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На фракції плазматичних мембран гладеньком’язових клітин було пока-
зано, що калікс[4]арени С-107 і С-90, які селективно інгібують, відповід-
но, Na


, K


-АТРазу та Са2, Mg2-АТРазу плазматичної мембрани, гасять 

флюоресценцію мембранного зонду АНС, що відбувається за рахунок по-
ниження максимальної флюоресценції зонду (в 1,5 рази) без істотних змін 

споріднености мембран до зонду, тобто без конкурування каліксаренів із 

АНС за зв’язування з мембраною. Одержані результати вказують на вбу-
довування калікс[4]аренів С-107 і С-90 у плазматичні мембрани та зміни 

їхнього рідиннокристалічного стану та/або поверхневого заряду і можли-
вість взаємодії каліксаренів з трансмембранними доменами Na


, K


-

АТРази та Са2, Mg2-АТРази, а інгібування їх може бути опосередковане 

через ліпідне оточення. 

Using plasmatic membrane fractions of smooth-muscle cells, it is shown that 

calix[4]arenes C-107 and C-90, which selectively inhibit Na

, K


-АТРase and 

Са2, Mg2-ATPase, respectively, quench the fluorescence of the membrane 

probe ANS that is caused by decreasing of the maximum fluorescence of the 

probe (by 1.5 times) without significant changes in the affinity of the mem-
branes to the probe, i.e., without the competition of calixarenes with the ANS 

for binding to the membrane. The obtained results indicate the incorporation 

of calix[4]arenes C-107 and C-90 into plasmatic membranes and changes of 

their liquid-crystalline state and/or surface charge that means the possibility 

of calixarene interaction with the transmembrane domains of Na

, K


-

АТРase and Са2+,Mg2+-ATPase, and their inhibition by respective calixarenes 

can be mediated through the lipid environment. 
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1. ВСТУП 

Ó попередніх дослідах ми показали, що калікс[4]арен С-90 ефекти-
вно пригнічує Са2, Mg2-АТРазну активність (І0,521 мкÌ) і прак-
тично не впливає на ензиматичні активності Na+, K

+-АТРази і «ба-
зальної» Mg2-АТРази плазматичної мембрани (ПÌ) міоцитів мат-
ки. Проте механізм його дії є нез’ясованим. Так само за невідомим 

механізмом відбувається інгібування Na

, K


-АТРазної активности 

плазматичної мембрани калікс[4]ареном С-107. При цьому його 

вплив є високоефективним (І0,554 нÌ) і селективним відносно ін-
ших АТРаз плазматичної мембрани. Оскільки як Са2, Mg2-
АТРаза, так і Na


, K


-АТРаза є інтеґральними білками плазматич-

ної мембрани, не виключено, що калікс[4]арени здатні впливати на 

вказані ензими опосередковано через ліпідне оточення. 
 Ìетою цієї роботи було дослідити мембранотропний вплив ка-
лікс[4]аренів С-90 та С-107. 

2. ЕЛЕМЕНТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ МЕТОДИКИ 

Калікс[4]арени С-90 (5,11,17,23-тетра(трифтор)метил(фенілсульфо-
ниліміно)-метиламіно-25,26,27,28-тетрапропоксі-калікс[4]арен) та 

С-107 (5,17-ди(фосфоно-2-піридилметил)аміно-11,23-ди-трет-бутил-
26,28-дигідрокси-25,27-дипропоксикалікс[4]арен) (рис. 1) були си-
нтезовані й охарактеризовані із використанням метод ЯÌР та інф-
рачервоної спектроскопії у відділі хімії фосфоранів Інституту орга-
нічної хімії НАН Óкраїни (зав. відділу — академік НАН Óкраїни 

В. І. Кальченко). Ìетодику синтези зазначених калікс[4]аренів бу-
ло описано раніше [1]. 
 Біохемічні дослідження були проведені у відділі біохімії м’язів 

Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна НАНÓ (зав. відділу — акаде-
мік НАН Óкраїни С. О. Костерін). 
 Експерименти були виконані на фракції ПÌ, обробленій 0,1% ро-
зчином дигітоніну. Ôракцію плазматичних мембран гладень-
ком’язових клітин виділяли з міометрія свині, як було описано ра-
ніше [2]. Вміст білка в мембранній фракції визначали методою Ì. 
Bredford [3]. 
 Інтенсивність флюоресценції зонду АНС визначали на спектрофлю-
ориметрі Quanta Master 40 PTI (Канада) за 37С у середовищі (об’єм — 
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2 мл), яке містило (мÌ): 1 АТР, 3 MgCl2, 25 NaCl, 125 KCl, 1 ЕÃТА, 20 

