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Вплив катіонів важких металів на АТР-азну активність 
актоміозинового комплексу та субфрагмента-1 міозину 

гладенького м’яза матки
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Досліджували вплив двовалентних катіонів – Со2+, Сu2+, Mn2+ та Ni2+ (5 мМ) на активність 
АТР-ази актоміозинового комплексу та субфрагмента-1 (S1, голівки) міозину міометрія. Показано, 
що Со2+, Mn2+ та Ni2+ інгібують, а Сu2+ – активує ензиматичну активність як актоміозину, так і 
S1 міозину. 

Іони Mg та Mn суттєво не впливали на інтенсивність емісії асоційованого з актоміозином 
еозину Y, водночас, за наявності катіонів Сu спостерігали найбільш виражене гасіння емісії зв’язаного 
флуоресцентного зонду (еозину Y), менш виражене гасіння – у присутності Со2+. 

У присутності катіонів Mn, Co та Ni середній гідродинамічний діаметр (ГД) актоміозинового 
комплексу та субфрагмента-1 міозину гладенького м’яза матки суттєво не відрізняється від ГД у 
присутності Mg2+. За наявності катіонів Сu спостерігається значне (у десятки разів) збільшення 
розміру протеїнових частинок, що може бути наслідком їхньої агрегації.

Одержані результати свідчать про суттєві зміни у структурі та функції актоміозинового 
комплексу міометрія у присутності катіонів важких металів та дозволяють припустити, що мішенню 
впливу цих металів на скоротливі протеїни є субфрагмент-1 міозину, в якому локалізовано активний 
центр АТР-ази та актинзв’язувальні ділянки.

К л ю ч о в і  с л о в а: актоміозиновий комплекс, субфрагмент-1 міозину, АТР-аза, середній 
гідродинамічний діаметр, еозин Y, гладенькі м’язи.

Востанній час у науковій літературі 
з’являється величезна кількість робіт, 
присвячених дії важких металів на 

живі об’єкти, простежується взаємозв’язок 
між вмістом цих металів у навколишньому 
середовищі та виникненням низки захворю-
вань, які інколи пов’язані із хромосомними 
мутаціями. Інтерес науковців до проблеми не-
гативного впливу важких металів на біохімічні 
процеси в організмі, очевидно, обумовлений 
прогресуючим погіршенням екологічного ста-
ну довкілля.

Особливе місце серед цих робіт займають 
дослідження несприятливого впливу важких 
металів (Рb, Cd, Co, Cu, Mn та ін.) на досить 
чутливу до них генеративну систему людини, 
що виявляється у безплідді, викиднях, усклад-
неннях перебігу вагітності та пологів тощо 
[1, 2]. Відомо, що у жінок, які довгий час пра-
цюють на металопереробних підприємствах, 
часто порушена скоротлива функція матки. 
Спостерігається певна кореляція між вмістом 
катіонів важких металів у крові жінок і роз-
витком злоякісних/незлоякісних пухлин мат-
ки та не виношуванням плода. Встановлено, 

що у разі передчасних пологів вміст катіонів 
важких металів у гладеньких м’язах матки 
жінок значно вищий, ніж у разі своєчасних 
пологів [1, 2].

Молекулярну основу м’язового скоро-
чення, зокрема і гладеньких м’язів матки, 
складає взаємодія міозину з актином, яка 
пов’язана з гідролізом АТР в активному центрі, 
локалізованому в каталітичному домені суб-
фрагмента-1 (S1, голівки) міозину [3, 4]. 

Катіони двовалентних металів відіграють 
істотну роль у каталізі гідролізу АТР міозином, 
в утворенні та стабілізації комплексу субфраг-
мента-1 міозину із нуклеозидфосфатами (АТР 
та АDР). У фізіологічних умовах міозин є 
Мg2+-залежною АТР-азою, субстратом якої є 
Mg2+-АТР. В активному центрі ензиму катіон 
Мg координується з боковими ланцюгами 
амінокислотних залишків Thr-186 та Ser-237  
міозину, β- та γ-фосфатними групами мо-
лекули АТР із утворенням β,γ-бідентатного 
комплексу та з активними молекулами води, 
одна з яких здійснює нуклеофільну атаку на 
γ-фосфат АТР [5–7]. Мg2+ вступає у взаємодію 
з негативно зарядженими фосфатними група-
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ми АТР, поляризує їх і, таким чином, полегшує 
нуклеофільну атаку на термінальний γ-фосфат 
[8]. 

