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Представлена робота “Нові дані про механізм формування фібринового каркасу тромбу. Рання діагностика загрози тромбоутворення та низькомолекулярні інгібітори цього процесу” є циклом наукових праць, присвячених вищезазначеній темі.

Актуальність теми. 
Багато захворювань людини, таких як ішемічна хвороба серця, венозний тромбоемболізм, ДВС-синдром, ішемічний інсульт, онкологічні захворювання, інсульти головного мозку, а також хірургічні операції та опіки супроводжуються або є результатом аномальної активації системи зсідання крові, яка призводить до утворення тромбів в кровоносних судинах. Одним з головних молекулярних маркерів стану системи зсідання крові є розчинний фібрин, тому кількісне визначення його ранніх форм має велике значення для діагностики вказаних вище захворювань, а також для прогнозування формування тромбу і моніторингу антитромботичної терапії . 

Одним з головних методів боротьби з тромбозами є інгібування каскаду системи зсідання крові на різних його стадіях. Широковживані антикоагулянтні препарати мають ряд суттєвих недоліків, зокрема, можуть призводити до кровоточивості. Отже, пошук нових класів речовин, здатних інігібувати систему зсідання крові, є вимогою сьогодення.

Кінцевим етапом системи зсідання крові є формуванням фібринового каркасу тромбу. Центральним білком системи зсідання крові є димерний білок фібриноген, кожна субодиниця якого складається з трьох поліпептидних ланцюгів: А(, В( та (. В молекулі фібриногену умовно розрізняють п’ять регіонів: центральний Е, два периферійних D та два (С-регіони (А(220-610), кожний з яких містить декілька доменів та субдоменів [Kollman JM et al., 2009].  При активації системи зсідання крові тромбін відщеплює від фібриногену фібринопептиди А (FpА) та перетворює його на фібрин desА, у якому експоновані центри полімеризації "А" (α-"knobs", Аα17Gly-Pro-Arg). Полімеризація фібрину здійснюється шляхом  міжмолекулярної взаємодії центрів "А" з  комплементарними до них центрами "а" ((-"hole"), при цьому молекули фібрину desА з’єднуються між собою по типу "кінець з серединою", утворюючи двониткові протофібрили [Averett et al., 2009]. Після досягнення останніми критичної довжини (7-8 молекул однієї нитки) починається процес їх латеральної асоціації, результатом якої є формування фібрил, які в свою чергу також асоціюють латерально одна з одною. Паралельно з утворенням протофібрил та фібрил відбуваються специфічні процеси їх галуження, що в кінцевому результаті приводить до формування тривимірної фібринової сітки, яка є каркасом будь-якого тромбу. Процес латеральної асоціації протофібрил супроводжується зростанням швидкості відщеплення фібринопептидів В від молекул фібрину desA у складі протофібрил. В результаті такого відщеплення утворюється фібрин desAB, в якому експоновані центри "В" ((-"knob", 
В(15Gly-His-Arg), які взаємодіють з комплементарними центрами "b" ((-"hole") [Medved et al., 1993; Geer et al., 2007], що сприяє зростанню швидкості латеральної асоціації протофібрил. 

Понад 60 років процес полімеризації фібрину досліджується у різних лабораторіях світу, однак його молекулярні механізми повністю ще не з’ясовані. Залишається невідомою точна кількість і локалізація сайтів полімеризації фібрину та не з’ясовані механізми внутрішньомолекулярних перетворень і міжмолекулярних взаємодій, які лежать в основі формування фібринової сітки. Також до сьогодні повністю не з’ясована точна роль та просторова орієнтація αС-регіонів молекули фібриногену при його послідовному перетворенні в полімерний фібрин. 

