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Èññëåäîâàëè àíòèêîàãóëÿíòíóþ àêòèâíîñòü îáðàçöîâ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ãåïàðè-

íîâ (ÍÌÃ) ñî ñðåäíèì ðàñïðåäåëåíèåì ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ 3,4 – 5,8 êÄà. Îáðàçöû ïî-

ëó÷àëè èç íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ãåïàðèíà ñ ïîìîùüþ èììîáèëèçîâàííîãî ôåðìåíò-

íîãî êîìïëåêñà ïðåïàðàòà ïðîòåàçà C. In vitro îáðàçöû ÍÌÃ-ÏÑ èíãèáèðîâàëè àêòèâ-

íîñòü ôàêòîðîâ ñâåðòûâàíèÿ êðîâè IIà (òðîìáèíà) è Xà. Ïîëó÷åííûå ãåïàðèíû èìåëè

àíòè-Xà àêòèâíîñòü äî 131 – 208 ÅÄ�ìã è àíòè-IIà àêòèâíîñòü äî 81 – 175 ÅÄ�ìã. Âñå

îáðàçöû ÍÌÃ îáðàçóþò êîìïëåêñû ñ ñóëüôàòîì ïðîòàìèíà â ãåëå àãàðîçû ïðè ýëåêò-

ðîôîðåçå. Ïðè âíóòðèâåííîì è ïîäêîæíîì ââåäåíèÿõ êðîëèêàì ÍÌÃ ñ ìîëåêóëÿðíîé

ìàññîé 5,4 êÄà íàáëþäàëè âîçðàñòàíèå àíòèêîàãóëÿíòíîé àêòèâíîñòè ïëàçìû ñ óâåëè-

÷åíèåì äîçû.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: íåôðàêöèîíèðîâàííûé è íèçêîìîëåêóëÿðíûå ãåïàðèíû, èíãèáèðî-

âàíèå àêòèâíîñòè òðîìáèíà è ôàêòîðà Xa, ñóëüôàò ïðîòàìèíà

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Íåôðàêöèîíèðîâàííûé ãåïàðèí (ÍÔÃ) ïðåäñòàâëÿ-

åò âûñîêî ñóëüôàòèðîâàííûé êîìïëåêñ àíèîííûõ ïî-

ëèñàõàðèäîâ. Ñâÿçûâàÿñü ñ ïëàçìåííûì èíãèáèòîðîì

ñåðèíîâûõ ïðîòåèíàç ñâåðòûâàþùåé ñèñòåìû êðîâè

àíòèòðîìáèíîì (ÀÒ; SERPINC1) ïîñðåäñòâîì ñïåöè-

ôè÷åñêîé ïåíòàñàõàðèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ãåïà-

ðèí èíäóöèðóåò â ñåðïèíå (serine protease inhibitor)

êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê àê-

òèâàöèè èíãèáèòîðà [16]. Èíãèáèðîâàíèå ôàêòîðà Xa

(ÅÑ 3.4.21.6) è ôàêòîðà IIa (òðîìáèí; ÅÑ 3.4.21.5) àí-

òèòðîìáèíîì, êîòîðûé àêòèâèðîâàí ãåïàðèíîì, ïðîèñ-

õîäèò ïî ðàçíûì ìåõàíèçìàì. Ãåòåðîãåííûé ÍÔÃñî

ñðåäíèì ðàñïðåäåëåíèåì ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ 13 – 15

êÄà íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåòñÿ ñ ìàêðîôàãàìè,

òðîìáîöèòàìè, ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè è ïëàçìåí-

íûìè áåëêàìè, ñëåäñòâèåì ÷åãî ÿâëÿåòñÿ ñëîæíàÿ ôàð-

ìàêîêèíåòèêà è ìàëî ïðåäñêàçóåìûé àíòèêîàãóëÿíò-

íûé ýôôåêò [15]. ÍÔÃ â ðàâíîé ñòåïåíè ñïîñîáåí èí-

ãèáèðîâàòü òðîìáèí (àíòè-IIà àêòèâíîñòü) è ôàêòîð Xa

(àíòè-Xa àêòèâíîñòü), îòíîøåíèå àêòèâíîñòåé

aXa�aIIa ñîñòàâëÿåò 1. Íàëè÷èå ðÿäà ïîáî÷íûõ ýôôåê-

òîâ ñòèìóëèðîâàëî ðàçðàáîòêó íîâûõ àíòèêîàãóëÿíò-

íûõ ñðåäñòâ, ëèøåííûõ íåäîñòàòêîâ ÍÔÃ. Ê ÷èñëó ñó-

ùåñòâóþùèõ è ðàçðàáàòûâàåìûõ íåïðÿìûõ èíãèáèòî-

ðîâ ôàêòîðà Xa è òðîìáèíà ïðèíàäëåæàò íèçêîìîëåêó-

ëÿðíûå ãåïàðèíû (ÍÌÃ) [8, 9].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíû ïðåïàðàòû ÍÌÃ ñ ïà-

