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Потенциал-зависимые кальциевые каналы L-типа экспрессируются различными клетками млеко-
питающих. В нейронах они, как правило, расположены постсинаптически и отвечают за передачу
возбуждающего сигнала, а также вносят вклад в активацию Ca2+-зависимых сигнальных каскадов.
В настоящий момент одним из основных инструментов для изучения функций этих каналов явля-
ется применение различных синтетических блокаторов. Целью настоящей работы было сравнение
четырех блокаторов из трех фармакологических групп и определение концентрации, необходимой
для полного подавления в нейронах гиппокампа притока Ca2+ через каналы L-типа в ответ на депо-
ляризацию, индуцируемую добавлением KCl. Как показали эксперименты, повышение внутрикле-
точной концентрации Ca2+ в ответ на деполяризацию хоть и определяется в первую очередь притоком
Ca2+ через каналы L-типа, тем не менее также обусловлено активацией других потенциал-зависи-
мых кальциевых каналов. В связи этим нифедипин и исрадипин, обладающие, по всей видимости,
большей селективностью по отношению к L-каналам, снижают амплитуду кальциевого ответа при-
мерно в 2 раза. В свою очередь, дилтиазем и верапамил за счет неспецифического блокирования
других, не относящихся к L-типу кальциевых каналов, полностью блокировали приток Ca2+, инду-
цированный аппликацией KCl. Следует отметить, что концентрация блокаторов, необходимая для
полного подавления притока Ca2+ через потенциал-зависимые каналы, в обоих случаях составила
300 мкМ, при этом IC50 в случае дилтиазема и верапамила составили 54.2 и 56.4 мкМ, соответствен-
но. Таким образом, вещества из группы дигидропиридинов предпочтительнее использовать в слу-
чае, если требуется наибольшая селективность по отношению к L-каналам. В свою очередь, высо-
кие концентрации верапамила и дилтиазема могут применяться, если необходимо заблокировать
большую часть потенциал-зависимых кальциевых каналов.
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ВВЕДЕНИЕ
Потенциал-зависимые кальциевые каналы

(ПЗКК/CaV) представляют собой семейство транс-
мембранных белков, избирательно проницаемых
для ионов кальция. ПЗКК разделены на не-
сколько типов, отличающихся фармакологиче-
ским профилем и биофизическими свойствами.
На сегодняшний день в клетках млекопитающих
охарактеризованы десять представителей семей-
ства CaV-каналов, относящихся к четырем типам.

Так, L-тип представлен каналами CaV1.1–CaV1.4,
P-/Q-тип представлен CaV2.1 каналами, N-тип
представлен каналами CaV2.2, R-тип – каналами
CaV2.3, а T-тип включает каналы CaV3.1–CaV3.3.
Типичная структура кальциевого канала L-типа
представляет собой гетеротетрамер, состоящий
из порообразующей трансмембранной α1-субъ-
единицы, внутриклеточной β-субъединицы и
внеклеточной α2δ-субъединицы. Основные био-
физические и фармакологические свойства кана-
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ла определяет α1-субъединица, структурная то-
пология которой высококонсервативна [1].

Каналы L-типа широко распространены в раз-
личных клетках млекопитающих. Транскриптом-
ный анализ показал наличие всех известных
представителей каналов L-типа в лимфоцитах [2].
CaV1.1 в основном присутствует в клетках скелет-
ных мышц, где играет ключевую роль в процессе
сокращения, но также этот канал коэкспрессиру-
ется с рианодиновыми рецепторами в ГАМКер-
гических нейронах [3]. CaV1.2 и CaV1.3 экспресси-
руются в клетках надпочечников, сердечных и
нейрональных клетках [4], тогда как CaV1.4 в ос-
новном представлен в нейронах сетчатки [5].
В ряде исследований показано, что фармакологи-
ческая модуляция каналов L-типа является пер-
спективным подходом к терапии различных па-
талогических состояний [6–10]. Изменения в
функционировании CaV1.1 каналов коррелируют
с гипокалиемическим периодическим парали-
чом, а дисфункция CaV1.2 и CaV1.3 каналов приво-
дит к таким патологиям, как синдром Тимоти,
сердечная аритмия [6], биполярное расстройство
и аутизм [7, 8].

