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Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî Ca2+-çîíäà Fura-2AM èññëåäîâàíî âëèÿíèå îêèñëåííîãî ãëóòà-
òèîíà (GSSG) è åãî ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî àíàëîãà ïðåïàðàòà ãëóòîêñèì íà âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðà-
öèþ Ca2+ â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Ïîêàçàíî, ÷òî ãëóòîêñèì è GSSG óâåëè÷èâàþò âíóòðè-
êëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+, âûçûâàÿ ìîáèëèçàöèþ Ca2+ èç òàïñèãàðãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ca2+-äåïî è
ïîñëåäóþùèé âõîä Ca2+ â ìàêðîôàãè. Äèòèîòðåèòîë, âîññòàíàâëèâàþùèé S—S-ñâÿçè â áåëêàõ, ïðåäîò-
âðàùàåò èëè ïîëíîñòüþ îáðàùàåò âûçûâàåìûé ãëóòîêñèìîì èëè GSSG Ca2+-îòâåò, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
î òîì, ÷òî ïîâûøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+, âûçûâàåìîå ãëóòîêñèìîì èëè GSSG, îïî-
ñðåäîâàíî èõ âçàèìîäåéñòâèåì ñ ôóíêöèîíàëüíî âàæíûìè SH -ãðóïïàìè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðî-
öåññàõ Ca2+-ñèãíàëèçàöèè. Äâà ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðà òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéí è ìå-
òèë-2,5-äèãèäðîêñèöèííàìàò ïðåäîòâðàùàþò èëè ïîëíîñòüþ îáðàùàþò âûçûâàåìîå GSSG èëè ãëóòîê-
ñèìîì óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Ca2+. Íàïðîòèâ, èíãèáèòîð òèðîçèíôîñôàòàç
îðòîâàíàäàò Na óñèëèâàåò Ca2+-îòâåò, âûçûâàåìûé ãëóòîêñèìîì èëè GSSG. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç â ðåãóëÿòîðíîì âëèÿíèè GSSG è ãëóòîêñèìà íà
âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè, îêèñëåííûé ãëóòàòèîí, ãëóòîêñèì, òèðîçèíêèíà-
çû, òèðîçèíôîñôàòàçû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: [Ca2+]i — âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ Ca2+, GSH — âîññòàíîâëåí-
íûé è GSSG — îêèñëåííûé ãëóòàòèîí ñîîòâåòñòâåííî.

Îäíèì èç ôóíäàìåíòàëüíûõ ðåãóëÿòîðíûõ ìåõà-
íèçìîâ â êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÿâëÿåòñÿ ðåäîêñ-ðåãóëÿ-
öèÿ ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ è ýêñïðåññèè ãåíîâ. Òðàíñïîðò
ýëåêòðîíîâ ïî áîêîâûì öåïÿì ôóíêöèîíàëüíûõ —CH2—
SH-ãðóïï êîíñåðâàòèâíûõ îñòàòêîâ öèñòåèíà áåëêîâ îáó-
ñëîâëèâàåò èõ ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíîñòü. ×èñëî èçâåñòíûõ
ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèãíàëà ïîñòîÿí-
íî âîçðàñòàåò; è èìåþùèåñÿ äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ðåäîêñ-ñîñòîÿíèÿ êëåòêè ìîæåò áûòü
ïîëåçíîé ïðè ëå÷åíèè ÑÏÈÄà è íåêîòîðûõ ôîðì ðàêà
(Sen, 1998). Îñîáóþ ðîëü â ðåäîêñðåãóëèðóåìûõ ñèãíàëü-
íûõ ïóòÿõ èãðàþò ýíäîãåííûå ñèñòåìû òèîðåäîêñèíà è
ãëóòàòèîíà.

Ãëóòàòèîí (ã-ãëóòàìèë-öèñòåèíèë-ãëèöèí) ÿâëÿåòñÿ
óíèâåðñàëüíûì òðèïåïòèäîì, ïðèñóòñòâóþùèì â áîëü-
øèíñòâå ðàñòåíèé, ìèêðîîðãàíèçìîâ è âî âñåõ òêàíÿõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Ãëóòàòèîí ñóùåñòâóåò â âîññòàíîâëåí-
íîé (GSH) è îêèñëåííîé (GSSG) ôîðìàõ (Meister, 1988;
Lu, 1999; Sies, 1999). GSH îáû÷íî ïðèñóòñòâóåò â êëåòêàõ
â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (0.1—10.0 ìÌ) è ÿâëÿåòñÿ ñà-
ìûì ðàñïðîñòðàíåííûì êëåòî÷íûì òèîëîì è íèçêîìîëå-
êóëÿðíûì ïåïòèäîì. GSH âûñòóïàåò â êëåòêàõ êàê âîñ-
ñòàíàâëèâàþùèé àãåíò è êàê àíòèîêñèäàíò. GSH ïðåäîò-
âðàùàåò îêèñëåíèå SH-ãðóïï èëè âîññòàíàâëèâàåò
S—S-ñâÿçè, èíäóöèðîâàííûå îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì,

èíàêòèâèðóåò ñâîáîäíûå ðàäèêàëû è ó÷àñòâóåò â äåòîêñè-
êàöèè òîêñè÷åñêèõ êñåíîáèîòèêîâ (ëåêàðñòâåííûõ âå-
ùåñòâ è êàíöåðîãåíîâ) (Hayes, McLellan, 1999).

GSH ñóùåñòâóåò â êëåòêå â ðàâíîâåñèè ñ ãëóòàòèîíîì
äèñóëüôèäîì (GSSG), è îòíîøåíèå êîíöåíòðàöèé
GSH/GSSG ñëóæèò ïîêàçàòåëåì ðåäîêñ-ñîñòîÿíèÿ êëåòêè.
Â íîðìå ñîäåðæàíèå GSSG â êëåòêå î÷åíü íèçêîå (<1 %
îò îáùåãî ñîäåðæàíèÿ GSH) (Meister, 1988; Lu, 1999).
GSSG ñïîñîáåí âñòóïàòü â òèîë-äèñóëüôèäíûé îáìåí ñ
àêòèâíûìè SH-ãðóïïàìè áåëêîâ ñ îáðàçîâàíèåì ñìåøàí-
íîãî äèñóëüôèäíîãî êîìïëåêñà èëè ìîæåò îêèñëÿòü ýíäî-
ãåííûå SH-ãðóïïû ñ îáðàçîâàíèåì äèñóëüôèäîâ. Ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå GSH îêèñëÿåòñÿ äî GSSG è ïðî-
èñõîäèò íàêîïëåíèå GSSG â öèòîçîëå. ×òîáû èçáåæàòü
ñäâèãà ðåäîêñ-ðàâíîâåñèÿ êëåòêè, GSSG ìîæåò àêòèâíî
âûâîäèòüñÿ èç êëåòêè èëè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ SH-ãðóï-
ïîé áåëêà (PSH) ñ îáðàçîâàíèåì ñìåøàííîãî äèñóëüôèäà
(PSSG) (Lu, 1999).

Ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ GSSG â êëåòêàõ ïðè ðàçëè÷-
íûõ íàðóøåíèÿõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé ÿâèëîñü ïîâîäîì
ðàññìàòðèâàòü åãî êàê áèîëîãè÷åñêè àãðåññèâíóþ ìîëå-
êóëó (Êóëèíñêèé, Êîëåñíè÷åíêî, 1990). Îäíàêî ðåçóëüòà-
òû ðàáîò, âûïîëíåííûõ â ðÿäå ëàáîðàòîðèé ïî èçó÷åíèþ
âëèÿíèÿ íà êëåòêè GSSG â êîíöåíòðàöèÿõ, áëèçêèõ èëè
ïðåâûøàþùèõ òå, êîòîðûå îïðåäåëÿþòñÿ âíå êëåòîê, ïî-
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êàçàëè ñïîñîáíîñòü GSSG îêàçûâàòü ðåöåïòîðîïîñðåäî-
âàííîå âëèÿíèå íà êëåòî÷íûå ïðîöåññû (Filomeni et al.,
2002, 2005; Áóðîâà è äð., 2005). Êðîìå òîãî, ñèíòåòè÷å-
ñêèé àíàëîã GSSG — ôàðìàêîëîãè÷åñêèé ïðåïàðàò ãëó-
òîêñèì® (ÔÀÐÌÀ-ÂÀÌ, Ìîñêâà) — íàøåë êëèíè÷åñêîå
ïðèìåíåíèå êàê èììóíîìîäóëÿòîð è ãåìîñòèìóëÿòîð â
êîìïëåêñíîé òåðàïèè áàêòåðèàëüíûõ è âèðóñíûõ çàáîëå-
âàíèé (Æóêîâ è äð., 2004), ïñîðèàçà (Êîðñóíñêàÿ è äð.,
2003; ×åðìîøåíöåâ, 2003), ëó÷åâîé è õèìèîòåðàïèè â îí-
êîëîãèè (Ôèëàòîâà è äð., 2004).

Â òî æå âðåìÿ ðîëü óíèâåðñàëüíîãî âòîðè÷íîãî ïî-
ñðåäíèêà — èîíîâ Ca2+ — â ðåàëèçàöèè ðåãóëÿòîðíîãî
äåéñòâèÿ GSSG íà êëåòêè ïðàêòè÷åñêè íå èññëåäîâàíà.
Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷å-
íèå âëèÿíèÿ GSSG è åãî ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî àíàëîãà
ïðåïàðàòà ãëóòîêñèì íà âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ
Ca2+, ([Ca2+]i) è Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ïóðèíåð-
ãè÷åñêèì àãîíèñòîì ÀÒÔ è èíãèáèòîðîì ýíäîïëàçìàòè-
÷åñêèõ Ca2+-ÀÒÔàç òàïñèãàðãèíîì, â ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãàõ êðûñû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòèâèðóåìûõ ðåçè-
äåíòíûõ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Êâàðöåâûå
ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êàìå-
ðó, çàïîëíåííóþ ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì ñëåäóþùå-
ãî èîííîãî ñîñòàâà (â ìÌ): NaCl — 140, KCl — 5,
CaCl2 — 1, MgCl2 — 1, HEPES-NaOH — 5, pH 7.3—7.4.
Áåñêàëüöèåâàÿ ñðåäà ñîäåðæàëà 0 ìÌ CaCl2 è 1 ìÌ
ÝÃÒÀ. Ïîäðîáíî ïðîöåäóðà êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàêðîôà-
ãîâ îïèñàíà ðàíåå (Êðóòåöêàÿ è äð., 1997â).

Â îïûòàõ ïðèìåíÿëè ðåàêòèâû ôèðìû Sigma (ÑØÀ).
Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû òàïñèãàðãèíà (500 ìêÌ), íèôåäèïè-
íà (20 ìÌ), ãåíèñòåéíà (50 ìÌ) è ìåòèë-2,5-äèãèäðî-
êñèöèííàìàòà (25 ìÌ) ãîòîâèëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå.
Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû ÀÒÔ (100 ìÌ), äèòèîòðåèòîëà
(100 ìÌ), îðòîâàíàäàòà Na (10 ìÌ), îêèñëåííîãî ãëóòàòè-
îíà (50 è 5 ìã/ìë), ãëóòîêñèìà (50 è 5 ìã/ìë), âåðàïàìèëà
(20 ìÌ), õëîðèäîâ Ni2+ (1 Ì), La3+ (1 Ì) è Gd3+ (50 ìÌ)
ãîòîâèëè íà âîäå. Äëÿ èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîí-
öåíòðàöèè êàëüöèÿ ([Ca2+]i) èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíò-
íûé çîíä Fura-2AM. Ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
45 ìèí â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 2 ìêÌ
Fura-2AM, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ñòåêëà ñ îêðàøåííûìè êëåòêàìè îòìûâàëè ôèçèîëî-
ãè÷åñêèì ðàñòâîðîì è ïåðåíîñèëè â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ
êàìåðó, ðàñïîëîæåííóþ íà ñòîëèêå ëþìèíåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà Ëþìàì-ÊÔ (ËÎÌÎ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ôëó-
îðåñöåíöèþ Fura-2AM âîçáóæäàëè ïðè 337 íì ñ ïîìî-
ùüþ àçîòíîãî ëàçåðà ËÃÈ-503. Ëàçåð ðàñïîëàãàëè ñáîêó
îò ìèêðîñêîïà ïîä óãëîì 30° ê ýêñïåðèìåíòàëüíîé êàìå-
ðå, ÷òî ïîçâîëÿëî íàïðàâèòü ëó÷ ëàçåðà íåïîñðåäñòâåííî
íà îáúåêò. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðåãèñòðèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîíàñàäêè ÑÔÍ-10 ïðè äëèíå
âîëíû 510 íì. Ñèãíàë ñ ÔÝÓ-79 óñèëèâàëè ñïåöèàëüíî
ñêîíñòðóèðîâàííûì óñèëèòåëåì è ðåãèñòðèðîâàëè íà
êîìïüþòåðå IBM PC ñ èñïîëüçîâàíèåì îðèãèíàëüíîãî
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâà-
ëè îáúåêòèâ 10� ñ àïåðòóðîé 0.4. Ïðè äàííîì óâåëè÷åíèè
â ïëîùàäü ôîòîìåòðèðóåìîãî ó÷àñòêà ïîïàäàëî 40—50
êëåòîê. Äëÿ èçáåæàíèÿ ôîòîâûãîðàíèÿ èçìåðåíèÿ ïðîâî-
äèëè ÷åðåç êàæäûå 20 ñ, îáëó÷àÿ îáúåêò â òå÷åíèå 2.5 ñ.
Ïðè äîáàâëåíèè ÀÒÔ êëåòêè îáëó÷àëè íåïðåðûâíî äî äî-

