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УДК 612. 115 : 577.151.57

В монографии представлены теоретические и практические аспекты биохимических меха­
низмов и процессов, которые лежат в основе функционирования системы гемостаза. Приведе­
ны последние данные о функционировании основных звеньев системы гемостаза, их взаимо­
действии и взаиморегуляции, что является основой физиологического протекания биохимичес­
ких процессов, направленных на поддержку жидкого состояния крови. Содержатся наиболее 
существенные сведения об основных белковых молекулах — факторах системы свертывания 
крови и фибринолиза, физиологических антикоагулянтах и ингибиторах фибринолитической 
системы; о процессах, лежащих в основе синдрома диссеминированного внутрисосудистого 
свертывания крови. Рассмотрены сосудисто-тромбоцитарный гемостаз, структура и функции 
тромбоцитов, их активация, агрегация и участие в формировании тромба. Широко отображены 
патологические изменения, происходящие в системе гемостаза при разных заболеваниях. Осве­
щены методические и методологические подходы для своевременной и качественной диагнос­
тики состояния системы гемостаза при различных патологиях.

Для научных работников, занимающихся исследованием системы свертывания крови, би­
ологов и врачей.
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Посвящается выдающемуся ученому-биохимику, 
основоположнику учения о системе гемостаза в Украине, 

основателю отдела структуры и функции белка 
Владимиру Александровичу БЕЛИЦЕРУ

ПРЕДИСЛОВИЕ

Процесс научного поиска непременно, рано или поздно, 
приводит к этапу осмысления результатов экспериментов, 
т.е. согласно философскому учению, — к синтезу фраг­
ментов знаний, собранных тяжелым трудом не одного по­
коления ученых. Фактически в такой период вступили и 
специалисты одной из известнейших школ изучения сис­
темы гемостаза, созданной еще в 1940-е годы выдающимся 
биохимиком академиком Владимиром Александровичем 
Белицером. Эта монография является первым шагом к 
консолидации и осмыслению всей суммы знаний, полу­
ченных как школой Белицера (отдел структуры и функции 
белка Института биохимии им. А.В. Палладина), так и 
другими школами, группами ученых, отдельными научны­
ми сотрудниками. Следует отметить, что большая часть 
других школ и ученых были рождены или “инфицирова­
ны” идеями В.А. Белицера, а также широко использовали 
(и/или используют) научные кадры, которые продолжает 
активно воспитывать школа Белицера.

Прогресс в области изучения процесса свертывания 
крови в последнее десятилетие способствует бурному раз­
витию диагностики и профилактики геморрагических диа­
тезов и тромбозов.

Научные сотрудники найдут в данной книге теоретиче­
ские и практические аспекты биохимических механизмов 
и процессов, составляющих основу функционирования 
системы гемостаза. Особое внимание уделено последним 
данным о функционировании ключевых звеньев системы 
гемостаза — каскада коагуляционного и фибринолитичес­
кого звеньев, характеристике большинства входящих в них 
белков, а также данным об их взаимодействии и взаиморе- 
гуляции как основе физиологического протекания биохи­
мических процессов, направленных на поддержку жидко­
го состояния крови, об основных белковых молекулах — 
факторах системы свертывания крови и фибринолиза, фи-
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Предисловие

энологических антикоагулянтах и ингибиторах фибринолитической систе­
мы. Детально рассматривается сосудисто-тромбоцитарный гемостаз, описа­
ны структура и функции тромбоцитов, их активация, агрегация и роль в 
формировании тромба.

От понимания механизмов функционирования системы гемостаза к ис­
пользованию теоретического достояния в клинической практике не очень 
простой путь. Наша школа никогда не теряла практического интереса к ис­
пользованию собственных результатов, не отмежевывалась даже от очень 
трудных для понимания клинических экспериментов. Поэтому для клини­
цистов в этой книге приведены сведения о процессах, составляющих основу 
синдрома диссеминированного внутрисосудистого свертывания крови. Уде­
лено внимание патологическим изменениям, которые происходят в системе 
гемостаза при разных заболеваниях, продемонстрированы методические и 
методологические подходы для проведения своевременной и качественной 
диагностики состояния системы гемостаза при различных патологиях (алго­
ритмы диагностики отдельных патологий, комплексы тестов для скрининг- 
анализа и более детального исследования специфических параметров систе­
мы гемостаза).
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

а,-АП 
а2М 
САМ 
FcRy 
GMP 
GP 
САМ 
IgCAM

- а2-антиплазмин
- а2-макроглобулин
- клеточная адгезивная молекула
- у-цепь Fc-рецептора
- белок мембраны гранулы
- гликопротеин
- внутриклеточная адгезивная молекула
- иммуноглобулинподобная клеточная адгезивная 

молекула
IGF
ITAM
LFA
Mac
PDGE
РЕСАМ -
PF
PGI
TAFI
TGFa
TxA2
u-APR
VCAM
VEGF
VLA
AB
АДФ
АПСАК ■

— инсулиноподобный фактор роста
— тирозинсодержащий активированный мотив
— лейкоцитарный интегрин
— комплементсвязывающий интегрин
— фактор роста тромбоцитов
— адгезивная молекула эндотелиальных клеток
— тромбоцитарный фактор
— простагландин
— активируемый тромбином ингибитор фибринолиза
— трансформирующий фактор роста
— тромбоксан Д2
— урокиназный рецептор
— адгезивная молекула клеток сосудов
— фактор роста сосудистого эндотелия
— very late antigen
— анцистроновое время
— аденозиндифосфат
— ацилированный комплекс плазминогена со 

стрептокиназой
АПФ 
АПС 
АТФ 
АЧТВ

— ангиотензинпревращающий фермент
— активированный протеин С
— аденозинтрифосфат
— активированное частичное тромбопластиновое 

время
BMK
Глу-Пг 
ГМК
ГМФ 
ГТФ 
ДВС

— высокомолекулярный кининоген
— Глу-форма плазминогена
— гладкомышечные клетки
— гуанидинмонофосфат
— гуанидинтрифосфат
— диссеминированное внутрисосудистое свертывание 

крови
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Список сокращений

ИБС 
КС 
Лиз-Пг 
ЛСУ 
ME 
НАДФ 
ОИМ 
ПАИ-1 
ПАИ-2 
ПАИ-3 
ПАР 
ПВ
Пг 
ПК 
Пм 
ПРФ 
ПС 
п-УК 
РФВЭ 
РФМК 
СК 
ТАП 
ТАТ 
ТВ 
ТЛТ 
тм 
ТПФ 
ТФ (TF) 
ТЭЛА 
у-Па 
Ф
ФАТ (PAF) 
ФИО (TNF-a) 
ФНП 
ФР (NO) 
цАМФ 
ЭАКК
ЭВ 
ЭТ 
ЭФГ 
ЭФР 
3®P(EGF) 
pFGF

ишемическая болезнь сердца 
кесарево сечение
Лиз-форма плазминогена 
лизинсвязывающий участок 
международные единицы 
никотинамиддифосфат 
острый инфаркт миокарда 
ингибитор активатора плазминогена первого типа 
ингибитор активатора плазминогена второго типа 
ингибитор активатора плазминогена третьего типа 
протеиназактивированный рецептор 
протромбиновое время 
плазминоген 
прекалликреин 
плазмин 
продукты расщепления фибрина/фибриногена 
протеин С 
проурокиназа 
релаксирующий фактор, вызывающий вазодилататорный эффект 
растворимые фибрин-мономерные комплексы 
стрептокиназа 
тканевый активатор плазминогена 
тромбин/антитромбиновый комплекс 
тромбиновое время 
тромболитическая терапия 
тромбомодулин 
тромбиноподобные ферменты 
тканевый фактор 
тромбоэмболия легочной артерии 
активатор плазминогена урокиназного типа 
фибриноген 
фактор активации тромбоцитов 
фактор некроза опухолей 
функционально неактивные формы протромбина 
фактор релаксации 
циклический аденозинмонофосфат 
Е-аминокапроновая кислота 
экамулиновое время 
эндотелины 
эндотелиальный фактор гиперполяризации 
эндотелиальный фактор роста 
эпидермальный фактор роста 
фактор роста фибробластовAku
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ГЛАВА 1 СОСУДИСТО­
ТРОМБОЦИТАРНЫЙ ГЕМОСТАЗ

Гемостаз (ст. греч. haima — кровь + stasis — состояние) — 
эволюционно сложившаяся защитная реакция организма, 
выражающаяся в остановке кровотечения при поврежде­
нии сосуда. Система гемостаза — совокупность сосудис­
тых, тромбоцитарных и гуморальных компонентов плазмы 
крови, обеспечивающих быструю остановку кровотечения 
при повреждении сосуда.

Первое описание гемостаза дал Ф.В. Цан в 1882 г., ко­
торый наблюдал формирование тромба на раневой повер­
хности сосудов лягушки. Было установлено, что образова­
ние тромба обусловлено адгезией (прилипанием) тромбо­
цитов к травмированному участку сосуда. Фундаменталь­
ным вкладом в учение о гемостазе явились работы 
А.А. Шмидта — основоположника ферментативной тео­
рии процесса свертывания крови [1].

Ниже приведены некоторые исторические даты в уче­
нии о гемостазе:

1551 г. Инквизиция сожгла М. Сервета за гипотезу о том, что
кровь циркулирует в легких

1628 г. У. Гарвей изложил учение о кровообращении
1661 г. М. Мальпиги открыл капиллярное кровообращение
1673 г. Э. ван Левенгук открыл в крови животных и человека

эритроциты, У. Хьюсон — лейкоциты
1676 г. R. Wiseman описал патологическую сущность тромбо­

за и его распространение по венам
1731 г. J. Petit установил, что кровь при свертывании прили­

пает к сосудистой стенке
1761 г. J.B. Morgagni описал спонтанное разжижение сгуст­

ков крови трупов
1797 г. Н. Chaptai предложил термин “фибрин”
1803 г. В. Otto впервые описал наследственное заболевание —

гемофилию
1832 г. J. Muller описал “жидкий фибрин”, циркулирующий

в крови
1834 г. Н.М. de Blainville воспроизвел ДВС-синдром введе­

нием растертой ткани мозга внутривенно
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Г ЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

1845—1856 it. Р. Вирхов описал предшественник фибрина “фибриноген”. “Триада Вир­
хова”. Ввел термины “тромбоз” и “эмболия”

1853 г. Открытие ацетилсалициловой кислоты
1861 —1892 гг. А.А. Шмидт выдвинул теорию ферментативного свертывания крови
1870 г. Л.Ш. Малассе ввел в лабораторную практику камеру для подсчета формен­

ных элементов крови
1875 г. О. Hammarsten установил, что хлорид кальция ускоряет свертывание

крови
1877—1878 гг. Ж. Гайем открыл кровяные пластинки
1882 г. Дж. Биццоцерро охарактеризовал кровяные пластинки (бляшки)
1888 г. П. Эрлих описал апластическую анемию
1892 г. И.И. Мечников обосновал учение о фагоцитозе
1893 г. J. Dastre ввел термин “фибринолиз”
1901 г. М. Dekhuysen ввел термин “тромбоциты”
1905 г. Р. Morawitz сделал обзор о химии свертывания крови. Предложил графи­

ческое изображение свертывания крови
1907 г. А.М.Е. Шоффар описал гемолитическую анемию
1908 г. F. Trendelenburg описал операцию при ТЭЛА
1908 г. Р. Nolf'выдвинул гипотезу о непрерывном образовании фибрина и посто­

янном фибринолизе
1910 г. W.W. Duke разработал метод определения продолжительности кровотече­

ния при проколе пальца
1913 г. R.I. Lee и P.D. White разработали метод определения времени свертывания

крови в пробирке
1916 г. J. MacLean выделил из печени собак гепарин
1926 г. Е.А. von Willebrand описал болезнь Виллебранда

А.А. Богданов организовал первый в мире Институт переливания крови 
(ныне Центральный институт гематологии и переливания крови, 
г. Москва)

1927 г. М.И. Аринкин разработал диагностический метод стернальной пункции
1929 г. У. Касл выяснил причину злокачественной анемии — дефицит витамина

В|2 (цианкобаламина)
1933 г. D.A. Scott и A.F. Charle разработали промышленную технологию получе­

ния гепарина из легких крупного рогатого скота. W.S. Tillet и R.J. Garner 
обнаружили фибринолитическую активность стрептокиназы

1935 г. X. Dam открыл витамин К
1938—1942 гг. И.А. Кассирский разработал цитологическую диагностику пунктатов лим­

фоузлов, селезенки и печени
1941 г. D.X. Campbell и К. Link из сладкого клевера выделили дикумарин
1942—1943 гг. А.В. Палладии создал антигеморрагический препарат викасол (витамин К3) 
Конец К.И. Коткова, В.А. Белицер создали кровезаменитель БК-8
1940-х -
начало
1950-х
годов
1950 г. Е.Л. Ходорова, В.А. Белицер предложили и обосновали гипотезу образова­

ния сгустка фибрина
1953 г. Д.Л. Клейн впервые получил препарат плазминогена
1957 г. Факторам свертывания крови присвоены римские цифры, а тромбоцитар­

ным факторам — арабские
1962 г. G.V. Born предложил метод определения агрегации тромбоцитов
1962 г. М.С. Мачабели описала тромбогеморрагический синдром
1967—1969 гг. М.Б. Берник и Г.С. Кваан обнаружили, что эмбриональные клетки почек

продуцируют урокиназу в культуре
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

В.А. Белицер установил роль ионов кальция в стабилизации структуры фи­
бриногена и его фрагментов
Активное развитие технологий получения рекомбинантных белков для со-

1969— 1975 гг.

1970- 1980 гг.
здания диагностических и терапевтических препаратов

1971 г. Дж. Вейн установил роль аспирина в регуляции свертывания крови (бло­
кирует синтез простагландинов)

1975 г. Изучается низкомолекулярный гепарин. Т. Аструп описал процесс “кле­
точного фибринолиза”

1982—1990 гг. В.А. Белицер, Л.В. Медведь создали субдомеиную структуру молекулы фи-

1997 г.

бриногена. Установлена роль отдельных субдоменов в процессе самосбор­
ки фибрина
С. Прусинер открыл прион — принципиально новый возбудитель инфек­
ционных болезней (Нобелевская премия в области физиологии и меди­
цины)

Система гемостаза играет важную роль в жизнедеятельности организма 
и представляет собой сложную биологическую систему, которая предупреж­
дает или останавливает кровотечение, а также способствует поддержанию 
крови в жидком состоянии благодаря взаимодействию двух основных меха­
низмов гемостаза: сосудисто-тромбоцитарного (образующего первичный 
тромб) и коагуляционного. В сосудисто-тромбоцитарном гемостазе ведущая 
роль в остановке кровотечения принадлежит сосудистой стенке и тромбоци­
там, в коагуляционном — системе свертывания крови.

Гемостаз представляет собой комплекс реакций, вовлекающих тромбо­
циты как в процесс свертывания крови, так и в процессы восстановления 
ткани после повреждения. Эндотелий играет важную роль в процессе внут­
реннего свертывания за счет отрицательных зарядов, активирующих факто­
ры свертывания. При повреждении сосуда из эндотелия могут выделяться 
тканевые факторы свертывания, которые принимают участие во внешнем 
пути свертывания (см. вклейку, рис. 1).

Повреждение сосуда влечет за собой ряд ответных реакций:
1) возникает сокращение поврежденного сосуда (сужение просвета), ко­

торое является следствием действия повреждения на гладкомышечные клет­
ки и следствием выделения серотонина;

2) происходит накопление тромбоцитов;
3) запускается механизм свертывания крови (активация факторов свер­

тывания вплоть до образования тромбина), включая образование тромба;
4) активируются процессы фибринолиза.
Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз представлен эндотелием, гладкой 

мускулатурой сосудов и тромбоцитами {тромбоциты — форменные элементы 
крови, представляющие собой кровяные пластинки; наименьшие из всех клеток 
крови. Образуются в костном мозге. Количество их в 1 мм3 крови колеблется 
от 150 000 до 400 000). Суть первичного тромбоцитарного гемостаза заклю­
чается в трехэтапном образовании тромбов в сосудах низкого давления (ми­
кроциркуляции):

а) местной вазоконстрикцией (местное действие серотонина, адренали­
на, тромбоксана А2);

б) адгезией (прилипанием) тромбоцитов к поврежденному (обнаженно­
му) коллагену эндотелия сосудов;
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

Повреждение сосуда

РИС. 1.1. Механизм сосудисто-тромбоцитарного гемостаза

в) формированием тромбоцитарных агрегатов с образованием белого 
тромба. В адгезии тромбоцитов принимают участие ионы кальция и син­
тезируемый в эндотелии сосудов белок — фактор фон Виллебранда [2].

Рассмотрим подробнее процесс накопления тромбоцитов в месте повреж­
дения сосуда. Тромбоциты собираются у стенки поврежденного сосуда, так 
как нарушение целостности сосуда и прежде всего эндотелия, раскрывает 
ткани, находящиеся под эндотелием. Контакт тромбоцитов с подэндотели­
альной тканью (субэндотелием) приводит к тому, что они приклеиваются к 
ней и активируются ею.

Активированные тромбоциты изменяют форму, значительно возрастает 
их способность прилипать друг к другу, на их поверхности появляется ряд 
веществ, влияющих на процесс свертывания крови.

Особую роль в активации тромбоцитов играет коллаген. Тромбоциты 
приклеиваются к коллагену, после чего начинается быстрое прилипание од­
ного тромбоцита к другому. Вследствие этого образуется растущая компакт­
ная масса — тромбоцитарная гемостатическая пробка. Часть тромбоцитов 
пробки соединяется с сетью фибриновых волокон и, таким образом, участ­
вует в образовании гемостатического тромба (рис. 1.1). Что же сдерживает 
рост тромбоцитарной пробки? Рост числа приклеивающихся друг к другу 
тромбоцитов и фибринового сгустка останавливается выделением специаль­
ных веществ из клеток, находящихся на границе с поврежденными клетка­
ми. Веществами, останавливающими агрегацию тромбоцитов, являются 
простациклин и плазменный антитромбин.
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1.1. Эндотелий

1.1. ЭНДОТЕЛИЙ

Термин эндотелий (от греч. endon — внутри + thele — сосок) 
предложен в 1865 г. W. His как дополнительный к термину “эпителий”. До 
1930-х годов им обозначали выстилку сердца, кровеносных и лимфатичес­
ких сосудов, серозных, синовиальных и мозговых оболочек, задней камеры 
глаза, респираторных путей. В настоящее время термин “эндотелий” (сино­
ним — “сосудистый эндотелий”) применяется только для обозначения внут­
ренней клеточной выстилки кровеносного и лимфатического русла. Эндоте­
лий представлен однослойным пластом тесно прилегающих друг к другу 
плоских клеток (эндотелиоцитов), длиной 20—150 и шириной 10—20 мкм, 
обычно отграниченных от подлежащих тканей базальной мембраной; у эн­
дотелия лимфатических сосудов базальная мембрана отсутствует. Это, как 
правило, одноядерные диплоидные клетки (доля двуядерных форм у млеко­
питающих колеблется от 0,2 до 5 %) толщиной 3—5 мкм в области ядра и 
0,1—0,4 мкм — на периферии. Число взаимных контактов между эндотелио- 
цитами (степень связности) варьирует от 3 до 12. В организме взрослого че­
ловека содержится 1012-1013 эндотелиоцитов общей массой 1—2 кг с пло­
щадью выстилки сосудов около 700—1000 м2. Цитоплазма клеток эндотелия 
некоторых капилляров может иметь поры, способствующие проницаемости 
веществ сквозь стенку капилляра (например, в сосудистых клубочках поч­
ки). Особенностью эндотелия расширенных капилляров (синусоидов) кро­
ветворных органов, а также печени, коры надпочечников и некоторых дру­
гих органов является высокая способность к фагоцитозу. Эти эндотелиаль­
ные клетки относятся к ретикуло-эндотелиальной системе [3].

В различных участках сосудистой системы эндотелиоциты находятся 
в неодинаковых условиях гемодинамики и метаболизма, вследствие чего 
они отличаются по ориентации относительно оси сосуда, форме, раз­
мерам, свойствам ядра и цитоплазмы и т.д. Это свойство эндотелия вы­
делено Н.А. Шевченко и обозначено как полиморфизм или гетеромор­
физм [4].

Встречающееся в медицинской литературе использование термина эндо­
телий для обозначения других структур (“эндотелий роговицы”, “синови­
альный эндотелий”) нельзя признать корректным. В научных источниках 
высказываются разные взгляды о месте эндотелия в системе тканей: его от­
носят либо к эпителиям, либо рассматривают как одну из форм клеточной 
организации соединительной ткани. Наиболее обоснованной представляет­
ся точка зрения, высказанная Н.Г. Хлопиным, о том, что сосудистый эндо­
телий является тканью эпителиоморфного типа (специфическая разновид­
ность однослойного плоского эпителия) [5]. Для эндотелия, как и для типи­
чных эпителиев, характерны пограничное положение, отсутствие межклето­
чного вещества, наличие сходной по строению базальной мембраны (содер­
жит коллаген IV типа и ламинин-альфа-4), полярность строения клеток, на­
личие системы межклеточных контактов, формирующих непрерывный кле­
точный пласт, общность механизмов роста в культуре и при репаративной 
регенерации.
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ГЛАВА 1. сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

1.1.1. Вещества, продуцируемые 
эндотелиоцитами

Основной причиной антикоагулянтной и сосудорасширя­
ющей функции стенки сосудов является синтез эндотелием соответствую­
щих биологически активных веществ. Вещества, вырабатываемые эндотели­
оцитами, имеют очень короткий период полураспада. Это убеждает в том, 
что их паракринно-аутокринная роль (действие на соседние клетки и на эн­
дотелий) — главная. Основным функциональным предназначением ве­
ществ, продуцируемых эндотелиоцитами, считают местный вазомоторный 
контроль. К таким веществам относят нитрооксид, эндотелины, простаглан­
дины, фактор активации тромбоцитов и предсердные натрийуретические 
пептиды [6].

Оксид азота. Большое значение в поддержании нормального кровотока 
придается оксиду азота, который синтезируется эндотелием и является сиг­
нальной молекулой в сердечно-сосудистой системе.

Оксид азота —- основной стимулятор образования цГМФ. Увеличивая ко­
личество цГМФ, он уменьшает содержание кальция в тромбоцитах и гладких 
мышцах. цГМФ, активируя цГМФ-зависимую протеиназу, создает условия 
для открывания многочисленных калиевых и кальциевых каналов. Открыва­
ние их для калия приводит к расслаблению гладких мышц благодаря выходу 
из них калия и кальция при реполяризации (затухание биотока действия). Ак­
тивирование каналов плотность которых на мембранах очень велика,
является основным механизмом действия NO. Поэтому его конечный 
эффект —- антиагрегирующий, антикоагулянтный и сосудорасширяющий. 
NO предупреждает также рост и миграцию гладких мышц сосудов, тормозит 
выработку адгезивных молекул, препятствует развитию спазма в сосудах. Он 
выполняет функции нейромедиатора, транслятора нервных импульсов, участ­
вует в механизмах памяти, обеспечивает бактерицидный эффект [7].

Основным стимулятором активности NO является напряжение сдвига. 
Образование NO увеличивается также под действием ацетилхолина, кини­
нов, серотонина, катехоламинов и др. При интактном эндотелии многие ва­
зодилататоры (гистамин, брадикинин, ацетилхолин и др.) оказывают сосу­
дорасширяющий эффект через NO. Особенно сильно он расширяет мозго­
вые сосуды.

Если функции эндотелия нарушены, ацетилхолин вызывает либо ослаб­
ленную, либо ошибочную реакцию. Поэтому реакция сосудов на ацетилхо­
лин является показателем состояния эндотелия сосудов и используется в ка­
честве теста его функционального состояния.

Полагают, что сосудорасширяющее действие оксида азота (NO) направ­
лено против сосудосужающего эффекта эндотелинов (ЭТ) — аминопепти­
дов, которые вырабатывает эндотелий в ответ на повреждение.

Эндотелины — группа полипептидов, состоящая из трех изомеров (эн- 
дотелин-1, эндотелин-2 и эндотелин-3), отличающихся некоторыми вариа­
циями и последовательностью расположения аминокислот. Открытие эндо­
телинов в 1988 г. позволило объяснить ряд непонятных феноменов гемоста­
за в норме и при патологии.
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1.1. Эндотелий

Основной механизм действия эндотелинов заключается в высвобожде­
нии кальция, что вызывает:

1) стимуляцию всех фаз гемостаза, начиная с агрегации тромбоцитов и 
заканчивая образованием красного тромба;

2) сокращение и рост гладких мышц сосудов, приводящие к вазоконст­
рикции.

Синтез эндотелинов усиливают тромбин и тромбоциты. Эндотелины, в 
свою очередь, вызывают адгезию и агрегацию тромбоцитов.

Эффекты эндотелинов неоднозначны и определяются рядом причин. 
Наиболее активен изомер эндотелии-1. Он образуется не только в эндоте­
лии, но и в гладких мышцах сосудов, нейронах, глие, мезенгиальных клетках 
почек, печени и других органах. Период полужизни — 10—20 мин, в плазме 
крови — 4—7 мин. Легкие удаляют до 90 % эндотелинов. Эндотелии-1 участ­
вует в ряде патологических процессов (инфаркт миокарда, нарушение ритма 
сердца, легочная и системная гипертония, атеросклероз и др.) [8].

Эффекты эндотелинов определяются также свойствами рецепторов, с 
которыми эндотелины соединяются. Связываясь с эндотелин-А-рецептора- 
ми, они тормозят синтез NO в сосудах и вызывают их сужение; присоединив­
шись к рецепторам В-1, — вызывают расширение сосудов (тормозится обра­
зование цАМФ и усиливается синтез NO).

Сосудосужающий потенциал ЭТ-1, который считается наиболее актив­
ной в биологическом отношении формой, в 10 раз выше, чем у ангиотензи­
на И. Установлено, что повышенное содержание эндотелинов в крови кор­
релирует у больных с тяжестью повреждения, связанного с обширными тра­
вмами и операциями, кардиогенным шоком и сепсисом. Местное действие 
эндотелинов считают основным.

Простациклин. Важную роль в гемостазе и гемодинамике играет и дру­
гой мощный антикоагулянт — простациклин (простагландин PGI2). Сти­
муляторами образования простациклина являются напряжение сдвига, ки­
нины и ангиотензин I. Под действием циклооксигеназы отщепляется ара­
хидоновая кислота, которая затем превращается в простагландины (PGI2 и 
PGH2) — нестойкие соединения. Из них под действием фермента проста- 
циклин-синтетазы образуется простациклин. Последний, действуя на мем­
брану гладких мышц, включает мессенджеры II типа — аденилатциклазу, 
увеличивающую в клетке содержание цАМФ, который снижает в них уро­
вень Са2+.

Таким образом, простациклин действует как антиагрегант, антикоагу­
лянтный фактор, причем механизм его действия такой же, как и оксида азо­
та: удаление ионов кальция из гладких мышц, что препятствует спазму сосу­
дов, агрегации тромбоцитов и свертыванию крови. Простациклин и оксид 
азота нормализуют липидный обмен, предупреждая развитие атеросклероза, 
тормозят ростовый процесс.

Эндотелиоциты синтезируют и простагландин Е2, который способствует 
расширению сосудов и агрегации тромбоцитов. Фактор активации тромбо­
цитов (ФАТ), являющийся составной частью фосфолипидных мембран, рас­
сматривается в качестве возможного медиатора гемодинамических и мета­
болических эффектов эндотоксинов. Назначение антагонистов, специфиче-
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ГЛ АВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

ских для рецепторов ФАТ, улучшает выживаемость лабораторных животных 
при сепсисе и геморрагическом шоке [9].

Тромбомодулин. Эндотелий сосудов синтезирует одноцепочный глико­
протеид — тромбомодулин, выполняющий функцию рецептора тромбина. 
Тромбомодулин определяет скорость и направление процесса гемостаза. 
Тромбин, присоединившись к тромбомодулину, активирует протеин С, ко­
торый проявляет регуляторные свойства, препятствуя свертыванию и акти­
вируя фибринолиз.

В норме эндотелий инактивирует процессы свертывания еще и по дру­
гим механизмам. Одним из них является синтез антитромбина III, который 
в комплексе с гепарином ингибирует тромбин и ряд других активированных 
факторов системы свертывания крови. Образуется гепарин в печени, легких 
базофилами, тучными клетками. Сам эндотелий синтезирует гепариноподоб­
ные глюкозаминогликаны, содержащие пентасахарид, и экспрессирует их 
на поверхность клеток. Создание на клетках участков связывания антитром­
бина III ускоряет нейтрализацию тромбина.

Таким образом, в нормальных физиологических условиях эндотелий со­
судов препятствует агрегации тромбоцитов, свертыванию крови и спазмиро­
ванию сосудов, синтезируя группу биологически активных веществ: оксид 
азота, простациклин, антитромбин III и др. Кроме того, эндотелий, образуя 
тромбомодулин, блокирует активные коагулянты, выделяющиеся печенью и 
находящиеся в плазме крови (тромбин). И, наконец, эндотелий адсорбирует 
антикоагулянты из плазмы крови, препятствуя адгезии и агрегации тромбо­
цитов на своей поверхности (гепарин, протеины С и S).

Ренин-ангиотензивная система. Эндотелий сосудов участвует в форми­
ровании активной агрегирующей и вазоконстрикторной системы — ангио- 
тензивной [10]. Активной формой этой системы является ангиотезин II — 
октапептид, вызывающий генерализованную и очень сильную (в 50 раз 
сильнее адреналина) реакцию. Период полужизни ангиотензина II — 
10—12 мин.

Предшественником ангиотензина II служит ангиотензиноген, образую­
щийся в печени. Ренин, синтезируясь в юкстагломерулярном аппарате по­
чек, превращает ангиотензиноген в практически неактивный ангиотензин I. 
Последний переходит в биологически активный ангиотензин II под влияни­
ем ангиотензинпревращающего фермента (АПФ), вырабатывающегося, в 
основном, эндотелием сосудов. Особенно много АПФ синтезируется в лег­
ких, где имеется богатая сосудистая сеть.

Влияние ангиотензина II на органы осуществляется через специфичес­
кие рецепторы двух типов. Спектр влияния ангиотензина достаточно ши­
рок. Так, ангиотензин II вызывает:

• повышение сосудистого тонуса (сокращение гладких мышц сосудов);
• увеличение объема циркулирующей крови, что происходит благодаря 

активизации выделения альдостерона (увеличивающего реабсорбцию нат­
рия) и усилению секреции АДГ (задерживающего воду в организме);

• положительные тропные влияния на миокард, приводящие к увеличе­
нию минутного объема сердца;

16

Aku
sh

er-
Lib

.ru



1.1. Эндотелий

повышение содержания ингибитора тканевого активатора плазмино­
гена в кровотоке.

Следствием всех вышеупомянутых эффектов является повышение арте­
риального давления под действием ангиотензина II.

Предсердные натрийуретические пептиды, или факторы, выделяются 
ЦНС и предсердиями в ответ на перерастяжение желудочков сердца и сни­
жение секреции альдостерона. Роль этих веществ в ответе организма на пов­
реждение остается невыясненной [3].

Кроме перечисленных выше биологически активных веществ, эндоте­
лий вырабатывает еще большое число вазоактивных факторов, участвующих 
в гемостазе.

Важная роль отводится фибронектину — гликопротеину, состоящему из 
двух полипептидных цепей, соединенных дисульфидными связями. Выраба­
тывается он клетками сосудистой стенки, тромбоцитами. Фибронектин яв­
ляется рецептором для фибринстабилизирующего фактора. Способствует 
адгезии тромбоцитов, участвуя в образовании белого тромба, связывает ге­
парин. Присоединяясь к фибрину, фибронектин уплотняет тромб. Под его 
действием клетки гладких мышц, эпителиоцитов, фибробластов повышают 
свою чувствительность к факторам роста, что может вызвать утолщение мы­
шечной стенки сосудов (сужение диаметра).

Фактор фон Виллебранда (VIII — vWF) синтезируется в эндотелии и ме­
гакариоцитах; сульфатированный .гликопротеин молекулярной массой 
1000 кДа; стимулирует начало тромбообразования: способствует прикрепле­
нию рецепторов тромбоцитов к коллагену и фибронектину сосудов, а также 
друг к другу, т. е. усиливает адгезию и агрегацию тромбоцитов. Синтез фак­
тора фон Виллебранда и выброс его в кровоток возрастают под влиянием ва­
зопрессина, при повреждении эндотелия. Поскольку все стрессовые состоя­
ния увеличивают выделение вазопрессина, то при экстремальных состояни­
ях тромбогенность сосудов возрастает, чему способствует повышение синте­
за фактора фон Виллебранда [2].

Тромбоксан Аг (ТхА2) — мощный активатор агрегации тромбоцитов — 
способствует быстрой агрегации тромбоцитов, увеличивает доступность их 
рецепторов для фибриногена, сужает кровеносные сосуды, вызывает спазм 
бронхов. ТхА2 вырабатывается гладкими мышцами сосудов, тромбоцитами. 
Одним из факторов, стимулирующих выделение тромбоксана А2, является 
кальций, который в большом количестве высвобождается из тромбоцитов в 
начале их агрегации. Кальций активирует фосфолипазу Д2, превращающую 
арахидоновую кислоту в простагландины PGI2, PGH2, а последний — в тро­
мбоксан А2. Кроме того, кальций активирует сократительные белки тромбо­
цитов, что усиливает их агрегацию и реакцию высвобождения [3].

Тромбоспондин — гликопротеин, который вырабатывается эндотелием 
сосудов, однако находится и в тромбоцитах. Образует комплексы с коллаге­
ном, гепарином, является сильным агрегирующим фактором, опосредуя ад­
гезию тромбоцитов к субэндотелию.
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

1.1.2. Основные функции сосудистого эндотелия

Как известно, артериальная стенка состоит из трех основ­
ных слоев: интимы, медии (гладкой мускулатуры) и адвентиции (наружного 
слоя, содержащего кровеносные сосуды, которые питают саму стенку, — 
vasa vasorum, и нервные окончания). Основным компонентом интимы явля­
ется эндотелий (или эндотелиальная выстилка) — единичный слой тонких 
клеток, обладающих крайне высокой метаболитической и секреторной ак­
тивностью. Эндотелий играет ключевую роль в контроле сосудистого тону­
са, обеспечивая тонкую регуляцию просвета сосуда в зависимости от скоро­
сти кровотока и кровяного давления на сосудистую стенку, метаболических 
потребностей участка ткани, снабжаемого данным сосудом и т. д. (рис. 1.2). 
Впервые о самостоятельной роли эндотелия в регуляции сосудистого тонуса 
было заявлено в 1980 г. [11]. Авторы обнаружили способность изолирован­
ной артерии к самостоятельному изменению своего мышечного тонуса в 
ответ на ацетилхолин без участия центральных (нейрогуморальных) меха­
низмов.

Главная заслуга в этом отводилась эндотелиальным клеткам, которые 
были охарактеризованы как “сердечно-сосудистый эндокринный орган, 
осуществляющий связь в критических ситуациях между кровью и тка­
нями”.

За последние 20 лет было доказано, что эндотелий — это не пассивный 
барьер между органами и тканями, а активный орган, чья дисфункция явля­
ется обязательным компонентом практически всех сердечно-сосудистых за­
болеваний, включая атеросклероз, гипертонию, ИБС, ХСН. Он также участ­
вует в воспалительных реакциях, аутоиммунных процессах, диабете, тром­
бозе, сепсисе, росте злокачественных опухолей и др. (см. вклейку, рис. 2, а). 
Выстилая просвет сосудов изнутри, эндотелий удерживает элементы крови в
сосудистом русле, препятствует их миграции в интерстициальное простран-

EDRF/NO, PGIj

Клетки гладких
мышц <г- SE

Расширение сосуда Сужение сосуда

РИС. 1.2. Тромбоцитзависимая регуляция сосу­
дистого тонуса [34]

ство. Пограничное положение 
эндотелия между кровью и ра­
бочими элементами органов 
обусловливает выполнение трех 
основных задач:

• обеспечение непрерывного 
обмена веществ;

• поддержание тромборези- 
стентности люминальной по­
верхности эндотелиоцитов',

• участие в синтезе и мета­
болизме различных биологически 
активных веществ.

В эндотелии микроцирку- 
ляторого русла преобладает об­
менная, а в магистральных со­
судах — метаболическая и син­
тетическая функции. Обменная
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1.1. Эндотелий

функция реализуется через механизмы трансэндотелиального транспорта. 
Он осуществляется как интерцеллюлярно — через межклеточные контакты 
(размер транспортируемых частиц 10 нм) или межклеточные щели (размер 
переносимых частиц 100 нм), так и трансцеллюлярно — диффузией (газы, 
ионы, липиды, вода) посредством микропиноцитозных везикул и трансэн­
дотелиальных каналов (размер частиц 100 нм), а также через фенестры и по­
ры (размер частиц 90 нм) [12].

Синтетическая и метаболическая функции включают:
• синтез и метаболизм вазоактивных веществ (эндотелинов, простаглан­

динов Е4 и F4, ангиотензина I-A1 и, возможно, ангиотензина II-АП, проста­
циклина, тромбоксана, оксида азота);

• захват и инактивацию ацетилхолина, катехоламинов, брадикинина, се­
ротонина, гистамина и гепарина;

• выработку стимуляторов (фактор роста сосудистого эндотелия VEGF, 
щелочной фактор роста фибробластов pFGF, фактор роста тромбоцитов 
PDGF, инсулиноподобный фактор роста IGF-1) и ингибиторов (трансфор­
мирующий фактор роста TGFp, интерлейкин-1) клеточной пролиферации — 
основного цитологического механизма ангиогенеза;

• секрецию цитокинов, регулирующих кроветворение, пролиферацию и 
дифференцировку Т- и В-лимфоцитов;

• синтез компонентов базальной мембраны.
Препятствие процессу свертывания крови и участие в фибринолизе'.
• тромборезистентная поверхность эндотелия (одинаковые заряды по­

верхности эндотелия и тромбоцитов препятствуют адгезии тромбоцитов к 
стенке сосуда);

• образование простациклина и NO-естественных дезагрегантов;
• образование тканевого активатора плазминогена;
• экспрессия на поверхности клеток эндотелия тромбомодулина — бел­

ка, способного связывать тромбин, и гепариноподобных гликозаминоглика­
нов.

Иммунные функции:
• представление антигенов иммунокомпетентным клеткам;
• секреция интерлейкина-1 (стимулятора Т-лимфоцитов). 
Ферментативная активность:
• экспрессия на поверхности эндотелиальных клеток ангиотензинпрев- 

ращающего фермента (АПФ) (конверсия А1 в АП).
Участие в регуляции роста гладкомышечных клеток (ГМК):
• секреция эндотелиального фактора роста (ЭФР);
• секреция гепариноподобных ингибиторов роста.
Защита гладкомышечных клеток от вазоконстрикторных влияний:
• важность сохранения целостности эндотелия для ряда сосудорасширя­

ющих агентов, например ацетилхолина.
Эндотелий ежесекундно подвергается внешнему воздействию со сторо­

ны множества факторов, “атакующих” его поверхность из просвета сосуда и 
являющихся стимулами “гормонального” ответа эндотелиальной клетки (т. е. 
синтеза и выделения целого ряда вазоактивных соединений). В упрощен-
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

ном виде можно выделить три основных фактора, стимулирующих клетки 
эндотелия.

1. Изменение скорости кровотока — увеличение напряжения сдвига 
(например, при артериальной гипертензии кровь, протекающая по сосуду в 
условиях повышенного артериального давления, может повредить целост­
ность эндотелиальной выстилки и привести к возникновению эндотелиаль­
ной дисфункции).

2. Циркулирующие и /или “внутристеночные” нейрогормоны (катехола­
мины, вазопрессин, ацетилхолин, брадикинин, аденозин, гистамин и др.).

3. Факторы тромбоцитарного происхождения, выделяющиеся из тром­
боцитов при их активации (серотонин, АДФ, тромбин).

В норме в ответ на эти стимулы клетки эндотелия реагируют усилением 
синтеза веществ, вызывающих расслабление гладкомышечных клеток сосу­
дистой стенки и, в первую очередь, эндотелиального фактора релаксации, 
ЭФР (который является не чем иным как оксидом азота — NO), простацик­
лина, эндотелиального фактора гиперполяризации (ЭФГ) (см. вклейку, 
рис. 2, б). При повреждении сосуда активированные тромбоциты подверга­
ются ингибиторному действию простагландинов PGI2 и NO, высвобожден­
ных эндотелием (I). Образование тромба инициируется эспонированием в 
стенке сосуда коллагена и фактора фон Виллебранда (II), а также местным 
генерированием тромбина. Катящиеся тромбоциты прилипают и расплас­
тываются на коллагеновом матриксе, образуя монослой, который является 
основой для привлечения тромбоцитов, активированных тромбином, АДФ 
и тромбоксаном А2 (III). Вследствие тесного контакта между тромбоцитами 
растет и стабилизируется тромбоцитарная пробка (IV). Наибольшее значе­
ние придается оксиду азота, который имеет критическое значение в поддер­
жании должного сосудистого тонуса и, соответственно, необходимой вели­
чины локального кровотока через сосуд [13]. Важно отметить, что хотя NO и 
является наиболее мощным из известных на сегодня сосудорасширяющим 
агентом, его влияние не ограничивается дилатацией локального участка: NO 
способен подавлять пролиферативный ответ гладкомышечных клеток сосу­
дистой стенки и оказывать целый ряд системных эффектов в просвете сосу­
да: блокировать агрегацию тромбоцитов, окисление липопротеинов низкой 
плотности, экспрессию адгезивных молекул, “прилипание” моноцитов и 
тромбоцитов к стенке сосуда, продуцирование эндотелина и др.

В определенных ситуациях (например, острая гипоксия или кровотече­
ние) клетки эндотелия, напротив, становятся “причиной” сужения сосудов 
как за счет снижения содержания NO, так и вследствие усиленной выработ­
ки веществ с сосудосуживающим эффектом — эндотелина-1 (одного из наи­
более мощных вазоконстрикторов эндогенного происхождения), сверхокис- 
ленных анионов, простаноидов типа тромбоксана А2 и др.

Основная точка приложения как расслабляющих, так и сужающих фак­
торов — располагающиеся под эндотелием гладкомышечные клетки, однако 
все они могут выделяться в просвет сосуда и действовать на близлежащие 
эндотелиальные клетки (так называемая паракринная активность) [14].

При длительном воздействии различных повреждающих факторов (ги­
поксия, интоксикация, воспаление, гемодинамическая перегрузка и др.) 
20
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1.1. Эндотелий

происходит постепенное нарушение функционирования эндотелия — возни­
кает его дисфункция. В современной фундаментальной кардиологии ключе­
вая роль в инициации повреждения эндотелия отводится так называемому 
оксидативному стрессу — процессу, заключающемуся в накоплении внутри 
клеток свободных радикалов, крайне неблагоприятно влияющих на функ­
цию и целостность клетки (помимо окислительного стресса самостоятель­
ное влияние могут оказывать липопротеины низкой плотности, никотин). 
Процессы накопления свободных радикалов, в свою очередь, активируются 
при ишемии/гипоксии, под действием ряда известных факторов риска раз­
вития ИБС, а также являются основой для так называемого реперфузионно­
го повреждения — повреждения эндотелия, происходящего при восстанов­
лении кровотока через “инфарктсвязанную” артерию.

Эндотелиальная дисфункция — достаточно многогранный процесс, ос­
новными проявлениями которого являются следующие моменты:

1) нарушение биодоступности NO (считается, что именно это обстояте­
льство играет ключевую роль в наступлении дисфункции эндотелия под 
влиянием известных факторов риска ИБС—АГ, курения, дислипидемий, 
диабета):

• подавление экспрессии/инактивации эндотелиальной NO-синтазы 
(фермента, ответственного за синтез NO из L-аргинина) и снижение син­
теза NO;

• снижение на поверхности эндотелиальных клеток плотности рецепто­
ров (в частности, мускариновых), раздражение которых в норме приводит к 
образованию NO;

• повышение деградации NO — разрушение NO наступает прежде, чем 
вещество достигнет своего места действия (так действует, например, супер­
оксидный анион — один из продуктов оксидативного стресса);

2) повышение активности АПФ на поверхности эндотелиальных кле­
ток;

3) повышение выработки клетками эндотелия эндотелина-1 и других со­
судосуживающих факторов;

4) при тяжелом поражении эндотелия нарушение его целостности, и по­
явление в интиме участков, лишенных эндотелиальной выстилки (деэндоте- 
лизация). Это приводит к тому, что нейрогормоны, минуя эндотелий, непо­
средственно взаимодействуют с гладкомышечными клетками и вызывают их 
сокращение.

В целом суть эндотелиальной дисфункции можно сформулировать сле­
дующим образом: вещества, которые в нормальных условиях вызывают рас­
ширение сосудов (через взаимодействие с соответствующими рецепторами 
на поверхности эндотелия и выделения последним NO), при дисфункции 
эндотелия теряют способность оказывать свое релаксирующее действие и 
даже могут вызывать спазм. Таким образом, происходит постепенное исто­
щение и извращение компенсаторной “расширяющей” способности эндо­
телия, и преимущественным “ответом” эндотелиальных клеток на обычные 
стимулы становится сужение сосудов и пролиферация.
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

1.1.3. Физиология и биохимия
эндотелия

Эндотелий сосудов синтезирует и секретирует мощный 
ингибитор агрегации тромбоцитов — простациклин, фиксирует на своей по­
верхности ряд естественных антикоагулянтов, вырабатывает активаторы фи­
бринолиза. Остановка кровотечения обеспечивается взаимодействием эндо­
телия с клетками крови, в процессе чего эндотелиальные клетки вырабаты­
вают факторы, направленные на образование тромба: фактор фон Виллеб­
ранда, коллаген (см. вклейку, рис. 3).

Взаимодействие эндотелия с клетками крови имеет ряд особенностей. 
Так, лейкоциты свободно циркулируют в кровотоке и не взаимодействуют с 
эндотелием кровеносных сосудов. Непосредственный контакт начинается 
только в случае повреждения тканей. Реакция лейкоцитов на повреждение 
эндотелия выражается в их качении к месту травмы, адгезии, инвазии. Эти 
процессы требуют экспрессии на эндотелии многих адгезивных рецепторов 
различных клеток и их лигандов, или контррецепторов лейкоцитов. Ниже 
приведены адгезивные рецепторы эндотелиальных клеток и их лейкоцитар­
ные лиганды:

Адгезивные эндотелиальные 
рецепторы

Суперсемейство иммуноглобулинов (Ig) 
ICAM-1
ICAM-2
VCAM-1
РЕСАМ-1 (CD31)

Селектины
Е-селектин
Р-селектин

Аддрессин
GlyCAM-1

Лейкоцитарные
лиганды

Интегрины
aL02 (CD1 la/CD18) и ам02 (CD1 lb/CD18) 
а,ф2 (CDlla/CD18)
Интегрин а4р, (VLA-4)
Не обнаружен

Антиген сиалил-Левис
Не обнаружен
L-селектин

Процесс качения выражается в медленном движении лейкоцитов через 
люминальный сосуд и миграции вдоль поверхности эндотелия (рис. 1.3). Ра­
зличные агонисты, такие, как тромбин, гистамины, компоненты компле­
мента, пероксид водорода и цитокины, вызывают быстрое, но кратковре­
менное появление на поверхности эндотелия Р-селектина, высвобождаю­
щегося из телец Вайбеля-Палада. Экспрессия этого белка, продолжающаяся 
несколько минут, вызвана экспрессией Е-селектина, который необходим 
для агрегации лейкоцитов, и синтезируется в присутствии TNF-o., IL-1 и 
липополисахарида [15, 16].

Р- и Е-селектины являются адгезивными рецепторами лейкоцитов. Эти 
трансмембранные белки содержат (последовательно) N-концевые Са2+-зави- 
симый лектиновый, EGF-подобный, комплементсвязывающий домены и 
С-концевые трансмембранный и цитоплазматический домены. Каждый из 
этих доменов тесно коррелирует с экзон-интронной структурой каждого белка.
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1.1. Эндотелий

Внутри сосуда

Адгезия лейкоцитов, опосредованная эндотелиальными 
клеточными адгезивными молекулами (CAM)s:

ICAM-1 и ICAM-2
VCAM-1
MadCAM-1

Активация эндотелиальных кле
Активация селектинов
Синтез хемокинов
Синтез PAF

Трансэндотелиальная миграция 
через экспрессию:

Вне сосуда

Активация и прочная
Качение адгезия

РЕСАМ-1
ICAM-1
VCAM-1

Хемотаксис

РИС. 1.3. Взаимодействие лейкоцитов с эндотелием [10]

В случае качения лейкоцитов на поверхности активированных нейтро­
филов экспрессируются функционально активные р2-интегрины. Напри­
мер, aLp2, или CDlla/CD18, или лейкоцитарный антиген-1 связываются с 
адгезивными рецепторами эндотелиальных клеток ICAM-1 и ICAM-2. 
ICAM-1 медленно (более 24 ч) экспрессируется на поверхности сосудистого 
эндотелия с последующей активацией TNF-a, интерфероном-у или IL-1. 
Экспрессия продолжается в присутствии цитокинов, которые повышают эк­
спрессию мРНК ICAM-1 [17].

ICAM-1 и ICAM-2 относятся к семейству иммуноглобулинов. Структура 
молекулы этих белков представлена пятью непарными иммуноглобулино­
выми доменами, соединенными конец к концу, и внеклеточным доменом с 
иммуноглобулинподобной структурой, которая функционирует как САМ. 
ICAM-2 имеет два иммуноглобулиновых домена с 35 % гомологии, соответс­
твующей доменам ICAM-1. Оба белка посредством иммуноглобулинового 
домена связывают лейкоцитарный aLp2. Интересно, что с этим доменом 
связывается также большая группа риновирусов человека. Третий иммуно- 
глобулинпободный домен ICAM-1 является центром связывания интегрина 
otMp2 (CD116/CD18, или Мас-1).

ICAM-1 участвует в иммунных и воспалительных реакциях разного рода 
клеток (кроме эндотелия), включая лимфоциты, фибробласты и эпители­
альные клетки, тогда как ICAM-2 экспрессируется только на эндотелии. In 
vivo экспрессия на эндотелии ICAM-1 происходит в случае гиперчувствите­
льных кожных реакций и после введения интерлейкина-1 и интерферона-у.

К семейству иммуноглобулинов относится также адгезивная молекула-1 
(VCAM-1). Впервые этот белок обнаружен на эндотелии, доступном воспа­
лительным цитокинам (IL-1, TNF) и LPS. С VCAM-1 связываются некото­
рые виды лейкоцитов, включая моноциты, Т- и В-лимфоциты, базофилы и 
эозинофилы. Лейкоцитарным лигандом для VCAM-1 является VLA-4 се­
мейства интегринов Р|. Значение VCAM-1 в воспалительном ответе подтвер­
ждается его повышенной экспрессией в посткапиллярном венулярном эн­
дотелии во время осложнений при пересадке сердца [18].
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

Контакт между лейкоцитами и эндотелием предполагает вовлечение ней­
трофилов, адгезия которых к эндотелию связана с цитотоксичностью. По­
верхностная активация НАДФ-оксидазы и генерация нейтрофилами перок­
сида водорода и супероксид-ионов связана с повреждением клеток сосуда.

Существует концепция, что лимфоциты перемещаются из кровотока в 
лимфатические ткани через специальные сосуды, или эндотелиальные вену­
лы. Специфические рецепторы на лимфоцитах направляют их в эти венулы 
во всех лимфоидных тканях, включая лимфоузлы. Описано как минимум 
три типа эндотелиальных рецепторов для Т-лимфоцитов. Взаимодействие 
лимфоциты—эндотелий является первым шагом в миграции лимфоцитов к 
месту воспаления. Лимфоцитарный CDlla/CD18 опосредует связывание с 
ICAM-1. Второй этап адгезии включает связывание интегрина а4р, (VLA-4) 
на Т-лимфоцитах с VCAM-1 на эндотелии. Третьим рецептором является 
Е-селектин. Разные пути адгезии возможны для неактивированных лимфо­
цитов [19]. Рецепторы, вовлеченные в связывание активированных лимфо­
цитов с эндотелием, более ограничены в действии: лимфоцитарный 
CDlla/CD18 связывается с ICAM-1 и ICAM-X. Кроме того, адгезия Т-лим- 
фоцитов к VCAM-1, опосредованная р,-интегрином VLA-4, усиливается по­
вышением экспрессии VCAM-1 на активированном цитокинами эндотелии.

Нормальную структуру и функцию эндотелиальных клеток микрососу­
дов поддерживают тромбоциты. При уменьшении количества тромбоцитов, 
нарушении их функции резко возрастает проницаемость сосудистой стенки 
для эритроцитов. При малейшем повреждении стенки сосудов тромбоциты 
приклеиваются к поврежденному месту и способствуют образованию тром­
боцитарных агрегатов. Подобно нейтрофилам, тромбоциты не могут взаи­
модействовать с неактивированным эндотелием. Однако при повреждении 
эндотелия тромбоциты присоединяются к субэндотелиальному внеклеточ­
ному матриксу. При сильном спазме (> 600 с*1) сосудов первым основным 
белком матрикса и базальной мембраны, который связывается с тромбоци­
тами, является фактор фон Виллебранда [20]. Белок содержит домены, нео­
бходимые для взаимодействия с коллагеном и глюкозаминогликанами внут­
ри субэндотелия. Сразу после активации тромбоцитов агонистом или после 
связывания им гликопротеина GP Ib/IX фактор фон Виллебранда связывает­
ся с гликопротеином GP ПЫПа. Этого связывания недостаточно для ком­
пенсации отсутствия GP Ib/IX: адгезия тромбоцитов у пациентов с дефици­
том последнего сильно нарушена.

In vivo адгезивными лигандами для тромбоцитов служат белки сосудис­
того эндотелия и матрикса. Эндотелиальные клетки продуцируют различные 
коллагены, некоторые из которых находятся в кровеносных сосудах. Мини­
мальные требования для адгезии тромбоцитов заключаются в наличии спи­
ральной структуры нативного коллагена. Адгезия усиливается ионами маг­
ния и марганца; связывание с коллагеном обеспечивается интегрином cxjPp 
Начальная адгезия тромбоцитов к коллагену не требует их активации, что 
приводит к распластыванию тромбоцитов. Идентифицированы также неин- 
тегриновые тромбоцитарные рецепторы коллагена — GP IV (CD36) и GP VI.

К мембранным и матриксным белкам, участвующим в адгезии тромбо­
цитов, относятся также витронектин и фибронектин [21, 22]. Тромбоциты 
24

Aku
sh

er-
Lib

.ru



1.1. Эндотелий

содержат как минимум два рецептора витронектина — avPi, ацЬРз и два ре­
цептора фибронектина — a5P|, a|lbp3. Оба рецептора фибронектина для свя­
зывания требуют наличия ионов кальция. В отличие от а11ЬРз а5р| связывает­
ся с фибронектином без предварительной активации тромбоцитов. Оба ре­
цептора узнают RGD-последовательность в клеточном домене фибронекти­
на. Существует еще один вид связывания фибронектина с тромбоцитами, 
который не зависит от наличия ионов кальция, RGD-последовательности и 
вовлекает в процесс связывания коллагенсвязывающий домен фибронекти­
на. Тромбоциты взаимодействуют также с тромбоспондином, который про­
дуцируется эндотелиальными клетками и мегакариоцитами, а также высво­
бождается из a-гранул во время секреции [23].

В физиологических условиях при отсутствии каких-либо повреждений 
эндотелий обладает высокой тромборезистентностью, или неспособностью 
активировать тромбоциты [24]. Тромборезистентность люминальной повер­
хности пласта обеспечивается сбалансированным продуцированием эндоте­
лиоцитами как прокоагулянтов, так и антикоагулянтов и фибринолитиков 
(простациклин, активатор плазминогена, антитромбин III), посредством ко­
торых регулируется агрегатное состояние пристеночного слоя плазмы кро­
ви. Тромборезистентность эндотелия связана с такими его особенностями:

1) отрицательным зарядом на поверхности, обращенной в сторону про­
света сосуда (внешние мембраны тромбоцитов имеют такой же заряд);

2) наличием в нем фермента (АДФаза), вызывающего расщепление 
АДФ — сильного стимулятора агрегации тромбоцитов;

3) способностью синтезировать вещества, угнетающие функциональную 
активность тромбоцитов (простациклин, NO и 13-гидрокси-9,11-октадека­
диеновая кислота);

4) способностью связывать и инактивировать тромбин (посредством 
тромбомодулина);

5) наличием ингибиторов протеиназ системы свертывания крови (анти­
тромбин III и а2-макроглобулин);

6) способностью синтезировать гликозаминогликаны, в результате ак­
тивации которых ускоряют свое действие естественные антикоагулянты;

7) способностью синтезировать и высвобождать в кровоток тканевый ак­
тиватор плазминогена.

Вместе с тем эндотелий обладает уникальной способностью менять свой 
антитромботический потенциал на тромбогенный. Такая трансформация сте­
нок сосудов происходит при застое крови, гипоксии, повреждении стенок со­
судов экзогенными (механические повреждения, лучевое воздействие, токси­
ческие вещества) и эндогенными (тромбин, циклические нуклеотиды, ряд 
цитокинов) факторами. После повреждения эндотелия слой субэндотелия, 
стоящий из базальной мембраны, коллагена, эластиновых волокон, фибри- 
нектина, фактора фон Виллебранда, становится стимулятором адгезии тром­
боцитов и активации механизма свертывания крови (см. вклейку, рис. 4).

В норме сосудистый эндотелий не участвует в активации свертывания 
крови, а напротив, ингибирует этот процесс. На поверхности эндотелия син­
тезируется тромбомодулин — трансмембранный рецептор тромбина, кото-
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рый вызывает в молекуле последнего конформационные изменения, приво­
дящие к ингибированию его свертывающей активности и способности акти­
вировать фактор V системы свертывания крови. Более того, связывание 
тромбина с тромбомодулином вызывает ускорение активации протеина С. 
Процесс активации происходит на поверхности эндотелия, с которым про­
теин С связывается при участии своего кофактора протеина S. Активирован­
ный комплекс протеин С-протеин S обеспечивает на эндотелии функциони­
рование мощного антикоагулянтного механизма [25].

Дополнительный механизм ингибирования процесса свертывания кро­
ви включает присутствующий на поверхности сосудистого эндотелия гепа- 
ран-сульфат — гликозаминогликан, который связывается с антитромбином 
III. Сосудистый эндотелий неравномерно покрыт связанным гепарином ан­
титромбином, инактивирующим тромбин и факторы Ха и 1Ха системы свер­
тывания крови, образующиеся при активации свертывания. Эндотелий син­
тезирует также простациклин (простагландин 12) и EDRF (эндотелиальный 
фактор релаксации), которые являются мощными антитромбоцитарными 
антагонистами. Вследствие повреждения или заболевания (патологии) стен­
ки сосуда эндотелий претерпевает множественные изменения [26, 27] 
(рис. 1.4). Наиболее значительным является экспрессия тканевого фактора 
(ТФ) — трансмембранного гликопротеина, являющегося кофактором для 
фактора VII/VIIa на люминальной поверхности эндотелия. В норме ткане­
вый фактор in vivo и in vitro на эндотелиальных клетках не выявлен. Его экс­
прессия на эндотелии вызывается различными цитокинами, такими, как 
TNF и IL-1, и эндотоксином. TNF появляется для стимулирования высво­
бождения интерлейкина-1, который непосредственно индуцирует синтез 
тканевого фактора [28].

С тканевым фактором связывается фактор VII свертывания крови, и об­
разовавшийся комплекс активирует фактор X свертывания крови. Факторы 
Ха и Va активируют протромбин либо на поверхности тромбоцитов, либо на 
эндотелии. Эндотелиальные клетки содержат фактор V, активируемый тром­
бином или эндогенным эндотелиальным ферментом [15]. Фактор Ха на 
тромбоцитах или на эндотелии связывается с фактором Va. Поскольку 
протекание этой реакции кинетически предпочтительнее на тромбоцитах, 
активация протромбина на эндотелии может служить вспомогательным ме­
ханизмом свертывания крови. Комплекс Xa/Va активирует протромбин, что 
приводит к появлению тромбина и образованию сгустка [29, 30].

РИС. 1.4. Регуляция эндотелием процесса активации системы свертывания [35]
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1.2. Тромбоциты

РИС. 1.5. Регуляция эндотелием процесса активации фибринолиза [35]

г — ) * •>

На эндотелиальных клетках находятся рецепторы факторов IX и 1Ха 
свертывания крови. Факторы 1Ха и Villa вместе с эндотелием ускоряют ак­
тивацию фактора X и повышают сродство фактора 1Ха к его рецептору [31].

Эндотелиальные клетки продуцируют также фактор XIII свертывания 
крови, или фибринстабилизирующий фактор. Этот фермент “прошивает” 
а- и у-цепи фибрина, создавая клеточную основу для стабилизации сгустка. 
В норме роль фактора XIII может заключаться в стабилизации белков мат­
рикса (фибронектин или фибрин) на поверхности эндотелия [32].

Еще одной функцией эндотелия является активация и ингибирование 
фибринолиза (рис. 1.5). Клетки сосудистого эндотелия синтезируют и секре­
тируют тканевый активатор плазминогена (ТАП) и его ингибитор первого 
типа (ПАИ-1) [33]. Что касается активатора плазминогена урокиназного ти­
па (у-Па), то заингибированные при контакте преждевременно пересажен­
ные клетки не способны его синтезировать, однако в условиях, приближен­
ных к ангиогенезу, у-Па синтезируется. ТАП является основным активато­
ром внутрисосудистого фибринолиза. Экспрессию этого белка эндотелием 
вызывают многие агонисты, включая тромбин, который также стимулирует 
синтез и экспрессию ПАИ-1. В физиологических условиях при отсутствии 
повреждения стенки сосуда величина напряжения сдвига, характерная для 
кровотока, является достаточной для поддержания фонового количества 
ТАП и предупреждения высвобождения ПАИ-1. Все вместе вызывает инги­
бирование активации плазминогена.

Синтез ПАИ-1 стимулируют также эндотоксин и интерлейкин-1, тем 
самым способствуя ингибированию фибринолиза. Обработка эндотелиаль­
ных клеток эндотоксином in vitro или in vivo приводит к повышению уровня 
ПАИ-1 на их поверхности. В случае инфекции или воспаления результатом 
является ингибирование растворения сгустка.

1.2. ТРОМБОЦИТЫ

Тромбоциты крови — самый интересный и важный при­
мер образования отделенных от клеток цитоплазматических фрагментов, 
способных к самоорганизации. Тромбоциты играют центральную роль в 
свертывании крови, образовании тромбов — сгустков, закрывающих про-
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Г ЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

свет разорвавшегося кровеносного сосуда и останавливающих кровотечение 
из этого сосуда. Биография тромбоцитов насчитывает не более 150 лет. В 
1880-х годах их подробно описал итальянский врач Г. Биццоцеро (раньше их 
даже называли бляшками Биццоцеро). Под микроскопом тромбоциты вы­
глядят как овальные или округлые гладкие тельца. Они способны к агрега­
ции, т. е. слипанию, и благодаря адсорбции удерживают на своей поверхнос­
ти факторы свертывания крови. Эти два свойства обусловливают активное 
участие тромбоцитов в процессе свертывания крови.

Таким образом, тромбоциты можно рассматривать как фрагменты цито­
плазмы, естественно образующиеся из структур противоположного ти­
па — гигантских клеток. Эти фрагменты могут длительное время сохранять­
ся в крови в упакованном виде, но при необходимости способны однократ­
но активироваться и самоорганизоваться, а затем, выполнив свою функцию, 
активировав свертывание, погибать.

Тромбоциты имеют три типа гранул: а-гранулы накапливают и секрети­
руют протеины — фибриноген, фактор фон Виллебранда, 4-й тромбоцитар­
ный фактор, тромбоглобулин и тромбоцитарный фактор роста; плотные гра­
нулы накапливают более мелкие молекулы — АДФ, биогенные амины (серо­
тонин, катехоламины и др.), ионы кальция; лизосомальные гранулы содер­
жат кислые гидролазы. В мембране тромбоцитов локализовано множество 
рецепторов (5 типов гликопротеиновых, рецепторы к коллагену, тромбину, 
АДФ, катехоламинам, серотонину, тромбоксану А2, фактору активации тро­
мбоцитов, Fc-фрагменту иммуноглобулинов, компонентам комплемента, 
инсулину, а-адренорецепторы, рецепторы к эндотелину), рецептороподоб­
ных протеинов, связывающих и удерживающих на поверхности тромбоци­
тов комплексы факторов свертывания и интегринов, участвующих в клеточ­
ной адгезии.

1.2.1. Морфология тромбоцитов

Тромбоциты — плоские безъядерные фрагменты клеток 
неправильной формы длиной 1—4 мкм и толщиной 0,5—0,75 мкм — образу­
ются в костном мозге в результате фрагментации мегакариоцитов. В крас­
ном костном мозге стволовая клетка крови дифференцируется в гигантскую 
клетку — мегакариоцит. При действии гормона тромбопоэтина мегакарио­
цит отщепляет до 1000 фрагментов цитоплазмы — тромбоцитов, и после вы­
хода в сосудистое русло примерно 2/3 этих кровяных пластинок циркулиру­
ет в кровотоке. Около 1/3 из них не принимает участия в процессах останов­
ки кровотечения или внутрисосудистого тромбообразования и выводится из 
кровотока путем естественного фагоцитоза макрофагами селезенки и пече­
ни. Нормальное содержание тромбоцитов в 1 мм3 крови — 150—300 тыс., 
средняя продолжительность их жизни — 6,9 ± 0,3 сут. В 1 л нормальной кро­
ви насчитывается 180—320 млрд тромбоцитов [34].

Отсутствие у тромбоцитов клеточного ядра не дает возможности синте­
зировать ДНК и ограничивает их способность к синтезу белков de novo. В со­
ответствии с вышесказанным тромбоциты не являются клетками в класси­
ческом смысле и обозначаются как “безъядерные клетки”. В неактивиро- 
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1.2. Тромбоциты

ванном состоянии тромбоциты имеют типичную дисковидную форму с пло­
щадью поверхности в среднем 8 мкм2. Активация тромбоцитов АДФ, тромби­
ном или в результате адгезии приводит к изменению их формы: на поверхно­
сти активированного тромбоцита выпячиваются многочисленные псевдопо­
дии. У тромбоцитов так же, как и у больших ядерных клеток, молекулярной 
основой образования псевдоподий является полимеризация актиновых мик­
рофиламентов из растворимого актина. К микрофиламентам присоединяют­
ся миозин и другие молекулы. В результате псевдоподии, как и у больших 
клеток, становятся сократимыми, способными прикрепляться к различным 
поверхностям, например к коллагеновым волокнам [35—37].

На таких поверхностях тромбоцит распластывается и может даже пере­
мещаться по ним на небольшие расстояния. Гранулы, собранные в цент­
ральной части цитоплазмы активированного тромбоцита, сливаются с нару­
жной мембраной и секретируют свое содержимое в кровь или тканевую 
жидкость. При этом активные вещества, вышедшие из гранул, действуют на 
белки крови, стимулируя дальнейшее тромбообразование. Через несколько 
часов активированный тромбоцит, подобно клеточным фрагментам в куль­
туре, погибает [38].

Ультраструктура тромбоцитов может быть разделена на четыре морфо­
логические зоны: периферическая, структурная, зона органелл, мембранная 
система (см. вклейку, рис. 5) [37]. Каждая из зон выполняет специфические 
функции.

Периферическая зона представляет собой трехслойную цитоплазматичес­
кую мембрану, подобную мембранам других клеток, которая содержит раз­
личные гликопротеины, белки и мукополисахариды (гликокаликс). Как и в 
случае других клеток, цитоплазматическая мембрана состоит из поляризо­
ванного липидного бислоя, содержащего мембранные белки. Асимметрич­
ное распределение фосфолипидов — фосфатидилхолин и фосфатидилэтано- 
ламин снаружи, а сфингомиелин и фосфатидилинозитол внутри — является 
важным фактором для функций тромбоцитов. Организация фосфолипидов 
плазматической мембраны изменяется при активации тромбоцитов, во вре­
мя которой экспрессируются белки-рецепторы агонистов (например, АДФ, 
тромбин) или адгезивные белки (например, фибриноген или фактор фон 
Виллебранда).

Структурная зона состоит из микротубул, представляющих собой тубу­
линовые волокна, окруженные сетью различных структурных белков. Ком­
поненты структурной зоны служат, главным образом, для поддержания дис­
ковидной формы неактивированных тромбоцитов и изменения их формы в 
случае активации. Структурные белки формируют цитоскелет, состоящий в 
основном из актина (15—20 % общей белковой массы) и акта нс вязы ваюгце- 
го белка. Актин находится в двух функциональных состояниях: G-актин 
(глобулярная форма) и F-актин (форма филаментов). В цитоплазме тромбо­
цитов различают гиаломер (гиалоплазму) и грануломер. Гиаломер представ­
ляет собой гомогенную или тонкогранулярную субстанцию, плотность кото­
рой варьирует в зависимости от функционального состояния тромбоцитов и 
их возраста. В гиаломере расположены микротрубочки и микрофиламенты 
(микроволокна), представляющие собой две морфологические формы тром-
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бастенина — сократительного белка тромбоцитов (тромбоцитного актомио­
зина). Под грануломером понимают совокупность гранул, расположенных в 
цитоплазме тромбоцитов [39].

Зона органелл находится в цитоплазме и состоит из митохондрий, запа­
сенного гликогена и трех форм гранул: плотных, а-гранул и лизосом:

Компоненты гранул тромбоцитов

Плотные гранулы а-Гранулы Лизосомы

Ингибиторы протеиназ

АТФ, АДФ, Ca2t, 
серотонин, фос­
фат, гуапиннук- 
леотид

а|-Антитрипсин, <х2-.макроглобулии, инги­
битор С1-эстеразы, а2-антиплазмин

Адгезивные белки

Фибриноген, фибронектин, тромбоспон­
дин, фактор фон Виллебранда, витронек­
тин, гликопротеин ПЫПа, Р-селектин 
(PADGEM, GMP-140)

а-Арабиноза, p-га­
лактозидаза, р-ГЛЮ- 
куронидаза, эластаза, 
N-ацетил-глюкоза-
минидаза, коллаге­
наза, катепсин

Факторы роста

Тромбоцитарный фактор роста, фактор ро­
ста р, эпидермальный фактор роста, эндо­
телиальный фактор роста

Цитокинподобные белки

ИнтерлейкинI(?), CD40 лиганд/?), тром­
боцитарный фактор 4, р-тромбомодулин

Факторы свертывания крови

плазминоген, ПАИ-1, фактор V, фактор XI, 
фибриноген, протеин S

Гранулы являются характеристикой тромбоцитов и служат центрами 
хранения белков и других важных для функционирования тромбоцитов ве­
ществ.

Плотные гранулы получили свое название после характеристики их 
электронно-оптической плотности. Они содержат ряд низкомолекулярных 
компонентов (АДФ, АТФ, ионы кальция, серотонин), которые вызывают 
агрегацию тромбоцитов. а-Гранулы содержат белки, которые влияют на 
процессы адгезии, агрегации, хемотаксиса, пролиферации, воспаления, свер­
тывания крови. Лизосомальные гранулы содержат гидролитические фер­
менты и сходны с лизосомами других клеток [35, 40].

Мембранная система состоит из многочисленных канальцевых структур, 
которые, с одной стороны, открываются на поверхность тромбоцитов, а с 
другой — в цитоплазму, и из плотной тубулярной системы. Тубулярная систе­
ма происходит из шероховатого ретикулума мегакариоцитов и является од­
ним из основных центров запасания свободных ионов кальция, который иг­
рает главную роль в регуляции метаболизма тромбоцитов и их активации. Как
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только концентрация свободных ионов кальция превышает определенный 
порог, тромбоциты изменяют свою форму с образованием псевдоподиев [37].

Изменение формы тромбоцитов требует изменений в структурной зоне, 
богатой микротубулами в псевдоподиях. В то же время G-актин полимери­
зуется и образует филаменты F-актина, ассоциированные в дальнейшем с 
другими структурными белками мембраны. Это приводит к стабилизации 
мембраны в области псевдоподий. Во время активации тромбоцитов 
F-актин взаимодействует с миозином, образуя актомиозин. Подобно клет­
кам гладкой мускулатуры, актомиозин формирует сократительный аппарат, 
который гарантирует динамическое изменение формы активированных тро­
мбоцитов. Такое изменение формы вызывает централизацию органелл, при­
водящую к увеличению поверхности тромбоцитов и таким образом поддер­
живающую тромбоцитарный гемостаз.

1.2.2. Адгезия тромбоцитов

Эндотелий помимо чисто барьерной функции активно пре­
пятствует адгезии и агрегации тромбоцитов за счет синтеза простациклина 
(простагландина PG12), эндотелиального релаксирующего фактора, а также ак­
тиваторов плазминогена тканевого и урокиназного типов. Кроме того, на по­
верхности эндотелиальных клеток обнаружен гликопротеин тромбомодулин, 
обладающий способностью связывать и инактивировать тромбин [9, 26, 41].

На начальном этапе коагуляционного каскада происходит адгезия (при­
липание) тромбоцитов к месту повреждения эндотелия. Процесс адгезии 
осуществляется благодаря наличию в мембране тромбоцита специфических 
рецепторов, моментально связывающихся с соответствующими лигандами в 
экстрацеллюлярном матриксе. При этом для процесса взаимодействия меж­
ду лигандом и рецептором мембраны тромбоцита необходимо присутствие 
фактора фон Виллебранда, который также синтезируется клетками эндоте­
лия сосудов.

Основными гликопротеидными комплексами мембраны тромбоцитов
являются следующие:

Гликопротеидный комплекс Лиганды Функция тромбоцитов

GPIalla Коллаген Адгезия
GPIcIIa Фибронектин То же
GPIcTIa Ламинин
GPIbIX Фактор фон Виллебранда 

Витронектин 
Фибронектин

GPayllla Фактор фон Виллебранда
Фибриноген 

Тромбоспондин
Фибриноген
Фибронектин

GPIIbTIIa Фактор фон Виллебранда 
Витронектин 

Тромбоспондин

Агрегация
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

Таким образом, в результате адгезии на поверхности разрыва эндотелия 
формируется монослой тромбоцитов. Связывание рецепторов мембраны тро­
мбоцита с лигандами в субэндотелии является пусковым фактором для следу­
ющей стадии тромбообразования — агрегации тромбоцитов. При этом тром­
боциты изменяют свою форму, становясь из дисковидных сферическими, на 
поверхности их мембраны появляются псевдоподии. Одновременно происхо­
дит высвобождение содержимого плотных гранул тромбоцитов, секретируют­
ся индукторы агрегации тромбоцитов — аденозиндифосфат (АДФ) и серото­
нин, тромбоцитарный фактор 4, тромбоцитарный фактор роста и др. Также 
повышается активность фосфолипаз А2 и С, которые, расщепляя мембранные 
фосфолипиды, приводят к высвобождению арахидоновой кислоты. Далее 
арахидоновая кислота под влиянием циклооксигеназы и тромбоксансинтета- 
зы превращается через промежуточную стадию эндопероксидов в тромбоксан 
А2. Тромбоксан А2, являясь мощным индуктором агрегации тромбоцитов, та­
кже вызывает выраженную вазо- и бронхоконстрикцию [42].

В результате высвобождения в кровоток многочисленных проагрегантов 
(АДФ, серотонин, тромбоксан А2, адреналин, тромбин и др.) осуществляет­
ся механизм положительной обратной связи, проявляющейся в усилении 
первоначальной агрегации тромбоцитов с одновременным вовлечением в 
процесс агрегации соседних неактивированных клеток.

Единовременное действие нескольких индукторов агрегации (в против­
ном случае в кровеносном русле постоянно образовывались бы тромбоцита­
рные тромбы) является стимулом к началу общего финального этапа агрега­
ционного процесса: на мембранах псевдоподий происходят конформацион­
ные изменения IIb/Ша-рецепторов, сопровождающиеся многократным уве­
личением их афинности к своим лигандам, прежде всего к фибриногену и 
фактору фон Виллебранда. Мультивалентные молекулы фибриногена и фак­
тора фон Виллебранда способны взаимодействовать одновременно с боль­
шим количеством тромбоцитов, что приводит к образованию многочислен­
ных межклеточных “мостиков”.

Таким образом, заключительной стадией процесса активации тромбо­
цитов является построение тромбоцитарного агрегата, представляющего со­
бой множество активированных тромбоцитов, соединенных между собой с 
помощью молекул фибриногена и фиксированных к месту повреждения эн­
дотелия посредством фактора фон Виллебранда [43—46].

Процессы прикрепления клеток друг к другу и к компонентам соедини­
тельнотканного матрикса принято объединять общим термином “клеточная 
адгезия”. Она обеспечивается специальными клеточными рецепторами, по­
лучившими название молекул клеточной адгезии и по своей структуре явля­
ющихся мембранными гликопротеинами. Расположены они на поверхности 
клеток и обладают способностью к избирательному взаимодействию с бел­
ками (лигандами или контррецепторами) на поверхности других клеток или 
адгезивными (“липкими”) белками соединительной ткани и плазмы крови. 
Молекулы клеточной адгезии тромбоцитов обеспечивают протекание на­
чальных стадий процесса тромбообразования.

Адгезия тромбоцитов к поврежденному участку сосудистой стенки и их 
агрегация — первый ключевой элемент закупорки поврежденных сосудов.
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Циркулирующие в крови тромбоциты не прилипают к интактному эндо­
телию и не слипаются друг с другом, если эндотелий не поврежден и не об­
нажены субэндотелиальные структуры. Адгезия тромбоцитов происходит 
при участии фактора фон Виллебранда, который во время адгезии тромбо­
цитов связывается с гликопротеиновыми рецепторами их поверхностной 
мембраны — GPIb-рецепторами (см. вклейку, рис. 6). Существуют два ме­
ханизма адгезии тромбоцитов: 1) поверхность мембраны поврежденного 
эндотелия приобретает положительный заряд, поэтому к ней прилипают 
тромбоциты, наружная поверхность которых заряжена отрицательно; 2) пов­
реждение сосуда приводит к образованию свободного фактора фон Вилле­
бранда (в норме он связан с фактором VIII), который служит связующим 
звеном между субэндотелиальными структурами и белками поверхности 
тромбоцита [47].

Адгезия покоящихся тромбоцитов к поврежденной стенке сосуда являет­
ся первым шагом первичного гемостаза и называется первичной. Прикреп­
ление активированных тромбоцитов к субэндотелию получило название 
вторичной адгезии. Первичная адгезия приводит к изменению формы, рас­
пластыванию или качению, активации адгезированных тромбоцитов с по­
следующей секрецией компонентов гранул и формированию агрегатов. Ад­
гезия тромбоцитов наблюдается в условиях артериального тока и при высо­
ком напряжении сдвига. Чтобы такое было возможно, изначальный контакт 
между циркулирующими тромбоцитами и стенкой сосуда должен происхо­
дить быстро и оставаться стабильным [34, 48].

Процесс адгезии регулируется гликопротеинами мембраны тромбо­
цитов. Тромбоциты имеют встроенные в мембрану рецепторы адгезии, ко­
торые “узнают” специфические структурные компоненты экстрацеллю­
лярного матрикса в области субэндотелия. Экстрацеллюлярный матрикс 
представляет собой сеть различных компонентов, таких, как коллаген, эла­
стичные нити которого включены в гель протеогликанов, гликопротеинов 
и воды. Экстрацеллюлярный матрикс обеспечивает биомеханическую ста­
бильность сосудов и состоит из различных структур. В следовых количест­
вах в стенке сосудов присутствуют также коллагены IV, V, VI, VIII типов. С 
возрастом и развитием атеросклероза состав коллагена сосудистой стенки 
меняется: наблюдается присутствие больших количеств коллагена I типа. 
Основными из неколлагенадгезивных белков, включенными в экстрацел­
люлярный матрикс, являются фибронектин и ламинин. В пролифератив­
ной ткани присутствует тромбоспондин; эндотелий секретирует фактор 
фон Виллебранда. Небольшое количество этого белка адгезирует с коллаге­
новыми нитями во внешнем слое субэндотелия, а основная масса секрети­
руется в кровь [49].

Первый контакт между циркулирующими в крови тромбоцитами и по­
врежденной стенкой сосуда устанавливается взаимодействием тромбоци­
тарного рецептора для фактора фон Виллебранда (гликопротеин Ib-V-IX) с 
коллагениммобилизованным фактором фон Виллебранда (контактная фа­
за) (см. вклейку, рис. 7, а). Их взаимодействие характеризуется высоким 
сродством, которое делает возможной адгезию тромбоцитов к стенке сосу­
да, особенно в области артериального тока. Важность взаимодействия меж-
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Арахидоновая кислота

Диацилглицеоол

ПГН2
(простагландииэндопероксиды)

Резервный кальций

РИС. 1.6. Участие арахидоно­
вой кислоты в процессе агре­
гации тромбоцитов

ду фактором фон Виллебранда и его рецептором показана при анализе сос­
тояния системы гемостаза у пациентов с врожденным дефектом этого фак­
тора (болезнь Виллебранда) или его рецептора (синдром Бернарда—Соле­
ра) [50]. Для таких больных характерно увеличение длительности кровоте­
чения.

Стабилизация адгезии тромбоцитов (фаза стабилизации) происходит 
при участии рецепторов коллагена, фибронектина и ламинина, принадле­
жащих к семейству интегринов (см. вклейку, рис. 7, d). Связывание тромбо­
цитарного рецептора коллагена с коллагеном приводит, в частности, к акти­
вации и изменению формы адгезированных тромбоцитов (активационная 
фаза) (см. вклейку, рис. 7, в). Во время изменения формы образующиеся 
псевдоподии приклеиваются к стенке поврежденного сосуда через белковые 
мостики — фактор фон Виллебранда, образуя однослойную выстилку, к ко­
торой из кровотока прилипают другие тромбоциты. Этот эффект носит на­
звание агрегации. Далее происходит запуск так называемого арахидонового 
каскада (рис. 1.6), приводящего к образованию тромбоксана А2, который 
высвобождает из запасающих гранул клеток депонированные ионы кальция 
и АДФ. Последние выталкиваются на поверхность клетки, где они формиру­
ют с гликопротеином IIb/IIIa-рецепторы к фибриногену, молекулы которого 
создают стяжки между клетками, удерживают их в конгломерате и укрупня­
ют за счет выброса новых порций АДФ из вовлекаемых в процесс интактных 
кровяных пластинок [51, 52].

После выхода в экстрацеллюлярное пространство тромбоксан А2 усили­
вает активационный процесс и связывание со специфическими тромбоксано­
выми рецепторами. Кроме того, тромбоксан А2 обладает сосудосуживающей 
активностью и, таким образом, стимулирует образование тромба в месте су­
жения сосуда [53]. В дальнейшем компоненты гранул, высвобождающиеся 
во время адгезии (секреция), вовлекают в адгезию покоящиеся тромбоциты 
из кровотока, и тем самым усиливают этот процесс. Взаимодействие покоя-
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щихся тромбоцитов с адгезированными происходит при участии активиро­
ванных рецепторов GPIIbllla (рис. 1.7). Заключительная стадия (стадия рас­
пластывания) адгезии считается завершенной, когда тромбоциты полностью 
прикреплены к субэндотелию (см. вклейку, рис. 7, г).

1.2.3. Роль фактора фон Виллебранда 
в адгезии тромбоцитов

Фактор фон Виллебранда представляет собой гликопроте­
ин, состоящий из идентичных субъединиц, соединенных дисульфидными 
связями. Каждая субъединица содержит 2050 аминокислотных остатков и 
22 карбогидратные цепи общей массой 278 кДа, из которых 10—19 % прихо­
дится на карбогидраты. Две субъединицы соединены с N-концами димеров, 
являющихся структурными блоками крупных полимеров. Межсубъединич­
ные дисульфидные связи в N-концевой части димеров формируют мульти­
меры молекулярной массой 500—10 000 кДа. Мультимеры могут быть пред­
ставлены как тонкие филаменты длиной 1300 нм с диаметром тромбоцита 
или как спиралевидные молекулы с поперечным сечением 200—300 нм 
[54-55].

Изменение гемодинамики может деспирализовать глобулу фактора фон 
Виллебранда, несмотря на ее временную связь с сосудистой или клеточной 
поверхностью. Однако фактор фон Виллебранда, связанный с коллагеном, 
не подвержен подобному изменению. Существует прямая зависимость меж­
ду размером макромолекулы белка и его способностью вызывать формиро­
вание тромбоцитарных тромбов. Наблюдение пациентов с болезнью фон 
Виллебранда показало, что крупные мультимеры гемостатически более эф­
фективны, чем мелкие. Вытянутые мультимеры функционально полива­
лентны, в каждой субъединице наблюдается высокая плотность упаковки 
доменов, что предполагает множественное взаимодействие с компонентами 
сосудистой стенки и тромбоцитов, приводящее к более эффективному про­
явлению адгезивных свойств. Например, крупные молекулы формируют
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компактные (тесные) связи с GPIba и проводят сигналинг через поперечно­
связанные рецепторы [56].

Специфические аспекты биосинтеза, запасания и образования в плазме 
крови фактора фон Виллебранда нацелены на получение максимального 
тромбогенного ответа в месте повреждения, несмотря на неспособность 
ответа тромбоцитов, находящихся в кровотоке. Возможно, по этой причине 
фактор фон Виллебранда имеет два пути секреции: один из них непосредст­
венно связан с синтезом, другой — с регуляцией накопления и высвобожде­
ния после стимуляции секрецией. Поскольку высвобожденный фактор фон 
Виллебранда подвержен уменьшению размеров молекулы, наличие источ­
ника нерасщепленных мультимеров из запасных клеточных центров позво­
ляет максимальное проявление функций на участках, где требуются быстрая 
адгезия и агрегация. В клетках находится два вида органелл, где синтезирует­
ся белок: тельца Вайбеля-Палада в эндотелиальных клетках и а-гранулы в 
мегакариоцитах и тромбоцитах. В мегакариоцитах эффективным in vivo яв­
ляется регулируемый путь секреции фактора. Белок, находящийся в плазме 
крови, высвобождается эндотелиальными клетками, тогда как из ос-гранул 
выброс фактора фон Виллебранда происходит только в случае активации. 
Фактор фон Виллебранда эндотелиальных клеток независимо от пути секре­
ции направлен к субэндотелию. С помощью многочисленных исследований 
выяснено, что роль фактора фон Виллебранда, секретирующего непосредст­
венно в стенке сосуда, в образовании первого слоя тромбоцитов на сосудис­
той стенке подобна таковой фактора плазмы крови. Оказывается, что нали­
чие эндогенного эндотелиального фактора фон Виллебранда способствует 
адгезии тромбоцитов. Однако содержание субэндотелиального фактора фон 
Виллебранда в сетке сосудов не везде одинаково. Белок не может одновре­
менно находиться во всех артериях и артериолах, непосредственно вовле­
ченных в гемостаз. Более того, травматическое повреждение из-за утолще­
ния стенки сосуда обнажает глубокий слой экстрацеллюлярного матрикса, 
образованного другими, не эндотелиальными клетками, в котором внутрен­
ний фактор фон Виллебранда отсутствует. Роль плазменного фактора за­
ключается в максимальной остановке посттравматического кровотечения 
путем быстрого взаимодействия специфической субъединицы доменов с не­
сколькими компонентами экстрацеллюлярного матрикса [57].

Иммобилизация плазменного фактора фон Виллебранда на открытых 
субэндотелиальных структурах может служить преобладающим механизмом, 
вызывающим ответ тромбоцитов в области повреждения. Традиционное по­
нимание этого процесса представляет собой связывание GPIba с Al-доме­
ном фактора фон Виллебранда, иммобилизованным в основном на коллаге­
не. Коллагенсвязывающая функция белка охватывает два типа А-доменов — 
А1 и А2, структура которых известна на атомном уровне. Все это является 
необходимым и достаточным для связывания с коллагеном типа I или III, 
тогда как домен А1 вовлечен в связывание с коллагеном VI типа [58]. Жид­
костная динамика и механические силы способны модулировать эти взаи­
модействия, однако до сих пор не совсем понятно их участие в физиологи­
ческих процессах иммобилизации фактора фон Виллебранда на субэндоте-
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лии, компоненты которого (отличные от коллагена) также играют немалова­
жную роль. Например, антитело, ингибирующее связывание домена АЗ с 
коллагеном in vitro, способно также ингибировать образование тромбоцита­
рного тромба и увеличивать продолжительность кровотечения in vivo. В то 
же время у пациентов с мутациями в молекуле фактора фон Виллебранда 
кровотечение отсутствовало или было довольно слабым. Иммобилизация 
фактора фон Виллебранда на экстрацеллюлярной поверхности, опосредо­
ванная доменом АЗ, во многом зависит от природы повреждения. Это пред­
полагает, что взаимодействие с коллагеном может регулировать связывание 
GPIba с фактором фон Виллебранда. Недавно было показано, что процесс 
обратимой самосборки может быстро происходить между молекулами фак­
тора, находящимися на поверхности и в кровотоке (рис. 1.8). В результате 
образуется слой мультимеров белка, располагающийся между открытой эн­
догенной поверхностью и клетками крови таким образом, что связываю­
щийся с тромбоцитами А1-домен взаимодействует с поверхностью опосре­
дованно и необратимо. Значение такого динамического обмена между свя­
занным и свободным фактором фон Виллебранда с последующей адгезией 
тромбоцитов в условиях сильного динамического сдвига понятно не полно­
стью, однако очевидно, что непосредственное взаимодействие между факто­
ром фон Виллебранда и коллагеном не является абсолютным условием для 
проявления GPIba-связывающей функции А1-доменом.

