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Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ýïîêñèãåíàç íà Ca

2+
-îòâåòû, âûçûâàåìûå ãëóòîêñèìîì

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ñà2+-çîíäà Fura-2ÀÌ èññëåäîâàëè âîçìîæíîå ó÷àñòèå ýïîêñè-
ãåíàçíîãî ïóòè îêèñëåíèÿ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà è ìîëèêñàíà íà âíóòðèêëåòî÷-
íóþ êîíöåíòðàöèþ Ñà2+ â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ïðåèíêóáàöèÿ
êëåòîê ñ èíãèáèòîðàìè ýïîêñèãåíàç ïðîòèâîãðèáêîâûìè àãåíòàìè ïðîàäèôåíîì è ýêîíàçîëîì çíà÷èòå-
ëüíî ïîäàâëÿåò óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ñà2+, âûçûâàåìîå ãëóòîêñèìîì èëè ìîëèê-
ñàíîì. Äîáàâëåíèå èíãèáèòîðîâ ýïîêñèãåíàç íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+, èíäóöè-
ðîâàííîãî ãëóòîêñèìîì èëè ìîëèêñàíîì, âûçûâàåò ñóùåñòâåííîå ïîäàâëåíèå âõîäà Ñà2+. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè ïðîäóêòîâ è (èëè) ôåðìåíòîâ ýïîêñèãåíàçíîãî ïóòè ìåòàáîëèçìà
àðàõèäîíîâîé êèñëîòû âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà è ìîëèêñàíà íà ïðîöåññû Ñà2+-ñèãíàëèçàöèè â ìàêðîôà-
ãàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ Ñà2+, ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè, ãëóòîêñèì,
ìîëèêñàí, àðàõèäîíîâàÿ êèñëîòà, ýïîêñèãåíàçû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÊ — àðàõèäîíîâàÿ êèñëîòà, 5,6-ÝÝÒÊ — 5,6-ýïîêñèýéêîçàòðèåíî-
âàÿ êèñëîòà, [Ca2+]i — âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ Ñà2+, GSSG — îêèñëåííûé ãëóòàòèîí.

Ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà
(GSSG) — ïðåïàðàò ãëóòîêñèì® (äèíàòðèåâàÿ ñîëü
GSSG ñ íàíîäîáàâêîé d-ìåòàëëà, ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã) — èñïîëüçóåòñÿ êàê èììóíîìîäóëÿòîð è ãå-
ìîñòèìóëÿòîð â êîìïëåêñíîé òåðàïèè áàêòåðèàëüíûõ è
âèðóñíûõ çàáîëåâàíèé, ïñîðèàçà, ëó÷åâîé è õèìèîòåðà-
ïèè â îíêîëîãèè (Áîðèñîâ è äð., 2001; Ñîêîëîâà è äð.,
2002; Àíòóøåâè÷ è äð., 2013). Äðóãîé ïðåïàðàò, ìîëèê-
ñàí® (ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), êîìïëåêñ ãëó-
òîêñèìà è íóêëåîçèäà èíîçèíà, èìååò ïðîòèâîâèðóñíîå,
èììóíîìîäóëèðóþùåå è ãåïàòîïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå è
ïðèìåíÿåòñÿ â òåðàïèè îñòðîãî è âèðóñíîãî ãåïàòèòîâ Â
è Ñ, ìèêñò-ãåïàòèòà è öèððîçà ïå÷åíè (Áîðèñîâ è äð.,
2001). Ãëóòîêñèì è ìîëèêñàí îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå ëåêàðñò-
âåííûõ ñðåäñòâ òèîïîýòèíîâ, âëèÿþùèõ íà ïðîöåññû ðå-
äîêñ-ðåãóëÿöèè â êëåòêàõ. Îäíàêî ïîíèìàíèå ìåõàíèç-
ìîâ êëåòî÷íîãî è ìîëåêóëÿðíîãî äåéñòâèÿ ýòèõ ïðåïàðà-
òîâ äàëåêî îò ïîëíîãî.

Îäíîé èç îñíîâíûõ ìèøåíåé äåéñòâèÿ ãëóòîêñèìà è
ìîëèêñàíà ÿâëÿþòñÿ òàêèå âàæíûå èììóíîêîìïåòåíòíûå
êëåòêè, êàê ìàêðîôàãè (Åðåìååâ, Ãåðãåðò, 2013). Ðàíåå
íàìè áûëî âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî GSSG, ãëóòîêñèì è
ìîëèêñàí óâåëè÷èâàþò âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ
Ñà2+ ([Ñà2+]i), âûçûâàÿ ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç òàïñèãàð-
ãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ñà2+-äåïî è ïîñëåäóþùèé äåïîçàâè-
ñèìûé âõîä Ñà2+ â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè êðûñû
(Êðóòåöêàÿ è äð., 2007à; Êóðèëîâà è äð., 2008, 2011; Kru-
tetskaya et al., 2014). Êðîìå òîãî, ñ èñïîëüçîâàíèåì øèðî-
êîãî ñïåêòðà àãåíòîâ, âëèÿþùèõ íà êîìïîíåíòû ñèãíàëü-

íûõ ñèñòåì â êëåòêàõ, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî êëþ÷å-
âûìè ó÷àñòíèêàìè ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, çàïóñêàåìîãî
GSSG è ãëóòîêñèìîì è ïðèâîäÿùåãî ê óâåëè÷åíèþ [Ca2+]i