òåíòîâàííûìè íàçâàíèÿìè. Â ÑØÀ ýòî dalteparin, eno-

xaparin, tinzaparin. Â Åâðîïå — certoparin, reviparin,

nadroparin, parnaparin. Ñðåäíåå ðàñïðåäåëåíèå ìîëåêó-

ëÿðíûõ ìàññ ó ïåðå÷èñëåííûõ àíòèêîàãóëÿíòîâ íàõî-

äèòñÿ â äèàïàçîíå îò 4 äî 7 êÄà è îòíîøåíèÿ àêòèâíî-

ñòåé àíòè-ôàêòîð Xa�àíòè-ôàêòîð IIa (aXa�aIIa) ñî-

ñòàâëÿþò 1,5 – 3,5 ÍÌÃ ïîëó÷àþò èç ÍÔÃ ñ ïîìîùüþ

õèìè÷åñêîãî ãèäðîëèçà (àçîòíàÿ êèñëîòà, ïåðîêñèäû,

ùåëî÷ü), ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà (ãåïàðèíàçà I, II,

III) èëè ñ ïîìîùüþ ãèäðîëèçà ôèçè÷åñêèìè ìåòîäàìè

(óëüòðàçâóêîâîå èëè ãàììà-èçëó÷åíèå) [11]. Ãåïàðèíà-

çû, èñïîëüçóåìûå ïðè äåïîëèìåðèçàöèè ÍÔÃ, ïðîäó-

öèðóþòñÿ Flavobacterium heparinum [17]. Ãåïàðèíàçà I

(HepI; ãåïàðèíëèàçà I; ÅÑ 4.2.2.7) ðàñùåïëÿåò âûñîêî

ñóëüôàòèðîâàííûé ó÷àñòîê ÍÔÃ ïî 2-O ñóëüôàòèðî-

âàííûì óðîíîâûì êèñëîòàì, â òî âðåìÿ êàê ãåïàðèíà-

çà II (ãåïàðèíëèàçà II; ãåïàðèòèíàçà II; áåç íîìåðà),

èìååò áîëåå øèðîêóþ ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü è

ðàñùåïëÿåò ãëèêîçèäíûå ñâÿçè, ñîäåðæàùèå è 2-O ñó-

ëüôàòèðîâàííûå, è íåñóëüôàòèðîâàííûå óðîíîâûå

êèñëîòû. Ãåïàðèíàçà III (HepIII; ãåïàðèíòèíàçà I; ÅÑ

4.2.2.8), â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ãåïàðèíàçå I, ïðåèìó-

ùåñòâåííî ðàñùåïëÿåò íåñóëüôàòèðîâàííûå ó÷àñòêè

ÍÔÃ, à èìåííî, ãëèêîçèäíûå ñâÿçè, ñîäåðæàùèå íåñó-

ëüôàòèðîâàííóþ óðîíîâóþ êèñëîòó.

Ïðè ëå÷åíèè ÍÔÃ èëè ÍÌÃ èíîãäà íàáëþäàþò

îñëîæíåíèÿ â âèäå êðîâîòå÷åíèé. Äëÿ òîãî, ÷òîáû èç-

áàâèòüñÿ îò êðîâîòå÷åíèÿ, èñïîëüçóþò àíòàãîíèñò, íà-

ïðèìåð, ñóëüôàò ïðîòàìèíà. Ñóëüôàò ïðîòàìèíà — ãå-

òåðîãåííûé ïðîñòîé íèçêîìîëåêóëÿðíûé ïîëèêàòèîí-
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íûé áåëîê, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò îñòàòêè àðãèíèíà,

ïðîëèíà, ñåðèíà è âàëèíà [10]. Ñóëüôàò ïðîòàìèíà

ñâÿçûâàåò ãåïàðèí (êîìïëåêñ ïîëèêàòèîí-ïîëèàíèîí)

â ñòåõèîìåòðè÷åñêîì ñîîòíîøåíèè è íå äàåò âîçìîæ-

íîñòè àêòèâèðîâàòü àíòèòðîìáèí. Ïîÿâèâøèéñÿ êîìï-

ëåêñ íå èìååò àíòèêîàãóëÿíòíîé àêòèâíîñòè. Ïîëíóþ

íåéòðàëèçàöèþ ñóëüôàòîì ïðîòàìèíà àíòè-IIà àêòèâ-

íîñòè íàáëþäàþò äëÿ âñåõ òèïîâ ãåïàðèíà.