Участие фактора фон Виллебранда в формировании тромба выражается, 
с одной стороны, в опосредовании адгезии тромбоцитов к компонентам экс­
трацеллюлярного матрикса, а с другой — связано со стабилизацией прокоа­
гулянтного фактора VIII и предупреждением его быстрого выхода из плазмы 
крови, что вызывает образование тромбина в пределах нормы. Основной 
функцией фактора фон Виллебранда является опосредование адгезивных 
взаимодействий тромбоцитов, поступивших из кровяного русла к месту пов­
реждения сосуда, путем связывания со специфическими мембранными ре­
цепторами. Дефицит фактора фон Виллебранда может вызвать кровотече­
ние с характерными клиническими признаками: 1) нарушение адгезии тро­
мбоцитов, связанное с кровотечением слизистой и наружной поверхностей, 
подобно таковому, вызванному беспорядком тромбоцитов, а пролонгиро­
ванное время кровотечения используется для выявления заболевания; 2) не­
достаток фактора фон Виллебранда для стабилизации фактора VIII во вто­
ричном дефиците последнего может вызвать спонтанное кровотечение в со­
единительных и мягких тканях подобно гемофилии А [59].

Молекулярная архитектура фактора фон Виллебранда полностью приго­
дна для инициирования адгезии тромбоцитов к реактивной поверхности в 
условиях сильного динамического сдвига. При низком напряжении сдвига 
другие адгезивные молекулы — коллаген, фибронектин и фибриноген/фиб- 
рин — могут образовывать связи, допускающие противоположные гемоди­
намические силы меньшей значимости, и таким образом в этих условиях 
фактор фон Виллебранда является менее уместным. Связывание GPIba с 
А1-доменом является основным, если не существенным, адгезивным взаи­
модействием, вследствие которого тромбоциты прилипают к поверхности 
даже в случае повышенной вязкости крови [60, 61].
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Мультимер фактора 
фон Виллебранда

РИС. 1.8. Модель механизма связывания фактора фон Виллебранда с тромбоцитами [20]

38

Aku
sh

er-
Lib

.ru



1.2. Тромбоциты

Связь между GPIba и фактором фон Виллебранда обычно не может 
опосредовать необратимую адгезию из-за высокой скорости диссоциации и 
короткого времени полужизни, однако поддерживает контакт тромбоцитов 
с поверхностью, а также способствует проявлению функции других рецепто­
ров и лигандов, которые быстро и последовательно опосредуют стабильную 
адгезию. Основной в последующих событиях является роль коллагена и его 
рецепторов.

Тромбоцитарная мембрана содержит два рецептора фактора фон Вилле­
бранда: гликопротеин (GP) GPIba в комплексе GPIb-IX-V и интегрин ацЬр3 
(GPIIbllla). В результате изучения взаимодействия фактора фон Виллебран­
да с тромбоцитарной мембраной было показано, что процесс агглютинации 
тромбоцитов in vitro под действием ристоцетина требует наличия фактора 
фон Виллебранда в качестве кофактора и вызывает взаимодействие с GPIba. 
Адгезия тромбоцитов зависит от фактора фон Виллебранда только в услови­
ях высокого уровня напряжения стенки сосуда, что характерно для кровото­
ка. Связыванию фактора фон Виллебранда с GPIba способствует также бот- 
роцетин — компонент яда змей рода Bothrops, который связывается непос­
редственно с А1-доменом фактора фон Виллебранда в дисульфидной петле 
Cys509-Cys695. В этом же участке расположены центры связывания с гепари­
ном, сульфатидами и коллагеном. Второй коллагенсвязывающий центр ло­
кализован в домене АЗ. В то же время АДФ и тромбин способствуют связы­
ванию фактора фон Виллебранда с aI)bp3, а не с GPIba, как предполагалось 
изначально [62]. Биологическое значение взаимодействия с ацЬр3 сначала 
было недостаточно понятным, поскольку процесс ингибировался фибрино­
геном, молярная концентрация в плазме крови которого выше (~9 мкМ) по 
сравнению с концентрацией фактора фон Виллебранда (~1 мкМ). Фибрино­
ген рассматривался как основной медиатор агонистиндуцируемой агрегации 
тромбоцитов, пока не выяснилось, что фактор фон Виллебранда, конкурен­
тно связываясь с обоими рецепторами, играет определенную роль во взаи­
модействиях тромбоцит-тромбоцит, зависящих от динамики окружающей 
среды. Действительно, использование модельных систем с гемодинамичес­
кими условиями, подобными in vivo, помогло выяснить действительное био­
логическое значение различных взаимодействий лиганд-рецептор, которые 
опосредованы фактором фон Виллебранда.

Центр связывания фактора фон Виллебранда с GPIIbllla локализован 
на RGDS-последовательности С-концевого участка домена С1. RGD-после- 
довательность содержат фибриноген, фибронектин и витронектин, которые 
также связываются с GPIIbllla. Кроме GPIIbllla, некоторые интегрины, 
включая рецепторы фибронектина и витронектина, узнают RGD-последо- 
вательность на своих лигандах, но не связывают фактор фон Виллебранда 
[63, 64].

Сигналы, вызываемые механическим стимулированием связи фактор 
фон Виллебранда—GPIba в условиях напряженного стресса, важны для на­
чала активации тромбоцитов при сильном сдвиге. Стабильная адгезия уста­
навливается намного быстрее, когда свободный фактор фон Виллебранда 
связывается с коллагеном, на котором уже иммобилизован белок, определя-
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ющий необходимую роль активационных сигналов, идущих от связанного 
коллагена и рецепторов других агонистов. На протяжении всего процесса 
плазменный фактор фон Виллебранда связывается с поверхностью адгези­
рованных и активированных тромбоцитов с вовлечением обоих рецепторов — 
GPIba и ацЬр3, формирует субстрат, с которым связываются движущиеся 
тромбоциты, прикрепляясь посредством GPIba к растущему тромбу [65].

Неактивированные тромбоциты связываются с фактором фон Виллеб­
ранда через комплекс GPIb/IX. Наследственный дефицит GPIb/IX вызывает 
кровотечение, подобное таковому при болезни фон Виллебранда. После ак­
тивации тромбином или другими агонистами на тромбоцитах открывается 
второй центр связывания фактора фон Виллебранда GPHbllla.

С фактором фон Виллебранда специфически связываются входящие в 
состав субэндотелия фибриллярные коллагены, коллаген VI типа, гепарин, 
сульфатиды. Значение связывания с фибриллярными коллагенами несколь­
ко неопределенно, поскольку связывание фактора с экстрацеллюлярным 
матриксом не ингибируется при элиминировании фибриллярных коллаге­
нов любой коллагеназой или созданием матрикса в присутствии ингибитора 
коллагена (а,а'-дипиридил). Более того, получены моноклональные антите­
ла к фактору фон Виллебранда, которые ингибируют связывание с субэндо­
телием, но не с фибриллярными коллагенами.

В отличие от фибриллярных коллагенов коллаген VI типа в большом ко­
личестве находится в экстрацеллюлярном матриксе и устойчив к действию 
коллагеназы и дипиридила. Этот коллаген является подходящим лигандом 
для фактора фон Виллебранда, поскольку содержит домен, гомологичный 
А-домену белка, и расположенную в С-концевой части молекулы последо­
вательность, подобную GPIb.

При высокой силе напряжения сдвига избирательное ингибирование 
GPIba ограничивает процесс образования тромбов прежде, чем начинается 
адгезия к реактивной поверхности. Объяснение этому явлению заключается 
в том, что уровень сдвига повышается по мере увеличения тромба, что опре­
деляется массой агрегированных тромбоцитов. Следовательно, взаимодей­
ствие тромбоцит-тромбоцит, происходящее в стороне от реактивной поверх­
ности, демонстрирует ограничивающий эффект гемодинамических сил на 
эффективность адгезивных связей, прежде чем появится любое наложение 
первого слоя тромбоцитов на основу тромба. Таким образом, GPIba и фак­
тор фон Виллебранда необходимы для поддержания нормальной агрегации 
тромбоцитов при высоком сдвиге гемодинамических условий, когда основ­
ная функция GPHbllla может быть несущественна [48, 66].

1.2.4. Агрегация тромбоцитов

Агрегацию тромбоцитов определяют как процесс взаим­
ной адгезии между двумя тромбоцитами. После адгезии дисковидная форма 
тромбоцитов меняется на сферическую. При этом из гранул выбрасываются 
агонисты, активирующие тромбоциты (АДФ, серотонин, тромбоксан А2, ад­
реналин, тромбин и др.). В результате высвобождения этих веществ в крово-
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ток осуществляется механизм положительной обратной связи, проявляю­
щейся в усилении первоначальной агрегации тромбоцитов с одновремен­
ным вовлечением в процесс агрегации соседних неактивированных клеток. 
При повреждении эндотелия тромбоциты вступают в контакт с белками 
субэндотелия — коллагеном, фактором фон Виллебранда, тромбоспонди­
ном, фибронектином и др. [67].

В физиологических условиях тромбоциты не агрегируют между собой и 
не приклеиваются к сосудистой стенке в силу того, что последняя постоянно 
генерирует простациклин, который образуется из арахидоновой кислоты. 
Цитоплазматическая мембрана эндотелиальных клеток синтезирует тромбо­
модулин, который связывает тромбин, благодаря чему последний утрачивает 
способность к свертыванию, но сохраняет активирующее действие на систе­
му двух важнейших антикоагулянтов — протеина С и Z. Эндотелиальные 
клетки продуцируют тканевый активатор плазминогена, фиксируют на сво­
ей поверхности антикоагулянтный комплекс антитромбин III + гепарин, се­
кретируют фактор фон Виллебранда, фибронектин, который связывается с 
рецепторами форменных элементов крови и эндотелиальных клеток, а так­
же с фибрином, что способствует упрочнению тромба [68].

Выделяют первичную и вторичную фазы агрегации. Первичная фаза — 
обратимая агрегация, когда под влиянием АДФ тромбоциты скучиваются и 
образуют рыхлую тромбоцитарную пробку, проницаемую для плазмы крови. 
Тромбоциты соединяются друг с другом фибриногеновыми мостиками. Вто­
ричная фаза — необратимая агрегация. В данном случае образующийся к 
этому времени в плазме крови тромбин действует на рецепторы тромбоци­
тов и приводит к их разрушению и слиянию в плотную массу. Образовавша­
яся тромбоцитарная пробка непроницаема для плазмы крови (см. вклейку, 
рис. 8). У пациентов с дефектами гранул тромбоцитов фаза вторичной агре­
гации сокращена или полностью отсутствует в связи с повышенной крово­
точивостью. Для нормальной агрегации тромбоцитов необходимы три усло­
вия: повышенная вероятность контакта между двумя тромбоцитами, нали­
чие ионов кальция и фибриногена. В случае нарушения одного из условий 
агрегация тромбоцитов не происходит. Нормальная плазма крови содержит 
достаточные для агрегации количества кальция и фибриногена, которые за­
пасены в гранулах тромбоцитов. Во время агрегации оба компонента высво­
бождаются и включаются в растущую тромбоцитарную пробку [69, 70].

В случае повреждения сосуда агрегация тромбоцитов очень существенна 
для формирования тромбоцитарного тромба и для образования патологиче­
ского тромба у места разрыва атеросклеротической бляшки. В начальный 
контакт тромбоцитов с поврежденной стенкой сосуда (адгезия) вовлечено 
множество адгезивных субстратов (фактор фон Виллебранда, коллаген) и 
тромбоцитарных рецепторов (GPIb-V-IX, GPIIbllla или а11Ьр3, а2р,). Взаи­
модействие между связанным с матриксом фактором фон Виллебранда и 
GPIba в первую очередь служит для скопления тромбоцитов на площади по­
вреждения и, частично, предпосылкой для удерживания интегринопосредо- 
ванной клетки [71, 72].

Традиционная модель агрегации тромбоцитов, в которой интегрину 
GPIIbllla отводится исключительная роль во взаимодействии тромбоцит-
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| Адгезия тромбоцитов

|Активация тромбоцитов^

Высвобождение
АДФ

Циклические эндопероксиды ----------------- —----------------

ТхА,
+ -------- ' |

Экспрессия GPHbllla |

Соединение тромбоцитов с фибриногеном

Агрегация тромбоцитов

РИС. 1.9. Этапы от адгезии тромбоцитов до их аг­
регации

тромбоцит, выглядит таким об­
разом: введение агониста в сус­
пензию тромбоцитов вызывает 
активацию GPHbllla, вследст­
вие чего данный интегрин при­
обретает повышенное сродство 
к фибриногену. Фибриноген свя­
зывается с тромбоцитами, что 
приводит к стабилизации агре­
гации. Фактор фон Виллебран­
да становится лигандом для ак­
тивации тромбоцитов (см.вклей­
ку, рис. 9). Связывание его с 
GPlb-V-IX вызывает активацию 
тромбоцитов независимо от вве­
дения индуктора. В то время 
как взаимодействие фактор фон 
Виллебранда-GPIba необходимо 
для инициации взаимодействия

тромбоцит-тромбоцит, необратимая агрегация тромбоцитов требует вторич­
ного адгезивного взаимодействия между фактором фон Виллебранда и 
GPHbllla [73].

Адгезивно-агрегационная функция тромбоцитов в значительной степе­
ни зависит от транспорта ионов кальция в эти клетки, а также от образова­
ния из мембранных фосфолипидов арахидоновой кислоты и циклических 
производных простагландинов. При этом в самих тромбоцитах образуется 
мощный стимулятор агрегации и ангиоспазма — тромбоксан А2, а в эндоте­
лиальных клетках — антиагрегант и вазодилататор — простациклин. При 
повреждении эндотелия начинает преобладать образование тромбоксана. 
Этот дисбаланс между тромбоксаном и простациклином резко усиливает аг­
регацию (рис. 1.9).

Основную роль в агрегации тромбоцитов играет гликопротеин ПЫПа. В 
состоянии покоя фибриноген плазмы крови не связывается с поверхностью 
тромбоцитов. Центры связывания фибриногена с рецепторами экспонируют­
ся только после активации тромбоцитов; процесс связывания сильно зави­
сит от наличия ионов кальция и не наблюдается при отсутствии двухвалент­
ных катионов. Небольшие агрегаты тромбоцитов формируются посредством 
фибриногеновых мостиков между двумя соседними тромбоцитами, а также 
при участии тромбоспондина. Последний вступает в действие во второй фа­
зе агрегации, усиливая межклеточное взаимодействие и превращая обрати­
мые микро- и макроагрегаты в необратимые структуры.

1.2.5. Активация тромбоцитов

Адгезия тромбоцитов приводит к их активации. Неактиви­
рованные тромбоциты, циркулирующие в крови человека, содержат в цито­
плазме много неполимеризованного актина, а также гранул разного состава.
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1.2. Тромбоциты

При действии химических веществ, связывающихся с рецепторами на 
наружной стороне их мембраны, например коллагена, тромбоциты активи­
руются. Такая активация — начальный этап свертывания крови. На поверх­
ности активированного тромбоцита выпячиваются многочисленные псев­
доподии. У тромбоцитов так же, как и у больших ядерных клеток [2], моле­
кулярной основой образования псевдоподий является полимеризация ак­
тиновых микрофиламентов из растворимого актина. К микрофиламентам 
присоединяются миозин и другие молекулы. В результате псевдоподии, 
как и у больших клеток, становятся сократимыми, способными прикреп­
ляться к различным поверхностям, например к коллагеновым волокнам 
[34].

Активация тромбоцитов — сложный процесс, регулируемый: а) измене­
ниями в метаболических и биохимических механизмах; б) изменениями 
формы тромбоцитов; в) активацией рецепторов поверхности тромбоцитов; 
г) изменениями в ориентации мембранных фосфолипидов.

Особенности покоящихся и активированных тромбоцитов приведены 
ниже:

ном
Примечание. ФИФ — фосфоинозитол-4,5-бифосфонат; ИФ —1,4, 5-трифосфат.

Показатель Покоящиеся 
тромбоциты Активированные тромбоциты

Форма Дисковидная Сферическая с псевдоподиями 
(эхиносфероциты)

Актин F-форма G-форма
Фосфолипиды Неактивные Синтез тромбоксана А2 через расщепление 

арахидоновой кислоты
Фосфорилаза А2 Неактивная Активированная, высвобождает из фосфо­

липидной мембраны арахидоновую кислоту
Фосфорилаза С Неактивная Активированная, превращает ФИФ2 в ИФ3
Аденилатциклаза Неактивная Активированная
Цитоплазматический Низкое Высокое содержание
кальций содержание
Гликопротеин ПЫПа Неактивный Активированный, связывается с фибриноге-

Изменения в ориентации фосфолипидов вблизи плазматической мемб­
раны создают для активированной поверхности возможность ассоциации на 
ней коагуляционных факторов и формирования каталитического протром- 
биназного комплекса. Это приводит к повышенной секреции тромбина и 
укреплению гемостатического сгустка посредством поперечной прошивки 
фибрина [74].

В дальнейшем тромбоциты активируются коллагеном и первыми пор­
циями тромбина, образующимися в местах повреждения стенки сосуда. 
Продукты этих реакций активируют протеинкиназу С, а также повышают 
концентрацию кальция в цитозоле тромбоцитов. Помимо тромбина актива­
цию тромбоцитов вызывают выделяющиеся из клеток (при их повреждении) 
фактор агрегации тромбоцитов, АДФ, а также выбрасывающиеся в кровоток 
катехоламины, серотонин и др. Все эти агенты имеют специфические реце-
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

пторы на тромбоцитарной плазматической мембране [75]. В результате воз­
никает ряд последовательных, хотя и частично перекрывающихся событий.

1. Форма тромбоцитов изменяется, они образуют длинные псевдопо­
дии.

2. На поверхностной мембране тромбоцита из рецепторов GPIIb и 
GPIlIa формируется объединенный рецептор GPIIbllla, с которым связыва­
ются фибриноген и другие адгезивные белки, вследствие чего тромбоциты 
приклеиваются друг к другу.

3. Из фосфолипидов мембран высвобождается арахидоновая кислота, 
которая, окисляясь, образует ряд производных, в том числе простагландин 
PGH2 — кофактор активации тромбоцитов, индуцируемой коллагеном, и 
тромбоксан Д2, который тоже способен активировать тромбоциты.

4. Секретируется АДФ, который обладает способностью активировать 
тромбоциты и привлекать новые к формированию тромба.

5. На поверхности тромбоцитов мембраны реорганизуются и происходит 
экспозиция фосфолипидов, необходимых для последующего образования 
коагуляционных комплексов фермент-кофактор. Секреция тромбоцитарно­
го фактора V из сх-гранул тромбоцитов обеспечивает ключевой компонент 
для формирования одного из комплексов фермент-кофактор. В результате 
образуется дополнительное количество тромбина, что ведет к активации фи­
бриногена и образованию фибриновых нитей, радиально отходящих от тро­
мбоцитарного агрегата и способствующих формированию тромбоцитарного 
тромба, закрывающего сосуд.

6. Внутри тромбоцитов активируется механизм сокращения тромбоци­
тарного актомиозина. Тромбоцитарный сгусток сжимается, обеспечивая бо­
лее эффективное прикрепление к месту повреждения сосуда.

1.2.6. Секреция

Во время адгезии и изменения формы тромбоциты начи­
нают высвобождать компоненты гранул в окружающую среду. Этот процесс 
известен как секреция, высвобождение, дегрануляция. Секреция происхо­
дит двумя путями: с одной стороны, гранулы выбрасывают свои компонен­
ты во внеклеточное пространство, где они попадают в открытую каналику- 
лярную систему, с другой — через соединение мембраны гранул с плазмати­
ческой мембраной секреция может происходить непосредственно в окружа­
ющую среду (экзоцитоз). Секреция гранул укрепляет активацию и вызывает 
вторичную (необратимую) агрегацию тромбоцитов.

Процесс секреции гранул является энергозависимым и требует наличия 
АТФ. Кроме того, секреция зависит от внутриклеточной концентрации ка­
льция и происходит в следующем порядке: сначала высвобождаются компо­
ненты плотных гранул, затем — а-гранул, и только после этого — лизосом. 
Компоненты гранул секретируются лишь при определенной концентрации 
кальция, причем для каждого типа гранул она разная. Секреция компонен­
тов наблюдается до и во время вторичной агрегации и приводит к активации 
и привлечению свободных тромбоцитов подобно тому, как образование фи­
брина укрепляет тромбоцитарный тромб.
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Плотные гранулы содержат в основном АДФ, АТФ, серотонин и каль­
ций. Высвобождение АДФ играет основную роль в активации и привлече­
нии покоящихся тромбоцитов в процессе агрегации. Наряду с этим АДФ 
высвобождается из поврежденной стенки сосуда, эндотелиальных клеток и 
эритроцитов, после чего связывается со специфическими мембранными ре­
цепторами. Взаимодействие АДФ с пуринэргическим рецептором Р2Х| при­
водит к быстрому выбросу кальция и изменению формы тромбоцитов. Кро­
ме того, АДФ, связываясь с рецептором P2Y1, активирует гликопротеин 
GPIIbllla. Рецептор посредством ингибиторных G-белков сопряжен с аде- 
нилатциклазой и таким образом тормозит повышение уровня цАМФ [76]. 
Значение АДФ для формирования тромба in vivo подтверждено клинически­
ми исследованиями антитромботических компонентов класса тиенопириди- 
нов (тиклопидин и клопидин), которые специфически ингибируют АДФ- 
стимулируемую активацию тромбоцитов.

Кроме адениннуклеотидов и серотонина плотные гранулы секретируют 
кальций высокой концентрации; это вызывает связывание фибриногена с 
GPIIbllla и способствует функционированию других Са2+-зависимых меха­
низмов. Кроме АДФ плотные гранулы высвобождают АТФ, который являет­
ся конкурентным антагонистом АДФ и таким образом оказывает антикоагу­
лянтное действие. Высвобожденный серотонин способствует замедлению 
кровотока возле тромбоцитарного тромба, оказывая сосудосужающее дейст­
вие и тем самым способствуя формированию тромба.

Посредством высвобождения компонентов гранул тромбоциты участву­
ют не только в гемостазе, но и во многих других физиологических механиз­
мах (рис. 1.10).

а-Гранулы содержат белки, некоторые из которых являются тромбо- 
цитспецифичными (p-тромбомодулин), но встречаются также в плазме кро­
ви и других клетках. p-Тромбомодулин и тромбоцитарный фактор 4 (PF4) 
могут нейтрализовать антикоагулянтную активность гепарина, вызвать хе­
мотаксис лейкоцитов и фибробластов. Тромбоцитарный фактор роста 
(PDGF) оказывает митогенный эффект на фибробласты возле тромбоцитар­
ного тромба и участвует в пролиферативных процессах при повреждении 
стенки сосуда. а-Гранулы секретируют тромбоспондин, который участвует в 
адгезии и вторичной агрегации тромбоцитов. Более того, интерлейкины 1 и 
СД40-лиганд также секретируются активированными тромбоцитами. Эти 
факторы вызывают радикальные изменения адгезивных и хемотактных 
свойств клеток сосудистой стенки.

Гликопротеин а-гранул — Р-селектин — во время секреции перемещае­
тся на поверхность мембраны. Р-селектин является рецептором, необходи­
мым для адгезии тромбоцитов к лейкоцитам. Этот белок вызывает воспали­
тельные реакции в лейкоцитах. Кроме того, белки системы свертывания 
крови (фактор фон Виллебранда, фибриноген, фактор V) также встречаются 
в а-гранулах и выполняют прокоагулянтные или антифибринолитические 
(ПАИ-1) функции [40].

Активированные тромбоциты высвобождают множество гидролаз, нахо­
дящихся в лизосомах. Секреция ферментов, гидролизующих тромбоциты,
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Агрегация

GPHbllla 
Фибриноген 
Фактор фон 

Виллебранда 
Тромбоспондин

Адгезия

GPIb-V-IX 
GPHbllla 

GPIa 
Фибриноген 
Фактор фон 

Виллебранда 
Р-селектин

PF4
Р- Тром бомодулин

RANTES
Интерлейкин-1

CD40-L 
Воспалительная 

реакция

Громбоциты

PDGF
TGFp
EGF

ECGF
Пролиферация

Коагуляция

Плазминоген
Фактор V
Фактор XI

Фибриноген
Протеин S 

ПАИ-1 
Фактор фон 

Виллебранда

АДФ/А'ГФ
Тромбоксан А2

Сужение сосудов

РИС. 1.10. Взаимодействия тромбоцитов [34]

вызывает нарушение субэндотелия и играет патофизиологическую роль в 
перестройке сосудистой стенки при атеросклерозе. Тромбоцитарные колла­
геназы изменяют активационные свойства субэндотелиального коллагена 
посредством вызванных протеолизом изменений в молекуле белка. Дейст­
вие эластазы приводит к расщеплению эластичных тканей сосуда и является 
характерным процессом атерогенеза. Гепариназа вызывает высвобождение 
гепаринподобных компонентов эндотелия и ингибирует рост клеток глад­
кой мускулатуры. Лизосомы тромбоцитов секретируют неактивную форму 
р-амилазного белка, который в довольно высокой концентрации обнаружен 
в церебральной артерии пациентов с болезнью Альцгеймера.

1.3. МЕМБРАННЫЕ РЕЦЕПТОРЫ
И АКТИВАЦИЯ ТРОМБОЦИТОВ

Стенка сосуда содержит непрерывный слой эндотелия, ко­
торый служит барьером между циркулирующими тромбоцитами и субэндо­
телиальным матриксом. В норме клетки эндотелия плотно прилегают друг к 
другу и слабо взаимодействуют с клетками, циркулирующими в крови. Ба­
рьерная функция эндотелия нарушается в случае его повреждения. При этом 
на поверхности поврежденного эндотелия экспонируются белки, включаю­
щиеся в процессы свертывания крови и воспаления. Образующийся тром­
бин вызывает высвобождение цитокинов, вазоактивных агентов и факторов 
роста. Под их действием фенотип эндотелиальных клеток меняется из тром­
борезистентного на прокоагулянтный и воспалительный, вследствие чего 
проферменты свертывания крови превращаются в активные протеиназы. 
При этом на поверхности субэндотелия экспонируются адгезивные белки,
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необходимые для узнавания и связывания своих лигандов на моноцитах. 
Первый этап взаимодействия тромбоцитов с субэндотелием происходит по­
средством адгезивных рецепторов — GPIb-lX-V, которые опосредуют дви­
жение и прилипание тромбоцитов у места повреждения сосуда.

Далее рецепторы коллагена а2р, и GPVI принимают участие в адгезии и 
вызывают активацию тромбоцитов, вследствие чего из плотных гранул выс­
вобождается АДФ, а из а-гранул — фибриноген, фактор V и Р-селектин. 
Компоненты гранул стимулируют коагуляционный ответ в результате выс­
вобождения фактора V и воспалительный ответ в результате экспонирова­
ния на поверхности тромбоцитов Р-селектина. Тромбоциты генерируют та­
кже липидные медиаторы, одним из которых является тромбоксан А2. АДФ 
действует на тромбоциты посредством рецепторов Р2У, и P2Yi2, тогда как 
тромбоксан А2 активирует на поверхности тромбоцитов тромбоксан-проста - 
ноидный рецептор. Высвобожденные компоненты плотных гранул поддер­
живают дальнейшую активацию тромбоцитов и способствуют их привлече­
нию к месту повреждения сосуда. Тромбоциты, взаимодействующие с этими 
посредниками, подвергаются реорганизации актинового цитоскелета, вслед­
ствие чего меняют форму. Появляются псевдоподии, которые формируют 
ячеистую сеть тромбоцитов в тромбоцитарной пробке. Кроме этого экспо­
нируется тканевый фактор, инициирующий появление тромбина. Тромбин 
активирует тромбоциты посредством взаимодействия протеиназактивиро- 
ванных рецепторов ПАР-1 и ПАР-4, а также превращает фибриноген в фиб­
рин, который стабилизирует тромбоциты в тромбоцитарной пробке, что 
приводит к стабилизации гемостатической пробки [77].

Активацию тромбоцитов вызывают коллаген и ряд растворимых агонис­
тов (АДФ, тромбин, тромбоксан А2), взаимодействуя со специфическими 
мембранными рецепторами. Эти рецепторы связаны с G-белками, которые 
усиливают активацию (см. вклейку, рис. 10). Параллельно в комплексе со 
специфическими рецепторами антагонисты ингибируют процесс активации 
тромбоцитов:

Мембранные рецепторы и активация тромбоцитов
Рецепторы активации

Рецептор АДФ (P2Y1)
Рецептор тромбина 
а-Аиренорецептор (а2А R)
Рецептор фактора активации 
тромбоцитов (PAF R)
Рецептор серотонина (5-НТ2А) 
Рецептор тромбоксана (ТхА2 R) 
Рецептор вазопрессина (V,A R) 
Рецептор коллагена (Coll R)

Рецепторы ингибирования активации
Рецептор аденозина (A2A R) 
p-Адренорецептор (р2 R)
Рецептор простациклина (PG12 R)
Простагландин Е| (PGEj R)

Взаимодействие тромбоцитов с коллагеном, фактором фон Виллебран­
да, АДФ, тромбоксаном А2 и тромбином вызывает внутриклеточный сигна- 
линг, инициирующий активацию рецептора фибриногена — интегрина 
GPIIbllla (ацЬРз), вследствие чего он связывается с фибриногеном. Образу­
ются поперечно-сшитые агрегаты, накопление которых у места поврежде­
ния сосуда приводит к остановке кровотечения.
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

Таким образом, активация тромбоцитов является продуктом многих си­
гналов, поступающих от разных рецепторов, каждый из которых вносит 
вклад в формирование тромбоцитарного тромба.

1.3.1. Рецепторы адгезии тромбоцитов

Адгезия тромбоцитов необходима для роста, дифференци­
ации, выживания и функционирования клеток. Нигде это не проявляется 
так наглядно, как в реакции на повреждение тканей, при котором мгновен­
но возникают репаративные процессы — гемостаз, воспаление и заживление 
раны. Протекание этих процессов зависит от координации адгезии клеток, 
миграции тромбоцитов, лейкоцитов и пр.

Клеточная адгезия опосредована структурно различными группами ме­
мбранных рецепторов, каждому из которых присущи конкретные свойства, 
необходимые для выполнения специфических функций при ответе на пов­
реждение. Например, при токе крови через поврежденный сосуд лейкоциты 
медленно движутся к поверхности эндотелия вследствие взаимодействия 
лейкоцитарных гликопротеинов с селектинами. Тромбоциты также переме­
щаются как на поврежденную поверхность эндотелия, так и на поверхность 
сосуда. В последнем случае перемещение происходит путем взаимодействия 
комплекса GPlb-V-IX с фактором фон Виллебранда на субэндотелии. Про­
цесс передвижения может быть замедлен клетками крови: они доходят до 
нужного места и внезапно останавливаются посредством регулируемого вза­
имодействия между адгезивными рецепторами и любым рецептором эндоте­
лиальных клеток или адгезивными белками матрикса. Интегрины также 
опосредуют ответы, необходимые для полной реакции на рану, включая пе­
ремещение лейкоцитов и агрегацию тромбоцитов.

Хотя адгезивные рецепторы вполне оправдывают свое название, любая 
трактовка их как клеточной связки не совсем верная. Большинство из них, 
если не все, участвует в контакте с вне- и внутриклеточным матриксом. При 
нарушении сосудистой системы тромбоциты становятся доступными для 
компонентов экстрацеллюлярного матрикса. Взаимодействие тромбоцитов 
с этими белками может быть прямым и опосредованным, но принципиаль­
но важное значение имеет коллаген.

1.3.2. Рецепторы коллагена

Комплекс GPIb-V-IX. Начальное связывание тромбоци­
тов с коллагеном субэндотелия требует присутствия фактора фон Виллеб­
ранда, который в условиях кровотока в артериях и небольших артериолах 
одновременно связывается и с коллагеном, и с комплексом GPIb-V-IX 
или с интегрином GPIIbllla в его активной конформации (см. вклейку, 
рис. 11). Фактор фон Виллебранд-зависимые взаимодействия происходят 
быстро и не могут поддерживать образование тромбоцитарного тромба. 
Эти взаимодействия заменимы более стабильным связыванием коллагена 
с тромбоцитарными рецепторами коллагена — интегринами «-ф] и GPVI 
[78-81].
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1.3. Мембранные рецепторы и активация тромбоцитов

Связывание фактора фон Виллебранда с комплексом GPIb-V-lX повы­
шает аффинность GPIIbllla, вследствие чего интегрин способен связываться 
с фактором фон Виллебранда посредством повышения адгезии и, таким обра­
зом, способствовать формированию тромба связыванием с фибриногеном [82].

Интегрин а2Рр Этот интегрин, известный также как тромбоцитарный 
GPIa/IIa или лимфоцитарный VLA-2, был первым обнаруженным тромбо­
цитарным рецептором коллагена, который связывается с коллагеном при 
наличии ионов магния. Долгое время а2р, считался основным тромбоцитар­
ным рецептором, способствующим адгезии и активации, и играющим клю­
чевую роль в гемостазе. Немалый вклад в выяснение роли a2Pi внесло изуче­
ние системы гемостаза двух пациентов со сниженным уровнем рецептора, 
которые страдали посттравматическим кровотечением и чрезмерной менор­
рагией, и тромбоциты которых были неспособны реагировать на коллаген. 
Однако у одного из пациентов способность тромбоцитов к агрегации, вызы­
ваемой коллагеном, восстанавливалась при введении тромбоспондина-1, у 
второго — наблюдалась дефектная адгезия, из чего следовало, что наруше­
ние процесса не связано с коллагеном.

Исследования по ингибированию а2р| антителами или токсинами яда 
змей привели к спорным результатам относительно роли интегрина. С од­
ной стороны, было показано, что ингибирование а2Р| значительно снижает 
или устраняет адгезию и агрегацию, с другой — обнаружено незначительное 
влияние антител и токсинов на адгезию к коллагену и коллагенстимулируе- 
мую агрегацию тромбоцитов. Подобные разногласия можно объяснить та­
кими факторами, как условия эксперимента — присутствие или отсутствие 
плазмы крови, получение коллагена. Способ ингибирования а20| также мо­
жет влиять на результат. Например, существует множество анти-а2р, факто­
ров, слабо ингибирующих активацию тромбоцитов GPVl-специфичными 
агонистами, такими, как конвульксин и CRP, предполагающих любой инги­
биторный эффект интегрина на GPVI-зависимые сигналы или неспецифи­
ческое действие. Неспецифический ингибиторный эффект анти-а2Р] осо­
бенно четко показан с помощью змеиного токсина родоцитина, мощного 
тромбоцитарного агониста. Некоторые исследователи показали, что блоки­
рующие a2pt антитела ингибируют вызванную родоцитином активацию и аг­
регацию тромбоцитов, полагая, таким образом, что a2Pi необходим для про­
цесса активации [83]. Однако позже было продемонстрировано, что а2р|-де­
фицитные тромбоциты нормально реагируют на родоцитин, тем самым иск­
лючая роль интегрина.

Сегодня известно, что потребность в а2Р! во многом определяется типом 
коллагена. В частности, а2р, необходим для адгезии и активации тромбоцитов 
коллагеном I типа в любых условиях, а также для осуществления этих же про­
цессов с участием нативного фибриллярного коллагена. Это подтверждено 
группой исследователей [84], не обнаруживших влияния ингибирования а2р] 
на адгезию тромбоцитов человека к фибриллярному коллагену I типа в усло­
виях низкого и высокого напряжения сдвига. В то же время абсолютная зави­
симость от функции a2P] показана для адгезии и формирования тромба на пе- 
псинрастворимом коллагене I типа при таких же условиях.
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

Во избежание контакта с белками плазмы крови, который мог вызвать 
неспецифические взаимодействия, многие исследования взаимодействия 
тромбоцит-коллаген проводились на отмытых тромбоцитах. Однако отсутс­
твие плазмы крови ограничивает роль других адгезивных рецепторов колла­
гена, таких, как GPIb и GPIIbllla. Последний связывается с коллагеном при 
участии фактора фон Виллебранда. Этот фактор в высокой концентрации 
содержится в плазме крови, а также высвобождается из а-гранул тромбоци­
тов во время их активации. Оба источника упомянутого белка играют сущес­
твенную роль в распластывании и адгезии тромбоцитов при формировании 
тромба. Этим можно объяснить, почему а2Р] имеет такое большое значение 
для адгезии отмытых тромбоцитов к коллагену в динамичных условиях, тог­
да как интегрин менее важен в цельной крови в присутствии циркулирую­
щего фактора фон Виллебранда.

Иная картина наблюдается в статических условиях, при которых отмы­
тые тромбоциты прочно адгезируют к фибриллярному коллагену посредст­
вом (^^независимого механизма, хотя интегрин также вносит вклад в этот 
процесс, зависящий от степени отмывки и плотности коллагена. a2Pi-Неза­
висимая адгезия подразумевает также взаимодействие GPIIbllla с фактором 
фон Виллебранда, высвобожденным из а-гранул, однако это требует генери­
рования сильного внутриклеточного сигнала, опосредованного другими ре­
цепторами, возможно GPVI.

Результаты изучения роли а2Р! в активации тромбоцитов показали [85], 
что сродство интегрина к коллагену регулируется внутриклеточными сигна­
лами. Некоторые агонисты — АДФ, тромбоксаны, GPVI-специфичные ин­
дукторы — повышают сродство а2р, к мономерному или растворимому кол­
лагену. Нарушенную адгезию GPVI-дефицитных тромбоцитов к коллагену 
можно восстановить непосредственной активацией а2Р) ионами магния или 
экзогенно введенных агонистов. То, что а2Р] существует в более чем одном 
аффинном состоянии, не удивительно, поскольку индукторзависимая аф­
финная модуляция является основным свойством многих интегринов. Была 
предложена двухучастковая двустадийная модель активации тромбоцитов 
[84], предполагающая, что начальное взаимодействие коллагена с тромбоци­
тами через GPVI приводит к активации интегринов а2р, и GPIIbllla и что 
это же взаимодействие опосредует прочную адгезию к коллагену и поэтому 
усиливает сигналинг через GPVI.

Исследования in vitro перфузии цельной крови показали, что а2р(-дефи- 
цитные тромбоциты прилипают и агрегируют к фибриллярному (Ноггл) кол­
лагену в условиях сильного и слабого стресса так же, как и к контрольному 
(природному) коллагену. Напротив, адгезия а2ргдефицитных тромбоцитов 
к мономерному коллагену, который слабо связывается с GPVI, в тех же 
условиях не происходит. Это подтверждает, что природа коллагена опреде­
ляет значение интегрина. В отсутствие плазмы крови (и внеклеточного фак­
тора фон Виллебранда) адгезия а2Р]-дефицитных тромбоцитов к коллагену в 
динамических условиях сильно заингибирована, что является подтвержде­
нием рецепторной функции интегрина. Однако в статических условиях от­
мытые а^-дефицитные тромбоциты прилипают к фибриллярному, но не
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1.3. Мембранные рецепторы и активация тромбоцитов

мономерному, коллагену при наличии ионов магния. Все вместе свидетельс­
твует, что ct2Pi играет основную роль в адгезии тромбоцитов к коллагену в 
случае отмытых тромбоцитов в динамических условиях, тогда как в других 
физиологических условиях участие интегрина не обязательно из-за наличия 
внеклеточного фактора фон Виллебранда.

Интегрин a2Pi не активирует тирозинкиназу, которая требуется для 
коллагенстимулируемой агрегации тромбоцитов, и стабилизирует взаимо­
действие с коллагеном, позволяющее ему взаимодействовать с другим ре­
цептором коллагена, который активирует тирозинкиназазависимый сигна- 
линг [86].

Гликопротеин VI (GPVI). GPVI впервые был идентифицирован как тро­
мбоцитарный гликопротеин молекулярной массой 60 или 65 кДа более 20 
лет назад. Однако первые сведения о GPV1 как о важном тромбоцитарном 
рецепторе коллагена появились благодаря результатам исследования паци­
ентов с аутоиммунной тромбоцитопенией, вызванной антителами к 65 кДа 
белку, который присутствовал у доноров, но отсутствовал у больных. Тром­
боциты, полученные от таких пациентов, не реагировали на коллаген, тогда 
как процесс их активации другими стимуляторами протекал нормально. 
Р(аЬ)2-фрагменты фракции lg являются мощными активаторами нормаль­
ных тромбоцитов, тогда как MOHO-Fab-фрагменты ингибируют активацию 
тромбоцитов, вызванную коллагеном. При низком содержании GPVI на­
блюдается небольшое кровотечение, а агрегация тромбоцитов под действи­
ем коллагена несколько нарушена [87, 88].

Новая эра рецепторов коллагена последовала за открытием GPO-содер­
жащего CRP-XL пептида (см. п. Тромбоциты и коллаген) и демонстрацией, 
что пептид, а также коллаген вызывают активацию через тирозин-киназный 
сигналинг, в который вовлечены киназа Syk и фосфолипаза Су2. Эта работа 
привела к открытию, что коллаген и CRPs вызывают фосфорилирование ти­
розина у-цепи Fc-рецептора с тирозинсодержащим активационным моти­
вом (ITAM), представляющего собой мультипротеиназный комплекс, содер­
жащий GPVI и Fc-рецепторы у-цепи (FcRy). Для ясности надо отметить, 
FcRy является компонентом мультисубъединичного высокоафинного реце­
птора иммуноглобулина IgE. GPVI как мощный рецептор коллагена был об­
наружен у пациентов с низким содержанием этого белка, страдающих диате­
зным кровотечением. Он нековалентно связывается с FcRy и анти-GPVI 
Р(аЬ')2-фрагментами и вызывает активацию тромбоцитов. Значение FcRy и 
Syk в активации тромбоцитов коллагеном и CRP-XL показано при изучении 
нокаута и нокдауна тромбоцитов мыши, когда наблюдался недостаток одно­
го из белков.

Уникальность коллагена как тромбоцитарного агониста заключается в 
том, что он представляет собой только стимулятор, активирующий тромбо­
циты в месте повреждения через ITAM-регулируемый путь. Токсин змеино­
го яда конвульксин, активирующий тромбоциты через GPVI, вызывает фос­
форилирование тирозина у-цепи FcR и Syk. Способность токсина активиро­
вать тромбоциты обнаружена 20 лет назад, однако механизм его действия, в 
отличие от коллагена, до сих пор окончательно не выяснен [89].
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

В 2000 г. впервые были представлены антимышиные GPVI монокло­
нальные антитела (mAb), JAQ1 [90]. Антитела использовали против FcRy-де- 
фицитных тромбоцитов в предвкушении того, что рецептор гликопротеина 
может отсутствовать на поверхности тромбоцитов, как показано для других 
рецепторов, сопряженных с ITAM-содержащим белком. JAQ1 ингибируют 
агрегацию нормальных тромбоцитов мыши, вызванную коллагеном и 
CRP-XL, но быстро индуцируют агрегацию в случае поперечной прошивки 
вторичным антителом.

Группой исследователей было показано, что FcRy-дефицитные тромбо­
циты являются устойчивыми к активации коллагеном I и V типов, при этом 
полагая, что комплекс GPVI/Fcy — основной рецептор для коллагена любо­
го типа [91]. Однако дефекты таких тромбоцитов не могут быть связаны с от­
сутствием GPVI, также как функции других рецепторов могут проявляться в 
отсутствие FcRy (например, GPIb). Более прямое подтверждение особой ро­
ли GPVT для активации тромбоцитов коллагеном следует из опытов на мы­
шах, которым вводили JAQ1 in vivo. Это приводило к временному дефициту 
GPVI, но не действовало на другие рецепторы, включая a2pb GPIIbllla, 
GPIb и GPV. Показано, что снижение содержания GPVI происходит вследс­
твие интернализации и протеолитической деградации рецептора. Подобно 
FcRy-дефицитным тромбоцитам GPVI-истощенные тромбоциты устойчивы 
к активации CRP-XL и коллагеном.

Процессы фосфорилирования, вызванные CRP-пептидами, токсинами 
яда змей и поперечно прошитыми GPVI-антителами качественно сходны с 
таковыми, вызванными коллагеном, хотя интенсивность ответа сравнитель­
но больше. Все GPVI-специфичные индукторы представляют собой природ­
ные мультимеры и способны вызывать формирование кластеров GPV1 на 
поверхности тромбоцитов, посредством чего генерируется мощный внутри­
клеточный сигнал. В то же время GPVI-специфичный мотив — GPO — сос­
тавляет около 10 % коллагена и пространственно не может быть предназна­
чен для образования эквивалентного уровня кластеризации. Заслуживает 
внимания тот факт, что Р(аЬ')2-фрагменты JAQ1, вызывающие только диме­
ризацию рецептора, стимулируют слабый внутриклеточный сигнал, кото­
рый достаточен для синергизма с Gj-сигнальным путем, но неспособен вы­
зывать изменение формы тромбоцитов, агрегацию или высвобождение ком­
понентов гранул.

Комплементарная роль a20i « GPVI. О вкладе a2Pi и GPVI в адгезию тро­
мбоцитов к коллагену и формирование тромба накоплено много данных. 
Тромбоциты мыши с недостатком GPVI вследствие внутривенной инъекции 
антимышиных моноклональных антител против GPVI или абляция гена 
FcRy резистентны к активации коллагеном и коллагенподобным пептидом 
или адгезии к коллагену в статических и динамических условиях. Такие мы­
ши также невосприимчивы к легочной тромбоэмболии, вызванной инфу­
зией коллагена или адреналина, а время кровотечения умеренное. Тромбоци­
ты, дефицитные по рь хотя и медленно, способны к агрегации, вызываемой 
коллагеном. При низком (150 с1) и высоком (1000 с и) уровнях напряжения 
сдвига процесс прилипания к растворимому коллагену протекает нормаль-
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но. Предполагается, что именно GPVI, а не a2₽i важен для адгезии тром­
боцитов к коллагену, и что начальное взаимодействие с коллагеном проис­
ходит преимущественно через GPVI, который вызывает клеточный сиг- 
налинг, что, в свою очередь, повышает аффинность а2р(. Однако в отличие 
от тромбоцитов, дефицитных по 0Ь тромбоциты, дефицитные по ah не 
могут адгезировать к растворимому коллагену в условиях низкого уровня 
напряжения сдвига, поэтому их взаимодействие с коллагеном аномально 
[92, 93].

Тромбоциты трансгенных мышей, у которых делеция GPVI произошла 
совсем недавно, не способны к агрегации под действием коллагена, однако 
время кровотечения у таких мышей находится в пределах нормы. Более того, 
изучение перфузии в условиях высокого напряжения сдвига показало, что 
тромбоциты с недостатком GPVI слипаются с нерастворимым коллагеном I 
типа, но не могут формировать тромб. То же самое характерно и для 
GPVI-дефицитных тромбоцитов человека, а также для нормальных тромбо­
цитов человека и анти-GPVI антитела, что свидетельствует о комплементар­
ной роли <х2Р| и GPVI: а2Р! способен связываться с коллагеном до активации 
тромбоцитов, a GPVI необходим для формирования тромба [94].

Ром GPIb и фактора фон Виллебранда во взаимодействии тромбоцит-кол- 
лаген в динамических условиях. Адгезия тромбоцитов к коллагену в напря­
женных условиях (> 600 с-1) требует присутствия иммобилизованного на кол­
лагене фактора фон Виллебранда. Взаимодействие опосредовано N-конце- 
вым доменом GPIba, содержащим центр связывания с фактором фон Вил­
лебранда, существенно для начального захвата и связывания тромбоцитов 
фактором фон Виллебранда и сильно зависит от скорости комплексообразо­
вания между фактором фон Виллебранда и GPIba. Замедленная скорость 
комплексообразования приводит к привлечению тромбоцитов к фактору 
фон Виллебранда, которое продолжается, пока опосредованная GPIIbllla 
адгезия не станет прочной. В то же время стабильная адгезия быстро проис­
ходит на покрытой коллагеном поверхности через интегрины а20! и ПЫПа 
(см. вклейку, рис. 12).

GPIb вызывает активацию GPIIbllla в тромбоцитах и СНО-клетках, 
хотя по сравнению с другими агонистами он значительно слабее. 
GPVl/FcRy-дефицитные тромбоциты мыши, которые поддерживают нор­
мальный уровень GPIb-IX-V, не способны к адгезии на иммобилизованном 
коллагене в условиях низкого и высокого уровня сдвига из-за отсутствия ак­
тивации интегрина. То же самое характерно и для GPVI-дефицитных тром­
боцитов человека. Сигнальные события, опосредованные GPIb-IX-V, или 
недостаточны для поддержания быстрой стабильной адгезии к коллагену, 
или при отсутствии GPVl/FcRy они не возникают. Заслуживает внимания 
то, что GPIb-IX-V вызывает фосфорилирование тирозина FcRy-цепи в тром­
боцитах, как и у белков GPVI-сигнального каскада.

Удивительно, что в отсутствие функционального GPVI прилипания 
тромбоцитов мыши и их медленного перемещения по поверхности у мест 
повреждения не происходит так же, как не происходит и стабильной адге­
зии. Это показывает, что GPIb и GPVI должны действовать вместе с тром-
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боцитами, захваченными субэндотелием при условии сильного напряже­
ния сдвига. Объяснение вовлечения GPVI в процесс прилипания in vivo за­
ключается в том, что слой фактора фон Виллебранда является иммуноген­
ным и прерывистым, поэтому контакт белка с коллагеном неполный [95]. 
В этой модели непосредственное взаимодействие тромбоцит-коллаген (с 
участием GPVL) требуется для эффективного взаимодействия GPIb-фак- 
тор фон Виллебранда. Совместное действие комплексов GPIb-IX-V и 
GPVI/FcRy может быть существенным независимо от коллагена. Показано, 
что адгезия GPVI-дефицитных тромбоцитов человека к иммобилизованно­
му фактору фон Виллебранда в условиях сильного напряжения сдвига сни­
жена. Комплекс GPVI/FcRy может быть вовлечен в процесс активации 
тромбоцитов, приводящий к укреплению адгезии к фактору фон Виллеб­
ранда через активированный GPHbllla. Возможно также опосредование 
этого процесса активацией GPIb фактором фон Виллебранда или пассив­
ной кластеризацией с предположением, что GPIb-IX-V и GPVI/FcRy в не­
которой степени соединены с мембраной.

Небольшие количества GPIb-IX-V обнаружены в большинстве липидов, 
что вносит свой вклад в стрессзависимую адгезию тромбоцитов и фосфори­
лирование тирозина в ответ на фактор фон Виллебранда. После того как 
GPVI/FcRy проводит сигнал через липиды, GPIb-IX-V и GPVI/FcRy объе­
диняются в этих доменах, и кластеризация GPIba обусловливает лигандне- 
зависимый сигналинг через GPVI/FcRy.

Кроме роли в прилипании тромбоцитов, фактор фон Виллебранда име­
ет немаловажное значение как субстрат для укрепления адгезии тромбоци­
тов к коллагену посредством GPHbllla. В плазме крови или в цельной крови 
GPHbllla и a2Pi играют слишком важную роль в опосредовании стрессус- 
тойчивой адгезии. В случае а2Р| и коллагена взаимодействие GPHbllla с фа­
ктором фон Виллебранда требует предварительной активации интегрина. In 
vitro на поверхности, покрытой коллагеном, эта активация зависит от функ­
ционального GPVI/FcRy, что доказано отсутствием активации GPHbllla и 
адгезией GPVI/FcRy-дефицитных тромбоцитов в статических и динамичес­
ких условиях. Отсюда следует, что важная роль для взаимодействия фактора 
фон Виллебранда с GPHbllla в адгезии тромбоцитов к коллагену зависит от 
GPVI (см. вклейку, рис. 13).

Помимо двух основных рецепторов коллагена на тромбоцитах сущест­
вуют некоторые вспомогательные рецепторы. Были клонированы белки 65 и 
47 кДа и показано, что они находятся в тромбоцитах и связываются с колла­
геном I и III типов. Также был охарактеризован новый коллаген 111-связы- 
вающий белок. В лучшем случае роль этих рецепторов заключается больше в 
модуляции (положительной или отрицательной) сигналов от GPVI/FcRy, 
чем в активации тромбоцитов коллагеном. В конце 1980-х годов был открыт 
СД36 (или GPIV) как специфический рецептор коллагена типа V. СД36 в 
роли функционального рецептора пробыл недолго, однако на примере мы­
шиных и человеческих тромбоцитов было показано, что недостаток глико­
протеина не влияет на нормальный ответ тромбоцитов на действие коллаге­
на I и V типов [96, 97].
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Одним из наиболее подходящих кандидатов в дополнительные рецеп­
торы коллагена является GPV. Этот гликопротеин нековалентно связан с 
комплексом GPIb-lX на тромбоцитарной мембране, чем определяется его 
функция. Опыты на мышах, дефицитных по GPV, не выявили каких-либо 
заметных отклонений, но тромбоциты этих мышей обладали низкой способ­
ностью к коллагензависимой адгезии и агрегации. В дальнейшем было пока­
зано, что GPV специфически связывается с коллагеном, а растворимый 
GPV блокирует коллагенстимулируемую агрегацию тромбоцитов, подтверж­
дая тем самым свою возможность функционировать как непосредственный 
рецептор коллагена. GPV-дефицитные тромбоциты более чувствительны к 
ингибированию коллагениндуцируемой агрегации анти-GPVI mAb — JAQ1. 
Предполагается, что GPV способствует взаимодействию коллаген-GPVI 
аналогично сс2Рi. Определение функционального значения GPV in vivo затру­
днено его ролью в активации тромбоцитов тромбином. GPV-дефицитные 
мыши проявляли повышенную чувствительность к тромбину и, таким обра­
зом, тромбоциты этих животных дали переменные ответы на действие двух 
агонистов. Исследования in vivo моделей образования артериальных тромбов 
привели к неоднозначным толкованиям значения дефицита GPV, что мож­
но объяснить разными условиями коллаген- и тромбинзависимого форми­
рования тромба [98].

Клиническое значение a2Pi и GPVI в гемостазе и тромбозе. Несмотря на 
сложность экстрацеллюлярного.матрикса, взаимодействие тромбоцит-колла- 
ген играет основную роль в инициации гемостаза и тромбоза in vivo. Дефицит 
a2₽i и GPVI у некоторых пациентов, а также наличие других осложнений 
мешают оценить истинную роль этих гликопротеинов во взаимодействии 
тромбоцит-коллаген in vivo. Способом установления клинического значения 
интегринов является использование мышей с целенаправленным разруше­
нием субъединиц интегринов и FcRy, а также применение антител для бло­
кады и снижения уровня GPVI. Следует отметить, что нарушение функцио­
нирования GPVI у мышей приводит только к умеренно продолжительному 
времени окончания кровотечения. Такая же реакция наблюдается и у 
а2Р|-дефицитных мышей. Утрата функций любого из рецепторов не усили­
вает спонтанное кровотечение. Изучение гемостаза мышей с недостатком 
обоих рецепторов, отсутствие кровотечения у рецептордефицитных особей 
предполагает, что другие агонисты — тромбин, АДФ или тромбоксаны — 
могут заменить GPV1 в опосредовании активации тромбоцитов и что другие 
адгезивные рецепторы — интегрины GPIIbllla, a5p1 и a6P] — опосредуют 
прочную адгезию и распластывание тромбоцитов в отсутствие двух рецепто­
ров коллагена. Однако GPVI вместе с GPIb играют основную роль на пер­
вом этапе привлечения тромбоцитов к месту повреждения. Предполагается, 
что дефицит GPVI может оказывать эффект, подобный эффекту взаимодей­
ствия GPIb-фактор фон Виллебранда. Нарушение контакта этих белков 
приводит к четко выраженному кровотечению у нормальных и к умеренно­
му — у GPVl/FcRy-дефицитных особей. Единственное возможное объясне­
ние такого различия заключается в том, что GPVI вовлечен только в образо­
вание первого слоя тромбоцитов, тогда как GPIb-фактор фон Виллебранда
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участвуют еще и в захвате свободных тромбоцитов в растущий тромб. Кроме 
того, показано, что GPVI-независимые механизмы могут опосредовать при­
крепление тромбоцитов и их активацию у центра повреждения сосуда во 
время нормального гемостаза.

Хотя рецепторы коллагена могут быть несущественны для остановки 
кровотечения, существуют доказательства их вклада в патологическое тром- 
бообразование. В процессе атерогенеза немаловажную роль в возникнове­
нии тромбоза играет усиленный синтез коллагена клетками гладких мышц и 
фибробластами.

Обнаженный в разрыве бляшки матрикс обогащен коллагеном и поэто­
му занимает центральное место в формировании артериального тромба. 
Предполагается возможная роль в сердечно-сосудистой болезни, кото­
рая изучается анализом генетического полиморфизма. Уровень экспрессии 
a2pi на тромбоцитах изменяется, и это изменение связано с полиморфизмом 
в некодоновой области а2 гена.

Относительно роли GPVI в артериальном тромбозе существуют неос­
поримые данные: показано, что формирование тромба в поврежденной ка­
ротидной артерии мыши практически не происходит в отсутствие функци­
онального GPVI. Это согласуется сданными ряда исследователей, которые 
обнаружили заметно сниженное прикрепление тромбоцитов и последую­
щую неоинтимальную гиперплазию у места повреждения у FcRy-дефицит- 
ных мышей с недостатком GPV1 [99]. Полученные сведения делают GPVI 
потенциальной фармакологической мишенью для лечения ишемической 
болезни сердца. Такая стратегия открывает некоторые перспективы. Во- 
первых, GPVI экспрессирован исключительно на тромбоцитах и мегакари­
оцитах, что предотвращает риск посторонних эффектов анти-GPVI агентов 
клеток другого типа. Во-вторых, дефицит GPVI не связан с риском крово­
течения у людей и мышей, в связи с чем предполагается, что анти-GPVI те­
рапия может быть более толерантной. Это влечет за собой создание новых 
инструментов, таких, как антагонисты рецепторов или истощающие анти­
тела к GPVI. Последнее является уникальным способом снятия влияния 
коллагена на время жизни тромбоцитов. Это продемонстрировано на мы­
шах, у которых инъекция анти-GPVI антител JAQ1 приводила к интерна­
лизации и деградации GPVI в циркулирующих тромбоцитах. Похожий ме­
ханизм регуляции сниженного уровня GPVI существует и у людей. Некото­
рые GPVI-дефицитные пациенты, у которых были обнаружены антитела 
против явно отсутствующего рецептора, по-видимому, страдали от приоб­
ретенного дефицита GPV1, основанного на обусловленном антителами 
удалении рецептора из тромбоцитов. Опыты на мышах показали, что in vivo 
дефицит GPVI может быть вызван через более чем один центр и не требует 
предварительной активации рецептора. Предполагается, что анти-GPVI 
агенты, которые опосредованно активируют тромбоциты, могут замедлять 
регуляцию рецептора in vivo, приводя к длительной и мощной антитромбо- 
тической защите [100, 101].
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1.4. АДГЕЗИЯ ТРОМБОЦИТОВ И КОЛЛАГЕН

Повреждение стенки сосуда вызывает быструю активацию 
тромбоцитов и формирование тромбоцитарной розетки с последующим об­
разованием фибринового сгустка. Эти события являются основными для 
снижения кровотечения из поврежденного места, но также могут блокиро­
вать травмированный сосуд, вызывая тем самым ишемию и инфаркт жиз­
ненно важных органов. Одна из основных клинических проблем — развитие 
артериального тромбоза, который возникает вследствие разрыва и эрозии 
атеросклеротической бляшки. Это приводит к адгезии тромбоцитов и обра­
зованию тромба в коронарной и церебральной артериях, вследствие чего ра­
звиваются инфаркт миокарда и инсульт.

Первый шаг в коагуляционном каскаде — взаимодействие тромбоцитов 
с экстрацеллюлярным матриксом в месте повреждения. Среди макромоле­
кулярных компонентов матрикса в этом процессе основная роль принадле­
жит коллагену, который не только поддерживает адгезию тромбоцитов по­
средством прямого и непрямого путей, но и непосредственно активирует 
клетки, вызывающие агрегацию и коагулянтную активность. Адгезия и агре­
гация тромбоцитов на коллагене является интегрированным процессом с 
участием агонистов, которые действуют через интегрины, Ig-подобные и 
G-белоксопряженные рецепторы, без которых не обходятся процессы скле­
ивания, адгезии, секреции, агрегации тромбоцитов [102].

Взаимодействие тромбоцит-колл а ген имеет большое значение при сред­
нем и высоком уровнях стресса, которые обнаруживаются в артериях и повре­
жденных сосудах. При высоком напряжении сдвига в артериях и артериолах 
мгновенное взаимодействие между гликопротеином Ib-V-IX и фактором фон 
Виллебранда, иммобилизованном на коллагене, является решающим для на­
чального прилипания свободных тромбоцитов. Взаимодействие фактора фон 
Виллебранда с GPIb-IX-V обратимо и недостаточно для прочной адгезии. Это 
подтверждается присоединением GPIb-IX-экспрессированных клеток или 
тромбоцитов к фактору фон Виллебранда в условиях сильного стресса. Быст­
рая стабилизация адгезии происходит за счет дополнительных контактов ме­
жду тромбоцитами и экстрамолекулярным матриксом, которые осуществля­
ются интегринами. Коллаген непосредственно или опосредованно связывает­
ся с двумя тромбоцитарными интегринами а2Р| и ацЬр3 (через фактор фон 
Виллебранда). Любого из этих взаимодействий достаточно для стабилизации 
адгезии тромбоцитов на поверхности коллаген/фактор фон Виллебранда, од­
нако для участия в этом процессе хотя бы один из интегринов должен нахо­
диться в активном состоянии в ответ на сигналы “изнутри—наружу”. Несмот­
ря на наличие многих активных компонентов, способных опосредовать акти­
вацию интегринов, заслуживает внимания то, что коллаген является наиболее 
реакционноспособным компонентом экстрацеллюлярного матрикса, активи­
рующим интегрин посредством Ig-рецептора — GPVI. Установлено, что про­
чная адгезия тромбоцитов к коллагену требует внутриклеточных сигналов от 
GPVI. Процесс усиливается высвобождением растворимых медиаторов, наи­
более важными из которых являются АДФ и тромбоксан А2, и образованием 
тромбина (см. вклейку, рис. 14) [103, 104].
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

Уровень коллагена в сосудах составляет от 20 % в аорте до 40 % в малых 
артериях. Действие коллагена на тромбоциты впервые было обнаружено в 
1963 г., когда показали, что солевой экстракт сухожилий, содержащий фи­
бриллярный коллаген, способен вызывать агрегацию тромбоцитов. Даль­
нейшие исследования привели к открытию коллагена II типа, который сос­
тавляет основу хрящевых тканей. Всего существует 20 различных типов ге­
нетически независимых коллагенов, 9 из которых (коллагены I, HI—VI, 
VIII, XII, XIII и XIV типов) являются компонентами сосудистой стенки и 
представляют собой субстраты для адгезии тромбоцитов к субэндотелию. 
Было также показано, что агрегацию тромбоцитов вызывают коллагены 
I—III, V и XI типов. Фибриллярные коллагены I и III типов являются основ­
ными компонентами экстрацеллюлярного матрикса, а формирующий ос­
нову сгустка коллаген IV типа составляет основу базальной мембраны суб­
эндотелия [105].

Кроме того, прошитый коллаген ГУ типа и микрофибриллярный колла­
ген VI типа, но не коллаген IX типа, также способны индуцировать агрега­
цию. Коллагены I—IV и VI типов, но не V типа, в статических условиях спо­
собны поддерживать адгезию отмытых тромбоцитов. В динамических ус­
ловиях наблюдается адгезия тромбоцитов только к коллагенам I, II, IV и V 
типов.

Особенностью структуры коллагена является повторяющаяся последова­
тельность Lys-Pro-Hyp, или GXY, где G — лизин, X и Y — пролин (Р) и гид­
роксипролин (О). Последовательность GPO на 10 % состоит из коллагенов I и 
III типов. Повторяющийся мотив GXY формирует простую левозакрученную 
а-спираль, которая, соединяясь с двумя другими цепями, формирует правоза­
крученную тройную суперспираль, сложенную из трех полипептидов, каждый 
из которых содержит около 1000 аминокислотных остатков. Такая суперспи­
раль — основная структурная единица коллагенов I и III типов. Прошивка 
мономеров коллагена формирует фибриллярный коллаген, который является 
преобладающей структурой, способствующей контакту тромбоцитов с экст­
рацеллюлярным матриксом. По сравнению с другими компонентами матрик­
са фибриллярный коллаген состоит из более чем одного типа молекул колла­
гена [106].

Для тромбоцитов коллаген является уникальным лигандом, поскольку 
только он способен поддерживать адгезию тромбоцитов и вызывать их агре­
гацию. В статических условиях тромбоциты адгезируют ко всем коллагенам, 
кроме коллагена VIII типа, в динамических — адгезия тромбоцитов к колла­
гену (типы I—IV) приводит к большому скоплению агрегатов. Фибрилляр­
ные коллагены типов I—III сильно тромбогенны и поддерживают адгезию, 
что не свойственно коллагену V типа.

Адгезия тромбоцитов к менее реактивным коллагенам (типы VI—VIII) 
характеризуется образованием меньшего количества агрегатов. Адгезия к 
коллагену VI типа ограничена зависимостью от скорости прилипания тром­
боцитов (300 с-1) и важна в крупных артериях и венах. Коллаген VI типа в 
сосудистой стенке связывает фактор фон Виллебранда, адгезия к которому 
происходит со скоростью 2000 с-1. В связи с этим не исключено, что колла-
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1.4. Адгезия тромбоцитов и коллаген

ген VI типа один может поддерживать фактор фон Виллебранд-зависимую 
адгезию к стенке сосуда на низком уровне. При высокой скорости прилипа­
ния в качестве лигандов для фактора фон Виллебранда выступают другие бе­
лки [107].

Коллагены VII и VIII типов незначительно поддерживают адгезию 
тромбоцитов: процесс замедлен при скорости более 300 с-1. Коллаген VII ти­
па формирует волокна, которые не являются компонентами сосудистой сте­
нки, но закрепляют кератиноциты. Отсутствие коллагена этого типа наблю­
дается в случаях рецессивного дистрофического эпидермолизиса, пузырча­
той болезни кожи.

Фибриллы коллагена распадаются на мономерные единицы под дейст­
вием пептидаз, таких, как пепсин, мишенью которого являются неспираль­
ные последовательности коллагена, тогда как для специфических коллаге­
наз требуются растворенные образцы коллагена. Образовавшиеся под дейст­
вием пепсина мономеры вследствие прошивки могут формировать коллаге­
ны без неспирализованных участков, хотя важно знать степень прошивки, 
от которой зависит биологическая активность коллагена. Биологическая ак­
тивность зависит также от типа коллагена. Например, мономерный колла­
ген в растворе избирательно взаимодействует с интегрином а2Р| и требует 
поперечной прошивки или иммобилизации на достаточно плотной поверх­
ности активированных посредством GPVI тромбоцитов. Это происходит, 
вероятно, благодаря низкому сродству GPVI-связывающего мотива — 
GPO — к рецептору и относительно низкой встречаемости этого мотива в 
мономерном коллагене. Монослой тромбоцитов способен связываться с 
GPO в более чем одной молекуле мономерного пептида, вызывающего уве­
личение сгустка взаимодействием с коллагеном.

Представляет интерес создание синтетических коллагенов определен­
ного состава и синтез рецепторизбирательных пептидов. Пептиды необхо­
димы как компоненты спирали для поддержания сродства к рецепторам 
коллагена. Прорыв в этой области наступил, когда было обнаружено, что 
GPP или GPO повторяют пять или более спирализованных структур, хара­
ктерных для коллагена. Синтез пептидов привел к неожиданному откры­
тию, что пептиды с повторяющимся GPO-мотивом, прошитым N- и С-ко- 
нцевыми остатками цистеина или лизина, являются сильными тромбоци­
тарными агонистами, тогда как пептиды с прошитым GPP-мотивом неак­
тивны. GPO-содержащий пептид был назван коллагенподобным (CRP) с 
CRP-XL для прошитой формы. Важно, что CRP-XL неспособен поддержи­
вать адгезию при таких же напряженных условиях, при которых происхо­
дит адгезия тромбоцитов к коллагену, но способен активировать тромбо­
циты в присутствии a2Pi-блокирующих антител. Поэтому CRP-XL был пе­
рвым избирательным агонистом, идентифицированным как основной сиг­
нальный тромбоцитарный рецептор коллагена и названным позднее GPVI. 
Подтверждение того, что активность CRP-XL возникала благодаря повто­
ряющемуся GPO-мотиву и независимым N- и С-концевым поперечно про­
шитым группам, показано синтезом GPO-пептида и недостатком этих уча­
стков [108].
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

На сегодня обнаружено достаточно много пептидов — компонентов яда 
змей, которые опосредуют свое действие через GPVI и могут быть хороши­
ми инструментами для изучения Ig-рецептора. К таким пептидам, напри­
мер, относятся конвульксин (лектин С-типа), который активирует GPVI, 
алборагин, связывающийся со специфическим центром гликопротеина. То­
ксины змеиного яда являются мультимерными и вызывают активацию 
тромбоцитов кластеризацией рецептора. Некоторые из них связываются с 
другой поверхностью гликопротеина в дополнение к GPVI: албоагрегин А 
связывается с GPVI и GPIb, тем самым вызывая стремительную активацию 
тромбоцитов. При этом взаимодействие с GPIb для активации несуществен­
но, так как албоагрегин А активирует тромбоциты Бернарда—Солера и клет­
ки линий GPVI. Несмотря на это, совершенно нормально, что токсины яда 
змей опосредуют свое действие связыванием с более чем одним тромбоцитар­
ным гликопротеином [109, НО].

В последние годы обнаружены антитела к GPVI, которые в случае попе­
речной прошивки вторичными антителами являются сильными тромбоци­
тарными агонистами, но отдельные из них могут быть рецепторными анта­
гонистами для самих себя. Антитела служат мощными инструментами для 
определения последовательности внутри экстрацеллюлярного домена GPVI, 
связывающейся с коллагеном.

1.5. ТРОМБОЦИТЫ И АДЕНОЗИНДИФОСФАТ

Способность АДФ индуцировать агрегацию тромбоцитов 
установлена в 1961 г., когда обратили внимание на то, что небольшая моле­
кула, вышедшая из красных кровяных клеток, вызывала адгезию тромбоци­
тов к стеклу и способствовала их агрегации. О ключевой роли АДФ в форми­
ровании гемостатической пробки и в патогенезе артериальных тромбозов 
свидетельствует следующее: 1) АДФ содержится в плотных гранулах тромбо­
цитов в высокой концентрации и высвобождается, когда тромбоциты акти­
вированы другими агентами, такими, как тромбин или коллаген; 2) ин­
гибиторы АДФ-стимулируемой агрегации тромбоцитов являются эффектив­
ными антитромботическими препаратами; 3) у пациентов с дефектами реце­
пторов АДФ или с недостатком АДФ в гранулах тромбоцитов развивается 
диатезное кровотечение [111].

Формирование прочного тромбоцитарного тромба в месте повреждения 
требует инициации и продолжения активации тромбоцитов. Инициация 
обычно обеспечивается коллагеном, фактором фон Виллебранда и местной 
генерацией тромбина, вызванной образованием комплекса тканевый фак- 
тор-VIIa. Продолжение активации наблюдается, когда в растущий тромб во­
влекаются новые тромбоциты, из гранул которых высвобождаются вторич­
ные агонисты — тромбоксан А2, АДФ и продукт а-гранул — Gas6. АДФ актив­
но высвобождается из плотных гранул тромбоцитов и гораздо медленнее — 
из поврежденных эритроцитов и эндотелиальных клеток. Добавление экзо­
генного АДФ к отмытым тромбоцитам приводит к изменению их формы, 
обратимой агрегации при физиологической концентрации кальция во внеш-
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ней среде, и в конечном итоге к потере чувствительности. Взаимодействие 
тромбоцит-тромбоцит осуществляется при участии следовых количеств 
тромбоксана А2, который вызывает секрецию и усиление агрегации. Этот 
эффект достаточно сильный и может наблюдаться в случаях снижения кон­
центрации кальция во внеклеточной среде до микромолярных количеств 
(как в богатой тромбоцитами цитратной плазме крови).

Большинство агонистов, включая АДФ, активирует тромбоциты по­
средством рецепторов клеточной поверхности, сопряженных с гетеротриме- 
рными ГТФ-связывающими, или G-белками [112, 113]. Тромбоциты содер­
жат белки всех четырех классов G-белков: Gq, Gi? G12, Gs. Из них первые три 
опосредуют действия агонистов, которые активируют тромбоциты; рецепто­
ры агониста могут соединяться с одним, двумя или всеми тремя белками. 
Ряд процессов предотвращает неподходящую активацию тромбоцитов или 
ограничивает степень активации, включающую высвобожденные из эндоте­
лия PG12 и NO, которые повышают уровень тромбоцитарного цАМФ и 
цГМФ, а также CD39, гидролизующего АДФ до неактивного АМФ. PGI2 
вызывает образование цАМФ, активируя аденилилциклазу посредством 
рецепторов на поверхности тромбоцитов, сопряженных с Gs (см. вклейку, 
рис. 10).

Воздействие АДФ приводит к изменению формы тромбоцитов, повы­
шению активности фосфолипазы С и концентрации цитозольного кальция. 
АДФ подавляет образование цАМФ, действие которого является критичес­
ким для активации тромбоцитов. Активация и агрегация тромбоцитов, выз­
ванные АДФ, играют основную роль в развитии и патогенезе артериальных 
тромбозов. Механизм активации тромбоцитов АДФ интересен с точки зре­
ния фармакологии и медицины. Тромбоциты имеют АДФ-специфичные пу- 
ринорецепторы (см. вклейку, рис. 15). Некоторые из них (Р2Х1 ионотропный 
рецептор и P2Y| рецептор, связанный с G-белками), которые стимулируют 
внутриклеточное запасание фосфорилаза С/Са2+ и/или ингибируют адени­
лилциклазу, были охарактеризованы в несколько последних лет. Рецептор 
P2Y1 опосредует вызываемую АДФ мобилизацию кальция. Кроме того, опи­
саны центры связывания адениннуклеотидов на гликопротеине ПЫПа. Ре­
цептор Р2Х1 опосредует вызываемый АДФ приток кальция и изменение фор­
мы тромбоцитов. Этот путь активации не включает влияние тиенопириди- 
нов в отличие от рецептора Р2УН имеющего в своем составе семь трансмемб­
ранных доменов и связанного с ингибиторными G-белками. Он опосредует 
высвобождение внутриклеточного кальция, ингибирование аденилатцикла- 
зы, активацию GPHbllla и последующую агрегацию тромбоцитов. Все эти 
механизмы вызваны действием тиенопиридинов.

Изучение агонистов, являющихся пуриновыми производными, и антаго­
нистов функционирования тромбоцитов привело к обнаружению множества 
рецепторов АДФ, которые способствуют ответу тромбоцитов на действие 
АДФ. Одним из них является ионный канал, или P2Xi, который активирует­
ся аналогом АДФ — а,р-МеАТФ, способствующим притоку внеклеточного 
кальция. Другой аналог АТФ — ARL-66096 (в настоящее время доказано, 
что его антагонист — P2Y12) блокирует как АДФ-стимулируемую агрегацию
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

тромбоцитов, так и ингибирование аденилилциклазы, однако в той же 
концентрации не может ингибировать активацию фосфолипазы С или из­
менение формы тромбоцитов. До того как были обнаружены рецепторы, раз­
ные исследователи выдвинули предположение о существовании на тромбо­
цитах двух G-белоксопряженных рецепторов АДФ, один из которых инги­
бирует синтез цАМФ (посредством белков семейства G,), а другой — акти­
вирует фосфолипазу С и вызывает изменение формы тромбоцитов (через Gq 
И С|2).

Для агрегации тромбоцитов требуется активация как Gr, так и Gq-onoc- 
редованного пути. Интересно, что АДФ является агонистом, выполняющим 
эту задачу для обоих рецепторов, один из которых сопряжен с Gq, но не с Gs, 
а другой — с Gj, но не с Gq [114].

Gq-сопряженный рецептор АДФ — P2Y| — ответственный за изменение 
формы тромбоцитов и мобилизацию кальция. Тромбоциты мыши, у которых 
отсутствует а-субъединица Gq-белка, обнаруживают связанные с АДФ дефек­
ты, аналогичные таковым в тромбоцитах мыши без P2Y|: они не могут ни аг­
регировать, ни изменять форму. Однако Gq-дефицитные тромбоциты сохра­
няют способность изменять форму в ответ на воздействие других агонистов, 
показывающих, что Gq опосредует АДФ-зависимые структурные изменения 
актиновых филаментов, вследствие чего тромбоциты изменяют форму, а дру­
гие G-белки (вероятно Gn) опосредуют эти изменения в цитоскелете в ответ 
на действие других агонистов [115].

Gj-сопряженный рецептор АДФ — P2Y|2 необходим для активации реце­
птора фибриногена и формирования тромба. Он важен для необратимой аг­
регации тромбоцитов, вызываемой не только АДФ, но и тромбоксаном А2 и 
PAR-1-специфичным пептидом. P2Y|2 ингибирует аденилилциклазу, но не 
играет роли в изменении формы тромбоцитов и накоплении внутриклеточ­
ного кальция, происходящих под действием АДФ. Кроме того, Gj-сигна- 
линг, опосредованный активацией P2Y|2, может приводить к агрегации тром­
боцитов, когда Gq- или G12/13-nyTH одновременно активированы, или в на­
личии высокая концентрация АДФ (100 мкМ).

P2Yi2 играет решающую роль в АДФ-опосредованной генерации тромбо­
ксана А2, а также ускоряет индуцированное агонистом высвобождение ком­
понентов плотных гранул и прокоагулянтную активность. От активации 
P2Y12 зависят высвобождение из а-гранул Р-селектина и следующая за этим 
его экспрессия. Интересно, что все функции упомянутого рецептора могут 
быть сходны с таковыми эпинефринов, которые активируют Gj-белки свя­
зыванием с а2А-тромбоцитарным рецептором [116].

P2Y12 играет главную роль в активации тромбоцитов, привлечении дру­
гих тромбоцитов к месту повреждения с последующей их адгезией к фактору 
фон Виллебранда и коллагену, а также в повышении эффективности актива­
ции тромбоцитов вторичными агонистами, такими, как тромбин и тромбо­
ксан А2 (см. вклейку, рис. 16).

P2Yi2 взаимодействует в основном с Gj2- и в меньшей степени с другими 
Gj-белками, что приводит к ингибированию аденилилциклазы. Так, тромбо­
циты мыши с недостатком функционального P2Y12 не могут нормально агре-
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гировать в ответ на действие АДФ. Они сохраняют связанный с P2YI ответ, 
включающий изменение формы и активацию фосфолипазы С, но теряют 
способность ингибировать образование цАМФ при участии аденилилцикла- 
зы. Эпинефрины посредством активации рецептора а2А и последующим 
Gz-сигналингом оказывают такой же эффект. Однако сниженный уровень 
цАМФ имеет косвенное отношение к активации P2Yi2. Gj-сигналинг приво­
дит к активации PI3K-, Akt-, Raplb- и К+-каналов. У мышей с недостатком 
РПЗу наблюдаются нарушения в функционировании тромбоцитов только 
при использовании низких концентраций АДФ, но эти же мыши обеспече­
ны защитой от тромбоэмболии [117]. Показано также, что Akt-, Raplb- и 
К+-каналы являются важными функциональными эффекторами активации 
P2Yi2 (см. вклейку, рис. 17).

1.6. ТРОМБОЦИТЫ И ТРОМБИН

Тромбин — сериновая протеиназа, активная форма про­
тромбина, который является основным проферментом системы свертыва­
ния крови и активируется в тромбин в процессе реакций коагуляционного 
каскада. В активации тромбоцитов тромбин играет такую же существенную 
роль, как и в формировании фибринового сгустка. In vitro тромбин вызывает 
изменение формы тромбоцитов, склеивает их друг с другом и способствует 
высвобождению компонентов гранул. Однако о механизме активации было 
известно очень мало. Большим шагом вперед в изучении активации тромбо­
цитов тромбином явилось обнаружение в 1990 г. G-белоксопряженных ре­
цепторов, которые активировались тромбином [118]. В результате многочис­
ленных исследований установлено, что активация G-белков тромбином 
происходит при их непосредственном связывании на участках поверхности 
тромбоцитов, содержащих GPl0a и GPV, однако расщепление последнего 
для активации тромбоцитов не требуется. В связи с этим выработаны краткие 
критерии соответствия белка как рецептора для тромбина: а) возможный ре­
цептор должен располагаться на поверхности покоящихся тромбоцитов; 
б) данный белок должен быть субстратом для тромбина; в) наличие связи с 
внутриклеточным сигнальным каскадом; г) экспрессия возможного рецеп­
тора в клетке, которая иначе реагирует на тромбин; д) уменьшение ответа 
тромбоцитов на действие тромбина вследствие блокирования или разруше­
ния возможного рецептора. Всем этим критериям полностью соответствуют 
протеиназактивированные рецепторы (ПАР).

Согласно последним данным, семейство ПАР включает четыре белка, 
три из которых (ПАР-1, ПАР-3 и ПАР-4) являются рецепторами тромбина, а 
четвертый — ПАР-2 активируется сериновой протеиназой, отличной от тро­
мбина. Все четыре рецептора имеют сходное строение, включая N-концевой 
участок (см. вклейку, рис. 18). На примере ПАР-1 показано, что и остальные 
три рецептора функционируют аналогично [119]. В любом случае активация 
рецептора начинается после расщепления его N-концевого участка тромби­
ном. При этом экспонируется новая N-концевая последовательность, кото­
рая служит связующим лигандом. Протеиназы, отличающиеся от тромбина,
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также могут активировать ПАР-1, но в этих случаях ответ рецептора на тро­
мбин — другой, поскольку N-концевой участок расщепляется в “неправиль­
ном” месте. Центр связывания лиганда находится в экстрацеллюлярных 
петлях рецептора. В случае других G-белков взаимодействие между лиганда­
ми ПАР и рецептором инициирует сигналинг вследствие конформационных 
изменений в рецепторе, которое переносится через плазматическую мем­
брану и способствует обмену ГТФ на ГДФ на G-белках. В случае ПАР осо­
бенности активации, установленные для ПАР-1, включают способность 
ответа на пептиды, составляющие последовательность лиганда. Исключени­
ем из правил является ПАР-3, для которого активационный пептид не обна­
ружен [120]. Относительно трех других ПАР известно, что ПАР-2 экспресси­
рован многочисленными тканями, включая и эндотелий, но не тромбоциты. 
ПАР-2 расщепляется и активируется трипсином и трипгазой, но не тромби­
ном. Кроме того, данный рецептор может активироваться комплексом тка­
невый фактор + Vila и фактором Ха. ПАР-3 обнаружен в процессе исследо­
ваний, которые показали, что тромбоциты мыши, лишенные ПАР-1, спосо­
бны активироваться тромбином. ПАР-3 является основным регулятором 
ответа на тромбин тромбоцитов грызунов и человека. ПАР-3 тромбоцитов 
всего лишь способствует расщеплению тромбином ПАР-4. ПАР-4 находится 
в тромбоцитах мыши и человека и поддерживает способность тромбоцитов 
мыши, лишенных ПАР-3, активироваться тромбином. Для активации 
ПАР-4 необходима 10—100-кратная концентрация тромбина, поскольку в 
рецепторе отсутствует гирудинподобная последовательность, которая может 
взаимодействовать с анионсвязываюшим экзосайтом и способствовать рас­
щеплению рецептора тромбином [121]. Одновременное ингибирование 
ПАР-1 и ПАР-4 тромбоцитов человека антителами или антагонистами по­
лностью уничтожает способность тромбоцитов активироваться тромбином.

Активация тромбоцитов тромбином, с одной стороны, происходит 
вследствие расщепления и активации ПАР-1 и ПАР-4 (см. вклейку, рис. 19), 
с другой — эти рецепторы активируют некоторые G-белки, вызывают повы­
шение концентрации цитозольного кальция и ингибируют образование 
цАМФ. Этот процесс сопровождается высвобождением АДФ и тромбоксана 
А2, которые связываются с их собственными рецепторами на поверхности 
тромбоцитов. Для расщепления ПАР-4 тромбоцитов человека требуется бо­
лее высокая концентрация тромбина, чем для расщепления ПАР-1. Вероят­
но, ПАР-1 является преобладающим сигнальным рецептором при низкой 
концентрации тромбина, однако активация ПАР-4 может быть более устой­
чивой. Тромбоциты мыши — интересная противоположность тромбоцитам 
человека. Несмотря на то что в месте, где тромбоциты человека экспресси­
руют ПАР-1 и ПАР-4, тромбоциты мыши — экспрессируют ПАР-3 и ПАР-4, 
сигналинг обеспечивается непосредственно ПАР-4. Содействие ПАР-3 в 
этом случае только способствует расщеплению ПАР-4 при низкой концент­
рации тромбина [122].

Обсуждая активацию тромбоцитов тромбином, следует учитывать 
вклад и других рецепторов, в частности компонентов комплекса GPIb-IX-V. 
GPlb представляет собой гетеродимер, состоящий из а- и р-субъединиц,

64

Aku
sh

er-
Lib

.ru



1.6. Тромбоциты и тромбин

GPIb-IX-V

РИС. 1.11. Два пути активации тромбоцитов тромбином [121]

связанных друг с другом дисульфидными связями. Гетеродимер образует 
комплекс из GPIX и GPV, которые служат центром связывания фактора 
фон Виллебранда и якорем для цитоскелета тромбоцитов. Высокоаффин­
ный центр связывания тромбина, расположенный в области 268—287 ами­
нокислотных остатков GPIba, взаимодействует с доменами помимо актив­
ного центра. Изоляция экстрацеллюлярного домена GPIba или блокирова-
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ние тромбинсвязывающего центра снижает ответ тромбоцитов на тромбин. 
Теоретически связывание тромбина с GPIba может способствовать рас­
щеплению ПАР на тромбоцитах человека. Сильное связывание тромбина с 
ПАР-3 способствует расщеплению ПАР-4 на тромбоцитах мышей (рис. 
1.11). Несмотря на то что первичный ответ тромбоцитов человека на тром­
бин определяется ПАР-1 и ПАР-4, вполне возможно, что взаимодействия 
одного и более компонентов комплекса GPlb-lX-V могут способствовать 
расщеплению/активации ПАР-1 или по-другому регулировать активацию 
тромбоцитов тромбином [123].

1.7. ИНТЕГРИНЫ

Интегрины — семейство белков, находящихся на поверх­
ности клетки, которые обеспечивают клеточную адгезию. Процесс адгезии 
для клеток чрезвычайно важен, поскольку отвечает за закрепление клеток 
после миграции и передачу сигналов для роста и дифференциации. Сущест­
вуют два основных типа клеточной адгезии: клетка-внеклеточный матрикс 
(/) и клетка-клетка (2). Интегрины являются первичными посредниками 
адгезии первого типа, а также выступают в роли активных молекул в адгезии 
второго типа. Открытие интегринов явилось значительным шагом вперед в 
понимании процесса адгезии. Семейство этих рецепторов было обнаружено 
в середине 1980-х годов. В результате многочисленных исследований было 
показано, во-первых, что группа адгезивных белков цыплят, тромбоцита­
рный интегрин GPIIbllla, адгезивные белки лимфоцитов, антигены кле­
точной поверхности VLA, а также рецепторы фибронектина и витронек­
тина обладают сходными структурой и активностью. Во-вторых, работе 
по изучению интегринов предшествовали годы детальных исследований 
белков внеклеточного матрикса, для которых интегрины являются реце­
пторами. В-третьих, стало очевидным, что интегрины важны для испо­
льзования во многих областях биологии и медицины. Название интегри­
ны эта группа белков получила в связи с их ролью в объединении (интегра­
ции) внутриклеточного цитоскелета с внеклеточным матриксом. Обнаружи­
ваются интегрины практически во всех клетках. Кроме адгезии и агрегации 
они участвуют как в дифференциации тканей, так и в росте раковых клеток и 
метастазировании. Интегрины вносят свой вклад в адгезию и миграцию лей­
коцитов, а также контролируют адгезию лимфоцитов (хоминг) в лимфатичес­
ких тканях [124, 125].

