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Важкі метали негативно впливають на скоротливі властивості гладенького м’яза матки, що 
часто стає причиною різноманітних патологій репродуктивної системи у жінок. У зв’язку з цим 
виникає потреба в розробленні ефективних методів корекції порушень скоротливої активності 
міометрія. Гідроліз ATP, каталізований міозиновою АТРазою, є одним із найважливіших елементів 
молекулярного механізму скорочення міометрія. Нами встановлена інгібувальна дія 0,03–0,3 мМ Ni2+, 
Pb2+ та Cd2+ на ензиматичний гідроліз АТР, що здійснюється за участю субфрагмента-1 міозину, одер-
жаного із гладенького м’яза матки свині. Тіакалікс[4]арен-тетрасульфонат (С-798) у концентрації 
100  мкМ відновлює до контрольного рівня АТРазну активність субфрагмента-1 міозину у 
присутності катіонів важких металів. Найвірогідніше із припущень щодо механізму корегувальної 
дії С-798 ґрунтується на здатності цієї сполуки хелатувати важкі метали, а саме вилучати катіони 
Pb, Cd та Ni із середовища інкубації. Методом комп’ютерного моделювання було продемонстрова-
но, що захисний вплив С-798 може бути також наслідком послаблення взаємодії катіонів важких 
металів з амінокислотними залишками молекули міозину поблизу активного центру АТР-гідролази. 
Таким чином, отримані результати можуть бути використані в подальших дослідженнях, спрямо-
ваних на оцінку перспективності тіакалікс[4]арен-тетрасульфонату як фармакологічної сполуки.

К л ю ч о в і  с л о в а: міозин, субфрагмент-1, важкі метали, тіакалікс[4]арен, АТРазна активність, 
докінг, гладенькі м’язи, матка.

В елику кількість патологій в жінок, обу­
мовлених порушенням скоротливої 
функції гладенького м’яза матки 

(міометрій), пов’язують з накопиченням  важких 
металів у довкіллі [1, 2]. Скоротлива функція 
гладенького м’яза матки пов’язана з роботою ос­
новного структурного та скоротливого протеїну 
гладенького м’яза матки – міозину. Завдяки 
АТРазі міозин використовує хімічну енергію 
гідролізу АТР для виконання механічної роботи, 
яка приводить у рух голівки міозину вдовж ак­
тинових філаментів, внаслідок чого відбувається 
скорочення м’язів.

Відомо, що Pb2+ та Cd2+ є найпоширенішими 
в навколишньому середовищі серед катіонів 
важких металів та мають найбільшу здатність 
накопичуватись в тканинах живих організмів. 

Вони токсичні для багатьох фізіологічних систем 
у хребетних, у тому числі і для репродуктивної. 
Матка є органом, здатним накопичувати ці ме­
тали [3–5]. Ni2+ як біометал, у надлишковій 
кількості є токсичним для живих організмів і 
може спричинювати низку патологій. Хронічна 
інтоксикація Ni2+ підвищує ризик розвитку но­
воутворень легенів, нирок, шкіри, шлунка. 
Відомий його негативний вплив на репродук­
тивну систему людини  та тварин [5, 6]. Встанов­
лено інгібувальну дію Ni2+, а також Pb2+ та Cd2+  
на АТР-гідролазну активність актоміозинового 
комплексу міометрія свині [7, 8] .

Негативний вплив Pb2+, Cd2+ та Ni2+ на 
скоротливі властивості міометрія потребує по­
шуку фармакологічних сполук, які можуть 
усунути дію цих металів. Перспективним 
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класом таких сполук є похідні каліксаренів 
[9] та тіакаліксаренів [10], які містять на 
макроциклічній молекулярній платформі 
рецепторні угруповання, здатні до селективно­
го зв’язування катіонів металів  певного типу 
[11]. Похідні каліксаренів, завдяки здатності 
зв’язувати в супрамолекулярні комплекси 
катіони (біо)металів, знайшли застосування в 
біомедичних дослідженнях як мембранотропні 
препарати [12], модулятори АТР-залежних 
кальцієвих насосів [13], інгібітори метало­
ензимів [14], сорбенти радіонуклідів, [15] сенсо­
ри [16]. 

Об’єктом наших досліджень був 
тетрагідрокситіакалікс[4]арен-тетрасульфонат 
(сполука С-798) (рис. 1, а) у формі тетранатрієвої 
солі [17]. У цій  сполуці щільно розміщені на 
нижньому вінці макроциклу гідроксильні гру­
пи та  атоми двовалентної сірки, що здатні хе­
латувати перехідні та важкі метали, в тому 
числі Pb2+, Cd2+ та Ni2+ з утворенням міцних 
металокомплексів (рис. 1, б) [18]. Верхній вінець 

макроциклу містить чотири аніонні сульфонатні 
угруповання, котрі забезпечують гарну 
водорозчинність тіакаліксарену та  адгезію до 
протеїнових молекул за рахунок електростатич­
них контактів із позитивно зарядженими атома­
ми азоту амінокислотних фрагментів [19]. 