У дослідах іn vivo показано, що катіони 
двовалентних (у тому числі важких) металів, 
здатні заміняти Мg2+ у АТР-гідролазній 
реакції, що каталізується міозином [5, 9, 10]. 
АТР-азна активність міозину залежить від 
природи катіонів металів та добре корелює з 
їхнім іонним радіусом. Вони, подібно до Мg2+, 
можуть зв’язуватися з міозином та нуклеозид-
фосфатами. Катіони двовалентних металів 
також стабілізують комплекс «міозин-Mе-
АDР-Рі» (перехідний стан) та беруть участь у 
подальшій дисоціації цього комплексу [6, 11]. 

Встановлено інгібуючий вплив Рb2+, 
Cd2+ і Zn2+ на АТР-азну активність та 
суперпреципітацію актоміозину гладеньких 
м’язів матки, який пов'язаний з дією цих 
металів на початкову швидкість гідролізу АТР, 
що каталізується скоротливим комплексом 
[12, 13]. 

Со, Сu, Mn, Ni – біометали [14–17], які 
у надлишковій кількості стають токсичними 
для живих організмів, що зумовлює низку 
патологій. Відомо, що у населення, яке проживає 
в місцях зі збільшеною концентрацією цих 
металів у ґрунті, спостерігається зростання 
серцево-судинних захворювань та злоякісних 
новоутворень у шлунково-кишковому тракті, 
нирках та шкірі [18–21]. З літератури відома 
кореляція між вмістом Мn у повітрі і виник-
ненням брадикінезії та хвороби Паркінсона 
[19]. Накопичення Cu в організмі призво-
дить до складних токсикологічних ефектів, 
включаючи окисний стрес, пошкодження 
ДНК, пероксидне окислення ліпідів. Нако-
пичення Cu у печінці корелює з мутаціями в 
генах АТР7А та АТР7В протеїнів, задіяних у 
транспортуванні міді, і появу таких мутацій 
пов’язують із захворюванням людей на хворо-
бу Вільсона [22, 23].

Для подальшого розвитку уявлень щодо 
механізму впливу катіонів важких металів на 
скоротливі протеїни гладеньких м’язів ми по-
ставили за мету дослідити вплив Со2+, Сu2+, 
Mn2+, Ni2+ на активність АТР-ази та середній 
гідродинамічний діаметр актоміозину та суб-
фрагмента-1 міозину міометрія. Інформація 
стосовно зміни гідродинамічного діаметра 
зазначених біомакромолекул у присутності 
іонів важких металів може бути корисною для 
розуміння фізико-хімічних основ комплексо-
утворення між цими протеїновими структура-
ми та зазначеними металами.

Матеріали і методи

Препарат актоміозину одержували 
із гладеньком’язових клітин матки свині 
модифікованим методом Вarany [24] та Weber 
[25]. М’язи матки свині старанно очища-
ли від слизової оболонки та крові, про-
мивали водою, гомогенізували із трьома 
об’ємами буфера, що містив 60 мМ КCl; 
1 мМ NaN3; 0,3 мМ дитіотреїтол; 0,5 мМ 
фенілметилсульфонілфтор; 10 мМ трис-HСl, 
рН 6,8; 0,5% тритон Х-100. М’язовий за-
лишок відділяли центрифугуванням при 
6000 об./хв на центрифузі РС-6 (СРСР) та про-
мивали 3–4 рази вищенаведеним розчином без 
тритону Х-100. Екстрагували актоміозин трьо-
ма об’ємами буфера, який містив 0,6 М КCl; 
1 мМ NaN3; 0,5 мМ фенілметилсульфонілфтор; 
0,3  мМ дитіотреїтол; 20 мкг/мл соєвого 
інгібітора трипсину; 10 мМ трис-HСl, рН 7,5. 
Після екстракції актоміозину м’язовий за-
лишок відділяли центрифугуванням при 
6000  об./хв, а надосадову рідину розводили 
водою (до 3–3,5 л) для осадження актоміозину 
(з метою його очищення від водорозчин-
них протеїнів). Осад актоміозину відділяли 
від надосадової рідини центрифугуванням 
(6000  об./хв) та розчиняли у мінімальній 
кількості 50 мМ трис-НСl (рН 7,5), що містив 
0,6 М КCl, після чого знову центрифугували 
для освітлення 1 год при 105 000 g.

