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Реферат
Цель  работы  −  исследовать   влияние  кофермента  NAD+ и  некоторых  и  блокаторов
катионных каналов или рецепторов каналов  на активацию папиллярных мышц сердца
(ПМС) и колец аорты  (КА) крыс, вызываемую ионом аммония  NH4

+.  В экспериментах
регистри○ровали  изометрическую  силу  сокращений   (F1)  исследуемых  образцов  при
электрической стимуляции ПМС (с частотой от 0.03 до 0.3Hz) и силу  F2 периодических
совращений образцов аорты, вызываемых фенилэфрином (РЕ) или серотонином (5-НТ).
Показано, что  NH4Cl (1−5  mM) вызывает рост силы F1   ПМС и  рост силы ритмической
активности F2 КА  на 20−30%. В присутствии NAD+ (1−3 мМ),  регистрируемые величины
сил F1 и F2 в обоих типах исследуемых образцов уменьшаются на 50−60%.  Эффект NAD+

полностью устраняется при инкубации ПМС с блокатором P2-пуринорецепторов (Reactive
Blue)  и  частично  (на  40-40%)  −  в  образцах  КА.  Введение  NH4Cl  (3−5  mM)  также
полностью устраняет гиперполяризующий  эффект NAD+, вызывая увеличение силы F1 до
120−130%  в сравнении с контролем (F0) в образцах ПМС. NH4Cl (1-5 mM) подавляет на
20-30%  Са++-  токи  потенциал-  зависимых  Са++ каналов  L-типа  в  изолированных
кардиомиоцитах.   В образцах КА,  введение  NH4Cl  (1−10 мМ) после  NAD+,  вызывает
двухфазный дозозависимый эффект, при котором первичное снижение силы F2 , сменяется
овершутом  с  выходом на плато.  Наблюдающиеся эффекты  NH4Cl  в препаратах ПМС
исчезают  в  присутствии  ZD 7288  (20−30  mkM)  −  блокатора  активируемых
гиперполяризацией  циклонуклеотид-зависимых  катионных  HNC-каналов  или  при
блокировании ибериотоксином (Iberiotoxin, 6 нМ) рецепторов Ca++  -зависимых калиевых
каналов большой проводимости (BKCa). В образцах аорты эти эффекты выражены слабее.
Полученные  результаты  свидетельствуют  о  том,  что  в  электровозбудимых  клетках
миокарда и сосудов,  также  как и в нейронных сетях, аммоний вызывает универсальную
активацию (деполяризацию) клеток, вовлекая группу катионных каналов (HCN, BKCa , SKCa

и др.).

Ключевые слова: миокард, аорта, ион аммония,  NAD+ , катионные HCN и  BKCa -каналы,
гипераммонемия.
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Abstract
Main purpose of this work is to investigate the effects of  coenzyme NAD+  and  of some cationic
channels or receptors blockers on the  activation  of rat myocardial papillary muscle strips (PMS)
and    aorta  rings  (AR)  by  ammonium  ions.  Isometric  contractions  force  F1 of  electrically
stimulated PMS (0,03 to 0,3Hz )  and the force F2 of periodic contractions of AR, precontracted
by  phenylephrine (PE) or serotonin (5-HT),  were recorded. It was shown that NH4Cl (1-5 mM)
may result in the increase of force F1 of  PMS  and  of  force F2 of AR, both by 20-30%. In the
presence of NAD+ (1−3 mM), registered values of F1 and F2 were reduced by 50-60%. The effect
of  NAD+ was  completely  eliminated,  after  preincubation  of  PMS  with  P2-  purinoreceptors
blockers (Reactive Blue). In AR the recovery of F2 in the presence of Reactive Blue was not
complete (40−50% of control F0).  Application of NH4Cl (3−5mM) to PMS, pretreated with
NAD+,  eliminated  hyperpolarizing  effect  of  NAD+ ,  by  causing  an  increase  of  force  F1 to
120−130%  of   control force F0. In AR, the additions of NH4Cl (1−10 mM) were characterized
by  biphasic dose-dependent effects, in which  initial decline in force  F2 were substituted by the
overshoots with  final plateau phase  F2 values  lower than F0. NH4Cl (1-5 mM) suppresses Ca++

-currents of  potential- dependent  Ca++  L-type channels in isolated cardiomyocytes. Observed
effects of NH4Cl on PMS disappear in the presence of ZD 7288 (20−30 mkM) − the  blocker of
hyperpolarization−activated cyclic nucleotide dependent cationic (HCN) -channels, or after  the
application   of  Iberiotoxin (6 nM), known blocker of  the  receptors of Ca++-activated high
conductivity potassium channels (BKCa). The effects, produced by both blockers in AR, were less
pronounced.  Taken  together,  all  these  results  may  indicate  that  in  electrically  excitable
myocardial and smooth muscle (vascular) cells, like in neural cells, ammonia causes universal
activation (depolarization), implicating the group of cationic channels (HCN, BKCa, SKCa, etc.).

