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Аннотация. NMDA (N-метил-D-аспартат)-рецепторы ингибируются многи-
ми гуанидин-содержащими соединениями в микромолярных и субмикромо-
лярных концентрациях. К числу природных гуанидин-содержащих ингиби-
торов NMDA-рецепторов относится метаболит аргинина агматин, а к числу 
синтетических – лекарство от панкреатита нафамостат, противодиабетиче-
ский препарат фенформин и противомалярийные соединения прогуанил 
и циклогуанил. В данной работе мы впервые протестировали на активность 
в  отношении NMDA-рецепторов еще два гуанидин-содержащих лекар-
ственных препарата – бримонидин, применяющийся для лечения глаукомы 
и глазной гипертензии, и циметидин, применяющийся для лечения язвенной 
болезни. Эксперименты проводились на изолированных пирамидных ней-
ронах зоны CA1 головного мозга крыс линии Вистар. Клетки изолировались 
из срезов методом вибродиссоциации, токи регистрировались методом фик-
сации потенциала в конфигурации «целая клетка». Бримонидин и цимети-
дин ингибировали NMDA-рецепторы с ИК50 около 100 мкM. Их действие 
было неконкурентным и потенциал-зависимым, свидетельствуя в пользу 
блокады поры канала как основного молекулярного механизма их действия 
на NMDA-рецепторы. Достаточно слабая активность бримонидина и ци-
метидина позволяет заключить, что ингибирование NMDA-рецепторов не 
вносит выраженного вклада в их терапевтическое действие и побочные эф-
фекты. По-видимому, эта слабая активность связана с отсутствием в струк-
туре циметидина и бримонидина достаточно объемных гидрофобных груп-
пировок, что отличает их от высокоактивных амидин- или гуанидин-содер-
жащих блокаторов NMDA-рецепторов, таких как нафамостат, пентамидин, 
фурамидин. 
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Abstract. NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptors are inhibited by many guan-
idine-containing compounds in micromolar and submicromolar concentrations. 
Natural guanidine-containing NMDA receptor inhibitors include the arginine me-
tabolite agmatine, while synthetic ones include the pancreatitis drug nafamostat, 
the antidiabetic drug phenformin, and the antimalarial compounds proguanil and 
cycloguanil. In this work, for the first time, we tested two more guanidine-contain-
ing drugs for activity against NMDA receptors – brimonidine, used to treat glau-
coma and ocular hypertension, and cimetidine, used to treat peptic ulcer disease. 
The experiments were performed on isolated pyramidal neurons of the CA1 zone 
of the hippocampus of Wistar rats. The isolation of cells was carried out by vibro-
dissociation, and the registration of currents was carried out by patch-clamp in the 
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“whole cell” configuration. Brimonidine and cimetidine inhibited NMDA receptors 
with an IC50 of about 100 µM. Their action was uncompetitive and voltage-depend-
ent, indicating the blockade of the channel pore as the main molecular mechanism 
of their action on NMDA receptors. The rather weak activity of brimonidine and 
cimetidine suggests that the inhibition of NMDA receptors does not significantly 
contribute to their therapeutic effect and side effects. Apparently, this weak activity 
is due to the absence of sufficiently bulky hydrophobic groups in the structure of ci-
metidine and brimonidine, which distinguishes them from highly active amidine or 
guanidine-containing NMDA receptor blockers such as nafamostat, pentamidine, 
and furamidine.

Keywords: glutamate, NMDA receptors, brimonidine, cimetidine, patch-clamp, 
mechanisms of inhibition
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ВВЕДЕНИЕ

В ЦНС позвоночных животных основным возбуждающим нейромедиатором 
является глутамат [1]. Он действует, связываясь с глутаматными рецепторами 
на постсинаптической мембране, что приводит к активации как метаботроп-
ных, так и  ионотропных рецепторов глутамата. Последние подразделяются 



Российский физиологический журнал им. И.М. Сеченова /  
Russian Journal of Physiology, 2026, том 112, № 2