Субфрагмент-1 міозину гладеньких 
м’язів матки одержували шляхом розще-
плення актоміозину α-хімотрипсином згідно 
з методом Weeds and Taylor [26] із деякими 
модифікаціями. Реакцію проводили в 50 мМ 
трис-НСl (рН 7,5), що містив 0,6 М КСl, 1 мМ 
дитіотреїтол, 1 мМ ЕДТА, протягом 20 хв при 
22 °С; вагове співвідношення актоміозин/
α‑хімотрипсин – 400 : 1. Зупиняли реакцію 
0,1%-им фенілметилсульфонілфтором. Роз
ділення субфрагмента-1 проводили мето-
дом іонообмінної хроматографії на колонці з 
DEAE-Sepharose CL-6B на хроматографічній 
системі BioRad (США). Елюцію здійснювали 
із використанням градієнта КСl від 0 до 0,2 М. 
Фракція, що містила голівку міозину, виходила 
з колонки гострим піком при концентрації КСl 
0,12 М. Субфрагмент-1 був ідентифікований за 
наявності досить високої АТР-азної активності 
у фракції – 60 ± 19 мкмоль Рі/хв на 1 мг 
протеїну (М ± m, n = 8). 

Вміст протеїну у препаратах визначали 
за методом Вradford [27], а також використо-
вували криву концентраційної залежності по-
глинання світла при 280 нм, стандартизовану 
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за сироватковим альбуміном. Чистоту пре-
парату контролювали методом електрофоре-
зу в поліакриламідному гелі за денатуруючих 
умов [28]. Згідно з результатами електрофо-
резу, одержаний нами препарат актоміозину 
містив: важкий ланцюг міозину (приблизно 
200 кДа), легкі ланцюги міозину (17 та 21 кДа), 
актин (42 кДа) та домішки регуляторних 
протеїнів. Препарат субфрагмента-1 міозину 
на електрофореграмі відповідав молекулярній 
масі приблизно 100 кДа, що узгоджується з да-
ними літератури [29]. 

АТР-азну активність актоміозину та 
субфрагмента-1 міозину досліджували при 
температурі 37 °С у середовищі інкубації (за-
гальний об’єм 1 мл) такого складу (в мМ): 
імідазольний або трис-буфер (рН 7,2) – 20, 
КCl – 100, CaCl2 – 0,01, MgCl2 – 5, ATP – 
4. Концентрація актоміозину та субфрагмен-
та-1 міозину у середовищі інкубації станови-
ла 20 мкг/мл, тривалість інкубації – 2–6 хв. 
Контролем на неензиматичний гідроліз АТР 
слугували проби, які містили всі складові се-
редовища інкубації за виключенням протеїну. 
Кількість відщепленого від нуклеозидтрифос-
фату неорганічного фосфату Рі під час АТР-
гідролазної реакції визначали методом Chen 
[30].

Під час дослідження впливу катіонів 
двовалентних металів на активність АТР-ази 
актоміозину та субфрагмента-1 міозину гла-
денького м’яза розчини хлоридів цих металів 
вносили безпосередньо у стандартне середови-
ще інкубації до кінцевої концентрації 3–5 мМ. 
У контрольні проби, що не містили катіонів 
металів, замість розчинів хлоридів цих металів 
вносили аліквоту води. 

Функцію розподілу актоміозинового ком-
плексу та субфрагмента-1 міозину міометрія 
за розміром визначали методом фотонної 
кореляційної спектроскопії за допомогою ла-
зерного кореляційного спектрометра (ЛКС) 
Malvern Instruments «ZetaSizer-3» (Вели-
ка Британія), обладнаного He-Ne лазером 
типу ЛГН-111 (Р = 25 мВт, λ = 633 нм) [32]. 
Досліджували розчини протеїнів у 20 мМ 
трис-НCl або імідазольному буферах, рН 7,2, 
що містили 0,6 М КСl. Реєстрацію лазерного 
випромінюваня, розсіяного (RI = 1,33) розчи-
нами, проводили протягом 300 сек при 22 °С 
під кутом розсіювання 90°. Одержані резуль-
тати вимірювань обробляли за допомогою 
комп’ютерної програми PCS-Size mode v1.61 
[31].

