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Са2+,Mg2+-АТРаза плазматичної мембрани є важливим елементом загального механізму кон-
тролю базального тонусу міометрія, яка також частково забезпечує релаксацію м’язової напру-
ги після скорочення м’язу. В експериментах, виконаних на суспензії плазматичних мембран клітин 
міометрія, обробленій 0,1%-им розчином дигітоніну, досліджували інгібуючу дію калікс[4]арену С-90 
(5,11,17,23-тетра(трифтор)метил(фенілсульфоніліміно)-метиламіно-25,26,27,28-тетрапропокси-
калікс[4]арен) на Са2+,Mg2+-АТРазну активність ензиму. Калікс[4]арен С-90 ефективно пригнічує 
Са2+,Mg2+-АТРазну активність ензиму (значення І0,5 для С-90 становить 20,2 ± 0,5 мкМ). 
Інгібувальна дія калікс[4]арену С-90 на роботу Са2+-помпи передусім пов’язана саме з кооператив-
ним впливом чотирьох просторово орієнтованих на калікс[4]ареновій платформі фенілсульфоніліміно-
трифторометилацетамідних груп, а не з дією суто тетрафенольного макроциклу чи з дією окремих 
фармакофорних сульфоніламідинових груп. Із урахуванням встановлених кінетичних закономірностей 
інгібувальної дії калікс[4]арену С-90 на Са2+,Mg2+-АТРазну активність плазматичної мембрани роз-
будовано стаціонарну кінетичну модель контролю рівня базальної концентрації Са2+ в незбудже-
них міоцитах матки. Припускається, що одержані результати можуть бути перспективними для 
створення на основі калікс[4]арену С-90, фармакологічного препарату нового («супрамолекулярного») 
покоління – стимулятора базального тонусу матки.

К л ю ч о в і  с л о в а: Са2+,Mg2+-АТРаза, плазматична мембрана, гладеньком’язові клітини, міометрій, 
ензиматичний гідроліз АТР, кінетичні властивості АТРази, калікс[4]арени.

В основі скоротливої активності гладень­
ких м’язів лежать зміни концентрації 
внутрішньоклітинного Ca2+. У стані спо­

кою концентрація іонів Са у гладеньком’язовій 
клітині ([Ca2+]i) становить наближено 100 нМ, 
у разі збудження вона підвищується до рівня 
1 мкМ і навіть більше, що й забезпечує 
скорочення м’яза. Саме позаклітинному 
Са2+ (наближена величина концентрації 
[Ca2+]е – 1 мМ) належить істотна роль в 
активації скоротливої функції гладеньких 
м’язів (значення вільної енергії Гіббса ∆G у 
разі транссарколемного кальцієвого градієнта, 
спрямованого в клітину, є: ∆G = RTln{[Ca2+]e/
[Ca2+]i} + + 2F∆Ψ = 40 кДж/моль, де ∆Ψ – мем­
бранний потенціал, Т – абсолютна темпера­
тура (°К), R – універсальна стала, F – число 
Фарадея); за рахунок зазначеного транссарко­

лемного кальцієвого градієнта спостерігається 
також пасивне надходження Са2+ в клітини. 
Релаксація м’язової напруги спряжена з обо­
ротним зменшенням концентрації Са2+ до по­
чаткового рівня 100 нМ.

Головна роль у контролі змін концентрації 
Са2+ в міоплазмі належить мембранозв’язаним 
системам пасивного (кальцієві канали 
плазматичної мембрани та саркоплазматич­
ного ретикулума) та активного (кальцієві 
помпи плазматичної мембрани та саркоплаз­
матичного ретикулума, кальцієві обмінники 
плазматичної мембрани та мітохондрій, 
кальцієвий уніпортер мітохондрій) транспор­
тування цього катіона.

У плазматичній мембрані гладенько­
м’язових клітин знаходиться ензим Са2+,Mg2+-
АТРаза (3.6.1.38), який забезпечує Са2+,Mg2+-
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залежний гідроліз АТР, спряжений з активним 
Mg2+,АТР-залежним транспортом Са2+ з 
міоцитів у позаклітинний простір, і, по суті, є 
кальцієвою помпою (стехіометрія транспорту­
вання: 1 Са2+ : 1 АТР) [1–6]. 

Mg2+,АТР-залежна кальцієва пом­
па плазматичної мембрани виконує дві 
фундаментальні функції в гладеньком’язовій 
клітині: 1) підтримує низьку концентрацію 
Са2+ в розслаблених міоцитах, компенсуючи 
повільне надходження цих іонів у незбуджену 
клітину, і, відповідно, контролюючи «базаль­
ний» тонус гладеньких м’язів; 2) забезпечує 
зниження концентрації Са2+ в міоплазмі після 
скорочення м’яза і, отже, робить внесок у 
релаксацію м’язової напруги [5]. 

