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1. Здобувач ступеня доктора філософії

1.1. ПІБ здобувача ступеня 
доктора філософії

Грабовський Олексій Олегович

1.2. Освітньо-наукова 
програма, яку завершив 
здобувач

48026 Освітньо-наукова програма підготовки докторів філософії в 
аспірантурі Інституту біохімії ім.О.В.Палладіна НАН України за 
спеціальністю 091 «Біологія» (091 Біологія)

1.3. Окремі елементи 
освітньо-наукової програми 
забезпечуються іншим 
закладом вищої освіти/
науковою установою (у тому 
числі іноземним)

так

2. Дисертація

2.1. Тема дисертації Структура, функції та молекулярні механізми інгібування активних 
сайтів ключових протеїнів гемостазу

2.2. Анотація дисертації Гемостатична система - це комплекс судинних, тромбоцитарних і 
гуморальних компонентів плазми крові, які забезпечують швидке 
припинення кровотечі при ушкодженні судин. В разі порушення 
регуляторних механізмів гемостазу виникає надмірна продукція 
тромбіну, що може призвести до утворення внутрішньосудинних 
тромбів і спричинити тромботичні ускладнення. Тому вивчення 
молекулярних механізмів тромбоутворення є важливим завданням 
біохімії, а пошук шляхів ефективного запобігання утворенню 
тромбу в судині – важливе питання сучасної медицини та біохімії. 
Зважаючи на це, створення нових лікарських препаратів, 
направлених на попередження тромбоутворення, є доволі 
актуальним на сьогоднішній день. Існує кілька стратегій пошуку 
таких препаратів. Найперспективнішим та унікальним напрямком, 
започаткованим у Інституті біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, є 
інгібування полімеризації фібрину як на стадії формування 
протофібрил, так і на стадії їхньої латеральної асоціації. Розуміння 
механізмів міжмолекулярних взаємодій молекул фібрину та пошук 
нових сайтів полімеризації може стати запорукою створення нових 
активних і селективних низькомолекулярних інгібіторів та 
синтетичних пептидів. Застосування методів молекулярного 
моделювання, таких як: моделювання структур протеїнів та 
молекулярна динаміка, разом з методами класичної біохімії можуть 
розширити знання про механізми полімеризації фібрину. Друга 
стратегія – класична – полягає в розробці інгібіторів активованих 
факторів зсідання крові, основною функцією яких є участь в 
ензиматичних реакціях коагуляційного каскаду. В фармацевтичній 
галузі пошук інгібіторів проводять за допомогою як 
високопродуктивного, так і віртуального скринінгу. Швидкість, 
дешевизна, можливість пояснити механізм дії сполук робить 
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останню технологію все більш популярною. Основними і найбільш 
точними методами віртуального скринінгу є молекулярний докінг 
та пошук за подібністю. Їхнє застосування дозволяє проаналізувати 
мільйонні бібліотеки органічних сполук і відібрати декілька сотень 
для перевірки їх активності in vitro. Ключовою мішенню 
застосування таких інгібіторів є фактор Ха, який у активній формі 
безпосередньо активує протромбін. Попри те, що головною 
функцією протеїнів системи гемостазу є зупинка кровотечі та 
підтримка крові в рідкому стані, все більше даних ілюструє факт 
їхнього залучення в інші як фізіологічні, так і патологічні процеси. 
До таких поліфункціональних протеїнів належить, зокрема, 
активатор плазміногену урокіназного типу, який залучений не 
тільки в процес фібринолізу, а й бере участь в імунній відповіді 
(вродженій і набутій), сперматогенезі, ангіогенезі та рості пухлин. 
Відповідно, розробка молекул, здатних інгібувати активність 
урокінази, становить значний інтерес. Отже, представлену 
дисертаційну роботу було присвячено дослідженню структури, 
функцій та способів інгібування сайтів міжмолекулярних взаємодій 
таких ключових сайтів мішеней: центрів полімеризації фібриногену, 
активного центру фактора Ха та урокінази. Робота включала в себе 
комплекс заходів, спрямованих на ідентифікацію сайтів 
міжмолекулярних взаємодій, молекулярний докінг та динаміку, 
перевірку in vitro та in vivo. Для досягнення поставлених цілей 
методами хроматографії, що розділяє за розміром, турбідиметрії та 
електронної мікроскопії вивчено комплексоутворення фібрину з 
продуктами гідролізу фібрин(оген)у, ефекти поліпептидів 
(структурних аналогів суперспірального регіону молекули фібрину), 
а також низькомолекулярних сполук калікс[4]аренового ряду на 
процес полімеризації фібрину. З використанням підходів in silico 
створено просторові моделі таких взаємодій, спрогнозовано 
оптимальні конформації молекул та структури ефекторів, 
верифіковано експериментальні дані. Методами ензиматичного 
аналізу, коагулометрії та агрегатометрії вивчено інгібіторну дію 
низькомолекулярних сполук з бібліотеки, створеної in silico, на 
активність фактора Ха in vitro. Крім того, апробовано обрані 
сполуки-інгібітори in vivo за умов внутрішньовенного введення 
щурам. Методами ензиматичного аналізу та з використанням 
підходів клітинної біології досліджували дію низькомолекулярних 
сполук з бібліотеки, створеної in silico, на активність урокінази. 
Перевіряли обрані сполуки на моделі проліферації клітин у культурі. 
Проведено дослідження формування потрійного комплексу 
методом гель- проникної хроматографії у різних системах: у системі 
“фібрин desАВ, D-димер, D-регіон”, у системі “фібрин desАВ, D-
