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2. Дисертація

2.1. Тема дисертації

2.2. Анотація дисертації

Дослідження структури та функцій αС-регіонів та ВβN-доменів
фібрин(оген)у за допомогою молекулярних ефекторів

Процеси полімеризації фібрину та агрегації тромбоцитів є
центральними етапами формування фібриново-тромбоцитарного
згустку, що лежить в основі тромбоутворення. У фізіологічних
умовах тромбоутворення є критично важливим для зупинки
кровотечі у відповідь на ушкодження судинної стінки та ініціації
репаративних процесів. Водночас, розвиток тромбів у
непошкоджених ділянках судинного русла становить серйозну
патофізіологічну загрозу, спричиняючи ішемічне ураження органів
і тканин. У зв’язку з цим, дослідження молекулярних механізмів, що
регулюють полімеризацію фібрину та агрегацію тромбоцитів, має
важливе значення для розробки стратегій селективної модуляції
тромбоутворення
– з метою інгібування патологічного внутрішньосудинного
тромбогенезу та стимуляції фізіологічного екстрасудинного
гемостазу.
У дисертаційній роботі вперше проведено комплексне дослідження
функції окремих структурно-функціональних одиниць фібрин(оген)у
– αС-регіону та ВβN- домену – з використанням молекулярних
ефекторів, які відрізняються за принципом дії. Порівняння ефектів
протеолітичного відщеплення, прямого блокування антитілами або
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конкуренції з пептидами за сайти взаємодій дозволило зробити
висновки щодо особливостей функціонування активних сайтів
молекули, розміщених у межах αС-регіону та ВβN-домену.
Реалізація запланованого дослідження передбачала отримання
протеїназ, здатних гідролізувати фібриноген, приготування зразків
частково гідролізованих форм фібриногену, продукцію
моноклональних антитіл до визначених епітопів фібриногену та
отримання протеолітичних низькомолекулярних пептидів.
Протеїназа з отрути Echis multisquamatis гідролізує пептидний
зв’язок Вβ42- 43 з утворенням частково гідролізованої форми
фібриногену desВβ1-42. Ця форма, позбавлена N-кінця Вβ-ланцюга
не має центрів полімеризації «В» та «С». Окрім того, вона має
дисоційовані αС-регіони.
Протеїназа з отрути Agkistrodon halys halys гідролізує пептидний
зв’язок Аα413-414, призводячи до утворення частково
гідролізованої форми фібриногену – desАα414-610. Ця форма має
нативні ВβN-домени, які не поєднуються з αС- регіонами. Втім, така
молекула має обидві пари фібринопептидів А та В, які можуть бути
відщеплені з формуванням центрів полімеризації «А» та «В»,
експоновані центри полімеризації «а» та «b», нативну послідовність,
що включає центр полімеризації «С» та компленетарний йому
центр «с». Водночас, фібрин(оген) desАα414-610 не має доменної
частини αС-регіонів, а конекторна частина αС- регіонів, що не має
сайтів між- та внутрішньомолекулярних взаємодій, вільно дисоціює
від остову молекули.
Протеїназа з культурального середовища Bacillus thuringiensis var
israliensis, яка гідролізує пептидний зв’язок Аα504-505, дозволяє
отримати унікальну частково гідролізовану форму фібриногену
desAα505-610, позбавлену С-кінцевого субдомену αС-регіону, а
також і сам пептид Aα505-610. Вочевидь, у такій формі фібриногену
залишок αС-регіону не формує комплекс з ВβN-доменом та є
вільним. Імовірно також αС-регіони фібриногену desAα505-610 не
формують зв’язки одне з одним.
Використані протеїнази також дозволяють отримати пептиди.
Пептид Вβ1-42 зберігає якщо не структурні, то принаймні
функціональні особливості ВβN-домену. Зокрема, він містить центр
полімеризації «С», а отже здатен зв’язуватися і з комплементарним
йому центром «с» в D-регіоні молекули.
Пептид Аα414-610 зберігає сайти міжмолекулярних взаємодій,
властиві доменній частині αС-регіону. Завдяки цьому, він
конкурентно зв’язуватися з сайтами, комплементарними до
доменної частини αС-регіону. Зокрема, імовірне його зв’язування з
фібринопептидом В, а також з фрагментами αС-регіону нативної
молекули фібрин(оген)у.
