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КИЇВСЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРСИТЕТ                                         

ІМЕНІ ТАРАСА ШЕВЧЕНКА  
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Київ — 2024 р.



2
АНОТАЦІЯ 

Мельник В.В. Вплив калікс[4]арену С-1130 на кінетичні параметри 

Na+,K+-АТРази плазматичної мембрани та механокінетику процесу 

«скорочення — розслаблення» гладенького мʼязу матки. — Випускна 

кваліфікаційна робота бакалавра за спеціальністю 091 Біологія ОП «Біологія 

(високі технології)».  

У роботі досліджено залежності кінетичних параметрів інгібування 

Na+,K+-АТРази плазматичної мембрани клітин міометрія калікс[4]ареном 

С-1130 від концентрації іонів Mg, Na, К та АТР. Встановлено, що 

калікс[4]арен С-1130 практично не впливає на спорідненість Na+,K+-АТРази 

до Mg, К та АТР, проте калікс[4]арен С-1130 модифікує спорідненість Na+,K+-

АТРази до іонів Na.  

Зʼясовано, що під дією калікс[4]арену С-1130 відбувається зростання 

внутрішньоклітинної концентрації Са2+ у гладеньком’язових клітинах. 

Запропоновано молекулярний механізм впливу калікс[4]арену С-1130 на 

концентрацію Са2+ в міоплазмі клітин міометрія. 

Підтверджено, що причиною змін скорочувальної активності препаратів 

міометрія за дії калікс[4]арену С-1130 було саме інгібування Na+,K+-АТРази 

плазматичної мембрани, оскільки на тлі дії уабаїну (відомого інгібітору 

Na+,K+-АТРази) відбувалося посилення спонтанних скорочень препаратів 

міометрія, тоді як подальше аплікування калікс[4]арену С-1130 не змінювало 

їх механічну активність. 

Результати отримані в ході виконання роботи можуть бути використані 

для вдосконалення існуючих та створення нових високоефективних 

лікарських засобів, здатних модулювати порушення функціонування 

міометрія, а також створюють можливості для вирішення фундаментальних 

біологічних питань. 

Ключові слова: Na+,K+-АТРаза, плазматична мембрана, калікс[4]арен 

С-1130, гладенькі м’язи, міометрій, скорочення, уабаїн. 
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ABSTRACT 

Melnyk V.V. Influence of calix[4]arene C-1130 on the kinetic parameters of 

Na+,K+-ATPase of the plasma membrane and mechanokinetics of the «contraction 

— relaxation» process of the uterine smooth muscle. — Bachelor's thesis in the 

speciality 091 Biology, educational programme «Biology (high technologies)».  

The work investigates the dependence of the kinetic parameters of Na+,K+-

ATPase inhibition of the plasma membrane of myometrial cells by calix[4]arene 

C-1130 on the concentration of Mg, Na, K and ATP ions. It was found that 

calix[4]arene C-1130 has practically no effect on the affinity of Na+,K+-ATPase for 

Mg, K and ATP, but calix[4]arene C-1130 modifies the affinity of Na+,K+-ATPase 

for Na ions.  

It has been shown that calix[4]arene C-1130 increases the intracellular Ca2+ 

concentration in smooth muscle cells. The molecular mechanism of calix[4]arene 

C-1130 effect on Ca2+ concentration in the myoplasm of myometrial cells was 

proposed. 

It was confirmed that the reason for changes in the contractile activity of 

myometrial preparations under the influence of calix[4]arene C-1130 was the 

inhibition of the plasma membrane Na+,K+-ATPase. Increased spontaneous 

contractions were observed in myometrial preparations under the influence of 

ouabain, a known inhibitor of Na+,K+-ATPase. The subsequent application of 

calix[4]arene C-1130 did not alter their mechanical activity. 

The results obtained can be practical in improving existing and creating new 

highly effective drugs that can modulate myometrial dysfunction. They can also 

create opportunities for solving fundamental biological issues. 

Keywords: Na+,K+-ATPase, plasma membrane, calix[4]arene C-1130, smooth 

muscle, myometrium, contraction, ouabain. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

АХЕ – ацетилхолін естераза 

БСА – бичачий сироватковий альбумін  

ГМ – гладенькі м’язи 

ГМК – гладеньком’язова клітина 

ДМСО – диметилсульфоксид 

ЕГТА – етиленглікольдіамінтетраоцтова кислота 

ЕДТА – етилендіамінтетраоцетова кислота 

ЛЗД – ліганд-звязувальні ділянки  

МХ – мітохондрія 

ПКА – протеїнкіназа А 

ПКC – протеїнкіназа С 

ПМ – плазматична мембрана 

СР – саркоплазматичний ретикулум 

ЛКС – лазерно-кореляційна спектроскопія 

АDP – аденозиндифосфат 

АТР – аденозинтрифосфат 

СТР – цитидинтрифосфат 

GTP – гуанозинтрифосфат 

[Ca2+]e – зовнішньоклітинна концентрація кальцію 

[Ca2+]і – внутрішньоклітинна концентрація кальцію 

Pi – фосфат неорганічний 

fluo-4 АМ – 2-{[2-(2-{5-[біс(карбоксиметил)аміно]-2-метилфенокси}ето-

кси)-4-(2,7-дифлуоро-6-гідрокси-3-оксо-3H-ксантен-9-іл)феніл](карбокси-

метил)аміно}ацетова кислота; 

Hoechst – 2’-(4-етоксифеніл)-6-(4-метил-1-піперазиніл)-1H,3’H-2,5’-

бібензимідазол 

Hepes – N-2-гідроксиетилпіперазин-N-2-етансульфонова кислота 

DiOC6(3) – 3,3’-дігексилоксакарбоцианінйодит 

SDS – натрій додецилсульфат 

Tris – трис(гідроксиметил)амінометан 
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Tg – тапсигаргін 

Са2+-помпа – Mg2+,АТР-залежна Са2+-транспортувальна система плазматичної 

мембрани та саркоплазматичного ретикулуму 

Са2+,Mg2+-АТРаза – Mg2+-залежна АТРаза, що активується іонами Са 

Nа+,K+-АТРаза – Mg2+-залежна АТРаза, що активується іонами Nа і K 

Mg2+-АТРаза – “базальна” Mg2+-АТРаза, Са2+-незалежна Mg2+-залежна АТРаза, 

визначається в присутності Mg2+ (мМ), але за відсутності Са2+ в середовищі 

інкубації  

Са2+-АТРаза – низькоафінна щодо іонів Са, Mg2+-незалежна АТРаза, 

визначається в присутності Са2+ (мМ), але за відсутності Mg2+ в середовищі 

інкубації  

I0,5 – коефіцієнт інгібування (концентрація інгібітору, при якій рівень 

транспортувальної чи ензиматичної активності становить 50 % від 

контрольної величини) 

Ka – уявна константа активації  

Ki – уявна константа інгібування 

Km – уявна константа Міхаеліса 

Vmax - максимальна початкова швидкість реакції гідролізу АТР 

nH – коефіцієнт Хілла 

n – кількість дослідів 
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ВСТУП 

Розробка нових регуляторів мембранозв’язаних систем іонного 

транспорту є необхідною складовою дослідження механізмів, що лежать в 

основі найважливіших біохімічних та біофізичних процесів, зокрема таких як 

електро- та фармакомеханічне спряження у гладеньких м’язах (ГМ). 

Результати такого пошуку мають багато перспектив у практичному аспекті, 

адже вони можуть слугувати основою створення фармакологічних препаратів 

спрямованих на корегування патологічних станів контрактильної функції ГМ.  

Серед гладеньком’язових органів матці належить виняткова роль 

внаслідок її унікальної функції в організмі — виношування плоду та пологів. 

Порушення контрактильної активності матки є основою виникнення низки 

патологій, таких як безпліддя, дисменорея, ендометріоз тощо. Тому існує 

нагальна потреба у створенні лікарських засобів, здатних нормалізувати 

скоротливу активність матки і запобігати порушенням її функціонування. 

У плазматичній мембрані (ПМ) клітин гладеньких м’язів функціонує 

Na+,K+-АТРаза — електроензим, що підтримує трансмембранний градієнт 

іонів Na+ та K+, і тому відіграє важливу роль у формуванні мембранного 

потенціалу клітини та забезпеченні низки клітинних функцій. Na+,K+-АТРаза 

займає ключову роль у регуляції низки біохімічних процесів, то вона є 

потенційною мішенню для впливу фармакологічних регуляторних чинників.  

Пошук ефекторів, які здатні з високою спорідненістю, селективністю та 

ефективністю змінювати ензиматичну активність окремих протеїнів — одне з 

найбільш важливих завдань сучасної біохімії. У такому контексті 

перспективними слід вважати каліксарени — функціоналізовані різними 

хімічними групами макроциклічні сполуки, які здатні спрямовано і вибірково 

змінювати активність ензимів та іон-транспортуючих систем клітини. 

Тому метою роботи було вивчення закономірностей інгібіторного 

впливу калікс[4]арену С-1130 на АТР-гідролазні активності ПМ та 

скоротливу активність гладеньких м’язів матки. 
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РОЗДІЛ І 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Системи транспорту іонів Ca у гладеньких м’язах. 

1.1.1. Функціональне значення обміну іонів Ca у гладеньких м’язах. 

Функціонування контрактильного апарату гладеньких м’язів залежить 

від злагодженої роботи іон-транспортуючих систем, які створюють стан 

динамічної рівноваги трансмембранних концентраційних градієнтів іонів 

Na+, K+, Cl– і Ca2+ [1]. Скорочувальна здатність гладеньких мʼязів в основному 

регулюється змінами внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ [2]. Ці зміни 

можуть приймати різні форми, найпростішою з яких є загальноклітинне 

збільшення вмісту іонів Ca [3]. Скорочення гладеньких м’язів викликається 

збільшенням внутрішньоклітинної концентрації Ca2+ внаслідок вивільнення 

Ca2+ із запасів у гладенькому саркоплазматичному ретикулумі та надходження 

Ca2+ із позаклітинного простору через Ca2+-канали плазматичної мембрани 

(ПМ) [4]. Таким чином, зміни Ca2+ можуть бути стійкими або тимчасовими, 

стаціонарними або динамічними тощо [3]. 

1.1.2. Білкові транспортні системи, що опосередковують обмін іонів Ca у 

гладеньких м’язах. 

Регуляція внутрішньоклітинного рівня Ca2+ включає велику кількість 

білків, включаючи різні мембранні білки [4]. ПМ містить кілька типів 

каналів, які опосередковують надходження Ca2+ з позаклітинного середовища, 

проте основний внутрішній деполяризаційний струм потенціалів дії клітин 

міометрія, як прийнято вважати, виникає через надходження Ca2+ через Ca2+-

канал L-типу [5]. Існує дві системи для екструзії Ca2+, а саме: низькоафінний, 

високоємний Na+/Ca2+-обмінник (NCX) і високоафінна, низькоємна Ca2+-

АТРаза (помпа Ca2+ ПМ, PMCA) [1]. NCX має низьку афінність до Са2+ (KСа = 

1 мкМ) та високе число обертів, а PMCA властива висока спорідненість до 

іонів Са (KСа = 0,1–0,3 мкМ), та невелика кількість обертів [6]. 
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Активність NCX є основним способом екструзії Ca2+, в умовах коли 

цитозольний вільний Ca2+ перевищує рівень спокою в клітинах, оскільки 

транспортна здатність Ca2+ NCX зазвичай у 60 разів вища, ніж у PMCA [7]. 