Взаємодію скоротливих протеїнів із 
катіонами важких металів досліджували 

спектрофлуорометричним методом із вико-
ристанням еозину Y як флуоресцентного зон-
ду. Спектри флуоресценції вимірювали на 
флуоресцентному спектрофотометрі Signe-4 
(Латвія). Флуоресценцію збуджували при 
515 нм та реєстрували при 515–595 нм.

Статистичну обробку одержаних експери-
ментальних даних проводили з використанням 
t-критерію Стьюдента. Вірогідними вважали 
результати, якщо Р < 0,05.

Дослідження проводили, використовую-
чи наступні реактиви: сироватковий альбумін, 
ЕГТА, імідазол, маркерні протеїни для елек-
трофорезу в NaДС-ПААГ (6000 – 205 000 Dа) 
(Sigma, США), дитіотреїтол (Serva, Німеччина), 
АТР, акриламід, аскорбінова кислота (Fluka, 
Швейцарія), трис, гліцин (Merck, Німеччина), 
N,N-метиленбісакриламід (Acros organics, 
Бельгія), N,N,N,N-тетраметилендіамін 
(Reanal, Угорщина). Всі розчини готували на 
двічі дистильованій воді з електропровідністю 
меншою за 2 µS. Електропровідність води 
реєстрували за допомогою кондуктометра ОК-
102/1 (Угорщина). Концентрацію катіонів дво-
валентних металів визначали титруванням за 
методом Мора [32].

Результати та обговорення

Субстратом АТР-ази м’язового міозину є 
комплекс МgАТР2-, але за певних умов у процесі 
гідролізу АТР, що каталізується міозином ске-
летних м’язів, Мg2+ може заміщатися катіонами 
інших двовалентних металів, зокрема важких 
[4–7].

Під час дослідження впливу катіонів 
важких металів (Со2+, Сu2+, Mn2+ та Ni2+) на 
активність АТР-ази актоміозину гладенького 
м’яза матки (рис. 1, А) нами було виявлено, що 
катіони Со2+, Mn2+, Ni2+, внесені в інкубаційне 
середовище (що містило 4 мМ АТР, 5 мМ 
Мg2+ та 10 мкМ Са2+) у концентрації 5 мМ, 
інгібують АТР-гідролазну реакцію скоротли-
вого комплексу порівняно з контролем (при-
йнятого за 100%). Найбільший інгібуючий 
ефект виявляє Со2+, який гальмує активність 
АТР-ази на 59 ± 9% відносно контролю, дещо 
нижчу інгібуючу дію виявляють Ni2+ та Mn2+ – 
49 ± 8% і 26 ± 9% відповідно. Проте, катіони 
Сu у такій же концентрації активують АТР-азу 
актоміозину більш ніж у 2,5 раза (267 ± 28%) 
порівняно з контролем. Контрольні значен-
ня АТР-гідролазної активності вимірювали в 
середовищі інкубації, яке не містило катіонів 
важких металів, але містило Мg2+. Величина 
активності АТР-ази скоротливого комплексу 
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за цих умов становила 20 ± 5 мкмоль Рі /хв на 
мг протеїну (М ± m, n = 9).

