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Резюме. Гипервозбуждение нейронов  нередко наблюдается при патологиях, 

связанных с нарушением их кальциевого гомеостаза (гипераммониемия, эпилепсия, 

инсульт, и другое).  Это меняет множество биохимических процессов в клетке, и 

нередко приводит к ее апоптозу. Для предупреждения такой гибели часто 

используется стратегия нормализации кальциевого гомеостаза путем воздействия 

на ионные токи (в т.ч. блокаторами).  

Цель. Выявить: может ли подавление  калиевого тока замедленного выпрямления 

устранить кальциевый дисгомеостаз, вызванный гиперактивацией нейронов. 

Материал и методы. Прижизненная флуоресцентная конфокальная микроскопия 

нейроглиальных культур. 

Результаты. Было показано, что блокатор калиевого тока замедленного 

выпрямления, зависимого от внутриклеточного рН, AM-92016 (3 мкМ) полностью 

нивелировал колебания концентрации внутриклеточного кальция, вызванные 8 мМ 

NH4Cl (модель гиперактивности нейронов). При этом повышение базального 

уровня кальция не устраняется посредством AM-92016. Кроме того, AM-92016 (15 

мкМ) внесенные до аппликации NH4Cl (8 мМ) полностью отменяли гиперактивное 

состояние.  Стоит отметить, что AM-92016 даже при существенно больших 

концентрациях (10мкМ) не влияет на частоту спонтанных осцилляций 

внутриклеточного кальция и слабо воздействует на их амплитуду, что в 

сопоставлении с результатом действия AM-92016 на фоне NH4Cl 8 мМ указывает 

на влияние гиперактивности в отношении исследуемых токов. 

Заключение. Эти результаты обосновывают дальнейшее исследование каналов, 

связанных с калиевым током замедленного выпрямления в качестве 

предполагаемой терапевтической мишени при гипераммониемии и иной 

гиперактивности нейронов. 

Перспективы переноса лабораторных данных в клинику. Поскольку в 

представленных экспериментах на фоне спонтанной активности наблюдается 

возможность поэтапного и постепенного снижения осцилляторной активности, то и 

для патологических состояний клеток в культуре  предполагается возможность 

подобрать концентрации АМ-92016 для тонкой регуляции колебаний.  Если это 

реализуемо, то необходимо исследование на живых крысах (мышах и др.) в 

моделях гипераммониемии, инсульта, или судорожной активности. Вероятное  

применение в ветеренарии. По результатам этого производится планирование 

исследований с информированным согласием. 

Ключевые слова: К+-ток замедленного выпрямления, «гиперактивность нейронов, 

гипераммониемия, зависимые от внутриклеточного pH ионные каналы, 

внутриклеточный Ca2
+, глутаматная токсичность. 

 

Актуальность. Кальциевый гомеостаз в нервных клетках может быть нарушен 

при их гипервозбуждении. Такие явления в нейронах и астроцитах нередко 

наблюдаются при патологиях, связанных с глутаматной токсичностью 

(гипераммониемия, эпилепсия, инсульт, нейродегенеративные заболевания, травмы 

мозга и др.) [1-9]. Динамика внутриклеточных ионов кальция ([Ca2+]i) является 

мощным регуляторным фактором для сотен биохимических реакций [10]. При ее 

нарушении, ведущей к избыточному уровню [Ca2+]i, или Ca2+-перегрузке наблюдается 
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апоптотическая смерть нейронов [11]. Длительная деполяризация нейронов, 

поддерживающая их гиперактивацию является одним из ключевых процессов, 

ведущих к долговременно повышенному уровню [Ca2+]i[12]. Такое состояние 

многократно описано для клеток в качестве сопутствующих причин их смерти при 

глутаматной токсичности, опосредованной активацией NMDA-рецептора. При этом 

регистрируется повреждение цитоскелета, вызванное активацией [Ca2+]i-зависимых 

протеаз (кальпаинами и др.), рост уровня АФК, митохондриальная дисфункция, 

апоптоз. [13-16]. В этой связи, одной из перспеспективных стратегий предупреждения 

клеточной смерти является устранение гиперактивности.  

