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Загал ьн а  характери сти ка роботи
I

Актуальність проблеми. Головною функцією  фібринолітичної системи 
в організмі є ферментативний лізис ф ібринового згустки. Фібринолітична 
система наявна у кросі всіх ссавців та  виконує роль протилеж ну системі 
зсідання крові. В основі системи регуляції гемостатичного балансу леж ить 
механізм формування та руйнування фібрину, що вклю чає систему зсідання, 
яка  призводить до утворення ф ібрииу, та  ф ібринолітичіїу  систему, яка 
обумовлю є розчинення ф ібрину, з усіма проферм ентами, ф ерментами, 
активаторами та інгібіторами.

На сьогодні досягнуті значні успіхи у вивченні м олекулярних га 
кінетичних аспектів ф ункцію вання ф ібринолітичної системи. На основі 
численних експериментальних даних була сф орм ульована регуляторна 
м одель ф іб рин ол ізу  (W iman, Collen, 1977), яка  зараз уточню ється та 
деталізується. У загальному вигляді вона передбачає сорбцію плазміногену 
та  його ф ізіологічного активатора на ф ібрині, де і відбувают ься процеси 
активації та  ф ібринолізу. Плазмін, який утворю ється, будучи ів'язаним з 
фібрином, розщеплює його на розчинні фрагменти, а згодом, вивільнюючись 
у кровоток, плазмін швидко і необоротно інактивуеться аг-антиплазміном.

А ктивація плазміногену тканинним активатором плазміногену (t-PA) 
відбувається не в розчині, а на поверхні фібрину. Спочатку ф ібрин виступає 
як  еф ектрр  (стимулятор) активації, а згодом - як субстрат д л я  плазміну. 
П ротягом  полімеризації ф ібрину та  наступного гідролізу  ф ібринового 
згустка  плазміном, що утворю ється, еф екторн і та  субстратн і ф ун к ц ії 
ф ібрину змінюються.

О статочне не з'ясовано, як у ході полімеризації ф ібрину відщ еплення 
фібринопептидів В і перетворенна дезААфібрину в дезААВВ форму впливає 
на стимулю ю чі властивості ф ібрину в процесі активації н ати вн ою  G lu- 
плазм іногену t-PA. Серед літературних даних існують суттєві протиріччя 
щ одо зміни еф екторних властивостей ф ібрину в процесі активації п ісля 
ковалентної прошивки його фактором  ХШа. Не виключено, що залучення до 
ф іб р и н о во го  згу стк а  д еяки х  інш их б іл к ів  п лазм и  крові, зокрем а 
ф ібронектин у , м ож е, до д еяк о ї міри, впливати  на здатн ість  ф ібрину 
прискорювати активацію.



Е ф екторп і властивості ф ібрину в процесі активації пояснюю ть 
виникненням потрійного ц и к л іч н ою  ком плексу тканинний активатор 
п л а з м ін о г е н у -п л а з м ін о г е н -ф іб р и н  (H oylaerts, et.al., 1982). Д ілян ки  
зв'язування на молекулі ф ібрину, які комплементарні афінним структурам 
плазміногену і t-PA та важливі дл я  активації, остаточно не локалізовано. 
В важ аю ть, що ними м ож уть бути олігомери аС -дом енів , Д-Е-Д тріади 
п о л ім е р н о го  ф іб р и н у  (S u en so n , P e te rsen , 1990), м іж д о м ен и а  
суперспіралізована ділянка, яка прилягає до Д-домену та містить Lys 157 а - 
лапцю га ф ібрину (Voskuilen, et.al., 1987), а також  ділянка у-ланцюга, що 
локалізована у Д-домені (Yonekawa, et.al., 1990). Встановлено існування двох 
ф аз  активації плазміногену t-PA : па нативному ф ібрині та  па частково 
зруйнованому (Norman, et.al., 1985). Вважають, що стимулююча дія частково 
деградован ого  ф іб ри н у  зум овлю ється  зб ільш ен ням  к іл ьк о ст і G lu - 
плазм іногену та t-P A , які з ним зв 'язую ться, за рахунок появи нових 
ділянок зв'язування та зміною конформації Glu-плазміногену.

Д ослідж ення процесу активації G lu-плазм іногену t-PA за наявності 
різних моделей ф ібрннового  згустка, що відповідаю ть тим чи іншим 
структурам полімерного фібрину, дало нагоду розширити уявлення про роль 
деяких структур фібрину у процесі активації.

М етою роботи стало  вивчення еф екторних ф ункцій  фібрину щодо 
активації G lu-плазміногену t-PA у процесі формування фібринового згустка 
та дослідж ення стимулюючих властивостей окремих структур полімерного 
фібрину на процес активації. В роботі були поставлені наступні задачі.

1. Д ослідж ення активації G lu -плазм іногену t-P A  па фібринових 
згустках з різним ступенем прошивки ф актором ХИІа.

•2. Вивчення впливу фібронектину, залученого до фібринового згустка, 
па еф екторпі властивості фібрину в процесі активац ії.; ' .

3. Встановлення кінетичних параметрів активації G lu-плазміногену t- 
РА на фібринових.згустках, утворених з.де.зАА- та дезААВВфібрииу.

• . 4-.Д осл ідж ен н я 'еф екторних 'властивостей, комплексу фїбриноген-
ЫДСВ.ф1брину.у процесі активації. • -

•5 . Вивчення активації G lu-плазміногену t-PA за наявності комплексів
N’AOB фібрину з фрагментами фібрин(оі єн)у, які містять Д домен.

