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Аннотация. С использованием флуоресцентного Са2+-зонда Fura-2AM впервые показано, что 2-
аминоэтоксидифенил борат оказывает дозо-зависимое модулирующее влияние на депо-зависимый 
вход Са2+ в макрофаги. В концентрации 25 мкМ 2-аминоэтоксидифенил борат вызывает 
потенциацию входа Са2+, в то время как в концентрациях 50 и 100 мкМ эффективно подавляет 
вход Са2+ в макрофаги. 
Ключевые слова: 2-аминоэтоксидифенил борат, депо-зависимый вход Са2+, макрофаги. 

 
Универсальным механизмом регулируемого входа Ca2+ в клетки эукариот является депо-зависимый, или 

“емкостной”, вход Ca2+ [1,2]. В соответствии с моделью “емкостного” входа Ca2+, этот процесс регулируется 
степенью заполнения Ca2+-депо таким образом, что опустошение депо активирует вход Ca2+ [1, 2]. 

Функциональной единицей депо-зависимого входа Са2+ является мультимолекулярный белковый комплекс 
(store-operated calcium influx complex, SOCIC), компоненты которого обладают высокой мобильностью, и 
взаимодействия между ними жестко регулируются [2, 3]. Основными компонентами комплекса, необходимыми 
и достаточными для активации депо-зависимого входа Са2+, являются Са2+-каналы Orai1 в плазмалемме и Са2+-
сенсор STIM1 в мембране Са2+-депо [2, 3]. При опустошении Са2+-депо, STIM1 олигомеризуется, 
транслоцируется в участки эндоплазматического ретикулума, расположенные у плазмалеммы, и прямо 
взаимодействует с белками Orai1, вызывая депо-зависимый вход Са2+ [2, 3].  

После обнаружения важной роли депо-зависимых 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 [4], возрос интерес исследователей к разработке 
низкомолекулярных блокаторов, депо-зависимых Са2+-каналов. 

Из различных фармакологических модуляторов депо-зависимых Са2+-каналов лучше других исследован  
2-аминоэтоксидифенил борат (2-APB). 2-APB широко использовался в качестве инструмента исследования 
механизмов функционирования депо-зависимых Са2+-каналов [5, 6]. Показано, что 2-APB модулирует депо-
зависимый вход Са2+ в клетках разных типов: в клетках эмбриональной почки человека (линия HEK293) [7],  
T-клетках линии Jurkat человека, В-клетках цыпленка (линия DT40) и лейкемических базофилах крысы  
(RBL-2H3) [8].  

Учитывая важную роль депо-зависимых Са2+-каналов в функционировании клеток иммунной системы и 
для выяснения фармакологических характеристик депо-зависимого входа Са2+ в макрофагах, представлялось 
целесообразным исследовать влияние 2-APB на депо-зависимый вход Са2+, вызываемый ингибиторами 
эндоплазматических Са2+-АТФаз тапсигаргином и циклопьязониковой кислотой в перитонеальных макрофагах 
крысы.  

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 [9]. 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 [10]. 
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  [11]. 
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Рисунок 1.  Влияние 2-аминоэтоксидифенил бората (2-APB) на вход Са2+, индуцируемый тапсигаргином в 
макрофагах  

 
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 (рис. 1). В среднем (по данным 7 экспериментов) увеличение [Ca2+]i во время фазы 
мобилизации составило 30 ± 8 нМ. При последующем введении в наружную среду 2 мМ Са2+ наблюдался депо-
зависимый вход Са2+ в цитозоль (рис. 1). В среднем (по данным 7 экспериментов) увеличение [Ca2+]i во время 
входа Са2+ составило 112 ± 21 нМ. Аналогичные результаты мы получили при использовании 10 мкМ 
циклопьязониковой кислоты (рис. 2). В среднем (по данным 7 экспериментов) увеличение [Ca2+]i во время фазы 
мобилизации Са2+ из депо, вызываемой циклопьязониковой кислотой, составило 31 ± 9 нМ, а во время входа 
Са2+ - 99 ± 21  нМ (рис. 2).  

Мы впервые обнаружили, что при добавлении 2-APB на фоне развившегося депо-зависимого входа Са2+, 
вызываемого тапсигаргином, эффект 2-APB зависит от его концентрации. В концентрации 25 мкМ 2-APB 
вызывал значительную потенциацию входа Са2+ (по данным 7 экспериментов на 105,2 ± 25,3 %). В то же время, 
добавление 2-APB в концентрации 50 или 100 мкМ приводило к подавлению депо-зависимого входа Са2+. По 
данным 7 экспериментов для каждой из концентраций 2-APB, подавление входа Са2+ при действии 50 мкМ  
2-APB составило 51,4 ± 14,7 %, а в концентрации 100 мкМ – 96 ± 3,9%.  

Аналогичные результаты мы получили при добавлении 2-APB на развившийся вход Са2+, индуцированный 
циклопьязониковой кислотой. При воздействии 25 мкМ 2-APB наблюдалась потенциация входа Са2+ на  
116,3 ± 23,7 %. При приложении 50 мкм 2-APB происходило подавление входа Са2+ на 56,5 ± 15,3 %, а при 
действии 100 мкМ 2-APB – на 97,1 ± 2,8%. 

