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В настоящее время разработано и введено в
клиническую практику значительное число ди�
сульфидсодержащих препаратов, изменяющих
окислительно�восстановительный баланс клетки
и оказывающих на неё физиологически значимое
влияние. Так, препарат глутоксим® (Г, комплекс
динатриевой соли окисленного глутатиона (GSSG)
c d�металлом в наноконцентрации, “ФАРМА�ВАМ”,
Россия) используется как иммуномодулятор и ге�
мостимулятор при комплексной терапии бакте�
риальных и вирусных заболеваний, псориаза, лу�
чевой и химиотерапии в онкологии [1, 2]. Другой
препарат – моликсан® (М, комплекс глутоксима
и нуклеозида инозина, “ФАРМА�ВАМ”) облада�
ет противовирусной, иммуномодулирующей и ге�
патопротекторной активностью и применяется
при терапии острого вирусного гепатита B и C,
микст�гепатита и цирроза печени [1]. Однако
клеточные и молекулярные механизмы действия
этих препаратов до конца не выяснены.

Ранее [3, 4] нами было впервые показано, что
GSSG, Г или М индуцируют двухфазный Са2+�от�
вет: постепенное увеличение внутриклеточной
концентрации Са2+ ([Ca2+]i), отражающее моби�
лизацию Са2+ из тапсигаргинчувствительных де�
по Са2+ и последующий депо�зависимый вход
Са2+ в перитонеальные макрофаги крысы.

Макрофаги отвечают на воздействие агони�
стов, быстро гидролизуя мембранные фосфоли�
пиды, что приводит к генерации большого числа
внутриклеточных и внеклеточных мессенджеров
[5]. Так, активированные фагоциты продуцируют
большое количество арахидоновой кислоты (АК),
освобождаемой из мембранных фосфолипидов
при действии фосфолипазы А2 (ФЛА2) [6]. Сво�
бодная АК легко окисляется с образованием био�
логически активных эйкозаноидов: простаглан�
динов, тромбоксанов, лейкотриенов и оксикис�
лот [7]. Известны три основные энзиматические
пути окисления АК: с участием циклооксигеназ,
липоксигеназ и CYP2J2�эпоксигеназ [7]. 

Ферменты метаболизма АК обладают высокой
чувствительностью к действию окислителей и
восстановителей [8]. С помощью ингибиторов цик�
лооксигеназ и липоксигеназ нами ранее было впер�
вые показано участие циклооксигеназного и липо�
ксигеназного путей окисления АК в действии Г и М
на [Ca2+]i в макрофагах [9, 10]. Поскольку запуск
каскада метаболизма АК – одно из ключевых собы�
тий в активации макрофагов, представлялось целе�
сообразным исследовать возможное участие ФЛА2

в действии Г и М на [Са2+]i в макрофагах. Это и со�
ставило предмет настоящей работы.

Эксперименты проводили на культивируемых
резидентных перитонеальных макрофагах крыс
популяции Wistar при комнатной температуре
20–22°C через 1–2 сут после начала культивиро�
вания. Подробно процедура культивирования
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КРУТЕЦКАЯ и др.

макрофагов и автоматизированная установка для
измерения [Ca2+]i на базе флуоресцентного мик�
роскопа Leica DM 4000B (“Leica Microsystems”,
Германия) описаны ранее [11]. Для измерения
[Ca2+]i использовали флуоресцентный зонд Fura�
2AM (“Sigma�Aldrich”, США). Возбуждение флу�
оресценции объекта производили при длинах
волн 340 и 380 нм, эмиссию регистрировали при
длине волны 510 нм. Для избежания фотовыгора�
ния измерения проводили через каждые 20 с, об�
лучая объект в течение 2 с. Значения [Ca2+]i рас�

считывали по уравнению Гринкевича [12]. Стати�
стический анализ проводили с применением
критерия t Стьюдента. 