Keywords: myocardium, aorta, ammonium ion, coenzyme NAD+, cationic HCN channels, BKCa-
channels, hyperammonemia.
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Введение
          Гипераммонемия  является  неотъемлемым признаком  острой  и  хронической
печеночной энцефалопатии ( ПЭ)- дисфункции мозга, вызываемой острой (лекарственные
и  токсические  отравления,  острый  гепатит)  или  хронической  (цирроз)  дисфункцией
печени.  Концентрация иона аммония (NH4

+)  в крови у человека при острых ПЭ может
достигать  1−2  мМ [1,  2],   а  у  лабораторных  животных 4−5  мМ [3].  Хроническая  ПЭ
характеризуется содержанием аммония в крови не превышающем 150−250 мкМ [2]. 
        Существующий интерес  к  нейротоксичности  аммония восходит к пионерским
работам И.П. Павлова, М. Залески и их коллег, продемонстрировавших в конце 19 века
нейротоксические эффекты аммония при шунтировании печеночного кровотока собак [4-
6]. Быстрое развитие медицины, физиологии и биохимии позволило к середине прошлого
века выработать общие представления  о механизмах токсического действия аммония и др.
токсинов  на  мозг  и  предложить  методы  лечения  ПЭ [7-9],  которые  востребованы  и  в
настоящее время [1,2 10].  В основе этих методов:  уменьшение содержания аммония в
крови  основанное  на  подавлении  продукции аммония  бактериями ЖКТ  и  активация
превращения  аммония  в  мочевину  (в  Цикле  мочевины  в  больной  печени)  и  в
аминокислоты  (в  разных  тканях),  а  также  устранение  провоцирующих  факторов
(инфекция, желудочно-кишечные кровотечения,  запоры, токсины и др.). 
         Астроциты рассматриваются в качестве основной мишени токсического действия
аммония  на  мозг. Набухание  астроцитов,  вызываемые  а  накоплением  глутамина  или
лактата, а также неконтролируемый рост Са++  ( вследствие  деполяризации и активации
глутаматных  NMDA- рецепторов по неизвестному механизму) и последующее развитие
окислительно- нитрозативного стресса, считаются ключевыми причинами, вызывающими
отек мозга и гибель организма при острых формах ПЭ [11-13].
         Очевидно,  что токсическое действие аммония не ограничивается астроцитами.
Механизмы действия NH4

+ на нейроны, клетки миокарда, поджелудочной железы, печени,
сосудов  и  других  органов  и  тканей  остаются  до  настоящего  времени  недостаточно
изученными.  Ион аммония NH4

+ , имея близкий к К+ ионный радиус, способен проходить
через  различные  катионные  каналы  и   тем  самым  способствовать  первичной
деполяризации электровозбудимых клеток, с последующей активацией NMDA- каналов. 
           Ранее на нейрональных культурах, нами было показано, что NH4Cl вызывает
гипервозбуждение нейронных сетей,  характеризующееся генерацией пачек импульсов с
деполяризацией мембраны нейронов на 20-30 mV в фазе плато потенциала действия [14].
Было  также  установлено,  что  помимо блокаторов  NMDA- рецепторов,  гиперактивация
нейронных  сетей  NH4Cl,  может  быть  подавлена  также  блокаторами  активируемых
гиперполяризацией  циклонуклеотид  -  зависимых  катионных  HCN -каналов  и  Ca++

-зависимых калиевых каналов малой проводимости (SKCa) [15].   Полученные результаты
позволяют  по  новому  взглянуть  на  механизмы  активирующего  действия  аммония  на
нейронные сети и другие типы электровозбудимых клеток. 
          NMDA-зависимые Са++-каналы  и другие типы каналов,  которые могут быть
вовлечены в механизмы токсического действия аммония,  представлены практически во
всех типах электровозбудимых клеток. Ион аммония  NH4

+ ,  имея близкий к К+ ионный
радиус, может проходить через различные катионные каналы и  тем самым способствовать
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первичной деполяризации электровозбудимых клеток, с последующей активацией NMDA-
каналов.  Поэтому основной задачей данной работы является выявление таких каналов,
возможных мишеней действия иона аммония, в клетках миокарда  и сосудов.

