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Кiнетика гiдролiзу Bβ-ланцюга молекули фiбриногену,

мономерного та полiмерного фiбрину desА

фiбриногеназою з отрути Echis multisquamatis

Дослiджено кiнетику вiдщеплення 1–42 пептиду Вβ-ланцюга фiбриногену, мономерного
й полiмерного фiбрину desА фiбриногеназою з отрути Echis multisquamatis з використан-
ням електрофоретичного та денситометричного методiв визначення швидкостi роз-
щеплення субстрату. Встановлено, що швидкiсть гiдролiзу Вβ-ланцюга зменшується
в такому рядi: фiбриноген, мономерний фiбрин, полiмерний фiбрин desА. Кiнетичнi па-
раметри реакцiї становили: KМ 8,0, 9,6, 60 мкмоль/л; kcat 0,13, 0,08, 0,0041 с−1 вiдпо-
вiдно вказаного ряду. Зроблено припущення про те, що зменшення спорiдненостi (KМ)
та каталiтичної ефективностi гiдролiзу полiмерного фiбрину desА ферментом зале-
жить вiд зменшення концентрацiї доступного субстрату в фiбрилах та вiд залучення
BβN-домену у взаємодiю з D-регiоном у ходi формування протофiбрил i фiбрил.

Ранiше було видiлено серинову фiбриногеназу з отрути Echis multisquamatis (ефи бага-
толускової) та показано її здатнiсть гiдролiзувати Вβ-ланцюг молекули фiбриногену та
X-X-R-pNa похiднi трипептидiв [1]. Мета даного дослiдження — порiвняння швидкостi гiд-
ролiтичної дiї фiбриногенази на фiбриноген, полiмерний i мономерний фiбрин desА.

Фiбриноген отримували з плазми кровi донорiв методом, описаним у статтi [2]. Моно-
мерний фiбрин desА отримували з використанням тромбiнподiбного ферменту анцистрону,
згiдно з модифiкованою методикою [2]. Фiбриногеназу видiляли методом, описаним у стат-
тi [1]. Акриламiд, ДСН, TEMED були придбанi у GE Healthcare (Великобританiя), хромо-
генний субстрат S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNa) — у Chromogenix (Швецiя), маркери SM0671,
що мiстили полiпептиди з молекулярними масами, кДа: 170, 130, 100, 72, 55, 40, 33, 24, —
у Fermentas (Литва), тетрапептид (GPRP) (H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH) — у Merck-Biosciences
(Нiмеччина).

Гiдролiз фiбриногену, взятого в концентрацiї вiд 1,4 до 4,0 мкмоль/л, фiбриногеназою
(0,25 мкмоль/л) проводили в 0,05 моль/л трис-НСl буферi, pH 7,4, при 25 ◦С. Проби вiд-
бирали через 2,5, 5, 10 й 15 хв. Реакцiю гiдролiзу зупиняли додаванням буфера для елект-
рофоретичних зразкiв, що мiстив 2% ДС-Na, 5% сахарози та 0,2% β-меркаптоетанолу, та
прогрiванням при 100 ◦С впродовж 3 хв. Зразки пiддавали електрофоретичному роздiленню
в 12 i 10% ПАГ методом Лемлi. Бiлковi зони iдентифiкували пiсля фарбування Coomassi
R-250.

N-кiнцевий аналiз Вβ-ланцюга молекули фiбриногену пiсля гiдролiзу фiбриногеназою
було здiйснено на приладi ABI Procise 494HT Protein Sequencer у вiддiлi бiохiмiї факультету
бiологiчних наук у Кембриджському унiверситетi (University of Cambridge, School of the
Biological Sciences, Department of Biochemistry).
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Рис. 1. Електрофореграма препаратiв фiбриногену (а) та гiдролiзатiв фiбриногену фiбриногеназою, вi-
дiбраних через 2,5 хв (б ); 5 хв (в), 10 хв (г) iнкубацiї.
Тут i на рис. 2 : Аα-ланцюг фiбриногену (1 ); Вβ-ланцюг фiбриногену (2 ); γ-ланцюг фiбриногену (3 ); част-
ково гiдролiзований Вβ-ланцюг фiбриногену (4 )

Гiдролiз фiбрину desА проходив за тих самих умов, що й гiдролiз фiбриногену. Реакцiю
гiдролiзу iнiцiювали додаванням до розчину фiбриногенази мономерного фiбрину desА,
який одразу полiмеризувався у нейтральному середовищi. Реакцiю гiдролiзу зупиняли так
само, як описано вище. Проби вiдбирали через 5, 10, 15 хв. Зразки пiддавали електрофо-
ретичному роздiленню в ПАГ з ДС-Na.

