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Streszczenie

Choroby o etiologii zakrzepowo-zatorowej (zawat serca, niedokrwienny udar mézgu, zylna choroba zakrzepowo-zatorowa i zwig-
zany z nig zator tetnicy ptucnej) sa najczestsza przyczyna zgondw i inwalidztwa ludzi w najbardziej tworczym okresie ich zycia. Uza-
sadnia to wielokierunkowos¢ badarh majacych na celu tworzenie bardziej skutecznych i bezpiecznych lekéw trombolitycznych. Uni-
kalne cechy rekombinowanej stafylokinazy (r-SAK) staty sie powodem, dla ktérych r-SAK postrzegana jest jako obiecujacy lek
trombolityczny. Celem pracy jest przedstawienie wtasciwosci r-SAK i jej rekombinowanych pochodnych, a takze potencjalnego zasto-
sowania w leczeniu zawatu miesnia sercowego oraz innych choréb o etiologii zakrzepowo-zatorowej.

Stowa kluczowe: stafylokinaza, zawat serca, tromboliza, biatka hybrydowe

Abstract

Cardiovascular diseases, such as an acute myocardial infarction, a stroke and a venous thromboembolism, are the major causes
of death or disability in the adult population. The immediate underlying etiology in these conditions is often a thrombolytic obstruction
of critically situated blood vessels, causing a loss of blood flow to vital organs. Acute thromboembolic disease may be treated by
the administration of thrombolytic agents that activate the conversion of plasminogen to plasmin-serine protease that hydrolyzes
fibrin and, thus, dissolves thrombus. Elucidation of the molecular mechanism of physiological fibrinolysis has opened up a new era
of fibrin-specific thrombolysis. This review will focus on the properties of recombinant staphylokinase (r-SAK) and its derivatives,
which would make use of treatment in acute myocardial infarction and other thromboembolic diseases.
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Wprowadzenie wa (PTCA) [1]. W sytuacji, gdy niemozliwe jest wdrozenie

W ciagu ostatnich 20 lat doszto do zasadniczych zmian
w strategii postepowania z chorymi z zawatem miesnia
sercowego, poczawszy od leczenia zachowawczego na od-
dziale intensywnej opieki kardiologicznej, przez stopniowe
wdrazanie kolejnych generacji lekéw trombolitycznych,
do coraz szerszego stosowania przezskérnych interwencji
wiencowych. Obecnie w leczeniu ostrego zawatu miesnia
sercowego z uniesieniem odcinka ST (STEMI) zalecana jest
przezskérna wewngatrznaczyniowa angioplastyka wiefico-

PTCA, znaczenia nabiera farmakologiczne leczenie trom-
bolityczne. Celem trombolizy jest szybkie przywr6cenie
przeptywu objetosciowego krwi w naczyniu przez aktywa-
cje uktadu fibrynolitycznego oraz zapobieganie wczesnej
i op6znionej reokluzji. Niezaleznie od podanego leku trom-
bolitycznego, prawidtowy przeptyw wieficowy (TIMI 3)
w ciaggu pierwszych godzin leczenia utrzymuje sie tylko
u 50-70% pacjentéw i u 51-58% pacjentéw 5.—7. dnia
od rozpoczecia leczenia [2].
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Poza niezadowalajacym efektem trombolitycznym sto-
sowanych obecnie lekéw (Tabela I) niepetny sukces farma-
kologicznej trombolizy zwigzany jest takze z uruchomie-
niem szeregu reakcji prozakrzepowych w trakcie lizy
zakrzepu (Tabela I1). Paradoksalnie, rowniez leki stosowa-
ne w terapii trombolitycznej dziataja prokoagulacyjnie,
ograniczajac efektywna trombolize oraz prowokujac re-
okluzje naczyn [2] (Tabela I). Jest zatem oczywiste, ze tyl-
ko szybkie i wielokierunkowe dziatania moga ograniczac
prozakrzepowe procesy uaktywniania w trakcie farmako-
logicznego udrazniania naczynia. Wspbtczesna terapia
trombolityczna STEMI polega zatem na tacznym stosowa-

niu lekéw trombolitycznych (streptokinaza — SK, alteplaza
—rt-PA, reteplaza — r-PA, tenekteplaza — TNK-tPA), przeciw-
ptytkowych (kwas acetylosalicylowy, klopidogrel) i anty-
trombinowych (heparyna niefrakcjonowana, heparyny
drobnoczasteczkowe, biwalirudyna) [1]. Ten schemat po-
stepowania, poprzez wptyw na rézne mechanizmy krzep-
niecia i fibrynolizy, prowadzi do zwiekszenia ryzyka krwa-
wien, w tym zagrazajacych zyciu pacjenta krwawief
srédczaszkowych [5]. Ograniczenia terapii trombolitycznej
uzasadniaja wiec konieczno$¢ badan majacych na celu
synteze bardziej skutecznych i bezpiecznych lekéw trom-
bolitycznych.

