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Введение 

Актуальность темы 

Свертывание крови представляет собой сложную сеть биохимических 

реакций, направленных на остановку кровотечения. Основные реакции 

свертывания крови протекают на отрицательно заряженных фосфолипидных 

поверхностях, в отсутствие которых большинство ферментов проявляют 

незначительную активность по отношению к своим субстратам. Связывание 

факторов свертывания с фосфолипидными поверхностями, по-видимому, 

приводит к увеличению их локальной концентрации, а также к конформационным 

изменениям, обеспечивающим оптимальное взаимодействие фермента, кофактора 

и субстрата. В организме человека такие поверхности предоставляют 

активированные тромбоциты. Все ранние работы по характеризации 

взаимодействия факторов свертывания с тромбоцитами были сделаны на 

гомогенных суспензиях клеток. Однако в начале 2000-х годов было обнаружено, 

что при сильной активации тромбоциты разделяются на две субпопуляции, 

принципиально отличающиеся по своим свойствам. Было показано, что факторы 

свертывания преимущественно связываются только с одной субпопуляцией, 

которая характеризуется наличием фосфатидилсерина на внешнем слое клеточной 

мембраны. Однако, несмотря на это для большинства факторов при изучении их 

взаимодействия с активированными тромбоцитами, гетерогенность тромбоцитов 

по-прежнему не учитывается. Таким образом, необходимо охарактеризовать 

связывание факторов свертывания с активированными тромбоцитами с учетом их 

деления на субпопуляции. 

Кроме того, в последние годы было обнаружено, что субпопуляция 

фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов имеет повышенную 

концентрацию альфа-гранулярных белков на своей мембране, среди которых 

фактор V. В недавних работах было показано, что некоторые альфа-гранулярные 

белки (такие как, фибриноген и тромбоспондин), сконцентрированы в небольшой 

области тромбоцитарной мембраны. Кроме того сообщалось, что фактор XIIIa и 
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плазминоген также сконцентрированы в небольшой области тромбоцитарной 

мембраны, а не равномерно распределены по всей поверхности клетки.  

Таким образом, можно предположить, что фактор V будет распределен на 

мембране тромбоцитов аналогичным образом. В литературе есть данные, что 

фактор V является высокоаффинным сайтом связывания для фактора Xa. В связи 

с этим было бы интересно изучить влияние фактора V на взаимодействие фактора 

Ха с тромбоцитарной мембраной.  

 

Цель и задачи исследования. Цель диссертационной работы – исследовать  

взаимодействие факторов свертывания крови с мембранами субпопуляций 

активированных тромбоцитов  

Задачи: 

1) Исследовать зависимость равновесного связывания факторов 

свертывания Х и Ха с активированными тромбоцитами от их концентрации 

2) Исследовать кинетические характеристики связывания факторов 

свертывания Х и Ха с активированными тромбоцитами  

3) Сравнить распределение факторов свертывания на мембранах 

активированных тромбоцитов с учетом их деления на субпопуляций;  

4) Изучить распределение факторов свертывания на поверхности 

тромбоцитов при формировании тромбоцитарного тромба в проточной камере. 

Научная новизна. Количественно охарактеризовано связывание факторов Х 

и Ха с субпопуляциями активированных тромбоцитов и искусственными 

фосфолипидными везикулами. Обнаружено, что взаимодействие  факторов Х и 

Ха с фосфолипидными мембранами — многостадийный процесс, который не 

может быть описан классической моделью обратимого одношагового связывания: 

процесс ассоциации-диссоциации протекает с гистерезисом. Показано, что 

механизмы закрепления на мембране для факторов Х и Ха различаются. Для 

фактора Ха  основную роль  играет мультимеризация, в том числе могут 

образовываться гетеромультимеры факторов Х и Ха, которые хуже диссоциируют 

с мембраны, чем мономеры. Закрепление фактора Х на фосфолипидной мембране 
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происходит за счет его стабилизации. Мультимеризация фактора Ха может 

препятствовать его вымыванию из тромба в условиях потока. Охарактеризовано 

распределение факторов свертывания IXa, Ха, X, V / Va, VIII / VIIIa, 

протромбина, а также аннексина V на мембране ФС-положительных 

тромбоцитов. Показано, что данные факторы и аннексин V в основном 

локализованы в небольшой области мембраны, где их средняя концентрация 

выше в несколько раз. Подобное концентрирование факторов может приводить к 

ускорению до 50 раз реакции активации фактора Х комплексом внутренней 

теназы. 

Научно-практическое значение результатов данной работы связано с 

вкладом в понимание механизмов мембранно-зависимых реакций свертывания 

крови и взаимодействия факторов системы свертывания с фосфолипидными 

везикулами и активированными тромбоцитами. Результаты данной работы могут 

быть использованы для создания новых методов диагностики и терапии 

нарушений гемостаза. 

Методология и методы исследования. Для исследования взаимодействия 

факторов Х/Ха с фосфолипидными везикулами и активированными 

тромбоцитами использовался метод проточной цитофлуориметрии. Кроме того 

полученные данные были подтверждены методом поверхностного плазмонного 

резонанса.  Взаимодействие фактора Ха с тромбоцитарным тромбом в условиях 

потока, а также распределения факторов свертывания на мембранах 

активированных тромбоцитов исследовали в плоскопараллельных проточных 

камерах методом конфокальной микроскопии. Для исследования 

ультраструктуры активированных тромбоцитов были использованы методы 

трансмиссионной электронной микроскопии и сканирующей электронной 

микроскопии с фокусированным ионным пучком.  

Положения, выносимые на защиту: 

1. Взаимодействие факторов Х и Ха с фосфолипидными мембранами — 

многостадийный процесс, который не может быть описан классической моделью 
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одношагового связывания. Процесс ассоциации-диссоциации факторов протекает 

с гистерезисом. 

2. Механизмы закрепления на мембране для факторов Х и Ха 

различаются. Для фактора Ха  основную роль, играет мультимеризация, в том 

числе могут образовываться гетеромультимеры ФХ и ФХа. Закрепление фактора 

Х на фосфолипидной мембране происходит благодаря наличию промежуточных 

состояний.  

3. Мультимеризация фактора Ха может препятствовать его вымыванию 

из тромба в условиях потока; 

4. Все изученные факторы свертывания, IXa, Ха, X, V / Va, VIII / VIIIa, 

протромбин, а также аннексин V распределены неоднородно на мембране ФС-

положительных тромбоцитов, и в основном локализованы в небольшой области 

мембраны, где их средняя концентрация выше в несколько раз. Подобное 

концентрирование факторов может приводить к ускорению в 50 раз реакции 

активации фактора Х комплексом внутренней теназы. 

Личный вклад автора. Все результаты, представленные в диссертационной 

работе, получены при личном участии автора. Все работы по исследованию 

связывания факторов свертывания Х и Ха с активированными тромбоцитами, 

сравнение распределения факторов свертывания на мембранах активированных 

тромбоцитов с учетом их деления на субпопуляций; и изучение распределения 

факторов свертывания на поверхности тромбоцитов при формировании 

тромбоцитарного тромба в проточной камере, а также написание статей и тезисов 

конференций по материалам диссертации проводились либо лично автором, либо 

при непосредственном участии автора. 

Достоверность и обоснованность результатов. Достоверность полученных 

результатов и обоснованность выводов обеспечивалась использованием 

общепринятых методов, таких как проточная цитометрия, конфокальная 

микроскопия, трансмиссионная и сканирующая электронная микроскопия с 

фокусированным ионным пучком.  Также достоверность результатов 

обеспечивалась использованием аттестованных средств измерения, 
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удовлетворительной оценкой погрешности измерений, согласованием 

полученных результатов с литературными данными, а также согласованием 

данных, полученных различными методами исследования. 

Апробация работы. Результаты диссертационной работы были 

представлены на V Всероссийской с международным участием школе-

конференции по физиологии кровообращения (Москва, Россия, 31 января- 3 

февраля 2012); VI Всероссийской конференции по клинической гемостазиологии 

и гемореологии в сердечнососудистой хирургии (Москва, Россия, 31.01.2013-

02.02.2013); 38th FEBS Congress (Санкт-Петербург, Россия, 06.07.2013-

11.07.2013); XXIV congress of the International Society on Thrombosis and 

Haemostasis (Амстердам, Нидерланды, 29.06.2013-11.07.2013); 39th FEBS Congress 

(Париж, Франция, 30.08.2014-04.09.2014); 2nd EUPLAN Conference (Бешенберг, 

Франция, 24.09.2014-26.09.2014); XXIV congress of the International Society on 

Thrombosis and Haemostasis (Торонто, Канада, 20.06.2015-25.06.2015); 62nd Annual 

Meeting of the Scientific and Standartisation Committees of the International Society on 

Thrombosis and Haemostasis (Монпелье, Франция, 25.05.2016-28.05.2016). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 16 публикаций. Статей в 

рецензируемых журналах – 7; публикаций в трудах конференций и съездов – 9. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 102 страницах 

машинописного текста и включает введение, литературный обзор (глава 1), 

описания материалов и методов (глава 2), результатов (глава 3), обсуждения 

(глава 4), заключение, выводы, список сокращений и обозначений, благодарности 

и список цитированной литературы (128 библиографических ссылок). Работа 

содержит 40 рисунков и 1 таблицу. 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1 Свертывание крови 

Свертывание крови представляет собой сложную сеть ферментативных 

реакций, в основе которой лежит каскад сериновых протеиназ (Рисунок 1).  

 

 

Рисунок 1. Основные реакции плазменной системы свертывания крови. 

Реакции активации факторов свертывания показаны односторонними черными 

стрелками. Красные фигурные стрелки показывают под действием, каких именно 

ферментов происходит эта активация. Обратимые реакции формирования 

комплексов показаны двухсторонними черными стрелками [1] 

 

В самом низу этого каскада находится реакция превращения растворимого 

белка фибриногена в фибрин и его последующая полимеризация [2]. Именно эта 

реакция является главной в каскаде свертывания и отвечает за переход плазмы из 

жидкого состояния в гелеобразное и остановку кровотечения при повреждении 

сосуда. Все остальные реакции каскада выполняют исключительно регуляторную 

роль, их задача обеспечить быстрое и локальное превращение фибриногена в 
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фибрин. Нарушения в балансе свертывания крови ведут к кровотечениям и 

тромбозам, которые в настоящее время являются ведущей причиной смертности в 

мире. 

Стоит отметить, что кроме основной своей задачи – остановки кровотечения 

каскад свертывания участвует в защите организма от различных внутренних 

повреждений и кровоизлияний, микротравм, которые постоянно возникают при 

любой мышечной нагрузке, заживлении ран, иммунном ответе, формировании 

сосудистой системы при ангиогенезе. 

Важной особенностью свертывания крови является то, что все основные 

реакции протекают не в самой плазме, а на фосфолипидных мембранах различных 

клеток, а также микровезикул, которые эти клетки выплескивают [3–5]. 

К мембранно-зависимым реакциям относятся процесс запуска свертывания 

(на мембранах клеток обнажившегося субэндотелия, воспаленного эндотелия или 

активированных иммунных клеток, с участием кофактора тканевого фактора), все 

реакции основного каскада — активация факторов IX, X, II, а также активация  

фактора XI тромбином (на мембранах активированных тромбоцитов, 

эритроцитов, липопротеидов разных фракций и микровезикул разных типов), 

реакции пути протеина С и инактивации ферментов свертывания (на мембранах 

клеток эндотелия с участием кофакторов тромбомодулина, эндотелиального 

рецептора протеина С, гепаран сульфата), реакции контактного пути 

(предположительно, мембраны тромбоцитов и некоторых микровезикул с 

участием неизвестны кофакторов). 

Во всем каскаде, есть только два типа реакций, напрямую не зависящих от 

фосфолипидных мембран — инактивация ферментов свертывания 

антитромбином и другими ингибиторами в плазме крови и активация факторов V, 

VIII, фибриногена тромбином. Однако и эти реакции не являются полностью 

безразличными к присутствию мембран. Так связанные с мембраной в составе 

белковых комплексов факторы IXa и Xa становятся не доступны для плазменных 

ингибиторов. Активация факторов V и VIII не тромбином, а фактором Ха уже 

является мембранно-зависимой. 
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Несмотря на такую тесную связь свёртывания крови и фосфолипидных 

мембран, механизмы мембранных реакций крайне плохо изучены. Можно 

предположить, что их роль заключается в ускорении процессов свертывания. На 

сегодняшний день существуют две гипотезы их ускорения. В соответствии с 

первой связывание факторов на фосфолипидной мембране приводит к 

увеличению их локальной концентрации за счет перехода из трехмерного в 

двухмерное пространство. Вторая гипотеза заключается в том, что мембрана 

является аллостерическим регулятором факторов, обеспечивая оптимальное 

взаимодействие факторов со своими кофакторами [6]. Но достоверно это не 

установлено. Для тех случаев, когда существует несколько типов поверхности для 

одной реакции, их сравнительные вклады непонятны. 

 

1.2 Тромбоциты и их субпопуляции 

Физиологическим источником фосфолипидных мембран могут выступать 

тромбоциты и их микровезикулы.  

Тромбоциты представляют собой небольшие (2-4 мкм в диаметре) 

безъядерные клеточные фрагменты, которые циркулируют в кровотоке в 

концентрации 200-400 тыс.кл./мкл [7]. Традиционно их называют клетками, 

однако выяснение деталей их формирования и функционирования привело к 

отходу от этой терминологии. Это именно фрагменты, большие и сложно 

структурированные, генерируемые мегакариоцитами в костном мозге. В среднем 

от одного мегакариоцита может отделиться до 1000 тромбоцитов, каждый из 

которых циркулирует в кровотоке от 5 до 11 дней.  

В кровотоке тромбоциты представляют собой двояковыпуклые диски, 

которые благодаря небольшому размеру свободно проходят через капилляры не 

меняя свою форму [8, 9]. Однако, при активации происходит перестройка 

цитоскелета и значительные морфологические изменения. Цитоскелет 

тромбоцитов представлен кольцом из тубулиновых микротрубучек, которое 

расположено на периферии клетки и разрушается при активации, а также 
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спектрином, который придает их оболочке упругость [8]. Стоит отметить, что 

внутренняя среда тромбоцита представляет собой сеть мембранных каналов, 

которая служит дополнительным источником мембраны при активации и 

способствует секреции гранул [10]. 

В цитоплазме клетки содержится множество гранул, которые подразделяют 

на три основных типа: альфа-гранулы, плотные гранулы (δ-гранулы) и лизосомы 

(Рисунок 2). 

 

Рисунок 2. Основные типы тромбоцитарных гранул: альфа-гранулы, 

плотные гранулы (δ-гранулы) и лизосомы [11]. 

 

Самыми крупными (200-500 нм) и наиболее распространенными (50-80 штук 

на тромбоцит) гранулами тромбоцита являются альфа-гранулы [11]. Они 

преимущественно содержат белки такие, как факторы свертывания (фактор V и 

фактор Виллебранда), адгезионные белки (тромбоспондин, P-селектин, 

фибриноген, фибронектин, витронектин), а также большое количество 

медиаторов воспаления и ангиогенеза (тромбоцитарный фактор 4, интерлейкин-8, 

тромбоцитарный фактор роста, трансформирующий фактор роста и фактор роста 

эндотелия сосудов) [12]. Внешняя мембрана гранул содержит P-селектина и 

интегрин  αIIbβ3. На перефирии гранул находятся канальцы (до 20 нм), 

содержащие мультимеры фактора Виллебранда. Некоторые альфа-гранулы также 
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имеют небольшие пузырьки (40-100 нм) или экзосомы, содержащие белок CD63 

[10, 12]. 