ñòèæåíèÿ ìàêñèìóìà ôëóîðåñöåíöèè. Çíà÷åíèÿ [Ca2+]i

ðàññ÷èòûâàëè ïî óðàâíåíèþ Ãðèíêåâè÷à (Grynkiewicz et
al., 1985). Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå (22—24 °Ñ) íà 2—3-è ñóò ïîñëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äîáàâëåíèå ê ïåðèòîíåàëüíûì ìàêðîôàãàì 200 ìêÌ
ÀÒÔ âûçûâàåò äâóõôàçíûé Ca2+-ñèãíàë: êðàòêîâðåìåí-
íûé ïèê, ñâÿçàííûé ñ ìîáèëèçàöèåé Ca2+ èç äåïî, è âûðà-
æåííîå äëèòåëüíîå «ïëàòî», îòðàæàþùåå âõîä Ca2+ â
êëåòêó (Alonso-Torre, Trautmann, 1993) (ðèñ. 1, à, â). Ñïå-
öèôè÷åñêèé èíãèáèòîð ýíäîïëàçìàòè÷åñêèõ Ca2+-ÀÒÔàç
òàïñèãàðãèí (0.5 ìêÌ) (Thastrup et al., 1989) òàêæå âûçû-
âàåò äâóõôàçíûé Ca2+-ñèãíàë: ìåíåå áûñòðûé è íå î÷åíü
âûðàæåííûé ïèê, ñâÿçàííûé ñ ìîáèëèçàöèåé Ca2+ èç äåïî,
è äëèòåëüíóþ ôàçó, îòðàæàþùóþ äåïîçàâèñèìûé âõîä
Ca2+ èç íàðóæíîé ñðåäû (ðèñ. 1, á, ã).

Â ë è ÿ í è å G S S G è ã ë ó ò î ê ñ è ì à í à [Ca 2 +]i è
Ca2 +- ñ è ã í à ë û, è í ä ó ö è ð î â à í í û å À Ò Ô è ò à ï ñ è -
ã à ð ã è í î ì. Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ãëóòîêñèìà è GSSG â
êîíöåíòðàöèÿõ 10, 100, 200, 300, 400, 500 è 600 ìêã/ìë íà
[Ca2+]i è Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðóåìûå ÀÒÔ è òàïñèãàðãè-
íîì, â ðåçèäåíòíûõ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû.
Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíî âëèÿíèå ãëóòîêñèìà (100 ìêã/ìë)
íà [Ca2+]i â ïîêîå è Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå
200 ìêÌ ÀÒÔ (ðèñ. 2, à, á) è 0.5 ìêÌ òàïñèãàðãèíà
(ðèñ. 2, â), â ìàêðîôàãàõ, íàõîäÿùèõñÿ â íîðìàëüíîì ôè-
çèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (ðèñ. 2, à) èëè â íîìèíàëüíî áåñ-
êàëüöèåâîé ñðåäå (ðèñ. 2, á, â). Íà ðèñ. 2, à âèäíî, ÷òî ïðå-
èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ ãëóòîêñèìîì â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
Ca2+, â òå÷åíèå 15 ìèí äî ââåäåíèÿ ÀÒÔ ïðèâîäèò ê íåêî-
òîðîìó ïîâûøåíèþ áàçàëüíîãî óðîâíÿ Ca2+ è óìåíüøå-
íèþ (íà 20—30 %) ôàçû ìîáèëèçàöèè Ca2+ èç äåïî, âû-
çâàííîé ÀÒÔ. Óâåëè÷åíèå [Ca2+]i ïîñëå ââåäåíèÿ ãëóòîê-
ñèìà ìîæåò áûòü ñâÿçàíî êàê ñ ìîáèëèçàöèåé Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íèõ Ca2+-äåïî, òàê è ñ âõîäîì Ca2+ èç íà-
ðóæíîé ñðåäû. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà ïîâûøåíèÿ
[Ca2+]i áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì
íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäû (ðèñ. 2, á, â). Îáíàðó-
æåíî, ÷òî è â ýòèõ óñëîâèÿõ ãëóòîêñèì âûçûâàåò ïîâûøå-
íèå [Ca2+]i è ïîñëåäóþùåå óìåíüøåíèå (íà 20—30 %)
ôàçû ìîáèëèçàöèè Ca2+ èç äåïî, âûçâàííîé ÀÒÔ
(ðèñ. 2, á) èëè òàïñèãàðãèíîì (ðèñ. 2, â). Ýòî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î òîì, ÷òî ïîâûøåíèå [Ca2+]i ïðè âîçäåéñòâèè ãëó-
òîêñèìà ñâÿçàíî ñ ìîáèëèçàöèåé Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ Ca2+-äåïî. Ïðàêòè÷åñêè àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè
ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè GSSG (ðèñ. 3).

Ñëåäóåò ñïåöèàëüíî îòìåòèòü, ÷òî ìû íå îáíàðóæèëè
äîçîçàâèñèìîñòè ýôôåêòà ãëóòîêñèìà èëè GSSG íà
[Ca2+]i. Èññëåäîâàííûå êîíöåíòðàöèè àãåíòîâ îêàçûâàëè
ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâîå âëèÿíèå íà [Ca2+]i â ïîêîå è
Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ è òàïñèãàðãèíîì, â
ìàêðîôàãàõ. Îäíàêî áîëåå äëèòåëüíàÿ (â òå÷åíèå 30 ìèí)
èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ ãëóòîêñèìîì âûçûâàëà áîëåå âûðà-
æåííîå óâåëè÷åíèå [Ca2+]i.

