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Диминазен – это противоинфекционный препарат для животных, относящий-
ся к группе диариламидинов. В данной работе мы впервые обнаружили его ин-
гибирующее действие на AMPA-тип ионотропных глутаматных рецепторов.
Эксперименты проводились на изолированных нейронах крыс линии Вистар,
для исследования кальций-проницаемых AMPA-рецепторов использовались
гигантские холинергические интернейроны стриатума, для кальций-непрони-
цаемых AMPA-рецепторов – пирамидные клетки зоны CA1 гиппокампа. Изо-
ляция клеток осуществлялась методом вибродиссоциации, а регистрация токов –
методом фиксации потенциала в конфигурации “целая клетка”. Диминазен
концентрационно-зависимым образом ингибировал токи, вызванные аппли-
кацией каината в обоих типах нейронов. ИК50 для кальций-проницаемых и
кальций-непроницаемых AMPA-рецепторов составили 60 ± 11 и 160 ± 30 мкM
соответственно. Интересно, что ингибирующее действие диминазена усилива-
лось при увеличении концентрации агониста. Кривая потенциал-зависимо-
сти ингибирования фиксированной концентрацией диминазена для кальций-
проницаемых AMPA-рецепторов имела двухфазную форму: минимальное ин-
гибирование наблюдалось при положительных потенциалах, максимум – при
–40…–60 мВ, а при дальнейшей гиперполяризации – постепенное снижение
эффективности блокады. Все эти признаки свидетельствуют о блокаде дими-
назеном канала AMPA-рецепторов с возможностью проникновения через ка-
нал внутрь клетки.
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Диминазен – это противоинфекционный препарат для животных, относящийся
к группе диариламидинов [1]. Он был разработан более 60 лет назад и используется
для лечения трипаносомозов и ряда других заболеваний, вызываемых простейши-
ми, у животных [2]. В исследованиях последних 20 лет были обнаружены и другие
мишени для диминазена. В частности, он способен активировать ангиотензинпре-
вращающий фермент 2 [3] и обладает иммуномодулятоными свойствами [3, 4].
Кроме того, диминазен является блокатором протон-управляемых ионных кана-
лов семейства ASIC [5, 6]. Новые пути применения диминазена достаточно актив-
но обсуждаются в настоящее время, в том числе в свете эпидемии COVID-19 [7].

Нами недавно было показано, что диминазен способен ингибировать ионотроп-
ные глутаматные рецепторы NMDA-типа в микромолярных концентрациях [8].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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AMPA-рецепторы – это еще один основной тип ионотропных глутаматных рецеп-
торов [9]. Они опосредуют быструю возбуждающую синаптическую передачу в
ЦНС позвоночных животных. Традиционно их делят на два основных подтипа:
кальций-проницаемые и кальций-непроницаемые, отличающиеся по своим фар-
макологическим свойствам и физиологической роли [9]. В частности, для кальций-
проницаемых AMPA-рецепторов характерна большая проводимость канала [10] и
более высокая чувствительность к катионным каналоблокаторам [11, 12]. Напро-
тив, кальций-непроницаемые и кальций-проницаемые AMPA-рецепторы одина-
ково чувствительны к негативным аллостерическим антагонистам, таким как ан-
тиконвульсант перампанел [13, 14]. С прикладной точки зрения поиск новых анта-
гонистов AMPA-рецепторов среди лекарственных препаратов представляется
актуальным из-за относительно недавнего введения в клиническую практику пе-
рампанела для лечения эпилепсии [15, 16]. С учетом действия диминазена на
NMDA-тип ионотропных глутаматных рецепторов было интересно проверить, не
будет ли он ингибировать и рецепторы AMPA-типа. Стоит отметить, что общей
удлиненной формой молекулы и положительным зарядом при физиологических
значениях pH диминазен напоминает классические блокаторы каналов AMPA-ре-
цепторов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все манипуляции с животными были проведены в соответствии с принципами
Базельской декларации и рекомендациями Комиссии по гуманному обращению с
животными Института эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова
РАН. Крыс линии Вистар (14–19 дней) декапитировали под уретановым наркозом.
Мозг быстро извлекали и охлаждали до 2–4°С. Затем на вибратоме 7000 smz2
Campden Instruments (Великобритания) приготавливали поперечные срезы гиппо-
кампа и стриатума толщиной 250 мкм, которые сохраняли в растворе следующего со-
става (мМ): NaCl – 124, KCl – 5, CaCl2 – 1.3, MgCl2 –2.0, NaHCO3 – 26, NaH2PO4 –
1.24, D-глюкоза – 10. Раствор аэрировали карбогеном (95% O2, 5% СО2), pH 7.4–7.5
при комнатной температуре. Нейроны изолировали из срезов методом вибродис-
социации [17]. Для работы с кальций-непроницаемыми AMPA-рецепторами ис-
пользовали пирамидные нейроны зоны CA1 гиппокампа, для работы с кальций-
проницаемыми AMPA-рецепторами – гигантские холинергические интернейроны
стриатума [18, 19]. Для идентификации типа клеток помимо морфологического ис-
пользовали фармакологический критерий – чувствительность к избирательному
блокатору кальций-проницаемых AMPA-рецепторов ИЭМ-1925 [20]. Корреляция
между проницаемостью AMPA-рецепторов для кальция и чувствительностью к ди-
катионным каналоблокаторам была продемонстрирована ранее [19].