Пептид Аα505-610 представляє собою С-кінцевий субдомен αС-
регіону. Відкритим лишається питання, чи  може цей фрагмент
формувати внутрішньомолекулярні комплекси з ВβN-доменом та
αС-регіоном. Якщо таке зв’язування можливе, то фрагмент
конкуруватиме з відповідними регіонами нативної молекули в
процесі полімеризації фібрину та інших протеїн-протеїнових
взаємодій.
Моноклональне антитіло 2d2a здатне прямо блокувати Вβ14-15
сайт. Антитіло здатне взаємодіяти з фібриногеном, а отже
зв’язується зі своїм епітопом незалежно від наявності комплексу з
αС-регіонами.
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Моноклональне антитіло І-5А, специфічне до епітопу Аα535-595.
Таким чином, воно здатне зв’язуватися з С-кінцевим субдоменом,
перешкоджаючи його міжмолекулярним та
внутрішньомолекулярним взаємодіям.
Моноклональне антитіло І-5B специфічне до фрагменту Аα414-492,
отже взаємодіє з N-кінцевим субдоменом αС-регіону, імовірно
блокуючи опосередковані ним міжмолекулярні взаємодії. Імовірно,
структура та функціональні риси інших фрагментів молекули
фібрин(оген)у змін не зазнають.
Застосування зазначених ефекторів у комбінації з турбідиметрією,
трансмісійною електронною мікроскопією та агрегатометрією
дозволило отримати унікальні результати, що дають відповіді на
низку питань щодо структури та функцій окремих субдоменів
молекули фібрин(оген)у.
Фібриноген, позбавлений фрагменту Вβ1-42, втрачав здатність до
полімеризації. Внесення до середовища інкубації вільного пептиду
Вβ1-42 не впливало на здатність фібрину формувати протофібрили
та фібрили, хоча моноколнальне антитіло, специфічне до цієї
ділянки, суттєво пригнічувало процес фібриноутворення. Такі
результати, підтверджені як турбідиметрією, так і електронною
мікроскопією, дозволили зробити припущення, що центр
полімеризації «С» у ВβN-домені функціонує лише в комплексі з αС-
регіонами. Відщеплення ВβN-домену або його блокування
антитілом 2d2a призводить до втрати здатності до полімеризації,
що свідчить про важливість цього комплексу. Натомість, пептид
Вβ1-42, який міг би взаємодіяти з комплементарним центром
полімеризації «с», не показав ефективності, що вказує на критичну
роль саме комплексу ВβN-домену з αС-регіоном у реалізації
взаємодії центрів «С»:«с».
За допомогою турбідиметрії та електронної мікроскопії було
показано, що протеолітичне відщеплення як N- так і С-кінцевих
субдоменів αС-регіонів подовжує lag-період полімеризації фібрину,
а отже гальмує формування протофібрил. Ефекту втрати субдоменів
αС-регіонів на швидкість латеральної асоціації протофібрил не
виявлено. Натомість, пептиди Аα414-610, Аα505-610, а також
моноклональні антитіла І-5В, І-5А, що здатні блокувати взаємодії αС-
регіонів, не впливають на lag-період, але суттєво пригнічують
латеральну асоціацію протофібрил. Це вказує на відмінність
механізмів залучення αС-регіонів на різних етапах полімеризації: на
етапі побудови протофібрил вони функціонують у комплексі з ВβN-
доменами, імовірно стабілізуючи їхню структуру, а на етапі
латеральної асоціації протофібрил – залучають сусідні
протофібрили завдяки αС: αС взаємодіям.
Дослідження агрегації тромбоцитів за присутності описаних вище
молекулярних ефекторів також дозволило сформувати висновок,
щодо залучення αС-регіонів у цьому процесі. Зокрема, втрата ВβN-
доменів не інгібувало швидкості та ступеня агрегації тромбоцитів,
тоді як втрата молекулою фібриногену субдоменів αС-регіонів дещо
знижувала ступінь агрегації. Зроблено припущення, що αС-регіони
сприяють агрегації тромбоцитів, збільшуючи кількість та
протяжність контактів між клітинами. Їхня дія реалізується після
відщеплення фібринопептидів, що супроводжується дисоціацією
αС-регіонів від остову молекули. Саме тому блокування αС-регіонів
антитілами чи  пептидами не впливає на швидкість агрегації, але
знижує її ступінь і сприяє дезагрегації, а втрата ВβN- домену
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2.3. Ключові слова дисертації

