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ÄÎСË²ÄЖÅÍÍß ÂПËÈÂУ ²ÎÍ²Â ÌÅÒÀË²Â ÍÀ 
ÀÊÒÈÂÍ²СÒЬ Ë²ЗÎÖÈÌУ ÌÅÒÎÄÎÌ QSÀR ÀÍÀË²ЗУ

Досëіджено впëив 16 õëоридів метаëів на ãідроëітичну активність 
ëізоциму. Показано, що всі катіони приãнічують активність ëізоциму, при 
цьому найбіëьш істотний впëив мають іони Al3+, La3+, Fe2+, Li+, інãібуючи 
бактеріоëітичну активність ферменту на 64,0–85,7% в концентрації  
5 ммоëь/дм3 . Ìетодом QSAR анаëізу вперше отримано трьоõпараме-
трову модеëь, з використанням як дескрипторів еëектронеãативності 
за Поëінãом, ентропії і ентаëьпії іонів метаëів у водному розчині, 
що описує впëив широкоãо набору õëоридів метаëів на активність 
ëізоциму.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : ëізоцим біëка курячоãо яйця, іони метаëів, 
інãібування, QSAR анаëіз.

Лізоöиì (ÊФ 3.2.1.17) – гідроліти÷ний ферìент, що широко застосо-
вується в терапії різних інфекöійно-запальних та гнійно-септи÷них захво-
рювань, для іìунокорекöії [6]. Незважаю÷и на досить високу стабільність, 
лізоöиì ÷астково або повністю втра÷ає гідроліти÷ну активність в присут-
ності іонів ìеталів. З даних літератури відоìо про вплив деяких катіонів 
(Zn2 +, Co2 +, Hg2+, Cu2+, Fe2+, Fe3+, Ni2+, тривалентні іони лантанідів та ін.) 
на активність лізоöиìу; дослідження проводили з використанняì ìетодів 
денситоìетрії, віскозиìетрії, спектроìетрії, рефрактоìетрії, ìікрокалори-
ìетрії, рентгеноструктурного аналізу [8, 12–14]. Оöінити внесок фізико-
хіìі÷них параìетрів, що описують властивості іонів ìеталів, у втрату 
активності лізоöиìоì, ìи спробували вперше за допоìогою QSAR аналізу 
(Quantitative Structure Activity Relationship). Подібні дослідження були 
проведені для карбоксилестерази пе÷інки свині, що дозволило з високиì 
ступенеì вірогідності прогнозувати активність ферìенту в присутності 
іонів ìеталів [1]. Ó літературі стосовно лізоöиìу ìетод QSAR успішно 
використовували для пошуку зв'язку структура-властивість в систеìі 
«лізоöиì-антитіла», «лізоöиì-біофлавоноїди» [9, 15].
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Ìетою роботи було дослідження впливу низки іонів ìеталів з широ-
киì набороì характеристик на гідроліти÷ну активність лізоöиìу ìетодоì 
QSAR.

Ìатеріали і методи дослідження
Ó роботі використовували коìерöійний препарат лізоöиìу яє÷ного біл-

ка («Applichem», Бельгія), аöетоновий порошок Micrococcus lysodeikticus 
(штаì 2665) (Merck, Ніìе÷÷ина), хлориди ìеталів («ÒОÐ», Óкраїна).

Гідроліти÷ну активність лізоöиìу визна÷али бактеріоліти÷ниì 
ìетодоì в буферноìу роз÷ині (іìідазол-хлористоводнева кислота,  
рН 6,2, 0,1 ìоль/дì3), використовую÷и як субстрат аöетоновий порошок 
Micrococcus lysodeikticus (штаì 2665) [4]. За одиниöю активності ферìен-
ту прийìали таку його кількість, яка знижує опти÷ну густину суспензії 
клітин на 0,001 за 1 хв при 55 °Ñ. 

Вìіст білка в препараті визна÷али ìетодоì Лоурі-Хартрі [11]. 
Вплив іонів ìеталів визна÷али за зìіною гідроліти÷ної активності лізо-

öиìу, попередньо витриìую÷и ферìент від 10 до 120 хв в їх присутності 
(кінöева конöентраöія хлоридів ìеталів становила 5 ììоль/дì3).

Для пошуку зв'язку «структура-властивість» використовувався ìетод 
ìножинної лінійної регресії [7]. Як дескриптори, що описують властивості 
іонів ìеталів, аналізували близько 70 характеристик [2], у тоìу ÷ислі:

– ефективні заряди атоìів в основноìу стані;
– ефективні заряди ядер для різних валентних станів атоìів;
– потенöіали іонізаöії елеìентів;
– енергії дисоöіаöії для солей Cl;
– середні енергії зв'язків у ìолекулах типу ÌClx;
– електронегативність елеìентів за шкалою Полінга;
– терìохіìі÷ні електронегативності;
– іонізаöійні електронегативності елеìентів;
– довжини зв'язків в галогенідах типу MeClx;
– атоìні радіуси;
– іонні радіуси;
– рекоìендовані електронегативності елеìентів;
– спорідненість до електрону;
– основні терìодинаìі÷ні характеристики;
– терìодинаìі÷ні характеристики іонів і нейтральних ìолекул у 

водноìу роз÷ині;
– енергія кристалі÷них решіток іонних сполук;
– стандартні електронні потенöіали у водних роз÷инах та ін.