â ìàêðîôàãàõ, ÿâëÿþòñÿ òèðîçèíêèíàçû è òèðîçèíôîñôà-
òàçû (Êðóòåöêàÿ è äð., 2007á; Êóðèëîâà è äð., 2008; Kru-
tetskaya et al., 2014), ôîñôàòèäèëèíîçèòîëêèíàçû (Êðó-
òåöêàÿ è äð., 2008; Krutetskaya et al., 2014) è âàæíåéøèå
ôåðìåíòû ôîñôîèíîçèòèäíîé ñèñòåìû ïåðåäà÷è ñèãíà-
ëà — ôîñôîëèïàçà Ñ è ïðîòåèíêèíàçà Ñ (Êðóòåöêàÿ è äð.,
2009; Krutetskaya et al., 2014). Âûÿâëåíî òàêæå ó÷àñòèå
ýëåìåíòîâ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Êðóòåöêàÿ è äð., 2011;
Êóðèëîâà è äð., 2012; Krutetskaya et al., 2014), àêòèíñâÿçû-
âàþùèõ áåëêîâ (Ìèëåíèíà è äð., 2014à, 2014á; Krutetskaya
et al., 2014) è ìèêðîòðóáî÷åê (Êðóòåöêàÿ è äð., 2013à; Kru-
tetskaya et al., 2014), à òàêæå ìàëûõ G-áåëêîâ ñóïåðñåìåé-
ñòâà Ras è ïðîöåññîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà (Êðóòåö-
êàÿ è äð., 2014; Krutetskaya et al., 2014) âî âëèÿíèè ãëóòîê-
ñèìà èëè ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i â ìàêðîôàãàõ.

Ìàêðîôàãè îòâå÷àþò íà âîçäåéñòâèå ðàçíîîáðàçíûõ
àãîíèñòîâ, áûñòðî ãèäðîëèçóÿ ìåìáðàííûå ôîñôîëèïè-
äû, ÷òî ïðèâîäèò ê ãåíåðàöèè áîëüøîãî ÷èñëà âíóòðèêëå-
òî÷íûõ è ýêñòðàêëåòî÷íûõ ìåññåíäæåðîâ (Êðóòåöêàÿ
è äð., 2003). Òàê, àêòèâèðîâàííûå ôàãîöèòû ïðîäóöèðó-
þò áîëüøîå êîëè÷åñòâî àðàõèäîíîâîé êèñëîòû (ÀÊ) —
ïîëèíåíàñûùåííîé æèðíîé êèñëîòû (20 : 4, w6), îñâî-
áîæäàåìîé èç ìåìáðàííûõ ôîñôîëèïèäîâ ïðè äåéñòâèè
ôîñôîëèïàçû À2 (Dennis, 2000).

Ñâîáîäíàÿ ÀÊ ëåãêî îêèñëÿåòñÿ ñ îáðàçîâàíèåì øè-
ðîêîãî ñïåêòðà áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé —
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ýéêîçàíîèäîâ — ïðîñòàãëàíäèíîâ, òðîìáîêñàíîâ, ëåé-
êîòðèåíîâ è ðàçëè÷íûõ ãèäðîêñèêèñëîò (Needleman et al.,
1986; Êðóòåöêàÿ, Ëåáåäåâ, 1993). Èçâåñòíû òðè îñíîâíûõ
ýíçèìàòè÷åñêèõ ïóòè îêèñëåíèÿ ÀÊ — ñ ó÷àñòèåì öèêëî-
îêñèãåíàç, ëèïîêñèãåíàç è ýïîêñèãåíàç (öèòîõðîì
Ð-450-ïîäîáíûõ ôåðìåíòîâ) (Needleman et al., 1986; Êðó-
òåöêàÿ, Ëåáåäåâ, 1993). Ïðîäóêòû ìåòàáîëèçìà ÀÊ ÿâëÿ-
þòñÿ àóòîêðèííûìè è ïàðàêðèííûìè ôàêòîðàìè, êîòî-
ðûå ðåãóëèðóþò øèðîêèé ñïåêòð ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ïà-
òîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ — âîñïàëåíèå, àëëåðãè÷åñêèå
ðåàêöèè, àïîïòîç è äð. (Dubois et al., 1998).

Ôåðìåíòû ìåòàáîëèçìà ÀÊ èìåþò âûñîêóþ ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíîñòü è ÿâëÿþòñÿ ìèøåíÿìè äëÿ äåéñò-
âèÿ îêèñëÿþùèõ è âîññòàíàâëèâàþùèõ àãåíòîâ (Hafner
et al., 2011). Ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðîâ öèêëîîêñèãå-
íàç è ëèïîêñèãåíàç íàìè ðàíåå áûëî âïåðâûå ïîêàçàíî
ó÷àñòèå öèêëîîêñèãåíàçíîãî è ëèïîêñèãåíàçíîãî ïóòåé
îêèñëåíèÿ ÀÊ âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà è ìîëèêñàíà íà
[Ca2+]i â ìàêðîôàãàõ (Êðóòåöêàÿ è äð., 2013á; Êóðèëîâà
è äð., 2014; Krutetskaya et al., 2014).

Ýïîêñèãåíàçíûé ïóòü ìåòàáîëèçìà ÀÊ ñâÿçàí ñ ñèñ-
òåìîé ìîíîîêñèãåíàçíîãî îêèñëåíèÿ, êîòîðàÿ ëîêàëèçî-
âàíà ó ìëåêîïèòàþùèõ â ìåìáðàíàõ ýíäîïëàçìàòè÷åñêî-
ãî ðåòèêóëóìà, à â íåêîòîðûõ òêàíÿõ, íàïðèìåð â êëåòêàõ
êîðû íàäïî÷å÷íèêîâ, è â ìåìáðàíàõ ìèòîõîíäðèé. Ñèñ-
òåìà ìîíîîêñèãåíàçíîãî îêèñëåíèÿ îáëàäàåò íèçêîé ñóá-
ñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ, ïîýòîìó â íåé ïðîèñõîäèò ìå-
òàáîëèçì ðàçíîîáðàçíûõ ëèïîôèëüíûõ ñóáñòðàòîâ —
ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ, õîëåñòåðèíà, æèðîðàñòâîðèìûõ
âèòàìèíîâ, ïðîñòàãëàíäèíîâ, æèðíûõ êèñëîò, à òàêæå
ðàçëè÷íûõ êñåíîáèîòèêîâ. Îñíîâíûì êîìïîíåíòîì ýòîé
ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ öèòîõðîìû Ð-450 (57 êÄà), îòíîñÿùèå-
ñÿ ê îñîáîìó ñóïåðñåìåéñòâó ôåðìåíòîâ-ìîíîîêñèãåíàç
(Êðóòåöêàÿ è äð., 2003). Ìåòàáîëèòû ýïîêñèãåíàçíîãî
ïóòè îêèñëåíèÿ ÀÊ èìåþò ðàçëè÷íîå áèîëîãè÷åñêîå äåé-
ñòâèå: óñèëèâàþò ñåêðåöèþ ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà,
ñòèìóëèðóþò âûðàáîòêó ñîìàòîñòàòèíà, èíãèáèðóþò
ïîãëîùåíèå Na+ è ñåêðåöèþ K+ â ïî÷êàõ, ñòèìóëèðóþò
ñåêðåöèþ èíñóëèíà è ãëþêàãîíà (Needleman et al., 1986).
Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî îêèñëåíèå ñâîáîäíîé ÀÊ ïî ýïîêñè-
ãåíàçíîìó ïóòè èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ïðåäîòâðà-
ùåíèÿ àïîïòîçà â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ (Chen et al.,
2001).

Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿëîñü öåëåñîîáðàçíûì èñ-
ñëåäîâàòü âîçìîæíóþ ðîëü ýïîêñèãåíàçíîãî ïóòè îêèñëå-
íèÿ ÀÊ âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà è ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i â
ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçî-
âàëè äâà ýôôåêòèâíûõ áëîêàòîðà ýïîêñèãåíàç — ýêîíà-
çîë è ïðîàäèôåí (SKF525A). Îíè ÿâëÿþòñÿ ïðîòèâî-
ãðèáêîâûìè àãåíòàìè èìèäàçîëüíîé ïðèðîäû, êîòîðûå â
ìèêðîìîëÿðíîé êîíöåíòðàöèè áëîêèðóþò öèòîõðîì
Ð-450-ïîäîáíûå ôåðìåíòû (Rodrigues et al., 1987; Capde-
vila et al., 1988).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòèâèðóå-
ìûõ ðåçèäåíòíûõ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñ ëè-
íèè Wistar. Ðåçèäåíòíûå ìàêðîôàãè âûäåëÿëè èç ïåðèòî-
íåàëüíîé ïîëîñòè êðûñ ìàññîé 180—250 ã ïî ìåòîäó,
îïèñàííîìó ðàíåå (Conrad, 1981; Randriamampita, Traut-
mann, 1987). Ñðàçó ïîñëå âûäåëåíèÿ êëåòêè èìåëè ñôåðè-
÷åñêóþ ôîðìó (äèàìåòð 10—20 ìêì). Ñóñïåíçèþ êëåòîê
ïîìåùàëè â áàêïå÷àòêè, ñîäåðæàùèå êâàðöåâûå ñòåêëà

ðàçìåðîì 10 � 10 ìì. Êëåòêè íà ñòåêëàõ êóëüòèâèðîâàëè
â òå÷åíèå 1—3 ñóò ïðè 37 °Ñ â ñðåäå 199 (ðÍ 7.2), ñîäåð-
æàùåé 20 % ñûâîðîòêè êðîâè áûêà, ãëóòàìèí (3 %), ïå-
íèöèëëèí (100 åä./ìë) è ñòðåïòîìèöèí (100 ìã/ìë). Òåñò
íà a-íàôòèë ýñòåðàçó (Monahan et al., 1981) ïîêàçàë, ÷òî
ïî ìåíüøåé ìåðå 96 % êëåòîê â ìîíîñëîÿõ áûëè ìàêðî-
ôàãàìè.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå (22—24 °Ñ) ÷åðåç 1—2 ñóò ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê. Êâàðöåâûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â
ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êàìåðó, çàïîëíåííóþ ôèçèîëîãè÷å-
ñêèì ðàñâîðîì ñëåäóþùåãî èîííîãî ñîñòàâà (ìÌ):
140 NaCl, 5 KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2 è 5 HEPES-NaOH,
pH 7.3—7.4. Áåñêàëüöèåâàÿ ñðåäà îòëè÷àëàñü òåì, ÷òî ñî-
äåðæàëà 0 ìÌ CaCl2 è 1 Ì ÝÃÒÀ. Ïîäðîáíî ïðîöåäóðà
êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàêðîôàãîâ îïèñàíà ðàíåå (Êðóòåöêàÿ
è äð., 1997).

Ä ë ÿ è ç ì å ð å í è ÿ [C a2+]i è ñ ï î ë ü ç î â à ë è ô ë ó î -
ð å ñ ö å í ò í û é ç î í ä F u r a - 2 A M (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ). Ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 45 ìèí â ôè-
çèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 2 ìêÌ Fura-2AM,
ïðè 22—24 °Ñ. Ñòåêëà ñ îêðàøåííûìè êëåòêàìè îòìûâà-
ëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì è ïåðåíîñèëè â ýêñïåðè-
ìåíòàëüíóþ êàìåðó ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica
DM 4000B (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ). Âîçáóæäåíèå
ôëóîðåñöåíöèè îáúåêòà ïðîèçâîäèëè ïðè äëèíàõ âîëí
340 è 380 íì ÷åðåç îáúåêòèâ ìèêðîñêîïà. Äëÿ âûäåëåíèÿ
ñîîòâåòñòâóþùèõ ó÷àñòêîâ ñïåêòðà èñïîëüçîâàëè óçêîïî-
ëîñíûå îïòè÷åñêèå ôèëüòðû. Ýìèññèþ ðåãèñòðèðîâàëè
ïðè äëèíå âîëíû 510 íì ïðè ïîìîùè ñïåöèàëèçèðîâàííîé
âèäåîêàìåðû Leica DFC340FX. Äëÿ âûäåëåíèÿ ñâåòà ñ
äëèíîé âîëíû 510 íì èñïîëüçîâàëè îïòè÷åñêèé ôèëüòð.
Äëÿ óïðàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòîì èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó îá-
ðàáîòêè èçîáðàæåíèÿ ImageJ (ïëàãèí Micro-Manager 1.4).

