывают временное повышение уров-
ня свободного внутриклеточного кальция ([Ca2+]i) в культуре нейронов неокортек-
са в концентрации от 100 мкМ до 1 мМ [18]. Все три TCA увеличивают содержание
инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3) в клетках, т.е. мобилизуют Ca2+ из IP3-чувстви-
тельных депо, причем, независимо от цАМФ [18]. В кардиомиоцитах ATL активи-
рует RyR2 в концентрации 0.5–3 мкМ, вызывая выброс кальция из саркоплазмати-
ческого ретикулума [19], а также ингибирование захвата Ca2+ в депо [17].

Несмотря на то, что влияние TCA на высвобождение кальция из внутриклеточ-
ных депо в кардиомиоцитах ранее было изучено, подобный аспект действия этих
препаратов на клетки, являющиеся основными мишенями ТСА в ЦНС, – нейро-
ны, остается плохо исследованным. Очевидно, что нейроны значительно отлича-
ются от кардиомиоцитов по многим биохимическим параметрам, включая экс-
прессию различных подтипов IP3R и RyR [20]. Хотя эффекты ATL на IP3R описаны
на многих типах клеток, действие ATL на RyR в нейронах ранее не изучалось.
Остаются неизвестными также эффекты DES на RyR. В настоящей работе, прове-
денной на нейронах коры большого мозга крыс, мы изучили кальциевые ответы
нейронов на DES и ATL и их зависимость от активации IP3R и RyR эндоплазмати-
ческого ретикулума и митохондрий.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Крыс Вистар (всего 20 беременных самок) подвергали эвтаназии путем 1-минутной
ингаляции углекислого газа. Эмбрионы использовали для приготовления первич-
ных культур кортикальных нейронов с использованием стандартных процедур,
описанных ранее [21, 22]. Процедуры соответствовали требованиям по работе с ла-
бораторными животными Federation of European Laboratory Animal Science Associa-
tions и протоколом, утвержденным этическим комитетом Института эволюцион-
ной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН, находящимся в соответ-
ствии с национальными и международными требованиями. Выращивание
культуры нейронов в среде Neurobasal с добавкой B-27 (Gibco-Invitrogen, Велико-
британия) осуществляли на покровных стеклах, покрытых поли-D-лизином. Куль-
туры использовали для экспериментов через 10–16 дней инкубации in vitro.

В опытах использовали внеклеточный перфузионный раствор следующего со-
става (концентрации указаны в мМ): 144 NaCl; 2.8 KCl; 10 HEPES, при pH 7.2–7.4 и
температуре 22–24°C. Бескальциевый раствор применяли, чтобы исключить влия-
ние входа кальция в цитоплазму из внеклеточной среды. В экспериментах с ис-
пользованием NMDA во внеклеточный раствор добавляли 1 мМ CaCl2. Непосред-
ственно перед экспериментом в цитоплазму нейронов загружали флуоресцентный
кальций-чувствительный краситель Fluo-8. Для этого нейроны инкубировали в рас-
творе, содержащем 2 мкМ ацетоксиметилового эфира Fluo-8 (Fluo-8 AM), при ком-
натной температуре в течение 60 мин. Клетки отмывали от красителя путем 20-ми-
нутной инкубации в перфузионном растворе, затем покровные стекла переносили
в инвертированный микроскоп Leica TCS SP5 MP (Leica Microsystems, GmbH,
Wetzlar, Германия). Ванночку для визуализации постоянно перфузировали при
скорости потока 1.2 мл/мин тем же раствором. Быструю смену раствора в области
наблюдения осуществляли с помощью системы быстрой локальной перфузии
(ALA Science, BPS-8). Флуоресценцию Fluo-8 возбуждали лазером 488 нм и реги-
стрировали в спектральном диапазоне 510–560 нм с интервалом дискретизации ~2 с
(кадр 1024 × 1024 пикселей, объектив 20×).

Для индукции внутриклеточных кальциевых ответов использовали 30-секунд-
ные аппликации DES или ATL отдельно или в сочетании с ингибиторами IP3-зави-
симого (2-аминоэтоксидифенил-борат, 2-APB, 100 мкМ) или рианодин-зависимо-
го (рианодин, 100 нМ) выхода кальция из внутриклеточных депо. Выбор в пользу
2-APB для ингибирования IP3R в наших экспериментах относительно других инги-
биторов, в частности, гепарина и кофеина [23], обусловлен мембранной прони-
цаемостью 2-APB [24], действием на все подтипы IP3R и отсутствием эффектов
на RyR [25], что присуще гепарину и кофеину [26, 27]. Кроме того, эффект 2-APB
на депо-зависимый вход кальция в клетку [28–30] не проявляется в бескальциевом
внеклеточном растворе.