Для регистрации трансмембранных токов применяли метод фиксации потенци-
ала в конфигурации “целая клетка”. Внеклеточный раствор содержал (в мМ): NaCl –
143, KCl – 5, MgCl2 – 2.0, CaCl2 – 2.5, D-глюкоза – 18, HEPES – 10 (pH подводили
до 7.3 добавлением HCl). Микропипетку заполняли раствором (мМ): CsF – 100,
CsCl – 40, NaCl – 5, CaCl2 – 0.5, EGTA – 5, HEPES – 10 (pH подводили до 7.2 до-
бавлением CsOH). Для подачи веществ применяли восьмиканальную систему
быстрой замены растворов с электромагнитными клапанами RSC-200 BioLogic
Science Instruments (Франция). Время смены раствора составляло 50–60 мс. Реги-
страцию токов проводили с помощью усилителя EPC8 HEKA Elektronik (Герма-
ния). Сигнал фильтровался в полосе частот 0–5 кГц и оцифровывался с частотой
дискретизации 1 кГц. Контроль поддерживаемого на мембране потенциала, управ-
ление системой аппликации, регистрацию и анализ данных осуществляли с помо-



1041МЕХАНИЗМЫ ИНГИБИРОВАНИЯ AMPA РЕЦЕПТОРОВ ДИМИНАЗЕНОМ

щью персонального компьютера. Диминазен (diminazene aceturate, D7770) был
куплен в фирме Sigma Aldrich, остальные реактивы – там же или в Tocris Bioscience.

Данные о действии диминазена представлены в виде среднее ± стандартное от-
клонение на основе как минимум 5 экспериментов. Статистическая значимость
эффектов анализировалась с помощью парного t-теста.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Аппликация каината (100 мкM) вызывала возникновение входящих токов в пи-
рамидных клетках гиппокампа и гигантских интернейронах стриатума при потен-
циале на мембране –80 мВ. На рис. 1a и 1b представлены репрезентативные приме-
ры ингибирования этих токов избирательным блокатором кальций-проницаемых
AMPA-рецепторов ИЭМ-1925 в концентрации 10 мкM и диминазеном в концен-
трации 100 мкM. ИЭМ-1925 эффективно ингибировал ответы в гигантских интер-
нейронах стриатума (блок 84 ± 5%, n = 7, рис. 1a) и слабо влиял на ответы в пира-
мидных нейронах гиппокампа (блок 10 ± 4%, n = 6, рис. 1b). Диминазен в концен-
трации 100 мкM также был более эффективен по отношению к кальций-проницаемым
AMPA-рецепторам гигантских интернейронов стриатума (блок 64 ± 5%, n = 7), по
сравнению с кальций-непроницаемыми AMPA- рецепторами пирамидных нейро-
нов гиппокампа (блок 31 ± 7%, n = 6). Затем мы исследовали концентрационную
зависимость действия диминазена на оба основных подтипа AMPA-рецепторов.
Репрезентативные примеры ингибирования токов диминазеном в концентраци-
ях 10–300 мкM для кальций-проницаемых AMPA-рецепторов и 30–300 мкM для
кальций-непроницаемых AMPA-рецепторов представлены на рис. 1c и 1d соот-
ветственно. Ингибирующее действие диминазена было быстрым и обратимым.
Аппликация самого диминазена в концентрациях до 300 мкM токов в нейронах
не вызывала, а в более высоких концентрациях приводила к гибели клеток.
ИК50, полученные с помощью аппроксимации данных уравнением Хилла, были
равны 60 ± 11 (n = 7) и 160 ± 30 мкM (n = 6) для кальций-проницаемых и каль-
ций-непроницаемых AMPA-рецепторов соответственно, а коэффициенты Хилла
1.2 ± 0.2 и 1.5 ± 0.3. Таким образом, диминазен был более активен по отношению
к кальций-проницаемым AMPA-рецепторам, чем по отношению к кальций-не-
проницаемым, что характерно для антагонистов, действующих по механизму
блокады ионного канала. Для обоих типов рецепторов форма кривой подразуме-
вает полное ингибирование при высоких концентрациях антагониста.