Tabela I. Wybrane wtasciwosci lekéw trombolitycznych rekomendowanych przez Europejskie Towarzystwo
Kardiologiczne w leczeniu ostrego zawatu serca z utrzymujgcym sie uniesieniem odcinka ST (*) oraz
rekombinowanej stafylokinazy i pegylowanej stafylokinazy

Swoistos¢  Immunogennos¢ Ty Dawkowanie TIMI 3 Udar Powazne
wzgledem [min] [%] krwotoczny krwawienia
fibryny 45-90 min [%] pozaczaszkowe
[%]

SK* - + 18-23 infuzja 10-41 0,1-0,6 0,3-4,8
rt-PA* ++ - 4-8 bolus + infuzja 46-75 0,6-0,9 0,6-5,9
r-PA* + - 11-14 bolus + bolus 60-63 0,8-0,9 4,6
TNK-tPA* +++ - 11-20 bolus 63 0,9 2,2-5,2
r-SAK e+ + 3-6 bolus + bolus 58-74 0,8 4,94
PEG-SAK 4+ - 13+1,5 bolus 41-78 L3 BV

SK — streptokinaza, rt-PA — alteplaza, r-PA — reteplaza, TNK-tPA — tenekteplaza, r-SAK — rekombinowana stafylokinaza, PEG-SAK —pegylowana stafylokinaza,
Tos — biologiczny okres péttrwania, TIMI 3 — prawidtowy przeptyw wiericowy, 4 badanie CAPTORS [3], * badanie CAPTORS Il [4]

Tabela Il. Efekty prozakrzepowe w trakcie leczenia trombolitycznego [2]

Czynnik Miejsce dziatania Efekt
Plazmina ptytki krwi agregacja
srodbtonek proteoliza miejsc kontaktu komarka-komarka, retrakcja komorek,
ekspozycja trombogennej warstwy podsrodbtonkowe]
receptor srodbtonkowy hamowanie produkgji t-PA
Trombina ptytki krwi agregacja
fibrynogen powstawanie fibryny

aktywacja czynnika XIlI

stabilizacja fibryny

inhibitor fibrynolizy
aktywowany trombing

uposledzone wigzanie plazminogenu i t-PA z fibryna

Powierzchnia ptytek krwi

aktywacja osoczowych
czynnikow krzepniecia

synteza trombiny

Pytki krwi

uwalnianie PAI-1
z ptytek krwi

hamowanie aktywatoréw plazminogenu

Uszkodzenie $rédbtonka ptytki krwi adhezja i aktywacja ptytek krwi
t-PA ptytki krwi zmiany morfologii ptytek, zwigkszenie adhezji ptytek krwi
Heparyna ptytki krwi uwalnianie mikroptytek, interakcja z ptytkami krwi, leukocytami
i Sciang naczynia
monocyty stymulowanie syntezy czynnika tkankowego

t-PA — tkankowy aktywator plazminogenu, PAI-1 - inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu pierwszego
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W 1999 r. Van de Werf w pracy pt.: The ideal fibrinolytic:
can drug design improve clinical results? [6] zdefiniowat ce-
chy, ktérymi powinien charakteryzowat sie trombolityk przy-
sztosci:

* szybkie przywracanie droznosci naczynia,
* u 100% pacjentéw przeptyw TIMI 3,

» mozliwos¢ podania w bolusie,

* swoistos¢ wzgledem fibryny,

e niskie ryzyko krwawieh pozaczaszkowych,
* niskie ryzyko krwawien srodczaszkowych,
* opornos¢ na inhibitory aktywatoréw plazminogenu,
* niskie ryzyko reokluzji,

e brak wptywu na cisnienie tetnicze,

e brak immunogennosci,

e przystepna cena.

Miniona dekada przyniosta rejestracje r-PA w 1999 r.
i TNK-tPA w 2000 r. ze wskazaniem w leczeniu STEMI.
Leki te jednak w dalszym ciggu nie spetniaja kryteriow ide-
alnego leku trombolitycznego. Preparatem, ktéry budzi
obecnie szczegblne zainteresowanie farmakologéw i kli-
nicystéw, jest r-SAK oraz jej pochodne bedace genetycz-
nymi i/lub chemicznymi modyfikacjami czasteczki r-SAK.

