APAC - ett nytt multifunktionellt
antitrombotiskt agens med
inriktning pa karlskada

ANNUKKA JOUPPILA OCH RIITTA LASSILA

APAC (AntiPlatelet AntiCoagulant) ar ett nytt halvsyntetiskt heparin-biokonjugat med bade
antitrombocyt- och antikoagulansverkan, som ar modellerat efter naturligt forekommande
heparin-proteoglykaner fran mastceller. APAC-komplexet i sig ar ett antikoagulans eftersom
det hammar trombin och koagulationsaktiveringen. Nar APAC binds till en barare uppvisar det
pa samma gang ocksa antitrombocytaktivitet genom att begransa trombocytaggregation som
orsakas av kollagen, ristocetin och trombin. Dessutom férsvagar APAC med brett spektrum
koagulationsframjande aktiviteter vid trombos bade in vitro och in vivo. APAC uppratthaller
adenosindifosfatinducerad trombocytaggregation, vilket ger en hemostatisk fordel. APAC
ansamlar receptorer pa trombocyternas yta och faster dem vid den tyrosinkinashammande
trombocytreceptorn G6b-B, en mekanism som reglerar kollagenformedlad trombocytaktivering.
Dessutom samverkar APAC kraftigt med von Willebrandfaktorn och med skjuvkrafstinducerad
tillvaxt av tromber, vilket ar viktigt i sma karl och artarer. Nar APAC appliceras antingen lokalt
inne i en artar eller intravendst i cirkulationen soker det sig till stallen med farsk karlskada och
ger lokal antitrombotisk effekt i gnagar-, svin- och primatmodeller. Dessa egenskaper minskar
trombbildningen pa interventionsstallena, vilket tillater 1ag dosering. En hojdpunkt ar att APAC
tillbakabildar skada efter ischemi och reperfusion i en akut njurskademodell och uppratthaller
njurfunktionen. Det toxikologiska programmet har genomforts och de forsta kliniska provning-
arna kommer snart att inledas. APAC kan komma att erbjuda ett anvandbart terapeutiskt verktyg,
ensamt eller i kombination med andra antitrombotiska agens, for att forbattra behandlingsef-
fekten och sakerheten vid olika karlsjukdomar och vid kirurgi.

Inledning

Trombocyterna transporterar de ldakande ele-
menten till ett stdlle med kérlskada, borjande
med ett lager av trombocyter som féster vid
varandra och aggregerar, vilket sdkerstil-
ler den priméra hemostasen och den lokala
koagulationsaktiviteten sé& att fibrin bildas
och sérldkningen kommer igdng. Snabb och
okontrollerad tillvixt av trombocyttromber

SKRIBENTERNA

Annukka Jouppila' och Riitta Lassila?™*

'HUS Enheten for klinisk forskning, 2Forskningspro-
grammet for systemonkologi Oncosys, Medicinska
fakulteten, Helsingfors universitet, *Enheten for
koagulationsstorningar, linjen for hematologi, HUS
Cancercentrum och “Aplagon Oy, Helsingfors

leder dock till tilltdppta kérl, ischemi och
slutligen till nekros av vitala organ. Bade det
fysiologiska hemostatiska svaret pa skada
och den patologiska tillvixten av artdartrom-
ber dr beroende av von Willebrandfaktorn
(VWEF), trombocytaktivering och ddrmed
sammanhéngande signalering av vissa trom-
bocytagonister, sdsom kollagen och andra
extravaskuldra matrixproteiner och strukturer,
och av molekyler formedlade av blodceller.
Etablerade antitrombotiska behandlingar
omfattar systemiska antitrombocytagens och
antikoagulantia fér behandling och forebyg-
gande av arteriell eller vends tromboembo-
lism, respektivt (2). Acetylsalicylsyra i lag
dos inhiberar cyklooxygenas 1 (COX-1) och
minskar syntesen av trombocytaktivatorn
tromboxan A2, frimst i trombocyter och réda
blodkroppar. Oralt klopidogrel, prasugrel,
tikagrelor eller intravendst kangrelor verkar
som antagonister mot adenosindifosfat (ADP),
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vilket pdverkar purinerga P,Y ,-receptorer.
Abciximab, eptifibatid och tirofiban inhiberar
glykoproteinet (GP) IIb/I1la i trombocyterna,
men de anvdnds nu i mindre utstrackning
for behandling av akut artdrtrombos i ADP-
signalvdgshdammarnas och de kombinerade
antikoagulantias tidevarv.