ЖИГУЛИН и др. / ZHIGULIN et al.450

на три класса – NMDA- (N-метил-D-аспартат), AMPA- (α-амино-3-гидрокси-
5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота) и каинатные рецепторы [2]. Наи-
более интересными для изучения представляются кальций-проницаемые 
AMPA- и NMDA-рецепторы, так как данные подтипы рецепторов способны 
пропускать в клетку ионы кальция [3, 4], являющегося одним из главных вто-
ричных мессенджеров. При патологической гиперактивации этих рецепторов 
чрезмерное проникновение кальция в клетки приводит к эксайтотоксично-
сти и, соответственно, к гибели нейронов, что лежит в патогенезе ряда ней-
родегенеративных заболеваний [5, 6]. Именно по этой причине ингибиторы 
NMDA- и AMPA-рецепторов являются потенциальными нейропротекторами. 
Однако, несмотря на большое количество ингибиторов, найденных за десяти-
летия исследований [1], в клинической практике применяются лишь единицы. 
В частности, блокатор NMDA-рецепторов мемантин используется уже больше 
двадцати лет как препарат от болезни Альцгеймера [7]. Было показано, что 
относительный успех мемантина был связан с особенностями механизмов его 
действия на NMDA-рецепторы, а именно с умеренной кинетикой и частич-
ной способностью оставаться в поре закрытого канала (эффект «ловушки») [8]. 
Поэтому важно не только искать активные соединения, но и подробно иссле-
довать механизмы их действия. Недавно в клиническую практику ввели еще 
два NMDA-блокатора в качестве антидепрессантов – кетамин и декстрометор-
фан [9, 10]. Эти соединения были хорошо известны ранее и применялись как 
анестетик (кетамин [11]) и противокашлевое средство (декстрометорфан [12]). 
Такое новое применение старых препаратов является удачным примером пе-
репрофилирования, демонстрирующим перспективность поиска новых анта-
гонистов ионотропных глутаматных рецепторов среди уже применяющихся 
в медицине фармакологических агентов. В предыдущих наших работах мы си-
стематично исследовали действие на нативные NMDA-рецепторы изолирован-
ных нейронов крысы амидин-, гуанидин- и бигуанидин-содержащих соедине-
ний [13–16], большая часть из которых уже применяется в различных областях 
медицины [17–21]. Соединения демонстрировали разнообразие как активности 
(ИК50 от 0,2 мкМ до неактивных), так и механизмов действия (от блокаторов 
поры канала до аллостерических антагонистов). Анализ взаимовлияния хи-
мической структуры, активности и механизма действия позволил выявить ряд 
закономерностей, полезных для дальнейшей разработки NMDA-антагонистов. 
Так, например, способность молекулы складываться в структуру компактной 
формы определяет ее действие по мезанизму «ловушка» (пентамидин [13], ци-
клогуанил [16]), тогда как каналоблокаторы с жесткой структурой такой спо-
собности не демонстрировали (диминазен  [13], нафамостат  [14]). В  данной 
работе мы решили дополнить имеющиеся данные об активности и механизмах 
действия соединений, уже применяющихся в медицине, а также включающих 
в  свою структуру азотсодержащие катионные группы, исследовав действие 
на NMDA-рецепторы циметидина (рис. 1a) и бримонидина (рис. 1б). Цимети-
дин блокирует H2-гистаминовые рецепторы [22] и назначается при язвенных 
болезнях желудка. Бримонидин снижает внутриглазное давление у пациентов 
с открытоугольной глаукомой или глазной гипертензией [23]. В наших экспе-
риментах оба соединения вели себя как каналоблокаторы NMDA-рецепторов, 
по активности занимающие промежуточное значение между исследованными 
ранее активными и неактивными соединениями, демонстрируя ИК50 порядка 



Бримонидин и циметидин – слабые блокаторы ионного канала / 451
Brimonidine and Cimetidine are Weak NMDA Receptor Ion Channel Blockers 

Rossijskij fiziologicheskij zhurnal im. I.M. Sechenova / 
Russian Journal of Physiology 2026, vol. 112, no. 2

100 мкМ. Анализ структур циметидина и бримонидина показал, что в составе их 
молекул отсутствуют ярко выраженные гидрофобные элементы, необходимые 
для прочного связывания блокатора в канале NMDA-рецептора. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Крыс линии Вистар (13–18 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 гип-
покампа и стриатума толщиной 250 мкм, которые сохраняли в растворе следую-
щего состава (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 сре-
зов методом вибродиссоциации [24, 25]. Для работы с NMDA- и кальций-не-
проницаемыми AMPA-рецепторами использовали пирамидные нейроны зоны 
CA1 гиппокампа. Для регистрации трансмембранных токов применяли метод 
фиксации потенциала в конфигурации «целая клетка». Внеклеточный раствор 
содержал (в мМ): NaCl – 143, KCl – 5, CaCl2 – 2,5, D-глюкоза – 18, HEPES – 
10 (pH подводили до 7,4 добавлением HCl). Микропипетку заполняли раство-
ром (мМ): CsF – 100, CsCl – 40, NaCl – 5, CaCl2 – 0,5, EGTA – 5, HEPES – 10 
(pH подводили до 7,2 добавлением CsOH). Циметидин (Cimetidine, HY-14289) 
и бримонидин (Brimonidine tartrate, HY-B0659A) были приобретены в фирме 
MedChemExpress, остальные реактивы – там же или в Tocris Bioscience и Sigma. 
Для подачи веществ применяли восьмиканальную систему быстрой замены рас-
творов с электромагнитными клапанами RSC-200 BioLogic Science Instruments 
(Франция). Время смены раствора составляло 50–60 мс. Регистрацию токов 
проводили с помощью усилителя EPC8 HEKA Elektronik (Германия). Сигнал 
фильтровался в полосе частот 0–5 кГц и оцифровывался с частотой дискрети-
зации 1 кГц. Контроль поддерживаемого на мембране потенциала, управление 
системой аппликации, регистрацию и анализ данных осуществляли с помощью 
персонального компьютера. 