Rekombinowana stafylokinaza

stafylokinaza (SAK) jest biatkiem pochodzenia bakteryj-
nego, obecnie otrzymywanym metodami inzynierii genetycz-
nej (r-SAK). Wtasciwosci trombolityczne SAK zostaty opisa-
ne juz w 1948 r. Pierwsze préby oceny dziatania trombo-
litycznego SAK przeprowadzono na psach. Model badawczy
byt chybiony, bowiem uktad fibrynolityczny tych zwierzat jest
szczegblnie podatny na dziatanie SAK, obserwowano wiec
powazne powiktania krwotoczne [7]. Wyniki te na wiele lat
ograniczyty zainteresowanie SAK. Punktem zwrotnym staty
sie badania z roku 1990 z uzyciem osocza cztowieka [8].
W dalszych badaniach laboratoryjnych i klinicznych udowod-
niono silne i swoiste wzgledem fibryny dziatanie r-SAK. Re-
kombinowana stafylokinaza ma najwyzsza wsrod stosowa-
nych obecnie lekéw trombolitycznych swoistosé wzgledem
fibryny (zakrzepu) (Tabela ). Druga wazna zaleta r-SAK jest
opornos¢ na dziatanie inhibitoréw aktywatoréw plazmino-
genu (PAl). Niestety, po jej podaniu, podobnie jak po strep-
tokinazie, dochodzi do powstania przeciwciat anty-SAK, kt6-
re jg neutralizujg przy kolejnym podaniu [9, 10]. Przeciwciata
anty-SAK pojawiaja sie w organizmie cztowieka ok. 14. dnia
od jej podania i utrzymuja sie przez 18 miesiecy, co obniza
efektywnosé trombolityczna r-SAK przy jej powtdrnym za-
stosowaniu. OdpowiedzZ organizmu na r-SAK zwigzana jest
réwniez z pamiecig immunologiczng po wczesniej przeby-
tych infekcjach gronkowcowych. Nalezy podkreslié, iz immu-
nogennos¢ r-SAK jest 10-krotnie nizsza w poréwnaniu ze
streptokinaza [11].

Unikalny mechanizm dzialania
stafylokinazy

Mechanizm aktywacji plazminogenu przez r-SAK jest
odmienny od mechanizmu dziatania rt-PA, ktéry bedac en-

zymem proteolitycznym, rozszczepia czasteczki plazmino-
genu do plazminy. Aktywacja plazminogenu przez r-SAK
przebiega posrednio. Rekombinowana stafylokinaza, kté-
ra nie jest enzymem proteolitycznym, tworzy z plazmino-
genem osoczowym nieaktywny kompleks r-SAK-plazmi-
nogen, z plazming zas aktywny kompleks r-SAK-plazmina.
Kompleks r-SAK-plazmina aktywuje plazminogen zaréw-
no zwigzany z r-SAK, jak tez wolny. Plazmina kompleksu
r-SAK-plazmina wiaze sie z wpleciong w zakrzep fibryna
za posrednictwem miejsc wigzacych lizyne. Poprzez te sa-
me miejsca alfa2-antyplazmina (a.2-AP) unieczynnia pla-
zmine. Oznacza to, iz fibryna ochrania plazmine komplek-
su r-SAK-plazmina przed jej degradacja, czynigc miejsca
wigzace lizyne niedostepnymi dla a.2-AP. Nalezy podkre-
sli¢, iz wolna r-SAK nie taczy sie bezposrednio z fibryna
i nie jest inaktywowana przez a.2-AP oraz PAl. Niezwigza-
ny z fibryng kompleks r-SAK-plazmina jest szybko degra-
dowany przez a.2-AP. Rekombinowana stafylokinaza uwol-
niona z kompleksu r-SAK-plazmina zachowuje swa
aktywnos¢ i moze powtérnie taczyé sie z plazmina. Tak
wiec obecnos¢ silnego aktywatora plazminogenu — kom-
pleksu r-SAK-plazmina, wytacznie w obecnosci fibryny,
i szybka inaktywacja przez a2-AP kompleksu krazacego
w osoczu sg podstawa unikalnego, wysoce swoistego
wzgledem fibryny dziatania r-SAK [8].