Åùå îäíèì ïîäòâåðæäåíèåì òîãî, ÷òî ïîâûøåíèå
[Ca2+]i ïðè äåéñòâèè ãëóòîêñèìà èëè GSSG ñâÿçàíî ñ ìî-
áèëèçàöèåé Ca2+ èç äåïî, ÿâëÿþòñÿ äàííûå, ïðåäñòàâëåí-
íûå íà ðèñ. 4. Ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè êëåòîê â
òå÷åíèå 12 ìèí ñ ãëóòîêñèìîì (ðèñ. 4, à) èëè â òå÷åíèå
16 ìèí ñ GSSG (ðèñ. 4, á) ïðè äîáàâëåíèè â íàðóæíóþ
ñðåäó 2 ìÌ Ca2+ íàáëþäàëñÿ âõîä Ca2+, ñâÿçàííûé, ïî-âè-
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Ðèñ. 1. Ca2+-ñèãíàëû, èíäóöèðîâàííûå ÀÒÔ (à, â) è òàïñèãàðãèíîì (ÒÃ; á, ã), â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ.

à, á — êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (à) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (á) â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå; â, ã — êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ
ÀÒÔ (â) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (ã) â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ãëóòîêñèìà íà âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ è Ca2+-ñèãíàëû, âûçâàííûå ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì, â ìàê-
ðîôàãàõ.

à — ìàêðîôàãè, íàõîäÿùèåñÿ â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë
ãëóòîêñèìà, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ, âî âðåìÿ ôàçû ïëàòî Ca2+-ñèãíàëà äîáàâëÿëè 20 ìêÌ Gd3+; á, â — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
15 ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (á) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (â) , ïîñëå
÷åãî âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+, âî âðåìÿ ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ äîáàâëÿëè 80 ìêÌ íèôåäèïèíà (á) èëè

80 ìêÌ âåðàïàìèëà (â) è çàòåì 2 ìÌ Ni2+ (á).



äèìîìó, ñ îïóñòîøåíèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ Ca2+-äåïî.
Ïîñëå îïóñòîøåíèÿ Ca2+-äåïî ïðè äåéñòâèè 0.5 ìêÌ òàï-
ñèãàðãèíà ãëóòîêñèì íå âûçûâàë óâåëè÷åíèÿ [Ca2+]i

(ðèñ. 4, â), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ãëóòîêñèì èëè
GSSG âûçûâàåò ìîáèëèçàöèþ Ca2+ èç òàïñèãàðãèí-÷óâñò-
âèòåëüíûõ Ca2+-äåïî.

Ðàíå íàìè áûëè âûÿâëåíû ôàðìàêîëîãè÷åñêèå õàðàê-
òåðèñòèêè äåïîçàâèñèìîãî âõîäà Ca2+ â ïåðèòîíåàëüíûå
ìàêðîôàãè êðûñû (Êðóòåöêàÿ è äð., 1997á, 2000). Ïîêà-
çàíî, ÷òî äåïîçàâèñèìûé âõîä Ca2+, âûçâàííûé îïóñòî-
øåíèåì Ca2+-äåïî ïðè äåéñòâèè 0.5 ìêÌ òàïñèãàðãèíà
èëè 200 ìêÌ ÓÒÔ, áëîêèðóåòñÿ ñëåäóþùèìè ôàðìàêîëî-
ãè÷åñêèìè àãåíòàìè: äâóìÿ ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûìè èí-
ãèáèòîðàìè ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ Ca2+-êàíàëîâ (20 ìêÌ
íèôåäèïèíà èëè 40 ìêÌ âåðàïàìèëà), èîíàìè Ni2+

(1 ìÌ), La3+ (1 ìÌ) èëè Gd3+ (10 ìêÌ) è áëîêàòîðîì íåñå-
ëåêòèâíûõ êàòèîííûõ êàíàëîâ íèôëóìîâîé êèñëîòîé
(100 ìêÌ).

Ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ èññëåäîâàòü âëèÿíèå êëàññè÷å-
ñêèõ îðãàíè÷åñêèõ (íèôåäèïèí è âåðàïàìèë) è íåîðãàíè-
÷åñêèõ (Ni2+, La3+ è Gd3+) áëîêàòîðîâ Ca2+-êàíàëîâ íà âõîä
Ca2+, èíäóöèðîâàííûé ÀÒÔ èëè òàïñèãàðãèíîì, ïîñëå îá-

ðàáîòêè êëåòîê ãëóòîêñèìîì èëè GSSG. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2—4, ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èññëåäîâàííûå àãåíòû èçìåíÿþò ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ âõîäà Ca2+ â
ìàêðîôàãàõ. Êàíàëû ñòàíîâÿòñÿ ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûìè
ê áëîêèðóþùåìó äåéñòâèþ Ca2+-àíòàãîíèñòîâ íèôåäèïè-
íà (ðèñ. 2, á; 3, â ) è âåðàïàìèëà (ðèñ. 2, â; 3, á), à òàêæå ê
äåéñòâèþ íåîðãàíè÷åñêèõ áëîêàòîðîâ La3+ (ðèñ. 3, à) è
Gd3+ (ðèñ. 2, à). Ýôôåêòèâíûì áëîêàòîðîì îêàçàëèñü òî-
ëüêî èîíû Ni2+ (ðèñ. 2, á; 3, á). Íèôåäèïèí è âåðàïàìèë
áûëè íåýôôåêòèâíûìè äàæå â êîíöåíòðàöèè 80 ìêÌ.
Ïðè ýòîì âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ ïîñëå ââåäåíèÿ íèôåäèïèíà
íàáëþäàëîñü íåêîòîðîå ïàðàäîêñàëüíîå «óñèëåíèå» âõî-
äà Ca2+.

Òîò ôàêò, ÷òî GSSG è ãëóòîêñèì èçìåíÿþò ôàðìàêî-
ëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êàíàëîâ âõîäà Ca2+, äåëàÿ èõ
ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ îð-
ãàíè÷åñêèõ è íåîðãàíè÷åñêèõ áëîêàòîðîâ Ca2+-êàíàëîâ,
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòè îêèñëÿþùèå àãåíòû ìî-
äèôèöèðóþò ôóíêöèîíàëüíî âàæíûå SH-ãðóïïû, ëîêàëè-
çîâàííûå â íàðóæíîì óñòüå è(èëè) â îáëàñòè ïîðû äåïî-
çàâèñèìûõ Ca2+-êàíàëîâ.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà (GSSG) íà âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ è Ca2+-ñèãíàëû, âûçâàííûå ÀÒÔ èëè
òàïñèãàðãèíîì, â ìàêðîôàãàõ.