Очевидно, що для подальшого дослі­
дження функціональної ролі і парціального 
внеску Са2+,Mg2+-АТРази в регуляцію 
внутрішньоклітинної концентрації Са2+ та за­
безпечення електро- та фармакомеханічного 
спряження в гладеньких м’язах є необхідним 
використання селективних високоефек­
тивних інгібіторів цього ензиму. Втім, на 
сьогодні селективні інгібітори Mg2+,АТР-
залежної кальцієвої помпи плазматичної 
мембрани, на відміну від кальцієвої пом­
пи ендо(сарко)плазматичного ретикулума 
(тапсигаргін, циклопіазонієва кислота) [7], 
практично відсутні. За даними літератури 
єдиними відомими на сьогодні специфічними 
інгібіторами Са2+,Mg2+-АТРази плазматичної 
мембрани є лише пептиди класу калоксинів 
1А1, 2А1 та 3А1, які зв’язуються з першим, 
другим та третім зовнішньоклітинними доме­
нами ензиму відповідно [8–11].  

Останнім часом було продемонстро­
вано, що циклічні олігомери фенолів, 
або каліксарени, можуть бути ефек­
тивними інгібіторами та активатора­
ми ензиматичних, рецепторних та транс­
портних мембранозв’язаних протеїнів 
[12–14]. Деяким каліксаренам притаманні 
противірусні, бактерицидні, протипухлинні 
та антитромботичні властивості [15–17]. Се­
ред переваг каліксаренів можна відзначити 
їх легкий синтез та можливість модифікації 
різноманітними функціональними гру­
пами [18], а також низьку токсичність та 
імуногенність [19, 20].

У попередніх дослідах нами було знайдено, 
що калікс[4]арен С-90 (5,11,17,23-тетра(три­
фтор)метил(фенілсульфоніліміно)-метиламіно-
25,26,27,28-тетрапропокси-калікс[4]арен) у 
концентрації 100 мкМ ефективно пригнічує 
Са2+,Mg2+-АТРазну активність плазматичної 

мембрани клітин міометрія до рівня 25,1 ± 0,5% 
відносно контрольного значення (прийнятого 
за 100%); у той же час зазначена сполука, яку 
було використано в такій самій концентрації, 
практично не впливала на ензиматичну 
активність Na+,K+-АТРази і «базальної» Mg2+-
АТРази плазматичної мембрани: відповідна 
активність становила 94,2 ± 0,6 і 107,7 ± 1,0% 
щодо контрольного значення. Чутлива до 
дії протонофору СССР акумуляція Са2+ в 
мітохондріях міометрія виявилася практично 
резистентною до дії зазначеного каліксарену 
[21]. Наведені дані можуть бути основою для 
створення фармакологічного препарату ново­
го («супрамолекулярного») покоління – се­
лективного інгібітора Mg2+,АТР-залежної 
кальцієвої помпи плазматичної мембрани 
клітин гладеньких м’язів на підставі викори­
стання «молекулярної платформи» калікс[4]-
арену С-90, який можливо здатний стимулю­
вати їхній базальний тонус та скорочення за 
патологічних станів (атонія та гіпотонус матки, 
шлунково-кишкового тракту, гіпотензія тощо). 

У цій роботі ми поставили перед собою 
завдання вивчити кінетичні закономірності 
дії калікс[4]арену С-90 на Са2+,Mg2+-АТРазну 
активність плазматичної мембрани клітин 
міометрія і на підставі одержаних даних розбу­
дувати стаціонарну математичну модель участі 
зазначеного ензиму в контролі «базальної» 
концентрації Са2+ в міоплазмі незбуджених 
міоцитів.

Матеріали і методи

Синтез та структура калікс[4]арену С-90. 
Калікс[4]арен С-90 (5,11,17,23-тетра(трифтор)
метил(фенілсульфоніліміно)-метиламіно-25, 
26,27,28-тетрапропокси-калікс[4]арен) та 
його фрагменти – так звана «калікс[4]-
аренова чаша» (калікс[4]арен С-150), 
(25,27-дипропоксикалікс[4]арен) і сполука 
М-1 (N-(4-етоксифеніл)-N′-(фенілсульфоніл)-
трифторометилацетамідин), що є структур­
ним фрагментом молекули каліксарену С-90 
(структурні формули див. нижче), було синте­
зовано та охарактеризовано з використанням 
методів ЯМР та інфрачервоної спектроскопії у 
відділі хімії фосфоранів Інституту органічної 
хімії НАН України [21]. 