Так же деполяризация создает дополнительные риски из-за увеличения 

потребности мозга в энергии, которая повышает синтеза аденозинтрифосфата (АТФ), 

что так же является кальций-зависимым процессом.[17] Принципиально, что 

потребление АТФ в мозге во время волн деполяризации становиться существенно 

превышающим его производство. Например, это зарегистрировано при глюкозно-

кислородной депривации, где в промежутках между волнами деполяризации 

потребление АТФ не велико, но во время их генерации резко возрастает [18]. Коллапс 

энергетического профицита АТФ особенно актуален для гипераммониемии, где 

токсикологическое воздействие NH3/NH4+ на мозг может длиться несколько суток.  

Кроме того, деполяризации нейронов при названных патологиях сопутствует 

явление внутриклеточного ацидоза [19-21]. Оно может являться одной из причин 

развития деполяризационных сдвигов нейронов, поскольку существует ряд ионных 

каналов (или регистрируемых токов) зависимых от понижения внутриклеточного рН 

([рН]i). Поэтому использование блокаторов или агонистов каналов зачастую устраняет 

деполяризацию клеток, и как следствие, снижает [Ca2+]i-нагрузку. Текущее 

исследование сфокусировано на одном из [рН]i-зависимых ионных токов: К+-токе 

замедленного выпрямления (delayed rectifier potassium current). Так методом patch-

clamp установлено, что уже при значениях [рН]i 6.8 активность этого тока падает 

вполовину [22]. Учитывая эти показатели, мною выбрана исследовательская модель 

гипераммониемии: поскольку в ней создается устойчивая длительная деполяризация, 

схожая с выше описанными параметрам ацидификация цитозоля, и кальциевый 

дисгомеостаз [23, 24].  

Материал и методы исследования. Подготовка культур клеток. Из мозга 

новорожденных мышей линии NMRI были получены клеточные культуры 

гиппокампальных нейронов и астроцитов были получены (1–3 сутки жизни), как это 

было описано ранее [25].  

В чашки Петри мозг быстро извлекали с применением холодного раствора 

Hank’s Balanced salt solution (HBSS), содержащим Ca2+ и Mg2+, и под 

стереомикроскопом тщательно отделяли менингеальные оболочки и выделяли 

гиппокамп, который измельчали ножницами и центрифугировали в течение 2 мин при 

1000 об/мин. К осадку добавляли 500 мкл Trypsin-EDTA 0.05% (Gibco) и 

инкубировали при 37°С в течение 10 минут на шейкере. Пипеткой Пастера осадок 
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ресуспендировали в среде Neurobasal-A (Gibco) (НС), содержащей Penicillin-

Streptomycin-Glutamine (Gibco) (1 мл на 99 мл среды), 5% Hepes 1M (Gibco), 2% B-27 

(Gibco). Суспензию клеток дважды центрифугировали в течение 3 минут при 1000 

об/мин, осадок ресуспендировали в НС. По 50 мкл суспензии клеток наносили на дно 

лунки культурального планшета, которое предварительно обрабатывали 

полиэтиленимином (Sigma) (5 мкг/50 мл воды) следующим образом: 200 мкл полимера 

наносили на дно лунок, выдерживали 10 мин под УФ, потом еще 20 минут в темноте, 

после чего лунки дважды промывались дистиллированной водой и высушивались. 

Культуральные планшеты с клетками помещались в СО2-инкубатор (5% СО2, 37°С) на 

2 часа. После прикрепления клеток добавляли 2,5 мл НС и помещали планшеты в СО2-

инкубатор. Каждые 6-7 дней заменяли треть среды на свежую. Эксперимент 

проводили через 14 дней после начала культивирования в СО2-инкубаторе в 

атмосфере, содержащей 5% СО2 при 37°С.  