Материалы и методы.
        В экспериментах использовали здоровых крыс линии Вистар в возрасте 2-3 месяца.
Перед  декапитацией  животных использовали  эфирный наркоз,  затем быстро  извлекали
сердце и препараты аорты и помещали аэрированные растворы Тироде.   Исследования
сократимости миокарда проводились на папиллярных мышцах (ПМ) правого желудочка
сердца при температуре 30±1ОС.  Выделение папиллярных мышц (ПМ), стимуляцию и
измерение  амплитуды  сокращения  в  изометрическом  режиме  проводили  по  ранее
описанной методике [16]. Механическая активность мышц регистрировалась с помощью
механотрона 6Х-2М и автоматизированной установки на основе РС и плат АЦП-ЦАП (L-
Сard  154  и  L-Card  E14-440).  Исследование  механических  свойств  сосудистой  системы
проводили на кольцевых сегментах (длина 3−3,5 мм) грудной аорты по описанной ранее
методике [17]. Состав раствора Тироде для колец аорты (в моль/литр):  Na+ 150,0;  K+ 4,0;
Mg++ 1.0; Ca++  2,0; HCO3

- 12,0; HPO4
- 1,8; Сl- 148,4; глюкоза 11,0; pH = 7,4). Регистрацию

силы изометрического сокращения проводили с помощью механотрона 6Х2М на ПК и
Line recorder TZ 4221  (Чехия)  при  температуре  раствора  200С.  Изолированные
кардиомиоциты были получены из  сердец  линейных крыс СД по  методу описанному
ранее  [18].   Измерения  производили  при  25ОС  методом  «whole cell patch-clamp»    в
конфигурации   «perforated patch».  Подерживаемый  потенциал  составлял  -40vmV.
Стимулирующий импульс   +40mV .Длительность  прямоугольного импульса -300мс. Для
обработки реультатов использовался пакет программ «BioQuest».

Материалы: кофермент NAD+, NAD+ , Iberiotoxin, Reactive Blue, NH4Cl  и др. были
приобретены  у  компании  Tocris Bioscience (Великобритания).  Все  исследования  на
животных  были  проведены  в  соответствии  с  требованиями  законодательства  и  были
одобрены Комитетами по этике работы с животными ИТЭБ РАН и ИБК РАН.

Результаты и обсуждение
1.Увеличение  силы сокращений (F1)  папиллярных мышц сердца  (ПМС)  крыс ионом
аммония. 
 1.1 Активация ПМС аммонием.       
         Влияние иона аммония на силу сокращений ПМС (F1), представлено на Рис. 1A.
Электрическая стимуляция препаратов производилась в диапазоне частот от 0,03 до 0,3Hz.
На  рисунке  представлен  пример  стимуляции  с  частотой  0,3Hz,  наиболее  близкой  к
физиологическому диапазону частот. Однако, стимулирующий эффект наблюдается и при
меньших частотах стимуляции, что по-видимому связано с ростом Ca++  в цитоплазме  (не
показано).  Видно,  что  5  мМ  NH4Cl вызывает  быстрый  рост  силы  F1 на  25−30%,   по
сравнению ее величиной в контроле F0.  При применении  меньших концентрациях NH4Cl,
эффект выражен слабее (3−4 мМ), а при добавках 0,5−1 мМ NH4Cl необходима длительная
преинкубация образцов с NH4Cl. Сходная чувствительность к NH4Cl нейронных сетей при
их гиперактивации аммонием нами была получена ранее [14].  
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1.2   Противоположное влияние NAD+  и NH4Cl на силу сокращений ПМС -F1.
         Известно, что кофермент NAD+ являясь агонистом пуринорецепторов (P2Y11), может
активировать  группу калиевых  потециал-зависимых  каналов  [19,  20].   Очевидно,  что
имеющая в этом случае место гиперполяризация клеток должна приводить к снижению
уровня Ca++  в цитоплазме  и к уменьшению силы регистрируемых сокращений (Рис. 1Б).
Добавки  NH4Cl в  таких  условиях  вызывают восстановление  силы  F1,  до контрольных
значений  F0. Этот эффект сохраняется при всех частотах стимуляции (не показано), что
может свидетельствовать  о деполяризации клеток, сопровождающейся ростом Ca++. 

