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Диаденозиновые полифосфаты в настоящее время рассматриваются как новый класс эн-
догенных паракринных регуляторных соединений. Поскольку известно, что уровень диадено-
зиновых полифосфатов повышается в сердечной ткани при ишемическом повреждении и гибе-
ли кардиомиоцитов, предполагается важная роль этих соединений в патогенезе инфаркта 
миокарда. В связи с этим большой интерес представляет действие диаденозиновых полифос-
фатов на электрическую активность сердца и ионные механизмы этого действия.

В данной работе изучено влияние диаденозинпентафосфата (Ар5А), диаденозинтетрафос-
фата (Ар4А) и НАД+ на трансмембранные токи, относящиеся к группе калиевых токов входя-
щего выпрямления — фоновый ток входящего выпрямления (IK1), АТФ-зависимый ток (IKATP) 
и ацетилхолинзависимый ток (IKACh). Эксперименты выполнены методом пэтч-кламп в кон-
фигурации whole-cell на изолированных предсердных и желудочковых кардиомиоцитах крысы. 
Показано, что ни одно из исследуемых адениновых соединений не оказывает существенного 
влияния на IK1 и IKACh.Ар5А (10–5М) существенно снижает величину как входящей, так и выхо-
дящей компоненты IKATP соответственно на 22,1 и 19% от контрольной величины. Большая 
концентрация Ар5А (3×10–5М) вызывает более сильное подавление IKATP — на 47,5% и 37,8% 
соответственно. Однако IKATP оказался нечувствителен к Ар4А и НАД+.
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Диаденозиновые полифосфаты (ДАП) представ-
ляют собой семейство молекул, в структуру которых 
входят два аденозиновых основания, соединенных 
несколькими остатками фосфорной кислоты. В ор-
ганизме ДАП являются эндогенными соединениями: 
они могут образовываться с помощью специфиче-
ских ферментных систем в большинстве тканей, 
присутствуют как в цитоплазме различных клеток, 
так и во внеклеточной среде и плазме [1]. В настоя-
щее время ДАП и их производные считаются новым 
классом паракринных регуляторных соединений, 
обладающих широким спектром физиологической 
активности. Сходный по структуре с ДАП, никотин-
амидадениндинуклеотид (НАД+), в составе которого 
один аденин заменен на никотинамид, рассматрива-
ется в настоящее время как новый нейротрансмит-
тер, так как он может выделяться из пресинаптиче-
ских нервных окончаний, метаболизироваться вне 
клетки, связываться с рецепторами на клеточной 
мембране [2–4].

ДАП способны регулировать кровоток и тонус 
гладкой мускулатуры сосудов, полых органов, агре-
гацию тромбоцитов, клеточную пролиферацию [5]. 
В отношении действия ДАП и родственных соеди-
нений на миокард данных значительно меньше, 
несмотря на известное повышение уровня ДАП 
в сердечной ткани при ее ишемическом поврежде-
нии и гибели кардиомиоцитов, которое указывает 
на вероятную роль этих соединений в патогенезе 
инфаркта миокарда. Ранее нашей группой было 

показано, что внеклеточный НАД+ оказывает суще-
ственное влияние на конфигурацию потенциалов 
действия (ПД), а также сократительную активность 
рабочего миокарда [6] и пейсмекера сердца [7] кры-
сы. Предварительные данные указывают также на 
способность диаденозинпентафосфата (Ар5А) и 
диаденозинтетрафосфата (Ар4А) модифицировать 
электрическую активность миокарда. Однако ион-
ные механизмы эффектов ДАП и НАД+ в миокарде 
остаются неизученными.

Одной из важнейших групп ионных токов, опре-
деляющих электрическую активность миокарда, 
является семейство калиевых токов входящего вы-
прямления (IKir). Оно включает 3 тока: фоновый 
ток входящего выпрямления (IK1), АТФ-зависимый 
ток (IKATP) и ацетилхолинзависимый ток (IKACh) [8]. 
Из этих токов только IK1, основная функция кото-
рого поддержание стабильного потенциала покоя, 
присутствует в кардиомиоцитах постоянно. Ток IKACh 
активируется исключительно при стимуляции му-
скариновых или аденозиновых рецепторов за счет 
взаимодействия βγ-субъединиц Gi-белков, сопря-
женных с этими рецепторами, с калиевыми аце-
тилхолинзависимыми каналами. Активация IKACh 
приводит к гиперполяризации, выраженной главным 
образом в пейсмекерных клетках [9], и уменьшению 
длительности ПД. Каналы IKACh экспрессируются 
главным образом в суправентрикулярном миокарде. 