Локалізація нових сайтів полімеризації, які приймають участь в міжмолекулярних взаємодіях фібрину, є актуальною проблемою сьогодення. Такі дослідження, окрім отримання нової фундаментальної інформації, мають і практичне значення, оскільки є базою для створення антитромботичних препаратів шляхом синтезу пептидів та органічних сполук, які можуть специфічно інгібувати процес формування фібринової сітки, яка є каркасом тромбу. Слід зазначити, що на сьогодні не існує жодного лікарського препарату, який би специфічно інгібував останню стадію каскаду системи зсідання крові - формування фібринового каркасу тромбу. 
Метою роботи є встановлення локалізації сайтів полімеризації фібрину, просторової орієнтації та функціональної ролі αС-регіонів молекули фібрин(оген)у під час цього процесу, використання монАТ проти αС-регіонів для ранньої діагностики загрози тромбооутворення та пошук специфічних низькомолекулярних інгібіторів цього процесу.      

Для досягнення мети були поставлені наступні завдання:
· отримати моноклональні антитіла (монАТ) з епітопом в (С–регіоні молекули фібрин(оген)у та визначити їх імунохімічні характеристики 

· дослідити зміни просторової орієнтації та функціональної ролі (С–регіонів молекули фібриногену на різних етапах процесу полімеризації фібрину, використовуючи отримані монАТ.
· дослідити можливість використання монАТ проти (С–регіону молекули фібрин(оген)у як «tag»-антитіл для удосконалення імуноферментних тест-систем кількісного визначення розчинного фібрину в плазмі крові людини
· встановити локалізацію невідомих сайтів полімеризації фібрину використовуючи отримані монАТ та синтетичні пептиди, які імітують амінокислотну послідовність фрагментів фібрину, що містять "пролінові дужки" 
· дослідити ряд калікс[4]аренів як можливих інгібіторів полімеризації фібрину та тромбоутворення. 

Результати: Згідно з поставленими завданнями були отримані наступні результати:
1. Робота: Гриценко П.Г., Луговськой Е.В., Костюкевич К.В., Колеснікова І.М., Костюкевич С.О., Литвинова Л.М., Луговська Н.Е., Костюченко О.П., Замковий А.Д., Кошель (Позняк) Т.А., Комісаренко С.В. Імуносенсори на основі поверхневого плазмонного резонансу для кількісного визначення розчинного фібрину та D-димеру людини // Доповіді Національної академії наук України — 2009. — N 1. — С. 155-160. — Бібліогр.: 15 назв. — укp.
Розроблено два імуносенсори на основі поверхневого плазмонного резонансу для кількісного визначення розчинного фібрину та D-димеру людини. В даних імуносенсорах використано одержані фібрин-специфічні та D-димер-специфічні моноклональні антитіла, які були іммобілізовані на п’ятишаровій амінопентаціанофератній плівці (Cu3(Fe(CN)5NH3(2). Було досліджено, що чутливість розроблених імуносенсорів для розчинного фібрину та D-димеру складає 0,5 мкг/мл та 1 мкг/мл відповідно. 
2. Робота: Гриценко П.Г., Луговськой Е.В., Кошель (Позняк) Т.А., Черенок С.О., Ющенко О.А., Чернишов, Кальченко В.І., Комісаренко С.В.. Вплив каліксарен-метиленбісфосфонових кислот на полімеризацію фібрину. // Доповіді Національної академії наук України — 2010. — N 1. — С. 175-179.
Робота присвячена дослідженню впливу каліксарен-диметиленбісфосфонової (С-98) та  каліксарен-тетраметиленбісфосфонової  (С-192) кислот на полімеризацію фібрину. За допомогою методу турбідиметрії встановлено, що дані каліксарени специфічно інгібують полімеризацію фібрину в системі фібриноген+тромбін, а також полімеризацію мономерного фібринуdesАВ. За допомогою електронної мікроскопії було показано, що каліксарен С-192 інгібує першу стадію полімеризації фібрину – формування протофібрил. Встановлено, що каліксарен С-192 при концентрації 7,0 ( 10-5 М в плазмі крові здорових донорів збільшує у два рази протромбіновий час, а активований частковий тромбопластиновий час при концентрації 1,7 ( 10-5 М. 
3. Робота: Lugovskoi E.V., Gritsenko P.G., Koshel (Pozniak) T.A., Koliesnik I.O., Cherenok S.O., Kalchenko O.I., Kalchenko V.I., Komisarenko S.V.. Calix[4]arene methylenebisphosphonic acids as inhibitors of fibrin polymerization. // The Federation of European Biochemical Societies Journal – 2011. – 278, P. 1244-1251.
В роботі досліджено механізм інгібуючої дії каліксарені на процес полімеризації фібрину, який реалізується за рахунок зв’язування центру полімеризації «А» та блокування побудови протофібрил. На основі отриманих даних змодельовано два варіанти комплексоутворення С-192 з пептидом GPRP.
4. Робота: Cherenok S.O., Yuschenko O.A., Gritsenko P.G., Lugovskoy E.V., Koshel (Pozniak) T.A., Chernishov V.I., Koliesnik I.O., Kalchenko O.I., Komisarenko S.V., Kalchenko V.I. Synthesis of Calixarene-Methylenebisphosphonic Acids and Their Influence on Fibrin Polymerization. // Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements – 2011. – 186: 4, P. 964 — 965.
Описано метод синтезу каліксарену С-192. В роботі за допомогою HPLС-аналізу досліджено комплексоутвореня каліксарену С-192 з синтетичним пептидом (GPRP), який відповідає амінокислотній послідовності центру полімеризації «А». Встановлено, що комплексоутворення відбувається С-192 з синтетичним пептидом GPRP типу Гість-Господар.
5. Робота: Костюченко О.П., Колеснікова І.М., Литвинова Л.М., Кошель (Позняк) Т.А., Луговська Н.Е., Луговський Е.В., Комісаренко С.В. Моноклональні антитіла, які розпізнають нову антигенну детермінанту на D–димері фібрину людини // Доповіді Національної академії наук України — 2011. — N 5. — С. 171-175.