Vid sidan av antitrombocytbehandling
omfattar den antitrombotiska behandlingen
traditionella parenterala antikoagulantia,
sasom ultrafraktionerat heparin (UFH) eller
lagmolekyldra hepariner (LMWH) (exempel-
vis dalteparin, enoxaparin och tinzaparin)
samt fondaparinux, som mest inverkar pa FXa.
UFH:s effekt grundar sig pa att forstarka akti-
viteten av antitrombin som i lika hog grad inhi-
berar faktor Xa (FXA) och Ila (FIIa, trombin),
bland andra koagulationsfaktorer (2). Malet
for de orala vitamin K-antagonisternas (VKA)
verkan &r syntesen av FII, FVII, FIX och FX.
De nyare maldrivna direkta orala antikoagu-
lantia (DOAC), trombinhdmmaren dabigatran
samt FXa-hdmmarna rivaroxaban, apixaban,
edoxaban och betrixaban, haller pa att ersétta
VKA vid behandling av formaksflimmer och
venos tromboembolism (3). Deras gynnsamma
effekt vid prevention och behandling av trom-
bos dr vél etablerad. Kombinerad systemisk
anvandning av antitrombocytldkemedel och
antikoagulantia 6kar dock blédningsrisken,
upp till 60-80 procent vid dubbelbehandling
och 130 procent vid trippelbehandling (4).
Sakerhetsfaktorer blir allt viktigare med en
aldrande patientpopulation med samsjuklighet
sdsom njursvikt, kardiovaskuldra och inflam-
matoriska sjukdomar, behov av akut kirurgi,
och cancer, vilka alla 6kar risken for blod-
ningskomplikationer. I det optimala fallet &r
malet for den antitrombotiska aktiviteten en-
bart det skadade stillet i ett blodkérl, ddar den
dr forenlig med fysiologisk hemostas. Detta
géller om den lokala vaskulédra regleringen av
koagulationen inte &r stord eller saknas, vilket
kan forekomma vid kraftig inflammation och/
eller cancer. En lokal antitrombotisk strategi
skulle dérfor vara till fordel for att minska
risken for systemiska blodningar. En sadan
strategi skulle ocksad vara forenlig med den
lokala hemostasprocessens fysiologi.

Kérlvdvnadens adventitialager innehéaller
mastceller som utsondrar heparinproteo-
glykaner (Hep-PG) (5). Hep-PG har visats
ta del lokalt i reparationen av blodkarl, och
kontrollera koagulationen (6-8) p&d samma
stdlle ddr uttrycket av vdvnadsfaktor (TF) i
lokala glattmuskelceller &r hogt. Antigen i
16slig form eller fist pa en yta hammar Hep-

PG avlagringen av trombocyter pa kollagen
under blodflodesforhéallanden, och minskar
den trombotiska processen vid artdranasto-
moser (7, 8). Hep-PG minskar ocksé& pro-
liferationen av vaskuldra glattmuskelceller
(9). De kliniskt anvidnda heparinerna (UFH
eller LMWH) isoleras i sjdlva verket fran PG-
proteinstommen i tarmslemhinna fran svin
och notkreatur. Nér heparinet binds till ett
bérarprotein omvandlas APAC-konjugaten
(antitrombocyt och antikoagulans) till dubbla
antitrombocyt- och antikoagulansagens, med
egenskaper som skiljer sig fran 16sligt heparin.
Vi har anvént oss av tidigare kunskap om
Hep-PG for att utveckla en semisyntetisk
mimet, APAC (Aplagon Oy, Helsingfors). Den
har pa ett unikt sédtt bade antitrombocyt- och
antikoagulansegenskaper, den mélsoker stél-
len med kérlskada och den hammar patagligt
trombos i flera djurmodeller av trombos och
annat (11-14). Forutom intravenos anvand-
ning kan APAC ockséd administreras lokalt i
lag dos i samband med vaskuldra ingrepp, vil-
ket minskar blodningsrisken jamfort med de
systemiska antitrombotiska behandlingar som
ar i omfattande kliniskt bruk. De antitrom-
botiska egenskaper hos APAC som hittills
kommit fram beskrivs i det foljande.