Н аукова новизна роботи . Б уло  встановлено, що ковалентна 
м одиф ікац ія  полімерного ф ібрину ф актором  ХИІа зниж ує стимулюючу
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здатність фібрину в процесі активації GIu-плазміногену t-PA. Вуло виявлено, 
що ф ібронекгин, який залучено до ковалентно прош итого за допомогою 
ф ак то р а  Х Ш а ф ібрин ового  згустка , на відміну від залуч ен ого  до 
непрош итого Ф Х Ш а згустка, погірш ує еф екти в н ість  активації G iu - 
плазміногену t-PA . Вперше було показано, що комплексам ф ібрнію геп- 
ЫДСВ ф ібрину та Д-Д-ІЧДСВ ф ібрину притаманна стимулю ю ча здатність 
щодо процесу активації. Б уло  виявлено, що у ф ібринових згустках, 
утворених з мономерів дезАА- та дезА А ВВ фібрипу, кінетичні парамегри 
активації G lu-плазміііогену t-PA залишаються без змін.

Визначення кінетичних параметрів активації G lu-плазміноі єну t-PA за 
наявності різних моделей фібринового згустка дозволило конкретизувати 
уявлення про структури активаторпого комплексу тканипниіі активатор 
плазм іногену-ф ібрин-пдазм іїїоген і запропонувати схему просторового 
взаємного розташування компонентів комплексу на різних станах процесу 
активації плазміногену t-PA та гідролізу полімерного фібрину плазміном, що 
утворюється.

Т еоретичне та практичне значення роботи. О держ ані результати  
п огли блю ю ть наш і уявл ен н я  про процес акти вац ії н ативного  Glu- 
плазм іногену тканинним активатором  плазм іногену, роль полімерного 
фібрину та  окремих його структур, як прискорювача реакції активаі(іі на 
різних стад іях  утворення та руйнування ф ібринового  згустка; даю ть 
м о ж л и в ість  ви сл ови ти  п рип ущ ен ня про л о к а л іза ц ію  та  взаєм не 
розташ ування складових активаторпого ком плексу, як і необхідні для  
забезпечення активаційного процесу, що, відповідно, дає мож ливість більш  
ефективному запобіганню та лікуванню серцево-судинних захворювань.

А пробація  роботи. О сновні резу л ьтати  та  окрем і п о ло ж ен н я  
ди сертац ійної роботи були викладен і та  обговорені на Всесою зній 
конференції "Методи „одержання, аналізу та  використову.в9 иия.<),>ермеи(ііС

• (Ю рмала, 1990р.}, на X  міжнародному.конгресі по фібринолізуЧ'Індіаняполіс, 
1990р.), на VI У країнському біохім ічному з'їзді" (Київ- 1992р.) їв  на 
спільному семінарі відділів <;г]зуктури.та.функції білку" хімії та біохімії 
'ферментів і молекулярної імунології Інститу т  біохімії ім. О В Иалл*дін» 
АН.У*раїни'(Киї$, І9.93р.);

Публікації. Тя мят^ріц ’іячи дие'рртанії бу{М ояублікоадіио J 'ро^>т



Структура та об'єм дисертації. Дисертація викладена на 121 сторінках 
друкарського тексту  та  складається з вступу, огляду  літератури, опису 
м атеріалів  та  методів дослідж ення, результатів  та  їх обговорення, що 
викладені у 2 главах , заклю чної частини, висновків, списку основної 
літератури, що використовувалась (197 дж ерел). Робота проілюстрована 28 
рисунками та 3 таблицями.

М атеріали та методи дослідження

G lu-плазміноген людини виділяли з плазми донорської крові шляхом 
аф ін н о ї хром атограф ії на л ізин -сеф арозі 4В (Deutch, M erts , 1970) з 
наступною гель-фільтрацією  на сефадексі G-150.

П лазм ін  одерж ували активацією  G lu-плазміногену стрептокіназою  
("Стрептаза" Ш вейцарія), або урокіназою  ("А бокіназа" СШ А), яка була 
імобілізована на ссф арозі 4В.

Тканинний активатор  плазм іногену t-PA  вид іляли  з  ацетонового 
порошку, який одерж ували з  сердець свиней (Кудінов, М акогоиенко та інш. 
Авт.св., 1987).

П ротеол іти ч н у  акти вн ість  плазміногену (потенційну) і плазміну 
оцінювали за їх здатністю  гідролізувати казеїн (по Гаммерстену) (Robbins, 
Summaria. 1979).

А ктн вато р н у  ак ти в н ість  ткани н ного  акти ватора плазм іногену 
визначали методом фібринових плівок (Haverkate, Brakman, 1975)

Ф ібри н оген  в и д іл я л и  з ц и тратн о ї д он орсько ї крові ш ляхом  
ф ракц ійного висолю вання сульф атом  натрію  (Варецька, 1960).Препарат 
ф ібриногену очищ али від дом іш ок плазм іногену на колонц і з лізин- 
сефарозою, а від домішок ф актора XIII - на колонці з п-ХМ Б-сефарозою.

Фібрин-моиомер дезА А ВВ  о д ер ж у в ал а  обробляю чи фібриноген а - 
тромбіном ф ірм и  "C alb iochem "(C IIIA ) за наявності контрикалу  т а  п- 
хлормеркурійбензоату натрію; утворений згусток розчиняли в 20мМ оцтовій 
кислоті (Pozdnjakowa et.al., 1979).

Фібрин-моиомер дезАА одержували;обробляючи розчин фібрішогену в
0.03М  трис-ацетатному буф ері, pH 5,3, що містив 0.3М NaCl, тромбіном (
0,05 Nih од. па 1 мг фібриногену ) протягом 35хв при 35°С (Луговской и др., 
1978). Згодом висолювали сульф атом амонію і двічі переосаджували 0,06М
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фосфатним буфером. pH 7,0, та іонною силою 0,22. Препарат дезАА фіОрин- 
мономеру розчиняли в 20мМ оцтовій кислоті,

іІ 5 і-мічений Фібриноген одержували з фібриногену, який мітили 
Na125I за допомогою хлораміну Т (McConachey, Dixon, 1980)

NflCB Фібрину (N-кінцевий дисульфідиий вузел) одержували шляхом 
розщеплення фібрин-мономеру BrCN в 70% мурашиній кислоті з наступною 
гель-фільтрацією на сефадексі 0 -1 0 0  (Timpl, Fietzek, 1977). ЫДСВ очищали 
методом іонообмінної рідинної хроматографії високої роздільної здатності 
(Чудно вец и др., 1991).