Для адгезии, распластывания и передвижения клеток интегрины долж­
ны связывать появляющиеся элементы цитоскелета с элементами внекле­
точного матрикса. Это взаимодействие состоит из двух частей: связь инте- 
грин-цитоскелет и связь интегрин-лиганд. Регуляция связывания инте- 
грин-лиганд осуществляется контролированием конформации интегрина, 
который может находиться в неактивном, с низкоаффинной конформацией, 
и активном, с высокоаффинной конформацией, состояниях. Для состояния 
гемостаза такая регуляция имеет большое фукциональное значение. На­
пример, в случае тромбастении Гланцмана гемостаз нарушен, поскольку ин-
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тегрин GPHbllla неактивен. Неактивированные интегрины слабо опосреду­
ют адгезию и распластывание клеток по сравнению с высокоаффинными 
интегринами. Нарушение силы взаимодействия интегрин-лиганд вследст­
вие мутаций может оказывать влияние на подвижность клеток [126—128].

Возникает вопрос, влияет ли активация интегринов на связывание лига­
ндов или на взаимодействие интегрин-цитоскелет. В пределах внутренних 
фокусных контактов взаимодействие интегрин-цитоскелет регулируется. 
Меньше известно о регуляции взаимодействия интегрин-цитоскелет в пре­
делах внешних контактов, которые являются более слабыми и временными, 
но важны для инициации клеточной адгезии и подвижности. Вполне понят­
но, что молекулярная основа таких взаимодействий сильно отличается от та­
ковой фокусного контакта, поскольку белковые комплексы малы.

Интегрины — мембранные гликопротеины, представляющие собой 
нековалентно связанные гетеродимеры, состоящие из двух типов субъеди­
ниц -аир. У млекопитающих 18 а и 8 р нековалентно связанных субъе­
диниц образуют 24 интегрина. Основная масса а- и р-субъединиц длиной 
порядка 1000 и 750 аминокислотных остатков соответственно является экст­
рацеллюлярной. Каждая субъединица представляет мембранный глико­
протеин I типа с коротким цитоплазматическим “хвостом” (~20 и ~50 ами­
нокислотных остатков соответственно для а- и р-субъединиц; исключением 
является р4, содержащая 1072 аминокислотных остатка “хвоста”, который 
связывает промежуточные филаменты). Половина а-субъединиц интегри­
нов возле своих N-концевых участков содержит -180 дополнительных ами­
нокислот А-домена фактора фон Виллебранда (эти интегрины известны как 
аА и а1). Структура аА предполагает нуклеотидсвязывающую а/p укладку — 
структуру, подвергающуюся частичным изменениям и обнаруженную в неко­
торых белках, включая конформационно активные G-белки. Девять аА-со- 
держащих интегринов “узнают” в лигандах глутаматсодержащий мотив по­
следовательности быстрее, чем аспартатсодержащий, но обнаруживают та­
кие же особенности двунаправленной активации и сигналинга, как и интег­
рины без аА [129].

Интегрины классифицируются на основе p-цепи, которая вместе со 
специфической a-цепью образует функциональный рецептор. Как а-, так и 
p-цепи интегринов содержат крупные N-концевые экстрацеллюлярные до­
мены, небольшой трансмембранный участок и С-концевой участок. р-Субъ- 
единица охватывает четыре цистеинбогатые последовательности, которые в 
разной форме сохраняются во всех восьми субъединицах. Цитоплазматичес­
кий участок p-цепи удерживает интегрин в цитоскелете и регулирует его фу­
нкции. а-Субъединица содержит три—четыре участка связывания с двухва­
лентными катионами.

Структура и взаимодействия интегринов схематически представлены на 
рис. 1.12. Центр связывания интегринов с лигандами сформирован последо­
вательностью обеих субъединиц, а их цитоплазматические домены обеспе­
чивают связь с цитоскелетом, в результате чего сами интегрины являются 
связующим звеном между цитоскелетом и внеклеточным матриксом.
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Контакт с цитоскелетом

в

РИС. 1.12. Схема структуры и взаимодействий интегринов [124]

На сегодня известны последовательности 14 а- и 8 р-субъединиц (табл.
1.1). р-Субъединица служит для структурной классификации, тогда как 
ct-субъединица определяет специфичность. В разных комбинациях они об­
разуют как минимум 16 интегринов (рис. 1.13), однако весьма вероятно, 
что это не окончательное количество. В начале 1990-х годов стало ясно, что 
каждая р-субъединица способна соединяться со многими а-субъединица- 
ми, а одна ct-субъединица может быть парой для более чем одной р-субъе- 
диницы.

В этом отношении наиболее “гибкой” является ау-субъединица, обра­
зующая в результате таких контактов четыре интегрина. Подобное разнооб­
разие интегринов обеспечивает клеткам скрытые возможности в узнавании 
адгезивных субстратов.

Некоторые интегрины имеют четко выраженную специфичность опре­
деленного типа клеток. Характерным примером является GPIIbllla, кото-
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Таблица 1.1. Семейство интегринов

Классификация и синонимы Лигандная специфичность Локализация

Р1 VLA Ct| VLAl, CD4a Ln, Fn, Coll Любые клетки
GPIIa a2 VLA2, GPIa, CD49b Coll, Ln To же

a3 VLA3, CD49c Fn, Ln, Coll
a4 VLA4, CD49d Fn, VCAM-1 Лейкоциты

«5 VLA5, GPIc, CD49e Fn Любые клетки, 
нейроны

«6 VLA6, GPIc', CD49f Ln Любые клетки
a? VLA7 Ln Эпителий

“8 VLA8 9 То же
a9 aA ?

av CD51 Vn, Fn

Р2 LFA-1 «1. LFA-1, CD1 la ICAM-1, ICAM-2 Лейкоциты
МАС-1 aM MAC-1, CDllb C3bi, Fg, FX,ICAM-1 То же
Pl 50/95
CD18

«X P150, 95, CDllc СЗЫ, Fg

₽3 GPIIIa аць GPIIb, CD41 Fg, Fn, Vn, vWF, TSP Тромбоциты
VNR av VNR, Cd51 Fg, Fn, Vn, vWF Любые клетки
CD61 Fg, Fn, Vn, vWF, Coll, TSP Эндотелий

Р4 CD 104 a6 CD49f Ln Эпителий

Р.5 ccv CD49f Vn (Fn) То же

Рб av CD51 Fn Эпителий,
клетки
карциномы

₽7 a4 CD49d Fn, VCAM-1 Лейкоциты, 
эпителий

aE

Ps av CD51 9 9
■

Примечание. Coll — коллаген; Fg — фибриноген; Fn — фибронектин; Ln — ламинин; Vn — ви­
тронектин; TSP — тромбоспондин; VLA — very late antigen; VNR — рецептор витронектина; vWF — 
фактор фон Виллебранда; FX — фактор X. Темным шрифтом отмечены случаи, касающиеся тромбо­
цитов.

рый экспрессирован только тромбоцитами и мегакариоцитами, LFA-1, 
Мас-1 и pl 50/95, находящиеся на мембране лейкоцитов. Интегрин а6р4 спе­
цифичен для эпителиальных клеток и образованных ими опухолей [130].

Многие интегрины связываются с внеклеточным матриксом и вследст­
вие этого опосредуют взаимодействие клетка-внеклеточный матрикс. К ин- 
тегриновым лигандам внеклеточного матрикса относятся гликопротеины, 
такие, как фибронектин, фибриноген, ламинин, коллаген, тромбоспондин, 
фактор фон Виллебранда, витронектин. Кроме внеклеточного матрикса эти 
белки в растворимой форме находятся в плазме крови. Некоторые интегри­
ны связывают с клеточной мембраной белки, участвующие в адгезии клет-
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

РИС. 1.13. Семейство интегринов — субъединицы и их комбинации, об­
разующие известные интегрины

ка—клетка. Такие внутриклеточные адгезивные белки, как ICAM-1 и 
ICAM-2, называют “контррецепторами” (рецепторы, находящиеся в другой 
клетке) для лейкоцитарного интегрина LFA-1 (известен также как 
CDlla/CD18, или aLp2). Для интегрина a4Pj контррецептором является 
VCAM-1. Этот интегрин проявляет двойную специфичность, поскольку свя­
зывается еще и с фибронектином. ICAM-1, ICAM-2 и VCAM-1 принадлежат 
к иммуноглобулинам, многие из которых являются адгезивными белками 
[131, 132].

Тромбоцитарный интегрин GPHbllla способствует взаимодействию 
тромбоцитов друг с другом, используя растворимые поливалентные молеку­
лы посредника. Основными лигандами для этого интегрина при агрегации 
тромбоцитов служат фибриноген и фактор фон Виллебранда, однако он мо­
жет связываться также с фибронектином и витронектином, что важно для 
адгезии активированных тромбоцитов к субэндотелию.

Центром узнавания для многих интегринов, связывающихся с вне­
клеточным матриксом и адгезивными белками, является трипептид 
Arg-Gly-Asp, или RGD-последовательность. Впервые эта последователь­
ность была обнаружена в фибронектине, а позднее выявлена и в других ад­
гезивных белках внеклеточного матрикса и тромбоцитов. RGD — основная 
сигнальная последовательность, посредством которой происходит связыва­
ние лиганда с интегринами группы р3. Конформация RGD-сайта помогает 
определить, какой RGD-белок или RGD-пептид будет связан. Короткие 
синтетические пептиды, содержащие RGD-последовательность, демон­
стрируют меняющуюся специфичность различных интегринов изменением 
конформации пептида путем циклизации. Быстрая регуляция интегринов
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может происходить путем аффинной модуляции. Это означает, что рецеп­
тор изменяет конформацию через внеклеточные эффекты и переходит в 
высокоаффинное состояние. Внутриклеточная сигнальная трансмиссия 
возникает вследствие опосредованной рецептором клеточной активации 
(например, тромбином), что приводит к активации интегринов через цито­
плазматические участки рецептора. Связывание с лигандами (RGD-пептида- 
ми) или моноклональными антителами также способствует изменению 
конформации интегриновых рецепторов с последующей активацией сиг­
нальных процессов. KQAG D-последовательность у-цепи фибриногена мо­
жет формировать подобную RGD структуру, так как пептиды, содержащие 
эти последовательности, по существу взаимозаменяемы с GPIIbllla в свя­
зывании с тромбоцитами [133].

Последовательность, полностью отличающаяся от RGD и KQAGD, об­
наружена в фибронектине как место связывания с ним интегрина оцР). Она 
находится в одном из произвольно соединенных сегментов фибронектина. 
Пептиды, воспроизводящие центры связывания с интегринами, могут сос­
тавить новый класс терапевтических агентов.

Для связывания интегрина с лигандом первый должен проактивирова- 
ться. Так, GPIIbllla находится на поверхности покоящихся тромбоцитов, но 
не вызывает агрегацию, даже если фибриноген доступен. Каким образом ак­
тивация тромбоцитов вызывает активацию интегрина не вполне понятно, 
поскольку неактивированные тромбоциты способны контактировать с фиб­
риногеном, ламинином и коллагеном. Лейкоцитарный интегрин LFA-1 так­
же способен активироваться. Интересно, что связывание рецептора Т-кле- 
ток вызывает активацию этого интегрина в лимфоцитах. Другие интегрины, 
такие, как рецепторы а5Р| фибронектина и а6р( ламинина, активированные 
в различных клетках, контролируются также в процессе активации лейко­
цитов.

Клетки способны регулировать и специфичность интегринов. Так, ин­
тегрин о2р| на тромбоцитах является рецептором коллагена, но в некоторых 
других клетках он связывается с ламинином и фибронектином [134].

Роль GPIIbllla особенно четко видна на примере тромбастении Гланз- 
мана, причина которой — врожденный дефицит этого рецептора. Тромбо­
циты в данном случае не способны агрегировать в случае активации, что 
свидетельствует о роли GPIIbllla как основного посредника их агрегации. 
GPIIbllla — привлекательный инструмент для терапевтического манипу­
лирования агрегацией. Моноклональные антитела, инактивирующие 
GPIIbllla, являются возможными ингибиторами агрегации тромбоцитов. 
RGD-пептиды, и особенно пептиды, содержащие подобную KQAGD-noc- 
ледовательность, могут быть альтернативой для анти-GPIIbIIIa антител в 
терапевтическом подавлении активности GPIIbllla. Циклизация опреде­
ленных синтетических RGD-содержащих пептидов создает компоненты, 
имеющие сродство к GPIIbllla в 5000 раз выше, чем линейные пептиды, у 
которых конкурентное сродство к другим RGD-зависимым интегринам 
снижено. Кроме того, такие пептиды могут быть эффективными специфи­
ческими ингибиторами агрегации.
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Биологически активные RGD-пептиды существуют в природе. Яд опре­
деленных змей содержит небольшие молекулы белков с активной RGD-noc- 
ледовательностью, расположенной в хорошо защищенной дисульфидной 
петле, которые являются мощными ингибиторами агрегации тромбоцитов. 
Эти белки называют дезинтегринами из-за их способности ингибировать 
GPIIbllla и другие интегрины. По сравнению с синтетическими пептидами 
дезинтегрины менее пригодны в качестве терапевтических средств из-за не­
достатка специфичности, характерной для пептидов, относящихся к инги­
биторам GPHbllla [135].

Следует отметить, что интегрины — единственные из всех типов адге­
зивных молекул, которые играют значительную роль в функционировании 
лейкоцитов. В целом интегрины являются посредниками взаимодействия, со­
провождающего превращение лейкоцитов из циркулирующих клеток в клей­
кие клетки, плотно присоединенные к тканям. Обычно это случается при 
повреждении тканей. Лейкоциты связываются с эндотелием поврежденной 
ткани в результате повышенной адгезивности, вызываемой повреждением. В 
лейкоцитах активируются интегрины группы р2, в эндотелии в больших коли­
чествах обнаруживается ICAM-1. Мас-1 (амр2) связывается с фибриногеном 
и другими белками, не обязательно присутствующими на эндотелии. Однако 
этот интегрин и pl50/95 (ахРг, CDllc/CD18), вероятно, также имеют на кле­
точной поверхности лиганды и являются немаловажными для адгезии нейт­
рофилов и моноцитов.

Роль интегринов группы р2 для лейкоцитов видна на примере врожден­
ного заболевания, известного как дефицит лейкоцитарной адгезии, или 
LAD. Заболевание вызвано недостатком функциональной р2-субъединицы, 
общей для LFA-1, Мас-1 и р 150/95. Болезнь характеризуется нарушением 
лейкоцитарного кровоизлияния, приводящего к неспособности организма 
сопротивляться инфекциям [136].

Лейкоциты содержат также интегрины группы р, и рецепторы фиброне­
ктина, ламинина и коллагена. Название VLA (very late antigens) эта группа 
белков получила из-за повышенного содержания в лимфоцитах и способно­
сти к длительной стимуляции. Более того, стимулирование лимфоцитов че­
рез систему CD3 приводит к активации рецепторов фибронектина и лами­
нина (соответственно а5Р] и ct6Pi) в течение 1 мин от начала активации и 
предполагает участие этих интегринов в начальной фазе иммунного ответа. 
В макрофагах связывание рецептора фибронектина вызывает сверхрегуля­
цию комплементсвязывающего интегрина Мас-1, вызывая передачу сигнала 
клетке интегрином о^Рр Лимфоцитспецифичный интегрин с уникальной 
р-субъединицей опосредует “наведение” лимфоцита. Этот интегрин — а4рр — 
узнает лиганд на эндотелии лимфоузла и позволяет лимфоцитам проникать 
в него.

На лейкоцитах находятся также ау-интегрины. ау-Субъединица соеди­
нена с р-субъединицами, в результате чего образуются интегрины с похо­
жей, но индивидуальной специфичностью. Функции этих интегринов окон­
чательно не изучены, однако известно, что интегрин аур3 и ему подобные
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участвуют в связывании остеокластов с костью путем взаимодействия с 
RGD-содержащим белком остеопонтином [137].

Лейкоцитарные интегрины интересны с точки зрения терапии. Так, с 
одной стороны, восстановление функции интегринов группы р2 однажды 
может стать средством для лечения LAD, а с другой — для результативного 
лечения иногда целесообразно не дать интегрину функционировать. Подоб­
ным примером может служить предотвращение миграции лейкоцитов к мес­
ту повреждения и воспаления после реперфузии тканей. Ингибирование 
функциональной активности производится введением моноклональных ан­
тител против 02 [138].

Контррецептором для LFA-1 и ICAM-1 является рецептор риновирусов, 
вызывающих насморк. Растворимые фрагменты ICAM-1 ингибируют доступ 
вируса в клетки путем конкуренции за связывание вируса с поверхностью 
1САМ-1. Лейкоцитарные интегрины могут выступать в качестве “вводных” 
рецепторов как для вирусов, так и для бактерий. В случае ящура попадание 
вируса ингибируется RGD-содержащими пептидами [139, 140].

Белок ВИЧ также содержит RGD-последовательность и связывается с 
клетками в RGD-зависимом участке. Это важно, поскольку, попадая в клет­
ку, этот белок активирует экспрессию вирусного генома и действует так же, 
как фактор роста для клеток саркомы Капози. Если RGD-связывание имеет 
значение для проявления функций данного белка, ингибиторы могли бы 
быстро возникнуть и блокировать связывание остеокластов с костью по­
средством взаимодействия RGD-содержащих пептидов, что способно пре­
дотвратить разрушение кости при остеопорозе.

От интегринопосредованного взаимодействия зависит движение и раз­
мещение клеток, например при заживлении раны. Показано, что свежепо- 
лученные кератиноциты не экспрессируют рецепторы фибронектина и не 
прилипают к фибронектиновым бляшкам. Однако если полученные клетки 
некоторое время хранились или были взяты из поврежденной ткани, на их 
поверхности открываются рецепторы, а сами клетки контактируют с фибро­
нектином. В результате исследований выяснилось, что кератиноциты, учас­
твуя в заживлении раны, используют рецепторы фибронектина для контакта 
и миграции на временный фибронектинсодержащий матрикс поврежденной 
ткани. Это хорошо согласуется с данными о вкладе фибронектина и его ре­
цепторов в миграцию клеток в течение эмбрионального развития [141]. Све­
дения о роли внеклеточного матрикса в заживлении ран включают исполь­
зование фибронектина в заживлении язв и использование синтетических 
материалов, которые воспроизводят центры контакта клеток с фибронекти­
ном в качестве заживляющего клея.

Нормальные клетки запасают фибронектин, ламинин, коллаген и дру­
гие компоненты внеклеточного матрикса, создавая сеть нерастворимых бел­
ков. Они могут контактировать с этим матриксом посредством интегринов. 
По не вполне понятным причинам наиболее опухолегенные клетки также 
запасаются в матриксе и выполняют, хотя и в меньшей степени, те же функ­
ции, что и нормальные клетки. Известно, что классический рецептор фиб­
ронектина — 0.50!-интегрин — необходим для запасания матрикса, и его эк-

73

Aku
sh

er-
Lib

.ru



ГЛ АВ А 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

спрессия в опухолевых клетках часто снижена. Более того, повышенная экс­
прессия этого интегрина преобразованием гена повышает запасание фибро­
нектина опухолегенными клетками яичников китайского хомячка. Однако 
как минимум один фактор — рецептор сборки матрикса — также необходим 
для запасания фибронектина.

Следствием истощения запасов матрикса является то, что опухолевые 
клетки получают дополнительную степень свободы. Их подвижность не ог­
раничена адгезией к собственному матриксу. Важность этого ограничения в 
нормальном поведении клеток обусловлена трансформацией гена а5Р|-интег- 
рина. Экспрессия интегрина таким геном значительно повышена, клетки, 
производящие экспрессию, не только образуют мощный фибронектиновый 
матрикс, но также становятся менее подвижными, чем обычные клетки. Они 
медленнее растут и в отличие от родительских клеток не формируют опухоли. 
Экспрессия рецепторов фибронектина и сборка фибронектинового матрикса 
может тесно ассоциироваться с экспрессией опухолевого фенотипа. Участие 
фибронектина в злокачественных процессах довольно многосторонне. Опу­
холевым клеткам не хватает собственного внеклеточного матрикса, способ­
ного к быстрой пролиферации и миграции. Однако таким клеткам для ми­
грации необходимо прикрепиться к любому матриксу. Это подтверждается 
фактом, что опухолевые клетки и другие двигательные клетки мигрируют 
предпочтительно на поверхностях, покрытых адгезивными белками внекле­
точного матрикса. Более того, RGD-пептиды способны ингибировать пере­
мещение опухолевых клеток сквозь ткани при наблюдении инвазии [142].

RGD-пептиды могут воздействовать на опухолевые клетки in vivo. Пока­
зано, что распространение введенных внутривенно опухолевых клеток в тка­
нях мыши ингибируется введением RGD-пептида. Потеря адгезии, возник­
шая в результате введения пептида, не позволяет клеткам закрепиться и на­
брать силу для роста и миграции. В то же время RGD-пептиды способны 
индуцировать рецепторы, передающие ингибиторный сигнал клетке. Спо­
собность пептидов к передаче сигнала заключается в индуцировании эксп­
рессии протеиназ в фибробластах, а также в том, что в больших дозах они 
останавливают пролиферацию клеток. Пептиды могут быть рецепторами- 
агонистами по отношению к сигналингу и дополнительно — ингибиторами 
адгезии.

1.7.1. Интегриновый сигналинг

Связывание лиганда с интегрином часто регулируется кле­
тками. Этот процесс известен как внутренний сигналинг, или активация ин­
тегринов. Как только интегрины связаны и кластеризованы своими лиган­
дами, они передают информацию клеткам. Эти сигналы извне соединяются 
с сигналами, поступающими от рецепторов фактора роста и других мем­
бранных рецепторов, и таким образом регулируют множество клеточных 
функций. Одним из хорошо изученных примеров интегринового сигналинга 
является GPIIbllla, необходимый для агрегации и адгезии распластанных 
тромбоцитов во время гемостаза (рис. 1.14) [143]. GPIIbllla состоит из двух-
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цепочечной а-субъединицы, нековалентно связанной с одноцепочечной 
р-субъединицей. Каждая субъединица связывается с тромбоцитарной мем­
браной только один раз. N-конец и больший остаток каждой субъединицы 
являются внеклеточными, а мембраносвязывающий домен соединен с коро­
тким С-концевым цитоплазматическим хвостом, состоящим из 20 аминоки­
слотных остатков в а-субъединице и 47 аминокислотных остатков в р-субъе- 
динице. На биохимических, генетических, молекулярных моделях показано, 
что связывание лиганда — основная функция поверхности глобулы интегри­
на. Поскольку связывание регулируется сигналами изнутри тромбоцитов и 
вызывает их ответ, должны существовать механизмы для передачи информа­
ции взад-вперед между цитоплазматическими “хвостами” и верхней частью 
глобулы. Этот процесс называют интегриновым сигналингом.

Между внутренним и внешним сигналингом существуют различия. 
Внутренний, или изнутри—наружу, сигналинг заключается в том, что реак­
ции, вызванные связыванием одного или более агонистов с их рецептора­
ми на плазматической мембране, приводит к превращению GPIIbllla из 
низкоаффинного в высокоаффинный рецептор. Такое превращение опре­
деляет, может ли GPIIbllla взаимодействовать с растворимым адгезивным 
лигандом (фибриноген и фактор фон Виллебранда), который содержит 
классическую RGD-последовательность узнавания интегрина. Такие по­
ливалентные лиганды могут функционировать как мостики между рецеп­
торами соседних тромбоцитов и тем самым способствовать продолжению 
агрегации тромбоцитов. Поскольку GPIIbllla способен латерально распо­
лагаться внутри плазматической мембраны, внутренний сигналинг имеет 
две с трудом различимые особенности: а) аффинная модуляция, вносящая 
структурные изменения внутри гетеродимера, которые приводят к увеличе­
нию силы связывания лиганда; б) модуляция, приводящая к изменению 
аффинности функционального взаимодействия между лигандом и рецеп­
тором, что вызывает хелатирующий эффект [144]. Единственно правиль­
ным является путь через кластеризацию интегрина внутри плазматической 
мембраны (рис. 1.15).

Внешний, или извне—внутрь, сигналинг осуществляется реакциями, 
вызванными связыванием и кластеризацией интегринов, что должно быть 
согласовано с сигналами, поступающими от других рецепторов плазматиче­
ской мембраны (фактор роста, цитокины, G-белоксопряженные рецепто­
ры). Сигналы интегринов помогают регулировать множество событий, про­
исходящих после связывания с лигандом: образование крупных агрегатов, 
распластывание тромбоцитов, секрецию гранул, ретракцию сгустка и, воз­
можно, прокоагулянтную активность тромбоцитов.

Внутренний сигналинг тромбоцитов. Покоящиеся тромбоциты содержат 
около 80 000 копий поверхности GPIIbllla, включая его дополнительные 
объединения в мембранах а-гранул и открытой каналикулярной системы. 
Связывание растворимых лигандов с GPIIbllla происходит во время актива­
ции тромбоцитов, длится секунды, после чего несколько минут находится в 
равновесном состоянии. Вначале связывание интегрин—лиганд обратимо, 
далее оно становится необратимым. Очищенный GPIIbllla связывает фиб-
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РИС. 1.15. Внутренние и внешние сигнальные реакции, опосредованные кластериза­
цией интегрина в плоскости плазматической мембраны [159]:
1 — изнутри наружу; 2 — снаружи внутрь

риноген в соотношении 1:1, но в тромбоцитах эта стехиометрия снижена. 
Хотя связывание лиганда с поверхностью GPIIbllla существенно для первич­
ной агрегации тромбоцитов, внутренние пулы интегрина становятся доступ­
ными после активации клеток и участия во вторичной агрегации, когда кру­
пные агрегаты уже сформированы. Фактически пулы GPIIbllla мембраны 
а-гранул могут образовывать комплексы с фибриногеном, находящимся 
внутри гранул. В том случае, если рецепторы поверхности покоящихся 
тромбоцитов становятся неспособными связывать лиганд, например после 
введения антител-ингибиторов, пул а-гранул способен поддерживать агре­
гацию тромбоцитов [145—147].

Тромбоциты наряду с другими клетками для регуляции связывания ли­
ганда с интегринами используют конформационный пусковой механизм и 
группирование рецепторов. Начальная, обратимая, фаза связывания имеет 
место вследствие аффинной модуляции, тогда как необратимая фаза возни­
кает благодаря нескольким факторам: а) изменениями в рецепторе, вызван­
ными лигандом (аналогично взаимодействию антиген-антитело) [148, 149]; 
б) кластеризации рецептора [150—152]; в) интернализации рецептора [153]. 
Кроме того, тромбоспондин и другие компоненты, высвобожденные из 
а-гранул, могут связываться с фибриногеном и/или GPIIbllla и стабилизи­
ровать взаимодействие лиганд-рецептор. Начальный конформационный 
пусковой механизм совместим со скоростью и избирательным связыванием 
моновалентного лигандподобного Fab-фрагмента с GPIIbllla после актива-
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ции тромбоцитов. Более того, флуоресцентный резонанс с использованием 
моноклонального антитела, связанного с внеклеточным доменом GPHbllla, 
показал, что активация тромбоцитов ассоциируется с изменением относи­
тельной ориентации субъединиц. Согласно электронным микрограммам 
очищенного GPHbllla, связывание фибриногена с поверхностью глобулы 
интегрина может быть вызвано взаимодействием моноклонального антитела 
непосредственно с мембранными “ножками” р-субъединицы. Это подтвер­
ждает, что длительное конформационное изменение, происходящее в интег- 
рине, возможно, необходимо для аффинной модуляции. Логично предполо­
жить, что GPHbllla образует кластеры в мультимерах в ответ на изменение 
цитоскелета во время активации тромбоцитов. Субпопуляция GPHbllla все­
гда связана с мембранным скелетом в покоящихся тромбоцитах, и во время 
активации тромбоцитов интегрин перераспределен в F-актиновом цитоске­
лете. Однако большие цитоскелетные преобразования не являются необхо­
димыми для начальной фазы связывания лиганда с GPHbllla, так как инги­
биторы полимеризации актина практически не влияют на обратимое связы­
вание с лигандом, но оказывают существенное действие на необратимое 
связывание [154].

Структурные изменения в GPHbllla, соответствующие переходу между 
низко- и высокоаффинным состояниями, неизвестны. Одна из моделей по­
казывает, что реакции сигналинга, вызванные агонистами тромбоцитов, яв­
ляются причиной модификации цитоплазматических “хвостов” интегрина, 
которые затем внедряются в экстрацеллюлярный домен для связывания ли­
ганда.

Активация тромбоцитов может вызвать связывание с лигандом: а) воз­
никновением конформационных изменений в p-субъединице открытием 
лигандсвязывающих центров; б) изменением ориентации субъединиц, кото­
рое демаскирует центры связывания в а-субъединице (рис. 1.16). Это озна­
чает, что рецептор может занимать чередующиеся области лиганда, посколь­
ку молекула фибриногена поливалентна относительно GPHbllla. Например, 
С-конец у-цепи фибриногена важен для начального связывания с GPHbllla, 
но один или оба RGD-центра в Аа-цепи могут обеспечить вторичные точки 
соприкосновения, необходимые для прочного связывания. Act-центры так­
же имеют значение, когда фибриноген иммобилизован на поверхности или 
превращен в фибрин [155, 156].

Во внутреннем сигналинге участвуют реакции, которые: а) инициируют 
и проводят информацию от агониста или антагониста рецепторов к множес­
тву активаторов интегринов; б) непосредственно вызывают активацию или 
инактивацию дезинтегринов. Внутренний сигналинг, вызванный многими 
агонистами, такими, как тромбин, АДФ, эпинефрин и тромбоксан А2, свя­
зан с гетеротримерными (офу) рецепторами, сопряженными с G-белками. 
Общей чертой многих агонистов, активирующих GPHbllla, является их спо­
собность вызывать гидролиз (поли)фосфоинозитида, образование диаглице- 
рола и 1Р3 посредством Gq-белка и фосфолипазы Ср или через тирозинкина- 
зу и фосфолипазу Су. 1Р3 стимулирует повышение содержания в цитоплазме 
свободного кальция, но для активации GPHbllla этого недостаточно.
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Активный aIIbP3

РИС. 1.16. Изменения в экстрацеллюлярном домене GPIIbllla, не­
обходимые для связывания с лигандом, происходящие при актива­
ции рецептора [159]

Na+/Ca2+-KaHM может изменять чувствительность интегрина к агонистам. 
Активация РКС диаглицеролом приводит к активации GPIIbllla, блокируе­
мой ингибиторами РКС.

Пути ингибирования GPIIbllla также важны, как и пути активации. 
Мощным ингибитором активации и агрегации тромбоцитов является прос­
тагландин 12. Он связывается со. специфическим Gj-сопряженным рецепто­
ром, активирующим аденилилциклазу и цАМФ-зависимую протеинкиназу 
(РКА). Агрегацию тромбоцитов ингибируют также NO, который синтезиру­
ется и тромбоцитами, и эндотелием, и активирует гуанилилциклазу (PKG). 
Значение ингибиторного пути NO in vivo показано на примере пациентов с 
дефектом биоспособности NO, повышаемой реактивностью тромбоцитов к 
агонистам [157].

Внешний сигналинг тромбоцитов. Сигналинг через GPIIbllla определяет 
степень распластывания тромбоцитов на поверхности сосуда, содержащей 
фактор фон Виллебранда или фибриноген, и их резистентность к отрыву от 
матрикса. Похоже, внешние сигналы, возникшие во время агрегации и рас­
пластывания тромбоцитов, способствуют секреции гранул и вторичной 
агрегации. Следовательно, внешние сигналы определяют размер гемостати­
ческой пробки или патологического тромба (рис. 1.17). Ретракция сгустка 
фибрина также включает внешние сигналы, так как представляет собой 
взаимодействие фибрина и актинового цитоскелета с GPIIbllla и взаимо­
действие актин-миозин. При определенных условиях даже развитие прокоа­
гулянтной активности тромбоцитов благодаря “уходу” мембранных фосфо­
липидов зависит, в частности, от постагрегационных событий [158].

Внешний сигналинг возникает в определенных участках клеточного ма­
трикса и местах контакта клетка-клетка. В тромбоцитах этот процесс вызван 
олигомеризацией GPIIbllla как следствием связывания лиганда, поскольку 
подавать сигнал может только поливалентный лиганд. Распространяются 
сигналы взаимодействием между цитоплазменными “хвостами” интегри­
нов, сигнальными молекулами и структурными белками цитоскелета, к ко-
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ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

РИС. 1.17. Сигналинг в тромбоцитах снаружи внутрь при участи интегрина GPIIbllla: 
1 — кластеризация интегрина вследствие вызванной агонистом аффинной модуляции и связывания 
лиганда; 2— сигнальные реакции, вызванные связыванием и кластеризацией интегрина; 3 — акти­
вация и транслокация ферментов вследствие полимеризации актина [159]

торым относятся винкулин, талин и а-актинин. Начальные сигнальные реа­
кции благоприятствуют продолжительной сборке комплекса, возникающей 
в результате белок-белковых взаимодействий, полимеризации актина и ре­
организации цитоскелета. Распластывание тромбоцитов на фибриногене 
или факторе фон Виллебранда длится максимум несколько минут. За это 
время образуются кластеры винкулина, связанные с актиновыми нитями, и 
начинается адгезия тромбоцитов. Полное распластывание или агрегация ас­
социированы с активацией тирозинкиназы и фосфорилированием тирозина 
вспомогательных субстатов, к которым относятся небольшие пептиды, 
SH-содержащий домен инозитол-5-фосфатазы. Не наблюдается никаких из­
менений, если распластывание и агрегация блокированы [159].

1.8. ИНГИБИТОРЫ И АКТИВАТОРЫ АГРЕГАЦИИ
ТРОМБОЦИТОВ, СОДЕРЖАЩИЕСЯ В ЯДЕ ЗМЕЙ

Эти компоненты яда змей разделены на несколько групп, 
которые включают ферментные активаторы прямого действия, нефермент­
ные активаторы и компоненты, требующие наличия плазменных кофак­
торов.

Активаторы агрегации тромбоцитов прямого действия. Одна из групп 
ферментов прямого действия на тромбоциты представлена сериновыми про-
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теиназами (кроталоцитин, тромбоцитин, некоторые тромбиноподобные фе­
рменты). Способность указанных веществ активировать агрегацию тромбо­
цитов определяется в основном сравнением с действием на тромбоциты 
АДФ и тромбина [160]. Так, кроталоцитин, полученный из яда лесной гре­
мучей змеи Crotalus horridus horridus, одновременно индуцирует агрегацию 
тромбоцитов и секрецию из тромбоцитов АТФ. Тромбоцитин (содержится в 
яде южноамериканской ямкоголовой змеи Bothrops atrox) активирует агрега­
цию тромбоцитов и индуцирует реакцию их высвобождения. Механизм ин­
дуцирования этими ферментами агрегации тромбоцитов различен. Под дей­
ствием тромбоцитина происходит высвобождение АДФ, который сам являе­
тся индуктором агрегации, тогда как кроталоцитин индуцирует высвобожде­
ние АДФ, секрецию серотонина и в некоторой степени подобен действию 
малого количества тромбина. Два других тромбиноподобных фермента — 
керастоцитин (содержится в яде тунисской гадюки Cerastes cerastes) и керас- 
тобин (компонент яда египетской песчаной гадюки Cerastes vipera) — также 
вызывают агрегацию тромбоцитов. Однако керастобин может также предот­
вращать агрегацию тромбоцитов, вызванную керастоцитином, блокируя 
центры связывания рецепторов фибриногена и тромбина (соответственно 
интегрины GPHbllla и GPIb) [161, 162].

Отдельная группа ферментов яда змей, способных вызывать агрегацию 
тромбоцитов, представлена фосфолипазами А2. Действие фосфолипаз, по­
лученных из яда различных змей, заключается в расщеплении липидов 
цитоплазматической мембраны, которое приводит к высвобождению ара­
хидоновой кислоты. Некоторые фосфолипазы оказывают на агрегацию 
тромбоцитов двоякое действие: в низкой концентрации они могут быть ак­
тиваторами, а в высокой концентрации или при длительной инкубации — 
ингибиторами (например, фосфолипаза, содержащаяся в яде южной медно­
головой змеи Agkistrodon contortrix contortrix). Фосфолипазы яда кобры Naja m. 
mossambica и гадюки Рассела Russeli vipera оказывают бифазный эффект на 
отмытые тромбоциты кролика. Первая фаза — обратимая агрегация, вто­
рая — ингибиторный эффект на агрегацию тромбоцитов, вызванную арахи­
доновой кислотой, АДФ и коллагеном, но не тромбином.

Неферментные компоненты прямого действия на агрегацию тромбоци­
тов. К этой группе относятся лектины яда кустарниковой змеи Lachesis 
muta, которые связываются с тромбоцитами и вызывают конформационные 
изменения в рецепторе фибриногена, позволяющие связывание фибриноге­
на с рецептором и последующую агрегацию.

Другой тип неферментных активаторов образует конволюксин (яд юж­
ноамериканской гремучей змеи Crotalus durissus terrificus), принадлежащий к 
лектинам С-типа [163]. Он является мощным агентом, вызывающим агрега­
цию тромбоцитов. Механизм действия конволюксина на тромбоциты подо­
бен таковому коллагена. Показано, что в активацию тромбоцитов, опосре­
дованную конволюксином, включается фосфоинозитидспецифичная фос­
фолипаза С. В отличие от других лектинов С-типа, содержащихся в яде 
змей, конволюксин не связывается с гликопротеином lb. Конволюксин ин­
дуцирует сигнальную трансдукцию в коллагенподобном участке и связывае-

6-6-732 81

Aku
sh

er-
Lib

.ru



ГЛАВА 1. Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз

тся с гликозилированным компонентом лизатов 62 кДа тромбоцитарной 
мембраны. Показано, что этот компонент змеиного яда не использует кол­
лагеновый рецептор — а2Р] интегрин — для активации тромбоцитов, а изна­
чально вызывает агрегацию тромбоцитов через гликопротеин 62 кДа.

Мощными активаторами агрегации являются:
V агрегосерпентин (компонент яда зеленой древесной змеи Trimeresurus 

gramineus) [164]; белок вызывает активацию тромбоцитов, снижая уровень 
цАМФ, или активацию эндогенной фосфолипазы А2, приводя в конечном 
счете к формированию активирующего тромбоцитарного фактора; механизм 
активации тромбоцитов не включает простагландины; для активности дан­
ного белка требуются ионы кальция;

V триваглерин (содержится в яде ямкоголовой гадюки Ваглера Trimere­
surus wagleri', активация тромбоцитов в присутствии этого белка проходит по 
уникальному механизму, который не зависит от образования тромбоксана 
А2 и тромбоцитактивирующего фактора или от высвобождения АДФ [165];

V тримуцитин (содержится в яде китайского питона Trimeresurus mucros- 
quamatus); N-концевая последовательность этого белка (повторы Гли-Про-Х) 
подобна коллагену; действуя на тромбоциты кролика, тримуцитин вызывает 
высвобождение АТФ и образование тромбоксана, но высвобождения АДФ 
не наблюдается [166];

V агретин (содержится в яде малайского щитомордника Malayan pit vi­
per) связывается с тромбоцитами и может действовать как агонист интегри­
на Ia/Па; агрегация тромбоцитов происходит вследствие активации эндо­
генной фосфолипазы С, приводящей к гидролизу фосфоинозитидов с по­
следующей мобилизацией внутриклеточного кальция [167].

Ингибиторы агрегации тромбоцитов. Ингибиторы агрегации тромбоци­
тов разделены на четыре группы [168]:

V а-фибриногеназы, выявленные в яде змей Юго-Восточной Азии; ин­
гибиторный эффект обусловлен расщеплением фибриногена, являющегося 
кофактором агрегации тромбоцитов;

V фосфолипазы А2, ингибиторный эффект которых наблюдается при 
продолжительной инкубации и высоких концентрациях; действие фосфоли­
паз А2 вызывает появление расщепленных продуктов производных арахидо­
новой кислоты, которые обусловливают разрушение цитоскелета тромбоци­
тов; ингибиторный эффект вызван нарушением связывания фибриногена с 
его рецептором гликопротеином ПЬ/Ша на фосфолипидной мембране 
тромбоцитов;

V 5'-нуклеотидазы, выявленные в яде представителей семейства Viperi- 
dae (гадюковые); действие этих ферментов вызывает разрушения АДФ — 
индуктора агрегации тромбоцитов, вследствие чего происходит ингибирова­
ние агрегации;

V антагонисты рецептора фибриногена; эта группа ингибиторов тром­
боцитов представляет собой дезинтегрины, действующие как антагонисты 
тромбоцитарного рецептора фибриногена — гликопротеина ПЬ/Ша.

Дезинтегрины — дисульфидбогатые полипептиды, которые связывают­
ся с интегриновыми рецепторами, принимающими участие в адгезии повер-

82

Aku
sh

er-
Lib

.ru



1.8. Ингибиторы и активаторы агрегации тромбоцитов, содержащиеся в яде змей

хности клеток [169—171]. Они являются специфическими ингибиторами 
интегринов групп Р| и р3, к которым относится тромбоцитарный рецептор 
фибриногена — гликопротеин llb/llla (allbp3), рецептор витронектина (avp3) 
и рецептор фибронектина (а5Р|). Как ингибиторы агрегации тромбоцитов 
дезинтегрины связываются с интегринами на поверхности клеток разного 
типа, в том числе и злокачественных. Из яда змей семейства Viperidae выде­
лено около 50 дезинтегринов и их изоформ. Дезинтегрины клонируют, экс­
прессируют, а также химически синтезируют [172, 173]. Белки этой группы 
ингибируют связывание фибриногена с тромбоцитами, действуя как антаго­
нисты рецептора фибриногена. На поверхности тромбоцитов фибриноген 
связывается с интегрином ПЬ/Ша, вызывая взаимодействие тромбоцит-тро­
мбоцит, которое является заключительной стадией агрегации тромбоцитов, 
индуцированной АДФ, тромбином, коллагеном и арахидоновой кислотой. 
Дезинтегрины блокируют ПЬ/Ша, препятствуя связыванию с ним фибрино­
гена, и таким образом вызывают ингибирование агрегации тромбоцитов, 
несмотря на присутствие стимулирующих агентов.

Концентрация дезинтегринов, при которой происходит 50 %-е ингиби­
рование агрегации тромбоцитов (1С50), составляет 30—300 нМ. Исследова­
ниями in vitro и in vivo получено доказательство наличия тонких различий в 
биологической активности разных интегринов, среди которых в зависимос­
ти от размера выделены три структурные подгруппы: а) короткие дезинтег­
рины (49—51 аминокислотный остаток) с 4 дисульфидными связями; б) сред­
ние (68—73) — с 6 дисульфидными связями; в) длинные (83) — с 7 дисуль­
фидными связями. Ингибиторами агрегации тромбоцитов являются интег­
рины всех трех подгрупп.

Все дезинтегрины содержат С-концевую Arg-Gly-Asp (RGD)-последо­
вательность, которая имеет большое значение для обеспечения их способно­
сти блокировать взаимодействие интегрина с лигандом. Один из дезинтег­
ринов — барбурин (компонент яда юго-восточной карликовой гремучей 
змеи Sistrurus m. barbouri) — содержит Lys-Gly-Asp (КСО)-последователь- 
ность, которая обеспечивает высокое сродство этого белка к рецептору фиб­
риногена GPHbllla. Расположение дисульфидных связей и RGD/KGD-noc- 
ледовательности у всех интегринов различны. Однако для RGD-последова- 
тельности коротких дезинтегринов характерно уникальное расположение 
остатков цистеина: у этих белков нет свободных сульфгидрильных групп, 
поскольку все остатки цистеина вовлечены в дисульфидные связи.

С помощью ядерного магнитного резонанса установлена трехмерная 
структура алболабрина (яд Trimeresurus albolabris), кистрина (яд Calloselas- 
ma rhodostomd), флавовиридина (яд Trimeresurus flavoviridis) и эхистатина (яд 
Echis carinatus). Для этих белков характерно наличие нерегулярных изгибов 
и петель, которые формируют жесткую структуру, стабилизируемую водо­
родными и дисульфидными связями. RGD-последовательность всех четы­
рех дезинтегринов расположена на конце гибкой шпильки, стабилизован­
ной двумя дисульфидными связями. Последовательность обладает высо­
кой мобильностью, что позволяет быстрое узнавание и связывание с интег­
ринами.
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Представляет интерес мутантный эхистатин, у которого последователь­
ность ARGDD превращена в CRGDC. Вследствие мутации появляются до­
полнительная дисульфидная связь и конформационные изменения молеку­
лы белка, стерически оставляющие RGD в бетаизгибе II' типа. Мутантный 
белок ингибирует связывание интегрина с GPIIbllla в два раза эффективнее 
нативного эхистатина. Интересно, что дисульфидсвязанный димерный де- 
зинтегрин — контортростатин — оказывает на сигнальную трансдукцию 
тромбоцитов совсем иной эффект, чем мономерный дезинтегрин — мульти- 
скваматин, полученный из яда эфы многочешуйчатой (Echis multisqamatus) 
[174]. Контортростатин опосредует сигналинг, вызванный фибриногеновой 
прошивкой интегрина ПЫПа, однако оба дезинтегрина ингибируют агрега­
цию тромбоцитов. Контортростатин блокирует интегрины групп р, и (З3 и 
ингибирует агрегацию тромбоцитов связыванием рецептора фибриногена 
(GPIIbllla). На модельных системах (собаки) ex vivo было показано, что у 
животных, которым не был введен дезинтегрин, наблюдалась неконтроли­
руемая реокклюзия, тогда каку животных, которым контортростатин вводи­
ли внутривенно, параметры гемостаза не изменялись.

Для дезинтегринов всех трех подгрупп центр связывания расположен 
внутри GPIIbllla (аминокислотные остатки 217—302) и в пределах 15—20 А 
от RGD-связывающего центра между гетеродимерными субъединицами ин­
тегрина, однако возможно наличие и дополнительных контактных центров.

Результаты клинических исследований предполагают использование 
блокады ПЬ/Ша в качестве эффективной терапии при тромботических осло­
жнениях. Таким образом, дезинтегрины могут служить структурными про­
тотипами агентов для развития антитромботической терапии, а основанные 
на структуре дезинтегринов антитромботические агенты — использоваться 
для увеличения реперфузии у пациентов, проходящих курс антитромботиче­
ской терапии при ОИМ [175].
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ГЛАВА 2 МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ 
СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ

2.1. КОМПОНЕНТЫ СИСТЕМЫ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ

2.1.1. Витамин К-зависимые белки

Факторы системы свертывания крови — II, VII, IX, X, 
протеин С и протеин S принадлежат к семейству витамин 
К-зависимых белков, характерной особенностью структу­
ры которых является наличие в N-концевой части молеку­
лы так называемого Gla-домена, содержащего от 37 до 46 
аминокислотных остатков, гомологичных соответствую­
щим доменам этой группы белков и включающих от 9 до 
12 остатков у-карбоксиглутаминовой кислоты (рис. 2.1).

Gla-домен играет важную роль в образовании ком­
плекса фермент-кофактор-профермент на отрицательно 
заряженной фосфолипидной мембране. При образовании 
таких сложных многокомпонентных комплексов ионы 
кальция выполняют регуляторную роль и служат мости­
ками между белковыми компонентами системы сверты­
вания крови и клеточными мембранами. Ионы кальция 
взаимодействуют с двумя свободными карбоксильными 
группами у-карбоксиглутаминовой аминокислоты поли- 
пептидной цепи фактора и полярными головками фосфа- 
тидилсерина. За счет кальциевых мостиков происходит 
не только предварительная ориентация факторов сверты­
вания крови на фосфолипидной мембране, но и конфор­
мационная перестройка белковых компонентов образую­
щихся активационных комплексов. Таким образом, 
Gla-домен определяет металло- и мембраносвязывающие 
свойства витамин К-зависимых белков — уникальные для 
данного класса белков.

Витамин К-зависимые белки синтезируются в форме 
предшественников, содержащих на N-конце молекулы до­
полнительные последовательности (лидерные пресегмен­
ты и пропептиды). Лидерная последовательность, содер­
жащая гидрофобные аминокислотные остатки, служит си­
гналом, требующимся для проникновения всего белка 
сквозь липопротеидную мембрану в эндоплазматическую 
сеть, а пропептид — для распознавания белковой цепи ви­
тамин К-зависимой у-глутамилкарбоксилазой [1—3].
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ГЛ А В А2. Молекулярные основы свертывания крови
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РИС. 2.1. Структурные домены белков, участвующих в гемостазе, и родственных им бел­
ков [34]
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2.1. Компоненты системы свертывания крови

Витамин К, или антигемор- 
рагический витамин, является 
производным 2-метил-1,4-наф- 
тохинона, который функциони­
рует в мембранах эндоплазма­
тического ретикулума печени в 
качестве кофактора специфиче­
ской карбоксилазы при пост­
трансляционном у-карбоксили-

СН,
I ‘
сн2

СООН__________
Глутамиловый 

остаток

Карбоксилаза
Витамин К, СО2

НООС СООН 
у-Карбоксиглутамиловый 

остаток

ровании глутамильных остатков 
полипептидных цепей предше­
ственников витамин К-зависи- 
мых белков (рис. 2.2).

При недостатке витамина К или при введении его антагонистов нарушает­
ся пострансляционное у-карбоксилирование предшественников протромби­
на, факторов VII, IX, X, протеинов С, S и Z. При этом часть белков этой груп­
пы, не подвергаясь у-карбоксилированию, выделяется в кровь, что приводит 
к появлению в кровяном русле аномальных форм витамин К-зависимых бел­
ков, которые функционально неактивны, так как не связывают должным об­
разом ионы Са2+ и не участвуют в процессе свертывания крови. Декарбокси­
лированные формы этих белков получили наименование PIVKA II, PIVKA 
VII и т. д. (PIVKA — протеин, образующийся в отсутствие витамина К).

Уровень снижения функциональной активности отдельных витамин 
К-зависимых факторов при введении антагонистов витамина К обусловлен 
разной скоростью распада данных белков в организме и соответствует интен­
сивности их синтеза в печени. Так, после приема антикоагулянтов 
непрямого действия активность фактора VII у людей снижается наиболее 
резко — на 19 %/ч, факторов IX и X — на 2, протромбина — на 1 %/ч.

Первичная недостаточность витамина К у человека встречается редко —

РИС. 2.2. Процесс карбоксилирования остатка 
у-глутаминовой кислоты С1а-домена витамин К-за- 
висимых белков

он довольно широко распространен в растительных и животных продуктах. 
Более того, он продуцируется бактериями, находящимися в кишечнике че­
ловека. Однако длительное лечение антибиотиками, которые подавляют ки­
шечную флору, может быть причиной гиповитаминоза [2, 4—6].

Фактор VII — витамин К-зависимый гликопротеин молекулярной мас­
сой 50 кДа, циркулирующий в крови в виде профермента в концентрации 
10 нМ. Активированная форма фактора — Vila (КФ 3.4.21.21) образует эк­
вимолярный комплекс с тканевым фактором и участвует во внешнем пути 
системы свертывания крови. Синтезируется клетками печени.

Профермент фактора VII сам по себе может иметь минимальную проте­
иназную активность и способен к самоактивации [7, 8]. У здоровых людей в 
циркулирующей крови содержится 0,5—1,0 % фактора VII в активной фор­
ме. Повышенный уровень этого фермента рассматривают как индикатор ри­
ска возникновения ишемической болезни сердца (табл. 2.1).

Фактор VII состоит из одной полипептидной цепи, имеющей в своем 
составе 406 аминокислотных остатков. 40 аминокислотных остатков N-koh- 
цевого участка молекулы фактора VII образуют Gla-домен, содержащий ос-
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Таблица 2.1. Факторы свертывания крови и ингибиторы [2,18, 34]

ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

Компонент Молекулярная 
масса, кДа

Концентрация 
в плазме крови Время 

полужиз­
ни, ч

им Хромосомная 
локализация

н/М мг/л

Фактор I 
(фибриноген)

340 7600 2600 90-120 15,1 4q23-q32

Фактор II 
(протромбин)

72 1400 100 60 13,8 llqll-ql2

Фактор V 
(проакселерин)

330 20-30 6,6-10 12-20 9,6 Iq21-q25

Фактор VII 
(про конверта н)

50 10 0,5-1,0 5-6 13,9 13q34

Фактор VIII 
(антигемофильный А)

330 0,7 0,1-0,2 7-12 8,8 Xq28

Фактор IX
(фактор Кристмаса)

57 90 3-5 20-30 13,2 Xq27.1-q27.2

Фактор X (фактор 
Стюарта—Прауэра)

56 170 10-12 20-40 13,9 13q34-qter

Фактор XI 160 30 4,8-6,0 65 13,4 4q32-q35
Фактор XII 
(фактор Хагемана)

80 375 30-40 60 5q33-qter

Фактор XIII 
(фибринстабилизи- 
рующий)

340-320 70-90 20-30 100-150 13,8 lq31.2-q31.3-B
6p24-p25-A

Прекалликреин 
(фактор Флетчера)

85 300-580 25-40 256 Не опр. 4p35

Высокомолекулярный 
кининоген (фактор 
Фицжеральда—Фложе)

110-120 636-1000 Не опр. 170 Не опр. 3q26-qter

Антитромбин III 58 3400 200 60-90 6,2 Iq23-q25 
lq22-25

Тромбомодулин 75 * * Не опр. 8,8 20pl2-cen
Протеин С 62 60 3,7-5,0 6-12 14,5 2ql3-ql4
Протеин S 69-78 145-300 10-21 20-30 9,5 3pl 1,1-ql 1.2

•Тромбомодулин присутствует в количестве 100 000 копий на эндотелиальную клетку, концентрация 
свободного тромбомодулина в крупных сосудах составляет приблизительно 0,1—0,2 нМ, при взаимо­
действии с тромбином его локальная концентрация увеличивается до 10 нМ; Не опр. — не определяли.

татки у-карбоксиглутаминовой аминокислоты, которые определяют метал­
лосвязывающие свойства этого белка и служат для присоединения к фосфо­
липидной поверхности.

Фактор VII превращается в активную форму Vila под действием тром­
бина, факторов IXa, Ха, Vila, ХПа, каликреина и плазмина путем расщепле­
ния пептидной связи Arg152—11е153. Фактор Vila состоит из двух полипептид- 
ных цепей молекулярной массой 30 и 20 кДа, соединенных дисульфидной 
связью Cys135—Cys262 (рис. 2.3).
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2.1. Компоненты системы свертывания крови

Врожденное нарушение функционирования фактора VII представляет 
собой редкое аутосомное заболевание с частотой в общей популяции 
1:500 000, генетически гетерогенное. Описано около 24 мутаций в разных 
участках гена, которые вызывают потерю способности связываться с ткане­
вым фактором и снижение функциональной активности [9].

При лечении антикоагулянтами непрямого действия активность факто­
ра VII снижается быстрее, чем активность протромбина, что является ре­
зультатом более короткого периода полужизни этого белка (около 6 ч).

При повреждении стенок сосудов или активации эндотелия субэндоте­
лиальный тканевый фактор экспонируется/экспрессируется в кровоток. Фа­
ктор Vila связывается с тканевым фактором, образуя эквимолярный ком­
плекс, субстратом которого является фактор X [10, 11]. Как интегральный 
белок тканевый фактор функционирует не самостоятельно, а в комплексе с 
фосфолипидной матрицей, которая в процессе повреждения внешней кле-

Протеин С
62,0

РИС. 2.3. Схема активации витамин К-зависимых факторов системы свертывания крови. 
Стрелками обозначены участки специфического расщепления полипептидных цепей 
проферментов в процессе их активации [18]
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

точной мембраны теряет нормальное асимметрическое распределение своих 
липидов. В результате происходит перемещение молекул фосфатидилсерина 
и фосфатидилэтаноламина из внутреннего листка бислоя мембраны на вне­
шний. Активность тканевого фактора в норме не проявляется в клетках, на­
ходящихся в непосредственном контакте с циркулирующей кровью.

Тканевый фактор —- трансмембранный гликопротеин молекулярной мас­
сой 37 кДа, который содержится в мембранах эндотелиальных и гладкомы­
шечных клеток, моноцитов, макрофагов. Белок состоит из 263 аминокислот­
ных остатков, образующих три домена. Первые 219 аминокислотных остат­
ков (растворимый тканевый фактор) образуют экстрацеллюлярный участок, 
состоящий из двух доменов (N-концевой модуль с 1-го по 103-й и С-конце- 
вой модуль со 104-го по 210-й аминокислотные остатки), сложенные в р-сен- 
двич. Они могут быть отнесены к фибронектиновым модулям типа III. Ами­
нокислотные остатки Arg135 и Phe]40 важны для присоединения фактора 
Vila. Гидрофобный трансмембранный домен образован аминокислотными 
остатками 220—242, к нему примыкает небольшой цитоплазматический уча­
сток (аминокислотные остатки 243—263), содержащий гликозилированный 
фрагмент. По структурной гомологии и распределению остатков цистеина 
этот С-концевой участок молекулы тканевого фактора отнесен ко второму 
классу семейства цитокиновых рецепторов [12, 13].

Фактор IX (фактор Кристмаса) — витамин К-зависимый гликопротеин 
молекулярной массой 57 кДа, циркулирующий в плазме крови в виде про­
фермента в концентрации 90 нМ. Активированная форма фактора IX — фа­
ктора 1Ха (КФ 3.4.21.22) в комплексе с фактором Villa, фосфолипидами и 
ионами кальция участвует в свертывании крови, активируя фактор X.

Фактор IX состоит из 415 аминокислотных остатков, образующих ряд 
доменов. N-концевая часть молекулы (1—46 аминокислотные остатки) фор­
мирует Gla-домен, главной функцией которого является опосредованное 
ионами Са2+ связывание с фосфолипидами клеточных мембран. Аминокис­
лотные остатки с 3-го по 11-й важны для присоединения фактора 1Ха к эн­
дотелиальным клеткам [14].

Далее следуют два домена, гомологичные молекуле эпидермального фа­
ктора роста (EGF-подобный домен). Они содержат 43—50 аминокислотных 
остатков и три дисульфидные связи. EGF-подобные домены являются посред­
никами взаимодействия с EGF и EGF-подобными рецепторами на поверх­
ности клеток. EGF-подобные домены в витамин К-зависимых белках игра­
ют важную роль в формировании белковых комплексов и содержат центры 
связывания Са2+. Так, первый из этих доменов фактора VII содержит один 
высокоаффинный центр связывания Са2+, необходимый для поддержания 
конформации и обеспечивающий взаимодействие с факторами Villa и X.

Аминокислотные остатки 181—415 образуют каталитический домен ти­
пичной сериновой протеиназы, в активный центр которой входят Hys22!, 
Asp269 и Ser365.

Физиологическая активация фактора IX может происходить под дейст­
вием двух протеолитических ферментов при наличии Са2+. Первый из них — 
фактор Vila в комплексе с тканевым фактором и фосфолипидами, второй — 
фактор Ха [15, 16]. В результате активации в двух местах (Arg145—А1а|46 и 
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2.1. Компоненты системы свертывания крови

Arg|80—Vall8l) полипептидная цепь расщепляется, что сопровождается обра­
зованием двухцепочечной молекулы фактора 1Ха (молекулярная масса 
45 кДа) и активационного пептида молекулярной массой 11 кДа (аминокис­
лотные остатки 145—180). Молекулярные массы соединенных дисульфид­
ной связью полипептидных цепей фактора 1Ха соответствуют 28 и 18 кДа.

После отщепления активационного пептида Val18l образует ионную па­
ру с Asp269, что сопровождается конформационной перестройкой и форми­
рованием активного центра, в результате чего Ser365 приобретает возмож­
ность взаимодействовать с фактором X.

Расщепление фактором Ха только одной пептидной связи Arg|45—Ala 146 
приводит к образованию формы фактора IX, не обладающей коагуляцион­
ной активностью. Активационный пептид остается присоединенным к тяже­
лой цепи. Если же активационный пептид остается присоединенным к лег­
кой цепи (после расщепления ядом гадюки пептидной связи Arg180—Val181), 
то образовавшийся фактор 1Хаа проявляет около 20 % функциональной ак­
тивности.

Поражение паренхимы печени, длительный курс лечения антагониста­
ми витамина К, нарушение всасывания жирорастворимого витамина К мо­
гут приводить к снижению концентрации функционально активного фак­
тора IX.

Недостаточность фактора IX может быть обусловлена генетически (гемо­
филия В). Клинически и генетически гемофилия В сходна с гемофилией А. 
Заболевание связано с рецессивными сцепленными с полом мутациями гена 
фактора IX. Мутации обнаружены во всех доменах молекулы фактора IX и 
промоторе, в донорных и акцепторных концах стыковки (сплайсинга) экзо­
нов и даже в интронах с образованием новых скрытых мест сплайсинга [17]. 
Различают варианты гемофилии В с наличием и отсутствием антигена факто­
ра IX. Распространенность гемофилии В в 5 раз ниже, чем гемофилии А.

Фактор X (фактор Стюарта—Прауэра) — витамин К-зависимый глико­
протеин молекулярной массой 56 кДа, циркулирующий в плазме крови че­
ловека как профермент концентрацией 170 нМ. Активированная форма фак­
тора X — фактор Ха (КФ 3.4.21.6) в комплексе с фактором Va и фосфолипид­
ной мембраной активирует протромбин.

В отличие от других проферментов системы свертывания крови фактор 
X состоит из двух полипептидных цепей (тяжелая цепь — 42, легкая — 
17 кДа), соединенных дисульфидной связью [18, 19]. Легкая цепь проферме­
нта состоит из 139 аминокислотных остатков и включает Gla-домен и два 
EGF-подобных домена аналогично фактору VII. Gla-домен состоит из 11 ос­
татков у-карбоксиглутаминовой кислоты. Тяжелая цепь содержит каталити­
ческий домен сериновой протеиназы и N-концевой активационный пептид, 
состоящий из 52 аминокислотных остатков. Все углеводы молекулы связаны 
с тяжелой цепью. Синтезируется клетками печени.

Активация фактора X может происходить с участием разных компонен­
тов: комплекса фактора Vila, тканевого фактора и Са2+ (теназа внешнего пу­
ти свертывания крови), комплекса факторов IXa, Villa, фосфолипидов и 
Са2+ (теназа внутреннего пути свертывания крови). Активация фактора X за-
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ключается в ограниченном протеолизе пептидной связи Арг194—1ле195 с от­
щеплением фрагмента 12 кДа тяжелой цепи, в результате чего образуется ак­
тивный фактор Хаа. При автокаталитическом отщеплении С-концевого уча­
стка тяжелой цепи (3 кДа) образуется фактор Хар. Эта модификация не влияет 
на коагуляционную активность фермента. Аминокислотные остатки Hys236, 
Asp282 и Ser379 образуют триаду активного центра сериновой протеиназы — 
фактора Ха [20, 21].

Врожденный дефицит фактора X, проявляющийся кровоточивостью 
под названием коагуляционный дефект Стюарта—Прауэра, может иметь го­
мозиготную и гетерозиготную формы с частотой соответственно 1:1 000 000 
и 2:1000. Мутации способны приводить к нарушениям как во внешнем, так 
и во внутреннем путях активации фактора X.

Приобретенная недостаточность может быть результатом дефицита ви­
тамина К, использования аникоагулянтов непрямого действия.

Фактор II(протромбин) — витамин К-зависимый гликопротеин молеку­
лярной массой 72 кДа, циркулирующий в плазме крови в виде профермента 
в концентрации 1400 нМ. Уровень протромбина существенным образом из­
меняется при заболеваниях печени, К-гиповитаминозах во время инфекци­
онных процессов и других патологических состояниях. Это профермент се­
риновой мультифункциональной протеиназы тромбина (КФ 3.4.21.5).

Асимметричная молекула протромбина состоит из одной полипептид- 
ной цепи, включающей несколько структурных и функциональных доме­
нов. Первые 40 аминокислотных остатков составляют Gla-домен, содержа­
щий 10 остатков у-карбоксиглутаминовой кислоты. После Gla-домена рас­
положены два гомологичных участка, которые состоят из 83 аминокислот­
ных остатков и имеют три внутренние дисульфидные связи. Эти участки 
образуют структуры, названные кринглами. Кроме протромбина идентифи­
цирован еще ряд белков, в состав которых входят подобные структуры: фак­
тор XII, плазминоген, тканевый фактор плазминогена, урокиназный акти­
ватор плазминогена, фактор роста гепатоцитов. Главная функция кринглов, 
очевидно, состоит в регулировании взаимодействия с субстратами, кофакто­
рами и рецепторами [22, 23]. С-концевой участок протромбина представляет 
собой каталитический домен сериновой протеиназы.

Рентгеноструктурный анализ молекулы протромбина показал, что в от­
сутствие ионов кальция Gla-домен не имеет упорядоченной структуры, а 
при их наличии происходит стабилизация молекулы путем образования двух 
внутренних карбоксилатных поверхностей, которые координируют семь ио­
нов кальция [24]. Третичная структура кринглового домена от присутствия 
ионов кальция не зависит.

Физиологическим активатором протромбина в организме является фак­
тор Ха. Активация протромбина фактором Ха приобретает большую ско­
рость при наличии фосфолипидных мицелл и фактора Va, в присутствии ко­
торого происходит связывание Ха с тромбоцитами. Фактор Va и фосфоли­
пидные мембраны принимают участие в образовании протромбиназного 
комплекса и выполняют функции кофакторов, повышающих скорость акти­
вации протромбина фактором Ха [25, 26]. Показано, что протромбин может

92

Aku
sh

er-
Lib

.ru



2.1. Компоненты системы свертывания крови

связываться только с активированным фактором Va, и в этом взаимодейст­
вии определенную роль играет фрагмент 2 протромбина. В процессе актива­
ции протромбина протромбиназным комплексом благодаря взаимодейст­
вию белковых компонентов с фосфолипидной мембраной при наличии Са2+ 
повышается субстратная специфичность фактора Ха, что определяет ско­
рость образования тромбина через стадии мезотромбина II и претромбина-2 
[27, 28].

Фактор Ха одновременно или последовательно расщепляет две располо­
женные на поверхности пептидные связи: Arg284—Thr285 и Arg320—Ile32| [l, 
18]. Лизис первой из них приводит к высвобождению фрагмента F1+2. По­
следующее расщепление второй пептидной связи приводит к образованию 
двухцепочечной молекулы тромбина (см. рис. 2.3). Расщепление только од­
ной пептидной связи Arg32O— Пе32| обусловливает возникновение мезотром­
бина — промежуточного продукта образования тромбина, который способен 
расщеплять синтетические пептидные субстраты, но ограниченно взаимо­
действует с тромбоцитами и фибриногеном [29]. Этот тромбин расщепляет в 
протромбине пептидную связь Arg156—Ser157, вследствие чего возникают 
протромбиновый фрагмент I (F1) и претромбин 1. Расщепление протромби­
на под действием тромбина существует, очевидно, для ограничения образо­
вания последнего по принципу обратной связи (см. рис. 2.3). Дальнейший 
распад тромбина путем автокатализа ведет к возникновению трехцепочеч­
ной молекулы (3-тромбина, что .сопровождается потерей пептида молекуляр­
ной массой порядка 5,0—5,8 кДа, содержащего углевод.

Протеин С — витамин К-зависимый гликопротеин молекулярной мас­
сой 62 кДа, циркулирующий в крови в виде профермента в концентрации 
60 нМ.

Активированный протеин С (КФ 3.4.21.69) — один из ключевых компо­
нентов физиологического механизма антикоагуляции. Его активация являет­
ся важнейшим защитным механизмом в ответ на тромбогенный стимул. Ак­
тивированный протеин С путем ограниченного протеолиза инактивирует 
факторы Villa и Va и тем самым ингибирует генерацию фактора Ха и тром­
бина. Эти реакции усиливаются в присутствии ионов кальция, фосфолипи­
дов и протеина S.

Активированный протеин С не только ингибирует свертывание крови, 
но также связывает ингибитор активатора плазминогена ПАИ-1, стимули­
руя фибринолиз.

В крови циркулируют как одно-, так и двухцепочечная формы протеина 
С в соотношении аф = 1:3. Обе формы могут быть активированы.

Молекула протеина С состоит из двух полипептидных цепей: тяжелой 
(41 кДа) и легкой (21 кДа). Цепи соединены дисульфидной связью 
(см. рис. 2.3). Легкая цепь протеина С содержит Gla-домен, определяющий 
высокое сродство молекулы к отрицательно заряженной фосфолипидной 
мембране. Gla-домен протеина С включает 37 аминокислотных остатков и 
содержит 9 остатков у-карбоксиглутаминовой кислоты. Через небольшой 
гидрофобный участок Gla-домен соединен с двумя EGF-подобными доме­
нами (46—136 аминокислотные остатки). Они образуют высокоаффинные
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Gla-домен

Протеин S
Тромбомодулин

РИС. 2.4. Схематическое представление структур протеина С, протеина S и тромбомоду­
лина [34]

центры связывания Са2+, которые необходимы для формирования третич­
ной структуры молекулы, ее активации и взаимодействия с молекулой про­
теина S. С-концевой участок молекулы содержит каталитический домен, го­
мологичный другим сериновым протеиназам. Активный центр протеина С 
включает His21l, Asp257, Ser360 (рис. 2.4).

Активируется протеин С на фосфолипидной мембране комплексом тром­
бин-тромбомодулин [2, 30, 31]. При активации протеина С тромбином от 
N-конца тяжелой цепи отщепляется активационный пептид, состоящий из 
12 аминокислотных остатков. При этом расщепляется пептидная связь 
Arg169-LeU|70. Активация протеина С может происходить под действием фак­
тора Ха и яда змей (гадюки Рассела, змей семейства щитомордника) [18].

В процессе активации тромбином мощной антикоагулянтной системы 
протеина С — тромбомодулин выполняет роль кофактора. Этот гликопроте­
ин по свойствам подобен липопротеинам низкой плотности и представляет 
собой рецептор тромбина на клеточной поверхности эндотелия.
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Молекулярная масса тромбомодулина — 75 кДа. Молекула состоит из 
554-559 аминокислотных остатков, образующих несколько доменов. N-koh- 
цевой участок включает 18 гидрофобных аминокислотных остатков лидер­
ной последовательности (см. рис. 2.4). Следующие аминокислотные остатки 
формируют лектиноподобный домен, который содержит потенциальный 
участок связывания тромбина. Затем следует 6 EGF-подобных доменов и 
участок, состоящий из 34 аминокислотных остатков, который богат остатка­
ми серина и треонина — предположительное место О-гликозилирования. 
Последующие 23 аминокислотные остатка формируют трансмембранный 
домен. Аминокислотные остатки 33—38 образуют так называемый цитоплаз­
матический хвост тромбомодулина, содержащий несколько потенциальных 
участков фосфорилирования [18, 36]. В целом молекула состоит из 554—575 
аминокислотных остатков. Наряду с полной формой молекулы присутству­
ют и растворимые фрагменты тромбомодулина. Появление в плазме крови 
растворимого фрагмента тромбомодулина иногда рассматривается как по­
вреждение эндотелия, в модельной системе он ускоряет тромбинзависимую 
активацию прокарбоксилазы (КФ 3.4.17.2). Это позволяет предположить, 
что тромбомодулин способствует торможению фибринолиза. Повышение 
уровня растворимого тромбомодулина и Е-селектина считают отражением 
процессов активации эндотелия, что может рассматриваться как показатель 
для прогнозирования риска развития тромботических осложнений. В то же 
время другие исследователи рассматривают этот показатель как предвестник 
опасности геморрагий у пациентов, прошедших курс лечения антикоагулян­
тами непрямого действия [2, 37].

Нейтрализация активированного протеина С осуществляется несколь­
кими ингибиторами, которые содержатся в плазме крови: ингибитор проте­
ина С, оц-антитрипсин, а2-макроглобулин, а2-антиплазмин (агантитрип- 
син является ингибитором тромбина, факторов IXa, Х1а, ХПа, плазмина; 
Сгинактиватор описан как ингибитор плазмина, калликреина и факторов 
ХПа, Х1а) [32, 33].

Врожденная недостаточность протеина С является одной из причин 
тромбоэмболии. По концентрации антигена и активности протеина С клас­
сифицируют два типа нарушения системы протеина С. Для первого типа 
характерно уменьшение в плазме крови уровня антигена и активности про­
теина С, для второго — нормальный уровень антигена, но сниженная актив­
ность протеина С. Большая часть выявленных больных были гетерозигот­
ными.

Помимо врожденной недостаточности самого профермента причиной 
тромбофилии является также резистентность к активированному протеину 
С фактора Va (РАПС), которая вызвана точечной мутацией гена, кодирую­
щего этот фактор. Мутация приводит к замене остатка Arg506 фактора Va глу­
тамином, что препятствует нормальной деградации фактора Va, стабилизи­
рует протромбиназный комплекс и увеличивает скорость образования тром­
бина. РАПС обнаружена у 40 % пациентов, страдающих тромбозами [34, 35].

Среди причин приобретенной недостаточности протеина С (поражение 
печени, острая лейкемия, послеоперационный период, выработка антифос-
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фолипидных антител, развитие ДВС-синдрома) прежде всего необходимо 
отметить применение антикоагулянтов непрямого действия. Причина воз­
никающей при этом тромбофилии заключается в том, что из-за короткого 
периода полужизни протеина С (6—7 ч) его концентрация снижается рань­
ше, чем других витамин К-зависимых факторов свертывания крови [2].

Протеин S — витамин К-зависимый неферментативный гликопротеин, 
участвующий в регуляции процесса свертывания крови в качестве кофакто­
ра при деградации активированным протеином С факторов Va и Villa. Все 
функциональные свойства протеина S проявляются только при взаимодей­
ствии с отрицательно заряженной фосфолипидной мембраной.

Протеин S синтезируется гепатоцитами, эндотелиальными клетками и 
мегакариоцитами, его содержание в крови — 300 нМ (в свободной форме 
около 30 % и обратимо связанного с регуляторным компонентом пути ком­
племента — С4В-связывающим белком — 70 %). Антикоагулянтные свойст­
ва протеина S проявляет только свободная фракция этого белка. В неболь­
ших количествах протеин S присутствует также в тромбоцитах.

Молекула протеина S состоит из одной полипептидной цепи, содержа­
щей 635 аминокислотных остатков, образующих сложную структуру целого 
ряда доменов. Gla-домен образован 37 аминокислотными остатками N-koh- 
цевой части молекулы и содержит 11 остатков у-карбоксиглутаминовой кис­
лоты (см. рис. 2.4). Далее между Gla-доменом и четырьмя EGF-подобными 
доменами расположен тромбинчувствительный домен, в котором тромбин 
расщепляет две полипептидные связи — Arg49—Ser50 и Arg70—Ser71. В присутс­
твии ионов кальция эти пептидные связи резистентны к действию тромбина. 
Протеин S может расщепляться эластазой в тромбинчувствительном домене, 
что сопровождается снижением его кофакторной активности [39, 40].

С-концевой участок молекулы протеина S не имеет аналогов среди дру­
гих витамин К-зависимых факторов свертывания крови, но гомологичен 
участкам андрогенсвязывающих белков. Именно эта часть молекулы проте­
ина S обеспечивает соединение белка с С4В-связывающим белком компле­
мента. Установлено также, что место связывания протеина S с фактором Va 
находится в С-концевой части молекулы (Arg62l—Ser635) [15, 18].

Анализ особенностей структуры Gla-домена протеина S показал его 
большое сходство со структурой аналогичного домена протромбина, что да­
ет основание предполагать взаимодействие протеина S с отрицательно заря­
женной фосфолипидной мембраной. Подтверждением этому служат данные 
о том, что протеолитически отщепленный Gla-домен протеина S способен 
связываться с фосфолипидными везикулами.

Молекулярная основа врожденной недостаточности протеина S чрезвы­
чайно гетерогенна, с большим спектром мутаций. Частота аутосомной до­
минантной недостаточности протеина С составляет 1:20 000. Различают три 
типа недостаточности: I — нормальное содержание общего антигена со сни­
женными содержанием свободной формы и кофакторной активностью; II — 
сниженные содержание антигена всех форм протеина S и кофакторной ак­
тивности; III — нормальный уровень антигена всех фракций протеина S и 
сниженная кофакторная активность.
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Синтез протеина S подавляется антагонистами витамина К. В некото­
рых случаях наблюдается снижение уровня протеина S при беременности, 
однако опасность возникновения тромбоэмболий при этом не выявлено [2, 
41-43].

2.1.2. Белки контактной фазы

Плазменный прекалликреин (фактор Флетчера) представля­
ет собой профермент сериновой протеиназы калликреина (КФ 3.4.21.34). 
Молекулярная масса его 85 кДа, полипептидная цепь содержит 619 амино­
кислотных остатков. 371 аминокислотный остаток N-концевой части пре- 
калликреина формирует четыре повторяющихся так называемых яблоковид­
ных домена (Al—А4). Каждый A-домен состоит из 90—91 аминокислотного 
остатка, гомологичных таковым в факторе XI. 248 аминокислотных остатков 
С-концевой части молекулы формируют каталитический домен С. Катали­
тическая триада домена С состоит из Hys415, Ser559, Asp464 [44].

Концентрация его в плазме крови составляет 300—580 нМ. 75 % прекал- 
ликреина циркулирует в крови в виде нековалентного эквимолярного комп­
лекса с высокомолекулярным кининогеном (ВМК). Участки связывания ком­
понентов комплекса расположены в доменах прекалликреина Al—А4 [45].

Активация прекалликреина происходит при контакте крови с чужерод­
ной поверхностью, на которой сорбируется не только комплекс прекалли­
креина с высокомолекулярным кининогеном, но и факторы свертывания 
крови XI и XII.

Это ведет к контактной активации фактора XII и превращению его в фак­
тор ХПа, который расщепляет полипептидую связь Arg371—ILe372 прекалли­
креина с образованием двух полипептидных цепей, соединенных дисульфи­
дной связью, молекулярными массами 52 и 33 кДа (Cys364—Cys484). Для ак­
тивации прекалликреина не требуется присутствия ионов кальция. Установ­
лен реципрокный механизм активации фактора XII и прекалликреина ХПа 
[44, 46]. Сорбированный фактор XII претерпевает изменение конформации, 
что способствует его более эффективной активации калликреином. Рецип­
рокная активация — положительная обратная связь, служит для быстрой 
взаимной активации белков контактной системы свертывания. При актива­
ции фактора XII возможен и процесс автокатализа, однако эффективность 
его в 2000 раз ниже. Важную роль реципрокной активации в процессе акти­
вации белков контактной фазы отчетливо подтверждает замедление сверты­
вания крови при контакте с чужеродной поверхностью у лиц с дефицитом 
прекалликреина и ВМК.

Автокатализ калликреина приводит к образованию p-калликреина, что 
сопровождается расщеплением тяжелой цепи на два фрагмента (33 и 
20 кДа). Такая форма калликреина медленнее расщепляет высокомолекуляр­
ный кининоген и лишена способности активировать нейтрофилы и индуци­
ровать секрецию ими эластазы.

Главными белковыми субстратами калликреина является высокомоле­
кулярный кининоген, фактор XII и проурокиназа.
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

В настоящее время представления о физиологической роли контактной 
системы плазмы крови существенно изменились. Установлено, что контакт­
ная система инициирует активацию не только системы свертывания, но и 
других протеолитических систем плазмы крови: калликреин-кининовой, 
фибринолитической (стимулирует активацию плазминогена и проурокина­
зы), системы комплемента и ренин-ангиотензиновой системы. Калликреин, 
образовавшийся в результате активации прекалликреина, обладает широким 
спектром биорегулирующих функций. Гидролизуя две пептидные связи в 
молекуле ВМК, он освобождает брадикинин, который, в свою очередь, кон­
тролирует множество физиологических и патогенетических процессов, 
включая регуляцию функций эндотелиальных клеток [46].

Врожденная недостаточность прекалликреина (болезнь Флетчера) пред­
ставляет собой редкое аутосомно-рецессивно передающееся расстройство. В 
плазме крови гомозигот содержится менее 1 % активности прекалликреина, 
а гетерозигот от 20 до 60 %. Недостаточность прекалликреина не сопровож­
дается геморрагиями.

Высокомолекулярный кининоген (ВМК) (фактор Фицжеральда—Фложе) 
является предшественником вазоактивных пептидов — кининов. ВМК свя­
занный с поверхностью эндотелиальных клеток, служит рецептором для пре­
калликреина и фактора XI. Взаимодействуя с гидрофильной и анионной по­
верхностями, он проявляет прокоагулянтную активность и принимает учас­
тие в формировании комплекса белков контактной фазы, в процессах актива­
ции плазменных протеолитических систем как неэнзиматический кофактор.

Кининогены синтезируются в основном гепатоцитами и перед секрети- 
рованием в кровоток подвергаются посттрансляционному гликозилирова­
нию. В крови ВМК обнаруживается в концентрации 670 нМ.

Молекула высокомолекулярного кининогена состоит из одной полипе- 
птидной цепи молекулярной массой 120 кДа и содержит 626 аминокислот­
ных остатков. Дисульфидная связь (CyS|0—Cys596) соединяет оба конца по- 
липептидной цепи ВМК. Особенности доменной структуры ВМК определя­
ют роль этого мультифункционального белка в регуляции функций ряда бел­
ков плазмы крови и ряда клеток. ВМК участвует в активации контактной 
фазы плазменного протеолиза; контролирует адгезию и активацию тромбо­
цитов, полиморфно-ядерных лейкоцитов, эндотелиоцитов; подавляет акти­
вность цистеиновых протеиназ, препятствуя деградации плазменных белков 
при повреждении тканей; участвует в регуляции артериального давления; 
модулирует воспалительные и антитромботические реакции; создает важ­
ную регуляторную систему во взаимодействии плазменных белков с клетка­
ми крови и клетками сосудистой стенки.

Электронно-микроскопические исследования показали, что молекула 
ВМК состоит из шести доменов [47]. Первый N-концевой домен D1 имеет 
низкоаффинный центр связывания ионов кальция. Домен D2 обладает уни­
кальной способностью ингибировать активируемую кальцием нейтральную 
клеточную протеиназу кальпаин (КФ 3.4.22.17). Домены D2 и D3 содержат 
высококонсервативный пептид Gln-Val-Val-Ala-Gly, который является 
функциональным ингибитором цистеиновых протеиназ, таких как папаин, 
катепсины В и Н. Домен D4 включает в себя нанопептид брадикинин 
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2.1. Компоненты системы свертывания крови

(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg), играющий важную роль в регуля­
ции баланса воды и электролитов, сокращении гладких мышц, вазодилата­
ции и проницаемости капилляров (рис. 2.5). Домен D5 содержит участки 
связывания с отрицательно заряженными поверхностями, домен D6 — учас­
тки связывания с прекалликреином и фактором XI. Комплементарные им 
участки на молекулах прекалликреина и фактора XI представлены р-склад- 
чатыми структурами, содержащими 31 аминокислотный остаток [45]. Имен­
но эти два последних домена обеспечивают способность ВМК участвовать в 
процессе свертывании крови. Четыре первых домена входят в состав низко­
молекулярного кининогена, который отличается от ВМК своим последним 
доменом D5.

ВМК расщепляется несколькими протеиназами: калликреином, факто­
ром Х1а, плазмином, нейтрофильной эластазой. Калликреин расщепляет 
полипептидные связи Lys362—Arg363 Arg371—Ser372, в результате чего высво­
бождается брадикинин. Лишенный кинина ВМК состоит из тяжелой (моле­
кулярная масса 65 кДа) и легкой (молекулярная масса 45 кДа) полипептид- 
ных цепей, соединенных между собой одной дисульфидной связью.

Фактор Х1а расщепляет в ВМК три полипептидные связи: Arg^g—Arg410, 
Lys502—The503, Lys325—Lys326 , вследствие чего повреждается сайт связывания 
с чужеродными поверхностями. Возможно, таким образом регулируется си­
стема контактной активации свертывания крови.

ВМК обратимо связывается с тромбоцитами, нейтрофилами, эндотели­
альными клетками участками, расположенными в тяжелой цепи D3 и лег­
кой цепи D5. Этот процесс влияет на функцию клеток. Так, ВМК, связан­
ный с мембраной эндотелиальных клеток, блокирует взаимодействие тром­
бина, индуцирует образование простациклина. При контакте ВМК с эндоте- 
лиоцитами увеличивается скорость высвобождения брадикинина, который, 
в свою очередь, стимулирует образование NO и простациклина, оказываю­
щих антитромботическое действие, и вазодилатацию.

Взаимодействие ВМК с тромбоцитами через тромбоспондин снижает 
активность тромбоцитарного кальпаина, связывания тромбина и тем самым 
подавляет агрегацию тромбоцитов, стимулируемую тромбином. При соеди­
нении с полиморфноядерными лейкоцитами ВМК действует как антиадге- 
зивная молекула, что объясняется вытеснением фибриногена, связанного с 
интегринами а, р2 и Мас-1. Кроме того, ВМК необходим при стимуляции 
активности полиморфноядерных лейкоцитов калликреином. ВМК способ­
ствует увеличению продукции свободных радикалов кислорода, дегрануля­
ции полиморфно-ядерных лейкоцитов и высвобождению гранулоцитарной 
эластазы и лактоферрина [2, 45, 48]. По влиянию на фактор XII прекалли- 
креин ВМК относят к антитромботическим молекулам.

Фактор XII (фактор Хагемана) — гликопротеин молекулярной массой 
80 кДа, циркулирующий в крови в концентрации 375 нМ в виде профермен­
та активной протеиназы фактора ХПа (КФ 3.4.21.38). Синтезируется гепато­
цитами.

Полипептидная цепь фактора XII состоит из 596 аминокислотных остат­
ков. 16,8% массы молекулы составляют углеводы. Молекула фактора XII
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

РИС. 2.5. Первичная и доменная структуры прекалликреина плазмы крови человека. Четы- 
А2, А3 и А). Стрелкой указана связь, расщепляемая активной формой фактора XII (ХПа) (при 
на каталитическая триада, характерная для сериновых протеиназ (His4|5,Asp464 и Ser559). 
отмеченные звездочками, связаны с углеводными цепями, затемненные участки в доменах
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ре “яблоковидных” домена обозначены как Аь 
активации прекалликреина, звездочками отмече- 
Остатки аспарагинов (108, 289, 377, 434 и 475),
А| и Ад — места связывания ВМК [146]

включает пять дискретных доме­
нов, которые расположены сле­
дующим образом: на N-конце 
находится фибронектиновый до­
мен II типа, затем первый домен, 
подобный эпидермальному фак­
тору роста (EGF-домен), фибро­
нектиновый домен I типа, второй 
EGF-подобный домен, крингло- 
вый домен. В С-концевой части 
молекулы расположен каталити­
ческий домен сериновой проте­
иназы (рис. 2.1) [2, 18, 49].

Для активации фактора XII 
присутствие ионов кальция не 
обязательно. При активации фак­
тора XII происходит расщепле­
ние пептидной связи Arg353— 
Ser354, в результате чего возни­
кает двухцепочечная форма фер­
мента аХПа, которая состоит из 
тяжелой (52 кДа) и легкой 
(28 кДа) полипептидных цепей, 
соединенных дисульфидной свя­
зью. Легкая цепь содержит ката­
литический домен. Тяжелая цепь, 
в состав которой входит N-кон­
цевая часть молекулы фактора 
XII, имеет участок связывания с 
инородной поверхностью и с 
фибронектиновым доменом II 
типа. p-Форма фактора ХПа, по­
терявшего в результате протео­
литического расщепления зна­
чительную часть тяжелой цепи, 
имеет меньшее сродство к отри­
цательно заряженной поверхно­
сти и теряет способность акти­
вировать фактор XI, связанный с 
отрицательно заряженной по­
верхностью.

Врожденная недостаточность 
фактора XII у человека передает­
ся аутосомно-рецесивным спо­
собом. У гомозигот фактор прак­
тически не определяется (менее
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

1 %), а у гетерозигот выявляется от 20 до 60 % активности этого фактора. 
Приобретенная недостаточность фактора XII наблюдается при воспалитель­
ных процессах инфекционной природы. Выдвинута гипотеза, согласно ко­
торой снижение активности фактора XII является следствием подавления 
его синтеза под действием интерлейкина-6.

Субстраты фактора ХПа в плазме крови — прекаликреин, факторы XI, 
VII, плазминоген [49, 50]. Фактор XII синтезируется гепатоцитами.

