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Резюме

Исследована  антитромботическая  активность  пяти  синтезированных  PPARδ/β

агонистов:  (2-метил-4-[4-метил-2-(4-трифторметилфенил)-1,3-тиазол-5-илметилтио]-

фенокси)уксусной  кислоты,  её  двух  метаболитов  и  двух  триазольных  аналогов,  путем

измерения  агрегации  тромбоцитов  в  обогащенной  тромбоцитами  плазме.  Установлено,

что самой высокой антитромботической активностью обладает сульфоновое производное

метилтиазолсодержащей кислоты.

Ключевые слова: агонисты  PPAR, антитромботическая активность, (2-метил-4-[4-

метил-2-(4-трифторметилфенил)-1,3-тиазол-5-илметилтио]-фенокси)уксусная  кислота,

рецепторы пролиферации пероксисом, PPARδ/β.
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Abstract

The antithrombotic activity of five synthesized PPARδ/β agonists (2-methyl-4-[4-methyl-

2-(4-trifluoromethylphenyl)-1,3-thiazole-5-ilmethylthio]-phenoxy)acetic acid was investigated as

well  as  its  two metabolites  and two triazole  analogues  by measuring  platelet  aggregation  in

platelet-rich plasma. It was established that the sulfonic derivative of methylthiazole-containing

acid has the highest antithrombotic activity.

Key  words:  PPAR  agonists,  antithrombotic  activity,  (2-methyl-4-[4-methyl-2-(4-

trifluoromethylphenyl)-1,3-thiazole-5-ilmethylthio]-phenoxy)acetic  acid,  peroxisome

proliferator-activated receptors, PPARδ/β.
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Введение

У животных и человека определены три вида ядерных рецепторов, активируемых

пролифератором  пероксисом  (PPAR)  —  PPARα,  PPARδ/β  и  PPARγ [1].  PPAR

ответственны  за  липидный,  глюкозный  гомеостаз,  а  также  участвуют  в  ответе  на

провоспалительные стимулы. Нарушение функционирования PPAR приводит к развитию

ожирения, диабета 2 типа и различным хроническим воспалительным процессам. Выше

перечисленные  состояния  сопровождаются  гипертензией,  гипергликемией  и

дислипидемией [2].

В группе  агонистов  PPARα известно  тридцать  одно соединение.  Из них четыре

соединения входят в состав лекарственных препаратов, обладающих гиполипидемическим

действием: фенофибрат, безафибрат, гемфиброзил и клофибрат [3].

Группа  агонистов  PPARγ  самая  большая  и  к  ней  относится  пятьдесят  одно

соединение.  Из  них  семь  содержатся  в  лекарственных  препаратах:  росиглитазон,

индометацин,  троглитазон,  пиоглитазон,  месалазин,  ибупрофен  и  диклофенак,

обладающих гипогликемическим или противовоспалительным эффектами [3].

По  статистическим  данным  группа  агонистов  PPARδ/β  самая  малочисленная  и

недостаточно изученная.  В данную группу входят восемь соединений [3].  Только одно

соединение,  транс-ретиноевая кислота, входит в состав препаратов для лечения острого

промиелоцитарного лейкоза [4] и заболеваний кожи [5].

Синтетические  агонисты  PPARδ/β  открыты относительно  недавно  в  девяностых

годах двадцатого века. На начальном этапе в научно-исследовательских работах лиганды

имели низкое сродство к PPARδ/β. Проведенные исследования различных частей молекул

агонистов PPARδ/β на предмет зависимости активности от структуры: кислотного остатка,

ароматического кольца, линкера,  циклического «хвоста» привели к открытию мощного

агониста  PPARδ/β  -  (2-метил-4-[4-метил-2-(4-трифторметилфенил)-1,3-тиазол-5-

илметилтио]-фенокси)уксусной  кислоты  (I)  [6,7]  (рис.1).  Данное  соединение  было

успешно использовано при лечении больных страдающих ожирением, сахарным диабетом

2 типа и атеросклерозом [1]. Однако, из-за побочного канцерогенного эффекта соединение

(I) не допустили к выпуску в виде лекарственного препарата [8].