Гiдролiз мономерного фiбрину desА фiбриногеназою проводили при концентрацiї фiбри-
ногенази 0,18 мкмоль/л у присутностi пептиду GPRP, що блокує “а”-центри полiмеризацiї
фiбрину. Перебiг реакцiї вiдбувався в 0,05 моль/л трис-НСl буферi, pH 7,4, при 25 ◦С
у дiапазонi концентрацiй фiбрину вiд 1,7 до 3,7 мкмоль/л та концентрацiї пептиду GPRP —
1 ммоль/л. Реакцiю гiдролiзу зупиняли через 5, 10, 15 хв так само, як описано вище. Зразки
пiддавали електрофоретичному роздiленню в ПАГ з ДС-Na.

З урахуванням початкової швидкостi реакцiї гiдролiзу (v0) для кожної концентрацiї
субстрату визначали KM реакцiї розщеплення фiбриногену та фiбрину desА фiбриногена-
зою та будували кривi залежностi v0/S0. KM встановлювали методом лiнеаризацiї графi-
ка у координатах Лайнуївера–Берка, каталiтичну активнiсть kcat оцiнювали за формулою:
kcat = vмах/[E], де E — концентрацiя ферменту. Для отримання кiнетичних кривих електро-
фореграми сканували i визначали спад iнтенсивностi забарвлення зони нативного β-ланцю-
га фiбриногену в часi за допомогою денситометричної програми Totallab ТL100. Електрофо-
реграми та вiдповiднi денситограми, що отримано для фiбриногену та його гiдролiзатiв при
вихiднiй концентрацiї субстрату 2,9 мкмоль/л, демонструють рис. 1 й 2. За результатами
обчислень денситограм у програмi Totallab ТL100 отримано криву гiдролiзу фiбриногену
фiбриногеназою, за кутом нахилу початкової дiлянки даної кривої визначено v0.

Дiя фiбриногенази на фiбриноген. Як було встановлено ранiше, фiбриногеназа при ко-
роткочаснiй iнкубацiї вiдщеплює вiд N-кiнцевої дiлянки Вβ-ланцюга молекули фiбриногену
пептид молекулярною масою (5,1± 0,5) кДа (ВβN-домен [3]), що дало змогу вiднести її до
β-фiбриногеназ [1]. Проведений N-кiнцевий аналiз desВβ(1–42)2-фiбриногену показав, що
мiшенню гiдролiтичної дiї фiбриногенази є пептидний зв’язок ВβR42-A43, тобто вiдщеп-
люваним фрагментом є пептид Вβ1–42. Оскiльки за даних умов Аα-ланцюг не зазнавав
змiн, якi могли б бути зареєстрованi з використанням електрофоретичного аналiзу, нами
поставлено за мету визначення й порiвняння швидкостi вiдщеплення ВβN-домену вiд фiб-
риногену, мономерного i полiмерного фiбрину desА.

Встановлення швидкостi реакцiї гiдролiзу рiзних форм фiбрин(оген)у проводили впро-
довж 10 хв. Продукти реакцiї гiдролiзу iдентифiкували за допомогою електрофорезу в ПАГ
у присутностi ДСН (див. рис. 1).