Флуоресцентные измерения. Динамика внутриклеточного Ca2 [Ca2+]i измерялась 

с помощью конфокального флуоресцентного микроскопа Leica TCS SP5 в 

комплектации с аргоновым лазером и акустооптическим фильтром (на базе ИБК РАН). 

Кальциевые сигналы были записаны при помощи одноволнового флуоресцентного 

зонда Fluo-4 (длина волны возбуждения 488 нм, регистрация эмиссии осуществлялась 

в диапазоне 530-590 нм интервал между кадрами съемки составил одну сек. Для 

увеличения скорости съемки поле регистрации также пришлось сократить, вследствие 

чего количество нейронов в эксперименте уменьшилось. Для Fluo-4 на вертикальной 

оси рисунка единицами измерения являются arbitrary units (A.U.) – относительные 

единицы, отражающие интенсивность эмиссии флуорофора (испускание 

количественно измеримых фотонов), регистрируемой детекторами Leica TCS SP5 . 

Для всех экспериментов количество нейронов, используемых в обработке (N) от 80 до 

90 (ограничен размер поля при быстрой съемке на конфокальном микроскопе, влияет 

плотность культуры); количество астроцитов в обработке (N1) = 100, количество 

повторений экспериментов (n) = 3. Нейроны и астроциты в культуре при 

прокрашивании зондом были помещены в Hanks balanced salt solution 

(HBSS),состоящего из (мM): 156 NaCl, 3 KCl, 2 MgSO4, 1.25 KH2PO4, 2 CaCl2, 10 

глюкозы и 10 HEPES, pH 7.4, при финальной концентрации зонда 5 мкM (Fluo-4 AM, 

SNARF-1 AM), при 37°C в течение 40 мин, и затем отмыты в течение 15 минут. L-

arginine (0,2 мM) был включен в HBSS среду. Эксперименты выполнены с 

использованием микроскопических стекол с разными клеточными культурами. 

Эксперименты по регистрации [Ca2+]i были проведены при 28–30°C.  

Пакеты прикладных статистических программ были использованы для анализа 

данных, создания графиков и статистической обработки данных. 

Для идентификации нейронов и астроцитов было добавлено в среду 

культивирования KCl35 мM: по характерным формам ответа этих клеток можно их 

различить. Нейроны имеют существенно большую полуширину ответного спайка, и в 

подавляющем большинстве случаев не возвращают внутриклеточную концентрацию 
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кальция к первоначальному уровню, образуя плато. В астроцитах после одиночного 

ответного спайка [Ca2+]i возвращается к базовому уровню или даже падает ниже 

исходного значения. Исследование проводилось в соответствии с принципами 

Хельсинской Декларации. 

Реагенты. Hank’s Balanced salt solution (HBSS), neurobasal medium, B-27 

Supplement, fetal bovine serum, fetal calf serum (Gibco); penicillin-streptomycin solution 

(Dalhimfarm, Russia); 0.1% poly-l-lysine; L-glutamine, L-glutamate; NH4Cl (Dalhimfarm, 

Russia) ;KCl (Chimmed, Russia); embryo calf serum (MP Biomedicals, USA); 4% 

gentamicin (Dalhimfarm, Russia); versene (Paneco, Russia); Fluo-4 AM (Invitrogen, USA); 

AM-92016 (Sigma-Aldrich). 

Полученные результаты и их обсуждение.  Основной целью исследования 

является выявление роли калиевого тока замедленного выпрямления (delayed rectifier 

potassium current) при избыточной кальциевой нагрузке, вызванной гиперактивацией 

нейронов. Для этого использовался ингибитор (блокатор) AM-92016 для такого тока 

[26]. Кроме того, полученные данные были сопоставлены с воздействием этого 

блокатора на спонтанную активность нейронов в культуре. Результаты представлены 

на рисунке 1. 

 

Рис. 1. Изменения внутриклеточного [Ca2+]i в нейронах гиппокампа под действием 

блокатора калиевого тока замедленного выпрямления AM-92016 на фоне 

воздействия NH4Cl 8 мМ (А) и на спонтанную активность (Б).  