Біохімічні дослідження було проведе­
но у відділі біохімії м’язів Інституту біохімії 
ім. О. В. Палладіна НАН України.

Фракцію плазматичних мембран 
гладеньком’язових клітин матки виділяли 
з міометрія свині, як було описано раніше 
[23, 24].

Т. О. Векліч, О. А. Шкрабак, Ю. Ю. Мазур та ін.
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Вміст протеїну в мембранній фракції ви­
значали методом М. Bredford [25] із викори­
станням реакції з реактивом кумасі – G250.

Загальну АТРазну активність визнача­
ли у фракції плазматичних мембран клітин 
міометрія при 37 °С у стандартному середовищі 
(об’єм – 0,4 мл), яке містило (мМ): 3 АТР, 
3 MgCl2, 0,95 CaCl2, 25 NaCl, 125 КCl, 1 ЕГТА, 
20 Hepes-tris-буфер (рН 7,4), 1 NaN3 (інгібітор 
АТР-ази мітохондрій [26]), 1 уабаїн (селектив­
ний інгібітор Nа+,К+-АТРази [27, 28]), 0,1 мкМ 
тапсигаргін (селективний інгібітор Са2+,Mg2+-
АТРази ендо(сарко)-плазматичного ретикулу­
ма [26]) і 0,1%-й дигітонін (фактор перфорації 
плазматичної мембрани [29]). Розрахунки, які 
було виконано з використанням комп’ютерної 
програми «MAXCHEL», свідчать про те, що 
за фізико-хімічних умов середовища інкубації 
концентрація вільного кальцію (суто Са2+) 
становить 1 мкМ. Для вивчення впливу різних 
концентрацій Са2+ на активність Са2+,Mg2+-
АТРази його необхідні концентрації також 
визначали шляхом комп’ютерного розра­
хунку із використанням зазначеної програ­
ми. Кількість протеїну мембранної фракції в 
пробі – 20–30 мкг. Час інкубації – 5 хв. Ензи­
матичну реакцію ініціювали введенням до се­
редовища інкубації аліквоти (50 мкл) суспензії 
плазматичних мембран, а зупиняли – дода­
ванням до інкубаційної суміші 1 мл «стоп-
розчину»: 1,5 М натрію оцтовокислого, 3,7% 
формальдегіду, 14% етанолу, 5% ТХО, рН 4,3 
(при 8 °С). Кількість продукту реакції Рі виз­
начали методом W. Rathbun et V. Betlach [30].

Са2+,Mg2+-АТРазну активність розрахову­
вали за різницею між величинами АТРазної 
активності у присутності та за відсутності в 

середовищі інкубації екзогенного Ca2+ (на 
фоні присутності 1 мМ ЕГТА – специфічного 
хелатора Са2+).

У дослідах з вивчення впливу різних 
концентрацій калікс[4]арену С-90 (1–100 мкМ) 
на Са2+,Mg2+-АТРазну активність використо­
вували описане вище стандартне середовище 
інкубації, до якого додавали аліквоту розчи­
ну калікс[4]арену у відповідній концентрації. 
У дослідах використовували концентрований 
(20 мМ) розчин калікс[4]арену С-90 в ДМСО, 
який далі розводили водою.

Кінетичні дослідження. Для вивчення 
концентраційної залежності дії калікс[4]-
аренів на ензиматичну активність значення 
коефіцієнтів інгібування І0,5 та коефіцієнтів 
Хілла nH розраховували із використанням 
лінеаризованих графіків Хілла відповідно до 
рівняння:

lg[(Amax – A)/A] = - nHlgІ0,5 + nHlg[С-90],

де Amax та A – питома ензиматична активність за 
відсутності («нульова точка») та у присутності 
в середовищі інкубації калікс[4]арену у 
відповідній концентрації [С‑90].

Значення уявних констант активації 
Са2+,Mg2+-АТРази іонами Сa <KCa>, а також 
коефіцієнтів Хілла nСа розраховували з ви­
користанням лінеаризованих графіків Хілла 
відповідно до рівняння:

lg[(Amax – A)/A] = nСаlg<KCa> - nСаlg[Са2+], 
де Amax та A – питома ензиматична активнісь 
за оптимальної та діючої концентрації кальцію 
[Са2+] в середовищі інкубації. 