На сегодняшний день для модуляции активно-
сти ПЗКК L-типа идентифицировано несколько
низкомолекулярных соединений, которые разде-
лены на четыре группы: фенилалкиламины, бен-
зодиазепины, дигидропиридины и дифенилпи-
перазины [9]. Предполагается, что сайты связы-
вания блокаторов находятся глубоко внутри
молекулы канала и становятся доступными для
связывания только в результате конформацион-
ных изменений, происходящих при активации
и/или инактивации ионных каналов. Эти процес-
сы зависят от потенциала, и при значительной
продолжительной деполяризации каналы пере-
ходят в инактивированное состояние. Механизм
действия этих веществ основан на стабилизации
канала в инактивированном состоянии. Показа-
но, что сайты связывания блокаторов в основном
расположены близко к поре, в спиралях S5 и S6 [10].
Однако предполагается, что верапамил-подоб-
ные фенилалкиламины могут связываться непо-
средственно в порах канала [6].

Дигидропиридины

1,4-Дигидропиридин (ДГП) и его производ-
ные являются эффективными блокаторами каль-
циевых каналов L-типа. Эта группа препаратов
используется при терапии сердечно-сосудистых
заболеваний, таких как стенокардия и гипотен-
зия [10, 11]. Производные дигидропиридина, ни-
федипин и исрадипин, также используются для
лечения заболеваний сердца. Нимодипин, другое
производное соединение ДГП, модулирует
ПЗКК в нейронах мозга, улучшая результаты ле-

чения аутизма и нейродегенерации [8]. ДГП свя-
зываются с инактивированными каналами
L-типа и стабилизируют их, нарушая тем самым
приток кальция через этот тип каналов [10, 12].
Поскольку большинство дигидропиридинов яв-
ляются липофильными молекулами, они также
могут связываться с внешней поверхностью кана-
ла, обращенной к липидным молекулам, и взаи-
модействовать с S6 спиралью из DIII и DIV участ-
ков канала [13, 14]. Показано, что нифедипин,
препарат группы дигидропиридинов, является
неселективным блокатором ПЗКК, поскольку
также блокирует следующие калиевые каналы:
KV1.1, KV1.2, KV1.5, KV2.1, KV1.7, KV3.1 [15, 16]. При
этом нами не было обнаружено публикаций, по-
священных селективности исрадипина.

Фенилалкиламины

Согласно данным рентгеноструктурного ана-
лиза, фенилалкиламин и его производные связы-
ваются с центральной полостью поры канала на
внутриклеточной стороне “фильтра селективно-
сти” [6], что приводит к его блокаде и препятству-
ет прохождению ионов кальция. Типичным пред-
ставителем фенилалкиламинов, широко приме-
няемым при лечении гипертонии, является
верапамил. Аналогично другим ДГП, верапамил
связывается с инактивированными каналами
L-типа [10, 12], но, связавшись с каналом, вера-
памил приводит к его необратимому блокирова-
нию после реполяризации [13]. Помимо L-кана-
лов этот препарат также блокирует KV1.7, KV1.8,
KV3.2, NaV2.1 каналы [17].

Бензодиазепины

Клинически одобренным и наиболее часто ис-
пользуемым для лечения различного рода арит-
мий блокатором ПЗКК из класса бензодиазепи-
нов является дилтиазем. Дилтиазем проявляет
умеренную селективность в отношении ПЗКК
клеток гладких мышц сосудов, но не в отношении
ПЗКК клеток сердца. Подобно блокаторам из
других фармакологических групп препараты
группы бензодиазепинов имеют тенденцию свя-
зываться с ПЗКК в инактивированном состоянии
с тем же сайтом, что и ДГП. Данные эксперимен-
тов по фотоаффинному мечению указывают на
то, что сайты связывания дилтиазема расположе-
ны в S6 спирали DIII и DIV участков канала [10].
Также сообщалось, что этот препарат блокирует
каналы KV1.1, KV1.2, KV1.5, KV1.7, KV3.1 и канал
5-HT3 рецептора [16, 18].