Х2 фрагмент фібриногену одержували з 45 хвилинного шшзмінового 
гідролізату фібриногену ( молярне співвідношення плазміну до фібриногену 
1:500, концентрація фібриногену ІОмг/мл) шляхом гель-ф ілм рації через 
біогель Р-300 з  наступною рехроматографією на сефадексі G-200 (Lucas 
eu L , 1983)

Д-Д фрагмент одержували шляхом плазмінолізу прошитого фактором 
ХШа фібрину; гідролізат розподіляли гель-фільтрацією через с<^факрил S- 
300 за високої іонної сили (ц=1), фрагмент Д-Д доочищали іоішообмінною 
хроматографією на КМ-сефадексі.

Фактор ХНІ вилучали з плазми крові великої рогатої худоби у 
декілька етапів, які включали фракціонування сульфатом амонію, теплову 
денатурацію фібриногену, іонообмінну хроматографію на DEAB-Tuyopearl 
(Lorand et.al., 1970).

Фібоонектин вилучали з плазми донорської крові шляхом афінної 
хроматографії у неденатуруючнх умовах (Vuento, Vaheri, 1979).

Електрофорез у поліакриламідному гелі (П АА П  провадили у трис- 
ацехаггній системі за наявності 0,1% ДС-натрію (Weber, Osborn, 1969).

Термін напівлізису згустка визначали спектроф отом етрично, 
вимірюючи зміну оптичної густини середовища при 350нм (Bouvier et a!., 
1975, Макогоненко та інш., 1987).

Активацію Qiu-плазміногену t-PA вивчали на Ш і-мічених Ф ібрииових 
згустках за вивільненням продуктів деградації Фібрину. У вічках планшета 
для імунофермептного аналізу утворювали фібринові згустки з різним 
ступенем прошивки, оброблюючи фібриноген тромбіном та екзогенним  
фактором Xltla і подаючи 1* 10® імп./хв. •W f-фібриногену (об '^ч зі устка 
с+ановпв 0,4 мл). Д лк  отрим анім  згустк ів  1 ф ібронектином  остамнтй



додавали до інкубаційного середовища у концентрації 100 мкг/мл. Як 
робочий буф ер  використовували 0,02М вероналовий буф ер, pH 7,4, що 
м істив 0.13N  N aC l та'О.ООІМ С аС Іг- Г ідрол із  згу стк ів  провадили, 
нашаровуючи на поверхню фібринової плівки 0,2 мл реакційної суміші, яка 
м істила Glu-плазміноген у концентраціях від 0 (контроль) до 24 мкг/мл та t- 
РА (1,5 I lf/мл). Реакція відбувалася при 37°С. Через певні проміжки часу 
відбирали ал іквоту  (Ю м кл) надосадової рідини та реєстрували  у ній 
радіоактивність за допомогою лічильника "Gamma 550" ("Beckman" США). 
На прикладі г ідрол ізу  непрош итого ф акто р о м  ХИІа |2 5 i . Mj4 e n o ro  
ф ібрин ового  згустк а  G lu -плазм іногеном , що акти вується  тканинним 
активатором плазміногену наведено загальну схему визначення кінетичиих 
параметрів процесу активації. На рис. 1 подано одерж ані криві залежності 
вивільнення ,251-мічених продуктів деградації ф ібрину з гелю  в розчинну 
ф азу середовища при гідролізі непрошитог о фібрину G lu-плазміногеном, що 
активується  t-PA. Використовуючи графічне диференцію вання на ділянці 
кривої від 20хв до ЗОхв, за калібрувальною кривою вираховували швидкість 
утворення плазміну д л я  певної концентрації плазміногену. Д ля побудови 
калібрувальних кривих ф ібринові згустки, утворені за тчх самих умов, 
гідролізували плазміном у концентраціях від 0  (контроль) до 3,2мкг/мл.На 
рис. 2 наведено графіки збільшення радіоактивності розчинної фази системи 
непрош итого ф ібрин у  в ході його г ідрол ізу  плазміном. У вибраних 
концентраціях плазміну залеж ність вивільнення 1251-мічених продуктів 
деградації ф ібрину від терміну гідролізу (у межах до близько 20хв) має 
лінійний характер. На підставі одержаних граф ік ів  будували калібрувальні 
криві у координатах tg o / [плазм ін], де а  - кут  нахилу кривої збільшення 
радіоактивності для  кож ної концентрації плазміну до осі абсцис. На рис. З 
наведено калібрувальну криву, що отримана за гідролізом непрошитого 
фактором ХИІа фібрину плазміном.

Криві залеж ності швидкості утворення плазміну в процесі активації 
G lu -плазміногену t-PA  від концентрації G lu -плазм іногену за постійної 
кон ц ен трац ії t-PA мали вигляд типових кривих М іхаеліса-М ентен для 
кож ного типу зіустк ів . Ці криві лінеаризували у координатах IS]/V-|S1 
(р и с .4 .), за якими розраховували кінетичні параметри активації G lu- 
п.'іазміногену тканинним активатором плазміногену у вибраних системах.
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Рис. 1. Залежність вивільнення 1 З а ­
мічених продуктів деградації 
фібрину э гелю в розчинну фазу  
середовища протягом гідролізу 
непрошитого фактором ХНІ 
фібрину Olu-плазміногеном (у 
концентраціях 1. -0,3; 2.-1; 3. -4; 
4.-8; S. -24мкг/мл), що активується 
t-PA.

