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Натрий-кальциевый обменник (NCX) имеет большое значение в поддержании внутриклеточного
кальциевого баланса нейронов и является регулятором глутаматергической синаптической переда-
чи. Дисфункции NCX связаны с развитием разнообразных нейродегенеративных и психических за-
болеваний, а фармакологические агенты, модулирующие NCX (специфические антагонисты, алло-
стерические модуляторы, ионы лития и др.), рассматриваются в качестве потенциальных лекар-
ственных препаратов. Тем не менее, действие селективных блокаторов обменника и ионов лития на
электрогенный транспорт NCX в нейронах ранее не изучалось. В настоящем исследовании методом
patch-clamp регистрации трансмембранных токов в нейронах неокортекса в первичной культуре и в
клетках линии HEK293 мы исследуем влияние селективных антагонистов NCX – KB-R7943 и SN6
на вольт-амперные характеристики (ВАХ) клеток, а также изучаем эффект ионов лития как не-
транспортируемого субстратного ингибитора NCX на генерируемые NCX транспортные токи.
В нейронах коры транспортный ток, создаваемый NCX, вносит вклад в ВАХ нейронов, который
можно выявить при ингибировании NCX блокаторами KB-R7943 и SN6. При использовании пипе-
точного раствора, не содержащего Ca2+ ([Ca2+]i < 100 нМ), можно регистрировать выходящий
транспортный ток обменника только в обратном режиме работы при деполяризации нейронов, но
не в прямом режиме работы при потенциале покоя. Пипеточный раствор с высоким содержанием
свободного Ca2+ ([Ca2+]i > 1000 нМ) позволяет смоделировать условия, требующие активации NCX,
и выявлять прямой режим работы NCX при отрицательных значениях мембранного потенциала.
Замена Na+ на Li+ во внеклеточном растворе подавляет транспортный ток NCX как в нейронах, так
и в клетках HEK293. Однако в отличие от HEK293, на нейронах замена свыше 50% Na+ на Li+ во
внеклеточном растворе приводит к ингибированию не только NCX, но и других натрий-зависимых
электрогенных транспортных механизмов, что сопровождается падением входного сопротивления,
существенно затрудняя выявление транспортных токов, создаваемых NCX. Таким образом, здесь
мы демонстрируем возможность прямого изучения особенностей транспорта NCX и его фармако-
логических характеристик на нейронах и HEK293 клетках.
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ВВЕДЕНИЕ
Основной вклад в процесс выведения кальция

из нейронов и глиальных клеток в центральной
нервной системе вносит натрий-кальциевый об-
менник (NCX) плазматической мембраны. Дис-
функции NCX вовлечены в патогенез разнооб-
разных нейродегенеративных и психических за-
болеваний: инсульта и ишемии [1–3], различных
форм склероза [4, 5], болезни Альцгеймера [6],
эпилепсии [7], нейропатической боли [8] и дру-
гих. Различные изоформы NCX экспрессированы

в плазматической мембране большинства живых
клеток, где они осуществляют транспорт кальция
путем обмена одного иона Ca2+ на три иона Na+ за
счет натриевого градиента плазматической мем-
браны [9]. Такая стехиометрия объясняет элек-
трогенность, так как за один транспортный цикл
переносится 1 положительный заряд (число пере-
носа для Na+ = 1). В нейронах в основном экс-
прессируются изоформы NCX1 и NCX3 [10].
NCX3, в отличие от NCX1, может функциониро-
вать в отсутствии ATP [11], что увеличивает выжи-
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ваемость нейронов при ишемическом падении
уровня ATP и стрессе, вызываемом гиперактива-
цией глутаматом [12]. Существует также калий-
зависимый натрий-кальциевый обменник (NCKX),
изоформы которого экспрессируются некоторы-
ми подтипами нейронов (см. обзор [13]). Вклад
NCKX в транспорт кальция особенно заметен в
нейронах сетчатки, мозжечка и гиппокампа, но
незначителен в нейронах коры [13, 14]. Кроме то-
го, NCKX нечувствителен к действию селектив-
ного блокатора NCX KB-R7943 (KBR), поэтому
его ток в нейронах нельзя выявить с помощью
этого блокатора [15].