Ðезультати та обговорення
Дослідження впливу 16 хлоридів ìеталів на гідроліти÷ну активність 

лізоöиìу показало, що їх додавання до роз÷ину ферìенту та витриìування 
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протягоì 2 год, в усіх випадках призводить до зниження ферìентативної 
активності. 

Найниж÷а гідроліти÷на активність спостерігається при взаєìодії 
лізоöиìу з катіонаìи тривалентних ìеталів La3+ (33,0%), Al3+ (14,3%) 
(рис. 1). Iнгібування активності ензиìу у випадку з залізоì Fe2+ (37,8%) 
ìожливо відбувається ÷ерез зìіну валентості катіону з Fe 2+ на Fe 3+, 
а Li+ (активність ензиìу 34,8%) (на відìіну від Na+ і Ê+) належить до 
токси÷них біологі÷но активних катіонів, і утворює з лізоöиìоì ìіöний 
коìплекс, суттєво зìінюю÷и конфорìаöію білкової ìолекули [5, 10].

Ðис. 1. Залежність гідролітичної активності лізоциму в присутності катіонів La3+, 
Al3+, Fe2+, Lі+ від часу інкубації у 0,1 M буферному розчині імідазол-HCl (рÍ 6,2, 

55 °С)

Fіg. 1. Dependence of lysozyme hydrolytіc actіvіty іn the presence of catіons La3+, 
Al3+, Fe2+, Lі+ (pH 6,2; 0,1 M іmіdazole-HCl, 55 °С)

Як показано в роботі [14], іони ìеталів знижують ефективність пере-
творення субстрату в активноìу öентрі лізоöиìу внаслідок ìожливого 
конкурентного інгібування, а також ìожливого зв'язування поза актив-
ниì öентроì з вільниìи функöіональниìи групаìи, що впливають на 
каталіти÷ні властивості ензиìу [3].

Для кількісної оöінки впливу іонів ìеталів на каталіти÷ну активність 
лізоöиìу був застосований ìетод покрокової лінійної регресії [7]. Вся 
вибірка була розділена на два набори: нав÷альний (13 іонів) і тестовий  
(3 іони). До тестового набору були віднесені випадкові іони ìеталів з різних 
груп активності (Zn2 +, Sr2 +, Mn2 +). Ó результаті була отриìана адекватна 
трьохпараìетрова QSPR ìодель, що описує гідроліти÷ну активність лізоöиìу 
(À, %) в присутності хлоридів ìеталів:

À= –173+0,52 S°+151EN – 0,22 ΔfH°,

де EN – електронегативність за Полінгоì,
S °, ΔfH ° – ентропія і ентальпія іонів ìеталів у водноìу роз÷ині.
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Ñтатисти÷ні характеристики ìоделі: коефіöієнт кореляöії R=0,89; 
середньоквадрати÷на поìилка прогнозування SE=9,2; критерій Фішера 
F=12,56, що перевищує крити÷не зна÷ення (Fкр=7,49) для рівня зна÷у-
щості 0,99. 

Ìодель також є стійкою (коефіöієнт кореляöії в уìовах ковзного 
контролю Q2=0,66), ìає хорошу здатність прогнозування (R2

test=0,96).
Дослідні і прогнозовані зна÷ення збереження гідроліти÷ної активності 

лізоöиìу в присутності хлоридів ìеталів і вихідні зна÷ення структурних 
параìетрів, задіяних в отриìаній регресійній ìоделі, представлені в 
таблиöі.

Òаблиöя

Äослідні і прогнозовані значення гідролітичної активності лізоциму і вихідні 
значення структурних параметрів, задіяних в отриманій регресійній моделі

Table

Observed and predіcated values of lysozyme hydrolytіc actіvіty and output data  
of structural parameters used іn the regressіve model

Êатіон
Àктивність 
лізоциму, 

À, %, Ì±m

Åнтропія іо-нтропія іо-ія іо-я іо-іо-о-
нів в водно-ів в водно-в в водно-
му розчині, 