(А) NH4Cl 8 мМ вызывает колебания [Ca2+]i в нейронах и наращивает базальный 

уровень [Ca2+]i. Добавка AM-92016 3 мкМ во всех нейронах устраняет колебания, и 

меняет базальный уровень [Ca2+]i. 15 мкМ AM-92016 не вызывает изменений. (Б) 

Даже высокая концентрация AM-92016 15 мкМ не вызывает резких изменений в 

сравнении с Рис. 1А, лишь через 4 минуты происходит полное подавление импульсов. 

Дальнейшие добавки NH4Cl 12 мМ (2 раза) не вызывают признаков гиперактивации. 

Для (А) и (Б): (N) = 90; (N1) = 100. (n) = 3 
 

Из данных рисунка следует, что NH4Cl 8 мМ вызывает колебания [Ca2+]i в 

нейронах и наращивает базальный уровень [Ca2+]i. Добавка AM-92016 3 мкМ 

устраняет колебания, и меняет базальный уровень [Ca2+]i. При этом ни в одной из 

клеток не происходит полного снижения базального уровня [Ca2+]i к значениям, 

фиксируемым до всех добавок (штрих-пунктирная линия для ориентира). Это говорит 

о неполном устранении гиперактивационной Са2+-нагрузки, отражая повышенный на 
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3-5 мВ уровень базального мембранного потенциала (МП) [23]. При этот сложно 

оценить, влечет ли за собой такой устойчивый и долговременный сдвиг 

патологические процессы. 

Дальнейшее воздействие 15 мкМ AM-92016 не оказывает никакого влияния на 

динамику кальция (в т.ч. не снижает базальный [Ca2+]i), что прямо указывает полное 

устранение влияния на дисрегулицию [Ca2+]i мною исследуемых К+-каналов всего 

лишь 3 мкМ блокатора. При этом, на Рис. 1Б видно, что в отсутствие NH4Cl (на фоне 

спонтанной активности) существенно большие концентрации AM-92016 (10 мкМ) 

никак не влияют (14 из 90 клеток). Для 76 из 90 нейронов лишь только после 350 

секунд происходят какие-либо изменения: в частности, некритичное (особенно в 

сравнении с первыми импульсами) снижение амплитуды колебаний до 25%. При этом 

AM-92016 не повлиял на базовый [Ca2+]i , частоту осцилляций нейронов. И лишь после 

достижения концентрации AM-92016 в 15 мкМ происходит существенное снижение 

амплитуды во всех нейронах и увеличение частоты, а через 250 секунд полное 

подавление импульсной активности. Таким образом, на фоне аммонийной 

токсичности даже 3 мкМ AM-92016 всего за несколько секунд устраняют осцилляции, 

в то время как при спонтанной активности (без NH4Cl) даже 15 мкМ блокатора далеко 

не сразу приводят к подавлению колебаний. Столь существенная разница в 

концентрированности реагента указывает на то, что при действии NH4Cl активность 

части каналов калиевого тока замедленного выпрямления была уже подавлена, и это 

позволяет даже при концентрациях AM-92016 в пять раз ниже (в сравнении со 

спонтанной активностью) полностью блокировать этот ток. Отдельного обсуждения 

заслуживает механизм подавления импульсов посредством AM-92016. Для одного из 

типов каналов калиевого тока замедленного выпрямления были получены данные, 

объясняющие механизм. Предполагается, что блокирование этого типа К+-каналов 

ведет к уменьшению извлечения натриевых каналов из инактивации, что ограничивало 

бы ток натрия, способный вносить вклад в возрастающую фазу последующих спайков 

пачки: уменьшалось бы количество Na+-каналов, задействованных в импульсах. [24]. 

