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Важнейшим результатом, полученным в 2014 году, стало открытие феномена пространственного лизиса фибринового сгустка, образующегося в присутствии терапевтических концентраций активаторов плазминогена. Также было показано, что  в данной постановке лимитирующей фазой является процесс образования сгустка. Реакции лизиса при достаточно высоком уровне активатора плазминогена протекают так быстро, что скорость лизиса сгустка прямо пропорциональна скорости его роста
СОДЕРЖАНИЕ

 

1. «Разработка нового лекарства для остановки и предотвращения кровотечений у пациентов, страдающих от гемофилии А и В и других нарушений гемостаза, основанного на продлении времени жизни активных факторов свертывания низкомолекулярными лигандами».

2. Публикации

Проект «Разработка нового лекарства для остановки и предотвращения кровотечений у пациентов, страдающих от гемофилии А и В и других нарушений гемостаза, основанного на продлении времени жизни активных факторов свертывания низкомолекулярными лигандами». Выделено 3,9 млн. руб.
Руководитель: Пантелеев Михаил Александрович, д.ф.-м.н., проф., моб.:+7(916)340 7574;

e-mail: mapanteleev@yandex.ru
Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии Российской академии наук (ЦТП ФХФ РАН).

Целью является разработка нового перорального лекарства для предотвращения кровотечений у пациентов, страдающих от гемофилии А и В и других нарушений гемостаза, которое представляет собой низкомолекулярный лиганд, увеличивающий время жизни факторов свертывания крови.

Задачи на 2014 г.:

1) Провести испытание трех потенциальных лигандов (№ 158, 160 и 227) в мышиных моделях гипокоагуляции in vivo и в тестах ex vivo.

2) Выбрать наилучшее соединение для последующих доклинических испытаний.

Результаты:

1) Для характеризации свойств лигандов фактора Xa мы определили их сродство и растворимость. Константы Kd были близки (~100 нМ), однако растворимостью свыше 1 мМ обладал только лиганд №227 (для №158 и №160 оказалась менее 100 мкМ).

2) Для оценки эффекта лигандов № 158, 160 и 227 на свертывание in vitro были проведены титровки в тесте тромбодинамики. При добавлении всех трех лигандов (5–20 мкМ) обнаружено увеличение скорости роста сгустка в плазме человека с нефракционированным гепарином (0.1 МЕ/мл) вплоть до 50% (Рис.1, слева). В свободной от тромбоцитов, пулированной плазме мышей линии C57BL/6, в которую было добавлено антитело к фактору VIII (анти-фVIII), имитирующее гемофилию А, лиганд №227 приводил к более чем 2-кратному повышению скорости роста; при этом эффект лиганда №160 был менее выраженным (Рис.1, справа). На основе полученных данных пришли к выводу об оптимальных свойствах лиганда №227 для проверки эффективности in vivo. 
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Рисунок 1. Ускорение лигандами №158 (зеленая кривая), 160 (бирюзовая) и 227 (синяя) роста сгустка in vitro в тесте тромбодинамики в образцах пулированной плазмы человека (слева) и мыши (справа), содержащих 0.1 МЕ/мл нефракционированного гепарина (слева) или 0.5 мкг/мл анти-фVIII (справа). Лиганды были добавлены в плазму в концентрации 20 мкМ. Показаны также кривые роста сгустка в нормальной плазме («норма», черный цветом) и в плазме с добавленным антикоагулянтом, без лиганда («контроль», красный). Для плазмы человека с гепарином показан роста сгустка при добавлении ривароксабана, известного сильного ингибитора фXa (Ki ̴ 1 нМ), применяющегося в качестве орального антикоагулянта прямого действия. Приведены значения стационарной скорости роста сгустка (среднее ± SD) для n не менее 3 повторных экспериментов.