Несмотря на то, что в настоящий момент син-
тезировано большое количество блокаторов
ПЗКК L-типа, их эффективность, как правило,
проверена с использованием систем, в которых
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были экспрессированы отдельные субъединицы.
При этом практически отсутствуют работы, в ко-
торых бы доказывалась и сравнивалась эффек-
тивность соединений в условиях, приближенных
к физиологическим. В настоящей работе мы изу-
чали эффекты блокаторов ПЗКК L-типа, нифи-
дипина и исрадипина, относящихся к классу ди-
гидропиридинов, а также верапамила и дилтиазе-
ма, относящихся к классам фенилалкиламинов и
бензодиазепинов, соответственно. Целью работы
было сравнение действия этих соединений и
определение концентраций блокаторов, необхо-
димых для полного подавления притока Ca2+ че-
рез ПЗКК L-типа в нейроглиальной культуре
клеток гиппокампа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление культуры нейроглиальных кле-
ток гиппокампа. В экспериментах использовали
нейроглиальную культуру клеток гиппокампа,
выделенного из головного мозга новорожденных
крыс линии Sprague–Dawley. Извлеченный гип-
покамп помещали в холодный раствор Версена и
измельчали при помощи ножниц. Затем фраг-
менты ткани обрабатывали в течение 10 мин при
37°С 1% раствором трипсина. После этого ткань
отмывали холодной средой Neurobasal-A для
инактивации трипсина и аккуратно пипетирова-
ли. Полученную суспензию клеток переносили
на круглые покровные стекла диаметром 25 мм,
предварительно покрытые полиэтиленимином и
помещенные в чашки Петри (диаметром 35 мм).
Затем стекла помещали на 30 мин в CO2-инкуба-
тор для прикрепления клеток, после чего залива-
ли 2 мл среды для культивирования. В качестве
среды для культивирования использовали Neuro-
basal-A, содержащую бессывороточную добавку
B-27, 0.5 мМ глутамина и пенициллин–стрепто-
мицин (1 : 100). Эксперименты проводили на 14–
17 день культивирования.

Регистрация изменений концентрации внутри-
клеточного ионизированного кальция ([Са2+]i). Пе-
ред экспериментом клетки загружали в течение
40 мин при 28°C флуоресцентным двухволновым
Са2+-чувствительным зондом Fura-2 AM (3 мкМ)
в растворе HBSS (Hank`s balanced salt solution),
содержащем (мМ): 156 NaCl, 3 KCl, 2 MgSO4,
1.25 KH2PO4, 2 СаCl2, 10 глюкозы и 10 HEPES;
pH 7.35. Все эксперименты с использованием
данного флуоресцентного зонда проводили в рас-
творе того же состава. Для регистрации измене-
ний [Са2+]i использовали инвертированный мо-
торизованный флуоресцентный микроскоп Leica
DMI6000B (Leica Microsystems, Германия), осна-
щенный высокоскоростной монохромной CCD-
камерой HAMAMATSU C9100, системой высоко-
скоростной смены возбуждающих светофильтров