На следующем этапе мы решили проверить, является ли ингибирование AMPA-
рецепторов диминазеном конкурентным или неконкурентным. Для этого мы срав-
нили эффективность ингибирования фиксированной концентрацией вещества
при двух разных концентрациях каината: 50 и 500 мкM (рис. 2). Амплитуда ответа
на аппликацию 500 мкM каината в случае гигантских интернейронов стриатума
была в среднем в 3.9 ± 0.7 раза выше, чем амплитуда ответа на аппликацию 50 мкM
каината. На рис. 2a представлен репрезентативный пример ингибирования каль-
ций-проницаемых AMPA-рецепторов гигантского интернейрона стриатума дими-
назеном в концентрации 60 мкM. Ответы на каинат в концентрациях 50 и 500 мкM
нормированы на рисунке для наглядности. Оказалось, что диминазен достоверно
более эффективно (n = 6, p < 0.001, рис. 2c) блокирует ответы, вызванные аппли-
кацией каината 500 мкM (58 ± 5%), по сравнению с каинатом в концентрации
50 мкM (44 ± 4%). Это однозначно свидетельствует в пользу неконкурентного ме-
ханизма его действия. Аналогичные данные были получены для кальций-непрони-
цаемых AMPA-рецепторов пирамидных нейронов гиппокампа (рис. 2b, 2d, n = 7).

В настоящий момент известны 2 основных типа неконкурентных антагонистов
AMPA-рецепторов – негативные аллостерические модуляторы, такие как



1042 ЖИГУЛИН и др.

Рис. 1. Концентрационная зависимость действия диминазена на AMPA-рецепторы. (a), (b) – репре-
зентативные примеры ингибирования каинат-вызванных токов ИЭМ-1925 (10 мкM) и диминазеном
(100 мкM) в гигантских холинергических интернейронах стриатума (A) и пирамидных нейронах зоны
CA1 гиппокампа (b). (c), (d) – репрезентативные примеры ингибирования каинат-вызванных токов
различными концентрациями диминазена в гигантских холинергических интернейронах стриатума (c)
и пирамидных нейронах зоны CA1 гиппокампа (d). (e) – кривые концентрационной зависимости дей-
ствия диминазена для кальций-проницаемых AMPA-рецепторов гигантских интернейронов стриатума
и кальций-непроницаемых AMPA-рецепторов пирамидных нейронов гиппокампа.
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GYKI-52466 [21] и перампанел [15], и блокаторы каналов, такие как производное
адамантана ИЭМ-1460 [11, 22], производное фенилциклогексила ИЭМ-1925 [20,
23], аргиотоксины [24, 25], филантотоксины [26, 27]. Стандартным тестом на бло-
каду канала для заряженных веществ является исследование потенциал-зависимо-
сти их действия, позволяющее оценить глубину расположения сайта связывания в
электрическом поле мембраны. Мы сравнили эффективность блокады фиксиро-
ванной концентрацией диминазена в диапазоне потенциалов от +40 до –140 мВ.
Репрезентативные примеры ингибирования каинат-вызванных токов диминазе-
ном (60 мкM) в гигантских интернейронах стриатума при потенциалах +40 мВ (a),
–40 мВ (b), –80 мВ (c) и –120 мВ (d) представлены на рис. 3. Эффективность инги-