3) Перед испытанием лигандов в модели хвостового кровотечения in vivo были оптимизированы условия теста: мы подобрали режим внутривенного введения в ретро-орбитальный плексус, забор крови из открытого сердца и контроль качества забора по отсутствию свертывания от эндогенного тканевого фактора, а также условия проведения теста тромбодинамики и линию мышей C57BL/6.

4) Чтобы подобрать дозировку антикоагулянтов для имитирования гипокоагуляции, мы провели титровки анти-фVIII и гепарина по влиянию на параметры хвостового кровотечения (время кровотечения, объем кровопотери и др.) и на параметры теста тромбодинамики ex vivo (стационарная скорость роста сгустка, размер сгустка через 30мин и др.). Найдены концентрации анти-фVIII (>0.5 мкг/мл) (Рис.2, слева) и гепарина (5 МЕ/мл) (Рис.2, справа), которые вызывали увеличение времени и объема кровотечения у мышей C57BL/6 в >10 раз и уменьшали скорость роста сгустка в >5 раз по сравнению с контролем. Антитело приводило к понижению уровня фVIII ниже 10% от нормы. 
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Рисунок 2. Увеличение кровопотери и понижение скорости роста сгустка при инъекции анти-фVIII (слева) и гепарина (справа). Инъекция антикоагулянтов анестезированным мышам проводилась в ретро-орбитальный плексус, после чего отрезались 3мм кончика хвоста, при 37°С измерялось среднее время одного кровотечения и спектрофотометрически определялся объем потерянной крови. Далее из забранной крови получали плазму и ставили тест тромбодинамики и фVIII-тест. Рассчитанные концентрации антикоагулянтов в плазме мышей, количество мышей в каждой группе и результаты тестов ex vivo показаны на графиках. Статистическая достоверность различий между группами определена односторонним критерием Манна-Уитни.

5) После подбора условий проведения теста in vivo, мы испытали на мышах лиганд №227 при инъекции вместе с гепарином (5 МЕ/мл). Обнаружено 2-кратное сокращение объема кровопотери (Рис.3) и увеличение скорости роста сгустка при применении 10 мкМ лиганда («Гепарин+DD227»), по сравнению с контролем без лиганда («Гепарин»), что говорит о его эффективности в качестве про-коагулянтного соединения.
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Рисунок 3. Уменьшение кровопотери из поврежденного хвоста у мышей, находящихся под действием гепарина (5 МЕ/мл), при применении лиганда №227 in vivo. После наблюдения кровотечения из хвоста, помещенного в пробирку с 10мл физраствора при 37°С, объем потерянной крови определяли по поглощению при 417нм; время наблюдения – 30 минут. Статистическая достоверность различий между группами определена односторонним критерием Манна-Уитни.

Главным выводом является заключение о том, что лиганды, продлевающие время жизни факторов свертывания, действительно способны улучшать гемостаз при гемофилии. Это принципиально новый метод терапии нарушений гемостаза. Выбран лиганд №227 для последующих этапов проекта.

Публикации и патенты: подана международная заявка на изобретение PCT/RU2014/000574 от 30.07.2014 (приоритет от 01.08.2013 по заявке №201300843). Опубликованы статьи:
1) Kolyadko V.N., Korneeva V.A., Ataullakhanov F.I., Panteleev M.A. Molecular Mechanisms of Thrombosis. Fundamental and Applied Aspects of the Contact Activation. Biochemistry (Moscow) Supplement Series A: Membrane and Cell Biology. 2014; 8(4): 279–89.

2) Пантелеев М.А., Свешникова А.Н. Тромбоциты и гемостаз. Онкогематология. 2014; 2: 65–73.