1.3  Влияние блокаторов Ca++ -зависимых калиевых каналов на  эффект NH4Cl.
          Реактивирующий эффект NH4Cl, наблюдающийся в препаратах ПМС в присутствии
NAD+ ,  исчезает  при введении  ибериотоксина (Iberiotoxin, 6 нМ)- блокатора  рецепторов
Ca++-зависимых калиевых каналов большой проводимости (BKCa) (Рис. 1C). Блокирующий
эффект  ибериотоксина  на  активацию  сократимости  препаратов   ПМС  аммонием
сохраняется и в отсутствие NAD+  в среде (не показано).
           Ранее  нами было показано,  что  реактивация нейронных сетей аммонием (в
присутствии  NAD+)  зависит  активности  Ca++-зависимых  калиевых  каналов  малой
проводимости (SKCa). Преинкубация нейроглиальных культур с блокатором каналов SKCa -
apamine,  приводила к  тому,  что  исчезал  быстрый ответ  большой группы нейронов на
NH4Cl [15]. Учитывая, что ион аммония NH4

+  имеет близкий к К+ ионный радиус, можно
полагать, что в наблюдаемых эффектах аммонии имеет место активация  различных К+-
каналов,  включая SKCa  и ВKCa – каналы.
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Рис. 1   Влияние NH4Cl, кофермента  NAD+ и блокатора  рецепторов BKCa- калиевых
каналов ибериотоксина (Ib.tox)  на силу сокращений ПМС.
Электрическая стимуляция препаратов производилась при  частоте 0,3Hz.
Моменты  добавок  различных  веществ  отмечены  стрелками.  Концентрации  вводимых
веществ  указаны  на  рисунках.  Справа  на  рисунках  представлены  записи  одиночных
спайков в  установившемся режиме после введения соответствующих веществ.  Условия
экспериментов приведены в разделе Материалы и методы. Пояснения − в тексте.

1.4   Вовлечение,  активируемых  гиперполяризацией  циклонуклеотид  -  зависимых
катионных HNC-каналов в  активирующий  эффект NH4Cl.
        Введение в среду инкубации  блокатора HCN -каналов   ZD 7288 (20−30 mkM)  также
устраняет  реактивирующий  эффект   NH4Cl на  клетки  ПМС  гиперполяризованные  в
присутствии кофермента NAD+ (Рис. 2А). Сочетанное использование NAD+ и NH4Cl нами
использовано для того, чтобы разделить во времени включение  HCN-каналов и NMDA-
каналов.  Активация   HCN-каналов  осуществляется  с  участием  нескольких  факторов,
включая  гиперполяризацию  мембран  и  активацию  циклическими  нуклеотидами.
Гиперполяризация  клеток,  вызываемая  NAD+, устраняется  при  инкубации   ПМС  с
блокатором Р2-пуринорецепторов –  Reactive Blue (Рис.  2Б).  Ингибирование активности
P2Y11-пуринорецепторов   в  этих  условиях  устраняет  гиперполяризацию  клеток,
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вызываемую  группой  калиевых  потециал-зависимых  каналов  и,  поэтому  имеет  место
восстановление исходной силы сокращений  ПМС.  

Рис.  2   Влияние кофермента   NAD+ ,
блокатора  пуринорецепторов  Reactive
Blue и  блокатора HNC-каналов ZD 7288
на  сокращения   ПМС  при
последующих добавках NH4Cl. 

Все условия экспериментов как на рис.1

        Хорошо известно, что последовательная активация  HCN и Ca++  -зависимых калиевых
каналов во время генерации потенциала действия в фазе  гиперполяризации, обеспечивает
возврат потенциала  к пороговому значению, необходимому для генерации следующего
спайка.
        Таким образом, наличие  в среде инкубации  NAD+  обеспечивает первое условие
активации HCN-каналов − гиперполяризацию мембраны, а последующие добавки  NH4Cl
вызывают активацию неселективных катионных HCN-каналов, по-видимому, обеспечивая
базовую активацию  NO/cGMP/PKG- сигнального пути,  входящим в цитозоль   Ca++.   В
условиях гиперполяризации, NMDA-каналы неактивны и не могут обеспечить вход Ca++  и
активацию  NO/cGMP/PKG-сигнального  пути,  если  не  предполагать  прямую  активацию
этих каналов аммонием, что до сих пор не показано.  