Детальне вивчення будови комплексу 
трет-бутилтіакалікс[4]арену з Ni2+ за допомо­
гою методів ЯМР-спектрометрії та рентгено­
структурних досліджень (рис. 1в) чітко вказує на 
те, що атоми сірки беруть безпосередню участь 
у формуванні комплексу [20].

У цій роботі проведені дослідження 
сумісної дії катіонів важких металів (Pb2+, Cd2+ 
та Ni2+) та тіакаліксарену С-798 на біохімічний 
процес, який моделює молекулярний механізм 
скорочення міометрія – АТРазну активність 
міозину. Як відомо, субфрагмент-1 є основною 
функціональною одиницею міозину, оскільки 
навіть в ізольованому стані він має АТРазну 
активність, близьку до активності нативно­
го міозину. Завдяки розчинності в розчинах із 

Рис. 1. Молекулярна формула сполуки С-798 (а) та структура хелатного комплексу з катіоном металу 
(б). Молекулярна структура комплексу [Ni2(тіакаліксарен∙Me2CO)(тіакаліксарен∙dmf)] (Me2CO – аце-
тон; dmf – диметилформамід – не показано) [20] (в)

а в
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низькою іонною силою (на відміну від міозину) 
субфрагмент-1 є зручною моделлю для вивчення 
впливу будь-яких ефекторів на АТР-гідролазну 
активність скоротливих протеїнів.

Матеріали та методи

Препарат актоміозину отримували із 
гладенького м’яза матки свині методом, опи­
саним у нашій попередній роботі [8]. Препа­
рат cубфрагмента-1 міозину одержували із 
актоміозину свині за методом Weeds A. G. і 
Taylor R. S. [21] із деякими модифікаціями [8]. 
Чистоту препарату контролювали методом 
електрофорезу в поліакриламідному гелі за де­
натуруючих умов.

Активність АТРази субфрагмента-1 
міозину визначали при 37 °С у середовищі 
інкубації (загальний об’єм 1 мл) такого скла­
ду (в мМ): трис-НСl буфер (рН 7,2) – 20, KCl – 
100, CaCl2 – 0,01, MgCl2 – 5, ATP – 3 (стандартні 
умови). Концентрація протеїну – 20 мкг/мл. 
Тривалість інкубації – 1 хв. Контролем на не­
ензиматичний гідроліз АТР слугували про­
би, в яких актоміозин був відсутній. Кількість 
відщепленого від нуклеозидтрифосфату Рі під 
час АТР-гідролазної реакції визначали методом 
Chen P. S. [22]. Cуперпреципітацію актоміозину 
досліджували при кімнатній температурі в 
середовищі інкубації (загальний об’єм 2 мл) та­
кого складу (в мМ): трис-НСl буфер (рН 7,2) – 
5, KCl – 100, CaCl2 – 0,01, MgCl2 – 5 (стандартні 
умови). Концентрація протеїну – 500 мкг/мл. 
Запускали реакцію суперпреципітації додаван­
ням до інкубаційного середовища, яке містило 
протеїн, аліквоту АТР до кінцевої концентрації 
4 мМ. Кінетику суперпреципітації актоміозину 
реєстрували на спектрофотометрі СФ-26, 
λ 550 нм. Тривалість дослідження – 10 хв. Зна­
чення АТР-гідролазної активності субфрагмен­
та-1 міозину становили 50–80 мкмоль Рі/хв на мг 
протеїну.

Вплив Pb2+, Cd2+ та Nі2+ окремо, а також 
разом із калікс[4]ареном С-798 на питому ен­
зиматичну активність АТРази субфрагмента-1 
міозину та суперпреципітацію актоміозину 
досліджували у стандартному середовищі 
інкубації. Концентрація Pb2+, Cd2+ та Nі2+ у пробі 
становила 0,03–0,3 мМ, каліксарену – 100 мкМ. 
Коефіцієнти інгібування І0,5 визначали графічно 
як концентрацію катіонів важких металів, за 
яких інгібування АТРазної активності  субфраг­
мента-1 становило 50% від контрольного значен­
ня (стандартні умови). 