Плотных гранул значительно меньше, чем альфа-гранул, от трех до восьми 

на тромбоцит. Они преимущественно содержат низкомолекулярные вещества, 

такие как АДФ/АТФ, кальций, магний и серотонин. Высокие концентрации этих 

веществ придают этим гранулам темный непрозрачный цвет на электронно-

микроскопических фотографиях. Плотные гранулы играют важную роль в 

гемостазе в качестве механизма положительной обратной связи, 

высвобождающийся из них АДФ стимулирует рецептор P2Y12 на тромбоцитах 

[13, 14]. 

В тромбоцитарных лизосомах содержатся кислые гидролазы такие, как 

катепсины, галоктозидаза,  арилсульфатаза, кислая фосфатаза и др., кроме того 

CD63 и LAMP-1/2, более характерные для плотных гранул. Функции лизосом в 

тромбоцитах на данный момент до конца не понятны. Предполагается, что 

секреция лизосомального содержимого может иметь важные внеклеточные 

функции, такие как фибринолиз и деградации компонентов внеклеточного 

матрикса, а также ремоделирование сосудистой сети [13, 14]. 

Тромбоциты являются  ключевым элементом системы гемостаза. Они 

способны адгезировать к поверхности и агрегировать между собой, образуя 

тромбоцитарную бляшку. На начальных этапах формирования тромба важную 

роль играет способность тромбоцитов адгезировать к поврежденной стенке 

сосуда. Адгезия тромбоцитов в первую очередь происходит через фактор 

Виллебранда, который взаимодействует с тромбоцитарным рецептором 

гликопротеином Ib-V-IX [15, 16]. После адгезии к поврежденной стенке сосуда 

тромбоциты способны проходить через специализированный процесс изменения, 

называемый активацией [17].  

Один из основных физиологических активаторов тромбоцитов – это 

коллаген, который представляет собой фибрилярный белок, входящий в состав 

соединительной ткани и обеспечивающий ее прочность и эластичность. 

Тромбоциты не прикрепляются к стенке не поврежденного сосуда, так как кровь 
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изолирована от коллагена эндотелием кровеносных сосудов, при повреждении 

которого происходит обнажение волокон коллагена, в результате чего 

тромбоциты адгезируют к месту повреждения [16, 18]. Стоит отметить, что не все 

типы коллагена при взаимодействии с тромбоцитами приводят к их активации.  

Основную роль при активации тромбоцитов играет коллаген I и III типов [19]. На 

тромбоцитах выделяют три основных рецептора, отвечающих за взаимодействие с 

коллагеном. В первую очередь это интегрин α2β1, отвечающий непосредственно 

за адгезию тромбоцитов к коллагену, кроме того, как все интегрины, является 

также и сигнальным рецептором и вносит вклад в активацию клеток [20–22]. 

Однако, главный сигнальный рецептор для коллагена – это гликопротеин VI. 

Коллаген при взаимодействии с гликопротеином VI приводит к повышению 

концентрации внутриклеточного кальция, секреции гранул, изменению формы, а 

так же появлению фосфатидилсерина на внешнем слое тромбоцитарной 

мембраны [23, 24]. Кроме того коллаген опосредованно через фактор 

Виллебранда способен взаимодействовать с гликопротеином Ib-V-IX. Так же, в 

литературе встречаются данные о других рецепторах коллагена, но эти данные 

спорные и рецепторы все еще плохо охарактеризованы. 

Другой важный активатор тромбоцитов – это тромбин, который помимо 

активации тромбоцитов играет ключевую роль в каскаде свертывания крови, 

превращая фибриноген в фибрин. На тромбоцитах человека выделяют два 

основных тромбиновых рецептора сопряженных с G-белками – PAR1 и PAR4, а 

на тромбоцитах мышей – PAR3 и PAR4. Активация данных рецепторов 

происходит за счет отщепления их N-концевого фрагмента, что в свою очередь 

приводит к мгновенной активации тромбоцитов [25]. Главным, высокоаффинным 

тромбиновым рецептором считается PAR1. Он активируется низкими 

концентрациями тромбина около 50-200 пМ. PAR4 является низкоаффинным 

рецептором и вносит вклад в активацию тромбоцитов в случае ингибирования 

или десенсебилизации PAR1 [26–29]. Кроме того известно, что отличается 

кинетика активации тромбоцитов через рецепторы PAR1 и PAR4. Так, активация 

PAR1 приводит к мгновенной активации тромбоцитов, однако этот рецептор 
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быстро десенсибилизируется при высоких концентрациях тромбина. В то же 

время активация PAR4 приводит к более продолжительному ответу, который 

может поддерживаться даже при высоких концентрациях тромбина [30]. 

Активация тромбоцитов тромбином приводит к их агрегации, выбросу АДФ и 

АТФ, синтезу тромбоксана А2, а также к появлению фосфатидилсерина на 

внешнем слое мембраны [19]. 

Еще одним важным активатором тромбоцитов является АДФ 

(аденозиндифосфат), который секретируется из плотных гранул тромбоцитов, 

либо из поврежденных клеток сосудистого эндотелия [31]. Для нормальной 

активацией АДФ на мембране тромбоцита должны экспонироваться два 

пуринэргических рецептора P2Y1 и P2Y12 [32]. При активации тромбоцитов 

сильными активаторами такими, как тромбин и коллаген, происходит 

экспонирование дополнительного количества рецепторов P2Y1 и P2Y12 из α-

гранул [33, 34]. В отличие от коллагена и тромбина  АДФ является слабым 

активатором, так как не приводит к появлению фосфатидилсерина на внешнем 

слое тромбоцитарной мембраны, но способен вносит вклад в работу более 

сильных агонистов [35]. При активации тромбоцитов АДФ происходит выброс 

около 6% плотных гранул [36], синтез и выброс тромбоксана А2 [37], кроме того 

тромбоциты изменяют свою форму, а также становятся способны к агрегации. В 

плазме крови АДФ гидролизуется до АМФ под действием АДФазы, которую 

секретируют лимфоциты и клетки эндотелия [38]. Кроме того, эритроциты также 

могут принимать участие в гидролизе АДФ до АМФ [39]. Этот процесс 

предотвращает появление в крови спонтанно активированных тромбоцитов. 

Кроме АДФ в плотных гранулах тромбоцитов содержится почти в два раза 

больше АТФ [40]. АТФ взаимодействует с рецептором Р2Х1, являющийся 

кальциевым каналом [19]. Даже небольшие концентрации АТФ приводят к 

быстрой десенсебилизации этого рецептора, а его восстановление происходит 

примерно за 5 минут в случае полного отсутствия АТФ [41]. АТФ играет 

вспомогательную роль при активации тромбоцитов другими агонистами, а так же 

очень важен при высоких скоростях сдвига, когда происходит задержка в 
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появлении других активаторов [42–48]. При этом АТФ может приводить к 

изменению формы тромбоцитов, быстрой и обратимой централизации 

секреторных гранул, но агрегация тромбоцитов при этом не происходит[19, 42, 

49]. Попадая в плазму АТФ гидролизуется до АДФ под действием АТФазы, 

которая секретируется лимфоцитами и клетками эндотелия [38]. 

Так же к слабым активаторам относится тромбоксан А2, который считается 

еще более слабым активатором, чем АДФ [31]. Его дополнительная функция – 

стимуляция вазоконстрикции. Единственный рецептор к тромбоксану А2 на 

тромбоцитах – это ТР-рецептор. При активации тромбоцитов сильными 

активаторами такими, как тромбин и коллаген, происходит экспонирование 

дополнительного количества рецепторов из альфа-гранул [26]. При активации 

тромбоксаном А2 тромбоциты меняют свою форму, становятся способны к 

агрегации, повышается уровень внутриклеточного кальция, а также происходит 

фофсорилирование белков [50]. В присутствии тромбоцитов тромбоксан А2 

гидролизуется до тромбоксана В2, что сильно ограничивает область его 

распространения [19, 51]. 

Кроме того, существует несколько ингибиторов активации тромбоцитов, 

которые позволяют ограничить размер тромба в месте повреждения. К 

ингибиторам относятся простациклин и оксид азота (NO). Основную роль в 

ингибировании активации тромбоцитов играют клетки эндотелия, в которых 

синтезируется простациклин [52]. Для простациклина на тромбоцитах 

присутствует рецептор IP, сопряженный с G-белками [53]. Было показано, что при 

внутривенном введении простациклин перестает ингибировать активацию 

тромбоцитов примерно через 30 минут, хотя его период полураспада порядка 60 

минут [19]. Так же одним из основных регуляторов гемостаза является оксид 

азота, который способен ингибировать активацию и агрегацию тромбоцитов. NO 

синтезируется многими типами клеток в том числе, тромбоцитами, 

эндотелиальными клетками и макрофагами [54]. Показано, что тромбоциты 

способны секретировать NO, при чем при активации этот  процесс усиливается. 

Таким образом [55], простациклин и оксид азота способны регулировать рост 
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гемостатической пробки, предотвращая спонтанную активацию тромбоцитов. 

 Активированные тромбоциты становятся способными прикрепляться к 

месту повреждения  и друг к другу, формируя пробку, перекрывающую 

повреждение. Кроме того, они участвуют в плазменном свертывании двумя 

основными способами — экспонированием прокоагулянтной мембраны и 

секрецией альфа-гранул. 

Мембрана неактивированных тромбоцитов не способна поддерживать 

реакции свертывания. Хотя некоторые факторы свертывания могут связываться и 

с неактивированными тромбоцитами, активные ферментативные комплексы при 

этом не образуются [56] Только после активации на внешнем слое клеточной 

мембраны появляются отрицательно заряженные фосфолипиды, в первую очередь 

фосфатидилсерин [57, 58]. Активация тромбоцитов имеет несколько степеней и 

экспрессия прокоагулянтных поверхностей является одной из высших [17, 59]. 

 Было показано, что экспонирование отрицательно-заряженных 

фосфолипидов при активации, как правило, сосредоточено в одной 

тромбоцитарной субпопуляциях (Рисунок 3) [60–62]. Именно эта  субпопуляция 

тромбоцитов представляет особый интерес для дальнейших исследований с точки 

зрения предположительного активного участия в формировании тромба. 

 Исследования механизма действия одного из наиболее успешных 

антитромботических препаратов клопидогрела (торговое наименование Плавикс) 

установили тесную связь между воздействием препарата и ингибированием 

субпопуляции тромбоцитов, экспонирующей отрицательно-заряженные 

фосфолипиды [63].  
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Рисунок 3. Связывание Аннексина V с неактивированными тромбоцитами 

(A), тромбоцитами активированными 0,1 U/мл тромбина (B), 10 мкг/мл коллагена 

(С); 0,1 U/мл тромбина + 10 мкг/мл коллагена (D), 0,5 U/мл тромбина + 10 мкг/мл 

коллагена (Е), или 3 мкМ ионофора A23187 (F) [62]. 

 

Как было сказано выше, тромбоциты содержат несколько типов гранул, 

содержимое которых секретируется в процессе активации. Главными для 

свертывания являются α-гранулы, содержащие высокомолекулярные белки, такие 

как фактор V, фибриноген и др. При этом ранее было показано, что α-

гранулярные белки неравномерно по мембране тромбоцитов, а сконцентрированы 

только в ее небольшой области. [64–67] 

В течение длительного времени считалось, что тромбоциты гомогенны и за 

исключением обычных разбросов по размерам клетки не имеют ни 

морфологических, ни функциональных различий. Однако, еще в 60-х годах были 

описаны морфологические различия тромбоцитов, подвергнутых 

гипотоническому стрессу [68]. Кроме того в конце 90-х годов с помощью 

проточной цитометрии было показано, что Аннексин V (специфический маркер 

фосфатидилсерина) связывается не со всеми тромбоцитами, активированными 
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тромбином с коллагеном [62]. Так же было показано, что при адгезии на коллаген 

примерно половина тромбоцитов начинает связывать Аннексин V, в то же время 

при добавлении тромбина доля таких клеток увеличивается до 80% [69]. Было 

обнаружено, что при активации тромбином с коллагеном появляется 

субпопуляция клеток, экспрессирующих на своей поверхности a-гранулярный 

белок фактор V [70]. Кроме того, эта же субпопуляция клеток характеризуется 

наличием фосфатидилсерина на внешнем слое мембраны, а так же связывает 

большое количество других альфа-гранулярных белков (фибриноген, фактор 

Виллебранда, тромбоспондин, фибронектин и α2-антиплазмин) [60]. Несмотря на 

большое количество работ, посвященных субпопуляциям тромбоцитов, только к 

2010 г. феномен был признан окончательно, хотя общего названия у 

субпопуляций тромбоцитов до сих пор нет.  

Долгое время оставались не понятны механизмы, приводящие к разделению 

тромбоцитов на субпопуляции. Предположение, что тромбоциты еще до 

активации принадлежат к той или иной субпопуляции не нашло подтверждения, 

так как соотношение двух субпопуляций сильно зависит от используемых 

активаторов и их концентраций [71].  

Эксперименты с различными ингибиторами, агонистами, а также с 

тромбоцитами пациентов, имеющих различные наследственные функциональные 

дефекты, позволило выявить основные рецепторы и сигнальные пути, 

приводящие к образованию двух субпопуляций [23, 35].   

В недавних работах было показано, что стимуляция тромбоцитов тромбином 

или SFLLRN (агонистом PAR1 рецептора)  приводит к появлению кальциевых 

спаек в цитозоли. При этом для SFLLRN их частота со временем затухает, а для 

тромбина нет. Часть тромбоцитов остается в таком состоянии, в то время как в 

других происходит переход к стабильно высокому уровню внутриклеточного 

кальция. Это происходит из-за перегрузки митохондрий Са
2+

, которая приводит к 

падению мембранного потенциала на митохондриальной мембране и открытия 

митохондриальной поры, после чего наблюдается появление фосфатидилсерина 

на внешнем слое клеточной мембраны тромбоцитов [72]. При этом падение 
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мембранного потенциала на митохондриальной мембране может быть 

обратимым. При необратимом падении, митохондриальная коллапс не 

происходит одновременно во всех митохондриях, а постепенно распространяется 

по всей клетке.  

Таким образом становится понятным, что ключевую роль в разделении 

тромбоцитов на субпопуляции играют кальциевые спайки в цитозоли, которые 

приводят к перегрузке митохондрий и открытию митохондриальной поры [72]. 

Еще одной важной проблемой в исследовании субпопуляций 

активированных тромбоцитов является их способность к агрегации.  Долгое время 

считалось, что только фосфатидилсерин-отрицательные тромбоциты способны 

агрегировать, так как только они несут на своей поверхности активные интегрины 

α2bβ3 [60, 73]. Кроме того, в литературе существуют данные, что ингибирование 

образования фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов приводит к 

увеличению скорости роста тромбов в проточных камерах, а адгезия 

неактивированных тромбоцитов к монослою активированных существенно 

снижается, если в монослое есть фосфатидилсерин-положительные клетки [74]. 

Однако, в более поздних работах показан возможный механизм вовлечения 

фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов в растущий тромб за счет 

связывания активированных интегринов α2bβ3 на фофсатидилсерин-

отрицательных тромбоцитах с фибриногеном на фосфатидилсерин-

положительных [75]. 