Фактор XI — гликопротеин, циркулирующий в крови в концентрации 
30 нМ. Активированная форма фактора Х1а (КФ 3.4.21.27) участвует не в 
инициации, а в поддержании процесса свертывания крови. Профермент 
циркулирует в крови в комплексе с высокомолекулярным кининогеном.

По химической природе фактор XI представляет собой гомодимер, со­
стоящий из двух полипептидных цепей молекулярной массой 160 кДа, сос­
тоящих из 608 аминокислотных остатков. Углеводы составляют около 5 % 
массы молекулы. Цепи соединены одной дисульфидной связью и содержат 
35 остатков полуцистина, которые вовлечены в образование дисульфидных 
связей. Выявлено пять участков потенциального гликозилирования 
(рис. 2.1).

В N-концевой части молекулы фактора XI расположены четыре повто­
ряющихся так называемых яблоковидных домена (Al—А4) и каталитичес­
кий домен (С). Каждый А домен состоит из 90—91 аминокислотного остат­
ка, гомологичных таковым в прекалликреине. Домен С содержит 238 амино­
кислотных остатков. Каталитическая триада домена С состоит из His4l3, 
Ser557, Asp55i [2, 18, 51].

Активация фактора XI происходит при участии тромбина и комплекса, 
состоящего из фактора ХПа, калликреина и высокомолекулярного кинино- 
гена [46, 51]. В процессе активации фактора XI происходит расщепление пе­
птидной связи Arg369—Ser370 в каждой полипептидной цепи гомодимера с 
образованием активного фермента. Фактор Х1а состоит из двух идентичных 
субъединиц, состоящих из тяжелой (молекулярная масса 50 кДа) и легкой 
(молекулярная масса 30 кДа) полипептидных цепей. Субъединицы соедине­
ны одной дисульфидной связью, а тяжелая и легкая цепи — тремя. В отли­
чие от других факторов системы свертывания крови фактор Х1а содержит 
два активных центра. Подобно другим факторам систем свертывания крови 
и фибринолиза тяжелая цепь фактора выполняет регуляторную роль в про­
явлении ферментативной активности, определяет субстратную специфич­
ность и влияет на каталитическую эффективность фактора Х1а при взаимо­
действии с субстратом, фактором IX и кофактором — ВМК.

Функция фактора Х1а заключается в активации фактора IX путем огра­
ниченного протеолиза. Врожденная недостаточность фактора XI (гемофи­
лия С) — редкое заболевание (до 7 % случаев больных гемофилией). В отли­
чие от гемофилии А и В наследование носит аутосомно-рецессивный харак­
тер. Клиническое проявление значительно слабее по сравнению с другими 
формами гемофилии. Заболевание обычно проявляется в виде посттравма­
тических и постоперационных кровотечений [52]. У гетерозигот риск пост­
операционных кровотечений обнаруживается редко [2, 18].
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2.1.3. Белковые кофакторы

Фактор V— гликопротеин молекулярной массой 330 кДа, 
циркулирующий в крови в концентрации 20 нМ (в крови находится до 75 % 
фактора V, в тромбоцитах — 18—25 %). Молекула имеет асимметричную па­
лочкообразную форму (соотношение осей 25:1) и состоит из одной полипеп- 
тидной цепи из доменов А1-А2-В-АЗ-С1-С2 (рис. 2.6). 14 остатков цистеина 
образуют внутримолекулярные дисульфидные связи, а четыре — содержат 
свободные сульфгидрильные группы. Обнаружено две формы фактора V, 
которые различаются по степени гликозилирования С-концевого домена 
С2, что определяет их сродство к фосфолипидам мембраны тромбоцитов [1, 
2, 18].

Активация фактора V происходит при расщеплении тромбином трех пе- 
птидних связей: Arg709—Ser7,0, Arg1()18—Thr1019, Arg1545—Ser,546, что сопрово­
ждается образованием гетеродимера, состоящего из двух цепей (тяжелой — 
105 кДа и легкой — 74 кДа) [53, 54]. Обе субъединицы нековалентно связаны 
ионами кальция. Тяжелая цепь содержит N-концевой участок прокофактора 
и образует два А-домена (аминокислотные остатки 1—303 и 317—656). С-кон- 
цевой участок молекулы фактора V образует один A-домен (аминокислот­
ные остатки 1546—1877) и два С-домена (аминокислотные остатки 
1878—2036 и 2037—2196). Наиболее крупный гликозилированный домен В 
(аминокислотные остатки 710—1545) для проявления кофакторной актив­
ности фактора Va не требуется и отделяется при активации. Из яда гадюки 
Рассела выделен фермент-активатор фактора V, который, в отличие от тром­
бина, расщепляет связи Arg|545—Ser1546 и Arg10|8—Ser1O2o, что приводит к об­
разованию тяжелой цепи молекулярной массой 230 кДа, содержащей доме­
ны Al, А2 и В. Это свидетельствует о том, что для проявления гемокоагули­
рующего действия фактора Va отделение домена В не обязательно. Фактор V 
может также активироваться фактором Ха, но при этом расщепляются связи 
Arg709-Ser710 и Arg1018-Serl0|9.

В молекуле сульфированы остатки тирозина 665, 696, 698, 1494, 1510, 
1515, 1565. Установлено, что сульфирование фактора V важно для процесса 
активации прокофактора тромбином и взаимодействие фактора Va с компо­
нентами протромбиназного комплекса.

Фактор Va неспособен активировать протромбин, но в процессе сверты­
вания крови он выполняет существенную кофакторную роль при активации 
протромбина под действием фактора Ха.

Фактор VIII (антигемофильный фактор А) — гликопротеин молекуляр­
ной массой 330 кДа, циркулирующий в крови человека в концентрации 
0,7 нМ в виде нековалентного комплекса с фактором фон Виллебранда. Пе­
риод полужизни фактора VIII, находящегося в комплексе, составляет 7—12 ч. 
Фактор фон Виллебранда выполняет роль белкового носителя, предохраня­
ющего фактор VIII in vivo от протеолитической деградации.

Молекулы фактора VIII представляют собой варьирующие по длине тя­
желые цепи, образующие А1-А2-В-домена, нековалентно связанные с лег­
кими полипептидными цепями, состоящими из АЗ-С1-С2-доменов. Пред­
полагается, что в объединении этих полипептидных цепей участвуют двухва-
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Arg679Arg306
I

Ar§679

nh24Z A. »3 зо — COOH

Ca2+
I1 c, |

nh2-£ A3 Aj COOH

Са2+

Нсоон

NHH Аз I С, | С2 Н СООН

^FVa>:> ^FVa (Лейден)

РИС. 2.6. Схема инактивации фактора Va и Va (Лейден) активированным протеином С. 
Расщепление по Arg506 — необходимое условие для экспонирования участков расщепле­
ния Arg306 и Arg679. При отсутствии расщепления по Arg5O6 фактора Va (Лейден) скорость 
инактивации значительно снижается 118]

лентные ионы, в частности Са2+. В состав фактора входит 19 цистеиновых 
остатков, 16 из которых образуют дисульфидные связи.

Фактор VIII претерпевает посттрансляционные модификации, в резуль­
тате которых остатки тирозина 346, 718, 719, 723, 1664 сульфированы. Уста­
новлено, что остатки тирозина 346 и 1664 играют важную роль в процессе 
активации протромбина, а 718, 719, 723 — важны для оптимизации взаимо­
действия фактора Villa с компонентами теназы внутреннего пути активации 
системы свертывания крови. Остаток тирозина 1680 выполняет определен­
ную функцию при взаимодействии фактора VIII с фактором фон Виллебран­
да. Эти данные подтверждают, что сульфирование аминокислотных остат-
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2.1. Компоненты системы свертывания крови

ков фактора VIII дифференциально влияет на кофакторную и функциональ­
ную активность фактора Villa.

Активация фактора VIII под действием тромбина осуществляется в две 
стадии: на первой происходит расщепление пептидных связей Arg74() и 
Argl689, что сопровождается пятикратным увеличением кофакторной актив­
ности, на второй — полная активация фактора VIII обеспечивается расщеп­
лением пептидной связи Arg372. Расщепление пептидной связи Arg,689 на пер­
вой стадии активации приводит к высвобождению из комплекса фактора 
фон Виллебранда. Фактор Villa состоит из фрагментов молекулярной мас­
сой 50 (А1-домен), 40 (А2-домен) и 74 кДа (АЗС1С2-домен). Эти три субъ­
единицы нековалентно связаны двухвалентными ионами металлов.

Вместе с фосфолипидами и ионами кальция фактор VIII выполняет ко­
факторную функцию при активации фактора X под действием фактора 1Ха. 
Он присутствует в плазме крови в форме нековалентного комплекса с фак­
тором фон Виллебранда, его коагуляционная функция состоит в ускорении 
преобразования фактора X в активную форму под действием фактора 1Ха. 
При снижении содержания или отсутствии факторов VIII и IX наблюдаются 
гемофилический синдром, классические гемофилии А и гемофилии В, кото­
рые характеризуются геморрагическим состоянием [1, 2, 18, 55—57].

Фактор фон Виллебранда принадлежит к семейству адгезивных белков и 
представляет собой гетерогенную популяцию гликопротеиновых мультиме­
ров, регулирующих прилипание тромбоцитов к поврежденным тканям сосу­
дов. Наряду с этим фактор фон Виллебранда действует как белок-носитель, 
защищающий фактор VIII от протеолиза in vivo. Он присутствует в плазме 
крови, тромбоцитах и субэндотелии.

Концентрация фактора фон Виллебранда в крови составляет 7 мкг/мл. 
Фактор фон Виллебранда синтезируется в виде предшественника молекуляр­
ной массой 275 кДа, который состоит из сигнального пептида, пропептида и 
структурной субъединицы. Предшественник димеризуется в эндоплазматиче­
ском ретикулуме за счет образования дисульфидных связей в С-концевой ча­
сти структурной субъединицы. Там же происходит N-гликозилирование. За­
тем посредством образования второго набора межцепочечных дисульфидных 
мостиков происходит мультимеризация. Наиболее крупные мультимеры хра­
нятся в специфических для большинства эндотелиальных клеток удлиненных 
органеллах, называемых тельцами Вейбеля-Паладе. В местах повреждения 
сосуда или воспаления такие физиологические агенты, как тромбин, фибрин 
или гистамин, могут вызвать выделение этих крупных биологически актив­
ных мультимеров фактора фон Виллебранда из телец Вейбеля-Паладе в кровь 
или субэндотелий. Гомоцистеин нарушает процессинг и секрецию путем по­
давления транспорта из эндоплазматического ретикулума [58].

Первый домен N-концевого участка зрелой молекулы фактора фон Вил­
лебранда, состоящий из 272 аминокислотных остатков, стабилизирует фак­
тор VIII, связываясь с его легкой цепью. Каждая субъединица мультимерно- 
го фактора фон Виллебранда может присоединить гетеродимерную молекулу 
фактора VIII, однако in vivo большинство мест связывания остается свобод­
ным, поскольку молярная концентрация последнего значительно меньше. 
Насыщение составляет 1—8 %.
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

2.1.4. Фибриноген и другие белки

Фактор I системы свертывания кро­
ви — фибриноген — мультидоменный 
гликопротеин с молекулярной массой 
340 кДа, которая определена методами 
диффузии, седиментации и светорас­
сеяния. По своим свойствам фибрино­
ген классифицируется как эуглобулин, 
в связи с тем что он растворим только 
в слабых солевых растворах, выпадает 
в осадок при снижении ионной силы 
раствора и высаливается при ее повы­
шении.

В системе свертывания крови 
фибриноген занимает особое место, 
поскольку является единственным 
белком, который под действием тро­
мбина превращается в фибрин с по­
следующим образованием волокон 
фибрина, создающих основу сгустка, 
предотвращающего кровопотерю. Та­
ким образом, весь каскад системы 
свертывания крови направлен на ак­
тивацию протромбина в тромбин и 
превращение фибриногена в фиб­
рин.

Фибриногену присущи важные 
функции в физиологических и патоло­
гических процессах: репаративных, 
воспалительных, метастазировании. 
Его концентрация экспоненциально 
коррелирует с вязкостью крови, опре­
деляет процесс агрегации тромбоци­
тов, эритроцитов и влияет на адгезию 
лейкоцитов. Фибриноген ускоряет ак­
тивацию фактора XIII системы свер­
тывания крови и взаимодействует с 
рядом белков: фибронектином, тром­
боспондином, коллагеном (тип IV), 
фактором фон Виллебранда, а2-анти- 
плазмином.

ь-----------------------------------------------------

РИС. 2.7. Структура фибриногена и его

В крови человека содержание фибриногена составляет 2,0—3,0 г/л. При 
патологических состояниях концентрация фибриногена находится в преде­
лах 1,0—10 г/л. Биологический период полужизни фибриногена человека 
составляет 3—5 сут.
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2.1. Компоненты системы свертывания крови

45 нм

превращение в фибрин

Молекула фибриногена состоит из двух одинаковых субъединиц, каждая 
субъединица — из трех полипептидных цепей: Аа (67 кДа), Вр (54 кДа), у 
(48 кДа). Таким образом, молекулу фибриногена можно представить форму­
лой (Аа Вр у)2 (рис. 2.7).
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

Исследование аминокислотной последовательности трех цепей фибри­
ногена прямым секвенированием полипептидных цепей показало, что Act, 
Вр~ и у-цепи фибриногена человека содержат 610, 461 и 411 аминокислот­
ных остатков. Последовательность аминокислот в цепях фибриногена была 
также определена по расшифрованной структуре кДНК, кодирующей отде­
льные цепи. Результаты обоих исследований совпадают. Сравнение амино­
кислотной последовательности трех полипептидных цепей фибриногена по­
казало высокую степень гомологии, что позволило предположить их образо­
вание от общего предшественника путем дупликации генов. Степень гомо­
логии между Вр- и у-цепями фибриногена человека составляет 30 %, в то 
время как Аа-цепь гомологична у- или Bp-цепи на 10 %, имея более высо­
кие степени гомологии на отдельных участках [59—61].

Углеводная часть молекулы фибриногена составляет около 3,5 % общей 
ее массы. Известно, что в каждой субъединице фибриногена человека гли­
козилированы Asn364 Bp-цепи и Asn52 у-цепи. Показано, что углеводы явля­
ются олигосахаридами с концевыми сиаловыми кислотами.

Субъединицы фибриногена соединяются дисульфидными связями меж­
ду симметричными аминокислотными остатками Аа Cys28, у Cys8 и у Cys9 в 
N-концевых участках Аа-, у-цепей и 2(Аа Cys36—Bp Cys65). Дисульфидные 
связи соединяют N-концевые участки у-цепей в антипараллельной ориента­
ции. Показано, что дисульфидные связи между субъединицами имеют высо­
кую стабильность и не принимают участия в реакциях дисульфидного обме­
на [62, 63]. Все цистеиновые остатки в молекуле фибриногена принимают 
участие в создании 29 дисульфидных связей. В каждой субъединице шесть 
дисульфидных связей образуют два дисульфидных кольца К.1 и К2, располо­
женных на расстоянии 111 аминокислотных остатков в Аа- и Bp-цепях и 112 
аминокислотных остатков — в у-цепи. Участки полипептидных цепей между 
дисульфидными кольцами имеют суперспиральную структуру, что способ­
ствует поддержанию жесткой конформации, являющейся уникальной осо­
бенностью молекулы фибриногена [62, 64]. Между дисульфидными кольца­
ми расположен лабильный участок (Аа 96—119; Вр 127—150 и у 70—93), ко­
торый не имеет вторичной структуры и содержит связи, доступные фермен­
тативному расщеплению.

Физико-химические свойства и пространственная организация молеку­
лы фибриногена обусловлены его структурными особенностями. Изоэлект­
рическая точка белка находится в зоне pH 5,5. Тепловая денатурация фибри­
ногена при нейтральном pH происходит при температуре 50—53 °C. Смеще­
ние pH среды в кислую или щелочную зону снижает температуру денатура­
ции [65].

Для определения пространственного строения молекулы фибриногена 
использован целый ряд современных физико-химических методов: гидроди­
намические исследования, спектрофотометрия, сканирующая микрокало­
риметрия, круговой дихроизм, компьютерное моделирование вторичной 
структуры. Эти подходы дали возможность получить информацию о размере 
и форме молекулы в растворе при условиях, близких к физиологическим. 
Исследование растворов фибриногена методом малоуглового рассеяния
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2.1. Компоненты системы свертывания крови

нейтронов показало, что молекулы фибриногена имеют бананообразную 
форму с аксиальным соотношением р = а/Ь = 3,1 (а = 140 А; b = 45 А), объем 
гидратированной молекулы (3,7 ■ 105 А3). Эти данные совпадают с гидро­
динамическими параметрами фибриногена. Значительная вязкость раст­
воров фибриногена может быть связана с высокой гидратацией молекулы 
или с сильной асимметрией молекулы, что подтверждено методом элект­
ронной микроскопии с использованием метода замораживания—скалыва­
ния [66, 67].

Для выяснения доменной организации молекулы фибриногена оказа­
лось плодотворным использование методов электронной микроскопии, 
ограниченного протеолиза и сканирующей микрокалориметрии. Эти при­
емы позволили целенаправленно выделять фрагменты фибриногена, сохра­
няющие нативную конформацию, для изучения их пространственной струк­
турной организации. Использование такого подхода дало возможность уста­
новить, что С-концевой D-домен состоит из пяти субдоменов, а централь­
ный Е-домен — из двух идентичных субдоменов (рис. 2.8). Показано также, 
что С-концевые фрагменты Аа-цепей 240—610, которые предварительно рас­
сматривались как неупорядоченные полипептидные цепи, имеют упорядо­
ченную доменную область — аС-домен (368—585) и неупорядоченную — 
участок цепи 238—338 — коннектор; аС-домены в молекуле фибриногена 
взаимодействуют между собой и нековалентно соединяются с Е-доменом 
[68-73].

Установлено, что фибриноген имеет три центра связывания Са2+ высо­
кой аффинности (KD • 10_6) и несколько центров слабого связывания Са2+ 
(KD • 10-3) [74, 75].

Одной из основных функций фибриногена является его способность 
под действием тромбина превращаться в мономерный фибрин, который за­
тем спонтанно полимеризуется и создает волокнистую сеть фибрина, служа­
щую основой сгустка, предупреждающего кровопотерю.

Самосборка фибрина — строго упорядоченный процесс, отдельные эта­
пы которого регламентированы каталитической активностью тромбина, 
обеспечивающего экспонирование центров полимеризации и образование 
определенных форм фибрина (фибрин дез-АА, протофибриллы, фибрин 
дез-ААВВ). Функциональные свойства каждой формы фибрина обусловле­
ны последовательным включением новых доменов молекулы фибрина в по­
строение фибринового сгустка (см. рис. 2.8).

Процесс самосборки фибрина разделяют на несколько этапов. На пер­
вом фибриноген превращается в фибрин-мономер, на втором — его молеку­
лы спонтанно полимеризуются с образованием двунитчатых структур — 
протофибрилл, на третьем — протофибриллы путем латеральной ассоциа­
ции соединяются в фибриллы, которые и составляют трехмерную сетку 
[76-78].

Превращение фибриногена в мономерный фибрин происходит в ре­
зультате ограниченного протеолитического действия тромбина, который от­
щепляет от NH2-KOHueBbix участков Аа- и Bp-цепей фибриногена соответст­
венно фибринопептиды А (16 аминокислотных остатков) и В (14 аминокис-
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ГЛ А В А2. Молекулярные основы свертывания крови

I — доменная организация молекулы фибриногена; II— расположение центров полимеризации а и Л; 
III — образование протофибрилл и волокон фибрина

лотных остатков). При этом в центральном домене Е экспонируются специ­
фические центры полимеризации ЕА и Ев [79—81].

Основным механизмом полимеризации фибрина является нековалент­
ное межмолекулярное взаимодействие специфических центров полимериза-
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2,1. Компоненты системы свертывания крови

ции доменов Е (ЕА, Ев) и комплементарных им центров D-доменов (Da, Db) 
молекулы фибрина. Центры Da и Db не требуют предварительной активации 
и присутствуют в молекуле фибриногена. Наличие в молекуле мономерного 
фибрина специфических центров полимеризации обеспечивает самосборку 
фибрина [83—89].

Отщепление фибринопептидов А имеет кооперативный механизм: 
скорость отщепления первого фибринопептида А в 16 раз превышает ско­
рость отщепления второго фибринопептида А [90, 91]. Обнаружено, что 
тромбин имеет большое сродство к Аа-цепи, а методом ядерного магнит­
ного резонанса уточнены аминокислотные остатки в N-концевом участке 
Аа-цепи. (Asn7—ValI5), с которыми тромбин связывается локусом активно­
го центра. Этот участок имеет шпилькоподобную структуру, благодаря че­
му аминокислоты Аа-цепи Phe8, Leu9, Val15 образуют гидрофобный клас­
тер, попадающий в соответствующий гидрофобный участок активного 
центра тромбина и связывающийся с аполярным сайтом тромбина. При 
этом происходит сближение Arg16 Аа-цепи фибриногена и каталитической 
триады активного центра фермента, необходимого для гидролиза связи 
Arg,6-Gly17 [92].

Отщепление тромбином А пептидов, имеющих отрицательный заряд, не 
приводит к конформации фибрина дез-АА, но локально изменяет заряд Е-до- 
мена и открывает N-концевые Gly-His-Arg-Pro-участки a-цепей. После это­
го начинается построение протофибрилл, структура которых состоит из па­
раллельно расположенных молекул мономерного фибрина, перекрывающих 
друг друга наполовину. Образование протофибрилл происходит за счет не­
ковалентного взаимодействия молекул мономерного фибрина по специфи­
ческим центрам полимеризации ЕА— Da.

Построение двунитчатой протофибриллы приводит к ускорению отще­
пления фибринопептидов В. Кинетические параметры отщепления фибри­
нопептида А выше, чем фибринопептида В. Протофибриллы латерально ас­
социируют в фибриллы, разветвляющиеся и образующие трехмерную сеть 
полимерного фибрина — сгусток (см. рис. 2.8).

Исследование локализации, структуры и функции центров полимериза­
ции проведено с использованием коротких синтетических пептидов 
Gly-Pro-Arg и Gly-His-Arg, последовательность которых совпадает с пос­
ледовательностью N-концевых участков а- и [3-цепей фибрин-мономера. 
Показано, что пептид Gly-Pro-Arg является эффективным ингибитором 
полимеризации и связывается с D-фрагментом [79, 84]. Выявлено, что за­
мещение одной аминокислоты в этом пептиде приводит к потере антипо- 
лимеризационных свойств фрагмента. В фибриногене Детройт подобное за­
мещение Arg -> Ser приводит к нарушению процесса полимеризации. Это 
свидетельствует о высокой степени консерватизма последовательности ами­
нокислот на участке Аа-цепи, примыкающему к фибринопептиду А.

Пептиды Gly-His-Arg не блокируют полимеризацию фибрина, но учас­
ток полипептидной цепи [3 15—42 является эффективным ингибитором по­
лимеризации. А.З. Буджинский предположил, что участок полипептидной 
цепи р 30—43 образует петлю в микродомене р 15—55, которая сближается с
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участком р 15—17 и изменяет конформацию, вызванную отщеплением фиб- 
ринопептида В. По мнению авторов, такая конформационная перестройка 
и взаимодействие с N-концевой последовательностью Аа-цепи формирует 
второй центр полимеризации в молекуле фибрина [82—89, 93]. Позднее 
было показано, что моноклональное антитело к N-концевому участку 
a-цепи не связывается с эпитопом, находящимся в комплексе DD:E, в то 
время как моноклональное антитело к N-концевому участку p-цепи связы­
вается с ним. Выявлено также, что для целостности комплекса важны 
N-концевые аминокислоты a-цепи и последовательность цепи р 40—55. 
Авторы рассматривают комплекс DD:E как модель фибринового сгустка и 
делают вывод, что р 40—54 поддерживает структуру комплекса, а р 15—19, 
возможно, функционирует как центр латеральной ассоциации. Таким об­
разом, можно предположить, что В-центр полимеризации играет вспомо­
гательную роль в процессе полимеризации — ускоряет латеральную ассо­
циацию и укрепляет полимеры фибрина. Показано, что процесс полиме­
ризации фибриногена-325, у которого отсутствует участок 1—43 Вр-цепи, 
замедлен в 180 раз по сравнению со скоростью полимеризации нормально­
го фибриногена.

Проведение кристаллизации фрагментов фибриногена/фибрина и ис­
пользование рекомбинантных модулей фибриногена позволило детально 
изучить функционирование центров полимеризации и их локализацию в до­
менах. Исследованием трехмерной кристаллической структуры С-концевого 
у-модуля фибриногена установлено, что в формировании центра полимери­
зации Da задействован участок у-цепей 337—379, который связывает пептид 
Gly-Pro-Arg [94-96].

Если отщепление фибринопептидов А и образование связей ЕА—Da яв­
ляется пусковым механизмом процесса полимеризации фибрина, то роль 
взаимодействия центров Ев—Db окончательно не выяснена. Отщепление 
фибринопептидов В — необязательное условие для инициации латеральной 
ассоциации протофибрилл. Показано, что под действием тромбиноподоб­
ных ферментов, которые отщепляют только фибринопептид А, образуются 
толстые фибриллы. Известно, что отщепление В-пептида приводит к стаби­
лизации D-блоков, усиливает латеральные контакты протофибрилл, что со­
провождается укреплением структуры протофибрилл, повышением разветв­
ления волокон и увеличением эластичности геля. Информация о локализа­
ции и роли взаимодействия центров Ев—Db в процессе самосборки фибрина 
может дать дополнительную информацию о механизме образования фибри­
нового сгустка [97, 98].

Важное функциональное значение последовательности отщепления пе­
птидов при свертывании фибриногена под действием тромбина может быть 
решающим для оптимизации самосборки фибрина, когда формируются тол­
стые высокоупорядоченные фибриллы. Высказано предположение о том, 
что более позднее образование связи Ев—Db является контрольным механи­
змом, предотвращающим внутрисосудистое свертывание крови.

Высокая степень гомологии С-концевых участков Вр- и у-цепей фибри­
ногена позволила предположить, что Оь-центр полимеризации расположен
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в С-концевой зоне В[3-цепи исследованием влияния пептида Gly-His-Arg- 
Рго, меченного флуоресцентным зондом, на антиполимеризационные свой­
ства фрагмента D, в котором отсутствует участок у-цепи. Эта гипотеза под­
тверждена [79, 84].

Важная роль в процессе самосборки фибрина С-концевых участков 
Аа-цепей [68—73] впервые отмечена В.А. Белицером, который показал, что 
аС-домены в молекуле фибриногена связаны между собой и с центральным 
Е-доменом и отвечают за глобулярное состояние и высокую степень гидра­
тации молекулы фибриногена [99]. После отщепления фибринопептидов А 
аС-домены диссоциируют и принимают участие в латеральной ассоциации 
протофибрилл, ускоряя этот процесс и образуя первичные контакты между 
молекулами фибрина и протофибриллами. О наличии в аС-доменах цент­
ров межмолекулярной связи, принимающих участие в латеральной ассоциа­
ции протофибрилл, свидетельствуют также данные, полученные при изуче­
нии процесса полимеризации аномального фибриногена, в котором нару­
шена структура аС-доменов.

Начальная скорость реакции полимеризации, как было определено, 
пропорциональна квадрату концентрации фибриногена. Достигнув опреде­
ленной длины, протофибриллы начинают латерально ассоциировать. Про­
тофибриллы и фибриллы спирализированы с шагом спирали 1930 нм. Рост 
протофибрилл в длину зависит от условий полимеризации и концентрации 
тромбина. Толщина фибрилл также зависит от условий полимеризации и 
определяется балансом между силой ассоциации поверхностных протофиб­
рилл к фибрилле и силой растяжения протофибриллы.

Образования межфибриллярных контактов и трехмерной сетки сгустка 
отвечает фазовому переходу раствор—гель [77, 78, 92, 97, 99].

После желатинизации структура сгустка ковалентно фиксируется (ста­
билизируется) фактором ХШа, который прошивает полимерный фибрин по 
а- и у-цепям. При этом образуются изопептидные связи между е-аминогруп- 
пами остатков лизина 406 и у-карбоксильными группами специфических 
глутаминовых остатков 398. Вследствие этой реакции увеличиваются меха­
ническая прочность сгустка, структурная целостность фибриновых волокон 
и резистентность их к лизису плазмином. По данным электронной микро­
скопии, при ковалентной прошивке структурная организация фибрина не 
изменяется, так как фермент катализирует образование связей между участ­
ками соседних молекул, которые уже закреплены в структуре фибрина сис­
темой нековалентных связей и имеют определенное положение в пространс­
тве. Этот процесс зависит от ионов Са2+. Прошивка по у-цепям — быстрый 
процесс, происходящий при низкой концентрации фермента на стадии об­
разования протофибрилл. Прошивка по a-цепям осуществляется медленнее 
и требует более высокой концентрации фактора ХШа системы свертывания 
крови. Остатки глутамина, принимающие участие в образовании а-полиме- 
ров, локализованы в положении 328—366, а реактивные лизины — в поло­
жении 508, 556 или 562.

Исследование влияния ионов Са2+ на полимеризацию фибрина показа­
ло их существенную роль в процессе самосборки фибрина. При физио-

1138-6-732

Aku
sh

er-
Lib

.ru



ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

логической концентрации ионов кальция обеспечивается структурная це­
лостность молекулы фибриногена и стабилизация центров полимеризации 
на всех этапах процесса. Латеральная ассоциация протофибрилл в фибрил­
лы с уменьшением концентрации ионов Са2+ замедляется.

Ферментативное расщепление фибриногена/фибрина. Ферментативная 
деградация фибриногена (как и фибрина) in vivo — естественный процесс, 
который происходит постоянно (катаболизм), поэтому плазма крови все­
гда содержит не только интактный, но и частично расщепленный фибри­
ноген.

Характер протеолитического расщепления молекулы фибриногена 
определяется ее пространственной организацией. Показано, что независимо 
от типа протеиназ фибриноген расщепляется на фрагменты, соответствую­
щие его доменам, а расщепление пептидных связей происходит прежде все­
го в неупорядоченных междоменных участках а-суперспирали.

Расщепление плазмином первых 10 пептидных связей в фибриногене 
происходит со скоростью, на порядок большей по сравнению с дальнейшим 
расщеплением молекулы. Сначала от фибриногена последовательно отщеп­
ляются длинные (до 2/3 длины Аа цепей) С-концевые участки (аС-домен), 
что сопровождается образованием Х-фрагментов молекулярной массой 295 
и 260 кДа (рис. 2.9).

Проанализировав структуру Х-фрагментов, Л. Медведь и соавт. предло­
жили схему расщепления фибриногена на первых этапах действия плазмина 
[69, 72], согласно которой от обеих Аа-цепей отщепляются фрагменты 42 и 
12 кДа; затем более длинная Аа-цепь сокращается еще на 30 кДа и отщеп­
ляются короткие N-концевые участки Вр-цепей (53 аминокислотных ос­
татков). Расщепление 1ЧН2-концевого участка Bp-цепи происходит в два 
этапа. На первом отщепляется пептид, состоящий из 42 аминокислотных 
остатков, на втором — из 11 аминокислотных остатков. В составе первого 
фрагмента находится сегмент из 14 аминокислот — фибринопептид В [100, 
101]. Поздние Х-фрагменты теряют способность свертываться под действи­
ем тромбина.

Асимметрическое расщепление Х-фрагмента в области между двумя ди­
сульфидными кольцами приводит к возникновению D-фрагмента (молеку­
лярная масса 95 кДа) и Y-фрагмента (молекулярная масса 150 кДа). В даль­
нейшем Y-фрагмент расщепляется на Е-фрагмент молекулярной массой 
60—50 кДа и D-фрагмент, аналогичный первому.

Таким образом, вследствие ограниченного протеолиза фибриногена воз­
никают два идентичных D-фрагмента и один Е-фрагмент. Впервые упо­
мянутые фрагменты были получены из плазминового гидролизата фибрино­
гена, а позднее идентифицированы промежуточные продукты расщепле­
ния — X- и Y-фрагменты.

Следует отметить, что терминами “D-фрагмент” и “Е-фрагмент” обо­
значают несколько их видов. Описаны три вида плазминовых Е-фрагментов 
(Е|, Е2, Е3) и два основных вида D-фрагментов. Так, при плазминолизе фиб­
риногена в присутствии ионов кальция сначала появляется D!-фрагмент 
(молекулярная масса 93—100 кДа). Иначе его обозначают Dcate или DH. Если
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D-фрагмент Е-фрагмент D-фрагмент

РИС. 2.9. Схема расщепления фибриногена плазмином

же плазминолиз фибриногена проходит в присутствии EGTA, то молекуляр­
ная масса фрагмента уменьшается в 2 раза и Di-фрагмент теряет С-конце- 
вой участок у-цепи, в котором локализованы Са2+-связывающий участок, 
центр полимеризации и участок связывания ТАП, вследствие чего возника­
ет так называемый ОЕСТА-фрагмент.

При лизисе, который происходит в физиологических условиях, фибри­
ноген превращается преимущественно в высокомолекулярные продукты, 
сохраняющие свойства, характерные для нативных белков. Поздние коро­
вые формы этих продуктов отличаются высокой резистентностью к протео­
литическим ферментам. В гидролизате соотношение высокомолекулярных 
фрагментов и пептидного материала составляет 2:1. Изменение условий гид­
ролиза — pH, температуры, количества фермента — влияет на скорость про­
цесса, но почти не отражается на количестве и качестве фрагментов и пеп­
тидов. Очевидно, особенности строения молекулы фибриногена определяет 
последовательность реакций фрагментации.

Расщепление стабилизированного фибринового сгустка происходит по 
аналогичному механизму [102]. Наличие в фибрине участков, которые легко
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расщепляются с образованием растворимых фрагментов, имеет глубокий био­
логический смысл: это обеспечивает высокую скорость растворения кровя­
ного сгустка после активации фибринолитической системы. На начальном 
этапе лизиса фибрина, стабилизированного фактором ХШа, отщепляются 
а-полимеры, на втором — расщепляются полипептидные цепи в суперспира- 
лизованной области, что приводит к образованию целого ряда продуктов, мо­
лекулярная масса которых варьирует от высокомолекулярных структур до 
DD:E-KOMwieKca и фрагментов DD и Е.

Эти данные свидетельствуют о том, что поперечно прошитый фибрин 
разрушается в виде крупных надмолекулярных блоков, обнаруженных в пла­
зме крови больных с синдромом диссеминированного внутрисосудистого 
свертывания [102, 103].

Основным конечным коровым продуктом ферментативного расщепле­
ния стабилизированного фибрина является БО:Е-комплекс, в котором за 
счет специфических центров полимеризации нековалентно соединены DD- 
и Е-фрагменты. DD:E-komwickc состоит из фрагментов трех молекул фиб­
рина, расположенных в протофибрилле рядом. Именно ЭО:Е-комплексы, 
являющиеся структурной единицей протофибриллы, составляют основу 
промежуточных высокомолекулярных комплексов DY/YD, DXD/YY и 
YXD/DXY.

Ковалентная прошивка DD-фрагмента придает двум доменам новые ка­
чества и сохраняет пространственное расположение центров полимериза­
ции, отвечающее конформации в полимерном фибрине. D-димер состоит из 
идентичных D-доменов, двух молекул фибрина, расположенных рядом в 
протофибрилле, или фибринового волокна. Этот фрагмент достаточно ста­
билен к расщеплению плазмином.

В комплексе Е-фрагмент имеет высокое сродство к D-димеру. DD:E-kom- 
плекс разрушается после отщепления плазмином обоих N-концевых участ­
ков p-цепей в Е,-фрагменте.

Последовательность расщепления ОЭ:Е-комплекса можно показать та­
ким образом: DD:E] -> DD:E2-> DD + Е3. Преобразование Е, в Е2 не сопро­
вождается диссоциацией ОЭ:Е-комплекса. Превращаясь в Е3, Е2-фрагмент 
теряет пептид (молекулярная масса 5 кДа), и комплекс распадается на фраг­
менты DD и Е3 (Аа 24—78, Вр 54—120, у 1—53)2. Накопление в гидролизате 
фрагмента Е3 всегда сопровождается появлением свободного DD-фрагмента 
и уменьшением DD:E комплекса и фрагментов Е( и Е2. Это было показано 
методом электрофореза в полиакриламидном геле в присутствии додецил­
сульфата натрия и р-меркаптоэтанола.

Изучение свойств продуктов деградации и комплексов фибриноге- 
на/фибрина позволяет понять общие принципы структурной организации и 
механизмов функционирования сложных белков и надмолекулярных струк­
тур. Так, установлено, что фибриноген входит в состав белковых комплек­
сов, которые функционируют при различных процессах в организме. В пер­
вичной структуре фибриногена локализован участок связывания с клетками 
крови — тромбоцитами (Аа 92—94 и Аа 572—574), лейкоцитами (у 190—202), 
(у 1—51, Вр 1 — 118). Полимерный фибрин принимает участие в активации
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фибринолитической системы, т. е. служит основой, на которой плазминоген 
подвергается действию тканевого активатора плазминогена (ТАП). Установ­
лен участок связывания плазминогена и ТАП на фибрине (Аа 148—160, у 
312—324). Такая многофункциональность фибриногена обусловлена струк­
турой и свойствами молекулы [104—112].

Изучением свойств продуктов ферментативного расщепления фибрино- 
гена/фибрина установлено, что они принимают участие во многих биологи­
ческих процессах и влияют практически на все звенья системы гемостаза: 
увеличивают проницаемость стенок сосудов, влияют на процесс агрегации 
тромбоцитов, на функции клеток крови и тканей различных органов, на син­
тез фибриногена. При некоторых патологических состояниях содержание 
продуктов расщепления фибриногена/фибрина в плазме крови значительно 
возрастает, они являются маркерами синдрома диссеминированного внут­
рисосудистого микросвертывания крови.

Фактор XIII — профермент единственного тиолового фермента систе­
мы свертывания крови трансглутаминазы (КФ 2.3.2.13). В гемокоагуляцион­
ном каскаде фактор XIII активируется последним в результате ограниченно­
го протеолиза тромбином. Физиологическая функция фактора ХШа систе­
мы свертывания крови заключается в образовании специфической изопеп- 
тидной связи между остатками у-карбоксиглутамила и s-аминогруппой ли­
зина при межмолекулярной прошивке мономеров фибрина, что укрепляет и 
стабилизирует фибриновый сгусток. Кроме того, при прошивке фибриново­
го сгустка трансглутаминазой происходит ковалентное связывание аз-анти­
плазмина с Аа-цепью полимерного фибрина, что имеет существенное зна­
чение в регуляции фибринолитического процесса. Ковалентное связывание 
фибронектина, коллагена, других белков плазмы крови и межклеточного 
матрикса с Аа-цепью фибрина необходимо для заякоривания фибринового 
сгустка в ткани и для процесса заживления ран. Таким образом, реакции, 
катализируемые трансглутаминазой, регулируют как поддержание нормаль­
ного гемостаза в плазме крови, так и репаративные процессы в местах по­
вреждения сосудов и тканей [113—116].

Согласно исследованиям [18, 115] фактор XIII содержится в крови в 
концентрации 70 нМ и синтезируется клетками печени и мегакариоцитами. 
В плазме крови фактор XIII связан с фибриногеном и включается в фибри­
новый сгусток.

Фактор XIII — гетеродимер, его молекулярная масса — 320 кДа. Он сос­
тоит из двух каталитических а- и двух регуляторных b-субъединиц (а2Ь2) мо­
лекулярной массой соответственно 82 и 76,5 кДа. Тромбоцитарная и плацен­
тарная формы состоят из а2-субъединиц [117—120].

Электронно-микроскопические исследования показали, что субъеди­
ница а фактора XIII имеет компактную асимметричную форму глобулы 
(6x9 нм), субъединица b — нитевидная структура длиной 30 нм и диаметром 
2 нм [117].

Полипептидные цепи субъединицы а плазменного, тромбоцитарного и 
плацентарного фактора XIII гомологичны и состоят из 730 аминокислотных 
остатков, не гликолизированы, и 9 остатков цистеина не образуют дисуль-
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фидные связи. Установлено, что субъединица а состоит из пяти доменов: 
трех термолабильных и двух термостабильных. Термолабильные домены 
обеспечивают прочное взаимодействие субъединиц а между собой. Первые 
37 аминокислотных остатков образуют домен активационного пептида. За­
тем до Lys513 расположен фибринсвязывающий домен.

Активный центр представлен последовательностью Gly3]2-Gly3l3- 
Cys3l4-Trp315 в каталитических субдоменах, сформированных участком по­
липептидной цепи 185—515. Полная каталитическая активность трансглута­
миназы зависит от аминокислотных остатков His342, His373, Asp396 и Val414; 
замена Vai на Phe дестабилизирует молекулу. Са2+-связывающий участок 
предположительно находится в последовательности Glu46S-Asp479 и удален от 
каталитического центра [121, 122].

Субъединица b состоит из 641 аминокислотного остатка, содержит 8,5 % 
углеводов. Ее структура на 98 % состоит из 10 повторяющихся последователь­
ностей, которые, как полагают, служат белоксвязывающими модулями. В 
COOH-концевом участке b-субъединицы в 587—599 положении обнаружен 
RDG-пептид — лиганд клеточных рецепторов. В полипептидной цепи субъ­
единицы b обнаружено три потенциальных места гликозилирования и 16-17 
дисульфидных связей. Главная функция субъединицы b состоит в образова­
нии комплекса с субъединицами а и регуляция их действия.

Фактор XIII активируется тромбином в присутствии фибрина и Са2+. 
Тромбин расщепляет пептидную связь Arg37—Gly38 и отщепляет от N-koh- 
цевого участка полипептидной цепи субъединицы а 37-членный пептид. В 
присутствии фибрина и Са2+ тетрамер (а2*Ь2) диссоциирует на активный ди­
мер (а2*), связанный с фибрином, и две субъединицы Ь, что сопровождается 
конформационной перестройкой субъединицы а и экспонированием актив­
ного центра. Фактор XIII может активироваться не только тромбином, но и 
трипсином, папаином.

В процессе активации фактора XIII важную роль играет фибриноген, 
который усиливает ограниченный протеолиз фактора XIII тромбином и в 10 
раз снижает необходимую для диссоциации цепей b концентрацию Са2+, 
приводя ее к физиологическому уровню.

В настоящее время установлено более 200 случаев развития тяжелых ге­
моррагических диатезов, обусловленных наследственным дефицитом фак­
тора XIII. Врожденный дефицит субъединиц а и b — редкое аутосомное за­
болевание (1:2 000 000) [122, 123]. Наряду с врожденной недостаточностью 
фактора XIII известны случаи выработки к нему иммунных IgG-ингибито- 
ров, которые угнетают активность как плазменного, так и тромбоцитарного 
факторов [18].

Ингибитор пути тканевого фактора (TFPI) связан с эндотелиальными 
клетками (50—80 %), после введения гепарина переходит в кровоток, где 
циркулирует в комплексе с липопротеинами низкой плотности — до 60 %, 
высокой плотности — до 44 %, очень низкой плотности — 9 % и только 6 % 
остаются в свободном состоянии. Молекулярная масса TFPI —36 кДа и 
40 кДа в том случае, если TFPI связан дисульфидными связями с аполипро- 
теином АП.
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Молекула TFPI состоит из 276 аминокислотных остатков. N-концевой 
участок ее содержит кластер отрицательно заряженных аминокислот, три 
домена типа ингибитора протеиназ Кунитца (KI, К.2, КЗ) и кластер положи­
тельно заряженных аминокислот на С-концевом участке. В каждом домене 
типа ингибитора Кунитца имеются три консервативных дисульфидных свя­
зи. В молекуле обнаружено три потенциальных места для N-гликозилиро- 
вания.

TFPI синтезируется эндотелиальными клетками кровеносных сосудов, 
астроцитами и олигодендроцитами мозга, мегакариоцитами. Установлено, 
что в больших количествах TFPI продуцируется эндотелием легких, сердца и 
в меньшем количестве — эндотелием синусоидов печени. В почках, подже­
лудочной железе и скелетных мышцах экспрессируется небольшое количес­
тво этого белка [124—126].

Антитромбин III — одноцепочечный гликопротеин молекулярной мас­
сой 58,2 кДа, циркулирует в крови в концентрации 2300 нМ. Биосинтез его 
происходит в печени [127—130].

Антитромбин III является одним из основных физиологических инги­
биторов тромбина и некоторых других активированных факторов свертыва­
ния крови (IXa, Ха, Х1а, ХПа, калликреина). Антитромбин III осуществляет 
постепенное прогрессирующее влияние на тромбин или на фактор Ха путем 
образования эквимолярных комплексов, которые удаляются из кровотока 
через рецепторопосредованный путь. Реакция ингибирования ферментов 
антитромбином III в значительной степени зависит от присутствия анион­
ных глюкозаминогликанов, таких как гепарин и гепарансульфат. Гепарин 
увеличивает ингибирующую активность антитромбина в 2000 раз и ускоряет 
его взаимодействие с тромбином.

Молекула антитромбина III состоит из 432 аминокислотных остатков. 
Рентгеноструктурным анализом установлено, что антитромбин III подобно 
другим серпинам сформирован элементами вторичной структуры: девять 
спиральных участков и три (3-структуры, на долю которых приходится около 
70 % молекулы. Установлено, что а-антитромбин III N-гликозилирован в че­
тырех положениях (Asn96, Asnl35, Asn155, Asn192), в то время как [3-антитром­
бин III лишен олигосахаридной группировки у Asn135. В плазме крови цир­
кулирует 10 % (3-антитромбина III. На долю углеводного компонента прихо­
дится около 15 % общей массы.

Гепаринсвязывающий домен расположен в N-концевой части молеку­
лы, включает аминокислотные остатки с 41 по 49 и со 107 по 156, состоит из 
основных аминокислот. N-концевой участок молекулы, расположенный на 
поверхности молекулы, вносит решающий вклад в формирование гепарин- 
связывающего участка. Ключевую роль в связывании гепарина играют ами­
нокислотные остатки антитромбина III Lysu, Arg13, Arg24, Arg47, Lys125, 
Argi29, Argl45.

Дефицит антитромбиновой активности чаще всего сопровождается раз­
витием тромбозов глубоких вен. Врожденный дефицит антитромбина III 
встречается относительно редко. В настоящее время многие мутации, вызы­
вающие дефицит антитромбина III, уже охарактеризованы. Приобретенные
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формы дефицита антитромбина III распространены довольно широко и свя­
заны с нарушением синтеза белка при заболевании печени, ускоренным ка­
таболизмом вследствие взаимодействия с тромбином, эластазой и гепари­
ном. Усиленное образование тромбина при ряде патологических состояний 
сопровождается потреблением антитромбина III.

а2-Макроглобулин (а2-М) — гликопротеин плазмы крови, ингибиторный 
потенциал которого составляет 25—30 % всего антитромбинового потенциала 
плазмы крови. Известны две функции а2-М. Первая связана с быстрым и свое­
временным выводом из кровотока комплексов ингибиторов (антитромбина 
III, а2-антиплазмина, Cl-эстеразы) с соответствующими ферментами, вто­
рая — при низкой концентрации вышеуказанных ингибиторов а2-М выпол­
няет функцию ингибирования активированных протеиназ крови. а2-М при­
нимает участие в иммунных реакциях, влияя на ответ иммунокомпетентных 
клеток на разные стимулы, а также контролирует способность макрофагов и 
нейтрофилов мигрировать в области воспаления. Макроглобулин определяет 
интенсивность синтеза и высвобождение некоторых растворимых медиато­
ров, регулируя интенсивность взаимодействия сенсибилизированных лимфо­
цитов со специфическим антигеном. Его значение возрастает при унаследо­
ванном или приобретенном дефиците основных ингибиторов протеиназ [33].

2.2. СИСТЕМА СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ
И ЕЕ РЕГУЛЯЦИЯ

2.2.1. Ферментативный каскад системы 
свертывания крови

Система свертывания крови является одной из основных 
составных частей гемостаза. Плазменный (коагуляционный) гемостаз — это 
многоэтапный ферментативный процесс, в котором участвуют белки плаз­
мы крови и тканей, надмолекулярные структуры и ионы кальция. Коагуля­
ционный гемостаз, хотя и называется вторичным, осуществляется не строго 
последовательно вслед за сосудисто-тромбоцитарным (первичным) гемоста­
зом, а функционирует при взаимодействии с этим звеном.

Необходимым компонентом процесса свертывания крови in vivo являют­
ся тромбоциты. Агрегированные активированные тромбоциты обеспечивают 
эквивалентную прокоагулянтам отрицательно заряженную фосфолипидную 
поверхность, на которой локализуются реакции, катализируемые многоком­
понентными комплексами. Кроме того, тромбоциты представляют собой 
депо белков, участвующих в процессе свертывания крови и его регуляции, и 
определяют особенности механизма функционирования гемостаза (локали­
зация ответа, усиление прокоагулянтной активности и предупреждение кро­
вотечения при повреждении сосуда). Участие тромбоцитов в процессе свер­
тывания крови подтверждается тем, что при введении фармакологических 
количеств мощного антагониста тромбоцитов, такого как простагландин Ен 
значительно удлиняется время свертывания крови и подавляется образова­
ние тромбина [131, 132].
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2.2. Система свертывания крови и ее регуляция

Конечной целью коагуляционного гемостаза является превращение фиб­
риногена в фибрин и последующее формирование фибринового сгустка, ко­
торый повышает плотность первичного тромба и закрепляет его на сосудис­
той стенке в месте повреждения.

С биохимической точки зрения механизм свертывания крови и образо­
вания сгустка представляет каскад последовательных ферментативных реак­
ций, которые осуществляются группой специфических белков — факторов 
системы свертывания. Каждый активированный фактор активирует следую­
щий путем ограниченного протеолиза, превращая профермент в фермент. 
Все плазменные факторы свертывания крови в неактивном состоянии обоз­
начаются римскими цифрами, а их активные формы маркируются прибав­
лением к номеру фактора буквы “а”. Многие прокоагулянты были открыты 
при исследовании системы свертывания крови больных с наследственными 
коагулопатиями, поэтому ряд факторов назван по фамилиям впервые выяв­
ленных носителей дефекта (факторы Хагемана, Кристмаса, Стюарта, фон 
Виллебранда) [1,2, 15, 18].

Большая часть реакций каскада системы свертывания крови протекает 
не в свободном растворе, где они слишком рассеянны, а на поверхности фо­
сфолипидных мембран, активированных тромбоцитов, лейкоцитов, эндоте­
лиальных клеток в присутствии ионов кальция и белковых кофакторов, ко­
торые изменяют конформацию профермента и отвечают за определенное 
сродство белковых компонентов друг к другу и к отрицательно заряженной 
фосфолипидной мембране [133, 134].

Эффективность ферментативного действия комплексов, которые соби­
раются при участии ионов кальция на поверхности фосфолипидных мем­
бран и состоят из витамин К-зависимой сериновой протеиназы и не обла­
дающего ферментативной активностью кофакторного белка, превышает 
каталитическую эффективность отдельных ферментов в 2,5 • 105 — 2 ■ 109 
раза [18].

Каждая последующая стадия проходит с большей скоростью, чем пре­
дыдущая, и первичный сигнал значительно усиливается за счет повышения 
на каждом этапе свертывания крови количества следующего компонента, 
принимающего участие в этом процессе. Небольшое количество активиро­
ванного фактора на начальных этапах процесса активации системы сверты­
вания вызывает лавинообразное усиление на последующих стадиях и как ре­
зультат — быструю реакцию организма на травму [135, 136].

Кроме того, широко распространен механизм положительной обратной 
связи, оказывающий содействие ускорению реакций начальных этапов 
свертывания крови. Например, фактор Ха и тромбин, активируя факторы V 
и VIII, значительно ускоряют процесс образования тромбина. Более того, 
тромбин является клеточным агонистом, который способен стимулировать 
тромбоциты и эндотелиальные клетки, что приводит к экспонированию 
отрицательно заряженных фосфолипидов на поверхности клеточных мем­
бран [15, 136].

Таким образом, биологическое значение этого сложного многоступен­
чатого ферментативного процесса состоит в том, что от момента запуска до
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Г Л АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

конечного этапа происходит возрастание скорости протекания каждого по­
следующего этапа и интенсивное наращивание содержимого компонентов 
каждого следующего этапа активации.

Процесс функционирования каскада реакций свертывания крови услов­
но делят на три фазы [1, 135].

Первая фаза — образование протромбиназного комплекса. Весь каскад 
активации факторов как внутреннего, так и внешнего пути системы сверты­
вания крови направлен на преобразование фактора X в активированный фак­
тор Ха и на формирование протромбиназного комплекса, который превра­
щает протромбин в тромбин.

Вторая фаза — тромбинообразование. Протромбиназиый комплекс 
(факторы коагуляции Ха, Va, ионы кальция) на фосфолипидной мембране 
переводит неактивный фактор II (протромбин) в активный фактор Па (тром­
бин). Активация протромбина является важным звеном каскада реакций 
коагуляционного гемостаза, которые ведут к образованию мультифункцио- 
нального фермента — тромбина, играющего ключевую роль в регуляции 
системы гемостаза.

Третья фаза свертывания крови —- фибринообразование. Образовав­
шийся тромбин отщепляет от молекулы фибриногена фибринопептиды, 
превращает его в фибрин-мономер, что сопровождается экспонированием 
специфических центров полимеризации. Молекулы фибрин-мономера, вза­
имодействуя по специфическим центрам полимеризации, образуют двунит­
чатые структуры — протофибриллы, которые латерально ассоциируют в фи­
бриллы и образуют фибриновую сеть. Кроме того, тромбин активирует фак­
тор XIII в фактор ХШа. Последний в присутствии ионов кальция ковалент­
но прошивает фибриновый полимер, превращая его в стабильную форму, 
которая и составляет основу кровяного сгустка.

В зависимости от пути формирования протромбиназы различают внут­
ренний и внешний пути ее образования. Связь с фосфолипидными мембра­
нами и дальнейшая взаимосвязь между факторами свертывания крови при 
активации происходит за счет белок-белковых взаимодействий, включаю­
щих взаимодействие IXa-VIIIa (теназа внутреннего пути) или взаимодейст­
вие фактора VII с апопротеином тканевого фактора, в результате чего обра­
зуется активный комплекс тканевый фактор-VHa, который называют теназа 
внешнего пути свертывания крови (рис. 2.10).

Основным критерием для разделения внешнего и внутреннего путей 
свертывания крови служит источник клеточных мембран, на поверхности 
которых протекают ферментативные реакции. Для активации факторов вну­
треннего пути свертывания крови источником отрицательно заряженных 
мембран являются активированные тромбоциты, а для факторов внешнего 
пути — мембраны эндотелиальных клеток и других тканей, с которыми 
кровь вступает в контакт при ранении.

Внутренний механизм свертывания крови реализуется с участием ряда 
факторов системы свертывания крови (XII, XI, IX, VIII, X), калликреин-ки- 
ниновой системы и тромбоцитов. Детальное изучение in vitro белок-белко­
вых взаимодействий при формировании ансамбля компонентов контактной 
системы на анионной поверхности (каолин, сульфаимиды, декстрансульфа-
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2.2. Система свертывания крови и ее регуляция

РИС. 2.10. Гипотетическая модель теназного комплекса [34]

ты, фосфолипиды) привело к постулированию механизма активации этой 
системы с генерированием фактора ХПа и калликреина (рис. 2.11).

Активированные тромбоциты или инородная отрицательно заряженная 
поверхность является высокоаффинной для белков контактной фазы. Взаим­
ная ориентация молекул в процессе образования комплекса приводит к из­
менению конформации каждого белка и активации компонентов [44, 46, 
137—140]. При этом прекалликреин превращается в калликреин, неактив­
ный фактор XII — в активный фактор ХПа, который в результате ограничен­
ного протеолиза стимулирует образование калликреина. Калликреин, в свою 
очередь, усиливает активацию фактора XII, в результате чего образуются ак­
тивные формы фактора XII — фактор аХПа и фактор рХПа [15, 18].

Субстратами фактора ХПа в плазме крови является прекалликреин, фак­
торы XI, VII, плазминоген. Фактор ХПа в присутствии высокомолекулярно­
го кининогена активирует фактор XI, превращая его в сериновую протеина­
зу — фактор 1Ха. Фактор 1Ха вместе с фактором Villa, фосфолипидами и 
ионами кальция образуют теназу внутреннего пути, которая активирует 
фактор X, действующий в комплексе с кофакторами как протромбиназа, 
превращая протромбин в тромбин [49, 141 — 143].

В настоящее время существенно расширились и изменились представ­
ления о природе и роли контактной активации плазменного протеолиза. 
Постулированный ранее механизм контактной активации фактора XII тра­
диционно рассматривался как триггер процессов внутреннего пути гемокоа­
гуляционного каскада. Более детальное изучение процесса активации отде­
льных компонентов контактной фазы дало возможность установить, что ак­
тивация белковых компонентов внутреннего пути системы свертывания 
крови может происходить независимо от активации фактора XII, поскольку
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

прекалликреин, связанный с Об-доменом высокомолекулярного кининоге- 
на и фактором XI на мембране тромбоцитов, нейтрофилов и эндотелиаль­
ных клеток, может инициировать процесс активации [144—148].

Кроме того, отсутствие прямых доказательств такой активации in vivo и 
тот факт, что дефицит этих компонентов не вызывает кровоточивости, вы­
раженной гемофилии, стимулировал поиск иного механизма их активации, 
а также уточнения физиологической роли этой системы в гемостазе.

Ранее она рассматривалась, в основном, как начальный этап внутренне­
го пути гемокоагулирующего каскада, однако в настоящее время установле­
но, что контактная активация протеолитических систем плазмы крови необ- 
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ходима для инициирования, усиления и распространения защитных реак­
ций организма, которые обеспечиваются этими и другими системами, с ни­
ми взаимодействующими. Ферменты контактной системы активируют плаз­
миноген, первый компонент (С1) и фактор В комплемента, фактор VII сис­
темы свертывания крови и проренин, а также стимулируют активацию нейт­
рофилов и влияют на функцию эндотелиоцитов непосредственно либо через 
высвобождение брадикинина. Особенно следует подчеркнуть влияние бра­
дикинина на процесс высвобождения цитокинов, таких как интерлейкин-1, 
фактор некроза опухолей и других вторично генерируемых медиаторов: NO, 
простагландинов и лейкотриенов [149].

Внешний путь свертывания крови ранее рассматривался как резервный, 
мобилизующийся организмом при чрезвычайных обстоятельствах, обуслов­
ливающий быстрое свертывание крови. Однако, согласно современным 
представлениям, внешний путь свертывания крови, индуцируемый ткане­
вым фактором, является основным механизмом тромбогенеза в сосудистом 
русле [1, 18, 44, 145—148].

Тканевый фактор — трансмембранный гликопротеин, содержащийся в 
мембранах эндотелиальных и гладкомышечных клеток, моноцитов, макро­
фагов, функционирует не самостоятельно, а в комплексе с фосфолипидной 
матрицей, которая в процессе повреждения внешней клеточной мембраны 
теряет нормальное асимметрическое распределение липидов, что сопровож­
дается переходом молекул фосфатидилсерина и фосфатидилэтаноламина с 
внутреннего листка бислоя мембраны на внешний.

Свертывание крови инициируется тканевым фактором, который экс­
прессируется на клеточных поверхностях при повреждении ткани и образует 
эквимолярный комплекс с фактором Vila (рис. 2.12). Фактор Vila, присутст­
вующий в кровотоке в небольшом количестве (0,5—1,0 % фактора VII), име­
ет конформацию, которая не позволяет ему контактировать с плазменными 
факторами свертывания крови и активировать их. Конформация фактора 
Vila меняется только после связывания с тканевым фактором и он приобре­
тает способность активировать факторы IX и X [150—154]. Фактор Vila от­
личается от других факторов системы свертывания крови тем, что становит­
ся чувствительным к инактивации антитромбином III только в комплексе с 
кофактором, что, очевидно, обеспечивает механизм циркуляции свободного 
фактора Vila в крови [7, 8].

Исследование на модельных системах процесса стимуляции тканевым 
фактором свертывания крови в условиях, близких к таковым in vivo, позво­
лило установить, что этот процесс можно разделить на фазы: инициация 
свертывания крови и распространение образования тромбина (см. вклей­
ку, рис. 20).

В первой фазе инициации свертывания крови комплекс тканевый фак­
тор-фактор Vila, называемый теназа внешнего пути, в присутствии ионов 
кальция влияет на фактор X, превращая его в активную форму. Образую­
щийся при этом в ограниченном количестве фактор Ха генерирует пикомо­
лярные концентрации тромбина.

Первая фаза характеризуется низкой скоростью образования тромбина, 
частичной активацией тромбоцитов и активацией прокофакторов V и VIII в
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РИС. 2.12. Физиологические пути свертывания крови [34]
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активные кофакторы Va и Villa. В течение этой фазы происходит образова­
ние также пикомолярных количеств факторов Vila, IXa, Ха и Х1а.

Преобразование фактора IX в активную форму также катализируется 
фактором Ха. Такой путь называется альтернативным, усиливающим меха­
низм активации системы свертывания крови, который ведет к появлению 
небольшого количества тромбина, необходимого для активации клеточного 
гемостаза, но недостаточного для процесса фибринообразования.

Кроме активации сериновых протеиназ системы свертывания крови, 
усиливающий механизм включает образование активной формы фактора 
VIII, выполняющего кофакторную функцию в тройном энзиматическом 
комплексе: фосфолипидная поверхность-фактор Villa-фактор IXa [18]. На 
поверхности мембран тромбоцитов, эндотелия и других клеток фактор IXa 
образует комплекс с фактором Villa, который эффективно активирует фак­
тор X со скоростью, в 50—100 раз большей скорости активации этого про­
фермента комплексом тканевый фактор-фактор Vila, и тем самым обеспе­
чивает образование тромбина в концентрации, достаточной для остановки 
кровотечения [158—160].

Продолжительность фазы инициации, которая соответствует времени 
свертывания крови, зависит, в первую очередь, от концентрации тканевого 
фактора и ингибитора пути тканевого фактора [161].

Затем при нормальных концентрациях всех прокоагулянтных белков 
наступает фаза распространения образования тромбина. При свертывании 
цельной крови образование сгустка происходит в начале этой фазы. Отличи­
тельными чертами фазы распространения является высокая скорость про­
цесса превращения протромбина в тромбин, завершение активации тромбо­
цитов и образование прочного сгустка. Эта фаза регулируется прежде всего 
AT III и системой протеина С, а также белками семейства серпинов [32, 33, 
127, 129, 151, 157].

Образование тромбина в процессе фазы распространения резко снижает­
ся в отсутствие факторов VIII и IX (гемофилия соответственно А и В) и при 
снижении содержания тромбоцитов до 5 % нормы [2].

Таким образом, активация фактора X может происходить при участии 
разных компонентов: теназы внешнего пути свертывания крови (комплекса 
тканевого фактора, фактора Vila и Са2+), теназы внутреннего пути свертыва­
ния крови (комплекса факторов IXa, Villa, фосфолипидов и Са2+). Внутрен­
ний и внешний путь активации системы свертывания крови объединяются 
на этапе образования протромбиназного комплекса (фактор Xa-Va-фосфо- 
липидная поверхность), который превращает профермент протромбин в ак­
тивный фермент тромбин [15, 18, 155, 162]. Распределение процессов свер­
тывания крови на внутренний и внешний пути условно, поскольку сущест­
вуют механизмы взаиморегуляции. Так, при незначительном повреждении 
сосудистой стенки тканевый фактор в комплексе с фактором Vila активиру­
ет фактор IX.

Превращение протромбина в тромбин — быстротекущий процесс, кото­
рый осуществляется in vivo специфическим активатором протромбина — 
фактором Ха (рис. 2.13). Активация протромбина фактором Ха приобретает
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ГЛ А В А 2. Молекулярные основы свертывания крови

РИС. 2.13. Схема активации протромбина протромбиназным комплексом, активация фак­
тора V системы свертывания крови тромбином и инактивация фактора Va активирован­
ным протеином С на фосфолипидной мембране

большую скорость при наличии отрицательно заряженных фосфолипидных 
мембран и фактора Va, которые принимают участие в образовании протром­
биназного комплекса и выполняют функции кофакторов, ускоряя процесс 
активации протромбина фактором Ха. Установлено, что протромбин может 
связываться только с активированным фактором Va. В этом процессе опре­
деленную роль играет фрагмент 2 протромбина. Фосфолипидная мембрана 
также играет существенную роль в процессе формирования протромбиназ­
ного комплекса и повышения субстратной специфичности фактора Ха к 
промежуточным продуктам процесса активации протромбина: мезотромби­
на, мезотромбина II и претромбина 2 [26, 164—168].

Фактор Ха одновременно или последовательно расщепляет две поверх­
ностно расположенные пептидные связи: Arg27|— Thr272 и Arg320—11е321 про­
тромбина. Лизис первой пептидной связи приводит к высвобождению фраг­
мента F, + 2, содержащего Gla-домен и две крингловые структуры. Вследст­
вие гидролиза второй пептидной связи образуется двухцепочечная молекула 
тромбина (цепи связаны дисульфидной связью). Таким образом, во время 
процесса активации протромбина от его молекулы фактором Ха отщепляет­
ся 42 % молекулы протромбина, которые остаются связанными за счет 
Gla-домена с фосфолипидной поверхностью, а молекула тромбина, имею­
щая меньшее сродство к ней, переходит в кровоток [168].

Расщепление только одной пептидной связи Arg32o—Пе321 приводит к 
появлению мезотромбина — промежуточного продукта образования тром­
бина, который способен гидролизовать синтетические пептидные субстра­
ты, но ограничено взаимодействует с тромбоцитами и фибриногеном.

Протромбин может расщепляться тромбином (Arg156—Ser|57) до проме­
жуточного продукта претромбина, молекулы которого не содержат Gla-до­
мен и первый крингл. Претромбин, не имея Gla-домена, теряет способность 
связываться с фосфолипидной мембраной и является физиологически неак­
тивным. Дальнейшее расщепление тромбина путем автокатализа сопровож­
дается потерей пептида 5,0—5,8 кДа, содержащего углеводный компонент.
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Трехиепочечная форма молекулы тромбина (у-тромбин) теряет свертываю­
щую способность. Таким образом, расщепление протромбина под действи­
ем тромбина вызывает снижение потенциала системы свертывания крови и 
является регуляторным процессом по принципу обратной связи.

Генерация тромбина может осуществляться при воспалительных про­
цессах на поверхности активированных моноцитов механизмом, не завися­
щим от фактора VII системы свертывания крови и тканевого фактора. Акти­
вация моноцитов приводит к экспонированию на их поверхности адгезив­
ных белков, в том числе интегринов аМ[32, называемых также Мас-1 или 
CD11 b/CD 18, принадлежащих к семейству р2-интегринов, которые наряду с 
другими белками связывают фактор X системы свертывания крови. Катеп­
син G, высвобождающийся из активированных лейкоцитов, вызывает огра­
ниченный протеолиз фактора X, превращая его в активную форму Ха, спо­
собную активировать протромбин в тромбин.

2.2.2. Структура и регуляторные 
функции тромбина

Тромбин — мультифункциональная сериновая протеиназа 
(КФ 3.4.21.5) состоит из двух цепей А и В, которые соединены двумя дисуль­
фидными связями. A-цепь состоит из 49 аминокислотных остатков. В-цепь 
содержит 259 аминокислотных остатков и стабилизирована тремя дисульфид­
ными связями. Углеводный остаток В-цепи составляет 4—5 % массы фер­
мента и состоит из 3,5 % нейтральных сахаров, 2,6 % глюкозамина и 1,5 % 
сиаловой кислоты. В-цепь содержит сериновый и гистидиновый радикалы 
активного центра. Установлено, что после восстановления межцепочечного 
дисульфидного мостика А- и В-цепи тромбина образуют нековалентный 
комплекс. A-цепь содержит Са2+-связывающий участок, который стабили­
зирует нативную конформацию молекулы тромбина, играет определенную 
роль во взаимодействии с липидами, однако не влияет на специфичность 
действия фермента [160, 170].

Тромбин является одним из главных биорегуляторов системы свертыва­
ния крови, проявляющих специфические протеолитические и гормоноподоб­
ные функции. Он участвует во многих физиологических и патологических 
процессах, таких как свертывание крови и противосвертывающие механиз­
мы, тромбообразование и фибринолиз, регуляция сосудистого тонуса и про­
цессов развития организма, а также в процессах воспаления, репарации тка­
ней, атерогенеза, канцерогенеза. Тромбин стимулирует клетки, принимаю­
щие участие в этих процессах, в том числе моноциты, Т-лимфоциты, фибро­
бласты, тучные и нервные клетки. На поверхности фибробластов тромбин 
имеет митогенный эффект; на макрофагах — хемотаксис; на эндотелиаль­
ных клетках — пролиферацию [171 — 178].

Прокоагулянтные свойства тромбина проявляются в реакциях, направ­
ленных на активацию и высвобождение факторов, участвующих в процессе 
свертывания крови; он индуцирует адгезию тромбоцитов и лейкоцитов к 
стенке сосуда и взаимодействует с тромбиновыми рецепторами на тромбо-
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

цитах, вызывая агрегацию тромбоцитов; стимулирует секрецию эндотелием 
адгезивных белков и тем самым ускоряет превращение протромбина в тром­
бин.

Антикоагулянтные свойства тромбина проявляются в активации нейро- 
гуморальной противосвертывающей системы; активации эндотелийзависи- 
мой системы протеина С, которая блокирует образование тромбина; стиму­
лировании секреции эндотелием простагландинов и ингибитора активатора 
плазминогена.

Регуляторные функции тромбина разнонаправлены. Так, активация 
тромбином факторов свертывания крови V, VIII и XI приводит к усилению 
активации системы свертывания крови. В то же время фермент приобретает 
парадоксальную противосвертывающую активность при связывании с тром­
бомодулином эндотелия, в результате чего изменяется его субстратная спе­
цифичность. Он теряет способность свертывать фибриноген и активировать 
тромбоциты, но активирует протеин С. Активированный протеин С инакти­
вирует факторы свертывания крови Va и Villa и тем самым блокирует обра­
зование тромбина.

Действие тромбина на процесс фибринолиза также разнонаправлено. 
Так, связанный с тромбомодулином тромбин может активировать ингиби­
тор фибринолиза — TAFI и тем самым блокировать фибринолиз. ТАНа-кар- 
боксипептидаза отщепляет от молекулы фибрина С-концевые остатки лизи­
на и аргинина. Это приводит к снижению сродства плазминогена к фибри­
ну, вследствие чего снижается скорость образования плазмина. В то же вре­
мя активированный тромбином протеин С связывает ингибитор активатора 
плазминогена (ПАИ-1), который продуцируется эндотелиальными клетка­
ми, и таким образом тромбин стимулирует фибринолиз [178, 179].

Действие тромбина на сосудистый тонус проявляется в его способности 
при разных условиях высвобождать из эндотелия либо оксид азота NO и 
простациклин (PGI2), тем самым стимулируя вазодилатацию, либо эндоте­
лии-1, а из тромбоцитов — тромбоксан А2, стимулируя вазоконстрикцию.

Итак, действие тромбина распространяется на все три звена гемостаза: 
тромбоцитарный аппарат, сосудистую стенку и плазменные факторы свер­
тывания крови. Поэтому активация протромбина является важным регуля­
торным процессом, который обеспечивает поддержание гемостаза и обусло­
вливает большую заинтересованность в исследовании процессов активации 
профермента, а также в создании ингибиторов тромбина.

Полифункциональность тромбина и его роль как про-, так и антикоагу­
лянта обусловлена особенностями его структуры, аллостерической регуля­
цией его активности и наличием, кроме классического активного центра се­
риновых протеиназ, нескольких субцентров, которые называют экзосайта­
ми, или субцентрами, дополнительного центра распознавания субстратов и 
рецепторов [172—178].

Эти субцентры отвечают за высокоспецифическое связывание тромбина 
с субстратами, рецепторами и высокую избирательность в расщеплении свя­
зей. Важной особенностью тромбина является то, что его активность зави­
сит от конформационной подвижности молекулы и ее изменений при взаи­
модействии с различными лигандами.
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Методами рентгеноструктурного анализа, направленного мутагенеза и 
химической модификации показана роль анионсвязывающего субцентра 1 в 
соединении тромбина с фибриногеном, тромбомодулином, кофактором II 
гепарина, рецептором, активируемым протеиназой (ПАР) и высокоспеци­
фическим экзогенным ингибитором тромбина — гирудином. Анионсвязы- 
вающий субцентр-2 отвечает за узнавание гепарина.

Экзосайт-1, взаимодействуя с комплементарными участками специфи­
ческих субстратов, ингибиторов и рецепторов, отвечает за высокую протео­
литическую специфичность тромбина и его регуляторные свойства. Так, при 
исследовании влияния пептида, имитирующего аминокислотную последо­
вательность N-концевого участка Аа-цепи фибриногена, было показано, 
что он неконкурентно ингибирует свертывающую активность тромбина, 
связываясь не с его активным центром, а с экзосайтом-1 [82, 181, 182].

Тромбин является 1Ча+-зависимым аллостерическим ферментом. Иден­
тифицированы два участка связывания Na+. Ионы натрия вызывают кон­
формационную перестройку молекулы фермента, которая приводит к обра­
зованию так называемой быстрой формы тромбина, обладающей большей 
специфичностью и способной расщеплять фибриноген с более высокой 
скоростью. Медленная форма тромбина специфичнее активирует протеин 
С. При физиологических условиях (145 мМ NaCl) существуют две формы 
тромбина. Точечная замена Тгр60 на Asp в молекуле тромбина вызывает сни­
жение связывания ионов натрия, что приводит к сдвигу в сторону формиро­
вания медленной формы фермента и к повышению антикоагулянтной акти­
вности тромбина [182, 183].

Образовавшийся тромбин более селективен, чем трипсин: он расщепля­
ет в фибриногене только четыре из 376 пептидних связей, чувствительных к 
действию трипсина, и превращает его в фибрин. Конечная фаза системы 
свертывания крови характеризуется трансформацией фибриногена в волок­
на фибрина, активацией тромбином фактора XIII, который ковалентно про­
шивает фибрин, образующий основной каркас сгустка крови.

2.2.3. Регуляция системы свертывания
крови

Для остановки кровотечения тромбин продуцируется в из­
бытке и создает угрозу тромбозов. Однако в процессе образования гемоста­
тичного тромба распространение тромбообразования от места повреждения 
стенки сосуда по сосудистому руслу не происходит, так как этому препятст­
вует антикоагулянтный потенциал и активация фибринолитической систе­
мы крови. Антитромботический потенциал плазмы крови на порядок пре­
вышает потенциал системы свертывания крови.

Ингибиторы системы свертывания крови обеспечивают нормальное 
функционирование гемостаза. Регулирование тонкого баланса между про­
коагулянтными механизмами и механизмами действия антикоагулянтов 
имеет важное значение для выживания. Нарушение регуляции этой слож­
ной системы приводит к тяжелым осложнениям, развитию тромбозов и ге­
моррагий [18].
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Естественные механизмы регуляции функционирования тромбина за­
ключаются в торможении процесса образования тромбина и в инактивации 
тромбина плазменными ингибиторами протеиназ в жидкой фазе и на поверх­
ности эндотелия сосудов. Эти процессы сопровождаются образованием 
комплекса тромбин-тромбомодулин на клетках эндотелия, активацией про­
теина С и блокированием образования тромбина системой С, прерывающей 
каскад свертывания крови на ранних его этапах; высвобождением антикоа­
гулянта гепарина из тучных клеток, депонирующих и секретирующих его, а 
также высвобождением гепариноподобных гликозаминогликанов из эндоте­
лия; секретированием тканевого активатора плазминогена и антиагрегаци­
онных простагландинов клетками эндотелия. Все эти механизмы в той или 
иной мере вовлекаются в общую противосвертывающую систему организма, 
активирующуюся при появлении в кровотоке тромбина и возникновении 
угрозы тромбообразования [34].

Систему ингибиторов протеолитических ферментов, регулирующих про­
цессы свертывания крови, фибринолиза и иммуногенеза можно рассматри­
вать как компонент универсальной системы организма, которая предотвра­
щает избыточный протеолиз в крови. Известны два способа инактивации 
ферментов системы свертывания крови: блокирование и расщепление. Оба 
способа завершаются тем, что продукты этой реакции распознаются клеточ­
ными рецепторами и удаляются соответствующими клетками из кровотока.

Свертывание крови происходит под жестким контролем, определяю­
щим скорость и объем протекания ферментативных процессов. Решающую 
роль на начальных этапах активации системы свертывания крови играет ко­
личество тканевого фактора, который высвобождается при повреждении со­
суда. Центром свертывания крови является место ранения, так как тканевый 
фактор локализован в мембранах поврежденных клеток. Продукты актива­
ции относятся от места активации в концентрациях, недостаточных для 
формирования сгустка. В связи с этим при повреждении стенки сосуда сгус­
ток образуется только в месте ранения.

Начальный этап свертывания крови — фазу инициации — блокирует 
ингибитор пути тканевого фактора (TFPI), являющийся ингибитором про­
теиназ, которые принимают участие в инициации свертывания крови. В 
крови присутствует как свободная форма ингибитора, так и связанная липо­
протеинами неактивная форма [124—126].

Установлено, что TFPI ингибирует фактор Ха, связываясь непосредст­
венно с активным центром фермента (рис. 2.14). Ингибирование комплекса 
фактор VIIa-тканевый активатор проходит в две стадии. На первой стадии 
процесса ингибирования образуется комплекс TFPI-фактор Ха, на второй — 
этот комплекс связывается с комплексом фактор VIIa-тканевый активатор. 
В процессе формирования такого сложного комплекса существенную роль 
играет Gla-домен фактора Ха. По альтернативной модели TFPI связывается 
с ранее сформированным тройным комплексом фактор VIIa-тканевый акти­
ватор-фактор Ха, образуя четырехкомпонентный комплекс.

Роль трех доменов типа ингибитора Кунитца молекулы TFPI изучена 
сайт направленным мутагенезом. Установлено, что домен К2 обеспечивает 
связывание и ингибирование фактора Ха, а домен К.1 — образование комп- 
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РИС. 2.14. Механизм регуляции активации фак­
тора Vila свертывания крови ингибитором пути 
тканевого фактора. В модели связывание TFPI с 
фактором Ха свертывания крови приводит к кон­
формационным изменениям молекулы ингибито­
ра, которые облегчают ингибирование фактора 
Vila, находящегося в комплексе с тканевым фак­
тором [34]

низкомолекулярный, усиливает синергизм

лекса с фактором Vila, кото­
рый необходим для формиро­
вания четырехкомпонентного 
комплекса. Отщепление доме­
на КЗ и С-концевого пептида 
молекулы TFPI, отвечающего 
за связывание гепарина, сни­
жает сродство комплекса инги­
битор-фактор Ха с отрицатель­
но заряженной фосфолипид­
ной мембраной [184—186].

В модельных эксперимен­
тах, выполненных в присутст­
вии нескольких ингибиторов 
свертывания крови, обнаружен 
синергизм действия TFPI, ан­
титромбина III и системы про­
теина С на процесс активации 
тромбина, т. е. одновременное 
действие двух ингибиторов вы­
зывает более выраженный эф­
фект. Гепарин, в том числе и 
действия антикоагулянтов [152].

Как показано в модельных экспериментах, на этапе инициации образо­
вания тромбина система протеин С — антитромбин III оказывает незначите­
льное ингибирующее действие на протяженность фазы инициации, но каж­
дая из этих регуляторных систем имеет выраженное влияние на фазу рас­
пространения образования тромбина, когда происходит непосредственное 
ингибирование образовавшегося тромбина (рис. 2.15) [157].

Прямая инактивация тромбина осуществляется семейством так назы­
ваемых серпинов (ингибиторов сериновых протеиназ), включающих анти­
тромбин III, а] — ингибитор протеиназ (агантитрипсин), кофактор II ге­
парина и а2 — макроглобулин. Семейство серпинов происходит от общего 
предшественника. Ингибиторы эволюционировали параллельно с серино­
выми протеиназами, которые прошли путь от трипсиноподобных протеи­
наз широкого спектра действия до высокоспецифичных регуляторных про­
теиназ, способных быстро и точно реагировать на нарушения гемостаза 
[129, 187].

Основным ингибитором тромбина является антитромбин III, который 
отвечает за 75 % антитромбинового потенциала плазмы крови. Он блокирует 
тромбин и другие сериновые протеиназы плазмы крови (факторы свертыва­
ния крови Ха, 1Ха, ХПа и плазмин), подавляя не только действие тромбина, 
но и препятствуя его образованию.

В отсутствие гепарина в плазме крови антитромбин III медленно инак­
тивирует тромбин. Это обусловлено тем, что между тромбином и ингиби­
тором вначале происходит слабая ассоциация (Kd= 1,4 • 10~3). Постепенное
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РИС. 2.15. Механизм регуляции активации фактора X и протромбина физиологическими 
ингибиторами [34]

действие антитромбина III предоставляет возможность свободному тромби­
ну выполнять свою специфическую биологическую функцию.

В процессе ингибирования антитромбин III оказывает постепенное про­
грессирующее действие на тромбин или фактор Ха путем образования экви­
молярного стехиометрического комплекса в результате взаимодействия арги­
нина, реактивного участка ингибитора с серином активного центра фермента. 
Комплекс фермент-ингибитор стабилизируется при образовании сложной 
эфирной связи между карбоксильной группой Arg393 молекулы антитромбина 
III и гидроксилом боковой группы серина в активном центре протеиназы, 
вследствие чего фермент теряет свои энзиматические свойства. Это подтвер­
ждается in vitro тем, что предыдущая обработка тромбина диизопропилфтор- 
фосфатом препятствует комплексообразованию с антитромбином III [188].

После расщепления связи Arg393—Ser394 в молекуле антитромбина III 
происходит конформационная перестройка (так называемая релаксация мо­
лекулы). Подобные структурные перестройки претерпевают в комплексе с 
тромбином оц-антитрипсин, кофактор II гепарина, превращаясь в такую 
форму, которую узнают рецепторы гепатоцитов, осуществляющих клиренс 
комплекса ингибитор-фермент, но не нативных ингибиторов [189].

Образование комплекса фермент-ингибитор происходит относительно 
медленно, но прогрессивно ускоряется гепарином, катализирующим инак-
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тивацию протеиназ, вследствие чего скорость реакции повышается более 
чем в 2000—5000 раз.

Гепарин — кислый полисахарид из числа глюкозаминогликанов, его мо­
лекулярная масса варьирует от 5 до 20 кДа. Молекула гепарина, благодаря 
наличию сульфогрупп, при физиологических значениях pH является полиа­
нионом.

Повышение скорости ингибирования тромбина антитромбином III в 
присутствии каталитических количеств гепарина обусловлено связыванием 
этого полианиона с остатками лизина Lysj14, Lysl2s, Lys2s7, Arg|32, Lys133, 
Argl36, а также аминокислотными остатками Arg47, Pro41, Thr19, которые 
формируют гепаринсвязывающий домен N-концевого участка антитромби­
на III. Молекулярной основой высокого сродства гепарина и антитромбина 
III служит уникальный пентасахарид с 3-0-сульфатированным гликозами- 
ном в третьем остатке (Н5), который вызывает конформационную пере­
стройку молекулы ингибитора. Установлено, что аминокислотные остатки 
Lys114, LyS|25, Lys2s7, Arg47 обусловливают связывание с Н5. Такой пентасаха­
рид достаточно эффективно усиливает ингибирование фактора Ха антитром­
бином III. Однако изолированный пентасахарид малоэффективен в катали­
зе ингибирования тромбина, поскольку для образования тройного комплек­
са тромбин-антитромбин Ш-гепарин требуется фрагмент гепарина, состоя­
щий из 18 моносахаридов.

Кинетические исследования образования тройного комплекса антитром­
бин Ш-тромбин-гепарин, проведенные in vitro, показали, что сродство свя­
зывания гепарина с ингибитором выше, чем с тромбином, поэтому сначала 
образуется бимолекулярный комплекс антитромбин Ш-гепарин. Образова­
ние этого комплекса сопровождается конформационными перестройками 
молекулы антитромбина III и изменением в положении реактивного арги­
нина ингибитора.

Связывание этих компонентов тройного комплекса индуцирует после­
дующее присоединение третьего компонента. Вместе с тем не следует иск­
лючать связывание тромбина с гепарином, особенно в условиях in vivo, и мо­
дуляцию центра узнавания высокомолекулярных соединений и конформа­
ционных изменений фермента, облегчающих ингибирование антитромби­
ном III. Существование в структуре антитромбина III реактивного участка, 
ответственного за связывание фермента, и домена, связывающего гепарин, 
подтверждено анализом нарушений в регуляции системы свертывания кро­
ви, вызванных врожденными дефектами молекулы антитромбина III.

В процессе ингибирования комплекс антитромбин Ш-тромбин закреп­
ляется, а гепарин отщепляется. Таким образом, гепарин является катализа­
тором образования комплекса АТШ-тромбин [7, 129, 190—194].

К важным регуляторным механизмам свертывания крови принадлежит 
сложная многофункциональная система протеина С, которую рассматрива­
ют как один из самых ранних и быстрых механизмов, включающихся в про­
цесс регуляции гемостаза при угрозе тромбообразования (табл. 2.2). Актива­
ция системы свертывания крови приводит к быстрому потреблению основно­
го компонента этой системы — протеина С, что в настоящее время рассмат­
ривается как один из главных показателей развития тромбофилии [30—32].
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Таблица 2.2. Характеристика компонентов антикоагулянтной системы протеина С

Белок, 
молекулярная 

масса

Содержа­
ние, нМ Домены Функции

Протеин С,
62 кДа

60 Gia, 2 EGFs, АР, SP Ингибитор свертывания крови (расще­
пление факторов V/Va, VIII/ Villa). 
Участвует в воспалительных и апоп- 
тозных процессах. АПС расщепляет 
ПАР-1

Тромбомо­
дулин •, 
75 кДа

Лектинподобный, гид­
рофобный, 6 EGFs, 
S/Т, трансмембранный, 
цитоплазм этически й

Трансмембранный белок эндотелиаль­
ных клеток, кофактор тромбина в про­
цессе активации тромбином протеина 
С и TAFI

Рецептор 
EPCR, 
50 кДа

Не опр. MHC/CD1 Мембранный белок; связывает Gla-до­
мен протеина С; стимулирует его акти­
вацию комплексом тромбин-тромбо­
модулин и расщепление ПАР-1 акти­
вированным протеином С

Фактор V,
330 кДа

20 Al, А2, В, АЗ, Cl, С2 Предшественник прокоагулянта фак­
тора Va, кофактор протромбиназного 
комплекса

Фактор VIII,
330 кДа

0,7 Al, А2, В, АЗ, Cl, С2 Предшественник прокоагулянта фак­
тора Villa, кофактор теназного комп­
лекса

Протеин S,
75 кДа

300 Gia, TSR, 4 EGFs,
SHBG (2LamG доме­
ны)

Кофактор протеина С, связывает С4ВР 
с апоптозными клетками, стимулирует 
фагоцитоз

С4ВР,
570 кДа

Не опр. 8 CCPS, 3 CCPS а-Цепи — кофакторы фактора I — фер­
мента, регулирующего систему комп­
лемента; p-цепь связывает протеин S

Ингибитор 
протеина С, 
60 кДа

Не опр. Домен серпинового 
типа

Ингибитор активированного протеина 
С и других протеиназ; стимулируется 
гепарином

а [-Антитрип­
син, 60 кДа

Не опр. Домен серпинового 
типа

Ингибитор активированного протеина 
С и других протеиназ

* Тромбомодулин присутствует в количестве 100 000 копий на эндотелиальную клетку. Концентрация 
свободного тромбомодулина в крупных сосудах ~ 0,1—0,2 нМ; при взаимодействии с тромбином его 
локальная концентрация увеличивается до 10 нМ; в микрососудах его концентрация достигает 
500 нМ. Таким образом, в соответствии с распределением тромбомодулина активность протеина С раз­
вертывается преимущественно в микроциркуляторном русле [30]. Не опр. — не определено.

Активированный протеин С является одним из основных белков анти- 
тромботического регуляторного механизма, он функционирует как анти­
коагулянт, принципиально отличающийся от действия специфических ин­
гибиторов факторов свертывания крови и от действия системы фибрино­
лиза.
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В отличие от ингибиторов тромбина семейства серпинов, которые непо­
средственно ингибируют сериновые протеиназы ферментативного каскада 
системы свертывания крови, протеин С снижает прокоагуляционный потен­
циал плазмы крови путем ограниченного протеолиза неферментативных ко­
факторов Va и Villa, участвующих в активации ключевых проферментов си­
стемы свертывания крови.