За даними денситометричного аналiзу вiдсканованих електрофореграм гiдролiзатiв фiб-
рин(оген)у (див. рис. 2) було обчислено v0 Вβ-ланцюга фiбрин(оген)у для рiзних вихiдних
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Рис. 2. Денситограми препаратiв фiбриногену (а) та продуктiв гiдролiзу фiбриногену фiбриногеназою через
2,5 хв (б ); 5 хв (в), 10 хв (г) iнкубацiї, що отримано за результатами обробки у програмi Totallab ТL100

концентрацiй субстрату та отримано залежностi швидкостi гiдролiзу Вβ-ланцюга вiд кон-
центрацiї фiбриногену, фiбрину desА у мономерному i полiмерному станi (рис. 3). Слiд
вiдзначити, що обчисленi кiнетичнi параметри гiдролiзу фiбриногену, мономерного та по-
лiмерного фiбрину desА фiбриногеназою, якi наведено у табл. 1, близькi до вiдповiдних
констант реакцiї вiдщеплення фiбринопептидiв А й В вiд фiбриногену тромбiном [4].

Дiя фiбриногенази на полiмерний фiбрин desА. Для визначення швидкостi гiдролiзу
фiбрил полiмерного фiбрину фiбриногеназою було проведено полiмеризацiю фiбрину desА
у присутностi фiбриногенази, щоб фермент однорiдно розподiлився в об’ємi згустку. Порiв-
няно з процесом розщеплення нативного фiбриногену гiдролiз полiмерного фiбрину desА

Таблиця 1

Субстрат реакцiї
гiдролiзу KM , мкмоль/л kcat, с−1

kcat/KM ,
(мкмоль · с)−1

Фiбриноген 8,0± 0,4 0,130 0,016
Фiбрин desА + GPRP 9,6± 2,1 0,080 0,0083
Фiбрин desА 60± 1,1 10,800∗ 0,041 0,0007 0,004∗

∗Параметри, що обчисленi з урахуванням теоретичної концентрацiї фiбрину desА, доступної для гiдролiзу
в фiбрилi.
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Рис. 3. Залежнiсть початкової швидкостi гiдролiзу фiбриногену (1 ), мономерного (2 ) та полiмерного (3 )
фiбрину desА фiбриногеназою вiд концентрацiї субстрату

Рис. 4. Схема поперечного перерiзу фiбрили: d1 — дiаметр протофiбрили, яка знаходиться в поверхневому
шарi фiбрили; R2 — радiус фiбрили; R3 = R2 − d1 — радiус фiбрили без урахування поверхневого шару
протофiбрил

проходив значно повiльнiше. KM збiльшувалася майже в 7,5 раза, а kcat зменшувалася
в 3,2 раза, що в цiлому зменшувало ефективнiсть гiдролiзу в 59 разiв (див. табл. 1). Оскiль-
ки фiбриногеназа не зв’язувалася з фiбрином i не включалася в структуру фiбрили, ми
припустили, що зменшення швидкостi гiдролiзу вiдбувалося завдяки зменшенню кiлькостi
доступних для гiдролiзу фiбриногеназою молекул фiбрину внаслiдок утворення фiбрил.

Виходячи з просторових параметрiв фiбрили (рис. 4), нами розраховано теоретичну
концентрацiю фiбрину desА на поверхнi фiбрили, яка є доступною для гiдролiзу ферментом.
Вiдомо [5], що середнiй дiаметр фiбрили (85–90 нм) є приблизно однаковим як для фiбрину
desА, так i для фiбрину desАВ та iстотно не змiнюється у дiапазонi вихiдних концентрацiй
фiбриногену вiд 1,4 до 4 мкмоль/л, використаних у наших дослiдженнях [6]. Вважаючи,
що протофiбрила має цилiндричну форму, приймаємо її дiаметр за 9 нм (див. рис. 4). Тодi
площа поперечного перерiзу фiбрили S1 дорiвнює: S1 = πR2

2 = 6,34 мкм2. Площа перерiзу,
яку займають протофiбрили, що контактують з розчином, дорiвнює: S2 = (πR2

2
− πR2

3
) =

= 6,36 мкм2
− 4,07 мкм2 = 2,29 мкм2.