Однако, по-видимому, основной функцией фосфатидилсерин-

положительных тромбоцитов является поддержание основные реакции 

плазменного свертывания. В ряде работ было показано, что факторы свертывания 

преимущественно связываются именно с фосфатидилсерин-положительными 

тромбоцитами (Рисунок 4) [71, 76, 77]. И именно на поверхности этих 

тромбоцитов происходят основные реакции плазменного свертывания: активация 

фактора Х и протромбина комплексами внутренней теназы (состоит из фактора 

VIIIa и IXa, связанных с фосфолипидной мембраной) и простромбиназы (состоит 

из фактора Va и Xa, связанных с фосфолипидной мембраной) соответственно. 
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Рисунок 4. Связывание факторов с тромбоцитами, активированными 

различными концентрациями тромбина. Регион 2 показывает субпопуляцию 

тромбоцитов, имеющих на своей внешней мембране фосфатидилсерин [76]. 

 

1.3 Мембранно-зависимые реакции в свертывании крови  

1.3.1 Комплекс протромбиназы и внутренней теназы 

 Две главные мембранные реакции свертывания – это активация фактора Х 

комплексом внутренней теназы и активация протромбина комплексом 
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протромбиназы. Эти комплексы гомологичны, и реакции идут по близким 

законам. 

Протромбиназа представляет собой комплекс сериновой протеиназы фактора 

Ха и кофактора Va, связанных с фосфолипидной мембраной (Рисунок 5). Фактор 

Ха способен сам по себе активировать протромбин до тромбина, однако эта 

реакция идет очень медленно. Для ее ускорения собирается комплекс из фактора, 

кофактора и фосфолипидной мембраны. При этом скорость реакции возрастает на 

несколько порядков [78, 79]. 

 

Рисунок 5. Схематичное изображение комплекса протромбиназы. Комплекс 

состоит из витамин К-зависимого фактора Xa и его кофактора Va, 

взаимодействующих с фосфолипидной мембраной. Комплекс протромбиназы 

отвечает за производство главного фермента свертывания тромбина из его 

неактивного предшественника протромбина (II). 

 

Фактор Х – это плазменный α-глобулин (мол. масса 58,8 кДа). Средняя 

плазменная концентрация фактора X — 200 нМ. Синтезируется в печени витамин 

К-зависимым образом. Состоит из легкой ( 139 аминокислот) и тяжелой (303 

аминокислоты)  цепей, соединенных дисульфидной связью (Рисунок 7). На N 

конце легкой цепи имеется 11 остатоков γ-карбоксиглутаминовой кислоты (Gla-

домен), с помощью которого в присутствии Са
2+

способен связываться с 

фосфолипидной мембраной. За Gla-доменом следуют два EGF-домена. Функции 
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данных доменов до конца не ясны, однако считается, что второй EGF -домен 

играет важную роль во взаимодействии с кофактором Va/VIIIa. Тяжелая цепь, в 

свою очередь, содержит каталитический домен. 

Под действием комплексов внутренней или внешней теназы может 

происходить расщепление связи Arg52-Ile53, при этом образуется активный 

фактор Ха и небольшой пептид, состоящий из 52 аминокислот.  

Второй важный участник комплекса протромбиназы – кофактор V 

представляющий собой плазменный  β-глобулин (мол. масса 330 кДа). Может 

быть активирован тромбином и, в меньшей степени, фактором Xa [80]. Средняя 

плазменная концентрация 20 нМ. Секретируется в частично активной форме из  α-

гранул тромбоцитов при их активации в количестве 4,4 мкг/10
9
 тромбоцитов. 

Состоит из легкой и тяжелой цепей (Рисунок 8). Связь с фосфолипидной 

мембраной осуществляется с помощью легкой цепи Са
2+

-независимо, но Са
2+

 

необходим для удержания легкой и тяжелой цепей вместе. 

Еще одна важная мембранно-зависимая реакция свертывания – это активация 

фактора Х комплексом внутренней теназы, состоящим из сериновой протеиназы 

фактора IXa, кофактора VIIIa и фосфолипидной мембраны (Рисунок 6).  

 

 

Рисунок 6. Схематичное изображение комплекса внутренней теназы. 

Комплекс состоит из витамин К-зависимого фактора IXa и его кофактора VIIIa, 

взаимодействующих с фосфолипидной мембраной. Комплекс внутренней теназы 

отвечает за активацию фактора Х в фактор Ха. 
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Человеческий фактор свёртывания IX – это плазменный α1-глобулин (мол. 

масса 56 кДа), неактивный предшественник сериновой протеиназы фактора IXa 

(Рисунок 7). Синтезируется в печени витамин К-зависимым образом.  

Фактор IX может быть активирован фактором XIa (внутренний путь 

свёртывания); или комплексом фактора VIIa и тканевого фактора (внешний путь 

свёртывания) . Обе реакции ведут к расщеплению связей: Arg 145-Ala 146 и Arg 

180-Val 181 в факторе IX. При этом образуется активный фактор IXa (мол. масса 

45 000) и небольшой пептид (мол. масса 11 000). Фактор IXa состоит из легкой 

(мол. масса 18 000) и тяжелой (мол. масса 28 000) цепей, соединенных 

дисульфидным мостиком. Также как остальные витамин К-зависимые факторы, 

фактор IX имеет на N конце Gla-домен, состоящий из 12 остатоков γ-

карбоксиглутаминовой кислоты. За Gla-доменом следуют два EGF-домена. В 

первом EGF-домене есть высокоаффинный сайт связывания ионов Са
2+

. 

Фактор VIII – это плазменный  β2-глобулин (мол. масса 330 кДа) (Рисунок 8), 

является прокофактором, гомологичен фактору V. Синтезируется в печени. 

Циркулирует в комплексе с фактором фон Виллебранда, который диссоциирует 

при активации. Может быть активирован тромбином или фактором Ха, однако не 

стабилен и способен спонтанно терять активность из-за диссоциации  на 

субъединицы либо вследствие протеолитического расщепления  факторами IXa и 

Ха, либо активированным протеином С.   

 

1.3.2 Механизмы мембранно-зависимых реакций 

Чтобы разобраться, как в целом работают мембранные реакции, рассмотрим 

протромбиназу – центральный ферментативный комплекс каскада свертывания, 

который отвечает за активацию протромбина до тромбина. 

Как было сказано выше фактор Ха, входящий в комплекс протромбиназы, 

сам по себе активирует протромбин очень медленно. Для того, чтобы эта реакция 

протекала с высокой скоростью должен собраться комплекс протромбиназы, 

состоящий из фактора Ха его кофактора Va и отрицательно заряженной 
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фофсолипидной мембраны [78, 81]. Фактор Vа получается из своего неактивного  

предшественника фактора V путем частичного протеолиза тромбином [80]. Таким 

образом,  круг замкнулся: фактор Ха активирует небольшое количество 

протромбина до тромбина, который в свою очередь активирует фактор V. Затем 

фактор Va увеличивает скорость активации протромбина фактором Xa, а продукт 

этой реакции – тромбин, снова активирует фактор V. Такой тип регуляции , когда 

продукт реакции стимулирует свое собственное производство, называется петлей 

положительной обратной связи. 

В каскаде свертывания существуют и другие петли положительной обратной 

связи. Так например, фактор Х может активироваться как комплексом внешней 

теназы (фактор VII и тканевый фактор) [82, 83], так и фактором IXa (который в 

свою очередь может быть активирован комплексом внешней теназы). Однако, 

реакция активации фактором IXa также очень медленная и ускоряется при 

формировании комплекса фактора IXa c кофактором VIIIа  на фосфолипидной 

мембране, который  во многом похож на комплекс протромбиназы [6, 84]. Так 

факторы V и VIII гомологичны и оба активируются тромбином. 

Положительные обратные связи необходимы для формирования порогов в 

системе свертывания, а также для регуляции пространственного роста 

фибринового сгустка [85, 86]. Однако, создать такие регуляторные блоки можно 

было бы и без мембранных реакций. Поэтому до конца не ясно, чем обусловлена 

такая сильная зависимость всех реакций свертывания от фосфолипидных 

мембран. 

Одним из возможных объяснений может быть ускорение мембранных 

реакций за счет того, что связывание факторов на фосфолипидной мембране 

приводит к увеличению их локальной концентрации за счет перехода из 

трехмерного в двухмерное пространство. Есть указания, что скорость работы 

комплексов теназы и протромбиназы ограничена не каталитической активностью 

фермента, а скоростью диффузии субстрата к мембране. Возможно, что 

концентрирование факторов на мембране позволяет ускорять эти реакции выше 

диффузионного предела для реакций с растворимыми ферментами. 
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Еще одно объяснение заключается в том, что белки свертывания в связанном 

с тромбоцитами состоянии не вымываются из тромбоцитарного тромба и не 

уносятся потоком крови. 

 

1.4 Взаимодействие факторов свертывания с субпопуляциями 

активированных тромбоцитов 

 

1.4.1 Витамин К-зависимые факторы ( VII(a), IX(a), X(a), a также 

протромбин, протеины С, S и Z)  

Ключевые факторы свертывания, такие как VII(a), IX(a), X(a), a также 

протромбин, протеины С, S и Z после своего синтеза в печени проходят 

пострансляционные изменения под воздействием витамина К (Рисунок 7). Эти 

изменения заключаются в том, что часть остатков глутаминовой кислоты на N-

конце белков заменяется на остатки γ-карбоксиглутаминовой кислоты. При этом 

формируется  так называемый Gla-домен, участок примерно из 45 аминокислот, 

содержащих 9-13 остатков γ-карбоксиглутаминовой кислоты [87]. Посредством 

Gla-домена происходит взаимодействие этих факторов свертывания с 

отрицательно заряженными фосфолипидными мембранами.  

Долгое время считалось, что связывание фактора с фосфолипидной 

мембраной происходит за счет так называемых кальциевых мостиков между 

карбоксильной группой малоновой кислоты в Gla-домене и гидрофильной 

головой фосфолипида [88, 89]. При этом основную роль во взаимодействии белка 

с липидной поверхностью играют электростатические взаимодействия, а вклад 

гидрофобных незначителен [90, 91]. Однако, после получения кристаллической 

структуры  Gla-доменов некоторых факторов( например, протромбина [92], 

факторов VII [93], IX [94, 95] и Х [96]) становиться ясным, что взаимодействие 

намного сложнее. По всей видимости взаимодействие Gla-домена с 

фосфолипидной мембраной происходит за счет частичного проникновения ω-

петли в мембрану, при этом ионы Ca
2+

 выполняют двойную функцию: 
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стабилизация структуры и поддержание оптимальной конформации Gla-домена , а 

так же непосредственное взаимодействие с отрицательно заряженными 

фосфолипидами [97]. Было показано, что витамин К-зависимые факторы 

преимущественно связываются с «укутанными» тромбоцитами [57, 76] 

 

 

Рисунок 7. Схематичное изображение витамин К-зависимых факторов 

свертывания. Gla – участок примерно из 45 аминокислот, содержащих 9-13 

остатков γ-карбоксиглутаминовой кислоты. EGF – домен подобный 

эпидермальному фактору роста. Стрелками показаны связи, которые 

расщепляются при активации факторов [6]. 

 

 

Протромбин (71,6 кДа) 

Протеин С (62 кДа) 

Фактор Х (58,8 кДа) 

Фактор IX (56 кДа) 

Фактор VII (50 кДа) 
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1.4.2 Кофакторы Va и VIIIa 

Кофакторы V и VIII гомологичны друг другу и состоят из трех А-доменов, 

двух С- доменов и В- домена, который теряют в процессе активации (Рисунок 8) 

[80, 98]. Активированные факторы  Va и VIIIa состоят из тяжелой цепи( А1 и А2 – 

домены) и легкой цепи( А3, С1 и С2- домены)[81, 99]. В отличие от витамин К-

зависимых факторов кофакторы  V и VIII взаимодействуют с фосфолипидной 

мембраной без участия ионов Са
2+

. Однако Са
2+

 необходим для взаимодействия 

легкой и тяжелой цепей. Исследования показали, что за связывание с 

фосфолипидной мембраной отвечает легкая цепь кофакторов [100, 101]. В то 

время как за образование комплекса с витамин К-зависимым фактором отвечает 

тяжелая цепь [80]. 

 

Рисунок 8. Схематичное изображение кофакторов V и VIII. Стрелками 

показаны связи, которые расщепляются при активации факторов [6].  

 

Последние данные свидетельствуют, что за взаимодействие с 

фосфолипидной мембраной отвечает N-концевой участок С2- домена. 

Полученные в последние годы кристаллические структуры факторов V [102]  и 

VIII [103]  пролили свет на механизмы взаимодействия С2 – домена с 

фосфолипидной мембраной. 

Фактор VIII (330 кДа)  

Фактор V (330  кДа) 
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Так С2 – домен фактора V  образует β – бочку с тремя выступающими 

петлями. Гидрофобные аминокислотные остатки на вершинах этих петель 

проникают в фосфолипидную мембрану и взаимодействуют с неполярными 

хвостами фосфолипидов. В то же  время карманы, образуемые петлями, 

непосредственно взаимодействуют с полярными головами фосфатидилсерина 

[102, 104]. Подобная структура С2 – домена характерна и для фактора VIII.  Также 

есть данные, что С2 – домен обладает стереоселективностью в отношение 

фосфатидил- L- серина.  

 

1.4.3 Тканевый фактор и тромбомодулин 

Тканевый фактор и тромбомодулин – трансмембранные белки, достаточно 

отличающиеся друг от друга. Единственное их сходство проявляется в общей 

структурной организации. Оба белка имеют в своем составе внутриклеточный, 

трансмембранный и внеклеточный домены (Рисунок 9).  

Тромбомодулин является кофактором тромбина при активации протеина С, 

находится на клетках эндотелия сосудов [105]. Внеклеточный домен содержит 

шесть EGF-доменов. Было показано, что 5 и 6 домены содержат сайт связывания с 

тромбином [106, 107]. 

Тканевый фактор представляет собой кофактор, связывающий фактор VIIa из 

плазмы, формируя комплекс внешней теназы и активируя факторы IX и X. В 

норме присутствует во всех тканях, кроме эндотелия и клеток крови. Таким 

образом, он изолируется от крови, а его экспонирование или экспрессирование 

является ключевым механизмом запуска свертывания [82, 83]. 
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Рисунок 9. Схематичное изображение тромбомодулина и тканевого фактора. 

Заштрихованный участок соответствует трансмембранному домену. EGF – домен 

подобный эпидермальному фактору роста [108].  

 

 

1.4.4 Факторы, взаимодействующие с тромбоцитами и микровезикулами 

через рецепторы 

Многие факторы свертывания не напрямую взаимодействуют с 

фосфолипидами мембраны, а посредством специфичных рецепторов. Так было 

показано, что факторы  XI [109], XII [110], тромбин [111] и высокомолекулярный 

кининоген [112]  могут связываться с гликопротеином Ibα. Кроме того 

активированные тромбоциты экспрессируют рецептор gC1q-R/p33, с которым 

также связываются высокомолекулярный кининоген и фактор XII. Для фактора 

XIII рецептором может выступать гликопротеин IIb-IIIa [113, 114]. 

Кроме того некоторые витамин К-зависимые факторы могут связываться с 

фосфолипидными мембранами не только через свой Gla-домен, но и посредством 

рецепторов. Так было показано, что протромбин специфично и Са2+ - зависимо 

связывается с  гликопротеином IIb-IIIa [115].  

