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Аннотация. Депозависимый вход Са2 является повсеместным механизмом регулируемого входа 
Са2+ в клетки эукариот, активируемым при опустошении внутриклеточных Са2+-депо; участвует в 
регуляции широкого спектра клеточных процессов (экзоцитоз, экспрессия генов, пролиферация 
клеток и др.). После обнаружения важной роли депозависимых Са2+-каналов в патогенезе тяжелых 
заболеваний человека, таких как тяжелый комбинированный иммунодефицит, назальный полипоз, 
ревматоидный артрит и др. возрос интерес исследователей к разработке низкомолекулярных 
блокаторов депозависимых Са2+-каналов. Учитывая важную роль депозависимых Са2+-каналов в 
функционировании клеток иммунной системы и для выяснения фармакологических характеристик 
депозависимого входа Са2+ в макрофагах, представлялось целесообразным исследовать влияние 
производного пиразола соединения YM-58483 на депозависимый вход Са2+, вызываемый 
ингибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз тапсигаргином и циклопьязониковой кислотой 
(ЦПК) в перитонеальных макрофагах крыс. С использованием флуоресцентного Са2+-зонда Fura-
2AM мы впервые обнаружили, что при добавлении YM-58483 на фоне развившегося 
депозависимого входа Са2+, вызываемого тапсигаргином или ЦПК, наблюдается практически 
полное подавление депозависимого входа Са2+. Это свидетельствует о том, что YM-58483 
эффективно подавляет уже развившийся депозависимый вход Са2+ в макрофаги. Во втором варианте 
экспериментов мы исследовали влияние YM-58483 на уже активированные опустошением депо 
механизмы входа Сa2+ в макрофаги. Макрофаги стимулировали ЦПК или тапсигаргином в 
номинально бескальциевой среде. После окончания фазы мобилизации Ca2+ из депо клетки 
инкубировали в течение 5 мин в присутствии YM-58483, после чего инициировали вход Са2+ в 
цитозоль. Обнаружено, что и в этих условиях YM-58483 вызывает значительное подавление входа 
Са2+. Таким образом, мы впервые на перитонеальных макрофагах крыс показали, что производное 
пиразола YM-58483 эффективно ингибирует депозависимый вход Са2+ и является удобным 
фармакологическим инструментом для изучения депозависимого входа Са2+ в макрофагах, как и в 
клетках других типов. 
Ключевые слова: производное пиразола соединение YM-58483, депозависимый вход Са2+, 
перитонеальные макрофаги. 
 

ВВЕДЕНИЕ 
 
Депозависимый или «емкостной» вход Са2+, впервые описанный Джеймсом Патни более тридцати лет назад, 

является повсеместным (ubiquitous) механизмом регулируемого входа Са2+ в клетки эукариот, активируемым при 
опустошении внутриклеточных Са2+-депо [1, 2]. Депозависимый вход Са2+ участвует в регуляции широкого 
спектра клеточных процессов (экзоцитоз, экспрессия генов, рост и пролиферация клеток и др.) в норме и 
патологии [3, 4].  

Функциональной единицей депозависимого входа Са2+ является мультимолекулярный белковый комплекс 
(store-operated calcium influx complex, SOCIC), компоненты которого обладают высокой мобильностью, и 
взаимодействия между ними жестко регулируются [5, 6]. Основными компонентами комплекса, необходимыми 
и достаточными для активации депозависимого входа Са2+, являются Са2+-каналы Orai1 в плазмалемме и Са2+-
сенсор STIM1 в мембране Са2+-депо [4]. При опустошении Са2+-депо, STIM1 олигомеризуется, транслоцируется 
в участки эндоплазматического ретикулума, расположенные у плазмалеммы, и прямо взаимодействует с белками 
Orai1, вызывая депозависимый вход Са2+ [7-9]. 

После обнаружения важной роли депозависимых Са2+-каналов в патогенезе тяжелых заболеваний человека, 
таких как тяжелый комбинированный иммунодефицит (severe combined immunodeficiency, SCID), назальный 
полипоз, ревматоидный артрит, эктодермальная дисплазия, тромбоз, острый панкреатит, аутоиммунные и 
аллергические заболевания [10-12] возрос интерес исследователей к разработке низкомолекулярных блокаторов 
депозависимых Са2+-каналов. 

Производное пиразола иммунодепрессант YM-58483 (также известный как BTP2 или Pyr2) является 
представителем семейства бис(трифторметил)пиразолов. Ранее было обнаружено, что YM-58483 эффективно 
ингибирует депозависимый вход Са2+ и продукцию интерлейкина-2 в Т-клетках линии Jurkat человека [13]. 

Учитывая важную роль депозависимых Са2+-каналов в функционировании клеток иммунной системы и для 
выяснения фармакологических характеристик депозависимого входа Са2+ в макрофагах, представлялось 
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целесообразным исследовать влияние YM-58483 на депозависимый вход Са2+, вызываемый ингибиторами 
эндоплазматических Са2+-АТФаз тапсигаргином и циклопьязониковой кислотой (ЦПК) в перитонеальных 
макрофагах крыс. 