димер, D-регіон у присутності пептиду GHRP”, а також у системі 
“фібрин desАВ, D-димер, D-регіон у системі за присутності 
фрагменту Вβ1-42”. Показано, що за присутності пептиду GHRP, що 
конкурує з центром полімеризації «В» за центри полімеризації «b», 
які розташовано у D-регіонах, потрійний комплекс не формується. В 
той самий час у суміші desAB, D-димеру та D-фрагменту за 
присутності фрагменту Вβ1-42 потрійний комплекс формується, що 
вказує на необхідність залучення лише «В»-«b» центрів 
полімеризації фібрину. Результати турбідиметричних досліджень 
узгоджуються з даними по комплексоутворенню і доводять, що D- 
фрагмент посилює інгібіторний ефект D-димеру, і, таким чином, 
разом ці фрагменти проявляють адитивний ефект, що, у свою 
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чергу, підтверджує включення третього D-регіону в DD-Е-тріаду. За 
допомогою електронної мікроскопії було показано, що фібрили 
полімерного фібрину не зазнають помітних змін за умов 
формування у присутності D-димеру, оскільки спорідненість 
останнього до мономерного фібрину менша, ніж між молекулами 
самого мономерного фібрину. В результаті, попри меншу швидкість 
фібриноутворення, згусток формується все ж із протофібрил та 
фібрил фібрину без включення D-димеру – тобто після того, як D-
димер витісняється зі структури молекулами фібрину. Проте, за 
присутності D-димеру та D- фрагменту формуються «дефектні» 
протофібрили, а з них – фібрили, які є загалом тоншими; 
спостерігається інтенсивне галуження тонких фібринових ниток. 
Вочевидь, така порушена структура і призводить до зростання 
кінцевої мутності згустку фібрину за присутності еквімолярної 
суміші D-димера та D- фрагмента. Методами комп’ютерного 
моделювання було побудовані теоретичні моделі потрійного 
комплексу і галуження протофібрил за рахунок включення третього 
D-регіону в DD-Е-тріаду. Для дослідження міжмолекулярної 
взаємодії ряду сполук калікс[4]аренового ряду з молекулою фібрину 
було добудовано відсутні ділянки кристалографічної структури 
фібриногену (PDB ID:3GHG), а власне ділянку α-ланцюга 17-26, до 
якої входить центр полімеризації «A», що є сайтом зв’язування 
калікс[4]аренів. Побудовано 3D-структури калікс[4]аренів з різною 
кількістю залишків бісфосфонової кислоти та проведено послідовно 
молекулярний докінг і молекулярну динаміку. Показано 
формування водневих зв’язків і сольових містків між 
позитивнозарядженими амінокислотними залишками Аα-ланцюга 
фібрина та бісфосфоновими залишками калікс[4]аренів, причому 
при зменшенні кількості з трьох до двох залишків міцність 
комплексу значно зменшується. Це було підтверджено в 
експериментах з розрахунку абсолютної вільної енергії зв’язування. 
Для дослідження взаємодії пептидів, що імітують послідовності 
суперспіральної ділянки молекули фібрину, з молекулою фібрину 
використано турбідиметричний метод і показано інгібуючий вплив 
пептидів на полімеризацію фібрину. Для встановлення 
міжмолекулярних взаємодій між ними отримано ряд конформацій 
пептидів. Структури пептидів Aα91-103 MEILRGDFSSANN, Bβ125-135 
QKRQKQVKDN та γ69-77 NPDESSKPN отримано за допомогою 
молекулярної динаміки і кластеризації з використанням Dihedral 
Principal Component Analysis. Встановлено два потенційні сайти 
взаємодії, що розміщені в суперспіральній ділянці молекули 
фібрину, і проведено докінг пептидів в один з сайтів. Створено 
фінальну фокусну бібліотеку низькомолекулярних сполук – 
інгібіторів фактора Ха. Проведено in vitro біологічний скринінг 
низькомолекулярних сполук потенційних інгібіторів фактора Ха. 
Показано, що у збагаченій тромбоцитами плазмі крові людини 
інгібітори фактора Ха концентраційно залежно ефективно інгібують 
агрегацію тромбоцитів та затримують фібриноутворення. Виявлені 
закономірності свідчать про ефективне гальмування генерації 
тромбіну внаслідок прямого інгібування фактора Ха. Вибрано 
сполуки з вираженою інгібіторною активністю щодо фактора Ха для 
перевірки їх дії in vivo. На моделях in vivo продемонстровано 
інгібіторний ефект досліджуваних низькомолекулярних сполук, про 
що свідчить відсутність процесу агрегації тромбоцитів та процесу 
фібриноутворення. З використанням молекулярного докінгу та 
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молекулярної динаміки проведено пошук низькомолекулярних 
сполук, які є ефективними інгібіторами урокіназного активатора 
плазміногену. Інгібітор, що мав найвищу афінність до активного 
центру ензиму (ІС50 = 2,5 μМ), також ефективно пригнічував 
проліферацію пухлинних клітин у культурі (ІС50 = 24.5 μМ). Дана 
сполука може бути використана як основа для подальшого 
раціонального дизайну з метою підвищення її специфічності та 
селективності. Отже, запропоновані сполуки є потенційними 
неімуногенними та ефективними засобами з антитромботичною та 
антиметастатичною дією відповідно. Подальше дослідження 
створених сполук є перспективним для розробки терапевтичних 
препаратів. Проведені дослідження є вагомим кроком на шляху до 
розуміння тонких молекулярних механізмів формування 
протофібрил фібрину, фібрил та формування тривимірної сітки 
фібрину – основи тромбу. Створені у рамках виконання роботи 
молекулярні ефектори (пептиди, калікс[4]арени, низькомолекулярні 
інгібітори ензимів) можуть розглядатися як основа для створення 
антитромботичних та антиметастатичних препаратів.