 

 

 

 

Тромбомодулин (100  кДа) 

Тканевый фактор (29,6 кДа) 
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Постановка задачи 

Целью данной работы является исследовать  взаимодействие факторов 

свертывания крови с мембранами субпопуляций активированных тромбоцитов 

Были поставлены следующие задачи исследования: 

1) Исследовать зависимость равновесного связывания факторов 

свертывания Х и Ха с активированными тромбоцитами от их концентрации 

2) Исследовать кинетические характеристики связывания факторов 

свертывания Х и Ха с активированными тромбоцитами  

3) Сравнить распределение факторов свертывания на мембранах 

активированных тромбоцитов с учетом их деления на субпопуляций;  

4) Изучить распределение факторов свертывания на поверхности 

тромбоцитов при формировании тромбоцитарного тромба в проточной камере 
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Глава 2. Материалы и методы 

2.1 Материалы 

В работе были использованы следующие реагенты: 

 Пробирки вакуумные VACUETTE  с натрия цитратом 3,2% (Greiner Bio-

One, Кремсмюнстер, Австрия) 

 HEPES (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США)  

 бычий сывороточный альбумин (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 Сефароза CL-2B (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 NaCl (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 KCl (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 NaH2PO4 (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 Глюкоза (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 цитрат натрия (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 NaOH (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 Апираза (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 CaCl2 (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 MgCl2 (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 гидроксиламин гидрохлорид (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) 

 фосфатный буфер(PBS) (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США)  

 Простогландин  E1 (PGE1) (MP Biochemicals, Ирвин, США) 

 Тромбин (Haematologic Technologies, Колчестер, США) 

 Коллаген-подобный пептид (CRP) был любезно предоставлен профессором 

Р. В. Фарндейлом (Университет Кембриджа, Кембридж, Великобритания) 

 L-α-фосфатидилсерин (Avanti Polar Lipids, Алабастер, Алабама, США) 

 L-α-фосфатидилхолин (Avanti Polar Lipids, Алабастер, Алабама, США) 

 Кальциевый зонд Fura Red (Molecular Probes, США)  

 Липофильный краситель DiIC16(3) (Molecular Probes, США) 
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 Флуоресцеин изотиоцинат (ФИТЦ) (Molecular Probes, США) 

 Человеческий фактор IXai (Enzyme Research Laboratories, Саут-Бенд, 

Индиана, США)  

 Человеческий фактор X (Enzyme Research Laboratories, Саут-Бенд, Индиана, 

США) 

 Человеческий фактор Xa (Enzyme Research Laboratories, Саут-Бенд, 

Индиана, США) 

 Протромбин (Enzyme Research Laboratories, Саут-Бенд, Индиана, США) 

 Человеческий  фактор V  

 Человеческий  фактор VIII (Hemophil M, Baxter Russia, Москва, Россия) 

 Этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) (Helicon, Москва, Россия) 

 H-D-фенилаланил-пролил-аргинил хлорметилкетон (PPACK) ( Calbiochem, 

Дармштадт, Германия) 

 S2765 (Chromogenix, Милан, Италия) (BioLegend, Сан-Диего, Калифорния, 

США) 

 аннексин V конъюгированный с ФИТЦ   

 аннексин V конъюгированный с Alexa Fluor 647 (BioLegend, Сан-Диего, 

Калифорния, США) 

 Антитела фактор V 

 Антитела фактор VIII 

 Cефадекс G-25 (Pharmacia Fine Chemicals, Швеция)  

 Диметилсульфоксид (ДМСО) (Merck, Германия)  

 Этиловый спирт (Merck, Германия) 
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В работе были использованы следующие растворы: 

1. Буфер Тироде для работы с тромбоцитами, pH 7,4 (Буфер А):_ 

 150 мМ NaCl  

 2,7 мМ KCl  

 1 мМ MgCl2  

 0,4 мМ NaH2PO4  

 20 мМ HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфониевая кислота) 

 5 мМ глюкоза 

 0,5% бычий  сывороточный альбумин  

2. Буфер для плазмонного резонанса, pH 7,4  (Буфер HBS-N) 

 10 мМ HEPES 

 150 мМ NaCl  

3. Раствор цитрата натрия 106 мМ, рН 5,5 

4. Раствор хлорида кальция 100 мМ 

5. Фосфатный буфер(PBS) pH 7,3-7,4 

6. Бикарбонатный буфер, рН 9,0 

7. Бикарбонать натрия 100 мМ 

8. Раствор гидроксиламин гидрохлорида 1,5 М, рН 8,5 

9. Буфер для приготовления везикул, pH 7,5: 

 20 мМ HEPES, 

 140 мМ NaCl,  

2.2 Пациенты 

Пациентка с синдромом серых тромбоцитов (ССТ1) наблюдается в госпитале 

ля Тимон (Марсель, Франция), диагноз был поставлен по результатам проточной 

цитометрии и электронной микроскопии тромбоцитов. Кроме того, наблюдалась 

уменьшенная агрегация со всеми агонистами.  
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Еще три пациента с синдромом серых тромбоцитов наблюдаются в ФНКЦ 

ДГОИ им. Дм. Рогачева (Москва, Россия), диагноз поставлен по результатам 

проточной цитометрии.  

 

2.3 Методы 

2.3.1 Выделение тромбоцитов из цельной крови 

Забор цельной крови у здоровых доноров проводили в вакуумные пробирки 

Vacuette, содержащие 3,2% цитрат натрия. В кровь добавляли простагландин Е1 

(PGE1) (1 мкM) и апиразу (0.1 ед./мл) после чего центрифугировали при 

комнатной температуре при 100g в течение 8 минут. После центрифугирования 

отбирали богатую тромбоцитами, в которую, для предотвращения агрегации 

клеток, добавляли раствор цитрата натрия (106 мМ, рН 5.5) в соотношении 

плазма:цитрат – 3:1. Затем, плазму центрифугировали при комнатной температуре 

при 400g в течение 5 минут. Супернатант удаляли, осадок ресуспендировали в 300 

мкл буфера Тироде  (20 мМ HEPES, 150 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 1 мМ MgCl2, 0.4 

мМ NaH2PO4, 5 мМ глюкозы, 0.5% бычий сывороточный альбумин, pH 7.4). 

Очистку тромбоцитов от белков  плазмы проводили методом гель-хроматографии 

на сефарозе CL-2B. Для экспериментов, включающих определение 

внутриклеточной концентрации Са
2+

, тромбоциты перед хроматографией 

инкубировали 30 минут при 0,1 ед./мл). Активацию клеток проводили 

тромбином(100 нМ), CRP (20 мкг/мл) либо тромбином(100 нМ) с CRP (20 мкг/мл) 

в течение 15 минут при комнатной температуре в присутствии CaCl2 (2,5 мМ) 

 

2.3.2 Конъюгирование факторов свертывания с флуоресцентной меткой 

Предварительно факторы были диализованы при +40С в течение 2 часов 

против фосфатного буфера (рН 7,3-7,4) с использованием диализных мембран с 

размером пор 3,5 кДа. В качестве флуоресцентной метки использовали 
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флуоресцеин изотиоционат (ФИТЦ). Реакцию проводили в бикарбонатном 

буфере( 0,1 М; рН 9,0) при +40С в течение 2 часов при постоянном 

перемешивании. Молярное отношение краски к белку в реакционной смеси 

составляло 5. Реакцию останавливали добавлением избытка 

гидроксиламингидрохлорида ( 30 мМ, рН 8,5). Очистку от непрореагировавшей 

флуоресцентной метки проводили гель-хроматографией на Сефадексе G-25. Во 

всех полученных конъюгатах молярное соотношение ФИТЦ/белок составляло 2-3 

к 1. Оценку активности полученных конъюгатов проводили с помощью 

клоттинговых тестов. Во всех случаях активность факторов свертывания была 

более 80%. 

 

2.3.3 Подготовка искусственных фосфолипидных везикул 

Синтетические фосфолипидные везикулы, содержавшие фосфатидилхолин 

(75%) и фосфатидилсерин (25%) были приготовлены в соответствии с 

рекомендацией фирмы-производителя (Avanti Polar Lipids, Алабастер, Алабама, 

США) с незначительными доработками. Для детекции фосфолипидных везикул с 

помощью проточного цитометра в их состав добавляли липофильный краситель 

DiIC16 (3) в концентрации 0,2%. Фосфолипиды, растворенные в хлороформе, 

переносили в круглодонную колбу и сушили  при комнатной температуре в 

течение 30 минут под струей азота. Затем, фосфолипиды гидратировали в буфере 

(20 мМ HEPES, 140 мМ NaCl, рН 7,5) при температуре >50 °C в течение 30 минут 

при постоянном перемешивании. Полученный раствор подвергали циклу 

заморозки-разморозки, нагревали до температуры >50 °C, а затем пропускали 

через мембрану экструдера (размер пор мембраны 800 нм). Полученные 

фосфолипидные везикулы хранили в инертной атмосфере при +4 °C в течение не 

более 4 дней. 
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2.3.4 Равновесное связывание факторов Х и Ха с активированными 

тромбоцитами и искусственными фосфолипидными везикулами 

Искусственные фосфолипидные везикулы( ФС:ФХ 25:75, 5 мкМ) или 

активированные тромбином (100нМ) тромбоциты в присутствии CaCl2 (2.5 мM) 

инкубировали в течение 20 минут с ФИТЦ-ФХ (ФИТЦ-ФХа) в различных 

концентрациях. Затем суспензию клеток (микровезикул) анализировали с 

помощью проточного цитометра Accuri C6 (BD Bioscience, Сан-Хосе, 

Калифорния, США). Регион ФС-положительных тромбоцитов выделяли по 

флуоресценции Fura Red.  

Средние параметры связывания рассчитывали из трех независимых 

экспериментов. Кривые связывания для отдельных экспериментов 

аппроксимировали стандартной односайтовой моделью связывания (1).  
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фактора, n
x
 - кажущееся число сайтов связывания на тромбоцит/везикулу, Kd – 

кажущаяся константа диссоциации фактора 

Кривые связывания ФХа с активированными тромбоцитами 

аппроксимировали двухсайтовой моделью связывания. При этом Кd и количество 

сайтов связывания рассчитывали только для высоко-аффинного сайта связывания 

(2). 
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1 ,                                                                  (2) 

где  [Х
в
] –  концентрация связавшегося фактора, [X] – концентрация добавленного 

фактора, n1 
x
 - кажущееся число высокоаффинных сайтов связывания на 

тромбоцит/везикулу, Kd1 – кажущаяся константа диссоциации фактора для 

высокоаффинных сайтов, n2 
x
 - кажущееся число низкокоаффинных сайтов 

связывания на тромбоцит/везикулу, Kd2 – кажущаяся константа диссоциации 

фактора для низкоаффинных сайтов. 
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Для пересчета интенсивности флуоресценции в количество молекул фактора 

на тромбоцит использовали калибровочную кривую. Для построения данной 

калибровочной кривой использовали полистироловые шарики, покрытые 

стрептавидином, которые через биотинилированные олигонуклеотиды 

конъюгировали с GFP зеленым флуоресцентным белком (GFP). Среднее 

количество молекул GFP на одном шарике определяли методом микроскопии 

полного внутреннего отражения. 

 

2.3.5 Исследование кинетики взаимодействия факторов Х и Ха с 

активированными тромбоцитами и искусственными фосфолипидными 

везикулами 

К искусственным фосфолипидным везикулы (ФС:ФХ 25:75, 5 мкМ) или 

активированным тромбином (100нМ) тромбоцитам (5×104 кл./мкл) добавляли  

ФИТЦ-ФХ (250 нМ) или ФИТЦ-ФХа (30 нМ). Суспензию клеток (микровезикул) 

анализировали с помощью проточного цитометра Accuri C6 ( BD Bioscience, Сан-

Хосе, Калифорния, США) в моменты времени 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 минут после 

добавления фактора. После этого образцы разводили в 20 раз буфером А, 

содержащим CaCl2 (2,5 мМ)  и анализировали с помощью проточного цитометра. 

Индивидуальные кривые ассоциации (3) и диссоциации (4) аппроксимировали 

экспоненциальной моделью. 

  )1(][ )][(

max

tXkB eXX  ,                                                              (3) 

где  [Х
в
] –  количество связанного фактора в каждый момент времени, [X] – 

концентрация добавленного фактора, [X] max – максимальное количество 

связанного фактора, k– константа ассоциации, t – время. 

  )(

0][ tkB eXX  ,                                                            (4) 

где  [Х
в
] –  количество связанного фактора в каждый момент времени, [X] 0 – 

количество связанного фактора в начальный момент времени, k– константа 

диссоциации, t – время. 
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2.3.6 Исследование взаимодействия фактора Ха с тромбоцитарным 

тромбом в условиях потока 

Стеклянные покровные стекла (24×24 мм, Heinz Herenz)  очищали раствором 

бихромата калия в концентрированной серной кислоте, после чего промывали 

дистиллированной водой и сушили при +50
0
С. Чистые стекла инкубировали в 

течение часа при комнатной температуре во влажной камере с раствором 

нативного коллагена I типа  (200 мкг/мл). Не связавшийся со стеклами белок 

удаляли промывкой в дистиллированной воде. Стекла сушили при 37ºС и затем 

собирали, как часть плоскопараллельной проточной камеры. Рабочее 

пространство камеры имело размеры 17 мм × 2 мм × 0,08 мм (длина × ширина × 

высота) (объем около 2,72 мкл) и ограничивалось сверху пластиковой 

поверхностью с подведенными через специальные отверстия входной и выходной 

трубками, а снизу покровным стеклом с иммобилизованным на нем коллагеном.  

Для забивки мест неспецифического связывания тромбоцитов использовался 

раствор альбумина 0,5% в буфере Тироде (20 мМ HEPES; 150 мМ NaCl; 2,7 мМ 

KCl; 1 мМ MgCl2; 0,4 мМ NaH2PO4; 5 мМ глюкоза, pH 7,4). 

У здоровых доноров производили забор крови в вакуумные пробирки 

Vacuette, содержащие цитрат натрия 3,8%. Затем, в кровь добавляли CaCl2 

(100мМ) до физиологической концентрации свободного ионизированного кальция 

(около 1мМ). Разбавление крови при этом не превышало 10%. 

Рекальцифицированную кровь в течение 4 минут прокачивали через проточную 

камеру с постоянной скоростью потока, которая соответствовала скорости сдвига 

500 с-1. Затем, камеру промывали в течение 4 минут буфером Тироде, 

содержащим альбумин 0,5% и CaCl2 2,5 мМ. После этого камеру промывали 

раствором фактора Ха (5нМ) в течение 2 минут, затем раствором фактора Ха 

(50нМ) еще в течение 2 минут и снова раствором фактора Ха (5нМ) в течение 2 

минут. Затем, камеру промывали в течение 4 минут буфером Тироде, содержащим 

альбумин 0,5% и CaCl2 2,5 мМ. И, наконец, камеру промывали в течение 4 минут 
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буфером Тироде, содержащим альбумин 0,5% и ЭДТА 10 мМ.  Микрофотографии 

были получены в режиме реального времени с помощью конфокального 

микроскопа Axio Observer Z1 (Carl Zeiss). 

 

2.3.7 Исследование взаимодействия фактора Х с фосфолипидными 

мембранами методом плазмонного резонанса 

Эксперименты по связыванию проводили с использованием прибора BIAcore 

3000 (GE Healthcare).  

