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АНОТАЦІЯ
Яворовська  В.І. Тіакалікс[4]арени  –  протектори  АТР-гідролазної

активності  міозину  міометрія  від  впливу  катіонів  важких  металів.  –

Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.

Дисертація  на  здобуття  наукового  ступеня  доктора  філософії  за

спеціальністю  091  «Біологія».  –  Інститут  біохімії  ім.  О.  В.  Палладіна  НАН

України, Київ, 2021.

Міозин  гладеньких  м'язів  —  це  актинозалежний  молекулярний  мотор,

який перетворює хімічну енергію, депоновановану в АТР у механічну енергію

спрямованого  руху  вздовж  актинових  філаментів.  Він  входить  до  складу

мускулатури внутрішніх органів, судин та шкіри.  Міозин гладеньких м'язів —

гексамер,  що  складається  з  двох  важких  ланцюгів  (~  200  кДа),  двох  легких

регуляторних (~ 20 кДа) та двох легких суттєвих ланцюгів (~ 17 кДа). У важкому

ланцюзі міозину  гладеньких  м'язів  першi  ~  850  амінокислотних  залишка  N-

кінцевої  чатини  формують  моторний  домен  здатний  зв'язувати  актин  та

здiйснювати гiдролiз АТР (головка міозину). Порушення ензиматичної (АТРазої)

активності моторного домену може призводити до розладу скоротливої функції

гладеньких м'язів.

Процес гідролізу АТР головкою міозину (субфрагмент-1) лежить в основі

його  скоротливої  функції,  тому  забезпечення  енергетичних  потреб  клітин

гладеньких м'язів є надзвичайно важливим. Значну роль в забезпеченні клітин

енергією  у  формі  АТР  відіграють  мітохондрії  завдяки  процесу  окисного

метаболізму.  Його  порушення  може  сприяти  розвитку  розладу  процесу

скорочення гладеньких м'язів. 

Міометрію  серед  інших  гладеньких  м'язів  належить  виняткова  роль

завдяки  унікальним  функціям  в  репродуктивній  системі  жіночого  організму,

пов'язаних  з  вагітністю  та  пологами.  Різноманітні  фактори  довкілля  можуть

спричиняти порушення скоротливої функції міометрія серед них катіони важких

металів. Вони  представляють  велику група речовин, що забруднюють довкілля,
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серед  них  Pb та  Cd є одними з  найбільш токсичних.  Цi елементи  —  дуже

шкiдливi для  органiзму  людини  навiть  у  малiй  кiлькостi.  Важкі  метали

призводять  до  різних  порушеннь  репродуктивної  системи  жінки  таких,  як

безпліддя, затримка статевого дозрівання, гормональні порушення та онкологічні

захворювання статевої системи.

Останнім часом каліксарени та їх похідні тіакаліксарени розглядаються як

хелатори та хемосенсори катіонів металів у зв'язку з їх винятковою здатністю до

комплексоутворення  з  іонами  та  нейтральними  молекулами.  Вони  також

розглядають в якості  перспективних засобів проти отруєнь важкими металами

особливо з огляду на їхню низьку токсичність та імуногенність. 

Раніше у відділі біохімії м'язів Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна НАН

України  було  показано,  що  катіони  важких  металів  викликають  зниження

ензиматичної АТР-гідролазної активності міозину та активності актоміозинового

комплексу  міометрія.  Була  також  виявлена  можливість  використання

тіакалікс[4]аренів для усунення інгібувальних впливів катіонів важких металів на

АТРазу  міозину.  Проте  залишалось  багато  питань,  пов'язаних з механізмами

впливу  важких  металів  на  АТР-гідролазу  міозину.  Нез'ясованими також  були

механізми впливу важких металів на міоцити гладенького м'яза матки. Зокрема,

невивченим  був  вплив  важких  металів  на  енергетичне  забезпечення  клітин

міометрія, яке є важливим для забезпечення скоротливої функції міометрія. Були

запитання  пов'язані з  особливостями  взаємодії  тіакалікс[4]аренів  та  катіонів

важких  металів.  Невідомими  також  були  особливості  їх  впливу  на  клітини

міометрія окремо та разом з катіонами важких металів. З огляду на це метою цієї

роботи  було  дослідити  можливості  протекторної  дії  тіакалікс[4]аренів  при

шкідливих  впливах  катіонів  важких  металів  на  АТР-гідролазну  активність

міозину та функціонування дихального ланцюга мітохондрій клітин міометрія. 

Для досягнення мети було поставлено наступні завдання:

1.  Оцінити  можливості  використання  тіакалікс[4]аренів,  як  протекторів

від  негативного впливу катіонів важких металів на АТР-гідролазну активність
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субфрагмента-1 міозину. 

2. Дослідити біохімічні показники функціонування дихального ланцюга

мітохондрій  міоцитiв  при  сукупній  дії  катіонів  важких  металів  та

тіакалікс[4]аренів.

3.  З’ясувати  механізми  взаємодії  тіакалікс[4]аренів  із  катіонами  Zn,   а

також  можливості  застосування  цих  сполук  в  якості  внутрішньоклітинних

флуоресцентних зондів до Zn2+.

Спочатку була визначена ензиматична активність  АТРази актоміозину за

умов увпливу катіонів Cd, Pb, Zn і Ni. Усі експерименти з встановлення впливів

катіонів  важких  металів  на  ензиматичний  гідроліз  АТР  проводились  на

субфрагменті-1  міозину,  оскільки він  є  зручною експериментальною моделлю

для вивчення впливу різних хімічних агентів на нативний міозин. Потім була

вивчена  здатність  вибраних тіакалікс[4]аренів  відновлювати  АТР-гідролазну

активність  субфрагмента-1  міозину.  Було показано,  що  катіони  цих  металів

інгібують АТРазну активність субфрагмента-1 міозину міометрія.  Встановлено,

що катіони Pb (300 мкМ) інгібували АТР-гідролазу міозину на 88%, а катіони Cd

(300 мкМ) на 56%. Коефіцієнт інгібування складав для Pb2+ 0,08+0,01 мМ, а для

Cd2+ 0,30+0,03  мM. Катіони  Ni (300  мкМ)  iнгiбували  АТРазну  активнiсть

субфрагмента-1 міозину лише на 30%. Катіони Zn2+  (5 мМ) інгібували активність

АТРази на 43%. 

Іонні радіуси катіонів Cd і Pb мають значно більшi розмiри порівняно з

Mg2+, тому взаємодія між Cd2 + та Pb2 + у сайті зв'язування Mg2+ в субфрагментi-1

міозинy значно ускладнена. Отже, було зроблено припущення, що катіони Cd та

Pb можуть зв’язуватися у функціонально важливих дiлянках субфрагмента-1, що

сприяють зв'язуванню та гідролізу АТР. Іоннi радiуси Mg2+, Zn2+ та Ni2+ в розчинi

подiбнi,  тому  найбільш  імовірно,  що  Ni2+  та  Zn2+  взаємодіють  з  дiлянками

зв'язування характерними для Mg2+, але за досить значних концентрацiй.

Було  встановлено,  що  тіакалікс[4]арен  С-800  у  концентрації 100  мкМ
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ефективно  відновлював   активність  АТРази  міозину  за  дії  катіонів  важких

металів. Найбiльш  iмовiрно,  що механiзм захисної  дії  тiaкалікс[4]арену С-800

базується  на  його  здатностi хелатувати  Pb2+,  Cd2+,  Zn2+ та Ni2+ із  середовища

інкубації за допомогою гiдроксильних груп та атомiв двохвалентного сульфуру

на  нижньому  вiнцi макроциклу.  На  підставі  даних,  отриманих  за  допомогою

методу  комп'ютерного  докінгу  було  також  зроблено  припущення,  що

тiaкалікс[4]арени  можуть  «вiдтягувати»  катioни  важких  металів  з  їх  сайтiв

зв'язування у субфрагментi - 1 мioзину. 

Надалі  було  з'ясовано вплив  катіонів  важких  металів  на  енергетичне

забезпечення клітин міометрія. Для цього була досліджена здатність Cd2+, Pb2+ та

Zn2+ впливати  на  дихальний  ланцюг  мітохондрій  клітин  міометрія.  Спочатку

вивчалась  здатність  клітин  міометрію  відновлювати  водорозчинні  солі

тетразолію до нерозчинних кристалів формазану за впливу катіонів Cd, Pb та Zn.

Було  встановлено,  що  катіони  Cd та Pb посилюють  утворення  формазану

клітинами  міометрія  приблизно  в  2  рази  за  концентрацї  1,25  мМ.  Зроблено

припущення,  що його  посилене утворення клiтинами гладенького м'язу  матки

може бути пов'язаним з порушенням функцiонування сукцинатдегідрогенази та

НАДН-дегiдрогеназного комплексу мiтохондрiй за впливу важких металів. При

додаваннi тіакалікс[4]арену  С-800  iнтенсивнiсть  вiдновлення  МТТ  реагенту

міоцитами матки  пiд впливом  Cd тa Pb знижувалась  та  поверталась  до

контрольного  рiвня.  Це  може  пояснюватися,  як  зв'язуванням  цих  кaтioнiв  з

середовища iнкубації тіакалікс[4]ареном С-800, так і всередині клiтин мioметрiя.

Для встановлення впливу Cd2+, Pb2+, Сa2+, Mg2+ та Zn2+ на функціонування

комплексів  І  та  ІІ  дихального  ланцюга  було  досліджено  їх  дію  на  рівень

автофлуоресценції  нікотинамідних  та  флавінових  коферементів  ізольованих

мітохондрій гладенького м'язу матки. При дослiдженнi автофлуоресценцiї НАДН

в  iзольованих  мiтохондрiях  міометрія  щура  було  встановлено,  що  пiсля  їх

iнкубації протягом 5 хв з катiонами Cd та Pb (1 мМ) вона зростала приблизно в

2,5 та 1,5 раза вiдповiдно. Автофлуоресценцiя НАДН в iзольованих мiтохондрiях
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також посилювалась пiд впливом  Zn2+   (1 мМ) на 25% відповідно, але вона не

змінювалась за дії Са2+ та Mg2+ (1 мМ). При дослiдженнi автофлуоресценцiї ФАД+

в  iзольованих  мiтохондрiях  міометрія  щура  було  показано,  що  вона  зростала

приблизно в 2 рази рази пiсля їх iнкубації протягом 5 хв з катiонами Cd (1 мМ) та

майже не змiнювалась пiд впливом Pb2+ (1 мМ). Вона також не змiнювалась за дії

Mg2+, Ca2+ та Zn2+  (1 мМ).

Досліджувалась  також  здатність  катіонів  Cd,  Pb  та Zn впливати  на

інтенсивність  утворення  активних  форм  кисню  клітинами  гладенького  м'язу

матки.  Посилення  їх  продукування  -  один  з  основних  наслідків  порушення

функціонування електронтранспортувального ланцюга. Було встановлено, що пiд

впливом  Cd2+ та  Pb2+ (1  мМ) протягом 5 хв відбувалось посилення утворення

активних форм кисню на 50%. В той час, як катіони Zn майже не впливали на їх

утворення клітинами міометрія. Додавання тіакалікс[4]арену С-800 (100 мкМ) в

середовище  інкубації  клітин  міометрія  з  катіонами  Сd не призводило  до

зниження продукування активних форм кисню міоцитами.

При  дослідженні  флуоресцентних  властивостей  комплексів  важких

металів  та  тіакалікс[4]аренів,  виявлена  можливість використання

тіакалікс[4]арену  С-800  в  якостi селективного  та  чутливого  флуоресцентного

зонда для Zn2+ в живих клітинах.

Ключові слова: міозин гладеньких м'язів, АТР-гідролаза, міометрій, важкі

метали, тіакалікс[4]арени.

SUMMARY

Yavorovska V.I. Thiacalix[4]arenes – protectors of ATPase activity of myosin

of myometrium from the influence of heavy metal cations. The qualifying scientific

work on the rights of manuscript.

Thesis for a candidate degree in degree of doctor of philosophy in specialty 091
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-"Biology". - Palladin Institute of Biochemistry of NAS of Ukraine, Kyiv, 2021.

Smooth muscle myosin is an actin-dependent molecular motor that transforms

the  chemical  energy,  deposited in  ATP, into  mechanical  energy  of  directional

movement along actin filaments. It is component of musculature of internal organs,

vessels  and skin.  Smooth  muscle  myosin  is  hexamere which consist  of  two heavy

chains  (~ 200 kDa), two regulatory light chains (~ 20 kDa) and two essential light

chains (~ 17 kDa). About 850 amino acid residues of the N-terminal part of the heavy

chain forms a motor domain, capable of binding and hydrolysis of ATP (myosin head).

The  impairment  of  enzymatic  (ATPase)  activity  of  the  motor  domain  can  cause

disorders of contractile function of smooth muscles. 

The process of ATP hydrolysis by myosin head (subfragment -1) is the basis of

contractile function.  Thus providing energetic demands of smooth muscle cells in a

form of ATP is extremely important. Mitochondria play an essential role in supply of

cells with energy via the process of oxidative metabolism. Its impairment can facilitate

disorders of the smooth muscle contraction. The myometrium possesses a unique role

in the female reproductive system, associated with pregnancy and childbirth. Different

environmental factors can lead to disorders of contractile function of the myometrium,

including  cations  of  heavy  metals.  They  represent  a  broad  group  of  substances

polluting an environment. Pb and Cd are one of the most toxic among them. These

elements are very noxious for human organism even in small amount. Heavy metals

cause  various  disorders  of  the  female  reproductive  system,  in  particular  infertility,

delayed puberty, hormonal disorders and gynecologic cancers.

The  calixarenes  and  their  thiacalixarene  derivatives  have  been  considered

recently as chelators and sensors of metal cations due to their exceptional ability to

form complexes with ions and neutral molecules. They are also regarded as remedies

against heavy metal poisoning, especially given their low toxicity and immunogenicity.

It  was  determined  earlier  at  the  department  of  muscle  biochemistry  at  the

Palladin Institute of Biochemistry NAS Ukraine that  heavy metal  cations lead to a

decrease  of  enzymatic  activity  of  myosin  ATPase  and  actomyosin  complex  of  the
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myometrium. It was also revealed the possibility of an application of thiacalix[4]arenes

for the elimination of inhibitory effects of heavy metal  cations on myosin ATPase.

Nevertheless, it was a lot of questions related to the mechanisms of heavy metal cation

action  on  myosin  ATPase.  The  mechanisms  of  heavy  metal  cation  action  on  the

myocytes of uterine smooth muscle were also unclarified.  In particular, the effect of

heavy metal  cations on the energy supply of myometrial cells has not been studied

which  is  important  for  the  contractile  function  of  the  myometrium.  It  was also

questions related to peculiarities of interaction between thiacalix[4]arenes and heavy

metal cations. The features of their influence on myometrium cells apart and together

with heavy metal cations were also obscure.  Therefore the aim of this research work

was  to  study  possible  protective  properties  of  thiacalix[4]arenes  upon  deleterious

action of heavy metal cations on myosin ATPase activity and mitochondrial respiratory

chain of myometrial cells. The following tasks were set for the achievement of the

goal:

1.  To  evaluate  the  possibility  of  thiacalix[4]arene  application  as  protectors

against  negative  action  of  heavy  metal  cations  on  ATPase  activity  of  myosin

subfragment 1.

2. To study the biochemical characteristics of mitochondrial respiratory chain

function upon joint action of heavy metal cations and thiacalix[4]arenes.

3.  To  found  out  mechanisms  of  interaction  of  thiacalix[4]arenes  with  Zn

cations and the opportunity of their application as intracellular fluorescent probes to

Zn2+.

Firstly, the influence of Cd, Pb, Zn and Ni cations on the enzymatic activity of

actomyosin ATPase was determined.  All  experiments  on determining the effects  of

heavy metal cations on ATP hydrolysis were held on myosin subfragment 1. Since it is

a convenient experimental model for studying the influence of compounds on native

myosin. After that, it was studied the ability of selected thiacalix[4]arenes to restore

ATPase activity of myosin subfragment 1. It was shown that Cd, Pb, Zn and Ni cations

inhibited the myometrial ATPase activity of myosin subfragment 1. It was determined
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that Pb cations (300 μM) have inhibited myosin ATPase on 88%, while Cd cations (300

μM) – on 56%. The coefficient of inhibition was 0,08+0,01 mM for Pb2+ while it was

0,30+0,03 mM for Cd2+. Ni cations (300 μM) have inhibited ATPase activity of myosin

subfragment 1 only on 30% while  Zn2+   (5  mM)  have inhibited ATPase  activity  on

40%. Since ionic radii of Cd and Pb cations have much greater sizes compared to Mg2 +

thus interaction between Cd2+ and Pb2+ in the Mg2+ binding site of myosin subfragment

1 is considerably complicated. Therefore, it was made an assumption that Cd and Pb

cations  may  be  bond  in  sites  essential  for  АТР binding  and  hydrolysis  of  myosin

subfragment 1.  Ionic radii of Zn2+ та Ni2+ in solution are similar thus most likely Ni

and Zn cations interact with sites similar for Mg2+ but at high concentrations.

It was established that thiacalix[4]arene C-800 effectively recovered ATPase

activity  of  myosin  subfragment  1  upon  the  action  of  heavy  metal  cations  in  its

concentration of 100 μM. Most likely the mechanism of thiacalix[4]arene C-800 action

is based on its ability to chelate Pb2+, Cd2+, Zn2+ та Ni2+ from incubation medium via

hydroxyl groups and atoms of divalent sulfur at the lower rim of the macrocycle. Based

on the method of computer docking, it was also assumed that thiacalyx[4]arenes can

"pull" heavy metal cations from their binding sites in the myosin subfragment 1.

Further, it was studied influence of the heavy metal cations on energy supply of

myometrial cells. For this purpose, the capability of  Cd2+, Pb2+ and Zn2+ to affect the

electron transport chain of mitochondria of myometrial cells was explored. Firstly, the

ability  of  myometrial  cells  to  reduce  the  water-soluble  tetrazolium  salts  upon  an

influence of Pb2+, Cd2+ and Zn2+ were studied. It was determined that Cd аnd Pb cations

at the concentration 1,25 mM almost twice enhance a formazan formation by them. It

was made an assumption that its increased formation is attributed to the impairment of

mitochondrial  succinate  dehydrogenase  and  NADH:  ubiquinone  oxidoreductase

functioning  after  the  influence  of  heavy  metal  cations.  The  intensity  of  the  MTT

reagent reduction by uterine myocytes under the influence of Cd and Pb cations was

decreased and returned to the control level after the addition of thiacalyx[4]arene C-

800. It can be explained both binding of these cations by  thiacalyx[4]arene C-800
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from incubation medium and their chelation inside the myometrial cells. 

The  effect  of  Cd2+,  Pb2+,  Сa2+,  Mg2+ аnd  Zn2+ on  nicotinamide  and  flavin

autofluorescence level of uterine smooth muscle isolated mitochondria was studied for

determining their influence on complex I and complex II functioning of the respiratory

chain.  After  the  study  of  NADH  autofluorescence  in  isolated  mitochondria  of  rat

myometrium, it was found that it increased following their incubation with Cd and Pb

cations  during  5  min  for  about  2  and  2,5  times  correspondingly.  The  NADH

autofluorescence of rat myometrial isolated mitochondria was also increased under the

influence of Ca2+ аnd Zn2+   (1  mM)  on 50% аnd 25%  respectively but  it  was not

affected  by  Mg2+  (1  мМ). After the  study  of  FAD  autofluorescence  in  isolated

mitochondria of rat myometrium, it was shown that it was enhanced approximately 2-

fold after incubation for 5 min with Cd cations (1 mM) and  was almost unchanged

under the influence of Pb2+ (1 mM). It also was not affected by Mg, Ca аnd Zn cations

(1 mМ).

It was studied the ability of Cd, Pb and Zn cations to influence the reactive

oxygen  species  production  by  cells  of  uterine  smooth  muscle.  Their  increased

generation is one of the major consequences of the electron transport chain functioning

impairment.  It  was  determined  that  the  production  of  the  reactive  oxygen  species

increased by 50% under influence of Cd2+ and Pb2+ (1 mM) for 5 min while Zn cations

enhance their generation only by 20%. The addition of thiacalyx [4] arene C-800 (100

μM) to the incubation medium of myometrial cells did not reduce the production of

reactive oxygen species by myocytes, caused by Cd cations.

During the study of fluorescent properties of thiacalyx[4]arene complexes with

metals, it was revealed the possibility of an application of  thiacalyx[4]arene C-800 as

a selective fluorescent sensor for Zn2+.

Keywords: smooth  muscle  myosin,  ATPase,  myometrium,  heavy  metal

cations, thiacalyx[4]arenes.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

ГМ – гладенькі м’язи

ВЛ – важкий ланцюг міозину

ЛЛ17 – суттєвий легкий ланцюг міозину 

ЛЛ20 – регуляторний легкий ланцюг міозину

КЛЛМ – кіназа легких ланцюгів міозину

ILK (Integrin-linked kinase)-Інтегрин-пов'язана кіназа

ROCK 1/2 (Rho-associated kinase 1/2)-Rho-асоційована кіназа 1/2

ZIPK (Zipper interacting protein kinase )- ZIP кіназа

ЕТЛ - електронтранспортний ланцюг

ЗТЕ- зворотний транспорт електронів 

ЛД50 — доза, яка викликає загибель 50% експерментальних тварин

Km – уявна константа Міхаеліса

I0,5 – коефіцієнт інгібування 

Vmax,ATP – уявна максимальна швидкість процесу щодо АТР

АDP – аденозиндифосфат

АТР – аденозинтрифосфат

АФК - активні форми кисню

ВМ- важкий метал

ДАГ - діацилгліцерол

НАД- нікотинамідаденіндинуклеотид

ФАД — флавінаденіндинуклеотид

ФМН -флавінмононуклеотид

IP3 -інозитол трисфосфат

Pi – фосфат неорганічний

МТТ- (3- [4,5-диметилтіазол-2-іл] -2,5-дифенілтетразолій-бромід

DCFDA (2',7'  –dichlorofluorescin diacetate )  -  2  ',  7'-дихлордигідро-

флуоресцеїн діацетат

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) – cередовище Ігла, модифіковане
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за способом Дульбекко

PBS (рhosphate-buffered saline)- фосфатний буфер

ЯМР- ядерний магнітний резонанс



18

ВСТУП

Актуальність  теми.  Гладенькі м'язи  (ГМ)  утворюють скоротливу

мускулатуру  внутрішніх органів,  судин та  шкіри.  Серед  інших ГМ міометрій

відіграє  виняткову  роль внаслідок  його унікальних функцій  в  репродуктивній

системі  жіночого  організму  у  зв'язку  з  вагітністю  та  пологами. Порушення

скоротливої  функції  ГМ  матки  спричиняє  різноманітні  патології  у  вагітних

жінок:  слабкість  пологової  діяльності,  передчасні  пологи  та  викидні  [1-3].

Зокрема,  передчасні  пологи  призводять  до  найвищого  рівня  смертності  серед

новонароджених  у  розвинутих  країнах  [4]. Крім  того,  народжені  передчасно

немовлята  потребують  додаткового  медичного  догляду  та  мають  підвищену

схильність до захворювань у подальшому, зокрема розумової відсталості [5, 6].

Здатність  міометрія  до  скорочення  визначається  взаємодією  двох

основних  скоротливих  протеїнів  актину  та  міозину,  що  утворюють

актоміозиновий комплекс. Міозин — це актинозалежний молекулярний мотор,

який перетворює хімічну енергію, яка депонована в АТР у механічну енергію

спрямованого  руху  вздовж  актинових  філаментів  [7,  8].  Комплекс  МgАТР2--

субстрат АТРази міозину м’язів [9], тому важливим для забезпечення  м'язового

скорочення  є  постачання  клітини  енергією у  формі  АТР.  Її  продукують

мітохондрії  за  допомогою  окисного  метаболізму  поживних  речовин  за  участі

електронтранспортувального  ланцюга  (ЕТЛ).  Він  складається  з  п’яти

мультисубодиничних  ензиматичних  комплексів  [10]. Електрони,  віддані

коферментам  НАДH  і  ФАДH2 в  циклі  трикарбонових  кислот,  передаються

компонентам  ETЛ  в  комплексі  I  (НАДН-дегідрогеназний  комплекс)  або

комплексі  II  (сукцинатдегідрогеназа),  а  потім  послідовно  до  комплексу  III

(убихінол-цитохром c редуктаза), комплексу IV (цитохром C оксидаза) врешті до

кисню. Цей  перенос  електронів  по  ЕТЛ  поєднується  з  транспортом  протонів

через  внутрішню  мембрану,  створюючи  електрохімічний  градієнт,  який

використовується для утворення АТР комплексом V (F0F1-АТР-синтаза)[11]. ЕТЛ

також вважається одним із основних сайтів продукування активних форм кисню
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(АФК)  в  клітинах,  зокрема  супероксиду,  перекису  водню  та  гідроксильного

радикалу [12,  13]. Посилення генерування АФК призводить до окислювального

стресу в клітині  та зниження утворення в  ній АТР.  Найбільше супероксиду у

мітохондріях ссавців утворюється комплексами I, ІІ та III [14-17]. 

Важкі метали (ВМ)— велика  група речовин, що забруднюють довкілля,

серед  них  Pb та  Cd є одними з  найбільш токсичних.  Цi елементи  —  дуже

шкiдливi для органiзму людини навіть у малiй кiлькостi.  Особлива токсичність

Pb та  Cd,  пов'язана з  їх  здатністю  накопичуватись  в  органах  та  тканинах,

оскiльки  органiзм людини не має ефективних  механiзмiв їх виведення [17-20].

ВМ надходять  до органiзму людини разом з  їжею,  напоями та  повiтрям  [21].

Спосiб  життя  також  може  сприяти  надходженню  ВМ  в  організм,  зокрема  в

організм  курця  при  палінні  надходить  більша  кількість  Cd2+ так,  як  в  одній

сигареті  його  вміст  складає  1-2  мкг. Найбільш  поширеними  джерелами

забруднення  катіонами  Pb є  металургійна  промисловість,  виробництво

акумуляторів,  фарб,  пластмас,  мастил,  антидетонаційних  присадок  до

автомобільних бензинів, напівпровідників та сонячних батарей [22]. Основними

техногенними  джерелами  забруднення  Pb2+ в  Україні  є  викиди  промислових

підприємств  та  вугільних  теплових  електростанцій. Катіони  Сd

використовуються  у  виробництві  пігментів,  покриттів,  стабілізаторів  для

пластмас,  кольорових  сплавів,  гальванічних  матеріалів,  електричного  та

електронного обладнання [23-25]. За останні десятиріччя загострилась проблема

накопичення  відходів  електронного  обладнання,  які  можуть  стати  значним

джерелом забруднення довкілля Сd2+  при їх неналежній утилізації.  Найближчим

часом ця проблема може постати перед населенням України так, як воно володіє

значною кількістю побутової техніки та електронного обладнання [26, 27]. 

ВM  здатні  викликати  різноманітні  порушення  репродуктивної  системи

жінок, які призводять до безпліддя [28, 29], затримки статевого дозрівання [30],

викликають  гормональні  порушення  [31,  32]  та  онкологічні  захворювання

статевої системи [33]. В свою чергу  Pb2+ викликають структурні зміни яєчника,
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порушення оваріального циклу та сприяють розвитку міоми матки. Вони, здатні

проникати крізь плацентарний бар'єр та викликати патології плода [34-36]. Деякі

дослідження  показали,  що  Pb2+ можуть  безпосередньо  призвести  до  більш

високого  ризику  мимовiльного  переривання  вагiтностi через  можливий

тератогенний вплив [37, 38].