Anvanda material och metoder

Vi refererar nu kort négra grundldggande
studier angédende APAC:s verkningsmekanism
(11-15).

In vitro

Studier gallande trombocyter och
koagulation

Effekten av tillsatt APAC beddémdes vid
trombocytaggregation inducerad av kollagen,
ristocetin och ADP i trombocytrik plasma
(PRP), och dessutom i PRP behandlad med
apixabancitrat enligt Borns metod samt i
citrat- eller hirudinblod med Multiplate®-
analys (DiaPharma, West Chester, OH, USA)
(11,15). Mobilisering av kalcium i trombocy-
ter studerades i PRP med tillsats av apixaban
(13). APAC:s antikoagulansstyrka méattes med
partiell aktiverad tromboplastintid (APTT),
trombintid (TT) och med anti-FIIa och anti-
FXa-aktiviteter i citratplasma. Trombingene-
rering mattes med kalibrerat automatiserat
trombogram (CAT®, Diagnostica Stago,
Asnieres sur Seine, Frankrike) bade i plasma
(5 pM TF, 4 uM fosfolipider) och i PRP (5 pM
TF) (11). Den 6vergripande antikoagulationen
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mittes i blod med rotationstromboelastometri
(ROTEM®, TEM Innovations, Miinchen,
Tyskland). Den antitrombotiska effekten av
APAC iblod (som antikoagulerats med trom-
binhdmmaren DPhe-Pro-Arg-klorometylke-
ton, FXII-hdmmaren corn trypsin inhibitor
eller med enbart APAC) bedémdes i en kam-
mare belagd med kollagen/TF under vendsa
(200 s?) eller arteriella (1000 s) flodesforhal-
landen (13). Effekten av APAC pa den trom-
bocyt- och megakaryocytspecifika receptorn
G6B-b undersoktes i tvdattade humana trom-
bocyter med trombocytsignaleringsanalys
av fosforylering via tyrosinfosfataser (15).
Mustrombocyter, dels av vildtyp, dels med
G6b-Bbrist, studerades i flodescytometristu-
dier i blod med APAC genom aktivering och
degranulering av integrin-allbp3 i trombo-
cyter, som formedlas av receptorn CLEC-2
(C-type lectinlike receptor 2) i trombocyter.

In vivo

APAC:s antitrombotiska effekter

Den antitrombotiska effekten av lokalt APAC
in vivo studerades med tva modeller av akut
trombos hos babianer. I den modifierade Folts-
modellen observerades effekten av APAC
pa artarfortrangning pé ett krosskadat och
fortrangt stélle i arteria femoralis. I den andra
modellen studerades aggregationen av trom-
bocyter (Mlindium) och bildningen av fibrin
(**jod-fibrinogen) under blodskjuvkraften
265 s! pa ett extrakorporealt kollagenbelagt
preparat som forbehandlats med APAC (11).
Dessutom studerades intravendst (iv) APAC
vid fotokemiskt (rose bengal-farg) inducerad
laserskada pa arteria carotis hos moss, dar
ocklusion av kirlet upptédcktes genom fléde
(Bonetti et al., inldmnad). 1 en annan mus-
modell av kollageninducerad trombos fordes
en inverterad a. epigastrica i a. carotis for att
astadkomma en mycket trombogen yta. Aggre-
gation av rodamin-G-mérkta trombocyter och
fluoroforkopplat APAC upptécktes. Antikoa-
gulationseffekten av APAC in vivo studerades
med svansblédningstid hos rattor (11).

APAC:s vaskulart malsokande effekter

APAC:s vaskuldra malsokning studerades
med flera modeller av artidrskada. Hos réat-
tor applicerades **Cu-markt APAC lokalt pa
adventitia- eller intimasidan av en anastomos
pa a. femoralis i bakbenet, och den lokala
ansamlingen foljdes upp med positronemis-
sionstomografi (PET) (11,12). Hos svin ut-

fordes analys med immunfluorescens och
immunhistokemi ex vivo pa kirurgiskt anlagd
arteriovends fistel (AVF) mellan a. och v.
femoralis och pa a. iliaca och a. carotis som
avskalats med ballongkateter (14). Biotinylera
APAC applicerades lokalt pa skadestéllet i tva
minuter, och sedan aterstalldes blodcirkula-
tionen i 30 minuter. Det aktuella kdrlomradet
resekterades och postfixerades for histologisk
bedomning.