В нормальных условиях NCX выводит кальций
из цитоплазмы наружу клетки (прямой режим ра-
боты) и генерирует входящий ток. При падении
натриевого градиента (повышение внутриклеточ-
ной концентрации Na+) NCX переходит в обрат-
ный режим работы, закачивая кальций в клетку, и
создает выходящий трансмембранный ток.

Распространенным модельным объектом для
изучения функций NCX являются кардиомиоци-
ты как клетки с чрезвычайно высокой конститу-
тивной экспрессией обменника [16]. Транспорт-
ный ток NCX ингибируется ионами никеля [17].
Большинство электрофизиологических работ вы-
полнено на кардиомиоцитах или в искусственных
системах с гиперэкспрессией заданных изоформ
NCX: HEK293 [18], CCL39 [19], BHK [20] клетках.
Имеются единичные публикации, в которых изу-
чались вольт-амперные характеристики (ВАХ)
транспортных токов NCX, нативно экспрессиро-
ванного нейронами гиппокампа [21, 22] или ко-
ры [1]. В этих работах авторы применяли неспе-
цифические ингибиторы NCX – никель, ифен-
продил и Ro 25-6981, а не селективные блокаторы
подобные KBR или SN6.

Влияние KBR и лития на функционирование
NCX в нейронах представляет большой интерес,
поскольку ранее было показано, что KBR [23],
а также ионы лития [24] непрямым образом
усиливают кальций-зависимую десенситизацию
NMDA-рецепторов, по-видимому, за счет подав-
ления работы NCX, колокализованного с рецеп-
торами в мембранных плотиках [24, 25]. При этом
литий используется в настоящее время как лекар-
ственный препарат для терапии нервных и психи-
ческих расстройств [26]. Имеются эксперимен-
тальные данные, что KBR способен подавлять
вызываемую 4-аминопиридином эпилептиформ-
ную активность в коре мозга крыс [27]. Сходным
кальций-зависимым эффектом на NMDA-рецеп-
торы обладают также и другие потенциальные
модуляторы NCX, в частности этанол [28] и амит-
риптилин [29]. Таким образом, управляя уровнем
примембранного внутриклеточного кальция,
NCX способен модулировать функционирование

возбуждающей глутаматергической синаптиче-
ской передачи в нервной системе.

Ингибиторы NCX, в частности KBR, одинако-
во эффективно блокируют как обратный, так и
прямой режим работы обменника [16]. В отсут-
ствие активной генерации потенциалов действия
концентрация внутриклеточного кальция в ней-
ронах не достигает порога активации NCX (cм.
обзор [30]). В связи с этим применение ингибито-
ров NCX позволяет выявлять только ток, соответ-
ствующий обратному режиму работы обменника.
Для выявления прямого режима работы NCX тре-
буется загрузка кальция в цитоплазму в качестве
субстрата для транспорта [1, 16] и снижение кон-
центрации внеклеточного кальция [16].

Следует отметить, несмотря на значение NCX
в поддержании внутриклеточного Ca2+-баланса
нейронов и возможное применение его антагони-
стов в качестве лекарственных препаратов, дей-
ствие селективных блокаторов NCX и ионов ли-
тия на его электрогенный транспорт в нейронах
ранее не изучалось. Учитывая ключевую роль
регуляции внутриклеточного Ca2+ в мембранных
микродоменах нейронов для функционирования
синаптической передачи и десенситизации
NMDA-рецепторов, прямое измерение транс-
портного тока NCX в нейронах представляет
большой интерес. В настоящем исследовании на
нейронах коры и HEK293 клетках мы выявляем
трансмембранные токи, создаваемые NCX в
клетках культуры ткани, с использованием селек-
тивных ингибиторов обменника KBR и SN6, а
также различных концентраций ионов лития как
нетранспортируемого субстратного ингибитора
NCX [31].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводили на первичной куль-

туре нейронов коры большого мозга, полученно-
го из эмбрионов крыс линии Вистар [32]. На 16–
17 день пренатального развития (E16–E17) выде-
ляли ткань неокортекса и культивировали при
37°C и 5% CO2 в питательной среде Neurobasal
(Invitrogen, США) c ростовой добавкой B-27 (Invi-
trogen) на покровных стеклах, покрытых поли-D-
лизином.

Часть экспериментов выполняли на культуре
клеток HEK293, которые высаживали на стекла,
покрытые поли-L-лизином, как было описано
ранее [33, 34].