Cd2+ мають властивості  металоестрогену, який взаємодіє з рецепторами

естрогену та прогестерону та призводить до гормональних порушень в організмі

жінок  [39]. Вони  викликають  різні  захворювання  жіночої  репродуктивної

системи такі, як ендометріоз, рак ендометрія та молочної залози  [33, 38]. Cd2+

також може призводити до викиднів та безпліддя [33,  35,  39]. У вагiтних жiнок

Cd2+  можуть проникати через плаценту та викликати рiзноманiтнi вади розвитку

плода [40]. Вони також можуть секретуватись з молоком пiд час вигодовування

дитини [41]. 

Катіони  ВМ  також  викликають  зниження  ензематичної  активності

актоміозинового  комплексу  та  АТР-гідролазної  активності  міозину  міометрія

[42].  Вони здатні за  певних умов заміщати  Мg2+  у  процесі  гідролізу АТР,  що

каталізується міозином скелетних та гладеньких м’язів. При цьому стабільність

та частота утворення комплексу АТР, металу та міозину, залежить від природи

самого металу. Зокрема було показано, що вона найбільша для катіонів Mn > Fe >

Ni > Co > Mg і Ca > Mn > Fe > Mg > Co [43]. При цьому катіони двовалентних

катіонів  крім  Мg2+ стабілізують  комплекс  міозину  з  АDР2-,  дисоціація  якого

лімітує процес гідролізу АТР міозином [44]. Інгібування ензиматичної активності

актоміозину  катіонами  Cd та  Zn також  пов'язана з  їх  впливом  на  початкову

швидкість  гідролізу  ATP,  що  свідчить  про  безпосередній  вплив  іонів  BM на

взаємодію актину та міозину. 

Катioни Cd  і  Pb також  викликають  порушення  функціонування  ЕТЛ

клітини, що призводить до зниження рівня утворення АТР мітохондріями [45].

Cd2+ також  можуть  призводити  до  апоптозу,  розриву  зовнiшньої  мебрани

мітохондрій,  окислювального стресу, порушення активностi ензимів, протеїнів-
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транспортерiв  та  іонних  каналів  [46]. Пiд  їх  впливом  значно  посилюється

утворення АФК у клітинах, що значною мірою пов'язано із токсичнicтю Cd2+ для

тварин, а також різних культур клітин [47-49]. Pb2+ також є потужним індуктором

оксидативного  стресу.  Він  здатен  iнгiбувати  ряд  важливих  антиоксидантних

ензимiв таких, як каталаза, супероксиддисмутаза та глутатiонпероксидаза [50]. 

З огляду на значну кількість порушень в організмі жінок, які викликані

впливом ВМ важливим є пошук та розробка фармакологічних сполук, які можуть

усувати їх токсичний вплив. До таких потенційних сполук належать каліксарени

та їх похідні [51]. 

Каліксарени  -  макроциклічні  олігомери  фенолів  молекули,  яких  мають

чашоподібну структуру. Вони можуть бути функціоналізовані різними хімічними

групами по верхньому та нижньому вінцю макроциклу. Гідрофобна порожнина

каліксаренів дозволяє включати та утримувати широке коло компонентів [52]. 

В Україні  працює відома наукова школа у галузі  хімії  каліксаренів  під

керівництвом академіка НАН України проф. Кальченка В.І. Інституту органічної

хімії НАН України.

Перспективним напрямом є використання каліксаренiв та їх похiдних в

якостi хелаторiв  катіонів  металів  у  живих  системах  тому,  що  каліксарени

демонструють вийняткову здатність до комплексоутворення як з іонами, так із

нейтральними  молекулами  [53].  Показано,  що  наноемульсiя  калiксаренового

карбоксилу  здатна  очищувати  шкiру  вiд  контамiнації  ураном  [54].  Їх

сульфурвмісні похідні тіакаліксарени, завдяки щільно розміщеним на нижньому

вінці  макроциклу  гідроксильним  групам  та  атомам  двохвалентного  сульфуру,

можуть утворювати міцні комплекси з катіонами двохвалентних металів.  Вони

здатні селективно та ефективно зв’язувати катіони важких металів та сприяти їх

виведенню  з  організму  [51,  55].  Це робить  їх  перспективними  для  розробки

лікарських засобів для усування токсичних впливів ВМ в організмі [51].

Завдяки  своїм властивостям утворювати супрамолекулярні  комплекси  з

широким колом речовин каліксарени та їх похідні також є перспективними для
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розробки  флуоресцентних  хемосенсорів  до  різних  катіонів  та  аніонів  [56-58].

Зокрема,  на  основі  тіакаліксаренів,  розроблені  селективні  та  чутливі

флуоресцентні хемосенсори до багатьох катіонів ВМ [59, 60].

Каліксарени  також  розглядаються,  як перспективнні сполуки  для

розробки  лікарських  препаратів  для  різних  галузей  медицини,  зокрема

протипухлинних  препаратів,  противовірусних,  антибактеріальних  та

протигрибкових засобів. Важливе значення у використанні каліксаренів  як ліків

має їх низька токсичність [61, 62] та імуногенність [63].

Зв’язок  роботи  з  науковими  програмами,  планами,  темами.

Дисертаційну роботу виконано у відділі біохімії м'язів Інституту ім. О.В. біохімії

Палладіна НАН України протягом 2016–2020 рр. у рамках планових досліджень

за бюджетними темами: «Вивчення біохімічних механізмів спряження збудження

та скорочення в гладеньком’язових клітинах» (ДР№ 0114U003213, 2014-2018 рр.)

та «Вивчення біохімічних механізмів функціонування гладеньком’язової клітини

як Са2+-залежної тензоелектрохімічної рецепторної системи» (ДР№0119U002508,

2019-2023 рр.).  

Мета роботи: дослідити можливісті  протекторної  дії  тіакалікс[4]аренів

при шкідливих впливах катіонів важких металів на АТР-гідролазну активність

міозину та функціонування дихального ланцюга мітохондрій клітин міометрія. 

Головні задачі:

1.  Оцінити  можливості  використання  тіакалікс[4]аренів,  як  протекторів

від  негативного впливу катіонів важких металів на АТР-гідролазну активність

субфрагмента-1 міозину. 

2. Дослідити біохімічні показники функціонування дихального ланцюга

мітохондрій  міоцитiв  при  сукупній  дії  катіонів  важких  металів  та

тіакалікс[4]аренів.

3.  З’ясувати  механізми  взаємодії  тіакалікс[4]аренів  із  катіонами  Zn,   а

також  можливості  застосування  цих  сполук  в  якості  внутрішньоклітинних

флуоресцентних зондів до Zn2+.
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Об’єкти дослідження: субфрагмент-1 міозину  гладенького м’язу матки;

міоцити  міометрія;  ізольовані  мітохондрії  ГМ  клітин;  Mg2+-залежна  АТР-

гідролазна реакція; тіакалікс[4]арени.

Предмет  дослідження: здатність  такалікс[4]аренів  відновлювати

активність  АТРази  міозину  при  інгібуючому  впливі  катіонів  важких  металів;

закономірності  та  механізм  взаємодії  тіакалікс[4]аренів  з  субфрагментом-1

міозину міометрія; здатність такалікс[4]аренів усувати негативні впливи катіонів

важких металів на дихальний ланцюг мітохондрій міоцитів матки; можливість

використання тіакалікс[4]аренів як внутрішньоклітинних флуоресцентних зондів

до катіонів Zn у міоцитах матки.

Методи  дослідження: флуоресцентна  мікроскопія,  протокова

цитофлуориметрія,  МТТ-тест,  ензимологічні,  спектрофотометрія,

спектрофлуориметрія,  комп’ютерне  моделювання,  докінг-аналіз,  препаративна

біохімія, біохімічна кінетика та статистичний аналіз.

Наукова новизна одержаних результатів. У роботі вперше на прикладі

міоцитів матки досліджено можливість використання тіакалікс[4]аренів в якості

хелатуючих  агентів  в  живих  системах.  Зокрема,  методом  флуоресцентної

мікроскопії  показана  здатність  тіакалікс[4]аренів  проникати  всередину  клітин

міометрія.  Методом  МТТ-тесту  виявлена  здатність  тіакалікс[4]арену  С-800

знижувати негативний вплив катіонів Cd та Pb на дихальний ланцюг мітохондрій

клітин  міометрія,  а  саме НАДН-дегiдрогенази  та  сукцинатдегідрогенази

мiтохондрiй тому, що реакція відновлення МТТ реагенту вiдбувається переважно

за рахунок ензимів та носіїв електронів мiтохондрiй.

Вперше встановлено, що тіакалікс[4]арени усувають інгібувальний вплив

катіонів  Cd,  Pb,  Zn та  Ni на АТРазу субфрагмента-1 міозину. З використанням

методу  комп'ютерного  моделювання  були  запропоновані  можливі  механізми

усування  тіакалікс[4]аренами негативних  впливів  Cd2+,  Pb2+ та  Zn2+ на

субфрагмент-1 міозину. Результати молекулярного докінгу тіакалікс[4]аренів  С-

798  та  С-800  показали  можливість  взаємодії  функціональних  груп  цих
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тіакалікс[4]аренів з катіоном  Zn в ділянці, яка наближена до АТР-гідролазного

центру субфрагмента-1 міозину, за умови зв’язування катіону Zn2+ з протеїном. 

Методами спектрофлуориметрії та флуоресцентної мікроскопії виявлена

можливість  використання  тіакалікс[4]арену  С-800  в  якості  чутливого  та

селективного  флуоресцентного  зонда  до  катіонів  Zn.  Показано,  що

флуоресценція  тiaкалікс[4]арену С-800  збільшувалася  в  клітинах  міометрія,

інкубованих з  Zn2+.  Вона залежала  від  їх  концентрації  та  часу  інкубації.  Для

встановлення  механізмів  посилення  флуоресцентних  властивостей

тіакалікс[4]арену С-800 катіонами  Zn та особливостей їх взаємодії в комплексі

було  проведено  комп'ютерне моделювання.  Було  показано,  що  катіони  Zn

зв'язуються  на  верхньому  вінці  макроциклу  атомами  кисню гідрокси-

етоксифосфонілметильних груп  та атомами  сірки та  кисню гідроксильних груп

нижнього вінця. При цьому молекула тіакалікс[4]арену С-800 здатна  зв'язати 1

або 2 катіона Zn. 

Практичне  значення  одержаних  результатів.  Результати,  що  були

одержані,  перспективні  для  подальшого  розглядання  використання

тіакалікс[4]аренів як хелатуючих агентів в медицині. Особливо, беручи до уваги

відносну нешкідливість та низьку імуногенність каліксаренів.

З'ясована можливість застосування  тіакалікс[4]арену С-800 як чутливого

та  селективного  флуоресцентного  зонда  до  Zn2+,  що може мати  значення  для

подальших досліджень ефектів цього катіону в живих клітинах тому, що катіони

Zn мають  важливе  значення  для  забезпечення  життедіяльності  клітин  та

організму людини. Більше того,  катіони  Zn шкідливі у надлишковій кількості,

тому моніторинг вмісту  цих іонів в  клітині  може мати важливе практичне та

теоретичне значення.

Особистий  внесок  здобувача.  Дисертантом,  спільно  з  науковим

керівником  акад  НАНУ,  проф.  Костеріним  С.О.  та  старшим  науковим

співробітником,  к.б.н.  Лабинцевою  Р.Д.  сформульовані  головні  задачі

дослідження  та  розроблено  методи  його  проведення.  Підбір,  систематизація,
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аналіз  та  узагальнення  літературних  даних  було  проведено  дисертанткою

особисто. Нею особисто виконані більшість експериментальних дослідженнь за

вийнятком  деяких експериментів, які були проведені спільно з співробітниками

відділу біохімії м'язів Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України к.б.н.

Лабинцевою  Р.Д.  та  Пугач  А.Я.,  що  відображено  в  спільних  публікаціях.

Результати  теоретичних  досліджень  комп'ютерного моделювання  виконані  у

співпраці із науковим співробітником відділу біохімії м’язів к.б.н. Бевзою О.В та

співробітником  ІОХ  НАНУ,  к.х.н.Черенком  С.О.  Аналіз  власних

експериментальних результатів,  їх  узагальнення,  інтерпретація  та  формування

основних  положень  і  висновків  роботи  проведено  спільно  із  науковим

керівником  та  к.б.н.  Лабинцевою  Р.Д.  .  Автор  приймав  активну  участь  у

написанні та підготовці  до друку усіх статей та тез доповідей, що вийшли за

темою  дисертаційної  роботи. Всі  розділи  роботи  та  її  автореферат  написані

самостійно дисертанткою.

Апробація результатів  дисертації.  Результати досліджень, що викладені в

дисертації, були представлені на міжнародних та українських наукових конференціяx:

ХІІ Український біохімічний конгрес (Тернополь, 2019); VII International research

and practicle conference “Nanotechnology and Nanomaterials”  (Львів,  2019);

Eastwest  Chemistry  Conference (Львів,  2018); V International research and practicle

conference “Nanotechnology and Nanomaterials”  (Чернівці,  2017). Результати

експериментів  також  систематично  доповідались  та  обговорювались  на  наукових

семінарах відділу біохімії м’язів та засіданнях Вченої Ради Інституту біохімії ім. О. В.

Палладіна НАН України (2017-2020 рр.)

За  результатами  дисертації  опубліковано  3 статті  у  фахових  наукових

журналах та глава в монографії:

Структура та обсяг роботи. Дисертаційна робота викладена на 143 сторінках

машинописного тексту та включає розділи: вступ, огляд літератури, методи досліджень,

результати  досліджень  та  їх  обговорення,  заключний  розділ,  висновки  та  список

використаних  джерел,  який  містить  посилання.  Робота  ілюстрована  32 рисункoм.
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Список використаних джерел охоплює 308 найменувань.
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РОЗДІЛ 1. 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Структурнi oсобливості гладеньких м'язiв

М'язові  тканини -  це  тканини,  різні  за  будовою  та  походженням,  але

об'єднані здатністю до скорочення. Вони забезпечують переміщення організму та

його  частин  у  просторі,  а  також  рух  внутрішніх  органів  [64].  За

морфофункціональними характеристиками  виділяють три  основні  види  м'язів:

поперечносмугасті, серцеві та гладенькі. 

ГМ  утворюють  скоротливу  мускулатуру  внутрішніх органів,  судин  та

шкіри. Клітини ГМ мають веретеноподібну форму, їх довжина складає 20-200

мкм, а в матці під час вагітності може досягати 500 мкм. Клітини ГМ зібрані в

пучки, що становлять функціональні одиниці тканини. Скоротливий апарат ГМ

представлений протофібрилами аналогічними до міофібрил поперечносмугастих

м'язiв, однак вони не мають їхньої чіткої структури. Протофібрили ГМ утворені

актином  та  міозином,  що  формують  актиноміозиновий  комплекс.  В

поперечносмугастих  м'язах  співвідношення  товстих  протофібрил  до  тонких

становить 1 : 2 в той час, як у ГМ це співвідношення коливається від 1 : 5 до 1:

27. Крім того, в ГМ матки актину в 6 разів більше ніж міозину. Актинові нитки

ГМ  утворюють  пучки  орієнтовані  вздовж  або  навкіс  по  відношенню  до

поздовжньої осі міоцита. 

Скоротлива активність ГМ регулюється іонами Са, за низького рівня Са2+

скоротливий апарат ГМ представлений розрізненими тонкими філаментами та

міозином. Під вливом підвищеної концентрації іонів Са міозини утворює товсті

філаменти.   

Клітини  ГМ  мають  пластинки  прикріплення  на  внутрішній  поверхні

плазмолеми  та  щільні  тільця  -  аналоги  Z -ліній  поперечно  —  посмугованих

м'язiв.  Щільні  тільця  забезпечують  скріплення  кінців  протофібрил  та

прикріплення  їх  до  плазмолеми.  Вони  складаються  з  α-актиніну.  Мітохондрії

клітин ГМ дрібні, ендоплазматичний ретикулум розвинений слабо, на відміну від
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поперечносмугастих м'язiв [65, 66].

1.1.2. Міозини - молекулярні мотори

Міозини — це актинозалежні  молекулярні  мотори,  які  використовують

енергію  гідролізу  АТР,  щоб  рухатись  вздовж  актинових  філаментів.  Міозини

представляють собою велику родину, що включає близько 20 класів білків  [67],

що присутні в рослин, тварин та грибів. Вони виконують різноманітні функції в

клітині  такі,  як  міграція,  адгезія,  забезпечення  скорочення  м’язових  клітин,

беруть  участь  в  сигнальній  трансдукції,  внутрішньоклітинному  транспортi

молекул та органел [68-73].  Міозини класифікують в надродини канонiчних та

неканонiчних  міозинів. Ця класифікація ґрунтується на основі філогенетичного

та порівняльного аналізу відмінностей амінокислотних послідовностей найбільш

консервативного для всіх родин N-кінцевого глобулярного моторного домену та

хвостової частини міозину [70]. Згідно з класифікацією до канонiчних мioзинiв

належать мioзини II. Дані мiозини - єдині вiдомi мiозини, що здатні утворювати

товстi фiламенти.  До  цієї родини  належать  вci м’язові  мiозини.  Канонiчнi

мiозини були вперше описанi понад 60 років тому у цитоплазмі м’язових клітин

хребетних тварин. В наш час міозини  II подiляють на 4 підродини: 1) міозини

поперечносмугастих  та  серцевого  м’язiв;  2)  міозин  ГМ  та  нем’язові  форми

міозину; 3) міозин слизовиків  Dictyostelium,  Acanthamoeba та Physarum; 4) вид

міозинів,  що  знайдені  у  грибах.  Характерною  особливістю  цих  міозинів  є

наявність довгого подвійно-спірального хвоста завдяки, якому лише їм властиво

самостійно збиратися у товстi філаменти [71]. Міозини інших 19 родин належать

до  надродини неканонічних міозинів.  Вони  вiдрiзняються  рiзноманнiттям

структури,  функцiй  та  здатнiстю до  димеризацiї  з  утворенням  двоголовчатої

форми,  а вони  також можуть  перебувати  у  вигляді  мономерів  (одноголовчата

форма) [69, 70].

Міозин родини ІІ — гексамер, що складається з двох важких ланцюгів (~

200 кДа), двох легких регуляторних (~ 20 кДа) та двох легких суттєвих ланцюгів
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(~ 17 кДа). Ці поліпептидні ланцюги утримуються за рахунок нековалентнних

взаємодій, утворюючи комплекс під назвою мономерний міозин. Важкий ланцюг

(ВЛ) міозину має три різні функціональні ділянки: N-кінцеву чатину, що містить

моторний домен, шийку та С-кінцеву частину, що може брати участь в утворенні

надмолекулярних структур.  В  гладеньких  м'язах першi ~  850  a.o.   N-кінцевої

частини  формують  моторний  домен  здатний  зв'язувати актин  та  здiйснювати

гiдролiз  АТР.  Легкi ланцюги мiозину  прикрiпленi до  шийки важкого  ланцюга

мioзину, що формує важiль рухливicть, якого забезпечує рух товстих фiламентiв

вiдносно тонких актинових  [73]. За головкою (моторним доменом) знаходиться

довга  α-спiраль,  що формує подвiйну  α-спiраль перша чверть якої (домен  S2)

забезпечує димеризацiю  важких  ланцюгiв.  Решта  С-кінцевої частини  важкого

ланцюга мiозину забезпечує утворення товстих фiламентiв. 

Головка мiозину (субфрагмент-1)  мiстить кiлька доменiв названих за  їх

молекулярною масою  25  кДа,  50  кДа-  та  20  кДа  домени  [74].  50-кДа  домен

подiлений  щiлиною на  „верхній”  та  „нижній”  субдомени,  які  об’єднуються  в

один актин-зв’язувальний субдомен [75, 76] (Рис.  1.1). Конвертерний субдомен,

що знаходиться  в  20  кДа  доменi на межі  моторного  і  регуляторного  доменів

являється  найбільш  рухливою  частиною  моторного  домену  мiозину.  Інші

субдомени  виявляють  тільки  незначні  зміни  положення  за  різних

конформаційних  станів  голівки  в  процесі  АТРазного  циклу.  Функція

конверторного  субдомену  –  підсилення  малих  конформаційних  змін  у

нуклеотидзв’язувальній  кишені  моторного  домену,  що  відбуваються  під  час

гідролізу  АТР.  Вони  передаються  до  регуляторного  домену,  спричиняючи

приєднання міозинової голівки до актинового філамента (утворюються так звані

“поперечні містки”). Здійснення обертального руху містком відносно стрижневої

частини  міозину  відбувається  завдяки  гнучким  шарнірним  ділянкам  шийної

частини  важкого  ланцюга  (шарнір  S-1−S-2).  Завдяки  шарнірам  кожна  голівка

міозину здатна здійснювати багаторазові повороти, що періодично змінює кут її

нахилу відносно ниток актину [9, 77-79].
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Вважається,  що міждоменна  рухливість  голівки міозину  забезпечується

щілиною  та  гнучкими  одноланцюговими  структурними  елементами

(з’єднаннями),  які  поєднують  чотири  субдомени  моторного  домену  голівки

міозину. 

Рис.1.1. Доменна структура субфрагмента-1 мioзину [45].

Одним із таких елементів є область реле,  що з’єднує нижній субдомен актин-

зв`язуючого домену з  конвертером та  контролює його рухи.  Різна  просторова

орієнтація  конвертора/реле  (конверторно-релейного  модуля)  як  змінного

елемента  відповідає  різним  структурним  станам  поперечного  містка.  Ділянка

довжиною в 15 амінокислотних залишків перед конвертером є основою другого

з’єднання  −  SH-спіраль,  конформації,  якого  залежать  від  різних  орієнтацій

конвертера.  Зв’язування  нуклеотиду  в  нуклеотидзв’язючому  центрі  сприяє

розкручуванню  SH-спіралі  та  віддаленню конвертера  від  моторного  домену.

Невід’ємною  частиною  нуклетидзв’язуючої  кишені  голівки  міозину  є

«перемикач»;  це  третій  елемент,  що  знаходиться  у  нижній  частині
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актинзв’язуючої  щілини,  поблизу  ділянки  зв’язування  АТР,  і  який  відіграє

основну роль у взаємодії між останньою та актинзв’язуючою поверхнею. Малі

конформаційні  зміни  у  «перемикачі»  є  наслідком  чутливості  до  хімічних

перетворень  в  активному  центрі,  що  призводить  до  асоціації  «реле»  та  «SH-

спіралі»,  яка  змінює  взаємну  орієнтацію  нижнього  50-кДа  субдомену  та

конвертера в той час як важіль ефективно вловлює та підсилює ці зміни [9].

1.1.3. Ізоформи міозину гладеньких м'язів

Описано  чотири  ізоформи міозину  ГМ,  які  кодуються  одним  геном.

Відмінності  між ізоформами зумовлені  процесом альтернативного сплайсинга,

різні  варіанти,  якого  зумовлюють  утворення  ізоформ  міозину  ГМ.

Альтернативний  сплайсинг  21  екзону  призводить  до  включення  короткої

послідовності  з  семи амінокислот  QGPSFAY в  головці  на  N-кінці  міозину  та

утворення ізоформи SMВ (smooth muscle В) міозину. Вкорочена ізоформа SMА

(smooth  muscle А) міозину,  відповідно,  не  містить  амінокислотної  вставки.

Обидві  ізоформи  відрізняються  за  швидкістю  гідролізу  АТР.  SMВ  має  вдвічі

більшу швидкість гідролізу АТP в порівнянні з  SMА, а отже спричиняє вищу

швидкість скорочення ГМ [80].  

В тканинах рівень експресії ізоформ SMА і  SMВ відрізняється. Значний

вміст ізоформи SMА в у тонічних м’язах аорти, матки та шлунку. В той час, як

SMВ  найбiльш  виражено  експресується  в  фазових  м’язах  сечового  міхура,

тонкого кишечника та легень  [81]. Експресія ізоформ ВЛ міозину  SMА і  SMВ

змінюється в залежності від стадій розвитку та віку, так в аорті новонароджених

щурів значний вміст ізформи  SMВ в той час,  як в аорті дорослих щурів вона

майже відсутня [82].  

Альтернативний сплайсинг 39 екзона, що містить у своєму  складi стоп-

кодон, призводить до утворення ізоформ SM1 (mooth muscle 1)  та  SM2 (smooth

muscle 2). Ізоформа SM1 (204 кДа)  на 34 амінокислотних залишка довша від

ізоформи SM2 (smooth muscl 2) (200 кДа) [83]. Встановлено, що рівень експресії
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ізоформ  ВЛ  міозину  у  всіх  ГМ  тканинах  пов’язаний  з  розвитком  та  ростом

організму. В ембріона вівці рівень експресії SM2 в аорті поступово знижується,

але зростає вміст SM1. В той час, як в сечовому міхурі вівці вміст SM2, навпаки,

поступово  зростає  впродовж  розвитку  плода  [84].  Був  ідентифікований

неоднорідний розподіл ізоформ SM1 та SM2 у ГМ тканинах таких, як судини

бика, стравохід опосумів. У деяких органах розподіл ізоформ міозину залежить

від  шару.  Наприклад,  повідомлялось,  що  ізоформа  SM1  ВЛ  міозину

експресується як в повздовжньому, так і в круговому шарах матки кролика, в той

час як ізоформа SM2 ВЛ міозину присутня тільки у повздовжньому шарі матки.

В  період  вагітності  експресія  ізоформи  SM1  у  матці  кролика  була  більш

виражена в порівнянні з невагітними та в кроликів до десятого дня вагітності

[85]. Співвідношення ізоформ хвостової частини ВЛ міозину (SM1 та SM2) у ГМ

тканинах коливається у досить вузькому діапазоні (40: 60 або 60 : 40), хоча не

виключено, що воно може залежати від стадій розвитку організму [83]. 

1.2. Робочий цикл актоміозинового комплексу

Скорочення усіх типів м’язів відбувається внаслідок взаємного ковзання

актинових та міозинових філаментів, що супроводжується гідролізом АТР Mg²+  -

АТРазою міозину [86, 87]. 

Робочий цикл актоміозинового комплексу складається із чотирьох етапів.

Зв’язування  ATP  у  нуклеотидзв’язуючому  сайті  міозину  спричиняє  швидку

дисоціацію актоміозину, внаслідок значних конформаційних змін у поперечних

містках. На цьому етапі поперечні містки міозинових протофібрил орієнтовані

перпендикулярно  до  актинової  протофібрили,  але  незамкнуті  з  ними.  В

каталітичному центрі міозину відбувається гідроліз молекули ATP, що веде до

утворення стабільного комплексу міозину з продуктами реакції (MgADP.Pi). Цей

етап  відповідає  замкнутому  стану  поперечного  містка,  що  орієнтований

перпендикулярно  під  кутом  90º  до  актинового  філаменту.  Генерована  енергія

витрачається  на  зміну  просторової  орієнтації  голівки  (повороту  містка)  у  бік
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наступного  актинового  мономеру  тонкого  філаменту  (перехід  90º  -  45º),  який

повторно, але все ще слабко взаємодіє з міозином. В наслідок таких перебудов

генерується  тягнуча  сила  по  відношенню  до  тонкого  філамента,  яка  зміщує

актинову протофібрилу на невелику відстань біля 10 нм. Потім виникає більш

міцне зв’язування актину з голівкою міозину, що ініціює вивільнення продуктів

АТР-гідролазної реакції ADP та Pі з актин-зв'язувального центру та формування

вихідного  міцного  актоміозинового  комплексу.  Зміни,  що  відбуваються  в

каталітичному  центрі  після  дисоціації  Pi викликають  додаткове  збільшення

спорідненості  міозину  до  актину.  В  наслідок  чого  обертальна  можливість

міозинового містка стає обмеженою [78, 79]. Під час кожної циклічної взаємодії

міозину з актином гідролізується голівкою міозину одна молекула АТР до АDР та

Pi. 