Фосфолипидные везикулы, полученные описанным выше методом, 

инкубировали с сенсорным чипом L1 в течение 20 мин при 25 ° C при скорости 

потока 1 мкл/мин. Затем, чип инкубировали с  0,2 мг/мл бычьим сывороточным 

альбумином в течение 20 мин. при скорости потока 1 мкл/мин.  

Инжекцию ФХ в концентрации 0-800 нМ в буфере (10 мМ HEPES, 150 мМ 

NaCl, рН 7,4), содержащем 2,5 мМ CaCl2, осуществляли в течение 5 минут при 

скорости потока 10 мкл/мин. Затем, проводили инжекцию буфера с 2,5 мМ CaCl2 

без ФХ и регистрировали диссоциацию ФХ с поверхности чипа. Кривые 

специфических взаимодействий белков с иммобилизованными на чипе 

фосфолипидами получали в виде разности сигналов биосенсора между опытным 

и контрольным каналами. В качестве последнего был использован канал без 

иммобилизованных фосфолипидных везикул. После каждого цикла регистрации 

поверхность чипа регенерировали с помощью инжекции буфера (10 мМ HEPES, 

150 мМ NaCl, рН 7,4), содержащем 10 мМ ЭДТА . 

 

2.3.8 Визуализация олигомеров фактора Х и Аннексина V 

Белки инкубировали с фосфолипидными везикулами (5мкМ) в присутствии 

2,5 мМ CaCl2 в течение 20 минут при 25
0
С. Затем, к полученной суспензии 

добавляли 0,1% параформальдегид, через 5 минут реакцию останавливали 

добавлением глицина(0,5 М). После этого для удаления фосфолипидов к 100 мкл 
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раствора добавляли 60 мкл метанола, 120 мкл хлороформа, и 450 мкл 

деионизирнованной воды. Полученный раствор аккуратно перемешивали и 

центрифугировали при 13 000 g в течение 5 минут. Воду удаляли, а к оставшемуся 

раствору добавляли 450 мкл метанола. Полученный раствор аккуратно 

перемешивали и центрифугировали при 13 000 g в течение 5 минут. Супернатант 

удаляли, а полученный осадок ресуспендировали в буфере для образцов. 

Продукты кросс-сшивки анализировали методом денатурирующего 

электрофореза в полиакриламидном геле. 

 

2.3.9 Равновесное связывание фактора XII тромбоцитами 

К неактивированным или активированным тромбином (100нМ) тромбоцитам 

(20×10
4
 кл./мкл) добавляли  ФИТЦ- XII (0-1000 нM) и AlexaFluor 647- аннексин V 

(1.5% v/v), инкубировали 5 минут при комнатной температуре, а затем разводили 

в 10 раз и анализировали при помощи проточного цитометра Accuri C6 ( BD 

Bioscience, Сан-Хосе, Калифорния, США). Полученные значения интенсивности 

флуоресценции конвертировали в среднее число связанных молекул фXII на один 

тромбоцит, используя калибровочную кривую, которая была получена при 

помощи специализированного набора реактивов фирмы Invitrogen (Green Flow 

Cytometry Intensity Calibration Kit at 488- nm excitation and 515-nm emission). 

 

2.3.10 Микроскопическое исследование распределения кофакторов V и 

VIII на мембране активированных тромбоцитов 

Очищенные стеклянные покровные стекла (24×24 мм, Heinz Herenz) 

инкубировали в течение 40 минут при комнатной температуре во влажной камере 

с раствором фибириногена (20 мг/мл). Не связавшийся со стеклами белок удаляли 

промывкой в дистиллированной воде, а стекла сушили при 37С. 

Тромбоциты (5×10
4
 кл./мкл), выделенные из крови доноров с использованием 

гель-фильтрации для очистки от белков плазмы крови, активировали CRP (20 
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мкг/мл) ( в случае фактора VIII) или смесью тромбин (100 нМ) + CRP (20 мкг/мл) 

( в случае фактора V)   в присутствии CaCl2 2,5 мМ в течение 10 минут при 

комнатной температуре. Затем, активированные тромбоциты  инкубировали со 

специфичными антителами для детекции фактора  V/Va в течение 5 минут. Либо, 

активированные тромбоциты  инкубировали с фактором VIII (1нМ) в течение 5 

минут, а затем, со специфичными антителами для детекции фактора  VIII/VIIIa в 

течение 5 минут.  

Затем, суспензию тромбоцитов инкубировали в течение 5 минут с 

покровными стеклами с иммобилизованным на них фибриногеном. 

Микрофотографии тромбоцитов были получены с помощью конфокального 

микроскопа Axio Observer Z1 (Carl Zeiss). 

 

2.3.11 Микроскопическое исследование распределения факторов IXa, Ха, 

X, протромбина, а также аннексина V на мембране активированных 

тромбоцитов 

Покровные стекла подготовили, как было описано выше.  

Тромбоциты (5×10
4
 кл./мкл), выделенные из крови доноров с использованием 

гель-фильтрации для очистки от белков плазмы крови, активировали смесью 

тромбин (100 нМ) + CRP (20 мкг/мл) в присутствии CaCl2 2,5 мМ в течение 10 

минут при комнатной температуре. Затем, активированные тромбоциты  

инкубировали с ФИТЦ-аннексином V (23 нМ), ФИТЦ-IXa (60 нМ), ФИТЦ-X (250 

нМ), ФИТЦ-Xa (30 нМ) или ФИТЦ-протромбином (60 нМ) в присутствии CaCl2 

2,5 мМ в течение 5 минут.  

Затем, суспензию тромбоцитов инкубировали в течение 5 минут с 

покровными стеклами с иммобилизованным на них фибриногеном. 

Микрофотографии тромбоцитов были получены с помощью конфокального 

микроскопа Axio Observer Z1 (Carl Zeiss). 
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2.3.12  Измерение скорости активации фактора Х комплексом 

внутренней теназы 

Фактор VIII активировали тромбином (10 нМ) в течение 1 мин, после чего 

ингибировали тромбин PPACK (2 мкМ). Затем, искусственные фосфолипидные 

везикулы 5:95 ФС:ФХ (10 мкМ) или 25:75 ФС:ФХ (2мкМ), фактор IXa (1 нМ), 

фактор VIIIa (20 нМ) в присутствии CaCl2  2,5 мМ инкубировали при 37 ° С в 

течение 4 мин. Реакцию инициировали добавлением фактора X (400 нМ). Затем, 

после 4 минут реакцию останавливали добавлением EDTA до конечной 

концентрации 10 мМ. Концентрация образовавшегося фактора Ха была 

рассчитана по скорости расщепления хромогенного субстрата S-2765 (конечная 

концентрация 0,4 мМ). Скорость расщепления субстрата контролировали по 

поглощению при 405 нм с использованием микропланшетного ридера Thermomax 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

2.3.13  Исследование ультраструктуры тромбоцитов методом 

трансимссионная электронная микроскопия 

Тромбоциты (5×10
4
 кл./мкл), выделенные из крови доноров с использованием 

гель-фильтрации для очистки от белков плазмы крови, активировали смесью 

тромбин (100 нМ) + CRP (20 мкг/мл) в присутствии CaCl2 2,5 мМ в течение 3 

минут при комнатной температуре. Затем, активированные тромбоциты  

фиксировали свежеприготовленным 2,5% глутаральдегидом в PBS (pH 7,4) в 

течение 2 часов. После чего промывали четыре раза с использованием PBS (pH 

7,4)и проводили постфиксацию 1% тетраоксидом осмия в течение 1 часа. Затем 

образцы дегидратировали в этаноле и залили эпоксидной смолой Эпон (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, USA). Ультратонкие срезы были изготовлены с помощью 

ультрамикротома Ultracut E (Reichert, Austria). Полученные срезы 

контрастировали с использованием цитрата свинца и уранилацетата, а затем 
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анализировали с использование трансмиссионного электронного микроскопа 

JEM-1400 (JEOL Tokyo, Japan). 

 

2.3.14 Исследование ультраструктуры тромбоцитов методом 

сканирующей электронной микроскопии с фокусированным ионным пучком 

Тромбоциты (3×10
5
 кл./мкл), выделенные из крови доноров, активировали 

смесью тромбин (1 U/мл) + конвульксин (6 нМ) в присутствии CaCl2 2,5 мМ в 

течение 20 минут при комнатной температуре. Затем, тромбин был заингибирован 

добавлением гирудина (0,6 U/мл) и тромбоциты инкубировали в течение 2 минут 

с аннексином V(5 мкг), меченным частицами золота 10 нм. В качестве контроля 

использовали свободные частицы золота 10 нм. После этого тромбоциты  

фиксировали свежеприготовленным 2,5% глутаральдегидом в 0,1 М натрий-

какодилатном буфере  (pH 7,3) в течение 1 часа. Полученные образцы 

анализировали с использование сканирующего электронного микроскопа с 

фокусированным ионным пучком. 

 

2.3.15 Исследование распределения аннексина V и факторов 

свертывания в тромбоцитарном тромбе 

У здоровых доноров производили забор крови в вакуумные пробирки с 

гирудином. В цельную кровь добавляли аннексин V(5%) или ФХ, а затем 

прокачивали через проточную камеру с коллагеном (200 мкг/мл) с постоянной 

скоростью потока, которая соответствовала скорости сдвига 1000 с
-1

. 

Микрофотографии тромбов были получены с помощью микроскопа Leica DMI 

4000 B (Leica Microsystems). 
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2.3.16 Статистическая обработка 

Результаты анализировались программным обеспечением OriginPro v.8.5 

(Microcal Software; США) и были представлены в виде среднего, по меньшей 

мере, 3 повторных измерений ± стандартное отклонение (SD), если не указано 

другое. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47 

Глава 3. Результаты 

3.1 Механизмы взаимодействия факторов свертывания Х и Ха с 

фосфолипидными мембранами 

3.1.1 Взаимодействие факторов Х и Ха с мембраной активированных 

тромбоцитов с учетом их деления на субпопуляции 

При сильной активации тромбином (100 нМ) мы получили две субпопуляции 

тромбоцитов, отличающиеся по содержанию фосфатидилсерина на внешнем слое 

мембраны (ФС-положительная и ФС-отрицательная субпопуляции) (Рисунок 10).  

А                                                              Б 

 
 

Рисунок 10. Связывание Аннексина V с двумя субпопуляциями 

активированных тромбоцитов. (А)Связывание аннексина V- ФИТЦ с 

субпопуляциями активированных тромбоцитов. Красным выделена субпопуляция 

ФС-положительных тромбоцитов. (Б)Тромбоциты в концентрации 50 000 кл./мкл 

активировали тромбином( 100 нМ) в присутствии CaCl2(2,5 мМ). К суспензии 

активированных тромбоцитов добавляли флуоресцентно меченный аннексин V 

(22,6 нМ) инкубировали в течение 20 мин при комнатной температуре. После 

этого тромбоциты инкубировали 5 минут в присутствии или отсутствие 

хелатирующего агента  ЭДТА (10 мМ). На гистограмме представлено 

распределение тромбоцитов по связыванию фактора Х в присутствии (серая 

линия) или отсутствии (черная линия) ЭДТА. Укутанные тромбоциты выделены 

регионом R1. Представлены результаты типичного эксперимента из трех, 

проведенных с кровью разных доноров.  
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Также эти две субпопуляции отличаются по концентрации внутриклеточного 

кальция, которую мы визуализировали с помощью краски Fura Red.  

Субпопуляция с высокой концентрацией внутриклеточного кальция способна 

связывать аннексин  V(белок, имеющий высокое сродство к фосфатидилсерину). 

В дальнейшей работе, для разделения двух субпопуляций активированных 

тромбоцитов мы использовали только Fura Red, краску на внутриклеточный 

кальций. 

Как видно из рисунка 11, субпопуляции тромбоцитов сильно отличаются по 

своей способности связывать фактор Х-ФИТЦ. Субпопуляция ФС-

положительных тромбоцитов, которую мы выделяли по флуоресценции краски 

Fura Red, связывает в несколько раз больше фактора, чем субпопуляции ФС-

отрицательных тромбоцитов. При этом добавление хелатирующего агента- ЭДТА 

приводит к полной диссоциации фактора с мембраны ФС-положительных 

тромбоцитов. Таким образом, связывание с ФС-положительной субпопуляцией 

тромбоцитов  является обратимым и Ca
2+

- зависимым [116]. 

 
 

Рисунок 11. Связывание ФX с двумя субпопуляциями активированных 

тромбоцитов. К суспензии активированных тромбоцитов добавляли 

флуоресцентно меченный фактор Х в указанных концентрациях и инкубировали в 

течение 20 мин при комнатной температуре. На точечных диаграммах 

представлено распределение тромбоцитов по связыванию фактора Х (ось абсцисс) 

и свечению краски Fura Red(ось ординат). Укутанные тромбоциты выделены 

рамкой. Представлены результаты типичного эксперимента из трех, проведенных 

с кровью разных доноров 
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В то же время, связывание с ФС-отрицательной субпопуляцией 

незначительное и не превышает неспецифического связывания (Рисунок 12). 

Кроме того наблюдается конкуренция за сайты связывания при добавлении 

избытка немеченого фактора (Рисунок 13) [116]. 

 

 
 

Рисунок 12. Связывание факторов Х с субпопуляциями активированных 

тромбоцитов  в присутствии (пунктирная линия) и в отсутствии (сплошные 

линии) ЭДТА. Связывание оценивали методом проточной цитометрии. На 

графике приведены средние±SD (n=3). 
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Рисунок 13. Связывание фактора Х-ФИТЦ в присутствии избытка 

немеченого фактора Х. Меченный флуоресцеином фактор Х (250 нМ) 

инкубировали с активированными тромбином (100 нМ) тромбоцитами (50 000 

кл/мкл) при комнатной температуре в течение 5 минут. Затем в смесь добавляли 

немеченый фактор Х в указанных концентрациях и инкубировали в течение 5 

минут. Связывание оценивали методом проточной цитометрии. На рисунке 

показано связывание только с ФС - положительной субпопуляцией тромбоцитов. 

 

 

3.1.2 Кинетические характеристики связывания факторов Х и Ха с 

мембраной фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов 

После добавления флуоресцентно меченого фактора Х или Ха наблюдалось 

резкое увеличение флуоресценции тромбоцитов, что свидетельствует о 

связывании факторов с мембраной (Рисунок 14). Это связывание достигало своего 

насыщения примерно через 10 минут после добавления факторов. 

Экспериментальные данные были аппроксимированы с использованием 

нелинейного метода наименьших квадратов в предположении экспоненциальной 

зависимости. Полученные при этом кинетические константы ассоциации 

приведены в таблице 1 [116]. 
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Таблица 1. Кинетические параметры взаимодействия факторов Х и Ха с 

фосфолипидными везикулами и фосфатидилсерин положительными 

тромбоцитами
 

а      
Параметры были рассчитаны по кривым на рисунках. Приведены средние ±SEM (n=3). 

б     
Данные до достижения плато отсутствуют, что не позволяет получить точные значения. 