В роботі описано метод отримання гібридоми, яка продукує моноклональні антитіла (монАТ) ізотипу IgG1, константа дисоціації для яких з D-димером дорівнює 5,0·10-10 моль/л. Встановлено імуноферментним методом аналізу, що отримані монАТ добре реагують з D-димером, слабше з D-фрагментом і не реагують з фібриногеном, фібрином desAB та Е3-фрагментом фібрину. За допомогою імуноблотаналізу встановлено, що епітоп для монАТ лежить в (-ланцюзі фібрину (В(134-461). Дані моноклональні антитіла можна застосовувати для кількісного визначення  D-димеру в плазмі крові людини, використовуючи латексний чи імунохроматографічний метод.
6. Робота: Кошель (Позняк) T.A., Чернишенко В.О., Черенок С.О., Колесник Є.А. Исследование механизма ингибирования полимеризации фибрина каликсаренбисфосфоновой кислотой и її мононатриевой солью. //  Приложение к журналу «Вести Национальной академии наук Беларуси», серия биологических наук – 2012. – №. 3 – С. 95-98.
Показано, що мононатрієва сіль каліксарену С-192 – каліксарен С-145 специфічно інгібує полімеризацію фібрину, а концентрація при якій максимальна швидкість полімеризації зменшується вдвічі становить 2,5(10-6M. Встановлено, що каліксарени С-192 та С-145 не впливають на активність фактора Ха, тромбіна та агрегацію тромбоцитів. Дані каліксарени можуть бути використані для розробки на їх основі антитромботичних препаратів.   
7. Робота: Позняк Т.А., І.М. Колеснікова, Є.М. Макогоненко, Л.М. Литвинова, О.М. Костюченко, Г.К. Гоголінська, М.О. Підюра, С.І. Андріанов, Е.В. Луговськой, С.В. Комісаренко Зміни просторової орієнтації (С-регіонів в молекулі фібриногену під час його трансформації у полімерний фібрину // Доповіді Національної академії наук України — 2012. — N 5. — С. 163-169.
 Отримано моноклональне антитіло (монАТ) FnII-2М, епітоп для яких знаходиться у фрагменті А(240-491 (С-регіону фібриногену людини. З використанням імуноферментного аналізу та методу поверхнево-плазмонного резонансу було показано, що монАТ FnII-2M не реагують з фібриногеном, мономерним і полімерним фібрином desA, але реагують з фібрином desАВ. Таким чином, лише після відщеплення фібринопептидів В епітоп для монАТ FnII-2M стає доступним. Ці результати дозволили припустити, що у фібриногені, та мономерному і полімерному фібрині desA (С-регіони зв’язані з фібринпептидами  В і відходять від остова молекули лише після їх відщеплення. На основі отриманих та літературних даних комп’ютерно побудовано моделі просторової орієнтації (С-регіонів в молекулах фібриногену, фібрину desA та desAB.