Уявну максимальну початкову швидкість 
<Vmax> реакції гідролізу АТР визначали в 
обернених координатах Лайнуївера–Берка 
відповідно до рівняння:

Калікс[4]арен С-90

«Калікс[4]аренова чаша»
С-150

М-1

експериментальні роботи
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1/V = KСа[Са2+]/<Vmax> + 1/<Vmax>,

де V – питома ензиматична активність у 
присутності в середовищі інкубації Са в певній 
концентрації [Са2+]. За такими графіками 
типове значення середньоквадратичного 
відхилення коефіцієнта апроксимації стано­
вить 0,9–0,99.

Математичне моделювання. Під час об­
числення математичної моделі було створе­
но комп’ютерну програму (мова «Groovy»), 
що виконувала розрахунки із заданим зна­
ченням точності. Обрахунки здійснювали на 
комп’ютері із процесором 2.5 GHz Intel Core i5 
(4-ядерний) з пам’яттю 8 GB 1333 MHz DDR3.

Статистичний аналіз одержаних да­
них проводили із залученням стандартних 
методів із використанням t-критерію Стью­
дента. Кінетичні та статистичні розрахунки 
здійснювали з використанням програмного 
забезпечення MS Exel.

В роботі було використано такі реактиви: 
АТР, Нepes, уабаїн, тапсигаргін (Sigma, США), 
Tris-гідроксиметил-амінометан (Reanal, Угор­
щина), дигітонін (Merсk, Німеччина), ЕГТА 
(Fluka, Швейцарія). Інші реактиви вітчизня­
ного виробництва класифікації чда та хч.

Результати та обговорення

Як уже відзначалося, калікс[4]арен С-90, 
використаний в концентрації 100 мкМ, 
пригнічує питому ензиматичну Са2+,Mg2+-
АТРазну активність до 25,1 ± 0,5% відносно 
контрольного значення (у відсутності калікс[4]-
арену в середовищі інкубації, яке прийнято за 
100%) (M ± m; n = 5). Для визначення ролі 
різних функціональних груп у складі молекули 
калікс[4]арену С-90 в інгібуванні активності 
Са2+,Mg2+-АТРази було досліджено дві модельні 
сполуки: «калікс[4]аренова чаша» – калікс[4]-
арен С-150 (25,27-дипропоксикалікс[4]арен) 
та сульфоніламідин – сполука М-1 (N-(4-
етоксифеніл)-N′-(фенілсульфоніл)-трифторо­
метилацетамідин). На основі структурних 
формул калікс[4]аренів, наведених вище, 
можемо бачити, що калікс[4]арен С-150 не 
містить жодних додаткових хімічних групу­
вань на верхньому вінці макроциклу, тоб­
то є суто «каліксареновою чашею». Сполука 
М-1 містить один фенольний фрагмент та 
сульфоніламідинову групу, аналогічну до та­
ких, які присутні на верхньому вінці молекули 
калікс[4]арену С-90. Як виявилося, структур­
ний фрагмент С-150 («калікс[4]-аренова чаша»), 
використаний в концентрації 100 мкМ, здат­
ний незначно (на 13,0 ± 1,8%) знижувати 
Са2+,Mg2+-АТРазну активність (M ± m; n = 5). 

Модельна сполука М-1 у концентрації 100 мкМ 
пригнічує Са2+,Mg2+-АТРазну активність лише 
на 9,3 ± 2,4%, а використання цього фрагмен­
та в концентрації 400 мкМ (оскільки у складі 
молекули калікс[4]арену С-90 маємо 4 фраг­
менти М-1) також призводить до незначного 
інгібування Са2+,Mg2+-АТРазної активності – 
на 12,5 ± 1,7% відносно контрольного значен­
ня (M ± m; n = 5) (рис. 1).

Отже, інгібувальна дія калікс[4]арену С-90 
на Са2+,Mg2+-АТРазну активність передусім 
пов’язана саме з кооперативним впливом чо­
тирьох просторово орієнтованих на калікс[4]-
ареновій платформі сульфоніламідинових 
груп, а не з дією тетрафенольного макроциклу 
як такого чи з дією окремої фармакофорної 
групи.

У подальших наших експериментах ми 
показали, що калікс[4]арен С-90, використа­
ний в діапазоні концентрацій 10-8–10-4 М, 
ефективно та дозозалежно гальмує Са2+,Mg2+-
АТРазну активність (рис. 2). Величина 
коефіцієнта  інгібування І0,5 для С-90 стано­
вить 20,2 ± 0,5 мкМ (M ± m; n = 5), що вказує 
на достатньо афінну взаємодію. Значення 
коефіцієнта Хілла (nH) становить 0,55 ± 0,02 
(M ± m; n = 5).