Для досліджень використовували такі ре­
активи: БСА, ЕГТА, АТР, аскорбінову кислоту 
(Sigma, США), дитіотреїтол (Serva, Німечинна), 
акриламід (Fluka, Швейцарія), трис, гліцин 
(Merck, Німеччина), N,N′-метиленбісакриламід 
(Acros organics, Бельгія), N,N,N′,N′-
тетраметилендіамін (Reanal, Угорщина), також 
реактиви вітчизняного виробництва класу осч, 
хч. Для приготування розчинів використовува­
ли воду, очищену системою Crystal Bio (Adrona, 
Латвія). Електропровідність води становила 
менше 0,9 мкСм. Концентрацію катіонів двова­
лентних металів у розчинах визначали титру­
ванням за методом Мора [23].

Тетрасульфонат С-798 був синтезова­
ний з виходом 70% іпсо-сульфонуванням 
трет-бутилтіакалікс[4[арену концентрованою 
сірчаною кислотою  при 80 °С та наступною об­
робкою  хлоридом натрію за методом [17] (схе-
ма).

Комп’ютерне моделювання (докінг) 
взаємодії досліджуваних лігандів (Pb2+, Cd2+, 
Ni2+ та тіакаліксарену С-798) із субфрагментом-1 
міозину проводили у програмі Autodock 4.2 [24]. 
Під час розрахунку енергії зв’язування врахо­
вувалися ван-дер-ваальсові, електростатичні та 
гідрофобні взаємодії, водневі зв’язки, а також 
внесок енергії десольватації. Відбір оптималь­
них результатів проводили як за геометрични­

Схема
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ми показниками положення лiганду в центрі 
зв’язування комплексу «протеїн–лiганд», так i за 
енергетичними показниками, використовуючи 
«вбудованi» в програмi докінгу функцiї розра­
хунку енергiї зв’язування в комплексi «рецеп­
тор–лiганд».

Процедуру докінгу в активний центр суб­
фрагмента-1 міозину було виконано для лігандів 
із повністю іонізованими фрагментами. Для 
іонів металів (Cd2+, Pb2+, Ni2+) використовували 
стандартні параметри силового поля АМBER. 
За моделювання взаємодії лігандів із субфраг­
ментом-1 міозину міометрія здійснювали так 
званий напівгнучкий докінг і відбирали низ­
ку комплексів з найменшою вільною енергією 
зв’язування лігандів. Далі розраховували оп­
тимальну геометрію утворених комплексів та 
визначали енергетично найвигідніше розташу­
вання тіакаліксарену в просторі субфрагмен­
та-1 міозину. У роботі використовували про­
сторову структуру субфрагмента-1 міозину з 
ідентифікатором – 1B7T у базі даних протеїнів 
(RSCB Protein Data Bank) [25]. Для аналізу 
результатів та підготовки рисунків за резуль­
татами докінгу використовували програми 
Chimera [26] та Yasara [27]. 

Результати та обговорення

Перш за все було досліджено вплив Pb2+, Cd2+ 
та Ni2+ на АТР-гідролазну активність міозину 
гладенького м’яза матки, зокрема його суб­
фрагмента-1, який є основною функціональною 
одиницею міозину. На рис. 2 представлена 
залежність АТРазної активності субфрагмента-1 
міозину від концентрації Pb2+, Cd2+ та Ni2+. За 
100% приймали величину АТРазної активності 
субфрагмента-1 міозину в контрольних умо­
вах, а саме в середовищі інкубації без катіонів 
важких металів, але яке містило АТР, Мg2+ та 
Са2+. Величина активності АТРази за цих умов 
становила 50–80 мкмоль Рі/хв на мг протеїну. 
Катіони Pb та Cd виявляли яскраво виражений 
інгібувальний ефект на процес гідролізу АТР, 
каталізований субфрагментом-1 міозину: за 
0,03 мМ концентрації Pb2+ та Cd2+ пригнічували 
АТРазну активність на 25 та 20% відповідно, 
за підвищення концентрації до 0,3  мМ 
пригнічувальний ефект збільшувався (відносно 
контролю) в середньому до 88% у присутності 
Pb2+ та до 56% у присутності Cd2+. Величи­
на коефіцієнтів І0,5 для цих катіонів складає 

0,08  ±  0,01 мМ та 0,30 ± 0,03  мМ відповідно. 
Значно менший інгібувальний вплив встановле­
ний у присутності катіонів Ni, а саме 0,3 мМ Ni2+ 
інгібував активність АТРази субфрагмента-1 
міозину на 30%.