Здесь и на рисунке 2. 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.  

 

 
Рисунок 2.  Влияние 2-аминоэтоксидифенил бората (2-APB) на вход Са2+, индуцируемый циклопьязониковой 
кислотой в макрофагах  

 



                                                     МЕДИЦИНСКАЯ  БИОФИЗИКА  И  БИОФИЗИЧЕСКАЯ  ХИМИЯ     . 

Актуальные вопросы биологической физики и химии, 2018, том 3, № 1, с. 200-203 

202 

Макрофаги стимулировали 0,5 мкМ тапсигаргина в номинально бескальциевой среде, затем вход Са2+ 
инициировали введением в наружную среду 2 мМ Са2+; на фоне развившегося входа Са2+ добавляли 25, 50 или 
100 мкМ 2-аминоэтоксидифенил бората (2-АPB).  

Каждая регистрация получена для группы из 40-50 клеток и представляет собой типичный вариант из 7 
независимых экспериментов.  

Макрофаги стимулировали 10 мкМ циклопьязониковой кислоты в номинально бескальциевой среде, затем 
вход Са2+ инициировали введением в наружную среду 2 мМ Са2+; на фоне развившегося входа Са2+ добавляли 
25, 50 или 100 мкМ 2-аминоэтоксидифенил бората (2-АPB). 

Полученные нами результаты согласуются с данными литературы. Так, на макрофагах из костного мозга 
мыши обнаружено, что 50 мкМ 2-APB практически полностью подавляет депо-зависимый вход Са2+, 
индуцируемый тапсигаргином [12]. Дозо-зависимое модулирующее влияние 2-APB на депо-зависимый вход 
Са2+ показано также на клетках различных типов: клетках эмбриональной почки человека (линия HEK293) [7], 
T-клетках линии Jurkat человека, В-клетках цыпленка (линия DT40) и лейкемических базофилах крысы (RBL-
2H3) [8]. В низких концентрациях (<30 мкМ) 2-APB потенциирует, в то время как в более высоких 
концентрациях практически полностью подавляет депо-зависимый вход Са2+. Полагают, что в низких 
концентрациях 2-APB потенциирует депо-зависимый вход Са2+ путем прямого расширения (dilating) поры 
открытых Orai1 каналов [13, 14]. При этом диаметр поры Orai1 каналов увеличивается с 3,8 до 4,6 Å. 
Ингибирование входа Са2+ при действии высоких концентраций 2-APB можно объяснить нарушением 
взаимодействия между STIM1 и Orai1 [15]. 

Таким образом, нами впервые на перитонеальных макрофагах крысы показано, что 2-APB дозо-зависимо 
активирует и ингибирует депо-зависимый вход Са2+. Это комплексное действие 2-APB на депо-зависимый вход 
Са2+ может быть связано с его влиянием на оба компонента мультибелкового комплекса депо-зависимого входа 
Са2+, на белки STIM1 и Orai1. Полученные данные свидетельствуют также о том, что 2-APB является удобным 
фармакологическим инструментом для изучения депо-зависимого входа Са2+. 
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2-AMINOETHOXYDIPHENYL BORATE MODULATES STORE-DEPENDENT Ca2+ ENTRY IN 
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Abstract. Using Fura-2AM microfluorimetry, it was shown for that 2-aminoethoxydiphenyl borate 
modulates store-dependent Ca2+ entry in dose-dependent manner. At concentration of 25 μM 2-
aminoethoxydiphenyl borate potentiates Ca2+ entry, while at concentrations of 50 and 100 μM it 
effectively inhibits store-dependent Ca2+ entry in macrophages.   
Key words: 2-aminoethoxydiphenyl borate, store-dependent Ca2+ entry, macrophages.  

 
 
 
 
 

 

 


	1. Putney J. W. Capacitative calcium entry revisited.  Cell Calcium, 1990. vol. 11, pp. 611-624.
	4. Lacruz R.S., Feske St. Diseases caused by mutations in ORAI1 and STIM1. Ann. N.Y. Acad. Sci., 2015,  vol.  1356, pp. 45-79.
	7. De Haven W.I., Smyth J.T., Boyles R.R., Bird G.S., Putney J.W. Complex actions of 2-aminoethyldiphenyl borate on store-operated calcium entry. J. Biol. Chem., 2008, vol. 283, pp. 19265-19273.
	8. Prakriya M., Lewis R.S. Potentiation and inhibition of Ca2+ release-activated Ca2+ channels by  2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) occurs independently of IP3 receptors. J. Physiol., 2001, vol. 536. 1, pp. 3-19.
	9.  Миленина Л.С., Крутецкая З.И., Наумова А.А., Крутецкая Н.И., Бутов С.Н., Антонов В.Г. Arp 2/3-комплекс участвует в действии глутоксима и моликсана на внутриклеточную концентрацию Са2+ в макрофагах.  Биофизика, 2014, т. 59, вып. 5, с. 907-912. [Mil...


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