Агонисты  PPARδ/β  обладают  доказанным  положительным  действием  при

коррекции  дислипидемии,  нарушений  регенерации  тканей  и  ожирения.  В  связи  с

вышеизложенным,  перспективным  направлением  является  поиск,  синтез  и  изучение

биологической активности новых агонистов PPARδ/β.
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По  литературным  данным  биологическую  активность  агонистов  PPARδ/β

определяют несколькими способами:

- проводят исследование экспрессии генов самих ядерных PPAR рецепторов [9-14];

- используют  линии  лабораторных  животных  с  наследственной  индуцируемой

стрессом гипертензией [15];

- создают  модель  ожирения [16]  с  последующим  изучением  динамики

биохимических  показателей,  таких  как  глюкоза;  липопротеины  низкой,  высокой

плотности, триглицериды, общий холестерин;

- исследуют  метаболизм  14С  изотопно-меченных  жирных  кислот  в  культуре

клеток [17].

Все  перечисленные  модели  являются  сложными,  трудозатратными,  занимают

много времени (от 2 недель до 2-3 месяцев) и не пригодны для быстрого скрининга новых

соединений.  Мы  использовали  для  скрининга  агонистов  PPARδ/β  реакцию  агрегации

тромбоцитов, предложенную в работе [18].

В  связи  с  тем,  что  в  тромбоцитах  отсутствуют  ядра,  понятие  участия  ядерных

рецепторов  в  антитромботических  эффектах  ранее  не  рассматривалось.  Тем  не  менее,

PPARδ/β присутствуют  в  цитоплазме  тромбоцитов  и  могут  изменять  их  агрегацию,

проявляя  антитромботическую  активность.  Это  обусловлено  тем,  что  тромбоцит

формируется  из  клетки  предшественника  мегакариоцита,  состоящего  из  ядра  богатого

транскрипционными  факторами.  При  созревании  тромбоцита  три  изотипа  PPAR

присутствуют в цитоплазме безъядерной клетки. 

Общим  для  всех  путей  при  действии  на  тромбоциты  различных  индукторов

агрегации  является  повышение  уровня  свободного  цитоплазматического  кальция.  При

действии  слабыми  агонистами,  такими  как  аденозиндифосфат  (АДФ),  происходит

генерация тромбоксана А2 и снижение уровня циклического аденозинмонофосфата. АДФ

на тромбоцитарной мембране взаимодействует  с тремя пуринергическими рецепторами

(P2X1, P2Y1 и P2Y12). Первый из них, P2X1, ответственен за вход в клетку экзогенного

кальция. Рецепторы P2Y1 и P2Y12 сцеплены с  G-протеинами, которые передают сигнал

стимуляции внутрь клетки. Через P2Y1 происходит включение полифосфоинозитидного

пути,  а  через  P2Y12  активация  тромбоксанового  пути  и  ингибирование

аденилатциклазы [19].

Авторами [18] установлено, что при инкубации тромбоцитов с GW0742 и L-165041

(агонисты PPARδ/β) с конечной концентрацией 110-5 М в течение 5 минут и стимуляции
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АДФ,  содержание  ионов  кальция  в  клетке  значительно  не  изменяется.  Все  это

свидетельствует  о  снижении  агрегации  тромбоцитов.  Показано,  что  при  совместном

воздействии  простациклина,  GW0742  и  трепростинила  натрия  (донора  оксида  азота)

синергетически усиливается антиагрегационный эффект. При действии агониста PPARγ

росиглитазона  эффекта  усиления  не  выявлено.  Также  антиагрегационный  эффект

агонистов  PPARδ/β  был  выявлен  для  стимуляторов,  взаимодействующих  с  другими

рецепторами клетки, таких как коллаген, тромбин и лизофосфатидная кислота. В связи с

этим  авторы  предполагают,  что  комплексы  PPARδ/β  с  лигандом  проявляют

антитромботическую активность за счет способности активизировать или синергетически

усиливать гуанилатциклазу в клетке.

Целью данной работы являлось выявление активности метаболитов соединения (I)

и  их  триазольных  аналогов  в  сравнении  с  исходным  эталоном,  путем  исследования

антитромботической активности с использованием обогащенной тромбоцитами плазмы.

Получение образцов исследования

В рамках выполнения исследования  нами были синтезированы пять  соединений

(рис. 1  и 2).  Соединение  (I),  как  наиболее  изученный  PPARδ/β  агонист,  с  доказанной

биологической активностью [14-20], был использован в качестве образца сравнения.

Известные метаболиты соединения (I) сульфоксид (II) и сульфон (III) впервые были

получены в результате окисления м-хлорпербензойной кислотой (рис. 1).
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n = 0 (I); n = 1 (II); n = 2 (III). 