Щоб з’ясувати, чи зможе С-798 зняти не­
гативний вплив Pb2+, Cd2+ та Ni2+ на ензима­
тичну активність досліджуваного міозину, 
до інкубаційного середовища для визначення 
АТРазної активності, що містило один із цих 
катіонів, додавали розчин С-798 (50 мМ). Відомо, 
що сульфонільні групи цього тіакаліксарену 
здатні за певних умов (рН 9,8) зв’язувати катіони 
Мg2+ та Ca2+ [28], що може бути причиною не­
великого інгібувального впливу сполуки С-798 
на АТРазну активність субфрагмента-1 міозину 
міометрія (рис. 3). Скоріше всього, це зумов­
лене вилученням з інкубаційного середовища 
певної кількості катіонів Мg, необхідних для 
зв’язування АТР в активному центрі АТРази 
та здійснення гідролізу нуклеозидтрифосфату. 
Втім, дослідження сумісної дії 0,1 мМ Pb2+ та Cd2+ 
та С-798 на процес гідролізу АТР, каталізований 
субфрагментом-1 міозину, виявило здатність 
тіакаліксарену відновлювати до контрольного 
рівня АТРазну активність міозину міометрія у 
присутності катіонів важких металів (рис.  3). 
Тіакалікс[4]арен-тетрасульфонат виявляв 
подібну коригувальну дію відносно АТРазної 
активності субфрагмента-1 міозину за наявності 
0,3 мМ Ni2+ (рис. 4). 

Рис. 2. Концентраційна залежність впливу 
катіонів Pb, Cd та Ni на АТРазну активність 
субфрагмента-1 міозину міометрія. За 100% 
приймали значення АТРазної активності без до-
давання катіонів важких металів. Наведений 
типовий графік із вибірки (n = 3–4)
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Тіакалікс[4]арен-тетрасульфонат вияв­
ляв також відновлювальну дію на реакцію 
суперпреципітації актоміозину міометрія у 
присутності 300 мкМ Ni2+ (рис. 5). А як відомо, 
реакція суперпреципітації актоміозинового ком­
плексу в певному наближенні характеризує його 
скоротливу здатність та пов’язана з процесом 
гідролізу АТР в активному центрі міозину [29].

Щодо механізму корегувальної дії С-798 
на АТР-гідролазну активність субфрагмента-1 
міозину у присутності Pb2+, Cd2+ та Ni2+, то од­
ним із найвирогідніших припущень може бути 
вилучення досліджуваним тіакаліксареном 
катіонів Pb, Cd та Ni із середовища інкубації, 
завдяки його здатності зв’язувати катіони важ­
ких металів. Водночас, цікаво, чи здатен цей 
тіакаліксарен «знешкоджувати» ті катіони важ­
ких металів, які вже зв’язалися в певних ділянках 
молекули міозину. Під час дослідження інших 
можливих механізмів корегувальної дії С-798 на 
АТРазу міозину міометрія у присутності важ­
ких металів необхідно було з’ясувати ділянки 
зв’язування цих катіонів із субфрагментом-1 
міозину, а також можливість взаємодії Pb2+ та 
Cd2+ з каліксареном С-798 у структурі субфраг­
мента-1 міозину, для чого ми скористались мето­
дами комп’ютерного моделювання.

Рис. 3. Вплив 100 мкМ С-798 на АТРазну 
активність субфрагмента-1 міозину у 
присутності 100 мкМ Pb2+ та Cd2+ (M ± m, 
n = 5–6). За 100% приймали значення АТРазної 
активності без додавання катіонів важ-
ких металів. *Різниці між значеннями «Pb2+» 
та «Pb2++С-798» і ** різниці між значеннями 
«Сd2+» та «Cd2++С-798» статистично вірогідні, 
Р < 0,05

Рис. 4. Вплив 100 мкМ С-798 на АТРаз-
ну активність субфрагмента-1 міозину у 
присутності 300 мкМ Ni2+ (M ± m, n = 7–8). За 
100% приймали значення АТРазної активності 
без додавання катіонів важких металів. *Різниці 
між значеннями «Ni2+» та «Ni2++С-798» стати-
стично вірогідна, Р < 0,05
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Рис. 5. Сумісна дія  0,3 мМ Ni2+ та 100 мкМ С-798 
на суперпреципітацію актоміозину міометрія. 
Наведений типовий графік із вибірки n = 4
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АТРазна активність міозину залежить 
від природи катіонів металів, присутніх в 
інкубаційному середовищі, та добре корелює з 
їхнім іонним радіусом. Іонні радіуси Мg2+, Ni2+, 
Cd2+ та Pb2+ у розчинах становлять 0,070; 0,067; 
0,102 та 0,126 нм відповідно [30]. Очевидно, що 
взаємодія Cd2+ та Pb2++ із Мg2+-зв’язувальними 
ділянками міозину істотно ускладнена че­
рез значно більший розмір катіонів Cd та Pb у 
порівнянні з Мg2+. Але враховуючи експери­
ментально доведену їхню інгібувальну дію на 
АТРазну активність субфрагмента-1 міозину, 
можна припустити, що досліджувані катіони 
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**
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*
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зв’язуються з іншими функціонально важливи­
ми ділянками субфрагмента-1, які відповідають 
за зв’язування та гідроліз АТР. 