ГМ міозин має свої особливості циклу гідролізу АТР. Вивільнення АDP із

активного центру після гідролізу ATP, може уповільнюватись або припинятись і

головка  міозину  на  тривалий  час  залишається  приєднаною  до  актинового

філаменту. Таке уповільнення вивільнення ADP та Pі зумовлює тривале тонічне

напруження ГМ та економне використання  ATP в клiтинi. Підтримка тривалого

тонічного напруження — важлива для виконання функцій багатьох видів  ГМ,

зокрема, підтримання високого  кров'яного тиску у судинах. Вивільнення  ADP з

активного  центру може бути прискорене фосфорилюванням ЛЛ20 міозину ГМ

[9].

1.3. Актин

Актин — другий головний протеїн скоротливого апарату м'язів  і один з

основних білків цитоскелета клітини [65]. Вміст актину в  клітинах значний він

становить близько 10% від усього протеїну в м'язівих клітинах, 1-5% загального

протеїну  нем'язевих  клітин  [71]. Він  представлений  шістьма  ізоформами  у

ссавців. Дві ізоформи — скелетний α-актини та серцевий α-актин, представлені

вiдповiдно  в клітинах  поперечсмугастих  та  cерцевому  м'язах. Дві  ізоформи:
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гладеньком'язовий α-актин та гладком'язовий γ- актин експресуються в клітинах

гладеньких м'язів [88, 89]. Гладеньком'язовий γ- актин екпресується переважно у

клітинах  тонкого  кишечника,  інші  клітини  ГМ містят  незначну  кількість  цієї

ізоформи актину [90]. β- Актин та цитоплазматичний γ -актин розповсюджені у

всих типах клітин. В той час, як α-актин  переважно експресуються  м'язовими

клітинами  [89,  90].  Однак,  при  різних  захворюваннях  інші  типи  клітин

починають експресувати гладеньком'язовий α-актин [91, 92].

Кожна  ізоформа  актину  кодується  окремим  геном.  Хоча  послідовнісь

амінокислот в усіх ізоформ актинів майже ідентична,  вони відрізняються між

собою лише кількома амінокислотними замінами на  N-кінці,  кожна з  ізоформ

виконує  свої  унікальні  функції,  які  лише  частково  можуть  компенсуватись

іншими  ізоформами  актину  [90].  α-Актини  формують  міофібрили  та

протофібрили м'язових клітин, β-актин та цитоплазматичний γ-актин утворюють

мікрофіламенти цитоскелета [88]. 

Актин  знаходиться  в  формі  глобулярного  мономеру  (G-актин)  або  у

вигляді волокнистого полімера  (F-актин) — лінійного ланцюга, утвореного G-

актинами (Рис. 1.2) [65]. G-актин має два домени — зовнішній та внутрішній, які

мають  різні  розміри.  Зовнішній  (маленький)  домен  має  менший  розмір,  а

внутрішній  більший  (великий  домен).  Основні  домени  поділяють  на  чотири

субдомени.  Зовнішній та  внутрішній домени утворюють  розсілину,  у  якій

зв'язуються нуклеотиди та іони двохвалентних металів (напр. Mg2+). Актин — це

АТPаза здатна каталізувати гідроліз АТP до АDP і Рі [96, 97]. Кожна молекула G-

актина містить комплекс Mg2+ з АТР або АDP [71]. 

Полімеризація  актину — складний процес,  що відбувається в  декілька

етапів  і  потребує  наявності  катіонів  металів  та  забезпечується  факторами

нуклеації актину. Спочатку  G-актин утворює короткі та нестабільні олігомери -

центри  полімеризації.  Після  утворення  коротких  олігомерів,  іде  швидке

приєднання мономерів актину до обох кінців із формуванням ниток актину.  F-

актин складається з двох ланцюгів скручених між собою в довгу правозакручену
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дволанцюгову  спіраль. Нитки  актину  —  полярні,  вони  мають  тупий  або  “+”

кінець та гострий або “—” кінець. Мономери актину приєднуються до тупого

кінця.  На  гострому  кінці  відбувається  дисоціація  G-актину.  Отже,  на  тупому

кінці  іде  процес  полімеризації  актину,  а  на  гострому  відбувається  процес

деполімеразації  нитки  актину.  “+”  кінець  F-актину переважно  утворений

мономерами актину з АТР, а “—”  кінець мономерами з АDP [65]. 

На  даний  час  виявлено  три  основнi класи  нуклеаторiв  актину, що

забезпечують  його  полiмеризацiю:  комплекс  Arp2/3, формiни  i тандемнi

нуклеатори. Комплекс  Arp2/3 включає сiм субодиниць з яких  Arp2 та  Arp3 —

структурно  подiбнi до  актину.  Комплекс  слугує  сайтом  нуклеації  актинових

фiламентiв,  а  також  їх  галудження  пiд  кутом  700.  Вiн  сприяє  утворенню

розгалудженої актинової мережi в клiтинi [93, 94].

Рис 1.2. Форми актину глобулярний мономер (G-актин) (А) фiбрилярний

полімер (F-актин) (В) [97].

Форміни  оточують  швидко  зростаючий  тупий  кінець  F-актину,
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залишаючись пов'язаними з ними, сприячи подовженню актинових фiламентiв.

Форміни беруть участь в утворенні нерозгалужених актинових фiламентiв [95].

Бiлки Spire та Cobl - тандемнi нуклеатори актину, які мають WH2  домени, що

здатнi взаємодiяти  з  мономерним актином,  забезпечуючи його  полiмеризацiю.

Spire одночасно взаємодїіє з трьома G-актинами, тодi як Corb з чотирьома. Spire

та  Cobl  сприяють утворенню  нерозгалуджених  ниток  актину,  подiбно  до

формiнiв. Нуклеатори  актину  бeруть  участь  в  утвореннi цитокінетичних

скоротливих кілець, філоподій, адгезивних контактiв, ендо- та екзоцитозi [93-96].

1.4. Регуляцiя скорочення гладеньких м'язiв

Фосфорилювання  ЛЛ20  мioзину по  Ser19  вiдiграє  важливу  роль  у

забезпечення  скорочення  ГМ.  Воно  призводить  до  активації  мioзину  ГМ,

сприяючи  посилення  АТРазної  активностi,  утворення  товстих  фiламентiв  та

ініціацїї його взаємодїї з актином. Сила скорочення  гладеньких м'язів багато в

чому  залежить  від  рівня  фосфорилювання  міозину  в  ГМ  клітинi. Саме  на  її

модифiкацiю направлено більшість механізмів регуляції скорочення і тонусу ГМ,

а порушення цих механізмів веде до змiн скоротливої функції ГМ з наступному

розвитком  патологічних  станів. Фосфорилювання  ЛЛ20  здiйснюється  рядом

серин-треонiнових кiназ за механiзмами залежним та незалежним вiд кальцію.

N-  та  С-кінцеві  послідовності  ЛC20,  а  також  залишки  Thr18  і  Ser19  -  дуже

консервативнi в  тварин  та  вiдiграють  значну  роль  в  фосфорилюваннi ЛC20

Послідовність  RATSNVFAMF  (амінокислотні  залишки  16–25)  навколо  сайти

фосфорилювання,  однакова  у  всіх  видів  тварин,  які  експресують  ЛC20.  Arg16

відіграє  головну  роль  у  розпізнаванні  субстрату  кіназою  легких  ланцюгiв

мioзину  (КЛЛМ) [97,  98],  а  три  основні  залишки  Lys11,  Lys12  і  Arg13,  хоча

важливi для його впiзнавання, однак відіграють у ньому меншу роль [99]. 

1.4.1.  Незалежний  вiд  кальцію  механiзм  скорочення  гладеньких

м'язiв
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Ряд  кiназ  здійснює  фосфорилювання  мiозину  ГМ  за  незалежним  вiд

кальцію механiзмом, зокрема  ROCK (Rho-associated  kinase) [100], ZIPK (Zipper

interacting  protein  kinase)  [101]  та  ILK (Integrin-linked kinase)  [102].  Змiни  в

експресiя  цих  кiназ  можуть  порушувати  процес  скорочення  ГМ,  сприяючи

розвутку  низки  захворювань,  зокрема  гiпертонїї  [103,  104], астми  [105],

нетримання сечi [106, 107], серцевої недостатностi [108], дiабету [109, 110] та

iнших. Варто зазначити, що експресiя кiназ залучених до фосфорилювання ЛЛ20

є тканиноспецфiчною, що має важливе значення для модулювання скорочення

ГМ рiзних органiв. Так в ГМ судин рiвень експресiя ROCK1/2 є досить низьким

той час, як у мiометрiї вiн є високим особливо пiд час вагiтностi [111].

Серин-треонiновi кiнази ILK, ROCK та ZIPK здатнi фосфорилювати ЛЛ20

додатково  по  Tre 18,  а  не  тiльки  по  Ser 19.

При  цьому,  ATP-гiдролазна  активнicть  дифосфорильованого  міозину  в  3  рази

вища ніж монофосфорильованого.  Примiром,  подвiйне  фосфорилювання  ЛЛ20

кiназою ROCK має важливе значення для регуляції скорочення мioметрiя [112],

тому порушення експресії даної кiнази можуть мати негативнi наслiдки для його

функцioнування.

Зворотнiй  процес  дефосфорилювання  мioзину  ГМ  забезпечується

фосфотазою  ЛЛ20,  що  призводить  до  iнактивації  мioзину.  Деякi кiнази,  що

залученi до  фосфорилювання  ЛЛ20.  беруть  участь  у  регуляції  активностi

фосфотази  ЛЛ20.  Зокрема,  активація  ROCK та  ZIPK знижує  активність

фосфатази  ЛЛ20,  здiйснюючи  її  фосфорилювання  по  Thr853  та  Thr696  у

активному  центрi,   що  збільшує  внутрішньоклітинну  концентрацію

фосфорильованих  ЛЛ20,  що  запобігає  розслабленню  ГМ. Послідовність

амiнокислот  навколо  залишків  Thr696  і  Thr853  фосфотази  ЛЛ20,  що

фосфорилюються  ROCK та  ZIPK має  схожий  з  ЛЛ20 розподіл  заряджених  і

гідрофобних  залишків  амiнокислот  [113].  Після  фосфорилювання  ці

послідовності  зв'язуються  в  активному  центрі  фосфатази  ЛЛ20,  знижуючи  її

активність  шляхом  аутоінгібування.  Гіперактивація  сигналiного  шляху
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асоційованого  з  ROCK у  серцево-судиннiй  системi призводить  до  зниженої

активностi фосфатази  ЛЛ20, призводячи  до  стійкої  вазоконстрикції  та

підвищення  артеріального  тиску.  Тривала  гіперактивація  ROCK сприяє

розвитковi гіпертонічної  хвороби,  в  якiй  задіяно  ряд  механізмів,  включаючи

порушення регуляції фактору обміну гуанінових нуклеотидів Rho [114].

Незалежний  вiд  кальцію  механiзм  регуляції  скорочення  ГМ  може

посилювати їх  вiдповiдь  на  пiдвищення рiвня кальцiю у  цитоплазмi мiоцитiв

(сенсибілізація),  що  значно  модулює  процес  скорочення.  ROCK-залежна

сенсибілізація ГМ до кальцію особливо важлива в гострій фазі звуження судин.

Про  це  свідчать  дослідження,  що  демонструють  зменшення  початкового

судинозвужувального впливу механічних, гуморальних та нервових подразникiв

при блокаді цього шляху [99].

1.4.2. Скорочення гладеньких м'язiв опосередковане Са2+ 

Ca  -  двовалентний катiон ,  що призводить до значних електрохiмiчних

змiн в ГМ клiтинi. Скорочення ГМ опосередковане Са2+ викликає в першу чергу

зміни товстих фiламентiв,  на  вiдмiну  вiд поперечносмугастих м'язiв,  де  змiни

переважно  стосуються  тонких  актинових  ниток  [66]. У  відповідь  на  певнi

подразники внутрішньоклітинна концентрація Са2+ в ГМ зростає. При цьому вiн

активує кислий протеїн кальмодулін, який  зв'язує чотири катiона Са. Комплекс

кальмодуліну та Са2+ активує КЛЛМ, яка фосфорилює ЛC20 міозину по  Ser19.

Вмiст  Са2+  в  цитозолi збільшується  через  вивільнення  катioнiв  Са  з

внутрішньоклітинних депо (ендоплазматичний ретикулум), а також надходження

Са2+ з позаклітинного простору через ліганд-залежні та потенцiал- залежнi Са-

канали.  Са-залежний  сигнальний  шлях  є  тканиноспецифiчним  та  має  деякi

вiдмiнностi в рiзних тканинах та органах. Зокрема, в ГМ матки Са-канали L-типу

-  основнi потенцiал-залежнi Са-канали пiд  впливом Са2+ відкриваються  після

деполяризації мембрани міоцитів матки та досягненні потенціалу приблизно 240

мВ  під  впливом  Са2+,  що  забезпечує  подальше  надходження  цього  катіона  в
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клітину [115,  116]. Пiдвищення рiвня  Ca2+ в  мiоцитi ініціює низку  подій,  що

призводять до скорочення ГМ матки [117].

Скорочення  ГМ  стимулюється  агоністами  такими,  як  норадреналін,

ангіотензин II, ендотелін та іншi, якi зв'язуючись з серпентинними рецепторами

в  плазматичнiй  мембранi,  сполученими  з  гетеротримерними  G-білками,

активують  фосфоліпазу  Cβ.  Цей  ензим  каталізує  утворення  двох  вторинних

месенджерiв  IP3  (інозитол  трисфосфата)  та  ДАГ  (діацилгліцеролу) з

фосфатиділінозитол-  4,5-дифосфату  плазматичної  мембрани.  Зв'язування IP3 з

рецепторами  ендоплазматичного ретикулума призводить до вивільнення Са2+ в

цитозоль. ДАГ разом з Са2+ активує протеїнкіназу С, яка фосфорилює цільові

протеїни,  зокрема  Са-канали  L-типу.  Активація протеїнкінази  С  переважно

сприяє  скороченню  ГМ.  Існує  кілька  ізоензимів  протеїнкінази  С  в  ГМ,  якi

являються тканниноспецифiчними.  Однак, функції протеїнкінази С в мioметрії

невiдомi. Вважається, що вона може cприяти негативному зворотному зв’язку в

міоцитах матки шляхом стимулювання інтерналізації  і деградації рецепторів, а

також пригнiчення синтезу нових рецепторів, знижуючи транскрипцію їх мРНК

[118-120]. 

1.5.1. Негативний вплив важких металів здоров'я людини та тварин

ВМ  — велика  група  речовин,  яка  забруднює  довкілля.  Спеціалісти  з

охорони навколишнього середовища виокремлюють групу металів-токсикантів,

які є найбільш небезпечними для здоров'я та життя людини та тварин. Ця група

включає кадмій, мідь, арсен, нікель, меркурій, свинець, цинк та хром. Серед них

Pb та  Cd -  однi з  найбільш токсичних.  Цi елементи  —  дуже  шкiдливi для

органiзму навiть у малiй кiлькостi [18-20, 121].  Особлива небезпека вiд  Pb i Cd

полягає в їх здатності накопичуватись в органах та тканинах, оскiльки органiзм

людини  не  має  ефективних  механiзмiв  їх  виведення.  Так  для  Cd перiод

напiввиведення з нирки в людини складає 6-38 рокiв, а з печiнки 4-19 рокiв [122].

Cd потрапляє  до  органiзму  разом  з  їжею,  напоями  та  повiтрям  [21].  Вiн
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накопичується в легенях або кишечнику залежно від шляху надходження, а потiм

потрапляє в печінку, нирки, матку та молочні залози [123]. 

Сd- це перехідний, двохвалентний метал з вісьмома стійкими ізотопами,

який був вiдкритий  німецьким хіміком Строхмайєром у 1817 р. через вивчення

домішок карбонату цинку. Цей метал зустрічається в природі в багатьох формах,

однак найпоширенішим вiн є у складi карбонатів, хлоридів, оксидів, сульфатів та

сульфідів.  Сd-  широко поширений елемент у земній корі, тому ерозія гiрських

порiд  та  вулканічна  активність  сприяють  його  вивільненню.  Сd міститься  в

океанських водах з вмістом близько 0,1 мкг / л. Однак, у річкових водах його

вмiст дещо нижчий від 1 до 13,5 нг / л, а в ґрунті мicтиться від 0,2 до 0,4мг / кг

Сd. Людська діяльність також значною мiрою сприяє забрудненню Сd довкiлля.

Його  зазвичай  отримують  як  побічний  продукт  концентратів  цинку  (Zn).

Співвідношення  Zn та Сd у бiльшостi мінералiв становить від 200:1 до 400:1.

Цей  метал  може  виділятися  шляхом  вторинної  переробки  батарей,  мідно-

кадмієвих  сплавiв  та  порошку  з  дугових  печей.  Він  використовується  при

виготовлення  різних  товарiв  загального  вжитку,  зокрема  нікель-кадмієвих

батарей. На їх виробництво припадає 90% світового споживання цього елемента.

Крiм  того,  Сd використовується  у  виробництві  пігментів,  покриттів,

стабілізаторів  для  пластмас,  кольорових  сплавів,  гальванічних  матеріалів,

фотоелектричних пристроїв тощо [21, 24, 123, 124].

Спосiб життя значно впливає на потрапляння  Cd в органiзм, примiром

викурювання  однієї  сигарети  збільшує  його  концентрацію в  крові  курця

приблизно на 0,1–0,2 г/л, оскільки кожна сигарета містить 1 -2 мкг Сd. Мешканцi

великих  iндустрiальних  мicт,  також,  отримують  пiдвищену  кiлькiсть  Сd з

повiтрям  порiвняно  з  мешканцями  сiльської  місцевості,  оскiльки  вмicт  Сd в

атмосферi міст  складає  0,005-0,015  мкг/м3,  а  в  районах  мicт  з  розвиненою

промисловістю до 0,06 мкг / м3. Тодi як сiльськiй мicцевостi його вмiст cтановить

становлять до 5 нг / м3 [125-127].

Pb -  ковкий та легкоплавкий метал срiблястого кольору, який належить
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до 4 групи перioдичної таблицi. Pb здавна використовувався у побутi людини. Pb

- досить поширений елемент земної кори, де його частка складає 1,6·10−3 % . В

природi Pb зустрiчається у  складi cульфiтів,  сульфатiв  та  карбонатiв,  а  токож

рудах урану та торiю.  Pb використовується для виробництва листового залiза,

покриттiв проти вологи, гуми, фарб, дротiв, кабелiв та  акумуляторiв. Основним

джерелом забруднення Pb у мiстах є викиди від спалювання бензину у двигунах

транспортних засобiв. Однак останнiм часом вмiст Pb у бензинi значно знижено

згiдно з екологiчних вимог. В організмі близько 5% Pb утворює обмінний пул між

м'якими  тканинами  і  кров’ю,  а  решта  95% вiдкладається  в  кістках  у  виглядi

нерозчинних фосфатiв з періодом напіввиведення 20 - 30 років. Близько 93% Pb,

що  надходить  у  кров,  швидко  зв’язується  з  мембранами  еритроцитів  та

гемоглобіном  із  періодом  напіввиведення  близько  35  днів  [128-130].  Icнують

свiдчення  того,  що  при  тривалому  зберiганню  в  кістках  значна  частина  Pb

зв'язується з білками, зокрема, металтеонеїнами, що було продемонстровано на

еритроцитах осіб, які зазнали впливу Pb [131]. Таке зв'язування має тенденцію до

збільшення періоду напіввиведення Pb з крові.  Населення отримує Pb з повітря

та їжі приблизно в рівних пропорціях. Діти особливо сприйнятливі до впливу Pb

завдяки  легкому  його  проникненню  через  шлунково-кишковий  тракт  та

гематоенцефалічний  бар'єр  [132]. Протягом  минулого  століття  викиди  Pb  у

атмосферне  повітря  спричиняли  значне  забруднення,  головним  чином  через

викиди вiд спалювання етильованого бензину.

Концентрація Pb в організмі людини залежить від рiзних факторів серед,

яких  місце  проживання,  спосіб  життя  та  вік  відіграють  важливу  роль.

Підвищений  рівень  Pb  в  сироватці  крові  людини  було  виявлено  у  осіб,  які

мешкали  у  промислово  розвинених  регiонах, які  палили та  зловживали

алкоголем [33]. 

Багато  ВМ  належать  до  мікроелемінтів  необхідних  для  нормальної

життедіяльності та розвитку організму людини, такими є цинк, мідь, хром та ін.

[133,  134].  Однак,  надлишок  цих  мікроелементів  призводить  до  порушень  в
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організмі [135].

Zn2 + є другим найпоширенішим катiоном металу пicля залiза в організмі

людини. Вiн - необхідний мікроелемент для нормального розвитку організму та

життедіяльності людини. В організмі дорослої людини міститься 2-3 г Zn. Його

недостатність  призводить  до  відставання  фізичного,  розумового  розвитку  та

статевого дозрівання у дітей.  У дорослих нестача цинку може призводити до

безпліддя  [136,  137]. Zn2+ входить  до  складу  понад  300  ензимів,  включаючи

вуглекислу  ангідразу  та  алкогольдегідрогеназу.  Zn2+,   також,  є  компонентом

деяких  факторів  транскрипції  в,  яких  цей  катiон бере  участь  у  зв'язуванi з

генами-мішенями [138].

Незважаючи на те, що  Zn - життєвоважливий мікроелемент, однак його

надлишок  є  токсичним.  Надлишок цього мікроелементу  в  органiзмi людини

найчастіше  виникає  при  прийомi ліків  та  біологічно  активних  добавок,  що

містять  надлишок  Zn в  своєму  складі. Оксиди,  хлориди  та  сульфати  цинку

широко застосовуються в промисловостi,  зокрема для виробництва скла, фарб,

штучних волокон, паперу тощо [135].  Надлишок Zn2+ в організмі  може сприяти

розвитковi хвороби Альцгеймера, сприяючи вiдкладенню β-амiлоїду в нейронах

[139, 140], а також може сприяти розвитковi раку простати у чоловiкiв [141]. 

Ni — бioметал, який у входить до складу ензимів метаболiзму сечовини.

Ni також  є  мікроелементом,  необхідним  для  правильного  функціонування

людського  організму,  оскільки  вiн  підвищує  гормональну  активність  і  бере

участь  у  метаболізмі  ліпідів.  Цей  метал  широко  використовується  в  багатьох

галузях  промисловостi таких,  як  електронiка,  медицина,  ювелірна  справа  та

виробництво  автомобілiв. Ni надходить  до  організму  людини  через  дихальні

шляхи, травну систему та шкіру  [142]. Великі дози  Ni або тривалий контакт з

ним  можуть  викликати  різноманітні  побічні  ефекти,  зокрема  призводити  до

алергії.  Кiлькiсть  людей,  що  страждають  вiд  алергії  на  Ni зростає,  бiльш

поширеною вона є серед жiнок. Шкідливий вплив нікелю також полягає в його

генотоксичності, тератогенності, імунотоксичності та канцерогенності [143, 144].
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1.5.2. Негативний вплив важких металів на репродуктивну систему

жінки

ВМ викликають різноманітні порушення репродуктивної системи жінки

призводячи до безпліддя [33-36] , затримки статевого дозрівання у дівчат [32],

викликають  гормональні  порушення  в  жінок  [30,  31]  та  онкологічні

захворювання статевої системи [33, 38] . 

Pb викликає структурні зміни яєчника, порушення оваріального циклу, та

сприяє розвиткові міоми матки [20]. Він здатний проникати крізь плацентарний

бар'єр та  викликати  патології  плода  [17].  Деякі  дослідження показали,  що  Pb

може  безпосередньо  призвести  до  більш  високого  ризику  мимовiльного

переривання вагiтностi через можливий тератогенний вплив [39, 40]. 

Cd має  властивості  металоестрогену,  взаємодіючи  з  рецепторами

естрогену  та  прогестерону  призводячи  до  гормональних  порушень  організмі

жінок та тварин  [38]. Він викликає різні захворювання жіночої репродуктивної

системи такі,  як ендометріоз,  викидні,  безпліддя,  рак ендометрію та молочної

залози [33, 35, 38].  У вагiтних жiнок  Cd здатен  долати плацентарний  бар'єр та

проникати до організму плода та викликати рiзноманiтнi вади розвитку [40, 145,

146].  Вiн також може секретуватись з  молоком пiд час  вигодовування дитини

[41].

1.6.  Порушення  функцioнування  дихального  ланцюга  під  впливом

важких металів

1.6.1. Утворення активних форм кисню в клiтинi

У ГМ мітохондрії займають біля 7% об'єму клітини. Вони часто зібрані в

невеликі  скупчення  в  перинуклеарному  просторі  біля  саркоплазматичного

ретикулума або розташовані вздовж міофіламентів переважно біля гладенького

ендоплазматичного  ретикулума [147]. Основна  функція  мітохондрій  в

еукаріотичній  клітині  –  аеробне  окиснення  продуктів  гліколізу  вуглеводів  та

продуктів  гідролізу  ліпідів  та  протеїнів,  для  забезпечення  енергією  АТР  всіх
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життєво важливих процесів [148, 149]. Молекули АТР, які утворюються завдяки

процесу  окисного  фосфорилювання  у  клітині  ГМ  використовуються  для

забезпечення процесів скорочення м'язів та інших залежних від АТР процесів. B

середньому цикл скорочення-розслаблення м'яза потребує 0,057 мкМ АТР на г

м'язової тканини  [150]. У клітинах ГМ судин близько 30% енергії отримується

завдяки окисному фосфорилюванню в той час,  як решта енергетичних потреб

клітини  забезпечується  завдяки  гліколізу  [151]. Порушення  функціонування

мітохондрій пов'язано з  розвитком різних захворювань,  зокрема раку, хвороби

Альцгеймера, ішемії та атеросклерозу [152-155]. 

Мітохондрії  також  відіграють  ключову  роль  у  утворенні  вільних

радикалів  у  клітині.  ЕТЛ  мітохондрій  вважається  одним  із  основних  мicць

утворення АФК в клітинах, зокрема супероксиду (O2•-), перекису водню (H2O2)

та  гідроксильного  радикалу  [12,  13].  Більше  того,  більшість  супероксиду  у

мітохондріях ссавців утворюється переважно комплексом I та комплексом  III в

ETЛ [14-16]. Комплексом  I  (НАДН-дегiдрогеназний  комплекс)  містить  45

поліпептидів  з  молекулярною масою близько 1 МДа  [156,  157]. Комплекс I  у

ссавців є місцем надходження електронів від НАДH в ETЛ.  Окислення НАДН

комплексом  I  відбувається  у  внутрішній  мембрані  мiтохондрії, а  також  в

матриксі. В матриксі також проходить цикл трикарбонових кислот і β-окислення

жирiв, якi є основними джерелами НАДН в мiтохондрії. При окисленні НАДН в

комплексi I  електрони переносяться  через  ФМН і  Fe  /  S-центри  на  убіхінон.