Фiбрила утворюється за рахунок латеральної асоцiацiї протофiбрил, тому лише 50% мо-
лекул фiбрину в протофiбрилах поверхневого шару звернутi в розчин та є доступними для
гiдролiзу в початковий момент часу. Площа перерiзу, яку вони умовно займають, дорiв-
нює: S2/2 = 1,15 мкм2. Припускаючи, що щiльнiсть молекул фiбрину в фiбрилi незмiнна по
всьому перерiзу, вiдсоток доступних для гiдролiзу в фiбрилi молекул фiбрину (початкова
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концентрацiя субстрату в реакцiї гiдролiзу) становить 18% загальної концентрацiї фiбрину
desА.

З урахуванням концентрацiї доступного для гiдролiзу фiбрину в фiбрилi спорiдненiсть
фiбриногенази до ВβN-доменiв у фiбрилi становитиме K∗

M = 10,8 мкмоль/л, а константа
ефективностi (kcat/KM )∗ гiдролiзу цих доменiв у випадку полiмерного фiбрину desА стано-
витиме 0,004 (мкмоль·с)−1. KМ гiдролiтичного процесу майже однакова для обох субстратiв
фiбриногенази — фiбриногену й полiмерного фiбрину desА та iстотно не залежить вiд фор-
ми i стану фiбрин(оген)у. Константа ефективностi реакцiї гiдролiзу полiмерного фiбрину
desА у чотири рази нижча, нiж у випадку гiдролiзу фiбриногену.

Дiя фiбриногенази на мономерний фiбрин desА. Проведенi дослiдження дозволили при-
пустити, що гальмування швидкостi вiдщеплення BβN-домену полiмерного фiбрину desА
фiбриногеназою є концентрацiйним ефектом i не пов’язане з конформацiйними змiнами,
що супроводжують вiдщеплення фiбринопептиду А. Для перевiрки цього припущення було
отримано фiбрин desА у мономернiй формi, додаючи в iнкубацiйну сумiш пептид GPRP.

Як було показано, GPRP не iнгiбував амiдазну активнiсть фiбриногенази. Так, актив-
нiсть фiбриногенази вiдносно хромогенного субстрату S2302 у присутностi пептиду GPRP
становила (0,126±0,06) ммоль/(хв·мг), а при його вiдсутностi — (0,131±0,06) ммоль/(хв·мг).

Виявилось, що величина KM для мономерного фiбрину desА (див. табл. 1; рис. 2) майже
збiгається з KM для фiбриногену та полiмерного фiбрину desА. Водночас, константа ефек-
тивностi реакцiї гiдролiзу фiбрину desА фiбриногеназою вдвiчi менша для мономерного
фiбрину desА та в чотири рази — для полiмерного фiбрину desА, порiвняно з такою для
фiбриногену. Цi данi вказують на зменшення каталiтичної ефективностi фiбриногенази при
перетвореннi фiбриногену у фiбрин та фiбриновий гель.

Вiдомо, що фiбриногенази з отрут змiй розщеплюють Аα- i/або Вβ-ланцюги фiбриноге-
ну. Видiлена нами фiбриногеназа з отрути E. multisquamatis у даних умовах розщеплюва-
ла тiльки Вβ-ланцюг фiбриногену (див. рис. 1) [1]. Секвенування N-кiнцевої послiдовностi
Вβ-ланцюга в молекулi деградованого фiбриногену дозволило встановити, що гiдролiзу за-
знає пептидний зв’язок BβR42-E43 i в реакцiйне середовище вивiльняється пептид Bβ1–42.
Вiдщеплення цього фрагмента спричинює практично повну втрату здатностi фiбриногену
до полiмеризацiї [7].

Вважають, що Bβ1–42 фрагмент фiбриногену утворює домен, який пiдтримує структуру
його молекули [7–9], взаємодiє з αС-доменами [10] та бере участь у формуваннi протофiбрил
та фiбрил [1–13], тобто є надзвичайно важливою дiлянкою протеїнової молекули. Порiвнян-
ня кiнетичних параметрiв гiдролiзу фiбриногену, мономерного та полiмерного фiбрину desА
фiбриногеназою вказує на рiзну доступнiсть для ферменту пептидного зв’язку BβR42-E43
ВβN-домену в молекулах фiбриногену та фiбрину. Було показано, що перетворення фiбри-
ногену в фiбрин desА та полiмеризацiя останнього майже не зменшує спорiдненiсть фермен-
ту до субстрату, проте зменшує kcat активного центру i ефективнiсть каталiзу (kcat/KM )
в цiлому.

