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РОЛЬ ПОТЕНЦИАЛ-ЗАВИСИМЫХ КАЛИЕВЫХ КАНАЛОВ В ФОРМИРОВАНИИ 
КЛЕТОЧНОГО ОТКЛИКА НА ЭЛЕКТРИЧЕСКУЮ СТИМУЛЯЦИЮ КЛЕТОК  

В КУЛЬТУРЕ

Аннотация. Применение электрических полей для формирования определенного клеточного отклика находит 
применение в различных областях биологии и медицины. Неоднократно обсуждалась эффективность методов, осно-
ванных на действии электрических полей. Однако отсутствие описания точного механизма действия электрической 
стимуляции на клетки в культуре осложняет процесс разработки протоколов стимуляции. Таким образом, установ-
ление механизма трансдукции сигнала в клетках при действии электрических полей является актуальным. Цель ра-
боты – изучение роли калиевых потенциал-зависимых каналов в формировании клеточного отклика в условиях дол-
говременной электрической стимуляции. Исследования проводили на культуре клеток глиомы С6. Для проведения 
электрической стимуляции использовали импульсное электрическое поле с напряженностью 3–20 В/м с длительно-
стью бифазных импульсов 2 мс и частотой 10 Гц. Для проведения ингибиторного анализа использовали 4-аминопи-
ридин. Установлено, что изменение мембранного потенциала при действии электрического поля происходит при 
участии калиевых потенциал-зависимых ионных каналов. Выявлено, что применение ингибитора калиевых потен-
циал-зависимых ионных каналов частично нивелирует эффекты действия поля. Таким образом, калиевые потенци-
ал-зависимые каналы играют важную роль в процессах трансдукции сигнала в клетках при долговременной элек-
трической стимуляции культуры клеток.
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ROLE OF POTENTIAL-DEPENDENT POTASSIUM CHANNELS IN FORMING THE CELLULAR 
RESPONSE TO THE ELECTRICAL STIMULATION OF CELLS IN THE CULTURE

Abstract. Usage of electric fields for forming a certain cellular response finds application in various fields of biology and 
medicine. The efficiency of the methods based on the electric field action was discussed repeatedly. However, the process of 
developing stimulation protocols is being complicated by the absence of the specification of the precise mechanism of the 
electric stimulation action upon cells in the culture. Thus, the identification of signal transduction mechanism in cells under 
the electric field action is of current interest. The objective of this work is to investigate the role of potassium potential-
dependent channels in forming the cellular response at long-term electrical stimulation. Studies were carried out using glioma 
cells C6. The pulsed electric field with the strength of 3–20 V/m, with 2 ms biphase pulses and with a frequency of 10 Hz was 
used for electric stimulation. 4-Aminopyridine was used for inhibitory analysis. It was shown that the change in the membrane 
potential under the electric field action takes place involving the potassium potential-dependent ion channels. It was revealed 
that the use of a potassium potential-dependent ion channels inhibitor partially levels the field effects. Thus, potassium 
potential-dependent channels play a significant role in the processes of signal transduction in cells at long-term electrical 
stimulation of the culture of cells.

Keywords: electrical stimulation, potential-dependent ion channels, glioma C6, membrane potential, proliferative activity
For citation: kunitskaya y. N., kochetkova Т. A., kavalenka Е. A., Bulai P. M., Pitlik Т. N., Pashkevich S. G., Deni- 

sov A. A., Cherenkevich S. N. Role of potential-dependent potassium channels in forming the cellular response to the electri-
cal stimulation of cells in the culture. Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National Academy of 
Sciences of Belarus, 2019, vol. 63, no. 5, pp. 578–583 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8323-2019-63-5-578-583

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Reports of the National Academy of Sciences of Belarus

https://core.ac.uk/display/301465373?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


 Доклады Национальной академии наук Беларуси. 2019. Т. 63, № 5. С. 578–583 579

Введение. Нормальное развитие клетки сопряжено с регуляцией большого числа сигналь-
ных каскадов. Одну из ключевых ролей для трансдукции сигнала через мембрану выполняют 
ионные каналы [1]. Значительную долю ионных каналов на клеточной мембране многих типов 
клеток составляют калиевые каналы, что отражает их значимость в процессах регуляции кле-
точного цикла. Важную роль играют калиевые потенциал-управляемые каналы при регуляции 
мембранного потенциала клеток [1; 2]. Установлено, что множество клеточных процессов сопря-
жено со сдвигом мембранного потенциала. Неоднократно подтверждалась регуляторная роль из-
менений трансмембранного потенциала в таких процессах, как дифференцировка, клеточная 
пролиферация, миграция. Таким образом, регуляция мембранного потенциала может приводить 
к изменениям функционального состояния клеток, причем данный процесс может быть связан  
с активностью потенциал-зависимых ионных каналов. Следовательно, актуальна разработка ме-
тодов клеточной инженерии, основанных на индукции изменений мембранного потенциала кле-
ток. Одним из таких методов является внешняя долговременная электрическая стимуляция кле-
ток в культуре.