Рисунок 1. Метилтиазолсодержащие PPAR агонисты

Были  синтезированы  аналогичные  соединения,  в  которых  центральное

метилтиазольное кольцо заменено на триазольное,  а терминальный фрагмент содержит

трифторметилфенильную (IV) или трифторметоксифенильную (V) группу (рис. 2) [22]. 
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Рисунок 2. Триазолсодержащие PPAR агонисты

На основании аналогии структур с (I) все соединения (II-V) возможно отнести к

PPARδ/β  агонистам.  Данные  по  биологической  активности  соединений  (II-III)  в

литературе не описаны. 

Методика измерения антитромботической активности

Плазму  получали  из  цельной  крови  здоровых  доноров,  не  принимавших

лекарственных  препаратов,  которые  могли  бы  препятствовать  агрегации  тромбоцитов.

Забор  крови проводили непосредственно  перед  исследованием,  в  вакуумные  пробирки

объемом 4,5 мл, используя в качестве антикоагулянта цитрат натрия (3,8 %). Соотношение

антикоагулянт: кровь соответствовало 1:9. Все эксперименты проводили в течение 4 часов

после забора крови.  Все процедуры проводили в полистирольной посуде,  обладающей

тромборезистентными свойствами.  В течение всего периода исследования обогащенная

тромбоцитами и бестромбоцитарная плазма находилась при комнатной температуре.

Для приготовления  обогащенной  тромбоцитами  плазмы кровь,  после  получения

центрифугировали  в  течение  7 мин  при  1000 об/мин,  после  чего  верхний  слой

супернатанта  толщиной  2,0-2,5 см  переносили  в  другую  пробирку,  а  остаток

центрифугировали в течение 15 мин при 3000 об/мин для получения бестромбоцитарной

плазмы.

Агрегацию  тромбоцитов  изучали  с  использованием  агрегометра  «Биола»,

турбидиметрическим методом Борна [23], основанным на изменении пропускания света

через  исследуемую  плазму  при  ее  постоянном  перемешивании.  В  качестве  образца

сравнения  использовали  безтромбоцитарную  плазму.  Светопропускание  через

безтромбоцитарную плазму принимали за 100 %, а светопропускание через обогащенную

тромбоцитами  плазму  принимали  за  0 %.  В  качестве  индуктора  использовали  АДФ.

Полученные  агрегатограммы  представляют  собой  зависимость  степени  агрегации

тромбоцитов  от  времени,  прошедшего  после  добавления  АДФ.  Степень  агрегации

122



MEDLINE.RU ТОМ 19, ФИЗИОЛОГИЯ, 13 ФЕВРАЛЯ 2018

определялась как максимальное приращение светопропускания и измерялась в процентах.

Изменение  светопропускания  у здоровых доноров после добавления АДФ стремится  к

показателям  безтромбоцитарной  плазмы  (100 %).  При  этом  происходит  формирование

агрегатов  тромбоцитов,  повышается  прозрачность  плазмы  и  увеличивается  поток

проходящего  через  кювету  света.  Препараты,  обладающие  антитромботической

активностью,  снижают  агрегацию  тромбоцитов  и  значение  светопропускания.  После

добавления АДФ, значения измеряемых показателей стремятся к значениям обогащенной

тромбоцитами плазмы (0 %).

Все  исследуемые  соединения  растворяли  в  водном  растворе  ДМСО  (0,2 %)  с

добавкой метанола и TRIS-буфера (pH = 8,8) в следующих соотношениях 94,5:5:0,5 (далее

по тексту водный раствор ДМСО 0,2 %).  Готовили растворы каждого из соединений в

концентрациях:  2,210-2М,  2,210-3М,  2,210-4М.  В  ходе  исследования

антитромботической активности в плазму вносили 15 мкл раствора и получали конечные

концентрации исследуемых соединений: 110-3М, 110-4М, 110-5М.

Путем  смешивания  и  разбавления  физиологическим  раствором  навески  АДФ

массой 5,0 мг (торговой марки НПФ «Биола»), готовили растворы АДФ с концентрациями

110-5М,  210-5М,  110-4.  При  исследовании  в  плазму  вносили  по  15 мкл  каждого  из

растворов АДФ, что соответствовало концентрациям 110-7М, 110-6М, 510-6М.