Na+/Ca2+-обмінник ПМ (NCX) представляє велике сімейство білків, які 

опосередковують вхід/вихід Ca2+ і, таким чином, модулюють передачу 

сигналів Ca2+ та різноманітні фізіологічні функції на клітинному, системному 

та органному рівнях [8, 9]. Na+/Ca2+-обмінник є двонаправленим 

транспортером, який може імпортувати три Na+ в цитоплазму в обмін на один 

вихід Ca2+ (прямий режим) або керувати витоком трьох Na+ на поглинання 

одного Ca2+ (зворотний/реверсний режим) [10, 11]. Робочий напрямок NCX 

визначається електрохімічними градієнтами Ca2+ і Na+, а також потенціалом 

клітинної мембрани та ліпідним оточенням [12, 13]. 

У звʼязку з важливістю Na+/Ca2+-обмінника для нормального 

функціонування організму людини, фармакологічне націлювання на 

тканиноспецифічні варіанти Na+/Ca2+-обмінника може мати широке клінічне 

застосування [14, 15, 16]. Однак наразі ця перспектива залишається 

нереалізованою головним чином тому, що основні молекулярні механізми 

функціонування Na+/Ca2+-обмінника залишаються невідомими [17]. 

1.2. Участь натрієвої помпи у фукціонуванні гладеньких м’язів. 

1.2.1. Натрієва помпа як складова плазматичної мембрани міоцитів. 

Na+,K+-АТРаза (NKA, натрієва помпа) є інтегральним білком 

плазматичної мембрани клітин тварин і належить до класу ферментів 

транслоказ [18]. Na+,K+-АТРаза відповідає за генерування та підтримку 

трансмембранних іонних градієнтів, які мають життєво важливе значення для 

клітинної функції та підлеглих дій, таких як регуляція цитоплазматичного 

об’єму, підтримка рН, генерація потенціалів дії та вторинного активного 

транспорту [19, 20]. Мембранний потенціал спокою типової клітини 

становить -70 мВ [21]. Іони K+ матимуть тенденцію витікати з клітини, 

оскільки їхній рівноважний потенціал (-91 мВ) більш негативний, ніж 
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трансмембранний потенціал. Іони Na+ мають високу схильність до входження 

у клітину, оскільки як хімічний, так і електричний градієнти (рівноважний 

потенціал +64 мВ) сприяють поглинанню Na+. На противагу цьому, Na+,K+-

АТРаза викачує 3 Na+ із клітини та 2 K+ у клітину за рахунок розщеплення 1 

молекули АТР (цікаво, що NKA відповідає приблизно за 15-20 % витрат 

енергії в стані спокою в цілому організмі) [22, 23]. Тобто, завдяки 

функціонуванню NKA натрій і калій рухаються проти градієнтів 

концентрації. Таким чином, натрієва помпа підтримує градієнт вищої 

концентрації Na+ позаклітинно та вищої концентрації K+ внутрішньоклітинно 

[24]. Цей електрохімічний градієнт також створює рушійну силу для 

мембранного транспорту метаболітів, поживних речовин та іонів. Окрім 

транспорту іонів, NKA може взаємодіяти з сусідніми білками і в такий спосіб 

відігравати вирішальну роль у внутрішньоклітинній передачі сигналів, таких 

як активація загибелі клітини, виживання клітини, проліферації клітини тощо 

[25, 26, 27]. Залежно від типу клітини після активації Na+,K+-АТРаза 

стимулює проліферацію здорових клітин [28, 29] або, навпаки, пригнічує 

проліферацію пухлинних клітин [30]. Саме тому нормальне функціонування 

Na+,K+-АТРази в плазматичній мембрані є життєво важливим для клітин 

ссавців, а регуляція цього ферменту відіграє ключову роль в етіології низки 

патологічних процесів [31, 32, 33, 34]. Однак більшість фармакологічних 

стратегій не спрямовані на активність Na+,K+-АТРази через її складність і 

погане розуміння механізмів, залучених до модуляції Na+,K+-АТРази [35]. 

1.2.2. Структура натрієвої помпи.  

Na+,K+-АТРаза є членом сімейства Р-АТРаз, групи інтегральних 

мембранних білків, яким властива низка специфічних консервативних 

послідовностей, пов’язаних з їх гідролітичною функцією АТР, і наявністю 

кількох гідрофобних доменів, які утворюють трансмембранні α-спіралі [36, 

37]. Також важливою особливістю Р-АТРаз є утворення кислотостійкого 

фосфорильованого проміжного продукту як частини їх реакційного циклу 
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[38]. Вперше було запропоновано R. Vane Albers [39] і модифіковано Post et al. 

[40], що Р-АТРази можуть перебувати в двох конформаційних станах Е1 та 

Е2, які відрізняються своєю спорідненістю до іонів Na+ (вища в 

«дефосфорильованій» конформації Е1) і K+ (вища спорідненість в 

«фосфорильованій» конформації Е2) та чутливістю до АТР і АDP. 

Конформаційні зміни індукуються фосфорилюванням E1, тобто E1P 

спонтанно перетворюється на E2P [41, 42]. І навпаки, дефосфорилювання 

E2P супроводжується спонтанним перетворенням E2 в E1. Після того, як 

Na+,K+-АТРаза звʼязується з Mg-АТР і 3 іонами Na+, ензим 

аутофосфорилюється. Це призводить до переходу в стан E1P-ADP, де сайти 

звʼязування іонів не доступні для цитоплазми. Після вивільнення ADP, 

Na+,K+-АТРаза переходить у стан E2P, і сайти звʼязування іонів 

відкриваються у бік цитоплазми. Зв’язування K+ запускає процес 

дефосфорилювання і переводить Na+,K+-АТРазу у K+-блокований стан. Потім 

Na+,K+-АТРаза переходить у стан E2 і, нарешті, повертається до стану E1, 

вивільняючи K+ у цитоплазму, і цикл може повторитися знову [43, 44]. 

Na+,K+-АТРаза складається з трьох субодиниць: альфа (α) – каталітична 

одиниця (~110  кДa), що складається з трьох цитоплазматичних доменів (A, 

актуатор; N, звʼязування нуклеотидів; P, фосфорилювання) і 10-

трансмембранний (TM)-спіральний домен (TMD); бета (β) — єдина 

позаклітинна одиниця TM (~35  кДa), необхідна для стабільності Na+,K+-

АТРази та мембранного трафіку; гамма (γ), FXYD — регуляторна одиниця 

(~10  кДa), яка модулює ферментативну активність шляхом зміни афінності 

Na+,K+-АТРази до Na+, K+ або АТР [45, 46]. α-субодиниця має великий 

внутрішньоклітинний домен із сайтом зв’язування АТР і фосфорилювання, 

трансмембранний домен, що складається з 10 сегментів, відповідальних за 

транспорт іонів, і позаклітинний домен із сайтами зв’язування серцевих 

стероїдів [47]. α-субодиниця належить до підгрупи ІІс родини Р-АТРаз, її 

визначною рисою є транзієнтне формування фосфорильованого залишку 

аспартату в процесі каталітичного циклу, а також модифікація окисно-
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відновної чутливості Na+,K+-АТРази у процесі глутатіонілування ензиму [36, 

48]. β-субодиниця сприяє збірці α-субодиниці (діє як білок-шаперон), 

підвищує стабільність та модулює її афінність іонів. Важлива роль β-

субодиниці полягає в коректному введенні α-субодиниці в мембрану [49]. γ-

субодиниця є тканиноспецифічною та діє як модулятор NKA: вона впливає на 

спорідненість ензиму до іонів і АТР, на додаток до транспортних і 

стабілізаційних властивостей [50]. Наприклад, додавання γ-субодиниці до 

NKA змінює її спорідненість до одновалентних катіонів: комплекс α1β1γ має 

меншу спорідненість до Na+ і K+, ніж комплекс α1β1 [51]. Ізоформи γ-

субодиниці мають різну електрофоретичну рухливість і по-різному 

впливають на спорідненість комплексу α1β1γ до Na+ [52]. Крім того, FXYD 

також може бути субстратом для посттрансляційної модифікації [53]. 

1.2.3. Ізоформи натрієвої помпи.  

Для Na+,K+-АТРази є характерною молекулярна гетерогенність, яка є 

результатом експресії та диференціальної асоціації багатьох ізоформ як її α-, 

так і β-субодиниць [54]. Субодиниці демонструють кілька ізоформ, чотири 

ізоформи α-субодиниці (α1, α2, α3 і α4) та три ізоформи β-субодиниці (β1, β2 і 

β3), які можуть об’єднуватися в 12 різних ізоферментів Na+,K+-АТРази з 

різною функціональною активністю для тканини. Сім ізоферментів Na+,K+-

АТРази також є специфічними ізоформами γ-субодиниці [55]. Відмінності 

амінокислотних послідовностей між ізоформами незначні [56]. 

Ізоформи натрієвої помпи демонструють тканинно-специфічний патерн 

експресії. Поєднання α1-субодиниці з β1-субодиницею зустрічається майже в 

кожній тканині [57], а також α1β1 є основним ізоферментом нирки, тканини, 

яка класично використовувалася як для препаратики Na+,K+-АТРази та 

наступних біохімічних експериментів [58]. На відміну від широкого 

розподілу α1 і β1 в тканинах, інші комбінації α- і β-поліпептидів є менш 

розповсюдженими. Патерн експресії ізоформи Na+,K+-АТРази, як на рівні 

мРНК, так і на рівні білка, був найбільш детально вивчений на щурах [59]. 
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α4-ізоформа є специфічною для яєчок [60]. α2-ізоформа переважає в 

адипоцитах [61], м’язах [62], серці [63], мозку [64] і гладеньких мʼязах [65], а 

α3 у великій кількості міститься в нервових тканинах [66]. β2-ізоформа 

міститься в скелетних м’язах [62] і нервових тканинах [67], тоді як β3 

присутня в яєчках, сітківці, печінці та легенях [68]. 

1.2.4. Ізоформи натрієвої помпи у вісцеральних гладеньких м’язах. 

З усіх наразі відомих ізоформ α-субодиниці Na+,K+-АТРази наявність в 

гладеньких м’язах підтверджена лише для двох ізоформ — α1 і α2 [69]. α1-

ізоформа широко експресується майже в усіх тканинах і має відносно 

рівномірний розподіл у клітинах [70]. Навпаки, α2-ізоформа експресується в 

більш обмеженому наборі типів тканин і має точковий клітинний розподіл 

[69], вона локалізована разом з NCX в областях, де саркоплазматичний 

ретикулум (SR) прилягає до плазматичної мембрани [70, 71]. Через цей 

специфічний локалізований розподіл було висунуто гіпотезу, що NKA може 

модулювати не лише [Ca2+]i, але й Ca2+ навантаження SR [71]. Однак 

регуляція цієї взаємодії до кінця не з’ясована. 

1.2.5. Біофізичні та біохімічні основи звʼязку між натрієвою помпою та 

системами транспорту іонів Ca у гладеньких м’язах. 