APAC:s njurskyddande effekter
vid ischemi-reperfusionsskada

APAC:s njurskyddande effekter vid ischemi-
reperfusionsskada (IRI) studerades pa rattor
(12). APAC gavs iv tio minuter innan varm
ischemi borjade. Bada njurartdrerna klamdes
ihop i 30 eller 60 minuter. Efter att klam-
marna tagits bort inspekterades njurarna
med avseende pa aterupprittat blodflode och
tecken péa inre blédningar, och buken sléts.
Blodprov togs for bedomning av markorer for
njurskada. Rattorna foljdes upp i 72 timmar
och avlivades sedan och njurarna togs till vara
for histologisk undersdkning.

Sammanstallning
av publicerade resultat

Effekterna av APAC in vitro

APAC (10 individuella satser) hammade kon-
centrationsberoende (1-100 pg/ml) kollagen-
inducerad trombocytaggregation i citrerad PRP
i relation till fosfatbuffrat koksaltlosning som
vehikel (11, 13, 15), medan UFH inte gjorde
det (11, 15). Inhiberingen av den samman-
lagda aggregationen var donatorberoende (se
figur 1, APAC:s effekt pa maximal aggregation
utlost av 0,5 pg/ml kollagen. ADP-inducerad
PRP-aggregation paverkades varken av APAC
eller av UFH (data visas inte). Vidare sags att
APAC (100-200 pg/ml) minskade kollagenut-
16st (2mg/ml) trombocytaggregation i PRP,
nér endogen trombingenerering blockerades
med apixaban for att kontrollera blodpropps-
bildningen under undersokningen. I helblod
minskade APAC (150 pg/ml; n =9) kollagen-
(3,2 pg/ml) och ristocetininducerad (0,77 mg/
ml) trombocytaggregation 1,8 respektive 2,8
ganger (11). ADP-inducerad (6.4 pM) aggrega-
tion hammades varken av APAC eller av UFH.

APAC i lag dos (10 individuella satser) for-
lingde APTT och TT koncentrationsberoende
(0,5-4 pg/ml) atminstone 1,4 ganger Gver basni-
vaerna (27-30 s). Vid samma koncentration ar
anti-FIla- och FXa-aktiviteten for APAC storre
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Figur 1. Exempel pad APAC:s antitrombocyt- och
antikoagulationseffekter in vitro. Koncentrationsbe-
roende minskning av kollageninducerad (0,5 pg/ml)
trombocytaggregation med APAC i citrerad PRP fran
en donator som exempel (A), och som genomsnitts-
hamning (+ SD) av prover fran 9 donatorer (B). APAC:s
anti-lla-aktivitet i OD/min (blatt) och UFH (gront) i
citrerad plasma visas i C.

dn for UFH (figur 1 C). APAC (5 individuella
satser) och UFH hammade koncentrationsbe-
roende (0,5-1 pg/ml) trombingenerering i bade
plasma och PRP (11). Redan vid 1 pg/ml ham-
made dock APAC (n=12) trombinbildningen i
plasma minst 30 procent kraftigare &n UFH.
I PRP upphdvde APAC trombinet redan vid
1 pg/ml, medan trombinbildning fortfarande
uppticktes i ndrvaro av UFH. Vid helblod-
skoagulation med ROTEM forldngde APAC
(3-10 pg/ ml) extern (EXTEM) och intern
(INTEM) koagulationstid &tminstone trefalt

over basnivan, medan UFH gav en forldngning
till det dubbla. Trombens fasthetstid minskades
vid bada tillstanden av APAC, vilket tyder pa
att APAC har effekt pd trombocyternas bidrag
till trombbildningen. Heparinas (HEPTEM)
utplanade antikoagulationseffekten.