Ðåçóëüòàòîì èçìåðåíèé ÿâëÿëîñü îòíîøåíèå èíòåí-
ñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè Fura-2AM ïðè îáëó÷åíèè ñâå-
òîì ñ äëèíîé âîëíû 340 íì ê èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè ïðè îáëó÷åíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 380 íì (Ra-
tio(F340/F380)), ãäå F340 — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
Fura-2AM, ñâÿçàííîãî ñ Ñà2+, à F380 — èíòåíñèâíîñòü ôëó-
îðåñöåíöèè Fura-2AM, íå ñâÿçàííîãî ñ Ñà2+, îòðàæàþùåå
èçìåíåíèÿ [Ca2+]i â êëåòêàõ âî âðåìÿ èçìåðåíèé (Bruce,
Elliott, 2000; Xie et al., 2002). Äëÿ èçáåæàíèÿ ôîòîâûãîðà-
íèÿ èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ÷åðåç êàæäûå 20 ñ, îáëó÷àÿ
îáúåêò â òå÷åíèå 2 ñ. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïðèìåíÿëè îáúåê-
òèâ 10� ñ àïåðòóðîé 8 ìì. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâî-
äèëè ñ ïðèìåíåíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî è ñòàíäàðòíîãî îòêëîíå-
íèÿ. Íà ðèñóíêàõ ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû òèïè÷íûõ
ýêñïåðèìåíòîâ.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ è óñèëåíèÿ âõîäà Ñà2+ â êëåòêè èñ-
ïîëüçîâàëè êëàññè÷åñêóþ ñõåìó ýêñïåðèìåíòà
(Ca2+-free/Ca2+-reintroduction protocol) (Alonso-Torre, Tra-
utmann, 1993). Ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â íîìèíàëüíî
áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì íà íèõ äåéñòâîâàëè ãëóòîêñè-
ìîì èëè ìîëèêñàíîì, âûçûâàÿ ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëå äîáàâëåíèÿ â íàðóæíóþ
ñðåäó 2 ìÌ Ñà2+ è âîññòàíîâëåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ãðà-
äèåíòà êîíöåíòðàöèè Ñà2+ íàáëþäàëîñü áûñòðîå ïîâûøå-
íèå [Ca2+]i, îòðàæàþùåå âõîä Ñà2+ â êëåòêó. Èíãèáèòîðû
ýïîêñèãåíàç äîáàâëÿëè äî ââåäåíèÿ ãëóòîêñèìà èëè ìî-
ëèêñàíà èëè âî âðåìÿ ðàçâèâàþùåãîñÿ âõîäà Ca2+ èç íà-
ðóæíîé ñðåäû.

È ñ ï î ë ü ç î â à ë è ð å à ê ò è â û ôèðìû Sigma-Aldrich
(ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè ìàòî÷íûå ðàñòâîðû ãëóòîêñèìà

Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ýïîêñèãåíàç íà Ca
2+

-îòâåòû, âûçûâàåìûå ãëóòîêñèìîì 519



(50 ìã/ìë) è ìîëèêñàíà (50 ìã/ìë) (ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â âîäå, à òàêæå ìàòî÷íûå ðàñòâîðû
ïðîàäèôåíà (100 ìÌ) è ýêîíàçîëà (5 ìÌ) â äèìåòèë-
ñóëüôîêñèäå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïîêàçàëè, ÷òî èíêóáà-
öèÿ ìàêðîôàãîâ â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå â òå-
÷åíèå 20—25 ìèí â ïðèñóòñòâèè 200 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà
(ðèñ. 1, à) èëè 200 ìêã/ìë ìîëèêñàíà (ðèñ. 2, à) âûçûâàåò
íàðàñòàþùåå è ñóùåñòâåííîå ïîâûøåíèå [Ca2+]i, îòðàæà-

þùåå ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ Ñà2+-äåïî.
Äîáàâëåíèå â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ñà2+ èíäóöèðóåò
âõîä Ñà2+ â öèòîçîëü, îáóñëîâëåííûé, ïî-âèäèìîìó, îïó-
ñòîøåíèåì Ñà2+-äåïî (ðèñ. 1, à; 2, à).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîãî ó÷àñòèÿ ýïîêñèãåíàçíîãî
ïóòè îêèñëåíèÿ ÀÊ âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà è ìîëèêñàíà
íà [Ca2+]i â ìàêðîôàãàõ èñïîëüçîâàëè äâà ñòðóêòóðíî ðàç-
ëè÷íûõ èíãèáèòîðà ýïîêñèãåíàç — ïðîàäèôåí è ýêîíà-
çîë. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê
ñî 100 ìêÌ ïðîàäèôåíà (ðèñ. 1, á) â òå÷åíèå 5 ìèí äî ââå-
äåíèÿ 200 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ êàê ôàçû ìîáèëèçàöèè Ñà2+ èç äåïî
(íà 95.6 � 6.3 %, n = 7), òàê è ôàçû âõîäà Ñà2+ (íà

520 Ë. Ñ. Ìèëåíèíà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ïðîàäèôåíà íà óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, âûçûâàåìîå ãëóòîêñèìîì, â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû.

Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3 ïî îñè îðäèíàò — îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè Fura-2AM ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ 340 íì è
380 íì ñîîòâåòñòâåííî, îòí. åä. à — êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 200 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì âõîä Ca2+ èíäóöèðîâà-
ëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+; âî âðåìÿ ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ ââîäèëè 100 ìêÌ ïðîàäèôåíà. á — ìàêðîôàãè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáè-
ðîâàëè 5 ìèí ñî 100 ìêÌ ïðîàäèôåíà â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì äîáàâëÿëè 200 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà, ÷åðåç 20 ìèí âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíè-
åì 2 ìÌ Ca2+ â íàðóæíóþ ñðåäó. Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3 êàæäàÿ ðåãèñòðàöèÿ ïîëó÷åíà äëÿ ãðóïïû èç 40—50 êëåòîê è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òèïè÷íûé âàðè-

àíò èç 5—7 ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ýêîíàçîëà íà óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, âûçûâàåìîå ìîëèêñàíîì, â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû.

à — ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè ñ 200 ìêã/ìë ìîëèêñàíà â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì âõîä Ca2+ èíäóöèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðå-
äó 2 ìÌ Ca2+; âî âðåìÿ ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ ââîäèëè 5 ìêÌ ýêîíàçîëà. á — êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè 5 ìèí ñ 5 ìêÌ ýêîíàçîëà â áåñ-

êàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì äîáàâëÿëè 200 ìêã/ìë ìîëèêñàíà, ÷åðåç 20 ìèí èíèöèèðîâàëè âõîä Ca2+ ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+.



92.3 � 5.7 %, n = 7), âûçûâàåìûõ ãëóòîêñèìîì. Ñõîäíûå
ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè 200 ìêã/ìë ìî-
ëèêñàíà (íå ïîêàçàíî). Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ìàê-
ðîôàãîâ ñ 5 ìêÌ ýêîíàçîëà (ðèñ. 2, á) â òå÷åíèå 5 ìèí äî
ââåäåíèÿ 200 ìêã/ìë ìîëèêñàíà òàêæå ïðèâîäèò ê ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ ôàçû ìîáèëèçàöèè Ñà2+ èç
äåïî (íà 87.1 � 5.8 %, n = 7) è ÷àñòè÷íîìó ïîäàâëåíèþ
âõîäà Ñà2+ (íà 32.3 � 4.9 %, n = 7), âûçûâàåìûõ ìîëèêñà-
íîì (ðèñ. 2, á). Ñõîäíûå äàííûå ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçî-
âàíèè 200 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà (íå ïîêàçàíî).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ýïîêñèãåíàçû è (èëè) ïðîäóêòû ýïîêñèãåíàçíîãî ïóòè ìå-
òàáîëèçìà ÀÊ ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè Ñà2+-îòâåòîâ, èíäó-
öèðóåìûõ ãëóòîêñèìîì èëè ìîëèêñàíîì, â ìàêðîôàãàõ.

Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî äîáàâëåíèå 100 ìêÌ ïðîàäèôå-
íà íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ñà2+, èíäóöèðîâàííîãî
ãëóòîêñèìîì (ðèñ. 1, à) èëè ìîëèêñàíîì (íå ïîêàçàíî),
ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó (íà 37.5 � 4.2 %, n = 5) ïîäàâ-
ëåíèþ âõîäà Ñà2+ â ìàêðîôàãè. Äîáàâëåíèå 5 ìêÌ ýêîíà-
çîëà íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ñà2+, èíäóöèðîâàííîãî
ìîëèêñàíîì (ðèñ. 2, à) èëè ãëóòîêñèìîì (íå ïîêàçàíî),
òàêæå ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó (íà 35.8 � 5.0 %, n = 6)
ïîäàâëåíèþ âõîäà Ñà2+ â ìàêðîôàãè. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò
îá ó÷àñòèè ïðîäóêòîâ ýïîêñèãåíàçíîãî ïóòè îêèñëåíèÿ
ÀÊ â ðåãóëÿöèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+, èíäóöèðî-
âàííîãî ãëóòîêñèìîì èëè ìîëèêñàíîì, â ìàêðîôàãàõ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ýïîêñèãåíàçû íàðÿäó ñ äðóãèìè ôåðìåí-
òàìè ìåòàáîëèçìà ÀÊ (öèêëîîêñèãåíàçàìè è ëèïîêñèãå-
íàçàìè) ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ãåíåðàöèè è ïîääåðæàíèè
îáåèõ ôàç Ñà2+-îòâåòîâ, èíäóöèðîâàííûõ ãëóòîêñèìîì è
ìîëèêñàíîì, â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Êðî-
ìå òîãî, äàííûå îá èíãèáèðîâàíèè ýêîíàçîëîì è ïðîàäè-
ôåíîì äåéñòâèÿ ãëóòîêñèìà è ìîëèêñàíà ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîòèâîãðèáêîâûå àãåíòû, èíãèáèðó-
þùèå ýïîêñèãåíàçû, íåæåëàòåëüíî èñïîëüçîâàòü â êëèíè-
÷åñêîé ïðàêòèêå â êîìáèíàöèè ñ èììóíîìîäóëÿòîðàìè
ãëóòîêñèìîì èëè ìîëèêñàíîì.

Ïîäàâëåíèå èíãèáèòîðàìè ýïîêñèãåíàç ìîáèëèçàöèè
Ñà2+ èç äåïî, èíäóöèðîâàííîé ãëóòîêñèìîì èëè ìîëèêñà-
íîì, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ýïîêñèãåíàçû è (èëè)
ïðîäóêòû ýïîêñèãåíàçíîãî ïóòè îêèñëåíèÿ ÀÊ ÿâëÿþòñÿ
ó÷àñòíèêàìè êîìïëåêñíîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, âûçûâà-
åìîãî ãëóòîêñèìîì è ìîëèêñàíîì â ìàêðîôàãàõ è ïðèâî-
äÿùåãî ê ïîñòåïåííîìó âûñâîáîæäåíèþ Ñà2+ èç äåïî.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè äåéñòâèè ãëóòîêñèìà è
ìîëèêñàíà ïðîèñõîäèò çàïóñê êàñêàäà ìåòàáîëèçìà
ÀÊ. Ó÷àñòèå ïðîäóêòîâ öèêëîîêñèãåíàçíîãî è ëèïîêñèãå-
íàçíîãî ïóòåé ìåòàáëèçìà ÀÊ âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà è
ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî èõ âçàèìî-
äåéñòâèåì ñ ýëåìåíòàìè öèòîñêåëåòà (Êóðèëîâà è äð.,
2014; Krutetskaya et al., 2014). Â òî æå âðåìÿ ðîëü ïðîäóê-
òîâ è (èëè) ôåðìåíòîâ ýïîêñèãåíàçíîãî ïóòè îêèñëåíèÿ
ÀÊ ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â äîïîëíèòåëüíîé ðåãóëÿöèè
IP3-ðåöåïòîðîâ èëè Ca2+-ÀÒÔàç â ìåìáðàíå Ñà2+-äåïî, íå-
îáõîäèìîé äëÿ ìîáèëèçàöèè Ñà2+ èç äåïî.