Leica Ultra-Fast Filter Wheels (время переключе-
ния 10–30 мс). Для съемки использовали объек-
тив Leica HC PL APO 20×/0.7 IMM. В качестве
источника возбуждения флуоресценции исполь-
зовали осветитель Leica EL 6000 с ртутной лампой
высокого давления HBO 103 W/2. Для возбужде-
ния и регистрации флуоресценции Fura-2 ис-
пользовали набор светофильтров FU2 с фильтра-
ми возбуждения BP 340/30 и BP 387/15, светоде-
лителем FT 410 и фильтром эмиссии BP 510/84.
Полученные в двух различных каналах времен-
ные серии изображений обрабатывали в програм-
ме ImageJ. Изменения [Са2+]i (кальциевых отве-
тов) в одиночных клетках определяли из отноше-
ния интенсивности флуоресценции Fura-2 при
возбуждении светом с длиной волны 340 нм к ин-
тенсивности при возбуждении 380 нм. Апплика-
ция KCl (35 мМ) производилась в присутствии
антагонистов NMDA-рецепторов (D-AP5, 10 мкМ),
АМРА/каинатных-рецепторов (NBQX, 10 мкМ) и
блокаторов ПЗКК L-типа (нифедипина, исра-
дипина, верапамила и дилтиазема). Реагенты до-
бавляли путем полной замены среды c помощью
специальной перфузионной системы. Скорость
записи всех серий изображений составляла 1 кадр
в секунду. Все эксперименты выполнены при
температуре 28–30°C.

Статистический анализ и обработка данных.
Для графической обработки данных и статисти-
ческого анализа использовался пакет программ
OriginLab Pro 2016 (OriginLab, Northampton, США)
и Prism GraphPad 8 (GraphPad Software, США).
Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью однофакторного дисперсионно-
го анализа с последующим множественным срав-
нением по методу Тьюки.

Реагенты. В работе использовали: HEPES (Ди-
аэм, Россия), Fura-2 AM (Molecular Probes,
США), бессывороточная добавка B-27, Neurobas-
al-A, трипсин 2.5%, глутамин (Life Technologies,
США), D-АР5, NBQX динатриевая соль (Hello
Bio, Великобритания), дилтиазем, нифедипин,
исрадипин, верапамил, пенициллин–стрептоми-
цин полиэтиленимин (Sigma-Aldrich, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В рамках этой работы проведено сравнение
эффективной дозы полумаксимального ингиби-
рования (IC50) различных блокаторов потенциал-
зависимых кальциевых каналов L-типа в нейро-
глиальной культуре клеток гиппокампа крысы.
Для активации потенциал-зависимых каналов
была использована деполяризация, индуцируе-
мая аппликацией 35 мМ KCl. Поскольку в таких
условиях в ответ на деполяризацию может про-
исходить секреция глутамата, все эксперименты
проводились в присутствии антагонистов NMDA-,
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АМРА- и каинатных рецепторов, чтобы исклю-
чить приток Ca2+ через эти каналы.

Из рис. 1а и 1б видно, что верапамил и дилтиа-
зем дозозависимо снижают амплитуду изменения
[Ca2+]i в ответ на аппликацию KCl во всех нейро-
нах. При этом в обоих случаях максимальное по-
давление наблюдается при концентрации 300 мкМ.
Значительное уменьшение амплитуды кальцие-
вого ответа в случае верапамила отмечается уже
при концентрации 1 мкМ, в то время как дилтиа-
зем заметно снижает амплитуду ответа только в
концентрации 10 мкМ. Несмотря на это, IC50 этих
блокаторов имеют близкие значения, равные
56.4 мкМ для верапамила и 54.2 мкМ для дилтиа-
зема.

В свою очередь, нифедипин и исрадипин не
способны полностью подавлять приток Ca2+, вы-
званный деполяризацией (рис. 1в и 1г). Нифе-
дипин в концентрации 10 мкМ в среднем в 2 раза
снижает амплитуду кальциевого ответа, однако
дальнейшее повышение концентрации не приво-
дит к значимым изменениям. Поскольку у исра-
дипина IC50 для субъединиц CaV1.2 и CaV1.3 нахо-
дится в наномолярном диапазоне, мы использо-
вали более низкие концентрации. Как и в случае
с нифедипином, исрадипин в концентрации 50 нМ
снижает амплитуду кальциевого ответа, однако
более высокие концентрации уже не влияют на
амплитуду ответа. Кроме того, стоит отметить,
что высокие концентрации нифедипина приво-
дят к подъему базового уровня [Ca2+]i в течение
первых секунд воздействия.