Для анализа кальциевых ответов оценивали изменения интенсивности свечения
тел отдельных нейронов. Для каждой клетки оценивали выход кальция в цитоплаз-
му из внутриклеточных депо как интеграл превышения свечения над базовой ли-
нией (F) за время аппликации фармакологических агентов. Для статистического
анализа за один опыт (n = 1) принято среднее значение кальций-индуцированного
свечения для всех клеток с одного стекла с культурой нейронов. Для сравнения
групп, состоящих из нескольких опытов, применяли парный критерий Стьюдента.
Достоверность различий обозначали звездочками, соответствующими различным
уровням доверительной вероятности: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) и p < 0.001 (***).
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Рис. 1. Кальциевые ответы нейронов на повторяющиеся 30-секундные аппликации 200 мкМ дезипра-
мина (DES) или 200 мкМ амитриптилина (ATL) в бескальциевом растворе. (a) Примеры кальциевых от-
ветов отдельных нейронов на две аппликации DES с интервалом в 5 мин, полученные в одном опыте.
Жирная линия соответствует усредненному флуоресцентному сигналу от тел нейронов в пределах поля
зрения. (b) Опыт аналогичный (A), но при аппликациях ATL. (c) Усредненная величина второго каль-
циевого ответа на DES и ATL (F2) нормализованая на величину сигнала при первой аппликации (F1).
Кружки соответствуют отдельным опытам. Показано среднее значение и стандартная ошибка среднего.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В каждом опыте использовали две 30-секундные аппликации ATL или DES, раз-
деленные интервалом не менее 5 мин. Оказалось, что времени в 5 мин после пер-
вой аппликации достаточно для возвращения уровня [Ca2+]i к базовым значениям
(рис. 1a, b). Кроме того, амплитуда кальциевого ответа при повторной аппликации
достоверно не отличалась от таковой при первой аппликации (рис. 1c) как в случае
DES (p = 0.46; n = 11), так и в случае ATL (p = 0.44; n = 5). Оба TCA вызывали каль-
циевые ответы, превышающие базовый уровень кальция в 3.8 ± 0.3 раза (n = 26)
для DES и в 3.9 ± 0.6 раза (n = 21) для ATL. Таким образом, эффект аппликаций
ATL или DES был обратим и в условиях использованного протокола не вызывал
“истощения” запасов депонированного кальция. В связи с этим в следующей се-
рии опытов во время второй аппликации мы комбинировали ATL или DES с фар-
макологическими блокаторами IP3-рецепторов или рианодиновых рецепторов как
главных триггеров выхода кальция из внутриклеточных депо.

Кальциевый ответ нейронов на DES достоверно не подавлялся антагонистом
IP3-рецепторов 2-APB (рис. 2a). Более того, 2-APB парадоксальным образом уси-
ливал ответ нейронов на DES (p = 0.025; n = 9) (рис. 2c). Ингибирование рианоди-
новых рецепторов (RyR), напротив, достоверно подавляло кальциевые ответы на
DES (p = 0.004; n = 4) (рис. 2b, c). Таким образом, кальциевые ответы на DES пре-
имущественно зависят от активации RyR, но не IP3-рецепторов.

Кальциевый ответ нейронов на ATL подавлялся в присутствии 2-APB, но не риа-
нодина (рис. 3a, b). Достоверное ингибирование кальциевых ответов в присутствии
2-APB (p = 0.033; n = 4) (рис. 3c) указывает на IP3-зависимый характер действия ATL.
Несмотря на тенденцию к усилению ответов на ATL рианодином, эффект последне-
го был недостоверен (p = 0.11; n = 5).