Badania kliniczne z zastosowaniem
rekombinowanej stafylokinazy

W 1993 r. miaty miejsce pierwsze préby wykorzystania
r-SAK (1 mg podany w 2-minutowym bolusie, a nastepnie
9 mg w 30-minutowym wlewie) u pacjentéw ze STEMI [9].
Collen i wsp. potwierdzili angiograficznie reperfuzje w 40 min
od rozpoczecia infuzji u 4 sposrdd 5 leczonych chorych. Oce-
na angiograficzna po 20-28 godz. wykazata reokluzje tylko
u jednego pacjenta. Obserwowano znamienny, progresyw-
ny wzrost stezenia D-dimeréw potwierdzajacy rozpad stabi-
lizowanej fibryny. Udroznieniu naczynia nie towarzyszyta sys-
temowa aktywacja uktadu fibrynolitycznego, o czym
Swiadczyty niezmienione stezenia fibrynogenu (90-95% war-
tosci wyjsciowej) i a2-AP Nie wystagpita reakcja alergiczna,
natomiast po 14-35 dniach pojawity sie przeciwciata anty-
-SAK. Dwa lata p6zniej w badaniu STAR poréwnano skutecz-
nos¢ r-SAK vs rt-PA w grupie 100 pacjentow ze STEML
W 90. min od rozpoczecia leczenia przeptyw TIMI 3 wykaza-
no u 50% chorych, ktérzy otrzymali r-SAK w dawce 10 mg
(1 mg 2-minutowy bolus plus 9 mg 30-minutowa infuzja),
u 74% po podaniu r-SAK w dawce 20 mg (2 mg 2-minutowy
bolus plus 18 mg 30-minutowa infuzja) i u 58% po podaniu
rt-PA w przyspieszonym schemacie dawkowania (15 mg bo-
lus plus 0,75 mg/kg 30-minutowa infuzja plus 0,5 mg/kg
60-minutowa infuzja). Po 24 godz. przeptyw TIMI 3 utrzymy-
wat sie odpowiednio u 80, 74 i 62% pacjentow. Stezenie fi-
brynogenu po r-SAK nie zmienito sie, natomiast w grupie
otrzymujacej rt-PA obnizyto sie do 68 + 42% wartosci poczat-
kowej. Wynik ten potwierdzit wyzsza swoistos¢ r-SAK wzgle-
dem fibryny [12]. Badanie STAR wykazato poréwnywalng sku-
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tecznos¢ trombolityczna obu lekéw. W badaniu CAPTORS
22000 r. (82 pacjentow ze STEMI) oceniono efekt tromboli-
tyczny r-SAK w zaleznosci od dawki podanej w bolusie sta-
nowigcym 20% catej dawki; pozostata czes¢ leku podano
w 30-minutowej infuzji [3]. Przeptyw TIMI 3 w 90. min od po-
dania r-SAK w dawkach 15, 30 i 45 mg obserwowano odpo-
wiednio u 62, 65 i 63% chorych. Zatem badanie to wykaza-
to podobna skutecznosé trombolityczng r-SAK w zakresie
dawek 15-45 mg. Nie obserwowano krwawieh §rédczasz-
kowych, ale u 4 pacjentéw obserwowano powazne krwa-
wienia pozaczaszkowe, a u 9 umiarkowane krwawienia po-
zaczaszkowe. Analiza powyzszych badan wskazuje, iz r-SAK
podana w 30-minutowej infuzji poprzedzonej poczagtkowym
bolusem w zakresie dawek 10-45 mg wykazuje wysoka sku-
tecznosé¢ trombolityczna (przeptyw TIMI 3 w zakresie
50-80%) u pacjentéw ze STEMI.

Réwnolegle prowadzono badania nad wyznaczeniem
optymalnej dawki r-SAK podanej tylko w bolusie. W badaniu
pilotazowym z 1996 r. chorzy ze STEMI otrzymali r-SAK
w dawce 20 mg w 5-minutowym bolusie. Przeptyw TIMI 3
w 60. min uzyskano u 58% pacjentéw [13]. Brak zadowala-
jacego wyniku stat sie powodem rozpoczecia kolejnego ba-
dania, w ktérym r-SAK podano w podwéjnym bolusie w daw-
ce 2 x 15 mg (15 mg 5-minutowy bolus, drugi podany po
30 min) i poréwnano z rt-PA podang wg przyspieszonego
schematu dawkowania. Przeptyw TIMI 3 w 90. min obserwo-
wano u 68% pacjentéw leczonych r-SAK i u 57% leczonych
rt-PA [10]. Po 24 godz. od rozpoczecia leczenia przeptyw TI-
MI 3 utrzymywat sie u wszystkich pacjentéw leczonych r-
-SAK'i u 79% leczonych rt-PA. Te dwa badania dowodza, iz
r-SAK podana w bolusie wykazuje wysoka skutecznosé¢ trom-
bolityczna.