Методом комп’ютерного моделюван­
ня встановлено, що Pb2+, Cd2+ та Ni2+ можуть 
взаємодіяти з амінокислотними залишками 
субфрагмента-1 міозину в декількох зонах, що 
мають відношення до функціонування ензи­
му. Причому місця зв’язування  досліджуваних 
катіонів  на поверхні субфрагмента-1 міозину 
відрізняються від місць зв’язування Mg2+ (рис. 6). 

Як відомо, у формуванні АТРазного цен­
тру беруть участь петля Р (Gly176-Lys187), пере­
микач 1 (Gly230-Phe243) і перемикач 2 ((Ile461-
Ser471), 50 кДа – «верхній» та 50 кДа – «нижній» 
субдомени, а також «реле» (Leu475-Glu506) 
[31,  32]. Тому найбільшу увагу ми звернули на 
дві найвірогідніші області зв’язування для кож­
ного з катіонів (Cd2+, Pb2+ та Ni2+), які наближені 
до АТР-зв’язувальної ділянки субфрагмента-1 
міозину. 

Рис. 6. Докінг Сd2+ (світло-жовтий), Pb2+ (чорний) та Ni2+ (рожевий) в зони зв’язування в області, 
наближеній до нуклеозидзв’язувальної ділянки субфрагмента-1 молекули міозину. На рисунку показа-
но петлю Р (Gly176-Lys187), перемикач 1 (Gly230-Phe243) і перемикач 2 (Ile461-Ser471)

Встановлено, що Cd2+ координується з 
атомами кисню Glu177 (довжина зв’язку 0,27 
та 0,36  нм) і з атомом кисню Ser178  (довжина 
зв’язку 0,35 нм). Також Cd2+ взаємодіє з Arg236 
(довжина зв’язку 0,3 нм) в області зв’язування 1 
(рис. 7, А), яка знаходиться в нижній частині 
щілини між нуклеозидзв’язувальним центром та 
«нижнім» субдоменом розміром 50 кДа (Ser652-
Leu666), безпосередньо біля петлі Р. 

 В області зв’язування 2 (рис. 7, Б), що знахо­
диться в нижній частині «верхнього» субдомену 
розміром 50 кДа (Leu218-Asp463, Glu605-Phe621) 
та наближена до перемикача 1 (Gly233-Phe246), 
Cd2+ координується із атомом кисню Glu327 
(довжина зв’язку 0,24 нм), з атомом кисню 
Glu326 (довжина зв’язку 0,32 нм) та атомом кис­
ню Asp323 (довжина зв’язку 0,35 нм). Ця ділянка 
зв’язування, як і 1, також має відношення до 
зв’язування та гідролізу АТР. 

Для Pb2+ виявлені дві можливі ділянки 
зв’язування з субфрагментом-1 міозину. Перша 
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з них (рис. 8, А) контактує з перемикачем 1 та 
петлею Р, неподалік від спіралі «реле» (Leu475-
Glu506). Катіон Pb координується з атомом кис­
ню Glu177 (довжина зв’язку 0,32 нм), з атомами 
кисню Glu675 (довжина зв’язку 0,27 та 0,35 нм) 
і також взаємодіє з Arg236 (довжина зв’язку 
0,25  нм) та Leu686 (довжина зв’язку 0,26 та 
0,30 нм). 

В іншій ділянці зв’язування (рис. 8, Б), 
Pb2+ координується з атомами кисню Glu327 
(довжина зв’язку 0,25 та 0,34 нм) і з атомом 
кисню Glu227 (довжина зв’язку 0,35), а також 
взаємодіє з Pro224 (довжина зв’язку 0,4 нм) та 
Gln287 (довжина зв’язку 0,45 нм). Ця ділянка 
зв’язування контактує з перемикачем 1, і також 
має відношення до зв’язування та гідролізу АТР. 

Катіон Ni може взаємодіяти із субфраг­
ментом-1 міозину в області зв’язування, яка 
контактує з перемикачем 2, що бере участь у 
зв’язуванні АТР та його гідролізі, а саме  взаємодіє 
з Glu465 (довжина зв’язку 0,22 нм), Asp468 (дов­
жина зв’язку 0,35 нм) та Leu653 (довжина зв’язку 
0,37  нм). Ця область зв’язування знаходиться 
поблизу актинзв’язувальної ділянки та щілини 
між «верхнім» та «нижнім» 50 кДа субдомена­
ми, на дні якої знаходиться АТР-зв’язувальна 

Рис. 7. Взаємодія катіона Cd із лігандзв’язувальною ділянкою субфрагмента-1 міозину у водному 
оточенні. Лініями показані водневі та іонні взаємодії. А та Б – 1 та 2 ділянки зв’язування

кишеня, де через Mg2+ зв’язується молекула суб­
страту. Вона зазнає складних конформаційних 
перетворень у процесі передачі енергії від АТР-
гідролазного центру до актинзв’язувальної 
поверхні. Також катіон Ni, подібно до Cd2+ та 
Pb2+, може взаємодіяти із протеїном в області 
зв’язування 2 (дані не наведено). 

