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ЗАГАЛЬНА ХА РА КТЕРИ С ТИ К А  РО БО Т И .

АКТУА ЛЬН ІСТЬ П РО БЛ ЕМ И . Фібриноген є центральною компо­
нентою системи зсідання крові, який під дією тромбіну перетво­
рюється в фібрин, здатний спонтанно полімеризуватися з утворен­
ням фібринового гелю (Doolittle, 1984). Асоціація ф ібрину прохо­
дить ступінчасто і є високоупорядкованим процесом, в якому функ­
ціональна роль і просторове положення кожної молекули детерміно­
вано. Полімеризація обумовлена взаємодією мономерних молекул та 
їх надмолекулярних структур за допомогою специфічних центрів 
“А”, “В”, розташованих в N-кінцевих ділянках а -  та р-ланцюгів одної 
молекули (D oolittle R. e t al., 1980), з комплементарними їм 
центрами “а”, “Ь”, які знаходяться в С-кінцевих ділянках у- та Р-лан- 
цюгів другої молекули (Shimizu A. et al., 1992, Medved L.V. et al., 
1993). Самоскладання фібрину стає можливим після відщеплення 
FpA (Blomback В. et al., 1979). При цьому утворюється fmdesAA, 
який має здатність асоціювати з утворенням повноцінного згустку. 
При відщепленні FpB тромбіном утворюється fmdesAABB, у якого 
полімеризаційна активність більша, ніж у fmdesAA (Siebenlist K.R. 
et al., 1990, Weisel J.W . e t al., 1986). В літературі представлені різні 
міркування про роль відщеплення FpB (D oolittle R. et al., 1984, 
Pandya B.V. et al., 1991), але функція його вивільнення на сьогод­
нішній день остаточно не визначена. З мономерів за рахунок 
взаємодії центрів “А” - “а” спочатку формуються протофібрили, 
товщина яких дорівнює товщині двох молекул фібрину (Ferry J., 
1952, Krakow et al., 1972). Після досягнення певної довжини 
протофібрили латерально асоціюють, утворюючи основний елемент 
трьохвимірної фібринової сітки - фібрили (H antgan R. e t al., 1980). 
Механізм латеральної асоціації протофібрил в ф ібрили остаточно не 
з'ясований до цього часу.
МЕТА Р О БО ТИ  ТА ЗАВДАННЯ Д О С Л ІД Ж ЕН Н Я . Метою роботи 
було вивчення ролі N-кінцевої ділянки ланцюга Вр при полімери­
зації мономерного фібрину в згусток, а також ролі вивільнення FpB 
та впливу Са2^ на цей процес. Виходячи з мети дослідження та вра­
ховуючи стан проблеми самоскладання фібрину, були визначені такі 
завдання експериментальних досліджень:

1. Вивчити функціональну роль N-кінцсвої ділянки ланцюга Вр ф і­
бриногену в процесі самоскладання фібрину, використовуючи моно-
клональні антитіла, з епітопами для них в цій ділянці молекули.
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2. Вивчити вплив D- та D-D-фрагментів на процес полімеризації 
двох форм мономерного фібрину.

3. Провести дослідження механізму взаємодії N-кінцевої ділянки 
ланцюга В|3 фібрину з D- та D-D-фрагментами.

4. Порівняти полімеризацію двох форм мономерного фібрину та її 
залежність від концентрації іонів Са2+.