Було зʼясовано, що Na+,K+-АТРаза є важливою для регуляції 

внутрішньоклітинної концентрації Ca2+. Фізичний зв'язок між Na+,K+-

АТРазою, NCX і запасом кальцію у саркоплазматичному ретикулумі вперше 

був продемонстрований у гладеньком'язових клітинах [71]. Вважається, що в 

плазматичній мембрані гладенькомʼязових клітин Na+,K+-АТРаза, яка містить 

α2- і α3-субодиниці, дуже близько контактує з NCX (ізоформа 1, NCX1) та 

ендоплазматичним ретикуломом [72, 73]. Na+,K+-АТРаза взаємодіє з NCX, 

утворюючи специфічний кальцієвий сигнальний мікродомен у багатьох 

різних типах клітин, включаючи гладеньком’язові клітини. Крім того, N-кінці 

субодиниць α2 і α3 Na+,K+-АТРази містять загальний структурний мотив, 

який дозволяє цим субодиницям націлюватися на мікродомени плазматичної 
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мембрани, що забезпечують сполучення сарколеми і ендоплазматичного 

ретикулуу [74]. Активність Na+/Ca2+-обмінника у цих мікродоменах 

регулюється локальними концентраціями Na+ або Ca2+, але сайти зв’язування 

іонів для регуляції не є сайтами, що беруть участь у транспортуванні іонів 

[75]. Хоча наразі не існує специфічного агоніста зворотного режиму роботи 

NCX, проте відомо, що збільшення внутрішньоклітинної концентрації Na+ 

спричинює NCX-залежний приплив Ca2+ всередину клітини і викликає 

тимчасове скорочення гладеньких м’язів судин [76]. Таким чином, маємо 

можливість ініціації переходу NCX у реверсний режим роботи за рахунок 

специфічного інгібування NKA. Зміни активності NKA, зокрема α2-ізоформи, 

через інгібування серцевими глікозидами призводять до змін у клітинному 

гомеостазі Ca2+ і, в деяких випадках, до посиленого навантаження 

внутрішньоклітинних запасів Ca2+ [77]. Пояснення навантаження депо 

полягає в тому, що підвищення внутрішньоклітинної концентрації Na+ 

уповільнює виведення Ca2+ із цитозолю через NCX і дозволяє Ca2+-АТРазі 

сарко(ендо)плазматичного ретикулуму (SERCA) секвеструвати більше Ca2+ у 

депо [78]. Отже, дослідження механізмів модуляції функціонального стану 

натрієвої помпи є перспективними з огляду на можливості вирішення 

фундаментальних біологічних питань та створення фармакологічних речовин, 

націлених на корекцію патологічних станів, що повʼязані з дисфункцією 

скорочення-розслаблення гладеньких мʼязів. 

1.2.6. Регуляція та модифікація активності натрієвої помпи плазматичної 

мембрани.  

Найважливішим локальним регуляторним механізмом для Na+,K+-

АТРази є внутрішньоклітинні та позаклітинні концентрації Na+ і K+, проте  на 

активність ензиму також впливають гіпоксія, пурини, окислювальний стрес, 

рН, оксид азоту та АТР [79]. 

Гіпертонія призводить до ремоделювання сайту зв’язування Na+ 

молекули NKA в серці [80]. Ця адаптація відбувається у відповідь на 
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підвищену внутрішньоклітинну концентрацію натрію ([Na+]i), викликану 

підвищенням артеріального тиску, і вона не залежить від рівня синтезу 

оксиду азоту (NO). Навпаки, підвищена активність NO-синтази була 

пов’язана з підвищенням спорідненості ферменту до АТР, і відповідним 

зростанням ефективності використання АТР як субстрату [81]. 

Зміни в доступності кисню модифікують активність Na+,K+-АТРази [81]. 

Було встановлено, що транспортна та гідролітична активність NKA однаково 

пригнічена як у гіпоксичних, так і в гіпероксичних умовах. Гіпоксія 

призводить до пошкодження Na+,K+-АТРази за двома механізми: 1) 

окислений комплекс NKA розкладається протеосомально, що призводить до 

зниження експресії цього іонного насоса на клітинній мембрані; 2) 

окислювальний стрес активує протеїнкіназу С (PKC), яка фосфорилює NKA, 

в результаті чого NKA інтерналізується з клітинної мембрани [82, 83]. 

Na+,K+-АТРази має здатність зв’язувати групу хімічних речовин — 

кардіотонічні стероїди (або серцеві глікозиди) [84]. Показано, що деякі 

рослини містять кардіотонічні стероїди , такі як уабаїн, дигоксин, дигітоксин 

тощо [85, 86]. Проте серцеві глікозиди виробляються не лише рослинами: у 

тканинах ссавців було виявлено п’ять різних серцевих глікозидів, включаючи 

уабаїн, дигоксин, маринобуфагенін, телоцинобуфагін і 19-норбуфалін [87]. 

Ендогенні серцеві глікозиди виробляються в надниркових залозах і 

гіпоталамусі [87]. Кардіотонічні стероїди мають багато фізіологічних і 

фармакологічних ефектів, зокрема в серцево-судинній системі, нирковій і 

мозковій тканинах [73, 88]. Також можливим є використання серцевих 

глікозидів для лікування раку та аутоімунних захворювань [89, 90]. 

Чутливість Na+,K+-АТРази до кардіотонічних стероїдів визначається 

сайтом звʼязування цих сполук, що розміщений на позаклітинній частині α-

субодиниці між трансмембранними доменами M1–M2, M5–M6 та M7–M8 

[91, 92]. Сайт зв’язування серцевих глікозидів часто називають сайтом 

зв’язування уабаїну, оскільки це кардіотонічний стероїд, який найчастіше 

використовується [93]. Встановлено, що найвищою спорідненістю до 

кардіотонічних стероїдів Na+,K+-АТРаза володіє у фосфорильованому 



17
конформаційному стані Е2 [94]. Цим пояснюється інгібувальна дія серцевих 

глікозидів на NKA: молекули КТС зв'язують і стабілізують Na+,K+-АТРазу в 

конформації E2, пригнічуючи транспортну активність ферменту [95]. 

Результатом пригнічення NKA, індукованого серцевими глікозидами, є 

збільшення сили скорочення м'язів. Підвищена внутрішньоклітинна 

концентрація Na+ обмежує екструзію Ca2+ через Na+/Ca2+-обмінник, що 

призводить до посиленого поглинання Ca2+ в саркоплазматичний ретикулум 

Ca2+-АТРазою та збільшення індукованого зростанням [Ca2+]i вивільнення 

кальцію з СР у процесі скорочення мʼязу [96]. 

Відмінні механізми регуляції Na+,K+-АТРази виникають після 

зв’язування кардіотонічних стероїдів зі специфічним сайтом на α-субодиниці 

Na+,K+-АТРази, але при низьких концентраціях ефектора (≤ нМ), яких 

недостатньо для інгібування транспорту іонів [97]. В результаті активуються: 

міжклітинне сигналювання, коливання внутрішньоклітинної концентрації 

Ca2+, транскрипція генів, ріст і проліферація клітини [98]. 

1.3. Властивості та механокінетика гладеньких м’язів матки. 

1.3.1. Властивості тканин гладеньких м’язів. 

Гладенькі мʼязи (ГМ) можна знайти в усіх системах органів: шлунково-

кишкового тракту, серцево-судинної (кровоносні та лімфатичні судини), 

ниркової (сечовий міхур), сечівник та сечоводи (статеві шляхи чоловіків і 

жінок), дихальних шляхів, покривів (м’язи, що піднімають волосся), 

сенсорної (циліарний м'яз і райдужна оболонка ока) [99]. Клітини гладеньких 

м’язів (ГМК) не мають поперечно-посмугованих структур, характерних для 

серцевих і скелетних м’язів: ГМК також містять актинові і міозинові волокна, 

проте вони розташовані у вигляді листів, а не веретен, що зумовлює гладкий 

вигляд клітин цього типу мʼязів [100]. На відміну від біполярних міозинових  

філаментів, однобічно полярні філаменти гладких м’язів виявляються менш 

стабільними, проте здатними змінювати свою довжину шляхом полімеризації 

та деполімеризації [101]. Також, як результат відсутності саркомерної 
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організації філаментів, гладкі м’язи не містять тропонінового комплексу, який 

є необхідним для скорочення скелетних м’язів, і, таким чином, мають інший 

механізм контролю надходження Ca2+ у клітину [102]. ГМК іннервуються 

вегетативною нервовою системою [103]. Крім того, скорочення гладенької 

мускулатури контролюється гормонами, аутокринними/паракринними 

агентами тощо [104]. У випадку ГМ шлунково-кишкового тракту також 

наявна нейрональна система забезпечення регуляції скорочень і здійснення 

перестатальтики — надзвичайно добре розвинута інтрамуральна мережа 

нейронів (сплетення Ауербаха та Мейснера) [105]. 

Гладенькі мʼязи класифікують за ембріологічними, анатомічними, 

фізіологічними, молекулярними ознаками [106]. Схемою класифікації 

гладеньких м’язів на основі їх функції є дихотомія скорочень гладеньких 

м’язів на фазні та тонічні. Фазова гладенька мускулатура характерна для 

шлунково-кишкової та сечостатевої систем і виявляє ритмічну скорочувальну 

активність [107, 108]. Тонічна гладенька мускулатура є характерною для 

дихальної та кровоносної систем, і вона схильна до тривалих скорочень [109].  

Гладенькі мʼязи поділяються на два типи: однокомпонентні і 

багатокомпонентні [106]. Однокомпонентні гладенькі м’язи складаються з 

кількох клітин, з’єднаних через коннексини, які можуть стимулюватися 

синхронно лише з одного синаптичного входу [110]. Коннексини формують 

канали з низьким електричним опором між клітинами і забезпечують шляхи 

для ефективного проведення потенціалів дії та сприяють міжклітинній 

комунікації між групами гладеньких м’язових клітин [111, 112]. У 

багатокомпонентних гладеньких м’язах кожна клітина отримує синаптичний 

сигнал окремо, тому багатокомпонентний гладенький м’яз має набагато 

точніший контроль збудження [110]. На основі наведених вище класифікацій 

можна виокремити дві функціональні групи. Вісцеральна гладенька 

мускулатура зазвичай розглядається як фазова, однокомпонентна, а гладенька 

мускулатура судин — як тонічна, багатокомпонентна, однак існує значна 

фенотипова різноманітність гладких м’язів як вісцеральної, так і судинної 

систем [113]. 



19
1.3.2. Міометрій — будова і властивості. 

Стінка матки утворена гладенькою мускулатурою — міометрієм, який 

належить до вісцеральних гладеньких м’язів та є функціональним синцитієм 

[114]. Таким чином, домінуюча клітинна популяція стінки матки складається 

з клітин, які містять скоротливий апарат, відповідальний за генерацію 

скорочувальної сили. Міометрій складається з трьох шарів: внутрішній і 

зовнішній шари в основному містять клітини гладеньких м’язів, а проміжний 

шар є рясно васкуляризованим [115]. М'язові волокна внутрішніх 

циркулярних шарів розташовані концентрично навколо довгої осі матки, а 

зовнішнього поздовжнього шару — паралельно.  

Клітини міометрія мають веретеноподібну форму, розміром від 2 до 10 

мкм в діаметрі і від 200 до 600 мкм в довжину [116]. Веретеноподібні м’язові 

клітини об’єднані в пучки по 10–50 клітин [117]. Крім «робочих» 

гладеньком'язових клітин тканина міометрія містить клітини-регулятори 

спонтанної активності, які мають подібні до інтерстиціальних клітин Кахаля 

(ІСС, телоцитів) функціональні характеристики [118]. Ці клітини мають 

невелику сому і від 1 до 5 довгих виростів – телоподій, збагачених 

мітохондріями, ендоплазматичним ретикулумом та зі значною кількістю 

кавеол у ПМ [119, 120]. ІСС-подібні клітини у міометрії модулюють частоту 

спонтанних скорочень (аналогічно до ІСС в гладеньком’язових шарах 

шлунково-кишкового тракту), на противагу «робочим» міоцитам, які 

відповідають за визначення їх амплітуди [121]. Реєстрація розподілу іонів 

Ca2+ на зрізах живої тканини міометрія свідчить про те, що передача сигналів 

скорочувальної активності починається на кордонах пучків гладеньких м’язів, 

у місцях, де розташовані ІСС-подібні клітини міометрія [122]. 