7

Рис. 2. Зміна радіоактивності розчинних 
І^І-мічених продуктів деградації 
фібрину в реакційному сеікдовшці, 
яке нашароване на непроїшл ий 
фібриновий гель, у процесі його 
гідролізу плазміном у 
концентраціях: 1. -0,4; 2. -0,8; 3. 
*1,6; 4. -3,2 мкг/мл/

к
Рис. 3. Калібрувальна крива залеж ності 

tg a  від концентрації плазміну для  
непрошитого ф актором  ХІИа 
фібрину
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Рис.4. Крива залежності 
швидкості утворення 
плазміну від концент­
рації Glu-плазміногену, 
в процесі його активації 
t-PA та П лінеаризація 
у координатах [S]/V-[S] 
для непрошитого 
фактором ХПІа 
полімерного фібрину.

Д о с л ід ж е н н я  акти вац ії G lu -п л азм ін оген у  t-P A  за допомогою  
хромогенного специфічного дляплазмінусубстрату S2251 •
У вічках планш ета д л я  імуноферментного аналізу формували еф екторні 
системи: комплекси фібриногеп-Г'ЩСВ фібрину, Д-Д-ЫДСВ фібрину, Хг- 
N flC B  ф ібрину, ф рагм енти  Д-Д і Хг взяті окремо, а так ож  фібринові 
згустки , утворені з мономерів д е з А А -т а  дезА А В В ф ібрин у; Реакційне 
середовище містило 0.02М вероналовий буфер, pH 7,4 з 0.13N NaCl .i 0,001М 
СаСІг. К онцеїгфація фібриногену, дезААфібрину. дезААВВфібрину, Хг та
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Д-Д фрагментів становила ІООмкг/мл, ЫДСВ фібрину - ЗОмкі/мл. Для 
визначення швидкості активації на дезААфібрині, дезААВВфібрииі та на 
комплексі фібрииоген-NflCB фібрину концентрацію Glu-плазміногену у 
реакційному середовищі змінювали від 1 до 30мкг/мл, у випадках активації 
на комплексах Хг-ЫДСВ фібрину, Д-Д-NflCB фібрину, Хг і Д-Д фраї ментах 
взятих окремо - від 1 до 200мкг/мл. Концентрація t-PA у всіх випадках 
становила 5 IU/мл. Специфічний хромогенний субстрат S2251 містився у 
кожній системі у концентрації 0,3 мМ. Об’єм реакційної суміші становив
0,2мл. Реакцію провадили при 37°С. Через певні проміжки час) вимірювали 
оптичну густину проб при 405нм (Е405) на мікрорідері для ELISA-аналізу 
(DYNATECH PRODUCT ) у двопроменевому режимі, в якому автоматично 
вилучається мутність проби. На рис. 5 наведено графіки швидкості 
руйнування S22S1 плазміном, що утворюється у процесі активації G lu- 
плазміногену t-PA за наявності комплексу фібриноген-ІЧДСВ фібрину за 
різних концентрацій плазміногену. Аналогічні серії кривих було одержано за 
наявності інших ефекторів, які досліджувалися.Кількість плазміну, що 
утворюється у процесі активації, визначали, використовуючи графічне 
диф еренцію вання, за калібрувальними кривими. Для побудови  
калібрувальних кривих системи, які вивчали, гідролізували за наявності 
S2231 плазміном у концентраціях від 0,5 до 5,0мкг/мл. На рис. 6 наведено 
графіки залежності зміни Е405 середовища від терміну гідролізу комплекса 
фібриноген-М ДСВ фібрину плазміном. За даних концентрацій плазміну 
графіки мають лінійний характер в інтервалі часу до близько 30хв. На 
підставі одержаних графіків будували калібрувальні криві у координатах 
tga-[плазмін], де a  - кут нахилу кривої збільшення оптичної гус піни Е405 від 

терміну реакції для кожної концентрації плазміну. На рис. 7 наведено 
калібрувальну криву для системи фібриноген-МДСВ, Усі графічні побудови 
та обробку одержаних графіків провадили на ЕОМ IBM PC використовуючи 
пакет програм CoPlot 1.02. CoHort Software.

К інетичні параметри активації G lu -п л азм ін оген у тканинним  
активатором плазміногену за наявності різних ефекторів підраховували га 
допомогою програми Etizfnter R.J. l,eatherbanow для IBM PC



Рис.5. Швидкість руйнування 82231 
плазміном,що утворюється в 
процесі активації Glu-плазміногену 
(в концентраціях: 1.-1; 2.-1,5; 3.-3;

4.-5; 5.-10; 6.-15; 7.-30 мкг/мл) t-Pa 
за наявності комплексу фібрииоген- 
ІЧДСВ фібрину.
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Рйс.6. Залежність зміни Е405 середовища 
від терміну гідролізу S2251 
плазміном (у концентраціях:
1.-0,5; 2.-1; 3.-1,5; 4.-2; 5.-3;
6.-5 мкг/мл) за наявності 
комплексу фібриноген-ИДСВ 
ф ібрину.

Рис.7. Калібрувальна крива залежність 
tg a  від концентрації плазміну для 
комплексу фібриноген-NflCB 
фібрииу
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Результати та Тх обговорення

1.Дослідження активації Glu-плазміногену тканинним 
активатором плазміногену на моделях фібринових згустків з 

різним ступенем прошивки фактором .ХПЗа за наявності та без 
фібронектину

Суттєві суперечності серед літературних даних не дають однозначної 
відповіді на питання про вплив ковалентної модифікації фібрину фактором 
Х ІІІа на його еф екторн і ф ун к ц ії в процесі активації. Працюючи з 
високоочищ еним и білковим и препаратами, ми створю вали  моделі 
фібринових згустків, що прошиті фактором ХІІІа лише по у-лані йогам, по у- 
та  а-лан цю гам , та  непрошиті зовсім. Ч истоту препаратів та ступінь 
прошивки згустків  контролю вали електрофоретично (Рнс. 8).Активацію 
нативного G iu-плазміногену t-PA досліджували за швидкістю вивільнення 
*25І-мічеиих продуктів деградації фібрину в розчинну ф азу  реакційного 
середовища та реєструючи швидкість утворення в ході активації плазміну за 
розщепленням специфічного хромогенного субстрату S2251 і вивільненням 
р-иітроаніліну. Кінетичні константи реакції активації Glu-плазміногену t-PA, 
що обраховані за результатами, одержаними першим методом^ склали для 
непрошитого згустка Кш=0,0І9мкМ , K c a t^ . lc '1, прошитого по у-ланцюгаМ 
К т=0,0б5м кМ , Kcat=0.09c-l, прошитого по у-та а-ланцю гам К т=0,08м кМ , 
кСаі=0,08с*1. Метод з використанням S2251 дозволив розмежити дві фази 
реакції активації та  визначити кінетичні параметри реакції активації G lu- 
плазміногену t-PA на непрошитому та повністю прошитому полімерному 
фібрині дл я  першої та  другої стадій активації. Результати подано у табл. 1.