НАУКОВА Н О В И ЗН А . Для виконання роботи було розроблено 
метод отримання поліпептидних ланцюгів - фрагментів 
фібрин(оген)у: Аа1-51, ВЭ1-118, а ! 7-51, р 15-118, yl-78. Також були 
отримані моноклольні антитіла 2d-2a та їх Fab-фрагменти (з епіто- 
пами для них в N-кінцевій ділянці молекули), які були високо- 
специфічними та ефективними інгібіторами полімеризації фібрину. 
За допомогою цих моноклональних антитіл показана участь N- 
кінцевої ділянки пептидного фрагменту 15-53 р-ланцюга фібрину, 
що озна-чає участь центрального Е-домену молекули в процесі 
латеральної асоціації гтротофібрил. На отриманих високоактивних 
шіазмінових фрагментах (D- та D-D-) фібрину людини показано, 
що D -D -фрагмент є вдвічі сильніший інгібітор полімеризації 
фібрину. Показано комплексоутворення Р 15-118 з цими 
фрагментами фібрину при низькій температурі, яке моделювало 
зв 'язування центрів “В” - ”Ь” в процесі полімеризації. Знайдено, що 
при утворенні комплексу з (315-118 фрагмент D-D втрачав 
властивості інгібітора полімеризації фібрину, тоді як D-фрагмент їх 
зберігав. ІІри цьому знайдено, що D-фрагмент набував здібності до 
утворення димерів, що свідчило про збільшення обопільної 
спорідненності D-доменів фібрину після зв'язування центрів “В” - 
”Ь” типу.

П РА К ТИ Ч Н А  ЗН А Ч И М ІС Т Ь  РО БО ТИ . Показана можливість 
використання моноклональних антитіл та їх РаЬ-фрагментів як мо­
лекулярних зондів при вивченні механізму полімеризації фібрину. 
Отримані результати дозволяють глибше з ’ясувати механізм полі­
меризації фібрину та можуть бути корисними для розробки діагнос­
тики тромбозів.

А П РО БА Ц ІЯ  Р О Б О Т И . Матеріали дисертації доповідались на 
Всесоюзному симпозіумі по хімії пептидів (Рига, 1990), на VIII
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Симпозіумі по хімії иептидів та білків FRG-USSR (Aachen, 1991), 
па II Симпозіумі по хімії пептидів та білків, Росія-Ізраїль (Москва, 
1992), на XII Міжнародній школі по фібриногену (W rightsville 
Beach USA, 1993), на X III Міжнародній школі по фібриногену 
(M anchester, 1994) та на наукових семінарах відділу молекулярної 
імунології Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна ІІА П  України.

СТРУКТУ РА Д И С ЕРТА Ц ІЇ. Дисертаційну роботу викладено на 
104 сторінках машинописного тексту. Робота складається зі вступу, 
чотирьох глав, списку літератури, з 185-и посилань на роботи віт­
чизняних та зарубіжних авторів, 43-х рисунків, 9-й таблиць.

КО Н К РЕТН И Й  О С О Б И С Т И Й  ВН ЕСО К Д И С ЕРТА Н ТА . Експе­
риментальна частина роботи виконана дисертантом особисто.

М ЕТОДОЛОГІЯ, М ЕТО ДИ  Д О С Л ІД Ж ЕН Н Я .
Ф ібриноген одержували із плазми крові людини методом висолю­
вання сульфатом натрію (Варецкая и др., 1960).
Фібрин-мономер desAABB одержували при обробці фібриногену 
тромбіном з наступним розчиненням згустку в 0,15% розчині 
оцетової кислоти (Белицер и др., 1968).
Фібрин-мономер desAA одержували, використовуючи обмежений 
тромбіновий гідроліз фібриногену (Луговской и др., 1978). 
Моноклональні антитіла (монАТ) до центральної частини молекул 
фібриногену та фібрину, виготовлені при гібридизації 50% 
поліетиленгликолем спленоцитів мишей лінії BALB/c, які були іму­
нізовані внутрічеревно NDSK/desAABB-NDSK з клітинами мієломи 
X63-Ag8.6.5.3. Специфічність монАТ визначали методом 
твердофазного імуноферментного аналізу (Колесникова и др., 1991).