Рис. 2. Неконкурентное ингибирование AMPA-рецепторов диминазеном. (a), (b) – репрезентативные
примеры ингибирования кальций-проницаемых (a) и кальций-непроницаемых (b) AMPA-рецепторов
фиксированной концентрацией диминазена при двух разных концентрациях каината (50 и 500 мкM).
Амплитуды ответов на каинат в концентрациях 50 и 500 мкM нормированы для наглядности. (с), (d) –
средние значения процента блокады диминазеном, 60 мкM для кальций-проницаемых (с) и диминазе-
ном, 200 мкM для кальций-непроницаемых (d) AMPA рецепторов при двух разных концентрациях каи-
ната (50 и 500 мкM). Для обоих типов рецепторов диминазен более эффективен в случае высокой кон-
центрации агониста (p < 0.001 в случае кальций-проницаемых AMPA- рецепторов и p < 0.01 в случае
кальций-непроницаемых AMPA-рецепторов).
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бирования диминазеном была минимальной при потенциале +40 мВ, достигала
максимума при потенциалах –40…–60 мВ и дальше снижалась с гиперполяризаци-
ей (n = 5, рис. 3e). Такая бифазная зависимость эффективности ингибирования от
потенциала на мембране характерна для блокаторов, способных проникать через
канал внутрь клетки [28]. Для кальций-непроницаемых AMPA-рецепторов зависи-
мость эффективности ингибирования от потенциала на мембране также была би-
фазной, но наблюдался более выраженный потенциал-независимый компонент
(n = 7, рис. 3e). Полученные данные были аппроксимированы с помощью форму-
лы [29], учитывающей возможность прохождения через канал внутрь клетки и на-
личия потенциал-независимого компонента ингибирования:

В этой формуле B – процент блокады при потенциале V концентрацией антаго-
ниста С, A – процент потенциал-независимого ингибирования, Kb – константа
диссоциации для потенциал-зависимого компонента действия при потенциале
0 мВ, δm – глубина расположения сайта связывания в электрическом поле мембра-
ны, z – заряд блокатора, а F, R и Т – постоянная Фарадея, газовая постоянная и аб-
солютная температура соответственно. Параметры Kp и δp описывают прохожде-
ние через канал внутрь клетки [28].

Данные по блокаде кальций-проницаемых AMPA-рецепторов 60 мкM димина-
зена достаточно хорошо аппроксимировались и без учета потенциал-независимого
компонента действия; δm была равна 0.9 ± 0.2, а δp = 0.06, что соответствует пред-
ставлениям о глубине расположения сайта связывания классических катионных
каналоблокаторов [28, 29]. Данные по блокаде кальций-непроницаемых AMPA-ре-
цепторов 200 мкM диминазена хорошо аппроксимировались с консенсусными
для этого типа рецепторов и катионных каналоблокаторов значениями δm = 0.6 и
δp = 0.05 [29]. Относительно невысокие значения δp = 0.05–0.06 для обоих типов
AMPA-рецепторов и слабый загиб кривых потенциал-зависимости при потенциа-
лах –80…–140 мВ свидетельствуют о том, что диминазен хоть и способен прони-
кать через канал внутрь клетки, но этот процесс затруднен. Стоит отметить, что в
наших экспериментах мы не добавляли эндогенные полиамины во внутрипипе-
точный раствор, чтобы исследовать чистый эффект диминазена, а не смесь эффек-
тов диминазена и полиаминов. В отсутствие полиаминов во внутриклеточном рас-
творе и проведении измерений больше чем через 5 мин после установления кон-
фигурации “целая клетка” IV кривая в гигантских интернейронах стриатума имеет
линейный характер [30].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы впервые описали ингибирование AMPA-рецепторов дими-
назеном. Он более активно блокировал кальций-проницаемые AMPA-рецепторы
по сравнению с кальций-непроницаемыми (рис. 1e), что характерно для катион-
ных антагонистов, действующих по механизму блокады поры канала. Меньшая
активность подобных соединений по отношению к кальций-непроницаемым
AMPA-рецепторам связана с тем, что в селективном фильтре GluA2 субъединиц
расположен остаток аргинина, отталкивающий положительно заряженные моле-
кулы блокаторов. Диминазен действовал неконкурентным образом (рис. 2) и
демонстрировал бифазную потенциал-зависимость эффективности блокады
фиксированной концентрацией (рис. 3). Полученное при аппроксимации дан-
ных потенциал-зависимости эффективности блокады кальций-проницаемых