Modyfikacja czasteczki rekombinowanej
stafylokinazy

Najwyzsza swoistos¢ wzgledem fibryny sposrdd stosowa-
nych obecnie trombolitykéw, opornos¢ na dziatanie PAI i wy-
soka skutecznosé trombolityczna u pacjentéw ze STEMI —to
gtowne powody, dla ktérych r-SAK postrzegana jest jako obie-
cujacy lek trombolityczny. Rozpoczete w pierwszej potowie
lat 90. badania nad modyfikacjami czasteczki r-SAK obejmu-
ja cztery gtéwne kierunki, majace na celu poprawe jej wtasci-
wosci farmakokinetycznych i farmakodynamicznych.

1. Redukcja immunogenno$ci rekombinowanej
stafylokinazy

Zidentyfikowanie immunogennych obszaréw w cza-
steczce r-SAK [14] i wprowadzenie mutacji punktowych
w tych obszarach pozwolito na uzyskanie czasteczek
0 zmniejszonej immunogennosci. Niestety, pierwsze po-
chodne r-SAK (SakSTAR.M38 i SakSTAR.M89), ktore w ba-
daniach in vitro wykazaty mniejsza immunogennos¢ w po-
rownaniu z r-SAK [15], charakteryzowaty sie stabsza
aktywnoscia trombolityczng w modelach eksperymental-
nej trombolizy u zwierzat [16]. Zamieniajac kolejne ami-
nokwasy w immunogennym regionie r-SAK, otrzymano
mutanty o zmniejszonej immunogennosci i aktywnosci
trombolitycznej poréwnywalnej z r-SAK [17]. W roku 1996
przeprowadzono pierwsze proby kliniczne tych czasteczek
w grupie pacjentéw z zakrzepica tetnic obwodowych. Po-
twierdzono zmniejszong immunogennos¢ pochodnych
r-SAK [SakSTAR.M38, SakSTAR.M89, SakSTAR(K74) i Sak-
STAR(K74ER)] przy jednoczesnie wysokiej skutecznosci
trombolitycznej (Tabela I11).

Tabela Ill. Rekombinowane pochodne stafylokinazy o zmniejszonej immunogennosci — badania chorych

z zakrzepica tetnic obwodowych

Rekombinowana
pochodna SAK

Modyfikacja
czasteczki r-SAK

Efekt

SakSTAR.M38 [16] mutacje punktowe

zmniejszenie immunogennosci vs r-SAK

catkowita rekanalizacja u 75% pacjentéw vs 86% r-SAK
brak powiktan krwotocznych

brak zmian stezenia fibrynogenu, plazminogenu, a.2-AP

SakSTAR.M89 [16] mutacje punktowe

zmniejszenie immunogennosci vs r-SAK

catkowita rekanalizacja u 100% pacjentéw vs 86% r-SAK
brak powiktan krwotocznych

brak zmian stezenia fibrynogenu, plazminogenu, a.2-AP

SakSTAR(K74) 18] mutacje punktowe

zmniejszenie immunogennosci vs r-SAK

catkowita rekanalizacja u 75% pacjentéw vs 100% r-SAK
brak powiktan krwotocznych

brak zmian stezenia fibrynogenu, plazminogenu, a.2-AP

SakSTAR(K74ER) [18] mutacje punktowe

zmniejszenie immunogennosci vs r-SAK

catkowita rekanalizacja u 100% pacjentéw vs 100% r-SAK
brak powiktan krwotocznych

brak zmian stezenia fibrynogenu, plazminogenu, a.2-AP

SY15, SY19, SY46, SY118,
SY141, SY45,
SY151, SY155 [19]

mutacje punktowe

r-SAK — rekombinowana stafylokinaza, a2-AP - alfa2-antyplazmina
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2. Wydtuzenie okresu poéttrwania
rekombinowanej stafylokinazy