Для кінетичної інтерпретації впливу 
калікс[4]арену С-90 на ензиматичну активність 
Са2+,Mg2+-АТРази плазматичної мембрани 
клітин міометрія ми дослідили його дію на ха­
рактер концентраційної залежності зазначеної 
активності від Са2+.

З цією метою вивчали залежність 
Са2+,Mg2+-АТРазної активності від концентрації 
Са2+ в інкубаційному середовищі за різних 
концентрацій калікс[4]арену С-90 (1, 10, 30, 
60 та 100 мкМ). Для цього ми розраховували 
концентрацію Са2+, враховуючи концентрацію 
ЕГТА та АТР та їхню спорідненість до Са2+, 
використовуючи комп’ютерну програму 
«MAXCHEL» (див. «Матеріали і методи»).

На основі одержаних експерименталь­
них даних нами були розраховані кінетичні 
параметри активації Са2+,Mg2+-АТРазної 
активності плазматичної мембрани Са2+ та 
вплив на них калікс[4]арену С-90 (рис. 3). 
Уявна максимальна початкова швидкість 
<Vmax> реакції гідролізу АТР, що каталізується 
Са2+,Mg2+-АТРазою плазматичної мембрани, 
в контролі за відсутності каліксарену стано­
вить 6,7 ± 0,9 мкмоль Рі/год на мг протеїну 
(М ± m; n = 5) та знижується зі збільшенням 
концентрації калікс[4]арену С-90 до 100 мкМ,  
(рис. 3, а). Отже, під впливом цього калікс[4]-
арену спостерігається зниження числа обертів 
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ензиму. Значення уявної константи активації 
Са2+,Mg2+-АТРази <KСa> за відсутності 
калікс[4]арену С-90 у середовищі інкубації 
дорівнює 190 ± 1 нМ, величина коефіцієнта 
Хілла nСа – 2,1 ± 0,1 (M ± m; n = 5). У разі вне­
сення в середовище інкубації калікс[4]арену 
С-90 в діапазоні концентрацій 0,1–10 мкМ зна­
чення уявної константи активації Са2+,Mg2+-
АТР-ази Са2+ <KСa> та коефіцієнта Хілла nСа за 
Са2+ практично не змінюється; лише у разі по­
дальшого збільшення концентрації калікс[4]-
арену С-90 (> 50 мкМ) спостерігаються істотні 
зміни в зазначених кінетичних параметрах: 
величина <KСa> збільшується до 312 ± 23 нМ, 
а значення коефіцієнта Хілла nСа знижується 
до 1,5 ± 0,1 (рис. 3, а). Таким чином, лише за 
відносно великих концентрацій калікс[4]арену 
С-90 (50–100 мкМ) спостерігається зменшен­
ня спорідненості Са2+,Mg2+-АТРази до Са2+ та 
знижується позитивний кооперативний ефект 
активації ензиму цими катіонами.

Як вже було зазначено, концентрація 
Са2+ поза клітиною у 104–103 рази вища за 
внутрішньоклітинну концентрацію цьо­
го катіона [31], що призводить до появи 
електрохімічного градієнта за кальцієм, спря­
мованого в цитоплазму (вільна енергія Гіббса 
∆G). Саме цей електрохімічний градієнт Са2+ 

Рис. 1. Ензиматична активність транспортної Са2+,Mg2+-АТРази у фракції плазматичних мембран 
клітин міометрія за дії калікс[4]аренів С-90, С-150 і модельної сполуки М-1 (M ± m, n = 5). За 100% 
прийнято значення питомої ензиматичної активності за відсутності каліксаренів та сполуки М-1 у 
середовищі інкубації