И даже если мембрана остается деполяризованной (при гиперактивности) Na+-каналы 

остаются в инактивированном состоянии и не могут заново открыться до тех пор, пока 

мембранный потенциал не вернется к своему исходному отрицательному значению 

[28]. Этот механизм предположительно проявляется и в том, что аппликация АМ-

92016 до добавки NH4Cl 12 мМ (дважды) приводит к полной отмене реакции на ионы 

аммония (Рис.1Б). При этом в контроле (на фоне спонтанных осцилляций) NH4Cl 12 

мМ резко повышали [Ca2+]i до стабильного уровня без колебаний («полка») и плавной 

откачки (не показано). 

Ионные калиевые токи регулируют [Ca2+]i через МП при гиперактивации 

нейронов.  

Эксперименты в рамках этого исследования показали, что регуляция калиевых 

токов и как следствие мембранного потенциала эффективно воздействует на 

гиперактивную динамику [Ca2+]i. Ранее мною и соавторами такая динамика в 
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отношении активации нейронов ионом аммония была количественно измерена (VCi = 

ΔCa (a.u.)/min) и определена как увеличенная более чем в 2 раза. Также были 

детектированы клетки выбывшие из сетевой регуляции (run out cells), где эти 

показателями существенно выше. При этом удалось установить, что кальциевые 

изменения коррелируют с пачечной гиперактивностью и повышение базального МП 

[23]. В сумме эти факты указывают на нарушения в работе сети нейронов, частичную 

потерю ее саморегуляции и физиологически нормальной нейротрансмиссии. Само по 

себе (помимо Ca2+-зависимой смерти нейронов) такое явление представляет 

потенциальную опасность для гомеостаза всего организма, с точки зрения контроля 

гуморальных и висцеральных систем. Наиболее ярко нарушения сетевой 

электрохимической передачи между нейронами проявляются при судорожной 

активности (в т.ч. при гипераммонийной коме) [29, 30]. Вход кальция в клетку и рост 

его концентрации до избыточной происходит в основном через NMDA-рецептор и 

потенциалзависимые каналы L-типа. Этот факт указывает на изменения МП как на 

первопричину большинства патологических процессов в явлениях, связанных с 

гиперактивацией нейрональной сети, глутаматной токсичностью и т.п. Поэтому 

регуляция ионных токов имеет, возможно, первостепенное значение для коррекции 

вышеуказанных патологий. В проведенных экспериментах удалось доказать, что 

воздействие на калиевый ток замедленного выпрямления является существенным 

регулятором [Ca2+]i. Поскольку в экспериментах на фоне спонтанной активности 

наблюдается возможность «поэтапного и постепенного» снижения осцилляторной 

активности, то можно преположить, что и для патологических состояний клеток в 

культуре можно подобрать концентрации АМ-92016 для «тонкой» регуляции 

колебаний. Это является наиболее приоритетной задачей для дальнейших 

исследований. Ранее описано, что блокирование этого типа К+-каналов ведет к 

уменьшению извлечения натриевых каналов из инактивации, и в итоге, полному 

блокированию нейротрансмиссии [27]. В этом случае можно предположить, что 

титровка АМ-92016 позволит выключать лишь часть таких каналов. 

Гиперактивация нейронов частично ингибирует К+-ток замедленного 

выпрямления  

В экспериментах (Рис.1), в условиях NH3/NH4+ (NH4Cl 8 мМ), при блокировании 

этих каналов устранение осцилляций происходило при существенно меньших 

концентрация и кардинально быстрее, нежели при спонтанной активности (контроль). 