1.3.3. Механокінетика процесів скорочення-розслаблення міометрія. 

Контрактильна здатність міометрія є складним і динамічним 

фізіологічним процесом [123, 124]. Подібно до багатьох вісцеральних 

гладеньких м'язів, скорочення міометрія мають фазовий характер; вони 

демонструють збереження тонусу спокою з циклами дискретних, 
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періодичних скорочень різної частоти, амплітуди та тривалості [125]. 

Спонтанна електрична активність у м’язах матки складається з періодичних 

спалахів потенціалів дії [126]. Потенціали дії в міометрії є результатом 

залежних від напруги та часу змін іонної проникності мембрани, зокрема, 

потенціал дії виникає, коли надходження іонів Na+ всередину клітини 

створює потенціал протилежний за знаком потенціалу спокою [127].  

Клітини міометрія використовують перехресний цикл між актином і 

міозином для розвитку скорочення, а іони Ca2+ служать для ініціації цього 

процесу [128]. Скорочення матки ініціюються тимчасовим підвищенням 

концентрації Ca2+ в цитоплазмі, що відбувається через надходження кальцію 

з позаклітинної рідини в клітину через керовані напругою Ca2+-канали L-типу 

на поверхневій мембрані та/або вивільнення кальцію з саркоплазматичного 

ретикулуму (СР) [129]. Інші внутрішні струми міометрія, які, ймовірно, є 

функціональними, включають ті, що опосередковуються Ca2+-каналами Т-

типу, Na+-каналами та Cl--каналами [130]. Підвищення внутрішньоклітинної 

концентрації кальцію ([Ca2+]i) викликає активацію кальмодуліну (CalM), 

цитозольного білка, залежного від кальцію, здатного зв’язувати чотири іони 

Ca2+ [131]. Утворення комплексу Ca2+-CalM активує кіназу легкого ланцюга 

міозину (MLCK), що призводить до негайного та значного збільшення 

фосфорилювання регуляторного легкого ланцюга міозину-20 (MLC20) і 

подальшої ініціації перехресного мостового циклу [132]. Фосфорилювання 

MLC20 за допомогою MLCK служить основним фактором, що впливає на 

величину та тривалість скорочення [133]. Розслаблення опосередковується 

дефосфорилюванням міозину фосфатазою легких ланцюгів міозину та 

зниженням концентрації Ca2+ через його екструзію з клітини та/або 

секвестрування в саркоплазматичний ретикулум [134]. 

Скорочення міометрія є фізіологічно важливим, оскільки адекватна 

скорочувальна здатність матки сприяє транспортуванню сперматозоїдів до 

фаллопієвих труб, сприяє імплантації запліднених яйцеклітин і видаляє 

франмерти тканинного матеріалу під час менструального циклу [135, 136]. 
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Аберрантні скорочення матки можуть призвести до передчасних пологів та 

інших ускладнень і є важливою причиною материнської захворюваності та 

смертності [137 , 138]. Наприклад, атонія матки, тобто неспроможність матки 

адекватно скоротитися у відповідь на ендогенний окситоцин під час пологів, 

є основною причиною післяпологової кровотечі, яка є одним із 5 основних 

етіологічних факторів материнської смертності [139]. 

1.4. Каліксарени та їх біологічна активність. 

1.4.1. Cтруктура та фізико-хімічні властивості каліксаренів. 

Полігідроксильовані платформи, такі як каліксарени, резорцинарени або 

пірогалоарени, є перспективними нанорозмірними сполуками, які здатні 

селективно і контрольовано змінювати активність ензимів та іон-

транспортуючих систем, є каліксарени [140, 141].  

Калік[n]сарени сформовані як ліпофільна чаша з n бензольних одиниць, 

зʼєднаних метиленовими містками в орто-положенні, яка може бути 

функціоналізована різними хімічними групами [142, 143]. Кількість одиниць 

ароматичних сполук може бути від 4 до 20, хоча каліксарени з 4-8 

бензольними фрагментами є найпоширенішими [144]. Дослідження 

стабільності менших каліксаренів (калікс[3]аренів) виявило структурне 

напруження, наслідком якого є нестабільність молекули [145]. Структура 

калікс[n]аренів подібна до інших полігідроксильованих макроциклів, а розмір 

порожнини макроциклу залежить від кількості ароматичних циклів [146]. 

Наприклад, діаметр верхнього вінця каліксаренової чаші був оцінений як 3,8 

Å для калікс[4]аренів і 5,0 Å для калікс[6]аренів [147]. 

Каліксарени являють собою універсальний клас макроциклічних сполук 

у супрамолекулярній хімії, які можуть утримувати невеликі молекули або 

іони у своїх чітко визначених гідрофобних порожнинах у процесі утворенням 

комплексу «господар — гість»: можливість розміщення в різну за ромірами (n 

= 4, 6, 8 і більше) ліпофільну порожнину, утворену бензольними кільцями, 
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активних фармацевтичних інгредієнтів (солей, іонів, амінокислот та ін.), або 

вже відомих фармакологічниих засобів [148, 149, 150]. Олігомерна природа 

каліксаренів, тобто наявність повторюваних фенольних одиниць у 

циклічному масиві, робить ці макроцикли ідеальними каркасами для 

побудови багатовалентних лігандів з підвищеною спорідненістю до цільових 

макромолекул, таких як білки, нуклеїнові кислоти та ліпіди [151]. 

1.4.2. Прояви біологічної активності каліксаренів. 

Cтруктура каліксаренів, а також їх здатність до самоорганізації та 

молекулярного розпізнавання, обумовили перспективність їх дослідження 

[152]. Цей клас сполук має значний потенціал слугувати платформою для 

розробки біологічно активних речовин [153]. Каліксарени та їх похідні 

використовуються як носії для протиракових [154, 155], протизапальних 

[156],  антитромботичних [157], антифунгальних [158], антибактеріальних 

[159], протимікробних [160] препаратів. Крім того, для простих похідних 

каліксаренів не було виявлено токсичності та імуногенних властивостей [161, 

162]. Саме тому каліксарени є важливими біосумісними молекулами для 

покращення розчинності, хімічної реактивності та зниження цитотоксичності 

та імуногенності лікарських засобів [163]. 

1.4.3. Перспективи використання каліксаренів. 

Накопичені за останні 40 років досліджень відомості про хімію 

каліксаренів та особливості їх синтезу дозволяють чітко контролювати 

реакційну здатність, конформацію та структуру вихідних макроциклів. 

Здебільшого, каліксарени синтезують нагріванням суміші пара-трет-

бутилфенолу і формальдегіду: завдяки зваженому вибору основи, 

температури реакції та часу реакції каліксарени різної форми та розміру 

кілець можуть бути синтезовані з хорошим виходом і чистотою [164]. 

Функціональні групи, такі як карбоксилати, фосфати або сульфонати, можуть 

бути введені в гідроксильовану платформу каліксарену за допомогою 

легкодоступних реакцій [140, 165]. Таким чином, здатність утворювати 
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супрамолекулярні комплекси з біологічно важливими молекулами та iонами, 

а також особливості будови та варіативність структурної модифікації 

каліксаренів дозволяють із доцільними фінансовими та трудовими витратами 

синтезувати на їх основі якісні таргетовані ефектори [166]. Дійсно, 

каліксарени набули значення в терапевтичній сфері, особливо сприяючи 

вдосконаленню систем введення активних речовин [167, 168, 169, 170]. 

Серед усіх калікс[n]аренів калікс[4]арени представляють особливий 

інтерес через їх легкодоступність, унікальні конформаційні особливості та 

легкі постмакроциклічні модифікації як на нижньому, так і на верхньому 

вінцях [171]. Калікс[4]арени можуть бути функціоналізовані такими 

хімічними групами як аміди, іміни, сірка, семікарбазон і алкільні групи, серед 

іншого, утворюючи широкий спектр макроциклічних сполук з різними 

вибірковістю, розчинністю і ступенем гідрофобності [172]. Функціональні 

особливості калікс[4]аренів обумовили обумовили те, що вони поступово 

стають одними з найбільш вивчених макромолекул, що застосовуються в 

широкому спектрі галузей, включаючи: доставка ліків [173, 174, 175];  

доставка генів [176, 177, 178]; каталіз [179, 180, 181]; атомна промисловість 

[182, 183]; розробка сенсорів [184, 185, 186]; синтез полімерів [187, 188, 189]. 

1.4.4. Каліксарени-інгібітори натрієвої помпи.  

Дослідження науковців відділу біохімії мʼязів Інституту біохімії ім. О.В. 

Палладіна виявили, що окремі каліксарени мають здатність селективно, не 

зачіпаючи інші системи активного транспорту іонів через плазматичну 

мембрану, інгібувати роботу Na+,K+-АТРази. Встановлено, що каліксарен-

фосфонові кислоти — калікс[4]арени С-97, С-99, С-107 — у концентрації 100 

мкМ пригнічують ферментативну активність Na+,K+-АТРази на 86-98 %, тоді 

як на базальну активність Mg2+-АТРази практично не впливають, а також 

вони більш ефективно, ніж уабаїн, пригнічують ферментативну активність 

натрієвої помпи [190, 191]. Серед каліксаренів з шифрами С-97, С-99, С-107 

найефективніший інгібуючий вплив на активність Na+,K+-АТРази має 

каліксарен-метиленбісфосфонова кислота — каліксарен С-97 [190]. 
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РОЗДІЛ ІІ 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

2.1. Структура та синтез калікс[4]арену С-1130.  

Синтез та опис фізико-хімічних властивостей калікс[4]арену С-1130 

(5,17-ди(фосфоно-2-піридилметил)аміно-11,23-ди-трет-бутил-26,28-

дигідрокси-25,27-диоктилоксикалікс[4]арен) (рис. 1) проводилися у відділі 

хімії макроциклічних сполук Інституту органічної хімії НАН України під 

керівництвом академіка НАН України, професора В.І. Кальченка. Для цього 

було використано методи ЯМР та інфрачервоної спектроскопії. 

                                         

Рисунок 2.1.1 — Структурна формула калікс[4]арену С-1130. 

2.2. Тварини та тканини, які було використано в дослідженнях.  

У ході дослідження як об’єкт вивчення інгібіторної дії калікс[4]арену 

С-1130 на активність Nа+,К+-АТРази ПМ використовувались препарати 

гладенької мускулатури матки невагітних щурів та свиней. Лабораторних 

тварин, а саме невагітних щурів, утримували відповідно до стандартного 

раціону віварію. Тварин піддавали наркозу за допомогою витримування у 

камері, насиченій парами хлороформу, після чого тварин забивали методом 

декапітації та видаляли матку для проведення експериментальної роботи. 

Дослідження проводилося відповідно до Хельсінської декларації (Всесвітня 

медична асамблея, 1964), Міжнародних принципів Європейської конвенції 
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про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та інших 

наукових цілей (Страсбург, 1986), Декларації принципів толерантності (28 

сесія ЮНЕСКО, 1995), Універсальної декларації по біоетиці та правах 

людини (ООН, 1997), норм Конвенції про захист прав людини у зв’язку з 

впровадженням нових біомедичних технологій, прийнятою у 1997 році у м. 