I PRP hammade APAC-varianter (12,5 pg/
ml; n=3) trombin- och kollagenberoende
mobilisering av kalcium i trombocyterna, utan
att paverka nagon av de andra testade agonis-
terna (13). APAC hammade den koncentra-
tionsberoende trombocytadhesionen fran hel-
blod till kollagen/TF-ytor under férhallanden
motsvarande skjuvhastigheten i arteriellt blod.
Dessutom hammades fibrinbildningen ocksa
under venosa skjuvhastighetsférhéllanden.
Sérskilt ndr APAC (10 pg/ml) var den enda
antikoagulansen inhiberades avlagringen av
béade trombocyter och fibrin till storsta delen
under arteriella skjuvhastighetsforhallanden.

APAC inducerade kraftig fosforylering av
tyrosinfosfataserna Shp1 (pTyr562) och Shp2
(p-Tyr580 och p-Tyr542) i humana trombo-
cyter relaterade till G6b-B vid tiofalt lagre
koncentration &n UFH (15). Mekanismen for
hur aktiveringen hdammades var anhopning
av trombocyternas ytreceptorer. APAC (10
pg/ml), men inte UFH, hdmmar signifikant
degranulering av trombocyter av vildtyp som
svar pd& CLEC-2, men inte degranulering av
mustrombocyter med avsaknad av G6bB.

APAC:s antitrombotiska effekter in vivo

I en modell for arteriell trombos hos babianer
hammade lokalt applicerad APAC (2 mg),
men inte UFH, ocklusion hos 7 av 9 djur med
upp till 90-procentig stenos pé stdllen med
kédrlskada (11). Vid en annan trombosmodell
i babianer minskade APAC-behandling (n
= 4) trombocytavlagringen pa ett kollagen-
transplantat med 34 + 13 procent (medeltal
+ SD) jamfort med UFH (p = 0,01), medan
tillvaxten av tromben 10 cm distalt minskades
med 63 + 11 procent jamfért med UFH. Pa
APAC-behandlade ytor ansamlades ocksé 45
procent mindre fibrin &n pA UFH-behandlade
ytor, viket 6verensstimmer med APAC:s dub-
belverkan (p = 0,008).

I en musmodell av trombos inducerad av
endotelspecifik fotokemisk skada i a. carotis
communis forlingde iv APAC (0,3 mg/kg)
tiden till artdrocklusion till det dubbla jamfort
med UFH (n =8, p=0,0001) (Bonetti et al.,
inldmnad). Dessutom visades i en annan mo-
dell av kollageninducerad trombos hos moss
att koksaltkontrollerna ansamlade signifikant

Argang 180 Nr 1, 2020

61



Figur 2. APAC malsoker stallen med kérlskada in vivo. APAC-biotinbindning till stéllen med kérlskada i a. iliaca com-
munis som avskalats med ballong studerades in vivo pa svin (14). Efter skadan gavs antingen vehikel (fosfatbuffrad
koksaltldsning, PBS) eller APAC (1,5 mg) med kateter. Metakromatiskt toluidinblatt (ljusrott) fargade de negativt
laddade sektionerna p.g.a. narvaro av APAC (A). APAC pavisades med streptavidin (rott), VWF med immunfargning
(gront) och cellkdarnorna med Hoechst 33342 (ljusblatt) (B). vWF lokaliserades tillsammans med APAC pa lumen-
sidan. Pilar: lamina elastica interna visar svag immunfluorescens. Asterisk: lumen. Skala: 20 um. (se vidare ref. 14).

Hoechst

fler trombocyter (n=6, p<0.05) 4n iv APAC
(0,5 mg/kg; n=6), vilket tyder pa en stark
malinriktad lokal inhibitorisk effekt.

Hemostatisk effekt av APAC pa
svansblédningstid hos ratta

I en modell dir svansblodningstiden hos réattor
mattes forldngde iv APAC (upp till 0,5 mg/kg;
n = 6) blodningen fran ett standardsar maxi-
malt 2,7-falt jamfort med koksaltlosning (11).
Jamforbart UFH (0,5 mg/kg; n = 6) forlangde
a sin sida blodningstiden minst det femdubbla
géanger, dubbelt upp mot APAC. Ocksa APTT
forlangdes dosberoende av APAC och UFH
(specifikt vid 0,5 mg/kg). Antalet blodkroppar
fordndrades inte.