Эксперименты на нейронах проводили на 10–
14 день культивирования, а опыты на клетках
HEK293 через сутки культивирования. В опытах
применяли внеклеточный раствор следующего
состава (мМ): NaCl 144, KCl 2.8, HEPES 10, CaCl2 1,
MgCl2 1 (pH 7.2–7.4, доводили NaOH). Кроме того,
во внеклеточный раствор добавляли нифедипин
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10 мкМ и тетродотоксин 100 нМ для блокады
кальциевых и натриевых потенциал-чувствитель-
ных каналов. В ряде экспериментов применяли
внеклеточный раствор, в котором NaCl был заме-
нен на LiCl в эквимолярных количествах для суб-
стратного ингибирования работы NCX. Исполь-
зовали два пипеточных раствора: (1) без добав-
ления кальция и (2) с высоким содержанием
свободного кальция ([Ca2+]i > 1000 нМ), чтобы
обеспечить внутриклеточный субстрат для рабо-
ты NCX в прямом режиме работы. Раствор (1)
следующего состава (мМ): CsF 120, CsCl 10,
HEPES 10, EGTA 10, ATP-Na 2 (pH 7.2–7.4, дово-
дили с помощью CsOH). Ожидаемая внутрикле-
точная концентрация свободного кальция <100 нМ.
Раствор (2) следующего состава (мМ): CsF 120,
CsCl 10, HEPES 10, EGTA 10.5, CaCl2 10, ATP-Na 2
(pH 7.2–7.4, доводили с помощью CsOH). Вычис-
ленная концентрация свободного кальция в рас-
творе (2) составляла 1240 нМ (MAXCHELATOR
software by Chris Patton). В пипеточном растворе
обязательно присутствовала ATP, необходимая
для работы NCX (см. обзор [30]). Эксперимен-
тально измеренный [35] жидкостный потенциал
между внеклеточным и пипеточным раствором
(liquid junction potential, LJP) составил около 10 мВ.
Данные в статье приведены с учетом коррекции
на LJP.

Используя протоколы плавного пилообразно-
го (ramp-протокол) и скачкообразного (step-про-
токол) изменения мембранного потенциала (Vm),
измеряли ВАХ клеток. Регистрацию трансмем-
бранных токов нейронов проводили методом
patch-clamp в конфигурации “целая клетка” с ис-
пользованием стеклянных микропипеток (Sutter
BF150-86-10) с сопротивлением кончика 4–6 МОм.
Регистрацию токов осуществляли при помощи
усилителя MultiClamp 700B (Molecular Devices,
США) с системой сбора данных DigiData 1440A
под управлением программы pClamp 10. Быструю
смену внеклеточного раствора проводили систе-
мой быстрой локальной перфузии с многоканаль-
ным кончиком, расположенным в 300–500 мкм
от сомы регистрируемого нейрона.

Для сравнения групп, состоящих из несколь-
ких опытов, применяли парный критерий Стью-
дента. Группы измерений считали достоверно
различающимися при уровне доверительной ве-
роятности p < 0.05. На графиках звездочками по-
казаны различные уровни статистически значи-
мых различий: *p < 0.05, **p < 0.01.

Для выявления токов NCX применяли его спе-
цифические блокаторы (Tocris, Великобритания):
KB-R7943 (KBR, 2-[2-[4-(4-нитробензилокси)фе-
нил]этил]изотиомочевина метан сульфонат) и SN6
(2-[[4-[(4-нитрофенил)метокси]фенил]метил]-4-
тиазолидинкарбоксиловая кислота этиловый эфир).

Остальные реактивы поставлены Sigma-Aldrich,
США.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для выявления токов NCX в нейронах приме-

няли селективные ингибиторы KBR или SN6 в
концентрации 10 мкМ, заведомо и многократно
превышающие значения IC50 ингибирования об-
менника. Применяли пипеточный раствор (1), не
содержащий кальция. Запись ВАХ нейрона в кон-
фигурации целой клетки в диапазоне от –100 до
+60 мВ (рис. 1а) показала обратимое уменьшение
тока при аппликации и последующей отмывке
обоих ингибиторов (рис. 1б). Разница токов (a – b)
в контроле и в присутствии ингибиторов (рис. 1в)
соответствовала вкладу транспортного тока, пе-
реносимому NCX, в ВАХ нейронов. Усредненные
по нескольким нейронам значения токов NCX
выявили одинаковый эффект KBR и SN6. Наи-
большая величина ингибирования тока NCX вы-
являлась при положительных потенциалах, а по-
тенциал реверсии составил Vrev ≈ –30 мВ.

