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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, 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  можливісті

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

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

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 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.
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