Приняты рукописи статей: 1) Seregina EA, Tsvetaeva NV, Nikulina OF, Zapariy AP, Erasov AV, Gribkova IV, Orel EB, Ataullakhanov FI, Balandina AN. Effects of eculizumab on haemostasis in patients with paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. Blood Cells, Molecules and Diseases. 2014 [in press]; 2) Lipets EN, Ataullakhanov FI. Global assays of hemostasis in the diagnostics of hypercoagulation and evaluation of thrombosis risk. Thrombosis Journal 2014 [in press]; 3) Пантелеев М.А., Бутылин А.А. «Будущее препаратов крови и проблема коррекции гемостаза» (Военно-медицинский журнал, 25.09.2014); 4) Артеменко Е.О., Свешникова А.Н., Пантелеев М.А. «Программируемая клеточная смерть тромбоцитов при их сверхактивации» (Онкогематология, 16.10.2014).
Выводы: все задачи данного этапа проекта выполнены успешно. Необходимо продолжение выполнения проекта в 2015-2016 гг. для изучения фармакологических свойств выбранного лиганда №227, уточнения молекулярных механизмов действия на гемостаз и поиска новых потенциальных соединений с улучшенными свойствами.

План на 2015г:
Изучение фармакокинетических и фармакодинамических свойств лиганда №227 и возможности использования лиганда в качестве перорального лекарства при гемофилии А. 

1) Для определения кинетики выведения лиганда из кровотока (время полувыведения) будет разработан метод определения концентрации лиганда в плазме, основанный на хромато-масс-спектрометрии фракции плазмы, свободной от белков. Метод будет оптимизирован из известного протокола определения концентрации ингибитора фXa ривароксабана, далее будет проведена титровка известных концентраций лиганда (начальная масса препарата лиганда определена взвешиванием), добавленных в плазму человека и мыши in vitro. Фармакокинетическая кривая будет построена после инъекции лиганда №227 в ретро-орбитальный синус мыши, находящейся в анестезии, забора крови в определенные промежутки времени после инъекции (предварительно, через 5, 10, 20, 30, 60 и 120 минут; по 10 мышей на каждый момент времени), получения фракции плазмы и определения концентрации лиганда. Также будет определена биодоступность лиганда №227 при пероральном применении раствора. Фармакодинамическая кривая будет построена после инъекции смеси анти-фVIII и лиганда №227 или только анти-фVIII (контроль), забора крови в определенные промежутки времени (по 10 мышей на каждый момент времени), получения плазмы, определения скорости роста сгустка тестом тромбодинамики и уровня фVIII. Токсичность лиганда №227 будет определена путем введения 10- и 100-кратных доз лиганда (по отношению к эффективной концентрации 10 мкМ в плазме) в кровоток мыши (10 голов), анализа выживаемости животных и гистологического анализа тканей. В качестве контроля будут использованы физиологический раствор и ривароксабан, фармакологические свойства которого известны. 

2) Планируется дальнейшее изучение молекулярных механизмов действия лиганда №227 на гемостаз мышей с гемофилией А. В тесте с хромогенным субстратом планируется измерить скорость инактивации фXa плазменными ингибиторами (антитромбин-III, α2-макроглобулин и др.) в присутствии лиганда №227 и без, а также определить влияние лиганда на активность комплекса протромбиназы и измерить константы ингибирования факторов свертывания (тромбин, фVIIa, фIXa, aPC и др.) для выявления неспецифической активности лиганда. С помощью модифицированного теста тромбодинамики и теста генерации тромбина будет исследовано влияние лиганда на распространение автоволны тромбина в нормальной плазме человека и мыши и плазме с дефицитом фVIII.

3) Планируется написание и публикация в высокоцитируемых журналах статей о новом механизме лечения гемофилии и о методах исследования гемостаза мыши in vivo и ex vivo. Также планируется переход на национальную фазу по патентной заявке PCT.

4) Планируется продолжить поиск новых лигандов фXa in silico с помощью докинга и молекулярного моделирования и селекции лигандов in vitro с помощью теста тромбодинамики и in vivo с помощью теста хвостового кровотечения, для выявления потенциальных соединений с улучшенными свойствами: эффективности, растворимости, биодоступности, безопасности и стабильности в кровотоке.
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