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Мова дисертації: Українська

Коди тематичних рубрик: 31.27, 31.27.15, 34

Тема дисертації:
1. Регулювання активності тромбіну в нормі та за патологічних станів

2. Regulation of thrombin activity in normal and pathological conditions

Реферат:
1. Дисертацію присвячено пошуку шляхів регуляції активності тромбіну в нормі та за патологічних станів.
Методами in silico cтворено фокусну бібліотеку низькомолекулярних сполук – потенційних інгібіторів
тромбіну. Сполуки синтезовано та апробовано у модельних системах in vitro, обрано найефективніші
сполуки-кандидати, здатні конкурентно селективно та специфічно інгібувати активність тромбіну. В
модельній системі in vivo показано, що досліджувані сполуки інгібують утворення фібриново-
тромбоцитарного тромбу за рахунок пригнічення тромбінової активності при внутрішньовенному введенні
тваринам. Тож, отримані інгібітори тромбіну можуть слугувати основою для створення антитромботичних



засобів. Запропоновано активатор протромбіну з отрути Echis multisquamatus – екамулін – як універсальну
основу для надання біоматеріалам кровоспинних властивостей за рахунок ефективної екстрасудинної
генерації ендогенного тромбіну. В модельних системах in vitro (на збагаченій тромбоцитами плазмі крові) та
in vivo (на моделі печінкової кровотечі у щурів) показано, що нековалентна модифікація екамуліном
біоенертних, біоактивних та біорозкладних матеріалів надає їм кровоспинних властивостей. Створено
рекомбінантний аналог активатора протромбіну, застосування якого може суттєво здешевити технологію.
Шляхом поєднання кровоспинних властивостей активатора протромбіну та сорбційних властивостей
активованих карбонових волокон було створено універсальний засіб для зупинки кровотеч –
«Карбогемостат». Проведено доклінічні дослідження «Карбогемостату», які продемонстрували його
безпечність. На базі КНП «Київський міський клінічний ендокринологічний центр» проведені клінічні
випробування ефективності та безпечності «Карбогемостату» для зупинки кровотечі, які засвідчили
безпечність та ефективність «Карбогемостату» навіть на фоні антикоагулянтної терапії. Поєднання
колагенових матриць та активатора протромбіну дозволило створити кровоспинний засіб, що поєднує
кровоспинну дію активатора з ранозагоювальними властивостями колагену та є здатним до біодеградації.
Проведено доклінічні дослідження, які підтвердили безпечність та нетоксичність виробу, розпочато
підготовку до клінічних випробувань. Показано можливість внесення додаткових антибактеріальних
компонентів в склад модифікованої колагенової матриці та впроваджено в ветеринарну практику
модифіковані активатором протромбіну колагенові матриці з додаванням повідон-йоду та цефтіофуру.
Застосування активатора протромбіну дозволило розробити комплект для одержання аутологічного
фібринового гелю, який володіє регенеративними властивостями. Проведено доклінічні дослідження, які
підтвердили безпечність та нетоксичність виробу. Проведено успішні клінічні дослідження, на базі ТОВ «Мед
Сервіс Консалтинг». Підлоскутне введення аутологічного фібринового гелю пацієнтам, яким проводилась
тотальна циркулярна гемороїдектомія з лоскутною анопластикою, засвідчило високий ранозагоювальний
потенціал та безпечність виробу. Запропоновано претромбін-1, як молекулярний маркер генерації активного
тромбіну, та розроблено спосіб його кількісного визначення в плазмі крові. В основу методу покладено
здатність екамуліну активувати як інтактний протромбін, так і претромбін-1, та здатність детектували лише
інтактний протромбін в тромбопластиновому тесті. Спосіб визначення претромбіну-1 успішно впроваджено
в лабораторну практику. Отримано моноклональні антитіла до протеїну С, що дало змогу створити
імунодіагностичну тест-систему для його кількісного визначення у плазмі крові. Зниження рівню протеїну С,
яке відбувається за рахунок його гідролізу тромбіном, запропоновано як маркер появи тромбіну в кровотоці.
Удосконалено спосіб кількісного імунодіагностичного методу визначення концентрації розчинного фібрину
в плазмі крові. Зокрема, розроблено умови для диференціації «ранніх» форм розчинного фібрину, тобто
розчинного фібрину, що не піддавався гідролізу плазміногеном. На модельних системах LPS-індукованого
запалення на мишах, інсуліно-резистентності та запалення, спричиненого радіаційним опроміненням, на
щурах показано накопичення зазначених маркерів появи тромбіну в кровотоці за умов запалення. Показано
діагностичну ефективність кількісного визначення претромбіну-1, протеїну С та розчинного фібрину для
виявлення ризику тромбоутворення. Виявленно зв’язок клінічних проявів з появою цих маркерів
внутрішньосудинного утворення тромбіну за ішемічної хвороби серця, ускладненої вагітності, системного
червоного вовчака, операцій з приводу аневризми черевної аорти та ендопротезування кульшового суглобу,
опікової травми, морбідного ожиріння, після перенесеного COVID-19. Обґрунтовано парадигму перемикання
ензиматичної активності тромбіну між субстратами (протромбіном, фібриногеном, протеїном С), відповідно
до стану ендотелію судин та зміни концентрації протромбіну та фібриногену.