Учитывая обнаруженное в некоторых опытах потенцирование при использова-
нии 2-APB или рианодина кальциевых ответов, были проведены дополнительные
опыты, в которых проверяли возможность индуцирования кальциевых ответов
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нейронов аппликациями 2-APB или рианодина (рис. 4). Нами не выявлено досто-
верно детектируемых ответов нейронов ни на 30-секундные аппликации 100 мкМ
2-APB (рис. 4a), ни на аппликации 100 нМ рианодина (рис. 4b). При этом DES вы-
зывал отчетливые кальциевые ответы в тех же нейронах. Таким образом, наблюда-
емое нами потенцирование кальциевых ответов на DES в присутствии 2-APB или
ответов на ATL в присутствии рианодина не связано с индукцией дополнительного
кальциевого выброса 2-APB или рианодином.

Ввиду того, что DES и ATL являются ингибиторами NMDA-рецепторов [7–9],
мы оценили влияние этих веществ на вход кальция в нейроны при активации
NMDA-рецепторов 100 мкМ NMDA (+30 мкМ глицина в качестве коагониста)
(рис. 5a, b). Опыты проводили во внеклеточном растворе, содержащем 1 мМ Ca2+.
Как DES, так и ATL вызывали достоверное подавление входа кальция в нейроны
при активации NMDA-рецепторов (рис. 5c), однако, даже сверхвысокие концен-
трации в 200 мкМ обоих TCA не вызывали полного блокирования входа кальция
при действии NMDA. Этот результат был неожиданным, поскольку в электрофи-
зиологических экспериментах такие высокие концентрации ATL и DES почти пол-
ностью блокировали токи через NMDA-рецепторы [7, 8]. Возможным объяснением
неполного подавления кальциевого сигнала мог быть ранее показанный дополни-
тельный выброс кальция из внутриклеточных депо при действии ATL или DES,
проникающих в клетки через каналы NMDA-рецепторов.

Рис. 2. Модуляция кальциевых ответов нейронов на аппликации 200 мкМ дезипрамина (DES) антаго-
нистами IP3-рецепторов (2-APB, 100 мкМ) и рианодиновых рецепторов (Ry, 100 нМ) в бескальциевом
растворе. (a) Пример отдельного опыта, показывающего кальциевые ответы отдельных нейронов на
DES и DES в присутствии 2-APB. Жирная линия соответствует усредненному флуоресцентному сигна-
лу от тел нейронов в пределах поля зрения. (b) Пример отдельного опыта, показывающего кальциевые
ответы отдельных нейронов на DES и DES в присутствии рианодина (Ry). Жирная линия соответствует
усредненному флуоресцентному сигналу от тел нейронов в пределах поля зрения. (c) Средние по не-
скольким опытам значения флуоресцентных ответов нейронов на DES в присутствии антагонистов RyR
и IP3R блокаторов (F2), нормализованные относительно флуоресцентных ответов в отсутствие блокато-
ров (F1, контроль). Кружки соответствуют отдельным опытам. Показано среднее значение и стандарт-
ная ошибка среднего. *, ** – значения достоверно отличаются от контроля.
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Соотношение кальциевых ответов нейронов на выход депонированного кальция
и вход кальция из внеклеточной среды при активации NMDA-рецепторов исследо-
вали в следующей серии экспериментов. Опыты проводили в базовом растворе, содер-
жащем 1 мМ кальция. Амплитуда кальциевых ответов на аппликацию 200 мкМ ATL
была в среднем в 40 раз меньше, чем при аппликации 100 мкМ NMDA (+30 мкМ гли-
цина в качестве коагониста) (рис. 5d). Т.е. даже сверхвысокие концентрации ATL
не вызывали в нейронах кальциевых ответов, сопоставимых по амплитуде с тако-
выми при активации NMDA-рецепторов. Тем не менее, неполное блокирование
DES и ATL кальциевых ответов, активированных NMDA, по-видимому, может
определяться совокупностью факторов, в частности, проникновением блокирую-
щих каналы NMDA-рецепторов молекул в клетку и высвобождением депониро-
ванного в эндоплазматическом ретикулуме и митохондриях кальция.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами показано, что кратковременные аппликации как ATL, так и DES вызыва-
ют в нейронах коры кальциевые ответы, не различающиеся по величине. Однако
использование антагонистов RyR и IP3R выявило, что ответы на ATL блокируются
антагонистом IP3R – 2-APB (100 мкМ), а ответы на DES блокируются рианодином –
антагонистом RyR при применении в концентрации 100 нМ.