В отличие от IK1 и IKACh, ток IKATP индуцируется 
в кардиомиоцитах исключительно в патологиче-
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ских условиях дефицита энергии, например при 
ишемии. Снижение цитоплазматического уровня 
АТФ приводит к диссоциации АТФ, связанного в 
норме с молекулами каналов, что и приводит к от-
крыванию этих каналов. Возникающий при этом 
IKATP имеет значительную величину и может инду-
цировать не только укорочение ПД, но и снижение 
амплитуды ПД вплоть до полного прекращения 
электрической активности [8]. Предполагается, 
что умеренная активация IKATP может иметь опре-
деленное протекторное значение, позволяя умень-
шить расход энергии на сократительную активность.

В данной работе было впервые изучено влия-
ние Ар5А, Ар4А и НАД+ на все три калиевых тока 
входящего выпрямления — IK1, IKATP и IKACh — 
в желудочковых и предсердных кардиомиоцитах 
крысы.

Объекты и методы

При проведении работы были использованы 
11 самцов белых беспородных крыс массой 300–
350 г. Изолированные желудочковые и предсердные 
кардиомиоциты выделяли по описанной ранее ме-
тодике [10]. Животным вводили внутрибрюшинно 
гепарин (1000 ед/кг), после чего декапитировали и 
вскрывали грудную клетку. Сердце выделяли и 
промывали раствором Тироде (состав в ммоль/л: 
NaCl — 133,47; KCl — 4,69; NaH2PO4·2H2O — 1,35; 
NaHCO3 — 16,31; MgSO4·7H2O — 1,18; CaCl2·2H2O — 
2,5; глюкоза — 7,77), насыщенным карбогеном 
(газовая смесь 95% — О2, 5% — СО2). Затем в тече-
ние 10 мин ретроградно перфузировали сердце по 
Лангендорфу в системе с постоянным протоком 
модифицированным бескальциевым раствором 
Тироде (состав в ммоль/л: NaCl — 120; KCl — 5,4; 
MgSO4·7H2O — 5; пируват натрия — 5; глюкоза — 20; 
таурин — 20 и Hepes — 10, pH 6,9). Далее сердце 
перфузировали раствором аналогичного состава 
с добавлением коллагеназы типа II (0,5 мг/мл) и 
20 мкМ CaCl2 в течение 15 или 25 мин для выделе-
ния желудочковых и предсердных кардиомиоцитов 
соответственно. Перфузию проводили при темпе-
ратуре 37±1°С и постоянном насыщении раствора 
карбогеном (95% — O2, 5% — CO2). После завер-
шения перфузии желудочки либо предсердия 
сердца отрезали, измельчали и механически выде-
ляли кардиомиоциты в растворе Крафтбрюэ сле-
дующего состава (ммоль/л): KCl — 30; глутамат 
калия — 50; K2HPO4·2H2O — 30; MgSO4·7H2O — 3; 
EGTA — 0,5; глюкоза — 10; таурин — 20 и Hepes — 10, 
pH 7,2 [10]. Данный раствор использовали также 
для хранения клеток в течение 6–7 ч.

Ионные токи регистрировали методом пэтч-
кламп в конфигурации whole cell при помощи уси-
лителя EPC 800 USB (Heka Instruments, Германия). 
Кардиомиоциты помещали в экспериментальную 
камеру RC-26 (Warner Instrument Corp, Brunswick, 
CT, USA) объемом 150 мкл с постоянным прото-
ком физиологического раствора (состав в ммоль/л: 
NaCl — 150; KCl — 5,4; CaCl2 — 1,8; MgCl2 — 1,2; 

глюкоза — 10; Hepes — 10, рН 7,6) комнатной 
температуры (24±1°С). Пэтч-пипетки изготовляли 
из боросиликатного стекла (Sutter Instruments, 
США) и заполняли раствором следующего состава 
(ммоль/л): KCl — 140; MgCl2 — 1; EGTA — 5; 
Mg-AТФ — 4; Hepes — 10, рН 7,2. Сопротивление 
пипеток составляло в среднем 3,7±0,5 MΩ. Перед 
началом регистрации компенсировали емкость пи-
петки, емкость клетки и сопротивление доступа.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программы Statistica v.6.0. При 
оценке достоверности различий использовали кри-
терий Вилкоксона для связанных выборок. Ис-
пользование непараметрического критерия было 
обусловлено малыми размерами выборок, не по-
зволяющими гарантировать нормальность распре-
деления.