ФМН вважається основною ланкою продукування АФК комплексом I, оскільки

він  є  першим носієм  електронів  в  ньому  [12]. Частка  повністю відновленого

ФМН визначається співвідношенням НАДН/НАД+, тому iнгiбування дихального

ланцюга  призводить  до  зниження  інтенсивностi дихання, збільшуючи

співвідношення НАДН/ НАД+. Це призводить до утворення АФК мітохондріями

[12,  158-160]. Співвідношення  НАДH/НАД+  відносно  низьке  в  матриксі

мітохондрій  при  нормальному  процеcі дихання.  Таким  чином,  комплексом  I

утворюється  лише  невелика  кількості  супероксиду  за  нормального
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функціонування мітохондрій [161]. 

ЗТЕ-  це  інший  механізм,  за  допомогою,  якого  НАДН-дегiдрогеназний

комплекс продукує велику кількість АФК [162-164]. ЗТЕ виникає у мітохондріях

при надлишку відновленої  форми убіхінона (убігідрохінона),  що зменшує пул

окисненого коензиму Q. При цьому частина електронів повертається назад від

коензиму Q в комплекс I, відновлюючи НАД до НАДН [13]. Найбільш імовірно,

що  при  ЗTЕ  електрони  повертаються  назад  в  комплекс  I  через  ФМН.  Було

показано,  що  ізольовані  мітохондрії,  що  дихають  на  сукцинаті,  продукують

великі кількості АФК із комплексу I шляхом ЗТЕ [165], що може бути пов'язано з

посиленою  активністю  сукцинатдегідрогенази  (комплекс  ІІ). Отже,  місце

утворення  АФК  однакове  під  час  ЗТЕ,  як  і  при   збільшенні  співвідношення

НАДН/  НАД+ [134].  Утворення  АФК мітохондріями  є  важливим  у  патогенезі

нейродегенеративних захворювань, ішемії та атеросклерозi та процесі старіння

[165-167]. 

Комплекс  III (комплекс  цитохромiв  bc1)  ЕТЛ  забезпечує  надходження

електронiв  вiд  убіхінона  до  цитохрому  с.  Вiн  також,  вважається  джерелом

продукування  супероксиду  в  мiтохондріях.  Комплекс  III включає  11

поліпептидів, три геми і FeS-центр з молекулярною масою 240 кДа. ∼ Iнгiбування

комплексу  III антимiцином  А призводить  до  утворення  АФК.  Відомо,  що

антиміцин  А  блокує  сайт  зв'язування  вiдновленого  убіхінону  в  комплексi

цитохромiв  bc1 , це призводить до того, що комплексом  III утворюється значна

кiлькiсть супероксиду вiд реакцiї О2 з семiхiноном. При цьому пiдвищення пулу

вiдновленого  убіхінону  [172] та  втрата  цитохрому  с1 [32,  46] не  впливає на

утворення супероксиду в комплексi цитохромiв bc1. Однак за фiзioлогiчних умов

утворення  супероксиду  комплексом  III вважається  незначним  в  порiвняннi з

комплексом I [161] . 

1.6.2. Вплив важких металiв на утворення  активних форм кисню в

клiтинi
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Функцiонування мітохондрій порушується пiд впливом катioнiв Cd і Pb,

зокрема  Cd2+ викликає  порушення  функцiонування  дихального  ланцюга,

призводить  до апоптозу,  розриву  зовнiшньої  мебрани,  окислювального стресу,

порушення активностi ензимів,  бiлкiв-транспортерiв  та  іонних каналів  [46]  та

індукується  внутрішній  шлях  апоптозу,  зокрема  вiдбувається  екстерналізація

фосфатидилсерину,  підвищення  рівня  PARP,  BAD,  апаф  1,  каспаз  3  та  9,

вивільнення цитохрому c разом зі зменшенням експресії Bcl2 в клiтинах [173].

Пiд впливом катioнiв Cd значно посилюється утворення АФК, якi часто

пов'язують з токсичнicтю Cd2+ для різних культур клітин [174-181],  а також у

тварин  через  рiзнi шляхи  надходження  Cd2+ [182-185].  Було  висловлено

припущення, що механізми гострої токсичності Cd2+ включають зниження пулу

глутатіону  в  результаті  чого  посилюється  продукування  АФК  таких,  як

супероксид  анioн,  перекис  водню  та  гідроксильні  радикали  [174,  183,  186].

Підвищений  рiвень  АФК  призводить  до  перекисного  окислення  ліпідів  і

пошкодження ДНК. Однак, до цього часу мало відомо про механізми утворення

АФК пiд впливом катioнiв Cd [165].  На відміну від гострої  iнтоксикації,  роль

АФК  у  хронічній  токсичності  Cd  суперечлива  та  значно  залежить  від  умов

експерименту.  Посилене  утворення  АФК  пiд  впливом  Cd2+ може  подолати

антиоксидантний  захист,  що  призводить  до  посилення  перекiсного  окиснення

ліпідів  та  окисного  пошкодження  ДНК  [186,  187].  З  іншого  боку,  введення

низьких доз  Cd тваринам протягом одного року збільшує рівень глутатіону  в

печінці та нирках без підвищення рівня перекiсного  окислення ліпідів тканин

[188]. Окислення ліпідів пiд впливом Cd2+ помітні через 24 години після введення

пероральної дози, але ці зміни зменшуються після повторного впливу Cd2+ [189].

Експресія генів, пов'язаних  iз захистом клiтини вiд АФК при окиснювальному

стресi викликаному Cd2+ ,зростає, зокрема посилюєтся експресiя гемооксигенази-

1,  протеїну  окислювального  стресу  A170,  білків  теплового шоку,  GADD45 та

GADD153.  Однак,  експресія  генів,  пов'язаних з  метаболізмом,  як  правило,

пригнічується  внаслiдок  спроби  подолання  окислювального  стресу  клітиною
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[190-193].

В  багатьох  дослідженнях  показано,  що  Pb2+ є  потужним  індуктором

окислювального стресу. Механізм його розвитку пiд впливом катiонiв Pb включає

дисбаланс  між  утворенням та усуванням АФК в  клітинах,  що призводить  до

пошкодження мембран, ДНК та білків.  Показано, що Pb2+ iнгiбує ряд важливих

антиоксидантних  ензимiв,  зокрема  каталазу  [194],  супероксиддисмутазу  [195,

196] та  глутатiонпероксидазу.  Pb2+ може  ковалентно  зв'язуватись  з

суфгiдрильними групами ензимiв,  що  призводить до їх інактивації, вони також

здатні  замiщувати  важливi для  каталiзу  метали,  зокрема  Mg,  Ca i Zn в

антиоксидантних  ензимах.  Bcтановлено,  що  Pb2+ сприяє  окисненню  ліпідiв

мембрани  [197],  що  призводить  до  зниження  потенціалу  мітохондріальної

мембрани та апоптозу, зокрема пiдвищує концентрацію цитохрому с в цитозолi,

проапоптичного бiлка apaf-1, каспази 3 та каспази 9 [198]. Окислювальний стрес,

викликаний  Pb2+,  може  знижувати  рівень  мітохондріальних  антиоксидантних

ензимів  та  порушення  їх  функцioнування,  зокрема  супероксиддисмутази  2,

зниження пулу глутатioну. Наслiдком цього є зниження продукування енергії в

клiтинi, а отже рівня АТФ [199].  

1.7. Каліксарени

Негативний  вплив  ВМ на  скоротливі  властивості  міометрія  потребує

пошуку  фармакологічних  сполук,  які  можуть  усунути  дію  цих  металів.

Перспективним класом таких сполук є  похідні  каліксаренів та  тіакаліксаренів

завдяки їх здатності зв'язувати катіони різних металів [42, 51].

Каліксарени  —  макроциклічні  сполуки  чашоподібної  структури,  що

одержують  циклоконденсацією  пара-заміщених  фенолів  з  формальдегідом.

Ароматичні кільця макроциклічного скелета формують  гідрофобну порожнину

[200]. 

Каліксарени були вперше синтезовані Адольфом Байером в 1872. Назву

каліксарени запропонував Д. Гутче у 1982 оскільки циклічний тетрамер за своєю
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формою нагадував грецьку  вазу  — “каліке”  (від  грец.  чаша,  кубок),  а  “арен”

вказуває на наявність ароматичних циклів у супрамолекулярному ансамблі [52].

Каліксарени здатні з високою селективністю зв’язувати іони і молекули в

стійкі  комплекси,  розпізнавати і  розділяти близькі  за  властивостями катіони  і

аніони,  а  також нейтральні  молекули [201].  Вони здатні  проникати всередину

клітин завдяки гідрофобній чаші з ароматичних кілець [219].

Верхній,  нижній  вінця  та  кільце  каліксаренів  можуть  бути  піддані

селективній хімічній функціоналізації, що  дозволяє створювати різноманітні за

своїми  властивостями  комплекси.  Чашеподібна  форма  каліксарену  дозволяє

включати  в  свою  порожнину  і  утримувати  в  ній  широке  коло  компонентів.

Властивості  каліксаренів  та  їх  похідних робить дані  сполуки перспективними

для використання в різних областях хімії, біології, медицини та нанотехнології

[53, 201-203].  

Каліксарени мають різноманітний вплив на біологічні процеси, зокрема

змінюють  активність  ензимів  [203-206],  блокуть  хлоридні  канали  [207],

запобігать утворенню тромбів [208] та мають мембранотропну активність [203].

Деякі  похідні  калісаренів  можуть  каталізувати  реакції  гідролізу  АТР [209]  та

нейромедіатора  ацетилхоліна  [210],  діючи  як  штучні  ензими.  Похідні

каліксаренів можуть використовуватись, як штучні антитіла [211] та вектори для

трансфекції клітин [212]. 

1.7.1. Вплив каліксаренів на актомioзиновий комплекс та активнiсть

ензимiв

Деякі  каліксарени являються ефективним активатором АТРази  міозину.

5,11,17,23-тетра(трифтор)метил(фенілсульфониліміно)-метиламіно-25,26,27,28-

тетра-пропоксі-калікс[4]арен  (С-90)  активує  АТР-азну  активність

актоміозинового комплексу міометрія більш ніж вдвічі [213] .

Було показано,  що 5,6-дигідроксифосфометилол-26,28-дигідрокси-25,27-

дигідрокси-калікс-[4]арен (С-99) інгібує активність міозинової АТРази та змінює
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структуру актинових філаментів ГМ [214].

Калікс[4]арени  функцiоналiзованi залишками  фосфонової,

амінофосфонової та метиленбісфосфонової кислот - ефективнi інгібітори лужної

фосфатаза та тирозинфосфатази [215, 216].

Було  встановлено,  що  каліксарени  модифiкованi залишками

гідроксиметилфосфонової кислоти можуть пригнічувати активнiсть глутатіон-S-

трансферази. Вона є ключовим ензимом у процесі детоксикації ксенобіотикiв в

клітинах,  що  сприяє  розвитковi резистентності  до  дії  лiкiв  у  багатьох  видiв

пухлин [217].

1.7.2. Вплив калiксаренiв на транспортну систему гладеньких м'язiв

У скороченні ГМ важлива роль належить Mg2+ залежним АТР-гідролазним

ензиматичним системам. У плазматичній мембрані, якій притаманна селективна

проникність  для різних речовин,  знаходиться низка  Mg2+-залежних АТРаз,  що

забезпечують  внутрішньоклітинний  іонний  гомеостаз.  До  них  належать:

транспортувальна Са2+,Mg2+, АТРаза, з якою пов’язане активне Mg2+АТР-залежне

транспортування Ca2+ в позаклітинне середовище; уабаїнчутлива Nа+,К+-АТРаза,

яка здійснює енергозалежне і протилежно направлене перенесення іонів Nа+ та

К+ із клітини та у клітину відповідно, а також уабаїнрезистентна базальна Mg2+-

АТРаза, що бере участь в регуляції концентрації протонів у позаклітинному та

внутрішньоклітинному просторі.

C-90  пригнічує  активність  Са2+,  Mg2+-АТРази  плазматичних  мембран  і

фактично не впливає на Nа+, К+-АТРазу та базальну Mg2+-АТРазу. Каліксарени С-

97 та С-99 характеризуються інгібувальним впливом на гідроліз АТР Са2+,Mg2+-

АТРазою плазматичної мембрани. Каліксарен С-97 гальмує активність Са2+,Mg2+-

АТРази на 70%, а каліксарен С-99 –на 50%. Найсильнiше каліксарени С-97 та С-

99  інгібують  Nа+,К+-АТР-азу  плазматичної  мембрани:  майже  повністю

пригнічуючи її активність[206, 213].
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1.8. Розробка ліків на основі каліксаренів та їх похiдних 

Каліксарени  роглядаються  як  перспективні  хімічні  макроциклічні

сполуки   для  створення  нових  недорогих  лікарських  препаратів  для  різних

галузей  медицини.  У  цей  період  розвитку  хімії  каліксаренів  визначальним  є

використання  гідроксильних  груп  на  нижньому  вiнцi  макроциклу,  які  дають

змогу  зі  значним  ступенем  селективності  зв’язувати  “гостей”  у  вигляді

фармацевтичних  субстанцій  і  слугувати  платформами  для  розробки

високоселективних  комплексоутворювачів,  як  нові  ліки.  Не  менший  інтерес

становлять  структури,  отримані  приєднанням радикалів  до  верхнього  вінця

каліксаренів.  Утворені  в  першому  і  другому  випадку  комплекси  можуть

виступати  як  самостійні  хімічні  структури,  що  мають  широкі  біомедичні

можливості. Для дизайну лікарських препаратів на основі молекули каліксарену,

також,  може використовуватись внутрішня ліпофільна (гідрофобна) порожнина,

утворена  ароматичними  фрагментами  і  гідроксильними  групами  [218,  219].

Зокрема,  калікс[4]арен  модифiкований  групами  метиленбісфосфонової  та

гідроксиметиленбісфосфонової  кислот  має  інгібуючу  дію  щодо  протеїнової

тирозинфосфатази 1В, яка бере участь у трансдукції сигналу інсуліну та лептину,

тому  даний  каліксарен  може  мати  антидіабетичні  властивості, а  також

використовуватись,  як  засiб  при  ожирiннi [220].  Макроциклічні  структури

можуть зв’язувати токсини або дуже активні екзогенні сполуки, зменшуючи їх

токсичність  та  забезпечуючи  видалення  токсичних  речовин  та  метаболітів  з

організму.  Вони  також  можуть  використовуватись  для  адресної  доставки

активних  фармацевтичних  інгредієнтів,  існуючих  або  майбутніх  лікарських

речовин [201, 203, 221]. 

1.8.1. Протипухлиннi препарати на основi калiксаренiв

Калікс[4]арени  та  їх похiднi можуть  використовуватись  для  розробка

нових  засобiв  для  лiкування  онкологiчних  захворювань.  Наприклад,

калікс[4]арен  функціоналізованний  чотирма  платиновими  центрами  можуть
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використоватись,  як  потенційний  протипухлинний  засіб.  У  порівнянні  з

хіміотерапевтичним  засобом  карбоплатином  дана  сполука  виявила  кращу

активність  щодо  недрібноклітинного  раку  легень,  гепатоцелюлярного  раку  та

раку  молочної  залози  [222]. При  цьому  напівмаксимальна інгібувальна

концентрація (IC50) цього калікс[4]арена у лінії клітин раку легенів становила 2,6

мкМ. 

Калікс[6]арен функціоналізований cульфiтними групами та етанолами на

верхньому  вiнцi може  утворивати  більш  стійкі  комплекси  з  вiдомим засобом

проти раку іматинібом, який являється iнгiбiтором протеїнкiнази III. При цьому

розмір  порожнини  каліксарену  та  характер  приєднаних  функціональних  груп

відігравали важливу роль у стабілiзації комплексу іматініба та каліксарена [223].

Було,  також,  показано,  що калікс[6]арен та калікс[8]арен обидва модифiкованi

cульфiтними  групами  на  верхньому  вiнцi макроциклу  утворювали  бiльш

стабільнi комплекси з  перспективним протипухлинним засобом 3-феніл-1Н- [1]

бензофуро [3,2] піразолом, який  є iнгiбiтором тирозинкiназ. В даному випадку

великі розміри гiдрофобної порожнини цих каліксаренів та здатність сульфатних

груп  бути  донорами  водневого  зв'язку  забезпечували  стабільность  комплексу

[224].  В іншому дослідженні  повідомлялося,  що ефект  in vivo глікоконюгатів

каліксу[4]арена включав значне зниження росту пухлини протягом двох тижнів

на моделі меланоми мишей [225]. 

Було показано, що калікс[6]арен без модифiкацiй здатен пригнічувати рiст

клітиної лінії  карциноми  підшлункової  залози  Panc-1.  Дана  лінія

характеризується  посиленою  експресiєю рецепторних  тирозинкiнази  МЕR та

AXL.  Сполука успішно переривала трансдукцію сигналу обох  тирозинкiназ,  а

також інгібувала фосфатиділінозитид-3-кіназу.  Крiм того, калікс[6]арен  проявив

бiльшу ефективнiсть  порiвняно з 5-фторурацилом, який часто призначають для

лiкування карциноми підшлункової залози [226].

Крiм  того,  каліксарени  можуть  селективно  вивільняти  доставлені

лікарські  агенти  з  гідрофобної  порожнини  завдяки  різниці  рН  здорових  та
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пухлинних тканин. Оскiльки, у здорових тканин рН 7,4, а у ракових тканинах

значення рН коливається 5,7-7,8 [227].

Даних з клінічних досліджень антинеопластичних препаратів на основі

каліксаренiв досі бракує. На сьогоднішній день згiдно з базою даних клінічних

випробувань у США проходить лише одне подiбне дослідження першої  фази.

Сполука  на  основі  каліксарену,  що  випробовується,  являється інгібітором

галектину-1  з  потенційною  антиангіогенною  та  протипухлинною  активністю.

Препарат  функціонує  через  зниження  регуляції  багатофункціонального  білка

зв'язування  вуглеводів,  галектину-1,  у  пацієнтів  з  прогресуючими  солідними

пухлинами [219].

1.8.2.  Антибактеріальнi,  противiруснi та  протигрибковi засоби  на

основi калiксаренiв

Ведеться постійний пошук антибактеріальних препаратів через швидке

набуття стійкості до них у мікроорганізмів. Тому все активніше ведеться пошук

препаратів,  які  були  б  ефективними,  але  не  викликали  стійкості  останніх.

Сучасним  методом  створення  біологічно  активних  сполук  є  молекулярний

дизайн на основі  структури мішені.  Такими мішенями зазвичай є компоненти

зовнішньої мембрани або клітинної стінки у бактерій. Потенційно ефективними

сполуками для дизайну ліків виступають каліксарени. Катіонний водорозчинний

гуанідинокаліксарен та  його  похідні,  модифіковані  біс-гетероциклічними

групами  виявились  ефективним  протитуберкульозними  агентами.  Вони  мали

здатність пригнічувати ріст двох штамів  M.  tuberculosis H27Rv та стійкого до

відомого  протитуберкульозного  агента  ізоніазиду  штаму  MYC1565.

Каліксаренові  міметики  ванкоміцину, в  яких  каліксарен  функціоналізовано

пептидним містком, що містить D- або L-аланільні на верхньому вінці залишки,

проявили значну  антибактеріальну  активність.  Бактерицидна  активність  проти

грампозитивних  бактерій  похідних  каліксаренів  коливалась  від  середніх  до

високих значень, хоча була меншою за ванкоміцин.
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Активно ведуться пошуки нових противірусних ліків,  зокрема від ВIЛ.

Була  виявлена  противірусна  активність  натрієвих  солей  каліксаренів,

модифікованих  аніонними  кобальт-дикарболідними  групами.  Ці  макроцикли

здатні інгібувати активність протеази ВІЛ з ІС50 91-210 нМ [228].

Перспективними напрямком є розробка нових протигрибкових засобів на

основі  калікс[4]аренів,  модифiкованих  амфотерицином  В,  який  є  одним  з

найефективнiших  протигрибкових препаратів,  який  нажаль  дуже  токсичний.

Отриманi калікс[4]арени  були  випробувані  проти  Saccharomyces  сerevisiae

(BY4741). Виявилося, що протигрибкова активність каліксаренів, модифiкованих

амфотерицином В, була такою ж або вищою за активність амфотерицину В, (MIК

— 0,10 і 0,25 М, відповідно). Проте гемотоксичність таких кон'югатiв була у 10

разів меншою ніж власне у амфотерицину В. Функціоналiзованi амфотерицином

калікс[4]арени  зберігають  основний  механізм  його  дії,  зокрема  здатність

викликати витік іонів К+ з  везикул, сприяючи формуванню каналу в мембрані

грибкової клітини [229].

1.8.3. Використання каліксаренiв та їх похiдних як хелаторiв важких

металiв

Досить перспективним є напрям використання каліксаренiв та їх похiдних

в  якостi хелаторiв  катіонів  металів.  Було  показано,  що  наноемульсiя

калiксаренового  карбоксилу  зданта  очищувати  шкiру  вiд  контамiнації  ураном

[54]. Каликсареновий карбоксил - це  p-трет-бутилкалікс[6]арен, що містить три

карбонові  групи,  розташовані  в  С3  симетрії  з  конiчною  конформацією,  яка

дозволяє  утворювати  псевдопланарний  гексакоординатний  комплекс  з  атомом

урану з високою спорідненістю до нього [230]. 

Сульфурвмiснi похiднi каліксаренiв -  тiaкалікс[4]арени здатнi ефективно

хелатувати  перехідні  метали  та  двохвалентнi катiони,  утворючи  міцні

металокомплекси  завдяки  щільно  розміщеним на  нижньому  вінці  макроциклу

гідроксильним групам та атомам двохвалентного сульфуру, які можуть зв'язувати
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катioни  металiв.  Було  показано,  що тiaкалікс[4]арени

тетрагiдрокситіокалікс[4]арентетрасульфонат  (С-798)  та  5,11,17,23-

Тетракіс[(гідрокси-етоксифосфоніл)метил]-25,26,27,28тетрагідрокси-

тіакалікс[4]-арен (С-800) можуть вiдновлювати АТРазну активнicть субрагмента-

1 мiозину вiд негатиного впливу  Cd2+,  Pb2+  та  Zn2+.  Вони ефективно хелатують

катiони  цих  ВМ,  якi інгбують  активність  АТРази  міозину,  вiдновлюючи  її

активнicть [51].

1.8.4.  Розробки флуоресцентних хемосенсорів на основі каліксаренiв

та їх похiдних.

Завдяки  своїй  вийнятковій  здатністі  до  комплексоутворення  з  різними

катіонами та аніонами каліксарени та їх похідні тіакаліксарени розглядаються як

перспективні  сполуки  для  розробки  флуоресцентних  хемосенсорів.  На  основі

тіаліксаренів,  розроблені селективні та чутливі флуоресцентні  хемосенсори до

катіонів ВМ таких, як Hg2+,  Cu2+, Fe3+ i Cr3+ [57,  59].  Зокрема, тіалікас[4]арен,

функціоналізований чотирма нафталеновими групами, продемонстрував високу

селективність щодо катіонів  Hg [59]. Крім того, флуоресцентні хемосенсори на

основі  тіалікас[4]аренів,  модифікованих двома родаміновими та В-лактамними

групами,  виявляють високу чутливість та селективність щодо катіонів  Fe i Cr

[60].

1.9. Токсичність та імуногенність каліксаренів

Для можливості використання каліксаренів у медицині важливе значення

має відсутність здатності викликати імунну відповідь і  вираженої токсичності,

агрегації та гемолізу еритроцитів за умов внутрішньовенного застосування.

Першовідкривач  каліксаренів  Д.  Гютше  відзначає,  що  найпростіші

немодифіковані  сполуки  цього  класу  практично  безпечні,  про  що  свідчать

результати Еймс-тесту [52]. Дослідження каліксаренсульфонатів при гальмуванні

росту клітин  на фібробластах людини показало, що похідні калікс[6 і 8]аренів
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мають той же рівень токсичності, що і глюкоза. Деякі калікс[4]аренсульфанати

мають  низьку токсичність щодо багатьох клітинних ліній [61,  62,  231], а деякі

похідні  калікс[4]аренфосфорних  кислот  не  впливають  на  ріст клітин

фібробластів  людини  [56]. Нещодавно  стало  відомо,  що  тверді  ліпідні

наночастинки на  основі  амфіфільних  похідних  калікс[4]аренiв показують

відсутність  гемолітичних ефектів  при концентраціях  в  межах до 300 мг/л,  на

відміну  від  твердих ліпідних наночастинки  на  основі  амфіфільних

циклодекстринів, які показують їх значні гемолітичні ефекти [232].

Данних щодо впливу каліксаренів та їх похідних на організм бракує [233],

але  показано,  що  деякі фосфонатні  та  сульфонатні  похідні  каліксаренів  —

відносно нешкідливі для організму та мають малу імуногенність [63]. Вони не

порушують функціонування нирок та печінки [234], а також не накопичуються у

життєво важливих органах, зокрема мозку та печінці [235].

Каліксаренові матриці не є імуногенними, проте деякі каліксарени здатні

стимулювати імунну відповідь.  Досліди на  тваринах виявили,  що антитіла до

калікс[4]аренів  виявляються  лише  при  імунізації  ними,  кон’югованими  з

протеїнами.  При цьому імунна відповідь залежала від природи кон’югованого

переносника,  способу  і  дози  імунізації  [63].  Можна  зробити  висновок,  що

описані  в  літературі  каліксарени  можуть  проявляти  гемолітичні,  токсичні  та

імуногенні властивості лише за присутності кон’югованих хімічних груп, а також

за високих їх концентрацій.

Після аналізу джерел літератури можна дійти висновку, що каліксарени

можуть  використовуватись  для  розробки  лікарських  засобів,  особливо

враховуючи їх низьку токсичність та імуногенність. Перспективним напрямком є

використання каліксаренiв та їх похiдних тіакаліксаренiв як хелаторiв катіонів

металів у живих системах при отруєнні іонами металів, зокрема ВМ.
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РОЗДІЛ 2.

2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Видiлення субфрагмента-1 мioзину з міометрія свинi

Препарат актоміозину одержували із клітин гладенького м’яза матки свині

за  методом,  модифікованим  Weeds та  Вarany [236,  237].  М’язи  матки  свині

старанно  очищали  від  слизової  оболонки  та  крові,  промивали  водою,

гомогенізували разом із трьома об’ємами буфера складу: 1 мМ NaN3; 60 мМ КCl;

0,5 мМ фенілметилсульфонілфтор; 0,3 мМ дитіотреїтол; 0,5 % тритон Х-100; 10

мМ  Трис-HСl,  рН  6,8.  М’язовий  залишок  осаджували  центрифугуванням  за

допомогою центрифуги РС-6 (СРСР) при 6000 об/хв, а потім промивали 3–4 рази

вищенаведеним  буфером  без  тритону  Х-100.  Актоміозин  екстрагували  за

допомогою трьох об’ємів буфера, який містив 0,6 М КCl; 1 мМ  NaN3; 0,3 мМ

дитіотреїтол;  0,5  мМ  фенілметилсульфонілфтор;  20  мкг/мл  соєвого  інгібітора

трипсину;  10  мМ  трис-HСl,  рН  7,5.  М’язовий  залишок  після  екстракції

актоміозину  відділяли  центрифугуванням  при  6000  об/хв.  Для  осадження

актоміозину надосадову рідину розводили водою до 3–3,5 л. Осад актоміозину

виділяли із надосадової рідини за допомогою центрифугування при 6000 об./хв, а

потім розчиняли у мінімальній кількості 50 мМ Трис-НСl (рн 7,5), який містив

0,6 М КСl. Після цього його знову центрифугували для освітлення протягом 1 год

при  105  000  g.  Субфрагмент-1  міозину  гладеньких  м’язів  матки  одержували

шляхом  розщеплення  актоміозину  папаїном [238]  із  деякими  модифікаціями.