Hepes-tris-буфер (рН 7,4), 1 NaN3. Кількість білку мембранної фракції 
в пробі — 75–150 мкг. 
 Спочатку були визначені довжини хвиль максимумів у спектрах 

збудження та флюоресценції AНС. Ìаксимум флюоресценції AНС у 

водному середовищі становить 520 нм, а максимум збудження — 380 

нм (дані не наведено). Внесення у середовище мембранної фракції 
істотно збільшувало квантовий вихід флюоресценції зонду та відбу-
вався зсув максимумів флюоресценції і збудження до 485 нм і 394 нм 

відповідно. Оскільки нас цікавить флюоресцентна відповідь зонду, 

зв’язаного з мембраною, ми використовували для подальшої аналізи 

значення інтенсивности флюоресценції саме за цих довжин хвиль. 
 Статистичну аналізу одержаних даних проводили із залученням 

загальновідомих стандартних метод. Кінетичні та статистичні роз-
рахунки здійснювали в режимі програмного забезпечення MS Exсel. 

3. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Для дослідження мембранотропного впливу калікс[4]аренів С-90 та 

С-107 ми використали флюоресцентний зонд 1,8-AНС. Його флюо-
ресценція істотно збільшується при взаємодії з мембранами та за-
лежить від полярности мембранного мікрооточення та поверхнево-
го заряду мембран. 
 Рідиннокристалічний стан мембран, як і склад ангулярних ліпідів 

мембранних білків, може істотно впливати на їхнє функціонування, 
що відомо саме для Na


, K


-АТРази. Тому спочатку було досліджено 

мембранотропний вплив калікс[4]арена С-107, який є високоефек-
тивним і селективними інгібітором Na


, K


-АТРазної активности. 

 Використання флюоресцентних зондів для вивчення мембранот-
ропного впливу каліксаренів є непрямою методою дослідження, і 
тому не можна виключати безпосереднього впливу каліксаренів на 

  
а     б 

Рис. 1. Структурні формули досліджуваних речовин.1 
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флюоресценцію зонду. Для перевірки цього припущення нами було 

досліджено вплив калікс[4]арену С-107 на флюоресценцію зонду за 

відсутности мембран. Як видно з рис. 2, a флюоресценція зонду за 

відсутности та присутности каліксарену С-107 у концентраціях 50 і 
100 мкÌ майже однакова у широкому діяпазоні концентрацій 

AНС. Тобто каліксарен С-107 безпосередньо не впливає на флюоре-
сценцію AНС за використаних умов, і тому даний зонд може бути 

використаний для дослідження мембранотропного впливу калікса-
рену С-107. 
 Для того щоб охарактеризувати взаємодію AНС з мембранами та 

вплив каліксаренів на цю взаємодію, ми визначали спектри флюо-
ресценції за різних концентрацій AНС і розраховували характерис-
тичні параметри, а саме, уявну константу дисоціяції Kd, що демон-
струє спорідненість зонду до мембран, та максимальну флюоресце-
нцію Fmax, що вказує на максимальну кількість сайтів зв’язування 

AНС на поверхні мембрани. 
 Як видно з рис. 2, б, за присутности калікс[4]арену С-107 відбу-
вається гасіння флюоресценції зонду AНС за різних його концент-
рацій. При цьому використання двох концентрацій 50 і 100 мкÌ 

калікс[4]арену С-107 зумовлювало майже однаковий ефект. 
 Розраховані значення уявної константи дисоціяції Kd вказують на 

неістотні зміни споріднености мембран до AНС. Натомість максима-
льний рівень флюоресценції зонду понижується за присутности ка-
лікс[4]арену С-107 у 1,5 разів. Зазначені зміни вказують на пони-
ження кількости центрів взаємодії з зондом на поверхні мембрани, 

  
а      б 

Рис. 2. Вплив каліксарену С-107 на залежність флюоресценції зонду AНС 

від його концентрації за присутности (а) та відсутности (б) мембранної 
фракції (типовий експеримент).2 
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що може бути зумовлено перебудовою мембранної структури таким 

чином, що відбувається закривання певної кількости сайтів взаємо-
дії з AНС без зміни споріднености решти сайтів до зонду. Ìожна 

припустити зміни полярности та/або поверхневого заряду під дією 

калікс[4]арену С-107. 
 Аналогічним чином були проведені дослідження мембранотроп-
них властивостей калікс[4]арену С-90. Оскільки вплив каліксарену 

С-107 у різних концентраціях на флюоресценцію був майже одна-
ковим, у випадку калікс[4]арену С-90 ми вирішили використати у 

