
Вступ. Фрагмент Bβ1	42 (BβN	домен [1])
фібриногену є просторово гнучким і здатним
до конформаційних змін. Найближча струк	
турно стабільна ділянка Вβ	ланцюга знахо	
диться в зоні дисульфідного кільця (β65), тому
вивчення його конформації за допомогою
рентгеноструктурного аналізу виявилося не	
можливим [2]. У той же час BβN	домен є полі	
функціональним: він бере участь у полімери	
зації фібрину на різних стадіях, залучений до
протеїново	протеїнових і протеїново	клітин	
них взаємодій за участі фібрин(оген)у [3	6].
Тому важливим є застосування альтернатив	
них підходів для передбачення структури цьо	
го домену та його конформаційних змін при
перетворенні молекули.

Метою нашої роботи було передбачення
структури фрагментів фібриногену Bβ1	60 і

Вβ15	60 за допомогою методів комп’ютерного
моделювання і технології обмеженого протео	
лізу.

Матеріали і методи
Матеріали. Фібриноген було отримано з

плазми крові донорів за методом [7], мономер	
ний фібрин desАВ — згідно з [7], фібриногена	
зу з отрути Echis multisquamatis — за методом
[8, 9]. Акриламід, ДСН, TEMED були придбані
у GE Healthcare (Великобританія), хромоген	
ний субстрат S2302 (H	D	Pro	Phe	Arg	pNa)
— у Chromogenix (Швеція), маркери, що міс	
тили поліпептиди з молекулярними масами
170, 130, 100, 72, 55, 40, 33, 24 кДа — SM0671, —
у Fermentas (Литва), тетрапептид H	Gly	Pro	
Arg	Pro	OH (GPRP) — у Merck	Biosciences
(Німеччина).

ММооддееллюювваанннняя  ттррииввииммііррннооїї  ссттррууккттууррии..
Варіанти моделей тривимірної структури
отримували за допомогою сервера I	TASSER
[10]. Для побудови моделей цей Інтернет	ре	
сурс застосовує множинне вирівнювання та
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повторюване (багатократне) моделювання. Для
кожної моделі пропонується певне значення
С	score (confidence score, довірчий відлік). Це
певна оцінна функція, що визначає якість мо	
делі, тобто вказує на вірогідність її реалізації
in vivo. Чим вище значення С	score, тим
більша ймовірність реалізації [11]. 

ООббммеежжеенниийй  ппррооттееоолліізз  ффііббррииннооггееннуу  іі  ммоонноо44
ммееррннооггоо  ффііббррииннуу  ddeessААВВ..  Реакцію проводили за
концентрації фібриногенази 0,25 µМ (у випад	
ку фібриногену) та 0,38 µМ (у випадку моно	
мерного фібрину desАВ). Полімеризації фіб	
рину desАВ запобігали додаванням до середо	
вища пептиду GPRP (Gly	Pro	Arg	Pro), що
блокує «а»	центри полімеризації [12]. Реакцію
проводили в 0,05 М трис	НСl буфері рН 7,4
при температурі 25 °С у діапазоні концент	
рацій фібрин(оген)у від 1,7 до 3,7 µМ і концен	
трації GPRP — 1 мМ. Реакцію гідролізу зупи	
няли через 5, 10, 15 хвилин (як описано вище).
Зразки піддавали електрофоретичному розді	
ленню в ПААГ із ДС	Na.

ЕЕллееккттррооффоорреезз  уу  ППААААГГ.. Гель	електрофорез
проводили в 12 і 10 % ПААГ за Лемлі в присут	
ності 2,5 % ДСН [13]. Протеїнові фракції іден	
тифікували за допомогою профарбовування
кумасі R 250.

ДДееннссииттооммееттррііяя  ееллееккттррооффооррееггрраамм.. Отри	
мані електрофореграми сканували за допомо	
гою HP Photosmart C3100 й аналізували в про	
грамі TotalLab TL100 (Phoretix) [14], що є од	
нією з денситометричних програм, які дають
змогу ідентифікувати протеїни, аналізувати
вміст і співвідношення протеїнів у досліджу	
ваних фракціях [15, 16].

Результати. З використанням сервера
I	TASSER моделювали структуру N	кінцевої
ділянки β	ланцюга молекули фібриногену
(1	60) та мономерного фібрину desАВ (15	60),
що утворюється під дією тромбіну після
відщеплення останнім фібринопептидів А і В.