Ов’єдо (Іспанія) та підписаною Верховною Радою України у 2002 році, 

Закону України № 3447 IV «Про захист тварин від жорстокого поводження». 

2.3. Методи препаративної біохімії. 

2.3.1. Виділення суспензії гладенькомʼязових клітин з матки щурів. 

Суспензію ГМК матки виділяли з невагітних щурів, що попередньо (за 

16 годин до забору тканини) естрогенізувалися. Естрогенізацію проводили 

для збільшення розмірів матки. Процедура естрогенізації передбачала 

одноразове внутрішньомʼязове введення 50 мкл 0,1 % розчину естрадіолу. 

Клітинну суспензію одержували з використанням колагенази і соєвого 

інгібітору трипсину за допомогою методу Mollard у частково модифікованому 

вигляді. 

Виділений орган матки щура звільняли від жиру і сполучної тканини та 

переносили в розчин Хенкса (pозчин А) наступного складу: 136,9 мМ NaCl; 

5,36 мМ KCl ; 0,44 мМ КН2РО4; 0,26 мМ NaHCO3; 0,26 мМ Na2НРО4; 1,26 

мМ CaCl2; 0,4 мМ MgCl2; 0,4 мМ MgSO4; 5,5 мМ глюкоза; 10 мМ HEPES (рН 

= 7,4 при 37°C). Подрібнення тканини здійснювали шляхом розрізання її 

ножицями на невеликі шматочки (середній розмір – 2×2 мм) і відмивання від 

крові та високих концентрацій іонів Са (3 рази по 5 хв) в 5 мл розчину Б 

(розчин Хенкса вищеприведеного складу, який замість MgCl2 і MgSO4 містить 

CaCl2 в концентрації 0,03 мМ). Далі тканинний матеріал інкубували протягом 

20 хв при 37°C у режимі постійного перемішування у розчині для 

покращення дисоціації тканини обʼємом 2 мл, яке являє собою розчин 

колагенази (0,1 %), BSA (0,1 %) і соєвого інгібітора трипсину (0,01 %), що був 

приготовлений на розчині Б. Через 20 хв середовище дисоціації тканини 
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відбирали, а тканину переносили в вільний від ензиматичного препарату 

розчин Б. Паралельно, для більш швидкої дисоціації клітин тканинний 

препарат обережно піпетували за допомогою серологічної піпетки 

(щонайменше 30 разів протягом 2-3 хв). Розчин Б, який містив дисоційовані 

клітини, відбирали. На противагу цьому, тканинний препарат переносили в 

нову порцію середовища для ініціації дисоціації клітин, що містить 

колагеназу та соєвий інгібітор трипсину. Наведена процедура повторювалась 

5-6 разів. Дві перші порції розчину Б, що використовувався для піпетування (і 

не містив колагенази та соєвого інгібітору трипсину, але містив дисоційовані 

клітини), відкидали, у звʼязку з тим, що вони містили значну кількість 

фрагментів тканини та клітин. Остані 3-4 порції збирали, обʼєднували і 

центрифугували 10 хв при 80g. Отриманий клітинний осад промивали 

розчином, у складі якого містилися 25 мМ HEPES-KOH (рН=7,4 при 8°C), 

150 мМ NaCl і 0,4% БСА. Далі проводилося повторне центрифугування 

(аналогічно до згадуваного вище режиму). Потім клітини переносили в 

середовище зберігання, яке містило 25 мМ HEPES-KOH (рН=7,4 при 8°C), 

150 мМ NaCl, і зберігали при низькій температурі (на льодяній бані). 

2.3.2. Виділення фракції плазматичних мембран клітин міометрія свині. 

Для отримання ПМ з міометрія матки свині, виконувалися наступні 

кроки: спочатку тканину забирали через 10-20 хвилин після забою тварини і 

піддавали очищенню від жиру, видаляли ендометрій та промивали у 

фізіологічному розчині, а потім зберігали у порціях по 10-20 грамів у рідкому 

азоті. Усі операції виконувалися на льоду з метою уникнення денатурації 

білків (при температурі 4°C). Далі 15 г тканини подрібнювали спочатку 

ножицями, а потім за допомогою ножового гомогенізатора типу «Політрон» 

на швидкості 10000 об/хв, проводячи 3 цикли по 20 секунд з перервами по 2 

хвилини для охолодження, у 60 мл середовища гомогенізації, у якому 

співвідношення «тканина:середовище гомогенізації» становило 1:4. 

Середовище гомогенізації містило 20 мМ Tris-HCl (рН 7,4 при 8°C), 250 мМ 

сахарози, 2 мМ етилендіамінтетраоцтової кислоти (ЕДТА) та 600 мМ KCl. 
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Отриманий препарат піддавали центрифугуванню протягом 20 хвилин при 

3000 g з метою видалення тканинних обривків, ядер та мітохондрій. 

Надосадову рідину, що містила мікросомальну фракцію, нашаровували на 

ступінчатий градієнт сахарози та центрифугували. Потім інтерфазну зону 

відбирали пастерівською піпеткою. До отриманої суспензії додавали 

охолоджений бідистилят і осаджували протягом 1,5 години при 105000 g на 

кутовому роторі. Осад з везикулами ПМ, суспендували у 3 мл середовища із 

складом 20 мМ Tris-HCl (рН 7,4 при 8°C) та 150 мМ KCl, та в подальшому 

зберігали в рідкому азоті. Вищезазначений метод гарантує одержання фракції 

ПМ, яка містить в собі інвертовані везикули.  

Кількість білка в мембранному препараті визначається методом Brаdford 

за його реакцією з реагентом Кумасі G250. Як стандарт використовувався 

БСА. Цей метод має високу чутливість при визначенні концентрацій білка в 

межах 2-120 мкг/мл і дає стійке забарвлення розчину білка (не зникає 

протягом  щонайменше 1 години). Метод ґрунтується на реакції аніонної 

форми реагенту Кумасі з позитивно зарядженими амінокислотами білка, що 

зумовлює зміну кольору барвника з червоного на синій (максимум 

поглинання при 595 нм). 

2.3.3. Виділення препаратів міометрія щурів для тензометричних 

експериментів. 

Для аналізу впливу калікс[4]арену С-1130 на скоротливу активність 

гладеньких м’язів матки дослідження проводили на препаратах міометрія 

щурів лінії Wistar. Роги матки розрізали на смужки розміром 2×10 мм у 

поздовжньому напрямку, зберігаючи ендотеліальний шар інтактним. Для 

вивчення спонтанних скорочень використовували фрагменти рогів матки, 

розташовані з боку яєчників. Усі етапи дослідження проводили у розчині 

Кребса (мМ): 120,4 NaCl; 5,9 KCl; 15,5 NaHCO3; 1,2 NaH2PO4; 1,2 MgCl2; 2,5 

CaCl2; 11,5 глюкоза (рН 7,4). 
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2.4. Флуоресцентні методи. 

2.4.1. Дослідження міоцитів методом лазерної скануючої конфокальної 

мікроскопії. 

Для проведення конфокально-мікроскопічних досліджень необхідно 

було попередньо іммобілізувати суспензію ГМК (100 мкл) на предметному 

склі, обробленому полі-L-лізином (200 мкл) (2 год при температурі 25°C). 

Міоцити, які не іммобілізувалися за час витримки на предметному склі, 

відмиваються розчином Б (склад наведено вище). Далі до іммобілізованих 

клітин додається 100 мкл розчину Б. 

Для оцінки змін у концентрації іонів кальцію ([Са2+]i) у міоцитах 

використовувалися зонди Hoechst 33342 (для маркування ядер клітин) та 

fluo-4 AM (для реєстрації змін у концентрації Са2+ у клітині). Для поліпшення 

розподілу зондів у розчині додавали Pluronic (0,2%). Вимірювання 

здійснювали за допомогою лазерного скануючого конфокального мікроскопу 

LSM 510 META від «Carl Zeiss» (Німеччина) у режимі Multi Track. 

Флуоресценцію зонда Hoechst 33342 збуджували діодним лазером на 

довжині хвилі 405 нм та реєстрували за допомогою світлофільтра ВР 420-480 

нм, а флуоресценцію fluo-4 AM збуджували аргоновим лазером на довжині 

хвилі 488 нм та реєстрували за допомогою світлофільтра ВР 505-530 нм. 

Для аналізу обирали клітини веретеноподібної форми з чітко видимими 

ядрами, забарвленими за допомогою ДНК-чутливого флуоресцентного 

барвника Hoechst. Вимірювання тривало 5 хвилин і проводилося у режимі  

запису низки послідовних знімків клітин (часовий інтервал між знімками 

тривав 15-20 секунд). У цей час до досліджуваного зразку вводили розчин 

Са2+ (2 мМ) для перевірки цілісності ПМ. Після цього вводили ДМСО (2 мкл) 

або аліквоту калікс[4]арену С-150 (20 мкМ) для контролю, або калікс[4]арен 

С-1130 (20 мкМ) для експерименту. 

Для кількісного аналізу використовували функцію ROI (Region of 

Interest), яка дозволяє генерувати графіки залежності інтенсивності 

флуоресценції від часу, усереднені в межах заданої області. 
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2.5. Ензимологічні методи. 

2.5.1. Оцінка активності АТР-гідролаз у фракції плазматичних мембран. 

2.5.1.1. Оцінка активності Са2+,Mg2+-АТРази у фракції плазматичних 

мембран. 

«Загальну» АТРазну активність фракції ПМ ГМК досліджували у 

середовищі обʼємом 0,4 мл наступного складу: 3 мМ АТР, 3 мМ  MgCl2, 0.95 

мМ СaCl2, 25 мМ NaCl, 125 мМ КCl, 1 мМ ЕГТА, 20 мМ Hepes-tris-буфер 

(рН 7,4), 1 NaN3, 1 мМ уабаїн, 0,1 мкМ тапсигаргін, 0,1 % дигітонін. Кількість 

білка у фракції ПМ — 20-30 мкг; температура — 37°C; час інкубації — 4 хв. 

Ензиматичну реакцію ініціювали додаванням до інкубаційної суміші 50 

мкл фракції ПМ (8°C), а зупиняли її протікання — введенням 1 мл «стоп»-

розчину, у якому містилися 1,5 М натрій оцтовокислий, 3,7 % формальдегід, 

14 % етанол, 5 % трихлороцтова кислота (рН 4,3 при 8°C).   

Як контроль на неензиматичний гідроліз АТР брали аналогічне 

середовище інкубації, але без фракції ПМ. Для оцінки кількості ендогенного 

Рі в препараті використовувалась аліквота фракції ПМ, розчинена у воді. 

Таким чином, «загальна» АТРазна активність являла собою різницю між 

кількістю утвореного Рі в присутності фрагментів ПМ та без них, з 

урахуванням вмісту ендогенного Рі в фракції ПМ. Для визначення кількості 

продукту реакції застосовувався метод W. Rathbun та V. Betlach: до зразку 

додавали 0,05 мл 2% розчину MoNH4, перемішували та вносили 0,1 мл 6,75 

мМ розчин SnCl2 ⋅ 2H2O. Через 15 хвилин оптичну густину зразку визначали 

за допомогою спектрофотометра SPECORD UV VIS (довжина хвилі 660 нм). 