папаїновий гідроліз при ваговому співвідношенні ферменту до суб­
страту 32:100. Гідроліз зупиняли, додаючи монойодоцетову кислоту 
до кінцевої концентрації ЮцкМ, а суміш Fab- та Fc-фрагментів роз­
діляли методом афінної хроматографії на колонках з носіями: про­
теїн А-сєфарозою та фібриноген-сефарозою (Луговской и др., 1995). 
D-фрагменти одержували плазміновим гідролізом непрошитого фіб­
рину в присутності кальцію.
D-D -фрагмеігти одержували плазміновим гідролізом прошитого ф іб­
рину в присутності кальцію.
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NDSK та desAABB-NDSK одержували шляхом бромціанового 
розщеплення фібриногену (1,3г BrCN на 1г фібриногену) в 70% 
мурашиній кислоті. Очищені фрагменти виділяли хроматографічно 
(Чудновец и др., 1991).
Очистку відновлснних та карбосиметильованих фрагментів нолінеп- 
тидних ланцюгів, які складали NDSK та desAABB-NDSK проводили 
методом H PLC на колонці Zorbax С-18 (Чудновец и др., 1991).

ланпюгах визначали на амінокислотному сіквенаторі в лабораторії
І.В. Назімова в Інституті біоорганічної хімії ім. ИІемякіна АН Росії. 
Антиполімсризаційну активність антитіл та фрагментів реєстрували 
ио зміні параметрів, характерних для формування згустків (Furlan 
et al., 1973) на спектрофотометрі СФ -26 (Л О М О ).

ОСНОВНІ РЕЗУ Л ЬТА ТИ  Д О С Л ІД Ж ЕН Н Я .

ВПЛИВ М О Н О К Л О Н А Л ЬН И Х  А Н ТИ ТІЛ  ТА ЇХ Fab-Ф РА І’М ЕН- 
Т1В НА П РО Ц ЕС САМ ОСКЛАДАННЯ Ф ІБ Р И Н У .
Перша частина роботи включає результати, які були отримані при 
вивченні впливу моноклональних антитіл та їх НаЬ-фрагментів на 
процес самоскладання фібрину.
З ряду моноклональних антитіл, отриманих проти N -кінцевих ди- 
сульфідних вузлів фібриногену та фібрину, були відібрані три ім- 
муноглобуліни класу G, які мали різну специфічність до фібриноге­
ну та фібрину.
З Таблиці 1 видно, що епітопи всіх трьох монАТ були розташовані 
в N-кінцевому фрагменті ланцюга ВЗ до 54 амінокислотного залиш ­
ку (епітоп для монА'Г 2d-2a включав пептидний зв 'язок  BpArgl4- 
Gly 15).

__________________________________________________________ Таблиця 1
Антиген монАТ

2d-2а* B-4C,** D -1B "
фібриноген 1,0 х 10‘9 М 2,3 х 1<Г7М 3,4 х 10‘7М

NDSK 6,4 х 1<Г8 М 1,0 х 10-"М 1,7 х 10‘7 М
desAABB-NDSK - 2,7 х Ю'ЙМ 5,6 х 10“7 М

ЕЗ ■ -
Аа(1-51) 5,8 х 1(Г6 М 3,0 х 1С6М
а(17-51) - - -

ВР(1-118) 5,3 х 10‘8М 1,2 х 10'7М 3,0 х 10'7М
Р(15-118) - 2,6 х 10‘7М 2,7 х 10'7М

у(1-78) - 1,4 х 10'7М 6.8 х 10'7 М
* - антитіла отримані проти N’DSK;
** - антитіла отримані проти desAABB-NDSK
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Вплив моноклональних антитіл на полімеризацію фібрину вивчали 
методом розсіювання світла. Хантган із співробітниками показали, 
що характерні криві змінювання світлорозсіювання при полімериза­
ції фібрину відображають двостадійність процесу самоскладання. 
Період від початку полімеризації до різкого зростання розсіювання 
світла відповідає стадії формування протофібрил. Період різкого 
зростання розсіювання світла відповідає другій стадії самоскладання
і відображає латеральну асоціацію протофібрил у фібрили. Д ля 
характеристики першої стадії самоскладання користуються парамет­
ром х, який відповідає оберненій величині швидкості формування 
протофібрил, а другої стадії параметром V, який відповідає 
максимальній швидкості зростання розсіювання світла і характери­
зує швидкість латеральної асоціації протофібрил.
Нами було встановлено, що збільшення концентрації монАТ 2d-2a 
суттєво зменшувало швидкість латеральної асоціації протофібрил у 
фібрили, як при активації фібриногену тромбіном, так і при 
полімеризації fmdesAA (Рис. 1). Присутність монАТ 2d-2a не впли­
вала на полімеризаційні властивості fmdesAABB (Рис. 1).