Еще одной функцией активированного протеина С является его способ­
ность стимулировать фибринолиз [195, 196]. Механизм профибринолитиче- 
ской активности протеина С описан подробно в гл. 3.

Активация протеина С осуществляется комплексом тромбин-тромбомо­
дулин на фосфолипидной мембране клеток. Тромбомодулин является высо­
коаффинным рецептором тромбина и выполняет роль кофактора в процессе 
активации протеина С. Он экспрессируется в эндотелиальных клетках сосу­
дов, тромбоцитов, моноцитов, макрофагов. Связывание тромбина с тромбо­
модулином блокирует прокоагулянтную активность тромбина. Таким обра­
зом, тромбомодулин действует как своего рода “переключатель” субстрат­
ной специфичности тромбина [2, 30, 31].

Тромбомодулин входит в состав эквимолярного комплекса с тромбином 
за счет взаимодействия пятого и шестого EGF-подобных доменов с В-цепью 
тромбина. Три последних EGF-домена формулируют минимальный фраг­
мент тромбомодулина, который способен функционировать в качестве 
кофактора активации протеина С. В процессе образования комплекса тром­
бин-тромбомодулин важен участок, содержащий остатки серина и треони­
на, в котором ковалентно присоединена цепь хондроитинсульфата с вы­
сокоаффинным фрагментом. Установлено также, что аминокислотный ос­
таток Asp349 играет критическую роль в кальцийзависимом связывании 
тромбомодулина и Gla-домена протеина С. В присутствии ионов кальция 
тромбомодулин увеличивает эффективность действия тромбина в процессе 
активации протеина С в 1000 раз и более.

Образование комплекса, способного активировать протеин С на поверх­
ности клетки, сопровождается конформационной перестройкой активного 
центра тромбина, в результате чего тромбин теряет свои свертывающие 
свойства и приобретает способность активировать протеин С [38, 39]. В на­
стоящее время установлено, что в процессе активации протеина С сущест­
венную роль играет EPCR — специфический клеточный эндотелиальный 
рецептор протеина С, который способствует концентрированию протеина С 
на поверхности стенок сосудов, что ускоряет его активацию комплексом 
тромбин-тромбомодулин.

Одной из основных функций активированного протеина С является ре­
гуляция процесса свертывания крови путем инактивации неэнзиматических 
кофакторов Va и Villa. Это приводит к торможению активации протромби­
на и фактора X и тем самым препятствует образованию фибрина, появление 
которого создает угрозу развития тромбозов.

Для эффективного функционирования активированного протеина С на 
фосфолипидной мембране необходимо присутствие кофактора — протеина 
S, способствующего взаимодействию протеина С с фосфолипидными мемб­
ранами тромбоцитов и эндотелиальных клеток [34, 197]. 30—40 % протеина
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IXa/ Villa

VIIa/ТФ

ТЛП

S в свободной форме циркулирует в плазме крови и может быть нековалент­
но ассоциирован с С4Ь-связывающим белком, который является регуля­
тором классического пути активации системы комплемента [42]. Только сво­
бодная форма протеина S функционирует как активный компонент системы 
протеина С. Протеины С и S взаимодействуют Gla-доменами с фосфолипид­
ными мембранами в присутствии ионов кальция. Кофакторная функция про­
теина S в процессе инактивации факторов Va и Villa заключается в усиле­
нии связывания протеина С с фосфолипидной мембраной и смещении его 
активного центра относительно мембраны, что способствует эффективности 
действия протеина С.

Протеин S проявляет антикоагулянтные свойства независимо от проте­
ина С, что обусловлено его конкуренцией с протромбином за связывание с 
фактором Va. Показано также, что протеин S связывает и ингибирует фак­
тор Ха, образовавшийся по внутреннему пути свертывания крови. Фосфоли­
пиды не оказывают влияния на это взаимодействие, а ионы кальция усили­
вают ингибиторный эффект. Механизм ингибирования состоит в обрати­
мом, специфическом и высокоафинном взаимодействии протеина S с фак­
тором Villa. Этот эффект был обнаружен в присутствии клеток эндотелия. 
Наличие тромбоцитов усиливает ингибирующее действие протеина S [34, 
198, 199].

Ингибирующее действие 
активированной системы проте­
ина С реализуется путем огра­
ниченного расщепления факто­
ров Va и Villa системы сверты­
вания крови. Активация проте­
ина С сопровождается расщеп­
лением молекулы профермента 
и конформационной перестрой­
кой, которая приводит к повы­
шению сродства С-концевого 
участка каталитического домена 
активированного протеина С к 
активированным факторам Va и 
Villa. Во взаимодействии с ак­
тивированным протеином С при­
нимают участие аминокислотные 
остатки Arg1865—Ileu1874 легких 
цепей фактора Va и Hys2oo9— 
Val2oi8 молекулы фактора Villa. 
Неактивированные кофакторы 
V и VIII резистентны к дейст­
вию активированного протеина 
С (см. рис. 2.6).

Инактивация фактора Villa 
протеином С сопровождается
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2.2. Система свертывания крови и ее регуляция

расщеплением пептидной связи Arg336—-Met337 в Al-домене и Arg562—Gly563 в 
А2-домене.

В молекуле фактора Va расщепление идет по остаткам Arg3O6, Arg506, 
Arg679. Расщепление первой пептидной связи нарушает не только связь меж­
ду А1- и А2-доменами, но и структуру участка (аминокислотные остатки 
31 1—325), отвечающего за взаимодействие кофактора Va с фактором Ха.

Ингибиторами активированного протеина С являются специфический 
ингибитор протеина С и а [-антитрипсин. Они нейтрализуют активирован­
ный протеин С относительно медленно, однако эффективность специфиче­
ского ингибитора протеина С возрастает в присутствии гепарина.

Нарушение регуляторной функции системы протеина С может быть 
связано как с врожденной недостаточностью самого профермента, так и с 
резистентностью фактора Va к активированному протеину С (РАПС), выз­
ванной точечной мутацией гена, кодирующего этот фактор.

Мутация в молекуле фактора V, которая сопровождается заменой остат­
ка Arg506 глутамином, приводит к нарушению нормальной деградации фак­
тора Va, стабилизирует протромбиназный комплекс и тем самым увеличива­
ет скорость образования тромбина. РАПС выявлена у 40 % пациентов, стра­
дающих тромбозами [34, 35, 200—204].

Различают наследственную и приобретенную формы резистентности. В 
основе приобретенной формы лежат нарушения взаимодействия фактора 
Va, протеина С с протеином S на фосфолипидной мембране. Эта форма 
РАПС сказывается при беременности и антифосфолипидном синдроме.

Снижение содержания функционально активного протеина С в настоя­
щее время рассматривается как один из маркеров ДВС-синдрома, развиваю­
щегося при болезнях почек, печени, сердца, воспалительных процессах, он­
кологических и других заболеваниях [34].

В норме происходит постоянная незначительная активация системы 
свертывания крови, которая контролируется ингибиторами свертывания 
крови и фибринолитической системой. Обнаружено, что количество фибри­
на и продуктов его деградации находится в динамическом равновесии 
[205—208]. Это свидетельствует о сбалансированности систем свертывания 
крови и фибринолиза. При дефиците ингибиторов свертывания крови воз-

свертывания крови и 
фибринолиза при 
ДВС-синдроме [34]

РИС. 2.16. Маркеры
активации системы
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ГЛ АВ А 2. Молекулярные основы свертывания крови

никает угроза развитая тромбофилии, причина которой может быть связана 
с недостаточным подавлением активации системы свертывания крови.

Нарушение взаимодействия между звеньями системы гемостаза может 
привести как к тромбозу и эмболии, так и к кровотечению. Многие заболе­
вания сопровождаются диссеминированым внутрисосудистым свертывани­
ем крови (ДВС-синдром), которое относится к приобретенным нарушениям 
системы гемостаза и рассматривается как неспецифическая общепатологи­
ческая реакция организма на действие повреждающих агентов. При диагно­
стике ДВС-синдрома необходимо определить параметры, характеризующие 
степень активации системы свертывания крови: РФМК, ТАТ, D-димер, 
фрагменты протромбина 1 + 2, активность ингибиторов системы свертыва­
ния крови (АТШ, протеина С). Для характеристики состояния системы фи­
бринолиза определяется содержание/активность тканевого активатора плаз­
миногена и ингибитора тканевого активатора плазминогена первого типа 
(рис. 2.16).
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ГЛАВА 3 СИСТЕМА ФИБРИНОЛИЗА 
ПЛАЗМЫ КРОВИ

Система фибринолиза — одна из важнейших протеолити­
ческих систем в организме млекопитающих, которая обес­
печивает поддержание крови в жидком состоянии препят­
ствуя внутрисосудистому тромбообразованию [1—3]. Кро­
ме того, фибринолитическая система обеспечивает лизис 
внеклеточных отложений фибрина: в почечных канальцах, 
матке, слезном канале, желчных протоках, канальцах груд­
ных желез [2]. Необходимо также отметить, что протеина­
зы фибринолитической системы крови играют важную 
роль в процессах миграции клеток, росте сосудов (ангио­
генезе), ремоделировании тканей, инвазии опухолей, им­
мунологических процессах, аллергических реакциях, ову­
ляции, имплантации эмбрионов, эмбриогенезе [4—6].

Впервые термин “фибринолиз” предложил A. Dastre в 
1893 г., для описания физиологического процесса лизиса 
фибрина [2]. Интенсивные исследования процесса фибри­
нолиза начаты в 50-х годах XX ст. На данное время исследо­
ваны главные компоненты фибринолитической системы 
(табл. 3.1). Ключевым проферментом системы фибрино­
лиза является плазминоген — одноцепочечный глико­
протеин плазмы крови с молекулярной массой 92 кДа, 
который после активации эндогенными или экзогенными 
активаторами превращается в активный фермент — плаз­
мин (КФ 3.4.21.7). Функционирование фибринолитической 
системы обусловлено сбалансированным взаимодействием 
активаторов и ингибиторов плазминогена (см. вклейку, 
рис. 21) [7]. Известно три типа физиологических актива­
торов плазминогена: урокиназа (КФ 3.4.21.73), которая 
обеспечивает протеолиз на поверхности клеток путем 
активации плазминогена или факторов роста с последую­
щей деградацией компонентов клеточного матрикса, фак­
тор ХПа (вносит незначительный вклад в потенциал фиб­
ринолитической системы) и тканевый активатор плазми­
ногена (КФ 3.4.21.68), которому присуща определяющая

141

Aku
sh

er-
Lib

.ru



Таблица 3.1. Компоненты системы фибринолиза

ГЛ АВ АЗ. Система фибринолиза плазмы крови

Компонент Молекулярная 
масса, кДа

Содержание 
в плазме

Период 
полужизни Функция

Плазминоген 92 0,2 мг/мл 50 ч Профермент

а2-Антиплазмин 69 0,07 мг/мл 50 ч Ингибитор плазмина

а2-Макроглобулин 725 2,5 мг/мл Не опр. Поливалентный ингибитор

Тканевый активатор 
плазминогена (ТАП)

70 5—10 нг/мл 2—3 мин Активатор плазминогена

Урокиназа 55, 31 1 нг/мл 3—5 мин Активатор плазминогена
Прекалликреин 88 0,04 мг/мл 25 ч Профермент
Фактор XII 80 0,03 мг/мл 60 ч Профермент
Ингибитор актива­
торов плазминогена 
типа 1 (ПАИ-1)

50 60 нг/мл 5—15 мин Ингибитор

Ингибитор актива­
торов плазминогена 
типа 2 (ПАИ-2)

70 <5 нг/мл Не опр. Ингибитор системы комп­
лемента и контактной акти­
вации

Активируемый тром­
бином ингибитор
фибринолиза (TAF1)

49 13 мкг/мл 8 мин Ингибитор связывания пла- 
зминоген-ТАП с фибрином

Примечание. Не опр. — не определено.

роль в деградации фибрина и тромбов в русле крови [1—3]. К экзогенным 
активаторам плазминогена относится стрептокиназа (белок бактериального 
происхождения) и рекомбинантные препараты тканевого активатора плаз­
миногена и урокиназы, которые вводятся в организм с лечебной целью [1, 
8-10].

Плазминоген активируется сосудистыми и тканевыми активаторами на 
поверхности фибринового сгустка, где находятся все компоненты необходи­
мые для этого процесса. Связанный на поверхности фибрина плазмин в зна­
чительной степени защищен от ингибирующего действия а2-антиплазмина 
(физиологический ингибитор плазмина), благодаря этому механизму обес­
печивается лизис фибринового сгустка в присутствии ингибитора. После 
ферментативного лизиса фибрина до фрагментов плазмин высвобождается в 
кровеносное русло, где быстро и необратимо ингибируется а2-антиплазми- 
ном. Эта модель межмолекулярных взаимодействий белковых компонентов 
системы фибринолиза в общем виде была сформулирована в 1978 году 
В. Wiman и D. Collen [11].

Регулирование процесса фибринолиза происходит на уровне ингибито­
ров активаторов плазминогена I, II и III типа (соответственно ПАИ-1, 
ПАИ-2 и ПАИ-3) или а2-антиплазмином, которые являются ингибиторами 
сериновых протеиназ и относятся к семейству серпинов [3]. Также одним из 
основных регуляторов активности протеолитических ферментов крови и тка­
ней считается а2-макроглобулин. Он образует комплексы с сериновыми
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3.1. Плазминоген / плазмин - ключевой компонент системы фибринолиза

протеиназами, снижая их активность, тем не менее, он не относится к се­
мейству серпинов [2]. Существует также группа модуляторов фибринолити­
ческой системы, к которой относят витронектин (ВН), тромбоспондин, тет- 
ранектин и др., способные ингибировать или стимулировать процесс фиб­
ринолиза. Например, витронектин взаимодействует с функционально акти­
вным ПАИ-1, что повышает стабильность последнего [3, 12].

3.1. ПЛАЗМИНОГЕН / ПЛАЗМИН -
КЛЮЧЕВОЙ КОМПОНЕНТ СИСТЕМЫ ФИБРИНОЛИЗА

Плазминоген человека — одноцепочечный гликопротеин 
молекулярной массой 92 кДа. Активная форма плазминогена — плазмин, 
сериновая протеиназа семейства химотрипсина [13]. Плазминоген найден 
во всех биологических жидкостях организма, некоторых тканях и компонен­
тах крови [1—4]. Плазминоген циркулирует в крови в мономерной форме, в 
комплексе с а2-антиплазмином или фибриногеном [14].

Анализ аминокислотной последовательности тяжелой и легкой цепей 
плазмина [15—17] и плазминогена [18—24] дал возможность определить пол­
ную аминокислотную последовательность плазминогена. Молекула нативной 
формы плазминогена человека состоит из 791 аминокислотного остатка и со­
держит 24 дисульфидные связи. На N-конце расположен остаток глутамино­
вой аминокислоты (такую форму обозначают как Glu-плазминоген), на С-ко- 
нце — остаток аспарагинов'ой аминокислоты [13]. Молекула плазминогена 
содержит 2 % углеводов (сиаловая кислота, N-ацетилглюкозамин, нейтраль­
ные сахара), которые локализованы в участке, соответствующем тяжелой це­
пи плазминогена. Олигосахариды присоеденены к Asp288 и Тге345 (рис. 3.1).

Структура тяжелой цепи Пг характеризуется наличием пяти участков го­
мологичной последовательности, названных “кринглами”, впервые иденти­
фицированных в бычьем протромбине [25]. Крингловые структуры пред­
ставляют особый интерес, поскольку они присутствуют практически во 
всех ферментах, связанных с системой свертывания крови и фибринолиза 
(рис. 3.2), что указывает на их роль в тонкой регуляции этих процессов.

Крингл — трехмерная петлеподобная структура, содержащая ~ 80 ос­
татков аминокислот и три высококонсервативные дисульфидные связи. Их 
структуре присуща p-складчатая организация и кластер ароматических ами­
нокислотных остатков. Основная функция крингловых структур — связыва­
ние с разными лигандами; например, кринглы плазминогена принимают 
участие в связывании с фибрином, а2-антиплазмином, тромбоспондином и 
клеточными рецепторами. Для характеристики связывающих участков кринг- 
лов были использованы низкомолекулярные лиганды с положительно заря­
женными группами. Показано, что со-аминокарбоновые кислоты, такие как 
6-аминогексановая (6-АГК), обладают антифибринолитической активнос­
тью и моделируют связывающую способность больших молекул, в частности 
фибрина. Фрагментация плазминогена эластазой и другими протеиназами 
дала возможность идентифицировать отдельные кринглы плазминогена, ко­
торые имеют связывающие участки для этих аминокислот [26]. Такие низко-
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ГЛ А В АЗ. Система фибринолиза плазмы крови
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РИС. 3.1. Схема структуры молекулы плазминогена человека [13]:
A-цепь, В-цепь соответственно тяжелая и легкая цепь Пг; К,, К2, К3, К4, К5 — крингловые 
структуры Пг; ♦ — места присоединения гликозильных остатков; согнутая белая стрелка 
указывает на активационную связь Ачд56|— Val562; в кружочек обведенные His6()3, Asp646 и 
Ser74| активного центра плазмина; ПАП — преактивационный пептид
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3.1. Плазминоген / плазмин - ключевой компонент системы фибринолиза

молекулярные лиганды, как А-лизин, 6-АГК, бензамидин, Z-аргинин связы­
ваются с интактным плазминогеном и/или с его изолированными фрагмента­
ми по одному участку на один крингл; они называются лизинсвязывающими 
участками (Л СУ) [27—31]. Структура Л СУ охарактеризована в кристаллогра­
фических и ЯМР-исследованиях как гидрофобная пустота, в формировании 
которой принимает участие кластер ароматических аминокислот с удвоен­
ным зарядом анионного центра в одном конце этой пустоты. Связывающие 
участки, имеющие высокую степень сродства к С-концевому остатку лизина, 
дополнительно образуют катионный центр в противоположном конце этой 
пустоты.

Согласно имеющимся данным, плазминоген превращается в плазмин 
путем расщепления пептидной связи Arg561— Val562 определенными актива­
торами. Эта связь расположена в дисульфидной петле, образованной мости­
ком Cys557—Cys565. Существует предположение, что эта связь важна для спе­
цифического взаимодействия с активаторами, так как благодаря дисульфид­
ным связям расщепление Arg561 — Val562 не приводит к распаду молекулы 
плазминогена, а она из одноцепочечной превращается в двухцепочечную и 
состоит из двух полипептидных цепей: тяжелой — A-цепи, расположенной в 
N-конце молекулы, и легкой В-цепи, которая находится в С-концевом учас­
тке. Молекула плазмина относится к эндопептидазе — двухцепочечной три­
псиноподобной сериновой протеиназе с активным сайтом, состоящим из 
His603, Asp646, Ser741 [3, 13]. Сериновый протеиназный домен плазмина (по­
следовательность Val562—Asn791) — активная сериновая протеиназа с широ­
ким спектром субстратной специфичности, которая гидролизирует пептид­
ные связи с С-концевыми остатками аргинина и лизина [32]. Поскольку во 
всех сериновых протеиназах трипсинового ряда вторичная структура гомо­
логична, В-цепь плазмина тоже состоит из двух р-складчатых структур с не­
большим участком а-спирали [33].

Синтезируется плазминоген преимущественно клетками печени, хотя 
его синтез был выявлен также в почках, эозинофилах, клетках микроглии 
мозга и в семенниках [2, 13, 34]. В норме концентрация плазминогена в кро­
ви колеблется в пределах 1,2—2,0 мкм, тем не менее уровень плазминогена в 
крови изменяется при разных физиологических процессах [4]. Содержание

< РИС. 3.2. Схема структуры основных компонентов системы фибринолиза [1]
ТАП состоит из пальцевидного домена фибринонектина, домена фактора роста эпидер­
миса, двух крингл- и каталитического доменов. Связывание ТАП с фибрином обес­
печивается доменом фибринонектина и крингл-2, а связывание с ПАИ-1 — крингл-2 и 
остатками 296—304 N-концевой области каталитического домена. Одноцепочечная уро­
киназа состоит из домена фактора роста эпидермиса, крингл- и каталитического доменов. 
Плазмин и калликреин расщепляют одноцепочечную урокиназу по LyS|58 с образованием 
двухцепочечной формы фермента, активирующей как свободный, так и связанный с 
фибрином плазминоген. Тромбин расщепляет одноцепочечную урокиназу по Arg156 с об­
разованием формы, которая не активирует свободный плазминоген, но может медленно 
активироваться плазмином в результате расщепления по LysI58. Плазминоген состоит из 
пяти крингл-доменов (содержащих участки связывания с фибрином, а2-антиплазмином и 
рецепторами на клетках) и каталитического домена.
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ГЛ А В АЗ. Система фибринолиза плазмы крови

плазминогена наиболее низкое у плода, новорожденных, больных циррозом 
печени и значительно возрастает на последних месяцах беременности, при 
инфекционных заболеваниях, травмах и злокачественных опухолях [2].

3.2. ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ АКТИВАТОРЫ 
ПЛАЗМИНОГЕНА

К основным физиологическим (эндогенным) активаторам 
плазминогена, выявленным в различных тканях и биологических жидкостях 
[35], относятся активаторы плазминогена тканевого и урокиназного типов. 
В отличие от плазмина, которому присуща широкая субстратная специфич­
ность, активные центры ТАП и урокиназы высокоспецифично гидролизи­
руют пептидную связь плазминогена (Arg561— Val562), что и приводит к его 
активации.

Существует также фактор ХПа (фактор Хагемана)—зависимый путь ак­
тивации плазминогена, связанный с активацией каллекреин-кининовой си­
стемы и системы комплемента. Однако, как считают, этот путь активации не 
играет значительной роли в процессе фибринолиза [35]. Роль активаторов 
плазминогена — урокиназы и ТАП в деградации фибрина и тромбов in vivo, 
исследована в экспериментах с использованием трансгенных мышей, в ко­
торых отсутствовал один из этих активаторов или оба одновременно [36]. 
Инактивация у мышей гена тканевого активатора плазминогена вызывает 
нарушения лизиса сгустков. Инактивация гена урокиназы приводит к ло­
кальным отложениям фибрина, дефицит плазминогена или одновременный 
дефицит тканевого активатора плазминогенд и урокиназы вызывает обшир­
ные спонтанные отложения фибрина.

3.2.1. Тканевый активатор плазминогена

Тканевый активатор плазминогена (ТАП) — единственная 
протеиназа системы гемостаза, которая постоянно секретируется эндотели­
альными клетками в активной форме [1]. Синтезируется ТАП эндотелиаль­
ными клетками стенок главным образом малых вен, хотя ее синтез происхо­
дит и в малых артериях, больших венах, а также в лимфатических сосудах. 
Концентрация в плазме ТАП в свободной и комплексной форме с ПАИ-1 
составляет 5 нг/мл, а концентрация свободного ТАП — менее чем 1 нг/мл 
[1—4, 37]. Нативная молекула ТАП — одноцепочечный гликопротеин моле­
кулярной массой 70 кДа, который состоит из 527 аминокислотных остатков 
и содержит 17 дисульфидных мостиков, 35 остатков цистеина и 3 N-глико- 
зилированных сайта (Asnll7, Asn184, Asn448; рис. 3.3) [14]. Степень гликозили­
рования ТАП влияет на скорость образования двухцепочечной формы акти­
ватора под действием плазмина [38]. Двухцепочечная форма образуется 
вследствие ограниченного гидролиза пептидной связи Arg275—11е27б плазми­
ном, калликреином или фактором Ха. Состоит она из тяжелой цепи молеку­
лярной массой 31 кДа, которая начинается с N-концевой части молекулы, и 
легкой цепи молекулярной массой 28 кДа, содержащей С-концевую группу. 
Соединены эти цепи дисульфидной связью между Cys264 и Cys395.
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nh2

РИС. 3.3. Схема структуры молекулы тканевого активатора плазминогена человека [14]. 
Стрелкой обозначен сайт Arg275—Пе276 гидролиз которого приводит к образованию двух­
цепочечной формы, звездочкой — аминокислотные остатки активного центра

Молекула ТАП включает 5 структурных доменов (рис. 3.2). Тяжелая цепь 
состоит из двух крингловых доменов, содержащих 88 (87 — 175) и 86 (176 — 
262) аминокислотных остатков, высокогомологичных к кринглам плазмино­
гена; из “фингер”-домена (аминокислотные остатки 4—50), гомологичного к 
выявленной в фибронектине структуре; из домена, содержащего аминокислот­
ные остатки 50—87 и похожего на эпидермальный фактор роста — принимает 
участие во взаимодействии с клетками печени. В легкой цепи расположен до­
мен сериновой протеиназы (аминокислотные остатки 276 — 527) с активны­
ми сайтами His322, Asp371, Ser478. Аминокислотная последовательность, окру­
жающая каталитический сайт, высокогомологична соответствующим сайтам 
других сериновых протеиназ. Все сериновые протеиназы содержат высоко­
консервативные остатки цистеина. Свидетельством высокой специфичности 
активного центра ТАП является наличие лишь одного субстрата — пептидная 
связь плазминогена Arg56)— Val562. При физиологических условиях ТАП акти-
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вирует Пг преимущественно в присутствии макромолекул (фибрина, компо­
нентов экстрацеллюлярного матрикса) [14, 39, 40] или клеточных рецепторов 
[3, 4]. При активации плазминогена происходит его перестройка в двухце­
почечную активную форму—плазмин вследствие специфического расщеп­
ления пептидной связи Arg561— Val562. При этом две цепи остаются связанны­
ми между собой двумя дисульфидными мостиками. Дисульфидная связь 
Cys577—Cys565 уникальна для плазмина, благодаря которой пептидная связь, 
расщепляемая во время активации, находится в узкой петле, что делает ее 
чувствительной к действию тканевого активатора плазминогена.

В большинстве случаев одноцепочечные формы сериновых протеиназ — 
неактивные проферменты. ТАП является исключением из этого правила и 
имеет сформированный активный центр (His322, Asp376, Ser47g), благодаря че­
му проявляет каталитическую активность и способность связываться с инги­
биторами, например с ПАИ [1, 3]. Методом рентгеноструктурного анализа 
протеиназного домена одноцепочечной формы ТАП установлен молекуляр­
ный механизм этого феномена. Он состоит в образовании солевого мостика 
между карбоксильной группой Asp477 и аминогруппой Lys429, что даже при от­
сутствии N-концевого 11е276 двухцепочечной формы индуцирует конформа­
ционные изменения, достаточные для появления активного центра [41]. 
Свободные одно- и двухцепочечная формы ТАП имеют одинаковые плазми- 
ногенактивирующие свойства, но на поверхности фибрина одноцепочечная 
форма сразу превращается в двухцепочечную, которая активирует плазмино­
ген на поверхности фибрина почти в 30 раз быстрее. Активность ТАП увели­
чивается не вследствие протеолитического расщепления его полипептидной 
цепи, а вследствие взаимодействия с белковым эффектором. Тем не менее это 
преобразование не играет значительной роли в регуляции фибринолиза. При 
отсутствии фибрина активация плазминогена тканевым активатором проис­
ходит весьма медленно. В присутствии фибрина, к которому и плазминоген, 
и ТАП имеют высокое сродство, Км реакции активации уменьшается с 65 до 
0,16 мкМ, тогда как каталитическая константа почти не изменяется в обоих 
случаях и приблизительно равна 0,1 с '1. На частично деградированном фиб­
рине активация Глу-плазминогена тканевым активатором возрастает, А^м 
уменьшается до 0,06 мкМ. Ускорение активации авторы объясняют экспози­
цией новых потенциальных участков связывания для ТАП и плазминогена на 
фибрине [42]. Предложен механизм активации плазминогена тканевым акти­
ватором, согласно которому ТАП, плазминоген и фибрин формируют трой­
ной циклический комплекс, вследствие чего получается плазмин, связанный 
с фибрином, где ТАП и плазмин защищены от инактивирующего действия 
соответственно ПАИ-1 и а2-антиплазмина [14, 43]. Результаты эксперимен­
тов В. Ньювенхаузена дают основания считать, что на фибрине ТАП-связыва- 
ющим участком является последовательность у 312—324, а последователь­
ность Аа 148—60 — плазминогенсвязывающий участок фибрина [44]. Эффек­
торные функции фибрина в процессе фибринолиза изменяются, поскольку 
фибрин модифицируется плазмином. Предполагают, что связывание ТАП с 
нативным фибрином происходит за счет “фингер”-домена, а после частичной 
деградации фибрина плазмином резко увеличивается количество связанного
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активатора за счет взаимодействия второго крингла ТАП с С-концевыми ос­
татками лизина, образующимися на фибрине [26].

Во взаимодействии ТАП с его главным физиологическим ингибитором 
(ПАИ-1) важную роль играет не только активный центр, но и крингл-2 и об­
ласть, представленная аминокислотными остатками 296—304. Поскольку учас­
тки взаимодействия ТАП с фибрином и ПАИ-1 перекрываются только частич­
но, то комплекс ТАП-ПАИ сохраняет свойство связываться с фибрином и мо­
жет быть конкурентным ингибитором ТАП в активации лизиса тромбов [1].

Расщепление фибрина плазмином ускоряет фибринолиз за счет увели­
чения связывания и локальной концентрации как ТАП, так и плазминогена, 
для которого увеличивается число потенциальных участков связывания на 
фибрин-мономере с одного до трех [3].

Тканевый активатор плазминогена и плазмин могут образовывать трой­
ные комплексы с рядом клеточных рецепторов, например с анексином II 
(клетки эндотелия) и с рецепторами, расположенными на моноцитах [14].

Секреция ТАП в русло крови обеспечивается двумя механизмами: быст­
рым высвобождением из клеточного пула, где накапливается тканевый ак­
тиватор плазминогена, или длительным путем — синтезом de novo. Венозные 
закупорки, физические упражнения, некоторые вещества, такие как катехо­
ламины, брадикинины или дезамино-8-д-Аг§-вазопресин (DDAVP), вызы­
вают быстрое повышение (меньше минуты) уровня ТАП в крови [5]. Этот 
ответ происходит по пути быстрого механизма.

Группа других веществ-стимуляторов, таких как тромбин, гистамин, бу­
тират, фибробластный фактор роста, активированный протеином С, бутанол, 
алкогольпроизводные и ретиноиды стимулируют синтез ТАП [5]. Тем не ме­
нее только несколько соединений были идентифицированы как стимуляторы 
синтеза ТАП без синтеза ПАИ-1, а именно: гистамин, бутират. Сосудоакти­
вирующие вещества — гистамин и тромбин — связываются со специфически­
ми рецепторами и активируют фосфолипазу С, которая гидролизует фосфа- 
тидилинозит-4,5-дифосфат с образованием двух вторичных мессенджеров: 
инозит-1,4,5-трифосфата и диацилглицерола. Диацилглицерол активирует 
мембранно-связанную протеинкиназу, которая, в свою очередь, активирует 
синтез тканевого активатора плазминогена. Процессы аноксии/реоксигена- 
ции эндотелиальных клеток приводят к генерированию в клетках оксидант­
ного эффекта и снижению синтеза и секреции ТАП и ПАИ-1, вследствие чего 
ослабляется фибринолитическая активность эндотелиальных клеток. Возмо­
жно, этот механизм связан с патофизиологией ишемии.

Инактивация и вывод из русла крови тканевого активатора плазминоге­
на осуществляется путем формирования неактивного комплекса со специ­
фическими ингибиторами сериновых протеиназ, преимущественно с инги­
битором активаторов плазминогена первого типа (ПАИ-1) или а2-антиплаз- 
мином [1, 3]. Известно, что содержание ПАИ-1 в крови довольно высокое, а 
время полужизни ТАП в кровотоке составляет 5 мин и большая часть секре­
тируемого ТАП ингибируется ПАИ-1 раньше, чем происходит взаимодейст­
вие с фибрином. Тем не менее комплекс ТАП-ПАИ-1 не сразу выводится из 
организма. Циркулируя в русле крови определенное время, он способен свя-
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зываться с фибрином, мешая взаимодействию функционально активного 
ТАП с сайтами связывания на фибрине, на основании чего некоторые авто­
ры предполагают, что комплекс ТАП-ПАИ-1 имеет определенные свойства, 
которые еще необходимо исследовать [1].

3.2.2. Активатор плазминогена урокиназного типа

Урокиназа, или активатор плазминогена урокиназного ти­
па (у-Па), впервые выявлена в моче и описана как потенциальный фибри­
нолитический агент. Физиологической функцией урокиназы, вероятно, яв­
ляется превращение плазминогена в плазмин в мочевыводящих путях и раст­
ворение в них сгустков крови, если они образуются. Ж. Фермилен и М. Фер- 
страте считают, что при активации плазминогена урокиназой активность 
фибринолиза повышается не только в мочевыводящих путях, но и в слезном 
канале, семенном канатике, желчевыводящих путях, в канальцах молочных 
желез. у-Па — высокоспецифическая протеиназа прямого действия, которая 
синтезируется и секретируется многими типами клеток на разных стадиях 
их жизненного цикла [45]. Синтезируется и циркулирует как одноцепочеч-

Крингловый домен
I-----------------------------------------------------------------------------1

I_________________________________________ I
Сериновый протеиназный домен

РИС. 3.4. Схема структуры молекулы одноцепочечной урокиназы. Стрелками указаны 
места расщепления протеолитическими ферментами [14]
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ный профермент одноцепочечная урокиназа, или проурокиназа, с молекуля­
рной массой 54 кДа и состоит из 411 аминокислотных остатков [46—49]. 
Вследствие ограниченного протеолиза плазмином или калликреином пептид­
ной связи Lis158—11е159 молекула урокиназы превращается в активную двухце­
почечную форму, две цепи которой соединены одной дисульфидной связью. 
Каталитический центр урокиназы расположен в протеиназном домене (амино­
кислотные остатки 159—411) и сформирован His204, Asp255 и Ser356 (рис. 3.4). 
N-концевая цепь в своем составе содержит участок, гомологичный эпидер­
мальному фактору роста человека, за ним расположен крингловый домен, ко­
торый гомологичен кринглам плазминогена и ТАП, хотя и не содержит ли- 
зинсвязывающие участки и соответственно не взаимодействует с фибрином 
[50]. Тромбин расщепляет Arg,56—Phe157-пептидную связь в одноцепочечной 
урокиназе с образованием неактивной формы (Мг = 33 кДа), которая может 
превращаться в активную форму (Мг = 32 кДа) после расщепления 
Lis158—11е159-пептидной связи плазмином [51]. Высокомолекулярная двухце­
почечная и низкомолекулярная активная формы урокиназы имеют похожие 
ферментативные свойства [52]. Одноцепочечная форма урокиназы проявляет 
весьма низкую активность по отношению к низкомолекулярным хромоген­
ным субстратам, в то же время при переходе в двухцепочечную форму она 
проявляет полную амидазную активность. Одноцепочечная урокиназа не вза­
имодействует с естественными основными ингибиторами ПАИ-1 и ПАИ-2
[53] . В плазме из-за отсутствия фибрина одноцепочечная урокиназа стабиль­
на и не активирует плазминоген, в присутствии фибрина именно эта форма, а 
не двухцепочечная урокиназа индуцирует фибринзависимый лизис сгустка
[54] . Фибринспецифичность одноцепочечной урокиназы не зависит от перехо­
да в двухцепочечную форму или Глу-Пг к Лиз-форме плазминогена, а обуслов­
лена повышением связывания плазминогена с частично деградированным 
фибрином [54]. Активация плазминогена двухцепочечной урокиназой не зави­
сит от наличия фибрина и происходит в растворе [52]. Скорость активации 
Глу-плазминогена (но не Лиз-плазминогена) двухцепочечной урокиназой по­
вышается в 10—20 раз в присутствии фибрина или св-аминокарбоновых ами­
нокислот за счет конформационных перестроек в нативном плазминогене [52].

На мембранах клеток имеются специфические рецепторы к урокиназе 
(у-Па). Поскольку рецепторы урокиназы экспрессированы в целом ряде 
клеток, бесспорно важна роль урокиназы в миграции клеток, перестройке 
тканей, клеточной адгезии и хемотаксисе [45, 55, 56]. Рецептор является бо­
гатым цистеином гликопротеином, не имеющим трансмембранного и внут­
риклеточного доменов. Взаимодействие с мембраной обеспечивается кова­
лентной связью С-конца рецептора с гликозилфосфатидилинозитолом. Свя­
зывание урокиназы с у-Па обеспечивается N-концевым EGF-доменом и ха­
рактеризуется высокими сродством (Kd~ I0-9 — 1О'|ОМ) и специфичностью, 
так как другие EGF-содержащие компоненты системы гемостаза с этим ре­
цептором не взаимодействуют. Связанная с у-Па урокиназа активирует сиг- 
налпроводящую систему клеток, плазминоген и матриксные протеиназы, 
что обеспечивает активацию клеток и деградацию внеклеточного матрикса, 
необходимую для их роста, деления и миграции.
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Период полужизни урокиназы в плазме крови составляет около 3 мин, 
выводится у-Па печенью. Протеолитическая активность урокиназы на повер­
хности клетки регулируется специфическими ингибиторами активаторов 
плазминогена — ПАИ-1, ПАИ-2, протеазным нексином-1 (ПН-1) и ингиби­
тором протеина С. Они образуют необратимый ковалентный комплекс с фер­
ментом. ПАИ-1 является одним из основных ингибиторов урокиназы. Поми­
мо этого он принимает участие в процессах эндоцитоза и внутриклеточной 
деградации инактивированной урокиназы. Установлено, что формирование 
комплекса урокиназы с ПАИ-1 включает две стадии. Первая — стадия комп­
лексообразования — обратима, вторая — сопровождается расщеплением инги­
битора — он остается связанным эфирной связью с серином активного цент­
ра фермента. Связанный с у-Па комплекс урокиназы с ингибитором удаляет­
ся с поверхности клетки путем интернализации через клатринокаймленные 
ямки при участии рецепторов, принадлежащих к семейству рецепторов липо­
протеинов низкой плотности. Показано также, что интернализация и деграда­
ция одноцепочечной и двухцепочечной форм урокиназы, связанных с рецеп­
тором а2-макроглобулина, возможны и без участия ПАИ-1, однако инактива­
ция урокиназы ПАИ-1 существенно повышает скорость ее эндоцитоза [57].

Одноцепочечная урокиназа в отличие от двухцепочечной не активирует 
плазминоген системно, хотя стимулирует разрушение фибриновых сгустков 
[58]. Механизм избирательности объясняют связыванием одноцепочечной 
урокиназы с плазминогеном, иммобилизованном на фибрине в Лиз-конфор­
мации [58, 59]. Урокиназа и ТАП в случае одновременного участия в разру­
шении фибринового сгустка проявляют синергичный эффект [60]. ТАП ак­
тивирует Глу-плазминоген на нативном фибрине, а одноцепочечная уроки­
наза преимущественно активирует плазминоген, который связан с частично 
расщепленным фибрином с участием С-концевого остатка лизина.

3.2.3. Роль белков контактной активации 
в регуляции системы фибринолиза

К белкам контактной фазы свертывания крови относятся 
факторы XII и XI, прекалликреин (ПК) и высокомолекулярный кининоген 
(ВМК) (см. гл. 2). В настоящее время существенно пересматриваются меха­
низмы активации и роль контактной системы в регуляции гемостаза. Если ра­
нее эта система рассматривалась в основном как начальный этап внутреннего 
пути гемокоагулирующего каскада, то сейчас уже стало ясно, что она прини­
мает участие в инициации фибринолиза. Активация контактной системы плаз­
мы крови играет существенную роль в регуляции фибринолиза, поскольку 
приводит к активации плазминогена и проурокиназы, а также вызывает сек­
рецию ТАП из клеток эндотелия (брадикинин, образующийся при расщепле­
нии ВМК, является сильным стимулятором высвобождения ТАП in vivo) [61].

Остановимся подробнее на роли активной формы фактора XII в регуля­
ции системы фибринолиза. Фактор XII (фактор Хагемана) — гликопротеин, 
который после его активации, осуществляемой на отрицательно заряженных 
поверхностях, может инициировать внутренний путь свертывания крови,
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фибринолиз и калликреин-кин и новую систему. Он активирует фибринолити­
ческую систему двумя путями: первый путь аналогичен действию стрептоки­
назы (фактор ХПа является непрямым активатором плазминогена), второй — 
участвует в превращении прекалликреина в калликреин. Калликреин кроме 
реципрокной активации фактора XII может расщеплять пептидную связь в 
плазминогене (Arg560—Val561) с образованием активного фермента плазмина. 
Калликреин (в большей степени, чем факторы ХПа и Х1а) непосредственно 
активирует плазминоген, хотя менее эффективно, чем урокиназа. Тем не ме­
нее плазменный калликреин уже охарактеризован как кинетически эффектив­
ный активатор проурокиназы in vitro [62]. Активация проурокиназы может осу­
ществляться на поверхности тромбоцитов и эндотелиальных клеток [63, 64].

Наиболее эффективно проурокиназа активируется при связывании кал- 
ликреина через ВМК с рецептором у-Па [65]. Показано, что калликреин яв­
ляется кинетически благоприятным активатором проурокиназы, и актива­
ция фибринолиза может протекать без участия фактора XII [66].

Кроме того, высокая степень гомологии в структуре фактора XII, плазми­
ногена и тканевых активаторов плазминогена свидетельствует, что контакт­
ная система относится в основном к системе фибринолиза [67]. Поэтому па­
циенты, у которых имеется дефицит факторов контактной фазы свертывания 
крови (фактор XII, прекалликреин, высокомолекулярный кининоген), могут 
страдать от тромбозов вследствие недостаточной активации фибринолиза.

В организме активация фибринолиза, как и активация свертывания 
крови, может осуществляться как по внешнему, так и по внутреннему пути. 
Внутренняя активация может быть обусловлена теми же факторами, что и 
свертывание крови, т. е. комплексами ХПа с калликреином и высокомоле­
кулярным кининогеном. У больных с дефицитом фактора XII активация 
фибринолиза при физических упражнениях или сдавливании вен ниже, чем 
у здоровых людей [68]. Внешний путь осуществляется при участии активато­
ров из клеток тканей, эндотелиальных, а также клеток крови.

Очень часто при ДВС-синдроме и массивных тромбозах повышение уро­
вня продуктов деградации фибрина сочетается с замедлением ХПа-зависи- 
мого фибринолиза со снижением содержания в крови плазминогена и его ак­
тиваторов. По мнению Э.С. Баркагана [69], в этом нет никакого противоре­
чия, так как фибринолиз с образованием продуктов деградации идет в тром­
бах и микросгустках фибрина, где фиксируется плазминоген и его активаторы. 
Следствием этого является интенсивная убыль указанных соединений из ци­
ркулирующей крови, в результате чего их концентрация в плазме снижается.

Заслуживает внимания также работа Дж. Гриффина и соавт., в которой 
высказывается предположение, что главный механизм стимуляции внутрен­
него фибринолитического пути заключается в нейтрализации ПАИ-1 факто­
ром Х1а [70].

3.3. ИНГИБИТОРЫ АКТИВАТОРОВ ПЛАЗМИНОГЕНА

Сложная многокомпонентная система фибринолиза, функ­
ционирующая в организме, контролируется не только активаторами, рас­
смотренными выше, но и различными ингибиторами плазмы крови и тканей.
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Ингибитор активаторов плазминогена типа 1 (ПАИ-1) — одноцепочечный 
гликопротеин молекулярной массой 52 кДа, состоящий из 379 аминокис­
лотных остатков (см. вклейку, рис. 22). ПАИ-1 относится к типу ингибито­
ров сериновых протеиназ (серпинов) и является главным ингибитором ак­
тиваторов плазминогена в плазме крови [1, 3, 71]. Другие ингибиторы, такие 
как ПАИ-2, который синтезируется плацентой, и ПАИ-3 — ингибитор уро­
киназы и активированного протеина С, не выявлены в плазме в нормальном 
физиологическом состоянии [3, 72].

Особенностью серпинов является наличие “привлекающего” участка, 
являющего субстратом для фермента, на который действует ингибитор. В 
ПАИ-1 активный пептидный сайт Arg346—Met347 расположен на расстоянии 
33 аминокислотных остатка от карбоксильного конца молекулы. Интактный 
N-конец молекулы ПАИ-1 важен для проявления его ингибирующей актив­
ности [1, 3, 73].

В плазме активность ПАИ-1 колеблется в широком диапазоне — от 0,5 
до 47 МЕ/мл (в среднем 0,5—15 МЕ/мл). Концентрация свободного ПАИ-1 
и в комплексной форме колеблется от 6 до 85 нг/мл (в среднем 24 нг/мл) [4].

ПАИ-1 ингибирует одно- и двухцепочечный ТАП и двухцепочечный ак­
тиватор плазминогена урокиназного типа. До 40 % ТАП находится в комп­
лексной форме с ПАИ-1 (молярное соотношение 1:1), образуя стойкий не­
активный стехиометрический комплекс 1:1. Участком связывания ПАИ-1 с 
ТАП является семичленный пептид, расположенный вблизи активного цен­
тра фермента. Трехмерная структура серпинов и ее изменение при переходе 
из латентного в активное состояние и при взаимодействии с ТАП исследова­
на W. Bode и R. Huber [74]. На модельных системах показано, что аминокис­
лотная последовательность ПАИ-1 350—355 содержит три отрицательно за­
ряженные сайта взаимодействия с положительно заряженным регионом в 
ТАП (296—304) и в у-Па (179—184). Взаимодействие ПАИ-1 с ТАП происхо­
дит в две стадии. На первой с высокой скоростью образуется обратимый 
комплекс, в котором происходит расщепление связи Arg346—Met347 катали­
тического центра с высвобождением С-концевого пептида ингибитора и об­
разованием ковалентного комплекса ТАП-ПАИ-1, &kat~ 107М^|с'1 [75].

В физиологических условиях в плазме ПАИ-1 представлен тремя моле­
кулярными формами:

• неактивной комплексной формой молекулярной массой более чем 700 
кДа, состоящей из ТАП, ПАИ-1 и витронектина;

• активной формой ПАИ-1 представленной комплексом ПАИ-1 — ви­
тронектин молекулярной массой 450 кДа;

• свободной формой ПАИ-1 молекулярной массой 52 кДа, тем не менее 
эта форма функционально неактивна [76—78].

Известны три обратимые конформации ПАИ-1: латентная (неактив­
ная), ингибиторная и субстратная. Существование двух различных конфор­
маций ПАИ-1 (ингибиторной и субстратной) — раньше неизвестный фено­
мен, который присущ серпинам. Субстратные ПАИ-1 не формируют стаби­
льный комплекс с ферментами-мишенями в отличие от ингибиторных 
форм, но образуют пептидную связь [4, 79].
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Синтезируется ПАИ-1 эндотелиальными клетками сосудов и мегакари­
оцитами, при фрагметации которых ингибитор накапливается в а-гранулах 
тромбоцитов в комплексе с витронектином, и составляет 90 % общего коли­
чества. Это имеет важное значение в процессе тромбообразования для под­
держания стабильности фибринового сгустка. При активации тромбоцитов 
во время тромбообразования ПАИ-1 секретируется а-гранулами, что приво­
дит к высокой локальной концентрации ингибитора и стабилизации фибри­
новой матрицы тромба [1]. Предполагают, что при активации тромбоцитов 
отрицательно заряженные фосфолипиды экспонируются на поверхности 
тромбоцитарной мембраны с последующей активацией латентной формы 
ПАИ-1 в а-гранулах.

Период полужизни ПАИ-1 в русле крови — от 5 до 15 мин, а концентра­
ция наибольшая утром и снижается во второй половине дня [3]. ПАИ-связы- 
вающие белки, такие, как витронектин и протеин С, — важные регуляторы 
активности ПАИ-1, которые также принимают участие в процессе его инак­
тивации [3, 4]. Активированный протеин С — белок плазмы крови, образую­
щий стабильные комплексы с ПАИ-1, после чего комплекс выводится из рус­
ла крови или образование этих комплексов приводит к деградации ПАИ-1. В 
этом процессе важная роль принадлежит эндотелиальным клеткам [80, 81].

Найдена корреляция между уровнем ПАИ-1 в плазме и массовым индек­
сом тела, уровнями триглицеридов, инсулина и кровяным систолическим да­
влением [1,4]. В литературе высказываются гипотезы, согласно которым вы­
сокий уровень ПАИ-1 в русле крови может вызвать повреждения стенок сосу­
дов. Однако роль общего или локального повышения уровня ПАИ-1 в разви­
тии атеротромбозных явлений до некоторой степени противоречива. Тем не 
менее существует предположение, что низкий уровень или отсутствие ПАИ-1 
приводит к кровоизлияниям или задержке свертывания крови [5].

Ингибитор активаторов плазминогена типа 2 (ПАИ-2) — одноцепочечный 
белок, который существует во внеклеточной (гликозилированной) и во вну­
триклеточной (негликозилированной) формах. Молекулярная масса глико­
зилированной формы составляет около 60 кДа, а негликозилированной — 
47 кДа. ПАИ-2 содержит 415 аминокислотных остатков. Концентрация 
ПАИ-2 в плазме крови незначительна, только во время беременности она 
возрастает до 100—300 нг/мл. Он продуцируется в плаценте клетками тро- 
фобластичного эпителия, а также макрофагами, полиморфноядерными лей­
коцитами и некоторыми другими клетками, в том числе и опухолевыми.

ПАИ-2 ингибирует у-Па и ТАП, образуя эквимолярные комплексы с 
константами скорости второго порядка соответсвенно 9 • 105 и 2 ■ 105 М-'-с*1, 
что менее эффективно, чем ингибирование ПАИ-1. С активным центром 
ферментов он взаимодействует как псевдосубстрат с пептидной связью 
Arg33o—Тге зз|, находящийся в реактивной петле.

Недостаточность ПАИ-2 пока не описана. Увеличение концентрации 
ингибитора, которая максимально выражена в триместре беременности, не 
коррелирует с частотой тромбозов. Хотя ПАИ-2 нередко описывается как 
ингибитор у-Па, в действительности, возможно, он является антагонистом 
какой-то другой протеиназы. В клетках он замедляет процесс апоптоза, ин-
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дуцированный фактором некроза опухолей, и защищает от цитопатических 
эффектов вирусной инфекции, выступая как внутриклеточный переносчик 
сигналов, индуцируя синтез интерферона. Несмотря на то что ПАИ-2 счита­
ют регулятором активации плазминогена, его протеиназные мишени и био­
логическая функция окончательно еще нс определены [3].

Ингибитор активаторов плазминогена типа 3 (ПАИ-3). Этот гликопроте­
ин молекулярной массой 57 кДа, как упоминалось выше, известен как инги­
битор активированного протеина С. Его концентрация в плазме составляет 
2—5 мкг/мл, он также выявлен в моче. Около 30 % содержится в а-гранулах 
тромбоцитов: 2,9 нг/10 клеток ингибитора выделяется после стимуляции 
АДФ, коллагеном, адреналином, тромбином или пептидом, который акти­
вирует тромбиновый рецептор. Секретированный ПАИ-3 оказывался на по­
верхности активированных тромбоцитов и микровезикул [82].

Согласно данным секвенирования кДНК, ПАИ-3 состоит из 387 амино­
кислотных остатков, среди которых находятся 5 потенциальных участков 
для гликозилирования.

ПАИ-3 ингибирует активированный протеин С, двухцепочечный ТАП, 
у-Па, тромбин, фактор Ха, фактор Х1а, но точная функция его неизвестна. 
Предполагается, что он главный ингибитор протеина С в плазме крови. 
Константа скорости второго порядка ПАИ-3 относительно у-Па — между 
1 • 103 и 8 - 103 М^' с-1, по отношению к ТАП — менее 1 • 103 М_| с_| [3]. Инги­
бирование осуществляется путем внедрения реактивной петли ингибитора в 
активный центр протеиназы.

3.4. ИНГИБИТОРЫ ПЛАЗМИНА

3.4.1. а2-Антиплазмин

а2-Антиплазмин (а2-АП) принадлежит к семейству серпи­
нов и является основным белком, выполняющим функцию ингибитора пла­
змина. Он способен нейтрализовать около 2/3 всего плазмина, образуемого 
при полной активации содержащегося в крови плазминогена. а2-Анти- 
плазмин оказывает действие на плазмин тремя путями: препятствует связы­
ванию плазмина на фибрине; ингибирует протеолитическую активность 
фермента; ковалентно присоединяется к фибрину [1, 3].

а2-Антиплазмин синтезируется в печени и секретируется как одноцепо­
чечный гликопротеин молекулярной массой 67 кДа, состоит из 464 амино­
кислотных остатков. В его молекулу входит 39 % гексоз, 3,7 гексозамина и 
4,1 % сиаловых кислот [11, 83, 84]. Концентрация а2-антиплазмина в плаз­
ме — 1 мкМ (50 — 70 мг/л). Помимо плазмина может быстро образовывать 
комплексы с трипсином и химотрипсином и медленно — с урокиназой, кал- 
ликреином, фактором Ха, тромбином и тканевым активатором плазминоге­
на. В крови а2-антиплазмин присутствует в виде двух форм: Met-a2-An и 
Asn-a2-An. В плазме выявлено около 30 — 40 % Asn-a2-An, который образу­
ется в результате отщепления 12-членного пептида от N-конца Met-a.2-An. 
Обе формы а2-антиплазмина ингибируют плазмин с одинаковой скоростью,
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но Met-a2-An обладает меньшим сродством к фибрину, чем Asn-a2-An [85]. 
В плазме крови здоровых людей присутствует также около 30 % деградиро­
ванной формы а2-антиплазмина, у которой отсутствует С-концевой пептид 
для связывания плазминогена [86].

а2-Антиплазмин ингибирует свободный плазмин с очень высокой ско­
ростью (б/2~ 0,1—0,5 с). Реакция протекает в две стадии, в итоге образуется 
стабильный комплекс, лишенный всякой ферментативной активности и не 
диссоциирующий в присутствии восстанавливающих и денатурирующих 
средств. На первой стадии быстро образуется обратимый комплекс 
п2-АП-плазмин (Kj- 2 ■ Ю-10 М), в котором затем происходит медленное рас­
щепление по реактивному центру Arg364—Met365. С-концевой фрагмент 
а2-антиплазмина остается нековалентно связанным с кринглом 1, а N-koh- 
цевая часть образует ковалентную связь с Ser активного центра плазмина. 
Взаимодействие о2-антиплазмина с субстратсвязывающим участком обеспе­
чивает селективность действия плазмина. В присутствии быстродействую­
щего ингибитора плазмин может проявлять свою активность только в месте 
образования до тех пор, пока остается связанным с фибрином. Плазмин, об­
разованный на поверхности фибрина (кровяного сгустка) и связанный с 
ним своими лизинсвязывающими участками, инактивируется в 50 раз мед­
леннее, что и обеспечивает фибринолиз. Если же связь плазмина с фибри­
ном нарушается и он поступает в кровь, то при этом происходит моменталь­
ная его инактивация. Известий также, что плазмин теряет реактивность к 
ингибитору при образовании комплексов со стрептокиназой.

Кроме ингибирования плазмина в кровотоке о2-антиплазмину принад­
лежит важная роль в стабилизации фибрина. При полимеризации в фибрин 
включаются как плазминоген, так и а2-ангиплазмин в примерно равном ко­
личестве. Причем а2-антиплазмин связывается, а затем и сшивается факто­
ром ХШа с той областью фибрина, которая в первую очередь расщепляется 
под действием плазмина [87].

Плазмин расщепляет пептидные связи фибриногена или фибрина с об­
разованием продуктов деградации, обозначаемых как Х-, Y-, D- и Е-фраг- 
менты. Наиболее чувствительной к протеолизу является С-концевая часть 
сх-цепи, которая может расщепляться по остаткам 584, 425 и 207. Затем про­
исходит отщепление N-концевого 42-членного пептида p-цепи. Расщепле­
ние по этим связям может протекать асимметрично в каждой из половин 
молекулы фибриногена с образованием набора Х-фрагментов, имеющих 
молекулярную массу от 330 до 240 кДа. Х-фрагменты содержат как цент­
ральный, так и периферические участки взаимодействия фибрин-мономе- 
ров и могут образовывать полимерную структуру. Солюбилизация фибрина 
происходит после расщепления ряда пептидных связей во всех трех субъеди­
ницах фибрина, приводящих к высвобождению одного из D-фрагментов, 
который содержит периферический участок полимеризации [88].

Сшитый с фибрином а2-антиплазмин ограничивает действие плазмина, 
образующего из связанного при полимеризации плазминогена, расщепле­
нием С-концевой области a-цепи фибрина. Это расщепление еще не приво-
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дит к распаду полимера, но открывает в его структуре новые участки связы­
вания ТАП и плазминогена с высоким сродством. Расщепление фибрина до 
растворимых фрагментов происходит после активации плазминогена, свя­
зывающегося с уже частично деградированным фибрином [89]. Наличие 
двух стадий в лизисе фибрина является одним из механизмов, обеспечиваю­
щих смещение во времени процессов образования и лизиса фибрина.

а2-Антиплазмин нестабилен в растворе, при лиофилизации, повторном 
замораживании и оттаивании.

3.4.2. а2-Макроглобулин

Другим функционально важным ингибитором плазмина яв­
ляется а2-макроглобулин (а2-М). а2-Макроглобулин принимает участие в ре­
гуляции активности протеолитических ферментов широкого спектра дейст­
вия путем специфического комплексообразования [90]. Этот белок как уни­
кальный ингибитор сериновых протеиназ был открыт независимо друг от друга 
двумя группами исследователей — ВЛ. Haverback и соавт. [91] и К.Н. Вереме­
енко, В.А. Белицером [92] с использованием разных методических подходов.

а2-Макроглобулин — гликопротеин молекулярной массой 720 кДа. Его 
молекула состоит из четырех идентичных субъединиц молекулярной массой 
185 кДа каждая. Субъединицы соединяются в пары ковалентными связями 
(дисульфидными мостиками), а димеры стабилизированы нековалентными 
связями [93]. В плазме он содержится в концентрации 2 — 4 мг/мл. Первич­
ная структура белка полностью расшифрована в 1984 г. Выявлено, что она 
имеет много общего с таковой белков системь! комплемента СЗ, С4 [94]. Ка­
ждая субъединица содержит 1451 аминокислотный остаток с С-концевым 
аланином и N-терминальным серином. Молекула а2-макроглобулина содер­
жит 8—10 % углеводов: маннозу, ацетил гл юкозамин, галактозу. Глюкоза- 
минные основные группы присоединены к восьми остаткам аспарагина.

Изучение пространственной организации а2-макроглобулина показало, 
что белок содержит 8,6 % а-спиралей и 35 % p-структур. Моделью третич­
ной структуры выбрана конформация р-бочонка преальбумина.

В структуре а2-макроглобулина имеется последовательность Arg681- 
Val-Gly-Phe-Tyr-Glu686, пептидные связи которой могут расщепляться раз­
ными типами протеиназ. Расщепление приводит к конформационным из­
менениям а2-макроглобулина, в результате чего гидролизуется тиоэфирная 
связь между Cys949 и Gln952, а карбонильный радикал образует ковалентную 
связь с протеиназой, но в отличие от серпинов не по активному центру. По­
этому комплекс протеиназа-а2-М способен расщеплять низкомолекулярные 
субстраты, а связывание с белками становится не возможным из-за стериче- 
ских препятствий, создаваемых макромолекулой ингибитора [1]. Поэтому 
а2-макроглобулин предпочтительнее называть не ингибитором, а рестрик­
тором — ограничителем ферментативной функции протеиназ.

а2-Макроглобулин в отличие от а2-антиплазмина реагирует с плазмином 
относительно медленно, но его емкость велика (в 2 раза выше, чем а2-анти- 
плазмина), поэтому при больших количествах плазмина и исчерпании запаса
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3.5. Активируемый тромбином ингибитор фибринолиза (TAF1)

а2-антиплазмина инактивацию выполняет а2-макроглобулин. Комплекс плаз- 
мин-а2-макроглобулин обладает высокой способностью расщеплять фибрин, 
а его фибринолитическая активность обнаруживается лишь после длительной 
инкубации комплексов с фибриногеном. Комплекс трипсин-а2-макроглобу- 
лин лишен и фибрино-, и фибриногенолитической активности. сс2-Макрогло­
булин относится к основным ингибиторам калликреинов плазмы, полностью 
снимает их биологическое действие, а активность в отношении искусственных 
пептидных субстратов (ТАМЭ-эстеразную активность) — лишь наполовину.

В последние годы показано, что наряду с регуляцией активности всех 
четырех классов протеиназ а2-макроглобулин играет важную роль в имму­
нологических реакциях, клеточном росте, дифференциации, метаболизме 
соединительной ткани, модуляции активности различных цитокинов, регу­
ляции синтеза оксида азота макрофагами и др. [95—97].

Предполагается, что кроме регуляции активности протеиназ одна из 
функций а2-макроглобулина — удаление активированных ферментов из кро­
вотока. Установлено, что а2-макроглобулин может связываться с внутрен­
ней поверхностью эндотелия, способен связываться с мембранами клеток 
ретикулоэндотелиальной системы (лимфоцитами, полиморфноядерными 
лейкоцитами, макрофагами) и ингибировать протеиназозависимые реакции 
иммунных процессов [1,2, 92].

3.5. АКТИВИРУЕМЫЙ ТРОМБИНОМ
ИНГИБИТОР ФИБРИНОЛИЗА (TAFI)

Активируемый тромбином ингибитор фибринолиза 
(TAFI) - одноцепочечный гликопротеин молекулярной массой 58 кДа, ко­
торый синтезируется в печени и секретируется в кровь. Необходимо отме­
тить, что обнаружена тромбоцитарная форма TAFI молекулярной массой 
50 кДа синтез которой, как предполагают, обеспечивается мегакариоцита­
ми. Дегликозилирование как тромбоцитарной, так и плазменной форм TAF1 
приводит к образованию подобных молекул молекулярной массой 47 кДа 
[98]. TAFI гомологичен обнаруженным ранее в плазме карбоксипептидазе U 
и прокарбоксипептадазе В [99, 100].

TAFI не относится к числу белков “острой фазы”, но в некоторых иссле­
дованиях показано, что у здоровых людей его уровень варьирует в широких 
пределах (от 4 до 6 раз). В среднем концентрация TAF1 в плазме составляет 
4—15 мкг/мл [101]. Тромбоцитарная форма TAFI содержится в а-гранулах 
тромбоцитов и его концентрация достигает 48 ± 5 нг/109 тромбоцитов. Эта 
форма TAFI секретируется при активации тромбоцитов и имеет идентичные 
энзиматические характеристики с плазменным TAFI (активация тромби­
ном, тромбин/тромбомодулином). Как полагают, тромбоцитарный TAFI 
необходим для защиты сгустков от фибринолизиса [98].

Механизм антифибринолитического действия TAFI заключается в от­
щеплении С-концевых остатков, которые экспонируются на начальных эта­
пах расщепления фибрина и формируют новые участки связывания ТАП и 
плазминогена, обеспечивающие ускорение лизиса [102]. Его активация про-
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исходит в результате расщепления тромбином и другими трипсиноподобны­
ми протеиназами по Arg92 с высвобождением N-концевого пептида и обра­
зованием активного фермента 35 кДа [103]. Свободный тромбин активирует 
TAFI с низкой скоростью: A:cat реакции составляет 0,002 с-1, а КМ ~ 2 мкМ, 
что на порядок выше концентрации TAFI в плазме. Связывание тромбина с 
тромбомодулином (ТМ) повышает /ccat до 1,2 с-1 и снижает К'м до 1 мкМ, что 
увеличивает каталитическую эффективность реакции в 1250 раз [104]. Дру­
гим физиологическим активатором TAFI может быть плазмин. К'м реакции 
составляет 0,055 мкМ, а ксаХ — 0,0004 с-1. Скорость реакции значительно по­
вышается в присутствии гликозаминогликанов, и при терапевтических кон­
центрациях гепарина в крови каталитическая эффективность активации 
TAFI плазмином может составлять ~ 10 % таковой для комплекса тром- 
бин/тромбомодулин [105].

Физиологический ингибитор TAFIa не идентифицирован. В растворе 
TAFIa спонтанно инактивируется. Скорость инактивации значительно возрас­
тает при повышении температуры (?[/2, составляет ~ 3 ч при 22 °C и ~ 8 мин — 
при 37 °C), снижается в присутствии субстратов и конкурентных ингибито­
ров (аналогов Lys). Это свидетельствует о том, что основным механизмом его 
инактивации являются конформационные изменения [106].

Открытие TAFI и выяснение механизма его антифибринолитического 
действия позволили объяснить, почему сгустки крови у больных гемофили­
ей лизируются быстрее, чем у здоровых лиц. Свободный тромбин активиру­
ет TAFI с низкой скоростью, поэтому антифибринолитический эффект это­
го ингибитора зависит от количества тромбина, образующегося при актива­
ции свертывания крови [104, 107].

Значительно сложнее охарактеризовать эффекты системы протеина С, 
так как ее компоненты могут оказывать противоположное по знаку влияние 
на активацию TAFI. С одной стороны, активация протеина С и расщепле­
ние фактора Va снижают количество образующегося тромбина, что должно 
приводить к снижению степени активации TAFI, а лейденская мутация фак­
тора V — к ее повышению. Это согласуется с данными о предрасположенно­
сти к тромбозам больных с дефектами этих компонентов [108]. С другой сто­
роны, связывание тромбина с ТМ повышает скорость активации как проте­
ина С, так и TAFI. Поскольку по кинетическим параметрам протеин С и 
TAFI являются примерно равноценными субстратами, а их концентрации в 
плазме на порядок ниже, чем для комплекса тромбин-тромбомодулин, сте­
пень активации этих проферментов зависит от концентрации всех компо­
нентов реакции. L.O. Mosnier и соавт. [109], исследуя влияние ТМ на акти­
вацию TAFI и стимулированный тканевым активатором плазменогена лизис 
сгустков нормальной плазмы, показали, что при увеличении концентрации 
ТМ от 0,05 до 5 нМ наблюдаются повышение степени активации TAFI и 
снижение скорости лизиса, а при более высокой концентрации ТМ — сни­
жение степени активации TAFI и соответственно увеличение скорости ли­
зиса. Таким образом, значительное увеличение скорости активации TAFI 
при образовании комплекса тромбина с ТМ свидетельствует о том, что этот 
комплекс может оказывать не только антикоагулянтное (как считалось в те-
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1. Повреждение

ФфВ Коллаген

II. Инициация

III. Привлечение IV. Стабилизация

б

РИС. 2. Дисфункция эндотелия при атеросклерозе (R. Ross, 2005) (а) и стадии (I-IV) об­
разования тромбоцитарного тромба (б)

(Т) — ускорение кровотока 
(напряжение сдвига)

(2) — тромбоцитарные факторы

(3) — гормоны и нейромедиаторы

------► NO/ЭФР
------к фактор гиперполяризации
____> простациклин
------► ЭФК/ЭТ
------к фактор роста

РИС. 3. Функционирование эндотелия в норме (Ф.Т. Агеев, 2000)
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Р Мембранная система 
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система

Структурная зона
Микротубулы 

Актин 
Миозин

Митохондрия

Зона органелл

Плотные гранулы 
Лизосомы

Гликоген
Каналикулярная

а

Дегрануляция

Высвобождение компонентов гранул 
Лизосомы а-Гранулы

Плотные тела /

----------- ►
Микровезикулы

Запасы 
гликогена

Изменение формы
Псевдоподии

Микротубулы
Реорганизация цитоскелета 
Актино-миозиновые филаменты

РИС. 5. Ультраструктуры покоящегося (а) и активированного (6) тромбоцитов [34]
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Тромбин
Адреналин
АДФ 
Коллаген 
Вазопрессин

Вторичная агрегация с
Покоящийся тромбоцит (обратимая) дегрануляцией (необратимая)

РИС. 8. Фазы агрегации тромбоцитов [34]

Агонисты
тромбин, тромбоксан, адреналин, 
PAF, вазопрессин, АДФ, коллаген

РИС. 10. G-белки и активация тромбоцитов [34]
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Распластывание-------- ► Активация-------- > Адгезия/агрегация
------------------------------------------------------------------------------------------------------------ ►

Экстрацеллюлярный матрикс

Кровоток
------------------►

Качение
-------------- ►

GPIba Неактивный 
апьРз 

Активированный

Рецепторы 
коллагена

Коллаген A1 RGDS

Фактор фон Виллебранда Фибриноген

а

б

РИС. 12. Роль интегринов и фактора фон Виллебранда во взаимодействии тромбоцитов с 
коллагеном:
а — механизм активации тромбоцитов иммобилизованным фактором фон Виллебранда в динамиче­
ских условиях; б — механизм адгезии и активации тромбоцитов в кровотоке
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Коллаген
а

РИС. 13. Роль коллагена в активации тромбоцитов:
а — начальное взаимодействие тромбоцитов с субэндотелием в условиях высокого динамического на­
пряжения; б — сигналинг, вызванный взаимодействием коллагена с GPVI [81]
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Тромбин

РИС. 15. АДФ и активация тромбоцитов [112]
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Тромбоксан Аг

Тромбин

Возможность 
секреции 
компонентов

Возможность 
агрегации

гранул Привлечение 
тромбоцитов

Возможность 
прокоагулянтной 
активности

Рост и стабилизация тромба

РИС. 16. Роль рецептора АДФ P2yi2 в формировании тромба

фибриногена

РИС. 17. Внутриклеточный сигналинг, опосредованный рецепторами АДФ [117]
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РИС. 18. Структура и особенности ПАР-1 [119]Aku
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РИС. 20. Модель процесса коагуляции с участием эндотелиальных клеток и тромбоцитов 
(фазы инициации, стабилизации и распространения)

Aku
sh

er-
Lib

.ru



РИ
С.

 21
. С

хе
ма

 пр
оц

ес
са

 ф
иб

ри
но

ли
за

 в 
со

су
да

х [
7]

Aku
sh

er-
Lib

.ru



sl
C

РИ
С.

 22
. М

ол
ек

ул
яр

ны
е ф

ор
мы

 ин
ги

би
то

ра
 ак

ти
ва

то
ра

 пл
аз

ми
но

ге
на

 ти
па

 1

Aku
sh

er-
Lib

.ru



Xа

Активность гепарина

к

— Анти-Па

" " ■ • -^Z***^

- - Анти-Ха

НМГ Нефракционированный
гепарин
(НФГ)

------ 1—i------------ 1--------------1--------
305 15

Молекулярная масса, кДа

НМГ:
Анти-Ха
Анти-Па »1 (НФГ);

Анти-Ха
Анти-Па- 1

РИС. 23. Антитромботическое действие гепарина:
НМГ — низкомолекулярный гепарин (ингибирует фактор Ха, оказывает антитромботическое дей­
ствие); НФГ — «фракционированный гепарин (ингибирует тромбин, оказывает антикоагулянтное 
действие); с уменьшением молекулярной массы гепарина антикоагуляционный эффект снижается
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3.6. Роль протеина С в регуляции системы фибринолиза

чение почти 20 лет после открытия ТМ), но и антифибринолитическое (т. е. 
прокоагулянтное) действие. Результирующая этих двух процессов зависит от 
многих параметров, определяющих формирование тромба in vivo.

Следует отметить, что в экспериментах in vitro 50%-й эффект ингибиро­
вания фибринолиза наблюдается уже при концентрации TAFIa, равной 
1 нМ, а максимальный — при 10 нМ. Хотя свободный тромбин активирует 
TAFI с низкой скоростью, но при свертывании плазмы, содержащей нор­
мальные уровни факторов системы гемостаза, тромбин образуется в количе­
стве, которое и в отсутствие ТМ может обеспечить активацию TAFI в степе­
ни, достаточной для ингибирования фибринолиза [106].

Значимость TAFI в стабилизации тромбов подтверждают данные, полу­
ченные в экспериментах по тромболизису. Введение кроликам специфичес­
кого ингибитора — карбокси пептидазы В = 0,4 нМ) в 2 — 4 раза повышало 
тромболитическую эффективность ТАП [110, 111]. В то же время следует от­
метить, что in vitro по мере увеличения концентрации ТАП антифибриноли- 
тический эффект TAFIa снижается. Уменьшение влияния TAFIa может быть 
обусловлено системной активацией фибринолиза при концентрации ТАП, 
значительно превышающей физиологическую (> 250 нг/мл), что приводит к 
потреблению а2-антиплазмина, образованию продуктов деградации фибри­
ногена и Lys-плазминогена, который обладает более высоким сродством к 
фибрину и активируется с большей скоростью, чем Glu-плазминоген. Под­
тверждением этого может служить.то, что при использовании активатора пла­
зминогена летучих мышей-вампиров, обладающего значительно более высо­
кой фибриноспецифичностью, чем ТАП, антифибринолитический эффект 
TAFIa наблюдался при всех исследованных концентрациях активатора [112].

Следует отметить, что TAFIa может отщеплять С-концевые Arg или Lys 
не только в фибрине, но и в других белках и пептидах. Предполагается, что 
он может участвовать также в регуляции активности кининов и анафилоток- 
синов [113]. Клинические исследования (пато)физиологической роли TAFI 
пока немногочисленны. Vam Tilburg и соавт. [114] показали, что повышен­
ный уровень TAFI является фактором риска развития тромбоза глубоких 
вен. У женщин уровень TAFIa повышается с возрастом и при приеме ораль­
ных контрацептивов, что может быть одной из причин увеличения риска 
тромбообразования [101]. Значительное снижение содержания активируе­
мой формы TAFI обнаружено у пациентов с хроническими заболеваниями 
печени [115] и больных с острой промиелоцитопенической лейкемией, у ко­
торых отмечаются аномальная активация фибринолиза и высокая частота 
летальных геморрагий [1, 116].

3.6. РОЛЬ ПРОТЕИНА С В РЕГУЛЯЦИИ 
СИСТЕМЫ ФИБРИНОЛИЗА

Активированный протеин С (АПС) является природным ан­
тикоагулянтом в русле крови (см. гл. 2). Известно также, что АПС принимает 
участие в регуляции системы фибринолиза. Механизмы профибринолитичес- 
кой функции активированного протеина С до конца не выяснены. В различ­
ных модельных системах in vitro и in vivo показано, что основной механизм ре-
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ГЛ АВ АЗ. Система фибринолиза плазмы крови

гуляции системы фибринолиза заключается во взаимодействии АПС с инги­
битором тканевого активатора плазминогена (ПАИ-1) в составе его комплек­
са с ТАП, что, в свою очередь, приводит к высвобождению ТАП из комплек­
са и увеличению фибринолитического потенциала крови [117, 118]. Извест­
но, что к2 взаимодействия АПС с ПАИ-1 составляет 0,6 • 103 М_|- с-1, а витро­
нектин является кофактором этого процесса и увеличивает эффективность 
взаимодействия в 300 раз, при этом к2 реакции составляет 1,8 • 105 М_|- с-1. 
Таким образом, ПАИ-1 является наиболее эффективным ингибитором АПС 
в плазме [119].

Группой исследователей выдвинуто также предположение, что основ­
ной путь АПС в регуляции системы фибринолиза является TAFI-опосредо- 
ванным, а именно, АПС регулирует фибринолиз, препятствуя образованию 
тромбина, который в комплексе с тромбомодулином активирует TAFI. Как 
упоминалось выше, функция TAFIa состоит в ингибировании образования 
тройного циклического комплекса с участием фибрина, плазминогена и 
ТАП, что, в свою очередь, препятствует образованию плазмина на фибрино­
вом сгустке [120]. В этом процессе принимает участие кофактор протеина 
С — протеин S, который может ингибировать активацию TAFI двумя путя­
ми: как кофактор протеина С и по протеин С-независимому пути — ингиби­
руя инициацию образования тромбина и таким образом снижая степень ак­
тивации TAFI [121].

Следует отметить, что тромбин способен непосредственно влиять на 
компоненты системы фибринолиза, так он вызывает синтез и секрецию 
ТАП эндотелиальными клетками в русло крови, которое также сопровожда­
ется секрецией ПАИ-1 [3, 5].

3.7. СТРЕПТОКИНАЗА - АКТИВАТОР ПЛАЗМИНОГЕНА 
ЭКЗОГЕННОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Стрептокиназа (СК) — белок бактериального происхожде­
ния, который продуцируется разными видами (С, G, А серологические груп­
пы) р-гемолитических стрептококков. Вероятно, что она принимает участие 
в инвазии стрептококками организма хозяина [122]. Стрептокиназа способ­
на активировать плазминоген как в растворе, так и связанный с поверхнос­
тью бактерии, причем плазмин в комплексе с рецептором не чувствителен к 
ингибирующему действию а2-антиплазмина [123]. Такое функциональное 
взаимодействие активатора и рецептора обеспечивает поддержание нерегу- 
лированной протеолитической активности и эффективное проникновение 
бактерии сквозь тканевые барьеры организма хозяина.

Широкое применение стрептокиназы в тромболитической терапии во 
время лечения инфаркта миокарда, легочной эмболии, глубоких тромбозов 
сосудов и других нарушений кровообращения, связанных с тромбообразова- 
нием, обусловило значительный интерес к изучению ее структуры и механи­
зма действия [8].

Структура молекулы стрептокиназы. Стрептокиназа — белок молекуляр­
ной массой 47 кДа, состоящий из 414 аминокислотных остатков [124, 125]. В 
N-концевом участке найдено около 250 аминокислотных остатков, гомоло- 
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гичных последовательностям некоторых сериновых протеиназ, включая 
трипсин быка и протеиназы некоторых бактерий [126]. Анализ последовате­
льности СК дает возможность предположить, что она имеет трехмерный 
участок, который напоминает активный центр сериновых протеиназ, но 
His57 “активного” участка замещен на глицин. Однако другие остатки ами­
нокислот — Aspl{)2 и Ser195 — находятся в ожидаемых позициях. Не считая 
наличия гомологии, весомых доказательств происхождения стрептокиназы 
из ферментов не найдено. Сиквенирование гена стрептокиназы с Streptococ­
cus equisimilis и его дальнейшее успешное клонирование дало возможность 
провести масштабные исследования стрептокиназы [127].

Стрептокиназа содержит 69 карбоксильных, 61 основных и 170 (около 
40 %) гидрофобных остатков. С-концевая аминокислота — лизин, a N-koh- 
цевая изолейцин. В состав СК входят 0,2 % гексоз и 0,1 % гексозамина [128]. 
Около 60 % аспарагиновых и глутаминовых остатков находятся в амидной 
форме [129]. В составе стрептокиназы не найдено цистеина и цистина. Белок 
стойкий к действию высоких температур и влияния мочевины. СК стабильна 
в пределах pH от 7 до 10 [130]. Изоэлектрическая точка стрептокиназы от 4,7 
до 6,5 [131]. Спектрофотометрическими и калориметрическими методами ис­
следована вторичная структура СК. По результатам опытов стрептокиназа яв­
ляется а + [3-протеином, в составе которого около 17 % а-спиралей, 28 р-склад- 
чатых структур, 21 p-изгибов и 34 % неупорядоченной структуры [132].

Молекула стрептокиназы представляет собой мультидоменный протеин 
с чрезвычайно высоким уровнем гидратации и гибкости, которая мешает 
проведению рентгеноструктурного исследования или изучению структуры 
ее молекулы с использованием ЯМР [133]. Методом сканирующей микрока­
лориметрии установлено, что стрептокиназа содержит четыре независимых 
домена с разной стабильностью [134, 135]. Два N-концевых домена термола­
бильны и, возможно, способны взаимодействовать с двумя другими. Четвер­
тый домен — С-концевой — термостабильный и может взаимодействовать с 
третьим доменом, который в случае расщепления пептидной связи в четвер­
том дестабилизируется [136].

Активация плазминогена стрептокиназой. Стрептокиназа не проявляет 
амидолитической или эстеразной активности, поэтому ее относят к непря­
мым активаторам плазминогена. Индукция каталитической активности пла­
зминогена стрептокиназой происходит поэтапно. На первом этапе стрепто­
киназа связывается с молекулой плазминогена, что вызывает определенные 
конформационные изменения в протеиназном домене плазминогена с даль­
нейшей экспозицией каталитического центра в плазминогеновой составной 
комплекса плазминоген-стрептокиназа. Предыдущие изменения приводят к 
расщеплению пептидной связи Arg56l— Val562 в плазминогене, который нахо­
дится в комплексе или свободном плазминогене [137].

Представленная ниже схема отображает этапы взаимодействия стрепто­
киназы с плазминогеном, вследствие сначала образуется, стехиометричес­
кий комплекс (СК-Пг), а после конформационных перестроек в плазмино­
геновой части комплекса — СК-Пг*. Этот этап зависит от наличия некото­
рых анионов или фибрин(оген)а или его фрагментов, которые подавляют
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или стимулируют активность комплекса с экспонированным активным цен­
тром. Дальнейшие перестройки приводят к таким изменениям в комплексе 
СК-Пг’, что он становится нечувствительным к упомянутым факторам. В 
дальнейшем происходит разрыв пептидной связи Arg56|— Val562, сопровож­
дающийся образованием комплекса СК-Пм, стрептокиназа которого с тече­
нием времени частично деградирует [138]:

Ск + Пг -> Ск-Пг -> Ск-Пг’ -> Ск-Пг’ Ск-Пм -> Ск' + Пм.
Известно, что плазмин не способен к активации плазминогена, комплек­

сы же СК-Пг*, CK-Пг’ и СК-Пм функционируют как активаторы плазми­
ногена. Плазминогеновая компонента активаторного комплекса имеет сво­
йства сериновых протеиназ, что противоречат классическому пониманию 
активации плазминогена как обязательного расщепления Arg561 — Val562-nen- 
тидной связи [139]. Плазминоген с экспонированным активным центром 
ингибируется серпинами, что является прямым доказательством принадле­
жности его к сериновым протеиназам [140]. Вместе с тем белковые ингиби­
торы протеиназ плазмы крови, такие как а2-антиплазмин, aj-антитрипсин, 
а2-макроглобулин и антитромбин III неспособны к его полному ингибиро­
ванию [141]. В отличие от свободного плазмина активаторный комплекс 
Пг-СК не расщепляет белковые субстраты — фибрин, фибриноген, казеин. 
При низких значениях pH комплекс Пг-СК распадается, СК денатурирует, 
но плазминоген остается активным и может ингибироваться а2-антиплазми- 
ном, что указывает на наличие в молекуле плазминогена экспонированного 
активного центра [142, 143]. Липопротеин-(а), конкурируя с плазминоге­
ном, способен к ингибированию индукции каталитической активности плаз­
миногена стрептокиназой [144].

Стрептокиназа связывается с плазминогеном очень быстро — 
5,4 • 107 М_|- с-1 [94]. Она способна образовывать комплексы не только с 
Глу-плазминогеном (Глу-Пг), но и Лиз-плазминогеном (Лиз-Пг) [145], ми­
ниплазминогеном [146], микроплазминогеном [147] или В-цепью (протеи­
назным доменом ПД) плазмина [148]. СК индуцирует каталитическую акти­
вность микроплазминогена медленнее, чем Глу-Пг или Лиз-Пг. Способ­
ность СК к индукции каталитической активности Лиз-Пг выше почти вчет­
веро, чем относительно Глу-Пг.

Видовая специфичность стрептокиназы. Стрептокиназа разного происхо­
ждения имеет четко выраженную видовую специфичность активации плаз­
миногена. Так, стрептокиназа, продуцированная Streptococcus uberis, активи­
рует лишь плазминоген вола [149], стрептокиназы некоторых стрептококков 
группы Е активируют плазминоген свиньи [150], вместе с тем они инертны 
относительно плазминогена человека, что может быть свидетельством ди­
вергентного характера эволюции активатора [149]. Неодинаковая способ­
ность к активации плазминогена стрептокиназами разного происхождения 
объясняется, очевидно, структурными отличиями протеиназного домена 
плазминогена у разных млекопитающих [151]. Конформация Пг в целом су­
щественно не влияет на способность плазминогена млекопитающих активи­
роваться стрептокиназой [152].
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Для широко используемой в клинике стрептокиназы Streptococcus equisimilis 
тоже характерна высокая видовая специфичность — она хорошо активирует 
плазминоген человека и некоторых других видов млекопитающих, а плазми­
ноген некоторых видов млекопитающих активирует слабо или совсем не ак­
тивирует [151]. По способности активироваться этой стрептокиназой плаз­
миноген млекопитающих можно распределить на три группы: 1 — активиру­
ются каталитическими количествами СК (плазминоген человека, макаки, 
кошки); 2 — активируются еквимолярными и большими количествами СК 
(плазминоген собаки, кроля, лошади); 3 — не активируются стрептокиназой 
вообще (плазминоген вола, свиньи, мыши, крысы) [151].

Механизм действия стрептокиназы состоит в образовании эквимолярно­
го комплекса с плазминогеном. После этого в результате внутренних превра­
щений в молекуле плазминогена открывается активный центр, и комплекс 
стрептокиназа-плазминоген приобретает способность активировать плазми­
ноген в плазмин, который и фрагментирует фибрин тромба до ПДФ. Плаз­
мин фрагментирует не только фибрин, но и фибриноген, циркулирующий в 
крови, чем и объясняется снижение его уровня на фоне тромболизиса.

3.8. ТРОМБОЛИТИЧЕСКИЕ ПРЕПАРАТЫ

3.8.1. История тромболитической терапии

Тромболитические препараты впервые были применены в 
клинической практике благодаря стараниям В. Тиллета и С. Шерри еще в 
1949 г., а в 1958 г. С. Шерри вместе с А. Флетчером и Н. Алкерсиг доложили 
об успешном применении стрептокиназы для лечения больных инфарктом 
миокарда (ИМ). Тромболитические препараты, которые на сегодня являют­
ся главными в лечении ИМ, позволили в ведущих клиниках мира снизить 
смертность от этого заболевания до 7 и даже до 5 %. Однако необходимость 
тромболитиков при этой патологии получила общее признание лишь после 
1989 г. Несомненные заслуги отечественных ученых в области практическо­
го применения тромболитической терапии (ТЛТ) хорошо известны в мире. 
В 1961 г. отечественный фибринолизин, созданный Г.В. Андреенко под ру­
ководством Б.А. Кудряшова, был впервые применен в клинике А.Л. Мясни­
кова Е.И. Чазовым. Отметим, что Е.И. Чазову принадлежит мировой при­
оритет внутрикоронарного введения тромболитика больному ИМ в 1976 г. 
[153].

Решающую роль в развитии ТЛТ сыграли широкое использование коро- 
нароангиографии при ОИМ, а также морфологические работы, убедительно 
показавшие, что причиной развивающегося ИМ является внутрикоронар- 
ный тромбоз, возникающий, как правило, на месте имеющейся атероскле­
ротической бляшки с поврежденной поверхностью. Эти работы способство­
вали организации двух крупных многоцентровых исследований, ставших 
классическими, так как именно с их помощью была доказана эффектив­
ность ТЛТ для снижения смертности при ИМ. Первое из них — GISSI-1 
(Gruppo Italiano per lo Studio della Streptochinasi ne nellTnfarto miocardico) — 
выполнено в Италии и опубликовано в 1986 г.; второе — ISIS-2 (Second In-

165

Aku
sh

er-
Lib

.ru



ГЛ АВ АЗ. Система фибринолиза плазмы крови

ternational Study of Infarct Survival) — было международным, и его результаты 
стали доступными в 1988 г. С начала 1990-х годов ТЛТ вошла в перечень 
обязательных мероприятий при ОИМ [8, 153].

3.8.2. Механизм действия тромболитических препаратов 
и оценка эффективности тромболитической терапии

В отличие от антитромбоцитарных препаратов, прямых и 
непрямых антикоагулянтов, действие которых направлено на предотвраще­
ние тромбообразования, механизм действия тромболитических средств за­
ключается в растворении фибринового тромба. Этот тромб, например, мо­
жет образоваться в пораженной атеросклерозом артерии, а также явиться ре­
зультатом эмболии. Различают тромбозы артериальные и венозные, а тром­
боэмболии — системные, легочные и парадоксальные. Локализация и прои­
схождение тромба, как впрочем и общее состояние больного, имеют важное 
значение при решении вопроса о целесообразности тромболитической тера­
пии в каждом конкретном случае, учитывая высокую стоимость тромболи­
тических препаратов и связанный с их применением риск развития серьез­
ных геморрагических осложнений. Тромболитическая терапия показана в 
остром периоде ИМ, при массивной или субмассивной ТЭЛА, тромбозе 
крупных артерий (бедренных, подколенных, подключичных и др.), а также, 
возможно, в первые часы после возникновения инсульта тромбоэмболичес­
кого происхождения. Не рекомендуется применение тромболитических пре­
паратов для лечения тромбоза глубоких вен нижних конечностей, так как 
частичный лизис венозного тромба может повысить риск развития ТЭЛА.