«Базальну» Mg2+-АТРазну активність у зразку визначали у аналогічному 

середовищі інкубації, але за умови відсутності в середовищі інкубації іонів 

Са2+. Са2+,Mg2+-АТРазну активність обраховували як різницю між величиною 

«загальної» АТРазної і «базальної» Mg2+-АТРазної активностями. 

Встановлене середнє значення питомої активності Са2+,Mg2+-АТРази ПМ 

становить  3,4 ± 0,3 мкмоль Рі/мг білка за 1 год (M ± m; n = 7). 
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2.5.1.2. Оцінка Na+,K+-ATPазної та Mg2+-АТРазної активності у фракції 

плазматичних мембран. 

«Загальну» Na+,K+,Mg2+-АТРазну активність визначали у фракції ПМ 

ГМК в середовищі інкубації обʼємом 0,4 мл наступного складу: 1 мМ АТР, 3 

мМ MgCl2, 125 мМ NaCl, 25 мМ КCl, 1 мМ ЕГТА, 20 мМ Hepes-Tris-буфер 

(рН 7,4), 1 мМ NaN3, 0,1 мкМ тапсигаргін, 0,1 % дигітонін. Кількість білка у 

фракції ПМ — 20-30 мкг; температура — 37°C; час інкубації — 4 хв. 

Ініціацію та зупинку ензиматичної реакції і визначення продукту реакції  

Рі здійснювали аналогічно до методики описаної у пункті 2.5.1.1. 

«Базальну» Mg2+-АТРазну активність визначали в такому ж середовищі 

інкубації, як і «загальну» АТРазну активність, але за умови додавання 

селективного інгібітору Nа+,К+-АТРази — уабаїну (1 мМ). Середнє значення 

питомої ензиматичної активності «базальної» Mg2+-АТРази складало 18,1 ± 

1,2 мкмоль Рі/мг білка за 1 год (M ± m; n=7). 

Уабаїнчутливу Nа+,К+-АТРазну активність обраховували як різницю між 

«загальною» Mg2+,Na+,K+-АТРазної і «базальною» Mg2+-АТРазної активності. 

Встановлене середнє значення питомої ензиматичної активності Na+,K+-

АТРази складало 10,2 ± 0,7 мкмоль Рі/мг білка за 1 год (M ± m; n=7). 

2.6. Тензометричні методи. 

2.6.1. Реєстрація скоротливої активності. 

Тензометричні експерименти проводили з використанням устаткування, 

виготовленого в Інституті фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України. 

Реєстрацію скорочувальної активності м’язових препаратів проводили у 

ізометричному та ізотонічному режимах, за допомогою датчика сили і 

датчика переміщення відповідно. Препарати м’язів поміщали в робочу 

камеру приладу (Vефект. = 0,2 мл) з проточним розчином Кребса (v = 7 мл/хв) 

та залишали на 1 годину, за умови надання їм пасивного навантаження на 

рівні 10 мН, для стабілізації скорочень. Температура у робочій камері 

регулювалася рідинним термостатом (температуру тримали на рівні 37,5 °С). 
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Для тензометричних досліджень калікс[4]арен С-1130 розчиняли у 

ДМСО та додавали до розчину Кребса так, щоб кінцева концентрація ДМСО 

складала 0,1% від загального об’єму розчину Кребса. Інгібітор Nа+,К+-

АТРази уабаїн додають у розчин Кребса з концентрацією 1 мМ; перед 

реєстрацією спонтанних скорочень, препарати інкубували у проточному 

розчині Кребса з уабаїном протягом 30 хв. В усіх експериментах препарати 

міометрія перебували у розчинах з концентрацією ДМСО рівною 0,1%. 

 

Рисунок 2.6.1.1 — Устаткування для тензометричних експериментів:               

1 — робоча камера з м’язовими препаратами, які закріплено на гачках;           

2 — датчики сили (реєстрація в ізометричних умовах) та  переміщення 

(реєстрація в ізотонічних умовах); 3 — підсилювач; 4 — аналого-цифровий 

перетворювач (АЦП); 5 — комп’ютер (ЕОМ); 6 — перестальтичні насоси;     

7 — набір робочих розчинів; 8 — рідинний термостат. 

2.7. Методи математичного моделювання.  

Спонтанну скоротливу активність ГМ препаратів досліджували за 

допомогою методу багатопараметричного механокінетичного аналізу [192].  

Ізометричні спонтанні скорочення аналізували за допомогою методу 

лінеаризації у подвійних логарифмічних координатах: , де 

f і t — миттєві значення сили та часу на рівні скоротливого циклу, а індексами 

С та R позначено фази скорочення і розслаблення відповідно, Δt — заданий 

довільно фіксований інтервал часу.   
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Із лінеаризованих графіків визначали характеристичні константи k і n, 

які надалі використовували для розрахунку параметрів: часових (τ0, τC і τR), 

силових (Fmax, FC та FR), швидкісних (VC і VR) та імпульсних (Іmax, ІC та ІR) 

параметрів. Тут VC і VR – максимальні швидкості фаз скорочення і 

розслаблення відповідно, а Іmax, ІC та ІR – параметри імпульсу сили на рівні 

амплітуди та максимальних швидкостей фаз скорочення і розслаблення 

відповідно. 

Ізотонічні спонтанні скорочення аналізували за схожим алгоритмом: їх 

лінеаризували у координатах , де ΔLC – зміна довжини 

зразку мʼязу на рівні суто фази скорочення в будь-який момент часу t < τ0 , а 

ΔLR – зміна довжини зразку мʼязу на рівні суто фази розслаблення в момент 

часу t + Δt > τ0 (Δt = const, що обирається дослідником).  

Із лінеаризованих графіків визначали характеристичні константи k і n, 

які використовували для розрахунку параметрів: часових (τ0, τC і τR), 

укорочення (ΔLmax, ΔLC та ΔLR) та швидкісних (VC і VR).  

Аналіз кінетичних закономірностей процесів скорочення-розслаблення 

ГМ препаратів для викликаних (електро- і фармакомеханічно) скорочень 

проводили із використанням методу Костеріна-Бурдиги [193]. Окремі 

фрагменти скорочувальних відповідей (фази скорочення і розслаблення) 

лінеаризували в координатах та визначали параметри: τ та n. 

Далі значення цих параметрів використовували для розрахунку нормованої 

максимальної швидкості фази розслаблення VN. 

2.8. Методи кінетичного аналізу. 

Числові значення уявних констант активації іонами (Na+, K+, Mg2+) і 

субстратом, констант Міхаеліса та коефіцієнтів Хілла nH розраховували за 

допомогою концентраційних залежностей, побудованих у логарифмічних 

координатах згідно з лінеаризованим рівнянням Хілла: lg[(Vmax-V)/V] = 

⎭
⎬
⎫

⎩
⎨
⎧
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nH·lgK - nH·lgS. Тут V — питома ензиматична активність, Vmax — 

максимальна питома ензиматична активність у випадку наявності в 

середовищі інкубації субстрату або іона-активатора, К — уявна константа 

Міхаеліса для субстрату або уявна константа активації іонів-активаторів, S — 

концентрація субстрату або іона-активатора в середовищі інкубації. 

Під час дослідження впливу калікс[4]арену на ензиматичну активність, 

значення коефіцієнтів інгібування (І0,5) та коефіцієнтів Хілла (nH) визначалися 

за допомогою лінеарізованих графіків Хілла згідно з рівнянням lg[(Vmax-V)/V] 

= -nHlgІ0,5 + nHlg[С-1130]. Тут Vmax та V відповідають питомим ензиматичним 

активностям у відсутності («нульова точка») та в присутності калікс[4]арену 

в концентрації [С-1130]. 

2.9. Методи статистичного аналізу. 

Аналіз експериментальних даних проводили з використанням методів 

варіаційної статистики. Для кінетичних та статистичних обчислень 

використовували програмне забезпечення MS Excel та Origin 2018. 

Перевірку вибірок на їх приналежність до нормального розподілу 

генеральних сукупностей здійснювали за допомогою критерію Шапіро-Уілка. 

Для оцінки вірогідних відмінностей між середніми значеннями вибірок 

контролю та проби використовували t-критерій Стьюдента або 

однофакторний дисперсійний аналіз (one-way ANOVA). Усі результати 

вважали достовірними при значенні p < 0,05 (ймовірність того, що 

спостережувані результати були отримані випадково, дорівнює 5%). Для 

кількісного аналізу достовірності апроксимації даних лінійною функцією 

використовували F-критерій Фішера (R2 ≥ 0,95). 

Отримані результати представлені у вигляді середнього значення ± 

стандартної похибки середнього, де n — це кількість дослідів (M ± m, n = N). 
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РОЗДІЛ ІІІ 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

3.1. Особливості дії калікс[4]арену С-1130 на активність натрієвої 

помпи. 

У попередніх дослідженнях ми показали, що на рівні ПМ калікс[4]арен 

С-1130 (100 мкМ) селективно, ефективно (до рівня 2,1 ± 0,6 % відносно 

контролю), дозозалежно і афінно (коефіцієнт інгібування І0,5 = 38 ± 5 нМ, 

коефіцієнт Хілла nH = 0,42 ± 0,03) пригнічує функціонування Na+,K+-АТРази і 

водночас не впливає на інші АТР-гідролази плазматичної мембрани, оскільки 

він суттєво не змінює параметри функціонування Mg2+-АТРази, Са2+-АТРази і 

Са2+, Mg2+-АТРази ПМ. Тому далі ми вирішили зʼясувати механізм 

інгібувальної дії зазначеного каліксарену на Nа+,К+-АТРазну активність. 

3.1.1. Дія калікс[4]арену С-1130 на концентраційну залежність 

активності натрієвої помпи від іонів Mg. 

Для зʼясування кінетичного механізму інгібуючої дії калікс[4]арену 

С-1130 досліджували, чи змінюється спорідненість Na+,K+-АТРази до її 

субстратів під впливом інгібітора. 

Компонентами Na+,К+-залежної АТР-гідролазної реакції, що 

каталізується Nа+,К+-АТРазою, є не лише іони Na та К, а також іони Mg та 

молекула АТР. Mg2+ діє як кофактор і звʼязується з регуляторним центром 

Na+,K+-АТРази [194]. До того ж, істинним субстратом в реакції 

фосфорилювання Na+,K+-АТРази є MgАТР2- хелатний комплекс. Проте, у 

високих концентраціях (десятки мМ) Mg2+ інгібує Na+,K+-АТРазу. 

Нами було показано, що ферментативна активність Na+,K+-АТРази 

зростала зі збільшенням концентрації MgCl2 від 0,01 до 3 мМ за фіксованої 

концентрації АТР (1 мМ) у середовищі інкубації (рис. 3). 

Значення уявної константи активації KMg Na+,K+-АТРази становило 169 

± 5 мкМ (M ± m; n = 5). Значення коефіцієнта Хілла nH,Mg становило 0,90 ± 

0,04 для Na+,K+-АТРази (негативний кооперативний ефект) (M ± m; n = 5). 
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Рисунок 3.1.1.1 — Вплив калікс[4]арену С-1130 (1, 25, 50, 75 та 100 нМ) на 

залежність питомої ензиматичної активності Na+,K+-АТРази у фракції ПМ 

клітин міометрія від концентрації MgCl2 (M ± m; n = 5). 

Концентрація ATФ — 1 мМ. 