Відомо, що субфрагмент-1 міозину є до-
статньою функціональною одиницею міозину, 
тому що повністю зберігає АТР-азну активність 
цілого міозину та здатність взаємодіяти із ак-
тином. Крім того, він є зручною моделлю для 
досліджень впливу катіонів важких металів 
завдяки високій розчинності субфрагмен-
та у водних розчинах із низькою іонною си-
лою (на відміну від міозину) [29]. Вивчення 
впливу катіонів важких металів на АТР-азну 
активність субфрагмента-1 міозину показало 
(рис. 1, Б), що катіони Мn, Со та Ni за 5 мМ 
концентрації (у стандартному інкубаційному 
середовищі) інгібують активність АТР-ази 
субфрагмента-1 міозину міометрія на 31 ± 9, 
52 ± 6 та 42 ± 13% відповідно порівняно з кон-
тролем. Водночас, Сu2+ у тій самій концентрації 
активує гідроліз АТР, що каталізується суб-
фрагментом-1 міозину, більш ніж втричі. По-
казана концентраційна залежність впливу Сu2+ 
(у діапазоні концентрацій від 0,5 до 5 мМ) на 
активність АТР-ази голівки міозину (рис. 2): 
Сu2+ дозозалежно активує процес гідролізу 
АТР, що каталізується субфрагментом-1 
міозину. Крива концентраційної залежності 
дії Сu2+ має тенденцію щодо виходу на пла-
то, починаючи із 3 мМ концентрації. Кон-
станта активації Ка АТР-ази голівки міозину 
катіонами Сu становить 1,8 ± 0,6 мМ (М ± m, 
n = 4). 

Отже, одержані величини інгібування 
АТР-ази субфрагмента-1 міозину катіонами 
Мn, Со та Ni (рис. 1, Б) близькі до тих, які були 
встановлені під час аналогічних досліджень на 
актоміозині міометрія (рис. 1, А). Водночас, 
активуюча дія Сu2+ на процес гідролізу АТР, 
що каталізується голівкою міозину, виявилась 
також близькою до дії цього катіону на АТР-азу 
скоротливого комплексу (рис. 1, Б та 1, А). Ре-
зультати дозволяють припустити, що мішенню 
впливу важких металів на скоротливі протеїни 
є саме голівка міозину, в якій локалізований 
активний центр АТР-ази.

Катіони важких металів, у тому числі 
і катіони Сu, в залежності від органа, по-
ходження тканини та фізіологічного стану 
організму, здатні або інгібувати, або, навпаки, 
підвищувати ензиматичну активність [33–39].

У літературі є дані про суттєве збільшення 
швидкості ензиматичного гідролізу АТР у 
присутності Сu2+; реакція у присутності цьо-
го катіону проходить через димерний хелат 
[(ATPCuOH)2]

6-, в якому катіони Сu, імовірно, 
з’єднані двома гідроксильними іонами [15]. 

Рис. 1. Вплив катіонів важких металів (5 мМ) на 
активність АТР-ази актоміозинового комплексу 
(А) та субфрагмента-1 міозину (Б) міометрія 
(М ± m; n = 6). За 100% прийнято значення 
АТР-азної активності в середовищі інкубації, 
яке не містило катіонів важких металів, але 
містило Мg2+; відмінності вірогідні порівняно з 
даними контролю, * Р < 0,05
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Sigel H. показав, що катіони металів сприя
ють дефосфорилюванню АТР у водному 
розчині, і їхня ефективність знижується в по-
рядку Сu2+ > Ni2+ > Mn+2 > Мg 2+. Найбільша 
ефективність Сu2+ у цьому процесі може бути 
пов’язана з утворенням у присутності цього 
катіона активного комплексу [Cu(ATP)2(ОН)]2

5- 
[40].

З метою вивчення механізму впли-
ву катіонів важких металів на АТР-азну 
активність скоротливого комплексу подаль-
ша робота була спрямована на дослідження 
взаємодії катіонів деяких важких металів із 
актоміозиновим комплексом флуорометрич-
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ним методом із використанням еозину Y (2, 4, 
5, 7-тетрабромфлуоресцеїну) як флуорофора.

Методом електрофорезу в полі
акриламідному гелі в умовах денатурації 
нами було виявлено, що еозин Y (10-4 М) має 
здатність зв’язуватися з міозином міометрія: 
після інкубації актоміозинового комплексу з 
еозином Y та наступним осадженням протеїну 
(для звільнення його від незв’язаного еозину Y) 
протеїнова смуга, що відповідала міозину, 
мала флуоресцентний аналог в умовах збу
дження ультрафіолетовим випромінюванням 
(дані не наведено). Похідні еозину широко за-
стосовуються як флуоресцентні зонди у разі 
досліджень молекулярного механізму м’язового 
скорочення [41, 42]. У зв’язуванні еозину Y з 
актоміозиновим комплексом міометрія важ-
лива роль належить іонізаційним процесам та 
електростатичним взаємодіям [43, 44]. Еозин Y 
має максимум поглинання при 510 нм, макси-
мум флуоресценції при 535 нм [45]. Виявило-
ся, що актоміозиновий комплекс не впливає 
на спектральні характеристики еозину Y: по-
ложення максимумів поглинання та емісії ео-
зину Y, асоційованого з актоміозиновим ком-
плексом гладенького м’яза матки, у присутності 
всіх досліджуваних металів (Mg2+, Mn2+, Со2+, 
Сu2+) не змінюється. 