Було отримано 5 моделей для Вβ1	60 і 4 мо	
делі для Вβ15	60 пептидів, що мали достатнє
значення С	score, щоб вважати їхню реаліза	
цію імовірною (рис. 1).

Раніше ми одержали фібриногеназу сери	
нової природи з отрути Echis multisquamatis і
показали її здатність гідролізувати пептидний
зв’язок ВβR42	A43 молекули фібриногену та
похідні X	X	R	pNa трипептидів [7, 8]. Саме

цей ензим було використано для обмеженого
протеолізу фібриногену і мономерного фібри	
ну desАВ.

Специфічний гідроліз глобулярного протеї	
ну відбувається, як правило, лише в певній
кількості сайтів, що обумовлено як специфіч	
ністю протеїнази, так і конформацією цієї
ділянки протеїнової молекули [17, 18]. Викори	
стання протеїназ із різною специфічністю дає
змогу отримувати дані про просторову гнуч	
кість та оточення конкретних амінокислотних
послідовностей [17, 19], ідентифікувати й ха	
рактеризувати просторово впорядковані струк	
тури протеїнів та оцінювати їх стабільність
[20], передбачати існування доменних струк	
тур [21], отримувати інформацію про проміжні
конформаційні стани протеїнових молекул [22,
23]. Технологія обмеженого протеолізу, вико	
ристана разом із методами рентгеноструктур	
ного аналізу, кругового дихроїзму, мас	спек	
трометрії, дозволяє глибше дослідити особли	
вості структури тих чи інших ділянок протеї	
нової молекули та їх функціональні риси [24	
27]. До методів, за допомогою яких можна по	
яснити і доповнити результати дослідів з об	
меженого протеолізу, належать також і мето	
ди комп’ютерного моделювання [28, 29].

Ми порівнювали процес гідролізу фібрино	
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Рис. 1. Тривимірні моделі послідовності фібри4
ногену Вβ1460 (А4Е) та фібрину desАВ (F4К).
Червоним кольором позначено N4кінцеві ділян4
ки пептидів і ділянку Вβ41444, зв’язок R424A43
якої гідролізується фібриногеназою з отрути
Echis multisquamatis. Під моделями наведені чи4
сельні значення імовірності реалізації моделі
(C4score), розраховані за допомогою сервера
I4TASSER.



геназою пептидного зв’язку ВβR42	A43 для
фібриногену (нативна послідовність Вβ1	60) і
мономерного фібрину desАВ (послідовність
Вβ15	60, позбавлена фібринопептиду В). З
метою оцінки спорідненості «ензим—субстрат»
визначали кінетичні параметри обох гідролі	
тичних процесів. Для цього проводили гідро	
ліз, аналізуючи накопичення продуктів гідро	
лізу в часі. На рис. 2 представлено електрофо	
реграму гідролізу для мономерного фібрину
desАВ — концентрація фібрину 1 мг/мл. Про	
цес гідролізу фібриногену має такі ж законо	
мірності [7, 8].

Денситометрія серії електрофореграм з
різною вихідною концентрацією субстрату ен	
зиматичної реакції дала змогу отримати кіне	
тичні криві залежності Vo від So, лінеаризація
графіків у координатах Лайнуївера	Берка
(рис. 3) — визначити Кm і kcat (kcat=Vмах/[E], де Е
— концентрація ензиму) [30]. Для фібриногену
Km=8±0,4 µM, kcat=0,13 с	1, для мономерного
desАВ фібрину Km=10,38±0,6 µM, kcat=0,019 с	1.
Зниження kcat після відщеплення фібринопеп	
тидів В може бути пов’язане з конформацій	
ними перебудовами молекули фібрину: дисо	
ціацією αС	доменів, сполучених із фібрино	
пептидами В, від центрального Е	регіону [31,
32]. Однак Km обох реакцій гідролізу залиша	
ється практично незмінною, отже, спорідне	
ність ензиму до субстрату, попри ускладнений
процес гідролізу, залишається сталою. Це
можливо лише в разі збереження стабільної

структури гідролізованої послідовності у фіб	
риногені та фібрині desАВ.