Ñ öåëüþ ðàçðàáîòêè îòå÷åñòâåííîãî ÍÌÃ íàìè ðà-

íåå èçó÷åí ñïîñîá ôåðìåíòàòèâíîé äåïîëèìåðèçàöèè

ÍÔÃ ñ ïîìîùüþ õèòèíîëèòè÷åñêîãî êîìïëåêñà èç

Steptomyces kurssanovii [1], à òàêæå ñ ïîìîùüþ èììî-

áèëèçîâàííûõ ïðåïàðàòîâ ïàïàèíà, öåëëîâèðèäèíà,

“ïðîòåàçû C” è õèìîòðèïñèíà [2] èññëåäîâàíà ñâÿçü

ìåæäó ñòðóêòóðîé è àíòèêîàãóëÿíòíîé àêòèâíîñòüþ

îáðàçöîâ ÍÌÃ [4, 5]. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èñ-

ñëåäîâàíèþ in vitro ñïåöèôè÷åñêîé àíòèêîàãóëÿíòíîé

àêòèâíîñòè îáðàçöîâ íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ãåïàðèíà

(ÍÌÃ) ñî ñðåäíèì ðàñïðåäåëåíèåì ìîëåêóëÿðíûõ

ìàññ 3,4 – 5,8 êÄà, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà-

òèâíîãî ãèäðîëèçà ÍÔÃ ôåðìåíòíûì êîìïëåêñîì

“ïðîòåàçà C” è èññëåäîâàíèþ ýôôåêòîâ âíóòðèâåííî-

ãî è ïîäêîæíîãî ââåäåíèé ÍÌÃ ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-

ñîé 5,4 êÄà.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáðàçöîâ ÍÌÃ-ÏÑ îñóùåñòâëÿëè

ãèäðîëèç ÍÔÃ (ÎÀÎ “Áåëìåäïðåïàðàòû”) ñ ïîìîùüþ

èììîáèëèçîâàííîãî ôåðìåíòíîãî êîìïëåêñà “ïðîòåàçà

C” [2]. Ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó (ÌÌ) îïðåäåëÿëè ïî [1].

Äëÿ îöåíêè óäåëüíîé àíòèòðîìáèíîâîé (aIIa) àê-

òèâíîñòè [12] èññëåäóåìûõ ãåïàðèíîâ 250 ìêë àíòè-

òðîìáèíà (“Behring”, Ãåðìàíèÿ, 1 ÅÄ�ìë 0,05 Ì

òðèñ-HCl áóôåðà ñ 0,0075 Ì Na2-ÝÄÒÀ è 0,175 Ì

NaCl, pH 7,4) ïðåèíêóáèðîâàëè â òåìïå 3 ìèí ïðè 37°

C ñ îáðàçöàìè ÍÌÃ ðàçíîé êîíöåíòðàöèè. Çàòåì äî-

áàâëÿëè 100 ìêë ðàñòâîðà áû÷üåãî òðîìáèíà ôèðìû

“Behring” (2 NIH ÅÄ�ìë òðèñ-ÝÄÒÀ áóôåðà). ×åðåç

30 ñ äîáàâëÿëè 200 ìêë ðàñòâîðà õðîìîãåííîãî ñóáñò-

ðàòà äëÿ òðîìáèíà — S-2238 ôèðìû “Behring” (2 ìÌ

òðèñ-ÝÄÒÀ áóôåðà). Ïî èçìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîò-

íîñòè ðàñòâîðà çà ìèíóòó ïðè äëèíå âîëíû 405 íì ñó-

äèëè îá àêòèâíîñòè èññëåäóåìîãî îáðàçöà. Äëÿ êàëèá-

20 Í. Í. Äðîçä è äð.
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåç êîìïëåêñîâ ÍÌÃ-ÏÑ�ñóëüôàò ïðîòàìèíà â ãåëå àãàðîçû.

Êîëè÷åñòâî äîáàâëåíèé â ãåëü ãåïàðèíîâ: à — 0,0025 ìã; á — 0,005 ìã; 1 — ÍÌÃ-ÏÑ, 4 êÄà; 2 — ÍÔÃ, 13,8 êÄà; 3 — ÍÌÃ-ÏÑ, 4,7 êÄà; 4 —
ÍÌÃ-ÏÑ, 5,4 êÄà; 5 — ÍÌÃ-ÏÑ, 5,8 êÄà; 6 — ÍÌÃ-ÏÑ, 3,4 êÄà.
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Ðèñ. 2. Ïîëóëîãàðèôìè÷åñêèé ãðàôèê âûâåäåíèÿ ÍÌÃ ñ ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññîé 5,4 êÄà â òåñòå âðåìåíè ñâåðòûâàíèÿ êðîâè
(à ) è àêòèâèðîâàííîãî ÷àñòè÷íîãî òðîìáîïëàñòèíîâîãî âðåìå-
íè (á ) ïîñëå âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ êðîëèêàì.