На рис. 2а показано, что серия из нескольких
аппликаций KCl не приводит к значительным из-
менениям в амплитуде кальциевого ответа. Та-
ким образом, подавление кальциевого ответа в
экспериментах на рис. 1 обусловлено именно воз-
действием блокаторов, а не связано с какими-ли-
бо клеточными процессами, инициируемыми де-
поляризацией.

Поскольку в наших экспериментах нифе-
дипин и исрадипин даже в высоких концентраци-
ях оказались не способны полностью подавить
кальциевый ответ, мы провели дополнительные
эксперименты, в которых проверили вклад дру-
гих ПЗКК и кальциевого депо – эндоплазматиче-
ского ретикулума (ЭР). Эксперименты показали,
что добавление нифедипина в комбинации с бло-
каторами ПЗКК Т-, N- и P/Q-типа приводит к
практически полному подавлению кальциевого
ответа при аппликации KCl (рис. 2б). Таким обра-

зом, несмотря на то, что ПЗКК L-типа являются
основным источником притока Ca2+ при деполя-
ризации, другие ПЗКК также вносят значитель-
ный вклад в данный процесс. На основании дан-
ного эксперимента можно предположить, что ни-
федипин и исрадипин селективно блокируют
каналы L-типа. Однако поскольку Т-, N- и
P/Q-каналы в сумме вносят значительный вклад
в кальциевый приток при деполяризации, ис-
пользование дигидропиридинов не приводит к
полному подавлению кальциевого ответа при до-
бавке KCl. В свою очередь, верапамил и дилтиа-
зем полностью подавляют кальциевый приток,
по всей видимости, за счет неселективного дей-
ствия на другие ПЗКК.

Вклад депонированного кальция при деполя-
ризации должен быть минимален, поскольку, как
показано на рис. 2в, опустошение ЭР путем до-
бавления ингибитора Са2+-АТP-азы ЭР тапсигар-
гина не приводит к детектируемому подъему
[Ca2+]i в теле нейронов. В астроцитах в ответ на
добавку ингибитора отмечается постепенное уве-
личение [Ca2+]i с последующим выходом на пла-
то. Такая форма кальциевого ответа говорит о
первоначальной мобилизации кальция из ЭР в
ответ на ингибирование АТP-азы и последующей
активации депо-управляемых кальциевых каналов.

Таким образом, из приведенных выше экспе-
риментов можно сделать ряд выводов: 1) деполя-
ризация, индуцируемая KCl, приводит к повыше-
нию [Ca2+]i, которое, в первую очередь, обуслов-
лено притоком Ca2+ через ПЗКК L-типа, а также
притоком через T-, N- и P/Q-каналы; 2) верапа-
мил и дилтиазем полностью подавляют кальцие-
вый ответ, индуцируемый деполяризацией, по
всей видимости, за счет неселективного действия
на другие ПЗКК при высоких концентрациях;
3) нифедипин и исрадипин более селективно по
сравнению с верапамилом и дилтиаземом блоки-
руют ПЗКК L-типа.

ОБСУЖДЕНИЕ
Потенциал-зависимые кальциевые каналы

L-типа экспрессируются множеством типов кле-
ток млекопитающих, включая нейроны различ-
ных отделов мозга и мышечные клетки. Как пра-
вило, в клетках мозга такие каналы состоят из
CaV1.2 и CaV1.3 порообразующих субъединиц [4],
которые определяют фармакологические свой-
ства и проводимость канала. Кроме того, свой-