Реакцію проводили в 10 мМ Tрис-HСl (рH 6,64 при 22°С), що містив 40 мМ КСl,

0,5 мМ  дитіотреїтол,  10  мМ  iмiдазол,  2  мМ  MgCl2,  10  мМ  пipoфосфат  Na

протягом  10  год.;  вагове  співвідношення актоміозин/папаїн –  500:1.  Зупиняли

реакцію 1 мМ монойодоцтовою кислотою. Розділення субфрагмента-1 проводили

методом  іонообмінної  хроматографії  хроматографічною  системою  Bio-Rad

(США)  на  колонці  з  DEAE-Sepharose CL-6B.  Елюцію  здійснювали  із

використанням градієнта КСl від 0 до 0,2 М.  Чистоту препарату контролювали

методом електрофорезу в ПААГ за денатуруючих умов.
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2.2.  Електрофоретичне  розділення  протеїнів  в  поліакриламідному

гелі

Чистоту  та  якісний  склад  препаратів  актоміозину,  міозину  та

субфрагмента-1 міозину ГМ, які використовувались для подальших досліджень,

контролювали  методом  електрофорезу  у  ПААГ  із  додецилсульфатом  натрію

(ДСН) за методом Леммлі  з  деякими модифікаціями  [239].  Гелі  формували та

полімеризували у камері для вертикального електрофорезу Mini-Protein I (Bio-

Rad,  США). Гель для концентрування протеїнів містив: 4 % акриламід, 0,05 М

Tрис-HCl рН 6,8, 1 % ДСН, а для розділення – 10 % акриламід, 0,15 М Трис-HCl

рН 8,8, 1% ДСН. Реакцію полімеризації для обох гелів каталізували додаванням

тетраметилэтилендіаміну та  потрібним  об’ємом  стокового  10  %  розчину

персульфату  амонію.  Електродний буферний розчин  (рН 8,3) містив:  0,025 М

Трис, трицин, 0,1 % ДСН. Розчин для нанесення зразків протеїну у ПААГ містив:

0,0625 М  Трис- HCl, 2 %  ДСН, 5 %  β-меркаптоетанолу, 10 % гліцеролу, 1 мМ

ЕДТА та бромфеноловий синій.

Концентрація  протеїнів  у  зразках  була  10-30  мкг.  Розділення  проб

проводили за сили струму 20-40 мA протягом 1-2 годин.  Фіксацію препаратів

здійснювали в  суміші  ізопропанолу,  оцтової  кислоти та  води  у  співідношенні

2,5:1:6,5 впродовж 1-2 годин. Забарвлювали електрофореграми розчином 0,2%

кумасі яскраво-блакитного R-250 у суміші, що містила: метанол, оцтову кислоту

та  воду  у  співвідношенні  4:1:5.  ПААГ  відмивали  7  %  оцтовою  кислотою.

Результати  електрофорезу  дозволили  стверджувати,  що  отримані  препарати

білків  були  достатньо  очищеними,  їх  ми  і  використовували  для  подальших

досліджень.

2.3. Визначення активністi АТРази субфрагмента-1 міозину 

АТР-гідролазну  активність  субфрагмента-1  міозину  визначали  у  96-

лунковому планшеті  при температурі  37о  С у середовищі інкубації  (загальний

об’єм  0,1  мл).  Концентрація  протеїну  (субфрагмента-1  міозину)  становила  20
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мкг/мл.  Тривалість  інкубації  –  5  хв  У  дослідах  по  вивченню впливу  важких

металів та тіакалікс[4]арену С-800 на активність АТРази субфрагмента-1 міозину

використовували стандартне середовище інкубації (трис-НСl буфер (рН 7,2) – 20

мМ, КCl – 100 мМ, CaCl2 – 0,01 мМ, MgCl2 – 5 мМ, ATP – 3 мМ ), до якого

додавали  розчини  Pb2+,  Cd2+,  Zn2+ та  Ni2+ та/або  тіакалікс[4]арени  відповідної

концентрації.  Концентрацію  катіонів  двохвалентних  металів  визначали

титруванням за методом Мора [240]. Кількість протеїну у пробі становила 20 мкг.

За нульову точку  (100 %) приймали значення АТР-гідролазної  активності,  яке

визначали  за  відсутності  катіонів  важких  металів  та  тіакалікс[4]аренів у

середовищі інкубації. 

Зупиняли  реакцію  гідролізу  АТР  шляхом  додавання  до  інкубаційної

суміші  50  мкл  20  %  трихлороцтової  кислоти.  Тривалість  передінкубації  та

інкубації  становили  1  -  2  хв  Контролем  на  неферметативний гідроліз  АТР

слугували  проби,  в  яких  протеїни  були  відсутні.  Кількість  відщепленого  від

нуклеозидтрифосфату неорганічного фосфату Рі під час АТР-гідролазної реакції

визначали  методом  Chen Р.S.  [241], який  дозволяє  визначити  від  10  до  1000

наномолів  Рі.  До  проб  додавали  фарбу,  що  містила  0,42  % розчин  молібдату

амонію в 1 н сірчаній кислоті та 10 % аскорбінову кислоту у співвідношенні 6:1.

Через  20 хв  інкубації  при 370  С реєстрували оптичну густину середовища на

планшетному рідері µQuwant (Biotek@Instruments,  Inc.,  USA) при довжині хвилі

820 нм, що відповідає максимуму поглинання молібденового синього. 

2.4.  Отримання суспензії  клiтин мiометрiя з  матки дорослих самок

щура

Дослiди  на  тваринах  проводили  згiдно  з  європейською  конвенцією

захисту хребетних тварин , якi використовуються в дослiдах та iнших наукових

цiлях  (Страсбург,  1986).  Щурів  умертвляли  методом  цервікальної  дислокації

після інгаляції  хлороформу.  Матку  ізолювали та помiщали в розчин Хенкса (

136,9  мМ  NaCl,  5,36  мМ  KCl,  0,44  мМ  KH2PO4,  4,5  мМ  NaHCO3,  0,26  мМ
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Na2HPO4,  1,26 мМ CaCl2,  0,4 мМ MgCl2)  об'ємом близько 5 мл при кiмнатнiй

температурi. Пiсля чого матку ретельно вiдчищали вiд жиру та рiзали на частини

розмiром близько 1 мм. Фрагменти матки помiщали в розчин Хенкса без Сa2+ та

Mg2+ ( 136,9 мМ NaCl, 5,36 мМ KCl, 0,44 мМ KH2PO4, 4,5 мМ NaHCO3, 0,26 мМ

Na2HPO4) об'ємом 5 мл для промивання, поставивши їх на водяну баню при 37°С

з постiйним помiшуванням на 5 хв Пiсля цього розчин Хенкса вiдкидали та до

фрагментів матки додавали дисоцiючий розчин (136,9 мМ NaCl, 5,36 мМ KCl,

0,44 мМ KH2PO4, 4,5 мМ NaHCO3, 0,26 мМ Na2HPO4 , 0,1% колагенази типу 1 А

та  0,01%  соєвого  iнгiбiтора  трипсину)  об'ємом  2,5  мл.  Дисоцiючий  розчин  з

фрагментами матки помiщали  на  водяну  бану  при  37оС  з  постiйним

помiшуванням на 20 хв пiсля чого його відбирали. До фрагментів матки додавали

розчин Хенкса без Сa2+ та Mg2+ об'ємом 5 мл з наступним пiпетуванням протягом

5  хв  пiсля  цього  розчин  відбирали.  Потiм  до  фрагментів  матки  додавали

дисоцiючий розчин об'ємом 2,5 мл з наступним розмiщенням на водянiй банi при

37оС з постiйним помiшуванням протягом 20 хв. Дисоцiючий розчин вiдкидали, а

фрагменти матки промивали розчином Хенкса без Сa2+ та  Mg2+ об'ємом 5 мл з

пiпетуванням 2 рази по 5 хв обидва розчини збирали та помiщали в холодильник.

Потiм  до  фрагментів  матки  додавали  дисоцiючий  розчин  об'ємом  2,5  мл.  Їх

помiщали на водяну бану при 37оС з постiйним помiшуванням на 20 хв, потім

дисоцiючий розчин вiдкидали, а до фрагментів матки додавали розчин Хенкса

без Сa2+ та  Mg2+ об'ємом 5 мл 2 рази з наступним пiпетуванням протягом 5 хв.

При цьому обидва розчини збирали.  Весь зiбраний розчин Хенкса з  суспензiєю

клiтин пропускали через капроновий фiльтр та збирали в нову  пробiрку. Пiсля

цього  центрифугували  при  2000  об/хв  протягом  10  хв.  Супернатант

вiдоремлювали, а до осаду, що мiстив клiтини додавали фосфатний буфер (PBS)

об'ємом 5 мл з наступним центрифугуванням при 1500 об/хв протягогом 15 хв.

Пiсля  цього  супернатант  вiдкидали  до  осаду  додавали  PBS об'ємом  5  з

наступним  центрифугування  при  1500  об/хв  протягогом  15  хв  [242].  Осад

ресуспендували в PBS або DMEM потрiбного об'єму.
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2.5. Культивування міоцитів матки щура

Клітини  культивували  у  поживному  середовищі  DMEM  з  додаванням

суміші  антибіотиків  (пеніциліну  1000  U/мл,  стрептоміцину  100мкг/мл)  та

антимікотику (амфотерицин В 0,25 мкг/мл), а також 10% фетальної сироватки

телят при 370 С за концентрації СО2 5% в атмосфері.

2.6.  Визначення  метаболічної  активності  міоцитів  методом  МТТ  -

тесту

Для проведення МТТ тесту клітини нарощували до конфлюентного стану

у планшетах на 96 лунок у поживному середовищі DMEM з додаванням суміші

антибіотиків (пеніциліну 1000 U/мл, стрептоміцину 100 мкг/мл) та антимікотику

(амфотерицин В 0,25 мкг/мл),  а  також 10%  фетальної  сироватки телят.  Потiм

поживне  середовище  замінювали  на  безсироваткове  із  додаванням  катiонiв

металiв в концентрації від 0,75 мМ до 1,25 мМ, а також калікс[4]арену С-800 у

концентрації  100  мкМ  та  культивували  протягом  24  год  при  370  С  за  5%

концентрації  СО2 в  атмосфері.  Контрольні  клітини інкубували  за  аналогічних

умов  у  поживному  середовищі  DMEM  без  додавання  катiонiв  металiв  та

тіакалікс[4]арену  С-800.  Надалі,  вміст  лунок  замінювали  на  нове  поживне

середовище  із  додаванням  розчину  0,5  мг/мл  МТТ  реагенту  та  витримували

протягом 4-х  годин  при  37° С  до  утворення  фіолетових  кристалів  формазану

[243]. Обережно відбирали середовище, додавали буфер для лізису (10% ДСН та

0,6% оцтової  кислоти  в  диметилсульфоксиді)  та  інкубували  ще  5  хв  за  умов

інтенсивного  струшування [239]. Оптичне поглинання розчину вимірювали при

545  нм  (тест)  та  630  нм  (порівняння)  на  планшетному  рідері  µQuwant

(Biotek@Instruments, Inc., USA).

2.7. Флуоресцентна мікроскопія некультивованих клітин мioметрiя

Аліквоти  суспензії  міоцитів  в  PBS,  рН  7,4,  наносили  на  предметнi
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скельця, попередньо вкриті полі-L-лізином, на 2 год з їх наступною інкубацією з

тіакалікс[4]ареном С-800 та катіонами Zn. Клітини візуалізували під мікроскопом

Carl Zeiss LSM 510 Meta (Німеччина) з використанням ртутної ультрафіолетової

лампи  HBO-103  W/2  та  синього  фільтру  FSet01wt.  Знімки  отримували  за

допомогою  цифрової  камери  Zeiss  Axion  Cam  HBC.  Їх  обробку  проводили

програмою FIJI.

2.8. Визначення активних форм кисню в клiтинах 

Суспензія  клiтин  мioметрiя  щурів  навантажували 50  мкМ  DCFDA

протягом  40  хв  на  водянiй  банi при  37оС  з  постiйним  помiшуванням.  Для

виявлення впливу ВМ окремо та разом з тiакалікс[4]ареном С-800 (100 мкМ) на

утворення АФК у суспензiї міоцитів матки, їх iнкубували в PBS з Pb2+ та Cd2+ (1

мМ ) протягом 5 хв. Також вивчали вплив тiакалікс[4]арен С-800 (100 мкМ) на

суспензію міоцитів в PBS за їх інкубації протягом 5 хв.

Вмiст АФК досліджували за допомогою протокової цитофлуориметрії на

цитофлуориметрі  COULTER  EPICS  XL (Beckman Coulter,  USA)  лазером  з

довжиною хвилi 488 нм.

2.9. Видiлення iзольованих мiтохондрiй з мioметрiя щура

Самку щура присипляли інгаляцiєю хлороформу,  а  потiм декапiтували.

Матку  вилучали та  помiщали  в  фiзioлогiчний  розчин  (0,9%  NaCl)  об'ємом

близько  10  мл  та  очищали  її  вiд  жиру.  Матку  зважували  на  вагах,  а  потiм

фрагментували дрiбними шматочками по 0,5 мм пiсля чого до фрагментів матки

додавали буфер для виділення мітохондрій (10 мМ HEPES (4-(2-гідроксиэтил)-1-

піперазинетансульфонова  кислота),  250  мМ  сахароза,  1  Мм  ЕДТА)  у

співвідношенні  1:10.  Далі фрагменти матки гомогенiзували 3 рази по 30 с. за

допогою  гомогенiзатора  на  льоду.  Отриманий  гомогенат  пропускали  через

капроновий фiльтр, отриману рiдину збирали до пробiрки для центрифугування.

Фiльтрат центрифугували на центрифузі РС-6 (СРСР) при 1000 g протягом 15 хв
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при 4оС. супернатант збирали та вiдкидали осад. Надосад центрифугували при

1200g протягом  15  хв  при  4оС. До  осаду  додавали  буфер  для  зберігання

мітохондрій (10 мМ HEPES, 250 мМ сахароза) з наступним ресеспендуванням.

Отриману  суспензію  центрифугавали при  1200g протягом  15  хв  при  4ºС. До

осаду додавали  середовище для мітохондрій (10 мМ  HEPES, 250 мМ сахароза,

0,01%  знежирений  бичачий  сироватковий  альбумін)  у  співвідношенні  1:1  від

початкової маси матки [244].

2.10. Вивчення флуоресції НАДН та ФАД в iзольованих мiтохондрiях

Вiдноснi значення  флуоресценції  НАДН  та  ФАД  в  iзольованих

мiтохондрiях вимірювали на спектрофлуотометрi  Quanta Master PTI (Канада) за

допомогою  програми  FelixGX  4.1.0.3096.  Дослідження  проводили  у  2  мл

середовища, що мiстило 20 мМ HEPES (pH 7,4 при 37ºС), 2 мМ К+-фосфатного

буфера (pH 7,4 при 37ºС), 120 мМ KСl, 5 мМ пiрувата та 5 мМ сукцината. До

розчину  перед  вимірюванням  додавалось  100  мкл  суспензiї iзольованих

мiтохондрiй, якi iнкубували з катiонами металiв в концентрації 1 мМ протягом 5

хв.  В  контролi флуоресценцію  НАДН  та  ФАД+ в  iзольованих  мiтохондрiях

вимірювали при додаванні дистильованої води замiсть катiонiв металiв [245].

2.11. Синтез та характеристика тiaкалікс[4]аренiв 

5,11,17,23-Тетракіс[(гідрокси-етоксифосфоніл)метил]-25,26,27,28-

тетрагід-рокситіакалікс[4]арен  (С-800)  та  тетрагідрокситіакалікс[4]арен-

тетрасульфонат  (С-798)  синтезували  та  охарактеризували  з  використанням

методів ЯМР та ІЧ-спектроскопії у відділі хімії фосфоранів Інституту органічної

хімії НАН України під керівництвом акад. НАН України Кальченка В.І.

2.12. Приготування розчинів двовалентних металів та визначення їх

канцентрації

Для приготування розчинів хлоридів металів (ZnCl2, PbCl2, CdCl2 та NiCl2)
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використовували  воду,  яка  була  очищена  за  допомогою  системи  Crystal  Bio

(Adrona,  Латвія).  Електропровідність  води  становила  менше  1  мкСм.

Концентрацію  катіонів  двовалентних  металів  у  розчинах  визначали  методом

Мора [246].  

2.13.  Комп'ютерне моделювання взаємодії  лігандів (Pb2+,  Cd2+ та С-

800) з субфрагментом-1 міозину

Bиконували  з  використанням  програми  "AutoDock",  версія  4.2.  У

дослідженнях  застосовували  просторову  структуру  ензиму  з  ідентифікатором

1b7t в  RSCB  PDB.  Комп'ютерне  моделювання  структурних  особливостей

тівкалікс[4]аренів С-798 та С-800 проводили за допомогою HyperChem 7.01. Були

проведені  молекулярно  динамічні  розрахунки  методом  ММ2  з  перевіркою  за

допомогою напівемпіричного методу (поле CNDO).

2.14. Статистичний аналіз результатів

Числові  характеристики  показників  визначали  методами  описової

статистики  їх  представляли у  вигляді  ceреднього  значення  та  стандартного

вiдхилення (M±m). Як критерій достовірності відмінностей між показниками, що

порівнювались  використовували  параметричний  t-критерій  Стьюдента. При

цьому різниця вважалась  достовірною  при  рівні  значущості  р<0,05.

Статистичний аналiз даних проводився в програмi Exсel statistics.
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3. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

3.1.  Вплив  тiaкалікс[4]арену  С-800  на  АТРазну  активнiсть

субфрагмента-1 міозину міометрія за умов iнгiбуваної дії катiонiв Pb, Cd та

Ni.

Субфрагмент-1 міозину є достатньою функціональною одиницею міозину,

яка  повністю  зберігає  АТРазну  активність  нативного  міозину  та  здатність  до

взаємодії  з  актином.  Він  також  є  зручною  моделлю  для  досліджень  впливів

різних  речовин та  сполук  на  нативний  міозин  завдяки  високій  розчинності  у

водних  розчинах  із  низькою  іонною  силою  порівняно  зі  слаборозчинними

молекулами нативного міозину [247]. 

Значення активності АТР-гідролази міозину становить 0,2 мкмоль Рі  /хв

на мг протеїну для міометрія кролика,  а для мантії кальмара та  м'язів черевця

трилобітів вона становить  0,94  та  0,4 мкмоль Рі  /хв  на мг протеїну відповідно.

Cлід зазаначити, що активності АТРази міозину посмугованих м’язів в десятки

разів  вища  ніж  для  ГМ,  що  обумовлено  його  структурними  особливостями.

Зокрема, для м'яза-розгинача пальців щура вона становить 28 мкмоль Рі /хв на мг

протеїну, а для ліктьового м'яза-згинача людини 11  мкмоль Рі /хв o на мг протеїну

[248]. 

Комплекс МgАТР2-   є  субстратом АТРази міозину м’язів  [249]  за певних

умов  у  процесі  гідролізу АТР,  що  каталізується  міозином  скелетних  та

гладеньких  м’язів,  Мg2+ може  заміщуватися  катіонами  інших двовалентних

металів, зокрема  BM. При цьому стабільність та частота утворення комплексу

АТР,  металу  та  міозину  залежить  від  природи  металу.  Показано,  що  вона

знижується у послідовності: Mn > Fe > Ni > Co > Mg та Ca > Mn > Fe > Mg > Co

[43].

Встановлено,  що  катіони  інших двовалентних  катіонів  крім  Мg

стабілібілізують  комплекс  міозину  з  АDР2-,  дисоціація  якого  є  стадією,  що

лімітує процес гідролізу АТР міозином [42]. 

При вивченні впливів Pb2+ Cd2+ та Ni2+ показано, що вони iнгiбують АТР-
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гідролазну активнiсть субфрагмента-1 ГМ матки в концентрації вiд 30 мкМ

до 300 мкм. Набiльш помiтний  iнгібувальний ефект для катiонiв Pb (300

мкМ) становив близько 88%, а для катiонiв Cd (300 мкМ) цей ефект був

бiля 56% (Рис 3.1). Коефіцієнт інгібування (IС0.5) для Pb2+ становив 0,08+0,01

мМ, а для Cd2+ він складав 0,30+0,03 мM.

Рис 3.1. Катіони Pb, Cd та Ni концентраційно-залежно інгібують активність

АТРази  субфрагмента-1  міозину.  За  100%  приймали  значення  АТФазної

активності субфрагмента-1 міозину без додавання катіонів важких металів (M

± m, n =4). 

Інгібувальний вплив катiонiв Pb та Cd був набагато бiльш помiтним у
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порівнянні з катiонами Ni, які iнгiбували АТРазну активнiсть субфругмента-1

мiозину при концентрації 300 мкМ лише на 30%. При дослiдженнi впливiв ВМ

на АТРазну активность субфрагмента-1 мiозину за 100 % приймали її величину

без додавання катіонів ВМ в середовище інкубації.

Вміст  ВМ  в  організмі  може  бути  підвищеним  [250-253],  зокрема,  у

працівників  виробництва  елементів  електричного  живлення  [251-254],

автомобільних  підприємств  та  автомайстерень  [255] рівень  Pb2+ у  крові

перевищував  у  4  рази  його  рівень  в  осіб  не  задіяних  на  цих  шкідливих

підприємствах. Він становив 450,4 мкг/л у крові для працівників автомобільних

підприємств та автомайстерень.  В той же час,  вміст  Cd2+ у  крові  працівників

автомобільної галузі перевищував їх вміст в осіб інших професій в 6 разів та

становив 120,8 мкг/л [255]. При гострому отруєнні Pb2+ його рівень в крові може

зрости до 1700 мкг/л [256]. До середовища iнкубації, що мicтило Pb2+ Cd2+ та Ni2+,

додавали 100 мкМ розчину тiaкалікс [4] арену С-800 (Рис. 3.2) у 50 мМ буферi

Трис-HCl (pH 7.2) для усунення  iнгiбувального впливу катiонiв цих металiв на

АТР-гідролазну активнiсть субфрагмента-1 мiозину міометрія. 

Рис  3.2.  Хімічна  структура  5,11,17,23-Тетракіс[(гідрокси-

етоксифосфоніл)метил]-25,26,27,28-тетрагідрокситіакалікс[4]арен  (С-800)(А)

та  схема  хелатного  комплексу  тіакалікс[4]арену  з  катіоном  металу  на

нижньому вінцi макроциклу (перевернуте положення) (B)[60].
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Така сама кiлькiсть Трис-HCl  буферу додавали до контрольних зразкiв.

Катioни Pb та Cd додавали в середовище iнкубації в концентрації 100 мкМ, тодi

як  катioни  Ni були  внесенi в  концентрації  300  мкМ.  Було  встановлено,  що

тiaкалікс[4] арен С-800 в концентрації 100 мкМ усував негативний вплив катioнiв

Pb  та  Cd  на  АТРазну  активнiсть  субфрагмента-1  мioзину  мioметрiя  при  їх

концентрації 100 мкМ (Рис. 3.3).

Тiaкалікс[4]арен С-800 також вiдновлював АТРазну активнiсть субфрагмента-1

мiозину  за  дiї  катioнiв  Ni в  концентрації  300  мкМ  (рис.  3.4).  В  той  же  час

тiaкалікс[4]арен  С-800  майже  не  впливав  на  АТР-гідролазну  активнiсть

субфрагмента-1. 

Рис  3.3.  Тіакалікс[4]арен  C-800  вiдновлює  АТРазну  активнicть

субфрагмента-1 мioзину пicля її iнгiбування Cd2+ тa Pb 2+ (100 мкМ) (M ± m, n =

5-6).  100%  -  значення  активності  АТФази  без  додавання  катіонів  важких

металів. Різниця між значеннями "Pb" і "Pb + C-800", а також між "Cd" і "Cd

+ C-800" є статистично достовiрною (p <0,05) і вказана як * і **, вiдповiдно. 
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Рис  3.4. Тіакалікс[4]арен  C-800  вiдновлює  АТРазну  активнicть

субфрагмента-1 мioзину пicля її  iнгiбування  Ni2+ (300 мкМ)  (M ±  m, n = 7-8).

100% - значення активності АТФази без  додавання катіонів Ni.  Різниця між

значеннями "Ni"  та "Ni  + C-800"  є  статистично достовiрною (p  <0,05) та

позначена * .

Найбiльш  iмовiрно,  що  механiзм  захисної  дії  тiaкалікс[4]арену  С-800

базується  на  його  здатностi хелатувати  Pb2+,  Cd2+  та  Ni2+ за  допомогою

гiдроксильних  груп  та  атомiв  двохвалентного  сульфуру  на  нижньому  вiнцi

макроциклу (Рис. 3.2В) із середовища інкубації. 

Оскільки іонні радіуси Mg2+, Cd2+ і Pb2+ у розчині становлять 0,070; 0,102

та 0,126 нм відповідно [245],  а  катіони Cd і  Pb мають значно більшi розмiри

порівняно з  Mg2+,  тому взаємодія  між Cd2+ та  Pb2+ у  сайті  зв'язування Mg2+ в

субфрагментi-1 міозинy ускладнена.  Oднак, експериментально було показано їх

інгібувальну дію на  АТРазну активнiсть  субфрагмента-1  мioзину.  Ми зробили

припущення,  що  ці  катіони  можуть  зв'язуватися на  інших  функціонально

важливих дiлянках субфрагмента-1, що сприяють зв'язуванню та гідролізу АТР.

Було також зроблено припущення, що тiaкалікс[4]арен С-800 може «вiдтягувати»
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катioни ВМ з їх сайтiв зв'язування у субфрагментi-1 мioзину.

Іонні радіуси  Mg2+ та  Ni2+  дуже близькі – 0,070 та 0,067 нм відповідно,

тому цілком імовірна можливість взаємодія Ni2+ з Mg2+-зв'язувальними ділянками

міозину. Отже катіони  Ni можуть  зв'язувати ділянки, які за фізіологічних умов

займають катіони Mg, зокрема в активному центрі. 

3.2. Вiдновлювальна дiя тiaкалікс[4]аренів С-798 та С-800 на АТРазну

активнiсть субфрагмента-1 міозину міометрія за інгібувального впливу Zn2+

Zn2+ - один з найпоширеніших катiоном металів в організмі людини, який

у значній кількості  міститься організмі  людини.  В організмі  дорослої  людини

міститься близько 3 г (30 мМ) Zn [257]. Найбільша його кількість спостерігається

в скелетних м'язах 100-200 мг/г (1,5-3 мМ/г), а також у кістковій тканині 30 мг/г

(0,46 мМ/г)  [257].  Він відіграє значну роль в життєдіяльності та нормальному

розвитку  людини.  [136-138].  Одна  надлишок  Zn  в  органiзмi людини  може

викликати  патологічні  стани  [135,  258].  При  надлишковому  споживанні  Zn  у

вигляді  ліків  та  біологічно  активних  добавок  понад  добову  норму  в  15  мг

протягом  тривалого  часу  може  виникнути  гостре  отруєння  Zn2+.  Воно

виражається порушенням складу крові (нейтропенія та анемія)  [258], нестачею

катіонів Cu та підвищенням рівня “шкідливого” холестеролу у крові [259]. 