Венозные тромбы, как правило, легче лизируются, чем артериальные, 
поэтому, например при лечении ТЭЛА, требуются гораздо меньшие дозы 
тромболитических препаратов, чем при лечении острого ИМ. И это не уди­
вительно, учитывая, что в первом случае причиной заболевания служит ве­
нозный по происхождению тромб, а во втором — фибриновый тромб обра­
зуется в месте пораженной атеросклерозом коронарной артерии.

Тромболитическая терапия направлена на то, чтобы по возможности 
быстро растворить фибриновый тромб и восстановить антероградный кро­
воток в соответствующем органе или его части. Для этого необходимо повы­
сить фибринолитическую активность крови больного, что теоретически мо­
жно достичь двумя путями:

1) введением активированного in vitro плазминогена, и увеличением тем 
самым его содержания в крови;

2) введением активаторов плазминогена, которые усиливают образова­
ние плазмина из эндогенного плазминогена.

Фибринолизин (или плазмин) — это выделенный из плазмы человека и 
неспецифически активированный in vitro трипсином плазминоген (профиб­
ринолизин). Клинические исследования показали, что экзогенный плазмин 
(препарат фибринолизин) действует медленно и недостаточно эффективен в 
растворении артериальных тромбов. Кроме того, он часто вызывает пиро­
генную и аллергическую реакцию, а также серьезные кровотечения. Тем не 
менее фибринолизин продолжает производиться в Украине, и разрешен к
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клиническому применению в России, но едва ли его следует использовать 
при тромботических осложнениях.

За исключением фибринолизина, применяемые в настоящее время тром­
болитические препараты по механизму действия являются активаторами эн­
догенного плазминогена.

Современные тромболитические средства можно условно разделить на 
три основные группы'.

1) препараты первого поколения, которые приблизительно в одинаковой 
мере активируют и связанный с фибрином, и циркулирующий в крови плаз­
миноген и имеют короткий период полужизни (стрепто- и урокиназа);

2) препараты второго поколения, обладающие относительной специфич­
ностью к связанному с фибрином плазминогену и более продолжительным 
периодом полужизни (рекомбинантная проурокиназа, АПСАК — анизоили- 
рованньй плазминоген-стрептокиназный активаторный комплекс, реком­
бинантный тканевый активатор плазминогена — ТАП, рекомбинантная ста- 
филокиназа);

3) препараты третьего поколения, обладающие более высокой тромбо­
литической активностью благодаря изменениям в их молекулах, которые 
были внесены методом генной инженерии (негликозилированный рекомби­
нантный ТАП, химерные молекулы, содержащие различные участки ТАП и 
урокиназы, и др.).

Стрептокиназа (стрептаза) — непрямой активатор плазминогена. Период 
полужизни стрептокиназы 15—2'5 мин. Получают ее из культуры 0-гемолити- 
ческого стрептококка группы С (по классификации Лансфильда), она обладает 
антигенными свойствами. В крови человека всегда обнаруживаются антитела 
против стрептокиназы, что связано с большой распространенностью стрепто­
кокковых инфекций в общей популяции. Титры антистрептокиназных антител 
быстро нарастают в течение нескольких дней после ее введения и через не­
сколько суток достигают пика, который может в 1000 раз превышать исходные 
титры антител против стрептокиназы. У части больных титры антистрептоки­
назных антител возвращаются к исходному уровню (до ее введения) через 
6 мес, однако во многих случаях титры этих антител остаются повышенными у 
больных, получавших стрептокиназу 2—4 года назад, обусловливая резистент­
ность к повторному введению препарата, а также аллергические реакции.

Учитывая динамику антистрептокиназных антител, обычно не рекомен­
дуют повторное введение стрептокиназы после проведенного лечения, а так­
же сразу после перенесенной стрептококковой инфекции. В то же время 
М. BuchalteriA соавт. показано, что в течение 72 ч после лечения стрептоки­
назой повторное ее введение (при необходимости) может быть эффектив­
ным и безопасным для большинства больных.

Для профилактики аллергических реакций (включая анафилактический 
шок) некоторые авторы рекомендуют перед введением стрептокиназы внут­
ривенно вводить кортикостероиды (до 180—240 мг преднизолона) и/или ан­
тигистаминные препараты.

Как показывают исследования, эффективность стрептокиназы может 
значительно варьировать, что, по-видимому, связано с различиями в титрах 
антистрептокиназных антител у некоторых больных. Поэтому не удивитель-
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но, что данные литературы относительно оптимальной дозы стрептокиназы 
у больных острым инфарктом миокарда разноречивы. По наблюдениям 
J. Col эффективность 500 000 и 1 500 000 ЕД стрептокиназы примерно оди­
наковая. В то же время показано, что 3 000 000 ЕД стрептокиназы значитель­
но превосходит по эффективности дозу препарата 1 500 000 ЕД, которая в 
настоящее время считается общепринятой.

Данные J. Col и соавт. о достаточно высокой эффективности более низ­
ких, чем обычно рекомендуемые, доз стрептокиназы представляют интерес, 
особенно в связи с довольно высокой стоимостью этого самого дешевого из 
тромболитических препаратов. Однако, поскольку нельзя исключить того, 
что под наблюдением авторов оказались больные с низкими исходными тит­
рами антистрептокиназных антител, вопрос о наименьшей эффективной до­
зе стрептокиназы при остром ИМ остается открытым до проведения круп­
ных сравнительных исследований.

В настоящее время при лечении острого ИМ стрептокиназа обычно наз­
начается в дозе 1 500 000 ЕД, которая разводится в 100 мл изотонического 
раствора хлорида натрия или 5%-го раствора глюкозы и вводится в течение 
60 мин. При более быстром введении 1 500 000 ЕД препарата (за 30 мин) эф­
фективность тромболитической терапии, оцениваемая по частоте проходи­
мости инфарктсвязанной коронарной артерии, увеличивается, но при этом 
значительно возрастает риск развития гипотонии.

Стрептокиназа выпускается во многих странах мира под различными 
коммерческими названиями: “стрептаза”, “кабикиназа”, “авелизин”, “це- 
лиаза” и др.

Урокиназа (аббокиназа). Существуют две молекулярные формы актива­
тора плазминогена урокиназного типа: низкомолекулярная (молекулярная 
масса 33 кДа) и высокомолекулярная (54 кДа). Обычный препарат уроки­
назы представляет собой низкомолекулярную форму двухцепочечного ак­
тиватора плазминогена урокиназного типа, которая является результатом 
расщепления ее высокомолекулярной формы, вероятно за счет аутокатали­
тического механизма в процессе очистки. Период полужизни урокиназы 
15—20 мин. Основной путь элиминации урокиназы — ее разрушение и бы­
строе выведение печенью. В отличие от стрептокиназы урокиназа не вызы­
вает образования специфических антител. Аллергические реакции при ле­
чении урокиназой встречаются гораздо реже, чем при введении стрептоки­
назы.

Урокиназа выпускается под различными коммерческими названиями: 
“аббокиназа”, “урокидан” и др.

Проурокиназа (саруплаза), или одноцепочечный активатор плазминоге­
на урокиназного типа, обладает высокой специфичностью в отношении свя­
занного с фибрином плазминогена (по сравнению со стрепто- и урокина­
зой), а также более продолжительным периодом полужизни.

Проурокиназу можно выделить из мочи и культуры клеток почек эмбри­
она человека, однако для клинического применения препарат обычно полу­
чают ДНК-рекомбинантным методом. В настоящее время выпускают две 
различные формы рекомбинантной проурокиназы. Негликозилированная 
ее форма известна под названием “саруплаза” (saruplase), с успехом исполь- 
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зуется в странах Западной Европы для лечения острого ИМ. Эффективность 
и безопасность саруплазы недавно продемонстрирована в крупном откры­
том исследовании PASS (Practical Applicability of Saruplase Study), включав­
шем 1698 больных, которым саруплазу вводили в первые 6 ч после начала за­
болевания. Отмечены низкая внутрибольничная смертность (5,4 %), низкая 
частота повторного ИМ (3,8 %), геморрагического инсульта (0,5 %) и серьез­
ных кровотечений, требующих переливания крови (1,2 %).

В США проводятся клинические испытания гликозилированной формы 
рекомбинантной проурокиназы (А-74187) с более быстрым началом дейст­
вия, чем у негликозилированной. По предварительным данным, 90-минут­
ная проходимость инфарктсвязанной коронарной артерии при лечении этим 
препаратом составляет в среднем 73 %, что выше соответствующего из пока­
зателя для стрепто- и урокиназы.

При лечении острого ИМ рекомбинантные формы проурокиназы наз­
начают в дозе 40—80 мг в течение 60—120 мин.

Ацетилированный плазминоген-стрептокиназный комплекс — АПСАК (ани- 
стреплаза) представляет собой неактивный эквимолярный комплекс стреп­
токиназы и плазминогена человека, в котором к активному центру молеку­
лы плазминогена ковалентно присоединена ацетильная группа. Ацетилиро­
вание не влияет на способность АПСАК связываться с фибриновым тром­
бом, так как фибринсвязывающий центр плазминогена функционально от­
личается от его активного центра. АПСАК не взаимодействует с плазмино­
геном до тех пор, пока в результате спонтанного деацетилирования в крови 
не будет восстановлена его ферментативная активность. Период полужизни 
АПСАК составляет 70—120 мин, что значительно больше, чем стрепто- или 
урокиназы, благодаря чему АПСАК можно назначать в виде однократного 
болюса. В большинстве сравнительных исследований частота 90-минутной 
проходимости инфарктсвязанной коронарной артерии при лечении АПСАК 
была выше, чем при применении стрептокиназы.

Рекомендуемая доза АПСАК для лечения острого ИМ составляет 30 мг 
(или 30 ЕД), которые вводят в виде внутривенного болюса в течение 
2—5 мин.

В литературе АПСАК часто называют также “анистреплаза” (anistre- 
plase), одно из патентованных названий АПСАК — “эминаза” (eminase).

Тканевый активатор плазминогена (альтеплаза). Уникальным свойством 
ТАП является его очень высокая избирательность в отношении связанного с 
фибрином плазминогена, что обеспечивает его преимущественную актива­
цию на поверхности фибринового тромба. Правда, эта избирательность в 
значительной мере утрачивается, когда ТАП используется в терапевтических 
дозах.

ТАП не обладает антигенными свойствами и не оказывает существенно­
го влияния на гемодинамику; пирогенные и аллергические реакции в ответ 
на введение ТАП встречаются редко.

В последние годы для клинического применения ТАП получают 
ДНК-рекомбинантным методом. В литературе так полученный препарат од­
ноцепочечного ТАП получил название “альтеплаза” (alteplase), а двухцепоч­
ного ТАП — “дутеплаза” (duteplase).
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Альтеплаза выпускается под патентованными названиями “активаза” 
(activase) и “актилизе” (actilyse).

Экспериментальные исследования свидетельствуют о более высокой 
тромболитической активности ТАП по сравнению со стрепто- и урокина­
зой. В остром периоде ИМ комбинантный ТАП быстрее и чаще вызывает 
лизис окклюзирующего тромба в инфарктсвязанной коронарной артерии. 
ТАП более эффективно снижает раннюю смертность у больных ИМ, чем 
стрептокиназа, однако чаще вызывает внутричерепные кровоизлияния.

В клинической практике используется главным образом одноцепочеч­
ный рекомбинантный ТАП, или альтеплаза, период полужизни которого со­
ставляет 4—8 мин.

Для лечения острого ИМ альтеплазу обычно назначают в общей дозе 
100—150 мг в течение 3 ч, причем первые 6—10 мг препарата вводят в виде 
болюса в течение 2 мин. В связи с тем что альтеплаза в общей дозе 150 мг ча­
сто вызывала геморрагические осложнения, а 3-часовая инфузия слишком 
поздно приводила к реканализации инфарктсвязанной коронарной артерии, 
в последние годы предложены две новые схемы введения рекомбинантного 
ТАП.

К. Neuhaus и соавт. предложили схему “ускоренного” введения реком­
бинантного ТАП: 100 мг в течение 90 мин, причем первые 15 мг препарата 
вводят в виде болюса, затем начинают инфузию (50 мг за 30 мин и 35 мг за 
остальные 60 мин).

Схема ускоренного введения альтеплазы успешно апробирована в одном 
из самых крупных из исследований по изучению эффективной тромболити­
ческой терапии при остром ИМ GUSTO-I (Global Utilization of Streptokinase 
and Tissue Plasminogen Activator for Occluded Coronary Arteries, 1993). В этом 
исследовании показано, что при ускоренном введении рекомбинантного 
ТАП 30-суточная смертность на 15 % ниже, чем при лечении стрептокина­
зой. На 90-й минуте после начала тромболитической терапии инфарктсвя- 
занная коронарная артерия была проходимой у 81 % больных, получивших 
ТАП, и лишь у 57 % больных, получавших стрептокиназу, причем полная 
проходимость наблюдалась соответственно в 54 и 31 % случаев. Учитывая, 
что при обычной схеме введения альтеплазы частота 90-минутной проводи­
мости инфарктсвязанной коронарной артерии составляет в среднем 70 %, 
результаты исследования GUSTO-I можно рассматривать как доказательст­
ва большей эффективности ускоренной схемы введения препарата.

Другая схема введения альтеплазы в остром периоде ИМ предложена 
J. Puruis и соавт.: препарат вводился в виде двух болюсов по 50 мг с интерва­
лом между болюсами в 30 мин. При двухболюсной схеме назначения реком­
бинантного ТАП 90-минутная проходимость инфарктсвязанной коронар­
ной артерии отмечалась у 78 из 84 (93 %) больных, причем полная проходи­
мость — в 88 % случаев.

Таким образом, новые схемы применения рекомбинантного ТАП при 
остром ИМ оказались значительно более эффективными, чем рекомендова­
вшаяся ранее схема 3-часового введения препарата.

Сравнительная характеристика основных применяемых в настоящее 
время тромболитических препаратов представлена в табл. 3.2.
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Таблица 3.2. Сравнительная характеристика основных тромболитических препаратов [154]

3.8. Тромболитические препараты

Показатель Стрептокиназа Урокиназа АП САК
(ан истре плаза)

ТАП
(альтеплаза)

Молекулярная масса, кДа 47 33-54 131 70

/|/2, мин 15-25 15-20 70-120 4-8
Связывание с плазминогеном Непрямое Прямое Непрямое Прямое
Избирательная активность в 
отношении фибрина

Минимальная Умеренная Минимальная Умеренная

Антигенные свойства Да Нет Да Нет

Риск развития гипотонии Да Да Да Да
Кровотечение как главный 
побочный эффект

Да Да Да Да

Недостатки существующих тромболитических препаратов (короткий 
период полужизни, недостаточная фибринолитическая активность, неред­
кое развитие реокклюзии и т. д.) привели к разработке новых препаратов на 
основе ДНК-рекомбинантного метода. Так была создана модифицирован­
ная (негликозилированная) форма рекомбинантного ТАП — препарат рете- 
плаза (reteplase) с более длительным периодом полужизни, чем альтеплаза.

Ретеплаза вводится в виде двух болюсов по 10 000 000 ЕД с интервалом 
30 мин. В сравнительном исследовании обнаружена более высокая эффек­
тивность ретеплазы у больных острым ИМ по сравнению со стандартной 
схемой применения альтеплазы (100 мг за 3 ч). Завершено контролируемое 
исследование по сравнению эффективности и безопасности ретеплазы и 
ускоренной схемы введения альтеплазы (100 мг за 90 мин). Смертность на 
35-е сутки острого ИМ при лечении ретеплазой была недостоверно ниже, 
чем при лечении альтеплазой (4,1 и 8,4 %). Частота 90-минутной проходи­
мости инфарктсвязанной коронарной артерии в группе больных, которых 
лечили ретеплазой, составила 83 %, что значительно больше, чем в группе 
больных, получавших альтеплазу. Не было различий между ретеплазой и 
альтеплазой в частоте серьезных кровотечений или геморрагических инсуль­
тов. Таким образом, по предварительным данным, ретеплаза является са­
мым эффективным тромболитическим средством из применяемых в настоя­
щее время для лечения острого ИМ.

Стафилокиназа представляет собой одноцепочечный белок без дисуль­
фидных связей, состоящий из 136 аминокислотных остатков. Она секретиру­
ется некоторыми штаммами золотистого стафилококка, однако для клини­
ческого применения в настоящее время стафилокиназу получают ДНК-ре- 
комбинантным методом. От стрептокиназы стафилокиназа отличается боль­
шей фибринолитической активностью и меньшей аллергенностью.

Недавно продемонстрирована высокая эффективность стафилокиназы в 
отношении восстановления проходимости инфарктсвязанной коронарной 
артерии в остром периоде ИМ, а также при недавно возникшей тромботиче-
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ской окклюзии периферической артерии. Общепринятых схем введения ста- 
филокиназы для лечения острого ИМ не существует. При сравнении эффек­
тивности и безопасности стафилокиназы и рекомбинантного ТАП (альте - 
плазы) S. Vanderschueren и соавт. использовали две схемы внутривенного 
введения стафилокиназы: 1) 1 мг в виде болюса, затем 9 мг в виде инфузии 
за 30 мин; 2) 2 мг в виде болюса, затем 18 мг в виде инфузии за 30 мин. Внут­
рибольничная смертность оказалась достоверно ниже в группе больных ост­
рым ИМ, получавших стафилокиназу, чем в группе больных, получавших 
рекомбинантный ТАП (ни одного случая смерти среди 48 больных против 
5 случаев среди 52 больных; р < 0,05). Частота кровотечений, реинфарктов 
или повторных эпизодов ишемии миокарда была недостоверно ниже среди 
больных, которых лечили стафилокиназой. Эти данные указывают на то, что 
рекомбинантная стафилокиназа, по-видимому, превосходит по эффектив­
ности рекомбинантный ТАП, а значит, и стрептокиназу, и урокиназу.

Основными показаниями к применению тромболитических препаратов 
являются:

1) острый ИМ (обычно в первые 4—6 ч после развития ангинозного 
приступа;

2) массивная или субмассивная ТЭЛА (в течение 5—14 сут);
3) периферические артериальные тромбозы;
4) тромбоз центральной вены сетчатки;
5) тромбозы других вен (печеночных, почечных и других, кроме вен ниж­

них конечностей);
6) тромбозы дополнительных сосудистых шунтов (аорто-коронарных, 

артериовенозных шунтов для проведения гемодиализа и др.);
7) тромбоз протеза трехстворчатого клапана сердца.
Среди побочных эффектов тромболитических препаратов наибольшее 

значение имеют геморрагические осложнения и особенно внутричерепные 
кровоизлияния, которые встречаются в 0,1—1,0 % случаев. Частота внутри­
черепных кровоизлияний у больных острым ИМ при лечении альтеплазой 
выше, чем при лечении стрептокиназой, и приблизительно такая же, как 
при применении АПСАК.

В то же время аллергические реакции (в частности, анафилактический 
шок) чаще развиваются при лечении стрептокиназой или АПСАК, чем уро­
киназой или рекомбинантным ТАП.

По данным исследования GUSTO-1, стойкая гипотония чаще встречает­
ся при лечении стрептокиназой, чем альтеплазой.

Реокклюзия (ретромбоз) инфарктсвязанной коронарной артерии после 
успешной тромболитической терапии острого ИМ наблюдается приблизи­
тельно в 15—20 % случаев, хотя далеко не всегда она сопровождается разви­
тием повторного ИМ (или рецидива). Тем не менее, как показывают данные 
контролируемых исследований, которые проводились до начала широкого 
использования тромболитических препаратов при лечении острого ИМ, ча­
стота раннего повторного ИМ после лечения стрептокиназой в 1,5—2,0 раза 
больше, чем среди больных, не получавших тромболитической терапии.

Данные литературы о частоте реокклюзий при лечении ОИМ различны­
ми тромболитическими препаратами противоречивы. Это объясняется тем,
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3.8. Тромболитические препараты

что по этическим соображениям невозможно у многих больных проводить 
повторные ангиографические исследования. Лишь в 5 исследованиях оце­
нивалась частота реокклюзии инфарктсвязанной коронарной артерии, кото­
рая была проходимой на 90-й минуте после начала тромболитической тера­
пии. Повторная коронароангиография проводилась в разные сроки острого 
ИМ (от 24 ч до выписки больного из стационара). По сводным данным, ча­
стота реокклюзии наибольшая после лечения рекомбинантным ТАП (от 11 
до 20 %, в среднем 13%) и наименьшая после применения АПСАК (2,4 %). 
После лечения стрептокиназой она составляла в среднем 9 %, урокиназой — 
10 %. Низкую частоту реокклюзии инфарктсвязанной коронарной артерии 
после применения АПСАК объясняют как длительным периодом полужиз­
ни, так и отсутствием избирательности к связанному с фибрином плазмино­
геном, что приводит к снижению содержания фибриногена в крови.

В исследовании GUSTO-I не обнаружено различий в частоте реокклю­
зии после лечения стрептокиназой и рекомбинантным ТАП (по 5,9 %).

Важнейшие абсолютные и относительные противопоказания к тромбо­
литической терапии приведены ниже.

АБСОЛЮТНЫЕ ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ
• Острое внутреннее кровотечение.
• Недавнее (до 10 сут) серьезное кровотечение из желудочно-кишечного тракта или 

мочеполовых путей.
• Недавняя (в течение 10 сут) обширная операция, травма с возможным повреждени­

ем внутренних органов (например, после сердечно-легочной реанимации) или биопсия 
внутренних органов.

• Недавняя (в течение 2 мес) травма или операция на головном или спинном мозге.
• Неконтролируемая артериальная гипертензия (АД выше 200/120 мм рт. ст.).
• Геморрагический диатез, включая тромбоцитопению (число тромбоцитов меньше 

100 000 в 1 мм3).
• Геморрагический инсульт в анамнезе, остаточные явления после перенесенного 

инсульта. Подозрение на расслаивающую аневризму аорты или острый панкреатит.
• Аллергическая реакция на тромболитический препарат (при необходимости повтор­

ного введения стрептокиназы или АПСАК).

ОТНОСИТЕЛЬНЫЕ ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ
• Тяжелая артериальная гипертензия (АД 180/110 мм рт. ст. или выше).
• Заболевания, сочетающиеся с повышенным риском развития кровотечения, вклю­

чая тяжелые заболевания печени или почек.
• Сосудистое заболевание головного мозга.
• Травма головного мозга, операция на головном или спинном мозге, кровотечение 

из желудочно-кишечного тракта или мочеполовых путей в анамнезе.
• Тромбоз глубоких вен нижних конечностей.
• Наличие тромба в полостях сердца.
• Острый перикардит или инфекционный эндокардит.
• Диабетическая геморрагическая ретинопатия.
• Обширные ожоги.
• Беременность.
• Переломы костей.
• Предшествующая терапия стрептокиназой или АПСАК (особенно в первые 4—9 мес), 

если предполагается повторное введение этих препаратов (другие тромболитические пре­
параты не противопоказаны).
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ГЛ АВ АЗ. Система фибринолиза плазмы крови

Существуют ингибиторы фибринолиза, которые являются специфичес­
кими антагонистами тромболитических препаратов. К ним относятся амино- 
капроновая кислота (с-аминокапроновая кислота ЭАКК), аминометилбен­
зойная кислота (ПАМБК), транексамовая кислота и апротинин.

Однако ингибиторы фибринолиза следует использовать для лечения ге­
моррагических осложнений тромболитической терапии с большой осторож­
ностью, учитывая повышенный риск развития повторного тромбоза, осо­
бенно у больных острым ИМ. Применение ингибиторов фибринолиза опра­
вдано лишь при кровотечениях, угрожающих жизни больного.

ЭАКК (патентованное название “амикар”) быстро тормозит фибрино­
лиз. Препарат обычно вводится внутривенно капельно (100 мл 5%-го раст­
вора в течение 30 мин, затем по 1 г/ч до остановки кровотечения).

ПАМБК (патентованные названия ПАМБА (РАМВА), “гумбикс”, 
“стриптосолют”) обладает малой токсичностью и по антифибринолитичес- 
кой активности примерно в 3 раза превосходит ЭАКК. ПАМБК вводят внут­
ривенно капельно по 1—3 г 3—4 раза в сутки.

Транексамовая кислота (патентованные названия “циклокапрон”, “фре- 
нолиз”, “экзацил” и др.) в 10 раз активнее, чем ЭАКК. Применяется внутри­
венно капельно по 1,0—1,5 г 3 раза в сутки.

Апротинин (трасилол, контрикал) является природным ингибитором 
протеолитических ферментов. Из-за высокой стоимости он редко использу­
ется в качестве ингибитора фибринолиза. Назначается по 300 000 ME внут­
ривенно капельно.

Контролируемые исследования по изучению эффективности и безопас­
ности ингибиторов фибринолиза при лечении кровотечений у больных ост­
рым ИМ, получавших тромболитическую терапию, не проводились. Однако 
результаты двух многоцентровых исследований, посвященных лечению суб­
арахноидального кровоизлияния, вызванного разрывом аневризмы мозго­
вой артерии, свидетельствуют, что антифибринолитические препараты, сни­
жая смертность от повторного кровотечения, одновременно повышают риск 
развития ишемического тромботического инсульта.

Ингибиторы фибринолиза иногда сочетают с инфузиями свежезаморо­
женной плазмы. При необходимости переливания крови предпочтительнее 
использовать свежую кровь.

Таким образом, тромболитические препараты являются высокоэффек­
тивными средствами для лечения сердечно-сосудистых заболеваний, обус­
ловленных полной или частичной окклюзией крупного сосуда фибриновым 
тромбом, однако необходимы строгий учет противопоказаний к назначению 
этих препаратов и тщательное наблюдение за участками возможного крово­
течения, особенно в местах повреждения сосуда, например, при его пунк­
ции или катетеризации [154].
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ГЛАВА 4 НАРУШЕНИЯ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ 
СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА

4.1. ПАТОЛОГИЧЕСКОЕ
ТР0МБ00БРА30ВАНИЕ (ТРОМБОЗЫ)

У здоровых людей гемостатический процесс является нор­
мальной реакцией организма, возникающей обычно в 
ответ на механическое повреждение сосудов и направлен­
ной на остановку локального кровотечения. Однако очень 
многие патологические состояния как приобретенного, 
так и наследственного характера могут сопровождаться 
спонтанным образованием тромбов, что может послужить 
причиной тяжелых нарушений функций и систем организ­
ма и даже привести к внезапной смерти. Нам не представ­
ляется целесообразным перечислять все нозологические 
формы, в генезе которых патологическое свертывание 
крови играет существенную роль, однако стоит упомянуть 
такие заболевания, как атеросклероз и его осложнения, 
инфаркт миокарда, нарушения мозгового кровообраще­
ния, сахарный диабет, злокачественные новообразования, 
патология беременности, в частности преэклампсия, сеп­
тицемия и септический шок, врожденные тромбофиличес- 
кие нарушения; часто тромбоз возникает и после хирурги­
ческих вмешательств. Данный перечень заболеваний мо­
жет быть расширен во много раз, однако вне зависимости 
от этиологических причин тромбообразование в организ­
ме происходит по единым законам с включением в про­
цесс определенных клеточных элементов, энзимов и суб­
стратов.

В целостном организме при отсутствии каких-либо 
патологических воздействий жидкое состояние крови яв­
ляется следствием равновесия факторов, обусловливаю­
щих процессы свертывания и препятствующих их разви­
тию. Существуют три основные причины, способные при­
вести к нарушению подобного баланса с последующим 
тромбообразованием. Это повреждение сосудистой стен­
ки, повышенная склонность крови к свертыванию (тром­
бофилия) и гемодинамические нарушения [1]. Данные па­
тогенетические составные присутствуют во всех случаях
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ГЛ АВ А 4. Нарушения функционирования системы гемостаза

тромбозов вне зависимости от этиологии процесса, однако величина их уде­
льного вклада в каждом конкретном случае может быть различной.

Сосудистая стенка принимает непосредственное участие в регуляции 
коагулологического потенциала крови. Эндотелий является естественным 
барьером между кровью и другими тканями. Белки, локализованные на лю­
минальной поверхности эндотелиоцитов, участвуют в реализации функцио­
нального взаимодействия между сосудистой стенкой и кровью, что выража­
ется прежде всего в обеспечении тромборезистентных свойств внутренней 
поверхности сосудов и участии в поддержании сосудистого тонуса через спе­
цифические рецепторы [2, 3].

Эндотелиальные клетки способны синтезировать и/или экспрессировать 
на своей поверхности различные биологически активные вещества, модули­
рующие тромбообразование. К ним относятся фактор фон Виллебранда, эн­
дотелиальный фактор релаксации (NO), простациклин (PGI2), тромбомоду­
лин, эндотелии, активатор плазминогена тканевого типа (ТАП), ингибитор 
активатора плазминогена тканевого типа (ПАИ-1), тканевый фактор (тром­
бопластин), ингибитор пути тканевого фактора и некоторые другие. Кроме 
того, мембраны эндотелиоцитов несут на себе рецепторы, которые при оп­
ределенных условиях опосредуют их связывание с молекулярными лиганда­
ми и клетками, свободно циркулирующими в кровотоке [4—7].

При отсутствии каких-либо повреждений выстилающие сосуд эндоте­
лиальные клетки обладают тромборезистентными свойствами, что способ­
ствует поддержанию жидкого состояния крови. Причины тромборезистент- 
ности неповрежденной сосудистой стенки до сих пор остаются во многом 
неясными, однако можно выделить ряд физиологических обстоятельств, 
способных обеспечить условия, препятствующие развитию коагуляцион­
ных процессов в здоровом организме. Известно, что васкулярные клетки 
могут синтезировать и секретировать ряд компонентов, обладающих анти- 
тромботическими свойствами (ТАП, PGI2, эндотелии, NO и др.), однако 
нет достаточных доказательств того, что этот эффект может быть проявлен 
интактным эндотелием без предварительной его стимуляции [5—9]. Одна­
ко, не исключено, что обусловленные кровотоком физиологические вели­
чины сдвигового напряжения достаточны для стимуляции образования и 
высвобождения эндотелиальными клетками факторов, обеспечивающих 
сосудистой стенке тромборезистентные свойства. К ним прежде всего от­
носятся простациклин (PGI2) и эндотелиальный фактор расслабления, 
представляющий собой оксид азота NO. Известно, что PGI2 в эндотели­
альных клетках может метаболизироваться не только из эндогенных неста­
бильных пероксидов, но и из экзогенных тромбоцитарных PGG2 и PGH2. 
Кроме того, PGI2 способен образовываться в цельной крови в отсутствие 
эндотелиальных клеток.

Простациклин является вазодилататором большинства сосудов, в том 
числе и коронарных артерий, за счет прямого влияния на гладкомышечные 
клетки и одним из самых сильных антиагрегационных агентов из описанных 
в литературе [5—7, 10, 11].

Оксид азота участвует в регуляции сосудистого тонуса, нейротрансмис­
сии, иммунном ответе организма и ряде других реакций. Известно, что NO 
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4.1. Патологическое тромбообразование (тромбозы)

обладает мощным антиагрегационным эффектом. Физиологические значе­
ния сил кровотока представляют собой достаточный стимул для образова­
ния такого количества NO, которое способно обеспечить антиадгезивные 
свойства сосудистой стенки.

NO, так же, как и простациклин, не накапливается и не депонируется в 
организме, но при соответствующей стимуляции синтезируется и высвобо­
ждается из клеток. При этом быстрый, но кратковременный подъем уровня 
этих биологически активных веществ возникает в ответ на действие различ­
ных агонистов, вызывающих увеличение содержания внутриклеточного ио­
низированного кальция [2—5].

Имеется и третья антиагрегационная субстанция, синтезирующаяся эн­
дотелиальными клетками. Это эндотелии, представляющий собой пептид и 
обладающий выраженным вазоконстрикторным эффектом. Известно, что 
продукция эндотелина повышается при низких значениях сдвигового на­
пряжения, например в венах, что может служить препятствием инициации 
тромбообразования в регионах, характеризующихся низкой скоростью сдви­
га. Кроме того, эндотелии способен стимулировать высвобождение PGI2 и 
NO [3-7, 12].

Тканевый активатор плазминогена играет важную роль не только в обес­
печении фибринолитических реакций, но также принимает участие и в дру­
гих физиологических процессах, в том числе овуляции, клеточной мигра­
ции, дифференциации эпителия, прогрессии опухолей и пр. В физиологиче­
ских условиях при отсутствии повреждения сосудистой стенки величины 
сдвигового напряжения, характерные для артериального русла, являются до­
статочными для поддержания высвобождения фоновых количеств ТАП из 
эндотелиоцитов в кровоток и предупреждения высвобождения из эндотели­
альных клеток ингибитора активаторов плазминогена (ПАИ-1). Следует от­
метить, что помимо участия в предупреждении депозиции фибрина, ТАП 
вмешивается и в клеточный гемостаз, потенциируя дезагрегационный эф­
фект NO и PGI2 [13, 14].

Тромборезистентности сосудистой стенки способствует еще один про­
дукт липидного обмена — 13-гидроксиоктадекадиеновая кислота (13-HODE). 
13-HODE депонируется в везикулах эндотелиальных клеток и не высвобож­
дается из них в окружающее пространство. При стимуляции эндотелиоцитов 
тромбином, эндотоксином, интерлейкином-1 и некоторыми другими цито­
кинами синтез 13-HODE быстро снижается. Напротив, повышение внутри­
клеточного уровня цАМФ сопровождается активацией образования 
13-HODE. Показано, что количество 13-HODE в интактных эндотелиаль­
ных клетках отрицательно коррелирует со степенью тромбогенности плаз­
матической мембраны эндотелиоцитов. При изучении механизма антиадге- 
зивного действия 13-HODE выявлено, что этот метаболит регулирует экс­
прессию адгезивных рецепторов, прежде всего витронектиновых, на поверх­
ности эндотелиальных клеток. Известно, что 13-HODE и витронектиновые 
рецепторы, являющиеся двухцепочечными гликопротеинами и относящие­
ся к классу интегринов, имеют общую локализацию в клетках и располагают­
ся в везикулах, находящихся непосредственно под плазматической мембра­
ной. В интактных эндотелиоцитах 13-HODE взаимодействует с липофиль-
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ГЛ А В А4. Нарушения функционирования системы гемостаза

ними центрами витронектиновых рецепторов, понижая тем самым экспрес­
сию последних на плазматической мембране [1—3].

Еще одной причиной тромборезистентности сосудистой стенки являет­
ся способность эндотелиальных клеток синтезировать и экспрессировать на 
своей поверхности белок тромбомодулин. При высоком уровне цАМФ в эн- 
дотелиоцитах (а это возможно при отсутствии каких-либо стимулирующих 
факторов за исключением физиологического сдвигового напряжения) на 
люминальной поверхности интимы повышается экспрессия тромбомодули­
на, выполняющего роль рецептора для активированного тромбина. Тром­
бин, связанный с тромбомодулином, претерпевает такие конформационные 
изменения, которые делают невозможным его участие в процессе фибрино- 
образования, но зато обеспечивает высокую активность тромбина в реакции 
расщепления профермента протеина С, способствуя тем самым выявлению 
противосвертывающего эффекта последнего [4, 15, 16].

Еще одним фактором, предотвращающим тромбообразование, является 
гепарин, синтезирующийся в тучных клетках, однако его реальная роль в 
обеспечении тромборезистентности сосудистой стенки пока недостаточно 
ясна [1, 17, 18].

Вне всякого сомнения указанные причины тромборезистентности сосу­
дистой стенки далеко не в полной мере отражают генез этого феномена. Не 
исключено, что в обеспечении тромборезистентности внутренней поверхнос­
ти интактной сосудистой стенки участвуют и другие факторы, например вхо­
дящие в ее состав глюкозаминогликаны и связанный с ними антитромбин 
III, кофактор гепарина И, ингибитор пути тканевого фактора, ингибитор се­
риновых протеиназ нексин и т. п. Следует также отметить, что для полного 
проявления антитромбогенности интимы необходимо сочетанное действие 
всех или большинства из указанных физиологических слагаемых [1—3].

Нарушение целостности сосудистой стенки и/или изменение функцио­
нальных свойств эндотелиальных клеток могут способствовать развитию 
протромботических реакций и индуцировать прогрессирование ряда заболе­
ваний, например атеросклероза. Причины, приводящие к травме сосудов, 
весьма разнообразны. Это экзогенные факторы: механические поврежде­
ния, лучевое воздействие, гипер- и гипотермия, токсические вещества, лекар­
ственные препараты и т. п. Среди лекарственных средств наибольшее значе­
ние имеют гормональные контрацептивы, гипертонические растворы с низ­
ким pH, адреналин, глюкокортикоиды. К эндогенным факторам относятся 
биологически активные вещества (тромбин, циклические нуклеотиды, ряд 
цитокинов и т. п.), способные при определенных условиях проявлять мемб­
раноагрессивные свойства. Такой механизм поражения сосудистой стенки 
характерен для многих заболеваний, сопровождающихся склонностью к 
тромбообразованию [4, 6, 8].

При индукции повреждения эндотелиоцитов естественными метаболита­
ми или эндотоксином, что наблюдается при многих заболеваниях, ответная 
реакция сосудистой стенки в зависимости от вида повреждающего фактора 
может иметь острый или хронический характер. В случае развития острых 
изменений ответ эндотелиальных клеток бывает быстрым, но кратковремен­
ным, что типично прежде всего для проявлений, опосредованных тромби- 
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ном. Сериновая протеиназа тромбин, с одной стороны, является фактором, 
способным модулировать метаболические процессы в интактных клетках 
сосудистого эндотелия, с другой — генерация этой протеиназы представляет 
собой ответную реакцию на повреждение эндотелиоцитов: на поверхностно 
поврежденной сосудистой стенке присутствует тромбин с прокоагулянтной 
активностью. Тромбин, выявляющийся на сосудистой поверхности, может 
быть генерирован локально с участием экспрессированного тканевого фак­
тора или образован в плазме, например на начальных этапах развития 
ДВС-синдрома после обширных хирургических вмешательств, а затем свя­
зываться с поврежденным участком сосудистой стенки, в частности с субэн­
дотелиальной мембраной или депонированным фибрином.

Эффекты, оказываемые тромбином на процессы жизнедеятельности эн­
дотелиальных клеток, многообразны [19—27], причем большинство из них 
реализуется через взаимодействие лиганда со специфическими поверхност­
ными рецепторами. В этих ситуациях выявляются повышение синтеза и сек­
реции PGI2, NO, фактора агрегации тромбоцитов (ФАТ), секреции фактора 
фон Виллебранда, экспрессии р-селектина на поверхности наружной эндо­
телиальной мембраны, приводящей к потенциированию адгезии нейтрофи­
лов, увеличению проницаемости эндотелиоцитов, а также увеличению экс­
прессии тканевого фактора и секреции ТАП и ПАИ-1.

Эндотелиальные клетки при развитии острых нарушений участвуют так­
же в инактивации тромбина путем вовлечения в процесс сорбированных с 
их поверхностью антитромбина III (AT III) и тромбомодулина. Механизм 
действия тромбомодулина связан с активацией протеина С. Активирован­
ный протеин С обладает противосвертывающими свойствами, обусловлен­
ными его ингибирующим влиянием на фактор V и фактор VIII, а также 
ПАИ-1 [1, 3].

Таким образом, умеренные по интенсивности изолированные воздейст­
вия тромбина на здоровые эндотелиальные клетки приводят к развитию реак­
ций, в большинстве своем направленных на поддержание жидкого состоя­
ния крови. Известно, что при действии на эндотелиоциты тромбин прежде 
всего вызывает быстрое повышение синтеза и секреции мощных антиагре- 
гантов PGI2 и NO, способных лимитировать развитие процесса внутрисосу­
дистой коагуляции. В этой ситуации PGI2 и NO действуют как синергисты, 
однако продолжительность их эффекта невелика, что связано с очень корот­
ким периодом полужизни данных субстанций. Кроме того, в первый момент 
после воздействия слабыми стимулами на эндотелиальные клетки повышает­
ся высвобождение только эндотелиального фактора релаксации (NO), тогда 
как для либерации PGI2 требуются более сильные стимулы. По всей види­
мости это связано с разными путями передачи сигнала, обеспечивающего 
синтез обоих медиаторов. Не исключено, что такая последовательность выс­
вобождения NO и PGI2 обусловлена биологической целесообразностью, так 
как при слабых воздействиях на эндотелий для предупреждения возможного 
развития протромботических реакций достаточно вмешательства в процесс 
одного лишь NO. Это объясняется тем, что начальный этап тромбообразова- 
ния протекает при активной адгезии клеточных элементов к поверхности 
сосудистой стенки и, следовательно, в этой ситуации наиболее предпочтите-
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льным является синтез N0, обладающий не только антиагрегационным, но 
и выраженным антиадгезивным действием. После образования монослоя 
депозированных тромбоцитов дальнейшая их аккумуляция происходит в ос­
новном по законам межтромбоцитарного взаимодействия, т. е. агрегации. 
Отсюда понятна небольшая временная задержка синтеза PGI2, который яв­
ляется самым сильным природным антиагрегационным веществом, способ­
ным к тому же потенциировать как антиагрегационный, так и дезагрегаци- 
онный эффекты N0, но в физиологических концентрациях не обладает мо­
дулирующим влиянием на адгезию [1—6].

При действии тромбина на эндотелиоциты они способны отвечать быс­
трым, но кратковременным повышением синтеза и высвобождения фактора 
агрегации тромбоцитов (ФАТ). Острое воздействие ФАТ на клеточный ге­
мостаз in vivo приводит к повышению уровня синтеза PGI2, препятствуя та­
ким образом тромбообразованию в рассматриваемой ситуации. ФАТ являет­
ся физиологически активным фосфолипидом, проявляющим свое действие 
при многих заболеваниях (бронхиальная астма, шок, ишемия миокарда и 
мозга, воспаление и др.). Ряд клеток, включая макрофаги, полиморфноядер­
ные лейкоциты, тромбоциты, а также клетки сосудистого эндотелия, способ­
ны синтезировать, высвобождать и утилизировать ФАТ. Вызывать продук­
цию и высвобождение ФАТ эндотелиальными клетками могут цитокины, в 
частности интерлейкин 1. Фактор агрегации тромбоцитов принимает деяте­
льное участие в реализации реакций, приводящих к образованию тромбов. 
Он способен влиять на тромбоциты с последующим развитием их адгезии и 
агрегации, повышать чувствительность тромбоцитов к активирующему дей­
ствию базофилов, нейтрофилов и макрофагов, а также к продуктам реакции 
высвобождения самих тромбоцитов. ФАТ может также индуцировать обра­
зование свободных радикалов, что способно повысить степень функцио­
нальных поражений эндотелиоцитов. Помимо воздействия на клеточное 
звено гемокоагуляции, ФАТ может изменять и реологические параметры, 
так как он обладает выраженным гипотензивным эффектом и вазодилататор- 
ным действием.

Тромбин способен также модулировать синтез и секрецию эндотелиаль­
ными клетками веществ, участвующих в процессе фибринолиза. При этом 
воздействие тромбина на эндотелиоциты способствует увеличению секре­
ции как ТАП, так и ПАИ-1 [28—33].

Таким образом, с одной стороны, эффекты сосудистой стенки при дейст­
вии на нее тромбина направлены на осуществление локального гемостаза, а 
с другой — на ликвидацию причин активации свертывающей системы крови 
и ограничение тромбообразования.

Спонтанное тромбообразование является достаточно частым осложне­
нием заболеваний, развитие которых связано с воспалительными изменени­
ями, а также с состояниями, сопровождающимися повышением функцио­
нальной активности лейкоцитов, каким является и атеросклероз. Основны­
ми причинами, провоцирующими в этой ситуации тромбоз, является нали­
чие в крови эндотоксина и высвобождение из ряда клеток цитокинов. При 
активации эндотелиоцитов эндотоксином или цитокинами чаще развивают­
ся хронические изменения функциональных свойств данных клеток.
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Общая направленность реакций эндотелиоцитов в ответ на воздействие 
цитокинов или эндотоксина носит прокоагулянтный характер. При этом 
происходят уменьшение синтеза PGI2 и NO, усиление синтеза ФАТ, повы­
шение агонистиндуцированной секреции фактора фон Виллебранда, повы­
шение экспрессии тканевого фактора и молекул, участвующих в адгезии 
лейкоцитов, увеличение секреции ПАИ-1 и снижение секреции ТАП, а так­
же снижение экспрессии тромбомодулина [1,4, 15, 16].

Снижение экспрессии тромбомодулина на поверхности эндотелиоцитов 
имеет две основные причины. Во-первых, при ряде заболеваний (васкулиты, 
тромботическая тромбоцитопеническая пурпура, ДВС-синдром и др.) эндо­
телиальные клетки под действием повреждающих факторов, в частности ин­
терлейкина-1, фактора некроза опухолей, эндотоксина, гипоксии и т.п., те­
ряют со своей поверхности тромбомодулин, обеспечивая тем самым повы­
шение уровня этого гликопротеина в плазме крови. Во-вторых, эти факторы 
также способствуют снижению синтеза тромбомодулина эндотелиальными 
клетками [15].

Одной из основных причин приобретения прокоагулянтных свойств ин­
тимой сосудов является способность эндотелиоцитов синтезировать и эксп­
рессировать на своей поверхности тканевый фактор (тромбопластин) — ос­
новной инициатор процесса свертывания крови. Заболеваниями и патоло­
гическими состояниями, чаще других приводящими к экспрессии тканевого 
фактора эндотелиоцитами, являются гипоксия, вирусные инфекции, аутоим­
мунные васкулиты, однако эта реакция абсолютно необходима при инициа­
ции тромбообразования вне зависимости от его причин. Количество эксп­
рессированного на клеточной поверхности тромбопластина — лимитирую­
щее условие тромбообразования; при достижении определенного уровня 
тканевый фактор обеспечивает тромбогенность поврежденной сосудистой 
стенки, а степень отложения фибрина на эндотелиоцитах прямо зависит от 
величины экспрессии на них тканевого фактора [6, 34].

Повышение адгезии лейкоцитов к сосудистой стенке также является од­
ним из ответов на действие провоцирующих факторов, вызывающих стой­
кую и длительную активацию эндотелиальных клеток, и способствует выяв­
лению тромбогенных свойств интимы [6]. Такие стимулы, как цитокины 
или эндотоксин, обеспечивают увеличение экспрессии адгезивных молекул, 
опосредующих связывание эндотелиоцитов с клетками крови. Механизм 
повышения коагуляционного потенциала сосудистой стенки под влиянием 
лейкоцитов не совсем ясен, однако не исключено, что в его основе лежит 
потенциирование ими продукции фактора агрегации тромбоцитов в клетках 
сосудистой стенки, высвобождение цитокинов из активированных лимфо­
цитов и/или прямая активация эндотелиоцитов адгезированными лимфоци­
тами и как следствие этих процессов — повышение экспрессии тканевого 
фактора клетками эндотелия. Кроме того, лейкоциты содержат ряд актива­
торов различных звеньев плазменного гемостаза [1].

Одним из наиболее важных факторов, ограничивающих тромбообразо­
вание, инициированное повышением уровня тромбопластина, является ин­
гибитор пути тканевого фактора. Эта мультивалентная биологическая суб­
станция синтезируется главным образом эндотелиальными клетками и мо-
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жет присутствовать в организме как свободно циркулирующее вещество или 
быть связанной с поверхностью эндотелиоцитов. Кроме того, физиологиче­
ски значимые количества ингибитора пути тканевого фактора (приблизите­
льно 5—10 % величины плазменного пула) содержатся в тромбоцитах. Сле­
дует отметить, что объединенные плазменный и тромбоцитарный пулы это­
го естественного антикоагулянта составляют менее половины общего его 
количества, присутствующего в сосудистом русле, так как основная часть 
ингибитора пути тканевого фактора связана с эндотелием. В ответ на дейст­
вие цитокинов, приводящее к увеличению экспрессии тканевого фактора, 
повышается уровень циркулирующего ингибитора пути тканевого фактора, 
однако величина его пула, связанного с сосудистой поверхностью, не пре­
терпевает значительных изменений. Ингибитор пути тканевого фактора 
способен предупреждать прокоагулянтный эффект как фактора Ха, так и 
комплекса тканевый фактор/фактор Vila. Механизм его действия заключает­
ся в способности связываться с фактором Ха, образовавшееся при этом фи­
зиологически активное вещество является потенциальным ингибитором 
комплекса, состоящего из тканевого фактора (тромбопластина) и фактора 
ХШа [35].

Чрезвычайно важные результаты нарушения целостности сосудистой 
стенки — активация тромбоцитов и индукция процессов их адгезии, реак­
ции высвобождения и агрегации. При этом адгезия предшествует развитию 
реакции высвобождения и агрегации тромбоцитов и является первой ступе­
нью формирования тромба.

Важная роль в патогенезе тромбоза и гемодинамических факторов. При­
чинами нарушения кровообращения могут- быть морфологические и/или 
функциональные поражения сердца и сосудов, а также изменения реологи­
ческих свойств протекающей по ним крови. Эти изменения носят общий 
или локальный характер.

Гемодинамические характеристики, присущие тем или иным участкам 
сосудистого ложа, являются одной из наиболее важных причин, обусловли­
вающих структурные особенности стенок отдельных сосудов. Эти же факто­
ры в значительной степени определяют и гистологию эндотелиального слоя. 
Эндотелиоциты хорошо приспособлены к условиям, при которых на них 
постоянно воздействуют механические силы, что имеет свое отражение в 
морфологическом строении этих клеток. В местах, характеризующихся рав­
номерным кровотоком, эндотелиальные клетки вытянуты по направлению 
движения крови, а в участках сосудистого русла с турбулентным течением 
они имеют полигональную форму. Физиология эндотелиальных клеток так­
же во многом зависит от реологических условий. Так, хотя продолжитель­
ность жизни эндотелиоцитов достаточно велика, их смена в участках со сло­
жными гемодинамическими условиями происходит быстрее, чем в регионах 
с устойчивым кровотоком. Кроме того, силы, обусловленные механическим 
воздействием движущейся крови на стенку сосуда, составляют абсолютно 
обязательное условие, необходимое для проявления интактным эндотелием 
тромборезистентных свойств [ 1 ].

Тромбоз является динамическим процессом и во многом зависит от сос­
тояния кровотока [36, 37]. При частичной окклюзии кровеносного сосуда 
182

Aku
sh

er-
Lib

.ru
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значения скорости сдвига (соответственно, и напряжения сдвига) могут воз­
растать в несколько раз. Это происходит потому, что скорость сдвига обрат­
но пропорциональна третьей степени диаметра сосуда. Так, уменьшение ди­
аметра сосуда в два раза приводит к восьмикратному повышению скорости 
сдвига. Таким образом, медленное сужение просвета сосуда, например при 
развитии атеросклеротических поражений, в любой момент способно осло­
жниться его окклюзией, так как повышение сдвигового напряжения может 
индуцировать отложение тромбоцитов с последующим развитием процессов 
свертывания крови. При травмировании сосуда или развитии атеросклеро­
тических изменений, нарушающих конфигурацию его просвета, нормаль­
ный скоростной профиль кровотока разрушается, образуя участки как с вы­
сокими, так и с низкими значениями сдвигового напряжения. Депозиция 
тромбоцитов происходит в тех местах, где значения этого показателя наибо­
лее высокие, в то время как фибринообразование наиболее интенсивное в 
зонах с наименьшим сдвиговым напряжением. В естественных условиях 
тромбообразование является результатом процессов, происходящих в объе­
ме и на поверхности контакта отдельных коагуляционных составляющих в 
условиях движения крови. Обычно тромбообразование наблюдается в месте 
повреждения сосуда и зависит от локального присутствия реактивного мате­
риала (клеток и проферментов) и динамики удаления из очага свертывания 
крови образовавшихся активных продуктов (активированных клеток и энзи­
мов). При этом кровоток может выполнять следующие функции [1]:

1) движение крови способствует росту тромба, обеспечивая приток фор­
менных элементов, входящих в структуру сгустка, а также плазменных фак­
торов, причастных к свертыванию;

2) движение крови может индуцировать процессы адгезии и агрегации 
тромбоцитов, поскольку напряжение сдвига, действующее на форменные 
элементы, при определенных условиях способно вызывать их деструкцию 
или приводить к увеличению синтеза и/или секреции веществ, инициирую­
щих процессы свертывания и непосредственно в них участвующих;

3) движение крови может препятствовать росту тромба, удаляя активи­
рованные белки и клетки из зоны коагуляции;

4) движение крови может замедлять формирование фибриновой сети, 
разрушая длинные нити фибрина.

Оценивая возможные аспекты воздействия кровообращения на тромбо­
образование с учетом неоднозначности гемодинамических параметров в раз­
личных отделах кровеносного русла, можно с уверенностью заключить, что 
состояние динамики локального кровотока влияет не только на количество 
депонирующихся элементов крови, но также на структуру и состав образую­
щихся тромбов. Так, именно разные реологические условия приводят к то­
му, что артериальные и венозные тромбы различаются между собой по коли­
честву фибриновых нитей, а также по соотношению между участвующими в 
процессе тромбоцитами и эритроцитами.

Кровоток обеспечивает транспорт клеточных элементов и белков к мес­
ту повреждения сосудистой стенки. Важно, что распределение этих компо­
нентов в потоке не является равномерным. Так, концентрация эритроцитов 
в центральной зоне сосуда выше, чем на периферии, в то время как число
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тромбоцитов убывает в направлении от стенки сосуда к центру его просвета. 
Известно, что при отсутствии каких-либо повреждений число тромбоцитов 
в пристеночной зоне приблизительно в 5—10 раз выше, чем в центре потока. 
При повреждении сосудистой стенки или при локальной активации эндоте­
лиоцитов белки и форменные элементы поступают к травмированному уча­
стку. При этом основным механизмом обеспечения данного процесса слу­
жит диффузия. Коэффициент диффузии различных протеинов неодинаков, 
но в среднем составляет 10-6—10~7 см2/с. Размеры клеток крови намного 
больше, чем белковых молекул и, следовательно, коэффициент диффузии 
для них ниже. Однако было показано, что для тромбоцитов он хотя и имеет 
меньшие значения по сравнению с молекулярными факторами, участвую­
щими в коагуляции, все же на 2—3 порядка больше теоретически рассчитан­
ного. По всей видимости это является следствием изменения скорости сдви­
га под влиянием межклеточных столкновений и развивающейся в результате 
деформации клеток, что и усиливает транспорт тромбоцитов через кровь [1].

Функциональная роль тромбоцитов в реализации гемостатического 
процесса подразумевает их необратимую фиксацию в месте сосудистой тра­
вмы, причем это взаимодействие тромбоцитов с сосудистой стенкой проис­
ходит вопреки тенденции кровотока “сдвигать” адгезированные тромбоци­
ты с места их депозиции. Следует отметить, что сила, противопоставленная 
стабильной адгезии клеток, увеличивается с повышением скорости сдвига. 
Последняя же величина, как уже отмечалось, обратно пропорциональна ди­
аметру сосуда. С одной стороны, из этого следует, что чем больше масса 
пристеночного тромба, тем более существенные силы препятствуют его 
дальнейшему росту, с другой — механизмы, участвующие в формировании 
адгезивных процессов и сохранении уже образовавшихся масс депозирован- 
ных тромбоцитов, должны быть достаточными и различными в участках со­
судистого русла с разными гемодинамическими условиями (артерии, вены, 
капилляры) [38—41].

Помимо доставки необходимого материала к месту тромбообразования 
кровоток при определенных условиях способен активировать клетки, участ­
вующие в гемостазе. Так, функция эндотелиальных клеток в значительной 
степени зависит от гемодинамических параметров. Возможны два разных 
пути влияния реологических условий на жизнедеятельность эндотелиоци­
тов. Во-первых, кровоток способен изменять локальное химическое и/или 
клеточное окружение поверхности эндотелиальных клеток в пограничном с 
ней слое крови путем перемещения этих реактивных компонентов. Во-вто­
рых, силы, действующие непосредственно на эндотелиоциты, могут физиче­
ски вызывать конформационное повреждение целой клетки или ее части. 
Данные процессы не являются взаимоисключающими, и в реальных услови­
ях целостного организма существуют совместно, оказывая друг на друга су­
щественное влияние. Модуляция жизнедеятельности эндотелиоцитов сила­
ми сдвига при определенных условиях может лежать в основе очень серьез­
ных патологических состояний. Как уже отмечалось, атеросклеротические 
бляшки часто развиваются в местах, наиболее подверженных механическо­
му воздействию протекающей крови, например у бифуркаций сосудов. Та­
ким образом, не исключено, что достаточно высокие значения сдвигового
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напряжения могут потенциировать патологический процесс на ранних ста­
диях развития атеросклероза [1, 3—7].

Изучение возможной роли гемодинамических сил в контроле реактив­
ности тромбоцитов подразумевает учет не только прямого эффекта, но и их 
непрямое влияние, опосредованное зависимым от скорости сдвига высвобо­
ждением из сосудистого эндотелия субстанций, способных модулировать 
проагрегационный ответ тромбоцитов. Следует отметить, что в условиях in 
vivo антиагрегационные эффекты сдвигового напряжения, вероятно, преоб­
ладают над его прямым проагрегационным действием.

Гемодинамические условия модулируют тромбообразование, влияя не 
только на функциональную активность эндотелиальных клеток и тромбоци­
тов, но и повышая эффективность реакций плазменного звена гемостаза. 
Обнаружено, что комплекс тканевый фактор/факторУПа/фосфолипид с 
увеличением скорости сдвига повышал свою способность активировать фак­
тор X [1].

Изложенные данные дают возможность заключить, что сосудистая стен­
ка играет чрезвычайно важную роль в обеспечении гемостатических реак­
ций. В здоровом организме вне зависимости от причин, вызвавших наруше­
ние целостности или изменение функциональной активности стенки сосу­
да, происходит инициация процессов, направленных, с одной стороны, на 
предупреждение или уменьшение выраженности геморрагических прояв­
лений, с другой — на ограничение процессов тромбообразования. Однако 
наличие патологических состояний, сопровождающихся дисбалансом про- 
тромбогенных и антитромбогенных сосудистых факторов, может способст­
вовать развитию неконтролируемой коагуляции крови.

Гемодинамические условия также являются важной составляющей, обе­
спечивающей поддержание равновесия между про- и противотромботичес- 
кими реакциями. Изменение нормальных параметров кровотока может по­
служить причиной развития тромбообразования как в артериальном, так и в 
венозном русле, особенно при сопутствующем поражении целостности со­
судистой стенки или тромбофилических проявлениях. Кроме того, выра­
женное нарушение физиологических условий кровотока само способно 
приводить к повышению коагулологического потенциала крови, повреждать 
тромборезистентные свойства эндотелиоцитов и активировать клеточный 
гемостаз.

4.2. ЭМБОЛИИ

Термин “эмболия” первым предложил Р. Вирхов более 
100 лет назад для обозначения процесса закупорки сосудов частицами и те­
лами, приносимыми с током крови.

Эмболы — частицы, закупоривающие сосуды, представляют собой са­
мый разнообразный субстрат — кусочки тромба, жир, воздух, ворсинки хо­
риона, металлические осколки пуль, снарядов и т. д. Пути распространения 
эмболов в большинстве случаев строго соответствуют направлению тока 
крови и лимфы, и лишь теоретически можно представить возникновение 
ретроградной эмболии. Такая возможность существует в нижней полой вене
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при резком венозном застое и недостаточности трехстворчатого клапана. 
Эмболия малого и большого кругов кровообращения поддается строгому раз­
граничению. Лишь при врожденных пороках сердца (открытый артериаль­
ный проток или дефект межпредсердной перегородки) может возникать па­
радоксальная эмболия. При малых размерах и хорошей эластичности эмбо­
лы (капли жира, раковые клетки) способны проходить капиллярную сеть 
легких и таким образом попадать из малого круга кровообращения в боль­
шой [42].

Нельзя рассматривать эмболию как простой механический процесс пере­
носа каких-либо частиц кровью или лимфой. Помимо сугубо механических 
факторов (скорости движения крови, размера эмбола), необходимо учиты­
вать и ангиоархитектонику области движения эмбола, состояние и реактив­
ность сосудистой стенки. Атеросклеротические, воспалительные, гиперплас­
тические изменения сосудов не только способствуют появлению источников 
эмболии, но и в значительной степени обусловливают закупорку сосудов. 
При этом, с одной стороны, играет роль морфологический фактор, способст­
вующий сужению просвета сосуда, появлению шероховатых поверхностей и 
распадающихся бляшек, с другой — фактор функциональный, проявляю­
щийся обычно спазмом сосудов.

Доказано, что эмболия обычно сопровождается спазмом сосудов, кото­
рый наиболее важен при резком растягивании артерии эмболом. Спазм воз­
никает лишь при быстром растягивании сосуда, тогда как при медленном 
движении эмбола он может и не появляться. По происхождению эмболы 
бывают эндо- и экзогенными.

4.2.1. Эмболии эндогенного происхождения

Наиболее частым видом эндогенной эмболии является эм­
болия оторвавшимися частями тромба, источником которых является либо 
внутрисердечный тромб, либо тромб, образовавшийся в венах в связи с тром­
бофлебитом; реже встречается подобная эмболия после операции.

Так, тромбоэмболия легочных артерий (ТЭЛА) — это окклюзия сосуди­
стого русла легких тромбами, первично образовавшимися в венах большого 
круга кровообращения либо в правых полостях сердца и принесенными в 
него током крови [43, 44]. Источником ТЭЛА чаще всего являются тромбы 
из бассейна нижней полой вены (более 90 %), в том числе из нижних конеч­
ностей — 63 %, тазовых сплетений — 20 % [45—47]. В 5—20 % случаев источ­
ником тромбов является правое предсердие или правый желудочек [48—49]. 
Особую опасность представляют аксиальные тромбы, соединенные с веноз­
ной стенкой лишь дистальным концом [50].

Согласно классификации, предложенной В.А. Жмуром в 1978 г. [51], 
выделяют четыре формы ТЭЛА.

1. Молниеносная — в клинической картине преобладают асфиксия, боле­
вой синдром, резкое падение артериального давления. Пациент теряет соз­
нание, отмечается диффузный цианоз, преимущественно верхней половины 
туловища, остановка дыхания и сердечной деятельности. Данная форма раз­
вивается, как правило, при условии 70—100 % окклюзии ствола или главных
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ветвей легочной артерии. Смерть наступает в течение 10—15 мин. Патанато- 
мические изменения в легочной ткани не обнаруживаются.

2. Быстрая — развивается при окклюзии 50—70 % сосудистого русла и 
сопровождается тахипноэ, синусовой тахикардией, артериальной гипотен­
зией, ангиноподобными болями, нарушениями церебральной перфузии, ка­
шлем, повышением температуры тела. Смерть наступает через 30—60 мин. В 
легких обнаруживаются продукты застойных явлений.

3. Замедленная — в клинике те же признаки, смерть наступает через 
несколько часов и в легких обнаруживается начало геморрагического ин­
фаркта.

4. Стертая — в клинике преобладает пневмоническая, сердечная недо­
статочность, в легких — инфаркт-пневмония. Смерть, как правило, наступа­
ет в отдаленный период.

Эмболия околоплодными водами (ЭОВ), или амниотическая эмбо­
лия, — критическое состояние, связанное с попаданием околоплодной жид­
кости и ее элементов в кровоток матери с дальнейшим развитием синдрома 
шока смешанного генеза вплоть до остановки сердечной деятельности, ост­
рой дыхательной недостаточности и острого синдрома ДВС. ЭОВ может во­
зникнуть при физиологических и патологических родах через естественные 
родовые пути, при кесаревом сечении или выкидыше [44].

Жировая эмболия возникает при массивной кровопотере, сочетании 
акушерско-гинекологической патологии с переломами или оперативным 
вмешательством на костях (чаще голень, бедро, таз), обширных ушибах под­
кожной клетчатки у больных с избыточной массой тела, при ожогах и неко­
торых отравлениях, производстве гистеросальпингографии жирораствори­
мыми рентгеноконтрастными веществами [52, 53]. Причиной жировой эм­
болии может стать даже незначительная травма опорно-двигательного аппа­
рата при выраженном остеопорозе [44]. Случаи жировой эмболии описаны 
также при остеомиелите, остром панкреатите, тяжелом течении сахарного 
диабета, жировой дистрофии печени, судорожном синдроме различного ге­
неза, тяжелых интоксикациях, наркозе эфиром или фторотаном, закрытом 
массаже сердца, лечении масляными растворами лекарственных веществ 
или в случае неправильного введения жировых эмульсий, используемых для 
парентерального питания [44].

В развитии жировой эмболии доминирующей считается коллоидно-хи­
мическая теория, заключающаяся в том, что под влиянием травмы и сопутс­
твующей артериальной гипотензии, гипоксии, гиперкатехолемии, актива­
ции тромбоцитов и факторов свертывания крови нарушается дисперсность 
жиров плазмы крови, в результате чего мелкодисперсная эмульсия жиров 
превращается в крупнодисперсную. Нейтральный жир трансформируется в 
свободные жирные кислоты, которые затем в процессе реэтерификации об­
разуют глобулы нейтрального жира, закупоривающие просвет капилляров и 
вызывающие клинику жировой эмболии.

Механическая теория (капельки жидкого жира из костного мозга попа­
дают в кровеносное русло) и ферментативная теория (активация липазы на­
рушает дисперсность собственных жиров плазмы крови) имеют право на су­
ществование, но большинство авторов относятся к ним критически [51].
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Клеточная (тканевая) эмболия отмечается при травмах с тяжелыми пов­
реждениями органов и тканей, нарушении правил катетеризации подключи­
чных и яремных вен, чрезкожной биопсии внутренних органов, распаде зло­
качественных новообразований. Эмболами в этих случаях являются клетки 
и кусочки вышеперечисленных органов и тканей [44]. Данный вид эмболии 
отличается быстрым нарастанием клинических и биохимических призна­
ков — синдрома ДВС с геморрагическими осложнениями, стойкой артери­
альной гипотензией и тяжелой дыхательной недостаточностью с последую­
щим развитием коматозного состояния.

4.2.2. Эмболии экзогенного происхождения

Воздушная эмболия — это, как правило, патологический 
процесс, обусловленный травмой или ятрогенными ошибками. Воздух по­
падает в кровоток при ранении яремных или подключичных вен, открытой 
травме синусов твердой мозговой оболочки, повреждении легкого при нало­
жении пневмоперитонеума, хирургических вмешательствах на легких, при­
менении искусственного кровообращения, катетеризации полостей сердца, 
проведением гемодиализа. Воздушная эмболия может развиться при зиянии 
вен матки после родов [44].

Септическая эмболия бывает осложнением гнойного воспалительного 
процесса практически любой локализации или бактериального эндокарди­
та правых отделов сердца. Попадание агглютинированных микроорганиз­
мов или фрагментов септических тромбов, подвергшихся септическому рас­
плавлению, в сосуды малого круга кровообращения приводит к образова­
нию гнойных метастатических очагов в различных участках легочной парен­
химы [44].

4.3. ТРОМБОФИЛИИ

За последнее десятилетие клиническая практика обогати­
лась возможностями выяснения причин ряда ранее неизвестных патогене­
тических форм тромбоза. Так, по данным исследований F. Demarmels, 
В. Lammle [54], у 30 % пациентов выявляются претромботические молекуляр­
ные дефекты, которые могут быть первичными и вторичными. Первичные 
(генетически обусловленные) и вторичные (приобретенные, симптоматиче­
ские) тромбофилии имеют довольно сходную клиническую картину. В то же 
время их диагностика крайне необходима в связи с тем, что каждая требует 
совершенно разных подходов к профилактике и лечению.

К тромбофилиям относят состояния кровеносной системы характеризу­
ющиеся повышенной склонностью к развитию тромбозов кровеносных со­
судов и ишемией органов, в основе которых лежат нарушения в различных 
звеньях системы гемостаза и гемореологии. Тромбофилия, как правило, 
имеет скрытое течение, без видимых клинических проявлений. При возник­
новении определенных ситуаций происходит индукция внутрисосудистой 
системы гемостаза, что клинически проявляется тромбозами, а лабораторно 
определяются нарушения различных звеньев системы гемостаза.
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Классификацию основных видов тромбофилий предложил З.С. Барка- 
ган [55].
7. Гемореологические формы

1.1. Полиглобулии, полицитемии, синдромы повышенной вязкости крови.
1.2. Гемоглобинопатии, протекающие со снижением деформируемости 
эритроцитов.
1.3. Формы, связанные с гипервискозностью плазмы (парапротеинемии, 
гиперфибриногенемии).

2. Формы, обусловленные нарушениями сосудисто-тромбоцитарного гемостаза
2.1. Тромбоцитемии и гипертромбоцитозы (первичные, симптоматичес­
кие, в том числе неопластические).
2.2. Формы с повышенной спонтанной агрегацией и адгезивностью тром­
боцитов и/или с повышенной чувствительностью к агонистам агрегации 
(коллагену, АДФ, адреналину, арахидоновой кислоте), в том числе “синд­
ром липких тромбоцитов”.
2.3. Формы, связанные с гиперпродукцией и повышенной мультимернос­
тью фактора фон Виллебранда, а также со снижением антиагрегатного по­
тенциала плазмы — тромботическая тромбоцитопеническая пурпура (бо­
лезнь Мошковиц), микроангиопатическая гемолитическая анемия и др.

3. Формы, связанные с дефицитом и/или аномалиями первичных физиологичес­
ких антикоагулянтов

3.1. Антитромбина III.
3.2. Протеина С.
3.3. Протеина S.
3.4. Тромбомодулина.
3.5. Ингибитора внешнего пути активации свертывания крови (TFPI).
3.6. Избыток ингибитора протеина С.
3.7. Дефицит кофактора II гепарина.
3.8. Избыток богатого гистидином гликопротеина — ингибитора компле­
кса плазменный антитромбин-гепарин.

4. Формы, связанные с дефицитом или аномалиями плазменных факторов свер­
тывания крови и фибринолиза

4.1. Аномалии фактора V (Лейден), резистентность к активированному 
протеину С.
4.2. Тромбогенные дисфибриногенемии.
4.3. Дефицит и/или аномалии плазминогена.
4.4. Дефицит и нарушение высвобождения тканевого активатора плазми­
ногена.
4.5. Высокий уровень ингибиторов активаторов плазминогена (ПАИ-1, 
ПАИ-2).
4.6. Редкие формы (дефицит фактора XII, плазменного прекалликреина, 
высокомолекулярного кининогена).

5. Формы, связанные с повышением уровня и недостаточной инактивацией фак­
торов свертывания

5.1. Повышение уровня и активации комплекса тканевый фактор + фак­
тор VII + фактор Ха + Са2+, включая симптоматические формы при гесто- 
зах, гиперлипидемиях, атеросклерозе, висцеральных видах рака.
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5.2. Повышение уровня фактора VIII.
5.3. Гиперфибриногенемия.

6. Аутоиммунные и инфекционно-иммунные тромбофилии
6.1. Антифосфолипидный синдром.

6.1.1. Первичный антифосфолипидный синдром.
6.1.2. Вторичный антифосфолипидный синдром при системных им­
мунных заболеваниях и опухолях: формы с антителами к аннекси- 
ну V, протромбину, протеину С и др.

6.2. При болезни и синдроме Бехчета.
6.3. При иммунных тромбоваскулитах.
6.4. При инфекционно-иммунных заболеваниях.

6.4.1. Тромбогеморрагические лихорадки.
6.4.2. Гемолитикоуремический синдром.
6.4.3. При бактериальном эндркардите, сепсисе.

7. Паранеопластические формы
7.1. Синдром Труссо и др.

8. Метаболические формы с комплексом нарушений в разных звеньях системы 
гемостаза

8.1. Диабет, диабетическая ангиопатия.
8.2. Гиперлипидемии: врожденные, симптоматические.
8.3. Гипергомоцистеинемия (гомоцистеинурия): генетически обусловлен­
ная (ранняя) и приобретенная симптоматическая (поздняя).
8.4. Гиперурикемия (наследственная, вторичная).

9. Ятрогенные (в том числе медикаментозные) формы
9.1. При катетеризации сосудов, стентировании и шунтировании сосудов, 
протезировании клапанов сердца, имплантации кавальных фильтров, тром­
боэктомии.
9.2. Медикаментозные формы.

9.2.1. При приеме эстрогенных контрацептивов.
9.2.2. Формы, обусловленные гемостатической терапией — концент­
ратами факторов протромбинового комплекса, десмопрессина и др.
9.2.3. Формы, вызванные приемом антикоагулянтов: гепарин-инду- 
цированная тромботическая тромбоцитопения; кумариновые тромбо­
тические некрозы кожи.
9.2.4. Тромбозы при лечении ингибиторами фибринолиза.

9.3. При трансплантации костного мозга (печеночная веноокклюзионная 
болезнь).
9.4. Тромбозы при гемотерапии онкологических заболеваний.
9.5. Тромбозы смешанного генеза.

Дифференциация этих форм патологии принципиально важна, по­
скольку они требуют применения разных методов лечения и профилак­
тики, несмотря на сходную клиническую картину. Термин “тромбофи­
лия” нельзя заменять термином “гиперкоагуляционное состояние” или 
“гиперкоагуляционный синдром”, так как многие виды тромбофилий ха­
рактеризуются не повышением свертываемости крови, а ее снижением, ли­
бо нарушениями не в гемокоагуляции, а в других звеньях системы гемоста­
за [55].
190

Aku
sh

er-
Lib

.ru



4.3. Тромбофилии

В клинической практике возможны сочетания различных форм тромбо­
филии, при этом последствия зависят от синергизма эффектов их воздейст­
вия на систему гемостаза.

Самыми опасными клиническими последствиями тромбофилии являют­
ся ТЭО, причина которых заключается в тромбофилических состояниях, раз­
вивающихся при:

1) тромбофлебите поверхностных вен нижних конечностей;
2) тромбозе глубоких вен нижних конечностей;
3) тромбофлебите вен таза;
4) ТЭЛА.
Выявление лиц с наследственными дефектами гемостаза — невероятно 

сложная задача. Понятно, что тромбоз может быть индуцирован даже незна­
чительными по силе воздействия факторами, активирующими систему ге­
мостаза. Беременность, роды, оперативное вмешательство способны прово­
цировать манифестацию наследственных дефектов гемостаза, предраспола­
гающих к тромбозу.

Несомненным успехом теоретической медицины явилось изучение ге­
нетически обусловленных дефектов гемостаза как. причины рецидивирую­
щих тромбозов и тромбоэмболии. К ним относят наследственный дефицит 
АТ 111, ПС и nS, гипергомоцистеинемию, синдром липких тромбоцитов 
(SPS), дефицит гепарин-кофактора II, дефицит фактора XII (Хагемана), 
дис- и гипоплазминогенемии, дисфибриногенемии, дефицит тканевого акти­
ватора плазминогена, а также так называемую лейденовскую мутацию фак­
тора V.

Из форм тромбофилии, связанных с дефицитом и/или аномалиями пер­
вичных физиологических антикоагулянтов, наиболее распространенными 
являются дефицит AT III, ПС и/или ПБ.

Дефицит и/или врожденная патология антитромбина III. Антитромбин 
III (AT III) является гликопротеином и синтезируется в печени. Биологи­
ческая роль AT III заключается в том, что он является главным физиологи­
ческим антикоагулянтом (70—75 % антитромбинового действия плазмы). 
Инактивация осуществляется путем образования комплекса тромбин-анти­
тромбин и протекает медленно, что позволяет свободному тромбину вначале 
выполнить свою биологическую роль — образовать фибрин, а затем ингиби­
роваться. Гепарин увеличивает скорость инактивации в 1000—5000 раз. 
AT III принимает также участие в нейтрализации факторов IX, X, XI, XII.

Причинами дефицита AT III могут быть отсутствие синтеза или посту­
пления антикоагулянта в кровь, а также извращенный синтез или образо­
вание аномальных (не функционирующих или аномально функционирую­
щих) форм данного белка. Частота наследственного дефицита AT III в по­
пуляции составляет 1 на 2000—5000, однако в действительности может 
встречаться значительно чаще [56]. Известно около 45 мутантных аллелей, 
главным из которых является точечная мутация его гена с заменой глута­
мина аргинином. Тип наследования — аутосомно-доминантный. Подавля­
ющее большинство пациенток с дефицитом AT III являются гетерозигот­
ными. При гомозиготном типе наследования дефицита уровень AT III сос­
тавляет 2—3 % нормы, что сопровождается тяжелой тромбофилией и гибе-
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лью носителей еще в период новорожденное™ или в раннем детском воз­
расте. Дефицит AT III ниже 40 % проявляется рецидивирующими венозны­
ми тромбозами в возрасте 20—30 лет. У пациентов с ТЭО дефицит AT III 
выявляется в 3—8 % случаев. В целом риск развития тромбофилии у этих 
лиц составляет приблизительно 50 %, что значительно выше, чем при де­
фиците протеинов С и S.

В литературе описаны случаи ТЭО при дефиците и/или врожденной па­
тологии AT III [57—59].

З.С. Баркаган выделяет следующие формы дефицита AT III:
1) крайне тяжелую — уровень AT III ниже 5 %;
2) тяжелую — с уровнем AT III менее 40 %;
3) пограничную — с содержанием в плазме AT III в пределах 41—65 %;
4) потенциальную — с уровнем AT III в пределах 66—80 %.
Наследственный дефицит AT III имеет характерные клинические и ла­

бораторные признаки. Клиническими признаками наследственного дефи­
цита AT III являются:

1) проявление заболевания в двух формах — истинно дефицитной и дис­
функциональной;

2) аутосомно-доминантное наследование;
3) возникновение тромбов у гетерозигот;
4) развитие ТЭО при уровне AT III ниже 75 %;
5) манифестация венозных тромбозов чаще в возрасте 13—30 лет;
6) чаще тромбоз глубоких вен нижних конечностей и реже — тромбоз 

мезентериальных сосудов;
7) характерна легочная эмболия.
Лабораторные признаки наследственного дефицита AT III:
1) низкий уровень биологической активности AT III;
2) низкий уровень показателей иммунитета при истинном дефиците 

AT III;
3) нормальные показатели иммунитета при дисфункциональной форме 

дефицита AT III;
4) основные тесты коагуляции не изменены;
5) нормальные тесты на фибринолиз;
6) нормальное время кровотечения;
7) агрегация тромбоцитов в норме;
8) отсутствие адекватного удлинения АЧТВ при гепаринотерапии.
Возможны также случаи генетически обусловленных вариантов сочета­

ния дефектов AT III с нарушением его взаимодействия с гепарином, факто­
рами Ха и Па либо как с гепарином, так и с активированными факторами. 
Важным для клиницистов является то, что при одних формах этой патоло­
гии активность AT III в процессе лечения антикоагулянтами непрямого дей­
ствия возрастает, при других — напротив, остается стабильно сниженной 
[60, 61].

Достаточно распространенными в настоящее время являются приобре­
тенные формы недостаточности AT III. Причины их развития следующие:

1) нарушение синтеза белка при тяжелом поражении печени;
2) длительный прием эстроген-гестагенных препаратов;
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4.3. Тромбофилии

3) гиперпотребление факторов свертывания при синдроме ДВС, опера­
ционной травме, гемодиализе;

4) нефротический синдром (протеинурия и потеря AT III);
5) сепсис, вызванный грамположительными микроорганизмами (разру­

шение лейкоцитов сопровождается высвобождением большого количества 
эластазы, препятствующей образованию комплекса тромбин-антитром­
бин);

6) шок различной этиологии (периферический стаз, гипоксия, ацидоз, 
повреждение эндотелия кровеносных сосудов и активация свертывания 
крови);

7) гипергепаринизация (значительное усиление утилизации антитром­
бина).

Протеин С (ПС) является гликопротеином с физиологическими анти­
коагулянтными свойствами. Синтез его происходит в печени и зависит от 
наличия витамина К. ПС считается одним из главных проферментов проти­
восвертывающей системы, активность которого проявляется преимущест­
венно в микроциркуляторном русле. Активация ПС происходит на поверх­
ности эндотелиальных клеток комплексом тромбин-тромбомодулин. После 
активации он обретает способность расщеплять и инактивировать находя­
щиеся на мембране факторы Va и Vila, а также ингибировать активатор плаз­
миногена. Свои функции ПС способен осуществлять только после взаимо­
действия с nS.

В европейских странах частота резистентности к активированному ПС 
составляет в популяции 3—5 %, а среди особей репродуктивного возраста с 
рецидивирующими тромбозами — 15—60 % [62]. Врожденный дефицит ПС 
наследуется аутосомно-доминантно, а по некоторым данным — аутосомно­
рецессивно, и его клинические проявления во многом схожи с клиникой де­
фицита AT III. В то же время отмечено, что наследственный дефицит ПС ча­
ще является причиной тромбозов (10 %) и тромбоэмболии, чем дефицит 
AT III (3-8 %).

В настоящее время идентифицировано 160 различных мутаций ПС, од­
нако в основном выделяют два типа дефицита ПС [63]:

1) тип встречается наиболее часто, характеризуется снижением антиген­
ного уровня и функциональной активности ПС; этот тип является результа­
том дефицита или замены участка гена ПС, а также точечной мутации;

2) тип встречается гораздо реже и характеризуется нормальным антиген­
ным уровнем ПС, однако со сниженной его функциональной активностью; 
подобно дефициту AT III тромбозы, особенно в легких, возникают у гетеро­
зиготных пациентов.

В литературе описано большое количество случаев дефицита ПС или 
случаев с нормальной концентрацией ПС у пациентов, но с врожденной или 
приобретенной резистентностью к активированному ПС, которые явились 
причиной ТЭО [64, 65]. Эпидемиологическими исследованиями установле­
но, что дефицит ПС крайне редко встречается у жителей Юго-Восточной 
Азии, а в России эта патология регистрируется у 20 % больных с венозными 
тромбозами [62].

Клиническими проявлениями врожденного дефицита ПС являются:
19313-6-732

Aku
sh

er-
Lib

.ru



ГЛ АВ А 4. Нарушения функционирования системы гемостаза

1) молниеносная злокачественная пурпура новорожденных (purpura 
fulminans);

2) рецидивирующие венозные тромбозы и тромбоэмболии;
3) трофические язвы голеней;
4) тромбозы мелких сосудов кожи с некрозом ее отдельных участков.
Возможно развитие приобретенных форм дефицита ПС. Причинами, 

которые могут вызывать приобретенный дефицит ПС, являются:
1) тромбоз глубоких вен;
2) легочная эмболия;
3) применение непрямых антикоагулянтов (раннее проявление лекарст­

венной тромбофилии — некрозы кожи вследствие тромбирования микроцир- 
куляторного русла);

4) заболевания печени;
5) синдром ДВС;
6) послеоперационный период;
7) инфекции во время беременности и в послеродовом периоде;
8) злокачественные новообразования, острая лейкемия;
9) острый респираторный дистресс-синдром;
10) гемолитико-уремический синдром;
11) тромботическая тромбоцитопеническая пурпура;
12) £-аспарагиназа;
13) АФС.
В литературе имеется большое количество публикаций о роли ns в воз­

никновении ТЭО [59, 64]. nS является гликопротеином, неэнзиматическим 
кофактором АРС в активации факторов Va-и Villa, а также обладает АРС- 
независимой антикоагулянтной активностью. Кроме того, ПБ функциони­
рует как ростовой фактор.

В норме в течение беременности концентрации nS изменяются — его 
уровни снижаются во второй половине беременности и снова повышаются 
только после родов. Этот факт необходимо учитывать при обследовании па­
циенток с подозрениями на тромбофилию, так как не исключена возмож­
ность получения ложноположительных результатов [66, 67]. Наследование 
происходит по аутосомно-доминантному типу, при этом гетерозиготы явля­
ются группой риска по возникновению ТЭО. В популяции дефицит nS 
встречается с частотой 1:20 000, а среди лиц, страдающих тромбофилией, — 
в 2—5 % случаев. Описаны 32 мутации генов, приводящие к недостаточнос­
ти nS. Около 40 % семей с тромбофилией, вызванной дефицитом ns, име­
ют также мутацию Лейден. Описаны случаи сочетания дефицита nS с недо­
статочностью AT III, гепаринового кофактора II и ПС. Почти у 50 % паци­
ентов с дефицитом nS тромбозы возникают в возрасте около 25 лет, при 
этом только у 44 % из них имеются предрасполагающие к тромбозам факто­
ры. В крови nS циркулирует в двух формах [51]:

1) свободный nS—активен как кофактор АРС и составляет 30—40 % об­
щего количества nS;

2) комплекс ns с С4-связывающим протеином — не имеет кофакторной 
активности к АРС и составляет 60—70 % общего количества ns.

Выделяют два типа наследственного дефицита nS:
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4.3. Тромбофилии

1) тип I (качественная форма) — снижен уровень свободного US;
2) тип II (количественная форма) — снижен уровень свободного FIS и 

комплекса I1S с С4-связывающим протеином.
В семейных исследованиях гетерозиготы — носители дефектного nS-re- 

на имели 6—10-кратное повышение частоты ТЭО, однако данные об истин­
ной распространенности этой патологии и ее роли в развитии ТЭО в аку­
шерстве требуют дальнейших исследований.

Причинами приобретенных форм дефицита ns могут быть:
1) тяжелые заболевания или повреждения печени;
2) прием антагонистов витамина К;
3) инфекционные заболевания.
Фактор V — это гликопротеин плазмы крови. Он ускоряет превращение 

протромбина в тромбин под действием протеиназы фактора Ха при наличии 
фосфолипидов и Са2+. Синтезируется в печени, содержится также в а-грану- 
лах тромбоцитов.

Дефект гена, кодирующего фактор V, впервые был открыт в 1993 г. 
В. Dahlblack в г. Лейден и получил название “лейденовской мутации факто­
ра V”, или резистентности к активированному ПС. Наследуется по аутосом­
но-доминантному типу. Дефект заключается в точечной мутации в гене коа­
гуляционного фактора V — вместо аминокислоты аргинина в 506-м положе­
нии встраивается глутамин. Не так давно были обнаружены новые формы 
мутации гена, кодирующего фактор V: замена аргинина треонином в поло­
жении 306 (форма Кембридж) или аргинина глицином в позиции 306 (фор­
ма Hong—Kong). В случае мутации фактора V активированный ПС не спо­
собен инактивировать факторы V и VIII, что приводит к повышению уровня 
тромбина и тромбофилическому состоянию.

Частота генной мутации плазменного фактора V (мутация Лейден) в по­
пуляции колеблется от 1 до 14 % в разных регионах мира. Среди жителей Ев­
ропы она встречается у 3—12 % населения [69]. Очень часто встречается у 
женщин кавказской национальности, но не отмечена у населения Японии, 
Китая, афро-американского населения США, а также у африканских негров 
и индусов.

Носители фактора V (Лейден) составляют около 30—40 % среди пациен­
тов с первичными эпизодами глубоких венозных тромбозов, 50 % — среди 
больных, страдающих семейной тромбофилией. Генная мутация плазменно­
го фактора V (Лейден) в настоящее время является наиболее частым премор- 
бидным фоном, на котором возникают рецидивирующие тромбозы (60—70 % 
случаев рецидивирующих тромбозов возникает на фоне лейденовской мута­
ции). В возрасте до 50 лет 40 % лиц, страдающих данной мутацией гена, пере­
жили эпизоды тромбозов. ТЭО, связанные с лейденовской мутацией, встре­
чаются в 4—6 раз чаще других генетических дефектов, однако они имеют бо­
лее благоприятное течение [69].

Резистентность фактора Va к активированному ПС имеет по меньшей 
мере два объяснения [63]:

1) нарушение деградации фактора Va под действием активированного 
ПС, в то время как прокоагулянтный эффект мутировавшего фактора Va со­
храняется;
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ГЛ АВ А 4. Нарушения функционирования системы гемостаза

2) нарушение в процессе деградации фактора Villa, поскольку нормаль­
ный кливаж фактора V в области Arg506 необходим для осуществления синер­
гичной активированному ПС-кофакторной активности фактора V наряду с 
IIS в деградации фактора Villa.

Лейденовская мутация оказывает воздействие и на систему фибриноли­
за. В настоящее время известны профибринолитические свойства активиро­
ванного ПС. Для укорочения времени лизиса сгустка, содержащего фактор 
V (Лейден), от 140 до 50 мин требуется в 10 раз больше активированного ПС, 
чем для лизиса сгустка, содержащего нормальный фактор V. Тем не менее в 
отсутствие тромбинактивируемого ингибитора фибринолиза (TAFI) активи­
рованный ПС не влияет ни на лизис сгустка, содержащего фактор V (Лей­
ден), ни на лизис сгустка, содержащего нормальный фактор V. Таким обра­
зом, нарушение профибринолитического ответа на активированный ПС у 
пациенток с генной мутацией плазменного фактора V (Лейден) является 
TAFI-зависимым.

Сочетание нескольких генетических дефектов, предрасполагающих к 
тромбофилии, или одновременное наличие АФС, инфекции, СКВ, экстра- 
генитальной патологии многократно увеличивают риск ТЭО.