ΝΜDA-рецепторы активировались с помощью NMDA (100 мкМ) и глицина 
(10 мкМ); AMPA-рецепторы активировались с помощью каината (100 мкМ). Мем-
бранный потенциал устанавливался на уровне –80 мВ, если не указано иное. 

Потенциал-зависимость действия соединений на NMDA-рецепторах анализи-
ровалась с помощью модели Вудхалл [26]:

	 ( )  
 

 

100%
100% ,

1
expvd

V
C

F
K z V

RT

Β = −
+

 δ  
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где V – мембранный потенциал, В – ингибирование (%), С – концентрация ингиби-
тора, z – заряд молекулы ингибитора, R, F, T имеют стандартные значения; Kvd – аф-
финность ингибитора по канальному сайту, δ – фракция мембранного поля, которую 
заряженная молекула блокатора преодолевает на пути к сайту связывания.
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Рис. 1. Структурные формулы и концентрационные зависимости действия на NMDA-рецепторы 
циметидина и  бримонидина: структурные формулы циметидина (a) и  бримонидина (б);  
репрезентативные примеры ингибирования индуцированных 100 мкM NMDA-токов циметиди-
ном (в) и бримонидином (г) в разных концентрациях; кривые концентрационной зависимости 
действия циметидина и бримонидина для NMDA-рецепторов пирамидных нейронов зоны CA1 
гиппокампа (д)
Fig. 1. Structural formulas and concentration-dependent effects of cimetidine and brimonidine effects 
on NMDA receptors. Structural formulas of cimetidine (a) and brimonidine (б). Representative exam-
ples of inhibition of 100 μM NMDA-induced currents by different concentrations of cimetidine (в) and 
brimonidine (г). Concentration dependence curves of cimetidine and brimonidine effects on NMDA 
receptors of hippocampal pyramidal neurons (д)
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Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение на основании 
минимум четырех экспериментов (клеток). Значимость эффектов оценивалась 
с помощью парного t-теста. Аппроксимация данных уравнениями Хилла (концен-
трационная зависимость) и уравнением (1) (потенциал-зависимость) осуществля-
лись с помощью программы Origin 2021 9.8.0.200 (OriginLab Corp., Нортгемптон, 
Массачусетс, США). Рассчитанные параметры представлены как результат фит-
тинга ± ошибка аппроксимации.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Концентрационные зависимости действия
Аппликация внеклеточного раствора, содержащего NMDA (100 мкМ) и глицин 

(10 мкМ), вызывала входящие десенситизирующие токи через NMDA-рецепторы, 
экспрессированные в пирамидных клетках зоны CA1 гиппокампа при фиксиро-
ванном мембранном потенциале −80 мВ. Амплитуды стационарных токов ва-
рьировали в диапазоне от 200 до 1000 пА. Для того чтобы определить активности 
циметидина и бримонидина по отношению к нативным NMDA-рецепторам, мы 
протестировали влияние различных концентраций этих соединений на NMDA-
вызванные стационарные токи. Репрезентативные примеры действия циметидина 
и бримонидина на NMDA-рецепторы представлены на рис. 1в и 1г соответствен-
но. Оба соединения обратимо ингибировали NMDA-вызванные токи, данные 
концентрационных зависимостей представлены на рис. 1д. Для определения 
значений ИК50, отражающих активность соединений в данных эксперименталь-
ных условиях, мы аппроксимировали данные концентрационных зависимостей 
уравнением Хилла. Значения ИК50 составили 95 ± 3 мкМ и 118 ± 9 мкМ для ци-
метидина и бримонидина соответственно (n = 4–5 для каждой концентрации). 
Коэффициенты Хилла в обоих случаях были равны ~1,2, что говорит об отсут-
ствии значительных кооперативных эффектов.

Агонист-зависимость действия
Ингибиторы NMDA-рецепторов можно разделить на два класса – конкурент-