Проте, була встановлена різна здатність 
катіонів важких металів гасити флуоресценцію 

флуорофору, зв’язаного з актоміозиновим ком-
плексом, а саме, Mg2+ та Mn2+ практично не 
впливали на інтенсивність емісії зв’язаного з 
актоміозином флуоресцентного зонда; водно-
час, за наявності Сu2+ спостерігали найбільш 
виражене гасіння емісії зв’язаного еозину Y, 
менш виражене гасіння – у присутності Со2+ 
(рис. 3).

Ми припускаємо, що кількість молекул 
еозину Y, які здатні зв’язатися з актоміозином 
міометрія, залежить від структурного стану 
скоротливого комплексу. Не виключено, що 
в умовах присутності катіонів різних металів 
по-різному змінюється конформація протеїну, 
а отже, і кількість зв’язаних молекул еозину Y 
на одну молекулу актоміозину. Це може вияв-
лятися у різному рівні флуоресценції флуоро-
фору.

Міозин у процесі гідролізу АТР потребує 
присутності Mg2+, оскільки нуклеозидтрифос-
фат зв’язується в активному центрі ензиму 
саме через катіон Mg. Водночас, цей катіон 
бере участь у каталізі гідролізу АТР [8]. Крім 
АТР-азного центру, існує велика кількість 
Mg2+-адсорбуючих ділянок у молекулі 
міозину та актину, що відрізняються за си-
лою зв’язування іонів Mg та спорідненістю до 
них. У молекулі міозину принаймні дві з них є 
високоафінними, і адсорбція на них Мg2+ важ-
лива у процесах перетворення хімічної енергії 

Рис. 2. Концентраційна залежність впливу Cu2+ на активність АТР-ази субфрагмента-1 міозину 
(М ± m; n = 4)

21 

 

 
 

Рис. 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.  

Kа= 1,8 ± 0,6 мM 

А
кт

ив
ні

ст
ь 

АТ
Р

-а
зи

, м
км

ол
ь 

Р і /х
в

на
 1

 м
г п

ро
те

їн
у

Ka = 1,8 ± 0,6 мМ

[Cu2+], мМ
0                   1                    2                   3                   4                   5                    6

250

200

150

100

50

0

експериментальні роботи



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2011, т. 83, № 4 89

в механічну, завдяки чому здійснюється 
м’язове скорочення [9]. У присутності іонів Mg 
мономери G-актину підлягають нековалентній 
модифікації та утворюють нерозчинні 
двоспіральні філаменти F-актину. Адсорбція 
Mg2+ на молекулі F-актину важлива також для 
підтримання його активної конформації. 

Не виключено, що адсорбція катіонів 
нефізіологічних двовалентних металів на де-
яких Мg2+-зв’язувальних (а можливо і на 
інших) ділянках міозину та актину призво-
дить до певних конформаційних перебудов 
обох протеїнів, що може мати вплив на актин-
міозинову взаємодію, а отже і на ензиматичну 
активність актоміозину.

Катіони Сu, які, на відміну від катіонів 
інших двовалентних металів, активують АТР-
азу актоміозинового комплексу міометрія 
(рис.  1), виявляють найбільшу здатність се-
ред інших катіонів гасити флуоресценцію 
еозину Y, асоційованого з актоміозином 
(рис. 3). Це може бути результатом того, що 
під час взаємодії зі скоротливим комплек-
сом Сu2+ cпричинює конформаційні зміни у 
структурі протеїну, які можуть призводити 
до зменшення його спорідненості до флуо
рофора. Внаслідок цих структурних змін 
зменшується кількість місць зв’язування еози-
ну Y із протеїном, що виявляється в гасінні 
флуоресценції флуорофора, зв’язаного з 
актоміозином. Можливо, що адсорбція саме 
Сu2+ на деяких катіонзв’язувальних ділянках 
молекули актоміозину призводить до ство-

рення більш сприятливої для гідролізу АТР 
конформації активного центру порівняно з 
іншими катіонами.