Висновки:
1. Отримано три моноклональні антитіла проти αС-регіону молекули фібрину - FnII-2M, I-5В та I-6В, встановлено локалізацію їх епітопів.
2. За допомогою отриманих монАТ FnII-2M, епітоп для яких знаходиться в А(240-491, встановлено, що в молекулі фібриногену, в мономерному і полімерному фібрині desА (С-регіони зв’язані з фібринонопептидами В. За отриманими результатами методом комп’ютерного моделювання вперше побудовано тривимірні структурні моделі можливого просторового орієнтації (С-регіонів в молекулі фібриногену, фібрину desА та desАВ.
3. Встановлено, що при еквімолярному співвідношенні монАТ I-5B та I-6B до фібрину максимальна швидкість полімеризації зменшувалась на 90% та 76,2%, відповідно. Отримані результати дають можливість припустити, що епітоп цих монАТ, який блокується останніми співпадає з сайтами (С-регіонів молекули фібрину (А(240-491 та А(509-602), які беруть учать у міжбілкових взаємодіях під час його полімеризації. 
4. Встановлено, що монАТ I-5В та I-6В з епітопами у фрагментах фібрину А(240-491 та А(509-602, відповідно, можуть бути використані як «tag»-антитіла для удосконалення імунодіагностичній тест-системі в комплексі з фібрин-специфічними «catch»-антитілами монАТ I-3C для кількісного визначення в плазмі крові хворих ранніх форм розчинного фібрину, до відщеплення плазміном (С-регіонів, для ранньої діагностики загрози передтромботичних станів.

5. Досліджено, що синтетичні пептиди (69-77 та A(195-205 специфічно інгібують полімеризацію фібрину. Цей факт дає можливість припустити, що в межах амінокислотних послідовностей А(195-205 та (69-77 D-домену фібриногену локалізовані раніше невідомі сайти, які необхідні для здійснення полімеризації фібрину. 
6. Встановлено, що 5,11,17,23-тетракіс[біс(дигідроксифосфорил)метил] калікс[4]арен С-192 та його натрієва сіль (С-145) інгібують зсідання плазми крові людини. Встановлено, що С-192 інгібує першу стадію полімеризації фібрину – побудову протофібрил з мономерних молекул, блокуючи центр полімеризації «А» і не впливають на активність ключових ферментів системи зсідання крові (фактор Ха, тромбін) та на агрегацію тромбоцитів. 
7. Запропоновано використання калікс[4]аренів С-192 та С-145 як основи для розробки антитромботичних препаратів нового класу.
Наукова новизна одержаних результатів 