Можна зазначити, що взаємодія іонів із по­
верхнею протеїну відбувається, як правило, за 
участю їх гідратних оболонок. Якщо енергія 
зв’язку іона з дипольною молекулою води, яка 
залежить від іонного радіуса, менше теплової 
енергії, то на поверхні іонів вода не буде утриму­
ватися. Під час взаємодії з поверхнею протеїну, 
іон металу з великим іонним радіусом міцніше 
зв’язується з негативно зарядженою групою 
амінокислотного залишку протеїну і може ут­
ворювати кулонівський комплекс із загальною 
гідратною оболонкою. У цьому разі іони мета­
лу повністю компенсують локальний поверхне­
вий заряд протеїнової молекули, і зв’язування 
катіонів металу із протеїном стає міцнішим. 

Дійсно, аналізуючи одержані результати 
щодо докінгу Cd2+, Pb2+ та Ni2+, можна заначити 
те, що у зв’язуванні досліджуваних катіонів із 
молекулою міозину основне значення відіграють 

експериментальні роботи



ISSN 2409-4943. Ukr. Biochem. J., 2014, Vol. 86, N 6 161

Рис. 8. Взаємодія катіона Pb із лігандзв’язувальною ділянкою субфрагмента-1 міозину у водному 
оточенні. Лініями показані водневі та іонні взаємодії. А та Б – 1 та 2 ділянки зв’язування

їх взаємодії з негативно зарядженими групами 
амінокислотних залишків ензиму, зокрема Glu 
та Asp.

Також ми провели дослідження взаємодії 
С-798 із катіонами Cd та Pb за умови їх попе­
реднього докінгу в лігандзв’язувальну ділянку 
субфрагмента-1 міозину. Цей тіакаліксарен 
знаходиться в конформації «конус», яка  
стабілізується внутрішньомолекулярними 
водневими зв’язками між фенольними гру­
пами. Спочатку ми отримали енергетично 
мінімізовану структуру С-798: загальна енергія 
після мінімізації становила 62,45 ккал/моль. 
Наявність іонізованих сульфонільних груп на 
верхньому вінці та гідроксильних груп на ниж­
ньому вінці тіакаліксарену істотно збільшує 
внесок електростатичних взаємодій в загальну 
енергію взаємодії «гість-хазяїн» [33]. 

На рис. 9 наведені результати вбудовуван­
ня С-798 у структуру субфрагмента-1 міозину за 
попереднього зв’язування протеїном катіонів Cd 
(рис. 9, А) та Pb (рис. 9, Б) в області зв’язування 1 
для кожного катіона. Cd2+ взаємодіє з атомами 
кисню нижнього обода та місткової сірки С-798 
(O3 – 0,21 нм; S1 – 0,30 нм, O2 – 0,33 нм). При 
цьому спостерігається зміна положення катіона 

в цій області зв’язування. Показано, що Cd2+ 
дещо відходить від амінокислотних залишків 
петлі Р, і його взаємодія з атомом кисню Glu177 
послаблюється (довжина зв’язку 0,39 нм) 
(рис. 9, А). 

У разі взаємодії з катіоном Cd, С-798 
фіксується у «западині» моторного домену 
субфрагмента-1 міозину за участю декількох 
амінокислотних залишків. Зокрема, гідрофобна 
корзина тіакаліксарену фіксується залишками 
ароматичних амінокислот Phe467 та Phe469 суб­
фрагмента-1 міозину, негативно заряджені атоми 
кисню тіакаліксарену взаємодіють із позитивно 
зарядженими залишками амінокислот – Arg570, 
Asn572 та His689.

Катіон Pb, подібно до Cd2+, взаємодіє з ато­
мами кисню нижнього обода та місткової сірки 
каліксарену (S2 – 0,23 нм; О1 – 0,25 нм; О3 – 0,28 
нм). (рис. 9, Б) і також дещо віддаляється від по­
переднього місця зв’язування в області 1 (рис. 10, 
Б). Катіон Pb2+ припиняє взаємодіяти з атомом 
кисню Glu177, а координування з Glu675 стає 
слабкішим (довжина зв’язку 0,39 нм). Водночас, 
гідрофобна корзина С-798 фікcується залишка­
ми ароматичних амінокислот Phe464 та Phe467 
субфрагмента-1 міозину, негативно заряджені 
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атоми кисню калікс[4]арену  взаємодіють із по­
зитивно зарядженими залишками амінокислот – 
Pro571, Asn572 та Gln573.