2.4. Посилання, за яким
розміщено текст дисертації
на сайті ЗВО

призводить лише до дезагрегації.
Отримані результати дозволяють запропонувати нову модель
участі αС- регіонів і ВβN-домену у фібриноутворенні та
тромбоцитарній агрегації, що є важливим для розуміння механізмів
формування фібриново-тромбоцитарного тромбу.

фібриноген, тромбоцити, фібрин, протеїни, структурна біологія,
полімеризація фібрину, агрегація тромбоцитів, міжмолекулярна
взаємодія, кінетика, електронна мікроскопія, тромбоутворення,
інгібування, мікроскопія

https://www.biochemistry.org.ua/images/autoref_pdf/kucheriaviy/
%D0%9A%D1%83%D1%87%D0%B5%D1%80%D1%8F%D0%B2%D0%B8%D0%
B9%20(%D0%B4%D0%B8%D1%81%D0%B5%D1%80)1%20(2)%20(1)_pdf_
A.pdf

2.7. Публікації здобувача, зараховані за темою дисертації

Tatyana Platonova, Oleksii Hrabovskyi, Volodymyr Chernyshenko, Yevhenii Stohnii, Yevhenii Kucheriavyi,
Kateryna Baidakova, Daria Korolova, Anna Urbanowicz, Serhiy Komisarenko. Alternative Role of B/b Knob–
Hole Interactions in the Fibrin Assembly. Biochemistry, 2025, 64(4), 791-800

Рік

Ключові слова

DOI

ISSN

Одноосібне авторство
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2025

Mixtures, Molecular interactions, Molecules Peptides and proteins
Polymerization

10.1021/ACS.BIOCHEM.4C00695

0006-2960

ні

ні

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biochem.4c00695

Y.M. Stohnii, T.A. Yatsenko, V.V. Nikulina, Y.P. Kucheriavyi, O.O. Hrabovskyi, O.Yu. Slominskyi, K.S.
Savchenko, L.V. Garmanchuk, L.D. Varbanets, A.O. Tykhomyrov, V.O. Chernyshenko. Functional properties
of individual sub-domains of the fibrin(ogen) αC-domains. BBA Advances, 2023, 3, 100072

Рік

Ключові слова

DOI

ISSN

Одноосібне авторство
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2023

Fibrin(ogen), Fibrinogen, αC-domain, Fibrin polymerization, Fibrinolysis,
Platelet aggregation, Fibrin(ogen)-cell interactions

10.1016/J.BBADVA.2023.100072

2667-1603

ні

ні

https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2667160323000017

Y.P. Kucheriavyi, I.D. Panas. TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY FOR THE DIRECT ANALYSIS OF FIBRIN
CLOT STRUCTURE. Biotechnologia Acta, 2023, 16(2), 30-31

Рік

Ключові слова

2023

fibrin, TEM, fab, polymerization, fibrils, antibody fragment
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10.15407/BIOTECH16.02.030

–

ні

ні

https://biotechnology.kiev.ua/index.php/en/journal-archive-en/2023-
en/2023-no2-en/transmission-electron-microscopy-for-the-direct-
analysis-of-fibrin-clot-structure-y-p-kucheriavyi-i-d-panas

Zhelavskyi M.A., Platonov M.O., Kucheryavyi Y.Р., Stohnii Y.M. APROBATION OF PLATELET AGGREGATION
INHIBITOR FROM ECHIS MULTISQUAMATIS SNAKE VENOM IN VITRO, IN VIVO AND EX VIVO. Biotechnologia
Acta, 2023, 16(5)

Рік

Ключові слова

DOI

ISSN

Одноосібне авторство

Містить державну
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2023

disintegrin, blood plasma, platelets, thrombosis, blood coagulation,
platelet aggregation, animal model

10.15407/BIOTECH16.05.055

–

ні

ні

https://biotechnology.kiev.ua/index.php/en/journal-archive-en/2023-
en/5-2023-en/aprobation-of-platelet-aggregation-inhibitor-from-echis-
multisquamatis-snake-venom-in-vitro-in-vivo-and-ex-vivo-zhelavskyi-
ma-platonov-mo-kucheryavyi-yr-stohnii-ym

Y. Kucheriavyi, O. Hrabovskyi, A.V. Rebriev, Y. Stohnii. LIMITED PROTEOLYSIS OF FIBRINOGEN αC-REGION
REVEALS ITS STRUCTURE. Biotechnologia Acta, 2022, 15(2), 60-61

Рік

Ключові слова

DOI

ISSN

Одноосібне авторство

Містить державну
таємницю / службову
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Посилання

2022

αC-region, fibrinogen, C-terminal, proteases

10.15407/BIOTECH15.02.060

–

ні

ні

https://biotechnology.kiev.ua/index.php/en/journal-archive-en/2022-
en/2022-no-2-en/limited-proteolysis-of-fibrinogen-c-region-reveals-its-
structure-y-kucheriavyi-o-hrabovskyi-a-v-rebriev-y-stohnii

E. Iskandarov, O. Zinenko, A. Tupikov, A. Pitishkina, O. Platonov, V. Gryshchuk, Y. Kucheriavyi, Y. Stohnii.
ACTION OF VENOM OF VIPERA SNAKE OF UKRAINE ON BLOOD COAGULATION in vitro. Biotechnologia
Acta, 2022, 15(2), 56-57

Рік

Ключові слова

2022

snake venom, Vipera renardi, Vipera berus nikolskii, Vipera berus berus,
fibrinogenolytic action, fibrinogen-specific protease, APTT, enzyme-
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