Рис. 2. Залежність ензиматичної активності 
транспортної Са2+,Mg2+-АТРази у фракції 
плазматичних мембран клітин міометрія від 
концентрації калікс[4]арену C-90 (M ± m, 
n  = 5). За 100% прийнято значення питомої 
ензиматичної активності за відсутності 
каліксарену в середовищі інкубації
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зумовлює надходження в незбуджені клітини 
стаціонарного «базального» потоку Са2+, ве­
личина якого становить 10-15–10-14 моль 
Са2+/см2 за 1 сек [32]. Втім, у стані спокою в 
цитоплазмі концентрація Ca2+ підтримується 
на сталому рівні – 10-7–10-8 М. Припускається, 
що основна роль у підтриманні базальної 
концентрації Са2+ (концентрація Ca2+ до 
збудження) в цитоплазмі належить саме 
Са2+,Mg2+-АТРазі плазматичної мембрани 
[31], оскільки Ca2+-уніпортер мітохондрій та 
Na+/Ca2+-обмінник виявляють (порівняно з 
помпою) нижчу спорідненість до Ca2+ (зна­
чення KСа дорівнює 0,1–0,3 мкМ, 1 мкМ та 
10–20 мкМ відповідно [33]). Нами було вислов­
лено гіпотезу, що інгібування активності саме 
Mg2+,ATP-залежної Са2+-помпи плазматичної 
мембрани призведе до зростання базальної 
концентрації Са2+ в клітинах міометрія і, 
отже, до збільшення базального тонусу матки. 
Дійсно, з даних літератури відомо, що викори­
стання тапсигаргіну (специфічного інгібітора 
Са2+,Mg2+-АТРази саркоплазматичного рети­
кулума) призводить до незначного зростання 
внутрішньоклітинної концентрації кальцію 
[34]. Це можна пояснити тим, що у гладеньких 
м’язах саркоплазматичний ретикулум не є роз­
виненим порівняно з іншими м’язами, займає 

Рис. 3. Вплив калікс[4]арену С-90 на уявну максимальну швидкість Vmax (а) та на уявний коефіцієнт 
активації KCa і коефіцієнт Хілла nСа (б) реакції гідролізу АТР, що каталізується Са2+,Mg2+-АТРазою 
плазматичної мембрани (всі параметри розраховано на основі залежності ензиматичної активності 
від концентрації Са2+) (M ± m, n = 5)
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близько 5% внутрішньоклітинного об’єму та 
має нижчу ємність щодо Са2+ порівняно з ци­
топлазмою, тому блокування Са2+,Mg2+-ATPази 
саркоплазматичного ретикулума не може ви­
користовуватися для підвищення стаціонарної 
(нетранзієнтної) цитозольної концентрації 
Са2+ [32, 35, 36].

Таким чином, враховуючи визначені в 
описаних вище дослідах кінетичні параметри 
чутливості Са2+,Mg2+-АТРази плазматичної 
мембрани до інгібуючої дії калікс[4]арену 
С-90 (рис. 2 та 3) та використовуючи метод 
математичного моделювання ми можемо роз­
будувати кількісну модель (в стаціонарному 
режимі) індукції зазначеним калікс[4]ареном 
збільшення «базальної» концентрації Са2+ в 
міоцитах матки.

Швидкість роботи (V ) Mg2+,ATP-
залежної Са2+-помпи плазматичної мембрани 
описується рівнянням Хілла (1):

,                    (1)

де <Vmax> – уявна максимальна швидкість 
транссарколемального викиду Са2+ із клітини, 
[Ca2+]i – концентрація внутрішньоклітинного 
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Са2+, <KСа> – уявна константа активації, а 
nСа – коефіцієнт Хілла для Са2+. 

Беручи до уваги, що за нашими експери­
ментальними результатами коефіцієнт Хілла 
nСа наближено рівний 2 (рис. 3, б), зміну 
цитозольної концентрації Са2+ у незбудже­
них міоцитах матки в часі можна описати 
рівнянням (2):

,                         (2)

де зменшуване описує базальне надходжен­
ня Са2+ в клітину крізь плазматичну мем­
брану, спричинене наявністю градієнта 
([Ca2+]e – [Ca2+]i) залежно від константи 
швидкості проникності мембрани в цьому 
разі для Са2+(γ), а від’ємник – це швидкість 
роботи Mg2+,ATP-залежної Са2+-помпи 
плазматичної мембрани. У стаціонарних 
умовах концентрація Са2+ в клітині не 

змінюється, тобто , тоді рівняння 

(2) перетворюється на кубічне рівняння (3):

.                   (3)

Таким чином, розв’язавши це рівняння 
(3) відносно [Ca2+]i, ми отримаємо залежність 
базальної концентрації кальцію [Ca2+]i від кон­
станти швидкості проникності мембрани γ, 
позаклітинної концентрації Са2+ [Ca2+]e), кон­
станти активації для Са2+ KCa та максимальної 
швидкості роботи помпи Vmax. Розглянуте нами 
кубічне рівняння мало три корені, один з яких 
з від’ємним значенням, два інші спряжені – 
значення позитивного кореня збігається з 
очікуваним значенням внутрішньоклітинної 
концентрації кальцію (≈100 нМ). 