Okres poéttrwania r-SAK jest krotki i u ludzi wynosi
3—6 min [9, 20]. Wydtuzenie okresu péttrwania r-SAK ma
kluczowe znaczenie z uwagi na mozliwosé modyfikacji dro-
gi jej podania (zmiana schematu dawkowania na szybki,
pojedynczy bolus). Proby wydtuzenia okresu pottrwania
polegaty na potaczeniu r-SAK z glikolem polietylenowym
(PEG). Pegylowana stafylokinaza (PEG-SAK) ma wieksza
mase czasteczkowa, zmniejszony klirens osoczowy i wy-
dtuzony okres péttrwania. W 2000 r. opisano wstepne wy-
niki leczenia PEG-SAK (SY161-P5) podanej w jednorazowym
bolusie (5 mg) pacjentom ze STEMI. Okres péttrwania te-
go biatka wynosit 13 + 1,5 min, a dodatkowa mutacja punk-
towa zmniejszyta immunogennosé. W 60. min od rozpo-
czecia leczenia przeptyw TIMI 3 obserwowano u 78%
pacjentéw [20]. Korzystne wnioski ptynace z tego badania
(mozliwos¢ podania w jednorazowym bolusie, wydtuzenie
okresu péttrwania, wysoki przeptyw TIMI 3 przy zreduko-
wanej dawce, brak powiktah hemodynamicznych i reakcji
alergicznej, brak zmian stezenia fibrynogenu, plazminoge-
nu i a2-AP) zachecity do dalszego stosowania PEG-SAK
w badaniach klinicznych. W badaniu CAPTORS Il ustalano
dawki PEG-SAK o skutecznosci trombolitycznej poréwny-
walnej z rt-PA podang w 90-minutowym przyspieszonym
schemacie dawkowania [4]. W celu zwiekszenia bezpie-
czenstwa stosowania PEG-SAK w badaniu tym po raz
pierwszy pochodna r-SAK zostata podana w przeliczeniu
na kg masy ciata (m.c.) w dawkach 0,01-0,15 mg/kg m.c.
w pojedynczym bolusie. Wykazano, iz PEG-SAK w dawce
0,05 mg/kg m.c. jest rdwnie skuteczna jak rt-PA (przeptyw
TIMI 3 — 41%). Poczatkowo badanie zostato wstrzymane,
gdyz u 3 z 27 pacjentéw otrzymujacych PEG-SAK wystapit
krwotok $rodczaszkowy (u 2 chorych po dawce 0,05 mg/kg
m.c., U jednego po dawce 0,15 mg/kg m.c.). Autorzy bada-
nia wiaza te krwawienia z podaniem heparyny i klopido-
grelu w zwigzku z wykonanym zabiegiem PTCA. Badanie
kontynuowano bez dwéch najwyzszych dawek PEG-SAK
(0,11 0,15 mg/kg m.c). Catosciowa analiza ryzyka krwawien
z badania CAPTORS Il wykazata, ze PEG-SAK w dawkach
0,01-0,15 mg/kg m.c. powodowata 1,3% krwawien srod-
czaszkowych i 3,2% powaznych krwawieh pozaczaszko-
wych, a u pacjentéw leczonych rt-PA zaobserwowano 0,8%
krwawieh Srédczaszkowych i 4,9% powaznych krwawien
pozaczaszkowych.

Planowane jest przeprowadzenie badania CAPTORS Il
w celu ustalenia bezpieczehstwa stosowania PEG-SAK
u pacjentow ze STEMI.

3. Zmniejszenie ryzyka krwawiefi

Podanie r-SAK i jej pegylowanych pochodnych, tak jak
w przypadku wszystkich trombolitykéw, wigze sie z ryzy-
kiem powiktan krwotocznych, ktérych podstawowa przy-
czyna sa stosowane wspomagajace leki przeciwptytkowe
i przeciwzakrzepowe. Préby ograniczenia krwawien, poza

doborem dawki trombolityku na kg m.c., sprowadzaja sie
do dalszego zwiekszenia swoistosci r-SAK i sity jej dziata-
nia trombolitycznego. To w konsekwencji powinno dopro-
wadzi¢ do zmniejszenia dawki. W tym celu wprowadza sie
do czgsteczki r-SAK domeny typu kringle (K1 lub K2) rt-PA
lub plazminogenu. Cecha tych domen jest zdolnos¢ bez-
posredniego taczenia sie z fibryng (zakrzepem). Badania
in vitro dowiodty, iz pochodne r-SAK wzbogacone w dome-
ny typu kringle charakteryzuja sie wiekszym niz r-SAK po-
winowactwem i sitg wigzania z fibryna (Tabela IV). Takze
w badaniach eksperymentalnych w modelach zwierzecych
te pochodne r-SAK dziataty silniej trombolitycznie niz
r-SAK (Tabela V).

4. Eliminacja efektu prokoagulacyjnego

Kolejny wazny cel modyfikacji czasteczki r-SAK to wy-
posazenie jej w cechy umozliwiajace zapobieganie reoklu-
zji naczyn. W tym celu konstruowane sa wielofunkcyjne
rekombinowane biatka (hybrydy), ktére powstaja w wyni-
ku potaczenia ze soba minimum 2 czasteczek lekéw lub
ich fragmentéw. W sktad takich hybryd wchodza: r-SAK,
bezposrednie inhibitory trombiny (dipetalina, hirudyna, hi-
rulog) i/lub zwiazki przeciwptytkowe (aneksyna XI — biat-
ko przeciwptytkowe wigzace fosfolipidy btonowe ptytek
krwi), tréjaminokwasowe sekwencje przeciwptytkowe RGD
(Arg-Gly-Asp) i DGR (Asp-Gly-Arg) antagonisci receptora
GP libllla (Tabela IV i V).

