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Тромбин - уникальный фермент системы гемостаза. Он регулирует три подсистемы – свертывание крови, противосвертывание и фибринолиз.
Аптамеры - олигонуклеотиды, способные за счет третичной структуры специфически связываться с заданным лигандом.

ДНК-аптамер к тромбину RE31 обладает узко направленным  действием  на многофункциональный фермент и  является прямым ингибитором тромбина [1].  При введении аптамера в кровоток возникает проблема его стабильности и длительности действия [2].

Пролонгировать время жизни ДНК-аптамера в кровотоке можно путем включения его в наночастицы с различными полимерами, в частности, с белками.

Цель данной работы - получение полиэлектролитных комплексов (ПЭК) аптамера RE31 с протамином и изучение их ингибирующего действия in vivo. 
 Получены комплексы аптамеров с протамином с различным соотношением аптамер/протамин по заряду.    
 Распределение  частиц ПЭК по размеру охарактеризовали с помощью метода динамического светорассеяния. Диаметры полученных частиц лежат в пределах 50-200 нм для разных соотношений аптамер/протамин. 

Были проведены  опыты  по тестированию ингибирующей активности ПЭК на животных. Критериями действия аптамера были выбраны показатели гемостаза:  протромбиновое время и активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ) свертывания крови.   При измерении протромбинового времени свертывание активируется по внешнему (последовательная активация факторов VII, X, V и протромбина), а при измерении АЧТВ по внутреннему пути (последовательная активация факторов XII/прекалликреина, XI, IX, VIII, X и протромбина). В течение 6 часов протромбиновое время, АЧТВ резко увеличивались в 4,9-2,7 раза, соответственно,  к 12 часам временные показатели снижались приблизительно на 20-30%, но  не возвращались к контрольным цифрам, хотя  влияние ДНК-аптамера без протамина на показатели свертывания наблюдалось в течение первых десяти минут, затем  резко падало в течение одного часа. 

Применение ПЭК систем позволяет увеличить эффективность действия аптамерных        ингибиторов in vivo, удлиняя время их жизни в организме и антитромботический эффект  в кровотоке.

Работа поддержана грантом РФФИ No 11-04-01530.
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