На рис. 1 приведены результаты типичных
экспериментов. Данные представлены в виде гра�
фика зависимости от времени показателя
F340/F380 (отношение интенсивности флуоресцен�
ции Fura�2AM при длинах волн возбуждающего
излучения 340 и 380 нм, отражающее динамику
изменения [Ca2+]i в клетках [13]).
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Рис. 1. Влияние ингибиторов фосфолипазы А2 на увеличение [Ca2+]i в перитонеальных макрофагах крысы, вызывае�
мое моликсаном. По оси ординат – отношение интенсивностей флуоресценции Fura�2AM F340/F380 при длинах волн
возбуждающего излучения 340 и 380 нм соответственно (относительные единицы, отн. ед.). По оси абсцисс – время.
(а) – клетки инкубировали в течение 20 мин в присутствии 100 мкг/мл моликсана в номинально бескальциевой среде,
затем вход Са2+ индуцировали введением в наружную среду 2 мМ Са2+; (б), (в), (г) – клетки предварительно инкуби�
ровали в течение 15 мин с 20 мкМ 4�бромфенацилбромида (б), в течение 10 мин с 8 мкг/мл дексаметазона (в), в течение
16 мин с 25 мкг/мл преднизолона (г) в бескальциевой среде, затем добавляли 100 мкг/мл моликсана, через 20 мин вход
Са2+ инициировали введением в наружную среду 2 мМ Са2+. Каждая регистрация получена для группы из 40–50 кле�
ток и представляет собой типичный вариант из 6–7 независимых экспериментов. 
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Для выявления участия ФЛА2 в действии Г и М
на [Ca2+]i в макрофагах использовали три ингиби�
тора ФЛА2: 4�бромфенацилбромид [14] и синте�
тические глюкокортикостероидные препараты
дексаметазон и преднизолон [15].

В контрольных экспериментах было показано,
что инкубация макрофагов в течение 20 мин с
100 мкг/мл М (рис. 1а) или 100 мкг/мл Г (данные
не представлены) в бескальциевой среде вызыва�
ет медленно нарастающее увеличение [Ca2+]i

 , от�
ражающее мобилизацию Са2+ из внутриклеточ�
ных депо. В среднем (по данным 6 экспериментов
для каждого из препаратов) через 20 мин после
добавления агентов [Ca2+]i увеличивается от ба�
зального уровня, равного 91 ± 16, до 153 ± 19 нМ
для М и 161 ± 20 нМ для Г. При введении в среду
инкубации 2 мМ Са2+ наблюдается дальнейшее
повышение [Ca2+]i , отражающее вход Са2+ в ци�
тозоль (рис. 1а). В среднем (по данным 6 экспери�
ментов для каждого из препаратов) увеличение
[Ca2+]i во время входа Са2+ составило 255 ± 21 и
259 ± 18 нМ для М и Г соответственно.

В наших экспериментах впервые было обнару�
жено, что преинкубация клеток с 20 мкМ 4�бром�
фенацилбромида в течение 15 мин до введения
100 мкг/мл М приводит к подавлению как моби�
лизации Са2+ из депо (в среднем по данным 7 экс�
периментов на 71.7 ± 4.7%), так и последующего
входа Са2+ в клетку (в среднем по данным 7 экспе�
риментов на 72.6 ± 5.1%), вызываемых М (рис. 1б).
Сходные данные были получены в опытах по вли�
янию 4�бромфенацилбромида на Са2+�ответы,
индуцируемые 100 мкг/мл Г (данные не представ�
лены). 

Кроме того, мы впервые показали, что преин�
кубация клеток с 8 мкг/мл дексаметазона в тече�
ние 10 мин до введения 100 мкг/мл М практически
полностью подавляет вызываемые М мобилиза�
цию Са2+ из депо (в среднем по данным 7 экспери�
ментов на 85.4 ± 5.9%) и последующий вход Са2+ в
цитозоль (в среднем по данным 7 экспериментов
на 89.6 ± 6.2%, рис. 1в). Преинкубация макрофа�
гов с 25 мкг/мл преднизолона в течение 16 мин до
введения 100 мкг/мл М также приводит к подав�
лению мобилизации Са2+ из депо (в среднем по
данным 7 экспериментов на 73.8 ± 4.8%) и входа
Са2+ (в среднем по данным 7 экспериментов на
71.4 ± 5.3%), индуцированных М (рис. 1г). Сход�
ные данные получены при использовании
100 мкг/мл Г (не представлены).

Таким образом, нами впервые показано, что
ингибиторы ФЛА2 вызывают значительное по�

давление обеих фаз Са2+�ответа, индуцированно�
го Г или М в макрофагах. Полученные данные
свидетельствуют об участии ФЛА2 и каскада мета�
болизма АК в действии Г и М на [Ca2+]i в этих
клетках. Результаты указывают также на нежела�
тельность совместного применения препаратов Г
или М и стероидных противовоспалительных ле�
карственных средств на основе дексаметазона и
преднизолона.

Результаты, полученные нами ранее [3, 4, 9–
11] и представленные в настоящей работе, свиде�
тельствуют о том, что Г и М, не способные прони�
кать через плазмалемму, вызывают в макрофагах
сигнальный каскад, приводящий к увеличению
[Ca2+]i и активации макрофагов, одним из ключе�
вых событий в котором является запуск метабо�
лизма АК. 

Работа выполнена при поддержке гранта
СПбГУ № 1.0.127.2010.
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