 
МЕТОДИКА 

 
Эксперименты проводили на культивируемых резидентных перитонеальных макрофагах крыс линии Wistar 

при комнатной температуре 20-22°С через 1-2 сут после начала культивирования клеток. Подробно процедура 
культивирования макрофагов и автоматизированная установка для измерения внутриклеточной концентрации 
Са2+, [Ca2+]i, на базе флуоресцентного микроскопа Leica DM 4000B (Leica Microsystems, Германия) описаны ранее 
[14]. Для измерения [Ca2+]i использовали флуоресцентный зонд Fura-2AM (Sigma-Aldrich, США). Возбуждение 
флуоресценции объекта производили при длинах волн 340 и 380 нм, эмиссию регистрировали при длине волны 
510 нм. Для избежания фотовыгорания измерения проводили через каждые 20 с, облучая объект в течение 2 с. 
Значения [Ca2+]i рассчитывали по уравнению Гринкевича [15]. Статистический анализ проводили с применением 
критерия t Стьюдента. Достоверными считали различия при p≤0,05. 

На рисунках приведены результаты типичных экспериментов. Данные представлены в виде графика 
изменения отношения интенсивностей флуоресценции Fura-2AM при длинах волн возбуждающего излучения 
340 и 380 нм (отношение F340/F380) во времени, отражающего динамику изменения [Ca2+]i в клетках в зависимости 
от времени измерения [16]. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ 

 
В контрольных экспериментах мы обнаружили, что добавление 0,5 мкМ тапсигаргина к макрофагам, 

находящимся в бескальциевой среде, вызывает увеличение [Ca2+]i, отражающее мобилизацию Са2+ из 
внутриклеточных Са2+-депо (рисунок 1а). В среднем увеличение [Ca2+]i во время фазы мобилизации составило 
60±13 нМ (n=7). При последующем введении в наружную среду 2 мМ Са2+ наблюдался депозависимый вход Са2+ 
в цитозоль (рис. 1а). В среднем увеличение [Ca2+]i во время входа Са2+ составило 159±22 нМ (n=7). Аналогичные 
результаты мы получили при использовании 10 мкМ ЦПК. В среднем увеличение [Ca2+]i во время фазы 
мобилизации Са2+ из депо, вызываемой ЦПК, составило 61±14 нМ (n=7), а во время входа Са2+ - 170±20 нМ (n=7) 
(рисунок 1б). 

Мы впервые обнаружили, что при добавлении 5 мкМ YM-58483 на фоне развившегося депозависимого 
входа Са2+, вызываемого тапсигаргином или ЦПК, наблюдается практически полное подавление депозависимого 
входа Са2+ (рис. 1а, б). При добавлении YM-58483 на фоне входа Са2+, индуцированного тапсигаргином, 
подавление депозависимого входа Са2+ составило 80,2±15,3 % (n=7), а при добавлении YM-58483 на фоне входа 
Са2+, индуцированного ЦПК – 90,1±14,9 % (n=7). Это свидетельствует о том, что YM-58483 эффективно 
подавляет уже развившийся депозависимый вход Са2+ в макрофаги. 

Во втором варианте экспериментов мы исследовали влияние YM-58483 на уже активированные 
опустошением депо механизмы входа Сa2+ в макрофаги. Макрофаги стимулировали 10 мкМ ЦПК в номинально 
бескальциевой среде. После окончания фазы мобилизации Ca2+ из депо, вызванной ЦПК, клетки инкубировали в 
течение 5 мин в присутствии 5 мкМ YM-58483, после чего вводили 2 мМ Ca2+ в наружную среду (рис. 1в). 
Обнаружено, что и в этих условиях YM-58483 вызывает значительное подавление входа Са2+ (на 64,5±15,3 %, 
n=7). Аналогичные результаты были получены с применением 0,5 мкМ тапсигаргина. 

Полученные нами результаты согласуются с данными, представленными в литературе. Так, на Т-клетках 
линии Jurkat человека показано, что после опустошения Са2+-депо тапсигаргином, преинкубация клеток с YM-
58483 (0,01-10 мкМ) в течение 1 мин до введения Са2+ приводит к дозозависимому ингибированию 
депозависимого входа Са2+. Кроме того, YM-58483 подавляет уже развившийся депозависимый вход Са2+, 
индуцированный тапсигаргином в Т-лимфоцитах [13].  

На нейронах дорзальных корешков спинного мозга мыши обнаружено, что преинкубация клеток с YM-
58483 не влияет на мобилизацию Са2+ из депо, индуцированную тапсигаргином, но значительно подавляет 
депозависимый вход Са2+. Кроме того, 1 мкм YM-58483 практически полностью подавляет уже развившийся вход 
Са2+, вызванный ЦПК в нейронах мыши [17]. 