Рис. 1. Залежність швидкості лате­

ральної асоціації протофібрил (V) 

від концентрації монАТ 2d-2a; 

а - полімеризація fmdesAABB в 
присутності монАТ; б - зсідання 
фібриногену в присутності 
тромбіну монАТ; в - полімеризація 
fmdesAA в при-сутиості монАТ

Слід відзначити, що гальмування полімеризації фібрину монАТ 2d-2a 
було високоспецифічним, на що вказувало максимальне інгібування 
процесу вже при еквімолярному співвідношенні антитіл до полімери- 
зуючогося білка.
На Рисунку 2 видно, що при еквімолярному співвідношенні анти­
тіл до полімсризуючогося білка (в системі фібриноген + тромбін) 
кількість відщеплюємих FpB зменшувалась вдвічі і залиш алась пос­
тійною при подальшому збільшенні концентрації антитіл (Рис. 2а). 
Таким чином, в присутності антитіл від димерної молекули фібри­
ногену відщеплювався лише один моль FpB.
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Рис. 2. Хроматографічний розпо­

діл суміші фибринопептидів через 

три години реакції фібриногену з 
тромбіном:

а - при відсутності монАТ 2d-2a; 
б - в присуїності монАТ 2d-2a.

Рис. 2а. Залежність кількості 

в ід-щеплюгмого FpB від 
концентрації монАТ 2d-2a. 

(Sppg/SppA - величина, характе­
ризуюча кількість FpB, відщеплю- 
ємих при взаємодії фібриногену з 
тромбіном)

Оскільки в димерній молекулі фібриногену знаходяться два епітопи 
до монАТ 2d-2a, то було зроблено висновок, що одна молекула IgG 
з молекулярною масою 150 кДа з'єднувалась з одним зі своїх епі- 
топів та блокувала один пептидний зв 'язок  (314-15. Другий зв 'язок  
залишався доступним дії тромбіну, що обумовлювало відщеплення 
одного моля FpB від одного моля субстрату.
Присутність Fab-фрагментів монАТ 2d-2a у кількості, яка  пере­
більшувала два молі на один моль фібриногену, призводила майже 
до повного інгібування полімеризації фібрину. При такій концентра­
ції Fab-фрагментів швидкість латеральної асоціації протофібрил 
була близькою до нуля (Рис. 3).
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Рис. 3. Залежність швидкості лате­
ральної асоціації від концентра­

ції Fab-фрагментів монАТ 2d-2а

На Рисунку 4 видно, що коли у реакційній суміші знаходився 
подвійний молярний надлишок Fab-фрагментів монАТ 2d-2a, FpB 
майже не відщеплювалися.

0.4)

FpB

20 ЗО 40 мин

FpA

FpB

5

Рис. 4. Хроматоірафінний розпо­
діл суміші фибринопсптидів через 

три години реакції фібриногену з 
тромбіном:

а - при відсутності Fab-фрагментів 
монАТ 2d-2a;
б - в присутності Fab-фрагментів 