KBR и SN6 считаются ингибиторами обратно-
го режима работы NCX, наблюдаемого при поло-
жительных потенциалах, что соответствует выхо-
дящему току обменника и входу кальция в цито-
плазму. Однако при использовании обычного
пипеточного раствора, не содержащего кальций,
при отрицательных мембранных потенциалах NCX
испытывает дефицит внутриклеточного субстра-
та, т.е. ионов Ca2+, для транспорта во внеклеточ-
ное пространство. В результате в наших экспери-
ментах ингибирование транспортного тока NCX
при Vm < Vrev в 5–30 раз слабее, чем при Vm > Vrev.

Для того чтобы выявить прямой режим работы
обменника, нами был использован пипеточный
раствор (2) с расчетной концентрацией свободно-
го кальция >1000 нМ, что многократно превыша-
ет Kd связывания кальция обменником (~200 нМ
для NCX1, [36]) (рис. 2а). При использовании
бескальциевого внутриклеточного раствора на-
блюдается изгиб ВАХ ингибирования обменника
при отрицательных значениях Vm (рис. 2б), а в
присутствии высокой концентрации внутрикле-
точного кальция KBR демонстрирует приблизи-
тельно одинаковую степень ингибирования тока,
создаваемого NCX, при положительных и отри-
цательных мембранных потенциалах. Таким об-
разом, повышение цитоплазматического кальция
позволяет выявить прямой транспортный ток NCX
при отрицательных значениях Vm.

Еще одним способом ингибирования работы
NCX является замена ионов Na+ во внеклеточном
растворе на ионы Li+, которые не транспортиру-
ются обменником [31]. Частичная 15% замена
Na+ на Li+ ингибировала трансмембранный ток,
демонстрируя ВАХ ингибированного тока, сход-
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ную с таковой у NCX по форме и величине потен-
циала реверсии (рис. 3а). Однако ВАХ тока, инги-
бируемого более высокими концентрациями ли-
тия 50 и 100%, демонстрировали отсутствие тока
или вход тока при положительных потенциалах
мембраны, что не соответствует работе NCX. По-
видимому, это связано с тем, что в нейронах вне-
клеточный Li+ ингибирует все натрий-зависимые
процессы, включая транспортеры нейромедиато-
ров, и сопровождается неквантовым освобожде-
нием глутамата [37]. При этом затруднено выяв-
ление транспортных токов NCX из-за падения
входного сопротивления клеток. Для того чтобы
оценить, является ли ток, ингибируемый литием,
током NCX хотя бы при 15% замене Na+ на Li+,
мы сравнили эффект KBR в контроле и в присут-
ствии 15% Li+. В отсутствие Li+ KBR ингибировал
ток, создаваемый NCX, на ~60 и ~130 пА при мем-
бранных потенциалах –70 и +50 мВ соответ-

ственно. Однако в присутствии 15% Li+ KBR ин-
гибировал ток только на ~13–15 пА при тех же
мембранных потенциалах (рис. 3б). Таким обра-
зом, ингибирование KBR тока NCX в присут-
ствии Li+ многократно ослабевает, что говорит в
пользу ингибирования литием тока NCX.

При использовании протокола плавного изме-
нения командного потенциала (ramp-протокола)
возникает вопрос о том, достигает ли ток обмен-
ника равновесия при каждом конкретном потен-
циале. Применение другого экспериментального
протокола (step-протокола), в котором трансмем-
бранные токи измеряли не при плавном измене-
нии командного потенциала, а при использова-
нии ступенек напряжения длительностью 200 мс
и с шагом в 20 мВ от +60 до –120 мВ (рис. 3в) дает
обменнику достаточное время для достижения
равновесия. Сходные методики регистрации ВАХ

Рис. 1. Вольт-амперные характеристики (ВАХ) нейронов коры, полученные при плавном изменении мембранного по-
тенциала в контроле и при ингибировании тока обменника специфическими блокаторами. а – Экспериментальный
протокол изменения командного потенциала от –100 до +60 мВ. б – ВАХ трансмембранных токов при применении
командного потенциала (а), зарегистрированные в контроле (Кон.), в присутствии KBR (10 мкМ) или SN6 (10 мкМ)
и после отмывки ингибиторов (Отм.). в – Получение ВАХ NCX как разности токов (a – b) в отсутствие (а) и присут-
ствии (b) во внеклеточном растворе ингибиторов NCX. г – Наложение средних ВАХ транспортных токов NCX, полу-
ченных из нескольких опытов: KBR (n = 6), SN6 (n = 6). Области с заливкой иллюстрируют стандартную ошибку сред-
него.
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ионных каналов широко применялись ранее, на-
пример, на астроцитах [38].