Электрическое поле используется в медицине, например, для проведения электропорации  
и электрофореза. Однако роль электрической стимуляции как первичного универсального мес-
сенджера в процессах клеточной пролиферации и дифференцировки до сих пор исследована не-
достаточно.

Показано, что в условиях электрической стимуляции происходит изменение некоторых 
свойств клеток, таких как пролиферативная активность, адгезивность, мембранный потенциал  
и др. На данный момент установлены в основном клеточные эффекты, вызванные электрической 
стимуляцией при определенных условиях (напряженность поля, длительность воздействия  
и др.), но не сами механизмы действия, что обусловлено наличием большого числа варьируемых 
параметров. Участие и роль потенциал-зависимых ионных каналов в формировании эффекта 
стимуляции практически не исследованы. Например, показано, что эффекты активации гемоци-
тов в результате электрической стимуляции синусоидальными импульсами в условиях ингиби-
торного анализа зависят от типа ингибируемых калиевых потенциал-зависимых каналов [3]. 
Также выдвинуто предположение о том, что экспрессия калиевых потенциал-управляемых кана-
лов является важным показателем чувствительности нейронов к электрической стимуляции [4]. 
Следовательно, является актуальным изучение роли калиевых потенциал-зависимых ионных ка-
налов в формировании клеточного отклика при долговременной электрической стимуляции.

Материалы и методы исследования. При проведении исследований использовали клетки 
крысиной глиомы линии С6 (ATCC® CCL-107™, LGC Standards, Польша). Клетки культивиро-
вали в среде DMEM (Sigma, СШA), содержащей 10 % эмбриональной бычьей сыворотки (Bioclot, 
Германия) и 80 мкг/мл гентамицина. Культивирование проводили в атмосфере, содержащей 
5 % СО2 и 95 % воздуха, при 37 °С.

Электрическое поле для стимуляции формировали с помощью платиновых микроэлектро-
дов, подключенных к программируемому источнику питания. Электроды помещали непосред-
ственно в чашки Петри [5]. 

Напряженность электрического поля составляла 3,3, 6,6 и 20 В/м, подавали одиночные би-
фазные прямоугольные импульсы с длительностью одной фазы 1 мс (суммарная длительность 
импульса – 2 мс), частота следования импульсов – 10 Гц. Запуск электрической стимуляции осу-
ществляли спустя 8 ч после пересева клеток [5–7]. Стимуляцию проводили на протяжении 12 ч. 
Все измерения выполняли в течение 4 ч после окончания стимуляции.

Равновесный трансмембранный потенциал измеряли при комнатной температуре (21–23 °С) 
с помощью метода пэтч-кламп в режиме фиксации токов при использовании усилителя EPC-8 
(Heka Elektronik, Германия). Применяли стеклянные капилляры из боросиликатного стекла 
(Sutter Instrument, США) с сопротивлением 1–2 МОм, изготовленные при помощи пуллера Р-97 
(Sutter Instrument, СШA). В качестве внеклеточного буферного раствора использовали питатель-
ную среду DMEM. Внутриэлектродный раствор для культуры клеток глиомы С6 содержал  
(в ммоль/л): калиевую соль L-аспарагиновой кислоты – 120, NaCl – 10, MgCl2 – 5, ЭДТА – 10, 
HEPES – 5, CaCl2 – 1.
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Для ингибиторного анализа исполь-
зовали 4-аминопиридин (4-aminopy ri di-
ne, 4-AP), являющийся одним из клас-
сических ингибиторов потенциал-зави- 
симых калиевых ионных каналов 
(≥99 %, Sigma, США) [8]. Конечная кон-
центрация 4-AP в культуральной среде 
составляла 1 ммоль/л. 4-AP добавляли 
через 8 ч после пересева клеток (в мо-
мент запуска стимуляции) [5]. Добавле-
ние 4-АР существенно не изменяло рН 
внеклеточной среды при конечной кон-
центрации не более 3 ммоль/л [9].

Результаты и их обсуждение. Ион-
ные каналы цитозольной мембраны 
клеток глиомы С6 в основном представ-
лены потенциал-зависимыми (например, 
kv1.1, kv1.3) и кальций-управляемыми 
калиевыми каналами (kca 1.1) [10; 11]. 
Значительная роль калиевой проводи-
мости и формирования электрохимиче-
ского потенциала для калия в процес-

сах деления клеток неоднократно упоминалась в различных работах. Показано, что мембранный 
потенциал клеток варьирует в ходе клеточного деления [2; 12]. Изменение калиевой проводимо-
сти непосредственно влияет на формирование трансмембранного потенциала. 