монАТ 2d-2a.
20 30 40 ним

Такі дані с в ід ч и л и  про те, що дві молекули Fab-фрагментів монАТ 
2d-2a з'єднувались з обома пептидними зв 'язкам и (314-15 молекули 
фібриногену. Отже, з молекулою фібрин(оген)у мали можливість 
одночасно взаємодіяти або одна молекула монАТ 2d-2a, або дві 
молекули Fab-фрагментів. Виходячи з цього факту, можна зробити 
висновок про те, що відстань між двома пептидними зв 'язкам и (314- 
15 менша, ніж два діаметри молекули IgG, але більша, ніж два 
діаметри РаЬ-фрагменту.
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З літературних даних відомо, шо N-кінцевий фрагмент р-ланцюга 
фібрину містить функціонально важливі ділянки, які забезпечують 
нормальну полімеризацію фібрину. Відомо і те, що фібрин, в якому 
ці ділянки пошкоджені генетично (Liu C.Y., e t al., 1985) чи моди­
фіковані хімічно (Pandya B.V. et al., 1985, .Shimizu A., 1986), має 
ослаблені полімеризаційні властивості. Наші результати показали, 
що взаємодія молекули монАТ 2d-2a з одним із нептидних зв 'язк ів 
Р14-15, призводила до зменшення швидкості полімеризації вдвічі. 
Приєднання до обох цих епітопів Fab-фрагментів монАТ 2d-2a 
повністю подавляло процес латеральної асоціації протофібрил 
фібрину. Виходячи з цього, ми зробили висновок, що один з центрів 
латеральної асоціації протофібрил фібрину розташований в 
центральному Е-домені молекули, а саме в N-кінцевому фрагменті 
ланцюга Вр.

/Іруга частина роботи містить результати детального вивчення 
взаємодії ланцюга Р15-118 з плазміновими D- та D-D -фрагментами 
фібрину. і.

Було встановлено, що при 37°С поліпептидний ланцюг р 15-118 
навіть в десятикратному молярному надлишку не гальмував 
полімеризації ні fmdes-AABB, ні fmdesAA (Рис. 5).

Рис. 5. Вплив р 15-118 на поліме­

ризацію фібрину при 37°С 

а - полімеризація fmdesAABB; б - 
полімеризація fmdesAABB в при­
сутності Р15-118; в - полімериза­
ція fnidcsAA; 6 - полімеризація
fmdesAA в присутності [И 5-118;

Однак при зниженні температури до 12°С було виявлено гальму­
вання полімеризації, як fmdesAABB так і fmdesAA (Рис. 6).
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Рис. 6. Вплив p i 5-І 18 на поліме­

ризацію фібрину при 12°С 

а - полімеризація fmdesAABB; 6 - 
полімеризація fmdesAABB в при­
сутності Р15-118; в - полімериза­
ція fmdesAA; б - полімеризація
fmdcsAA в присутності р 15-118;

Це погоджується з даними Ш айнова і Дардік, які визначили, що 
взаємодія центрів “В” - ”Ь” збільшується при низьких температурах 
(Shainoff J.R., Dardik B.N., 1979).
Так як  у D- та D -D-фрагментах знаходились центри полімеризації 
“Ь”, то при зниженні температури можна було очікувати пряму 
взаємодію пептиду (315-118 з D- та D -D -фрагментами, яка 
моделювала б взаємодію центрів “В” - ”Ь”.
Дійсно, якщо попередня інкубація D-D з (315-118 при 37°С  практич­
но не порушувала гальмуючої дії D -D -фрагменту (Рис. 7),

Рис. 7. Вплив Р15-118 інкубова- 
ного з D- D-фрагментом при 37°С 
та 12°С на полімеризацію 
fmdesAABB
а - полімеризація fmdesAABB; б - 
полімеризація fmdesAABB у при­
сутності Р15-118 інкубованого з 
D-D-фрагментом при 12°С; в - 
полімеризація fmdesAA в присут­
ності Р15-118 інкубованого з D-D- 
фрагментом при 37°С; г - поліме­
ризація fmdesAABB у присутності 
D-D-фрагмента

то інкубація десятикратного молярного надлишку пептиду (315-118 з 
D-D при 12°С суттєво послаблювала його гальмівну дію (Рис. 8).
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Рис. 8. Вплив Р15-118 інкубован- 