Вивчаючи вплив калікс[4]арену С-1130 (1, 25, 50, 75 та 100 нМ) на 

спорідненість Na+,K+-АТРази до Mg2+, спостерігали поступове зниження 

Na+,K+-АТРазної активності по мірі збільшення концентрації С-1130 в 

середовищі інкубації (рис. 3). Проте, калікс[4]арен С-1130 не модифікує 

характер залежності активності Na+,K+-АТРази від концентрації Mg2+. Тобто 

Vmax для Na+,K+-АТРазної активності за присутності калікс[4]арену С-1130 

зменшувалась. Також було встановлено, що за присутності калікс[4]арену 

С-1130 у різних концентраціях значення коефіцієнта активації KMg та 

коефіцієнта Хілла nH,Mg для Na+,K+-АТРази залишалися незмінними (рис. 4). 

Таким чином, спорідненість Na+,K+-АТРази до іонів Mg не залежить від 

присутності калікс[4]арену С-1130 у середовищі інкубації, що свідчить про 

відсутність конкуренції між іоном Mg та С-1130. Отже, інгібувальний ефект 

калікс[4]арену С-1130 на Na+,K+-АТРазу ПМ не пов’язаний із зменшенням 

спорідненості ензиму до іонів Mg під дією цієї речовини. Можна припустити, 

що сайт звʼязування Mg та гіпотетичний сайт взаємодії ензиму з 

калікс[4]ареном С-1130 не перекриваються на поверхні Na+,K+-АТРази. 
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Рисунок 3.1.1.2 — Вплив калікс[4]арену С-1130 на на кінетичні параметри 

(константу активації KMg і коефіцієнт Хілла nH,Mg) дії MgCl2 на активність 

Na+,K+-АТРази у фракції ПМ міометрія (M ± m, n = 5). 

3.1.2. Дія калікс[4]арену С-1130 на концентраційну залежність 

активності натрієвої помпи від АТР. 

Далі, в контексті кінетичної інтерпретації впливу калікс[4]арену С-1130 

на ензиматичну активність Na+,K+-АТРази ПМ міометрія, ми дослідили його 

дію на характер концентраційної залежності цієї активності від АТР. 

Збільшення концентрації АТР у середовищі інкубації від 0,01 до 1 М 

призводило до зростання активності Na+,K+-АТРази в ПМ за фіксованої 

концентрації MgCl2 (3 мМ) у середовищі інкубації (рис. 5). Розраховано уявну 

константу активації Km,ATP та коефіцієнт nH,ATP, які становлять 195,3 ± 8,4 

мкМ та 1,12 ± 0,09 для Na+,K+-АТРазної активності в ПМ (M ± m; n = 5). 

Величина коефіцієнту Хілла nH,ATP вказує на позитивний кооперативний 

ефект залежності активності Na+,K+-АТРази від концентрації АТР. 

У дослідах із каталітичного титрування Na+,K+-АТРази ПМ АТР було 

знайдено, що калікс[4]арен С-1130 (1, 25, 50, 75 та 100 нМ) гальмує 

ензиматичну активність натрієвої помпи (рис. 5). У випадку дії С-1130 

спостерігали зниження активності Na+,K+-АТРази, але характер залежності 

активності фермента від концентрації АТР був подібним до характеру 
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залежності зареєстрованої у контролі (за відсутності калікс[4]арену С-1130), 

але платовий рівень активності зі зростанням концентрації калікс[4]арену 

знижується. Тобто, калікс[4]арен С-1130 ініціює зменшення значення 

параметру Vmax (швидкість гідролізу АТР) для Na+,K+-АТРазної активності, 

що свідчить про зменшення числа обертів Na+,K+-АТРази за його дії. 

 

Рисунок 3.1.2.1 — Вплив калікс[4]арену С-1130 (1, 25, 50, 75 та 100 нМ) на 

залежність питомої ензиматичної активності Na+,K+-АТРази у фракції ПМ 

клітин міометрія від концентрації АТР (M ± m; n = 5).  

Концентрація MgCl2 — 3 мМ. 

Було вивчено вплив калікс[4]арену С-1130 на спорідненість ензиму до 

АТР (рис. 6). Значення уявної константи Міхаеліса Km,ATP та коефіцієнта 

Хілла nH,ATP за присутності різних концентрацій калікс[4]арену С-1130 

достовірно не відрізняються від контрольних значень цих параметрів у 

відсутності С-1130 в середовищі інкубації. Отже, вплив калікс[4]арену 

С-1130 на Na+,K+-АТРазу є неконкурентним по відношенню до АТР.  

Таким чином, спорідненість Na+,K+-АТРази до АТР практично не 

залежить від присутності калікс[4]арену С-1130 у середовищі інкубації, що 

свідчить про відсутність конкуренції між інгібітором та АТР. Аналогічно до 

ситуації з сайтом звʼязування Mg, можна припустити, що сайт звʼязування 

АТР та гіпотетичний сайт взаємодії ензиму з калікс[4]ареном С-1130 не 

перекриваються на поверхні Na+,K+-АТРази. 
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Рисунок 3.1.2.2 — Вплив калікс[4]арену С-1130 на на кінетичні параметри 

(константу Міхаеліса Km,ATP і коефіцієнт Хілла nH,ATP) дії АТР на активність 

Na+,K+-АТРази у фракції ПМ клітин міометрія (M ± m, n = 5). 

3.1.3. Дія калікс[4]арену С-1130 на концентраційну залежність 

активності Na+,K+-АТРази від співвідношень концентрацій [Na+]/[K+]. 

Було показано, що за умов фіксованої сумарної концентрації катіонів 

[Na+] + [K+] = 150 мМ, графік залежності активності Na+,K+-АТРази від 

співвідношення концентрацій [Na+]/[K+] має куполоподібний вигляд (ліва та 

права гілки – “натрієва” та “калієва” відповідно) (рис. 7). У випадку 

відсутності в середовищі інкубації іонів Na чи K, активність ензиму не 

реєструється. Співвідношення концентрацій [Na+]/[K+], сформоване 120 мМ 

NaCl і 30 мМ KCl, є найбільш сприятливим для функціонування ензиму.  

Величина константи активації для іонів Na (КNa) для Na+,K+-АТРази 

становить 50 ± 4 мМ, а величина коефіцієнта Хілла (nH,Na) — 1,76 ± 0,09 (M ± 

m; n = 5). Величина константи активації для іонів К (КК) становить 8,7 ± 0,3, а 

величина коефіцієнта Хілла (nH,K) — 2,02 ± 0,11 (M ± m; n = 5). 

Встановлено, що калікс[4]арен С-1130 (1, 25, 50, 75 та 100 нМ) 

зменшував ензиматичну активність Na+,K+-АТРази, але не порушував 

характер її куполоподібної залежності від співвідношення [Na+]/[K+] за 

ізотонічних умов (рис. 8).  
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Рисунок 3.1.3.1 — Вплив калікс[4]арену С-1130 (1, 25, 50, 75 та 100 нМ) на 

залежність Na+,K+-АТРазної активності у фракції ПМ клітин міометрія від 

концентрації іонів Na та K (M ± m; n = 5). 

Калікс[4]арен С-1130 за ізотонічних умов вірогідно збільшував КNa 

Na+,K+-АТРази: від 50 ± 4 мМ (контроль) до 80 ± 6 мМ (у присутності 

калікс[4]арену) (p < 0,05; M ± m; n = 5). Проте, змін у спорідненості Na+,K+-

АТРази до іонів К не спостерігалось — КК становила 8,7 ± 0,3 (контроль) та 

8,71 ± 0,4 (у присутності калікс[4]арену) (p > 0,05; M ± m; n = 5). 

Отже, можна припустити, що калікс[4]арен С-1130 інгібує Na+,K+-

АТРазу за рахунок зменшення спорідненості ензиму до іонів Na. 

 

Рисунок 3.1.3.2 — Вплив калікс[4]арену С-1130 на кінетичні параметри 

залежності активності Na+,K+-АТРази у ПМ клітин міометрія від 

концентрації іонів Na (а) і K (б) (M ± m, n = 5). 
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3.2. Вплив калікс[4]арену С-1130 на концентрацію іонів Ca у 

клітинах гладеньких мʼязів. 

Важливим питанням було зʼясувати, чи буде впливати калікс[4]арен 

С-1130 на внутрішньоклітинну концентрацію Са2+ гладеньком’язових 

клітинах. Тому у своїх подальших експериментах ми оцінювали 

концентрацію Са2+ в міоплазмі методом конфокальної мікроскопії із 

використанням Са2+-чутливого зонду fluo-4 під впливом калікс[4]арену 

С-1130. Було показано, що під дією калікс[4]арену С-1130 (10 мкМ) 

відбувається різке зростання флуоресцентної відповіді Са2+-чутливого зонду 

fluo-4 АМ у клітині (рис. 9). Протягом наступних 3 хв концентрація Са2+ 

знижується, що свідчить про залучення механізмів релаксації концентрації 

Са2+ (Са2+,Mg2+-АТРаза ПМ, Са2+-уніпортер мітохондрій), проте не 

повертається до початкового рівня, а залишається дещо підвищеною. 

Незмінним лишався рівень флуоресценції Hoechst, який був локалізований в 

основному в ядрі ГМК. Отже, калікс[4]арен С-1130 — інгібітор Na+,K+-

АТРази ПМ підвищує концентрацію цитозольного Са2+ у ГМК. 

 

Рисунок 3.2.1 — Зміна флуоресценції зондів в міоциті матки, зареєстрована 

за допомогою конфокальної мікроскопії: ДНК-чутливого Hoechst та Ca2+-

чутливого fluo-4 AM. На 200 сек було внесено аліквоту розчину 

калікс[4]арену С-1130 (кінцева концентрація — 10 мкМ). Наведено 

результати типового експерименту (n = 7). 
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Одержані результати дають підстави припустити, що під дією 

калікс[4]арену С-1130 відбувається інгібування Na+,K+-АТРази ПМ та, як 

результат, зростання внутрішньоклітинної концентрації Na+, що в свою чергу 

зумовлює перехід Na+/Ca2+-обмінника у реверсний (зворотний) режим роботи, 

орієнтований на експортування 3 іонів Na з цитоплазми в обмін на вхід 1 іону 

Ca. Подібний молекулярний механізм забезпечує зростання концентрації Ca2+ 

всередині міоцитів. 

3.3. Вплив калікс[4]арену С-1130 на параметри спонтанної 

скорочувальної активності міометрія за дії уабаїну. 

Попередньо було встановлено, що внесення в омиваючий гладенькі 

м’язи розчин калікс[4]арену С-1130 (10 мкМ) супроводжувалося посиленням 

спонтанних скорочень. Так, за інкубації препаратів з С-1130 упродовж 10-30 

хвилин амплітуда спонтанних скорочень міометрія у середньому досягала 

135,7 ± 3,8 % щодо контролю (p < 0,05; M ± m; n = 5), тоді як їх частота 

залишалася на контрольному рівні. 

Для підтвердження того, що причиною змін скорочувальної активності 

препаратів міометрія за дії калікс[4]арену С-1130 було саме інгібування 

Na+,K+-АТРази ПМ, далі ми реєстрували і оцінювали з використанням 

механокінетичного аналізу дію калікс[4]арену С-1130 на спонтанну 

ізометричну скорочувальну активність препаратів міометрія, які попередньо 

упродовж 30 хв інкубували у проточному розчині Кребса з уабаїном у 

концентрації 1 мМ (відомий інгібітор Na+,K+-АТРази, який за даної 

концентрації повністю блокує роботу ензиму).  