в 
Приведены данные только для высокоаффинного сайта. Для аппроксимации кривой 

связывания фактора Ха с ФС-положительными тромбоцитами была выбрана двухсайтовая 

моль связывания. Кажущаяся  K
d 

 и количество сайтов связывания на тромбоцит было 

рассчитано только для высокоаффинного сайта. Для низкоаффинного сайте можно 

рассчитать только наклон (7.8±0.9 молекул/нМ)  

 

Наблюдаемая после разбавления в 20 раз диссоциация фактора с мембраны 

тромбоцитов представляет собой двухступенчатый процесс. Первая стадия 

процесса протекает достаточно быстро, буквально в первые пять минут, при этом 

с мембраны диссоциирует 30 – 50 % связавшегося фактора. Вторая стадия 

медленная, диссоциирует значительно меньшее количество фактора. При этом, 

как видно из рисунока 14, достигается плато, которое находиться значительно 
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выше, чем можно было бы предположить из экспериментов по равновесному 

связыванию с той же концентрацией свободного фактора (Рисунок 14 врезки).  

 

 
 

Рисунок 14. Кинетика связывания и диссоциации факторов Х (А) и Ха(Б) с 

фосфатидилсерин положительными тромбоцитами. Связывание факторов Х-

ФИТЦ (Ха-ФИТЦ) анализировали с помощью проточного цитометра в моменты 

времени: 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 минут после добавления фактора. После 

достижения насыщения, образцы разводили в 20 раз буфером А с CaCl2 (2,5 мМ), 

для анализа диссоциации факторов. На графиках приведены средние±SD (n=3). 

 

Другими словами, процесс связывания- диссоциации факторов Х и Ха с 

мембраной активированных идет с гистерезисом (Рисунок 15). То есть, связанный 

фактор состоит из двух фракций, одна из которых, связана обратимо, а вторая 

необратимо.  

Для исследования возможных отличий в случае активации тромбоцитов 

сразу двумя агонистами, мы провели дополнительные эксперименты. 

Тромбоциты были активированы в концентрации 50 000 кл/мкл с использованием 

тромбина 100 нМ и коллаген подобного пептида  20 мкг/мл. После этого 

суспензию активированных тромбоцитов инкубировали с фактором Ха-ФИТЦ (30 

нМ). Существенных отличий по сравнению с тромбоцитами активированными 

только тромбином (100 нМ) не наблюдалось (Рисунок 16). Фактор, оставшийся на 

мембране ФС-положительных тромбоцитов после разведения в 20 раз может быть 

полностью удален добавлением ЭДТА(10 мМ) [116]. 
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Рисунок 15. Кривые связывания- диссоциации факторов свертывания Х - 

ФИТЦ (Ха-ФИТЦ) с фосфатидилсерин положительными тромбоцитами. Фактор 

Х-ФИТЦ (Ха-ФИТЦ) в указанной концентрации инкубировали с 

активированными тромбоцитами(50 000 кл/мкл) в течение 20 минут. Связывание 

факторов Х-ФИТЦ (Ха-ФИТЦ) анализировали с помощью проточного цитометра 

в моменты времени: 0; 1; 10; 20; 30 минут после добавления фактора. После 

достижения насыщения, образцы разводили в два раза буфером А с CaCl2 (2,5 

мМ), для анализа диссоциации факторов. Связывание фактора показано сплошной 

линией, диссоциация – пунктирной. 
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Рисунок 16. Кинетика связывания и диссоциации факторов Ха (Б) с 

фосфатидилсерин положительными тромбоцитами. Фактор Ха-ФИТЦ(30 нМ) 

инкубировали с тромбоцитами(50 000 кл/мкл), активированными тромбином(100 

нМ) и коллаген подобным пептидом (20 мкг/мл). Связывание фактора Ха-ФИТЦ 

анализировали с помощью проточного цитометра в моменты времени: 0; 2; 5; 10; 

15; 20; 30 минут после добавления фактора. После достижения насыщения, 

образцы разводили в 20 раз буфером А с CaCl2 (2,5 мМ), для анализа диссоциации 

факторов. На графиках приведены средние±SD (n=3). 
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3.1.3 Взаимодействие факторов Х и Ха с фосфолипидными 

везикулами 

Единственным различием, которое наблюдалось между тромбоцитами и 

фосфолипидными везикулами, было повышение сродства связывания ФХа с 

тромбоцитами (Рисунок 17). Это хорошо согласуется с литературными данными, 

что на тромбоцитах для ФХа существует дополнительный высокоаффинный сайт 

в виде ФVa.  

Так же как и в случае ФС-положительных тромбоцитов для фосфолипидных 

везикул часть фактора оказывается необратимо связанной с мембраной. Это 

свидетельствует о том, что данное явление может быть объяснено только 

взаимодействием факторов с фосфолипидной мембраной, а не присутствием 

каких-либо тромбоцитарных белков. 

 

 

 

Рисунок 17. Кинетика связывания и диссоциации факторов Х (А) и Ха (Б) с 

фосфолипидными везикулами. На графиках приведены средние±SD (n=3). 
 

3.1.4 Взаимодействие факторов Х и Ха с активированными 

тромбоцитами у пациентов с синдромом серых тромбоцитов 

Основное качественное отличие тромбоцитов и фосфолипидных везикул – 

это наличие на тромбоцитах дополнительного сайта связывания (таблица 1). В 

литературе существуют данные, что в качестве высокоаффинного сайта 

связывания выступает фактор Va, выходящий из альфа-гранул тромбоцитов. Это 
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было подтверждено в экспериментах с тромбоцитами пациентов с синдромом 

серых тромбоцитов (Рисунок 18).  

           

 
 

Рисунок 18. Связывание ФХа с активированными тромбоцитами пациентов с 

синдромом серых тромбоцитов. (А) Равновесное связывание ФХа с ФС-

положительными тромбоцитами в присутствии (черная линия) или отсутствии 

(серая линия) фактора Va (20 нМ). (Б) Кинетика связывания и диссоциации ФХа с 

ФС-положительными тромбоцитами. ФХа (30 нМ) инкубировали с 

активированными тромбоцитами (50 000 кл/мкл) в присутствии (черная линия) 

или отсутствии (серая линия) фактора Va (20 нМ). (В) Относительное связывание 

ФХа в присутствии (черная линия) или отсутствии (серая линия) фактора Va (20 

нМ). Представлены результаты типичного эксперимента из четырех, проведенных 

с кровью разных доноров. (Г) Относительное связывание ФХа в присутствии 

(черная линия) или отсутствии (серая линия) фактора Va (20 нМ) для четырех 

различных пациентов. На графике приведены средние±SD (n=4). 

 

При этом часть фактора также оказывается необратимо связанной с 
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либо специфических белков на мембране активированных тромбоцитов и связано 

только с взаимодействием факторов с фосфолипидами мембраны. 

 

3.1.5 Исследование взаимодействия фактора Х с фосфолипидной 

мембраной методом поверхностного плазмонного резонанса 

Для того, чтобы проверить, будет ли наблюдаться гистерезис другими более 

известными методами изучения белок-мембранного взаимодействия, мы провели 

эксперименты с использованием метода плазмонного резонанса (который не 

требует маркировки белка и является классическим высокочувствительным  

методом с хорошим временным разрешением). Результаты полученные методом 

плазмонного резонанса полностью согласуются с данными проточной 

цитометрии, то есть связанный фактор состоит из двух фракций, одна из которых, 

связана обратимо, а вторая необратимо. Другими словами, процесс связывания- 

диссоциации фактора Х с фосфолипидной мембраной идет с гистерезисом 

(Рисунок 19) [116]. 
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Рисунок 19. Кривые ассоциации-диссоциации фактора Х с фосфолипидной 

мембраной, полученные методом поверхностного плазмонного резонанса.  
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3.1.6 Влияние различных условий на взаимодействие факторов Х 

и Ха с фосфолипидной мембраной 

Большинство экспериментов в данной работе были проведены в буфере 

Тироде, содержащем 2,5 мМ CaCl2 и с использованием фосфолипидных везикул с 

составом 25:75 PS: PC. Данные условия являются классическими для подобного 

рода экспериментов. Однако, нами были проведены эксперименты для того, 

чтобы убедиться, что необратимо связанная с мембраной часть фактора, 

сохраниться и в условиях более близких к физиологическим ( концентрация CaCl2 

1,5 мМ и состав везикул 12:88 ФС: ФХ) . Как видно из рисунка 20 данный 

феномен сохраняется не зависимо от выбранных условий эксперимента.  
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Рисунок 20. Влияние концентрации ионов Са
2+

 и различного 

фосфолипидного состава на взаимодействие фактора Ха с искусственными 

фосфолипидными везикулами. 
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Кроме того,  как видно из рисунка 21 при разведении в различные моменты 

времени после начала ассоциации на фосфолипидных везикулах остается 

различное количество ФХ. Эти данные свидетельствуют о том, что появление 

необратимо связанного с мембраной фактора обусловлено какими-то процессами, 

протекающими на мембране. Эти процессы приводят к тому, что со временем ФХ 

и ФХа начинают хуже диссоциировать. Существуют два возможных объяснения 

данного явления. Первое – многоступенчатая ассоциация, когда каждая отдельная 

молекула со временем начинает крепче удерживаться на мембране. Вторая – 

образование олигомеров, когда молекулы фактора взаимодействуют между собой, 

чтобы сделать взаимодействие с мембраной крепче. Так, существуют данные о 

том, что ФХа способен образовывать димеры при взаимодействии с 

фосфолипидными мембранами. Именно олигомеризация фактора на мембране 

могла бы объяснить такое плохое вытеснение меченого фактора избытком 

немеченого на рисунке 13. Концентрации немеченого фактора значительно 

превышают кажущуюся Kd, однако значительная доля меченого фактора остается 

связанной с мембраной, по всей видимости, из-за того, что вытесняются только 

слабо связанные с мембраной мономеры. 
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Рисунок 21. Кривые диссоциации фактора Х при разбавлении в различные 

моменты времени 
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3.1.7 Сравнение кинетики взаимодействия ФХ и ФХа с 

фосфолипидными везикулами при различных концентрациях 

факторов 

Как видно из рисунка 22, связывание ФХ-ФИТЦ незначительно 

ингибируется избытком немеченого ФХ. В то время как для ФХа картина 

совершенно другая.  Немеченый ФХа значительно увеличивает связывание ФХа-

ФИТЦ. Кроме того значительно больше фактора остается связанным с мембраной 

после разбавления буфером. Эти данные могут указывать на то, что отличаются 

механизмы закрепления ФХ и ФХа на фосфолипидных мембранах. По всей 

видимости, для фактора Ха  основную роль, играет мультимеризация. В то время, 

как закрепление фактора Х на фосфолипидной мембране происходит за счет его 

стабилизации [116].  

 

 

Рисунок 22. Сравнение кинетики взаимодействия ФХ (А) и ФХа (Б) с 

фосфолипидными везикулами при различных концентрациях факторов. 

Фосфолипидные везикулы (5мкМ) инкубировали с ФХ-ФИТЦ / ФХа-ФИТЦ (25 

нМ) в присутствии ФХ(225 нМ) / ФХа(225 нМ) в течение 30 мин. В моменты 

времени 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 минут отбирали аликвоты и анализировали их с 

помощью проточного цитометра. После достижения насыщения раствор 

разбавляли в 20 раз буфером, содержащим CaCl2, для анализа диссоциации. На 

графике приведены средние±SD (n=3) 

 

 

 

0 10 20 30 40 50 60 70
0

1000

2000
 225 нM ФX+ 25 нM ФX-ФИТЦ

 25 нM ФX-ФИТЦ

Время, мин

К
о

л
и

ч
е
с
т

в
о

 с
в

я
за

в
ш

е
г
о

с
я

 

ф
а

к
т

о
р

а
 Х

, 
м

о
л

е
к

у
л

 н
а

 в
зи

к
у

л
у

0 10 20 30 40 50 60 70
0

1000

2000

3000

4000
 225 нM ФXа+ 25 нM ФXа-ФИТЦ

 25 нM ФXа-ФИТЦ

Время, мин

К
о

л
и

ч
е
с
т

в
о

 с
в

я
за

в
ш

е
г
о

с
я

 

ф
а

к
т

о
р

а
 Х

а
, 

м
о

л
е
к

у
л

 н
а

 в
зи

к
у

л
у



 60 

3.1.8 Возможность гетероолигомеризации факторов Х и Ха 

Эксперименты по связыванию меченого ФХа в присутствии немеченого FX 

(рисунок 23) показали, что ФХ способен значительно увеличивать связывание 

ФХа. Это свидетельствует о том, что могут образовываться гетероолигомеры 

факторов  Х и Ха, и это может способствать задержанию фактора Ха на 

фосфолипидной мембране. Кроме того в составе гетероолигомеров факторов Х и 

Ха на мембране может оставаться гораздо больше фактора Ха, чем в составе 

гомоолигомеров Ха-Ха, так как концентрация фактора Х в крови на несколько 

порядков больше, чем концентрация фактора Ха. 

 

 
 

Рисунок 23. Кинетика связывания – диссоциации ФХ (Ха) с 

фосфолипидными везикулами. (А) Фосфолипидные везикулы (5мкМ) 

инкубировали с ФХа-ФИТЦ (25 нМ) в присутствии ФХа(225 нМ) или ФХ(225 

нМ) в течение 30 мин. В моменты времени 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 минут отбирали 

аликвоты и анализировали их с помощью проточного цитометра. После 

достижения насыщения раствор разбавляли в 20 раз буфером, содержащим CaCl2, 

для анализа диссоциации.  На графике приведены средние±SD (n=3). 
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3.1.9 Взаимодействие факторов Х и Ха с тромбоцитарным 

тромбом 

Вымывание факторов свертывания из тромба в условиях потока может 

ухудшать стабилизацию тромбов фибрином, а также может приводить к  

нежелательной коагуляции и эмболизаци ниже по течению кровяного русла. 

Естественно предположить, что закрепление факторов на мембране может 

препятствовать их вымыванию из тромбов в условиях потока. Мы проверили эту 

гипотезу экспериментально с использованием плоскопараллельных камер с 

коллагеном при скорости сдвига 500 с
-1

 (Рисунок 24). 

Проточные камеры промывали раствором флуоресцентно меченого ФХа в 

двух концентрациях 5 нМ или 10 нМ. Затем, концентрация фактора в 

промывающем растворе была увеличена в 10 раз, после чего снова уменьшена до 

5 нМ и 10 нМ соответственно. После этого камеру промывали Буфером Тироде, 

содержащим 2,5 мМ CaCl2. Эксперимент показал, что и в случае тромбоцитарного 

тромба часть фактора Ха оказывается необратимо связанной с мембраной 

тромбоцитов [116]. 
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Рисунок 24.  Типичные микрофотографии тромбоцитарного агрегата, 

полученного в плоскопараллельной проточной камере с нанесенным коллагеном. 

Фотографии получены методом конфокальной микроскопии. В цельную кровь 

здоровых доноров в качестве антикоагулянта добавляли цитрат натрия (106 мМ) в 

соотношении 1:9. Затем кровь рекальцифицировали и прокачивали через 

плоскопараллельную проточную камеру со скоростью сдвига 500 с
-1

.  После этого 

через проточную камеру прокачивали  буфер А, содержащий CaCl2(панель 0). 