( ) ( )
−= +

−

+ +

100    .
exp δm exp δp

1  

AB A
FV FVKb z Kp z
RT RT
C C
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Рис. 3. Потенциал-зависимость ингибирования AMPA-рецепторов диминазеном. (a)–(d) – репрезен-
тативные примеры ингибирования каинат-вызванных токов гигантских интернейронов стриатума
60 мкM диминазена при потенциалах на мембране +40 мВ (а), –40 мВ (b), –80 мВ (c) и –120 мВ (d).
(e) – кривые потенциал-зависимости ингибирования диминазеном 60 мкM для кальций-проницае-
мых AMPA-рецепторов гигантских интернейронов стриатума и диминазеном 200 мкM для кальций-
непроницаемых AMPA-рецепторов пирамидных нейронов гиппокампа.
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AMPA-рецепторов значение δm = 0.9 ± 0.2 свидетельствует о глубоком располо-
жении сайта связывания диминазена в электрическом поле мембраны, а снижение
эффективности блокады при гиперполяризации – о способности проникать через ка-
нал внутрь клетки. Быстрая кинетика действия диминазена (рис. 2a, b) не позво-
лила нам определить, способен ли он оставаться в полости закрытого канала
AMPA-рецепторов (эффект ловушки). Стоит упомянуть, что в случае NMDA-ре-
цепторов ловушка для диминазена не наблюдалась – он действовал по механизму
“foot-in-the-door” [8]. Блокаторы AMPA-рецепторов, действующие по механизму
“foot-in-the-door”, неизвестны.

Интересно, что диминазен в наших экспериментах был более эффективен при
активации AMPA-рецепторов высокими концентрациями агониста. Потенциаль-
но это может приводить к тому, что подобные соединения будут слабее ингибиро-
вать нормальную синаптическую передачу и сильнее ингибировать ее в условиях
патологического избытка глутамата, наблюдающегося при ряде нейродегенератив-
ных заболеваний [31]. Чем же может объясняться такая зависимость эффективно-
сти от концентрации агониста? Возможно, это связано со способностью диминазе-
на проникать через канал внутрь клетки [32]. Действительно, если блокатор спосо-
бен связываться только с открытым каналом, оставаться в поре канала после
закрытия и затем диффундировать в цитоплазму клетки, то блокирующая актив-
ность будет определяться равновесием между связыванием с открытыми каналами
и высвобождением из закрытых. Соответственно в условиях, способствующих на-
хождению каналов в открытом состоянии, в том числе в присутствии высоких кон-
центраций агониста, блокирующая активность будет выше. Дальнейшие исследо-
вания позволят ответить на вопрос, характерна ли такая зависимость эффективно-
сти от концентрации агониста для других соединений из группы диариламидинов,
а также для других блокаторов, способных проникать через канал внутрь клетки.
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Mechanisms of AMPA-Receptor Inhibition by Diminazene

A. S. Zhigulina, M. Y. Drona, and O. I. Barygina, *
aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences,

St. Petersburg, Russia
*e-mail: Oleg_Barygin@mail.ru

Diminazene is an anti-infective medication from the diarylamidine group. In this work we
have shown for the first time that it inhibits AMPA type ionotropic glutamate receptors.
Experiments were conducted on isolated Wistar rat neurons. Calcium-permeable AMPA
receptors were studied on giant striatum cholinergic interneurons, while calcium-imper-
meable AMPA receptors – on hippocampal CA1 pyramidal neurons. Cells were isolated
from slices by vibrodissociation. Currents were recorded by whole-cell patch-clamp meth-
od. Diminazene inhibited kainate-induced currents in both types of neurons in a concen-
tration-dependent manner. IC50 values for calcium-permeable and calcium-impermeable
AMPA receptors were 60 ± 11 and 160 ± 30 μM, respectively. It is interesting that the
degree of inhibition by fixed diminazene concentration was increased with the increase of
agonist concentration. The voltage-dependence curve for the inhibition of calcium-per-
meable AMPA receptors by fixed diminazene concentration was biphasic: minimal inhibi-
tion was observed at positive holding potentials, maximal – at ‒40…–60 mV, while further
hyperpolarization resulted in the smooth decrease of block. All these features strongly sug-
gest that channel block with the ability to permeate into the cytoplasm is the main molecu-
lar mechanism of AMPA receptor inhibition by diminazene.

Keywords: AMPA receptors, diminazene, mechanisms of inhibition, patch-clamp
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