Обговорення. Аналізуючи моделі просторо	
вої будови, наведені на рис. 1, можна відмітити
кілька основних мотивів, за яких амінокисло	
ти, що межують із гідролізованим зв’язком
ВβR42	A43, утворюють конформаційно близь	
кі структури. Це, зокрема, лінійні структури
В, С (фібриноген) і G, H (фібрин desАВ), шпиль	
коподібні структури з перегином у ділянці,
відмінній від тієї, що гідролізується, — А, Е (фіб	
риноген) і F (фібрин desАВ), а також шпильки
з перегином, який збігається з ділянкою, що
гідролізується, — D (фібриноген) і K (фібрин
desАВ).

Моделі B, C, G і H мають найвище значення
C	Score (від 	0,5 до 	2,3), а отже, є найімовір	
нішими для аналізованої амінокислотної по	
слідовності. Проте важко уявити реалізацію
лінійної конформації in vivo, особливо з огляду
на полівалентність послідовності Вβ15	42 [2	6].
Крім того, існують непрямі дані, що вказують
на існування в цій зоні мікродоменних струк	
тур [32	35]. Нарешті, лінійна конформація по	
ліпептиду залишає питання щодо високої спе	
цифічності фібриногенази. Володіючи високою
спорідненістю до пептидних зв’язків, утворе	
них карбоксигрупами аргініну та лізину [7, 8],
вона розщеплює лише зв’язок ВβR42	A43. По	
дібних пептидних зв’язків у послідовності
Вβ1	60 знаходиться 6, утворених аргініном, і 2
— лізином [36]. 

Моделі А, Е та F мають дещо нижче значен	
ня С	Score (від 	4,27 до 	5,00), тому їх реаліза	
ція є менш імовірною. Вірогіднішим є утворен	
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Рис. 2. Електрофореграма препаратів фібрину
desАВ (11) і гідролізатів фібрину desАВ фібрино4
геназою з отрути E. multisquamatis через 5 хв
(22); 10 хв (33), 15 хв (44) інкубації. α — α4ланцюг
фібрину; β — β4ланцюг фібрину; γ — γ4ланцюг
фібрину; β’ — частково гідролізований β4ланцюг
фібрину. М — маркери.

Рис. 3. Графік Лайнуївера4Берка для процесу
гідролізу пептидного зв’язку ВβR424A43 фібри4
ногену (11) і мономерного фібрину desАВ (22) фіб4
риногеназою.



ня структур, представлених моделями D (С	
Score=	4,91) і K (C	Score=	1,69), навіть попри
низьке значення С	Score моделі D, оскільки
розміщення ділянки гідролізу в точці перегину
петлі є найбільш обґрунтованим, якщо брати
до уваги закономірності протеолітичних меха	
нізмів. Зокрема, послідовності, що зазнають
гідролізу, найчастіше знаходяться на перегині
шпильок і між доменними структурами, які
забезпечують жорсткий каркас для невпоряд	
кованої та доступної для гідролізу ділянки [18	
22, 27, 37	39].

Таким чином, усі наведені на рис. 1 моделі
вторинної структури ВβN	домену, отримані за
допомогою I	TASSER, потребують детального
розгляду й перевірки. Застосування технології
обмеженого протеолізу з використанням фіб	
риногенази, специфічної до зв’язку ВβR42	A43,
дало змогу встановити, що пептидні послідо	
вності, які з ним межують, володіють стабіль	

ною вторинною структурою, яка зберігається
після відщеплення фібринопептидів В. З огля	
ду на це в молекулі фібриногену, як і в моле	
кулі фібрину desАВ повинні реалізовуватися
або лінійна структура, або шпилька з переги	
ном у точці гідролізу. Остання модель узго	
джується з даними попередніх досліджень і
пояснює надзвичайну вибірковість гідролітич	
ної дії фібриногенази. 

Можна припустити, що в молекулі фібри	
ногену реалізується конформація Вβ	ланцюга
(модель D), що має вигин у зоні R42	A43 і за	
микається опосередковано фібринопептидом
В (рис. 1). Після відщеплення фібринопептиду
В тромбіном ближчий до N	кінця вигин зни	
кає, з’являється центр полімеризації В [6, 12],
натомість конформація послідовності Вβ15	60
лишається незмінною (модель К).

Надійшла в редакцію 24.06.2011 р.
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Summary. Using computer modeling server I	TASSER some models of fibrinogen (Bβ1	60) and desAB fibrin
(Bβ15	60) fragments were predicted. According to the kinetics of limited proteolysis of Bβ42	43 peptide bond one
model for fibrinogen and other for desAB fibrin BβN	domains were selected as the most probable. 
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