Одержані результати свідчать про те, що прошивка фібрину по у- і а -  
ланцю гам (у відсутність аг-антиплазм іну) помітно гальмує швидкість 
активації Glu-плазміногену t-PA та погіршує ефекторні властивості фібрину. 
Варто зазначити, що прошивка згустка тільки по у-ланцюгам призводить до 
деякого зменшення спорідненості t-PA до плазміногену. Певно, що прошивка 
ф ібрину ф актором  ХШ а модулює взаємодію тканинного активатора з 
плазміногеном; прошивка а-лаїщ ю гів фібрину блокує або робить менш
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рухомими, а тому менш доступними ділянки зв'язування на аС-доменах для 
t-PA та плазміногену.

Таблиця І. Кінетичні параметри активації Glu-плазміногену t-PA 
на иепрошитому та повністю прошитому фактором ХШа 

полімерному фібрині

Рис. 8. Електрофореграма зразків полімерного фібрииу: непрошитий 
(1), прошитий лиш е по у -ланцюгам (2), та повністю прошитий як по у- 
так і по а-ланцю гам фактором ХШа. Електрофореграма фібрину (4), 
що був проінкубований при 37°С протягом 120хв. за наявності 
тромбіну подано як контроль очистки фібрину від домішок 
ф актора ХІП . Згустки утворювали за наявності фібронектину. 
Розподіл провадили у 10% ПААГ з DS-Na, за наявності відновлювача 
- дитіотрейтолу.

Km (мкМ) кcat (с-1) Kcat/Km (мкМ-lc-1)
1 фаза II фаза І фаза II фаза I фаза II фаза

Непрошитий 0,075 0,018 0,016 0,01 0,21 0,5
Прош итий 0,37 0,067 0,052 0,017 0,14 0,25

Ковалентна модифікація фібрину фактором ХШа порушує взаємне 
розташування аС- та Д-доменів, стерично утруднює доступ Glu-плазміногену 
і t-PA до ділянок зв'язування на коровій частині молекули фібрину.



У процесі формування фібринового згустка, крім фібрину, до нього 
залучаю ться і деякі інші білки плазми крові, зокрема фібронектин, вміст 
якого у згустку складає 4% від маси білків  (M osher, Johnson , 1983). 
Відомо, що фібронектин не прискорює активації плазміногену t-PA у розчині 
(Beckman, et.al., 1991). Ми досліджували вплив фібронектиііу, що залучений 
до згустка за відсутності ф актора ХІІІа, на активацію G lu-плазміногену 
тканинним активатором плазміногену та на ш видкість лізису згустка 
плазміном. Методом визначення терміну напівлізису згустка було показано, 
що ні швидкість гідролізу фібрину, що відбувався по всьому об'єму згустка, 
плазміном, ні кінетичні параметри активації G lu-плазміногену t-PA не 
змінювалися за наявності у реакційному середовищі фібронектину.

Проте, відомо, що фібронектин є субстратом для ф актора ХІІІа, який 
ковалентно приєднує його до а-ланцю га фібрину. Прошивка фібронектину з 
а-лаКцЮга;ми фібрину під дією ф актора ХІІІа відбувається із швидкістю 
близькЫЪ'йо Нодібної для прошивки самих а-ланцю гів фібрину. У роботі 
вивчали'процес активації G lu-плазміногену t-PA на моделях фібринових 
згустків з різним ступенем прошивки ф актором ХІІІа та залученим до них 
ф ібронектином (Рис. 8). Ш видкість вивільнення 125 і.мічених продуктів 
деградації ф ібрину з непрошитих ф ібринових згустків , що м істять 
ф ібронектин , не в ідрізнялась від подібної ф ібринових згустк ів  без 
ф ібронектину. Повністю прошитий ф актом  ХІІІа фібриновий згусток, 
модиф ікований  ф ібронектин ом ; гальм ує ш видкість активації G lu - 
плазміногену t-PA. Константа Міхаеліса у такому згустку збільшувалася від 
Кш =0,08мкМ  (згусток без ф ібронектину) до К т=0,21м кМ  за наявності 
ф ібронектину (Табл. 2). Таким чином було показано, що фібронектин у 
непрошитому фібриновому згустку не впливає на еф екторні властивості 
ф ібрину, а ковалентне вклю чення фібронектину в фібриновий згусток, 
прош итий по у- та а-ланцю гам  ф актором  ХІІІа, гальмує активацію G lu- 
плазміногену t-PA і зменшує ш видкість руйнування фібрину. Одним з 
можливих пояснень цього ф акту  може бути припущення про включення 
фібронектину в аС-домени фібрину під дією ф актора ХІІІа, що зменшує 
прошивку аС-домепів між собою і зберігає-структурну відокремленість аС - 
доменів. Ймовірно, що прошивка фібронектину з а-ланцю гами фібрину 
поряд з прошивкою самих а-ланцю гів фібрину, блокує ділянки зв'язування
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на аС-доменах дл я  плазміногену і тканинного активатора плазміногену. 
Залучення фібронектину до згустка модулює зв'язування плазміногену і t- 
РА з фібрином. З  іншого боку було показано (Salonen et.al., 1985), що 
■мобілізований фібронектин зв'язує тканинний активатор плазміногену. Не 
виключено, що на модифікованому ф актором  ХІІІа згустку за наявності 
фібронектину, частина t-PA і плазміногену зв'язується не з фібрином, а з 
фібронектином, що гальмує ак тивацію.