На тлі дії уабаїну відбувалося суттєве посилення спонтанних 

ізометричних скорочень, тоді як наступне додавання калікс[4]арену С-1130 у 

середовище інкубації не змінювало активність препаратів міометрія (рис. 10). 

Для кількісної оцінки міри посилення спонтанних скорочень препаратів 

міометрія, скорочення за дії уабаїну та калікс[4]арену С-1130 на тлі уабаїну 

були проаналізовані методом багатопараметричного механокінетичного 

аналізу [192].  
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Рисунок 3.3.1 — Cпонтанні скорочення міометрія щурів на тлі уабаїну (1 

мМ) та сумісної дії уабаїну (1 мМ) та калікс[4]арену С-1130 (10 мкМ). 

Наведено типові механограми.  

Було встановлено, що на тлі сукупної дії уабаїну та С-1130 часові 

параметри амплітуди були співставні з аналогічними параметрами за дії лише 

уабаїну (рис. 11). Показники часу досягнення амплідуди (τmax), часу 

механограми, за якого досягається максимальна швидкість скорочення (τC) і  

часу, за якого досягається максимальна швидкість фази розслаблення (τR), у 

середньому становили відповідно 111,4 ± 3,6 %, 120,0 ± 4,1 % та 116,9 ± 3,8 % 

(p > 0,05; M ± m; n = 5). 

До того ж, за даних експериментальних умов калікс[4]арен С-1130 не 

змінював силові параметри Fmax, FC та FR (рис. 11): так, параметр сили, при 

якій спостерігається максимальна швидкість фази скорочення (FC) становив у 

середньому 108,7 ± 3,4 % (p > 0,05; M ± m; n = 5) та параметр сили, при якій 

спостерігається максимальна швидкість фази розслаблення (FR) становив у 

середньому 93,9 ± 3,8 % (p > 0,05; M ± m; n = 5), а параметр сили в точці 

амплітуди спонтанного скорочення (Fmax) становив (p > 0,05; M ± m; n = 5). 

Аналогічно, не мали достовірних відмінностей імпульсні параметри 

(Іmax, ІC та ІR) за дії лише уабаїну та калікс[4]арену С-1130 на тлі уабаїну (рис. 

11). Так, показник імпульсу сили в точці FC (ІC) становив 114,3 ± 9,4 % (p > 
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0,05; M ± m; n = 5); показник імпульсу сили в точці FR (ІR) складав 103,1 ± 5,7 

% (p > 0,05; M ± m; n = 5).  Також параметр імпульсу сили в точці амплітуди 

спонтанного скорочення (Іmax) становив 108,1 ± 3,9 % (p > 0,05; M ± m; n = 5). 

Також за дії калікс[4]арену С-1130 на тлі уабаїну не спостерігалося 

відмінностей показників максимальних швидкостей фаз скорочення (VC) і 

розслаблення (VR) порівняно з аналогічними параметрами на тлі лише 

уабаїну (рис. 11): параметри VC і VR у середньому складали 87,8 ± 4,5 % (p > 

0,05; M ± m; n = 5) та 109,1 ± 5,3 % (p > 0,05; M ± m; n = 5) відповідно. За 

умови нормування VC і VR на амплітуду скорочень ми отримуємо відсутність 

ефектів калікс[4]арену С-1130: нормована максимальна швидкість фази 

скорочення у середньому складає 90,6 ± 4,9 % (p > 0,05; M ± m; n = 5) щодо 

ефекту лише уабаїну прийнятого за 100%, та нормована максимальна 

швидкість фази розслаблення – відповідно у середньому 112,5 ± 5,6 % (p > 

0,05; M ± m; n = 5). 

 

Рисунок 3.3.2 — Параметри спонтанної скорочувальної активності 

міометрія щурів за дії уабаїну (1 мМ) та за дії калікс[4]арену С-1130 (10 µМ) 

на тлі уабаїну: А — часові параметри (τ0, τC та τR); Б — силові параметри 

(Fmax, FC та FR); В —імпульсні параметри (Іmax, ІC та ІR); Г — швидкісні 

параметри (VC та VR) (M ± m, n = 5). 
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Таким чином, в умовах попередньої дії уабаїну сполука С-1130 не 

змінює механокінетику спонтанних скорочень, що вказує на те, що цей 

калікс[4]арен лише блокує Na+,K+-АТРазу ПМ та не впливає на інші протеїни, 

які залучені до процесів скорочення-розслаблення міометрія. 

3.4. Вплив калікс[4]арену С-1130 на спонтанну скорочувальну 

активність міометрія, яка була індукована електромеханічно та 

фармакомеханічно. 

Надалі становило інтерес здійснити дослідження впливу С-1130 на 

окремі ланки проведення сигналу активації скорочувальної активності через 

сарколему міоцитів. Тож на наступному етапі нами було досліджено та 

проаналізовано механокінетичні ефекти цього калікс[4]арену на параметри 

скорочень міометрія, індукованих за шляхом електромеханічного (модель 

активації надходження іонів Са2+ внаслідок гіперкалієвої деполяризації ПМ) 

спряження збудження-скорочення. 

Скорочувальну активність мультиклітинних препаратів поздовжніх 

гладеньких м’язів маткових труб щурів зі збереженим ендометрієм 

реєстрували в ізометричному режимі за постійного навантаження 10 мН. 

Калікс[4]арен С-1130 використовували у концентрації 10 мкМ. Аналіз 

кінетичних закономірностей скорочень (зареєстрованих через 15 хв після 

початку аплікування С-1130) здійснювали відповідно до методу Костеріна-

Бурдиги розрахунку нормованих на амплітуду максимальних швидкостей фаз 

скорочення (VNC) та розслаблення (VNR). 

На тлі дії калікс[4]арену С-1130 спостерігалося суттєве збільшення 

амплітуди скорочення препаратів міометрія, активованого аплікуванням 

гіперкалієвого розчину (80 мМ), причому тонічна фаза цих скорочень 

залишалася без змін (рис. 12). Так, за дії цієї сполуки у концентрації 10 мкМ 

спостерігалось суттєве збільшення фазного компоненту (амплітуди) у 

середньому до 147,1 ± 7,9 % (p < 0,01; M ± m; n = 5), тоді як тонічний 

компонент був на рівні 95,0 ± 3,8 % (p > 0,05; M ± m; n = 5). 
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Рисунок 3.4.1 — Викликані аплікуванням гіперкалієвого розчину (80 

мМ) скорочення міометрія щурів у контролі та за дії калікс[4]арену С-1130 

(10 мкМ, тривалість інкубації з С-1130 перед початком реєстрації 15 хв). 

Наведено типові механограми.  

Надалі скорочення у контролі та за дії калікс[4]арену С-1130 були 

проаналізовані методом механокінетичного аналізу Костеріна-Бурдиги. 

Встановлено, що на тлі дії С-1130 зменшується показник нормованої 

максимальної швидкості фази скорочення (VNC) (становить 70,1 ± 4,9 % (p < 

0,01; M ± m; n = 5), а відповідний показник фази розслаблення (VNR) навпаки 

збільшується до 147,1 ± 8,3 % (p < 0,01; M ± m; n = 5). 

На наступному етапі досліджень було важливо перевірити вплив 

калікс[4]арену С-1130 на скорочення препаратів міометрія  при активації за 

шляхом фармакомеханічного спряження збудження-скорочення (за дії 

головного утеротонічного гормону окситоцину).  

Скорочувальну активність мультиклітинних препаратів поздовжніх 

гладеньких м’язів маткових труб щурів зі збереженим ендометрієм 

індукували окситоцином (0,1 МО) і реєстрували в ізометричному режимі за 

постійного навантаження 10 мН. Калікс[4]арен С-1130 використовували у 

концентрації 10 мкМ. Аналіз кінетичних закономірностей скорочень 

(зареєстрованих через 15 хв після початку аплікування С-1130) здійснювали 

за методом Костеріна-Бурдиги. 

0 5 10
0

5

10

15

20

25

30

f, 
м
Н

t, хв

 контроль
 С-1130



46
На тлі дії калікс[4]арену С-1130 спостерігалося суттєве збільшення 

амплітуди скорочення препаратів міометрія, активованого аплікуванням 

окситоцину (0,1 МО), причому тонічна фаза цих скорочень залишалася без 

змін (рис. 13). Також, аналогічно до гіперкалієвої контрактури, за дії цієї 

сполуки у концентрації 10 мкМ спостерігалось суттєве збільшення фазного 

компоненту окситоцинових скорочень у середньому до 129,7 ± 4,8 % (p < 

0,01; M ± m; n = 5), тоді як тонічний компонент також залишався на рівні 

контролю (p > 0,05; M ± m; n = 5). 

 

Рисунок 3.4.2 — Викликані аплікуванням окситоцину (0,1 МО) скорочення 

міометрія щурів у контролі та за дії калікс[4]арену С-1130 (10 мкМ, 

тривалість інкубації з С-1130 перед початком реєстрації 15 хв). Наведено 

типові механограми. 

Надалі скорочення у контролі та на тлі калікс[4]арену С-1130 були 

проаналізовані методом механокінетичного аналізу Костеріна-Бурдиги. 

Встановлено, що в умовах дії С-1130 суттєво зростає показник нормованої 

максимальної швидкості фази скорочення (VNC) (складає у середньому 132,3 ± 

5,4 % (p < 0,01; M ± m; n = 5), тоді як відповідний показник фази 

розслаблення (VNR) збільшується до 278,9 ± 11,6 % (p < 0,01; M ± m; n = 5). 

Аналізуючи отримані результати, можна передбачити, що ефекти 

калікс[4]арену С-1130 є виключно наслідком порушення іонного гомеостазу в 

клітинах міометрія індукованого блокуванням Na+,К+-АТРази ПМ. 
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ВИСНОВКИ 

1. Калікс[4]арен С-1130 зменшує спорідненість Na+,K+-АТРази ПМ до 

іонів Na+, але не впливає на спорідненість до іонів K+ і Mg2+ та молекули АТР 

(відсутній вплив на константи спорідненості і коефіцієнт Хілла). Проте, 

калікс[4]арен С-1130 зменшує максимальну швидкість гідролізу АТР. 

2. Калікс[4]арен С-1130 (10, 25 та 50 мкМ) призводив до зменшення 

гідродинамічного діаметру гладеньком’язевих клітин матки щурів (при 

концентрації 50 мкМ — на 55 % відносно контролю). 

3. Калікс[4]арен С-1130 (10 мкМ) підвищує концентрацію Са2+ у 

гладеньком’язових клітинах. Протягом 3 хв концентрація Са2+ частково 

знижується, проте вона не повертається на початковий рівень. 

4. Калікс[4]арен С-1130, в умовах попередньої дії уабаїну, не змінює 

механокінетику спонтанних скорочень, що вказує на те, що цей калікс[4]арен 

блокує лише Na+,K+-АТРазу ПМ. 

5. Ефекти калікс[4]арену С-1130 є виключно наслідком порушення 

іонного гомеостазу в клітинах міометрія індукованого блокуванням Na+,К+-

АТРази ПМ. 

6. Імовірно, підвищення внутрішньоклітинної концентрації Са2+ в 

клітинах міометрія під дією калікс[4]арену С-1130 зумовлено інгібуванням 

натрієвої помпи та зростанням внутрішньоклітинної концентрації Nа+. Це 

спричинює перехід Nа+/Cа²+-обмінника у реверсний режим роботи, 

орієнтований на збільшення концентрації Са2+ всередині міоцитів. 
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