Подальші дослідження було спрямо-
вано на виявлення впливу катіонів важких 
металів на середній гідродинамічний діаметр 
актоміозинового комплексу та субфрагмента-1 
міозину міометрія з використанням методу 
фотонної кореляційної спектроскопії. Контро-
лем слугували зразки актоміозинового ком-
плексу (в 20 мМ трис-НСl або імідазольному 
буферах, рН 7,2, що містили 0,6 М КСl), у 
присутності 5 мМ Мg2+.

Метод фотонної кореляційної 
спектроскопії дозволяє виявити розподіл 
різних молекул та надмолекулярних утворень 
у розчині за їхніми розмірами. Необхідно 
відмітити, що використана в ЛКС програма, 
розроблена для визначення гідродинамічного 
діаметра (ГД) частинок сферичної форми. 
Тому одержані цим методом розміри молекул 
близькі до справжніх тільки для глобуляр-
них протеїнів. У разі, коли форма протеїну 
далека від сферичної, одержані значення ГД 
вважаються досить умовною величиною. Це 
стосується повною мірою молекули міозину, 
яка має видовжену форму та складається із 
глобулярної голівки (S1) (~ 16,5–19,0 нм у дов
жину та 5,0 нм у ширину) та стрижнеподібної 
хвостової частини (~ 150,0 нм × ~ 2,0 нм).

Було показано (рис. 4, А), що у присутності 
катіонів Mn, Co та Ni середній гідродинамічний 
діаметр актоміозинового комплексу гладень-

Рис. 3. Вплив катіонів важких металів (5 мМ) на інтенсивність флуоресценції еозину Y, асоційованого 
з актоміозиновим комплексом міометрія, λзб = 488 нм. Наведено типові спектри
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кого м’яза матки суттєво не відрізняється від 
ГД у присутності Mg2+. У присутності Сu2+ 

спостерігається значне (у 30 разів) збільшення 
розміру частинок протеїнового комплексу, що 
може бути наслідком їхньої агрегації. Агрегація 
протеїнів у присутності Сu2+ є досить відомим 
явищем, і деякі автори пов’язують її з утво-
ренням міжмолекулярних містків за участю 
СuОН [26].

Рис. 4. А – вплив катіонів важких металів (5 мМ) на середній гідродинамічний діаметр актоміозинового 
комплексу (М ± m; n = 4–6). Б – вплив катіонів важких металів на середній гідродинамічний діаметр 
S1 міозину міометрія (М ± m; n = 4)

Рис. 5. Вплив катіонів Cu на розподіл середнього гідродинамічного діаметра (ГД) (за об’ємом) субфраг-
мента-1 міозину міометрія. За 100% приймається кількість частинок, еквівалентний гідродинамічний 
діаметр яких знаходиться в діапазоні від ГДmin до ГДmax з точністю ±0,1% (визначається характери-
стиками ЛКС Malvern Instruments «ZetaSizer-3»).
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Вплив катіонів важких металів на середній гідродинамічний диаметр 
S1  міозину міометрія (М+m, n=4) 
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Методом фотонної кореляційної 
спектроскопії виявлено (рис. 4, Б) збільшення 
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бути наслідком агрегації протеїнових частинок 
за участю Сu2+.

Таким чином, показано, що катіони важ-
ких металів впливають на процес гідролізу 
АТР, який каталізується актоміозиновим ком-
плексом та субфрагментом-1 міозину гладень-
кого м’яза матки, на флуоресценцію флуоро-
фора (еозину Y), асоційованого зі скоротливим 
комплексом, а також на середні ГД актоміозину 
та субфрагмента-1 міозину. 