Залучення фібронектину до фібринового згустка має значення дл я  
стабілізації згустка і збільшення його резистентності до плазмінолізу.

Таблиця 2. Кінетичні параметри активації Glu-плазміногену 
t-PA на полімерному фібрині з різним ступенем прошивки фактором 

ХШа за наявності та без фібронектину

Непрошитнй Частково прошитий Повністю прошитий
зФ н зФ н іФ н

Кш(мкМ) 0,019 0,019 0,065 0.078 0,08 0,21
кСаі(с-*) 0,1 0.1 0,09 0,08 0,06 0,05
Kcat/Km
(мкМ -1* ^ ) 5.3 5.3 1,38 1,02 0.75 0.24

2. Роль деяких структур полімерного фібрину » активації 
Glu-плазміногену тканинним активатором плазміногену

2.1. Д ослідж ення активації Glu-плазміногену t-PA на 
фібринових згустках, утворених з  дезАА -1  дезААВВфібрпну

Початковий етап полімеризації фібрину полягає в утворенні мономеру 
дезААфібрину та його полімеризації у прогофібрили, «сі потім латерально 
асоціюють, формую чи ф ібрили. В ідщ еплення В -пептидів тромбіном та 
перехід фібрину в  дезАА ВВ-форму важ ливий д л я  забезпечення високої 
швидкості формування структури згустка І д л я  стабілізації внутрішньо- та 
м іж п ротоф ібри лярн и х  взаєм одій  м ол ек ул  ф іб ри н у . Д ля  того, шоб
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визіїачити, чи змінює перехід дезААфібриму в дезААВВформу ефектормі 
властивості фібрину, ми вивчали кінетику активації G lu-плазміногену t-PA 
на ф ібрин ови х  згу стк ах , як і утворені із мономерів дсзА А - та 
д е зА  А В В ф іб р и н у . У вибраних нами умовах, з використанням  
модифікованого методу визначення кількості плазміну, що утворюється в 
процесі активації, за швидкістю руйнування специфічного хромогенного 
субстрату S2251. ш видкість активації G lu -плазміногену t-PA виявилась 
однаковою на фібринових згустках, що утворені з мономерів як лезАА-, так 
і дезА А В В ф ібри н у . К ін етичні констан ти  акти вац ії ск л ад ал и  на 
д є зА А ф іб р я н і К т = 0 ,0 5 6 м к М , K c a t= 0 , l c - 1, на дезА А Б Б ф ібри н і 
Кт=©,053мкМ , Kcai=0,lc-J.

Тонкі відмінності у структурі дсзАА- та дезА А В Вфібрину. зокрема 
н а я в н іс ть  В -п еп ти д ів  у дезА  А ф іб р и н і ,  С а2+ , що зв’язаний з 
дезААВВфібрииом (Shainoff, Dardik, 1983), певно не суттєві для ефекторних 
властивостей полімерного фібрину.

2.2. А ктивація  G lu -плазміногену т к а н т ін и м  
активатором  плазміногену за наявності комплексі*

N/JCB фібрину з ф ібриногеном та  ф рагм ентами 
фібрнн<оген)у, які м істять  Д  домен

У вивчені стимулюючої здатності, що притаманна фібрину в процесі 
активації плазміногену t-PA, нашу увагу привернуло дослідж ення ролі 
окремих структур полімерного фібрину, які відповідають за зв'язування 
плазміногену та t-PA та важливі для забезпечення активаційного процесу. 
Серед таких структур у літературі виділяють олігомери аС-доменів, Д-Е-Д 
тріади полімерного ф ібрину (Suenson, Peterson, 1989), м іждоменну 
суперспіралізовану ділянку, яка прилягає до Д-домену та містить Lys 157 а - 
ланцюі а фібрину (Voskuilen et.al., 1987), а також ділянку у-ланщога 311-379, 
що локалізована у Д-домені (Yonekawa, et.al., 1990).Для дослідж ення ролі 
певних структур  ф ібринового згустка  в активації нативного G lu - 
плазміногену тканинним активатором плазміногену були вибрані декілька 
моделей - комплекси фібриноген-МДСВ фібрину, Д-Д-NflCB фібрину та Х2- 
NflCB фібрину.
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Комплекс фібриіюген-NДСВ фібрину - це модель полімерного фібрину 
(Позднякова и др., 198S), яку одержано сополімеризацією фібриногену та 
вилученого з фібрину за допомогою BiCN високомолекулярного фрагменту, 
що містить S-S зв'язані N-кііщеві ділянки поліпептидних ланцюгів ф ін іш у  
(N-кінцевий днсульфідішй вузел). ЫДСВ фібрину - схожий з Е фрагментом і 
зберігає Е-центри полімеризації. У комплексі фібриноген-М ДСВ фібрину 
молекула фібриногену має видовжену, як і молекула фібрину, форму. Д- 
домени сусідніх молекул з'єднані кінець-до кінця ф рагментами ЫДСВ, 
створю ю чи подібність одноланцю гових протоф ібрил  і Д -Е-Д  тріад. 
Протофібрили здатні латерально асоціювати у великі агрегати, які містять 
основні елем енти  ф іб ри л и  п олім ерн ого  ф іб ри н у : Д -Е -Д  тр іад и , 
м іж протофібрилярні контакти Д-Е-Д тр іад  і в незначній мірі «6% \аС - 
доменів.

Додавання ЫДСВ фібрину до розчину фібриногену або фібриногену до 
розчину ЫДСВ ф ібрину супроводж ується зміною  ступеня мутності 
середовища подібно до того, як змінюється мутність середовища (E3S0) при 
дії тромбіну на фібриноген.