За нашими результатами (рис. 3, б) при 
концентрації калікс[4]арену С-90 0,1–50 мкМ 
значення KСа практично не змінюється (тобто 
<KCa> = KCa), а змінюється лише Vmax (рис. 3, 
а), що свідчить про механізм повного не­
конкурентного інгібування в заданих межах 
концентрації калікс[4]арену С-90. У разі ж 
повного неконкурентного інгібування величи­

на І0,5 = K і. Тоді, відповідно до відомих поло­
жень ензиматичної кінетики для <Vmax>, маємо 
рівняння (4): 

.                (4)

За нашими попередніми результатами 
є підстави припустити, що за фізіологічних 
концентрацій Са2+ (<0,1 мкМ) величина І0,5 = K і 
практично не залежить від концентрації Са2+.

Використовуючи сталі значен­
ня γ  =  10-3  см-1 [31], [Ca2+]i = 1⋅10-3 М [31], 
KСа = 1,9⋅10-7 М, І0,5 = 2⋅10-5 М (рис. 3) та симу­
люючи значення Vmax, що початково становило 
4,6⋅10-6 М/хв [31], ми, відповідно до рівнянь (3) 
та (4), одержали модельну залежність базальної 
рівноважної концентрації Са2+ у незбуджених 
міоцитах матки за умов зміни концентрації 
калікс[4]арену С-90 – селективного інгібітора 
Mg2+,ATP-залежної Са2+-помпи плазматичної 
мембрани (рис. 4).

Отже, результати модельних розрахунків 
свідчать про те, що за концентрації селек­
тивного інгібітора Mg2+,ATP-залежної Са2+-
помпи плазматичної мембрани калікс[4]-
арену С-90 10-6–2⋅10-5 М хід кривої зміни 
цитозольної концентрації Са2+ у незбуджених 
міоцитах є досить пологим, а за концентрації 
інгібітора вищої за 2⋅10-5 М крива є майже 
експоненціально залежною. Таким чином, 
використання калікс[4]арену С-90 в низьких 
концентраціях (< 10–20 мкМ) має перевагу 
через помірний вплив на внутрішньоклітинну 
концентрацію Са2+, а саме: цитоплазматична 
концентрація Са2+ зростає не більше ніж у 2 
рази стосовно початкової (100 нМ), що не має 
призводити до контрактури матки, а дозволить 
керувати базальним тонусом її м’язів.

Передбачається, що експериментальні 
дані, які було одержано з використанням 
калікс[4]арену С-90 – інгібітора Са2+,Mg2+-
АТРази плазматичної мембрани, можуть мати 
значення для з’ясування іонних, молекулярних 
та мембранних механізмів кальцієвого обміну 
в гладеньких м’язах, зокрема під час вивчен­
ня ролі плазматичної мембрани в забезпеченні 
електро- та фармакомеханічного спряжен­
ня в них. Результати модельних розрахунків 
свідчать: факт можливості модуляції калікс[4]
ареном С-90 величини базальної концентрації 
Са2+ в міоплазмі може бути перспективним для 
створення на основі зазначеної сполуки ново­
го фармакологічного препарату – стимулятора 
базального тонусу матки.  
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Робота фінансувалась цільовою комплекс
ною міждисциплінарною програмою наукових 
досліджень НАН України «Фундаментальні ос-
нови молекулярних та клітинних біотехнологій» 
(№ держреєстрації 0110U005971), програмою 
фундаментальних досліджень НАН України 
та національним науковим центром Франції  
«Супрамолекулярні системи в хімії та біології. 
Каліксарени як модулятори активності ензи-
матичних та транспортних білків гладень-
ких м’язів» (№ держреєстрації  0110U000988),  
державною цільовою науково-технічною про-
грамою «Нанотехнології та наноматеріали» 
(№  держреєстрації 0110U005970), цільовою 
комплексною програмою фундаментальних 
досліджень (ЦКПФД) НАН України «Мо-
лекулярний дизайн, синтез та біологічні 
дослідження каліксаренових регуляторів 
внутрішньоклітинного кальцієвого гомеостазу 
в гладеньких м’язах в нормі та у випадку пору-
шень скоротливої функції» (№  держреєстрації 
0112U004262) та грант НАН України 
на підтримку досліджень молодих вче-
них «Каліксарени як ефектори АТР-гідролаз 
плазматичної мембрани гладеньком’язових 
клітин» (№ держреєстрації 0111U007135). 