Одержані результати свідчать про суттєві 
зміни у структурі та функції актоміозинового 
комплексу міометрія у присутності катіонів 
важких металів та дозволяють припустити, що 
мішенню впливу цих металів на скоротливі 
протеїни є субфрагмент-1 міозину, в якому 
локалізований активний центр АТР-ази та 
актинзв’язувальні ділянки. Такі структурні 
та функціональні зміни, що відбуваються в 
молекулі актоміозину, зокрема у субфрагменті-1 
міозину, під дією катіонів важких металів, у 
разі їхнього значного накопичення в організмі 
можуть бути причиною порушень скоротливої 
функції матки. Одержана інформація може 
бути корисною для розуміння фізико-хімічних 
основ взаємодії скоротливих протеїнів гла-
деньких м’язів з іонами важких металів.
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Влияние катионов тяжелых 
металлов на АТР-азную 
активность актомиозинового 
комплекса и субфрагмента-1 
миозина гладкой мышцы 
матки

Р. Д. Лабынцева, О. Н. Бобровская, 
А. Ю. Чунихин, С. А. Костерин
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Исследовалось влияние двухвалентных 
катионов – Со2+, Сu2+, Mn2+ и Ni2+ (5 мМ) на 
активность АТР-азы актомиозинового ком-
плекса и субфрагмента-1 (S1, головки) миози-

на миометрия. Показано, что Со+, Mn2+ и Ni2+ 
проявляют ингибирующее, а Сu2+ – активи-
рующее действие на энзиматичную активность 
как актомиозина, так и S1 миозина.

Ионы Mg и Mn практически не влияют 
на интенсивность эмиссии аcсоциированного 
с актомиозином эозина Y, в то время как в 
присутствии катионов Сu наблюдается силь-
но выраженное гашение эмиссии связанного 
флуоресцентного зонда, менее выраженное га-
шение – в присутствии Со2+. 

В присутствии катионов Mn, Co и Ni 
средний гидродинамический диаметр (ГД) 
актомиозинового комплекса и субфрагмента-1 
гладкой мышцы матки существенно не отли-
чается от ГД в присутствии Mg2+. При нали-
чии катионов Сu наблюдается значительное (в 
десятки раз) увеличение размера протеиновых 
частичек, что может быть следствием их агре-
гации.

Полученные результаты свидетельству-
ют о существенных изменениях в структуре и 
функции актомиозинового комплекса миомет
рия в присутствии тяжелых металлов и позво-
ляют предположить, что мишенью влияния 
этих металлов на сократительные протеины 
является субфрагмент-1 миозина, где локали-
зован активный центр АТР-азы и актинсвязы-
вающие участки. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: актомиозиновый 
комплекс, субфрагмент-1 миозина, катионы 
тяжелых металлов, АТР-аза, средний гидроди-
намический диаметр, эозин Y, гладкие мышцы. 

Influence of heavy metal 
ions on the ATPase activity of 
actomyosin complex and myosin 
subfragment-1 from smooth 
muscle of the uterus
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S u m m a r y

The effect of divalent cations – Со2+, Сu2+, 
Mn2+ and Ni2+ (5 mМ) on the activity of acto-
myosin complex ATPase and ATPase of subfrag-
ment-1 (S1,head) of myosin from smooth muscle 
of the uterus was studied. It has been shown that 
Co2+, Mn2+ and Ni2+ inhibited, while Cu2+ acti-
vates the enzyme activity of both actomyosin and 
myosin S1.
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Mg and Mn ions had practically no effect on 
the emission intensity of eosin Y associated with 
actomyosin, while one could observe the most 
marked suppression of emission of related fluores-
cent probe in the presence of Cu  cations and less 
pronounced suppression in the presence of Co2+.

In the presence of Mn, Co and Ni cations the 
average hydrodynamic diameter (HD) of actomyo-
sin complex and  of subfragment-1 of the smooth 
muscle of the uterus is virtually identical to the 
HD in the presence of Mg2+. In the presence of Cu  
cations there is a considerable (ten-fold) increase 
in the size of the protein particles that may be a 
result of their aggregation.

The results obtained evidence for the signifi-
cant changes in the structure and function of the 
actomyosin complex of the myometrium in the 
presence of  heavy metals and allow us to assume 
that the target of the effect of these metals on the 
contractile proteins is a subfragment-1 of myosin, 
where the active site of ATPase and actin-binding 
sites are localized.

K e y  w o r d s: actomyosin complex, subfrag-
ment-1 of myosin, АТР-аsа, heavy metal cations, 
average hydrodynamic diameter, eosin Y, smooth 
muscle, uterus.
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