Також ми дослідили вплив С-798 на зміну 
геометрії положення Cd2+ та Pb2+ під час докінгу 
в область зв’язування 2 субфрагмента-1 міозину 
(рис. 10). У присутності тіакаліксарену Сd2+ 
взаємодіє з атомами кисню третьої сульфонільної 
групи (О16 – 0,25 нм; O15 – 0,26 нм) (рис. 10, А), 
майже не взаємодіє з атомами кисню Asp323 
та Glu326, а координування з Glu327 значно 
слабшає (довжина зв’язку 0,41 нм). 

У разі вбудовування С-798 як і у разі з Cd2+ 

катіон Pb також взаємодіє з атомами кисню 
третьої сульфонільної групи (О16 – 0,2 нм; О14 – 
0,26 нм;  О15 – 3,8 нм). При цьому цей катіон 
дещо віддаляється від попереднього місця 
зв’язування в області 2 субфрагмента-1 міозину, 
і нівелюється його взаємодія з атомом кисню 
Glu227, а з Glu327 координується лише з одним 
атомом кисню, причому їх взаємодія значно 
послаблюється (довжина зв’язку 0,41 нм) (рис. 10, 
Б). В обох випадках тіакаліксарен фіксується 
у «западині» протеїну за участі декількох 
амінокислотних залишків (рис. 10). Зокрема, не­
гативно заряджені атоми кисню сульфонільних 
груп тіакаліксарену взаємодіють із позитивно 

Рис. 9. Вплив С-798 на взаємодію катіонів Cd (А) та Pb (Б) із амінокислотними залишками субфраг-
мента-1 в області зв’язування 1 кожного з катіонів

зарядженими залишками амінокислот – Lys188, 
Lys195 та Gln221 субфрагмента-1 міозину.

На рис. 9, 10 С-798 «оточений» напів­
прозорою поверхнею, яка відображає карту 
розповсюдження електростатичних взаємодій, 
зумовлених наявністю атомів кисню (червоний 
колір) та атомів сірки (жовтий колір). Згідно 
з рисунками, катіони Cd та Pb контактують і 
навіть дещо перекриваються з цією поверхнею. 
Це свідчить про те, що досліджувані катіони 
знаходяться у досить тісній взаємодії з нега­
тивно зарядженими атомами верхнього та ниж­
нього вінців С-798. Ймовірно, що тіакаліксарен 
«відтягує» на себе Pb2+ та Cd2+, внаслідок чого 
взаємодія катіонів з амінокислотними залишка­
ми ензиму послаблюється.

Отже, результати докінгу С-798 у ділянку 
субфрагмента-1 міозину, яка наближена до 
АТР-гідролазного центру, під час зв’язування з 
протеїном Cd2+, Pb2+, вказують на ймовірність 
взаємодії функціональних груп С-798 із 
катіонами важких металів. При цьому зв’язки 
Cd2+ та Pb2+ із залишками амінокислот суб­
фрагмента-1 міозину істотно послаблюються, 
і відстань між ними збільшується. Можливо, 
внаслідок цього знімається їх негативний вплив 
на АТРазну активність міозину.
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Рис. 10. Вплив С-798 на взаємодію катіонів Cd (А) та Pb (Б) із амінокислотними залишками S-1, в 
області зв’язування 2 кожного з катіонів. Лініями показані водневі та іонні взаємодії

Таким чином, встановлено інгібувальну 
дію Ni2+, Pb2+ та Cd2+ (0,03–0,3 мМ) на АТР-
гідролазну активність субфрагмента-1 міозину 
міометрія свині. Тіакалікс[4]арен-тетра­
сульфонат відновлює до контрольного рівня 
АТРазну активність субфрагмента-1 міозину 
у присутності катіонів важких металів. Од­
ним із найбільш вірогідних  припущень щодо 
механізму коригувальної дії С-798 може бути 
вилучення катіонів Pb2+, Cd2+ та Ni2+ із середови­
ща інкубації завдяки їх зв’язуванню з катіонами 
важких металів. Методом комп’ютерного мо­
делювання було визначено можливі місця 
зв’язування Ni2+, Pb2+ та Cd2+ із субфрагментом-1 
міозину, встановлено тип зв’язків між цими 
катіонами та амінокислотними залишками, їх 
довжина та геометричні характеристики. Пока­
зано зміну положення катіонів важких металів 
під час докінгу С-798 у ділянки зв’язування 

Pb2+ та Cd2+ в межах субфрагмента-1, що може 
свідчити про здатність С-798 взаємодіяти з 
катіонами важких металів, які зв’язалися з мо­
лекулою міозину. Корегувальна дія С-798 може 
бути наслідком послаблення взаємодії катіонів 
важких металів із амінокислотними залишками 
молекули міозину поблизу активного центру. 
Одержані результати можуть бути використані 
в подальших дослідженнях, спрямованих на 
оцінку перспективності тіакалікс[4]арен-тетра­
сульфонату як фармакологічної сполуки.