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîãëàñóþòñÿ ñ ïîëó-
÷åííûìè ðàíåå äàííûìè î âëèÿíèè èíãèáèòîðîâ ýïîêñè-
ãåíàç íà Ñà2+-ñèãíàëû â íåâîçáóäèìûõ êëåòêàõ. Îäíîé èç
ìîäåëåé äåïîçàâèñèìîãî (åìêîñòíîãî) âõîäà Ñà2+ ÿâëÿåò-
ñÿ ìîäåëü ñ ó÷àñòèåì ðàñòâîðèìîãî ïîñðåäíèêà — ôàêòî-
ðà âõîäà Ñà2+ (calcium influx factor, CIF), êîòîðûé âûñâî-
áîæäàåòñÿ â öèòîçîëü ïðè îïóñòîøåíèè âíóòðèêëåòî÷-
íûõ Ñà2+-äåïî è àêòèâèðóåò âõîä Ñà2+ â êëåòêè (Putney
et al., 2001; Êðóòåöêàÿ è äð., 2003). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî

ðîëü ôàêòîðà âõîäà Ñà2+ ìîæåò âûïîëíÿòü öèòîõðîì
Ð-450, ëîêàëèçîâàííûé â ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî
ðåòèêóëóìà, èëè ïðîäóêò ýïîêñèãåíàçíîãî îêèñëåíèÿ
ÀÊ — 5,6-ýïîêñèýéêîçàòðèåíîâàÿ êèñëîòà (5,6-ÝÝÒÊ)
(Alvarez et al., 1991, 1992; Rzigalinski et al., 1999; Xie et al.,
2002; Ben-Amor et al., 2006).

Òàê, íà êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ðîãîâèöû áûêà óñòàíîâëå-
íî, ÷òî àêòèâàòîð öèòîõðîìà Ð-450 b-íàôòîôëàâîí óñèëè-
âàåò âõîä Sr2+ ïîñëå îïóñòîøåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
(Xie et al., 2002). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî äîáàâëÿåìûé ñ íà-
ðóæíîé ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû ìåòàáîëèò öèòîõðîìà
Ð-450 5,6-ÝÝÒÊ àêòèâèðóåò âõîä Ñà2+ â ýíäîòåëèîöèòû.
Îáà ýôôåêòà áëîêèðóþòñÿ êëàññè÷åñêèì èíãèáèòîðîì
åìêîñòíîãî âõîäà Ñà2+ 2-àìèíîýòîêñèäèôåíèëáîðàòîì
(Xie et al., 2002). Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíî, ÷òî âíåêëåòî÷-
íàÿ 5,6-ÝÝÒÊ àêòèâèðóåò äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2+ â
òðîìáîöèòû ÷åëîâåêà (Ben-Amor et al., 2006). Ýòè ðåçóëü-
òàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîäóêòû ýïîêñèãå-
íàçíîãî ïóòè ìåòàáîëèçìà ÀÊ ìîãóò èãðàòü ðîëü ôàêòî-
ðîâ, àêòèâèðóþùèõ äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2+.

Â ïîëüçó ýòîé ìîäåëè ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå îá àê-
òèâíîì ïîäàâëåíèè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+ èíãèáèòî-
ðàìè ýïîêñèãåíàç. Òàê, ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ýêîíàçîë è ïðîàäèôåí ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿþò
äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2+, èíäóöèðóåìûé ïóðèíåðãè÷å-
ñêèìè àãîíèñòàìè ÀÒÔ è ÓÒÔ è èíãèáèòîðàìè ýíäî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ Ñà2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèíîì è öèêëîïüÿ-
çîíèêîâîé êèñëîòîé â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðû-
ñû (Êðóòåöêàÿ è äð., 1998, 2000, 2003). Ïîêàçàíî òàêæå,
÷òî ýêîíàçîë è äðóãèå èìèäàçîëüíûå èíãèáèòîðû ýïîêñè-
ãåíàç (ìèêîíàçîë, êëîòðèìàçîë, êåòîêîíàçîë, SK&F
96365), à òàêæå ïðîàäèôåí ÿâëÿþòñÿ ýôôåêòèâíûìè èí-
ãèáèòîðîìè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+, èíäóöèðîâàííî-
ãî øèðîêèì ñïåêòðîì àãîíèñòîâ, â òèìîöèòàõ êðûñû (Al-
varez et al., 1991, 1992), ëåéêåìè÷åñêèõ êëåòêàõ ëèíèé
HL60 è U937 (Alonso-Torre et al., 1993), ýíäîòåëèîöèòàõ
áûêà (Graier et al., 1995; Xie et al., 2002) è àöèíàðíûõ
êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðûñû (Bruce, Elliott,
2000).

Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ðîãîâèöû áûêà âû-
ÿâëåíî ñîñóùåñòâîâàíèå äâóõ ìåõàíèçìîâ âõîäà Ñà2+ —
ñ ó÷àñòèåì ðàñòâîðèìîãî ïîñðåäíèêà è «ñâÿçûâàíèÿ ïî
òèïó ñåêðåöèè» (secretion-like coupling model) (Xie et al.,
2002). Ïîñëåäíèé ïðåäïîëàãàåò îáðàòèìóþ òðàíñëîêà-
öèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî Ñà2+-äåïî ê ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíå è áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó IP3-ðåöåï-
òîðîì è äåïîçàâèñèìûì Ñà2+-êàíàëîì, ïðèâîäÿùèå ê àê-
òèâàöèè åìêîñòíîãî âõîäà Ñà2+. Ïðè ýòîì â ðåãóëÿöèè
äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ñà2+ âàæíóþ ðîëü èãðàþò àêòèíî-
âûå ôèëàìåíòû (Rosado, Sage, 2000). Èçâåñòíî, ÷òî ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêèå àãåíòû, âûçûâàþùèå ðåîðãàíèçàöèþ àê-
òèíà, èíãèáèðóþò äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2+ â êëåòêàõ
ðàçëè÷íîãî òèïà. Òàê, êàëèêóëèí À, âûçûâàþùèé îáðàçî-
âàíèå òîëñòîãî ñëîÿ ïðèìåìáðàííîãî (êîðòèêàëüíîãî) àê-
òèíà, ïðåïÿòñòâóþùåãî ïåðåäà÷å ñèãíàëà îá îïóñòîøå-
íèè äåïî, ïîäàâëÿåò äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2+ â òðîìáî-
öèòû ÷åëîâåêà (Rosado, Sage, 2000) è ïåðèòîíåàëüíûå
ìàêðîôàãè êðûñû (Êóðèëîâà è äð., 2009) . Â òî æå âðåìÿ
íà êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ðîãîâèöû áûêà óñòàíîâëåíî, ÷òî êà-
ëèêóëèí À íå âûçûâàåò ïîäàâëåíèÿ âõîäà Ñà2+, àêòèâèðó-
åìîãî b-íàôòîôëàâîíîì èëè 5,6-ÝÝÒÊ (Xie et al., 2002).
Âåðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ìåòàáîëèòû öèòîõðîìîâ
Ð-450, âûñòóïàþùèå â ðîëè ôàêòîðîâ âõîäà Ñà2+, ÿâëÿþò-
ñÿ ìàëûìè âîäîðàñòâîðèìûìè ìîëåêóëàìè, êîòîðûå ìî-
ãóò äèôôóíäèðîâàòü ê ïëàçìàëåììå ñêâîçü ïëîòíûé ñëîé

Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ýïîêñèãåíàç íà Ca
2+
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êîðòèêàëüíîãî àêòèíà, ôîðìèðóþùèéñÿ ïðè äåéñòâèè êà-
ëèêóëèíà À (Xie et al., 2002).

Îäíàêî ñóùåñòâóþò äàííûå î òîì, ÷òî öèòîõðîìû
Ð-450 íå ïðèíèìàþò ó÷àñòèÿ â àêòèâàöèè äåïîçàâèñèìîãî
âõîäà Ñà2+, à ïîäàâëåíèå Ñà2+-ñèãíàëîâ ñâÿçàíî ñ íåïî-
ñðåäñòâåííûì äåéñòâèåì èìèäàçîëüíûõ àíòèìèêîòè÷å-
ñêèõ àãåíòîâ íà Ñà2+-êàíàëû (Koch et al., 1994).

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîèçâîäíûå èìèäàçîëà èíãèáèðóþò
àêòèâíîñòü öèòîõðîìîâ Ð-450 ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ
ýëåêòðîíîâ àòîìà àçîòà â òðåòüåì ïîëîæåíèè èìèäàçîëü-
íîãî êîëüöà ñ ãåìîì öèòîõðîìà Ð-450 (Koch et al., 1994).
Ââåäåíèå çàìåñòèòåëåé âî âòîðîå ïîëîæåíèå èìèäàçîëü-
íîãî êîëüöà ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó (â 10—100 ðàç
è áîëåå) óìåíüøåíèþ àêòèâíîñòè èíãèáèòîðîâ. ×òîáû
âûÿñíèòü, ñâÿçàíî ëè èíãèáèðîâàíèå Ñà2+-ñèãíàëîâ ñ ïî-
äàâëåíèåì ýïîêñèãåíàç, àâòîðû ñèíòåçèðîâàëè ïðîèçâîä-
íîå ýêîíàçîëà, îòëè÷àþùååñÿ ïðèñóòñòâèåì ìåòèëüíîé
ãðóïïû âî âòîðîì ïîëîæåíèè èìèäàçîëüíîãî êîëüöà.
Êàê ïðåäïîëàãàëè, ýòî ñîåäèíåíèå ìåíåå ýôôåêòèâíî
(â 10 ðàç) ïîäàâëÿëî àêòèâíîñòü öèòîõðîìîâ Ð-450. Â òî
æå âðåìÿ ýêîíàçîë è åãî ïðîèçâîäíîå îäèíàêîâî ýôôåê-
òèâíî ïîäàâëÿëè âõîä Ñà2+, âûçâàííûé òàïñèãàðãèíîì
(Koch et al., 1994). Òàêèì îáðàçîì, àâòîðàìè áûë ñäåëàí âû-
âîä î òîì, ÷òî â êëåòêàõ HL-60 èìèäàçîëüíûå ïðîòèâîãðèá-
êîâûå àãåíòû èíãèáèðóþò äåïîçàâèñèìûé âõîä Ñà2+ íå çà
ñ÷åò èíãèáèðîâàíèÿ öèòîõðîìîâ Ð-450, à ïóòåì ïðÿìîãî
âëèÿíèÿ íà Ñà2+-êàíàëû ïëàçìàëåììû (Koch et al., 1994).

Îáíàðóæåíî òàêæå, ÷òî èíãèáèòîðû ýïîêñèãåíàç
ñàìè ìîãóò èíäóöèðîâàòü Ñà2+-îòâåòû â êëåòêàõ. Íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî ïðîàäèôåí (100 ìêÌ) âûçûâàåò â áåñêàëü-
öèåâîé ñðåäå ïîñòåïåííî íàðàñòàþùåå ïîâûøåíèå [Ca2+]i,

ñâÿçàííîå, ïî-âèäèìîìó, ñ ìîáèëèçàöèåé Ñà2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû
(ðèñ. 3). Ïîñëåäóþùåå ââåäåíèå â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ
Ñà2+ âûçûâàåò âõîä Ñà2+ â ìàêðîôàãè (ðèñ. 3). Êðîìå òîãî,
íà ðèñ. 1, á è 2, á âèäíî, ÷òî ïðîàäèôåí è ýêîíàçîë âûçû-
âàþò íåáîëüøîå óâåëè÷åíèå [Ca2+]i (íà 13.6 � 2.4 % îòíî-
ñèòåëüíî áàçàëüíîãî óðîâíÿ, n = 14) äî ââåäåíèÿ ãëóòîê-
ñèìà èëè ìîëèêñàíà.

Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ áîëåå ðàííèìè äàííû-
ìè î âëèÿíèè èíãèáèòîðîâ ýïîêñèãåíàç ýêîíàçîëà è ïðîà-
äèôåíà íà [Ca2+]i â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû
(Êðóòåöêàÿ è äð., 1998, 2000, 2003) è êëåòêàõ àäåíîêàðöè-
íîìû ïðÿìîé êèøêè ëèíèè HT29 (Carrillo et al., 2013).
Òàê, ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðîàäèôåí è ýêîíàçîë âû-
çûâàþò äâóõôàçíîå óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, ñâÿçàííîå ñ ìîáè-
ëèçàöèåé Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî è ïîñëåäóþùèì
âõîäîì Ñà2+ â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè êðûñû (Êðó-
òåöêàÿ è äð., 1998, 2000, 2003). Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïðèðîäû
âíóòðèêëåòî÷íûõ Ñà2+-äåïî, íà êîòîðûå äåéñòâóþò ýêî-
íàçîë è ïðîàäèôåí, ïðîâåëè ýêñïåðèìåíòû, â êîòîðûõ

ýêîíàçîë èëè ïðîàäèôåí äîáàâëÿëè ê ìàêðîôàãàì ïîñëå
òîãî, êàê Ñà2+-äåïî áûëè îïóñòîøåíû èíãèáèòîðîì ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêèõ Ñà2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèíîì. Â ýòèõ
óñëîâèÿõ èíãèáèòîðû ýïîêñèãåíàç íå âûçûâàëè óâåëè÷å-
íèÿ [Ca2+]i, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ýêîíàçîë è ïðî-
àäèôåí èíäóöèðóþò ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç òàïñèãàð-
ãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ñà2+-äåïî (Êðóòåöêàÿ è äð., 2000,
2003). Ñõîäíûå äàííûå î ïðèðîäå âíóòðèêëåòî÷íûõ
Ñà2+-äåïî, íà êîòîðûå äåéñòâóåò ýêîíàçîë, ïîëó÷åíû íà
êëåòêàõ àäåíîêàðöèíîìû ïðÿìîé êèøêè ëèíèè HT29
(Carrillo et al., 2013). Êðîìå òîãî, ó÷èòûâàÿ îòíîñèòåëüíî
ìåäëåííóþ êèíåòèêó âûñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ èç äåïî ïðè
äåéñòâèè ýêîíàçîëà è ïðîàäèôåíà (ðèñ. 3), ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ïðîòèâîãðèáêîâûå àãåíòû óâåëè÷èâàþò
[Ca2+]i, èíãèáèðóÿ Ñà2+-ÀÒÔàçû â ìåìáðàíå Ñà2+-äåïî
(Êðóòåöêàÿ è äð., 1998, 2000). Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëî-
æåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå î òîì, ÷òî èìèäàçîëüíûå
ñîåäèíåíèÿ íàðÿäó ñ òàïñèãàðãèíîì, öèêëîïüÿçîíèêîâîé
êèñëîòîé è BHQ èíãèáèðóþò Ñà2+-ATÔàçû â ìåìáðàíå
ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (Mason et al., 1993;
Snajdrova et al., 1998).

Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîäàâëåíèå
ïðîàäèôåíîì è ýêîíàçîëîì ìîáèëèçàöèè Ñà2+ èç äåïî,
èíäóöèðîâàííîé ãëóòîêñèìîì èëè ìîëèêñàíîì, ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ê ìîìåíòó ââåäåíèÿ ãëóòîêñèìà
èëè ìîëèêñàíà äåïî óæå áûëè ÷àñòè÷íî îïóñòîøåíû ïðè-
ëîæåíèåì ïðîàäèôåíà èëè ýêîíàçîëà.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ýòîé ðàáî-
òå è ðàíåå (Êóðèëîâà è äð., 2014; Krutetskaya et al., 2014),
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îäíèì èç âàæíûõ ó÷àñòíèêîâ
ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, çàïóñêàåìîãî ãëóòîêñèìîì è ìî-
ëèêñàíîì â ìàêðîôàãàõ, ÿâëÿåòñÿ êàñêàä ìåòàáîëèçìà
ÀÊ, ïðè÷åì âî âëèÿíèè ãëóòîêñèìà è ìîëèêñàíà íà [Ca2+]i

çàäåéñòâîâàíû âñå òðè ïóòè îêèñëåíèÿ ÀÊ — öèêëîîêñè-
ãåíàçíûé, ëèïîêñèãåíàçíûé è ýïîêñèãåíàçíûé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ÑÏáÃÓ ¹ 1.0.127.2010.
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THE EFFECT OF EPOXYGENASE INHIBITORS ON Ca2+-RESPONSES INDUCED

BY GLUTOXIM AND MOLIXAN IN MACROPHAGES

L. S. Milenina, Z. I. Krutetskaya, A. A. Naumova, S. N. Butov,

N. I. Krutetskaya, V. G. Antonov

Chair of Biophysics, St. Petersburg State University, 199034;

e-mail: cozzy@mail.ru

Using Fura-2AM microfluorimetry the possible involvement of epoxygenase pathway of arachidonic acid
metabolism in the effect of glutoxim and molixan on intracellular Ca2+ concentration in rat peritoneal macro-
phages was investigated. It was shown for the first time that preincubation of the macrophages with epoxyge-
nase inhibitors, proadifen and econazole, significantly decreases the intracellular Ca2+ concentration increase
induced by glutoxim and molixan. The addition of the epoxygenase inhibitors during the already developed sto-
re-dependent Ca2+-entry induced by glutoxim or molixan partially inhibits Ca2+-entry. The obtained data sug-
gest the involvement of the products and/or enzymes of epoxygenase pathway of the arachidonic acid meta-
bolism in the glutoxim and molixan effect on the Ca2+ signaling processes in macrophages.
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