Затем проточную камеру промывали раствором, содержащим ФXa (5нМ), в 

течение двух минут (панель 1). После этого камеру в течение двух минут 

промывали раствором, содержащим ФXa (50нМ) (панель 2). После чего 

проточную камеру вновь промывали раствором, содержащим ФXa (5нМ), в 

течение пяти минут (панель 3). После этого через проточную камеру в течение 

пяти минут прокачивали  буфер А, содержащий 2,5 мМ CaCl2(панель 4). В 

заключение, проточную камеру промыли  буфером А, содержащим 10 мМ ЭДТА 

(панель 5). (Б) Показана типичная кривая ассоциации-диссоциации фактора Ха с 

тромбоцитарным агрегатом в условиях потока. Относительная флуоресценция 

ФХа показана сплошной линией, концентрация ФХа в растворе показана 

пунктиром. Представлены результаты типичного эксперимента из четырех, 

проведенных с кровью разных доноров. 
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3.1.10  Визуализация олигомеров фактора Х и Аннексина V 

Для проверки гипотезы о том, что олигомеры диссоциируют с мембраны 

хуже, чем мономеры мы использовали аннексин V – хорошо охарактеризованный 

белок, который при связывании с фосфатидилсерин-содержащей мембраной 

образует тримеры. Как видно из рисунка 25 кривые ассоциации-диссоциации 

аннексина V качественно не отличаются от таковых для факторов Х/Ха. Это 

хорошо согласуется с работами Бриссона. который обнаружил, что 

мембраносвязанный аннексина V из двух фракций, одна из которых связана 

обратимо, а вторая – необратимо. Это косвенно подтверждает, что олигомеры 

белков могут быть более тесно связаны с мембраной, чем мономеры.  
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Рисунок 25. Кинетика связывания и диссоциации аннексина V с 

фосфатидилсерин положительными тромбоцитами. На графиках приведены 

средние±SD (n=3). 

 

Однако, как видно на рисунке 26 с помощью электрофореза в 

полиакриламидном геле напрямую визуализировать удается только олигомеры 

аннексина V, но не фактора Х [116]. 
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Рисунок 26. Электрофорез аннексина V (слева) и фактора Х (справа) в 

присутствии или в отсутствие фосфолипидных везикул. Для электрофореза 

использовали полиакриламидный гель с градиентом 4-15%. На левой панели: 1 - 

стандарт молекулярной массы 250, 150, 100, 75, 50, 37 и 25 кДа; 2 –  аннексин V 

сшитый 0,1% параформальдегидом в присутствии 2,5 мМ CaCl2 и 

фосфолипидных везикул (PS: PC 25:75); 3 – аннексин V сшитый 0,1% 

параформальдегидом без везикул. На правой панели: 1 – стандарт молекулярной 

массы 250, 150, 100, 75, 50, 37 и 25 кДа; 2 –  фактор Х сшитый 0,1% 

параформальдегидом в присутствии 2,5 мМ CaCl2 и фосфолипидных везикул (PS: 

PC 25:75); 3 – фактор Х сшитый 0,1% параформальдегидом без везикул. 

 

3.2 Взаимодействие фактора XII с активированными 

тромбоцитами. 

Для оценки участия тромбоцитов в связывании фактора XII были 

использованы препарат очищенного фактора XII и тромбоциты, очищенные гель-

фильтрацией от белков и кофакторов плазмы. Эти условия позволяли исключить 

возможный вклад факторов плазмы в наблюдаемые эффекты.  Препарат фактора 

XII был конъюгирован с флуорохромом (ФИТЦ) так, как описано выше. Оценку 

деградации белка в процессе меченья проводили методом электрофореза в ПААГ. 

Кроме того потеря активности полученного конъюгата ФИТЦ-XII оцененная с 

использованием коммерческого набора фирмы Ренам (Москва, Россия) была не 

более 15%.  
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Для исследования взаимодействия с ФИТЦ-XII использовали 

неактивированные и активированные тромбином (100 нМ) тромбоциты (Рисунок 

27). Тромбоциты в концентрации 200 тыс./мкл инкубировали 5 мин с ФИТЦ-XII 

(0-1000 нM) и AlexaFluor 647- аннексином V (1,5% v/v), разводили в 10 раз и 

анализировали при помощи проточного цитофлуориметра. Полученные значения 

интенсивности флуоресценции конвертировали в среднее число связанных 

молекул фактора XII на один тромбоцит, используя калибровочную кривую, 

которая была получена при помощи специализированного набора реактивов 

фирмы Invitrogen (Green Flow Cytometry Intensity Calibration Kit at 488- nm 

excitation and 515-nm emission). 

 

 

 

Рисунок 27. Связывание Фактора XII с тромбоцитами. На гистограмме 

представлено распределение тромбоцитов по связыванию фактора ХII: 1 - 

контроль (тромбоциты без FXII); 2 - активированные тромбином (100 нМ) 

тромбоциты; 3 - неактивированные тромбоциты. Представлены результаты 

типичного эксперимента из трех, проведенных с кровью разных доноров.  

 

В результате проведенных исследований было выявлено, что ФИТЦ-XII 

связывался активированными тромбоцитами существенно лучше, чем 

неактивированными, причем избирательно с фосфатидилсерин- положительной 

субпопуляцией. Связывание было независимым от кальция и не имело насыщения 

в диапазоне концентраций ФИТЦ-XII от 0 до 1 мкM (Рисунок 28). При 

Флуоресценция ФИТЦ-XII, у.е. 
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физиологической концентрации фактора XII (450 нM) количество связанного 

фактора составило 630±90 молекул/тромбоцит (Рисунок 29) [117]. 
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Рисунок 28. Связывание факторов ХII с неактивированными тромбоцитами 

или с субпопуляциями активированных тромбоцитов. Связывание оценивали 

методом проточной цитометрии. На графике приведены средние±SD (n=3). 
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Рисунок 29. Влияние ЭДТА на связывание фактора XII (450 нM) с (1)  

неактивированными или (2) активированными тромбином(100 нМ) 

тромбоцитами. 
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3.3 Распределение факторов на мембране активированных 

тромбоцитов 

3.3.1 Распределение Аннексина V 

Как было сказано раньше, при сильной активации тромбином (100 нМ) или 

тромбином (100 нМ) + СRP (20 мкг/мл) тромбоциты делятся на две субпопуляции, 

отличающиеся по своей способности связывать аннексин  V  (рисунок 8). В 

соответствии с микроскопическими данными, две субпопуляции тромбоцитов 

отличаются не только способностью связывать Аннексин V, но и по 

морфологическим признакам. Как видно на рисунке 30 ФС-отрицательные 

тромбоциты, не связывающие Аннексин V,  образуют ламеллиподии и 

распластываются по поверхности покровного стекла, покрытого фибриногеном. В 

то же время ФС-положительные тромбоциты, связывающие аннексин V, 

характеризуются шарообразной формой. При  этом на поверхности ФС-

положительных тромбоцитов выделяется небольшая область («шапка»), с которой 

связывается в несколько раз больше Аннексина, чем со всей остальной мембраной 

тромбоцита [64, 118].  
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Рисунок 30.  Распределение Аннексина V на мембране активированных 

тромбоцитов. Микрофотографии были получены с помощью конфокального 

микроскопа (А) Типичные микрофотографии активированных тромбоцитов. 

Красным показана флуоресценция CD61-PE, зеленым - флуоресценция Аннексин 

V-ФИТЦ. В первом ряду показаны ФС-отрицательные тромбоциты, во втором 

ФС-положительные. Приведенный масштаб соответствует 5 мкм. (Б) Количество 

связавшегося Аннексина V c ФС-положительными тромбоцитами в «шапке» и на 

остальной мембране тромбоцита. Данные приведены для трех различных доноров. 

(В) Соотношение размеров «шапки» и всего тромбоцита для двадцати доноров. 

Приведены средние значения ±SD (n=50). 

 

Для количественной оценки связывания Аннексина V с прокоагулянтными 

тромбоцитами мы интегрировали интенсивность флуоресценции Аннексина V в 

«шапке» и на остальной поверхности тромбоцита. Мы получили, что с  «шапкой» 

связывается в несколько раз больше Аннексина V, чем со всей остальной 
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мембраной тромбоцита. Была проведена оценка размеров «шапки» и всего 

тромбоцита. При этом получили, что радиус шапки составляет около 1 мкм, в то 

время как радиус тромбоцита около 2 мкм.  Таким образом, получается 

четырехкратное различие в размерах и восьмикратная разница в объеме. В любом 

случае локальная концентрация аннексина в шапке в несколько раз выше, чем на 

остальной мембране тромбоцитов [118]. 

 

3.3.2 Распределение факторов  

Нами было изучено распределение флуоресцентно меченых витамин К-

зависимых факторов на мембранах активированных тромбоцитов, как видно из 

рисунка 31 оно аналогично распределению Аннексина V. С «шапкой» 

связывается в два раза больше факторов Х, Ха и протромбина и на порядок 

больше фактора IXa, чем с остальной мембраной тромбоцита [118]. 
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Рисунок 31.  Распределение факторов IXa, Х, Ха и протромбина на мембране 

активированных тромбоцитов. (А) Типичные микрофотографии активированных 

тромбоцитов. Зеленым показана флуоресценция флуоресцентно меченых 

факторов IXa, Х, Ха и протромбина. Справа показаны ФС-отрицательные 
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тромбоциты, слева ФС-положительные. Приведенный масштаб соответствует 5 

мкм. (Б-Д) Количество связавшихся факторов IXa, Х, Ха и протромбина c ФС-

положительными тромбоцитами в «шапке» и на остальной мембране тромбоцита. 

Данные приведены для трех различных доноров. Приведены средние значения 

±SD (n=50). 

 

3.3.3 Распределение кофакторов 

Распределение кофакторов на мембране активированных тромбоцитов 

изучали с использованием специфичных антител. При этом мы изучали 

распределение только секретируемого тромбоцитами фактора V, без добавления 

внешнего фактора. Как можно увидеть из рисунка 29 флуоресценция антител к 

фактору V наблюдается только на ФС-положительных тромбоцитах в шапке. На 

остальной мембране ФС-положительных тромбоцитов, так же как на ФС-

отрицательных тромбоцитах фактор V не детектируется. 

В случае фактора VIII мы добавляли внешний фактор, а затем детектировали 

его также с использованием специфичных антител. При этом, как видно из 

рисунка 32, флуоресценция антител к фактору VIII наблюдалась  как в «шапке» 

ФС-положительных тромбоцитов, так и на ФС-отрицательных тромбоцитах. 

Скорее всего такое различие обусловлено взаимодействием фактора VIII не 

только с ФС, но и с фактором Виллебранда, связанным с гликопротеином Ib [118]. 
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Рисунок 32.  Распределение кофакторов Va и VIII на мембране 

активированных тромбоцитов. (А) Типичные микрофотографии активированных 

тромбоцитов. Красным показана флуоресценция Аннексина V-Alexa647, зеленым 

– флуоресценция антител к факторам Va и VIII. Приведенный масштаб 

соответствует 5 мкм. (Б-В) Интегральная флуоресценция антител к факторам Va и 

VIII в «шапке» и на остальной мембране тромбоцита. Данные приведены для трех 

различных доноров. Приведены средние значения ±SD (n=50). 
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3.3.4 Распределение факторов у пациентов с синдромом серых 

тромбоцитов 

Как было сказано выше, у пациентов с синдромом серых тромбоцитов 

наблюдается дефицит тромбоцитарных альфа-гранул и как следствие не 

происходит секреция фактора V тромбоцитами.  Как видно на рисунке 33 на 

тромбоцитах таких пациентов действительно не удается детектировать фактор V. 

Это свидетельствует о том, что при очистке тромбоцитов гель-фильтрацией мы 

полностью избавились от плазменного фактора V и в дальнейшем детектировали 

связывание только тромбоцитарного фактора. 

А                     ДИК        Аннексин    Фактор V       Наложение 

 
Б 

 
Рисунок 33.  Распределение кофактора Va на мембране активированных 

тромбоцитов у пациентов с синдромом серых тромбоцитов. (А) Типичные 
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микрофотографии активированных тромбоцитов. Красным показана 

флуоресценция Аннекисна V-Alexa647, зеленым – флуоресценция антител к 

фактору Va. Приведенный масштаб соответствует 5 мкм. (Б) Интегральная 

флуоресценция антител к факторам Va в «шапке» и на остальной мембране 

тромбоцита. Данные приведены для трех различных доноров. Приведены средние 

значения ±SD (n=50). 

 

3.3.5 Влияние концентрирования факторов на ускорение 

мембранных реакций 

Для проверки гипотезы, что увеличение локальной концентрации факторов 

свертывания может приводить к увеличению скорости мембранно-зависимых 

реакций, нами был сделан эксперимент с использованием искусственных везикул 

разного фосфолипидного состава. Нами были использованы фосфолипидные 

везикулы диаметром 0,8 мкм содержащие ФС/ФХ в пропорции 25/75 или 5/95. 

Данные везикулы были использованы для сборки комплекса внутренней теназы, 

содержащего факторы  IXa,  VIIIa, и  FX. При этом концентрация везикул (10 

мкМ при составе ФС/ФХ: 5/95  и 2 мкМ при составе ФС/ФХ: 25/75)  подбиралась 

так, чтобы количество добавленного фосфатидилсерина было одинаковым (0,4 

мкМ). Как видно из рисунка 34 в случае, когда фосфатидилсерин 

сконцентрирован на меньшей площади мембраны (везикулы ФС/ФХ: 25/75) 

активируется в 50 раз больше фактора Ха, чем в случае, когда фосфатидилсерин 

не сконцентрирован (ФС/ФХ: 5/95). Таким образом, данный эксперимент 

подтверждает гипотезу, что увеличение локальной концентрации 

фосфатидилсерина, и как следствие концентрирование факторов свертывания, 

может приводить к ускорению мембранно-зависимых реакций [118]. 
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Рисунок 34. Влияние различной плотности связывания факторов на 

активацию фактора Х. На рисунке приведены средние значения ±SEM (n=3).  

 

3.3.6 Изменение морфологии тромбоцитов при активации 

На рисунке 35 показано, как меняется форма тромбоцита при активации в 

разные моменты времени. Видно, что шарообразная часть тромбоцита получается 

в результате раздувания одного из его регионов, в то время как шапка – это 

оставшаяся неизменной часть тромбоцита.  

 

 

 

Рисунок 35. Изменение морфологии тромбоцитов при активации в 

различные моменты времени. Приведенный масштаб соответствует 1 мкм. 

 

Интересно отметить, что в экспериментах с кальцеином (рисунок 36) мы 

видим, что обедненный по кальцеину регион шапки еще до активации, так же как 
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участки в центральной части фосфатидилсерин-отрицательных распластанных 

тромбоцитов (рисунок 37). Вероятно, это связано с тем, что в данных регионах 

клетки основной объем занимают органеллы (такие как: митохондрии, плотные и 

a-гранулы), а на долю цитоплазмы почти ничего не остается (можно заметить 

только тонкую полоску цитоплазмы с кальцеином по периметру «шапки») [118]. 

 

 

Рисунок 36. Распределение кальцеина в прокоагулянтных тромбоцитах через 

5 минут (верхняя строка) и через 20 минут (нижняя строка) после активации. 

Красным показана флуоресценция Аннексина V-Alexa647, зеленым- 

флуоресценция кальцеина. Приведенный масштаб соответствует 10 мкм. 

 

 

Рисунок 37. Распределение кальцеина в непрокоагулянтных тромбоцитах. 

Красным показана флуоресценция Аннексина V-Alexa647, зеленым- 

флуоресценция кальцеина. Приведенный масштаб соответствует 10 мкм. 