Нами  вивчався  вплив  Zn2+  на  гідроліз  ATP  субфрагментом-1 міозину

міометрія. Концентраційна залежність впливу катіонів Zn на АТРазну активність

субфрагмента-1 міозину міометрія свині досліджувалась у діапазоні концентрації

Zn2+ від 0,5 до 5 мМ у середовищі інкубації, яке містило 3 мМ АТР, 5 мМ Mg 2+ та

0,01 мМ Са2+. Найбільш виражений інгібувальний ефект Zn2+ (5 мМ) на АТРазну

активність становив 43+8% (Рис. 3.5). Тому подальші дослідження інгібувальних

впливів Zn2+  на гідроліз ATP субфрагментом-1 міозином були проведені за 5 мМ

цього катіону.

З  метою  з’ясування  молекулярного  механізму  інгібувальної  дії  Zn2+ на

АТР-гідролазну активність міозину ми досліджували вплив Zn2+ на спорідненість
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АТРази  субфрагмента-1  міозину  до  свого  субстрату  (АТР).  При  дослідженні

залежності АТРазної активності субфрагмента-1 міозину від концентрації АТP у

діапазоні від 0,5 до 5 мМ за фіксованої концентрації MgCl2 (5 мМ) в контролі та

за присутності 5 мМ Zn2+ були отримані куполоподібні графіки з максимальним

значенням  активності  АТРази  за  3  мМ АТР (Рис.3.6).  Значення  ензиматичної

активності  на  цьому  піку  за  присутності Zn2+ було  на  30%  нижчим  ніж  у

контролі.  Ці  графіки  у  висхідній  частині  були  лінеаризовані  за  методом

Лайнуівера-Берка.  Розрахунок кінетичних параметрів,  а саме уявної константи

Міхаеліса (Кm) та максимальної швидкості АТРази субфрагмента-1 міозину для

АТР  (Vmax,  АТР),  показав,  що  Vmax,  АТР ензиматичної  активності  міозину  за

присутності 5 мМ Zn2+ зменшується в 1,6 рази (38±7 та 22±6 нмоль Рі/хв на 1 мг

бiлку в контролі та за наявності Zn2+ відповідно, n=5). Значення Кm для гідролізу

АТР субфрагментом 1 міозину статистично не змінювалось, хоча мало тенденцію

до зниження (0,49±0,15 мМ у контролі, 0,38±0,12 мМ у присутності Zn2+, M±m,

n=5).

Рис.3.5. Катіони  Zn концентраційно-залежно  інгібують  активність

АТРази субфрагмента-1 міозину у концентрації 0,5-5,0 мM. За 100% приймалось

значення ATPазної активності без додавання Zn2+(M± m, n=6).



71

Рис 3.6. Залежнicть АТРазної активностi субфрагмента-1 міозину вiд

концентрацiї ATP за присутності Zn2+ (5 Мм) (M± m, n=5).

Відомо,  що міозин за фізіологічних умов є  Mg2+-залежною  ATPазою, її

справжнім  субстратом  є  комплекс  MgATP2-[260]. В  цьому  комплексі  Mg2+

приймає участь у зв’язуванні АТР в активному центрі міозину, а також у каталізі

гідролізу  АТР. Mg2+ координується  в  активному  центрі  ензиму  з  бічними

ланцюгами  амінокислотних  залишків  Thr-186  та  Ser-237,  а  також  з  β-  та  γ-

фосфатними групами молекули АТР з утворенням β, γ-бідентатного комплексу з

активними  молекулами  води,  одна  із  них  здійснює  нуклеофільну  атаку  на  γ-

фосфат ATP. Mg2+ взаємодіє з негативно зарядженими групами ATP, поляризуючи

їх, що полегшує нуклеофільну атаку на термінальний γ-фосфат АТР [261]. Отже

цікавим було дослідити,  вплив Zn2+ (5 мМ ) на залежність АТРазної активності

субфрагмента-1  міозину  від  концентрації  Mg2+ у  порівнянні  з  контролем.

Виявилось, що підвищення концентрації Mg2+ в інкубаційному середовищі від

0,5 до 5 мМ за фіксованої концентрації АТР (3 мМ) за присутності 5 мМ Zn2+ не
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призводить до зміни активності АТРази субфрагмента-1 міозину. 

У той же час у контролі без додавання катіонів Zn була виявлена концентраційна

залежність  АТРазної  активності  субфрагмента-1  міозину  вiд  Mg2+.  Найвищий

рівень гідролізу АТР субфрагментом-1 міозину в контролі був досягнутий при 3

мМ Mg2+  (Рис.3.7). Отже, 5 мМ Zn нівелює залежність ензиматичної активності

субфрагмента-1  міозину  від  концентрації  Mg2+,  за  високих  концентрацій  Zn2+

АТРаза міозину стає практично не чутливою до присутності катіонів Mg.  Іонні

радіуси  Mg2+ та  Zn2+  дуже близькі – 0,070 та 0,076 нм, відповідно  [262],  тому

можлива взаємодія Zn2+ з Mg2+-зв’язувальними ділянками міозину. Катіони Zn за

високих  концентрацій можуть  займати  ділянки,  які  за  фізіологічних  умов

зв'язують катіони  Mg  внаслідок чого  за присутності високих концентрацій  Zn2+

ATPаза міозину стане нечутливою до катіонів Mg.

Рис  3.7.  Залежнicть  АТРазної  активностi  субфрагмента-1  міозин  вiд

концентрацiї Mg2+ за присутності Zn2+ (5 Мм) (M± m, n=6).

Для дослідження здатностi тіакалікс[4]аренiв  C-800 та  C-798 (Рис.  3.8)

усувати інгібуючий ефект Zn2+ на активність АТРази субфрагмента-1 міозину їх

розчини з концентрацiєю 100 мкМ у 50 мМ трис-HCI буфері (рН 7,2) додавали до

інкубаційного  середовища,  що  містило  катіони  Zn  в  концентрацiї  5  мМ.  За
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контроль  приймали  ензимачну  активність  без  додавання  Zn2+  та/або

тіакалікса[4]аренiв до інкубаційного середовища. 

Показано,  що тіакалікса[4]арен С-800 не впливає на активність АТРази

міозину  міометрія  (Рис.  3.9). Водночас,  тіакалікса[4]арен  C-798  справляє

незначний інгібувальний вплив на АТРазну активність субфрагмента-1 міозину.

Вiн скорiше за все пов'язаний з екстракцією з інкубаційного середовища певної

кількості  Mg2+,  які  необхідні  для зв'язування АТР в активному центрі  та його

гідролізу [60]. 

Рис  3.8.  Хімічна  структура  тетрагiдрокситіокалікс[4]арен-

тетрасульфонату (С-798)

Вірогідним механізмом відновлювальної дії тіакалікс[4]аренів C-798 та C-

800 щодо АТРазної активностi субфрагмента-1 міозину за присутності Zn2+ може

бути здатність тіакалікс[4]аренів зв'язувати катіони  Zn, призводячи до усування

їх з інкубаційного середовища. Однак, обидва тіакалікс[4]арени C-798 та C-800 в

концентрацiї  100  мкМ,  усувають  інгібувальний  ефект  Zn2+  на  АТР-гідролазну

активність  субфрагмента-1  міозину.  Цей факт  може  вказувати  на  більшу

спорідненість тіакалікс[4]арену C-798 до катіонів Zn порівняно з катіонами Mg.
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Рис.3.9.  Тіакалікс[4]арени  С-798  та  C-800  (100  мкМ)  вiдновлюють

АТРазну активнicть субфрагмента-1 мioзину пicля її iнгiбування Zn2+ (5 mM). За

100  %  приймали  значення  АТРазної  активності  без  додавання  катіонів  Zn.

Різниця між значеннями "Zn" та "Zn + C-798", а також "Zn" та "Zn + C-800" є

статистично достовірною (p <0.05) та позначена * та **, відповідно (M + m, n

= 5-6).

3.3.  Виявлення можливих дiлянок зв'язування катiонiв Pb та Cd в

структурi субфрагмента-1 мioзину методом комп'юторного моделювання

Для виявлення потенційних дiлянок зв'язування Cd2 + та Pb2 + в структурi

субфрагмента-1  мioзину  було  проведено  комп'юторне  моделювання.  Було

показано, що катiони Pb, Cd та Ni можуть взаємодіяти iз залишками амiнокислот

у декiлькох сайтах, що вiдiгають важливу роль в каталiзi ATP субфрагментом-1

мioзину. Крiм того, данi дiлянки можуть вiдрiзнятись вiд сайтiв зв'язування Mg2+.

Активний центр міозину формується за участі  Р-петлi (Gly176-Lys187),

“перемикачa 1” (Gly230-Phe243) та “перемикач 2” (Ile461-Ser471), а також “реле”,
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50-кДа  “верхнього”  та  50-кДа  “нижнього”  субдоменiв  (Leu475-Glu506)  [73].

Отже,  бiльше уваги було надано можливим дiлянкам зв'язування катiонiв Pb та

Cd наближеним до АТР-зв'язувальної кишенi субфрагмента-1 мioзину. 

Ocкiльки iоннi радiуси Mg2+  та Ni2+ в розчинi подiбнi, найiмовiрнiше, що

Ni2+  взаємодіють з дiлянками зв'язування, характерними для Mg2+, але за досить

значних концентрацiй. Катіони Ni можуть взаємодіяти з субфрагмента-1 міозину

у місці, наближеному до перемикача 2, що бере участь у зв'язуванні АТР і його

гідролізi. Ni2 + взаємодіє з Glu 465 (довжина зв'язку 0,22) нм), Asp468 (довжина

зв'язку 0,35 нм) і  Leu653 з  довжиною зв'язоку 0,37 нм в дiлянцi,  близькій до

щілини між 50-кДа верхнім та 50-кДа нижнім субдоменами, що утворює кишеню

для зв'язування ATP [263]. 

Було обрано два найбільш вірогідні сайти зв'язування для катіонiв Cd та

Pb в молекулі міозину. Cd2 + взаємодіє з Arg236 (довжина зв'язку 0,3 нм) в ділянці

зв'язування 1. Вона знаходиться між ATP-зв'язуючою дiлянкою і 50-кДа нижнiм

субдоменом (Ser652-Leu666), а також наближена до P-петлi. Крім того, катіон Cd

координує з атомами кисню Ser178 (довжина зв'язку 0,35 нм) і Glu177 (довжина

зв'язку 0,27 та 0,36 нм) (Рис. 3.10А).

Катiон Pb взаємодіє з перемикачем 1 і P-петлею, близькою до спіралi реле

(Leu475-Glu506),  в  дiлянцi зв'язування  1  субфрагмента-1  мioзину.  Pb2+ також

взаємодіє із  залишками Arg236 (довжина  зв'язку 0,25 нм) та Leu686 (довжина

зв'язку 0,26 та 0,296 нм) в ділянці зв'язування 2 (Рис. 3.10 В), яка знаходиться у

дiлянцi,  біля  верхнього  50-кДа  субдомена  (Leu218-Asp463,  Glu605-Phe621)  та

наближена  до  перемикача  1  (Gly233-Phe246).  Подiбним  чином  катіон  Cd

взаємодіє з атомами кисню Glu327 (довжина зв'язку 0,24 нм), Glu326 (довжина

зв'язку  0,32  нм)  і  Asp323  (довжина  зв'язку  0,35  нм)  в  дiлянцi  пов'язанiй  зі

зв'язуванням та гідролізом 
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3.10.  Ідентифікація  іонних  взаємодій  Cd2+ (А)  і  Pb2+  (В)  з  дiлянками

зв'язування  1  у  структурi  субфрагмента-1  міозину  за  результатами

комп’ютерного докінга (програма “Chimera”). Лiніями показанi іонні взаємодії.

АТР  (Рис.3.11А). Крім  того,  катіон  Pb  взаємодіє  з  атомами  кисню  Glu177

(довжина  зв'язку  0,32  нм) і  Glu675  (довжина  зв'язоку  0,27  та  0,35  нм).  Pb2+

взаємодіє  з  атомами  кисню  Glu  227 (довжина  зв'язку  0,25 та  0,34  нм), та

додатково  у сайтi зв'язування  з атомом кисню Glu227  (довжина  зв'язку  0,35).

Катіон Pb також може взаємодіяти з  Pro224 (довжина зв’язку 0,4нм) і  Gln287

(довжина зв'язку 0,45 нм) у  ділянці  взаємодії,  пов'язанiй з перемикачем 1. Він

бере участь в зв'язуванні і гідролізi АТP (Рис.3.11 В).

Досліджувалась  також  взаємодія  тiaкалікс[4]арену  С-800  з  дiлянками

зв'язування  ВМ  у  субфрагментi-1 міозину.  В  першу  чергу  була  розглянута

структура тiaкалікс[4]арену С-800 з мiнiмальною енергiєю. Тiaкалікс[4]арен С-

800  має  конформацію  конуса,  яка  стабілiзується  внутрiшнiми  водневими

зв'язками  мiж  фенольними  групами.  Наявніcть  іонiзованих  груп  на  вiнцi
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тiaкалікс[4]арену  значно  пiдвищує  значення  елекростатичних  взаємодій  у

загальнїй енергiї комплексу “хазяїн”-”гiсть” [218]. Був проведений комп'юторний

докiнг для дослiдження можливої здатностi тiaкалікс[4]арену С-800 змiнювати

геометрiю розташування катioнiв  Pb та  Cd сайтi зв'язування 1 субфрагмента-1

мioзину. Було встановлено, що катіони  Cd взаємодіють тетраедрично з His689

(довжина зв'язку 0,26) та Glu177 (довжина зв'язку 0,37) у субфрагментi 1 міозину,

a також з атомами кисню та сульфуру на нижньому вiнцi тiaкалікс[4]арену С-800

Рис. 3.11. Ідентифікація іонних взаємодій Cd2+ (А) і Pb2+ (В) з дiлянками

зв'язування  1  у  структурi  субфрагмента-1  міозину  за  результатами

комп’ютерного докінга (програма “Chimera”). Лiніями позначенi іонні взаємодії.

 (S4 – 0,15 нм; O4 – 0,27 нм; O1- 0,33 нм) (Рис 3.12А). Катiон Pb, який зв'язується

з субфрагментом 1 міозину, взаємодіє з тiaкалікс[4]ареном С-800.  В результатi

Pb2+ усувається з дiлянки зв'язування в субфрагментi 1. Катioни Pb також можуть

взаємодіяти  з  кiлькома  атомами  оксигену  та  сульфуру  на  нижньому  вiнцi

тiaкалікс[4]арену С-800 (O1 — 0,22 нм; S2 – 0,26 нм; O3 — 0,3 нм) (Рис 3.12В).

Таким чином взаємодія мiж Cd2+, Pb2+ та тiaкалікс[4]ареном C-800 у субфрагментi
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1  міозину  може  зменшувати  iнгiбувальну  дiю  даних  катioнiв. Функцioнальнi

групи  тiaкалікс[4]арену C-800,  якi взаємодіють  з  Cd2+  та  Pb2+,  можуть  значно

послаблювати  зв'язки  мiж  цими  катioнами  та  залишками амiнокислот  в

субфрагментi-1 міозину. При цьому збiльшується вiдстань мiж ними. 

Рис.  3.12.  Взаємодія  катіонів  Cd  (A)  і  Pb  (B)  з  амінокислотними

залишками субфрагмента-1  міозину  за  присутності  тіакалікс[4]арену  С-800.

Результати комп’ютерного докінга (програма “Chimera”).

3.4.  Виявлення  можливих  дiлянок  зв'язування  Zn2+ в  структурi

субфрагмента-1 мioзину методом комп'ютерного моделювання 

Комп'ютерне  моделювання  показало,  що  катіони  Zn  мають  декілька

областей зв'язування в субфрагментi-1 міозину. Одна з них розташована у нижній

частині щілини між верхнім та нижнім 50-кДа субдоменами, поблизу нуклеотид-

зв'язувальної ділянки, безпосередньо біля Р-петлі. В ній Zn2+ взаємодіє з атомами

кисню Glu177  (довжина  зв’язків  0,23  і  0,39  нм  відповідно),  з  атомом  кисню

Ser178  (довжина  зв’язку  0,31  нм)  та  Arg236  (довжина  зв'язку  0,32  нм)  (Рис
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3.13А).

Рис 3.13.  Ділянка зв'язування  Zn2+ бiля Р-петлi субфрагмента-1 міозину

та  вплив  тіакалікс[4]арену  С-798  на  взаємодію  Zn2+  з  нею.  Результати

комп’ютерного докінга (програма “Chimera”).

Інша ділянка зв'язувальна Zn2+ розташована в нижній частині верхнього 50-

кДа  субдомену  (Leu218-Asp463,  Glu605-Phe621)  поблизу  “перемикача  1”

(Gly233-Phe246) і P-петлі (Рис. 3.14А). Zn2+ може координувати з атомоми кисню

Glu327 (довжина зв'язку 0,21 нм), Glu326 (довжина зв'язку 0,34 нм) та Asp323

(довжина  зв'язку  0,32  нм)  (Рис  3.14А).  Катіон  Zn  також  може  взаємодіяти  з

голівкою міозину в регіоні, який контактує з “перемикачем 2”, взаємодіючи з Glu

465 (довжина зв’язку  0,24 нм),  Asp468 (  довжина зв’язку  0,31 нм)  та  Leu653

(довжина  зв'язку  0,37  нм). В  означених  місцях  дiлянка  зв'язування  Zn2+

знаходиться біля ділянки, що зв'язує актин і щілини між верхнім та нижнім 50

кДa субдоменами. У нижній частині цієї щілини розташована кишеня, що зв'язує

АТР.  Ці  Zn2+ зв'язувальні  домени субфрагмента-1  міозину  відіграють  важливу
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роль  у  зв'язуванні  та  гідролізі  АТР.  У  цих  ділянках  відбуваються  складні

конформаційні перетворення в процесі перенесення енергії з сайту гідролізу АТР

на поверхню, що зв'язує актин.  Розглядаючи отримані результати докінгу  Zn2+,

можна зробити висновок, що у зв’язуванні даного катіону з молекулою міозину

основне  значення  відіграє  його  взаємодія  з  негативно  зарядженими  групами

амінокислотних залишків ензиму, зокрема Glu та Asp.

Рис 3.14. Ділянка зв'язування Zn2+ в субфрагментi-1 міозину бiля Р-петлi

та “перемикача 1” в субфрагментi-1 міозину (A) та вплив тіакалікс[4]арену С-

798 на взаємодію  Zn2+  в областi Р-петлi та “перемикача 1”  (В). Результати

комп’ютерного докінга (програма “Chimera”).

Доречним було дослідити здатність даних тіакалікс[4]аренів взаємодіяти з

катіонами Zn, які вже зв'язалися із ділянками поблизу активного центру міозину.

Найбільшу увагу ми звернули на три найвірогідніші сайти зв’язування для Zn2+,

які наближенні до АТР-зв’язувальної ділянки субфрагмента-1 міозину [264].

Тіакалікс[4]арени С-798 та  С-800 знаходяться в  конформації  «конус» з
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містками  із  атомамiв  cульфуру  між  ароматичними  кільцями.  Вона  додатково

стабілізується внутрішнiми водневими зв'язками між фенольними групами. Була

отримана енергетично мінімізована структура тiакалікс[4]арену: загальна енергія

після мінімізації становила 64,5 ккал/моль. Наявність іонізованих груп на ободі

(зокрема нижньому) тiакалікс[4]арена значно посилює внесок електростатичних

взаємодій  в  загальну  енергію  взаємодії  «гість-хазяїн».  «Фіксація»

тіакалікс[4]аренiв С-798 та С-800 у «западині» моторного домена субфрагмента-1

міозину відбувається за участі декількох амінокислотних залишків. 

Гідрофобна  корзина  тіакаліксарену  фіксується  залишками  ароматичних

амінокислот Phe467 та Phe469 у субфрагменті-1 міозину,  негативно заряджені

атоми кисню тіакаліксаренів взаємодіють із  залишками амінокислот –  Arg570,

Asn572 та His689 зарядженими позитивно (Рис 3.13В).

При  дослідженні  впливу  тiакалікс[4]арену  С-798  на  зміну  положення

катіону  Zn2+ при  докінгу  в  області,  наближеній  до  моторного  домена

субфрагмента-1 міозину, показано, що за присутності тіакаліксарену зв’язаний з

міозином  Zn2+   взаємодіє  з  атомами  кисню  третьої  сульфонільної  групи

тiакалікс[4]арену  С-798  (довжини  зв’язків  О16  –  0,26  нм;  O15  –  0,27  нм

відповідно),  проте  майже  не  взаємодіє  з  атомами  кисню  залишків  Asp323  та

Glu326 молекули міозину, а з Glu327 координування відбувається значно слабше

(довжина  зв’язку  0,43  нм).  При  цьому  тiакалікс[4]арен  С-798  фіксується  у

«впадині»  протеїну  за  участі  декількох  амінокислотних  залишків  міозину.

Зокрема, негативно заряджені атоми кисню сульфонільних груп тіакаліксарену

взаємодіють із позитивно зарядженими амінокислотними залишками –  Lys188,

Lys195 та Gln221 субфрагмента-1 міозину (Рис 3.14 В).

Встановлено, що енергетична сфера катіону Zn2+ контактує і навіть дещо

перекривається  з  поверхнею  розповсюдження  електростатичних  взаємодій,

обумовлених  наявністю  атомів  кисню  та  атомів  сірки  в  молекулі

тiакалікс[4]арену  С-798.  Це  свідчить,  що досліджуваний катіон  знаходяться  у

досить тісній взаємодії з негативно зарядженими атомами верхнього та нижнього
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вінців  тiакалікс[4]арену С-798. Імовірно, що тiакалікс[4]арен «відтягує» на себе

катіон  Zn,  внаслідок  чого  взаємодія  катіонів  із  амінокислотними  залишками

ензиму послаблюється.

Ми також провели комп’ютерне моделювання докінгу  С-800 в  області,

наближеній  до  моторного  домена  субфрагмента-1  міозину,  за  умови

попереднього  зв’язування  Zn2+ у  цій  ділянці. При цьому спостерігалась зміна

положення катіону Zn: він взаємодіє з Arg236 (довжина зв’язку 0,37 нм), Glu675

(довжина  зв’язку  0,41  нм)  та  атомами  верхніх  функціональних  залишків

тіакаліксарену (Н26 – 2,36 нм; Н30 – 2,96 нм; С30 – 0,31 нм; O5 – 3,7 нм; О16 –

0,4 нм, О7 -0,48 та О11 – 0,51 нм).  Zn2+ взаємодіє з С-800 подібно до С-798.

Катіон Zn також віддаляється від попереднього місця зв'язування в даній області

і знаходиться у взаємодії із Asp468 (довжина зв'язку 0,2 нм) та атомами нижнього

вінця каліксарену (С4 – 1,96 нм; С14 – 2,07 нм; S3 – 2,16 нм; О2 – 2,26 нм; С3 –

2,97 нм; С20 – 3,10 нм; О4 – 4,2 нм; С14 – 3, 0 нм та О3 – 4,1 нм).

Отже,  результати  докінгу  тiакалікс[4]аренів  С-798  та  С-800  в  ділянку

субфрагмента-1 міозину, яка наближенна до АТР-гідролазного центру, за умови

зв'язування катіону  Zn2+ з  бiлком  вказують  на  можливість  взаємодії

функціональних  груп  цих  сполук  з  катіоном  Zn.  При  цьому  зв'язки Zn2+ із

амінокислотими  залишками  субфрагмента-1  міозину  значно  послаблюються і

відстань між ними збільшується.  Внаслідок цього може усуватися негативний

вплив катіону на АТРазну активність міозину.

3.5.  Вплив  тіакалікс[4]арену  C-800  на  метаболiчну  активнiсть

мітохондрій клiтин мioметрiя в присутності катioнiв Cd та Pb 

Комплекс  МgАТР2-  є субстратом  для  АТРази  міозину  [248],  тому

забезпечення  енергетичних  потреб  ГМ  клітини  важливе  для  функціонування

АТРази міозину,  а  отже процесу скорочення ГМ. Молекули АТР утворюються

завдяки  процесу  окисного  фосфорилювання  мітохондріями  ГМ  клітини [149,

150], які займають 3-5% її об'єму [147]. 
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Метаболічна  активність  клітин  ГМ  матки  оцінювалась  методом  МТТ-

тесту,  який  базується  на  вiдновленнi водорозчинної  солі  тетразолію  (3-[4,5-

диметилтіазол-2-іл]-2,5-дифенілтетразолій-броміду  або  MTT  реагенту)

метаболічно  активними  клітинами,  що  призводить  до  осідання  кольорових

формазанів  [265].  Цей  метод  дозволяє  вивчати  метаболічну  активність

мітохондрій  та  непрямо  визначати  кількість  життездатних  клітин.  Він  також

широко  застосовується  для  визначення  антипроліферативної  активності  та

цитотоксичності сполук [243].

Клiтини мioметрiя в культурi iнкубувались протягом 24 год з катiонами

Cd тa Pb концентрацiя, яких становила вiд 0,15 мM до 1,25 мM. Було показано,

що  Cd2+ тa Pb2+ сприяють вiдновлювленню МТТ реагенту. Найiнтенсивнiше вiн

вiдновлювався пiд впливом  Cd2+  тa Pb2+  при їх конценрацiї 1,25 мM, а саме в 2

рази  (Рис.3.15).  Оскiльки  реакція  відновлення  МТТ  реагенту  вiдбувається

переважно  за  рахунок  мітохондріальних  ензимів  та  носіїв  електронів,  тому  в

даному випадку посилене утворення формазану клiтинами ГМ матки може бути

пов'язаним  з  порушенням  функцiонування  ЕТЛ  мiтохондрiй.  Вважається,  що

МТТ реагент  у  мітохондріях  відновлюється  переважно  за  рахунок  активності

сукцинатдегідрогенази  (комплексу  ІІ)  [265-268]. Не  виключена  також  участь

НАДН-дегідрогеназного  комплексу у  реакції  вiдновлення  МТТ  в  клiтинi та

НАДН  у  якості  донора  електронiв  [265,  268].  Показано,  що  зменшення

клітинного  рівня  НАДН  супроводжується  супутнім  зниженням  утворенням

формазану з МТТ реагенту, а iнгiбування комплексу I ЕТЛ знижувало швидкість

утворення формазану [269, 270]. 

Підвищення  метаболічної  активності  клітин  може  бути  пов'язаним зі

збільшенням кількості  мітохондрій  внаслідок  їх  біогенезу,  що  призводить  до

посилення відновлення МТТ реагенту до формазану [271].

Збільшення утворення формазану клiтинами міометрія також може бути

повязаним із посилення їх проліферації під впливом катіонів Cd тa Pb. Зокрема,

катіони  Cd за концентрації 1 мкМ здатні посилювати проліферацію клітинних
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ліній  раку  грудної  залози  MCF-7,  T47D та  ZN-75-1  [272]. Cd2+ за  хронічного

впливу  також  призводить  до  збільшення  ваги  матки  [273]  та  гіперплазії

ендометрія  у  щурів  [274].  Це може пояснюватись тим,  що Cd2+,  а  також  Pb2+

відносяться до металоестрогенів [33; 275]. Показано, що Cd2+ здатен зв'язуватись

з

Рис.  3.15. Тіакалікс[4]арен  С-800  (100  мкМ)  нівелює  порушення

активності дихального ланцюга мітохондрій, яке було викликано катioнами Pb

та Cd (використовували МТТ-тест).  За 100 % приймалося значення оптичної

густини формазану при  λ=545 нм за відсутності катіонів важких металів та

тіакалікс[4]арену С-800 (M±m; n=4-6).

рецептором естрогену  α.  Це призводить до блокування взаємодії  та  зниження

доступністі  сайтів  зв'язування  рецептора  естрогену  α  з  естрадіолом,  але  при

цьому його афінність не знижується [276]. Рецептор естрогену α відіграє значну

роль в розвитку та підтримці функціонування жіночої репродуктивної системи.