ные и неконкурентные. Конкурентные антагонисты связываются в сайте свя-
зывания глутамата, препятствуя тем самым связыванию агониста и дальнейшей 
активации рецептора. Примерами таких соединений являются такие широко 
известные антагонисты, как D-AP5 и D-AP7 [27, 28]. Неконкурентные антагони-
сты связываются с другими сайтами, находящимися либо во внеклеточной части 
NMDA-рецептора (аллостерические антагонисты, например, ифенпродил [29]), 
либо в поре ионного канала (каналоблокаторы, например, ион магния [30, 31] 
или мемантин [8]). Главным преимуществом неконкурентных антагонистов над 
конкурентными является их способность сохранять существенную активность 
даже в условиях избыточной концентрации агониста. Активность конкурентных 
антагонистов при больших концентрациях агониста, наоборот, катастрофично 
падает. Для того чтобы установить, связаны ли эффекты циметидина и бримони-
дина с конкурентным действием, мы проверили, как будет меняться ингибирую-
щий эффект фиксированной концентрации соединения при переходе от низкой 
концентрации агониста (NMDA 30 мкМ, ~40% от максимального ответа) к вы-
сокой (NMDA 1 мМ, ~90% от максимального ответа). Вещества тестировались 
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в концентрации 300 мкМ. Репрезентативные примеры действия циметидина при 
различных концентрациях NMDA показаны на рис. 2a, статистика для циметиди-
на и бримонидина изображена на рис. 2б. В наших экспериментах циметидин ин-
гибировал 70 ± 6% стационарного ответа, вызванного NMDA 30 мкМ, и 70 ± 3% 
ответа, вызванного NMDA 1 мМ, что говорит об отсутствии агонист-зависимости 
действия (p = 0,9, n = 4, парный t‑тест). Бримонидин также не продемонстри-
ровал признаков конкурентного действия, ингибируя 66 ± 5% и 70 ± 2% ответа 
при NMDA 30 мкМ и 1 мМ соответственно (p = 0,17, n = 4, парный t-тест). Таким 
образом, циметидин и бримонидин относятся к классу неконкурентных ингиби-
торов NMDA-рецепторов. 

Потенциал-зависимость действия
Как уже было упомянуто выше, неконкурентные антагонисты могут действовать 

либо аллостерически, связываясь во внеклеточном домене рецептора и препятствуя 
открытию канала в ответ на связывание агониста, либо связываясь в поре канала 
и блокируя поток ионов непосредственно. В случае блока поры канала сайт свя-
зывания ингибитора находится в области влияния электрического поля мембраны 
клетки, что для заряженных молекул приводит к зависимости их эффекта от потен-
циала [32]. Согласно предсказаниям Chemaxon (https://chemaxon.com/, дата обра-
щения 01.09.2025 г.), при физиологическом pH большая часть молекул циметидина 

Рис. 2. Неконкурентное ингибирование NMDA-рецепторов циметидином и бримонидином. 
(a) – репрезентативные примеры ингибирования NMDA-рецепторов фиксированной кон-
центрацией циметидина (300 мкМ) при двух разных концентрациях NMDA (30 мкМ и 1 мМ).  
(б) – cредние значения процента блокады циметидином (300 мкМ) и бримонидином (300 мкМ) 
при двух разных концентрациях NMDA (30 мкΜ и 1 мМ). Для обоих антагонистов нет зависи-
мости действия от концентрации агониста
Fig. 2. Non-competitive NMDA receptor inhibition by cimetidine and brimonidine. (a) – Representative 
examples of NMDA receptor inhibition by a fixed cimetidine concentration (300 μM) at two different 
NMDA concentrations (30 μM and 1 mM). (б) – Mean values for percentage of NMDA receptor inhi-
bition by cimetidine (300 μM) and brimonidine (300 μΜ) at two different NMDA concentrations. The 
action of both antagonists is agonist independent
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несет положительный заряд (+1 – 54,2% молекул; +2 – 0,5% молекул), а в случае 
бримонидина – 100% молекул несут заряд +1. Наличие заряженных форм моле-
кул позволило нам оценить влияние электрического поля мембраны на действие 
циметидина и бримонидина. Для этого мы исследовали ингибирующий эффект 
фиксированной концентрации соединений (300 мкМ) при различных фиксируе-
мых мембранных потенциалах. Репрезентативные примеры действия циметидина 
на NMDA-рецепторы при различных потенциалах показаны на рис. 3a, данные 
потенциал-зависимости для циметидина и бримонидина изображены на рис. 3б. 
Оказалось, что ингибирующий эффект обоих соединений существенно зависит от 
величины потенциала, увеличиваясь при гиперполяризации и драматично снижа-
ясь при деполяризации. 

Такого рода потенциал-зависимость свойственна блокаторам поры канала [33], 
и их действие можно описать с помощью классической модели Woodhull [26]. Ап-
проксимация данных с помощью этой модели (кривые на рис. 3б) позволила рас-
считать константы связывания для обоих соединений (Kvd), а также оценить рас-
положение сайта связывания относительно электрического поля мембраны (zδ). 
Рассчитанные параметры представлены в табл. 1. 

Константы связывания в  канале для обоих веществ (табл.  1) значительно 
превышают значения ИК50, рассчитанные при потенциале −80 мВ (см. выше), 
что свойственно для потенциал-зависимых блокаторов NMDA-рецепторов [34]. 
В случае бримонидина значение δ, отражающее относительную глубину распо-
ложения сайта связывания в электрическом поле, оказывается таким же, как 
рассчитанное значение zδ, так как заряд молекул равен +1. Полученное значение 