Результаты и обсуждение

Калиевые токи входящего выпрямления ин-
дуцировали изменением мембранного потенциала 
по линейному протоколу от +60 до –120 мВ. Токи 
регистрировали в присутствии во внеклеточном 
растворе 10-5М нифедипина, блокирующего вхо-
дящие кальциевые токи, и 2 мМ 4-аминопиридина, 
ингибирующего транзиторный и ультрабыстрый 
калиевые токи в кардиомиоцитах крысы. Натрие-
вый ток инактивировался благодаря низкому 
уровню поддерживаемого потенциала (–40 мВ). 
Таким образом, в этих условиях оставался неза-
блокированным только один лишний ток — калие-
вый Iss [11], однако благодаря достаточно медлен-
ной активации этот ток имел незначительную 
величину при используемом нами линейном про-
токоле изменения мембранного потенциала. Как 
видно на рис. 1, фоновый ток, регистрируемый 
в таких условиях, обладал выраженным входящим 
выпрямлением. Кроме того, ток полностью бло-
кировался Ba2+ в концентрации 2 мМ. Это позво-
ляет заключить, что данный ток действительно 
является IK1. Ни один из протестированных ДАП 
в концентрации 10–5М, показавшей свою эффек-
тивность в экспериментах с внутриклеточной ре-
гистрацией электрической активности [6, 7], не 
вызывал существенных изменений фонового тока 
IK1 как в желудочковых (рис. 1), так и в предсерд-
ных (рис. 2) кардиомиоцитах крысы. 

Ацетилхолинзависимый калиевый ток IKACh 
может достигать лишь очень небольших величин 
в желудочковых миоцитах в связи с малой плот-
ностью мускариновых рецепторов. Поэтому для 
исследования действия диаденозиновых полифос-
фатов на IKACh использовали предсердные кардио-
миоциты крысы. Ток индуцировали добавлением 
во внеклеточный раствор карбамилхолина (CCh), 
негидролизуемого аналога ацетилхолина, в концент-
рации 10–5М, при этом регистрировали суммар-
ный ток входящего выпрямления (IKir) — совокуп-
ность IK1 и IKACh. Затем на фоне CCh добавляли 
Ар5А, Ар4А и НАД+ в концентрации 10–5М. Ни 
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одно из трех соединений не вызвало достоверного 
изменения тока входящего выпрямления, регистри-
руемого на фоне CCh (рис. 2).

Для регистрации АТФ-зависимого калиевого 
тока IKATP в желудочковых кардиомиоцитах крысы 
использовали пипеточный раствор модифициро-
ванного состава, в котором магниевая соль АТФ 
была заменена на эквивалентное количество хло-
рида магния. Кроме того, для ускорения индукции 
IKATP во внеклеточный раствор добавляли ингиби-
тор окислительного фосфорилирования — разоб-
щитель электрон-транспортной цепи митохон-
дрий — карбонил цианид 3-хлорофенилгидразон 

(Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone, СССР) 
в концентрации 10–7М. После достижения IKATP 
стабильного уровня добавляли ДАП или НАД+. 
НАД+ (10–5М) и Ар4А (10–5М) не вызвали досто-
верного изменения IKATP (рис. 3, Б). В отличие от 
них, воздействие Ар5А (10–5М) привело к суще-
ственному снижению как входящей (при –120 мВ), 
так и выходящей (при 0 мВ) компоненты IKATP 
(рис. 3) соответственно на 22,1 и 19% от контрольной 
величины суммарного тока входящего выпрямле-
ния. Ар5А в большей концентрации (3×10–5М) 
вызвал более сильное подавление IKATP — на 47,5 
и 37,8% соответственно.

Рис. 1. Базальный калиевый ток входящего выпрямления IK1, зарегистрированный в желудочковых кардиомиоцитах крысы 
в норме и на фоне действия диаденозиновых полифосфатов. Вольт-амперные кривые IK1 в контроле и на фоне 10–5М Ар5А, по-
строенные по оригинальным записям тока в репрезентативном эксперименте после вычитания тока утечки, зарегистрированного 
в присутствии 2 мМ хлорида бария. Здесь и далее ток входящего выпрямления регистрировали при изменении мембранного по-

тенциала по линейному протоколу от +60 до –120 мВ

Рис. 2. Базальный калиевый ток входящего выпрямления IK1 и ацетилхолинзависимый калиевый ток входящего выпрямления 
IKACh, зарегистрированные в предсердных кардиомиоцитах крысы в норме и на фоне действия диаденозиновых полифосфатов. 
Вольт-амперные кривые тока входящего выпрямления в нормальных условиях (базальный IK1), в присутствие негидролизуемого 
аналога ацетилхолина CCh (сумма IK1 и IKACh), а также при воздействии 10–5М Ар5А самого по себе и на фоне 10–5М CCh. Кри-
вые построены по оригинальным записям тока в репрезентативном эксперименте после вычитания тока утечки, зарегистриро-