Для приготовления опытной пробы в кювету вносили 0,3 мл обогащенной плазмы,

приливали 15 мкл исследуемого образца (для каждой серии с конечной концентрацией

110-3М,  110-4М,  110-5М)  в  водном  растворе  ДМСО  (0,2 %)  и  термостатировали  в

течение 5 мин при 37 ºС. Кювету устанавливали в агрегометр, затем вносили 15 мкл АДФ

(для каждой серии с конечной концентрацией АДФ 110-7М, 110-6М, 510-6М) и снимали

агрегатограмму при температуре 37 °С со скоростью 800 об/мин в течение 5 мин. 

Контрольную  пробу  готовили  следующим  образом.  В  кювету  вносили  0,3 мл

обогащенной  плазмы,  добавляли  15 мкл  водного  раствора  ДМСО  (0,2 %)  и

термостатировали  в  течение  5 мин  при  37 °С.  Кювету  устанавливали  в  агрегометр,

вносили  15 мкл  АДФ  (для  каждой  серии  с  конечной  концентрацией  АДФ  110-7М,

110-6М, 510-6М) и снимали агрегатограмму в течение 5 мин при аналогичных условиях.

Результаты исследования

Значения  максимального  светопропускания  плазмы  в  образцах  при  различных

концентрациях  исследуемых  соединений  (I-V)  и  АДФ  представлены  в  таблицах 1-3.
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Каждую точку измеряли не менее чем в 3 повторах. Статистическую обработку проводили

при  помощи  статистического  модуля  программы  Exel.  Достоверность  полученных

различий оценивали критерием Стьюдента при P=0.95 (α=0.05).

Таблица 1 – Максимальные  значения  светопропускания  обогащенной
тромбоцитами  плазмы  после  инкубации  исследуемых  образцов  (концентрация
соединений в плазме 110-5 М).

Концентрация
АДФ, М

Максимальные значения светопропускания плазмы, %.
Контроль Соед. (I) Соед. (II) Соед. (III) Соед. (IV) Соед. (V)

1х10-7 12,2±1,6 15,8±2,5 12,8±1,9 13,5±2,0 11,1±1,6 15,7±2,5
1х10-6 72,0±9,2 58,0±8,1 68,8±7,3 43,3±6,4 58,1±7,6 65,4±8,6
5х10-6 75,7±6,8 70,6±9,0 67,3±6,2 61,0±7,3 57,3±6,0 66,3±8,3

Таблица 2 – Максимальные  значения  светопропускания  обогащенной  тромбоцитами
плазмы  после  инкубации  исследуемых  образцов  (концентрация  соединений  в  плазме
110-4 М).

Концентрация
АДФ, М

Максимальные значения светопропускания плазмы, %.
Контроль Соед. (I) Соед. (II) Соед. (III) Соед.(IV) Соед. (V)

1х10-7 12,2±1,6 10,6±1,7 12,0±1,8 10,8±1,5 14,0±2,1 11,3±1,7
1х10-6 72,0±9,2 47,4±6,9 61,5±6,4 27,6±3,5 40,6±5,1 48,6±7,2
5х10-6 75,7±6,8 70,5±7,2 68,3±6,5 49,1±5,3 56,7±5,4 68,1±8,4

Таблица 3 – Максимальные  значения  светопропускания  обогащенной  тромбоцитами
плазмы  после  инкубации  исследуемых  образцов  (концентрация  соединений  в  плазме
110-3 М).

Концентрация
АДФ, М

Максимальные значения светопропускания плазмы, %.
Контроль Соед. (I) Соед. (II) Соед. (III) Соед. (IV) Соед. (V)

1х10-7 12,2±1,6 10,7±1,5 11,8±1,8 12,7±1,9 13,7±2,0 13,1±2,1
1х10-6 72,0±9,2 18,8±2,3 36,9±4,8 14,2±1,9 29,7±3,8 24,4±3,3
5х10-6 75,7±6,8 52,6±5,7 58,7±5,4 46,4±5,0 56,1±6,3 60,7±7,7

Обсуждение исследования

Анализ  данных,  представленных  в  таблицах 1-3  показывает,  что  использование

инициатора  реакции  АДФ  в  количестве  110-7 М  недостаточно,  чтобы  инициировать

процесс  агрегации  тромбоцитов.  Наиболее  сильно  антитромбическая  активность

выражена  при  использовании  инициатора  реакции  АДФ  в  количестве  110-6 М.  При

использовании  АДФ в  количестве  510-6 М активность  соединений  выражена  слабо,  в

связи с большой концентрацией инициатора реакции.