Автори вдячні к.б.н. Ребрієву А. В. за до-
помогу в очищенні субфрагмента-1 міозину на 
хроматографічній системі BioRad.

Роботу було виконано за фінансової 
підтримки державної цільової науково-
технічної програми «Нанотехнології та 
наноматеріали», № 0110U005970. 
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Тяжелые металлы негативно влияют на со­
кратительные свойства гладких мышц матки, 
что часто становится причиной различных па­
тологий репродуктивной системы у женщин. 
В связи с этим возникает потребность в разра­
ботке эффективных методов коррекции нару­
шений сократительной активности миометрия. 
Гидролиз АТР, катализируемый миозиновой 
АТРазой, являється одним из главнейших эле­
ментов молекулярного механизма сокращения 
миометрия. Нами установлено ингибирующее 
действие 0,03–0,3 мМ Ni2+, Pb2+ и Cd2+ на энзи­
матический гидролиз АТР, осуществляемый с 
участием субфрагмента-1 миозина, полученного 
из гладких мышц матки свиньи. Тиакаликс[4]-
арен-тетрасульфонат (С-798) в концентрации 
100  мкМ восстанавливает до контрольного 
уровня АТРазную активность субфрагмента-1 
миозина в присутствии катионов тяжелых ме­
таллов. Одной из наиболее вероятных версий 
относительно механизма корректирующего 
действия С-798, основанной на его способности 
хелатировать тяжелые металлы, может быть 
изъятие Pb2+, Cd2+ и Ni2+ из среды инкубации. 
Методом компьютерного моделирования было 
продемонстрировано, что защитное влияние 
С-798 может быть также следствием ослабления 
взаимодействия катионов тяжелых металлов с 
аминокислотными остатками молекулы мио­
зина вблизи активного центра АТР-гидролазы. 
Таким образом, полученные результаты могут 
быть использованы для дальнейших исследова­

ний, направленных на оценку перспективности 
тиакаликс[4]арен-тетрасульфоната  как фарма­
кологического соединения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: миозин, субфраг­
мент-1, тяжелые металлы, тиакаликс[4]арен, 
АТРазная активность, докинг, гладкие мышцы, 
матка.

Protective effect of tiacalix[4]
arene-tetrasulphonate 
on heavy metal inhibition 
of myometrium myosin 
subfragment-1 ATP-hydrolase 
activity

R. D. Labyntsevа1, O. V. Bevza1, A. A. Bevza1, 
A. M. Lulko1, S. Kharchenko2, V. I. Kalchenko2, 
S. O. Kosterin1

1Palladin Institute of Biochemistry, National 
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kinet@biochem.kiev.ua;
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Heavy metals have a negative effect on the 
contractility of uterine smooth muscles (myome­
trium), these effects can lead to various pathologies 
of a women reproductive system. To overcome these 
effects the methods for correcting the myometrium 
contractile activity are  to be developed. Catalyzed 
by myosin ATPase ATP hydrolysis is the most im­
portant reaction in the molecular mechanism of 
myometrium contraction. We have found an inhibi­
tory effect of 0.03-0.3 mM Ni2+, Pb2+ and Cd2+ on en­
zymatic hydrolysis of ATP by myosin subfragment-1 
obtained from swine uterine smooth muscles. We 
have demonstrated that 100 µM thiacalix[4]arene-
tetrasulphonate (C-798) recovered to the control level 
of ATPase activity of myosin subfragment-1 in the 
presence of heavy metal cations. One of the most 
probable mechanisms of C-798 corrective activity 
is based on its ability to chelate heavy metals, thus 
cations Pb, Cd and Ni can be removed from the in­
cubation medium. Computer simulation has demon­
strated that the protective effect of C-798 may also 
be the result of weakening the interaction of heavy 
metal ions with amino acid residues of the myosin 
molecule near the active site of ATP hydrolase. The 
obtained results can be used for further research 
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aimed at assessing the prospects of thiacalix[4]
arene-tetrasulfonate as pharmacological compounds.

Key words: myosin subfragment-1, heavy 
metals, thiacalix[4]arene, ATPase activity, docking, 
smooth muscle, uterus.
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