Рис. 4. Модельна залежність рівноважної 
базальної концентрації Са2+ в клітинах міометрія 
від концентрації калікс[4]арену С-90 – селектив-
ного інгібітора Mg2+,ATP-залежної кальцієвої 
помпи плазматичної мембрани
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плазматической мембраны 
и на концентрацию Са2+ 
в невозбужденных клетках 
миометрия

Т. А. Веклич1, А. А. Шкрабак1, 
Ю. Ю. Мазур1, Р. В. Родик2, В. И. Бойко2, 
В. И. Кальченко2, С. А. Костерин1

1Институт биохимии им. А. В. Палладина 
НАН Украины, Киев;

2Институт органической химии 
НАН Украины, Киев;

e-mail: kinet@biochem.kiev.ua; vik@ioch.kiev.ua

Са2+,Mg2+-АТРаза плазматической мем­
браны – важный элемент общего механиз­
ма контроля базального тонуса миометрия, 
которая также частично обеспечивает ре­
лаксацию мышечного напряжения после со­
кращения мышцы. В экспериментах, про­
веденных на суспензии плазматических 
мембран клеток миометрия, обработанных 
0,1%-ым раствором дигитонина, исследова­
ли ингибирующее действие каликс[4]арена 
С-90 (5,11,17,23-тетра(трифтор)метил(фенил-
сульфонилимино)-метиламино-25,26,27,28-
тетрапропокси-каликс[4]арен) на Са2+,Mg2+-
АТРазную активность. Каликс[4]-арен С-90 
эффективно угнетает Са2+,Mg2+-АТРазную 
активность (значение І0,5 для С-90 равно 
20,2 ± 0,5 мкМ). Ингибирующее действие ка­
ликс[4]арена С-90 на Са2+,Mg2+-АТРазную ак­
тивность прежде всего связано именно с коопе­
ративным влиянием четырех пространственно 
ориентированных на каликс[4]ареновой плат­
форме фенилсульфонилиминотрифторометил­
ацетамидных групп, а не с действием только 
тетрафенольного макроцикла или с действием 
отдельных фармакоформных сульфонилами­
диновых групп. С учетом установленных ки­
нетических закономерностей ингибирующего 
действия каликс[4]-арена С-90 на Са2+,Mg2+-
АТРазную активность плазматической мем­
браны создана стационарная кинетическая 
модель контроля уровня базальной концентра­
ции Са2+ в невозбужденных миоцитах матки. 
Предполагается, что полученные результаты 
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могут быть перспективными для создания на 
основе каликс[4]арена С-90, фармакологиче­
ского препарата нового («супрамолекулярно­
го») поколения – стимулятора базального то­
нуса матки.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Са2+,Mg2+-АТРаза, 
плазматическая мембрана, гладкомышечные 
клетки, миометрий, энзиматический гидро­
лиз АТР, кинетические свойства АТРазы, ка­
ликс[4]арены.

Kinetic regularities 
of calixarene C-90 action on the 
myometrial plasma membrane 
Ca2+,Mg2+-ATPase activity and 
on the Ca2+ concentration 
in unexcited сells of the 
myometrium
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Plasma membrane Ca2+,Mg2+-ATPase is an 
important element of general myometrium tonus 
control mechanism, which also makes a contri­
bution to muscle tension relaxation after its con­
traction. Expiriments were done on the myome­
trial cell plasma membrane suspension, which 
was treated with 0.1% digitonin solution. The 
authors have investigated the inhibitory action 
of calix[4]arene C-90 (5,11,17,23-tetra(trifluor)
methyl(phenylsulphonylimino)-methylamino-
25,26,27,28-tetra propoxi-calix[4]arene) on the 
Ca2+,Mg2+-ATPase activity (the magnitude of І0.5 
was 20.2 ± 0.5 mkM). The inhibitory action of ca­
lix[4]arene C-90 on the activity of Ca2+, Mg2+-
ATPase is explained as cooperative action of four 
trifluormethyl(phenylsulfonylimino)methylamino 
groups that are spatially oriented on the calix[4]-
arene base rather than with the action of tetra­
phenol macrocycle or separate pharmacophore 
sulphonilamidin groups. Considering established 
kinetic pattern of calix[4]arene C-90 inhibitory ac­
tion on the plasma membrane Ca2+,Mg2+-ATPase 
activity, stationary kinetical model of basal calcium 
concentration control in unexcited uterus myocytes 
was developed. It is assumed that obtained results 
may be promising for creation of new generation 
(«supramolecular») pharmacological agent - uterus 

basal tonus stimulator – on the base of calix[4]
arene C-90.

K e y  w o r d s: Ca2+,Mg2+-ATPase, plasma 
membrane, smooth muscle cells, myometrium, 
enzymatic hydrolysis of ATP, kinetic properties of 
ATPase, calix[4]arenes.
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