2.3. Ключові слова дисертації Proteins, fibrin(ogen), calix[4]arene, enzymes, urokinase, hemostasis, 
platelets, molecular dynamics, molecular docking, computer simulation, 
molecular structure, virtual screening, inhibitor, serine proteinases, 
cancer

2.4. Посилання, за яким 
розміщено текст дисертації

https://biochemistry.org.ua/images/autoref_pdf/grabovskiy/
%D0%94%D0%98%D0%A1%D0%95%D0%A0%D0%A2%D0%90%D0%A6%
D0%86%D0%AF_%D0%93%D1%80%D0%B0%D0%B1%D0%BE%D0%B2%
D1%81%D1%8C%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D0%9E%D0%9E.pdf

2.5. Публікації здобувача, зараховані для захисту

Hrabovskyi O, Syrko M. Detection of Ternary Complex of Fibrin DesAB with D-Dimer and D-Fragment of 
Fibrin. Biotechnol Acta. 2023;16(2):21-23.

Рік 2023

Ключові слова Fibrin, D-dimer, D-region, fibrin polymerization, docking

DOI 10.15407/biotech16.02.021

Одноосібне авторство ні

Містить державну 
таємницю / службову 
інформацію

ні

Посилання https://biotechnology.kiev.ua/index.php/en/journal-archive-en/2023-
en/2023-no2-en/detection-of-ternary-complex-of-fibrin-desab-with-d-
dimer-and-d-fragment-of-fibrin-o-hrabovskyi-m-syrko

Kucheriavyi Y, Hrabovskyi O, Rebriev AV, Stohnii Y. Limited Proteolysis of Fibrinogen αC-Region Reveals Its 
Structure. Biotechnol Acta. 2022;15(2):60.

Рік 2022

Ключові слова αC-region, fibrinogen, C-terminal, proteases

DOI 10.15407/biotech15.02.060

Одноосібне авторство ні

Містить державну 
таємницю / службову 

ні
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