à — ìàêðîôàãè, íàõîäÿùèåñÿ â íîðìàëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë
GSSG, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ, âî âðåìÿ ôàçû ïëàòî Ca2+-ñèãíàëà äîáàâëÿëè 1 ìÌ La3+; á, â — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí â
ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë GSSG â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì ñòèìóëèðîâàëè 200 ìêÌ ÀÒÔ (á) èëè 0.5 ìêÌ ÒÃ (â), ïîñëå ÷åãî âõîä Ca2+

èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+, âî âðåìÿ ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ äîáàâëÿëè 80 ìêÌ âåðàïàìèëà (á) èëè 80 ìêÌ íèôåäèïèíà
(â) è çàòåì 2 ìÌ Ni2+ (á).



Â ë è ÿ í è å ä è ò è î ò ð å è ò î ë à í à ý ô ô å ê ò ã ë ó ò î ê -
ñ è ì à è G S S G í à [Ca 2 +]i. Èçâåñòíî ÷òî GSSG ñïîñîáåí
âñòóïàòü â òèîë-äèñóëüôèäíûé îáìåí ñ àêòèâíûìè
SH-ãðóïïàìè áåëêîâ ñ îáðàçîâàíèåì ñìåøàííîãî äèñóëü-
ôèäíîãî êîìïëåêñà èëè ìîæåò îêèñëÿòü ýíäîãåííûå
SH-ãðóïïû ñ îáðàçîâàíèåì äèñóëüôèäîâ (Meister, 1988; Lu,
1999). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿëîñü öåëåñîîáðàçíûì èñ-
ñëåäîâàòü âëèÿíèå íà ýôôåêò GSSG è ãëóòîêñèìà äèòèîòðå-
èòîëà (ÄÒÒ), âîññòàíàâëèâàþùåãî S—S-ñâÿçè â áåëêàõ.

Ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà ê
ìàêðîôàãàì, íàõîäÿùèìñÿ â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé
ñðåäå, âûçûâàåò íàðàñòàþùåå è ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå
[Ca2+]i, îòðàæàþùåå ìîáèëèçàöèþ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ Ca2+-äåïî (ðèñ. 5, à, â). Ïðè äîáàâëåíèè 2 ìÌ Ca2+ â
íàðóæíóþ ñðåäó íàáëþäàåòñÿ áûñòðîå ïîâûøåíèå [Ca2+]i,
ñâÿçàííîå ñ âõîäîì Ca2+ èç íàðóæíîé ñðåäû. Äîáàâëåíèå
âî âðåìÿ ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ 1 ìÌ ÄÒÒ ïîëíîñòüþ
îáðàùàåò âûçûâàåìîå ãëóòîêñèìîì óâåëè÷åíèå [Ca2+]i è
âûçûâàåò âîçâðàùåíèå [Ca2+]i ê áàçàëüíîìó óðîâíþ
(ðèñ. 5, â). Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ìàêðîôàãîâ â òå-
÷åíèå 10 ìèí ñ 1 ìÌ ÄÒÒ â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàåò âûçûâàåìîå ãëóòîêñè-
ìîì óâåëè÷åíèå [Ca2+]i (ðèñ. 5, á). Òàêèì îáðàçîì, âîññòà-
íàâëèâàþùèé àãåíò ÄÒÒ ïðåäîòâðàùàåò èëè ïîëíîñòüþ
îáðàùàåò âûçûâàåìîå ãëóòîêñèìîì èëè GSSG óâåëè÷å-
íèå [Ca2+]i â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû. Ïîëó-
÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè Ðåíàðäà
è ñîàâòîðîâ (Renard et al., 1992) íà ïåðìåàáèëèçîâàííûõ
ãàïàòîöèòàõ êðûñû, â ñîîòâåòñòâèè ñ êîòîðûìè ýôôåêò
GSSG è öèñòèíà òàêæå îáðàùàåòñÿ ÄÒÒ. Ó÷èòûâàÿ âûøå-
èçëîæåííîå, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå
[Ca2+]i, âûçûâàåìîå ãëóòîêñèìîì èëè GSSG, îïîñðåäî-

âàíî èõ âçàèìîäåéñòâèåì ñ ôóíêöèîíàëüíî âàæíûìè
SH-ãðóïïàìè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññàõ Ca2+-ñèã-
íàëèçàöèè.

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ò î ð î â ò è ð î ç è í ê è í à ç è ò è -
ð î ç è í ô î ñ ô à ò à ç í à ý ô ô å ê ò G S S G è ã ë ó ò î ê ñ è ì à
í à [C a 2 +]i. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôåíèëàðçèíîê-
ñèä (ÔÀÎ), ÿâëÿþùèéñÿ ñïåöèôè÷åñêèì ñóëüôãèäðèëü-
íûì ðåàãåíòîì, êîòîðûé êîâàëåíòíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ñîñåä-
íèìè SH-ãðóïïàìè áåëêîâ (Webb, 1966), âûçûâàåò äîçî-
çàâèñèìîå óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, ñâÿçàííîå êàê ñ
ìîáèëèçàöèåé Ca2+ èç äåïî, òàê è ñ âõîäîì Ca2+ èç íàðóæ-
íîé ñðåäû (Êðóòåöêàÿ è äð., 1997à; Êðóòåöêàÿ, Ëåáåäåâ,
1998). Îáíàðóæåíî, ÷òî èíäóöèðóåìîå ÔÀÎ (10—
50 ìêÌ) óâåëè÷åíèå [Ca2+]i â ìàêðîôàãàõ ýôôåêòèâíî
áëîêèðóåòñÿ èíãèáèòîðàìè òèðîçèíêèíàç — 100 ìêÌ ãå-
íèñòåéíà è 25 ìêÌ ìåòèë-2,5-äèãèäðîêñèöèííàìàòà
(ÌÄÖ). Ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñî 100 ìêÌ
ãåíèñòåéíà èëè 25 ìêÌ ÌÄÖ ñóùåñòâåííî çàìåäëÿåò è
óìåíüøàåò, íî íå ïðåäîòâðàùàåò Ca2+-îòâåò íà äåéñòâèå
ÔÀÎ (Êðóòåöêàÿ è äð., 1997à; Êðóòåöêàÿ, Ëåáåäåâ, 1998).

Êðîìå òîãî, íà êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû
÷åëîâåêà ëèíèè A431 óñòàíîâëåíî, ÷òî GSSG è ãëóòîêñèì
âûçûâàþò òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî
ôàêòîðà ðîñòà è àêòèâàöèþ åãî ñîáñòâåííîé òèðîçèíêè-
íàçíîé àêòèâíîñòè (Áóðîâà è äð., 2005; Âàñèëåíêî è äð.,
2006). Â ìàêðîôàãàõ, â òîì ÷èñëå ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðî-
ôàãàõ ìûøèíûõ, òàêæå èäåíòèôèöèðîâàíû ðåöåïòîðû ñ
ñîáñòâåííîé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ: ðåöåïòîðû
êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà (CSF-1) (Yue et al.,
1993; Correll et al., 2004), ðåöåïòîðû ôàêòîðà ðîñòà ãåïà-
òîöèòîâ (HGF) (Camussi et al., 1997), ðåöåïòîðû ýïèäåð-
ìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (Nolte et al., 1997) è ðåöåïòîðû
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ãëóòîêñèìà è GSSG íà âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ â ìàêðîôàãàõ.