Äîçû: 1 – 0,3 ìã�êã; 2 – 0,5 ìã�êã; 3 – 0,8 ìã�êã; 4 – 3 ìã�êã.
T = Tt – Tb, ãäå Tt — âðåìÿ ñâåðòûâàíèÿ êðîâè èëè ïëàçìû â ðàçíûå èí-

òåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäåíèÿ; Tb = 1,6 � 0,3 ìèí (0,027 � 0,005 ÷) —

âðåìÿ ñâåðòûâàíèÿ êðîâè äî ââåäåíèÿ äëÿ à èëè Tb = 15,3 � 1,7 ñ

(0,006 � 0,00047 ÷) — âðåìÿ ñâåðòûâàíèÿ ïëàçìû äî ââåäåíèÿ äëÿ á;
n = 10.



ðîâî÷íîé êðèâîé èñïîëüçîâàëè 5-é Ìåæäóíàðîäíûé

ñòàíäàðò íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ãåïàðèíà (NIBSC).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óäåëüíîé aXa àêòèâíîñòè [12] èññëå-

äóåìîãî âåùåñòâà 250 ìêë àíòèòðîìáèíà (“Behring”, 1

ÅÄ�ìë 0,05 Ì òðèñ-ÝÄÒÀ áóôåðà ñ 0,0075 Ì Na2-ÝÄÒÀ

è 0,175 Ì NaCl, pH 8,4) ñ äîáàâëåííûì ÍÌÃ ðàçíîé

êîíöåíòðàöèè è ñ 250 ìêë ñìåñè ôàêòîðà Xà (“Beh-

ring”, 8 Åä�ìë òðèñ-ÝÄÒÀ áóôåðà) ñ ñóëüôàòîì äåêñò-

ðàíà (“Boehringer Manhame”, Àâñòðèÿ, 0,02 ìã�ìë).

Ïîñëå òðåõìèíóòíîé èíêóáàöèè ïðè 37 °C îïðåäåëÿëè

îñòàòî÷íóþ àêòèâíîñòü ôàêòîðà Xa, äîáàâëÿÿ 50 ìêë

õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà-S 2222 (“Behring”, 4 ìÌ äèñ-

òèëëèðîâàííîé âîäû). Àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ïî èç-

ìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà ïðè äëèíå

Àíòèêîàãóëÿíòíàÿ àêòèâíîñòü íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ãåïàðèíîâ 21
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå aIIa (à ) è aXa (á ) àêòèâíîñòåé ïëàçìû êðîëèêîâ â ðåçóëüòàòå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ ÍÌÃ ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé
5,4 êÄà èëè ôðàêñèïàðèíà (n = 10).



âîëíû 405 íì. Äëÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé èñïîëüçîâà-

ëè 1-é Ìåæäóíàðîäíûé ñòàíäàðò íèçêîìîëåêóëÿðíîãî

ãåïàðèíà (NIBSC).

Ðàêåòíûé áèîñïåöèôè÷íûé ýëåêòðîôîðåç [3]

ðàñòâîðîâ ãåïàðèíîâ ïðîâîäèëè â ñëîå 1 % àãàðîçû â

0,1 M íàòðèé ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 6,8) òîëùèíîé

1 ìì, ñîäåðæàùåì ñóëüôàò ïðîòàìèíà, íà ñòåêëÿííûõ

ïëàñòèíêàõ. Â ãåëå âûðåçàëè ëóíêè, çàïîëíÿÿ èõ 5 ìêë

ðàñòâîðîâ àíòèêîàãóëÿíòîâ (500 è 1000 ìêã�ìë). Ýëåê-

òðîôîðåç ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè êîìïëåêñà Multiphor

â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè ãðàäèåíòå ïîòåíöèàëà 10 Â�ñì.

Îêðàøèâàëè ïðåöèïèòàòû 0,1 % ðàñòâîðîì àëüöèàíî-

âîãî ñèíåãî â 3 % óêñóñíîé êèñëîòå. Èçáûòîê êðàñèòå-

ëÿ ñìûâàëè 3 % óêñóñíîé êèñëîòîé. Ïëàñòèíû ñ âû-

ñîõøèì ãåëåì ñêàíèðîâàëè, ïåðåâîäèëè èçîáðàæåíèå

â ôîðìàò JPG è îöåíèâàëè âûñîòó è ïëîùàäü ïèêîâ

ïðåöèïèòàöèè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû PhotoM 1,31.