ної з D-фрагментом при 12°С на 

полімеризацію fmdesAABB

а - полімеризація fmdesAABB; б - 
полімеризація fmdesAABB в при­
сутності р 15-118 інкубованого з 
D-фрагментом; в - полімеризація 
fmdesAA в присутності D-фраг­
мента

Це свідчило про специфічну взаємодію Р15-118 з D -D -фрагментом, 
в результаті якої утворювався комплекс D-D*P15-118 без 
гальмівних властивостей. Очевидно, зв'язування комплементарних 
центрів полімеризації “В” та “Ь” призводило до взаємного 
блокування. Попередня інкубація фрагменту ланцюга 015-118 з D- 
фрагментом не впливала на гальмівну властивість останнього при 
утворенні комплексу.
Взаємодію р 15-118 з D- та D -D-фрагментами, внаслідок якої утво­
рювались комплекси, було підтверджено методом “нативного” елек­
трофорезу в ПАЛІ'. Але дані, отримані вкачаним методом, вірогідно 
вказували тільки на зміну заряду. Цього було недостатньо для пов­
ної характеристики комплексів. Перш за все, необхідно було порів­
няти молекулярну масу комплексів, що утворювались. Д ля цього за­
стосовували метод гсльфільтрації

Рис 9. Хроматографічний розпо­

діл суміші D-D-димеру та комп­

лексу D-D»pi5-118 при 12°С
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Хроматографічний аналіз суміші показав, що комплекс ІЗ-D*(315-118 
при 12°С елюювався одним гомогенним піком, час елюції якого 
відповідав часу елюції D-D -фрагменту (Рис. 9).
Це значило, що зміна рухомості комплексу D-D*|315-118 при 
електрофорезі не була пов'язана з збільшенням його молекулярної 
маси, а визначалася, перш за все, зміною заряду за рахунок низько­
молекулярного фрагменту р і 5-118.
ГІри гельфільтрації попередньо інкубоваНої при 12°С суміші D- 
мономерів з р і5 -1 18 було виявлено два піки (Рис. 10). При цьому 
положення піку 2 відповідало часу елюції D-фрагменту, а 
положення піку 1 - часу елюції D-D -фрагменту. Таким чином, в піці 
2 елюювався вільний D-фрагмент, який знаходився в суміші поза 
комплексом, а виявлення піку з подвоєною молекулярною масою 
було обумовлено димеризацією D-фрагменту після його взаємодії з 
(315-118.
Таким чином, D-D -фрагмент після взаємодії з (515-118 повністю 
втрачав здатність гальмувати полімеризацію фібрину, а D-фрагмент 
виявляв тенденцію до димеризації.

Рис. 10. Хроматографічний роз­

поділ суміші D-фрагменту та ди­

мерного комплексу І)*р15-118

при 12°С

1 - димерний комплекс D*p15-1l8;
2 - D-фрагмент

Третя, частина роботи включає результати, які були отримані при 
вивченні впливу Са2+ на процес полімеризації fmdesAA та fmdes- 
ААВВ. З експериментальних даних, поданих на Рисунку 11, видно, 
що швидкість утворення протофібрил з мономерів desAABB та 
desAA залежить від концентрації Са2+.
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Вона значно зростає (х - зменьшується) зі збільшенням концентра­
ції цього іону. За всіх концентрацій Са2+ швидкість утворення про­
тофібрил з fmdesAABB була вищою, ніж для fmdesAA. Вплив Са2+ 
особливо виражений за низьких концентрацій. В зоні фізіологічних 
концентрацій Са2+(1 х 10’3 М ) вплив цього іону на даний процес 
знижується. Щодо двох форм мономерного фібрину, то вплив Са2+ 
на швидкість формування протофібрил з fmdesAA значно сильні­
ший, ніж для fmdesAABB, що особливо виражено для низьких кон­
центрацій цього іону. Тобто, поява центру “В” (в fmdesAABB) 
призводить до зростання швидкості утворення протофібрил та до 
зниження впливу іонів кальцію на цей процес. Принципово іншим 
виявився вплив Са2+ на швидкість латеральної асоціації прото­
фібрил (Рис. 12), які утворювались з мономерів fmdesAA та 
fmdcsAABB.