Мутация протромбина G20210A впервые обнаружена в 1996 г. путем 
ПЦР-диагностики у 18 % больных с венозными тромбозами в семейном анам­
незе. Суть мутации заключается в изменении гена протромбина G20210A в 
З'-нетранслируемом участке. Риск развития тромбозов при этой патологии 
возрастает в 3 раза. Наследование осуществляется по аутосомно-доминант­
ному типу. Частота мутации у населения Южной и Северной Европы разли­
чна и представляет соответственно 3,0 и 1,7’ %. Частота патологии у предста­
вителей кавказской национальности достигает 2 % [63].

Функциональное исследование системы гемостаза у 87 % больных с рас­
сматриваемой патологией дает возможность выявить повышенный (> 115%) 
или нормальный уровень протромбина.

Мутация протромбина G20210A может быть причиной тромбоза глубо­
ких вен нижних конечностей и цереброваскулярных тромбоокклюзионных 
заболеваний. Прием оральных контрацептивов, беременность и другие фак­
торы, провоцирующие возникновение тромбофилии, на фоне наличия у жен­
щины мутации протромбина G20210A в десятки и сотни раз повышает риск 
ТЭО. Поэтому этот дефект следует исключать у женщин с наличием в анам­
незе необъяснимых венозных и артериальных тромбозов.

Гомоцистеин — аминокислота, образующаяся из метионина. Мета­
болизм гомоцистеина включает реметилирование в метионин и транс­
сульфатирование в цистеин. В реметилировании участвуют три фермента: 
метионинсинтетаза, 5,10-метилентетрагидрофолатредуктаза и бетаин-мети- 
онинметилтрансфераза. При транссульфировании гомоцистеин трансфор­
мируется в цистатионин посредством цистатионинсинтетазы. В плазме го­
моцистеин находится как в свободной форме, так и в связанном с белком 
виде. Нормальная концентрация гомоцистеина в плазме крови составляет 
5,7—14 мкмоль/л [61].

Гипергомоцистеинемия (наследственные формы) относится к наиболее 
часто встречающимся метаболическим формам с комплексом нарушений в 
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разных звеньях системы гемостаза. Это аутосомно-рецессивная патология, 
проявляющаяся дефектом энзима метилентетрагидрофолатредуктазы. При 
этой патологии повышенное содержание в плазме гомоцистеина становится 
причиной поражения сосудистой стенки (артериальной и венозной), в том 
числе магистральных вен, и как следствие этого — развития тромботических 
инсультов, инфаркта миокарда, облитерации периферических сосудов.

Приобретенные формы болезни связаны с нарушением синтеза витами­
нов В6 и В12, фолиевой кислоты, снижением активности ряда ферментов, в 
частности метилентетрагидрофолатредуктазы. Повышение уровня гомоцис­
теина отмечается в крови курильщиков, при заболеваниях почек (70 % гомо­
цистеина метаболизируется почками) и печени, а также при системных за­
болеваниях — гипотиреозе, сахарном диабете, энтероколитах, злокачествен­
ных новообразованиях молочной железы, яичников и поджелудочной же­
лезы.

Гипергомоцистеинемией считаются уровни гомоцистеина выше нор­
мальных показателей. В зависимости от уровня гомоцистеина различают 
следующие степени тяжести заболевания:

1) легкая — уровень гомоцистеина 15—30 мкмоль/л;
2) средняя — 31 — 100 мкмоль/л;
3) тяжелая (выраженная) — более 100 мкмоль/л.
Гипергомоцистеинемия чаще диагностируется у женщин, чем у мужчин, 

и концентрация этой аминокислоты увеличивается с возрастом, что, по-ви­
димому, связано с инволютивными изменениями гемостаза. Вероятность 
возникновения тромбоза глубоких вен у людей с этой патологией в 2—3 раза 
превосходит таковую у лиц, не страдающих этой болезнью.

Синдром липких тромбоцитов (SPS) — это дисфункция тромбоцитов, 
сопровождающаяся артериальными и венозными тромбозами и наследуемая 
аутосомно-доминантным путем. Открыт в 1982 г. E.F. Mammen и впервые 
описан в 1985 г. Синдром SPS занимает третье место среди причин тромбо­
зов. Этиология SPS-синдрома до конца не изучена. Предполагается, что ве­
дущая роль в патологическом процессе принадлежит дефекту поверхност­
ных тромбоцитарных рецепторов. Нормальный уровень тромбоцитарного 
фактора 4- и b-тромбоглобулина свидетельствует, что в активированном 
состоянии тромбоциты находятся не постоянно. Они активируются под дей­
ствием АДФ или при высвобождении адреналина (часто тромбозы возника­
ют после стрессовых ситуаций). Синдром сопровождается исключительно 
высоким риском развития инфаркта миокарда и цереброваскулярных тром­
бозов.

Выделяют три типа SPS:
тип I — повышение агрегации под действием АДФ и адреналина; 
тип II — повышение агрегации только под действием адреналина; 
тип III — повышение агрегации только под действием АДФ. 
Клинические проявления SPS:
1) приступы стенокардии;
2) острый инфаркт миокарда;
3) транзиторные церебральные ишемические атаки;
4) инсульты;

197

Aku
sh

er-
Lib

.ru



ГЛ АВ А 4. Нарушения функционирования системы гемостаза

5) тромбозы сетчатки;
6) периферические артериальные и венозные тромбозы.
Описаны случаи комбинации SPS с другими генетическими тромбофи­

лиями [63].
Гепарин-кофактор II (НС II) — это тромбинингибируюгций гликопро­

теин. НС II ингибирует амидолитическую и протеолитическую активность 
тромбина путем формирования ковалентного (1:1) молярного комплекса с 
тромбином. Ингибиторная активность НС II может усиливаться гепарином, 
включая гепарин с низкой АТ Ш-активностью (НМГ). НС II незначительно 
ингибирует факторы Ха, Xia, 1Ха, плазмин и химотрипсин. Кроме того, 
НС II ингибирует тромбининдуцированную реакцию тромбоцитов в реак­
циях высвобождения тромбоцитов [63].

Дефицит НС II наследуется по аутосомно-доминантному типу, впервые 
был описан в 1985 г. Тромбофилия развивается при уровне НС II менее 
60 %. Как причина необъяснимых тромбозов дефицит НС II является доста­
точно редкой патологией. Приобретенная форма дефицита НС II развивает­
ся при синдроме ДВС, однако, в отличие от AT III, уровень НС II при ост­
ром тромбозе или при нефротическом синдроме не снижается [63].

Новые наследственные дефекты тромбоцитов, предрасполагающие к 
тромбозу, описаны в последние годы. К ним относятся Wein—Pensing-де- 
фект, впервые описанный в 1991 г. и характеризующийся дефицитом ли­
поксигеназного метаболического пути и компенсаторным увеличением 
ТхА2, простагландинов Е2 и D2. Синдром сопровождается исключительно 
высоким риском развития инфаркта миокарда и цереброваскулярных тром­
бозов.

Лекарственная приобретенная тромбофилия чаще всего является проду­
ктом ятрогенной природы. Поэтому при назначении лекарственных средств 
следует учитывать, что некоторые из них активируют и истощают различные 
звенья гемостаза, другие — снижают антитромботический потенциал эндо­
телия и крови, третьи — реализуют свой эффект через клеточные мембраны 
и т. д. [62]. Эта форма приобретенной тромбофилии развивается чаще всего 
при оральной контрацепции и приеме препаратов, используемых для ЗГТ. 
Это можно объяснить действием на свертывающую систему крови эстроге­
нов. Под их влиянием подавляется выработка AT III, ПС и ns, активируется 
свертывающий потенциал (возрастает содержание VI, VII, VIII, IX и X фак­
торов, фибриногена), повышается способность тромбоцитов к агрегации и 
адгезии, снижается фибринолитическая активность [59, 60, 70].

Степень тромбофилии значительно возрастает при применении гормо­
нальных препаратов и наличии других факторов риска, в частности, возраст 
старше 40 лет, ожирение, оперативное вмешательство, курение, варикозное 
расширение вен нижних конечностей, перенесенные в прошлом тромбозы и 
эмболии. Критические тромбофилии развиваются у пациенток, принимаю­
щих гормоны и страдающих врожденными нарушениями свертываемости 
крови — наследственным дефицитом AT III, белков С и S, АРС-резистент- 
ностью и др. [63].

На свертываемость крови, агрегацию тромбоцитов, фибринолиз, стенку 
сосудов влияет ряд сердечно-сосудистых, нейротропных и других препара- 
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тов. Не следует злоупотреблять внутривенными введениями, так как внутри­
сосудистое введение концентрированных гиперосмических растворов может 
привести к повреждению стенки сосудов вследствие травмирования иглой 
или катетером либо в результате химического повреждения интимы сосудов 
[62]. Внутривенное введение различных концентрированных растворов, 
особенно при частых введениях больших количеств различных препаратов, 
могут быть причиной возникновения тромбофлебита. Для предупреждения 
тромбозов при назначении лекарственных препаратов следует учитывать как 
состояние организма больного, так и свойства вводимого препарата (учет 
его возможного тромбогенного действия).

Гепарининдуцированная тромбоцитопения (ГИТ) является классичес­
ким примером тромбофилий, обусловленных приемом медикаментов. Ме­
ханизмы возникновения тромбоза, обусловленного ГИТ, считаются на сего­
дня наиболее изученными.

Различают два типа ГИТ:
1) первый, наиболее частый, имеет раннее начало, сопровождается лег­

кой тромбоцитопенией, возможно, связанной со способностью некоторых 
фракций гепарина усиливать активность тромбоцитов;

2) второй обусловливает спорадические, изолированные случаи тяжелой 
тромбоцитопении с поздним началом, иммуноспровоцированные и часто 
ассоциирующиеся с катастрофическим тромбозом.

Роль иммуноглобулинов в патогенезе этого синдрома была показана 
еще в 1973 г.: обнаружено, что сыворотка и очищенный IgG от двух больных 
с ГИТ вызывали агрегацию нормальных тромбоцитов при наличии терапев­
тических концентраций гепарина. Важнейшую роль в патогенезе активации 
тромбоцитов у больных с ГИТ играют тромбоцитарные рецепторы, в част­
ности FcyRII (CD32). Этот рецептор находится на тромбоцитах, нейтрофи­
лах и моноцитах, имеет низкий аффинитет к Fc-части мономерного IgG, но 
высокий — к IgG в составе иммунных комплексов и к IgG, связанному с ан­
тигенами на поверхности тромбоцитов.

Большая занятость FcyRII-рецепторов приводит к сигнальной трансдук­
ции, генерации ТхАг и высвобождению тромбоцитарных гранул. Важно от­
метить, что активированные тромбоциты, в свою очередь, увеличивают ко­
личество FcyRII-рецепторов. Так, было обнаружено, что в острой фазе ГИТ 
происходит увеличение экспрессии тромбоцитарных FcyRII-рецепторов.

Как показали последние исследования, в качестве антигенных детерми­
нант выступают комплексы гепарина и тромбоцитарного фактора 4 (PF4). 
После введения гепарина тромбоциты высвобождают PF4. В результате в кро­
ви и на поверхности тромбоцитов появляются комплексы гепарин-PF4, к ко­
торым, в свою очередь, вырабатываются антитела. После связывания со сла­
боактивированными тромбоцитами через лежащие на поверхности комплек­
сы renapnH-PF4 эти антитела взаимодействуют затем с рецепторами FcyRII. В 
результате возникает сильная активация тромбоцитов с дальнейшим высво­
бождением PF4. Образуется замкнутый порочный круг, приводящий в итоге к 
развитию тромбоза. Помимо указанного механизма возможна и активация 
комплемента. Связывать PF4 способны также протеогликаны и гликозами­
ногликаны эндотелиальной поверхности сосудов. Гепарининдуцированные
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антитела связываются с комплексами РР4-гликозаминогликаны и индуци­
руют экспрессию тканевого фактора, что приводит к развитию тромбоза. 
Таким образом, тромбоз возникает в основном там, где высвобождается 
PF4.

Механизм возникновения тромбоза при наличии аутоантител к фактору 
фон Виллебранда во многом подобен такому при ГИТ: связывание аутоан­
тител с тромбоцитами через фактор фон Виллебранда приводит к активации 
FeyRII-рецепторов и т.д.[51 ].

Антифосфолипидный синдром (АФС) — приобретенное мультисистем- 
ное расстройство коагуляции, вызванное антифосфолипидными антите­
лами (АФЛА) и проявляющееся венозными и/или артериальными тромбо­
зами, иммунной тромбоцитопенией и/или неврологическими расстройст­
вами.

Впервые АФС описан в 1986 г. английскими учеными G. Hughes и соавт. 
[71]. Истинная распространенность АФС в популяции до сих пор неизвест­
на. Частота обнаружения аутоантител в сыворотках здоровых людей варьи­
рует от 0 до 14 %, в среднем составляя 2—4 % (в высоком титре менее 0,2 %), 
и возрастает у больных с воспалительными, аутоиммунными и инфекцион­
ными заболеваниями, злокачественными новообразованиями на фоне при­
ема широко распространенных лекарственных препаратов (оральные конт­
рацептивы, психотропные средства и др.).

По данным американских авторов, АФС встречается в популяции у 5 % 
населения [72]. Настораживает и тот факт, что соотношение больных муж­
чин и женщин при первичном АФС составляет 4:1, а при вторичном — до­
стигает 7:1.

Серологическими маркерами АФС являются АФЛА, которые циркули­
руют в крови, относятся к иммуноглобулинам (Ig) классов G, М и обнару­
живаются в тестах на волчаночный антикоагулянт или в кардиолипиновых 
тестах. Эти антитела сами по себе или образуя комплексы с другими белками 
плазмы, обладающими выраженной антигенной активностью, повреждают 
фосфолипидсодержащие мембраны клеток эндотелия сосудов, тромбоцитов, 
клеток мозга, легких и др. АФЛА — гетерогенная группа антител, различаю­
щихся по своей иммунохимической специфичности, связанной с существо­
ванием нескольких классов мембранных фосфолипидов. Аутоиммунные 
АФЛА подразделяются на первичные (при отсутствии системной красной 
волчанки (СКВ) и других заболеваний) и вторичные (при наличии СКВ 
и/или других заболеваний соединительной ткани).

В настоящее время известны основные составляющие патогенеза тром­
бофилии при АФС. Они связаны с повреждением функции эндотелия и в 
представлении А.Д. Макацария и соавт. [63] выглядят следующим образом.

1. Подавление синтеза простациклина. АФЛА подавляют синтез эндоте­
лиальными клетками наиболее мощного естественного ингибитора агрега­
ции тромбоцитов и вазодилататора — простациклина, что, в свою очередь, 
ведет к гиперагрегации. Волчаночные антитела снижают продукцию проста­
циклина через воздействие на фосфолипидные субстраты, из которых с уча­
стием фосфолипазы А2 высвобождается арахидоновая кислота, чем можно 
объяснить тромбозы в маточно-плацентарных артериях. В то же время обна-
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ружено, что волчаночные антитела способны ингибировать фосфолипазу А2 
в интактных эндотелиальных клетках.

2. Снижение активности А Т III — важнейшего естественного антикоагу­
лянта. Синтезируясь в печени, AT III экспонируется на эндотелии, где про­
исходит его гликозаминогликанзависимая активация.

3. Индукция синтеза тканевого фактора (ТФ). Поскольку образование 
антител к эндотелиальным клеткам, характерное для АФС, вызывает их пов­
реждение, соответственно индуцируются синтез ТФ и повреждение мембран 
с экспозицией анионных фосфолипидов.

4. Продукция больших количеств фактора фон Виллебранда и фибронекти­
на. Активированные эндотелиоциты экспонируют в больших количествах 
фактор фон Виллебранда и фибронектин, что также увеличивает свертываю­
щий потенциал крови.

5. Повреждения в системе ПС. АФЛА ингибируют систему протеина С не­
сколькими путями:

• угнетают формирование тромбина, активатора ПС (тромбиновый па­
радокс);

• ингибируют активацию ПС через влияние на тромбомодулин (анти- 
ТМ-антитела);

• антитела влияют на уровни ПС и/или ns (приобретенный nC/nS-де- 
фицит);

• угнетают активированный ПС (приобретенная АПС-резистент- 
ность);

• через ингибирование сборки протеинов комплекса ПС на анионных 
поверхностях фосфолипидных матриц;

• через прямое ингибирование активности активированного ПС;
• через угнетение кофакторов Va и Villa.
6. Разрушение “аннексинового щита”. Аннексии V (антикоагулянтный 

плацентарный протеин-1, сосудистый антикоагулянт альфа) обладает мощ­
ными антикоагулянтными способностями in vitro, основанными на высокой 
аффинности к анионным фосфолипидам и его способности “изолировать” 
коагуляционные факторы от фосфолипидных поверхностей. Унифициро­
ванная гипотеза АФЛА-опосредованных тромбозов подразумевает разруше­
ние “аннексинового щита”. Тромбофилия является следствием уменьшения 
содержания аннексина V на апикальной поверхности плацентарных трофо­
бластов и сосудистых эндотелиальных клеток, когда эти клетки вступают в 
контакт с текущей кровью. Мощный антикоагулянтный протеин играет тро­
мборегуляторную роль на участке контакта сосуда и крови и защищает ани­
онные фосфолипиды (которые в противном случае служат эффективными 
кофакторами для образования комплекса коагуляционных факторов) от со­
участия в коагуляционных реакциях.

Аннексии V, покрывающий фосфолипидную поверхность в виде ковра 
и защищающий фосфолипиды от возможности любых коагуляционных реак­
ций, вытесняется АФЛА, высокая аффинность которых является следствием 
формирования бивалентных комплексов с 62GPI на поверхности фосфоли­
пидной мембраны. Антитела, связывающиеся с этой тромбогенной поверх­
ностью на месте случайных выступов, влияют на формирование щита и об-
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нажают на окружающей поверхности повышенное количество фосфолипи­
дов, готовых начать коагуляционные реакции. АФЛА-опосредованное уси­
ление связывания протромбина с трофобластом при наличии аннексина V 
вероятно происходит подобным образом.

4.4. ДВС-СИНДРОМ

Различные нарушения функционирования гемостаза мо­
гут вызывать системную активацию свертывания. Она может быть незна­
чительной, но в более тяжелой форме выражается в клинической картине 
синдрома диссеминированного внутрисосудистого свертывания крови 
(ДВС-синдром).

Одно из первых описаний этой патологии принадлежит выдающемуся 
представителю восточной медицины Зайнуддину-Абу-Ибрахиму Джурджа- 
ни (Гургони), которое он приводит в своеобразной медицинской энцикло­
педии “Захиран Хоразшохи”, написанной в 1110 г. Не соглашаясь с сущест­
вовавшими до него взглядами, автор объясняет механизм отравления змеи­
ными ядами не тем, что “природа этих ядов холодная или горячая”, а тем, 
что “люди умирают от свертывания крови в сердце и сосудах, после чего из 
всех отверстий начинает течь жидкая кровь... Яд, убивающий в более продол­
жительные сроки, вызывает в месте укуса онемение и частичное свертыва­
ние крови”.

Абсолютная правильность этой концепции получила подтверждение 
только в XX ст., когда было детально изучено гемокоагулирующее действие 
ядов многих змей и в эксперименте, и в клинике доказано закономерное 
развитие при их укусах острого ДВС-синдрома. Большой вклад в изучение 
аспектов диссеминированного внутрисосудистого свертывания ученых 
М.С. Мачабели, З.С. Баркагана, Б.И. Кузика, В.П. Скипетрова, Б.А. Кудря­
шова, В.П. Балуды, Д.М. Зубаирова, З.Ф. Федоровой, Л.П. Папаяна, А.И. Во­
робьева, В.Г. Лычева, В.В. Крашутского, М. Ферстрате, Ж. Фермилена, 
М.И. Титовой, а также других отечественных и зарубежных ученых. На сегод­
ня это состояние широко распространенного и беспорядочного свертыва­
ния крови поражает человечество равносильно травмам или инфекциям.

ДСВ-синдром — это один из наиболее распространенных и представля­
ющих большую опасность для пациентов вид патологии гемостаза. Принци­
пиально он характеризуется рассеянным свертыванием крови с тромбообра- 
зованием. Результатами этих двух процессов являются:

1) массивное потребление факторов свертывания крови;
2) чрезмерная активация фибринолиза, следствием чего является частое 

возникновение кровотечений различной локализации.
Синонимы: синдром РВС (рассеянного внутрисосудистого свертыва­

ния), ВСФ (внутрисосудистое свертывание и фибринолиз), гиперкоагуляци­
онный синдром, коагулопатия потребления, ТГС (тромбогеморрагический 
синдром). Чаще в практике пользуются терминами “ДВС-синдром” и “ТГС”.

ДВС-синдром развивается при многих заболеваниях и практически при 
всех терминальных состояниях в результате появления в кровотоке тканево­
го тромбопластина. ДВС-синдром неспецифичен и универсален, поэтому в
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4.4. ДВС-синдром

настоящее время его рассматривают как общебиологический процесс, пред­
назначенный природой как для остановки кровотечения при нарушении це­
лостности сосуда, так и для отграничения пораженных тканей от всего орга­
низма. ДВС-синдром довольно полиморфен. В широких пределах могут ва­
рьировать как тяжесть и распространенность синдрома, так и скорость его 
развития.

ДВС представляет собой продолжительное клинико-патологическое ос­
ложнение, касающееся повышающейся потери локализации или сбаланси­
рованного контроля внутрисосудистой активации свертывания. ДВС имеет 
определенные фазы, которые характеризуются повышенным риском смерт­
ности. Кроме того, для ДВС характерна обширная и стремительная актива­
ция свертывания, которая приводит к возможному отложению фибрина в 
микрососудах, что, в свою очередь, мешает доступу крови к различным орга­
нам. Продолжительная активация системы свертывания, ослабленный син­
тез, повышенная деградация факторов свертывания крови часто ведет к сни­
жению уровня прокоагулянтных белков, ингибиторов протеиназ и тромбо­
цитов. В результате возникает серьезное кровотечение, в частности, у паци­
ентов с риском большой потери крови (операция,, травма). Таким образом, 
возникает ситуация одновременного тромбообразования и кровотечения. 
Осложняя течение многих заболеваний, ДВС-синдром становится ведущим 
патогенетическим механизмом, приводящим к глубоким нарушениям жиз­
недеятельности организма и нередко к летальному исходу.

Сам по себе ДВС не является заболеванием, но всегда вторичен относи­
тельно причин, вызывающих нарушения. ДВС — приобретенное заболева­
ние, причины которого могут быть самые разные:

1) ДВС может быть вызван повышенным и аномально поддерживаемым 
образованием тромбина;

2) ДВС — обязательный результат сепсиса; впервые успешное лечение 
сепсиса проводилось с применением активированного ПС, чтобы затормо­
зить образование тромбина;

3) ДВС — пример множественного взаимодействия между воспалитель­
ным и свертывающим путями;

4) ДВС определяет переход от локализованных, адаптивных и компенса­
торных процессов свертывания к общеорганизменным ответам.

ДВС классифицируется как гемостатическое осложнение болезней и 
это, отчасти, снижает основное патологическое значение данного процесса, 
которое определяется двумя ключевыми позициями. Во-первых, наличие 
ДВС определяет риск смертности после начала болезни. Во-вторых, устра­
нение основной причины не обязательно облегчает процесс во всех случаях.

К сожалению, до настоящего времени нет общепринятой классифика­
ции ДВС-синдрома. Я.А. Жизневский, И.Н. Бокарев, Г.И. Назаренко и 
А.А. Кишкун [73—75] предлагают классифицировать ДВС-синдром в зави­
симости от скорости его развития: острый, если он развивается в течение не­
скольких часов (до суток), подострый — в течение нескольких суток (до 
3 недель), хронический — протекает месяцы и годы.

М.С. Мачабели [76] предлагает классифицировать ДВС-синдром по эти­
ологическим принципам I—III.
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ГЛ АВ А 4. Нарушения функционирования системы гемостаза

I. Тромбогеморрагические синдромы с преобладанием активации по ли­
нии внешней системы гемостаза, вызванные появлением тканевого тромбо­
пластина в кровотоке:

1) введение извне тканевого тромбопластина;
2) введение извне тромбина;
3) хирургическая травма (операции на сердце, легких, предстательной 

железе, поджелудочной железе, матке);
4) генерализованный тромбоз;
5) акушерская патология;
6) ожоги;
7) кровопотеря;
8) геморрагический и травматический шок;
9) метастатический рак (рак поджелудочной железы, рак предстательной 

железы);
10) отравление ядами некоторых видов змей;
11) внезапная смерть;
12) мезентеральный тромбоз с геморрагическими проявлениями;
13) геморрагические инфаркты;
14) тромбоз легочной артерии с кровохарканьем;
15) гипоксия.
II. Тромбогеморрагические синдромы с преобладанием активации по 

линии внутренней системы гемостаза, вызванные появлением клеточно­
тромбоцитарного, эритроцитарного и лейкоцитарного тромбопластина в 
кровотоке:

1) хронические лейкозы;
2) эритремия;
3) тромбоцитемии, сопровождающие другие заболевания, а также состо­

яния после спленэктомии;
4) гемолитическая анемия;
5) переливание несовместимой крови;
6) пароксизмальная ночная гемоглобинурия;
7) гемолитический шок;
8) гемолитическая уремия;
9) отравление ядами некоторых видов змей.
III. Тромбогеморрагические синдромы с преобладанием активации по 

линии системы гемостаза, связанные с острым и хроническим васкулитом.
А. Патологические состояния, при которых создаются условия для 

поступления в кровоток бактерий:
1) феномен Санарелли;
2) феномен Швартцмана;
3) септический аборт;
4) дифтерия;
5) дизентерия;
6) тонзиллит;
7) менингококковый сепсис;
8) гастроэнтериты;
9) кумариновый некроз.
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4.4. ДВС-синдром

Б. Аллергические реакции:
1) феномен Артюса;
2) болезнь Мошкович — тромботическая тромбоцитопеническая пурпура;
3) болезнь Шенлейна — Геноха;
4) анафилактические состояния;
5) заболевания, приводящие к геморрагическому нефриту с цилиндру- 

рией.
По клиническому течению ДВС-синдром предлагается классифициро­

вать более подробно: молниеносный, острый, подострый, рецидивирую­
щий, хронический и латентный [36, 74, 77—79]. Острота, а следовательно, и 
выраженность клинических проявлений ДВС-синдрома определяется ско­
ростью поступления в кровь тромбопластина и других активаторов системы 
гемостаза. Информация поданному вопросу представлена в табл. 4.1,4.2 (по 
данным [80]).

Таблица 4.1. Классификация гемостазиологических форм и стадий ДВС-синдрома [80]

Форма
ДВС-синд­

рома

Продолжитель­
ность развития 

и течения
ДВС-синдрома

Фаза
ДВС-синдрома

Молние- Несколько Фазы гиперкоагуляции и переходная протекают скоротечно и
носная десятков ми­

нут
как правило не обнаруживаются. Быстро наступает фаза глу­
бокой гипокоагуляции (коагулопатия потребления) — резко 
выраженная блокада свертывания крови на фоне интенсив­
ной активации фибринолиза. Фаза восстановления — при 
адекватном и интенсивном лечении, а при неудовлетворите­
льной терапии — развитие осложнений и неблагоприятный 
исход

Острая Несколько 
часов (до не­
скольких су­
ток)

Фаза гиперкоагуляции — резко или значительно выраженная 
активация свертывающей системы крови. Переходная фаза ха­
рактеризуется разнонаправленными значениями показателей 
свертывающей и фибринолитической систем крови. Фаза ги­
покоагуляции (коагулопатия потребления свертывающих и 
противосвертывающих факторов крови) — резко выраженная 
блокада свертывания крови. Фаза восстановления — при адек­
ватном и интенсивном лечении, а при неудовлетворительной 
терапии — развитие осложнений и неблагоприятный исход

Под- Несколько Фазы отчетливо не дифференцируются. Выявляется актива-
острая недель ция свертывающей системы крови (но менее выраженная, 

чем при острой форме). Фибринолитическая активность кро­
ви тормозится. Переходная фаза характеризуется разнонапра­
вленными значениями показателей свертывающей и фибри­
нолитической систем крови. Часто не обнаруживается. Фаза 
гипокоагуляции также выражена менее отчетливо, чем при 
острой форме ДВС-синдрома. Фаза восстановления — при 
адекватном и интенсивном лечении, а при неудовлетворите­
льной терапии — фаза углубления осложнений и неблагопри­
ятного исхода. При неблагоприятном течении заболевания 
индуктора и неудовлетворительном лечении ДВС-синдрома 
возможен переход подострого ДВС-синдрома в острый
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ГЛАВА4. Нарушения функционирования системы гемостаза

Окончание табл. 4.!

Форма 
ДВС-синд­

рома

Продолжитель­
ность развития 

и течения
ДВС-синдрома

Фаза
ДВС-синдрома

Хрониче- Месяцы и го- Фазы не дифференцируются. Наблюдается умеренно выра-
ская ды женная активация свертывания крови на фоне незначитель­

ного снижения или несущественного повышения активности 
фибринолиза. При неблагоприятном течении заболевания- 
индуктора и неудовлетворительном лечении ДВС-синдрома 
возможен переход хронического ДВС-синдрома в подострый 
или в острый

Рециди­
вирую­
щая

Годы Фазы не дифференцируются. Обнаруживается тенденция к 
умеренно выраженной гипер- или гипокоагуляции с волнооб­
разным течением. При неблагоприятном течении заболева­
ния-индуктора и неудовлетворительном лечении ДВС-синд­
рома возможен переход рецидивирующей формы ДВС-синд­
рома в подострый

Латент­
ная

Годы Фазы не дифференцируются. Выявляется незначительно вы­
раженная гиперкоагуляция на фоне симптомокомплекса ос­
новного заболевания-индуктора. При неблагоприятном тече­
нии заболевания-индуктора и неудовлетворительном лечении 
ДВС-синдрома возможен переход рецидивирующей формы 
ДВС-синдрома в подострый

Таблица 4.2. Классификация гемостазиологических форм и клинических проявлений 
ДВС-синдрома [80]

Форма
ДВС-синд­

рома

Продолжительность 
развития и течения 

ДВС-синдрома
Клинические проявления 

ДВС-синдрома

Молние- Несколько десят- Тяжелый геморрагический синдром (профузное маточ-
носная ков минут ное кровотечение, возможно присоединение желудоч­

но-кишечного кровотечения). Резко выражен анемиче­
ский синдром, обусловленный обильным кровотечени­
ем. В дальнейшем развиваются глубокие микроцирку- 
ляторные расстройства (острая почечная, легочная и 
печеночная недостаточность, изъязвляются слизистые 
оболочки, возможен некроз тканей), ведущие в наибо­
лее тяжелых случаях к шоку и коллапсу

Острая Несколько часов 
(до нескольких 
суток)

Геморрагический синдром, однако менее выраженный, 
чем при молниеносной форме ДВС-синдрома. Часто 
появляются желудочно-кишечные кровотечения, иног­
да достаточно массивные. Микроциркуляторные нару­
шения зачастую выходят на первое место в клиничес­
кой картине ДВС-синдрома острой формы: к концу пер­
вых суток развивается полиорганная недостаточность 
—легочная, почечная, печеночная. В наиболее тяжелых 
случаях могут развиться некроз тканей, шок и коллапс. 
Характерен выраженный анемический синдром, обус-
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Окончание табл. 4.2

4.4. ДВС-синдром

Форма 
ДВС-синд­

рома

Продолжительность 
развития и течения 

ДВС-синдрома
Клинические проявления 

ДВС-синдрома

ловленный кровотечением и внутрисосудистым гемо­
лизом эритроцитов вследствие фрагментации изменен­
ных клеток нитями фибрина

Подост­
рая

Несколько не­
дель

Проявления аналогичны таковым при остром ДВС-синд- 
роме, однако протекают с менее выраженной клиникой 
и негативными последствиями для организма. Преобла­
дают нарушения микроциркуляции и функции внут­
ренних органов (легких, почек, печени, желудочно-ки­
шечного тракта, головного мозга)

Хрониче­
ская

Месяцы и годы Вначале ДВС-синдром протекает бессимптомно. С на­
растанием тяжести заболевания-индуктора постепенно 
появляются и усиливаются различные признаки хро­
нического ДВС-синдрома — геморрагический синдром 
(необильные носовые, десневые, желудочно-кишеч­
ные, маточные кровотечения), тромботические явления 
и микроциркуляторные нарушения, которые резко ухуд­
шают течение основного заболевания. Нарушается ре­
парация тканей: в органах и тканях развиваются скле­
ротические изменения, а в дальнейшем — функцио­
нальная недостаточность

Рециди­
вирую­
щая

Годы В период обострения заболевания-индуктора наблюда­
ется геморрагический синдром (необильные носовые и 
десневые кровотечения, геморрагический гастрит, си­
няки на коже), который исчезает в период ремиссии. 
Микроциркуляторные нарушения выражены незначи­
тельно и не сопровождаются глубокими расстройства­
ми функции органов. Нарушается репарация тканей: 
постепенно происходят склеротические изменения во 
внутренних органах, что является одной из причин раз­
вития нефросклероза, цирроза печени, кардиосклероза

Латент­
ная

Годы Клинически практически не проявляется. Наблюдается 
только симптомокомплекс основного заболевания-ин­
дуктора и обнаруживается лишь при лабораторном об­
следовании пациентов

Молниеносная форма ДВС-синдрома развивается в течение нескольких 
десятков минут и характеризуется тяжелым геморрагическим синдромом 
(профузное маточное кровотечение, иногда в сочетании с желудочно-кишеч­
ным кровотечением). Резко выражена анемия. В наиболее тяжелых слу­
чаях — шок и коллапс. Эта форма ДВС-синдрома наблюдается преимущест­
венно при акушерской патологии [69, 81].

ДВС-синдром острого течения характерен для сепсиса, обширных ожо­
гов и отморожений, тяжелых сочетанных травм, краш-синдрома, синдрома 
массивных гемотрансфузий. При острых формах ДВС-синдрома также воз­
можно кровотечение. Однако его появление и выраженность не столь зна-
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ГЛ АВ А 4. Нарушения функционирования системы гемостаза

чимы, как при молниеносном течении ДВС-синдрома. Острая форма ДВС 
вначале проявляется носовыми и десневыми кровотечениями, из мест внут­
римышечных инъекций, позже появляются желудочно-кишечные кровоте­
чения, нередко массивные [74, 82—84]. Микроциркуляторные нарушения 
играют значительную роль в клинике острых форм ДВС. Развивается карти­
на шока, полиорганной недостаточности [76, 85—87]. Часто именно эти яв­
ления выходят на первое место в картине ДВС-синдрома при его остром те­
чении. В таких случаях уже к концу первых суток появляется почечная и ле­
гочная недостаточность. При острых формах ДВС резко выражена анемия. 
Появление тромбов и гематом способствует развитию инфекционных осло­
жнений [80, 88].

Подострая форма ДВС-синдрома развивается при патологических про­
цессах, которые сопровождаются острым ДВС-синдромом, однако их тя­
жесть менее выражена. При этом ДВС-синдром протекает с менее отчетли­
вой клиникой и негативными последствиями для организма. Преобладают 
нарушения микроциркуляции и функции внутренних органов (легких, по­
чек, печени, желудочно-кишечного тракта, головного мозга).

Хроническая форма ДВС-синдрома наблюдается при хронических забо­
леваниях легких, почек, атеросклерозе, сахарном диабете, артериальной ги­
пертензии и других патологических состояниях. Хронический ДВС-синдром 
вначале протекает практически бессимптомно. Его можно обнаружить лишь 
с помощью современных методов лабораторных исследований системы ге­
мостаза. Сопровождая хроническое заболевание, ДВС-синдром нарастает с 
повышением тяжести основного заболевания [73, 85]. Согласно П.А. Воро­
бьеву [84], микроциркуляторные нарушения при хроническом течении 
ДВС-синдрома играют значительную роль в прогрессировании основного 
заболевания. С нарушением микроциркуляции он связывает возникновение 
таких частых осложнений, как рефрактерность к обычной терапии (напри­
мер, рефрактерная гипертензия). Коррекция микроциркуляторных наруше­
ний в этих случаях приводит, по мнению автора, к исчезновению резистент­
ности организма к лекарственным препаратам.

Рецидивирующая форма ДВС сопутствует тяжелым рецидивирующим 
заболеваниям, главным образом, иммунокомплексным васкулитам и инфе­
кциям [74, 84]. Она характеризуется периодическим нарастанием и затуха­
нием геморрагических проявлений ДВС, что соответствует обострению и за­
туханию самого заболевания. Рецидивирующей форме ДВС-синдрома свой­
ственна относительная “мягкость” клинических проявлений: необильное 
кровотечение из носа и десен, геморрагический гастрит, синяки на коже в 
период рецидива основного заболевания и практически полное исчезнове­
ние геморрагии в период ремиссии. Микроциркуляторные нарушения но­
сят, как правило, невыраженный характер и не сопровождаются тяжелыми 
функциональными расстройствами.

Существует сравнительно большая группа больных с ДВС-синдромом, у 
которых клинические проявления этого патологического состояния отсутст­
вуют. Это так называемые латентные (скрыто протекающие) формы 
ДВС-синдрома. Их диагностика возможна только на основании совокупно­
сти результатов специальных лабораторных тестов [77, 86].
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В отечественной литературе обычно придерживаются следующей клас­
сификации стадий ДВС-синдрома. Первая — стадия гиперкоагуляции и 
агрегации тромбоцитов. Чем тяжелее ДВС-синдром, тем короче стадия ги­
перкоагуляции. При массивном поступлении в сосудистое русло тромбопла­
стина продолжительность этой стадии исчисляется минутами [75]. Вторая 
стадия является переходной к гипокоагуляции с нарастающей тромбоцито­
пенией, разнонаправленными сдвигами в коагуляционных тестах. В тре­
тьей — стадии глубокой гипокоагуляции происходит снижение способности 
крови свертываться вплоть до полной несвертываемости. Четвертая — вос­
становительная стадия, а при неблагоприятном течении патологического 
процесса — стадия глубоких осложнений и летального исхода. По мнению 
З.С. Баркагана [59, 82], эта классификация слишком схематична и ограниче­
на, она приложима лишь к острому ДВС-синдрому, так как градации его тя­
жести могут варьировать от латентных (скрытых и медленнотекущих) до 
крайне тяжелых — молниеносных форм.

М.С. Мачабели выделяет четыре стадии тяжести ДВС-синдрома [89]:
I стадия — гиперкоагуляции — связана с появлением большого количест­

ва активного тромбопластина;
II стадия — коагулопатия потребления — связана с уменьшением уровня 

прокоагулянтов из-за включения их в микротромбы; одновременно активи­
зируется процесс фибринолиза;

III стадия — резкое снижение уровня в крови всех прокоагулянтов — 
вплоть до развития афибриногенемии на фоне выраженного фибринолиза, 
характеризуется особенно тяжелыми геморрагиями; если больной остается 
жив, то тромбогеморрагический синдром переходит в следующую стадию;

IV стадия — восстановительная — происходит постепенная нормализа­
ция состояния системы свертывания крови, нередко выявляются осложне­
ния перенесенного ДВС-синдрома: острая печеночная недостаточность, ост­
рая почечная недостаточность, острая дыхательная недостаточность, нару­
шение мозгового кровообращения.

З.Д. Федорова и соавт. [81] предлагают классификацию течения ДВС-син­
дрома, представленную ниже.

I стадия — гиперкоагуляция. Продолжительность ее различна; наблю­
дают уменьшение времени свертывания крови, фибринолитической и 
антикоагуляционной активности, сокращение времени свертывания в тром- 
бин-тесте. Клинически на этой стадии наблюдают гиперемию кожных 
покровов, чередующуюся с цианозом, мраморность рисунка, особенно на 
верхних и нижних конечностях, иногда озноб, беспокойство больной, та­
хикардию.

II стадия — гипокоагуляция. По данным коагулограммы отмечается по­
требление факторов свертывания, появляются продукты деградации фибри­
ногена и фибрина (ПДФ), уменьшается число тромбоцитов, увеличивается 
тромбиновое время свертывания, несколько сокращается время лизиса сгуст­
ка фибрина, снижается активность антитромбина III. Клинически отмечают 
усиление кровотечения из родовых путей, раневых поверхностей, появляют­
ся кровоизлияния на коже, носовые кровотечения, петехиальные высыпа­
ния на боковых поверхностях грудной клетки, бедрах, верхнем веке. Кровь,
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изливающаяся из матки, содержит рыхлые сгустки, которые быстро лизи­
руются.

III стадия — гипокоагуляция с генерализованной активацией фибринолиза. 
Коагулограмма: уменьшение числа и ослабление функциональных свойств 
тромбоцитов, снижение концентрации и активности прокоагулянтов, цир­
куляция в крови больших количеств продуктов деградации фибриногена и 
фибрина, резкое повышение фибринолитической активности, дальнейшее 
увеличение количества свободного гепарина. Клиника: выделяется жидкая 
несвертывающаяся кровь, иногда образуются единичные мелкие сгустки, 
которые быстро лизируются. Наблюдается генерализованная кровото­
чивость мест инъекций, венесекций, операционного поля, гемотурия, по­
являются геморрагические выпоты в грудной и брюшной полостях, пери­
карде.

IVстадия — полное несвертывание крови. Терминальная стадия. Гипоко­
агуляция крайней степени в сочетании с высокой фибринолитической и ан­
тикоагуляционной активностью. Клиническая картина такая же, как и в III 
стадии, — генерализованная кровоточивость.

Надо сказать, что в эту классическую схему развития ДВС-синдрома 
жизнь вносит свои коррективы; наблюдается множество клинических и ла­
бораторных вариантов синдрома, протекающего индивидуально у каждого 
больного.

Клиническая картина ДВС-синдрома варьирует от малосимптомных и 
даже бессимптомных форм при латентном течении процесса до клинически 
манифестных, проявляющихся яркой полиорганной патологией. Полимор­
физм клинических симптомов ДВС-синдрома обусловлен ишемическими 
(тромботическими) и геморрагическими нарушениями в первую очередь ор­
ганов, имеющих хорошо выраженную микроциркуляторную сеть (легкие, 
почки, надпочечники, желудочно-кишечный тракт, мозг, печень). Блокада 
микроциркуляторной сети вследствие диссеминированного тромбообразо- 
вания приводит к дисфункции органов.

Чаще всего органами-мишенями при ДВС-синдроме являются легкие и 
почки [74, 79, 83, 90]. Поражение легких при ДВС-синдроме характеризует­
ся картиной острой легочной недостаточности с нарастающей одышкой и 
цианозом, развитием инфарктов, ателектазов и прогрессирующим отеком 
легких (острый респираторный дистресс-синдром). Поражение почек про­
является развитием острой почечной недостаточности. При этом клиничес­
ки отмечается снижение диуреза (вплоть до анурии), протеинурия, гемату­
рия, нарастание содержания в сыворотке крови мочевины и креатинина. 
Сочетанное поражение легких и почек при ДВС-синдроме протекает осо­
бенно тяжело и является неблагоприятным прогностическим признаком.

Ишемические расстройства при ДВС-синдроме могут быть и в других 
органах [59, 75, 87]. В частности, может развиться недостаточность печени, 
которая выражается избыточным поступлением в кровь ферментов и били­
рубина вследствие очаговых некрозов. Нарушения микроциркуляции в сли­
зистой оболочке желудка и кишечника сопровождаются развитием острых 
эрозий, язв, мезентериальных тромбозов, ведущих к инфарктам кишечника. 
Тромбоз сосудов головного мозга приводит к нарушению мозговой деятель- 
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ности, которое проявляется психомоторным возбуждением, помрачением 
сознания вплоть до комы, судорогами, парезами, параличами вследствие 
ишемического инсульта. При кровоизлияниях в мозг в ликворе обычно 
присутствует кровь, спинномозговая жидкость вытекает под повышенным 
давлением, что свидетельствует об отеке мозга. Следует подчеркнуть, что ти­
пичным для ДВС-синдрома является сочетанное поражение двух и более ор­
ганов. Острый ДВС-синдром характеризуется острой недостаточностью 
внутренних органов, подострый или хронический — соответственно подост­
рой или хронической их недостаточностью [80]. По мнению З.С. Баркагана 
[87], такую клиническую картину врачи наблюдают повседневно у различ­
ных тяжелобольных, однако трактуют эти результаты не как проявление 
ДВС-синдрома, а как патологические процессы, возникшие в виде осложне­
ний основного заболевания, например поражение легких (пневмонии), почек 
(острая или подострая почечная недостаточность), желудочно-кишечного 
тракта (острые эрозии и язвы, многократные и обильные желудочно-кишеч­
ные кровотечения), мозга (психомоторное возбуждение, интоксикационный 
делирий, парезы, кома, отек мозга). При этом начинающие врачи не связыва­
ют наблюдающиеся разнообразные клинические проявления ДВС “единым 
патогенетическим механизмом, каковым является ДВС-синдром, что неиз­
бежно ведет к неполноте и фрагментации лечебных воздействий” [87].

Традиционно ДВС рассматривается как результат активации внешнего 
и внутреннего путей свертывания. В последние 15 лет стало ясным, что обра­
зование тромбина при ДВС опосредовано исключительно внешним (ткане­
вый фактор/фактор Vila) путем. Тканевый фактор появляется на активиро­
ванных и неактивированных мононуклеарных клетках, эндотелии и способен 
связывать фактор Vila, который затем активирует каскад свертывания. Ре­
зультаты некоторых исследований позволили предположить, что тканевый 
фактор является основным “пусковым механизмом” активации свертыва­
ния при сепсисе. Во-первых, анализ молекулярных маркеров активации раз­
личных факторов свертывания в моделях сепсиса или токсинемии показал, 
что образование тромбина зависит от связки тканевый фактор/фактор Vila, 
тогда как не наблюдается активации другого пути свертывания. Во-вторых, 
ингибирование внешнего пути свертывания в экспериментальных моделях 
сепсиса подтвердило прекращение образования тромбина и отложений фи­
брина, тогда как блокада внутреннего пути не давала никакого эффекта. И 
последнее, эксперименты in vivo и наблюдение пациентов с сепсисом свиде­
тельствуют, что эндотоксин и провоспалительные цитокины вызывают по­
явление тканевого фактора на циркулирующих моноцитах. Несмотря на то 
что внешний путь свертывания важен для активации свертывания при ДВС, 
контактная система также активирована, но для образования тромбина это 
неважно. Эта система может иметь значение для регуляции и дисрегуляции 
гемодинамической и фибринолитической активации [94—96].

Регуляция образования тромбина происходит на трех уровнях системы 
свертывания: регуляция тромбина и фактора Ха антитромбином, кофакто­
ров V и факторов VIII активированным протеином С, комплекса тканевый 
фактор/фактор Vila ингибитором пути тканевого фактора (TFPI). При ДВС 
каждый из трех путей антикоагулянтных механизмов нарушен.
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Антитромбин неспособен адекватно регулировать активность тромбина 
при ДВС по нескольким причинам. Во-первых, антитромбин постоянно ра­
сходуется длительным образованием тромбина и других протеиназ, которые 
“неравнодушны” к формированию комплекса с антитромбином. Во-вторых, 
антитромбин разрушается эластазой, высвобождающейся из активирован­
ных нейтрофилов. В-третьих, ослабленный синтез антитромбина из-за дис­
функции печени при сепсисе приводит к внесосудистой “утечке” этого про­
теиназного ингибитора, что также вносит значительный вклад в низкий уро­
вень антитромбина в плазме крови. Лабораторные наблюдения показали та­
кой же низкий уровень антитромбина, как и у 30 % пациентов с сепсисом. 
Низкий уровень антитромбина связан с высокой смертностью при сепсисе. 
Восстановление уровня антитромбина в экспериментальных животных по­
казало соответствующее блокирование системной активации свертывания, 
уменьшенные сроки снижения повреждения органов и как следствие — сни­
жение показателя общей смертности.

Существует несколько причин неадекватного поведения системы проте­
ина С при сепсисе. Во-первых, повышенное его потребление, сниженный 
синтез клетками печени и нестабильное состояние сосудов может привести 
к низкому уровню протеина С. Во-вторых, активация ряда цитокинов, в час­
тности высокий уровень фактора а некроза опухолей (TNF-a), приводит к 
заметному снижению регуляции тромбомодулина на эндотелии, мешая та­
ким образом нормальной активации протеина С. Замедленная регуляция 
тромбомодулина при ДВС показана при биопсии кожи пациентов с менинго­
кокковой септисемией. В-третьих, антикоагулянтная способность протеина 
С уменьшается при низком содержании в плазме крови свободного протеи­
на S. В плазме крови 60 % протеина S находится в комплексе с регуляторным 
белком комплемента — С4Ь-связывающим белком. Повышенное содержа­
ние этого белка вследствие реакции острой фазы сепсиса может привести к 
относительному дефициту протеина S. Хотя показано, что p-цепь С4Ь-свя- 
зывающего белка, ключевая для связывания протеина S, не очень сильно за­
трагивается в течение острой фазы, инфузия С4Ь-связывающего белка вмес­
те с сублетальной дозой Escherichia coli бабуину приводит к летальному исхо­
ду и поражению органов из-за ДВС. Более того, важная роль протеина С в 
патогенезе ДВС подчеркивается исследованиями, показавшими, что введе­
ние активированного протеина С животным обусловливает уменьшение 
ДВС и увеличение выживаемости [94—96].

ДВС связан с небольшим снижением содержания, а в некоторых случа­
ях даже с повышением концентрации TFPI. Введение высоких доз рекомби­
нантного TFPI приводило к полному ингибированию экспериментальной 
бактериемии или эндотоксининдуцированной активации свертывания. Ос­
нованная на этих наблюдениях гипотеза предполагает, что содержания TFPI 
относительно мало при развитии ДВС.

Экспериментальные модели показывают, что во время максимальной 
активации регуляция фибринолиза сильно замедленна. Экспериментальная 
бактериемия и эндотоксемия вызывают появление фибринолитической ак­
тивности, вероятнее всего, благодаря высвобождению активаторов плазми­
ногена из клеток эндотелия. Эта реакция почти всегда немедленно следует 
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за угнетением фибринолиза в результате постоянного повышения уровня 
ПАИ-1. Ведущая роль ПАИ-1 в угнетении фибринолиза при ДВС показана 
отсутствием тромбов в почках мышей, у которых ПАИ ингибировался вве­
дением эндотоксина. Функциональная мутация в гене ПАИ-1 не только 
влияла на уровень ингибитора в плазме крови, но и была связана с клиниче­
ским исходом менингококковой септисемии. У пациентов с такой мутаци­
ей, концентрация ПАИ-1 в плазме крови очень высокая, а также значитель­
но увеличивается риск общей смертности [95].

Хорошо известно, что признаком ДВС-синдрома являются геморраги­
ческие проявления (локальные или распространенные), возникающие преи­
мущественно на стадии гипокоагуляции, в то время как на стадии гиперкоа­
гуляции зачастую наблюдается быстрое тромбирование игл, катетеров, час­
тое свертывание крови в пробирках, несмотря на смешивание ее с цитратом 
или гепарином. В.В. Крашутский [142] различает локальные и распростра­
ненные геморрагии, обусловленные развившимся ДВС-синдромом. Локаль­
ные кровотечения преимущественно наблюдаются в тканях и органах, под­
вергшихся травме и хирургическим вмешательствам, в участках острых язв 
желудочно-кишечного тракта, реже — при инфаркте легких и почек. Рас­
пространенные геморрагии, обусловленные общими нарушениями в систе­
ме гемостаза, проявляются наличием гематом, петехиальных кровоизлияний 
в кожу, подкожную клетчатку, мозг, мозговые оболочки, легкие, плевру, 
брюшину, сердце, перикард, склеры глаз, а также кровотечениями — носо­
выми, желудочно-кишечными, почечными, маточными [36, 74, 79, 83, 92].

Геморрагии при ДВС-синдроме обусловлены избыточным потребле­
нием факторов свертывания, тромбоцитов, нарушением их функций, ин­
тенсивным образованием продуктов деградации фибрина и фибриногена, 
токсическим влиянием на сосудистую стенку продуктов протеолиза, повы­
шением сосудистой проницаемости вследствие гипоксии, ацидоза и акти­
вации кининовой системы (увеличение продукции брадикинина). Законо­
мерным следствием кровоточивости является развитие постгеморрагичес­
кой анемии. Тяжесть ее почти всегда усугубляется гемолизом эритроцитов. 
Причиной последнего при ДВС-синдроме является механическое повреж­
дение измененных эритроцитов нитями фибрина при прохождении клеток 
через капилляры [59, 87, 88, 92]. При этом может наблюдаться характерная 
клинико-лабораторная картина гемолиза эритроцитов: желтушность 
склер, повышение в сыворотке крови уровня непрямого билирубина, гемо­
глобинурия.

В 76 % случаев синдром ДВС проявляется микроциркуляторными нару­
шениями, ведущими к дисфункции различных внутренних органов, и толь­
ко в 24 % — геморрагической манифестацией, совпадающей по времени с 
коагулопатией потребления (терминальная стадия) [80].

Многообразие клинических проявлений ДВС-синдрома обусловлено, с 
одной стороны, степенью нарушения микроциркуляции в различных орга­
нах, с другой — интенсивностью и распространенностью геморрагического 
процесса. При этом симптомы ДВС-синдрома наслаиваются на симптомы 
основного заболевания. Возникает сложная комбинация клинических про­
явлений патологических процессов, что в конечном итоге затрудняет свое-
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временную диагностику нарушений системы гемостаза и назначение адек­
ватной терапии.

По мнению В.П. Балуды [93], существует несколько основных причин 
смерти при остром течении ДВС-синдрома:

1) гибель организма может наступить мгновенно при закупорке магист­
ральных сосудов жизненно важных органов;

2) если организм не погибает в первые минуты от закупорки сосудов 
кровяными сгустками, то летальный исход может быть определен развитием 
тяжелого геморрагического синдрома в виде локальных кровотечений в мес­
те повреждения сосудов (операции, травмы) или генерализованных кровоте­
чений, кровоизлияний во внутренние органы;

3) в более поздний период летальный исход возможен в связи с тяжелым 
нарушением функции отдельных органов (почки, печень, легкие, селезенка, 
миокард, головной мозг, гипофиз, надпочечники, желудочно-кишечный 
тракт).

Ниже приведен перечень заболеваний и состояний, часто осложняющих­
ся ДВС-синдромом [42, 59, 82, 87].

1. Злокачественные (солидные) новообразования различных локали­
заций.

2. Карциноид, нейробластома.
3. Рабдомиосаркома.
4. Острый промиелоцитарный лейкоз.
5. Эритремия.
6. Хронический эгакариоцитарный лейкоз.
7. Внутрисосудистый гемолиз.
8. Серповидноклеточная анемия (криз).
9. Гистиоцитоз.
10. Септический аборт.
И. Отслойка плаценты.
12. Эмболия околоплодными водами.
13. Внутриутробная смерть плода.
14. Внематочная беременность.
15. Тяжелая эклампсия.
16. Кесарево сечение.
17. Конфликт матери и плода по системам АВО и Rh.
18. Аневризмы.
19. Коарктация аорты.
20. Ангиоматоз Казабаха—Меррит (множественные и гигантские ан­

гиомы).
21. Аортит Такаясу.
22. Хирургическая ангиопластика.
23. Врожденные “синие” пороки сердца.
24. Иммунокомплексные заболевания (васкулиты).
25. Тромбоэмболии легочной артерии.
26. Гемолитико-уремический синдром.
27. Инфаркт миокарда.
28. Сепсис.
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29. Шок (травматический, геморрагический, ожоговый, анафилактичес­
кий, септический).

30. Массивные поражения тканей (crush-синдром, травматичные хирур­
гические операции).

31. Синдром гомологичной крови.
32. Переливание несовместимой крови.
33. Эксикоз.
34. Жировая эмболия.
35. Гемоперфузия (на угольных фильтрах).
36. Отравления и интоксикации (змеиным ядом, лекарственными средс­

твами).
37. Ацидоз, гипоксия.
38. Острый панкреатит.
39. Гиперлипидемия.
40. Амилоидоз.
41. Острые и хронические заболевания печени.
42. Вирусные инфекции (герпес, краснуха, оспа, цитомегаловирус).
43. Геморрагическая лихорадка.
44. Малярия.
45. Глистная инвазия.
Как видно из приведенного списка, круг заболеваний и состояний, при 

которых может наблюдаться ДВС-синдром, достаточно велик. Перечислен­
ные заболевания, ассоциированные с ДВС, по происхождению можно усло­
вно разделить на несколько клинических состояний:

1) сепсис или прочие инфекции; 2) травма; 3) разрушение органов; 4) зло­
качественные образования; 5) акушерские осложнения; 6) сосудистые нару­
шения; 7) повреждение печени; 8) токсичные или иммунологические реак­
ции.

Бактериальная инфекция, в частности септическая, более всего связана с 
ДВС. Однако системные инфекции, вызванные другими микроорганизмами, 
такими как вирусы и паразиты, также приводят к развитию ДВС. Факторами, 
вовлеченными в развитие ДВС у инфекционных больных, могут быть специ­
фические компоненты клеточных мембран микроорганизмов (липополисаха­
рид, эндотоксин) или бактериальные экзотоксины (например, стафилококко­
вый а-токсин). Эти компоненты способны вызвать генерализованную воспа­
лительную реакцию, характеризующуюся повышенным уровнем цитокинов, 
которые в основном вырабатываются активированными моноядерными клет­
ками и эндотелием. Также цитокины частично ответственны за расстройство 
функционирования системы свертывания крови при ДВС.

Сильные травмы — другой клинический показатель, связанный с ДВС. 
Совокупность механизмов, включающая высвобождение тканевого матери­
ала (жиры, фосфолипиды) в кровообращение, гемолиз, угрозу нормального 
функционирования эндотелия, вносит свой вклад в развитие активации 
свертывания. Дополнительно замечено, что у пациентов с травмами цитоки­
ны также играют основную роль в появлении ДВС. Популяции цитокинов 
фактически практически идентичны у травмированных пациентов и у боль­
ных сепсисом.
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Гематологические раковые заболевания и плотные опухоли также осло­
жняются ДВС. Механизм нарушения функционирования системы сверты­
вания в этой ситуации малопонятен. Клетки злокачественных опухолей про­
изводят прокоагулянтные молекулы, включая тканевый фактор и раковый 
прокоагулянт — цистеиновую протеиназу, активирующую фактор X сверты­
вания крови. Прокоагулянт обнаружен в экстрактах неопластов и плазме 
крови пациентов со злокачественными образованиями. Определенная фор­
ма ДВС часто наблюдается при острой промиелоцитной лейкемии, которая 
характеризуется четко выраженным гиперфибринолитическим состоянием 
дополнительно к активации системы свертывания. Хотя по клиническим 
признакам в этой ситуации преобладает кровотечение, ДВС обнаружен у не­
которых пациентов при аутопсии.

Острый ДВС развивается при гинекологических осложнениях — разры­
ве плаценты и амниотической жидкостной эмболии. Показано, что амнио­
тическая жидкость способна активировать процесс свертывания in vitro, и 
уровень плацентарного разделения коррелирует с длительностью ДВС. Пред­
полагается, что утечка тромбопластинподобного материала является отве­
том на ДВС. Хотя система свертывания крови может быть активирована у 
пациентов с преэклампсией и HELLP-синдромом (гемолиз, повышенный 
уровень ферментов печени и низкий уровень тромбоцитов), ДВС наблюдает­
ся у небольшого процента больных (обычно при разрыве плаценты и неко­
торых других осложнениях).

Сосудистые осложнения — большая аневризма аорты или гигантская ге­
мангиома (синдром Казабаха—Меррита) — приводят к локальному активи­
рованию свертывания крови. Активированные факторы свертывания в кон­
це концов выбрасываются в кровоток и вызывают ДВС, но более характер­
ным является потребление факторов и тромбоцитов в результате локального 
потребления.

Микроангиопатическая гемолитическая анемия представляет ряд нару­
шений, которые включают тромбоцитопению, гемолитический уремичес­
кий синдром, анемию, вызванную химиотерапией, злокачественную гипер­
тензию и HELLP-синдром. Хотя некоторые характеристики микроангиопа­
тической анемии и возникающая тромботическая окклюзия мелких и сред­
них сосудов, приводящая к поражению органов, может скрыть клиническую 
картину ДВС, указанные нарушения фактически представляют отдельную 
группу заболеваний.

Клиническая проблема ДВС с высокой тромбоцитопенией и низким 
уровнем факторов свертывания у больных с сильными и продолжительными 
кровотечениями остается неразрешимой. Однако сильные кровотечения на­
блюдаются у меньшего количества пациентов с ДВС. Наиболее общим явля­
ется поражение органов. Существует несколько направлений, указываю­
щих, что ДВС играет значительную патогенетическую роль в нарушении де­
ятельности органов. Во-первых, это результаты вскрытия умерших больных 
ДВС. Аутопсия показала наличие кровоизлияний в различных местах, гемор­
рагический некроз тканей, микротромбы в малых и средних сосудах (арте­
рии и вены). Демонстрация ишемии и некроза была неизменной благодаря 
замедленному кровотоку и отложению фибрина в малых и средних сосудах 
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различных органов. Важно, что наличие этих внутрисосудистых тромбов че­
тко просматривается и специфически указывает на клиническую дисфунк­
цию органа. Во-вторых, эксперименты на животных показали наличие отло­
жений фибрина в различных органах в случае ДВС. Экспериментальная бак- 
теремия и эндотоксемия вызывают внутри- и внесосудистые накопления 
фибрина в почках, легких, печени, мозге и других органах. При устранении 
гемостатического дефекта различными способами в этих моделях наблюдае­
тся уменьшение повреждения и, правда не во всех случаях, снижение пока­
зателя общей смертности.

Процессы, приводящие к нарушению системы гемостаза и развитию 
ДВС-синдрома, начинаются с появления в кровотоке тканевого фактора; 
усиления образования тромбина из-за нарушений функционирования фи­
зиологических антикоагулянтных механизмов, накопления фибрина в мик- 
рососудистой системе, вызванное недостаточной деградацией фибрина в ре­
зультате ингибирования фибринолитической системы.

Ниже приведен механизм развития ДВС-синдрома, который условно 
можно разделить на три фазы:

I фаза. Образование активного тромбопластина — самая продолжитель­
ная фаза гемостаза. В ней принимают участие факторы плазменные (XII, XI, 
IX, VIII, X, IV, V) и факторы тромбоцитарные (3, 1).

II фаза. Переход протромбина в тромбин происходит при действии актив­
ного тромбопластина и участии ионов кальция (фактор IV).

III фаза. Образование фибр ин-полимера — тромбин при участии ионов 
кальция (фактор IV) и фактора тромбоцитов (4) переводит фибриноген в 
фибрин-мономер, который при действии фактора VIII плазмы и тромбоци­
тарного фактора 2 превращается в нерастворимые нити фибрина-полимера.

Многие ученые отмечают, что лечение ДВС-синдрома обязательно дол­
жно быть направлено на [1, 24, 42, 44, 50, 61]:

1) устранение основной причины синдрома;
2) нормализацию центральной и периферической гемодинамики;
3) восстановление гемокоагуляционных свойств;
4) ограничение процесса внутрисосудистого свертывания крови;
5) нормализацию фибринолитической активности.
Инфузионная терапия, проводимая при ДВС-синдроме, обязательно 

должна включать:
• гемотрансфузию — используют только теплую донорскую кровь или 

свежеконсервированную кровь со сроком хранения не более 3 сут;
• сухую нативную, замороженную плазму, альбумин, низкомолекуляр­

ные декстраны;
• антиагреганты (трентал, теоникол, курантил, дипиридамол) в стадии 

гиперкоагуляции;
• протеолитические ферменты (контрикал, трасилол, гордокс) в стадии 

гипокоагуляции.
Степень гемодилюции должна контролироваться показателями гематок­

рита, ОЦК и ОП, ЦВД, коагулограммой и почасовым диурезом.
Комплекс методов диагностики ДВС-синдрома включает в себя [61], ла­

бораторную диагностику и клинические маркеры.
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Лабораторная диагностика
1. Определение клеточных маркеров (подсчет количества тромбоцитов в 

крови; определение спонтанной агрегации тромбоцитов; оценка фрагмента­
ции эритроцитов).

2. Показания общих коагуляционных тестов (АЧТВ, протромбиновый и 
тромбиновый тесты, содержание в плазме фибриногена).

3. Выявление признаков тромбинемии и активации фибринолиза — уве­
личение содержания РФ и других маркеров.

4. Дополнительные методы (определение плазменного антитромбина, 
определение плазминогена).

Клинические маркеры
1. Наличие этиологических факторов.
2. Наличие полиорганной недостаточности и/или блокады микроцирку­

ляции в нескольких органах.
3. Наличие геморрагий разной локализации (не всегда).
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ГЛАВА 5 АНАЛИЗ СОСТОЯНИЯ 
СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА

Нормальное функционирование гемостаза обеспечивается 
динамическим равновесием между прокоагулянтным, ан­
тикоагулянтным и фибринолитическим звеньями. На­
рушение баланса между отдельными звеньями вызывает 
внутрисосудистое свертывание крови, которое может быть 
обусловлено тромбофилией (артериальные, венозные и 
смешанные тромбозы), тромбоэмболией, ДВС-синдро­
мом. Кровотечения наблюдаются при тромбоцитопении, 
дисфункции тромбоцитов, болезни фон Виллебранда, ге­
мофилии (А, В, С), клинической манифестации ДВС-синд­
рома [1—3].

Для правильного выбора терапии при повышенном 
тромбообразовании необходимо учитывать, что механиз­
мы артериального и венозного тромбоза различны [4]. 
При артериальном тромбозе ведущим является пораже­
ние и дисфункция сосудистой стенки, что сопровождает­
ся потерей эндотелием резистентности, нарушением кро­
вотока и сдвиговым напряжением в результате стеноза и 
вазоконстрикции. Последняя провоцируется тромбокса­
ном А2 и эндотелином-1, выделяющимися при активации 
тромбоцитов. Активация тромбоцитов сопровождается 
изменением их формы, а количество активных форм и 
число тромбоцитов, вовлеченных в агрегаты, может быть 
прогностическим показателем предтромботической готов­
ности.

Среди наследственных механизмов артериальных тро­
мбозов особое значение имеют гипергомоцистеинемия и 
повышенная активность тромбоцитов при наличии поли­
морфизма генов рецепторного аппарата. К приобретен­
ным факторам риска развития артериального тромбоза от­
носится гиперагрегация тромбоцитов.

Тромбообразование в венозном русле связано с замед­
лением и нарушением кровотока и системной гиперкоагу­
ляцией, которая чаще всего связана с дефицитом естест­
венных антикоагулянтов — антитромбина III и протеина С,
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

а также с резистентностью фактора Va к действию активированного протеи­
на С, что связано с мутацией гена фактора V.

Системная гиперкоагуляция, развивающаяся на фоне оперативных вме­
шательств, сердечно-сосудистых заболеваний, злокачественных новообра­
зований, в акушерской практике, приводит к тромбозам и тромбоэмболиям.

Нарушения системы гемостаза, сопровождающие многие заболевания 
осложняют протекание болезни и могут приводить к смерти. В связи с этим 
выявление доклинических признаков нарушения системы гемостаза и дина­
мический контроль при проведении антитромботической терапии необхо­
димы для правильной постановки диагноза и профилактики тромботичес­
ких осложнений.

В клинической практике исследование системы гемостаза преследует 
следующие цели:

• выявление нарушений в системе гемостаза до проявления клиничес­
ких признаков;

• определение степени нарушений в том или ином звене системы гемос­
таза путем определения содержания соответствующих маркеров;

• создание алгоритма диагностики нарушений системы гемостаза путем 
подбора наиболее информативных тестов для данной патологии;

• проведение контроля эффективности лечения антикоагулянтами пря­
мого и непрямого действия или тромболитической терапии.

5.1. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СОСУДИСТО­
ТРОМБОЦИТАРНОГО (ПЕРВИЧНОГО) ГЕМОСТАЗА

Сосудисто-тромбоцитарный, или первичный, гемостаз на­
рушается при изменениях сосудистой стенки (дистрофические, иммуноал- 
лергические, неопластические, травматические капилляропатии), тромбо­
цитопении, тромбоцитопатии, сочетании капилляропатий и тромбоцито­
пений.

Сосудистый компонент системы гемостаза. Для характеристики сосуди­
стого компонента гемостаза проводят пробу жгута или щипка. Принцип ме­
тода манжетной пробы, характеризующий резистентность микрососудов, 
основан на создании венозного стаза путем дозированного сжатия плеча ман­
жетой от аппарата для измерения АД при давлении 80 мм рт. ст. в течение 
5 мин. Затем подсчитывают появившиеся петехии. Если их количество пре­
вышает норму, то это свидетельствует о снижении резистентности (повы­
шенной ломкости) микрососудов.

Для проведения пробы щипка клиницист собирает под ключицей кожу 
больного в складку и делает щипок. У здоровых людей в течение 24 ч ника­
ких изменений на коже не происходит [5, 6].

Тромбоцитарный компонент системы гемостаза. К показателям, харак­
теризующим тромбоцитарный компонент системы гемостаза, относятся: 
длительность кровотечения, количество тромбоцитов, агрегация тромбоци­
тов с индукторами агрегации тромбоцитов, активность фактора фон Виллеб­
ранда.
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5.1. Методы исследования сосудисто-тромбоцитарного (первичнонго) гемостаза

Длительность кровотечения из микрососудов кожи определяется после 
дозированного прокола или проведения поперечных насечек кожи на ла­
донной поверхности верхней части предплечья, в условиях венозного стаза 
(40 мм рт. ст.). Тесты проводятся методом Дьюке и методом Айви [5, 6, 8, 9]. 
При резко выраженной тромбоцитопении, тяжелых формах качественной 
неполноценности тромбоцитов (тромбастения Гланцмана и др.) и, особен­
но, при болезни фон Виллебранда, время кровотечения удлиняется. При ге­
мофилии это время изменяется не так значительно, поскольку остановка 
кровотечений в зоне микроциркуляции обеспечивается в основном тромбо­
цитами, а не плазменными факторами. Однако при лечении антикоагулян­
тами и развитии ДВС-синдрома время кровотечения удлиняется.

Количество тромбоцитов чаще всего определяют с помощью камеры Го­
ряева и фазово-контрастного микроскопа. Нормальные пределы колебания 
их количества в крови человека (170...350) • 109/л. Важной характеристикой 
состояния сосудисто-тромбоцитарного гемостаза является не только коли­
чество тромбоцитов, но также их форма. При наследственных тромбоцито­
патиях наблюдаются формы с микроцидозом (синдром Вискотта—Олдрича) 
и преобладание гигантских кровяных пластинок (аномалии Бернара—Сулье 
и Мей-Хегглина).

Способность тромбоцитов к агрегации может быть оценена in vitro в бога­
той тромбоцитами плазме в присутствии индукторов агрегации (АДФ, адре­
налин, коллаген, тромбин, ристомицин, арахидоновая кислота и ряд других 
агентов) путем измерения интенсивности светопропускания через суспензию 
тромбоцитов в перемешиваемой плазме крови. Регистрация процесса агрега­
ции тромбоцитов осуществляется с помощью специальных приборов — агре­
гометров, где графически регистрируются изменения формы тромбоцитов и 
образование агрегатов, влияющих на проходимость светового потока. По ме­
ре агрегации тромбоцитов среда, в которой они были суспендированы, стано­
вится более прозрачной, и интенсивность проходящего светового потока уве­
личивается. При воздействии малых доз агонистов агрегации, например при 
низких концентрациях АДФ (10-7 М) на агрегатограмме регистрируется двой­
ная волна агрегации: первая — под воздействием введенного в плазму извне 
стимулятора, вторая — за счет реакции высвобождения собственных агонис­
тов, содержащихся в гранулах тромбоцитов. Вводимые извне большие дозы 
агонистов (АДФ 10~5 М) приводят к слиянию первой и второй волн агрега­
ции. При нарушении реакции высвобождения собственных агонистов на­
чальная агрегация, вызванная введением агониста, сменяется дезагрегацией.

Таким образом, при анализе агрегатограмм обращают внимание на об­
щий характер кривых агрегации (одноволновая, двухволновая, полная, не­
полная, обратимая, необратимая). Проанализировав полученные кривые, 
можно определить интенсивность и скорость агрегации. Важно отметить, 
что появление двухволновой агрегации при стимуляции АДФ и адренали­
ном в концентрациях, вызывающих в норме обратимую агрегацию, указыва­
ет на повышение чувствительности тромбоцитов к этим индукторам, а раз­
витие одноволновой, неполной (а часто и обратимой) агрегации при стиму­
ляции этими агонистами в концентрации 10 мкМ и больше — на нарушение 
реакции высвобождения тромбоцитов.
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

Анализ кривых агрегации тромбоцитов используется не только для изу­
чения тонких механизмов физических свойств мембраны этих форменных 
элементов крови, но и для выявления способности различных химических 
соединений влиять на этот процесс с целью поиска новых лекарственных 
веществ, регулирующих свойства тромбоцитов.

Анализ процесса агрегации тромбоцитов с различными индукторами аг­
регации играет важнейшую роль в дифференциальной диагностике тромбо­
цитопатий.

В зависимости от функционально-морфологических характеристик тром­
боцитов тромбоцитопатии делят на следующие группы:

• наследственные дезагрегационные тромбоцитопатии без нарушения 
реакции высвобождения (тромбастения Гланцманна, эссенциальная атром- 
бия, аномалия Мей-Хегглина);

• парциальные дезагрегационные тромбоцитопатии — заболевания с 
врожденным дефектом агрегации с тем или иным агрегантом или снижени­
ем интенсивности реакции высвобождения;

• нарушение реакции высвобождения; для этой группы заболеваний ха­
рактерно отсутствие второй волны агрегации при стимуляции малыми доза­
ми АДФ и адреналином; коллагенагрегация не выявляется;

• болезни, сопровождающиеся недостаточными накоплением и хране­
нием медиаторов агрегации (серотонин, адреналин, АДФ и др.); при лабора­
торных исследованиях для этой группы характерны снижение всех видов аг­
регации и отсутствие второй ее волны.

При хирургических вмешательствах нарушения в системе сосудисто­
тромбоцитарного гемостаза в большинстве случаев обусловлены не наруше­
нием агрегационных и других функциональных свойств тромбоцитов, а на­
личием тромбоцитопении разной степени.

Для определения активности и содержания в плазме крови фактора фон 
Виллебранда используется ряд методов, с помощью которых можно выявить 
большинство форм болезни фон Виллебранда. Значительное повышение ак­
тивности фактора фон Виллебранда в плазме крови наблюдается при острых 
тромбозах, некоторых тромбофилиях, ДВС-синдроме, поражениях сосудис­
той стенки и свидетельствует о его выходе из эндотелия в кровь.

5.2. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ПЛАЗМЕННОГО 
(КОАГУЛЯЦИОННОГО) ГЕМОСТАЗА

Тесты, используемые в клинической практике для харак­
теристики состояния плазменного гемостаза, условно можно разделить на 
две группы [10, 11]: скрининговые и уточняющие.

Скрининговые тесты предназначены для характеристики основных ком­
понентов коагуляционного гемостаза и выявления нарушений равновесия 
между отдельными звеньями системы гемостаза. К этой группе относятся 
прежде всего функциональные (хронометрические) тесты — время сверты­
вания крови по Ли-Уайту, протромбиновое время, активированное частич­
ное тромбопластиновое время, тромбиновое время, общая характеристика 
фибринолитической активности крови (лизис эуглобулиновой фракции);
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5.2. Методы исследования плазменного (коагуляционного) гемостаза

агрегация тромбоцитов и определение содержания фибриногена в плазме 
крови, а также определение маркеров ДВС-синдрома — растворимых фиб­
рин-мономерных комплексов (РФМК), продуктов расщепления фибрино- 
гена/фибрина (ПРФ).

Уточняющие тесты оценивают содержание определенных компонентов 
системы свертывания крови и фибринолиза: ингибиторов системы сверты­
вания крови — антитромбина III, протеина С; факторов системы свертыва­
ния крови — II, X, XIII; компонентов системы фибринолиза — плазминоге­
на, а2-антиплазмина, тканевого активатора плазминогена, ингибитора тка­
невого активатора плазминогена и др.

Все тесты по исследованию системы гемостаза имеют свои естественные 
ограничения, поскольку они только моделируют in vitro процессы свертыва­
ния и фибринолиза, которые происходят в живом организме. Кроме того, 
при выполнении скрининговых тестов активируется и взаимодействует ряд 
факторов разнонаправленного действия, поэтому определить содержание 
или активность отдельных компонентов невозможно. Для определения со­
держания тех или иных компонентов системы гемостаза используют имму- 
ноферментные методы, которые дают информацию о содержании отдельных 
компонентов, но не об их функциональной активности. Для характеристики 
состояния системы гемостаза не менее важны и функциональные методы ее 
исследования, поскольку они отражают фактический потенциал этой систе­
мы. В связи с этим при анализе нельзя ограничиваться отдельными тестами, 
необходим комплексный анализ всех звеньев системы гемостаза.

5.2.1. Скрининговые тесты

Общий коагуляционный тест — время свертывания крови по 
Ли-Уайту. Время свертывания крови удлиняется при дефиците факторов, 
участвующих во внутреннем механизме образования протромбиназы (фак­
торов XII, XI, IX, VIII), а также при гипофибриногенемии. Однако тест ма­
лочувствителен и непригоден для выявления гемофилии и контроля за до­
статочностью заместительной терапии и предоперационной подготовки бо­
льных. Нормальные значения: 8—12 мин [5].

Время рекальцификации стабилизированной крови. Общеоценочной про­
бой на свертывание стабилизированной крови (плазмы) является реакция 
рекальцификации, которая заключается в определении времени свертыва­
ния тромбоцитарной плазмы при добавлении к ней раствора хлорида каль­
ция оптимальной концентрации.

В последнее время рекомендуется определять время рекальцификации 
плазмы в условиях стандартной контактной активации свертывания коали- 
ном. Нормальные значения: 60—120 с.

Укорочение времени рекальцификации указывает на гиперкоагуляцию, 
удлинение — на гипокоагуляцию. Удлинение этого времени может быть свя­
зано с врожденной недостаточностью плазменных факторов свертывания 
(за исключением факторов VII и XII), наличием в крови ингибиторов свер­
тывания крови или выраженным дефицитом фактора III тромбоцитов при 
ДВС-синдроме (стадии “коагулопатии потребления”).
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

Протромбиновое время (ПВ). Этот функциональный тест моделирует in 
vitro внешний путь свертывания крови и является вариантом определения 
времени рекальцификации плазмы с добавлением экзогенного тканевого 
тромбопластина. Нормальные значения-. 15—20 с.

Результаты теста ПВ могут быть выражены в виде протромбинового ин­
декса (ПИ).

Препараты тромбопластина различаются по исходной активности и по 
чувствительности к факторам свертывания крови. Необходимо подчеркнуть, 
что чувствительность тромбопластина и его “активность” — разные и неза­
висимые величины. Использование различных препаратов тромбопластина 
затрудняет стандартизацию контроля эффективности лечения антикоагу­
лянтами непрямого действия. В связи с этим для их характеристики введен 
международный индекс чувствительности препаратов тромбопластина 
(МИЧ или ISI). Использование величины МИЧ вносит существенную по­
правку в показания протромбинового теста. Тромбопластины с низкой чувс­
твительностью (МИЧ > 2,0) использовать не рекомендуется.

Удлинение ПВ может быть связано с нарушением образования витамин 
К-зависимых факторов, участвующих во внешнем пути — VII, X, II, а также 
при терапии антикоагулянтами непрямого действия. Укорочение ПВ связа­
но со снижением содержания антикоагулянтов в крови, а также патологиче­
ской активацией прокоагулянтного звена системы гемостаза.

В настоящее время при лечении антикоагулянтами непрямого дейст­
вия показателем их эффективности и безопасности является международ­
ное нормализованное отношение (МНО или INR — International Norma­
lized Ratio). Результаты в единицах МНО Определяют по формуле МНО = 
= (ПВбольного/ПВреферентной плазМы)мич- В норме МНО варьирует в пределах 
0,7—1,1. Оптимальное МНО при назначении антикоагулянтов непрямого 
действия составляет 1,7—3,0. Чем выше МНО, тем значительнее полученная 
гипокоагуляция и тем чаще возможно возникновение геморрагических ос­
ложнений [5, 8, 9].

Активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ). Этот тест 
является одним из самых информативных и распространенных скрининго­
вых тестов, который отражает изменение активности факторов внутреннего 
пути свертывания крови и нарушение равновесия между прокоагулянтным и 
антикоагулянтным звеньями системы гемостаза. При выполнении теста 
определяется время рекальцификации бестромбоцитарной плазмы в услови­
ях стандартизованной контактной (коалином) и фосфолипидной (эритро- 
фосфатидом) активации свертывания крови. Эритрофосфатид или кефалин 
используют в качестве заменителя тромбоцитарного тромбопластина. Нор­
мальные значения 35—55 с.

Удлинение времени свертывания в тесте АЧТВ наблюдается при дефи­
ците или аномалиях высокомолекулярного кининогена, прекалликреина, 
факторов свертывания крови XII, XI, VIII, V, X, I, а также в присутствии ге­
парина, продуктов деградации фибриногена/фибрина, люпус-антикоагу- 
лянтов. В случае удлинения АЧТВ при нормальном содержании фибриноге­
на проводят коррекционно-ингибиторные пробы. Если добавление плазмы 
крови доноров (1/2 объема донорской плазмы + 1/2 объема исследуемой 
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плазмы) приводит к нормализации времени свертывания в тесте, то это ука­
зывает на дефицит факторов. Если же время свертывания при добавлении 
плазмы доноров не нормализуется, это свидетельствует о накоплении инги­
биторов. Укорочение АЧТВ наблюдается в случаях активации системы свер­
тывания крови и снижения содержания антикоагулянтов.

Определение АЧТВ является распространенным методом контроля при 
лечении гепарином. Укорочение АЧТВ указывает на гиперкоагуляцию и рас­
сматривается как фактор риска тромбозов [5, 6, 8, 9].

Тромбиновое время, рептилазное время. Метод основан на способности 
тромбина или тромбиноподобных ферментов змеиного яда индуцировать 
превращение фибриногена в фибрин без участия других факторов свертыва­
ния крови. Обе пробы позволяют оценить конечный этап свертывания кро­
ви — превращение фибриногена в фибрин с последующей его полимериза­
цией.

Тромбиновое время характризует процесс превращения фибриногена в 
фибрин под действием экзогенного тромбина. Удлинение тромбинового 
времени наблюдается при врожденной аномалии фибриногена, гипофибри­
ногенемии, наличии ингибиторов тромбина.

Рептилаза и другие тромбиноподобные ферменты (атроксин, арвин, ан- 
цистрон) отличаются от тромбина тем, что отщепляют от молекулы фибри­
ногена только фибринопептиды А (тромбин отщепляет фибринопептиды А 
и В), не активируют фактор XIII и не инактивируются комплексом гепа­
рин-антитромбин III. Рептилазное время удлиняется при наличии продук­
тов деградации фибрина [5, 6, 8—11].

Важно отметить, что гепарин не влияет на рептилазное время, поэтому 
гипергепаринемию легко распознать по удлинению тромбинового времени в 
сочетании с нормальным рептилазным временем. Нормальные значения: 
12-18 с.

5.2.2. Оценка результатов общих
коагуляционных тестов

1. Удлинение протромбинового времени при нормальных 
значениях АЧТВ и тромбинового времени свойственно только при дефици­
те фактора VII.

2. Нарушение показаний АЧТВ при нормальных ПВ и ТВ наблюдается 
только при дефиците или ингибировании факторов VIII, IX, XI и XII, а так­
же прекалликреина и высокомолекулярного кининогена. Из этих форм 
нарушений наиболее часты и сопровождаются выраженной кровоточивос­
тью дефицит факторов VIII и IX, что характерно для гемофилии А и В.

3. Замедление свертывания только в тромбиновом тесте имеет место при 
дисфибриногенемии, накоплении патологических ингибиторов тромбина и 
при гепаринотерапии.

4. Замедление свертывания как в АЧТВ, так и в протромбиновом тесте 
при нормальном ТВ и уровне фибриногена в плазме более 1 г/л наблюдается 
при дефиците факторов X, V и II, а также при воздействии антикоагулянтов 
непрямого действия.
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5. Нарушение показателей всех трех базисных тестов наблюдается при 
гепаринотерапии, глубокой гипофибриногенемии, воздействии на систему 
свертывания крови продуктов фибринолиза, лечении активаторами фибри­
нолиза.

Определение содержания фибриногена. Принцип гравиметрического ме­
тода Рутберг основан на образовании сгустка фибрина под действием тром­
бина и последующем взвешивании тщательно отжатого сгустка фибрина.

Паракоагуляционные тесты, позволяющие выявить растворимые фиб­
рин-мономерные комплексы (РФМК). С практической точки зрения зачастую 
важно определить не только концентрацию свертываемого тромбином фиб­
риногена, но и концентрацию ряда его высокомолекулярных производных 
(растворимого фибрина, растворимых комплексов фибрин-мономера с про­
дуктами расщепления фибриногена/фибрина, которые не трансформируют­
ся в фибрин при добавлении тромбина.

Существуют разные методы определения содержания РФМК. За рубе­
жом наиболее часто применяют иммунохимические методы, в основе кото­
рых лежит использование антител к фибринопептидам. Ряд методов основан 
на способности растворимого фибрина стимулировать превращение плаз­
миногена в плазмин под действием тканевого активатора плазминогена.

Для выявления ДВС-синдрома широкое распространение в клиниче­
ской практике получили паракоагуляционные тесты, позволяющие обна­
ружить в плазме крови растворимые фибрин-мономерные комплексы. К 
ним относятся этаноловый, р-нафтоловый, протаминсульфатный тесты [5]. 
Однако при сравнении их чувствительности показано, что в зависимости от 
содержания фибриногена этаноловый и р-нафтоловый тесты могут давать 
завышенный или заниженный результат. Это связано с соосаждением фиб­
риногена и других белков с РФМК. Протаминсульфатный тест более чувстви­
тельный, но точность его зависит от качества используемого протаминсуль­
фата. Так, было показано, что препараты фирмы “Sigma”, “Serva”, “Fluka” и 
протаминсульфат Хабаровского химико-фармацевтического завода более 
эффективно осаждают РФ. Низкомолекулярный протаминсульфат фирмы 
“Spofa” не осаждает ни фибриноген, ни растворимый фибрин [16, 17].

В последние годы достаточно широко используется фенантролиновый 
тест, принцип которого основан на оценке времени появления в исследуе­
мой бедной тромбоцитами цитратной плазме, содержащей РФМК, хлопьев 
фибрина после добавления ортофенантролина [5, 7].

Положительная проба указывает на присутствие в плазме комплексов 
фибрин-мономера с продуктами расщепления фибриногена/фибрина и фиб­
риногеном, что рассматривается как важный лабораторный критерий диссе­
минированного внутрисосудистого свертывания крови.

5.2.3. Уточняющие тесты

Определение содержания ПРФ (D-димера). Количествен­
ное определение D-димера имеет большое диагностическое значение, по­
зволяет характеризовать как степень внутрисосудистого свертывания крови, 
так и процесс фибринолиза, а также контролировать эффективность анти- 
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тромботической терапии. Тест основан на способности частиц латекса, по­
крытых антителами к D-димеру, агглютинировать при смешивании с плаз­
мой крови, содержащей D-димер.

Разработаны также тесты, основанные на анализе времени полимериза­
ции препарата “мономерный фибрин” в присутствии исследуемой плазмы. 
ПРФ являются вторичными антикоагулянтами: они тормозят образование 
фибринового сгустка. Степень удлинения времени формирования сгустка в 
тесте прямо пропорциональна концентрации ПРФ [5, 6, 10, 12].

Определение содержания ингибитора системы свертывания крови — анти­
тромбина III. К основным первичным физиологическим антикоагулянтам 
относится антитромбин III (АТШ), являющийся ингибитором тромбина, а 
также ХПа, Xia, IXa, Ха, Vila факторов системы свертывания крови. Для 
определения содержания антитромбина III чаще всего используют метод, в 
котором определяют способность исследуемой плазмы инактивировать эк­
зогенный тромбин. По уровню снижения активности экзогенного тромбина 
в процентах от нормы оценивают антитромбиновую активность плазмы кро­
ви [5, 6, 10, 18].

Методика определения уровня плазминогена в плазме крови. Принцип ме­
тода состоит в превращении плазминогена в плазмин в присутствии стреп­
токиназы. При добавлении стрептокиназы к образцу исследуемой плазмы 
крови образуется плазминоген-стрептокиназный комплекс, активирующий 
плазминоген в плазмин. Последний расщепляет хромогенный субстрат S225i» 
скорость гидролиза которого зависит от концентрации плазминогена в образ­
це плазмы крови. Скорость расщепления субстрата регистрируют с помо­
щью спектрофотометра при 405 нм. Уровень содержания плазминогена в 
плазме крови определяют по активности образовавшегося плазмина. В нор­
ме уровень плазминогена составляет 75—115 % [5, 21, 22].