Зокрема,  він  стимулює  рост  та  проліферацію  клітин  ендометрія  матки,  теки

яєчника  та  протоків  грудної  залози  [277].  Катіони  Cd  можуть  зв'язуватись  з



85

доменом  зв'язування  ліганду  рецептора  естрогену  α.  Можливими  сайтами

взаємодії для катіонів  Cd у домені зв'язування ліганду рецептора естрогену α є

залишки амінокислот C381, C447, E523, H524 і D538. Ще одним перспективним

сайтом зв'язування Cd2+ є домен зв'язування ДНК. Катіони Cd можуть заміщувати

Zn2+ в цьому домені оскільки вони мають подібні хімічні властивості. При цьому

заміщення  Zn2+ катіонами  Cd  незначно  збільшує  спорідненість  у  рецептора

естрогену α до зв'язування ДНК [278]. 

Однією  з  мішенней  Cd2+ також  може  слугувати  мембранний  рецептор

естрогену GPR30. Показано, що катіони Cd сприяють проліферації клітини раку

грудної  залози  SKBR3  при  концентраціях  від  50  до  500  нМ.  Ця  лінія  є

негативною за рецептором естрогену α та позитивною за рецептором естрогену

GPR3 [279].

При  додаваннi тіакалікс[4]арену  С-800  (100  мкМ)  до  середовища

інкубації  клітин  iнтенсивнiсть  вiдновлення  МТТ  реагенту  (Рис.  3.16)  за  дії

катіонів  Cd тa Pb знижувалась та поверталась до контрольного рiвня.  Це може

пояснюватися  як  зв'язуванням  цих  кaтioнiв  з  середовища  iнкубації,  так  і

зменшенням шкiдливого впливу Cd2+ тa Pb2+ всерединi клiтин мioметрiя. 

При  вивченні  впливу  тіакалікс[4]арену  С-800  на  інтенсивність

відновлення МТТ реагенту до формазану його додавали у концентрації 60-500

мкМ до  середовища та  інкубували клітини міометрія  з  ним протягом 24 год.

Показано,  що  iнтенсивнiсть  утворення  формазану  знижувалась  на  30%  при

ікубації клітин з тіакалікс[4]ареном С-800 у концентрації 500 мкМ, при цьому

вона   залишилась майже незмінною у діапазоні концентрацій  тіакалікс[4]арену

С-800  60-250 мкМ (Рис.  3.16).  Можна припустити,  що тіакалікс[4]арен С-800

майже  не  впливає  функціонування  ЕТЛ  мітохондрій  та  має  низьку

цитотоксичність у концентрації 60-250 мкМ.

Катiони  Zn лише  на  35%  підвищували  iнтенсивнicть  утворення

формазану в клiтинах ГМ матки за концентрації вiд 1,5 мМ на вiдмiну вiд Cd2+ тa

Pb2+.  Отже  можна  припустити,  що  вони  незначно  можуть  підвищувати
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інтенсивність функціонування ЕТЛ мітохондрій (Рис. 3.17).

Рис 3.16. Відсутність впливу тіакалікс[4]арену С-800 у концентрації 60-

250 мкМ на дихальний ланцюг мітохондрій в клiтинах гладенького м'яза матки.

За 100 % приймалося значення оптичної густини формазану при  λ=545 нм за

відсутності тіакалікс[4]арену С-800 (M±m; n=4).

Рис  3.17.  Незначне  підвищення  активності  дихального  ланцюга

мітохондрій  в  клiтинах  гладенького  м'яза матки  за  дії  Zn2+. За  100  %

приймалося значення оптичної густини формазану при λ=545 нм за відсутності

катіонів Zn (M±m; n=4).



87

3.6.  Автофлуоресценцiя  НАДН та  ФАД в  iзольованих мiтохондрiях

мioметрiя за дії катіонів важких металів

Для  того,  щоб  перевірити  припущення  про  зв'язок  між  посиленням

відновлення  МТТ реагенту  за  дії  Cd2+ тa Pb2+ з  порушенням  функціонування

комплексів І  та  ІІ  ЕТЛ мiтохондрiй у клітинах міометрія,  ми дослідили зміни

автофлуоресценцiї флавiнових та нiкотинамiдних коензимів, оскільки НАДН та

ФАДН2 -  основні  донори електоронів  та  протонів  у  ЕТЛ.  НАД+ отримує  два

електрони та протони із  субстратів  на  декількох етапах циклу трикарбонових

кислот  та  відновлюється  до  НАДH.  ФАД+  відновлюється  до  ФАДН2 завдяки

окисненню сукцината до фумарата сукцинатдегідрогеназою (комплексом II) ЕТЛ.

Мітохондріальний НАДH окиснюється після передавання електронів в комплекс

I (НАДН-дегiдрогеназний комплекс) ETЛ, а ФАДН2 окиснюється  комплексом II

віддаючи  два  електрона.  Надалі  електрони  послідовно  передаються  від

комплексу I та II до убихінону (коензиму Q), а з нього послідовно до комплексу

III  (комплекс  цитохромiв  bc1)  та  комплексу  IV  (цитохром-оксидазу),  що

призводить  до  відновлення  молекулярного  кисню  до  води.  Потік  електронів

пов'язаний з "викачуванням" протонів комплексами I, III і IV через непроникну

для них внутрішню мембрану мітохондрій у внутрішній міжмембранний простір.

Це створює протонний градієнт необхідний для утворення АТФ у мітохондріях.

[280]. 

Останнім часом зростає  інтерес  до  використання внутрішньоклітинних

флавiнових  та  нiкотинамiдних  коензимів  як  внутрішньоклітинних  біомаркерів

для  вивчення  метаболічної  активності  мітохондрій  та  її  порушень  [245,  281],

оскільки  саме  вони є  основними  первинними  переносниками  електронів  за

процесу  окиснювального  фосфорилювання. Мітохондрії  мають  підвищене

співвідношення НАДН/НАД+ у порівнянні з цитоплазмою, яке складає від 7 до 8.

НAДH та його окислена форма (НАД+) також беруть участь у забезпеченні різних

функцій  мітохондрій,  зокрема  енергетичному  обміні,  гомеостазі  кальцію,

експресії генів, окислювальному стресі, старінні та апоптозі [282]. 
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Ряд  досліджень  продемонстрував  зв'язок  між внутрішньою

автофлюоресценцією НАДН з  метаболiзмом клітини та  її  патологіями.  Рівень

НАД+ у мітохондріях метаболічно більш активних клітин підвищенний. Зокрема,

у  мітохондріях  кардіоміоцитів  він  становить  70%  (10.0±1.8  нМ/мг  протеїну),

нейронах 50%  (4.7±0.4 нМ/мг протеїну), а у клітинах печінки 30-40%  (3.2±1.0

нМ/мг протеїну) [283]. У тканинах молодих організмів рівень НАД+ підвищений,

зокрема,  у  шкірі  новонароджених  його  рівень  у  3  рази вищій  ніж  в  шкірі

дорослої людини, але з віком його рівень у клітинах знижується [283]. Фізична

активності організму також впливає на рівень НАД+ у мітохондріях, зокрема у

мітохондріях скелетних м'язів його рівень зростає при скороченні та збільшенні

інтенсивності  тренування [284].  На противагу цьому пiдвищення рiвня НАДH

спостерiгається при зниженнi метаболiчної активностi клiтини, що характерно

для клiтин багатьох типів пухлин та метаболiчно менш активних тканин [281,

285]. Зокрема, при раку грудної залози [269] та простати спостерігається значне

збільшення рiвня НАДH у малігнізованих тканинах порівняно з  нормальними

[286]. Зростання  рівня  НАДH  відбувається  також  при  певних  захворюваннях

таких,  як  діабетична  кардіоміопатія  [287],  діабет,  ожиріння  [288] та  гостра

ниркова  недостатність  [289].  Отже,  вивчення  співвідношення  НАДН/НАД+

дозволяє  досліджувати  клітинний  метаболізм  під  час  патофізіологічних  змін

[267]. 

Максимальна хвиля збудження для вiдновленої форми НАДН становить

близько 340 нм тодi, як максимум емiсії складає 450 нм. В той же час, окиснена

форма нікотинамідного коензиму (НАД+) не має власної автофлуоресценції [290].

Вільний ФАД+ флуоресціює при хвилі збудження 450 нм з емісію при 525

нм в той час, як вiдновлена форма флавінового коензиму (ФАДН2) не має власної

флуоресценції.  Унаслідок  цього  автофлюоресценція  НАДH  (458  нм)  та  ФАД+

(528 нм) може вивчатись незалежно за допомогою вибiркового збудження при

340 та 450 нм відповідно. ФАДH2 та його окислена форма (ФАД) також мають

вирішальне значення для багатьох окисно-відновних реакцій у живих клітинах
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[291,  292]. Крiм  того,  було  показано,  що  функцioнування  ЕТЛ  у  iзольованих

мiтохондрiях  спiввiдносилось з  окисно-вiдновним станом коензимiв  НАДН та

ФАД. Отже, внутрiшньоклiтинний та мітохондріальний рiвень цих коензимів має

дiагностичне  значення  в  якостi природного  бiомаркера  внутрiшньоклiтинних

окисно-вiдновних реакцiй, енергетичного метаболiзму та порушень при рiзних

паталогiчних станах [293].

При дослiдженнi  автофлуоресценцiї  НАДН в  iзольованих мiтохондрiях

міометрія щура було показано, що вона зростала приблизно в 2 та 1,5 раза пiсля

їх iнкубації  протягом  5  хв  з  катiонами  Cd  та Pb  (Рис.  3.18),  вiдповiдно.

Концентрацiя обох металiв при цьому становила 1 мМ. Вона також зростала пiд

впливом  Zn2+   (1 мМ) на 50% (Рис. 3.19). Автофлуоресценцiя НАДН майже не

змінювалась за дії Ca2+ та Mg2+(1 мМ). Можна припустити, що катіони Cd і Pb, а

Рис.  3.18.  Підвищення  рівня  автофлуоресценцiї  НАДН  в  iзольованих

мiтохондрiях мioметрiя щура за їх iнкубації з Cd2+ та Pb2+ (1 мМ ) протягом 5 хв

. За  100  %  приймалося  значення автофлуоресценцiї НАДН  в  iзольованих

мiтохондрiях гладенького м'яза матки без додавання катiонiв металiв. Рiзниця

для  Cd2+ та Pb2+  – cтатистично достовiрна (p <0.05)  та позначена * та **

вiдповiдно (M+SD; n=4).
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Рис.  3.19. Підвищення  рівня  автофлуоресценцiї  НАДН  в  iзольованих

мiтохондрiях мioметрiя щура за їх iнкубації протягом 5 хв з Zn2+та Са2+(1 мМ).

За  100  %  приймали  значення автофлуоресценцiї  НАДН  в  iзольованих

мiтохондрiях без додавання катіонів двовалентних металів. Рiзниця для Zn2+та

Са2+  – cтатистично достовiрна (p <0.05), вона позначена * та **, вiдповiдно

(M+m; n=4).

також  меншою  мірою  катіони  Ca  та  Zn призводять  до  порушення

функціонування  НАДН-дегiдрогеназного  комплексу в  ЕТЛ,  що  викликає

підвищення  рівня  вiдновленої  форми  нікотинамідного  коензиму  (НАДH)  в

мітохондріях мioметрiя. Пiдвищення рiвня НАДH спостерiгається при зниженнi

метаболiчної активностi  клiтини, зокрема характерно для клiтин багатьох типів

пухлин та метаболiчно менш активних тканин  [285, 286]. Однак в поєднаннi  з

пiдвищеним рiвнем автофлуоресценції окисненого флавiнового коензиму може

свiдчити  про  посилення  окисно-вiдновних  процесiв  [294].  При  дослiдженнi

автофлуоресценцiї  ФАД+ в  iзольованих  мiтохондрiях  ГМ  матки  щура  було

показано, що вона зростала приблизно в 2 рази рази пiсля їх iнкубації протягом 5

хв  з  катiонами  Cd  (1  мМ)  (Рис.  3.20).  Однак  вона  майже  не  змiнюється  пiд

впливом Pb2+. Автофлуоресценцiя ФАД+ також не змiнюється пiд впливом Mg2+,
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Ca2+ та  Zn2+ за концентрації 1 мМ, які вiдносяться до важливих мiкроелементiв

(Рис. 3.21).

Рис. 3.20. Підвищення рівня автофлуоресценцiї ФАД в iзольованих мiтохондрiях

за їх iнкубації протягом 5 хв з Сd2+  (1мМ) (M+SD; n=4). За 100 % приймалося

значення автофлуоресценцiї ФАД в  iзольованих мiтохондрiях гладенького  м'яза

матки без додавання катiонiв металiв. Рiзниця достовiрна (p <0.05) для  Cd2+,

позначена як*.

Рис.3.21. Відсутність впливу на автофлуоресценцiю ФАД в  iзольованих

мiтохондрiях мioметрiя щура за їх iнкубації з Zn2+, Ca2+ і Mg2+ (1 мМ) протягом

5 хв з  (M+SD; n=4). За 100 % - значення автофлуоресценцiї ФАД в iзольованих

мiтохондрiях гладенького м'яза матки без додавання катiонiв металiв. 
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Отже можна припустити, що інкубація iзольованих мiтохондрiй міометрія з Cd2+

призводить до порушення функціонування сукцинатдегiдрогенази (комплекс II) в

ЕТЛ, а саме активацiї комплексу II  та посилення процесу окиснення сукцинату.

Таке  порушення  функцioнування  сукцинатдегiдрогенази  може  сприяти

посиленому  утворенню  АФК  мітохондріями  [295],  а  отже  призводити  до

окислювального стресу в клiтинах  [296]. Зростання рiвня ФАД спостерiгається

також  незадовго  до  апоптозу,  що  супроводжується  порушенням

функцioнуванням ЕТЛ, зокрема транспорту електронiв [297].

3.7. Продукування активних форм кисню у суспензії клiтин міометрія

щурiв

Утворення  АФК  -  одним  з  основних  наслідків  порушення

функціонування ЕТЛ. За фізіологічних умов при переносі електронів через ETC

незначна частка електронів утікає та призводить до утворення вільних радикалів

таких, як супероксид анioн, перекис водню та гідроксильні радикали [174, 183,

185].  Підвищений рiвень АФК призводить до  окислювального стресу  зі  свого

боку до  перекисного  окислення  ліпідів,  білків  і  пошкодження ДНК.  Зокрема,

окислення ліпідiв мембрани мітохондрій, викликане АФК [197],  призводить до

зниження  її  потенціалу,  яке  призводить  до  апоптозу  внаслідок  підвищеня

концентрації цитохрому с в цитозолi, проапоптичного бiлка апаф-1, каспаз 3 та 9

[198].  Окислювальний  стрес  також  призводить  до зниження синтезу АТФ  в

клiтинi,  а  отже продукування  в  ній  енергії  [199]. Основними  сайтами

продукування АФК в ЕТЛ є комплекси I, IІ та III [128, 265, 269]. 

Оскільки катіони ВМ здатні порушувати функціонування ЕТЛ, доречним

було вивчити їх вплив на генерування АФК клітинами міометрія. Вплив катioнiв

Cd,  Pb та  Zn на  продукування  АФК  у  суспензії  клiтин  ГМ  матки  щурiв

дослiджували із застосуванням протокової цитофлуориметрії та використанням 2

', 7'-дихлордигідрофлуоресцеїн діацетату (DCFDA) як зонда. Було показано, що
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Cd2+ та  Pb2+ у  концентрації  1  мМ пiсля  iнкубації  протягом 5  хв  підвищували

утворення  АФК  мiоцитами  матки  на  50%. В  той  час,  як  Zn2+  (1  мМ)  сприяв

посиленню генерування АФК клітинами міометрія на 20% після 5 хв інкубації

(Рис. 3.22). 

При додаванні тіакалікс[4]арен С-800 (100 мкМ) до середовища інкубації

клітин міометрія з катіонами Сd (1 Мм) та їх наступній інкубуції протягом 5 хв

не було встановлено зниження генерування АФК (Рис. 3.23).

Рис. 3.22. Катioни Cd, Pb та Zn (1 мМ) посилюють утворення активних

форм  кисню  в  клітинах  міометрія  (час  інкубації-5  хв). За  100%  приймали

інтенсивність  флуоресценцiї  DCF  при  λЗб=488  нм  в  клітинах  міометрія  без

додавання  катiонiв  металiв  (M+m;  n=3-8).  Рiзниця достовiрна  (p  <0.05) для

Cd2+, Pb2+ та Zn2+, вона позначена як*.

Зокрема,  інгібітори  комплексу  ІІІ  стигмателін  та  актиноміцин  А

знижують продукування АФК за дії катіонів Cd у клітинній лінії гепатоми щура

AS-30D.  Це  може  свідчити  про  значний  внесок  наведеного комплексу  у
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генеруванні АФК, викликане Cd2+. У клітинній лінії карциноми печінки щура AS-

30D також виявлено, що Cd2+ сприяє утворенню АФК, викликаного порушенням

функціонування комплексу II особливо, сайту окиснення хінолу [299]. 

Рис.  3.23.  Тіакалікс[4]арен  С-800  (100  мкМ)  не  запобігає  посиленню

утворення активних форм кисню в клітинах міометрія за дії Сd2+ (1 мМ)  (час

інкубації  -  5  хв).  За  100%  приймали  інтенсивність  флуоресценцiї  DCF  при

λЗб=488  нм  в  клітинах  міометрія  без  додавання  катiонiв  металiв  та

тіакалікс[4]арену С-800 (M+m;  n=4-8). Рiзниця достовiрна (p <0.05) для  Cd2+,

позначена як*.

Посилення  утворення  АФК  під  впливом  катіонів  Cd2+,  Pb2+ та  Zn2+ в

клітинах  може  призвести  до  окислювального  стресу,  який пов’язаний  з

перекисним  окисленням  ліпідів,  білків  та  пошкодженням  ДНК  [18,  19],  що

ініціює розвиток багатьох  захворювань  [16,  17].  Деякими  дослідженнями

встановлено,  що катіони  Cd сприяють  утворенню АФК  комплексами ІІ  та  ІІІ

[298, 299]. 

Основна роль в продукуванні АФК сукцинатдегiдрогеназою (комплекс ІІ)

за  дії  Cd2+  належить  дiлянцi зв'язування  флавіну  за  інгібування  процесу

відновлення  убіхінонону  [300].  При  цьому  блокування  сайту  зв'язування

сукцинату в комплексі II малатом пригнiчує продукування АФК під впливом Cd2+

[301]. Катіони Pb посилюють утворення АФК сукцинатдегiдрогеназою та майже



95

не впливають на їх  генерування комплексом І  в  ЕТЛ у мітохондріях синапсів

[302].  Pb2+ та  Cd2+ також  iнгiбують  ряд  важливих  антиоксидантних  ензимiв,

зокрема каталазу [194, 303], супероксиддисмутазу [304] та глутатiонпероксидазу

[195, 196]. 

Катіони  Pb здатні замiщувати важливi для каталiзу метали,  а саме Mg2+,

Ca2+ i Zn2+ в  антиоксидантних  ензимах.  Крім  того,  катіони  Pb також  можуть

ковалентно зв'язуватись з суфгiдрильними групами ензимiв, що призводить до їх

інактивації.  Катioни  Сd здатнi послаблювати  антиоксидантний  захист  клiтин,

завдяки зниженню пулу глутатіону - однієї з основних антиоксидантних молекул

в клітині [188]. 

3.8.  Флуоресцентнi властивостi властивостi тіакалікс[4]аренiв С-798

та С-800

Завдяки  своїй  вийнятковій  здатність  до  комплексоутворення  з  різними

катіонами  та  аніонами  тіаліксарени  можуть  розглядаються,  як  перспективні

сполуки для розробки флуоресцентних хемосенсорів [61-63]. Зокрема, на основі

тіаліксаренів, вже розроблені селективні та чутливі флуоресцентні хемосенсори

до катіонів металів таких, як Hg2+, Cu2+, Fe3+ i Cr3 [62, 64, 65]. 

Тіакаліксарени мають покращену здатність зв'язувати катіони металів, яка

пов'язана  з  гідроксильними  групами  та  двовалентними  атомами  сірки.  Вони

щільно розташовані на нижньому краю, що дозволяє тіакаліксаренам хелатувати

іони металів з утворенням стійких комплексів. 

При  дослiдженнi властивостей  тіакалікс[4]аренiв  С-798  та  С-800  було

виявлено,  що обидвi сполуки мають флуоресцентнi властивостi. Показано, що

при  збудженні  хвилею  340  нм  флуоресценція  тіакалікс[4]арену  С-800  має

максимальне  значення  емiсiї при  довжині  хвилі  380  нм.  В  той  час,  як  для

тіакалікс[4]арену С-798 максимум емiсiї становив 458 нм при хвилi збудження

399 нм. 

При  вивченні  впливу  Pb2+,  Zn2+ та  Cd2+ на  флуоресценцію
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тіакалікс[4]арену С-798  встановлено,  що  катiони  Zn та  Cd  не  мали  значного

впливу  на  неї.  В  той  же  час,  Pb2+  знижували  iнтенсивнicть  флуоресценцїї

тіакалікс[4]арену С-798, що може бути пов'язаним з агрегацією його молекул  пiд

їх впливом (Рис. 3.24). 

Рис  3.24.  Відсутність  впливу  Zn2+ та  Cd2+ (1  мМ)  на  iнтенсивнiсть

флуоресценції  тіакалікс[4]арену  С-798  (100  мкМ)  та  її  зниження  за  дії  Pb2+

(λЗб=399 нм).

3.8.1.  Тіакалікс[4]арен  С-800  —  селективний  та  чутливий  зонд  до

катiонiв Zn

Zn2+ -  другий  найпоширеніший  катiон  металу  пicля  Fe2+  в  організмі

людини. Його кількість становить 2-3 г в організмі дорослої людини. Найбільша

кількість Zn2+ у організмі людини міститься в підшлунковій залозі та печінці. Zn2+

необхідний  для  нормального  розвитку  організму  та  життєдіяльності  людини

[144, 145], він також входить до складу понад 300 ензимів, зокрема вуглекислої

ангідрази  та  алкогольдегідрогенази.  Zn2+ -компонент  деяких  факторів

транскрипції, в яких цей катiон бере участь у зв'язуванi з генами-мішенями [138].

У жіночому  організмі  Zn2+ відіграє  важливу  роль  у  забезпеченні
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репродуктивної функції та необхідний для нормального розвитку плода [34]

Zn2+ відноситься до життєвоважливих мікроелементів, але його надлишок

є токсичним [135] та може сприяти розвитковi багатьох захворювань [139-141].

Отже з огляду на роль катіонів  Zn в організмі людини їх моніторинг в

клітині є важливим завданням.  З цією метою було розроблено ряд селективних

флуоресцентних  зондів  до  Zn2+,  що поділяються  на  два  класи:  зонди  з

невеликими розмірами молекулами та високомолекулярні протеїнові сенсори, які

базуються  на  ферстерівському  переносі  енергії.  Низькомолекулярні  зонди,  які

переважно розроблені на основі квіноліна, бензазола та флуоресцеїна, зазвичай

збільшують  флуоресценцію  при  хелатуванні  Zn2+  [305].  Переваги  цих  зондів

полягають  у  тому,  що  вони  можуть  легко  проникати  в  клітину,  а  також  їх

простому використанні. Крім того,  вони  дають високий сигнал флуоресценції

порівняно  з  фоновою  автофлюоресценцією  клітини,  а  також  можуть

флуоресціювати  на  різних  довжинах  хвиль [306]. Каліксарени  та  їх  похідні

тіакалісарени мають  вийняткову  здатність  до  комплексоутворення  з  катіонами

різних  металів  [53,  55],  тому розглядаються  як  перспективні  сполуки  для

розробки  флуоресцентних  хемосенсорів. На  основі  тіаліксаренів розроблені

селективні та чутливі  флуоресцентні хемосенсори до катіонів Hg2+,  Cu2+, Fe3+ i

Cr3+ [57, 59, 60].

При дослiдженнi впливу катіонів  Zn на флуоресценцію тіакалікс[4]арену

С-800 встановлено, що вони значно підсилюють його флуоресценцію. Це робить

його перспективним для використання в якості флуоресцентного хемосенсора до

Zn2+
.  При  дослiдженнi  впливу  катiонiв  ВМ показано,  що  при додавання  Zn2+

інтенсивність флуоресценції тіакалікс[4]арену  С-800 значно підвищувалася. Була

також показана залежність величини флуоресценції тіакалікс[4]арену С-800 від

концентрації  Zn2+ (Рис.  3.25).  За  сталої  концентрації  С-800  (100  мкМ)  у

середовищі за присутності 0,1 мМ Zn2+ спостерігалось зростання флуоресценції

тіакалікс[4]арену  у  2  рази,  за  присутності  0,25  мМ –  майже  в  10  разів,  а  за

наявності  4  та  5  мМ збільшення  флуоресценції  досягало  100  разів.Ми також
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дослідили влив різних концентрацій Zn2+ на флуоресценцію тіакалікс[4]арену С-

800  та  залежність  флуоресценції  самого  тіакалікс[4]арену  С-800  від  власної

концентрації  за  дії  Zn2+.   При  дослідженні  залежності  інтенсивності

флуоресценції тіакалікс[4]арену С-800 від його концентрації від 5 мкМ до 100

мкМ  за  сталої  концентрації  Zn2+  (5  мМ)  встановлено,  що  флуоресценція

тіакалікс[4]арену  С-800  концентраційнозалежно  зростає.  Її  інтенсивность  має

максимальне значенням за присутності  100 мкМ тіакалікс[4]арену С-800 (Рис.

3.26).

Рис.  3.25. Збільшення  концентрації  Zn2+ сприяє  підвищенню

інтенсивності флуоресценції тіакалікс[4]арену С-800 (100 мкМ, λЗб=340 нм).

Важливим  критерієм  для  зонду  є  його  селективність  та  чутливість  до

певного  металу  у  різних  концентраціях.  З  цією  метою  було  досліджено

селективність  тіакалікс[4]арену  С-800  щодо  катіонів  Zn серед  інших  катіонів

двовалентних металів, зокрема Mg, Ca, Pb та Cd.Встановлено, що флуоресценція

тіакалікс[4]арену  C-800  є  вибірковою щодо  Zn2+. Вона  зростає  при  додаванні
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іонів Zn та практично не змінюється за присутності катіонів інших металів таких,

як Mg2+, Ca2+, Pb2+ та Cd2+ (Рис. 3.27).  

Рис.3.26. Збільшення концентрації тіакалікс[4]арену С-800  (5-100 мкМ,

λЗб=340  нм) сприяє  підвищенню  інтенсивності  його  флуоресценції  при  дії

катіонів Zn (5 мМ).

Рис. 3.27. Катioни Zn (1 мМ), на відміну від інших двовалентних катіонів,

індукують посилення флуоресценції тіакалікс[4]арену С- 800 (100 мкМ, λЗб=340

нм).
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Отримані  результати  можуть  свідчити  про  доцільність використання

тіакалікс[4]арену  С-800  в  якостi флуоресцентного  зонда  на  Zn2+ в  живих

клітинах. 

3.8.2. Вивчення  iнтенсивностi флуоресценції тіакалікс[4]арену C-800

в міоцитах матки

Важливим критерієм для використання сполук як флуоресцентних зондів

є їхня здатність проникати всередину клітини. З цією метою клітини міометрія

були навантажені тіакалікс[4]ареном C-800 (100 мкМ) протягом 2 год.