Рис. 3. Зависимость действия циметидина и бримонидина на NMDA-рецепторы от потенциала. 
(a) – репрезентативные примеры ингибирования NMDA-рецепторов фиксированной концен-
трацией циметидина (300 мкМ) при двух разных потенциалах (−120 и −30 мВ). (б) – кривые 
зависимости действия циметидина и бримонидина от потенциала для NMDA-рецепторов пи-
рамидных нейронов зоны CA1 гиппокампа
Fig. 3. Voltage dependence of cimetidine and brimonidine action on NMDA receptors. (а) – Repre-
sentative examples of NMDA receptor inhibition by a fixed cimetidine concentration (300 μM) at two 
different holding voltages (−120 mV and −30 mV). (б) – Voltage dependence curves for cimetidine and 
brimonidine action on NMDA receptors of hippocampal pyramidal neurons
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0,59 ± 0,06 хорошо соотносится с ранними расчетами для блокаторов NMDA-
рецепторов, связывающихся в районе селективного фильтра [15, 33, 34]. В случае 
циметидина значение δ не может быть определено однозначно, так как распреде-
ление заряженных молекул в смеси более сложное (см. выше). Однако полученное 
значение zδ = 1,00 ± 0,07 с трудом можно объяснить связыванием +1-формы 
циметидина, так как значение δ = 1 является максимально возможным. Допу-
ская, что незаряженная и +1-формы циметидина не активны, можно объяснить 
полученное значение zδ действием +2-формы. В таком случае сайт связывания 
расположен также в районе селективного фильтра (δ ~ 0,5). При этом, так как 
+2-формы циметидина в смеси лишь 0,5%, из использованных в эксперименте 
300 мкМ активными оказываются лишь 1,5 мкМ. В таком случае константа связы-
вания циметидина в канале равна 13 ± 2 мкМ, что означает высокую аффинность 
+2-формы к сайту связывания. 

Взаимодействие с воротным механизмом канала
Блокаторы каналов NMDA-рецепторов отличаются по взаимодействию 

с воротным механизмом. Соединения, способные глубоко проникнуть в канал 
и остаться в поре после ее закрытия, называют «trapping»-блокаторами, или бло-
каторами, проявляющими «ловушку» [35]. С другой стороны, блокаторы, не спо-
собные поместиться в закрытый канал, обычно препятствуют его закрытию при 
отсоединении агониста и называются «foot-in-the-door»-блокаторами [34, 36]. 
Чтобы проверить, к какому из типов блокаторов NMDA-рецепторов относятся 
циметидин и бримонидин, мы протестировали данные соединения в классиче-
ских протоколах, использующихся в электрофизиологии для идентификации 
механизмов «trapping» и «foot-in-the-door» [33, 34]. Главным признаком действия 
соединения по механизму «foot-in-the-door» является наличие хвостовых токов, 
возникающих при одновременном удалении из раствора агониста и блокато-
ра и существенно продлевающих ответ [34]. При исследовании действия раз-
личных концентраций циметидина и бримонидина на NMDA-вызванные от-
веты (рис. 1в) мы не зафиксировали хвостовых токов. Еще одним признаком 

Таблица 1. Параметры потенциал-зависимости действия циметидина и  бримонидина 
на NMDA-рецепторы 
Table 1. Voltage dependence parameters of cimetidine and brimonidine action on NMDA receptors

Соединение (использованная 
концентрация, мкМ) Константа связывания в канале (Kvd), мкМ zδ

Циметидин (300) 2500 ± 400
13 ± 2* 1,00 ± 0,07

Бримонидин (300) 800 ± 130 0,59 ± 0,06

*Константа рассчитана с допущением, что активна только форма циметидина, несущая заряд +2. 

*The constant was calculated assuming that only the +2-charged form of cimetidine is active.
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«foot-in-the-door»-блокаторов является возникновение овершутов при удалении 
блокатора в присутствии агониста [34]. В наших экспериментах ни циметидин 
(300 мкМ, рис. 4a), ни бримонидин (1 мМ, рис. 4б) не демонстрировали овершут, 
что подтверждает неспособность данных соединений препятствовать закрытию 
NMDA-канала. Для того чтобы проверить, способны ли исследуемые блокаторы 
оставаться в поре закрытого канала, мы протестировали их в протоколе «двойной 
аппликации», состоящем из контрольного ответа на агонист, связывания блока-
тора в присутствии агониста, паузы во внеклеточном растворе и тестирующего 
ответа на агонист (рис. 4в, г). Время паузы выбиралось чуть большим, чем время, 

Рис. 4. Взаимодействие циметидина (300 мкМ) и бримонидина (1 мМ) с воротным механизмом 
NMDA-канала. При отмывании в присутствии агониста ни циметидин (a), ни бримонидин (б) не 
вызывают овершут. Лишь небольшая доля молекул циметидина (в) и бримонидина (г) проявляет 
способность оставаться в поре закрытого канала
Fig. 4. Interaction of cimetidine (300 μM) and brimonidine (1 mM) with NMDA channel gating mech-
anism. (a), (б) – Neither cimetidine nor brimonidine induce overshoot during washout in presence of 
agonists. (в), (г) – Only a small fraction of cimetidine (в) and brimonidine (г) molecules exhibits the 
ability to remain in the pore of the closed channel
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необходимое блокатору, чтобы отмыться в присутствии агониста (рис. 4a, б). Если 
пик тестирующего ответа ингибирован по сравнению с пиком контрольного от-
вета, это означает, что молекулы блокатора оставались внутри закрытого канала 
во время паузы. Циметидин (300 мкМ) и бримонидин (1 мМ) демонстрировали 
ингибирование 13 ± 3% (n = 5) и 13 ± 8% (n = 4) соответственно пиковой компо-
ненты ответа, это говорит о том, что в поре закрытого канала может оставаться 
лишь незначительная часть молекул. 