Jak wykazujg badania wtasne oraz innych autorow, ta-
kie hybrydy zmniejszaja ryzyko reokluzji naczyh w mode-
lach eksperymentalnej zakrzepicy oraz wykazuja aktyw-
nos¢ fibrynolityczna, antytrombinowa i przeciwptytkowa
in vitro i in vivo w eksperymentalnych modelach zwierze-
cych [24, 26, 30, 32] (Tabela IV i V).

Podsumowanie

1. Genetyczna i/lub chemiczna modyfikacja czasteczki
r-SAK pozwolita na uzyskanie pochodnych r-SAK o zre-
dukowanej immunogennosci i wydtuzonym czasie dzia-
tania. Skutecznosé trombolityczna tych pochodnych udo-
wodniono w badaniach klinicznych u pacjentéw z ostrym
zawatem serca i zakrzepica tetnic obwodowych.

2. Rekombinowana stafylokinaza jest wykorzystywana
do konstrukcji wielofunkcyjnych hybryd trombolitycz-
nych wzbogaconych o wtasciwosci przeciwptytkowe
i przeciwtrombinowe. Ich aktywnos¢ trombolityczno-
-przeciwzakrzepowg potwierdzono w warunkach in
vitro i in vivo w modelach zwierzecych.

3. Rekombinowane pochodne stafylokinazy majg wiekszos¢
cech idealnego leku trombolitycznego (mozliwos¢ poda-
nia w bolusie, wysoka swoistos¢ wzgledem fibryny, opor-
nos¢ na inhibitory aktywatoréw plazminogenu, niskie ry-
zyko reokluzji, brak wptywu na ciénienie tetnicze oraz brak
immunogennosci). Nadal najpowazniejszym ogranicze-
niem terapii trombolitycznej z wykorzystaniem r-SAK i jej
pegylowanych pochodnych jest ryzyko krwawien.
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Tabela IV. Rekombinowane pochodne stafylokinazy wzbogacone w domeny typu kringle (K), domeny
przeciwptytkowe i/lub przeciwzakrzepowe — badania in vitro

Rekombinowana Domeny wtaczone Efekt

pochodna SAK do r-SAK

PLATSAK * RGD » wydtuzenie APTT i TT vs r-SAK

[21] » fragment fibrynopeptydu A » zahamowanie aktywnosci amidolitycznej trombiny vs r-SAK

e hirudyna « aktywnos¢ fibrynolityczna vs r-SAK (NS)
« agregacja ptytek krwi vs r-SAK (NS)
H6-Sak-Dip-I+lI  dipetalina « APTT, PT, TT vs dipetalina (NS)
[22] » hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs dipetalina (NS)

» hamowanie relaksacji naczyn vs dipetalina (NS)
« aktywacja plazminogenu vs r-SAK (NS)
* czas lizy ludzkiego skrzepu vs r-SAK (NS)

DGR « DGR * zmniejszenie immunogennosci u Swinek morskich vs r-SAK
[23] * nieznacznie wyzsza aktywnosc fibrynolityczna vs r-SAK
* nasilone hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs r-SAK
« aktywacja plazminogenu vs r-SAK (NS)

RL1 « RGD * zmniejszenie immunogennosci u Swinek morskich vs r-SAK
[23] * nieznacznie nizsza aktywnosc fibrynolityczna vs r-SAK
* nasilone hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs r-SAK
« aktywacja plazminogenu vs r-SAK (NS)

SAK-RGD-K2-Hir e RGD * wieksze powinowactwo i sita wigzania z fibryng vs r-SAK
[24] e K2  zwiekszenie lizy ludzkiego skrzepu vs r-SAK
e hirudyna  wigzanie z plazming vs r-SAK (NS)

« aktywacja ludzkiego plazminogenu vs r-SAK (NS)
» hamowanie aktywnosci amidolitycznej trombiny vs hirudyna (NS)
» hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs RGD (NS)

SAK-ANXXI e aneksyna XI » aktywnos¢ trombolityczna osoczowych skrzepéw bogato-
[25] i ubogoptytkowych vs r-SAK (NS)
» wydtuzenie czasu krzepniecia vs r-SAK
RGD-SAK * mutacje punktowe? « aktywacja ludzkiego plazminogenu vs r-SAK (NS)
[26] » zwiekszone wigzanie z ludzkimi ptytkami krwi vs r-SAK