В эндотелиальных клетках проксимальных тубул почки человека (линия НК-2) BTP2 подавляет 
развившийся депозависимый вход Са2+, индуцированный тапсигаргином [18]. Обнаружено также, что 
добавление BTP2 после опустошения Са2+-депо тапсигаргином и до введения в наружную среду 2 мМ Са2+ 
приводит к подавлению депозависимого входа Са2+ в одонтобластах крысы [19] и лейкемических базофилах 
крысы (линия RBL-1) [20].  

Механизм действия YM-58483 на депозависимый вход Са2+ до конца не изучен. YM-58483 может 
модулировать депозависимый вход Са2+, воздействуя на STIM1, прямо блокировать пору Orai1 каналов или 
влиять на взаимодействие белков STIM1 и Orai 1. Было показано, что BTP2 не влияет на кластеризацию белков 
STIM1 и белков Orai1 [20, 21]. В связи с этим полагают, что YM-58483 ингибирует депозависимый вход Са2+, 
взаимодействуя с белками Orai1 [20, 22, 23].  
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Рисунок 1. Влияние соединения YM-58483 на депозависимый вход Са2+, индуцируемый тапсигаргином и 
циклопьязониковой кислотой (ЦПК) в перитонеальных макрофагах крысы. По оси абсцисс – время, мин;  
по оси ординат – отношение интенсивностей флуоресценции Fura-2AM при длинах волн возбуждающего 
излучения 340 и 380 нм (F340/F380), отн. ед. а, б - макрофаги стимулировали 0,5 мкМ тапсигаргина (а) или  
10 мкМ ЦПК (б) в номинально бескальциевой среде, затем вход Са2+ инициировали введением в наружную 
среду 2 мМ Са2+; на фоне развившегося входа Са2+ добавляли 5 мкМ YM-58483. в – клетки стимулировали  
10 мкМ ЦПК в бескальциевой среде, после окончания фазы мобилизации Са2+ из депо добавляли 5 мкМ  
YM-58483; через 5 мин вход Са2+ инициировали введением в наружную среду 2 мМ Са2+. Каждая регистрация 
получена для группы из 40-50 клеток и представляет собой типичный вариант из 6-7 независимых 
экспериментов. 
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Таким образом, мы впервые на перитонеальных макрофагах крыс показали, что производное пиразола YM-
58483 эффективно ингибирует депозависимый вход Са2+ и является удобным фармакологическим инструментом 
для изучения депозависимого входа Са2+ в макрофагах, как и в клетках других типов. 
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PYRAZOLE DERIVATIVE YM-58483 INHIBITS STORE-OPERATED Ca2+ ENTRY IN MACROPHAGES 

Milenina L.S.1, Krutetskaya Z.I.1, Antonov V.G.2, Krutetskaya N.I.1, Badulina V.I.1 
1 Saint-Petersburg State University 

Universitetskaya emb., 7/9, Saint-Petersburg, 199034, Russia 
2 Kirov Medical Academy 

Lebedeva str., 6, Saint- Petersburg, 194044, Russia; e-mail: l.milenina@spbu.ru 
 

Abstract. Store-operated Ca2+ entry (SOCE) is the ubiquitous mechanism of regulated Ca2+-entry in 
eukaryotic cells, activated upon depletion of intracellular Ca2+-stores; participates in regulation of a wide 
range of cellular processes (exocytosis, gene expression, etc.). After discovery of the important role of 
SOCE in the pathogenesis of human diseases, such as severe combined immunodeficiency, nasal polyposis, 
etc., the researcher’s interest in the development of low molecular weight blockers of SOCE increased. To 
determine the pharmacological characteristics of SOCE in macrophages, it seemed appropriate to study the 
effect of the pyrazole derivative compound YM-58483 on SOCE induced by endoplasmic Ca2+-ATPase 
inhibitors thapsigargin and cyclopiazonic acid (CPA) in rat peritoneal macrophages. Using Fura-2AM 
microfluorimetry we found that upon addition of YM-58483 during the developed SOCE induced by 
thapsigargin or CPA almost complete inhibition of SOCE was observed. This suggests that YM-58483 
effectively suppresses already developed SOCE in macrophages. In the second series of experiments, we 
investigated the effect of YM-58483 after Ca2+ entry mechanisms were activated by store depletion. 
Macrophages were stimulated by CPA or thapsigargin in Ca2+-free medium. After Ca2+-mobilization from 
the stores, the cells were incubated for 5 min with YM-58483, then Ca2+ entry into the cell was initiated. It 
was found that under these conditions, YM-58483 also causes a significant suppression of SOCE. Thus, we 
showed for the first time on rat peritoneal macrophages, that pyrazole derivative YM-58483 effectively 
inhibits SOCE and is a useful pharmacological tool for studying SOCE in macrophages, as well as in other 
cell types. 
Key words: pyrazole derivative compound YM-58483, store-operated Ca2+ entry, peritoneal macrophages. 
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