Рис. 1. Влияние ингибиторов ПЗКК L-типа на кальциевый ответ нейронов, индуцируемый деполяризацией. а, б, в,
г – аппликация KCl (35 мМ) в присутствии антагонистов NMDA-рецепторов (D-AP5, 10 мкМ), АМРА/каинатных ре-
цепторов (NBQX, 10 мкМ) и различных блокаторов ПЗКК L-типа. а', б ', в', г' – диаграммы, отражающие изменение
амплитуды кальциевого ответа на аппликацию KCl в зависимости от концентрации блокаторов L-каналов. Каждая
точка является усредненным ответом по 100 нейронам в отдельном эксперименте. ns – отсутствие статистически до-
стоверного различия. а'', б '' – кривые доза–эффект для верапамила и дилтиазема.
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ства и функции CaV1 каналов во многом зависят
от взаимодействия с различными белками, таки-
ми как AKAP [19], денсин [20], STIM1 [21]. В ней-
ронах эти каналы располагаются преимуществен-
но в постсинаптических терминалях и влияют на
передачу возбуждающего сигнала, участвуя в ак-
тивации кальций-зависимых сигнальных каска-
дов, передающих сигнал в ядро и влияющих тем
самым на транскрипцию генов, вовлеченных в
регуляцию развития нейронов, процессов обуче-
ния и памяти [20, 22–24]. Несмотря на то, что для
изучения ПЗКК активно используются молеку-
лярно-генетические методы, использование раз-
личных блокаторов остается в настоящий момент
одним из основных инструментов для исследова-
ния их функций. Многие из этих соединений уже
с успехом используются в медицине в качестве
одобренных лекарственных препаратов для тера-
пии сердечно-сосудистых и нейродегенератив-
ных заболеваний. Тем не менее функции ПЗКК
на уровне отдельных нейронов, в частности
ПЗКК L-типа, остаются до конца не изученными.

В этой работе мы сравнили действие блокато-
ров ПЗКК из трех групп – фенилалкиламины,
бензодиазепины и дигидропиридины. Как пока-
зали эксперименты, соединения из этих групп
значительно различаются по действию на каль-
циевый ответ нейронов, индуцируемый деполя-
ризацией. Во всех экспериментах для деполяри-
зации мы использовали добавку 35 мМ KCl. При
добавлении избыточного количества K+ во вне-
клеточную среду меняется градиент концентра-
ции этого иона, в результате чего происходит
деполяризация возбудимых клеток. В ответ на
деполяризацию происходит активация потенци-
ал-зависимых каналов, в том числе и ПЗКК, что
вызывает мощный приток Ca2+ в нейроны. Не-
смотря на то, что, согласно литературным дан-
ным, вещества как из групп фенилалкиламинов и
бензодиазепинов, так и из группы дигидропири-
динов способны блокировать не только ПЗКК,
но и другие каналы, в данных условиях такие по-
бочные действия не будут значительно влиять на
кальциевый ответ при добавке KCl. В каждом
эксперименте добавки производились на фоне
антагонистов NMDA-, АМРА-/каинатных ре-
цепторов, что исключает дополнительный при-
ток Ca2+ через ионотропные рецепторы глутама-
та. Таким образом, подобная схема эксперимен-
тов позволяет оценить влияние блокаторов
преимущественно на ПЗКК нейронов в условиях,
приближенных к физиологическим.

Верапамил и дилтиазем способны полностью
подавлять кальциевый ответ, индуцируемый де-
поляризацией. Однако максимальный эффект
достигается при довольно высокой концентра-
ции блокаторов. В свою очередь, соединения из
группы дигидропиридинов не способны полно-