Известно, что митотическая фаза клеток характеризуется деполяризацией плазматической 
мембраны, в то время как выход из фазы митоза сопровождается ее гиперполяризацией [2]. Мож-
но предположить, что регуляция мембранного потенциала позволит осуществить регуляцию 
пролиферативной активности клеток, а именно индуцирование гиперполяризации плазматиче-
ской мембраны замедлит переход клеток на стадию деления, в то время как деполяризация мем-

браны приведет к ускорению выхода из 
S-фазы и, соответственно, повысит ско-
рость процесса деления клеток. В свою 
очередь можно предположить, что ин-
дуцированное изменение мембранного 
потенциала обусловлено изменением 
активности потенциал-зависимых ион-
ных каналов, в частности калиевых. 
Для подтверждения данной гипотезы 
проводили ингибиторный анализ кали-
евых потенциал-зависимых ионных ка-
налов посредством 4-АР.

Установлено, что применение инги-
битора калиевых потенциал-зависимых 
каналов сопровождается деполяриза-
цией мембраны, и действие ингибитора 
реализуется за 6 ч с момента его добав-
ления в культуральную среду, как по-
казано на рис. 1. 

Ранее выявили, что в условиях дол-
говременной электрической стимуля-
ции мембранный потенциал клеток из-
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Рис. 1. Изменение мембранного потенциала клеток в контроле  
после добавления ингибитора 4-аминопиридина (4-АР). Конеч-

ная концентрация 4-АР – 1 ммоль/л

Fig. 1. Plasma membrane potential changes in control sample after C6 
glioma cells incubation in the presence of inhibitor 4-Aminopyridine. 

4-АР final concentration is 1 mmol/L
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Рис. 2. Мембранный потенциал клеток глиомы С6  
в присутствии 4-аминопиридина и без него.  
Конечная концентрация 4-AP – 1 ммоль/л

Fig. 2. Plasma membrane potential of C6 glioma cells in the presence 
of inhibitor 4-Aminopyridine and without it. 4-АР final concentration 

is 1 mmol/L
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меняется [5; 13]. Установлено, что при 
электрической стимуляции с напряжен-
ностью поля 3,3 В/м происходила депо-
ляризация плазматической мембраны, 
дальнейшее увеличение напряженности 
поля до 6,6 В/м увеличивало деполяри-
зацию мембраны относительно контро-
ля. Однако электрическая стимуляция  
с напряженностью поля 20 В/м вызыва-
ла гиперполяризацию мембраны (стати-
стическая значимость отличий p > 90 %). 
В присутствии ингибитора эффект 
стимуляции нивелировался (рис. 2)  
и в исследуемой культуре клеток не на-
блюдалось статистически значимых из-
менений мембранного потенциала во 
всех режимах стимуляции. Этот факт 
подтверждает участие калиевых потен-
циал-зависимых ионных каналов в фор-
мировании отклика в культуре глиомы 
С6 на электрическую стимуляцию.

Также была исследована роль кали-
евых потенциал-зависимых ионных каналов в изменениях пролиферативной активности клеток 
в культуре при долговременной электрической стимуляции (рис. 3).

Показано, что действие ингибитора лишь частично снимает эффект электрической стимуля-
ции. Выявлено, что при добавлении 4-АР пролиферативная активность клеток относительно 
контроля снижалась, однако вид зависимости от параметров стимуляции сохранялся. Пролифе-
ративная активность клеток увеличивалась при росте напряженности электрического поля 
вплоть до 6,6 В/м, затем снижалась при напряженности в 20 В/м. Нами предположено, что 
трансдукция сигнала происходит не только с участием калиевых каналов. Установлено, что 
отклик клеток глиомы С6 на электрическую стимуляцию, а именно изменение мембранного 
потенциала клеток, происходит при участии потенциал-зависимых калиевых каналов. На осно-
вании данных литературы о механизмах регуляции внутриклеточной концентрации кальция  
в условиях электрической стимуляции [14] с учетом того, что клеточная мембрана представлена 
также и кальций-управляемыми калиевыми каналами целесообразно акцентировать внимание 
на перспективности исследования вклада кальциевой регуляции в клеточный отклик на внеш-
нюю электрическую стимуляцию в культурах малигнизированных клеток.

Заключение. При выполнении исследований верифицирована гипотеза о том, что баланс 
ионов калия влияет на показатели роста культуры клеток глиомы С6 в условиях воздействия 
внешним электрическим полем. Данные являются обоснованием новых подходов к регуляции 
процессов формирования нейронных сетей, планируемых к применению в трансплантологии,  
с целью минимизировать риски развития опухолевого процесса.
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