Это указывает на то, что каналы были уже достаточно ингибированы перед AM-92016, 

но не в полной мере, что и позволяло развиться гиперактивности. Эти факты 

подкрепляют гипотезу о воздействии падения [рН]i на гиперактивность через [рН]i-

зависимые каналы. В частности установлено, что 5 мМ NH4Cl снижали [pH]i на 0,2-0,3 

единицы в культурах гиппокампа: достигая значений в среднем 7,05 единиц (в 

некоторых клетках до 6,8; при значениях покоя 7,25) [24] . Добавка NH4Cl 8 мМ 

гарантированно достигнет такого же эффекта, сохраняя устойчивые показатели 

ацидификации на все время добавки NH4Cl [23]. Этот диапазон значений рН при 
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действии NH4Cl (7,05 – 6,8 для культур или срезов), соответствует величинам 

активации\ингибирования (как инициирующего, так и модулирующего) множества 

рН-зависимых каналов. В частности каналы К+-тока замедленного выпрямления при 

внутриклеточной ацидификации в значении 6,8 вполовину снижают свою активность, 

при 6,3 на 85%, при том что для величины 7,3 каналы полностью активны [22]. Так как 

NH4Cl неминуемо вызывает закисление цитозоля до величин неизбежно 

ингибирующих эти каналы, и величины эти были установлены на токах whole-cell 

patch-clamp в целой клетке (т.е. в условиях цитозоля, но не искусственных сред), то 

довольно обоснованным выглядит предположение: NH4Cl именно через падение [pH]i 

(может и дополнительно другими путями) часть каналов подавляет. И это может 

выражаться в том, что по сравнению со спонтанной активностью (т.е. без 

ацидификации) потребуется существенно меньшая концентрация блокатора для 

полного ингибирования. Это можно сравнить с поэтапным титрованием блокатора с 

той разницей, что перед последней добавкой (ингибирующей активность 

«окончательно»), все предшествующие этапы воздействия осуществило закисление 

цитозоля. 

Выводы. Ингибирование калиевого тока замедленного выпрямления 

посредством AM-92016 (3 мкМ) полностью устранял колебания концентрации 

внутриклеточного кальция, в модель гиперактивности нейронов (8 мМ NH4Cl). 

Устранение таких устойчивых деполяризационных явлений должно иметь 

нейропротекторный эффект. Также установленно, что гиперактивация влияет на 

активность калиевого тока замедленного выпрямления. 
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Abstract. 

Sergeev A.I. 

Regulation of neuronal hyperactivity by the delayed rectifier potassium  

current blocker AM-92016 in rat hippocampal cell culture 

Federal Research Center “Pushchino Scientific Center for Biological Research of the Russian Academy 

ofSciences”, Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences 

Neuronal hyperexcitation is often observed in pathologies associated with disruption of their 

calcium homeostasis (hyperammonemia, epilepsy, stroke, neurodegenerative diseases, etc.). This alters 

numerous biochemical processes in the cell and often leads to its apoptosis. To address this issue, a 

strategy of normalizing calcium homeostasis by manipulating ionic currents (including with blockers) is 

often used. 

The  aim  of  the  study: To determine whether suppression of the delayed rectifier potassium 

current can eliminate calcium dyshomeostasis caused by neuronal hyperactivation. 

Materials and Methods: Intravital fluorescence confocal microscopy of neuroglial cultures. 

Results. AM-92016 (3 μM), a blocker of the intracellular pH-dependent delayed-rectifier potassium 

current, was shown to completely neutralize intracellular calcium fluctuations induced by 8 mM NH4Cl 

(a model of neuronal hyperactivity). However, the increase in basal calcium levels was not suppressed by 

AM-92016. Furthermore, AM-92016 (15 μM), administered prior to NH4Cl (8 mM), completely 

abolished the hyperactive state. It is worth noting that AM-92016, even at significantly higher 

concentrations (10 μM), did not affect the frequency of spontaneous intracellular calcium oscillations and 

had little effect on their amplitude. This, compared with the effect of AM-92016 in the presence of 8 mM 

NH4Cl, indicates the influence of hyperactivity on the studied currents. 

Conclusion. These results justify further investigation of slow rectifier potassium current-

associated channels as a putative therapeutic target in hyperammonemia and other neuronal hyperactivity. 

Keywords: «delayed rectifier potassium current»; «hyperactivity of neurons»; 

«hyperammonemia»; «[рН]i-dependent ion channels»; «[Ca2+]i»; «glutamate toxicity». 
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