Константа ефективностi (kcat/KM ) та каталiтична константа гiдролiзу фiбрину desА,
порiвняно з такими гiдролiзу фiбриногену (див. табл. 1), зменшується для мономерного
фiбрину вдвiчi, а для полiмерного — у чотири рази.

Розрахунок концентрацiї доступного субстрату в полiмерному фiбринi desА дозволив
припустити, що основною причиною цього явища є просторовi перешкоди, якi виникають
пiсля перетворення фiбриногену на полiмерний фiбрин. Цi перешкоди можуть бути част-
ково пов’язанi з конформацiйними перебудовами молекули фiбрину пiсля вiдщеплення фiб-
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ринопептидiв, а саме — з дисоцiацiєю αС-регiонiв вiд фiбринопептидiв А та одне вiдносно
iншого [10, 14], а також з участю BβN-домену в формуваннi протофiбрил та їх латеральнiй
асоцiацiї [9, 11].

Таким чином, застосування фiбриногенази з отрути E. multisquamatis як iнструмен-
та аналiзу структури субстрату [15] — фiбрин(оген)у — вказує на те, що у ВβN-доменi
фiбрин(оген)у лише один пептидний зв’язок (ВβR42-A43) є доступним для гiдролiзу цим
ферментом. Утворення фiбрину desА та його полiмеризацiя знижує ефективнiсть дiї фiб-
риногенази, завдяки виникненню просторових перешкод у ходi послiдовних структурних
перебудов молекули фiбрину desА при формуваннi її надмолекулярних комплексiв — про-
тофiбрил, фiбрил i полiмерної сiтки фiбрину.
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Кинетика гидролиза Bβ-цепи молекулы фибриногена, мономерного

и полимерного фибрина desА фибриногеназой из яда Echis

multisquamatis

Исследована кинетика отщепления 1–42 пептида Вβ-цепи фибриногена, мономерного и по-
лимерного фибрина desА фибриногеназой из яда Echis multisquamatis с использованием элект-
рофоретического и денситометрического методов определения скорости расщепления суб-
страта. Установлено, что скорость гидролиза Вβ-цепи уменьшается в следующем ряду:
фибриноген, мономерный фибрин, полимерный фибрин desА. Кинетические параметры реак-
ции составляли: KM 8,0, 9,6, 60 мкмоль/л; kcat 0,13, 0,08, 0,0041 с−1 соответственно ука-
занного ряда. Сделано предположение, что уменьшение сродства (KM) и каталитической
эффективности гидролиза полимерного фибрина desА ферментом связано с уменьшением
концентрации доступного субстрата в фибриллах и с вовлечением BβN-домена во взаимо-
действия с D-регионом в ходе формирования протофибрилл и фибрилл.
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Kinetics of fibrinogen, monomeric and polymerized fibrin desA

Bβ-chain hydrolysis by Echis multisquamatis venom fibrinogenase

Kinetics of fibrinogen, monomeric and polymerized fibrin desA 1–42 Вβ-chain peptide cleavage by
Echis multisquamatis venom fibrinogenase has been studied using electrophoretic and densitometric
methods of substrate cleavage rate determination. It is found that the rate of Вβ-chain hydrolysis
decreases in the range: fibrinogen, monomeric and polymerized fibrin desA. Kinetic parameters
of the reaction are: KM = 8.0, 9.6, 60 µmol/l; kcat = 0.13, 0.08, 0.0041 s−1 for fibrinogen,
monomeric and polymerized desA fibrin, respectively. It is suggested that decreasing the affinity
(KМ) and the catalytic efficiency of the enzyme toward the polymeric fibrin desA depends on the
decrease of the substrate concentration available in fibrils and on the involvement of BβN-domain
in the interaction with the D-region during the protofibril and fibril formations.
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