Рис. 2. Вклад кальциевых депо и других ПЗКК в каль-
циевый ответ нейронов. а – Кальциевый ответ нейро-
нов на пять последовательных аппликаций KCl (35 мМ)
в присутствии D-AP5 (10 мкМ) и NBQX (10 мкМ). б –
Кальциевый ответ нейронов на аппликацию KCl
(35 мМ) в присутствии D-AP5 (10 мкМ) и NBQX
(10 мкМ), а также нифедипина (50 мкМ), блокатора
ПЗКК Т-типа ML218 (10 мкМ) и блокатора ПЗКК N-,
P/Q-типа ω-конотоксина MVIIC (1 мкМ). в – Каль-
циевый ответ клеток гиппокампа на аппликацию KCl
(35 мМ) и ингибитора Са2+-АТP-азы ЭР тапсигарги-
на (2 мкМ). Цветом выделены сигналы клеток, отве-
чающих на добавку KCl (нейроны), невозбудимые
клетки (предположительно астроциты) выделены
черным цветом. Во всех экспериментах пауза между
добавками веществ составляла 15 мин.
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стью подавлять кальциевый ответ. Нифедипин и
исрадипин уже в минимальной концентрации
снижают амплитуду кальциевого сигнала при-
мерно в 2 раза, при этом дальнейшее повышение
концентрации не приводит к значительным из-
менениям. Такая разница в действии блокаторов
может объясняться различной селективностью в
отношении к ПЗКК. Как было показано на рис. 2б,
кальциевый приток в тело нейронов при деполя-
ризации определяется не только ПЗКК L-типа.
Таким образом, полное подавление кальциевого
ответа при добавлении верапамила и дилтиазема
достигается за счет неспецифического блокиро-
вания других, не относящихся к L-типу ПЗКК.
Указанный эффект имеет место при высоких
концентрациях блокаторов. В свою очередь, ни-
федипин и исрадипин, по всей видимости, более
селективны по отношению к L-каналам по срав-
нению с другими ПЗКК. Однако поскольку ши-
роко представленные во взрослом гиппокампе
CaV1.3 каналы [25] имеют слабую чувствитель-
ность к дигидропиридинам [26], нельзя утвер-
ждать, что нифедипин и исрадипин полностью
блокируют все ПЗКК L-типа.

Таким образом, нельзя с уверенностью отве-
тить на вопрос, какие именно блокаторы ПЗКК
эффективнее. Скорее всего, выбор того или ино-
го соединения будет зависеть от цели исследова-
ния. В случае, если важна селективность в отно-
шении каналов L-типа, лучше использовать ди-
гидропиридины или другие соединения, но в
минимальных концентрациях. Однако, если не-
обходимо заблокировать большинство ПЗКК,
можно использовать верапамил или дилтиазем в
высоких дозировках.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 19-04-00138.
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The Effectiveness of Various Blockers of L-Type Voltage-gated Ca2+ Channels
in Suppression of KCl-induced Calcium Responses in Hippocampal Neurons
D. P. Laryushkin1, 2, *, S. А. Maiorov1, S. G. Gaidin1, V. P. Zinchenko1, А. М. Kosenkov1
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2Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,

Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
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Voltage-gated L-type calcium channels are expressed by various types of mammalian cells. These channels
are usually located postsynaptically in neurons and are responsible for transmitting the excitatory signal and
activation of Ca2+-dependent signaling cascades. One of the main approaches for studying the functions of
voltage-gated channels is the use of various synthetic blockers. This work aimed to compare four blockers
from three pharmacological groups and determine the concentration required to completely suppress the in-
flux of Ca2+ through L-type channels in cultured hippocampal neurons in response to depolarization in-
duced by the application of KCl. We show that although an increase in intracellular Ca2+ concentration in
response to depolarization is primarily mediated by the entry of Ca2+ through L-type channels, the activation
of other voltage-dependent calcium channels also significantly contributes to Ca2+ influx in this case. In this
regard, nifedipine and isradipine, which, apparently, are more selective in relation to L-channels, approxi-
mately halve the amplitude of the calcium response. In turn, diltiazem and verapamil completely blocked
KCl-induced Ca2+ influx due to non-specific blocking of other non-L-type calcium channels. It should be
noted that the concentration of blockers required for the complete suppression of Ca2+ influx through volt-
age-gated channels was 300 μM in both cases, while the IC50 in the case of diltiazem and verapamil was
54.2 μM and 56.4 μM, respectively. Thus, substances from the dihydropyridine group are preferable to use if
substantial selectivity to L-type channels is required. In turn, high concentrations of verapamil and diltiazem
can be used if it is necessary to block most of the voltage-dependent calcium channels.

Keywords: L-type voltage-gated calcium channels, diltiazem, verapamil, isradipine, nifedipine, neurons, Ca2+
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