При использовании step-протокола были по-
лучены ВАХ (рис. 3г), не отличающиеся от ВАХ,
полученных с использованием ramp-протокола,
как по форме, так и по величине потенциала ре-
версии (Vrev ramp: –22 ± 4 мВ, n = 5; Vrev step: –19 ± 5,
n = 6). Совпадение результатов указывает на ра-
циональность использования обоих методов в на-
ших экспериментах.

Вероятнее всего, на нейронах в условиях заме-
ны половины или всего внеклеточного Na+ на Li+

трудно выявить транспортный ток, соответству-
ющий NCX, на фоне токов других натрий-зави-
симых обменников и ионных каналов. Таким об-
разом, несмотря на ингибирование NCX литием,
измерение токов NCX с его помощью в нейронах
методически проблематично.

Для количественной оценки ингибирования
тока NCX литием были использованы клетки ли-
нии HEK293 (рис. 4), обладающие достаточно
высокой нативной экспрессией NCX1 [39], но не
имеющие большинства натрий-зависимых об-
менников и ионных каналов, присущих нейро-
нам. С использованием внутриклеточного рас-

твора (2) с высоким содержанием Ca2+ мы прове-
ли измерение ВАХ тока, ингибируемого литием
при использовании возрастающих концентраций
лития (15, 50 и 100%) (рис. 4а). Степень ингиби-
рования трансмембранного тока была пропорци-
ональна концентрации ионов лития, а потенциал
реверсии тока составил примерно –25 мВ (рис. 4б).
При сравнении средних значений амплитуды ин-
гибированных токов обменника при Vm = +50 мВ
блокатором KBR и 100% заменой Na+ на Li+ (рис. 4в)
достоверно не различалась (рис. 4г). При этом
15% замена Na+ на Li+ ингибировала ток обмен-
ника приблизительно наполовину от полного ин-
гибирования (**p = 0.003, n = 4), так как KBR вы-
зывал дополнительное ингибирование на фоне
15% Li+ (*p = 0.04, n = 4) (рис. 4в, 4г). На фоне
100% замены Na+ на Li+ дополнительного инги-
бирования тока при действии KBR не наблюда-
лось (рис. 4в, 4г), что говорит о полном ингибиро-
вании NCX в отсутствие внеклеточного Na+.

ОБСУЖДЕНИЕ
В исследовании на нейронах коры мы показа-

ли, что регистрация трансмембранных токов в
нейронах позволяет выявлять транспортные токи

Рис. 2. Вольт-амперные характеристики (ВАХ) транспортных токов NCX нейронов коры, полученные при ингибиро-
вании тока обменника 10 мкМ KBR. a – ВАХ нейронов, зарегистрированные в контроле (a) и в присутствии KBR (b)
при использовании пипеточного раствора без кальция (слева) и пипеточного раствора с содержанием свободного
кальция >1000 нМ (справа). Разница токов a – b характеризует транспортный ток NCX, ингибируемый блокатором.
б – Наложение средних ВАХ обменника, полученных из нескольких опытов для пипеточных растворов с низким
([Ca2+]i < 100 нМ, n = 8) и высоким ([Ca2+]i > 1000 нМ, n = 5) содержанием свободного кальция. Области с заливкой
иллюстрируют стандартную ошибку среднего.
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NCX при использовании селективных блокато-
ров последнего, в частности KBR и SN6. Различ-
ные методики применения командного потен-
циала – плавное (ramp-протокол) и ступеньки
напряжения (step-протокол), демонстрируют оди-
наковую картину ВАХ транспортных токов об-
менника, несмотря на то что step-протокол дает
обменнику больше времени для достижения рав-
новесия. Если бы при применении ramp-прото-
кола создаваемый обменником транспортный
ток не достигал равновесия, мы наблюдали бы
разницу ВАХ NCX между ramp- и step-протокола-
ми. Такого расхождения не обнаружено.