Связывание с закрытыми NMDA-рецепторами
Описанные выше эксперименты предполагают, что главным механизмом 

действия циметидина и бримонидина на NMDA-рецепторы является блокада 
открытого канала. Чтобы в этом убедиться, мы решили проверить, способны ли 
эти соединения связываться с закрытыми каналами. Используемые протоколы 
представлены на рис. 5. В начале мы в течение 10 с подавали 500 мкМ цимети-
дина без предварительной активации каналов (рис. 5a). Далее каналы активи-
ровались с помощью 100 мкМ NMDA. Такая активация NMDA-рецепторов не 
отличалась от активации без предварительной подачи циметидина (контроль); 
полученное значение для ингибирования пиковой компоненты ответа соста-
вило 4 ± 4% (n = 4). Этот результат мы сравнили с ингибированием при од-
новременной подаче 500 мкМ циметидина и 100 мкМ NMDA. В таком случае 
ингибирование пиковой компоненты составило 64 ± 8% (n = 4), а стационарной 
компоненты – 85 ± 1% (n = 4) относительно контрольного ответа, то есть ци-
метидин эффективно ингибировал открытые каналы. Таким образом, можно 
сделать вывод о том, что циметидин не действует на закрытые NMDA-каналы. 
Аналогичные эксперименты были поставлены для 1 мМ бримонидина (рис. 5б). 

Рис. 5. Действие циметидина и бримонидина на закрытые NMDA-каналы. 500 мкМ циметиди-
на (a) и 1 мМ бримонидина (б) в случае предварительной аппликации не ингибируют актива-
цию NMDA-канала. Для обоих антагонистов эффект наблюдается только при одновременной 
подаче с агонистом
Fig. 5. Action of cimetidine and brimonidine on closed NMDA channels. (a), (б) – Neither cimetidine 
(500 μΜ) (a) nor brimonidine (1 mM) (б) inhibit NMDA channel activation when applied before ago-
nists. For both antagonists, inhibition is observed only during co-application with agonists
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Бримонидин также не действует на закрытые каналы: ингибирование пико-
вой компоненты при предварительной подаче антагониста составило 7 ± 5% 
(n = 5), при одновременной подаче с агонистом – 60 ± 12% (n = 5) для пиковой 
компоненты и 96 ± 2% (n = 5) для стационарной компоненты. Таким образом, 
механизм ингибирования NMDA-рецепторов циметидином и бримонидином – 
блокада открытого канала. 

Скрининг на активность по отношению к AMPA-рецепторам
Эффективное действие циметидина и бримонидина на NMDA-тип глутамат-

ных рецепторов было исследовано на изолированных пирамидных нейронах 
зоны CA1 гиппокампа. В данном типе нейронов, помимо NMDA-рецепторов, 
также экспрессируются кальций-непроницаемые AMPA-рецепторы  – еще 
один важный класс ионотропных глутаматных рецепторов [1, 37]. Учитывая 
активность циметидина и бримонидина по отношению к NMDA-рецепторам, 
мы решили проверить, будут ли данные соединения блокировать и  AM-
PA-рецепторы в  этом типе клеток. Для проверки вещества использовались 
в концентрации 100 мкМ – близкой к значениям ИК50 на NMDA- рецепторах. 
Аппликация 100 мкМ каината вызывала активацию кальций-непроницаемых 
AMPA-рецепторов пирамидных нейронов зоны CA1 гиппокампа. Репрезента-
тивные примеры действия циметидина и бримонидина на AMPA-рецепторы 
показаны на рис. 6a и 6б соответственно. Циметидин блокировал каинат-ин-
дуцированный ток лишь на 5 ± 1% (n = 4). В свою очередь, аналогичное зна-
чение для бримонидина составило 8 ± 1% (n = 4). Таким образом, действие 
исследуемых антагонистов NMDA-рецепторов на  кальций-непроницаемые 
AMPA-рецепторы оказалось незначительным. 

Рис. 6. Отсутствие действия циметидина и бримонидина на кальций-непроницаемые AM-
PA-рецепторы. (a), (б) – репрезентативные примеры ингибирования каинат-вызванных токов 
100 мкМ циметидина (a) и 100 мкМ бримонидина (б) в пирамидных нейронах зоны CA1 гип-
покампа
Fig. 6. Cimetidine and brimonidine are not active against calcium-impermeable AMPA receptors. (a), 
(б) – Representative examples of cimetidine (100 μΜ) (a) and brimonidine (100 μM) (б) action on 
kainate-induced currents in hippocampal pyramidal neurons
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы впервые протестировали бримонидин и циметидин на ак-
тивность по отношению к NMDA-рецепторам. 