Ôàðìàêîäèíàìèêà. Îáðàçåö ÍÌÃ-ÏÑ ñ ÌÌ 5,4

êÄà (ÍÌÃ-ÏÑ-4,5) ââîäèëè êðîëèêàì âíóòðèâåííî â

äîçàõ 0,3; 0,5; 0,8 è 3 ìã�êã è ïîäêîæíî â äîçàõ 43, 71 è

143 aXa ÅÄ�êã. Äëÿ ñðàâíåíèÿ â òåõ æå äîçàõ ââîäèëè

ôðàêñèïàðèí (“Sanofi Whinthrop Industria”). Êðîâü äëÿ

èññëåäîâàíèÿ îòáèðàëè èç êðàåâîé âåíû óõà äî ââåäå-

íèÿ è ÷åðåç 5, 15, 30, 60, 90,120, 180, 240 è 300 ìèí ïî-

ñëå âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ è ÷åðåç 60, 120, 180, 240,

300 ìèí è 24 ÷ ïîñëå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ. Êðîâü çà-

áèðàëè èç ïðîòèâîïîëîæíîé ÿðåìíîé âåíû â ïëàñòè-

êîâóþ ïðîáèðêó ñ 0,11 Ì ðàñòâîðîì C6H5O7Na â ñîîò-

íîøåíèè 9:1. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áåäíîé òðîìáîöèòàìè

ïëàçìû ïðîáèðêè öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1400 g

20 ìèí. Êðîâü è ïëàçìó àíàëèçèðîâàëè â òåñòàõ âðåìå-

íè ñâåðòûâàíèÿ êðîâè è àêòèâèðîâàííîãî ÷àñòè÷íîãî

òðîìáîïëàñòèíîâîãî âðåìåíè [6]. Àíòè-IIa è àíòè-Xa

[12] àêòèâíîñòü ïëàçìû êðîëèêîâ îöåíèâàëè â ðàçíûå

èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäåíèÿ. Äëÿ ðàñ÷åòà ôàð-

ìàêîêèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ [7] äàííûå ïðåäñòàâëÿ-

ëè â âèäå ïîëóëîãàðèôìè÷åñêèõ ãðàôèêîâ âûâåäåíèÿ

èññëåäóåìîãî âåùåñòâà.

Îöåíêà çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé äâóõ ñðåäíèõ àðèôìå-

òè÷åñêèõ ðÿäîâ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ïðîâîäè-

ëè ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñâÿçè

ìåæäó äâóìÿ ïðèçíàêàìè â ðÿäàõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ

äàííûõ èñïîëüçîâàëè êîððåëÿöèîííûé àíàëèç [13].

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Èñõîäíûé îáðàçåö ãåïàðèíà ñ ÌÌ 14 êÄà îáëàäàë

àíòèòðîìáèíîâîé àêòèâíîñòüþ 159 � 20 ÅÄ�ìã, àí-

òè-Xa àêòèâíîñòü ñîñòàâèëà 172 � 21 ÅÄ�ìã. Ãèäðîëè-

çîâàííûå îáðàçöû ÍÌÃ-ÏÑ ñ ÌÌ 4 – 5,4 êÄà ïðîäå-

ìîíñòðèðîâàëè óìåíüøåíèå aIIa àêòèâíîñòè â ñðàâíå-

íèè ñ èñõîäíûì ÍÔÃ (òàáëèöà). Îòíîøåíèå àêòèâíî-

ñòåé aXa�aIIa âîçðàñòàëî äî 1,4 – 2,1. Îòìå÷àëè ñëà-

áóþ ïîëîæèòåëüíóþ ñâÿçü (r = 0,26; p < 0,05) ìåæäó

aIIa àêòèâíîñòüþ è ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé.

Ïðè àíàëèçå ïîäâèæíîñòè â ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå

êîìïëåêñîâ ÍÌÃ-ÏÑ � ñóëüôàò ïðîòàìèíà (ðèñ. 1) îò-

ìå÷àëè ðîñò ðàçìåðîâ ïèêîâ ïðåöèïèòàöèè ñ óâåëè÷å-

íèåì ìîëåêóëÿðíîé ìàññû îáðàçöîâ ÍÌÃ (òàáëèöà).

Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè ìåæäó âûñîòîé è ïëîùà-

äüþ ïèêîâ ïðåöèïèòàöèè, ñ îäíîé ñòîðîíû, è ìîëåêó-

ëÿðíîé ìàññîé, ñ äðóãîé, ñîñòàâèëè 0,9 – 0,92

( p < 0,05) ïðè äîáàâëåíèè 2,5 ìêã àíòèêîàãóëÿíòîâ. Ñ

óâåëè÷åíèåì îòíîøåíèÿ àêòèâíîñòåé (aXa�aIIa) ñíè-

æàëèñü ðàçìåðû ïèêîâ ïðåöèïèòàöèè (raXa�aIIa – âûñî-

òà = – 0,49 è – 0,46; raXa�aIIa – ïëîùàäü = – 0,43 è – 0,54).

