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Краткое введение: При активации свёртывания крови происходит образование активных факторов свёртывания, в результате чего образуется фибриновый сгусток. Плазменные ингибиторы, включая антитромбин (АТ), инактивируют активные факторы, предотвращая массивное свёртывание в сосудах. Фактор Ха (ФХа) – одна из центральных протеаз свертывания, которая является мишенью для конкурентных ингибиторов, применяемых в качестве антитромботических препаратов.
Цель: исследовать кинетику инактивации ФХа антитромбином (АТ) в присутствии конкурентных ингибиторов, при различных значениях кинетических констант и начальных концентраций.
Материалы и методы: Кинетика ФХа (начальная концентрация 2,5 нМ) исследовалась экспериментально и с помощью математического моделирования в очищенной системе, в присутствии АТ (3,5 мкМ), конкурентного ингибитора (0–100 нМ) и хромогенного субстрата S-2765 (0,4 мМ). Математическая модель: 8 ОДУ, описывающих 3 реакции по закону действующих масс: 1) необратимая инактивация ФХа антитромбином; 2) обратимое ингибирование ФХа конкурентным ингибитором; 3) расщепление хромогенного субстрата для детекции свободного ФХа. Вычисления проводились в среде Wolfram Mathematica и COPASI. Эксперимент: ФХа инкубировали с АТ и ривароксабаном (константа ингибирования Ki 0,3 нМ) при 37˚С в течение 45; 30; 20; 15; 10; 5; 2,5 и 0 мин; затем образец разводили в 10 раз буфером (Tris 50 мM, NaCl 150 мM, 0,1 мг/мл альбумина, pH 8,0) с хромогенным субстратом для детекции активности ФХа. 
Результаты и обсуждение: Математическим моделированием установлено, что АТ необратимо инактивировал ФХа до 0 нМ по экспоненте за характерное время 200 с; добавление конкурентного ингибитора ривароксабана (I0 5 нM) приводило к быстрому (30 с) понижению уровня свободного ФХа до 0,02 нМ, который далее не изменялся (Рис. 1). Квазистационарная концентрация ФХа зависела от Ki конкурентного ингибитора немонотонно; эта зависимость включала непрерывный рост от Ki 0 нМ до 2,5 нМ, достигала максимума (0,175 нМ ФХа) в диапазоне Ki от 2,5 до 13 нМ и далее убывала при Ki выше 13 нМ (Рис. 2). Были определены значения кинетических констант ассоциации (k+) и диссоциации (k-) комплекса ФХа – конкурентный ингибитор, при которых уровень ФХа на 10 – 25 мин симуляции был максимальным: k+ 0,004 – 0,01 нМ-1с-1; k- 0,003 – 0,01 с-1. Экспериментально подтверждено, что через 30 мин инкубации ФХа с ривароксабаном и АТ скорость гидролиза субстрата S-2765 составляла до 40% от скорости гидролиза при начальной концентрации ФХа, при этом в системе без ривароксабана активность ФХа не детектировалась через 30 мин инкубации с АТ (Рис. 3).
Заключение: Математическим моделированием предсказано и экспериментально подтверждено достижение квазистационарного уровня ФХа при добавлении конкурентного ингибитора, защищающего активный фактор от необратимой инактивации антитромбином. Были найдены оптимальные константы для конкурентного ингибитора, при которых квазистационарное значение ФХа максимально.
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Рис. 1 Кинетика ФХа (логарифмическая шкала концентраций), полученная в модели, в присутствии антитромбина и конкурентных ингибиторов (константы ингибирования Ki 0,3 нМ и 3,5 нМ; кружки и треугольники, соответственно) в сравнении с кинетикой без ингибитора (квадраты).
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Рис. 2 Зависимость концентрации свободного ФХа в момент времени 10 мин от величины I/Ki при различных значениях константы ингибирования. I – концентрация ингибитора.
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Рис. 3 Зависимость скорости гидролиза субстрата S-2765, измеренная экспериментально, от времени инкубации ФХа с антитромбином и ривароксабаном или без ривароксабана (буфер). 100% активности – активность ФХа до инкубации с ингибиторами. Экспериментальные данные аппроксимированы суммой двух экспонент.
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