Бримонидин – это лекарство, применяющееся в виде глазных капель при глау-
коме и глазной гипертензии. Его основной мишенью в организме являются α2-адре-
норецепторы. Известно, что некоторые антагонисты NMDA-рецепторов обладают 
ретинопротекторным действием и рассматриваются как потенциальные препараты 
для лечения глаукомы [38]. К числу таких антагонистов с ретинопротекторными 
свойствами относится мемантин, применяющийся для лечения болезни Альцгей-
мера [38], а также гуанидин-содержащее лекарство от панкреатита нафамостат [39]. 
В случае наличия высокой ингибирующей активности по отношению к NMDA-
рецепторам у бримонидина можно было бы предположить, что эта активность 
вносит вклад в его терапевтическое действие при лечении глаукомы. Полученные 
нами данные о слабой активности бримонидина (ИК50 > 100 мкМ) в отношении 
NMDA-рецепторов, позволяют заключить, что его ретинопротекторная активность 
с ингибированием NMDA-рецепторов не связана. 

Циметидин блокирует H2-гистаминовые рецепторы  [22] и  назначается при 
язвенных болезнях желудка. Известно, что помимо своих основных функций 
в ЦНС NMDA-рецепторы также принимают участие во множестве физиологиче-
ских процессов по всему организму [40], в частности, не-нейрональные NMDA-ре
цепторы задействованы в подавлении гистамин-вызванной секреции кислоты 
и регуляции моторики желудка [41–43]. При этом в желудке помимо субъединицы 
GluN1 обнаружена экспрессия GluN2A-, GluN2C-, GluN2D-, а также GluN3A- 
и GluN3B-субъединиц [40], тогда как в пирамидных клетках зоны CA1 гиппокам-
па экспрессируются в основном субъединицы GluN2A и GluΝ2B [44]. В наших 
экспериментах на нейронах гиппокампа циметидин продемонстрировал слабую 
активность по отношению к NMDA-рецепторам (ИК50 ~ 100 мкМ), это позволяет 
заключить, что в желудке его эффект на GluN2A-содержащие рецепторы также 
будет невелик. Однако мы не можем исключить, что активность циметидина по 
отношению к GluN2C-, GluN2D-, GluN3A- или GluN3B-содержащим NMDA-ре
цепторам желудка будет выше. Необходимы дополнительные исследования на ре-
комбинантных рецепторах, чтобы окончательно установить, вносит ли ингиби-
рование NMDA-рецепторов циметидином вклад в его терапевтическое действие. 
Учитывая упомянутую физиологическую роль NMDA-рецепторов в желудке, до-
бавочное действие блокаторов H2-гистаминовых рецепторов на NMDA-рецепторы 
может как усиливать, так и снижать эффективность препарата. 

Анализ механизмов действия бримонидина и циметидина на NMDA-рецепторы 
позволил установить, что эти соединения действуют как классические блокаторы 
поры канала, такие как мемантин и кетамин [45]. Для таких соединений характерно 
падение активности как при деполяризации клеточной мембраны, так и при на-
личии в окружающей среде ионов магния в физиологической концентрации [46]. 
Учитывая, что активность бримонидина и циметидина на NMDA-рецепторы была 
относительно низкой (ИК50 ~ 100 мкМ) даже при потенциале покоя (–80 мВ) 
и в отсутствие ионов магния, можно предположить, что в физиологических усло-
виях их активность окажется еще более низкой.

С точки зрения структурно-функциональных отношений среди амидин- и гуа-
нидин-содержащих соединений (табл. 2), слабая каналоблокирующая активность 
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бримонидина и циметидина на первый взгляд представляется интригующей. Дей-
ствительно, обе молекулы имеют в своем составе как положительно заряженную 
гуанидиновую группу, которая может связаться с аспарагиновыми остатками се-
лективного фильтра канала NMDA-рецепторов, так и объемную группировку, по 
размерам достаточную для блокады поры канала. Сайт связывания катионных 
блокаторов в канале NMDA-рецепторов в настоящий момент хорошо охарактери-
зован с помощью кристаллографических методов [47, 48]. Согласно данным Chou 
с соавт. [48], катионные каналоблокаторы, такие как мемантин, связываются с сай-
том в поре канала выше от селективного фильтра, состоящим из трех компонен-
тов: треонинового кольца, гидрофобного кольца и аспарагинового кольца (схема 
связывания изображена на рис. 7). И связывающие взаимодействия, в основном, 
являются гидрофобными взаимодействиями каналоблокаторов с остатками тре-
онинового и гидрофобного кольца [48]. По-видимому, именно этих гидрофоб-
ных взаимодействий и не хватает бримонидину и циметидину для устойчивого 

Таблица 2. Ингибирование NMDA-рецепторов амидин- и гуанидин-содержащими соеди-
нениями
Table 2. NMDA receptor inhibition by amidine- and guanidine-containing compounds