Âíóòðèâåííîå ââåäåíèå êðîëèêàì îáðàçöà ÍÌÃ ñ

ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 5,4 êÄà (ÍÌÃ-ÏÑ-5,4) âûçûâàëî

äîçîçàâèñèìîå óäëèíåíèå âðåìåíè ñâåðòûâàíèÿ êðîâè

â òåñòàõ âðåìåíè ñâåðòûâàíèÿ êðîâè (ðèñ. 2, à ) è àêòè-

âèðîâàííîãî ÷àñòè÷íîãî òðîìáîïëàñòèíîâîãî âðåìåíè

(à×ÒÂ, ðèñ. 2, á ). Â òåñòå à×ÒÂ ñ óâåëè÷åíèåì äîçû (ñ

0,3 ìã�êã äî 3 ìã�êã) âîçðàñòàëè ïåðèîä ïîëóýëèìèíà-

öèè (T1�2) ñ 0,037 ÷ äî 0,26 ÷ è Tmax (ðàññ÷èòàííîå) ñ 0,008 ÷

äî 0,091 ÷. Èñïîëüçóÿ êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ äëÿ

ñòàíäàðòà ãåïàðèíà, íàøëè óâåëè÷åíèå ïëîùàäåé ïîä

êðèâûìè âûâåäåíèÿ (AUC�) ñ 0,00082 ìã·÷�ìë äî

0,1147 ìã·÷�ìë.

Âëèÿíèå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ êðîëèêàì

ÍÌÃ-ÏÑ-5,4 íà àíòèêîàãóëÿíòíóþ àêòèâíîñòü ïëàçìû

ïîêàçàíî íà ðèñ. 3. Ôðàêñèïàðèí è ÍÌÃ-ÏÑ-5,4 îäè-

íàêîâî âëèÿþò íà aIIa àêòèâíîñòü ïëàçìû êðîëèêîâ

22 Í. Í. Äðîçä è äð.
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ÌÌ, êÄà aXa, ÅÄ�ìã aIIa, ÅÄ�ìã aXa�alla

Ðàçìåðû ïèêîâ ïðåöèïèòàöèè

500 ìêã�ìë 1000 ìêã�ìë

âûñîòà, ïêñ ïëîùàäü, ïêñ âûñîòà, ïêñ ïëîùàäü, ïêñ

13,8 172 � 21 159 � 20 1,1 90 � 12 1280 � 113 140 � 10 2194 � 218

5,8 134 � 14 175 � 10 0,8 48 � 7 549 � 26 89 � 9 1199 � 200

5,4 168 � 19 81 � 11* 2,1 65 � 8 838 � 34 103 � 11 1616 � 131

4,7 143 � 19 103 � 13* 1,4 63 � 7 672 � 29 107 � 14 1802 � 157

4,0 131 � 16* 123 � 12* 1,1 60 � 8 730 � 31 120 � 9 1814 � 184

3,4 208 � 9* 169 � 15 1,2 50 � 5 436 � 42 90 � 7 1311 � 111

Ïðèìå÷àíèå. ïêñ — ïèêñåëü — åäèíèöà èçìåðåíèÿ, îïðåäåëÿþùàÿ îáúåì äàííûõ, ñîäåðæàùèõñÿ â ðàñòðîâîì èçîáðàæåíèè; * — p <0,05, äîñòîâåð-

íîñòü ðàçëè÷èé ñ ïîêàçàíèÿìè äëÿ ãåïàðèíà ñ ÌÌ 13,8 êÄà; n = 5.



(ðèñ. 3, à ). Òàê, ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ äåéñòâèå âå-

ùåñòâ (äîçà 43 aXa ÅÄ�êã) çàêàí÷èâàåòñÿ. Ñ óâåëè÷å-

íèåì äîçû ñ 71 aXa ÅÄ�êã äî 143 aXa ÅÄ�êã íåçíà÷è-

òåëüíî âîçðàñòàåò àíòèòðîìáèíîâàÿ àêòèâíîñòü ïëàç-

ìû ñ 0,06 aIIa ÅÄ�ìë äî 0,1 aIIa ÅÄ�ìë. Áîëåå

âûðàæåííîå âëèÿíèå ãåïàðèíîâ íàáëþäàëè íà ïðèìå-

ðå aXa àêòèâíîñòè ïëàçìû (ðèñ. 3, á ). Òàê æå, êàê è

ïðè ââåäåíèè ôðàêñèïàðèíà ïðè óâåëè÷åíèè äîçû

ÍÌÃ-ÏÑ-5,4 âîçðàñòàëà aXa àêòèâíîñòü ïëàçìû êðî-

ëèêîâ. Ââåäåíèå â äîçå 43 aXa ÅÄ�êã ïðèâîäèëî ê ðîñ-

òó aXa àêòèâíîñòè ïëàçìû äî ïðîôèëàêòè÷åñêèõ âåëè-

÷èí (â ïðåäåëàõ 0,15 aXa ÅÄ�ìë) ÷åðåç 4 – 5 ÷. Òåðà-

ïåâòè÷åñêè çíà÷èìóþ aXa àêòèâíîñòü ïëàçìû

(0,3 – 0,75 ÅÄ�ìë) îòìå÷àëè ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ

â äîçå 71 aXa ÅÄ�êã è ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ â äîçå

143 aXa ÅÄ�êã. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ â äîçå 143

aXa ÅÄ�êã íàáëþäàëè aXa àêòèâíîñòü ïëàçìû äî

0,06 � 0,002 ÅÄ�ìë è 0,075 � 0,009 ÅÄ�ìë äëÿ ôðàêñè-

ïàðèíà è ÍÌÃ-ÏÑ-5,4 ñîîòâåòñòâåííî.