S°, Äж/
моль·K

Åлектро-
негатив-
ність за 

Полінгом, 
EN

Åнтальпія іонів 
металів в вод-
ному розчині, 
ΔfH°, кÄж/

моль

Прогнозо-
вана 

активність,  
À, %

Li+ 34,8±2,4 13,4 1,0 278,5 42,2

Na+ 67,4±3,4 59,0 0,9 -240,1 50,2

K+ 50,0±2,5 102,5 0,8 -252,4 59,0

Cs+ 73,6±3,7 133,1 0,8 -258,3 71,8

Mn2+ 70,9±3,5 -73,6 1,6 -220,8 70,1

Fe2+ 37,8±1,9 -137,7 1,8 -89,1 50,1

Co2+ 72,9±3,7 -113,0 1,9 -58,2 63,8

Cu2+ 75,2±3,8 -98,7 1,9 -64,4 75,2

Mg2+ 68,4±3,4 -138,1 1,3 -466,9 53,8

Ca2+ 64,0±3,2 -53,1 1,0 -542,8 68,0

Zn2+ 47,1±2,4 -112,1 1,7 -153,9 50,5

Sr2+ 69,4±3,5 -32,6 1,0 -545,8 71,9

Cd2+ 58,3±2,9 -73,2 1,7 -75,9 59,9

Ba2+ 77,7±3,9 9,6 0,9 -537,6 83,1

Al3+ 14,3±0,7 -321,7 1,6 -531,0 16,9

La3+ 33,0±1,6 -217,6 1,1 -707,1 32,8
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Ñпіввідношення дослідних і прогнозованих зна÷ень активності лізо-
öиìу для нав÷альної та тестової виборок, представлено на рис. 2.

Ðис. 2. Äослідні (■) і прогнозовані (○)значення гідролітичної активності лізоциму

Fіg. 2. Observed (■) and predіcted (○) values of lysozyme hydrolytіc actіvіty

На діаграìі (рис. 3) наведені відсоткові співвідношення абсолютних 
вели÷ин норìованих внесків структурних параìетрів у досліджувану 
активність – всі три параìетри однаковою ìірою впливають на зìіну 
гідроліти÷ної активності. 

Виходя÷и з рівняння, гідроліти÷на активність лізоöиìу збільшується 
у присутності іонів ìеталів з високою електронегативністю і їх ентропією 
у водноìу роз÷ині та низькою ентальпію у такоìу. 

Ðис. 3. Співвідношення абсолютних величин нормованих внесків структурних 
дескрипторів в досліджувану властивість

Fіg. 3. Percentage of the absolute values of the normalіzed contrіbutіons of the 
structural parameters іn the property under consіderatіon

Встановлено пригні÷увальний вплив хлоридів ìеталів на каталіти÷ну 
активність лізоöиìу. З використанняì ентропії і ентальпії іонів ìеталів у 
водноìу роз÷ині, а також іонізаöійної електронегативності, як дескрип-
торів, вперше отриìана QSÀR ìодель, що адекватно описує вплив іонів 
ìеталів на активність лізоöиìу.
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ÈССËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÈÎÍÎÂ ÌÅÒÀËËÎÂ 
ÍÀ  ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ËÈЗÎÖÈÌÀ ÌÅÒÎÄÎÌ QSÀR ÀÍÀËÈЗÀ

Ðеферат

Èсследовано влияние 16 хлоридов ìеталлов на гидролити÷ескую 
активность лизоöиìа. Показано, ÷то все катионы угнетают активность 
лизоöиìа, при �тоì наиболее существенное влияние оказывают ионы 
Al3+, La3+, Fe2+, Li+, ингибирующие активность ферìента на 64–85,7% в 
конöентраöии 5 ììоль/дì3. Ìетодоì QSAR анализа впервые полу÷ена 
трехпараìетровая ìодель, с использованиеì в ка÷естве дескрипторов 
�лектроотриöательности по Полингу, �нтропии и �нтальпии ионов ìетал-
лов в водноì растворе, описывающая влияние широкого набора хлоридов 
ìеталлов на активность лизоöиìа.

Êлю÷евые  слова : лизоöиì белка куриного яйöа, ионы ìеталлов, 
ингибиторы, QSAR анализ.
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INVESTIGATION OF METAL IONS INFLUENCE ON 
LYSOZYME ACTIVITY BY THE QSAR ANALYSIS METHOD

Summary

The influence of 16 metal chlorides on lysozyme hydrolytic activity 
was studied. All cations, as it was shown, depresses lysozyme activity, 
besides the most significant influence exerts Al3+-, La3+-, Fe2+- and Li+- ions, 
inhibiting the enzyme activity on 64–85.7% in concentration of 5 mmol/
dm3. For the first time, by the QSAR analysis method, the three parametric 
model was obtained, using, as descriptors, the Pauling’s electronegativity, 
entropy and enthalpy of metal ions in aqueous solution, describing the 
influence of a wide range of metal chlorides on lysozyme activity. 

Key  wo rds : hen eggs white lysozyme, metal ions, inhibitors, QSAR 
analysis.