à, á — êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 (à) èëè 16 (á) ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà (à) èëè GSSG (á) â íîìèíàëüíî áåñêà-
ëüöèåâîé ñðåäå, ïîñëå ÷åãî âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+, íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ äîáàâëÿëè 2 ìÌ Ni2+ (à)
èëè 80 ìêÌ íèôåäèïèíà (á); â — ìàêðîôàãè ñòèìóëèðîâàëè 0.5 ìêÌ ÒÃ â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, ïîñëå îêîí÷àíèÿ ôàçû ìîáèëèçàöèè Ca2+

èç äåïî äîáàâëÿëè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà è ÷åðåç 15 ìèí ââîäèëè â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+, íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ äîáàâëÿëè 80 ìêÌ
íèôåäèïèíà.



(RON/STK-ðåöåïòîðíûå òèðîçèíêèíàçû) áåëêà, ñòèìóëè-
ðóþùåãî ìàêðîôàãè (MSP) (Iwama et al., 1995; Wang et al.,
2000; Zhou et al., 2002; Correll et al., 2004). Ýòè ðåöåïòîð-
íûå òèðîçèíêèíàçû, ñîäåðæàùèå â ýêñòðàêëåòî÷íûõ äî-
ìåíàõ ó÷àñòêè, áîãàòûå öèñòåèíîì, òàêæå ìîãóò ÿâëÿòüñÿ
ìèøåíÿìè äëÿ GSSG è ãëóòîêñèìà.

Áîëåå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è
óìåíüøåíèå ñîîòíîøåíèÿ GSH/GSSG âíóòðè êëåòêè âû-
çûâàþò èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ
ôåðìåíòîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü òèðîçèíêèíàç è òèðîçèí-
ôîñôàòàç (Staal et al., 1994; Rao et al., 2000; Forman, Torres,
2002), ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
áåëêîâ ïî òèðîçèíó.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîé ðîëè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî
òèðîçèíó âî âëèÿíèè GSSG è ãëóòîêñèìà íà [Ca2+]i â ìàê-
ðîôàãàõ ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå íà Ca2+-îòâåò, èíäóöèðó-
åìûé ãëóòîêñèìîì èëè GSSG, äâóõ ñòðóêòóðíî ðàçëè÷íûõ
èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç ãåíèñòåéíà (Akiyama et al.,
1987; Akiyama, Ogawara, 1991; Hidaka, Kobayashi, 1992) è
ÌÄÖ (Umezava et al., 1990; Casnellie, 1991), à òàêæå èíãè-
áèòîðà òèðîçèíôîñôàòàç îðòîâàíàäàòà Na (Gordon, 1991).

Ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå 100 ìêÌ ãåíèñòåéíà
(ðèñ. 6, à) èëè 25 ìêÌ ÌÄÖ (íå ïîêàçàíî) íà ôîíå ðàçâèâ-
øåãîñÿ âõîäà Ca2+, èíäóöèðîâàííîãî 100 ìêã/ìë ãëóòîê-

ñèìà, ïðèâîäèò ê ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ óâåëè÷åíèÿ
[Ca2+]i, âûçâàííîãî ãëóòîêñèìîì, è âîçâðàùåíèþ [Ca2+]i ê
áàçàëüíîìó óðîâíþ. Êðîìå òîãî, ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêó-
áàöèÿ ìàêðîôàãîâ ñî 100 ìêÌ ãåíèñòåéíà â òå÷åíèå 7 ìèí
äî ââåäåíèÿ 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà ïðèâîäèò ê ïðàêòè÷å-
ñêè ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ óâåëè÷åíèÿ [Ca2+]i, âûçâàííîãî
ãëóòîêñèìîì, è ïîäàâëåíèþ âõîäà Ca2+ (ðèñ. 6, á). Èíãè-
áèðîâàíèå âõîäà Ca2+, âûçûâàåìîãî ãëóòîêñèìîì, ïðè
äåéñòâèè ãåíèñòåéíà èëè ÌÄÖ ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîëó÷åííû-
ìè íàìè ðàíåå äàííûìè î òîì, ÷òî ãåíèñòåéí è ÌÄÖ ïî-
äàâëÿþò âõîä Ca2+, èíäóöèðóåìûé ÀÒÔ, ÓÒÔ, òàïñèãàð-
ãèíîì è öèêëîïüÿçîíèêîâîé êèñëîòîé, â ïåðèòîíåàëüíûõ
ìàêðîôàãàõ êðûñû (Êðóòåöêàÿ è äð., 1997â).

Îáùèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ïî òèðîçè-
íó â êëåòêå êîíòðîëèðóåòñÿ ïðîòèâîïîëîæíûì äåéñòâèåì
òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç (Sun, Tonks, 1994). Óâå-
ëè÷åíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìîæåò áûòü âûçâàíî
ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè òèðîçèíêèíàç èëè óìåíüøåíèåì
àêòèâíîñòè òèðîçèíôîñôàòàç (Fischer et al., 1991; Hunter,
1995, 1996).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîé ðîëè òèðîçèíôîñôàòàç â
óâåëè÷åíèè [Ca2+]i ïîä äåéñòâèåì ãëóòîêñèìà èëè GSSG
ìû èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîð òèðîçèíôîñôàòàç îðòîâàíà-
äàò Na, èçìåíÿþùèé áàëàíñ ìåæäó àêòèâíîñòüþ òèðîçèí-
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Ðèñ. 5. Âëèÿíèå äèòèîòðåèòîëà (ÄÒÒ) íà ýôôåêò ãëóòîêñèìà íà âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ â ìàêðîôàãàõ.

à — ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí ñî 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà â íîìèíàëüíî áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íà-
ðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+; á — êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ ÄÒÒ â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì äîáàâëÿ-
ëè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà, ÷åðåç 16 ìèí âõîä Ca2+ èíäóöèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+; â — ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
25 ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+, 1 ìÌ ÄÒÒ

äîáàâëÿëè íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+.



êèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç. Ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå
50 ìêÌ îðòîâàíàäàòà Na çà 2 ìèí äî ââåäåíèÿ 100 ìêã/ìë
ãëóòîêñèìà âûçûâàåò íåêîòîðîå óñèëåíèå âûçâàííîãî
ãëóòîêñèìîì Ca2+-îòâåòà, ñâÿçàííîãî ñ ìîáèëèçàöèåé Ca2+

èç äåïî, à òàêæå ïîñëåäóþùåãî âõîäà Ca2+ èç íàðóæíîé
ñðåäû (ðèñ. 6, â). Äîáàâëåíèå ãåíèñòåéíà íà ôîíå ðàçâèâ-
øåãîñÿ âõîäà Ca2+ ïðèâîäèò ê âîçâðàùåíèþ [Ca2+]i ê áàçà-
ëüíîìó óðîâíþ. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðà-
áîòêà êëåòîê îðòîâàíàäàòîì Na óñèëèâàåò èíäóöèðîâàí-
íûé ãëóòîêñèìîì âõîä Ca2+, íî íå ïðåäîòâðàùàåò
ïîñëåäóþùåãî èíãèáèðîâàíèÿ âõîäà Ca2+ ãåíèñòåéíîì.
Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè íàìè ðàíåå äàííûìè î
òîì, ÷òî ïðåèíêóáàöèÿ êëåòîê ñ îðòîâàíàäàòîì Na óñèëè-
âàåò ÀÒÔ-èíäóöèðîâàííûé âõîä Ca2+, íî íå ïðåäîòâðàùà-
åò ïîñëåäóþùåãî èíãèáèðîâàíèÿ âõîäà Ca2+ ãåíèñòåéíîì
(Êðóòåöêàÿ è äð., 1997â).

Óñèëåíèå âõîäà Ca2+ îðòîâàíàäàòîì Na ïîäòâåðæäàåò
âàæíîñòü àêòèâàöèè òèðîçèíêèíàç äëÿ ñòèìóëÿöèè âõîäà

Ca2+. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè î òîì, ÷òî ñòåïåíü è ïðî-
äîëæèòåëüíîñòü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ïî òèðîçèíó,
îïîñðåäîâàííîãî ðåöåïòîðíûìè òèðîçèíêèíàçàìè, ìîãóò
áûòü çíà÷èòåëüíî óâåëè÷åíû ïðè îáðàáîòêå êëåòîê èíãè-
áèòîðîì òèðîçèíôîñôàòàç îðòîâàíàäàòîì Na èëè åãî ïå-
ðîêñèïðîèçâîäíûìè (Gordon, 1991; Posner et al., 1994;
Hunter, 1995).

Íà ðèñ. 6, ã ïîêàçàíî ñîâìåñòíîå âëèÿíèå ãåíèñòåéíà
è îðòîâàíàäàòà Na íà óâåëè÷åíèå [Ca2+]i, âûçûâàåìîå ãëó-
òîêñèìîì. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 50 ìêÌ îðòîâàíàäàòà
Na è 100 ìêÌ ãåíèñòåéíà, ïîñëå ÷åãî íà êëåòêè âîçäåéñò-
âîâàëè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà è ÷åðåç 16 ìèí ââîäèëè â
íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+. Â äàííîì ñëó÷àå íàáëþäàåòñÿ
ïîäàâëåíèå îáåèõ ôàç Ca2+-îòâåòà, âûçûâàåìîãî ãëóòîê-
ñèìîì. Òàêèì îáðàçîì, îðòîâàíàäàò Na íå ïðåäîòâðàùàåò
èíãèáèðîâàíèÿ âõîäà Ca2+ ãåíèñòåéíîì è â òîì ñëó÷àå,
êîãäà îáà áëîêàòîðà äîáàâëÿþòñÿ äî ïðèëîæåíèÿ ãëóòîê-
ñèìà.
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Ðèñ. 6. Âëèÿíèå ãåíèñòåéíà è îðòîâàíàäàòà Na (Na3VO4) íà ýôôåêò ãëóòîêñèìà íà âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ Ca2+ â ìàêðî-
ôàãàõ.

à — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí â ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, ïîñëå ÷åãî âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíè-
åì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+, 100 ìêÌ ãåíèñòåéíà äîáàâëÿëè íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+; á — êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 6 ìèí ñî 100 ìêÌ ãåíèñòåéíà â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì äîáàâëÿëè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà, ÷åðåç 16 ìèí âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â
íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+; â — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ìèí â ïðèñóòñòâèè 50 ìêÌ Na3VO4 â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå, çàòåì äîáàâëÿëè
100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà è ÷åðåç 18 ìèí âõîä Ca2+ èíèöèèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+, íà ôîíå ðàçâèâøåãîñÿ âõîäà Ca2+ ââîäèëè
100 ìêÌ ãåíèñòåéíà; ã — ìàêðîôàãè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 6 ìèí â ïðèñóòñòâèè 50 ìêÌ Na3VO4 è 100 ìêÌ ãåíèñòåéíà â áåñêàëüöè-

åâîé ñðåäå, çàòåì äîáàâëÿëè 100 ìêã/ìë ãëóòîêñèìà è ÷åðåç 16 ìèí âõîä Ca2+ èíäóöèðîâàëè ââåäåíèåì â íàðóæíóþ ñðåäó 2 ìÌ Ca2+.



Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ âõîäà Ca2+ ïîä
äåéñòâèåì ãëóòîêñèìà èëè GSSG îáóñëîâëåíà àêòèâàöèåé
òèðîçèíêèíàç, ïîâûøåíèåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðî-
çèíó Ca2+-êàíàëà â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå èëè ñâÿçàí-
íîãî ñ êàíàëîì ðåãóëÿòîðíîãî áåëêà. Âîçìîæíî òàêæå,
÷òî âûçûâàåìàÿ ãëóòîêñèìîì èëè GSSG ìîáèëèçàöèÿ
Ca2+ èç äåïî ñâÿçàíà ñ ôîñôîðèëèðîâàíèåì ïî òèðîçèíó è
àêòèâàöèåé êàíàëà Ca2+-âûáðîñà ðåöåïòîðà èíîçè-
òîë-1,4,5-òðèôîñôàòà (IP3) â ìåìáðàíå ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî ðåòèêóëóìà (Jayaraman et al., 1996). Â ïîëüçó ýòîãî
ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå î òîì, ÷òî IP3-ðåöåïòîð òèïà 1,
èäåíòèôèöèðîâàííûé â êëåòêàõ ìîçæå÷êà, ãëàäêîìûøå÷-
íûõ êëåòêàõ àîðòû è Ò-ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà, ñîäåðæèò
äâà ïîòåíöèàëüíûõ ó÷àñòêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òè-
ðîçèíó (Tyr 482 è Tyr 2617). Tyr 482 íàõîäèòñÿ ðÿäîì
ñ ó÷àñòêîì ñâÿçûâàíèÿ IP3, à Tyr 2617 ðàñïîëîæåí âáëèçè
C-òåðìèíàëüíîãî äîìåíà ðåöåïòîðà, îáðàçóþùåãî êà-
íàë Ca2+-âûáðîñà (Harnick et al., 1995;Marks, 1997). Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ïðè àêòèâàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ ïðîèñõîäèò òè-
ðîçèíîâîå ôîñôîðèëèðîâàíèå IP3-ðåöåïòîðà, ÷òî ïðèâî-
äèò ê óâåëè÷åíèþ âåðîÿòíîñòè îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ
êàíàëà Ca2+-âûáðîñà (Harnick et al., 1995; Jayaraman et al.,
1996).