Â ïîñëåäíèå äâàäöàòü ëåò ÍÌÃ ñ áîëåå óçêèì ìîëå-

êóëÿðíî-ìàññîâûì ðàñïðåäåëåííåì (4 – 6 êÄà) íà÷àëè

âûòåñíÿòü ÍÔÃ êàê ëåêàðñòâåííûé ïðåïàðàò Îñíîâ-

íîå ïðåèìóùåñòâî ÍÌÃ ñëåäóåò èç èõ ôàðìàêîêèíå-

òè÷åñêèõ ñâîéñòâ: â 2 – 4 ðàçà áîëüøåå âðåìÿ ïîëóâû-

âåäåíèÿ èç îðãàíèçìà, çàìåòíî ëó÷øàÿ áèîäîñòóï-

íîñòü ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè è áîëåå ñòàáèëüíàÿ â

çàâèñèìîñòè îò äîçû ðåàêöèÿ. Ïîëó÷åíèå ÍÌÃ ñ ïî-

ìîùüþ ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà ãåïàðèíàçàìè

ïðåäïîëàãàåò ìèíèìàëüíîå âîçäåéñòâèå íà ñòðóêòóðó

ìîëåêóëû ãåïàðèíà. Òàê ïîëó÷àþò êîììåð÷åñêèé ïðå-

ïàðàò tinzaparin [8]. Êàæäûé ÍÌÃ ïðåäñòàâëÿåò â õè-

ìè÷åñêîì îòíîøåíèè óíèêàëüíîå âåùåñòâî ñ ðàçíûìè

ôàðìàêîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, òàê êàê ìîëåêóëû

ÍÌÃ õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì ðàçíûõ ñïåöèôè÷å-

ñêèõ êîíå÷íûõ ãðóïï. Îïèñàí ãèäðîëèç òàêîãî ïîëèñà-

õàðèäà êàê õèòîçàí ïîä äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ ãèäðîëàç

(ãåìèöåëëþëàçà, ëèçîöèì, ïàïàèí, ëèïàçû, ãëþêàíàçû,

ïðîòåàçû è äð. ôåðìåíòû) [14]. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî

ãåïàðèí òîæå áóäåò ïîäâåðãàòüñÿ íåñïåöèôè÷åñêîìó

äåéñòâèþ ãèäðîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ è èññëåäîâàëè

âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ÍÌÃ ïîä âëèÿíèåì ôåðìåíò-

íîãî êîìïëåêñà “ïðîòåàçà C”, ðàíåå ñ ýòîé öåëüþ íå

èñïîëüçîâàâøåãîñÿ.

Ïðåïàðàò “ïðîòåàçà C” ïðåäñòàâëÿåò ñìåñü ýêçîïðî-

òåèíàç. Â ñîñòàâ ïðåïàðàòà âõîäÿò ñåðèíîâàÿ ïðîòåè-

íàçà I, ñåðèíîâàÿ ïðîòåèíàçà II, íåéòðàëüíàÿ ïðîòåèíà-

çà, àðáîêñèïåïòèäàçà, àìèíîïåïòèäàçà. Ïðåïàðàò àêòè-

âåí â äèàïàçîíå pH îò 5 äî 10,5 ïðè òåìïåðàòóðå

30 – 50° C è ïðåäñòàâëÿåò ìåäèöèíñêóþ ñóáñòàíöèþ

íà îñíîâå øòàììà Acremonium chrysogenum, ïðåäíàç-

íà÷åííóþ äëÿ èçãîòîâëåíèÿ íà åå îñíîâå ëåêàðñòâåí-

íûõ ñðåäñòâ. Ó èñõîäíîãî ÍÔÃ ýòî îòíîøåíèå ñîñòàâ-

ëÿëî 1,1. Ñ óìåíüøåíèåì ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ïàäàëà

è àíòèòðîìáèíîâàÿ àêòèâíîñòü ïîëó÷åííûõ ÍÌÃ-ÏÑ.