Вперше за допомогою одержаних фібрин desAB-специфічних монАТ FnII-2M отримано прямий доказ наявності зв’язку (С-регіонів з FpВ в нативній молекулі фібриногену та в мономерному і полімерному фібрині desА людини. Встановлено, що після відщеплення FpВ, яке приводить до перетворення фібрину desA в фібрин desАВ, (С-регіони відходять від остова молекули та беруть участь в латеральній асоціації протофібрил, ймовірно, своїм фрагментом А(392-491. Представлені результати експериментально підтверджують та суттєво доповнюють дані інших дослідників щодо ролі та просторової орієнтації (С-регіонів в процесі полімеризації фібрину. За отриманими результатами методом комп’ютерного моделювання вперше побудовано тривимірні структурні моделі можливого просторового розташування (С-регіонів в молекулах фібриногену, фібринів desА та desАВ. На основі цих моделей висунуто припущення, що в фібрині desA (С-регіони, будучи зв’язаними з FpB, відходять один від одного, відкриваючи центр полімеризації «А», що дає їм можливість брати участь в процесі полімеризації фібрину. Встановлено, що (С-регіон молекули фібрину бере участь в процесі полімеризації фібрину своїми ділянками А(240-491 та А(509-602. 
Автором встановлено, що при еквімолярному співвідношенні монАТ I-5B та I-6B до фібрину максимальна швидкість полімеризації зменшується на 90% та 76,2%, відповідно. Оскільки отримані монАТ специфічно інгібують процес полімеризації фібрину, автор припускає, що їх епітопи блокуються даним антитілами, а отже співпадають з сайтами (С-регіону молекули фібрину, які беруть учать у міжбілкових взаємодіях під час його полімеризації своїми ділянками А(240-491 та А(502-610, відповідно. Вперше локалізовано нові сайти фібрину (69-77 та A(195-205, які беруть участь в його полімеризації та досліджено механізм в цьому процесі.   
В представленому циклі робіт вперше знайдено високоефективні низькомолекулярні органічні інгібітори зсідання плазми крові людини на рівні полімеризації фібрину – 5,11,17,23-тетракіс[біс(дигідроксифосфорил)метил] калікс[4]арен (С-192) та його натрієва сіль (С-145). Встановлено, що максимальна швидкість полімеризації фібрину зменшувалась на 50% (IC50) при концентрації калікс[4]арену С-192 рівній 0,5(10-6М, для С-145 значення IC50 становило 2,5·10-6М. Встановлено механізм інігібуючої дії досліджених калікс[4]аренів, який реалізується через його зв’язування з центром полімеризації «А». Такі наносполуки можуть бути використані як матриці для дизайну нового класу антитромботичних препаратів.

 Практичне значення одержаних результатів. 
Відомо, що патологічна активація системи зсідання крові є однією з причин ряду захворювань у людини таких як синдром дисемінованого внутрішньосудинного зсідання крові, ішемічна хвороба серця, інфаркт міокарду, інсульт головного мозку, емболія легень. Одним з головних молекулярних маркерів стану системи зсідання крові є розчинний фібрин, тому кількісне визначення його ранніх форм має велике значення для діагностики вказаних вище захворювань, а також для прогнозування формування тромбу і контролю антитромботичної терапії. 

Результати досліджень показали, що використовуючи отримані монАТ I-5B чи I-6B в якості «tag»-антитіл разом з фібрин-спечифічними «catch»-антитілами I-3C можна кількісно визначати в плазмі крові хворих самі ранні форми розчинного фібрину до відщеплення плазміном (С-регіонів від їх молекул. Автор пропонує удосконалити розроблену раніше імуноферментну тест-систему для кількісного визначення одного з головних молекулярних маркерів стану системи зсідання крові - розчинного фібрину в плазмі крові людини, і таким чином, діагностувати загрозу тромбоутворення в самий ранній період хвороби.
Встановлення локалізації невідомих сайтів полімеризації, окрім отримання нової фундаментальної інформації відкривають нові можливості для синтезу відповідних їм пептидів і дизайну органічних сполук з метою їх можливого використання як блокіраторів процесу полімеризації фібрину та тромбоутворення. Слід зазначити, що на сьогодні не існує жодного лікарського препарату, який би специфічно інгібував останню стадію каскаду системи зсідання крові - формування фібринового каркасу тромбу. 
В результаті проведення  циклу робіт було знайдено калікс[4]арени С-192 і С-145, досліджено механізм їх  дії. Дані каліксарени з високою специфічністю інгібують полімеризацію фібрину, в перспективі можуть бути використані як основа для розробки нового класу антитромботичних препаратів та знайти практичне застосування в медицині. 
Загальна кількість публікацій. Цикл робіт включає 7 статей (з них 4 в журналі «Доповіді Національної академії наук України», 1 в журналі «Вести Национальной академии наук Беларуси», 1 – «FEBS Journal», 1 – «Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements», 15 тез доповідей українських та міжнародних конференцій, 1 патент України на винахід та 1 міжнародну заявку на винахід. Загальний індекс цитування складає 8. Роботи процитовано в 4 наукових журналах. 
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