Из уравнения потенциала реверсии NCX: Vrev =
= RT/F(3ln([Na+]out/[Na+]in) – ln([Ca2+]out/[Ca2+]in)),
учитывая [Na+] = 2 мМ в пипеточном растворе и
предполагая [Ca]in = 100 нМ, можно было бы
ожидать значительного сдвига Vrev в область поло-

жительных потенциалов: Vrev = 25 мВ(3ln(144/2) –
‒ ln(1/0.000100)) = +90 мВ. Однако эксперимен-
тально измеренный потенциал реверсии был в
районе –30 мВ. Вероятно, это связано с отсут-
ствием полного диализа цитоплазмы и суще-
ственной разницей между концентрацией ионов
в пипеточном растворе и в примембранной обла-
сти. В частности, даже при [Na+] = 2 мМ в пипе-
точном растворе, его вычисленное значение в
примембранной области цитоплазмы может со-
ставлять около 17 мМ [40].

При использовании обычного пипеточного
раствора без кальция можно выявить ток обмен-
ника только в обратном режиме работы (выход
натриевого тока и вход кальция). Пипеточный
раствор с высоким (>1000 нМ) содержанием сво-
бодного кальция позволяет смоделировать усло-
вия, требующие активации NCX и выявлять пря-

Рис. 3. Вольт-амперные характеристики (ВАХ) ингибирования литием натрий-зависимых транспортных токов, полу-
ченные на нейронах с применением различных протоколов при разных концентрациях внеклеточного лития. а –
Усредненные ВАХ (n = 5) тока, ингибируемого в отдельном нейроне различными концентрациями лития. Вставка де-
монстрирует ramp-протокол применения командного потенциала. б – Усредненные ВАХ (n = 5) тока, ингибируемого
15% литием и 15% литием в присутствии 10 мкМ KBR, полученные при применении протокола (а). в – Протокол из-
менения командного потенциала ступеньками напряжения (step-протокол) и пример токов, ингибируемых различ-
ными концентрациями лития. г – Средние значения (n = 6) токов, ингибируемых в нейронах различными концентра-
циями лития, полученные при применении протокола (в).
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мой режим работы NCX при потенциале покоя
менее –70 мВ.

Мы не наблюдали значительного изменения
потенциала реверсии NCX при многократном
увеличении концентрации кальция в пипеточном
растворе, что вероятно объясняется тем, что для
сохранения постоянства Vrev многократное увели-
чение [Ca2+]in может быть скомпенсировано фи-
зиологически нормальным увеличением [Na+]in.

При работе на нейронах частичная 15% замена
внеклеточного Na+ на Li+ вызывает ингибирова-
ние тока обменника, что уменьшает эффектив-
ность KBR. Однако концентрация ионов лития
>15% вызывает ингибирование также других
электрогенных натрий-зависимых обменников и
ионных каналов, токи которых суммируются с
током обменника, что не позволяет измерять
транспортный ток NCX в “чистом” виде.

Рис. 4. Вольт-амперные характеристики (ВАХ) транспортных токов NCX, нативно экспрессированного клетками
HEK293, полученные при ингибировании обменника различными концентрациями лития. Использован пипеточный
раствор с концентрацией свободного кальция >1000 нМ. а – Протокол изменения командного потенциала ступень-
ками напряжения (step) и пример токов, ингибируемых различными концентрациями лития. б – Средние значения
токов, ингибируемых в нейронах различными концентрациями лития, полученные при применении протокола (а)
(n = 5). в – Пример ВАХ токов, ингибируемых в отдельной клетке при применении 10 мкМ KBR, 100% и 15% замены
Na+ на Li+ (левая панель), а также при применении KBR на фоне 15% или 100% замены Na+ на Li+ (правая панель).
г – Средние значения амплитуды токов, ингибируемых KBR или Li+ при мембранном потенциале +50 мВ. Статисти-
ческие различия групп по критерию Стьюдента (**p = 0.003, n = 4; *p = 0.04, n = 4).
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Клетки HEK293 не экспрессируют большин-
ство присущих нейронам натрий-зависимых об-
менников (NCKX, транспортеры глутамата EAAT,
транспортеры ГАМК) или ионных каналов
(ионотропные рецепторы медиаторов, потенци-
ал-зависимые натриевые и кальциевые каналы).
На этих клетках частичная замена Na+ на Li+ во
внеклеточном растворе вызывала ингибирование
тока NCX. При этом степень ингибирования бы-
ла прямо пропорциональна внеклеточной кон-
центрации ионов Li+. Полная 100% замена Na+ на
Li+ ингибировала ток обменника полностью, по-
этому добавление KBR не вызывало дополни-
тельного ингибирования. Напротив, 15% замена
Na+ на Li+ частично ингибировала ток NCX, так
что на фоне 15% [Li+] KBR вызывал дополнитель-
ное ингибирование.