2. The thesis is devoted to the search for ways to regulate thrombin activity under normal and pathological
conditions. A focused library of low-molecular compounds – potential thrombin inhibitors – was created using in
silico methods. The compounds were synthesized and tested in in vitro model systems, and the most effective
candidate compounds were selected, capable of competitively selectively and specifically inhibiting thrombin
activity. In the in vivo model system, it was shown that the studied compounds inhibit the formation of a fibrin-
platelet thrombus by suppressing thrombin activity when administered intravenously to animals. Therefore, the



obtained thrombin inhibitors can serve as the basis for the creation of antithrombotic agents. A prothrombin
activator from the venom of Echis multisquamatus – ecamulin – was proposed as a universal basis for for providing
hemostatic properties to biomaterials through effective extravascular generation of endogenous thrombin. In in
vitro model systems (platelet-rich plasma) and in vivo (rat liver bleeding model), it was shown that non-covalent
modification of bioinert, bioactive, and biodegradable materials with ecamulin gives them hemostatic properties. A
recombinant analog of the prothrombin activator was created, the use of which may significantly reduce
production costs. By combining the hemostatic properties of prothrombin activator and the sorption properties of
activated carbon fibers, a universal agent for stopping bleeding was created - "Carbohemostat". Preclinical studies
of "Carbohemostat" were conducted, which demonstrated its safety. Clinical trials of the effectiveness and safety
of "Carbohemostat" for stopping bleeding were conducted at the Kyiv City Clinical Endocrinology Center, which
demonstrated the safety and effectiveness of "Carbohemostat" even against the background of anticoagulant
therapy. The combination of collagen matrices and the prothrombin activator made it possible to create a
hemostatic agent that combines the hemostatic effect of the activator with the wound-healing properties of
collagen and is biodegradable. Preclinical studies confirmed the safety and non-toxicity of the product, and
preparations for clinical trials have begun. The possibility of incorporating additional antibacterial components
into the modified collagen matrix was demonstrated, and collagen matrices modified with the prothrombin
activator and supplemented with povidone-iodine and сeftiofur were introduced into veterinary practice. The
application of the prothrombin activator allowed the development of a kit for obtaining autologous fibrin gel with
regenerative properties. Preclinical studies confirmed the safety and non-toxicity of the product. Successful
clinical studies were carried out at the «Med Service Consulting» LLC. Subflap administration of autologous fibrin
gel to patients undergoing total circular hemorrhoidectomy with flap anoplasty demonstrated high wound-healing
potential and safety of product. Prethrombin-1 was proposed as a molecular marker of active thrombin generation,
and a method for its quantitative determination in blood plasma was developed. The method is based on the ability
of ecamulin to activate both intact prothrombin and prethrombin-1, and on the ability of the thromboplastin test
to detect only intact prothrombin. The method for determining prethrombin-1 was successfully implemented in
laboratory practice. Monoclonal antibodies against protein C were obtained, that allowed the development of an
immunodiagnostic test system for its quantitative determination in blood plasma. The decrease in protein C level,
which occurs as a result of its hydrolysis by thrombin, was proposed as a marker of thrombin generation in the
bloodstream. The method for quantitative immunodiagnostic determination of soluble fibrin concentration in
plasma was improved. In particular, conditions were developed to differentiate «early» forms of soluble fibrin,
namely, soluble fibrin not yet hydrolyzed by plasminogen. In LPS-induced inflammation models in mice, insulin
resistance, and radiation-induced inflammation in rats, accumulation of the mentioned markers of thrombin
generation in the bloodstream was demonstrated under inflammation. The diagnostic effectiveness of quantitative
determination of prethrombin-1, protein C, and soluble fibrin for detecting thrombosis risk was shown.
Associations were identified between clinical manifestations and the appearance of these intravascular thrombin
generation markers in ischemic heart disease, complicated pregnancy, systemic lupus erythematosus, abdominal
aortic aneurysm surgery and hip replacement surgery, burn injury, morbid obesity, and post-COVID-19 condition.
The paradigm of thrombin enzymatic activity switching between substrates (prothrombin, fibrinogen, protein C),
depending on endothelial state and changes in prothrombin and fibrinogen concentrations, was substantiated.
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Заключний звіт щодо оцінки місцевої переносимості лікарського засобу на основі активатора зсідання
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