ванного в присутствии 2 мМ хлорида бария
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Таким образом, среди всех токов входящего 
выпрямления лишь IKATP показал некоторую чув-
ствительность к воздействию ДАП. С одной сто-
роны, данные результаты согласуются с отсутстви-
ем изменений потенциала покоя кардиомиоцитов 
под действием этих соединений [6, 7]. С другой 
стороны, добавление ДАП не вызывало какой-либо 
прибавки к регистрируемому фоновому току IK1. 
Это означает, что наблюдаемое выраженное умень-
шение длительности ПД под действием ДАП 
нельзя объяснить ранее описанным механизмом 
активации тока IKACh через пуриновые рецепторы, 
поскольку в противном случае было бы зафикси-
ровано появление дополнительного тока входящего 
выпрямления на фоне IK1 под действием ДАП.

Обнаруженная способность Ар5А снижать 
амплитуду IKATP может играть существенную роль 
в условиях ишемии, подавляя протекторное воз-
действие данного тока. Однако для определения 
ионных механизмов электрофизиологических эф-
фектов ДАП в непатологических условиях, когда 
ток IKATP в кардиомиоцитах отсутствует, требуются 
дополнительные исследования.

Таким образом, токи IK1 и IKACh нечувствитель-
ны ни к одному из протестированных соединений 
(НАД+, Ар4А, Ар5А). Ток IKATP снижается под дей-
ствием Ар5А, но нечувствителен к НАД+ и Ар4А.

* * *

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-15-00268).

Рис. 3. АТФ-зависимый калиевый ток IKATP, зарегистрированный в желудочковых кардиомиоцитах крысы в норме и на фоне 
действия диаденозиновых полифосфатов и НАД+. А — вольт-амперные кривые базального тока входящего выпрямления IK1, 
а также суммарного тока входящего выпрямления (IK1+IKATP), зарегистрированного после индукции АТФ-зависимого тока ин-
гибитором окислительного фосфорилирования СССР (10–7М), а также вольт-амперные кривые суммарного тока при добавле-
нии 10–5М и 3×10–5М Ар5А на фоне 10–7М СССР. Кривые построены по оригинальным записям тока в репрезентативном экспе-
рименте. Б — средние (n = 8, для второго столбца — n = 32) величины суммарного тока входящего выпрямления (IK1 + IKATP), 
измеренного при –120 мВ (максимум входящей компоненты обеих токов) и 0 мВ (при этом потенциале IK1 отсутствует, весь ток 
представлен IKATP), в контроле, после индукции IKATP 10-7М СССР и при последующем добавлении на фоне СССР диаденозино-
вых полифосфатов: 10–5М НАД+, 10–5М Ар4А, 10–5М Ар5А, 3×10–5М Ар5А. * — достоверность эффекта Ар5А на фоне СССР 

(критерий Вилкоксона, n = 8)
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EFFECTS OF DIADENOSINE POLYPHOSPHATES ON INWARD RECTIFIER POTASSIUM 
CURRENTS IN RAT CARDIOMYOCYTES

D.V. Abramochkin, K.B. Pustovit, T.S. Filatova 

Diadenosine polyphosphates are now considered as a novel class of endogenous paracrine signal 
compounds. The putative role of these compounds in pathogenesis of myocardial infarction was 
proposed, since the concentration of diadenosine polyphosphates increases in the cardiac tissue 
following the ischemic lesion and myocardial necrosis. Therefore, possible effects of diadenosine 
polyphosphates on cardiac electrical activity and their ionic mechanisms are of considerable interest.

In the present study we have investigated the effects of diadenosine pentaphosphate (Ap5A), 
diadenosine tetraphosphate (Ap4A) and NAD+ on transmembrane currents, belonging to the family of 
potassium inward rectifiers: background inward rectifier (IK1), ATP-dependent potassium current 
(IKATP) and acetylcholine-dependent current (IKACh). Experiments were performed using the whole-cell 
patch-clamp technique on isolated atrial and ventricular rat cardiomyocytes. We have demonstrated that 
none of tested adenine compounds affects IK1 and IKACh. Ap5A (10–5М) induces considerable decrease 
of both inward and outward component of IKATP by 22,1 and 19% of control value, respectively. Higher 
concentration of Ap5A (3×10–5М) produces stronger suppression of IKATP — by 47,5 and 37,8%, 
respectively. However, IKATP turned out to be insensitive to Ap4A and NAD+.

Key words: heart, ionic currents, ATP, diadenosine polyphosphates, NAD+.
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