Ранее нами было показано, что KBR и Li+ вы-
зывают значительное уменьшение токов через
NMDA-рецепторы за счет усиления кальций-за-
висимой десенситизации последних [23, 24]. При
этом сами по себе KBR и Li+ не вызывали ингиби-
рования токов рецепторов в отсутствие внекле-
точного кальция. Полумаксимальные эффектив-
ные концентрации ингибирования NMDA-ре-
цепторов KBR (5.3 мкМ) [23] и Li+ (32% замена
Na+ на Li+) [24], измеренные в присутствии 1 мМ
Ca2+, соответствуют полумаксимальным эффек-
тивным концентрациям ингибирования этими
веществами NCX. Это подтверждает большое
функциональное значение NCX в модуляции
функций рецепторов, подверженных кальций-за-
висимой десенситизации.

Таким образом, замена Na+ на Li+ во внекле-
точном растворе позволяет эффективно ингиби-
ровать токи NCX как в нейронах, так и в клетках
HEK293. Следует отметить, что нативные HEK293
клетки являются хорошим объектом для исследо-
вания NCX, так как их ВАХ имеют значительный
компонент, обеспечиваемый транспортными то-
ками. В отличие от HEK293, на нейронах замена
Na+ на Li+ ингибирует не только NCX, но и дру-
гие электрогенные транспортные механизмы, что
затрудняет выявление транспортных токов NCX.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.
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Effects of Lithium and Selective Inhibitors of Sodium-calcium Exchanger
on Its Transport Currents in Neurons and HEK293 Cells

S. I. Boikov1, N. N. Shestakova1, S. M. Antonov1, D. A. Sibarov1, *
1Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,

St. Petersburg, 194223 Russia

*e-mail: dsibarov@gmail.com

The sodium-calcium exchanger (NCX) is essential in maintaining the intracellular calcium balance in neu-
rons and is a regulator of glutamatergic synaptic transmission. NCX dysfunction is implicated in various neu-
rodegenerative and mental illnesses, while pharmacological agents modulating NCX (specific antagonists,
allosteric modulators, lithium ions, etc.) are considered potential drugs. However, the effects of the exchanger
selective blockers or lithium ions on the electrogenic transport of NCX in neurons have not been previously
studied. In this work, using a patch-clamp recording of transmembrane currents in neocortical neurons in
primary culture and HEK293 cells, we investigated the effects of the selective NCX antagonists KB-R7943
and SN6 on the current-voltage characteristics (I-V) of the cells. Also, we examined the influence of lithium
ions, a non-transportable NCX substrate, on the NCX transport currents. We show that in cortical neurons,
transport current generated by NCX contributes to neuronal I-V, which can be detected when NCX is inhib-
ited by KB-R7943 or SN6. When using a Ca2+-free pipette solution ([Ca2+]i < 100 nM), the exchanger trans-
port current can be recorded only in its reverse mode of operation when neurons are depolarized but not in
the forward mode of operation at resting potential. Pipette solution with high content of free Ca2+ ([Ca2+]i >
1000 nM) creates the conditions that require NCX activation, allowing forward operating mode of NCX at
negative membrane potentials. However, in neurons, unlike HEK293, replacing more than 50% Na+ by Li+

in the extracellular solution inhibits NCX and other sodium-dependent electrogenic transport mechanisms,
which is accompanied by a drop in the input resistance and considerably complicates the detection of trans-
port currents generated by NCX. Thus, we demonstrate the possibility of a direct study of NCX transport fea-
tures and pharmacological characteristics in neurons and HEK293 cells.

Keywords: sodium-calcium exchanger, calcium, neurons, lithium, KB-R7943, SN6, patch-clamp, neurons,
HEK293 cells
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