Попередньо було встановлено, що ф рагм енти  ф ібрин(оген)у, як і 
м істять Д домен, здатні утворю вати ком плекси  з  ЫДСВ ф іб ри н у  
(П озднякова н др., 1983). До таких ф рагм ентів  належ ать Хг ф рагм ент 
фібриногену, який позбавлений аС-доменів і N -кінцевих (1-42) пептидів Вр- 
ланцюга, та  Д-Д - фрагмент прошитого ф актором ХШ а фібрину, що являє 
собою ковалентно з'єднані два фрагменти Д. Комплекси Х2-ЫДСВ фібрину і, 
в найбільшій мірі, Д-Д-ЫДСВ фібрину є аналогами Д-В-Д тріади, містять 
Lysl57 і V a il52 а-ланцю га, які доступні д л я  взаємодії з плазміногеном і і- 
РЛ. Проте ці комплекси не змінюють мутності середовища протягом 24год 
при 37°С.

Д ля вивчення активації G lu-плазміногену тканинним активатором 
плазміногену на комплексах фібриноген-МДСВ фібрину, Хг-ЫДСВ фібрину, 
Д -Д -Ы Д С В  ф ібрину та на ф рагм ен тах  Хг і Д-Д, узятих  окремо, 
використовували метод реєстрації ш видкості утворення плазм іну за 
швидкістю  руйнування специф ічного хромогенного субстрату S2251 • 
Підраховані кінетичні параметри активації G lu -плазміноіеііу тканинним 
активатором плазміногену за наявності різних еф екторів  предс гавлені у 
табл. 3.
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Таблиця 3. Кінетичні параметри активації Glu-плазміногену 
t-PA за наявності різних ефекторів

Е ф ектор акти вац ії Км К к ат К кат/К м
(мкМ ) (с-1) (мкМ*1<!'1)

Фібриноген-МДСВ 0,125 0,06 0,45
X2-NflCB 0,83 0,04 0,046

Д-Д-ВДСВ 0,15 0,06 0.37
Х2 1.2 0,02 0,017

Д-Д 0,62 0,04 0,071
Фібриноген+тромбін 0,017 0,13 7,64

дезААВВфібрин 0,053 0,1 1,88
дезААфібріпі 0,056 0,1 1,78

Вперше було показано, що комплекси фібршюген-МДСВ фібрину та Д- 
Д-ЫДСВ фібрину здатні стимулювати активацію плазміногену тканинним

•  активатором плазміногену. Комплекс X2-NflCB фібрину і фрагменти Хг та 
Д-Д, узяті окремо, мали менш виражені ефекторні властивості у процесі 
активації. Вцілому ш видкість реакції збільш увалась ( K c a t /K m ) ,  а K m  

зменшувалась у ряду ефекторів, що досл ідж увал и ся , таким чином: Хг -» 
X2 -NflCB -» Д-Д -» Д-Д-ІОДСВ, фібриноген-ІЧДСВ -» фібриновий згусток.

Д ля того, щоб пояснити відмінності у ефекторних властивостях, слід 
розглянути  особливості у структурах полімерного фібрину, комплексів 
фібриноген-Г4ДСВ фібрину, Хг-МДСВ фібрину і Д-Д-ГЯДСВ фібрину. У 
ком плексі ф ібриноген-М ДСВ ф ібрину суперспіралізовані міждоменні 
д ілян ки  і Д-Е-Д тріади розташовані вдвічі далі одне від одного, ніж  у 
полімерному фібрині. У цьому комплексі деяка частина аС-доменів («20%) 
м ож е бути у ф орм і олігом ерів. У ком плексі Х г-Ы ДСВ ф іб рин у  
утворю ю ться нестійкі розчинні лиш е олігомерні структури, що містять 
аналоги Д-Е-Д тріад та міждоменні суперспіралізовані структури з Lysl57 а -  
ланцю га, як і доступні дл я  плазміногену і t-PA . Комплекс Д-Д-ІЧДСВ 
фібрину є аналогом тріади полімерного фібрину і містить ділянки 311-379 у- 
ланцюга та Lysl57, V all52 а-лапцюга.
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Як уже згадувалося, процес активації плазміногену t-PA двостадійний. 
Перша стадія - із низькою спорідненістю І-РА до плазміногену та невеликою 
ш видкістю - починається п ісля  в ідщ еплення ф ібринопепгндів  А від 
фібриногену т а  формування прозоф ібрил (Suenson et.al., 1990); /іруга - з 
високою спорідненістю І-РА до плазміногену і значною швидкістю активації' 
триває п ісля початкової деградації полімерного фібрину плазміном, що 
утворився. М ожна припустити, що кожній ф азі (стадії) процесу активаі(іі 
відповідає свій акти  ватерний комплекс. П ротягом перш ої стад ії до 
активаторного комплексу, певно, залучені аС-домени. Свідченням цього є 
те, що аС-домени полімерного фібрину афінно зв'язують плазміноген і t-PA 
(Lloyd et.al., 1981), а часткове відщеплення аС -дом енів  призводить до 
переходу реакції до другої більш швидкої стадії (Norman et.al., 1985), і 
підвищення спорідненості І-РА до плазміногену (Suenson et.al., 1984), що, 
очевидно, є результатом збільшення спорідненості Gtu-плазміногепу і t-PA 
до ф ібрину. Зб ільш ен ня спорідненості ткани н ного  активатора та 
плазміногену до частково деградованого ф ібрину спричинене окрім 
збільшення доступності локуса на а-лапцю гу фібрину, який містить Lysl57, 
утворенням С-кініїевого лізину на а-ланцю гу на поверхні Д-домену.