Рис. 11. Залежність (оберненої ве­

личини швидкості) формування 

протофібрил fmdesAABB (а) та

fmdesAA (б) від концентрації Са2+

Рис. 12. Залежність швидкості 

латеральної асоціації протофібрил 

з fmdesAABB (а) та протофібрил

з fmdesAA (6) від концентрації 

Са2+
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Спостерігається різке збільшення швидкості цього процесу для 
fmdesAABB та значно сильніший вплив іонів кальцію для цієї ф ор­
ми мономеру особливо в зоні концентрацій, близьких до ф ізіоло­
гічних.
Даний феномен пов'язаний ні з чим іншим, як з появою “В” центру 
полімеризації, який формується в результаті відщеплення FpB, 
тобто при переході фібрин-мономеру із форми fmdesAA в форму 
fmdesAABB.
Як виявилося, і властивості гелів, сформованих з fmdesAA чи 
fmdesAABB, теж відрізняються за наявності іонів кальцію. На Ри­
сунку 13 показана залежність світлорозсіювання (щ ільності) гелів з 
fmdesAA від концентрації Са2+.

Рис. 13. Залежність світлорозсі­

ювання гелів з fnldesAABB (а) 

іа з fmdesAA (б) від концентрації 

Са2+

Так, кінцева щільність гелю з fmdesAA значно нижча, ніж для гелю
з fmdesAABB. Це, перш за все, також зумовлюється появою “В” 
центрів полімеризації. Однако, залежність кінцевої мутності гелів 
від іонів Са2^  для обох форм мономеру абсолютно однакова. 
Результати повністю погоджуються з даними, які були отримані 
раніше іншими авторами. Наприклад, за даними Лаудано та 
Дулітла, взаємодія фібриногену з тетрапептидом Giy-His-Arg-Pro, 
який є N-кінцевим фрагментом р-ланцюга, значно збільшується в 
присутності Са2“ґ в концентрації 2 х 10’3 М (Laudano А.Р., Doolittle 
R.F., 1981). Міхалі було встановлено, що кінетика вивільнення FpB 
корелювала з вмістом вільного кальцію в середовищі для 
полімеризації фібрину (M ihalyi Е., 1988). Наші результати виявили 
суттєвий вилив саме Са2+ на латеральну асоціацію протофібрил, 
яка різко збільшується при відщепленні FpB.
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На підставі експериментальних та літературних даних послідовність 
подій, які мають місце при полімеризації фібрину, можна подати 
таким чином: після відщеплення від фібриногену тромбіном
фібринпептидів А утворюється мономерний фібрин desAA. В 
результаті спонтанного зв'язування центрів полімеризації “А" - ”а” 
утворюються протофібрили, в яких надалі відбувається відщеплення 
FpB з наступним зв'язуванням центрів “В” - ”Ь” типу. Цей процес 
супроводжується поглинанням іонів Ca2 f з реакційної суміші і 
зміною конформації домену D, що призводить до знайденого нами 
експериментально збільшення взаємної спорідненості цих доменів, 
яке передбачали і інші автори раніше. Результати, які ми отримали 
при вивченні впливу іонів Са2+ на швидкість латеральної асоціації 
протофібрил фібрину, дозволяють припустити, що в зоні фізіоло­
гічних концентрацій Са2+ суттєву залежність від концентрації 
катіону проявляють центри, що формуються при відщепленні FpB. 
На нашу думку, вказані центри латеральної асоціації розташовані 
саме в зоні N -кінцевої послідовності В(3-ланцюга фібрину.
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ВИСНОВКИ:

1. Розроблено метод одержання поліиептидних ланцюгів - фрагмен­
тів фібрин(оген)у: Аа1-51, а17-51, Врі-118, 315-118, у178.
2. Одержано моноклональні антитіла 2d-2a та їх Fab-фрагменти, які 
виявились високоспецифічними та ефективними інгібіторами полі­
меризації фібрину. За допомогою цих моноклональних антитіл по­
казана участь N-кінцевого фрагменту р-ланцюга фібрину в процесі 
латеральної асоціації прогофібрил.
3. Одержано високоактивні плазмінові фрагменти (D  та I)-D ) 
фібрину людини. Показано, що в молярному відношенні D-D-фраг- 
мент вдвічі сильніший інгібітор полімеризації фібрину ніж D-фраг­
мент.
4. Показано комнлексоутворення р 15-118 з D- та D -D -фрагментами 
фібрину при низькій температурі, яке моделює складання центрів 
“В" - ”Ь” в процесі полімеризації. При цьому фрагмент D-D втрачав 
властивості інгібітора полімеризації фібрину.
5. Знайдено, що при комплексоутворенні з Р15-118 D-фрагмент на 
бував здатності до утворення димерів, що свідчило про збільшення 
взаємної спорідненості D -доменів фібрину, в процессі полімеризації 
після зв'язування центрів “В” - ”Ь” типу.
6. Підтверджено, що відщеплення FpB призводить до посилення ла­
теральної асоціації протофібрил та показана залежність цього 
процесу від концентрації Са2+.
7. На підставі експериментальних та літературних даних подана 
доповнена та детальніша схема послідовних подій, які мають місце в 
процесі полімеризації фібрину.

•^НБ ім. Б. Стефан in...
АН України
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Чудновец B.C. Роль ЫН2-концевого участка цепи Вр в процессе са­
мосборки фибрина.
Рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических 
наук по специальности 03.00.04 - биохимия. Институт биохимии им. 
А.В. Палладина НАН Украины, Киев, 1995.
Представленная работа содержит результаты изучения роли N H 2* 
концевого участка цепи Вр в процессе самосборки ф ибрина Уста­
новлено участие фрагмента 15-53 p-цени  фибрина, что означает 
участие центрального Е-домена молекулы в процессе латеральной 
ассоциации протофибрилл. Показано комплексообразование Р15-118 
с D- и D-D-фрагментами фибрина при низкой температуре. Найде­
но, что при образовании комплекса фрагмент D-D утрачивал свой­
ства ингибитора полимеризации фибрина, тогда как D-фрагмент их 
сохранял. При этом было обнаружено, что D-фрагмент приобретал 
способность к образованию димеров. Полученные данные подтвер­
дили, что отщепление FpB приводит к усилению латеральной ассо­
циации протофибрилл фибрина и показали зависимость этого про-

2+цесса от концентрации Са .

Chudnovets V.S. Role of N H 2-terminal part of B p-chain  in the process 
of fibrin assotiation.
The Dissertation Thesis for Obtaining a Scientific Degree of Phylosophy 
Doctor (Biology) in the Speciality 03.00.04 - Biochemistry. A.V. Palladin 
Institute of Ukraine National Academy of Science. Kiev. Ukraine.
This work contains study results of the role of N H 2- terminal part of Bp 
chain in the process of fibrin assotiation. The participation of 15-53 
fragment of fibrin p-chain is ascertained, which proved molecule central 
E-domain participation in the process of protofibrils lateral association. 
A complex formation of P15-118 w ith fibrin D- and DD-fragments 
under low tem perature is proved. It is specified, tha t in the process of 
complex formation D-D-fragment lost its properties of fibrin poly­
merization inhibitor, while D-fragment preserved them. N otw ith­
standing, it was found out. that D-fragment obtained dimer formation 
ability. D ata obtained have proved, th a t FpB splitting off can cause 
strengthening of protofibrils lateral association of fibrin and have 
explained the relation of the process and Ca2+ concentration.

Ключові слова: фібриноген, фібрин, моноклональні антитіла, D- та
D D-фрагменти.
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