Ïîäîáíàÿ çàêîíîìåðíîñòü îòìå÷åíà â ðÿäå ðàáîò, ïî-

ñâÿùåííûõ èññëåäîâàíèþ ñâÿçè ìåæäó ñòðóêòóðîé ñó-

ëüôàòèðîâàííûõ ïîëèñàõàðèäîâ è àíòèêîàãóëÿíòíîé

àêòèâíîñòüþ. Ñ ïîìîùüþ áèîñïåöèôè÷íîãî ýëåêòðî-

ôîðåçà â ãåëå àãàðîçû ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ

êîìïëåêñîâ ìåæäó ïîëó÷åííûìè îáðàçöàìè ãåïàðèíîâ

(àíèîíû) è êëàññè÷åñêèì àíòàãîíèñòîì äëÿ íåéòðàëè-

çàöèè àíòèêîàãóëÿíòíîé àêòèâíîñòè ÍÔÃ [10] — ñóëü-

ôàòîì ïðîòàìèíà (êàòèîí).

Âíóòðèâåííîå èëè ïîäêîæíîå ââåäåíèå

ÍÌÃ-ÏÑ-5,4 ïðèâîäèò ê ðîñòó àíòèêîàãóëÿíòíîé àê-

òèâíîñòè ïëàçìû êðîëèêîâ â çàâèñèìîñòè îò äîçû. Ýô-

ôåêò ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ ÍÌÃ-ÏÑ-5,4 ñðàâíèì ñ ýô-

ôåêòîì ôðàêñèïàðèíà, ââåäåííîãî â ñîïîñòàâèìûõ äî-

çàõ.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Äåïîëèìåðèçàöèÿ íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ãåïà-

ðèíà (ÌÌ 13,8 êÄà) ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòíîãî êîìïëåê-

ñà “ïðîòåàçà C” ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ îáðàçöîâ ãåïà-

ðèíîâ ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 3,4 – 5,8 êÄa.

2. Ó òðåõ èç ïîëó÷åííûõ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ãåïà-

ðèíîâ îòíîøåíèå àêòèâíîñòåé aXa�aIIa âîçðàñòàëî äî

1,4 – 2,1. Äëÿ íåôðàêöèîíèðîâàííîãî ãåïàðèíà ýòî îò-

íîøåíèå ñîñòàâëÿåò 1.

3. Ïîëó÷åííûå íèçêîìîëåêóëÿðíûå ãåïàðèíû ñïî-

ñîáíû ñîçäàâàòü êîìïëåêñû ñ ñóëüôàòîì ïðîòàìèíà.

4. Âíóòðèâåííîå è ïîäêîæíîå ââåäåíèå êðîëèêàì

ãåïàðèíà ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 5,4 êÄà ïðèâîäèò ê

ðîñòó àíòèêîàãóëÿíòíîé àêòèâíîñòè ïëàçìû ñ óâåëè-

÷åíèåì äîçû. Ñðàâíåíèå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ îäèíà-

êîâûõ äîç èñïîëüçóåìîãî â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå

ôðàêñèïàðèíà è ïîëó÷åííîãî ãåïàðèíà ñ ìîëåêóëÿð-

íîé ìàññîé 5,4 êÄà ñâèäåòåëüñòâóåò îá îäèíàêîâîì àí-

òèêîàãóëÿíòíîì ïîòåíöèàëå.

Ðàáîòà ïîääåðæàíà ãðàíòàìè ÐÔÔÈ:

05-04-08100-îôè-à, 05-03-32883-à, 06-04-08140-îôè.
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ANTICOAGULANT ACTIVITY OF LOW-MOLECULAR-WEIGHT HEPARINS
OBTAINED USING A HYDROLASE COMPLEX

N. N. Drozd1, A. S. Tolstenkov1, G. E. Bannikova2, N. T. Miftakhova1,
E. S. Lapikova1, V. A. Makarov1, and L. P. Varlamov2

1 Laboratory of Hemostasis Pathology and Pharmacology, Scientific Hematological Center, Russian Academy

of Medical Sciences, Novo-Zykovskii proezd 4a, Moscow, 125167 Russia

2 Laboratory of Enzyme Engineering, Bioengineering Research Center, Russian Academy of Sciences,

pr. 60-letiya Oktyabrya 7�1, Moscow, 117312 Russia

The anticoagulant activity of low-molecular weight heparins (LMWH-PC) with average distribution of molecular weights within 3.4 – 5.8 kD was investi-
gated. The samples of LMWH-PC were obtained from unfractionated heparin using immobilized enzyme complex of protease C. The LMWH-PC derivatives

inhibited the activity of blood coagulation factors IIa (thrombin) and Xa. The LMWH-PC derivatives had an anti- factor-Xa activity up to 131 – 208 IU�mg and

anti-factor-IIa activity up to 81 – 175 IU�mg. All LMWH-PC derivatives form complexes with protamine sulfate during electrophoresis in agarose gel. The an-
ticoagulant activity of rabbit plasma exhibits a doze-dependent increase upon the intravenous or subcutaneous injection of LMWH-PC with a molecular weight
of 5.4 kD.
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