 

3.3.7 Ультраструктура активированных тромбоцитов 

Для того чтобы лучше изучить ультраструктуру активированных 

тромбоцитов мы использовали трансмиссионную электронную микроскопию.  На 

рисунке 38 показаны четыре репрезентативных фотографии прокоагулянтных 

тромбоцитов с «шапками». Можно увидеть, что в шарообразная части тромбоцита 
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цитоплазма гомогенизирована, никаких внутренних структур и органелл не 

наблюдается. В то же время «шапка» имеет более сложное строение с 

множеством складок мембраны и органеллами (например, можно увидеть 

митохондрии) [118]. 

 

 

 

 

Рисунок 38. Ультраструктура прокоагулянтных тромбоцитов. 

Микрофотографии получены методом трансмиссионной электронной 

микроскопии. Белыми стрелками (1) показаны «шапки», черными стрелками (2) 

показаны митохондрии. Приведенный масштаб соответствует 1 мкм.  

 

Для дальнейшей характеризации ультраструктуры фосфатидилсерин-

положительных тромбоцитов мы использовали метод сканирующей электронной 

микроскопии с фокусированным ионным пучком, а также имунноокрашивание 

тромбоцитов Аннексином V, конъюгированным с наночастицами золота. Данный 

метод позволил детально визуализировать и провести полную 3D реконструкцию 

всей клетки. На рисунке 39 показаны результаты репрезентативного 

эксперимента. На поверхности фосфатидилсерин-положительного тромбоцита 

наблюдается одна “шапка”, которая является неотделимой частью всего 

тромбоцита. 
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Рисунок 39. Ультраструктура прокоагулянтных тромбоцитов. 

Микрофотографии получены методом сканирующей электронной микроскопии с 

фокусированным ионным пучком, а также имунноокрашивание тромбоцитов 

Аннексином V, конъюгированным с наночастицами золота. (А) Связывания с 

тромбоцитами аннексина V; правая панель показывает большее увеличение. (Б) 

Микрофотография, полученная методом сканирующей электронной микроскопии 

с фокусированным ионным пучком (слева) и (В) 3D-реконструкция 

прокоагулянтного тромбоцита (справа).  
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3.3.8 Распределение аннексина V и факторов свертывания в 

тромбоцитарном тромбе 

Для того, чтобы оценить, распределение аннексина и факторов свертывания в 

тромбоцитарном тромбе в условиях потока мы провели эксперимент в проточной 

камере с нанесенным коллагеном. После того, как на коллагене сформировались 

тромбы камера была промыта раствором аннексина фактора Х или Ха. 

Микрофотографии были получены с помощью флуоресцентной микроскопии. 

Прокоагулянтные тромбоциты в составе тромбов прокрашивались точно так же, 

как индивидуальные тромбоциты в экспериментах, описанных выше. То есть на 

мембране тромбоцитов наблюдался небольшой регион, в котором была 

повышенная концентрация факторов и аннексина (Рисунок 40). При этом 

интересно отметить, что «шапки» во всех случаях находились в месте контакта 

тромбоцита с тромбом, как и было показано ранее [118]. 
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Рисунок 40. Распределение аннексина (верхний ряд), фактора Х (средний 

ряд) и фактора Ха (нижний ряд) в тромбоцитарном тромбе. Зеленым показана 

флуоресценция ФИТЦ, красные стрелки показывают прокоагулянтные 

тромбоциты с «шапками». Приведенный масштаб соответствует 10 мкм. 
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Глава 4. Обсуждение 

Одним из главных результатов данного исследования является то, что 

связывание факторов Х и Ха с фосфолипидными мембранами является более 

сложным процессом, чем предполагалось ранее, а именно, это многоступенчатым 

процесс, в ходе которого могут образовываться различные олигомеры (в том 

числе гетероолигомеры, состоящие как из фактора Х, так и из фактора Ха). 

Данные олигомеры прочнее связаны с мембраной и хуже диссоциируют, чем 

мономеры. В реальных тромбах это явление может предотвращать вымывание 

факторов потоком. Кроме того, было показано, что этот феномен не зависит от 

типа активации тромбоцитов, а также сохраняется на искусственных 

фосфолипидных везикулах различного состава в широком диапазоне 

концентраций Ca
2+

  и белка во внешней среде [116]. 

Почти все опубликованные ранее работы предполагали обратимое 

односайтовое связывание факторов свертывания [119, 120].  Исключение 

составили исследования, посвященные фактору VIII, в которых показана 

двухступенчатая диссоциация фактора VIII с фосфолипидной мембраны [121, 

122]. Интересно, что в литературе существуют данные, что связанный с 

фосфолипидной мембраной фактор VIII представляет собой димер. Кроме того 

было показано, что есть две фракции мембраносвязанного аннексина V, однако 

стоит помнить, что аннексин V не является фактором свертывания крови [123, 

124]. 

В настоящей работе, с использованием нескольких подходов было показано, 

что связанные как с искусственными фосфолипидными мембранами, так и с  

активированными тромбоцитами (в том числе в составе тромбоцитарного тромба) 

факторы Х и Ха состоят из двух фракций, только одна из которых может легко 

диссоциировать. В своей работе мы приводим несколько доказательств того, что 

закрепление факторов Х и Ха связано именно с многоступенчатой ассоциацией и 

олигомеризацией факторов на фосфолипидной мембране. Во-первых, данный 

феномен наблюдается, как при взаимодействии факторов Х и Ха с тромбоцитами, 
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так и при взаимодействии с искусственными фосфолипидными везикулами. Это 

означает, что в связывании факторов с мембраной не вовлечены никакие другие 

белки, кроме самих факторов. Во-вторых, закрепление  для фактора Ха более ярко 

выражено при большей концентрации фактора, то есть взаимодействие молекул 

фактора является важным, в противном случае концентрация фактора не 

оказывала бы такого большого влияния. В-третьих, для аннексина V, который, как 

известно, образует тримеры, характерно такое же поведение при взаимодействии 

с фосфолипидной мембраной, как и для факторов Х и Ха. В четвертых, мы 

напрямую показываем, что предварительная инкубация везикул с фактором Х или 

Ха улучшает связывание фактора Ха и в то же время почти не влияет на 

связывание фактора Х. Эти данные указывают на образование по меньшей мере 

димеров факторов Х и Ха. Кроме того, в литературе есть данные о том, что 

фактор Ха может образовывать димеры при связывании с фосфолипидной 

мембраной. Исходя из всех этих данных можно утверждать, что механизмы 

закрепления факторов Х и Ха на мембране отличаются, олигомеризация менее 

важна для фактора Х, чем для фактора Ха [116]. 

Кроме того, в экспериментах с проточными камерами было показано, что 

закрепление факторов на мембране тромбоцитов может препятствовать 

вымыванию этих факторов потоком. Можно предположить, что наибольшее 

значение будет иметь гетероолигомеризация факторов Х и Ха, так как фактор Х 

присутствует в плазме крови в больших концентрациях, чем фактор Х. 

 Другим важным результатом данной работы является то, что все 

проанализированные нами факторы свертывания концентрируются в небольшом 

регионе мембраны прокоагулянтных тромбоцитов (“шапке”). Такое 

распределение может выполнять две функции: первое, резкое ускорение скорости 

мембранно-зависимых реакций из-за повышенной локальной концентрации 

белков, и второе, обеспечение защиты факторов свертывания от вымывания 

потоком [118]. 

 Таким образом, в ходе данной работы показана важная роль субпопуляции 

фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов в поддержании реакций 
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свертывания крови. А значит, ее ингибирование может иметь важное 

терапевтическое значение  

В литературе ранее сообщалось, что некоторые альфа-гранулярные белки, 

такие как фибриноген и тромбоспондин локализованы в “шапке” [64, 125]. Кроме 

того сообщалось, что фактор XIIIa [66] и плазминоген [67] также распределены 

подобным образом. Данный феномен объяснялся тем, что все эти белки 

(тромбоспондин, фактор XIIIa, плазмин) хорошо связываются с фибрином, что и 

объясняет их схожее распределение [126]. 

В данной работе было впервые показано, что факторы свертывания, 

связывающиеся с фосфатидилсерином, распределены неравномерно на мембране 

активированных тромбоцитов. Данный феномен уже не может быть объяснен 

связыванием с фибрином, так как в настоящее время существуют данные только о 

том, что фибрин играет важную роль во взаимодействии фактора VIII с 

мембраной тромбоцитов [127]. Механизм же концентрирования витамин К-

зависимых факторов требует дополнительного исследования. 

Исследование ультраструктуры активированных тромбоцитов с помощью 

электронной микроскопии показало, что “шапки” имеют сложную структуру с 

большим количеством складок мембраны и органелл. Кроме того, было проведена 

детальная 3D-реконструкция всего тромбоцита и показано, что мембрана «шапки» 

является непрерывной и неотделимой от всего остального тромбоцита.  

Результаты данной работы (наличие органелл в "шапках", и динамика 

морфологических изменений активированных тромбоцитов) согласуются с 

литературными данными [65]. В которых, предполагалось, что “шапка” 

представляет собой то, что осталось от тромбоцита после его гибели. В таком 

случае более высокий уровень фосфатидилсерина в шапке может быть  связан с 

тем, что при выходе тромбоцитарных гранул их мембрана с более высоким 

содержанием фосфатидилсерина сливается с клеточной мембраной [128]. 

Хотя, витамин К-зависимые факторы связываются со всей мембраной 

тромбоцита, а не только с “шапкой”, из-за меньших размеров “шапки” их 

локальная концентрация в данном регионе тромбоцитарной мембраны 
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оказывается намного выше. Как известно из предыдущих теоретических и 

экспериментальных исследований, уменьшение площади поверхности 

фосфолипидной мембраны может приводить к ускорению мембранно-зависимых 

реакций. В данной работе было напрямую показано, что концентрирование 

факторов на небольшой площади мембраны приводит к ускорению мембранной 

реакции на два порядка.  

В опубликованных ранее работах предполагается, что фосфатидилсерин-

положительные тромбоциты могут встраиваться в растущий тромб за счет 

сконцентрированного в «шапке» фибриногена [64, 75, 125].  Эксперименты в 

проточных камерах, сделанные в ходе данной работы, косвенно подтверждают 

эту гипотезу. Так как все наблюдаемы фосфатидилсерин -положительные 

тромбоциты были повернуты своими «шапками» к тромбу. Кроме того, было 

показано, что при формировании тромбоцитарного тромба в условиях потока на 

прокоагулянтных тромбоцитах в регионе «шапки» наблюдался повышенная 

концентрация факторов и аннексина V. Исходя из данных электронной 

микроскопии «шапка» на прокоагулянтном тромбоците имеет сложную 

складчатую структуру мембраны. Можно предположить, что связавшиеся 

факторы будут крайне плохо вымываться потоком из такого образования. Что 

предотвратит нежелательной коагуляцию и эмболизацию ниже по течению 

кровяного русла. 

Все эти данные позволяют предположить, что «шапки» играют важную роль 

в свертывании крови, способствуя ускорению мембранных реакций и препятствуя 

вымыванию факторов потоком.  

Таким образом, в ходе выполненной работы получены важные данные, 

позволяющие лучше разобраться в механизмах мембранно-зависимых реакций 

свертывания крови. В частности, объясняются механизмы предотвращающие 

вымывание факторов из тромбоцитарных тромбов в условиях потока, а также 

механизмы ускорения мембранно-зависимых реакций. 
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Заключение 

В настоящей работе, с использованием нескольких подходов было показано, 

что связанные как с искусственными фосфолипидными мембранами, так и с  

активированными тромбоцитами (в том числе в составе тромбоцитарного тромба) 

факторы Х и Ха состоят из двух фракций, только одна из которых может легко 

диссоциировать. При этом связывание факторов это многоступенчатым процесс, в 

ходе которого могут образовываться различные олигомеры факторов Х/Ха. 

Данные олигомеры прочнее связаны с мембраной и хуже диссоциируют, чем 

мономеры. В реальных тромбах это явление может предотвращать вымывание 

факторов потоком. Кроме того, было показано, что этот феномен не зависит от 

типа активации тромбоцитов, а также сохраняется на искусственных 

фосфолипидных везикулах различного состава в широком диапазоне 

концентраций Ca
2+

  и белка во внешней среде. 

Другим важным результатом данной работы является то, что все 

проанализированные нами факторы свертывания концентрируются в небольшом 

регионе мембраны прокоагулянтных тромбоцитов (“шапке”). Такое 

распределение может выполнять две функции: первое, резкое ускорение скорости 

мембранно-зависимых реакций из-за повышенной локальной концентрации 

белков, и второе, обеспечение защиты факторов свертывания от вымывания 

потоком. Исследование ультраструктуры активированных тромбоцитов с 

помощью электронной микроскопии показало, что “шапки” имеют сложную 

структуру с большим количеством складок мембраны и органелл. Кроме того, 

было проведена детальная 3D-реконструкция всего тромбоцита и показано, что 

мембрана «шапки» является непрерывной и неотделимой от всего остального 

тромбоцита.  

Таким образом, В результате данной работы получены новые уникальные 

данные по механизмам взаимодействия факторов свертывания с 

фосфолипидными мембранами, которые могут применятся для разработки новых 

подходов к диагностике и лечению сердечно-сосудистых заболеваний.   
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Выводы  

1. Взаимодействие факторов Х и Ха с фосфолипидными мембранами — 

многостадийный процесс. Связанные  с мембраной факторы Х и Ха состоят из 

двух фракций, только одна из которых может легко диссоциировать. 

2. Механизмы закрепления на мембране для факторов Х и Ха 

различаются. Для фактора Ха основную роль играет мультимеризация, в том 

числе могут образовываться гетеромультимеры факторов Х и Ха. Закрепление 

фактора Х на фосфолипидной мембране происходит благодаря наличию 

промежуточных состояний.  

3. Мультимеризация фактора Ха может препятствовать его вымыванию 

из тромба в условиях потока. 

4. Факторы свертывания IXa, Ха, X, V / Va, VIII / VIIIa, протромбин, а 

также аннексин V распределены неоднородно на мембране ФС-положительных 

тромбоцитов, и в основном локализованы в небольшой области мембраны, где их 

средняя концентрация выше в несколько раз. Подобное концентрирование 

факторов может приводить к ускорению реакции активации фактора Х 

комплексом внутренней теназы до 50 раз. 
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Список сокращений и обозначений 

АДФ –  аденозиндифосфат 

АТФ  –  аденозинтрифосфат 

АЧТВ – активированное частичное тромбопластиновое время 

ДИК – дифференциально-интерференционный контраст  

ДМСО –  диметилсульфоксид 

ФИТЦ – флуоресцеин-5-изотиоционат 

ФVa – фактор Va 

ФVIII – фактор VIII 

ФIXa – фактор IXа 

ФX – фактор X 

ФXa – фактор Xa 

ФXII – фактор XII 

ФXIIа – фактор XIIа 

ФХ – L-α-фосфатидилхолин 

ФС – L-α-фосфатидилсерин 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота  

CRP – коллаген подобный пептид 

DiIC16 (3) – 1, 1-дигексадецил -3, 3, 3, 3-тетраметилиндокарбоцианин перхлорат  

GFP – зеленый флуоресцентный белок 

HEPES – 4-(2-гидроксиэтил) пиперазин-1-этансульфоновая кислота  

NO – оксид азота (II) 

PAR –  протеаза-активируемый рецептор 

PBS – фосфатный буфер 

PE –  фикоэритрин 

PGE1 – простагландин E1 

PPACK –  H-D-фенилаланил-пролил-аргинил хлорометилкетон 

SD – стандартное отклонение 

SEM – стандартная ошибка среднего 
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