APAC:s vaskuldart malsokande effekter

I modellen med anastomos i a. femoralis hos
ratta anviandes *Cu-mérkt APAC (1,5 mg/kg)
som lokaliserades och malsokte till adventitia
pa skadestillet, dédr det blev kvar i ver 50
timmar medan 64Cu-UHF forsvann inom 24
timmar (11). APAC eliminerades via njurarna
och levern inom 6-12 timmar; 10 procent av
intravaskuladrt applicerad 64Cu-méirkt APAC

pavisades efter 0,5 timmar och 4,5 procent
efter upp till 18 timmar.

I svinmodellen med AVF och ballongskadad
a. carotis eller iliaca malsokte biotinylerad
APAC (0,25-0,3 mg och 1,5 mg) sig till lamina
elastica (figur 2) (14). APAC lokaliserades
tillsammans med vWF (figur 2 B) och lami-
nin men knappast alls med intakt endotel
(PECAM-1 eller podocalyxin). Dessutom
genomtringde APAC den skadade karlvig-
gen, sdrskilt venen i den arteriovendosa fisteln.

APAC lindrar akut njurskada

I rattmodellen med reversibel akut njurskada
(AKI) efter 30 minuters flodesstopp minskade
APAC (0,13 mg/kg; n = 8) den kortikala an-
hopningen av skademarkoren hyaluronan och
koncentrationen av KIM-1, vilket tyder pa
minskad tubulointerstitiell skada jamfort med
vehikel (p <0,05) (12). De vehikelbehandlade
rattorna utvecklade allvarlig tubulusskada.
Forbehandling med APAC i koncentrationerna
0,06 och 0,13 mg/kg (n = 8) minskade det
sammanlagda poédngtalet for tubulusskada
(p <0,05). Korrelationen mellan nivan av hy-
aluronan i njurbarken och poéngtalet for tu-
bulusskada var signifikant (r = 0,43, p=0,04).
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Antalet blodceller paverkades inte av APAC
vid dag 3. I modellen med allvarlig 60 minuters
AKI overlevde alla rattorna i APAC-gruppen (n
= 8) och 75 procent i vehikelgruppen. Vid 24
timmar minskade APAC ocksa serumnivaerna
av angiopoetin-2 (p <0,05) och syndekan-1
(p <0,01), som &r vaskulédrt destabiliserande
och proinflammatoriska, jamfort med kon-
troll. APAC minskade ocksa halten kreatinin
(p <0,05) och ureakvave (p <0,05) i blodet.
APAC visade ingen fordelaktig verkan om det
gavs efter skadan. I motsats till APAC visade
UFH ingen skyddande verkan pa njurarna.

Slutsatser

APAC:s antitrombocytverkan var uppenbar i
flera in vitro-modeller. APAC hdimmade trom-
bocytaggregation som inducerats av kollagen
och ristocetin, men inte ADP, bdde i PRP och
i helblod. Kollagen- och trombinstimulerad
kalciummobilisering, som foregick trombo-
cytsignaleringen, minskade. APAC hammade
fibrinbildning vid venost blodflode, och utover
klart minskad fibrinbildning minskade APAC
trombocytavlagring under arteriella skjuvkraf-
ter pa ytor med kollagen eller vdvnadsfaktor.
Dessutom minskade APAC, ocksa ensam utan
négon annan antikoagulans, trombocytanlag-
ring och fibrinbildning under arteriella skjuv-
kraftsforhéallanden pa kraftigt trombogena ytor
med kollagen och védvnadsfaktor in vitro och
kérlytor in vivo. Allt som allt var inhiberingen
av trombocytavlagring starkast vid arteriella

flodesforhallanden, vilket tyder pa att APAC
samverkar med vWE. Intressant var att APAC
visade en kraftig effekt pa signaleringen fran
den inhibitoriska trombocytreceptorn Gb6-B,
vilket tyder pa att dess receptoraggregation
dr en verkningsmekanism for APAC vid kol-
lagenstimulering.