1.5  Подавление Ca++-токов потенциал-зависимых Ca++-каналов L- типа аммонием  в
кардиомиоцитах.
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Рис. 3   Влияние  NH4Cl на амплитуду
Ca++  L-  тока  в  изолированном
кардиомиоците.

 Эксперименты,  выполненные на изолированных кардиомиоцитах с 
использованием перфорированного Пэтч-клямп метода фиксации токов и потенциалов 
показывают, что добавки NH4Cl (1−5 мМ) вызывают уменьшение амплитуды Ca++-токов  

Ca++- каналов L-типа (Рис. 3). Наблюдаемый эффект, по-видимому,,  является следствием 
ингибирования каналов этого тина избытком  входящего в клетки Ca++,  при активацией 
группы катионных каналов аммонием.

2.  Увеличение  силы ритмических  сокращений  (F2)   колец  аорты (КО)  крыс  ионом
аммония.
 

Рис. 4   Влияние  NH4Cl и кофермента
NAD+  на  ритмичекую  активность
колей  аорты  крыс  предсокращенных
вазоконстрикторами  фенилэфрином
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(РЕ) и серотонином (5-НТ).
Моменты  добавок  различных  веществ
отмечены  стрелками.  Концентрации
вводимых веществ указаны на рисунках.
На  рис.  4А  запись  производилась  со
скоростями  V1= 0.06 мм/мин и  V2 = 6
мм/мин. На рис. 4Б запись производилась
со скоростями  V1= 0.06 мм/мин  Условия
экспериментов  приведены  в  разделе
Материалы  и  методы.  Пояснения-  в
тексте.

       Влияние  NH4Cl на силу римических сокращений  образцов КО (F2),  вызываемых
вазоконстрикторами фенилэфрином (РЕ) и серотонином (5-НТ) представлено на Рис 4А.
В  различных  образцах  КО  добавки  малых  концентраций  NH4Cl (1−2  мМ)  могут  не
оказывать никакого действия или вызывать слабый активирующий эффект. Введение 5−6
мМ  NH4Cl  во всех препаратах вызывает увеличение силы сокращений (на 20−40%) и
характера ритмической активности  образцов КО. Независимо от наличия или отсутствия
аммония  в  среде,  добавки  Ацетилхолина,  NO или  никотинамида-  вызывают  полное
расслабление образцов,   что указывает на отсутствие гиперактивации  NO/cGMP/PKG-
сигнального пути в  КО в присутствии аммония в  условиях данных экспериментов  (не
показано).
        Также как и в образцах ПМС, в  кольцах аорты  добавленный  NAD+ вызывает
дозозависимое  расслабление  образцов,  сопровождающееся  расслаблением  и  утратой
ритмической  активности  (Рис.  4Б).  Характер  ответа  на  аппликацию  NH4Cl также
существенно изменяется,  наблюдается   сходный с  другими типами клеток  двухфазный
ответ, при котором амплитуды фазы падения сократимости (1 фаза) и фазы овершута (2
фаза)   с  выходом  на  плато  силы  сокращения  (F2)   пропорциональны  величине
концентрации добавленного NH4Cl (не показано). Однако,  даже при добавках 10−20  мМ
NH4Cl,  конечная  величина  F2  не  превышает  контрольных  величин  F0.  Первичное
уменьшение  силы  сокращений,  как  и  в  других  типах  клеток,  по-видимому,   вызвано
временным закислением цитозоля клеток. Все наблюдаемые эффекты сохраняются в КО
лишенных эндотелия,  что  свидетельствует о ключевой роли гладкомышечных клеток в
наблюдаемых  эффектах  аммония.  В  отличие  от   препаратов  ПМС,  в  КО  эффекты
блокаторов каналов и рецепторв выражены слабее (не показано).

Заключение
Суммируя  полученные  результаты  можно  предположить,  что  активация

электровозбудимых  клеток  разных  типов  ионом  аммония  представляет  собой
универсальный  механизм,  основанный  на  первичном  вовлечении  группы  катионных
каналов (HCN, BKCa , SKCa  и др.), активация которых приводит к деполяризации клеток  и
последующей  активации  массированного  входа  Ca++ в  клетки  с  участием  NMDA-
зависимых каналов , Ca++  -каналов L-типа и др.

Работа выполнена при поддержке РФФИ. 
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