Методика определения уровня а2-антиплазмина в плазме крови. Метод ос­
нован на определении способности а2-антиплазмина исследуемой плазмы 
крови инактивировать добавляемый в плазму экзогенный плазмин. Содержа­
ние остаточного плазмина определяется по степени гидролиза хромогенного 
субстрата. В норме уровень а2-антиплазмина составляет 80—110 % [5, 12].

Методика определения общей фибринолитической активности плазмы 
крови. По этому методу измеряется время спонтанного лизиса фибринового 
сгустка, который получен при добавлении раствора хлорида кальция к эугло­
булиновой фракции, бедной на тромбоциты плазмы крови. Время лизиса ха­
рактеризует общую фибринолитическую активность плазмы крови. За счет 
освобождения от ингибиторов эуглобулиновая фракция является очень удоб­
ным объектом исследования и позволяет оценить потенциал системы фиб­
ринолиза, осуществляющей сосудистый фибринолиз. В норме время лизиса 
составляет 150—180 мин. Сокращение времени лизиса свидетельствует о по­
вышении потенциала фибринолитической системы, удлинение — о сниже­
нии потенциала системы фибринолиза [5, 8, 12].

Подготовка образцов плазмы крови. Для проведения качественного ана­
лиза состояния системы гемостаза важны адекватная подготовка больного к 
взятию у него крови, сама методика кровопускания и стабилизация крови 
[1, 5, 8]. Кровь пациента для анализа берут натощак из локтевой вены иглой
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гематокритного показателя
Таблица 5.1. Соотношение объемов раствора цитрата натрия и крови в зависимости от значения

Гематокритный показатель, % Объем стабилизатора, мл Объем крови, мл

20-21 1,4 8,6
22-27 1,3 8,7
28-33 1,2 8,8
34-39 1,1 8,9
40-45 1,0 9,0
46-51 0,9 9,1
52-57 0,8 9,2
58-60 0,7 9,3

> 65 0,5 9,5

с широким просветом без шприца (самотеком). Использование шприца не­
допустимо из-за активации тромбоцитов и факторов свертывания крови 
турбулентным движением крови и ее смешением с воздухом (вспенивание). 
Допустимо лишь кратковременное наложение жгута.

Кровь смешивают с 3,8%-м раствором цитрата натрия в соотношении 
9 : 1 (табл. 5.1). Принятое соотношение крови с раствором стабилизатора 
правильно лишь при нормальном гематокритном показателе, в связи с тем 
что раствор цитрата остается в плазме и не проникает в клетки крови. Поэ­
тому при высоком гематокритном показателе (свыше 70 %) в плазме крови 
создается избыточная концентрация цитрата, приводящая к “ложной ги­
покоагуляции”. Напротив, при его снижении до 35 % обнаруживается 
“ложная гиперкоагуляция”, и кровь при ее смешении с цитратом в соотно­
шении 9 : 1 может свернуться в пробирке еще до начала исследования. Пе­
ресчет объема стабилизатора в соответствии с гематокритным показателем 
позволяет избежать этой ошибки. После заполнения пробирки кровью до 
требуемого объема смесь тщательно перемешивают, не допуская встряхи­
вания [1, 5].

При приготовлении стабилизатора следует учитывать, что трехзамещен­
ный 5,5-водный цитрат натрия готовится концентрацией 3,8 % (0,11 М), а 
2-водный — концентрацией 3,2 %. Хранение раствора цитрата натрия допу­
скается в течение недели при 6 °C.

Во время приготовления плазмы крови важно соблюдать режим центри­
фугирования. Так, для получения богатой тромбоцитами плазмы стабилизи­
рованную кровь центрифугируют при 140—160 g в течение 5—7 мин, а для 
получения бедной тромбоцитами — при 1200—1400 g в течение 15 мин. Цен­
трифугирование проводят при комнатной температуре в пластмассовых про­
бирках.
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5.3. Комплексная лабораторная диагностика нарушений системы свертывания крови и фибринолиза

5.3. КОМПЛЕКСНАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА 
НАРУШЕНИЙ СИСТЕМЫ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ 
И ФИБРИНОЛИЗА

В настоящее время в клинической практике нет единого 
подхода к диагностике состояния системы гемостаза. Лаборатории перегру­
жены множеством обязательных тестов, большинство из которых относится 
к скрининговым — суммарным тестам, дающим информацию только о фак­
те нарушения равновесия между отдельными звеньями системы гемостаза. 
Более точную информацию об изменениях, происходящих в системе гемос­
таза при той или иной патологии, указанные тесты дать не могут. В связи с 
этим, при анализе системы гемостаза особое внимание следует уделять стан­
дартизации, унификации и повышению точности наиболее важных в прак­
тическом отношении методик, разработке высокочувствительных тестов, а 
также интерпретации полученных данных [1].

Оперативности и точности лабораторной диагностики способствует раз­
работка алгоритмов, включающих наиболее чувствительные и информатив­
ные тесты, которые предоставляют конкретную информацию о степени на­
рушения в системе гемостаза при данной патологий.

Для своевременной диагностики и выявления доклинических призна­
ков нарушений системы гемостаза необходимо проводить развернутое ком­
плексное исследование, которое дает информацию о процессе агрегации 
тромбоцитов, степени активации системы свертывания крови и фибриноли­
за, накоплении вторичных ингибиторов. Динамический контроль измене­
ний коагулограммы важен также при проведении антикоагулянтной и тром­
болитической терапии.

Учитывая состояние проблемы, нами проведен анализ информативности 
используемых в клинической практике коагулологических тестов, характе­
ризующих состояние системы свертывания крови и фибринолиза. На осно­
вании полученных результатов разработан комплекс высокочувствительных, 
несложных в исполнении информативных диагностических лабораторных 
тестов, которые позволяют определять не только содержание компонентов, 
но и их функциональную активность, что отражает фактический потенциал 
отдельных звеньев плазменного гемостаза. Комплекс диагностических тес­
тов, разработанный для выявления нарушений функционирования системы 
свертывания крови и фибринолиза приведен ниже:

Тесты

Определение агрегации 
тромбоцитов
Активированное частичное 
тромбопластиновое время (АЧТВ) 
Протромбиновое время (ПВ)

Тромбиновое время (ТВ)

Характеристика параметров системы гемостаза

Характеристика степени нарушения ак­
тивации тромбоцитов
Характеристика активности факторов 
внутреннего пути свертывания крови 
Характеристика активности факторов 
внешнего пути свертывания крови 
Характеристика конечного этапа сверты­
вания крови (превращение фибриногена 
в фибрин). Выявление гипофибриноге­
немии и ингибиторов, блокирующих 
действие тромбина
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

Анцистроновое время (АВ) 
(аналог рептилазного времени)

Определение содержания фибриногена

Растворимые фибрин-мономерные 
комплексы (РФМК)
Экамулиновое время (ЭВ)

Определение активности фактора X
Фактор XIII
Продукты расщепления фибриногена/ 
фибрина
Антитромбин III

Протеин С

Общая фибринолитическая активность 
плазмы крови
Определение активности плазминогена

Определение активности а2-антиплазмина

Определение активности ТАП

Определение активности ПАИ-1

Характеристика конечного этапа свер­
тывания крови, не чувствителен к дей­
ствию гепарина. Одновременное сок­
ращение времени свертывания плаз­
мы крови в тестах ТВ и АВ является 
показателем развития тромбофилии 
Выявление гипо- и гиперфибриноге­
немии
Маркер тромбинемии

Выявление функционально неактив­
ных форм протромбина — маркера 
тромбинемии. Контроль эффектив­
ности лечения антикоагулянтами не­
прямого действия
Определение уровня активности 
Определение уровня активности 
Маркер ДВС-синдрома

Характеристика антикоагулянтного 
потенциала плазмы крови 
Характеристика антикоагулянтного 
потенциала плазмы крови 
Фибринолитическая акивность плаз­
мы крови
Характеристика активности плазми­
ногена
Характеристика активности ингиби­
тора плазмина
Активность тканевого активатора 
плазминогена
Активность ингибитора активатора 
плазминогена

Кроме общепринятых методов лабораторной диагностики в комплекс 
включены методы, разработанные на основе использования активаторов 
проферментов системы свертывания крови, выделенных из яда змей, кото­
рые являются удобным инструментом для применения в диагностических 
тестах. Используемый комплекс диагностических тестов дает возможность 
контролировать накопление маркеров тромбофилии и эффективность анти­
коагулянтной терапии [10, И].

При разработке комплекса диагностических тестов особое внимание 
уделяли методам, предназначенным для выявления маркеров тромбинемии: 
определение содержания фибриногена, РФМК, продуктов расщепления 
фибриногена/фибрина, функционально неактивных форм протромбина, 
определение активности протеина С и антитромбина III. Для характеристи­
ки системы фибринолиза разработаны тесты, позволяющие определять ак­
тивность ТАП и ПАИ-1.

Тесты апробированы на плазме крови больных при заболеваниях серде­
чно-сосудистой системы (стенокардия, инфаркт, инсульт), язвенной болез-
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5.3. Комплексная лабораторная диагностика нарушений системы свертывания крови и фибринолиза

ни, гломерулонефрите, осложнениях при беременности, хирургических вме­
шательствах, ожогах и других патологических состояниях [24—39].

Использование тромбиноподобного фермента анцистрона-Н для определе­
ния содержания фибриногена в плазме крови. Содержание фибриногена в пла­
зме крови — один из важных показателей, характеризующих состояние сис­
темы гемостаза. Биосинтез данного белка усиливается в ответ на травму, в 
послеоперационный период, при инфекционных болезнях, сердечно-сосу­
дистых заболеваниях, воспалительных и других процессах (гиперфибрино­
генемия). В связи с этим он получил название “белок острой фазы”. Гипо­
фибриногенемия может быть вызвана потреблением фибриногена при 
ДВС-синдроме, дилюционной коагулопатии, введении фибринолитических 
препаратов [2, 40, 41].

Эпидемиологическими исследованиями обнаружен высокий уровень 
корреляции между содержанием фибриногена в плазме крови и развитием 
двух основных тромботических осложнений: инсульта и инфаркта миокарда. 
Главным механизмом при данных осложнениях является процесс образова­
ния тромба, ключевую роль в котором играет фибриноген, поскольку фаза 
фибринообразования — одна из решающих в развитии тромбоза. Понима­
ние связи между тромбозом и содержанием фибриногена в плазме крови да­
ет возможность своевременного проведения лечения для предупреждения 
возникновения тромботических осложнений.

Таким образом, определение количества фибриногена в плазме крови име­
ет важное диагностическое значение и может быть прогностическим фактором 
при многих патологических состояниях, связанных с нарушением системы ге­
мостаза и сопровождающихся развитием тромботических осложнений.

Содержание фибриногена в плазме крови определяют с помощью тром­
бина и тромбиноподобных ферментов. Известно несколько методов, кото­
рые чаще всего используются в клинической практике: метод Клаусса и 
гравиметрический метод Рутберг.

Широко используемый в зарубежной клинической практике, метод 
Клаусса позволяет быстро определять содержание фибриногена, однако он 
предусматривает ежедневный контроль реактивов и построение калибровоч­
ной кривой по референтной плазме крови, что значительно усложняет про­
водимый анализ.

Метод определения содержания фибриногена по Рутберг наименее 
стандартизован. Неконтролируемые детали этого метода дают недостовер­
ные и расходящиеся результаты определений: неполное удаление влаги при­
водит к завышенным результатам, задержка процедуры взвешивания на 
1—2 мин в ходе выполнения измерений — к ошибке на 2—4 %. Вариации ре­
зультатов определения содержания фибриногена гравиметрическим мето­
дом в разных лабораториях могут достигать от 50 до 100 % [1].

Мы проводили определение содержания фибриногена по методу Бели- 
цера и Варецкой. Принцип метода состоит в том, что под действием экзо­
генного тромбина в исследуемой плазме крови достигается полное превра­
щение фибриногена в фибрин. Образовавшийся сгусток отжимали на стек­
лянной палочке и растворяли в уксусной кислоте. Содержание фибриногена 
определяли спектрофотометрически [12, 15].
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

Однако при гепаринотерапии, а также при накоплении вторичных ин­
гибиторов свертывания крови определение истинного содержания фибри­
ногена с помощью тромбина затруднено и приводит к заниженным результа­
там. В связи с этим мы заменили тромбин тромбиноподобным ферментом — 
анцистроном-Н, выделенным из яда щитомордника обыкновенного (Agkist- 
rodon halys halys). В отличие от тромбина анцистрон-Н не ингибируется анти­
тромбином III и гепарином, не активирует фактор XIII, не вызывает ретрак­
цию сгустков [10, 15, 42, 43].

Определение содержания фибриногена в плазме крови выполняли сле­
дующим образом: в стеклянную пробирку вносили 1,8 мл 0,1 М фосфатного 
буфера pH 7,0; 0,2 мл плазмы крови; 0,1 мл анцистрона-Н, содержащего 0,3 
единицы активности. После 30 мин инкубации при 37 °C образовавшиеся 
сгустки отжимали на стеклянной палочке и растворяли в 5 мл 1,5%-го раст­
вора уксусной кислоты. Концентрацию раствора фибрина определяли спек­
трофотометрически.

Расчеты проводили по формуле
Ф = (^280 ~ Е32о) • 255/15,06,

где Ф — концентрация фибриногена в плазме крови, г/л; 255 — коэффици­
ент для перерасчета содержания фибриногена в объеме образца на его кон­
центрацию в плазме; 15,06 — коэффициент экстинкции поглощения 1 %-го 
раствора фибрина в кислой среде при длине волны 280 нм.

Исследования, проведенные с использованием модельных систем, по­
казали, что тромбиноподобный фермент анцистрон-Н позволяет определять 
содержание фибриногена в плазме крови даже в присутствии 40 ед/мл гепа­
рина [10, 15].

Как отмечалось выше, накопление в плазме крови ингибиторов тромби­
на приводит к заниженным результатам (рис. 5.1). Использование тромби­
ноподобных ферментов позволяет избежать подобных ошибок [43].

Так, при определении с помощью тромбина содержания фибриногена в
плазме крови группы людей, страдающих гипертонической болезнью (прек-

эффективности действия тромбина 
(1) и анцистрона (2) при опреде­
лении содержания фибриногена в 
плазме крови:
a — норма; б — повышенный уровень 
ингибиторов; в — гепаринотерапия

лонного и старческого возраста, п = 171), 
выявлено снижение уровня фибриногена у 
19 больных.

Однако параллельное определение 
содержания фибриногена с помощью ан­
цистрона-Н показало, что его уровень со­
ответствует норме (табл. 5.2). Для объяс­
нения этого феномена проведена ингиби­
торно-коррекционная проба с помощью 
теста АЧТВ. Увеличение времени сверты­
вания в тесте АЧТВ подтвердило наличие 
в исследуемой плазме крови ингибиторов 
свертывания, снижающих активность 
тромбина, что, в свою очередь, влияет на 
результаты определения содержания фиб­
риногена.
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Таблица 5.2. Содержание фибриногена в плазме крови пациентов с гипертензией

5.3. Комплексная лабораторная диагностика нарушений системы свертывания крови и фибринолиза

Обследуемый
Содержания фибриногена, г/л

Содержание 
антитромбина III, % АЧТВ*, с

тромбин анцистрон-Н

М-н 1,35 3,55 82 73
М-к 1,69 2,45 95 100
Я-о 1,27 2,10 70 150
Е-о 1,26 2,62 86 300
Б-о 1,78 2,28 105 90
В-а 1,27 2,54 80 140
Б-к 1,18 2,37 70 73
А-в 1,52 2,41 97 90

В норме время свертывания плазмы крови доноров в тесте АЧТВ составляет 55 с, содержание фибри­
ногена — 2,4 + 0,3 г/л, антитромбина III — 100 ± 14 %.

Вторичные ингибиторы могут накапливаться в плазме крови и замед­
лять скорость свертывания крови при воспалительных процессах, стрессе, 
осложнениях при беременности, онкологических, сердечно-сосудистых за­
болеваниях, системной красной волчанке.

Анцистроновое время (АВ). Второй тест, в котором используется тромби­
ноподобный фермент анцистрон-Н, является аналогом рептилазного време­
ни (рис. 5.2). В отличие от тромбинового времени (ТВ) тест чувствителен к 
накоплению продуктов деградации фибриногена (ПРФ) — ингибиторов 
свертывания фибрина. Сравнение ТВ и АВ позволяет характеризовать завер­
шающий этап процесса свертывания крови и дифференцировать причины 
удлинения времени свертывания в тесте ТВ [10, 29]. Алгоритм использова­
ния теста АВ представлен ниже.

Оценка состояния системы гемостаза при помощи анцистрона-Н
Норма АВ 30 с — содержание фибриногена в пределах нор­

мы; ПДФ и/или ингибиторы свертывания в плазме не 
выявлены

Гиперфибриногенемия АВ удлинено в 1,5—2 раза; при разбавлении плазмы 
крови буфером вдвое АВ восстанавливается

Г ипофибриногенемия АВ удлинено; при разбавлении плазмы крови буфе­
ром вдвое АВ не восстанавливается; количественное 
определение содержания фибриногена подтверждает 
гипофибриногенемию

Наличие ПРФ АВ удлинено; содержание фибриногена в пределах 
нормы; ТВ приближено к норме

Наличие ингибиторов 
свертывания

Нормальное параметры АВ наряду с удлинением ТВ 
указывает на наличие гепарина

Сравнение эффективности тестов “анцистроновое время” и подобного 
ему “атроксин/тромбиновое время” (фирма “Sigma”, США) подтвердили 
чувствительность и точность теста “анцистроновое время”.
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

РИС. 5.2. Влияние фибриногена на 
время свертывания плазмы крови в 
тесте анцистроновое время

Одновременное сокращение времени 
свертывания плазмы крови в тестах ТВ и 
АВ является показателем развития тром­
бофилии.

Содержание растворимых фибрин-мо­
номерных комплексов (РФМК). Принцип 
паракоагуляционных тестов, используе­
мых в клинической практике для выяв­
ления растворимых фибрин-мономерных 
комплексов в плазме крови, основан на 
том, что после внесения в плазму крови 
соответствующих реагентов происходит вы­
свобождение фибрин-мономера из комп­

лекса, с последующей полимеризацией его и образованием геля.
Учитывая низкую специфичность выполняемых в клинической практике 

тестов, в наших исследованиях был использован метод выявления РФМК, ра­
зработанный В.А. Белицером и Т.В. Варецкой, основанный на реакции пара­
коагуляции в присутствии фосфатных буферов. Фосфатные буферы позволя­
ют оптимизировать условия теста, при которых фибриноген и ПРФ соосаж- 
даются в незначительных количествах [12]. Тест выполняется следующим об­
разом: в центрифужные пробирки вносят: 0,25 мл исследуемой плазмы; 
0,25 мл 0,1 М дигидрофосфатного буфера (КН2РО4 + NaOH) pH 7,5, содер­
жащего 0,065 М NaCl; 0,2 % 6-АГК и 0,1 %-й раствор цитрат натрия. Смесь 
тщательно перемешивают, добавляют 0,4 мл 1 М фосфатного буфера pH 7,5, 
перемешивают и оставляют на 30 мин при температуре 22 °C. Результаты оце­
нивают полуколичественно по форме и количеству появляющегося осадка: 
мелкие частички — 0,035 мг/мл (1 условная единица — у.е.); хлопьевидная 
муть — 0,07 мг/мл (2 у.е.); хлопья, нити — 0,105 мг/мл (3 у.е.); гелеобразный 
осадок — 0,14 мг/мл (4 у.е.). Количество РФМК определяют по калибровоч­
ному графику, полученному на модельной системе, составленной из плазмы 
крови доноров и определенных количеств мономерного фибрина [10, 15, 23].

Определение содержания ПРФ. ПРФ являются вторичными антикоагу­
лянтами, тормозящими образование фибринового сгустка. Тест основан на 
определении степени замедления времени полимеризации препарата моно­
мерного фибрина в присутствии исследуемой плазмы крови, содержащей 
ПРФ. Степень удлинения времени формирования сгустка в тесте прямо 
пропорциональна концентрации ПРФ [10, 15].

Определение общего уровня протромбина и его функционально неактивных 
форм с помощью ферментного препарата экамулина. Для установления со­
держания протромбина в плазме крови и выявления его функционально не­
активных форм использовали активатор протромбина — экамулин, выде­
ленный нами из яда эфы многочешуйчатой (Echis multisquamatus). По свойс­
твам этот фермент подобен экарину, выделенному из яда эфы песчаной 
(Echis carinatus), который широко используется в зарубежной клинической 
практике [44, 45].

В отличие от тромбопластина экамулин способен активировать непос­
редственно протромбин, не активируя весь каскад системы свертывания
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РИС. 5.3. Схема активации протромбина фактором Ха системы свертывания 
крови и экамодулином

крови. Для активации протромбина экамулином не требуется наличие ио­
нов кальция, фосфолипидов или других кофакторов.

Следует отметить еще одно свойство этого фермента — экамулин спосо­
бен активировать не только протромбин, но и его функционально неактив­
ные формы, например претромбин, который появляется в кровотоке под 
действием тромбина и служит маркером внутрисосудистого свертывания 
крови.

Физиологическая активация протромбина происходит под действием 
протромбиназного комплекса (факторы Ха и Va) на фосфолипидной мемб­
ране при наличии ионов кальция. Протромбин превращается в тромбин под 
действием фактора Ха путем расщепления двух пептидных связей молекулы 
протромбина (рис. 5.3). Это может сопровождаться накоплением в плазме 
крови N-концевого участка молекулы протромбина, содержащего оба крин- 
гла так называемого фрагмента F1+2. Появление этого продукта активации 
протромбина рассматривается как косвенный показатель генерации тром­
бина [2, 46]. В зарубежной клинической практике для выявления маркеров 
тромбинемии широко используются иммуноферментные методы, с помо­
щью которых определяют содержание низкомолекулярных фрагментов про­
тромбина F1+2.

Появившийся в результате активации системы свертывания крови тром­
бин может расщеплять молекулу протромбина с образованием промежуточ-
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ГЛ А В А 5. Анализ состояния системы гемостаза

ных производных. Одна из основных форм производных — претромбин, об­
разующийся при отщеплении тромбином Gla-домена и первого крингла мо­
лекулы протромбина, который при этом теряет способность связываться с 
фосфолипидной мембраной и является физиологически неактивным. Выяв­
ление таких функционально неактивных молекул важно для диагностики 
тромбофилии.

Результаты теста экамулиновое время могут быть представлены в виде 
экамулинового индекса — соотношения времени свертывания плазмы крови 
доноров и исследуемой плазмы крови. При накоплении в плазме крови фун­
кционально неактивных форм протромбина экамулиновый индекс выше 
протромбинового. Значение экамулинового индекса соответствует общему 
уровню протромбина в плазме крови: сумме функционально активных и не­
активных форм. Содержание функционально неактивных форм протромби­
на можно определить по разнице между протромбиновым и экамулиновым 
индексами. Если ЭИ выше ПИ на 10—20 %, то плазма крови больного со­
держит 1,2 мкг/мл функционально неактивных форм протромбина; если раз­
ница соответствует 20—40 % — 2,4 мкг/мл; 40—60 % — 3,6 мкг/мл. Эти вели­
чины получены при исследовании влияния препаратов претромбина на вре­
мя свертывания плазмы крови доноров в тесте экамулиновое время [47].

Сравнение результатов протромбинового и экамулинового тестов по­
зволяет выявить функционально неактивные формы протромбина и опреде­
лить их содержание. Уровень накопления таких форм характеризует степень 
активации системы свертывания крови. Этот показатель может быть инфор­
мативен при оценке эффективности проводимой антитромботической тера­
пии.

Информативность теста проверена в ходе анализа 102 образцов плазмы 
крови больных, оперированных по поводу абдоминальных кровотечений 
при язве желудка. Группы больных были составлены по степени тяжести 
протекания послеоперационного периода: 1 группа — стабильное состояние, 
II — тяжелое, III — летальный исход. Представленные данные иллюстриру­
ют корреляцию между снижением уровня протеина С и накоплением функ­
ционально неактивных форм протромбина, что подтверждает активацию 
процесса свертывания крови (табл. 5.3).

Таблица 5.3. Показатели гемостаза в группах больных, оперированных по поводу абдоминальных кро­
вотечений при язве желудка (S + SD)

Показатель
Группа

1, п = 68 11, п = 19 [11, п = 15

Протромбиновый индекс, % 
(pl—2 < 0,05; pl—3 < 0,05)

88,33 ± 11,95 75,37 + 20,80 63,95 ± 20,98

Антитромбин III—гепарин, % 
(р2—3 < 0,05)

87,75 ± 19,28 98,68 ± 41,56 74,33 + 15,05

Функционально неактивные 
формы протромбина, мкг/мл 
(pl-3 < 0,05; р2—3 < 0,05)

0,78 ± 1,29 1,08 ± 1,23 1,54+ 1,4

236

Aku
sh

er-
Lib

.ru



5.3. Комплексная лабораторная диагностика нарушений системы свертывания крови и фибринолиза

Определение содержания физиологических ингибиторов системы сверты­
вания крови. К основным ингибиторам свертывания крови относятся анти­
тромбин III и протеин С. Антитромбин III является ингибитором тромбина, 
а также ХПа, Xia, IXa, Ха, Vila факторов системы свертывания крови. В на­
ших исследованиях для определения содержания антитромбина III исполь­
зовали метод [5, 10].

Активированный протеин С выборочно расщепляет факторы свертыва­
ния Va и Villa. Определение содержания функционально активного протеи­
на С имеет важное значение для оценки антикоагуляционного потенциала 
крови. Активация системы свертывания крови приводит к снижению содер­
жания протеина С.

Для определения активности протеина С ранее использовали неспеци­
фические активаторы — тромбин, трипсин и активатор фактора X, выде­
ленный из яда гадюки Рассела. Однако для ускорения этого процесса тре­
бовалось наличие кофакторов, например тромбомодулина. В связи с этим 
определение уровня протеина С было технически сложным. В 1986 г. пока­
зано, что яд Agkistrodon contortrix contortrix способен активировать протеин 
С. Впоследствии из яда этой змеи был выделен активатор протеина С, из­
вестный как Protac. Аналогичные по действию ферменты-активаторы об­
наружены также в яде змей рода Agkistrodon (A. contortrix contortrix, А. с. 
piscivorus, А. с. pictigaster, А. с. mokeson, A. bilineatus, A. piscivorus leucostomd) 
[45].

Активаторы протеина С, содержащиеся в яде змей, исключают исполь­
зование комплекса тромбин-тромбомодулин. Преимущество нефизиоло­
гических активаторов протеина С, выделенных из яда змей, состоит в их 
специфичности, высокой скорости активации протеина С, отсутствии в 
плазме крови их ингибиторов, а также в их резистентности к высокой ион­
ной силе, что дает возможность использовать их для определения уровня 
протеина С in vitro. В отличие от иммунологических тестов, применение 
которых позволяет найти только содержание протеина С, тесты с исполь­
зованием активатора протеина С характеризуют функциональную актив­
ность этого белка.

Для определения активности протеина С из яда щитомордника обыкно­
венного {Agkistrodon halys halys) нами был выделен фермент — активатор 
протеина С. Сравнение его действия с действием фирменного препарата 
Protac (American diagnostica, США) показало идентичность влияния обоих 
препаратов [10, 48].

Принцип метода определения активности протеина С в плазме крови 
заключается в его способности инактивировать факторы Va и Villa, что 
приводит к удлинению времени свертывания плазмы крови в тесте АЧТВ в 
присутствии активатора протеина С. При дефиците протеина С время свер­
тывания плазмы крови сокращается [3, 10, 19, 20].

Активация системы свертывания крови сопровождается снижением 
содержания протеина С и к накоплению маркеров тромбинемии — РФМК, 
функционально неактивных форм протромбина. В табл. 5.4 представлены 
данные, характеризующие состояние системы гемостаза беременных при 
гестозе.
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Таблица 5.4. Содержание протеина С и маркеров тромбинемии: растворимого фибрина, функцио'

ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

нально неактивных с >орм протромбина у беременных при гестозах

Преэклампсия РФМК, г/л Функционально неактивные 
формы протромбина, мкг/мл Протеин С, %

1-я степень 0,035 ± 0,001 1,8 + 0,1 93,7+3,4
2-я степень 0,075 + 0,004 3,6 ± 0,4 58,8 ± 3,4
3-я степень 0,14 ± 0,008 3,2 ± 0,2 39,2 ±4,3
Доноры 0 0 100 ± 1,3

Представленные данные характеризуют степень активации системы 
свертывания крови: накопление маркеров тромбинемии (РФМК и функци­
онально неактивных форм протромбина) и потребление одного из основных 
ингибиторов этой системы — протеина С, что характеризует нарушение ба­
ланса между прокоагулянтным звеном и ингибиторами.

Характеристика параметров фибринолитической системы
Методы определения активности тканевого активатора плазиминогена в 

эуглобулиновой фракции плазмы крови и ингибитора активатора плазминогена 
первого типа в плазме крови.

В процессе фибринолиза непосредственное участие принимает специ­
фический фермент крови — плазмин, который образуется из своего неакти­
вного предшественника — плазминогена. Активацию плазминогена в физи­
ологических условиях осуществляют ТАП и активатор урокиназного типа. 
Действие ферментов фибринолиза находится под контролем их ингибито­
ров, основными из которых являются а2-антиплазмин — специфический 
ингибитор плазмина и ингибитор активатора плазминогена первого типа 
(ПАИ-1).

Для характеристики системы фибринолиза чаще всего выполняется 
тест, устанавливающий общую фибринолитическую активность. Для более 
детальной характеристики фибринолитического потенциала рекомендует­
ся определение содержания/активности компонентов системы фибрино­
лиза.

В наших исследованиях мы находили содержание плазминогена и 
а2-антиплазмина с помощью хромогенных субстратов [21].

Для установления активности ТАП в плазме крови мы адаптировали ме­
тод определения этого показателя в крови больных с различными патологи­
ями, связанными с нарушениями системы гемостаза [22, 23, 37].

Принцип метода заключается в способности тканевого активатора плаз­
миногена в присутствии стимулятора превращать плазминоген в плазмин. 
Плазмин расщепляет хромогенный субстрат с высвобождением в раствор 
паранитроанилида, изменение его оптической плотности измеряли при 
405 нм. В норме активность ТАП составляет 2,05 МЕ/мл, снижение его ак­
тивности свидетельствует о возможной угрозе тромботического осложне­
ния, повышение — о предрасположенности к геморрагиям [23].

Из рис. 5.4 видно, что изменение активности ТАП носит разнонаправ­
ленный характер. Активность ТАП является важным информативным пока-
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5.4. Комплексное определение степени нарушения равновесия между компонентами системы ...

РИС. 5.4. Активность тканевого активатора плаз­
миногена ТАП в плазме крови доноров и при па­
тологиях:
1 — доноры; 2 — ревматоидный артрит; 3 — стабильная 
стенокардия; 4 — нестабильная стенокардия; 5 — бере­
менные; 6 — острый инфаркт миокарда; 7 — септичес­
кие осложнения при ожогах

(патология)

зателем состояния системы фибринолиза 
и характеризует фибринолитический по­
тенциал исследуемой плазмы [49—521. 
Для данного метода норма активности 
ТАП составляет в среднем 2,05 МЕ/мл 
плазмы крови. Иммунохимические мето­
ды определения содержания ТАП дают информацию о количестве ТАП, но 
не характеризуют его активность, в то время как для оценки эффективности 
проводимой терапии в некоторых случаях важна именно информация о его 
активности [23, 53].

Активность ПАИ-1 в плазме крови также является важным показате­
лем состояния системы фибринолиза и может объяснить причину сниже­
ния общего фибринолитического потенциала при повышенной активности 
ТАП.

Например, определение активности ПАИ-1 и ТАП в плазме крови жен­
щин после абдоминального родоразрешения фибринолитический потенци­
ал крови снижен, несмотря на высокую активность ТАП (9,26 МЕ/мл), что 
можно объяснить повышением активности его ингибитора — ПАИ-1.

5.4. КОМПЛЕКСНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТЕПЕНИ
НАРУШЕНИЯ РАВНОВЕСИЯ МЕЖДУ КОМПОНЕНТАМИ 
СИСТЕМЫ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ И ФИБРИНОЛИЗА 
ПРИ ТЕРМИЧЕСКОЙ ТРАВМЕ

Термическая травма — один из сильнейших экстремаль­
ных факторов, который действует кратковременно, но вызывает изменения 
функционального состояния системы гемостаза, сопровождающиеся разви­
тием гиперкоагуляции, значительным повышением содержания фибриноге­
на (в 2—3 раза по сравнению с нормой) и подавлением фибринолиза. Акти­
вация системы свертывания крови ухудшает общее состояние организма и в 
случае тяжелых ожогов повышает показатель смертности.

Значительное нарастание признаков тромбинемии проявляется у ожого­
вых больных на стадии септикотоксемии. В связи с этим необходим постоян­
ный контроль системы гемостаза таких пациентов на всех этапах лечения.

Для разработки алгоритма ранней диагностики развития тромботичес­
ких осложнений изучено состояние системы гемостаза 54 человек, получив­
ших глубокие ожоги. По тяжести поражения выделено три группы больных: 
1-я группа (и = 15) — крайне тяжелые (площадь ожога 40—70 %), 2-я (п = 17) — 
больные с тяжелыми ожогами (площадь ожога больше 20 %), 3-я (и = 22) —
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ГЛАВА5. Анализ состояния системы гемостаза

Таблица 5.7. Параметры системы гемостаза ожоговых больных (М ± т)

Показатель для групп доноров (л = 8) Группа ожоговых больных 1-е сутки

1 5,37 ± 0,35
Ф, г/л 2,36 + 0,03 2 5,11 + 0,87

3 3,45 ± 0,95

1 17,4± 5,15
ТВ, с 12 ± 0,07 2 12,5 ±0,63

3 10,08 ± 0,44

1 34,35 ± 2,84
АВ, с 30 ±0,5 2 30,3 ± 1,7

3 31,8 ± 1,59

1 87,8 ±9,32
АТШ, % 99,75 + 2,13 2 57,2 ± 12,78

3 64 ± 11,26

1 72,7 ± 6,7
ПС, % 100,12 + 1,33 2 58,6 ± 12,8

3 71,25 ± 14,44

1 0,064 ± 0,037
РФМК, г/л 0 2 0,053 ±0,014

3 0,054 ± 0,0147

Пациенты

РИС. 5.5. Показатели системы свер­
тывания крови у больных с тяжелы­
ми ожогами (п = 6)
РФМК — растворимые фибрин-моно­
мерные комплексы; ПИ — протромбино­
вый индекс; ATIII — антитромбин III; 
ПС — протеин С

больные со средней тяжестью поражения 
(площадь ожога до 20 %).

При комплексном анализе состояния 
системы гемостаза определяли ряд па­
раметров системы свертывания крови и 
фибринолиза (табл. 5.7). О глубоких вос­
палительных процессах в организме боль­
ных в 1-е сутки после ожога свидетель­
ствует значительное повышение содержа­
ния фибриногена в плазме крови, что 
может быть фактором риска развития 
процесса тромбообразования.

Сокращение времени свертывания 
плазмы крови в тестах анцистроновое и 
тромбиновое время при высоком содер­
жании фибриногена и накоплении мар­
кера тромбинемии — РФМК (0,03— 
0,09 г/л) в сочетании с потреблением 
основных ингибиторов — АТШ и протеи­
на С — свидетельствует о гиперкоагуля­
ции и развитии тромботических ослож­
нений.
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5.5. Проведение контроля эффективности терапии антикоагулянтами непрямого действия

Определение активности ТАП и ПАИ-1 показало, что потенциал систе­
мы фибринолиза в плазме крови больных при глубоких ожогах значительно 
снижен. Так, активность ТАП составляла 1,34 ± 0,27 МЕ/мл (при норме 
2,05 ± 0,03 МЕ/мл), а активность ПАИ-1 превысила норму приблизительно 
в 10 раз. Коэффициент корреляции между этими параметрами - 0,82 (р < 
< 0,05), что свидетельствует об их тесной взаимосвязи.

Анализ данных, представленных на рис. 5.5, подтверждает наруше­
ние баланса между активаторами и ингибиторами системы свертывания 
крови. Выявлено значительное накопление маркера тромбинемии — 
РФМК.

5.5. ПРОВЕДЕНИЕ КОНТРОЛЯ ЭФФЕКТИВНОСТИ
ТЕРАПИИ АНТИКОАГУЛЯНТАМИ НЕПРЯМОГО ДЕЙСТВИЯ

Развитие хирургических и терапевтических методов лече­
ния приводит к увеличению количества больных, которым необходимо 
постоянно или в течение ограниченного времени принимать препараты, 
снижающие свертываемость крови, в первую очередь антикоагулянты не­
прямого действия (АНД). Многочисленные эпидемиологические и клини­
ческие исследования показали, что АНД существенно снижают возмож­
ность развития тромбоэмболических осложнений. В некоторых случаях 
они являются единственным средством оказания терапевтической неотло­
жной помощи больным с предрасположенностью к развитию тромбозов. 
Действие препаратов АНД на систему свертывания крови наблюдается 
только через 12—24 ч после начала применения, в то время как противо­
свертывающее действие гепарина — практически сразу после введения, что 
обусловлено различиями в механизме антикоагулянтного действия этих 
препаратов.

Использование АНД (кумарин, варфарин, фенилин) приводит к необра­
тимому подавлению действия у-глутамилкарбоксилазы и сопровождается 
нарушением пострансляционного у-карбоксилирования предшественников 
протромбина, факторов VII, IX, X, протеинов С, S и Z. Декарбоксилирован­
ные формы этих белков получили наименование PIVKAII, PIVKA VII и т. д. 
(PIVKA — белки, образующиеся в отсутствие витамина К). Они не участву­
ют в процессе свертывания крови, поскольку не связывают ионы кальция и 
теряют аффинность к фосфолипидной мембране, что приводит к снижению 
свертывающего потенциала плазмы крови [3, 54, 55].

Передозировка препаратов кумаринов может привести к кровотечению. 
В связи с этим проведение современной антикоагулянтной терапии невоз­
можно без надлежащего лабораторного контроля состояния системы гемос­
таза [57—59]. Анализ данных рандомизированных исследований показал, 
что при правильно подобранной терапии антагонистами витамина К выиг­
рыш в профилактике тромбозов значительно перекрывает риск кровотече­
ний (рис. 5.6).

Методы контроля состояния системы свертывания крови при проведе­
нии современной антикоагулянтной терапии в клинической практике 
достаточно разнообразны и специфичны. Общепринятым тестом контроля
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

Интенсивность антикоагулянтной 
терапии

РИС. 5.6. Зависимость степени рис­
ка развития осложнений от интен­
сивности проведения терапии анта­
гонистами витамина К [58]

эффективности терапии АНД, является 
протромбиновое время — функциональ­
ный тест, характеризующий внешний путь 
системы свертывания крови. Принцип его 
состоит в определении времени свертыва­
ния цитратной плазмы крови (в некото­
рых случаях — цельной капиллярной кро­
ви) в присутствии экзогенного тромбопла­
стина и ионов Са2+. При выполнении тес­
та протромбиновое время реализуется ряд 
последовательных и взаимосвязанных ре­
акций. Результаты зависят от содержания 
и активности факторов внешнего пути сис­

темы свертывания крови, значительный вклад вносят активированные фак­
торы X, II и VII.

Использование АНД сопровождается накоплением белков P1VKA, ко­
торые не активируются тромбопластином. Их накопление в кровотоке 
приводит к замедлению свертывания в тесте протромбиновое время, что 
позволяет контролировать эффективность проводимой антитромботичес- 
кой терапии.

В настоящее время при лечении антикоагулянтами непрямого действия 
показателем их эффективности и безопасности является Международное 
нормализованное отношение (МНО или INR — International Normalized Ra­
tio), которое выражается отношением ПВ больного к ПВ пула плазмы доно­
ров. Введение МНО обеспечивает оптимизацию терапии оральными анти­
коагулянтами. Использование единой системы контроля позволяет обоб­
щать опыт, накопленный в разных клиниках.

Однако при выполнении теста необходимо учитывать качество реаген­
тов. Использование различных препаратов тромбопластина затрудняет стан­
дартизацию контроля эффективности лечения АНД. В связи с этим для ха­
рактеристики препаратов тромбопластина введен международный индекс 
чувствительности препаратов тромбопластина (МИЧ или ISI). Тромбоплас­
тины с низкой чувствительностью (МИЧ > 2,0) использовать не рекомендуе­
тся. Следует подчеркнуть, что чувствительность тромбопластина и его акти­
вность — различные и независимые величины. Оптимальная величина 
МНО при лечении антикоагулянтами непрямого действия соответствует 
2,0-3,5 [56].

Однако выполнение только одного теста не дает полной информации об 
эффективности действия терапевтических препаратов, так как в крови боль­
ных могут накапливаться ингибиторы, которые искажают результаты тестов. 
В связи с этим нами использован тест экамулиновое время для контроля эф­
фективности лечения АНД, так как экамулин способен активировать не 
только протромбин, но и его декарбоксилированные формы, которые не 
участвуют в процессе свертывания крови, поскольку не связывают ионы ка­
льция и теряют аффинность к фосфолипидной мембране.

Нами проведен анализ состояния системы свертывания крови больных 
с диагнозом нестабильная стенокардия (п = 43). Группе больных (л = 7) было 
242

Aku
sh

er-
Lib

.ru



5.5. Проведение контроля эффективности терапии антикоагулянтами непрямого действия

РИС. 5.7. Влияние антикоагулянтов 
непрямого действия на время свер­
тывания в тестах протромбиновое 
(о) и экамулиновое (6) время:
/ — до лечения; 2 — во время лечения

системы свертывания крови —

назначено лечение антикоагулянтами не­
прямого действия. Исследованием выявле­
но увеличение содержания фибриногена 
до 3,5 г/л (норма 2,5 ± 0,23 г/л) и высокий 
уровень содержания в плазме крови РФМК 
(у некоторых обследованных лиц — до 
0,12 г/л), что свидетельствует об актива­
ции системы свертывания крови и пред­
ставляет угрозу развития процесса тром- 
бообразования. Активированное частично 
тромбопластиновое время удлинено. Ин­
гибиторно-коррекционные пробы в тесте 
АЧТВ показали, что удлинение времени 
свертывания плазмы крови связано с на­
коплением вторичных ингибиторов, а не 
со снижением функциональной активнос­
ти факторов свертывания. Однако эти ин­
гибиторы не влияют на завершающий этап 
тромбиновое время практически соответствует норме.

Эффективность действия препаратов антагонистов витамина К прове­
ряли по накоплению функционально неактивных форм протромбина, срав­
нивая результаты тестов протромбиновое и экамулиновое время. Значитель­
ное увеличение времени свертывания плазмы крови в тесте протромбиновое 
время свидетельствует о накоплении функционально неактивных форм про­
тромбина, в то время как общий его уровень активности по данным теста 
экамулиновое время не меняется. Повышение уровня функционально неак­
тивных форм факторов свертывания уменьшает потенциал системы сверты­
вания и снижает угрозу развития процесса тромбообразования (рис. 5.7). Об 
эффективности проводимой терапии свидетельствует снижение содержания 
РФМК в плазме крови больных.

При лечении АНД необходимо контроливать уровень активности проте­
ина С, поскольку он также относится к витамин К-зависимым белкам и его 
функциональная активность снижается при лечении антагонистами витами­
на К. Неконтролируемое уменьшение активности протеина С может сни­
зить эффективность лечения и привести к развитию тромбозов.

Таким образом, результаты исследований состояния системы свертыва­
ния крови при проведении антикоагулянтной терапии АНД позволяют за­
ключить, что необходимо учитывать не только уровень функционально ак­
тивных витамин К-зависимых факторов системы свертывания крови в тесте 
протромбиновое время и общий уровень протромбина в тесте экамулиновое 
время, но и контролировать уровень активности протеина С и степень акти­
вации системы свертывания крови по накоплению РФМК.
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

5.6. АНАЛИЗ СОСТОЯНИЯ СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА
И ПРОГНОЗИРОВАНИЕ ТРОМБОТИЧЕСКИХ ОСЛОЖНЕНИЙ
ПРИ ОСТРОМ ИНФАРКТЕ МИОКАРДА 
В ХОДЕ ЛЕЧЕНИЯ СТРЕПТОКИНАЗОЙ

По данным многочисленных исследований, изменения в 
системе гемостаза при остром инфаркте миокарда (ОИМ) сопровождаются 
значительной активацией системы свертывания крови, о чем свидетельству­
ет увеличение содержания маркеров тромбинемии (фибринопептидов, раст­
воримого фибрина, фрагментов протромбина F1+2), снижается содержание 
ингибиторов системы свертывания и появляется тромбин-антитромбино- 
вый комплекс (ТАТ). Содержание как связанного, так и свободного ткане­
вого активатора плазминогена, увеличивается, но уровень его активности 
остается низким [60—62].

Экспериментальные и клинические исследования показали, что при 
проведении тромболитической терапии (ТЛТ) с применением стрептокина­
зы наряду с восстановлением кровотока в венечной артерии в некоторых 
случаях происходит активация тромбоцитов и каскада коагуляции, что по 
данным разных исследований в 10—30 % случаев приводит к повторному 
тромбообразованию [63]. В связи с этим информация о состоянии системы 
свертывания крови и фибринолиза при ТЛТ необходима для предупрежде­
ния развития геморрагий или ретромбозов, а также контроля эффективнос­
ти антикоагулянтной терапии.

Мы проанализировали состояние системы гемостаза у группы больных в 
возрасте до 70 лет с диагнозом крупноочаговый трансмуральный ОИМ без 
признаков кардиогенного шока. В ходе лечения пациентов проводилась ТЛТ 
стрептокиназой в сочетании с антитромботической терапией препаратами 
гепарина и фраксипарина [31]. Состояние гемостаза при ОИМ анализирова­
ли с момента поступления больных на лечение до проведения ТЛТ, через 2 ч 
после ТЛТ, на 3-и, 7-е сутки и по прошествии 30 сут.

Для исследований мы использовали комплекс диагностических тестов, 
позволяющий определять более 20 параметров, характеризующих процесс 
агрегации тромбоцитов, параметры системы свертывания крови и фибрино­
лиза. Некоторые из полученных данных представлены в табл. 5.6.

В первые часы после инфаркта у некоторых пациентов обнаруживается 
повышение содержания фибриногена в плазме крови до 4,6 г/л. Высокое со­
держание фибриногена, значительное сокращение времени свертывания 
плазмы крови в тесте АЧТВ (в 1,2—1,5 раза), а также накопление РФМК у 
84 % больных (от 0,015 до 0,12 г/л) свидетельствует о глубоких нарушениях 
регуляции системы гемостаза.

Активация системы свертывания крови у больных с диагнозом ОИМ 
приводит к значительному потреблению основных ингибиторов системы 
свертывания крови — АТШ до 71,51 ± 8,45 % и протеина С до 67,1 ± 6,54 % (у 
30 % больных активность протеина С < 50 %).

Использование экзогенного активатора протромбина — экамулина, вы­
деленного из яда эфы многочешуйчатой, позволило получить дополнитель­
ную информацию о степени активации системы свертывания крови. Экаму-
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5.6. Анализ состояния системы гемостаза и прогнозирование тромботических осложнений...

Таблица 5.6. Динамика изменений параметров системы гемостаза больных ОИМ при проведении тром­
болитической терапии стрептокиназой (S ± SD)

Параметр 
гемостаза

Доноры
(л = 8)

До лечения 
(л = 19)

3-и сутки 
(« = 13)

7-е сутки 
(л= 12)

30-е сутки 
(л = 9)

Ф, г/л 2,36 ± 0,03 3,08 ± 0,15 1,84 ± 0,20 3,22 ± 0,29 3,02 ± 0,27

ТВ, с 12 ± 0,07 11,32 ± 0,37 15,25 ± 2,48 10,9 ± 0,60 11,89 + 0,51

АЧТВ, с 45,25 ± 0,36 37,56 ± 2,15 59,0 ± 3,94 59,3 ± 4,68 43,56 ± 1,65

ПС, % 100,1 ± 1,33 67,1 ± 6,54 63,31 ± 11,37 71,09 ± 7,00 84,42 ± 7,08

АТШ, % 99,75 ± 2,13 71,51 ± 8,45 91,63 ± 9,44 106,45 ± 15,50 107,42 ± 5,72

ПИ, % 100,38 ± 1,10 92,39 ± 2,30 90,42 ± 3,87 98,85 ±11,92 99,96 ± 4,00

РФМК, г/л 0 0,056 ± 0,01 0,037 ± 0,008 0,055+0,009 0,04 ± 0,01

ФНПР, мкг/мл 0 2,17 ± 0,33 0,32 ± 0,22 0,25 + 0,17 0,89 ± 0,48

ФХ, % 100,5 ± 1,16 87,7 ± 5,93 89,17 ± 5,44 104,3 ± 6,13 114,22 ±9,77

Пг, % 100 ± 1,38 97,32 ± 4,18 94,17 ± 6,79 114,92 ± 5,55 82,5 ±11,22

а2-АП 100 ± 2,05 76,68 ± 4,36 90,33 ± 7,15 107,04 + 6,28 109,69 ± 6,05

Примечание. Ф — фибриноген; ТВ — тромбиновое время; АЧТВ — активированное частично 
тромбопластиновое время; ПС — протеин С; АТП1 — антитромбин III; ПИ — протромбиновый ин­
декс; РФМК — растворимые фибрин-мономерные комплексы; ФНПР — функционально неактивные 
формы протромбина; ФХ — фактор X; Пг — плазминоген; а2-АП — а2-антиплазмин-

лин способен активировать не только протромбин, но и его функционально 
неактивные формы, которые появляются в кровотоке под действием тром­
бина (претромбин). Сравнение результатов тестов протромбиновое и экаму­
линовое время позволило выявить функционально неактивные формы про­
тромбина и определить их содержание.

Согласно нашим исследованиям, в первые часы после инфаркта обнару­
живается высокое содержание функционально неактивных форм протром­
бина (от 0,6 до 3,6 мкг/мл), что косвенно свидетельствует об активации сис­
темы свертывания и коррелирует с другими маркерами тромбинемии.

Характеристика фибринолитической системы свидетельствует, что со­
держание плазминогена — ключевого профермента фибринолитической 
системы крови в день поступления больных ОИМ соответствует норме: 
97,3 ±4,18%. Уровень а2-антиплазмина значительно снижен (до 76,68 ± 
± 4,36 %), что на фоне практически постоянного уровня плазминогена ве­
роятно связано с потреблением а2-АП активированными факторами систе­
мы свертывания крови [64, 65].

Данные об уровне активности ТАП на всех этапах лечения ОИМ предста­
вляют значительный интерес, так как отражают потенциал системы фибрино­
лиза. При поступлении больных уровень активности ТАП в плазме их крови 
несколько снижен и составляет 1,16 ± 0,14 МЕ/мл (норма — 2,05 МЕ/мл). 
Введение стрептокиназы приводит к резкому повышению активности ТАП
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

до 7,88 ± 3,47 МЕ/мл. На последующих этапах лечения активность ТАП при­
ближается к норме и через 30 сут составляет 2,21 ± 0,38 МЕ/мл, что свидете­
льствует о быстром восстановлении способности сосудистой стенки регули­
ровать уровень активности ТАП. Однако следует отметить некоторые инди­
видуальные особенности пациентов: у 15 % обследованных лиц при поступ­
лении в больницу был обнаружен повышенный уровень активности ТАП 
(3—4 МЕ/мл), который оставался высоким в течение всего периода лечения.

Причиной возникновения дисбаланса в системе гемостаза может быть 
не только активация системы свертывания крови и снижение активности 
ингибиторов, но также изменение активности ТАП и его ингибитора ПАИ-1 
[8—13]. В связи с этим существенной является информация об изменениях 
активности ТАП в плазме крови, поскольку он обеспечивает 90—95 % фиб­
ринолитического потенциала крови [65].

Проведенными исследованиями выявлены наиболее характерные для 
этой патологии признаки нарушений системы свертывания крови и фибри­
нолиза, что позволило разработать алгоритм лабораторной диагностики 
ОИМ. В алгоритм вошли следующие тесты: АЧТВ; определение содержания 
фибриногена, АТШ, протеина С, РФМК и функционально неактивных 
форм протромбина; общая фибринолитическая активность и активность 
ТАП. На всех этапах лечения необходимо контролировать процесс агрега­
ции тромбоцитов, так как известно, что в некоторых случаях возможна зна­
чительная стимуляция агрегации в присутствии стрептокиназы [63].

Использование алгоритма диагностики важно для своевременной выра­
ботки правильной врачебной тактики и контроля эффективности проводи­
мой терапии. Разработанный алгоритм информативен на всех этапах лече­
ния, однако диагностика состояния системы гемостаза в 1-е сутки после 
проведения тромболитической терапии стрептокиназой имеет свои особен­
ности, в связи с тем что выполнение хронометрических тестов (ТВ, АЧТВ) 
затруднено, так как активация фибринолиза приводит к расщеплению боль­
шей части находящегося в кровотоке фибриногена (рис. 5.8) [66].

После ТЛТ происходит постепенное восстановление уровня фибриноге-

РИС. 5.8. Определение содержания фибриногена 
в плазме крови доноров (7), при инфаркте миока­
рда до лечения больных (2), через два часа после 
ТЛТ (3), на третьи (4). седьмые (5) и тридцатые 
сутки (6)

на, но у некоторых пациентов 
даже на 3-и сутки содержание 
фибриногена остается на низ­
ком уровне (1,0—1,5 г/л). Уд­
линение времени свертывания 
плазмы крови в тестах ТВ и 
АЧТВ в этот период очевидно 
связано со снижением содер­
жания фибриногена и накоп­
лением вторичных ингибито­
ров свертывания — продуктов 
деградации фибриногена/фиб- 
рина.

Уровень активности анти­
тромбина III в этот период ле­
чения приближается к норме,
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5.6. Анализ состояния системы гемостаза и прогнозирование тромботических осложнений ...

РИС. 5.9. Содержание растворимых 
фибрин-мономерных комплексов в 
плазме крови больных при инфарк­
те миокарда

но активность протеина С по-прежнему 
снижена, что может рассматриваться как 
показатель тромбинемии. Уровень актив­
ности плазминогена и а2-антиплазмина 
после ТЛТ восстанавливается соответст­
венно до 94,27 ± 6,79 и 90,33 ± 7,15 %.

РФМК образуются под действием 
тромбина в результате активации системы 
свертывания крови и представляют собой 
комплексы мономерного фибрина с фиб­
риногеном и продуктами деградации фиб- 
рина/фибриногена. Накопление РФМК 
свидетельствует не только об активации 
системы свертывания крови, но и о нару­
шении динамического равновесия в функ­
ционировании систем свертывания крови 
и фибринолиза. На основании полученных данных мы пришли к заключе­
нию, что именно этот показатель является одним из основных при контроле 
эффективности антитромботической терапии.

Эффективность проведения ТЛТ стрептокиназой и антитромботической 
терапии низкомолекулярным гепарином подтверждается снижением содер­
жания РФМК. Так, на 3-и сутки после ТЛТ у 15 % пациентов не обнаружено 
РФМК в плазме крови, а в среднем по группе уровень РФМК снижен до 
0,037 ± 0,008 г/л по сравнению с 0,056 ± 0,01 г/л в 1-е сутки лечения. Функци­
онально неактивные формы протромбина выявили только у трех пациентов.

При отмене фраксипарина на 7-е сутки наблюдается так называемая ри­
кошетная реакция — значительное укорочение тромбинового времени, по­
вышение уровня РФМК до 0,055 ± 0,009 г/л и у 25 % больных в плазме крови 
снова появляются функционально неактивные формы протромбина.

На рис. 5.9 представлены три наиболее типичных варианта изменения со­
держания РФМК у больных ОИМ в течение 30 сут. В плазме крови больного 
1 при поступлении обнаружено высокое содержание РФМК, которое посте­
пенно снижается к 30-м суткам лечения. У больного 2 применение стрепто­
киназы и последующее введение фраксипарина быстро снижает уровень 
РФМК, временный подъем которого наблюдался после отмены фраксипари­
на. Так же повышался уровень РФМК после отмены фраксипарина и у боль­
ного 3. В связи с этим можно сделать вывод, что отмена антитромботической 
терапии должна проводиться под строгим лабораторным контролем [67—69].

Спустя месяц после перенесенного ОИМ состояние системы гемостаза 
больных по многим параметрам приближается к норме, однако в плазме 
крови 66,5 % больных выявлены растворимый фибрин, а 33 % пациентов — 
функционально неактивные формы протромбина.

Отмечена корреляция между уровнем РФМК и функционально неактив­
ными формами протромбина (0,95; р < 0,05), РФМК и фибриногеном (0,8; 
р < 0,05) на отдельных стадиях лечения ОИМ. В связи с этим можно сделать 
вывод, что повышение содержания РФМК и появление функционально не­
активных форм протромбина на фоне повышенного содержания фибрино-

247

Aku
sh

er-
Lib

.ru



ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

РИС. 5.10. Индекс тромботических 
осложнений (ИТО) четырех боль­
ных инфарктом миокарда на 7-е сут­
ки и содержание РФМК в плазме их 
крови на 30-е сутки

гена на 30-е сутки лечения указывает на 
возрастание степени риска повторного 
тромбообразования и может быть важным 
прогностическим показателем тромботи­
ческих осложнений.

Индекс тромботического осложнения. 
Проведение комплексного анализа состо­
яния системы гемостаза при инфаркте 
миокарда позволило не только выявить 
нарушение баланса между системами све­
ртывания крови и фибринолиза, опре­
делить степень ее активации, но и конт­
ролировать эффективность проводимого 
лечения, а также еще раз доказало необхо­

димость комплексного подхода для характеристики такой сложной много­
компонентной системы, как гемостаз.

Необходимость комплексного анализа состояния системы гемостаза 
подчеркивал А.И. Грицюк, который предложил метод определения индекса 
тромбофилии, основанный на одновременном анализе показателей систем 
свертывания крови и фибринолиза, что является информативным для выяв­
ления нарушения баланса в системе гемостаза и позволяет прогнозировать 
развитие тромботических осложнений [70].

Проведенный нами анализ состояния системы гемостаза подтвердил, 
что содержание РФМК характеризует степень активации системы свертыва­
ния крови, а ТАП — потенциал системы фибринолиза. Соотношение этих 
двух параметров характеризует степень нарушения динамического баланса 
между основными звеньями системы гемостаза и может быть информатив­
ным для прогнозирования развития тромботического осложнения:

ИТО = -РФМКП / (ТАПд - ТАПп),
где ИТО — индекс тромботического осложнения; РФМКП — содержание ра­
створимых фибрин-мономерных комплексов в исследуемой плазме крови 
пациентов; ТАПД, ТАПп — активности тканевого активатора плазминогена 
соответственно в плазме крови практически здоровых людей (доноров кро­
ви) и в исследуемой плазме крови пациентов (МЕ/мл).

В норме ИТО = 0. Чем больше показатель ИТО отличается от нуля, тем 
больший дисбаланс в системе гемостаза больного. Если ИТО имеет отрица­
тельный знак, это значит, что потенциал системы фибринолиза снижен и в 
полной мере не выполняет свою функцию. В кровотоке накапливается 
РФМК, вследствие чего возможно тромбообразование. Если ИТО имеет по­
ложительное значение, то это свидетельствует о высоком потенциале фиб­
ринолитической системы на фоне гиперактивации системы свертывания 
крови, что также угрожает тромботическими осложнениями.

Информативность ИТО подтверждается данными анализа системы ге­
мостаза больных инфарктом миокарда. В табл. 5.7 в качестве примера пред­
ставлены данные расчета ИТО больных после проведения тромболитиче­
ской терапии и завершения курса антитромботической терапии на 7-е сутки
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5.7. Разработка алгоритма ранней диагностики нарушений состояния системы гемостаза после ...

Таблица 5.1. Индивидуальные показатели ИТО и активности протеина С в плазме крови больных на раз­
ных этапах лечения ОИМ

Показатель Доноры крови 
(« = 1 1)

Больной

А Б В Г

Индекс тромботических осложнений 
на 7-е сутки после ОИМ 0 -8 -7,5 1,4 0,7

РФМК, г/л,
на 30-е сутки после ОИМ 0 0,12 0,09 0,06 0,03

Протеин С, %, 
на 30-е сутки после ОИМ 100 ± 5,3 46,2 72,5 86,3 95,5

после инфаркта миокарда (через 24 ч после отмены антитромботической те­
рапии). У двух больных наблюдались высокие значения ИТО по сравнению 
с нормой (рис. 5.10), что свидетельствует о незавершенности курса лечения 
и угрозе развития тромботического осложнения.

Дальнейшими наблюдениями за этой группой больных выявлены высо­
кий уровень содержания РФМК и снижение активности протеина С даже на 
30-е сутки после инфаркта миокарда. На наш взгляд, это подтверждает ин­
формативность ИТО и может использоваться для прогнозирования развития 
повторных тромботических осложнений. В связи с этим больные с такими 
показателями системы свертывания крови должны находиться под особым 
контролем.

Таким образом, показатели ИТО характеризуют степень дисбаланса в 
системе гемостаза, коррелируют с данными других методов, подтверждают 
информативность и чувствительность предложенного метода прогнозирова­
ния развития ДВС-синдрома. ИТО позволяет своевременно применять ан- 
титромботическую терапию и проводить контроль эффективности лечения.

5.7. РАЗРАБОТКА АЛГОРИТМА РАННЕЙ ДИАГНОСТИКИ
НАРУШЕНИЙ СОСТОЯНИЯ СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА
ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ КЕСАРЕВА СЕЧЕНИЯ.
КОНТРОЛЬ ЭФФЕКТИВНОСТИ АНТИТРОМБОТИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ 

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫМИ ГЕПАРИНАМИ

Исследования последних десятилетий показали, что физи­
ологическое течение беременности сопровождается значительными измене­
ниями в системе гемостаза, увеличивая риск развития тромботических ослож­
нений. Активация прокоагулянтного звена системы гемостаза характерна 
для нормального протекания беременности. При этом содержание и актив­
ность отдельных факторов системы гемостаза изменяются, что принято счи­
тать физиологической адаптацией, необходимой для обеспечения целостно­
сти гемоциркуляции матери и плода, а также для предупреждения кровоте­
чения в третьем триместре и послеродовом периодах.

Отмечено, что при физиологическом течении беременности в третьем 
триместре наблюдается повышение уровня таких факторов, как фибрино-
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ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

ген, VII, VIII, X; содержание факторов свертывания крови IX и XII увели­
чивается умеренно [71—73].

Параллельно с повышением содержания фибриногена отмечается относи­
тельное снижение активности фактора ХШа, что, по мнению А.Д. Макацария, 
не нарушает его гемостатической функции, но облегчает процесс фибринолиза 
локальных отложений фибрина [74]. Увеличение содержания факторов проко­
агулянтного звена системы свертывания крови сопровождается относительным 
снижением фибринолитической и антикоагулянтной активности (антитром­
бин III и протеин С). Кроме того, скорость кровотока в третьем триместре бе­
ременности в венах нижних конечностей будущей матери уменьшается. Таким 
образом, тенденция к стазу крови совместно с гиперкоагуляцией, угнетением 
фибринолиза и снижением активности физиологических ингибиторов систе­
мы свертывания крови даже при нормально протекающей беременности созда­
ют условия, содействующие развитию тромбообразования [75, 76].

Определенное место среди факторов риска тромбоэмболических ослож­
нений принадлежит родоразрешению путем операции кесарева сечения (КС). 
Абдоминальное родоразрешение увеличивает риск возникновения тромбо­
эмболических осложнений по сравнению с физиологическими родами в 
10—15 раз. В общем в структуре материнской смертности тромбоэмболичес­
ким заболеваниям принадлежит одно из первых мест и составляет от 5 до 
20 % [77, 78]. В связи с этим целесообразными являются изучение особенно­
стей состояния системы гемостаза при абдоминальном родоразрешении, а 
также разработка информативных методов ранней диагностики и внедрение 
эффективных методов профилактики тромботических осложнений перед 
операциями.

В отечественной клинической практике нет единого подхода к лабора­
торной диагностике тромбофилии. Это подтвердил ретроспективный анализ 
57 историй болезни женщин, которые умерли от тромбозов и тромбоэмбо­
лий после операции кесарева сечения (КС). Для анализа состояния системы 
гемостаза этих женщин были использованы такие клинико-лабораторные 
тесты, как определение содержания фибриногена, время рекальцификации 
плазмы, протромбиновое время. В некоторых случаях определяли толерант­
ность плазмы к гепарину и общую фибринолитическую активность. Несмо­
тря на тяжелое состояние пациенток, показатели лабораторных тестов были 
близки к норме. Так, содержание фибриногена, определенное в плазме их 
крови по методу Рутберг, составляло 3,67 ± 0,3 г/л (у 60 % женщин — ниже 
2,8 г/л), что не характерно для этого физиологического состояния и не сог­
ласуется с литературными данными [77—79].

О недостаточной информативности и низкой чувствительности исполь­
зуемых тестов свидетельствуют результаты теста время рекальцификации 
плазмы. Анализы показали, что у 62 % женщин показатели отвечали норме, 
тогда как пациентки находились в предтромботическом состоянии и спустя 
некоторое время умирали от тромбоэмболических осложнений.

Ретроспективный анализ подтвердил, насколько важна информатив­
ность используемых тестов, отражающих специфические особенности нару­
шений в системе гемостаза, характерных именно для данной патологии. Те­
сты могут быть основой разработки алгоритма лабораторной диагностики 
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состояния системы гемостаза. Разработка алгоритма ранней диагностики 
позволит выявить нарушения в системе гемостаза до проявления клиничес­
ких признаков тромботических осложнений и даст возможность своевре­
менно провести антитромботическую терапию. Алгоритм диагностики сок­
ращает время верификации диагноза, что важно для своевременной выра­
ботки правильной врачебной тактики, а также помогает контролировать эф­
фективность проводимой терапии.

С помощью разработанного нами комплекса лабораторных диагности­
ческих тестов обследовано состояние системы гемостаза беременных жен­
щин до и после абдоминального родоразрешения (щ = 45 женщин после 
абдоминального родоразрешения без тромбопрофилактики, пп = 23 — тром- 
бопрофилактика клеварином, лН1 = 12 — тромбопрофилактика фракси- 
парином). Низкомолекулярные гепарины (НМГ) назначали в профилакти­
ческом режиме: первая инъекция — за 2—4 ч до операции, вторая — через 
12 ч после операции, затем инъекции делали один раз в сутки в течение 
7—9 дней.

Для анализа системы гемостаза выполняли тесты, приведенные выше 
(см. с. 229). Как показали результаты наших исследований, еще накануне 
родоразрешения в системе гемостаза беременных наблюдается выраженное 
нарушение в виде патологической активации системы свертывания крови: 
сокращение времени свертывания в тесте АЧТВ, увеличения ПИ и актив­
ности фактора X системы свертывания крови. Накапливается маркер тром­
бинемии — РФМК и истощается антикоагулянтный резерв (АТШ и ПС); 
фибринолитическая активность крови определенной мерой компенсирует 
нарушение равновесия между про- и антикоагулянтным звеном системы ге­
мостаза. Тем не менее в общем наблюдается выраженное тромбофилическое 
состояние (рис. 5.11).

РИС. 5.11. Характеристика потенциала ингибиторов (ПС, АТШ), факторов свертывания 
крови (X и протромбина (ПИ))
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Таблица 5.8. Влияние абдоминального родоразрешения на некоторые показатели системы гемостаза

ГЛ АВ А 5. Анализ состояния системы гемостаза

Показатель 
гемостаза

Доноры 
крови

Накануне родоразре­
шения

После кесарева сече­
ния

Ф, г/л 2,36 ± 0,03 4,59 ± 0,12 5,91 ± 0,28
АЧТВ, с 35,9 ± 0,36 35,3 ± 0,44 32,00 ± 1,98
ПИ,% 100,38 ± 1,10 107,6 ± 2,26 115,2 ± 2,02
ФХ,% 100,5 + 1,16 119,1 + 1,84 109,5 + 3,69

РФМК, г/л — 0,073 + 0,004 0,09 ± 0,007
ПРФ, г/л — 23,6 ± 1,71 20,30 ± 3,67
АТШ, % 99,75 ±2,13 71,43 ± 2,53 86,70 ± 4,04

ПС, % 100,12 ± 1,33 67,10 ± 2,17 58,25 ± 4,63
ФА, мин 240,0 + 7,29 218,53 ± 11,70 325,80 ± 7,97

Примечание. ФА — общая фибринолитическая активность.

Родоразрешение путем операции КС углубляет нарушения в прокоагу­
лянтном звене системы гемостаза, выявленные еще до операции (табл. 5.8).

Патологическая активация системы свертывания крови выражена еще в 
большей степени и сопровождается значительным угнетением фибриноли­
тической активности плазмы крови. Слабая тенденция увеличения активно­
сти АТШ, наблюдаемая в послеоперационный период, вероятно не полнос­
тью компенсирует дисбаланс между про- и антикоагулянтными звеньями 
системы гемостаза. Таким образом, по биохимическим тестам такое состоя­
ние системы гемостаза можно рассматривать-как тромбофилическое.

Интересные данные представлены на рис. 5.11. Они дают возможность 
оценить степень нарушения баланса между прокоагулянтами (активность 
фактора X, протромбиновое время) и физиологическими антикоагулянтами 
(активность АТШ, протеина С).

Напряжение адаптационных механизмов предопределяет нестойкое ра­
вновесие между звеньями системы гемостаза — антитромбиновым, фибри-

РИС. 5.12. Активность протеина С (а) и содержание растворимого фибрина (б) в плазме
крови женщин после кесарева сечения:
1 — норма; 2 — беременные; 3 — женщины после операции кесарева сечения
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РИС. 5.13. Алгоритм диагностики состояния системы гемостаза женщин при 
беременности

политическим, свертывающим. При определенных условиях (например, 
гнойно-септические осложнения, патологическая кровопотеря в послеопе­
рационный период) опасность тромбообразования может реализоваться 
(рис. 5.12).

Таким образом, на основании оценки диагностической и прогностичес­
кой значимости использованных нами 23 гемостазиологических показателей 
системы гемостаза женщин до и после КС установлены следующие признаки 
тромбофилии при беременности: содержание фибриногена > 5,5 г/л; маркера 
тромбинемии — растворимых фибрин-мономерных комплексов > 0,03 г/л; 
фактора X > 115 %; значительное снижение содержания антитромбина III и 
протеина С < 75 %; увеличение протромбинового индекса > 115 %, снижение 
суммарной фибринолитической активности (рис. 5.13) [28, 30].

Тесты по определению указанных параметров вошли в алгоритм ранней 
диагностики тромбофилии в акушерской практике (рис. 5.13). Выявленные 
нами активация системы свертывания крови и снижение фибринолитичес­
кого потенциала крови совпадают с данными литературы и подтверждают 
необходимость поиска методов профилактики тромботических осложнений 
после операции КС [80]. В связи с этим дальнейшие исследования были по­
священы изучению эффективности действия низкомолекулярных гепаринов 
(НМГ) при коррекции нарушений системы свертывания крови при угрозе 
развития тромботических осложнений.

Основная область применения НМГ — профилактика венозных тромбо­
зов у ортопедических, хирургических, неврологических и терапевтических 
больных [81—87].

Механизмы действия нефракционированного и низкомолекулярного 
гепаринов разные. Первый имеет высокие антитромбиновую (анти-Па) и 
анти-Ха-активности, а НМГ обеспечивают меньшую антикоагулянтную ак­
тивность при высокой антитромботической (рис. 5.14). Это предопределяет 
снижение риска возникновения такого осложнения, как кровотечение. 
НМГ лучше абсорбируются, обладают высокой биодоступностью (свыше 
90 %), а их клиренс замедлен и не зависит от введенной дозы. Более продол-

253

Aku
sh

er-
Lib

.ru
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жительный период полужизни 
НМГ в организме больного 
позволяет уменьшить количе­
ство введений и дозу препара­
та. НМГ менее иммуногенные, 
вызывают более слабую акти­
вацию тромбоцитов; риск воз­
никновения гепарининдуциро- 
ванной тромбоцитопении и па­
радоксальных тромбозов ниже, 
чем при лечении обычным ге­
парином.

Лечение больных с помо­
щью НМГ не требует частого 
лабораторного контроля, в ча­
стности определения тром­
бинового времени, активиро­
ванного частично тромбоплас­
тинового времени и /или ан- 
ти-Ха-активности.

При определении показа­
ний тромбопрофилактики НМГ 
учтено наличие клинических и 
гемостазиологических факто­
ров риска тромботических ос­
ложнений. Группы беремен­
ных женщин были подобраны 
по наличию клинических и би­
охимических факторов риска 
развития тромботических ос­
ложнений. Анализ подтвердил

Низкомолекулярный гепарин

Пентасахарид/низкомолекулярный гепарин 
a

Высокомолекулярный гепарин

б

Гепарин
«

РИС. 5.14. Механизм действия гепарина:
а, б — ингибирование фактора Ха; в — ингибирование 
фактора Па

высокое содержание фибриногена, сокращение времени свертывания в тес­
те АЧТВ, повышение ПИ и активности фактора X, накопление РФМК и 
ПРФ, истощение активности физиологических ингибиторов системы свер­
тывания, угнетение фибринолиза.

Состояние системы гемостаза исследовали до операции КС и в после­
операционный период на 5—7-е сутки профилактической терапии. Конт­
роль лечения проводили по 23 показателям гемостаза. Отобраны 9 наиболее 
чувствительных и информативных тестов, адекватно характеризующих рав­
новесие между разными звеньями системы гемостаза. Кроме того, определя­
ли 5 клинических показателей состояния крови, а также 4 показателя, харак­
теризующих агрегационные свойства тромбоцитов.

Результаты проведенных нами и компаниями-производителями НМГ 
исследований подтверждают, что при применении этих препаратов не воз­
никает существенного удлинения как общего времени свертывания крови, 
так и в тесте АЧТВ. Выявлено удлинение АЧТВ на 14 % в группе клеварина 
и на 4,5 % — в группе фраксипарина.
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Как свидетельствуют полученные данные, профилактические дозы исс­
ледуемых препаратов существенно не влияют на время свертывания крови, 
но имеют выраженное антитромботическое действие, отличающее НМГ от 
стандартного гепарина. Низкомолекулярные гепарины снижают ПИ, по­
скольку преимущественно ингибируют фактор X, вносящий основной вклад 
в показатели этого теста (табл. 5.9), что подтверждает эффективность про­
филактической терапии.

Уровень РФМК в результате тромбопрофилактики достоверно снижал­
ся по сравнению с его средним значением до операции КС, что обусловлено 
снижением патологической активации прокоагулянтного звена системы ге­
мостаза и повышением его антитромбинового потенциала. Это, по нашему 
мнению, является прямым свидетельством эффективности тромбопрофила­
ктики НМГ.

В литературе имеются данные о том, что незначительное снижение уро­
вня АТШ может наблюдаться в случае гепаринотерапии в профилактичес­
ких дозах. Мы не наблюдали снижения уровня АТШ при профилактической 
терапии низкомолекулярными гепаринами.

Более того, уровень АТШ повышается как при терапии клеварином, так 
и при профилактике, проводимой с применением фраксипарина.

До антитромботической терапии наблюдается значительное снижение в 
плазме крови активности протеина С, что связано с его потреблением вслед­
ствие активации системы свертывания крови. По нашим данным, антитром- 
ботическая терапия НМГ снижает активацию системы свертывания и тем 
самым способствует восстановлению уровня антитромбинового резерва за 
счет увеличения активности ПС.

Интересно проанализировать фибринолитическую активность плазмы 
крови после тромбопрофилактики НМГ. Согласно проведенным нами исс­
ледованиям, при терапии НМГ наблюдается достоверное сокращение вре­
мени лизиса фибринового сгустка в тесте общая фибринолитическая актив-

Таблица 5.9. Состояние системы гемостаза беременных женщин до и после тромбопрофилактики низ 
комолекулярными гепаринами

Параметр 
гемостаза

До КС 
и клевариноте­
рапии (л, = 20)

После КС
и клеваринотера­

пии (лп = 23)

До КС 
и фраксипариноте- 

рапии (лц = 12)

После КС 
и фраксипаринотс- 

рапии (fl|V = 12)

Ф, г/л 4,60 + 0,22 6,38 ± 0,37* 4,65 ± 0,20 5,55 ± 0,27**
АЧТВ, с 35,80 ± 0,79 41,83 ±0,93* 34,42 ± 0,91 37,67 ± 0,67
ПИ, % 108,20 ± 1,69 96,74 ± 2,38* 118,80 ± 5,80 94,75 ± 2,62**
ФХ, % 117,40 ±3,02 97,40 ± 3,63* 122,60 ± 2,85 100,90 ± 3,39**

РФМК, г/л 0,074 + 0,01 0,03 ± 0,004* 0,08* ± 0,009 0,02 ± 0,005**
ПРФ, мкг/мл 23,10 ± 3,22 13,20 ± 0,88* 21,60 ± 3,27 8,42 ± 1,93

ПС, % 66,20 ± 3,31 78,9 ± 5,33 63,60 ± 3,88 87,80 ± 4,44**
АТШ, % 72,60 + 4,01 98,96 ± 3,91* 65,42 + 3,94 85,92 ± 6,06**

Примечание. Возможное различие между показателями до и после клеваринотерапии (*) и фрак- 
сипаринотерапии (**).
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ность крови, что указывает на повышение потенциала этого звена системы 
гемостаза. Так, показатель общей фибринолитической активности до родо- 
разрешения соответствует 218,53 ±11,7 мин (норма — 240 мин), после КС 
без тромбопрофилактики — 325,80 ± 7,51 мин. Профилактическая терапия 
клеварином приводит к повышению фибринолитического потенциала плаз­
мы крови, что подтверждается сокращением времени лизиса в тесте общая 
фибринолитическая активность крови — 214,05 ± 14,83 мин.

Таким образом, разработанный алгоритм диагностики состояния систе­
мы гемостаза оказался информативным и для контроля эффективности ан­
титромботической терапии НМГ. Так, при применении профилактических 
доз НМГ выявлены такие эффекты: нормализация показателей, характери­
зующих внутренний и внешний пути свертывания крови (АЧТВ и ПИ); сни­
жение содержания маркеров тромбинемии — РФМК и ПРФ; увеличение и 
нормализация антитромбинового потенциала крови (АТШ и ПС).

По нашему мнению, интересным феноменом и важным условием восс­
тановления баланса между разными звеньями системы гемостаза после аб­
доминального родоразрешения является увеличение фибринолитической 
активности крови в присутствии НМГ, что является залогом благоприятного 
прохождения послеоперационного периода и профилактики тромботичес­
ких осложнений.

Таким образом, предложенный алгоритм диагностики нарушений сос­
тояния системы гемостаза при проведении операции кесарева сечения по­
зволяет выявлять нарушения в системе гемостаза при беременности и абдо­
минальном родоразрешении, а также контролировать эффективность тром­
бопрофилактики низкомолекулярными гепаринами (клеварин, фраксипа- 
рин).
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SUMMARY

For the last ten years the progress in the process blood coagula­
tion studying is promoting the development of diagnostic and 
prevention of hemorrhagic diathesis’s and thromboses.

Scientists will find theoretical and practical aspects of bio­
chemical mechanisms and processes wich are basis in the func­
tion of the hemostasis system in the given monograph. Last data 
according to the function of the basic parts of the hemostasis 
system, their interaction and mutual regulation, which are a ba­
sis of physiology of the biochemical processes directed on the 
blood maintenance in a liquid condition, are widely submitted.

The most essential data about general proteins, factors of 
the blood coagulation and fibrinolytic systems, physiological 
anticoagulants and fibrinolytic system inhibitors are submitted.

In the monograph it is examined the primary hemostasia, 
the platelets structure and functions, its activation, aggregation 
and participation in the blood clot formation are submitted.

Clinical physicians will discover for themselves in this book 
the data concerning processes based a syndrome of the dissemi­
nated intravascular blood coagulation. The pathological chan­
ges occurring in the hemostasis system at different diseases are 
widely displayed. Methodical and methodological approaches 
for duly and qualitative diagnostics of a condition of the he­
mostasis system, the diagnostics algorithms, the test complexes 
for analysis screening and more detailed studying of separate 
parameters of the hemostasis system are shown.

The monograph is designed for biologists, physicians and 
students.
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Владимир Александрович БЕЛИЦЕР — 
основоположник учения о системе гемостаза

В середине 70-х годов прошлого века в русском переводе появился замеча­
тельный учебник Альберта Ленинджера “Биохимия”. В нем — первом, где биохими­
ческие процессы рассматривались в контексте объединения структуры и функции 
клетки, был интересный исторический раздел — “Хронология биохимии”, посвящен­
ный основным этапам развития этой науки. Там среди мировых корифеев биохимии 
упоминается имя Владимира Александровича Белицера. Он удостоился этой высо­
кой чести за одно из эпохальных биологических открытий — процесса окислитель­
ного фосфорилирования, совершенного в 1930-е годы.

К моменту выхода упомянутого учебника ученый являлся признанным мировым 
лидером, но уже другого научного направления — биохимии гемостаза, изучения 
процессов самосборки белковых надмолекулярных структур. И в этих исследова­
ниях Владимир Александрович проявил, можно сказать без преувеличения, гени­
альность ученого: за массой фактической информации он увидел систему явлений, 
которые подчиняются определенной закономерности.

Эпохальная личность, всемирно известный ученый и авторитет, он по достоин­
ству был оценен страной: академик Академии наук Украины, заслуженный деятель 
науки Украины, лауреат Государственной премии Украины, доктор биологических 
наук, профессор.

Владимир Александрович Белицер прожил долгую плодотворную творческую 
жизнь экспериментатора. Его интересовали глобальные вопросы биохимии. Талант­
ливый ученый, один из основателей функциональной биохимии, он расшифровал 
неизвестные механизмы биоэнергетики и формирования надмолекулярных струк­
тур белков, создал направление по изучению структуры и функционирования белков 
системы гемостаза. Его работы являются классическими, хрестоматийными, в них 
отражены важнейшие проблемы современной биохимии.

В.А. Белицер закончил биологическое отделение физико-математического фа­
культета 1-го Московского университета. Работал во Всесоюзном институте экспе­
риментальной медицины им. А.М. Горького (ВИЭМ). Первые его научные работы пу­
бликовались не только на русском языке в журналах “Успехи современной биоло­
гии", “Бюллетень экспериментальной биологии", но и в иностранных научных из­
даниях, в частности в широко известных и авторитетных немецких журналах “Bio- 
chemische Zeitschrift” (1932, 1933, 1936), “Acta Cancrologica” (1935); “Protoplasma”
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(1934), главными редакторами которых были основатели биохимической науки 
С. Нейберг (S. Neuberg) и В. Гроссманн (W. Grossmann). Эти публикации заявили о 
появлении в мировой науке молодого, талантливого и вдумчивого ученого. За пио­
нерские работы в области тканевого обмена (главным образом, мозговой ткани) в 
1935 г. В.А. Белицеру была присвоена ученая степень кандидата биологических на­
ук без защиты диссертации, а в 1936 г. — звание профессора.

С 1936 г. начался новый этап научной деятельности В.А. Белицера, в течение 
которого он впервые установил процесс фосфорилирования, сопряженный с про­
цессом дыхания. Эти работы были широко признаны биохимиками и физиологами. 
Даже если бы Владимир Александрович больше ничего не сделал в науке — его имя 
навсегда вошло бы в историю биохимии и было бы достойно оценено современни­
ками и будущими поколениями научных работников, как в своей стране, так и за ру­
бежом, его имя широко цитируется учеными-биохимиками.

Приоритет В.А. Белицера в этой области признан всемирной наукой. В своей 
нобелевской лекции известный биоэнергетик и автор “хемиосмотической” гипотезы 
П. Митчелл (Р. Mitchell, 1978) назвал работу В.А. Белицера и Э.Т. Цыбаковой пио­
нерской в изучении механизмов окислительного фосфорилирования АДФ наряду с 
работами Г. Калькара, С. Очоа, Ф. Липманна, А. Ленинджера. Этот вопрос является 
центральным в современной биохимии и до этого времени полностью не расшиф­
рован. Природа иногда не дает возможности ученым проникнуть в ее тайны, и это 
подтвердил Ефроим Рекер: “Всякий, кто не запутался в проблеме окислительного 
фосфорилирования — просто не понял ситуации”.

Во время Великой отечественной войны работа института ВИЭМ, эвакуирован­
ного в г. Томск, проводилась на базе большого военного госпиталя. В этот период 
В.А. Белицера интересовали сугубо практические вопросы — консервирование кро­
ви и создание белковых кровезаменителей, необходимых раненым на фронте.

В 1944 г. академик А.В. Палладии пригласил В.А. Белицера на работу в новую 
лабораторию ферментов Института биохимии АН УССР (г. Киев) на должность заве­
дующего. Вся дальнейшая жизнь Владимира Александровича была связана с этим 
институтом, где он проработал 44 года, создал свою всемирно известную школу, 
воспитал большую когорту учеников, которые продолжают развивать созданное им 
научное направление по изучению функционирования системы гемостаза.

Многие годы научных исследований В.А. Белицер посвятил изучению процесса 
самосборки фибрина — заключительного этапа свертывания крови. Он доказал, что 
процесс образования сгустка не является результатом денатурации белка, а проис­
ходит в две стадии (ферментативная стадия и стадия свертывания). Изучая послед­
нюю стадию — полимеризацию мономерного фибрина, В.А. Белицер обнаружил за­
кономерность самосборки различных надмолекулярных биологических структур и 
предложил модель, которая объясняет переход фибриногена в фибрин, а также 
обосновал кинетическую теорию этой реакции.

Дальнейшие исследования руководимого им коллектива были посвящены изу­
чению ферментативного расщепления фибриногена и фибрина, характеристике 
продуктов расщепления, изучению их роли в поддержании гемостаза.

Установив, что молекулы мономерного фибрина взаимодействуют не только 
между собой, но и с исходным белком —фибриногеном, он экспериментально пока­
зал, что для образования волокон фибрина важное значение имеют специфические 
центры полимеризации, в которых определенная роль принадлежит химическим 
группам.

Одновременно с научной работой В.А. Белицер занимался педагогической дея­
тельность: на кафедре биохимии Киевского государственного (ныне — националь­
ного) университета им. Т.Г. Шевченко он читал специальный курс “Ферменты” и 
нормативный курс “Радиобиология", который был первым не только в Украине, но и 
во всем Советском Союзе.
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Особенно притягательной для окружающих была интеллигентность Владимира 
Александровича, его деликатность и благожелательность в общении.

Семинары отдела, которым руководил ученый, были открытыми для всех. Это 
была великолепная методологическая и человеческая школа для молодых сотруд­
ников института.

Владимир Александрович глубоко знал мировую литературу, музыку, живопись, 
любил и особенно тонко ощущал классическую музыку, владел иностранными язы­
ками. В анкете с присущей ему скромностью он писал: «читаю и могу “изъясняться” 
английским и немецким, читаю на французском». Знание иностранных языков дало 
ему возможность публиковать работы с первых дней научной деятельности во все­
мирно известных изданиях за рубежом.

В.А. Белицер — целая эпоха в отечественной биохимии. Очень хорошо сказал о 
нем один из его учеников — доктор биологических наук А.П. Демченко: “Учитель — 
это не тот, который учит, а тот, у которого учатся”. Мы имели большое счастье быть 
учениками выдающегося ученого, ощутить на себе влияние его незаурядной лично­
сти. Зажженный им факел творческого горения сопутствует нашей жизни, передается 
нашим ученикам. Наука развивается, дифференцируется, возникают новые направ­
ления, ставятся и решаются новые проблемы. Но основанная В.А. Белицером наци­
ональная школа биохимиков известна в научном мире. Ее характеризует широкое 
применение физико-химических и биофизических методов и подходов, построение 
молекулярных моделей, четкая логика в постановке научных задач, в формулировке 
результатов и выводов, высокая надежность самого эксперимента. Отличает ее и 
стиль работы. Каждый результат должен быть проверен многократно, все сомнения 
проанализированы и перепроверены. ... И длительная, серьезная работа над текс­
том каждой рукописи. Владимир Александрович торопиться не любил, каждую свою 
статью он переписывал многократно, тщательно шлифовал каждое слово, так же как 
и каждый результат опыта, каждую точку на графике, каждую цифру в таблице. 
Именно так его работы становились классикой, именно поэтому обращаемся мы к 
ним сегодня.

Aku
sh

er-
Lib

.ru