Рис. 3. Модуляция кальциевых ответов нейронов на аппликации 200 мкМ амитриптилина (ATL) анта-
гонистами IP3-рецепторов (2-APB, 100 мкМ) и рианодиновых рецепторов (Ry, 100 нМ) в бескальциевом
растворе. (a) Пример отдельного опыта, показывающего кальциевые ответы отдельных нейронов на
ATL и ATL в присутствии 2-APB. Жирная линия соответствует усредненному флуоресцентному сигналу
от тел нейронов в пределах поля зрения. (b) Пример отдельного опыта, показывающего кальциевые от-
веты отдельных нейронов на ATL и ATL в присутствии рианодина (Ry). Жирная линия соответствует
усредненному флуоресцентному сигналу от тел нейронов в пределах поля зрения. (c) Средние по не-
скольким опытам значения флуоресцентных ответов нейронов на ATL в присутствии антагонистов RyR
и IP3R блокаторов (F2), нормализованные относительно флуоресцентных ответов в отсутствие блокато-
ров (F1, контроль). Кружки соответствуют отдельным опытам. Показано среднее значение и стандарт-

ная ошибка среднего. * – значение достоверно отличается от контроля.
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Механизм действия ATL на IP3R слабо исследован, однако есть данные о том,
что ATL прямо или косвенно стимулирует базовую активность фосфолипазы-C в
мембране кортикальных нейронов и вызывает продукцию IP3, что стимулирует
IP3-зависимый выход кальция из депо [31]. Кроме того, ATL и некоторые другие
TCA связываются с сигма1-рецепторами, которые модулируют IP3-зависимый
кальциевый сигналинг [32, 33]. Механизм действия DES на RyR в настоящее время
неизвестен.

Распределение RyR и IP3R в пределах внутриклеточных органелл существенно
различается [34]. Например, в клетках Пуркинье мозжечка [35], нейронах CA1 гип-
покампа [36] RyR и IP3R преимущественно локализованы в разных частях клеток и
управляют функционально отдельными пулами депонированного кальция [37].
Различные эффекты антагонистов RyR и IP3R на кальциевые ответы нейронов,
вызванные ATL и DES, позволяют предполагать, что эти TCA, возможно, проявля-
ют селективность в отношении различных внутриклеточных кальциевых депо. По-
скольку ATL и DES вызывали кальциевые ответы нейронов в отсутствие активации
кальций-проницаемых каналов, проникновение их в цитоплазму происходит, ве-
роятно, не через поры ионных каналов, а напрямую через плазматическую мембра-
ну [38].

Эффект потенцирования 2-APB выброса кальция при аппликации DES, вероят-
но, связан с неспецифическим подавлением захвата кальция митохондриями [28],
за счет ингибирования 2-APB кальциевой АТФ-азы (SERCA) [28, 29]. Поэтому в
отсутствие индуцированного кальциевого выхода из депо 2-APB не вызывал каль-
циевых ответов в наших экспериментах. 2-APB не действует на RyR [25], активиру-
емые DES, поэтому при действии DES ингибирование 2-APB захвата кальция уси-
ливает накопление последнего в цитоплазме. Однако кальциевые ответы на ATL

Рис. 4. Сравнение амплитуд кальциевых ответов на 30-секундные аппликации 200 мкМ дезипрамина
(DES) и 100 мкМ (2-APB) (a) или 100 нМ рианодина (Ry) (b). Fbaseline соответствует яркости свечения
нейронов в отсутствие фармакологических агентов. Кружки соответствуют отдельным опытам. Показа-
но среднее значение и стандартная ошибка среднего.
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Рис. 5. Ингибирование дезипрамином (DES) и амитриптилином (ATL) входа кальция в нейроны, вызы-
ваемого 100 мкМ NMDA (+ глицин 30 мкМ) в присутствии 1 мМ кальция во внеклеточном растворе.
Флуоресцентный ответ нейронов на NMDA в отсутствие TCA принят как контрольный (Fcontrol).
(a) Пример отдельного опыта, показывающего кальциевые ответы отдельных нейронов на аппликации
NMDA отдельно и в комбинации с различными концентрациями дезипрамина (DES). (b) Опыт анало-
гичный (A), но при аппликациях амитриптилина (ATL). (c) Средние значения величины кальциевых от-
ветов нейронов в присутствии различных концентраций DES или ATL, нормированные относительно
контроля. Звездочками показано достоверное подавление TCA входа кальция в цитоплазму через активи-
рованные NMDA-рецепторы относительно контроля. (d) Сравнение амплитуд кальциевых ответов на ап-
пликации NMDA и 200 мкМ амитриптилина (ATL). Кружки соответствуют отдельным клеткам. Показано
среднее значение и стандартная ошибка среднего. Fbaseline – флуоресценция без NMDA и ATL.
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IP3-зависимы. Поэтому при подавлении 2-APB вызываемого ATL IP3-зависимого
кальциевого выхода побочный эффект на SERCA не играет значимой роли.