Som antikoagulans forlingde APAC den
aktiverade koagulationstiden (APTT) for den
interna signalvdgen och hdmmade effekten
av bade trombin och FXa i plasma. Den
externa TF-utlosta signalvigen hdmmades
ocksa av APAC i plasma, PRP och helblod. I
ndrvaro av trombocyter och externa stimuli
var APAC:s antikoagulationseffekt &nnu mer
uttalad. P4 samma sétt inhiberade APAC den
externa koagulationsvagen kraftigare an UFH
i helblod (ROTEM). I motsats till UFH mins-
kade APAC ocksé trombbildning som svar pa
extern (TF) stimulering genom att forsdmra
samverkan mellan trombocyter och fibrin i
helblod. APAC:s antikoagulationseffekt var
heparinberoende och hindrades av heparinas.
Dessa data som utvdarderar APAC:s antitrom-
botiska effekter bekréftar dess dubbeleffekt
som antitrombocytmedel och antikoagulans.

Antitrombocyt- och antikoagulationseffekt in
vivo var uppenbar i studierna med lokalt appli-
cerad APAC vid artérstenos, eftersom modeller
med trombocytaktivering och artdrtrombos
hos babianer visade minskad ocklusion och
fibrinbildning vid modellernas skadestéllen.
Néar APAC lokaliserades till skadade karlstal-
len i modellen med kollageninducerad trom-
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De orangea pilarna visar vaskulara effekter. APTT = aktiverad partiell tromboplastintid, TT = trombintid, TF = vav-
nadsfaktor, PRP = trombocytrik plasma, CAT = kalibrerat automatiserat trombogram, vVWF = von Willebrandfaktor,
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bos hos moss, himmade substansen arteriell
trombos och trombocytansamling. I en annan
musmodell in vivo fordréjde APAC dessutom
kraftigt ocklusion av det trombotiska kirlet
jamfort med UFH och vehikel. I modellen med
karlskada hos svin lokaliserades APAC tillsam-
mans med vWF men inte med intakt endotel.
I modellen med svansblédningstid hos rattor
verkade APAC begriansa trombbildningen ge-
nom att samtidigt himma kollageninducerad
trombocytaggregation och den interna koa-
gulationsvédgen. Det dr intressant att APAC i
en modell med reperfusion efter ischemi hos
rattor hade en njurskyddande effekt vid mattlig
och till och med kraftig ischemisk njurskada
genom att den ddmpade kérlskadan och den
inneboende immunaktiveringen.

Generellt sett har denna Oversikt belyst
APAC:s egenskaper i forhallande till UFH. Ut-
géende fran sina manga unika egenskaper kan
APAC utgora en vésentlig forbattring av den
nuvarande antitrombotiska behandlingen. Till
dessa egenskaper hor sidrskilt dubbelverkan
med hdmning av bade trombocytaktivering
utlost av kollagen och trombin samt antikoa-
gulationseffekt och forssamring av trombocy-
ternas koagulationsstarkande effekter. APAC
kan potentiellt anvidndas vid manga vaskuldra
ingrepp med risk for trombotiska kompli-
kationer. Eftersom APAC malstker stéllen
med kérlskada verkar den kunna lokalisera
den antitrombotiska behandlingen till enbart
de skadade stéllena. Det toxikologiska pro-
grammet har genomforts med framgang och
den forsta ansokningen om klinisk prévning
har ldmnats in till tillstdndsmyndigheterna.
Kliniska prévningar kommer att visa om det
hopp som stills till APAC kan infrias.
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annukka.jouppila@hus.fi
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APAC - a novel vascular injury-targeting multitasking antithrombotic

APAC (AntiPlatelet and AntiCoagulant), a heparin bioconjugate, mimicks natural heparin proteogly-
cans. APAC inhibits both thrombin and coagulation while showing antiplatelet activity also against
collagen, and attenuates arterial thrombosis in vitro, and in vivo. APAC regulates collagen-mediated
platelet activation via platelet receptor G6b-B. APAC’s strong interaction with von Willebrand factor
abolishes shear-force induced thrombosis in small arteries. In several animal models APAC targets its
antithrombotic action to the fresh vascular injury sites. APAC also reverses renal ischemia-reperfusion
injury in rats. APAC’s toxicology program enables human studies which aim at improving treatment ef-
ficacy and safety in various vascular diseases, including revascularisation.
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