У наших дослідж еннях ton  і Kcat активації G lu -плазміногену t-PA  
відповідаю ть другій  ф азі реакції активації, що пов'язано з високою 
концентрацією  тканинного активатора пламіпогену та особливостями 
методу, який не давав можливості точно зареес ірувати швидкість реакції на 
її початковій стадії. Подібні величини підрахованих кінетичних констант 
реакції активації Glu-плазміногену t-PA за наявності комплексів фібриноген- 
ІЧДСВ ф ібрину і Д-Д-ГЧДСВ ф ібрину даю ть підстави припустити, що 
актнваторний комплекс другої фази локалізований на Д-Е-Д тріаді.На рис. 9, 
10 запропоновані гіпотетичні схеми розташувапня^Оlu-плазуіногепу та t-PA 
на ком плексі ф іб рин оген -NflCB фібрину .і Д-Е-.Д тріаді. На поверхні 
комплексу фібриноген-МДСВ фібрину G lu-плазміноген й -Р А  розташовані на 
Д-Е-Д тріадах, що підтверджується даними Вейселя (Weisel, Papsun, 1987); 
аС-домеііи фібриногену прилягають д о  F-доменів, скоріше за все олігомерн 
аС-доменів, які можуть угворювагися .у цьому комплексі, не беругъ участі 
у ф ормуванні акти ваторн ого . комплексу. А ктивац ія  п лаїм іноген у  і 
утворення* плазміну спричинюй відщеп .пения ttC -домейів t a  N -кінцевих \ 42



пептидів Еф-ланцюга, розташованих поруч. Після ннлучепя останніх, хоча це 
питання остаточно не з'ясоване, комплекс фібриноген-М ДСВ ф ібрину 
розпадається. У випадку Д-Е-Д тріади, G lu-плазміноген локалізований на 
"бічній" поверхні тріади і звернений до м іж тріадн ого  простору у 
протофібрилі, a t-PA - на субдомені ТБД фраг мента Д. Утворений в процесі 
активації плазмін відщеплює (3(1-42) пептиди, і ір іада розпадається. Слід 

відзначити важливу роль фрагмента Е в утворенні активаторного комплексу 
на тріаді, оскільки швидкість активації на Д-Д димері на порядок нижча.

Д ля полімерного фібрину Km активації менша за таку для  комплексів 
і фрагментів, що досліджувалися. М ожна припустити, що у полімерному 
ф ібрин і утворенню  активаторного комплексу другої ф ази  активації і 
збільш енню  спорідненості t-PA до плазміногену сприяє більш  близьке 
розташування суперспіральних міждомеиних ділянок та Д-Е-Д тріад.

В трата стимулюю чої дії комплексу X2 -NflCB фібрину на процес 
активації напевно відбувається через нестабільність цього комплексу, який 
не утворю є полімерних структур при заданих умовах проведення 
експериментів ( t°=37°C, Ц=0,І5), а олію мери швидко розпадаються.
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Рис. 9. Схема розташувапня'ОІи-плазміної єну і t-PA на поверхні 
комплексу ф 1бриногеп-ЫДСВ. 01и-плазміноі;еіі і t-PA 
розташовані на Д-Е-Д гріадах, аС-домени фібриногену 

прилягають до Е-доменів.



Рис. 10. Схема Д-Е-Д тріади та локалізація Glu-плазміногену t t-PA на 
її поверхні. Glu-плазміноген розташований на "бічній" поверхні 
тріади, t-PA - на субдомеиі TSD Д-фрагмеиту.

О тже, на основі зроблених припущень можна конкретизувати 
уявлення про структури активаторних комплексів тканинний активатор 
плазміногену-фібрин-плазміногеи і запропонувати схему просторового 
взаємного розташування компонентів комплекса на різних етапах процесу 
активації G lu -плазміногену t-PA та гідролізу полімерного фібрину  
плазміном, що утворився.
На першому етапі реакції активації активаторний комплекс локалізований 

на структурах, що містять олігомери «С-доменів. На рис. 11 наведено схему 
активаторпого комплексу першої фази; аС-димери, певно, створюють 
стеричні перешкоди для оптимальної орієнтації Glu-плазміногену і t-PA. 
Відщеплення аС-доменів відкриває С-кінцевнй лізин, зв'язування з яким 
викликає зміну конформації молекули Glu-плазміногену. Процес активації 
переходить у другу ф азу, де активація прискорюється в 15-20 разів. 
Активаторний комплекс переміщується на міждоменні суперспіралізовані 
ділянки, які прилягають до Д-Е-Д тріад.

*л
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Рис. 11. Схема активаторпого комплексу першої фази реакції
активації. аС-димери, певно, створюють стеричні перешкоди для 
оптимальної орієнтації Glu-плазміногену і t-PA.

Висновки

1. Показано, що ковалентна прошивка фібрину по у- та а-ланцю гах 
гальмує швидкість активації G lu-плазміногену тканинним активатором 
плазміногену і погіршує ефекторні властивості фібрину в процесі активаїиї у 
порівнянні з непрошитим фібрином.

2. Виявлено, що фібронектин у непрошнтому фібриновому згустку не 
впливає на ефекторні властивості фібрину в процесі активації; включення 
фібронектину в фібриновий згусток, в умовах його прошивки по у- і а -  
ланцюгх ф актором  ХІІІа, гальмує активацію  G lu-плазм іногену t-PA та 
зменшує швидкість руйнування фібрину.

3. У ф ібринових згустках, утворених з мономерів дезА А - та 
дезА А ВВ ф ібринуі кінетичні параметри активації G lu-плазміногену t-PA 
залишаються без змін.

4. Вперше показано, що комплексам фібриноген-МДСВ фібрину та 
Д-Д-ІЧДСВ ф ібрину притаманна стимулююча здатність щодо процесу 
активації Glu-плазміногену тканинним активатором плазміногену.

5. Запропонована схема взаємного просторового розташ ування 
компонен і ів по трійного циклічного актива ї орного комплексу t-PA-фібрин-



Ав 28.591
шіазміноген на різних етапах процесу і
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між доменних суперспіралізованих ділянок сусідніх ниток протофібрил.
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