В растворе с физиологически нормальным содержанием кальция (1 мМ) флуо-
ресцентный сигнал от вызываемого ТСА выхода кальция из депо был в десятки раз
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слабее такового при входе кальция из внеклеточной среды в результате активации
кальций-проницаемых каналов NMDA-рецепторов. Учитывая концентрации ТСА
(более 30 мкМ) необходимые для стимуляции выброса депонированного кальция в
нейронах, представляется маловероятным, что подобные эффекты проявляются
при их терапевтическом действии. Высокие концентрации ТСА, необходимые для
генерации кальциевых ответов, являются отличительной чертой именно нейронов,
так как в кардиомиоцитах концентрация всего 10 мкМ ATL полностью блокирова-
ла кальциевые волны [17]. Тем не менее, обнаруженная специфичность DES и ATL
в отношении RyR и IP3R соответственно может использоваться в качестве инстру-
мента в экспериментальных целях.

ATL и DES, будучи каналоблокаторами NMDA-рецепторов [7–9], ожидаемо ин-
гибировали вход кальция через активированные NMDA-рецепторы. Однако даже в
сверхвысоких концентрациях (200 мкМ) оба ТСА не смогли полностью заблокиро-
вать кальциевые ответы на NMDA. Остаточный кальциевый сигнал, по-видимому,
может определяться совокупностью факторов, к которым относится проникнове-
ние ATL через каналы NMDA-рецепторов [9], позволяющий сохранить ничтожно
малый вход кальция из внеклеточного раствора, и освобождение депонированного
кальция из внутриклеточных органелл. Возможно, имеются и другие составляю-
щие остаточного кальциевого сигнала, понимание которых требует дальнейшего
изучения.
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The Role of Ryanodine and IP3-Receptors in Calcium Responses 
to Tricyclic Antidepressants in Rat Neocortical Neurons

S. I. Boikova, D. A. Sibarova,*, T. V. Karelinaa, N. N. Shestakovaa , and S. M. Antonova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

*e-mail: dsibarov@gmail.com

Tricyclic antidepressants, in particular amitriptyline (ATL) and desipramine (DES), are
currently used to treat depression and chronic pain of various origins, in which NMDA
receptor dysfunctions play an important role. The effect of therapeutic concentrations of
ATL on calcium-dependent desensitization of NMDA receptors, driven by the level of
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free calcium in the cytoplasm, is well-known. In addition, in cardiomyocytes, ATL and
DES can cause the release of calcium into the cytoplasm from intracellular stores by
opening inositol-3-phosphate (IP3R) and / or ryanodine receptors (RyR) channels. The
aspect of the effect of these drugs on neurons remains poorly understood. We studied the
dependence of the calcium response to DES and ATL on the activation of IP3R and RyR
of the endoplasmic reticulum and mitochondria using rat neocortex neurons in primary
culture. Short-term (30 s) paired (5 min interval) applications of 200 μM DES or 200 μM
ATL induce similar magnitude calcium responses in cortical neurons. The use of RyR
and IP3R antagonists showed that responses to ATL are blocked by the IP3R antagonist
2-APB (100 μM), while responses to DES are blocked by ryanodine, the RyR antagonist
(100 nM). Since intracellular distribution of RyR and IP3R is not homogenous, it can be
assumed that DES and ATL stimulate calcium release from different calcium depots,
representing segments of the reticulum or mitochondria. In addition, ATL and DES, be-
ing channel blockers of NMDA receptors, inhibited calcium entry from outside the cell
via activated NMDA receptors. Considering the high concentrations of DES and ATL
(more than 100 μM) required to stimulate the release of deposited calcium in neurons, it
seems unlikely that such effects participate their therapeutic action. However, the found
specificity of DES and ATL for RyR and IP3R, respectively, can be used as a tool for ex-
perimental purposes.

Keywords: desipramine, amitriptyline, tricyclic antidepressants, calcium, neurons,
IP3-receptors, ryanodine receptors
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