* wigzanie z fibryng vs r-SAK (NS)

* skrocenie czasu lizy bogatoptytkowego skrzepu fibrynowego
vs r-SAK

* nasilone hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs r-SAK

» hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs RGD (NS)

Pochodna SakSTAR e hirudyna » hamowanie aktywnosci amidolitycznej trombiny
[27] * mutacje punktowel 2  zmniejszenie immunogennosci
* nasilone hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs r-SAK

Pochodne SAK e mutacje punktowe?  zwiekszona aktywacja ludzkiego plazminogenu vs r-SAK
[28]  nasilone hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs r-SAK
Y1-Sak [29] » mutacje punktowel. 2  zwiekszona aktywacja ludzkiego plazminogenu vs r-SAK

* nasilone hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs r-SAK

SAK-RGD-K2-Hirul * RGD  wieksze powinowactwo i sita wigzania z fibryng vs r-SAK
[30] K2 * zwiekszenie lizy ludzkiego skrzepu vs r-SAK
e hirulog * wigzanie z plazming vs r-SAK (NS)

« aktywacja ludzkiego plazminogenu vs r-SAK (NS)
» hamowanie aktywnosci amidolitycznej trombiny vs hirudyna (NS)
» hamowanie agregacji ludzkich ptytek krwi vs RGD (NS)

r-SAK — rekombinowana stafylokinaza, K1 — pierwsza domena typu kringle ludzkiego plazminogenu, RGD (arginina-glicyna-kwas asparaginowy)
— trojaminokwasowa sekwencja przeciwptytkowa, DGR (odwrécona sekwencja RGD) — tréjaminokwasowa sekwencja przeciwptytkowa, K2 —druga domena
typu kringle tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA), hirudyna, hirulog — bezposrednie inhibitory trombiny, APTT — czas czesciowej tromboplastyny
po aktywacji, TT - czas trombinowy, PT — czas protrombinowy, NS — nieistotne statystycznie

1 redukcja immunogennosci

2 wprowadzenie domeny RGD
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Tabela V. Rekombinowane pochodne stafylokinazy — badania w modelach zwierzecych

Rekombinowana Domeny wtgczone Model Efekt
pochodna SAK do r-SAK
PLATSAK e RGD model zakrzepicy e wyzsza aktywnos¢ trombolityczna vs kontrola (ekstrakt £ coli)
[31] « fragment tetniczej i zylnej ¢ podwyzszone ryzyko krwawien
fibrynopeptydu A u pawiana « stezenie fibrynogenu vs kontrola (NS)
* hirudyna
SAK-RGD-K2-Hir, e RGD model zakrzepicy « nizsza aktywnos¢ trombolityczna SAK-RGD-K2-Hir vs r-SAK, rt-PA
SAK-K2-Hir, o K2 tetniczej u szczura e wyzsza aktywnos¢ trombolityczna SAK-RGD-K2 vs r-SAK, rt-PA
SAK-RGD-K2 * hirudyna model zakrzepicy * wyzsza aktywnos¢ trombolityczna SAK-RGD-K2-Hir, SAK-K2-Hir vs -SAK
[32] zylnej u szczura » podwyzszone ryzyko krwawier po podaniu w dawce 1,0 mg/kg
« stezenie fibrynogenu vs r-SAK (NS)

SFH e hirudyna indukowane  zwiekszenie aktywnosci trombolitycznej vs r-SAK
[33] karagenina * zmniejszenie ryzyka krwawien vs r-SAK + hirudyna

niedokrwienie

mysiego ogona

model zakrzepicy

zylnej u szczura
RGD-SAK e RGD model zakrzepicy * wyzsza skutecznos¢ trombolityczna w uptynnianiu zakrzepu w tetnicach
[26] tetniczej u Swinek wiencowych vs r-SAK

miniaturowych

brak reokluzji po 30 dniach od podania SAK-RGD, wspétczynnik reokluzji
po podaniu r-SAK ok. 67%

powikfania krwotoczne vs r-SAK (NS)

APTT, PT, TT, fibrynogen vs r-SAK (NS)

r-SAK — rekombinowana stafylokinaza, RGD (arginina-glicyna-kwas asparaginowy) — trojaminokwasowa sekwencja przeciwptytkowa, K2— druga domena
typu kringle t-PA umozliwiajgca bezposrednie potgczenie z fibrynq (zakrzepem), hirudyna — bezposredni inhibitor trombiny, APTT — czas cze$ciowej
tromboplastyny po aktywacji, PT — czas protrombinowy, TT — czas trombinowy, NS — nieistotne statystycznie
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