Оценка значений светопропускания, приведенных в таблице 1 показывает, что при

использовании  инициатора  реакции  АДФ  в  количестве  110-6 М  антитромботическую
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активность проявило соединение (III).  Антитромботическая активность соединения (III)

выше на 40 % относительно контрольного измерения и на 25 % образца сравнения (I). В

образцах (I), (II), (IV) и (V) антитромботическая активность, относительно контроля, не

проявляется. 

При  анализе  данных  таблицы 2  выявлено,  что  при  использовании  инициатора

реакции  АДФ  в  количестве  110-6 М  антитромботическую  активность,  относительно

контроля, проявили соединения (I), (III), (IV) и (V). Образец (III) превышает контроль на

62 %,  образец  (I)  на  34 %,  образец (IV)  на  44 %  и  образец (V)  на  33 %.

Антитромботическая активность образца (III), относительно образца сравнения (I), выше

на  42 %.  Образец  (II)  антитромботическую  активность,  относительно  контроля,  не

проявляет.

Анализ и оценка данных, приведенных в таблице 3, позволили выявить, что при

использовании  инициатора  реакции  АДФ  в  количестве  110-6 М  антитромботическую

активность проявили все соединения. Образец (I) превышает контроль на 74 %, образец

(II)  на  49 %,  образец  (III)  на  80 %,  образец  (IV)  на  59 % и  образец  (V)  на  66 %.  При

сопоставлении результатов с образцом сравнения установлено,  что антитромботическая

активность  соединения  (III)  выше  на  24 %.  Антитромботическая  активность  других

соединений ниже активности образца сравнения: (II) на 96 %, (IV) на 58 % и (V) на 30 %. 

По  значениям,  приведенным  в  таблицах 1-3,  построена  зависимость

антитромботической  активности  от  концентрации  соединений  I-V в  обогащенной

тромбоцитами  плазме  при  использовании  инициатора  реакции  АДФ  в  количестве

110-6 М. 
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Рисунок 3. Антитромботическая активность соединений I-V в концентрации
110-3М, 110-4М, 110-5М в обогащенной тромбоцитами плазме с содержанием АДФ

110-6 М.

Зависимость  показывает,  что  соединение  III,  обладает  более  активной

антитромботической  активностью  во  всех  измеренных  концентрациях  относительно

образца сравнения. Слабую активность проявляет соединение II. 

На  основании  данных  таблицы 3  построена  гистограмма  антитромботической

активности  при  использовании  инициатора  реакции  АДФ  в  количестве  110-6 М  и

концентрации исследуемых образцов 110-3 М, представленная на рисунке 4.

Рисунок 4. Антитромботическая активность образцов (концентрация образца в
плазме 110-3 М, содержание АДФ 110-6 М).

Как  следует  из  гистограммы, все  исследуемые  образцы  обладают

антитромботической  активностью в  сравнении  с  контрольными  измерениями при

концентрации 110-3 М образца в плазме и содержании АДФ 110-6 М.

Показано,  что  все  исследуемые  соединения  обладают  антитромботической

активностью.  Наиболее  активным  является  [2-метил-4-[[[4-метил-2-[4-

(трифторметил)фенил]-тиазол-5-ил]метил]сульфонил]фенокси] уксусная  кислота  (III),

наименее  активным  [2-метил-4-[[[4-метил-2-[4-(трифторметил)фенил]-тиазол-5-

ил]метил]сульфинил] фенокси]уксусная кислота (II). 
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Заключение

В  результате  эксперимента  подтверждено,  что  PPARδ/β агонисты  способны

изменять агрегационную активность тромбоцитов. Достоинством данного метода является

простота,  экономичность  и  короткое  время  исследования,  что  обеспечивает  быструю

оценку активности синтезируемых PPARδ/β агонистов.

По  результатам  исследования  установлено,  что  при  полном  окислении  серы  до

сульфона (III) повышается антитромбическая активность соединения. Антитромбическая

активность  снижается  при  замене  метилтиазольного  кольца  (I)  на  триазольное  (IV).

Соединения  содержащие  в  качестве  промежуточного  фрагмента  триазольное  кольцо,

независимо от замены терминальной трифторметильной группы (IV) на трифторметокси-

группу  (V),  проявляют  практически  одинаковую  антитромботическую  активность,

уступая эталонному соединению (I).
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