Соединение Химическая структура
ИК50 

(–80 мВ),
мкM

Kvd, мкM zδ

Бримонидин 118 ± 9 2500 ± 400 1,00 ± 0,07

Циметидин 95 ± 3 800 ± 130 0,59 ± 0,06

Сепимостат [15] 3,5 ± 0,3 ~130 0,6 ± 0,2

Нафамостат [15] 0,20 ± 0,04 12 ± 3 1,1 ± 0,1

Фурамидин [15] 0,64 ± 0,13 20 ± 5 1,1 ± 0,1

Пентамидин [15] 0,41 ± 0,08 60 ± 25 1,4 ± 0,1
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связывания в поре канала. Действительно, в обеих этих молекулах нет достаточно 
больших гидрофобных фрагментов, так как циклические группы содержат в своем 
составе атомы азота. Гидрофобных взаимодействий не хватает и молекуле метфор-
мина, что делает ее неактивной в качестве блокатора NMDA-рецепторов.

Стоит отметить, что наличие двух расположенных рядом компонентов сайта 
связывания блокаторов в  NMDA-рецепторах  – нуклеофильного и  гидрофоб-
ного – было доказано в нашей лаборатории ранее при исследовании действия 
серии производных адамантана [49]. Присутствие в молекуле катионной группы 

Соединение Химическая структура
ИК50 

(–80 мВ),
мкM

Kvd, мкM zδ

Диминазен [15] 13 ± 3 ~600 0,9 ± 0,4

DAPI [15] 3,1 ± 0,6 n.a. ~0,06

Габексат [15] 16 ± 3 ~300 0,4 ± 0,2

Камостат [15] >300 n.a. n.a.

Метформин [16] >300 n.a. n.a.

Фенформин [16] 13 ± 1 >500 n.a.

Прогуанил[16] 9,0 ± 2,2 >500 n.a.

Циклогуанил [16] 3,4 ± 0,6 55 ± 11 0,7 ± 0,1

Таблица 2. Окончание
Table 2. End
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и соседствующей гидрофобной группировки необходимо для высокой активности 
именно антагонистов, действующих по механизму блокады поры канала. Для ан-
тагонистов других типов и структурные детерминанты активности будут другими. 
Такие соединения, как DAPI и габексат, например, являются достаточно актив-
ными аллостерическими антагонистами NMDA-рецепторов с низким сродством 
к сайту связывания в поре канала (табл. 2). Последнее, по-видимому, также можно 
объяснить недостаточной гидрофобностью молекул в связи с присутствием азота 
в центральном цикле молекулы DAPI и эфирных групп в молекуле габексата. По-
лученные в данной работе экспериментальные данные и проведенное сравнение 
с рядом изученных нами ранее амидиновых и гуанидиновых соединений еще раз 
подчеркивают важность присутствия гидрофобной группировки в структуре ка-
тионных каналоблокаторов NMDA-рецепторов. Отсутствие такой группировки 
может служить достаточной причиной для того, чтобы воздержаться от трудоемкой 
экспериментальной проверки на активность. Для выявления структурных детерми-
нант связывания аллостерических антагонистов NMDA-рецепторов необходимы 
дальнейшие исследования.

Рис. 7. Активность каналоблокаторов NMDA-рецепторов определяется наличием в их моле-
куле как гидрофильной, так и гидрофобной частей. На схеме показан ионный канал NMDA-
рецептора (по центру) со связанной молекулой блокатора. Черным цветом показана гидрофиль-
ная часть молекулы, серым – гидрофобная. Гидрофобная часть взаимодействует с треониновым 
и гидрофобным кольцами, тогда как гидрофильная – с аспарагиновым кольцом. Слева и справа 
показаны примеры структурных формул активных (нафамостат, мемантин), слабо активных 
(циметидин, бримонидин) и неактивных соединений (метформин). Серым цветом показаны 
гидрофобные элементы молекул, черным – гидрофильные. Активные каналоблокаторы обла-
дают ярко выраженным разделением гидрофильной и гидрофобной частей, тогда как у слабо 
активных и неактивных соединений отсутствует ярко выраженная гидрофобная часть
Fig. 7. The activity of NMDA receptor channel blockers is determined by the presence of both hydrophilic 
and hydrophobic moieties. The diagram shows an NMDA receptor ion channel (center) with a bound 
blocker molecule. The hydrophilic part of the molecule is shown in black, while the hydrophobic one 
is shown in gray. The hydrophobic part interacts with the threonine and hydrophobic rings, while the 
hydrophilic part interacts with the asparagine ring. Examples of structural formulas of active (nafamostat, 
memantine), weakly active (cimetidine, brimonidine), and inactive compounds (metformin) are shown 
on the left and right. The hydrophobic parts of the molecules are shown in gray, while hydrophilic ones 
are shown in black. Active channel blockers have a clearly defined hydrophilic and hydrophobic moiety, 
while weakly active and inactive compounds lack a clearly defined hydrophobic part
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