Ìèøåíÿìè äëÿ êîâàëåíòíîé ìîäèôèêàöèè GSSG èëè
ãëóòîêñèìîì ìîãóò áûòü ñàìè òèðîçèíôîñôàòàçû. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ èäåíòèôèöèðîâàíû äâà òèïà òèðîçèíêèíàç
è òèðîçèíôîñôàòàç — ðåöåïòîðíûå è öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèå (Hunter, 1995, 1996). Â êàòàëèòè÷åñêîì äîìåíå âñåõ
èçâåñòíûõ òèðîçèíôîñôàòàç, êàê öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
(Barford et al., 1994; Denu et al., 1996), òàê è ðåöåïòîðíûõ
(Fischer et al., 1991; Walton, Dixon, 1993), âûÿâëåí ôóíê-
öèîíàëüíî âàæíûé îñòàòîê öèñòåèíà, êîòîðûé äîëæåí
áûòü â âîññòàíîâëåííîì ñîñòîÿíèè äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ
ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè. Îáíàðóæåíû öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèå òèðîçèíôîñôàòàçû PTP1C è PTP1D, ñîäåðæàùèå äâà
SH2-äîìåíà (src homology domains), êîòîðûå ñâÿçûâàþòñÿ
ñ ôîñôîðèëèðîâàííûìè îñòàòêàìè òèðîçèíà áåëêîâ. Ýòè
SH2-äîìåíû, ñîäåðæàùèå îñòàòêè öèñòåèíà, ïîçâîëÿþò
òèðîçèíôîñôàòàçå ñâÿçûâàòüñÿ ñ ôîñôîðèëèðîâàííûìè
áåëêîâûìè ñóáñòðàòàìè è îáåñïå÷èâàþò, ïî-âèäèìîìó,
îïðåäåëåííóþ ëîêàëèçàöèþ òèðîçèíôîñôàòàç â êëåòêå.
Òèðîçèíôîñôàòàçà 1B (PTP1B ) òàêæå ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ
äëÿ ðåäîêñ-ðåãóëÿöèè â êëåòêàõ (Denu, Dixon, 1998; Bar-
rett et al., 1999; Filomeni et al., 2002). Ñëåäîâàòåëüíî, âîç-
ìîæíûìè ìèøåíÿìè äëÿ êîâàëåíòíîé ìîäèôèêàöèè
GSSG èëè ãëóòîêñèìîì ìîãóò áûòü îñòàòêè öèñòåèíà â
SH2-äîìåíàõ è êîíñåðâàòèâíûé îñòàòîê öèñòåèíà â êàòà-
ëèòè÷åñêîì äîìåíå òèðîçèíôîñôàòàç.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî GSSG è
åãî ôàðìàêîëîãè÷åñêèé àíàëîã ïðåïàðàò ãëóòîêñèì óâå-
ëè÷èâàþò [Ca2+]i, âûçûâàÿ ìîáèëèçàöèþ Ca2+ èç òàïñèãàð-
ãèí-÷óâñòâèòåëüíûõ Ca2+-äåïî è ïîñëåäóþùèé âõîä Ca2+

â ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè êðûñû. Ñ èñïîëüçîâàíèåì
èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç âïåðâûå
âûÿâëåíî ó÷àñòèå òèðîçèíêèíàç è òèðîçèíôîñôàòàç â óâå-
ëè÷åíèè [Ca2+]i, âûçûâàåìîì GSSG èëè ãëóòîêñèìîì, â
ìàêðîôàãàõ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ãåíèñòåéí è ÌÄÖ áëîêèðóþò
øèðîêèé ñïåêòð òèðîçèíêèíàç, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
â ðåãóëÿòîðíîì âëèÿíèè ãëóòîêñèìà èëè GSSG íà [Ca2+]i

ìîãóò ó÷àñòâîâàòü êàê ðåöåïòîðíûå, òàê è öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèå òèðîçèíêèíàçû.
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THE EFFECT OF OXIDIZED GLUTATHIONE AND ITS PHARMACOLOGICAL ANALOGUE,

GLUTOXIM, ON INTRACELLULAR CA2+ CONCENTRATION IN MACROPHAGES
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The effect of oxidized glutathione (GSSG) and its pharmacological analogue, glutoxim, on intracellular
Ca2+ concentration in rat peritoneal macrophages was investigated using Fura-2AM microfluorimetry. It was
shown that both GSSG and glutoxim increased intracellular Ca2+ concentration inducing Ca2+-mobilization from
thapsigargin-sensitive Ca2+-stores and subsequent Ca2+ entry into macrophages from external medium. Dithioth-
reitol, which reduces S—S-bonds in proteins, completely prevented or reversed the increase in the intracellular
Ca2+ concentration induced by GSSG or glutoxim. It suggests that the increase in the intracellular Ca2+ concent-
ration induced by GSSG or glutoxim can be mediated by their interactions with functionally important SH-gro-
ups of proteins involved in Ca2+-signaling. Two structurally different tyrosine kinase inhibitors, genistein and
methyl-2,5-dihydroxycinnamate, prevented or completely reversed the increase in the intracellular Ca2+-concen-
tration induced by GSSG or glutoxim. On the contrary, tyrosine phosphatase inhibitor, Na orthovanadate, en-
hanced the increase in the intracellular Ca2+ concentration evoked by oxidizing agents. The data suggest that ty-
rosine kinases and tyrosine phosphatases are involved in regulatory effects of GSSG and glutoxim on the intra-
cellular Ca2+ concentration in macrophages.

K e y w o r d s: peritoneal macrophages, glutoxim, oxidized glutathione, tyrosine kinases, tyrosine phospha-
tases.
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