дослідженнях його лише одну максимальну концентрацію 100 

мкÌ. На відміну від калікс[4]арену С-107, калікс[4]арен С-90 здат-
ний безпосередньо впливати на флюоресценцію AНС за відсутности 

мембранної фракції (рис. 3). 
 Проте даний вплив є неістотним порівняно з флюоресценцією зо-
нду, зв’язаного з мембранами, і тому ми можемо нехтувати ним. 
Крім того, для підсилення ріжниці у флюоресценції зв’язаного та 

вільного зондів було збільшено у два рази кількість мембранної 
фракції у досліджуваних зразках. Вірогідно, що ця обставина при-
вела також до зміни величин характеристичних параметрів взаємо-
дії зонду з мембранами (дані не наведено). Проте, у будь-якому ви-
падку порівняння їх ми проводили лише за аналогічних умов. 
 Як видно з рис. 3, вплив калікс[4]арену С-90 є подібним до впли-

 

Рис. 3. Вплив каліксарену С-90 на залежність флюоресценції зонду AНС 

від його концентрації (типовий експеримент).3 
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ву калікс[4]арену С-107 (рис. 2). При цьому зміни уявної константи 

дисоціяції Kd відсутні, а максимальна флюоресценція зонду пони-
жується також у 1,5 рази під впливом калікс[4]арену С-90. Тому 

для пояснення такого ефекту також можна вказати аналогічні при-
пущення стосовно змін мембранного мікрооточення після взаємодії 
з калікс[4]ареном С-90. 
 Одержані результати вказують на можливі зміни як рідинно-
кристалічного стану мембран, так і їхнього поверхневого заряду під 

впливом високих концентрацій калікс[4]аренів С-107 і С-90, що, в 

свою чергу, може опосередковано впливати на Na

, K


-АТРазу та 

Са2, Mg2-АТРазу відповідно. Проте наведені дані також вказують 

на зв’язування з мембранами обох калік[4]саренів, адже вказані змі-
ни можуть відбуватися лише внаслідок змін складу мембран, оскі-
льки решта параметрів, здатних викликати подібні ефекти (рН, тем-
пература тощо), є сталими для всіх дослідів. Тобто калікс[4]арени С-
107 і С-90 вбудовуються в мембрани і таким чином викликають опи-
сані зміни. Ìожливо, що саме така зв’язана з мембраною форма ка-
лікс[4]аренів інгібує відповідні ензими. Саме таким чином ка-
лікс[4]арени С-107 і С-90 можуть взаємодіяти не лише з позамемб-
ранними доменами інтеґральних білків, а й з їхніми трансмембран-
ними ділянками. Оскільки як Na+, K

+-АТРаза, так Са2, Mg2-АТРаза 

є інтеґральними білками, у випадку інгібування їх, відповідно, ка-
лікс[4]аренами С-107 і С-90, вказаний механізм їхньої взаємодії мо-
же також реалізовуватися та бути основою інгібіторного ефекту від-
повідних калікс[4]аренів. 
 Таким чином, результати цієї роботи можуть бути корисними 

для розробки на основі каліксаренів C-107 і С-90 ефективних інгібі-
торів Nа


, K


-АТРази та Са2, Mg2-АТРази відповідно. Вказані інгі-

бітори матимуть важливе значення для з’ясування мембранних ме-
ханізмів катіонного обміну у гладеньких м’язах, зокрема під час 

вивчення ролі ПÌ у забезпеченні електромеханічного спряження в 

них, а також в реґуляції йонного гомеостазу в гладеньком’язових 

клітинах. Крім того, каліксарени C-107 і С-90 є перспективними 

для створення фармакологічних препаратів на їхній основі, здат-
них модулювати активність зазначених ензимів і відповідних фізі-
ологічних функцій за патологічних станів. 

4. ВИСНОВКИ 

Калікс[4]арени С-107 і С-90 понижують флюоресценцію зонду АНС 

у плазматичних мембранах гладеньком’язових клітин. 
 Пониження флюоресценції зонду АНС під впливом каліксаренів 

відбувається за рахунок пониження максимальної флюоресценції 
зонду без істотних змін споріднености мембран до зонду, тобто без 

конкурування каліксаренів з АНС за зв’язування з мембраною. 
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 Калікс[4]арени С-107 та С-90 вбудовуються у плазматичні мем-
брани та змінюють їхню супрамолекулярну структуру. 
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1 Fig. 1. Structure formulas of investigated compounds. 
2 Fig. 2. The effect of calix[4]arene C-107 on fluorescence dependence on the ANS probe con-
centration in presence (а) and absence (b) of membrane fraction (representative result). 
3 Fig. 3. The effect of calix[4]arene C-90 on fluorescence dependence on the ANS probe con-
centration (representative result). 
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