З використанням флуоресцентної  мікроскопії було виявлено збільшення

флуоресценції  міоцитів  матки  щура  приблизно  на  40%  після  навантаження

тіакалікс[4]ареном C-800, а після додавання Zn2+ до клітин міометрія, попередньо

навантажених  тіакалікс[4]ареном  C-800,  спостерігалось  підвищення

iнтенсивностi  їх  флуоресценції приблизно на 70%, порівняно з контролем (Рис.

3.28).  Посилення  інтенсивнiсть флуоресценції  клiтин,  навантажених

тіакалікс[4]ареном  C-800, порівняно  з  контролем  (Рис.3.29  В-С) може  бути

свідченням проникнення його всередину клітин.  

Рис.  3.28. Порівняння  інтенсивністі  флуоресценції  контролю,  клітин,

навантажених тіакалікс[4]ареном C-800 протягом 5 хв та наступної інкубації

клітин з 5 мМ  Zn2+  протягом 5 хв. Різниця між "Контролем", "C-800" та "С-

800+5 мМ Zn2+" є статистично достовiрною (p <0.05) і позначена як * . 

Iнтенсивнiсть флуоресценції клiтин,  навантажених тіакалікс[4]ареном C-
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800, також зростала в залежності від часу інкубації з катioнами Zn (Рис. 3.29 E-

G). 

Рис.  3.29.  Тіакалікс[4]арен  C-800  є  селективним  флуоресцентним  зондом  на

внутрішньоклітинні катіони Zn. Його флуоресценція в міоцитах залежить від

часу  інкубації  з  Zn2+.  Зображення  флуоресцентна  мікроскопії: A -контроль

(ненавантажена  тіакалікс[4]ареном  C-800  клітина);  B —  клітина,

навантажена  тіакалікс[4]ареном  C-800  протягом  1  хв;  C-  клітина,

навантажена  тіакалікс[4]ареном  C-800  протягом  3  хв; E-клiтина,

навантажена тіакалікс[4]ареном C-800, пiсля 1 хв інкубації з Zn2+; F- клiтина,

навантажена тіакалікс[4]ареном C-800,  пiсля 3 хв інкубації з  Zn2+;  G-клiтина,

навантажена тіакалікс[4]ареном C-800, пiсля 5 хв інкубації з Zn2+.

Для  визначення  функціональних  груп  тіакалікс[4]арену  С-800,  якi

визначають  його  флуоресцентні  властивості,  було  досліджено  вплив  Zn2+  на
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флуоресценцію  аналога  С-800  тіакалікс[4]арену  С-799  (Рис.  3.30).  Вiн

структурно  відрізняється  від  тіакалікс[4]арену С-800  тільки  тим,  що  його

функціональні групи на верхньому  вінці не  містять  етильних радикалів.  На

відміну від тіакалікс[4]арену С-799  на  верхньому вінці С-800 міститься чотири

гідрокси-етоксифосфонілметильні групи. Виявилось, що флуоресценція С-799 за

присутності  5  мМ  Zn2+ також  збільшується,  однак  вона  в  2,5  рази  менше  у

порівнянні з флуоресценцією тіакалікс[4]арену С-800 (Рис. 3.31).

Рис.  3.30.  Хімічна  структура тетрагідрокситіакалікс[4]арен-

тетрафосфонат (С-799).

Рис. 3.31. У присутності катіонів Zn (5 мМ) тіакалікс[4]арен С-800 (λЗб

=  340  нм)  демонструє  значно  більшу  інтенсивність  флуоресценції,  ніж

тіакалікс[4]арен С-799 (λЗб = 399 нм).

3.8.3. Комп’ютерне моделювання взаємодії тіакалікс[4]аренiв С-800 та
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С-799 з катiонами Zn

Згідно розрахунків за програмою HyperChem молекула  тіакалікс[4]арену

С-800 має три основні локальні мінімуми з різницею енергій теплоутворення в

межах від -5 ккал/моль до -16.1 ккал/моль - cтруктури А, В, С, (Рис. 3.31А-С).

Серед них найбільш енеретично вигідною є структура С з конформацією «1,3

альтернат» в  якій  дві  пари  дистальних  бензенових  кілець  макроциклічного

кістяка орієновані в протилежних напрямках від головної площини макроциклу

утвореної  чотирма  атомами  сірки.  Така  структура  стабілізована  чотирма

внутрішньомолекулярними  зв'язками Р=О…Н-О  між  фосфоновими  групами,

розташованими  на  протилежних  сторонах  макроциклічного  кістяка.  Дві  інші

структури  А  та  В  відрізняються  від  структури  С  як  за  енергією  (H  = -5

ккал/моль та -16.1 ккал/моль відповідно), так і за конформацією макроциклічного

кістяка. Структури А та В мають конформацію «сплощений конус», в якій дві

пари  дистальних  фенольних  кілець  орієнтовані  «перпендикулярно»  та

«компланарно»  головній  площині  макроциклу.  При  цьому  структура  А

стабілізується двома внутрішньомолекулярними водневими  зв'язками Р=О…Н-О

між дистально розташованими фосфоновимими групами. В той же час структура

В  стабілізується  двома  парами  таких  водневих  зв'язків між  проксимальними

фосфоновими групами. Структури А та В розрізняються між собою величинами

діедральних та валентних кутів в макроциклічному кістяку і фрагментах Р-С-С-

С. Структура В є стерично більш напруженою і менш енегретично вигідною ніж

структура А (H = -11.1 ккал/моль). Слід зазначити, що в структурах А та В

відсутня  типова  для  тих  тетрагідрокситіакалікс[4]аренів,  які  існують  в

конформації  «регулярний  конус», циркуляційна  система  чотирьох

внутрішньомолекулярних водневих зв'язків між ОН групами нижнього вінця. 

За  даними  молекулярного  моделювання  зв'язування катіонів  Zn

тіакалікс[4]ареном С-800  може  відбуватися  як  за  кооперативною  участю

фосфонових груп, так і за кооперативною участю двох атомів кисню та одного

атому сірки нижього вінця макроциклу. Внутрішньомолекулярні водневі зв'язки
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Р=О…Н-О в структурах А, В, С переорганізовують молекулу для зв'язування Zn2+

з утворенням комплексів D, E, F (Рис. 3.31 D-F) складу ліганд : метал:1:1, 1:2 та

1.2  відповідно.  Принципово  інший  тип  зв'язування Zn2+ спостерігається  в

структурі G, де має місце хелатування двох катіонів Zn атомами кисню та атомом

ккал/моль)  та  «1,3-альтернат» структури F (H  = -30.8 ккал/моль)  в  яких

зв'язування Zn2+ відбувається за участю атомів кисню фосфонових груп. 

Рис. 3.32. Енергетично мінімізовані структури тіакаліксарена С-800 та
його цинкових комплексів

Комплексоутворення змінює діедральні кути в макроциклічному кістяку
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тіакалікс[4]арену C-800 (Таблиця 1). Величина цих змін залежать від конформації

макроциклу і механізму  зв'язування. Конформація  «1,3-альтернат» ліганду С  є

найбільш адаптована для кооперативного  зв'язування катіону  Zn фосфоновими

групами,  і  зміни  діедральних  кутів  при  комплексоутворенні  є  мінімальними.

Значно  більші  зміни  діедральних  кутів  спостерігаються  при  хелатуванні  Zn2+

дистальними  та  проксимальними  фосфоновими групами  в  конусоподібних

структурах А та В. 

Табл.  1.  Діедральні  кути  (о)  утворені  бензеновими  кільцями  з  головною

площиною макроциклу в вільних лігандах А,В,С та їх цинкових комплексах D,E,F,G. 

Структура I II III IV
A 141 106 137 95
B 143 77 142 81
C 100 101 100 102
D 146 101 143 102
E 134 91 127 102
F 103 103 100 99
G 122 99 125 103

Проте найбільш суттєві зміні спостерігаються при зв'язуванні Zn2+ нижнім

вінцем  макроциклу  конусоподібних  лігандів  А  і  В.  Конформація  «сплощений

конус» лігандів А і В при комплексоутворенні трансформується в конформацію

«регулярний конус» комплексу G. Слід зазначити, що в комплексі G в результаті

алостеричного  ефекту,  індукованого  зв'язуванням катіону  Zn нижнім  вінцем

макроциклу,  зникають  внутрішньомолекулярні  водневі  зв'язки Р=О…Н-О  на

верхньому вінці макроциклу. 

Такі  зміни  в  просторовій  структурі,  обумовлені  комплексоутворенням,
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можуть  бути  причиною  підвищення  інтенсивності  флуоресценціії  розчинів

тікалікс[4]арену С-800  в  присутності  катіонів  Zn.  Підвищення  інтенсивності

флуоресценції  може  також  індукуватись  взаємодією  катіону  Zn з  вільними

електронними  парами  атомів  кисню  та  сірки,  які входять  до  хромофорної

системи молекули тіакаліксарену. 
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РОЗДІЛ 4

ЗАКЛЮЧНИЙ РОЗДІЛ

Вивчення  порушень  скоротливої  активності  міометрія, викликаних

різними факторами, на сьогодні є актуальним. Це обумовлено його особливим

значенням  серед  інших  ГМ  у  зв'язку зі  специфічністю  функцій  міометрія в

організмі жінки, а саме вагітностю та пологами. До речовин, здатних порушувати

скоротливу  фунцію  гладенького  м’яза,  належать  катіони  ВМ,  які  можуть

впливати на активність скоротливих потеїнів та регуляцію скорочення міометрія.

Необхідним  є  пошук  потенційних  фармакологічно  активних сполук,

здатних  усувати  негативні  впливи  важких  металів  на  скоротливий  апарат

міометрія  та   спрямованих  на  нормалізацію  порушень  його  контрактильної

функції.  Такі сполуки  мають  бути  здатними  проникати  через  плазматичну

мембрану та ефективно зв'язувати катіони ВМ всередині клітин матки. З огляду

на вищезазначене останнім часом все більше уваги приділяється каліксаренам та

їхнім  похідним  тіакаліксаренам,  які  завдяки  своїм  властивостям  можуть

утворювати супрамолекулярні комплекси з біологічно важливими молекулами та

іонами  [52,  53]. Вони також здатні  впливати на перебіг біохімічних процесів.

Зокрема, деяким з каліксаренів притаманна протипухлинна активність [203, 219],

бактерицидна, антивірусна [228] та модулуюча дія щодо ензимів [204-206]. Отже

в даний час каліксарени розглядаються як перспективні молекулярні платформи

для  дизайну  фізіологічно  активних  сполук,  оскільки  каліксаренові  матриці

мають  низьку  токсичність  та  імуногенність  [61-63]. Деякі  каліксарени  та

тіакаліксарени  добре  розчиняються  у  водних  розчинах,  є  гідрофільними  та

водночас здатні легко потрапляти через плазматичну мембрану в клітину [221].

У даній роботі  вивчалась здатність вибраних тіакалікс[4]аренів усувати

інгібувальний  вплив  ВМ  на  міозин  ГМ  матки  та  їх  негативний  вплив  на

дихальний ланцюг мітохондрій клітин міометрія, тому були поставлені наступні

завдання:  провести  дослідження  здатності  тіакалікс[4]аренів  С-798  та  С-800

відновлювати активність АТРази міозину ГМ матки при інгібувальній дії  ВМ;
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дослідити  вплив  важких  металів  на  дихальний  ланцюг  мітохондрій  клітин

міометрія, а також здатність тіакалікс[4]аренів модулювати їх. 

Спершу була визначена ензиматична активність  АТРази актоміозину за

впливу  катіонів  Cd,  Pb,  Zn  та Ni.  Потім  була  вивчена  здатність  вибраних

тіакалікс[4]аренів  відновлювати  АТР-гідролазну  активність  субфрагмента-1

міозину.  Усі  експерменти  з  встановлення  впливів  різних  речовин  на

ензиматичний гідроліз АТР проводились на субфрагменті-1 міозину, оскільки він

є  зручною  експериментальною  моделлю  для  вивчення  впливів  на  нативний

міозин. Було встановлено,  що  катіони  Cd,  Pb,  Zn  та Ni інгібують  АТРазну

активність  субфрагмента-1  міозину  міометрія  свині.  Коефіцієнт  інгібувальння

для  Pb2+ становив  0,08+0,01  мМ тодi,  як  для  Cd2+ він  складав  0,30+0,03  мM.

Набiльш  помiтний  iнгібувальний  ефект  спостерігався  для  Pb2+ та  Cd2+ за  їх

концентрацїї 300 мкМ. Вiн становив для катiонiв Pb близько 88%, в той час як

для  катiонiв  Cd  цей  ефект  складав  бiля  56%.  Катіони  Ni iнгiбували  АТРазну

активнiсть субфругмента-1 міозину при концентрації 300 мкМ лише на 30%, тоді

як катіони Zn найбільше інгібували активність АТРази на 43% за їх концентрації

5  мМ.  Розрахунок  кінетичних  параметрів  показав,  що  Vmax,  АТР ензиматичної

активності міозину за присутності 5 мМ Zn2+ зменшується в 1,6 рази. Значення

Кm для гідролізу АТР субфрагментом-1 міозину статистично не змінюється, але

має тенденцію до зниження.

Іонні радіуси Mg2+, Cd2+ і Pb2+ у розчині становлять 0,070; 0,102 та 0,126

нм, відповідно. Отже, катіони Cd і Pb мають значно більшi розмiри порівняно з

Mg2+, тому взаємодія між Cd2+ та Pb2+ у сайті зв'язування Mg2+ в субфрагментi - 1

міозинy значно  ускладнена.  Oднак,  експериментально  було  показано  їх

інгібувальну дію на АТРазну активнiсть субфрагмента-1 мioзину. Враховуючи це,

було  зроблено  припущення,  що  ці  катіони  можуть  зв’язуватися  у  інших

функціонально важливих дiлянках субфрагмента-1, що сприяють зв'язуванню та

гідролізу АТР. Іоннi радiуси Mg2+,  Zn2+  та Ni2+ в розчинi подiбнi  0,070, 0,076 і

0,069  відповідно,  тому  найiмовiрнiше,  що  вони взаємодіють  з  дiлянками
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зв'язування характерними для Mg2+.

Було  встановлено,  що  тіакалікс[4]арен  С-800  ефективно  відновлював

активність  АТРази  міозину  за  концентрації 100  мкМ. Найбiльш  iмовiрно,  що

механiзм  захисної  дії  тiaкалікс[4]арену  С-800  базується  на  його  здатностi

хелатувати  Pb2+,  Cd2+,  Zn2+ та Ni2+ із  середовища  інкубації  за  допомогою

гiдроксильних  груп  та  атомiв  двохвалентного  сульфуру  на  нижньому  вiнцi

макроциклу.  На  підставі  метода  комп'ютерного  докінгу  було  зроблено

припущення, що тiaкалікс[4]арен С-800 також може «вiдтягувати» катioни ВМ з

сайтiв їх зв'язування у субфрагментi-1 мioзину.

Також була досліджена здатність Cd2+, Pb2+ та Zn2+ впливати на дихальний

ланцюг мітохондрій  клітин міометрія,  а  саме відновлювати водорозчинні  солі

тетразолію до нерозчинних кристалів формазану. Було встановлено, що катіони

Cd та Pb посилюють утворення формазану клітинами міометрія приблизно в 2

рази за концентрації 1,25 мМ.  Реакція відновлення реагенту МТТ вiдбувається

переважно  за  рахунок  мітохондрійних  ензимів  та  носіїв  електронів,  а  саме

сукцинатдегідрогенази  та  НАДН-дегiдрогеназного  комплексу,  тому  в  даному

випадку посилене утворення формазану клiтинами гладенького м'язу матки може

бути  пов'язаним  з  порушенням  функцiонування  комплексів  І  та  ІІ  ЕТЛ

мiтохондрiй. 

При  додаваннi тіакалікс[4]арену  С-800  iнтенсивнiсть  вiдновлення

реагенту  МТТ  клiтинами  ГМ  матки  пiд впливом  Cd тa Pb знижувалась  та

поверталась до контрольного рiвня. Це може пояснюватися як зв'язуванням цих

кaтioнiв з середовища iнкубації тіакалікс[4]ареном С-800, так і всерединi клiтин

мioметрiя.

Для  вивчення  вливу  катіонів  Cd  i Pb  (1  мМ) на  функціонування  ЕТЛ

мітохондрій було  досліджено  їх  вплив  на  рівень  автофлуоресценції

нікотинамідних та флавінових коферементів ізольованих мітохондрій ГМ матки.

За умов iнкубації iзольованих мiтохондрiй протягом 5 хв з катiонами Cd, Pb та Zn

(1 мМ) автофлуоресценцiя НАДН підвищувалась в 2, 1,5 рази та 50% вiдповiдно.
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Вона майже не змінювалась за дії Ca2+ та Mg2+(1 мМ).

При  дослiдженнi  автофлуоресценцiї  ФАД+ в  iзольованих  мiтохондрiях

міометрія щура було показано, що вона зростала приблизно в 2 рази рази пiсля їх

iнкубації  протягом  5  хв  з  Cd2+ (1  мМ),  але  вона  майже  не  змiнювалась  пiд

впливом Pb2+.  Автофлуоресценцiя  ФАД+ в  iзольованих  мiтохондрiях  також не

змiнювалась за дії  Mg2+, Ca2+ та  Zn2+   (1 мМ).  Можна зробити припущення, що

Cd2+ призводять до посилення функціонування сукцинатдегiдрогенази (комплекс

II)  в  ЕТЛ,  викликаючи  підвищення  рівня  ФАД+ в  iзольованих  мітохондріях

мioметрiя.

Досліджувалась  також  здатність  катіонів  Cd,  Pb  та Zn впливати  на

інтенсивність  утворення АФК клітинами міометрія.  Було встановлено,  що пiд

впливом Cd2+ та Pb2+ (1 мМ) відбувалось посилення утворення АФК на 50% після

5 хв інкубації. В той  час, як  Zn2+  (1 мМ) сприяли посиленню генерування АФК

клітинами міометрія на 20% після 5 хв інкубації. При переносі електронів через

ETЛ від 0,4 до 4% спожитого мітохондріями кисню не повністю відновлюється,

що  призводить  до  утворення  АФК  [15].  Зміни  функціонування  ЕТЛ  можуть

сприяти  посиленню продукування  АФК під  впливом катіонів  Cd,  Pb  та Zn в

клітинах, яке може призвести до появи окислювального стресу. Він пов’язаний з

перекисним  окисненням  ліпідів,  білків  та  пошкодженням  ДНК  [18,  19],  які

ініціюють  розвиток багатьох  захворювань  [16,  17].  Показано,  що  катіони Pb

сприять утворенню АФК комплексом І  [302]  в ЕТЛ у мітохондріях синапсів та

комплексом ІІ у клітинах печінки  [307].  Деякими дослідженнями встановлено,

що катіони  Cd сприять  утворенню  АФК  комплексами  ІІ  та  ІІІ. У клітинах

карциноми  печінки  щура  AS-30D виявлено,  що  катіони  Cd порушують

функціонування  комплексу II, особливо  сайту  окиснення  хінолу, що сприяє

утворенню  АФК  [299,  300]. Основна  роль  в  продукуванні  АФК

сукцинатдегiдрогеназою  належить  дiлянцi зв'язування  флавіну  за  інгібування

процесу  відновлення  убіхінонону  [300].  Комплекс  ІІІ  також  робить  значний

внесок у генерування АФК під впливом Cd2+ [299].
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Крім того відомо, що катіони Cd та Pb знижують антиоксидантний захист

клітин,  зокрема  можуть  призводити  до  зниження  пулу  глутатіону  [188]  та

iнгiбувати активнiсть антиоксидантних ензимiв [194, 195, 303, 304]. 

Додавання  тіакалікс[4]арену  С-800  (100  мкМ)  в  середовище  інкубації

клітин міометрія з катіонами Сd (1 мМ) не приводило до зниження продукування

АФК міоцитами.

При  вивченнi властивостей  тіакалікс[4]аренiв  С-798  та  С-800  було

виявлено,  що  обидвi сполуки  мають  флуоресцентнi властивостi,  максимальне

значення флуоресценція тіакалікс[4]арену С-800 мав при довжині хвилі 380 нм

при  збудженні  хвилею  340  нм. В  той  час,  як  для  тіакалікс[4]арену  С-798

максимум емiсiї складав 458 нм при хвилi збудження 399 нм. 

При  дослiдженнi  впливу  катiонiв  ВМ показано,  що при додаванні  Zn2+

інтенсивність  флуоресценції  С-800  значно підвищувалася. Була  також  показана

залежність величини флуоресценції тіакалікс[4]арену С-800 від концентрації Zn2+

за  сталої  концентрації  С-800  в  100  мкМ  у  середовищі.  Вплив  концентрації

катіонів Zn на флуоресценцію тіакалікс[4]арену С-800 вивчався в діапазоні 0,1 –

5 мМ. Найвищої інтенсивністі  флуоресценція  С-800 досягала за  присутності  5

мМ Zn2+, а саме у 100 разів .

При дослідженні залежності величини флуоресценції тіакалікс[4]арену С-

800  від  концентрації  самого  тіакалікс[4]арену  від  5  до  100  мкМ  за  сталої

концентрації  Zn2+  (5  мМ)  встановлено  концентраційно-залежне  збільшення

величини флуоресценції С-800 з максимальним значенням її при 100 мкМ.

Встановлено,  що  флуоресценція  тіакалікс[4]арену  C-800  є  вибірковою

щодо Zn2+.  Вона практично  не  змінювалась  за  присутності  катіонів  інших

металів, таких як Mg2+, Ca2+, Pb2+ та Cd2+.

З  використанням флуоресцентної мікроскопії було виявлено посилення

інтенсивності флуоресценції міоцитів матки щура на близько 40% при додаванні

тіакалікс[4]арену  C-800  до  середовища  інкубації,  що  може  бути  свідченням

швидкого проникнення тіакалікс[4]арену C-800 всередину клітин. При додаваннi
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Zn2+ до клітин міометрія, навантажених тіакалікс[4]ареном C-800, спостерігали

збільшення  iнтенсивностi флуоресценції  на  приблизно  70%  порiвняно  з

контролем  в  якості,  якого  використовували  клітини,  ненавантажені

тіакалікс[4]ареном  C-800.  Iнтенсивнiсть  флуоресценції  клiтин,  навантажених

тіакалікс[4]ареном C-800, зростала в залежності від часу їх інкубації з Zn2+.

Отримані  результати  можуть  свідчити  про  ймовірність  використання

тіакалікс[4]арену  С-800  в  якостi селективного  та  чутливого  флуоресцентного

зонда для Zn2+ в живих клітинах.

Для  визначення  функціональних груп  тіакалікс[4]арену  С-800,  що

відповідають за його флуоресцентні властивості, було досліджено вплив Zn2+  на

флуоресценцію  аналога  С-800  тіакалікс[4]арену  С-799.  Вiн структурно

відрізняється  від  тіакалікс[4]арену  С-800 тим,  що функціональна  группа  його

верхнього вінця не містить етильного радикалу, наявного у тіакалікс[4]арену С-

800,  на  верхньому  вінці  якого  міститься чотири  гідрокси-

етоксифосфонілметильні групи. Виявилось, що флуоресценція тіакалікс[4]арену

С-799 за присутності 5 мМ Zn2+ також збільшується, однак вона в 2,5 рази менша

у порівнянні з флуоресценцією тіакалікс[4]арену С-800.

Для  з'ясування  причин  впливу Zn2+ на флуоресцентні  властивості

тіакалікс[4]арену С-800 було проведено комп’ютерне моделювання їх взаємодії.

За допомогою молекулярного докінгу було показано, що два катіони Zn займають

найбільш  енергетично  вигідне  положення  при  взаємодії  з  атомами  кисню

гідрокси-етоксифосфонілметильних груп верхнього вінця С-800, причому кожен

з  двох  катіонів  Zn взаємодіє  з  двома  гідрокси-етоксифосфонілметильними

групами.  Чотири  етильні  залишки,  які  присутні  на  верхньому  вінці

тіакалікс[4]арену  С-800, можуть  відігравати  важливу  роль  у  стабілізації  та

врівноваженні конформації комплексу С-800 з катіонами Zn.
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ВИСНОВКИ

Значна  кількість  патологій  у  жінок  репродуктивного  віку  викликана

порушенням скоротливої функції матки. Це обумовлено, зокрема, потраплянням

в  організм  важких  металів  з  довкілля  та  їх  негативним  впливом  на  АТР-

гідролазну активність скоротливих протеїнів і енергетичні процеси в міоцитах. У

дисертаційній  роботі,  виконаній  на  міометрії,  були  досліджені  захисні

властивості  тіакалікс[4]аренів С-798 та С-800 при шкідливих впливах катіонів

важких металів - Cd, Pb, Zn та Ni на АТР-гідролазну активність субфрагмента-1

міозину та функціонування дихального ланцюга мітохондрій.

1.  Виявлено  iнгiбувальний  вплив  Cd2+,  Pb2+ та  Ni2+ на  АТР-гідролазну

активнiсть субфрагмента-1 міозину. Вона вiдновлювалась до контрольного рiвня

при додаваннi в середовище інкубації тiaкалікс[4]арену C-800. 

2.  Встановлено,  що  інгібування  АТРази  субфрагмента-1  міозину

міометрія Zn2+ є неконкурентним відносно АТР. В основі інгібувальної дії цього

катіону лежить зменшення числа обертів АТРази. Тіакалікc[4]арени С-798 та С-

800  можуть  відновлювати до  контрольного  рівня  АТР-гідролазну  активність

субфрагменту-1 міозину за присутності Zn2+.

3.  За  допомогою  методу  комп'юторного  моделювання  встановленi

можливi дiлянки зв'язування катioнiв Cd, Pb та Zn з амінокислотними залишками

в субфрагментi-1 міозину поблизу активного центру. Зроблено припущення, що

тiaкалікс[4]арен C-800 здатен послаблювати взаємодію між катіонами Cd/Pb/Zn

та амінокислотними залишками у субфрагментi-1 міозину. 

4.  Показано, що рівень автофлуоресценцiї НАДН зростав в iзольованих

мiтохондрiях  за  їхньої  iнкубації  з  Сd2+,  Pb2+ та  Zn2+.  Водночас,  вплив  інших

катіонів двовалентних металів — Mg2+ та Ca2+ на автофлуоресценцiю НАДН був

відсутній.  Продемонстровано також підвищення рівня автофлуоресценцiї ФАД в
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iзольованих мiтохондрiях за їхньої iнкубації з Сd2+. Фізіологічно значущі катіони

двовалентних  металів  -  Mg2+,  Ca2+ та  Zn2+ на  автофлуоресценцiю  ФАД  в

iзольованих мiтохондрiях не впливали.

5.  Встановлено,  що  пiд  впливом  Cd2+ тa  Pb2+ порушувалось

функціонування  дихального ланцюга мітохондрій. Тіакалікс[4]арен C-800 (100

мкМ) нівелював зміни активності  дихального ланцюга мітохондрій,  викликані

катioнами Pb та Cd. При цьому сам тіакалікс[4]арен C-800 (100-300 мкМ) суттєво

не впливав на функціонування дихального ланцюга мітохондрій.

6.  Флуоресценція  тіакалікс[4]арену  С-800  є  селективною  для  Zn2+.

Встановлено, що  зазначену  сполуку можна  розглядати як  чутливий  та

селективний флуоресцентний  зонд  до  внутрішньоклітинних  катіонів  Zn.

Показано також, що катіони Zn можуть зв'язуватись за кооперативною участю

етокси-фосфонілметильних груп  і  за  кооперативною  участю  атомів  кисню  та

атомів сірки нижього вінця макроциклу, досліджуваного  тіакалікс[4]арену.
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