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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы 

Гемостаз представляет собой процесс остановки кровотечения в результате повреждения 

кровеносного сосуда. В системе гемостаза принято выделять две составляющих: вазоконстрикцию 

– сужение сосуда в месте повреждения, тромбоцитарный гемостаз – формирование тромбоцитами 

агрегата, перекрывающего кровопотерю. На укрепление тромбоцитарного агрегата направлена 

работа плазменного гемостаза – каскад реакций между компонентами плазмы крови, 

направленный на превращение белка фибриногена в фибрин и его полимеризацию  (Panteleev, 

2008; Tanaka, 2009).  

Для оценки состояния системы гемостаза наряду с тестами на оценку плазменного звена 

проводятся тесты функциональности тромбоцитов (Harrison, 2005; Paniccia, 2015; Zhang, 2022). 

Они основаны на оценке способности тромбоцитов к формированию стабильного агрегата. Для 

выполнения данной функции на поверхности тромбоцитов присутствуют специфичные к 

агонистам рецепторы (Jennings, 2009). Агонисты могут быть нерастворимые, например, коллаген, 

либо растворимые, такие как тромбин, серотонин, адреналин и АДФ (Heemskerk,  2002; Roberts, 

2004). При взаимодействии агониста со специфичным к нему рецептором запускается 

внутриклеточная сигнализация тромбоцита – происходит его активация (Stalker, 2012). Это в 

дальнейшем приводит к активации интегринов, которые используются для соединения 

тромбоцитов в агрегат, перекрывающий место повреждения сосуда. Для поддержания 

стабильности агрегата в результате активации тромбоцита также происходит синтез тромбоксана 

А2 и секреция содержимого внутриклеточных гранул, которые дополнительно активируют 

тромбоциты (Heijnen, 2015; Paul, 1999). Таким образом, агрегация тромбоцитов является сложным 

многоступенчатым процессом, и в современной практике для оценки состояния тромбоцитарного 

гемостаза исследуются только интегральные характеристики данного процесса.  

Степень разработанности темы исследования  

В настоящее время классическим методом оценки состояния тромбоцитарного гемостаза 

является световая турбидиметрическая агрегометрия – метод наблюдения агрегации тромбоцитов 

в ответ на добавление активатора через изменение светопропускания перемешиваемой суспензии 

тромбоцитов при образовании агрегатов (Born, 1962; Paniccia, 2015). Традиционно 

антикоагулянтом для взятия крови для теста агрегометрии является цитрат натрия, с высокой 

афинностью связывающий ионы кальция и предотвращающий образование тромбина в результате 

активации плазменного звена (Zhang, 2019). Однако, это делает систему не физиологичной, так 

как в норме в плазме крови присутствует 1,1-1,5 мМ свободных ионов кальция. Известно, что 

ионы кальция необходимы для полноценной активации тромбоцитов, поэтому наблюдение 
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процесса агрегации в их отсутствие не соответствует физиологическому состоянию (Heemskerk, 

2002). В связи с этим, наблюдение агрегации тромбоцитов при физиологической концентрации 

ионов кальция может позволить получить более точную информацию о состоянии 

тромбоцитарного гемостаза. При использовании антикоагулянтов, не связывающих кальций, 

происходит ослабление образования агрегатов тромбоцитов, и наблюдается феномен обратимой 

агрегации – спонтанный распад агрегата на отдельные тромбоциты (Born, 1962; Cazenave, 2004). 

Изучение феномена обратимой агрегации позволит определить ранее неизвестные механизмы, 

регулирующие процесс дезагрегации тромбоцитов, роль ионов кальция в данном процессе, а 

также даст возможность разработать новый, более чувствительный к определению 

функциональной активности тромбоцитов, протокол агрегометрии. 

Поэтому актуальной задачей является всестороннее исследование феномена обратимой 

агрегации тромбоцитов. 

 Цель диссертационной работы – исследование феномена обратимой агрегации 

тромбоцитов человека и разработка методики диагностики состояния тромбоцитарного гемостаза 

на его основе. 

Задачи исследования 

1) Подбор условий наблюдения обратимой агрегации тромбоцитов и анализ их влияния 

на механизмы процесса. 

2) Определение последовательности событий и механизмов процесса дезагрегации 

тромбоцитов при физиологической концентрации ионов кальция в суспензии.  

3) Разработка методики диагностики состояния тромбоцитарного гемостаза на основе 

феномена обратимой агрегации тромбоцитов. 

4) Исследование обратимой агрегации тромбоцитов пациентов с острым коронарным 

синдромом, находящихся на двойной антитромбоцитарной терапии. 

5) Исследование корреляции степени обратимой агрегации тромбоцитов с рисками 

кровотечений во время операции трансуретральной резекции простаты. 

Научная новизна 

В работе предложен абсолютно новый молекулярный механизм возникновения обратимой 

агрегации. Результатом исследования стала разработка методики диагностики состояния 

тромбоцитарного гемостаза на основе феномена обратимой агрегации. Параметры нового 

протокола теста агрегометрии имеют способность оценивать риски кровотечений пациентов во 

время операции трансуретральной резекции простаты, а также чувствительны к восстановлению 

функциональной активности тромбоцитов пациентов на двойной антитромбоцитарной терапии. 

Автором работы было показано: 
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1. Дезагрегация тромбоцитов наблюдается при активации суспензии комбинацией 

адреналина и серотонина или АДФ, при этом снижение концентрации тромбоцитов в суспензии с 

300тыс.кл/мкл до 100тыс.кл/мкл сокращает время дезагрегации в два раза, а при понижении 

температуры предварительной инкубации тромбоцитов с 37 °C до 28 °C время дезагрегации и 

максимум светопропускания повышаются в 3 раза. 

2. Необратимость агрегации тромбоцитов в отсутствие физиологической концентрации 

ионов кальция в суспензии обеспечивается синтезом тромбоксана А2 (6-8 пг/мл в ответ на 5 мкМ 

АДФ) предположительно инициируемым в результате активности фосфолипазы А2γ, вызванной 

опустошением внутриклеточных депо кальция в тромбоцитах. 

3. Разработанная уникальная методика диагностики агрегационной способности 

тромбоцитов основана на регистрации изменения светопропускания суспензии тромбоцитов, 

вызванного 1-3 мкМ АДФ, при физиологической концентрации ионов кальция в среде, при 

температуре проведения измерений +37 °C и стандартизованной концентрации тромбоцитов 

300тыс.кл/мкл.  

4. Разработанная методика диагностики агрегационной способности тромбоцитов 

позволяет выделить группу пациентов с повышенным риском кровопотери во время операции 

трансуретральной резекции по параметру максимальной агрегации тромбоцитов. 

5. Предложенные параметры агрегации тромбоцитов (максимальная агрегация и 

индекс обратимости) являются чувствительными параметрами для определения восстановления 

функциональности тромбоцитов у пациентов на двойной антитромбоцитарной терапии в течение 

180 дней. 

Научно-практическая значимость работы  

Результатом исследования стала разработка методики диагностики состояния 

тромбоцитарного гемостаза на основе феномена обратимой агрегации. Параметры нового 

протокола теста агрегометрии имеют предсказательную способность о рисках кровотечений 

пациентов во время операции трансуретральной резекции простаты, а также чувствительны к 

восстановлению функциональной активности тромбоцитов пациентов на двойной 

антитромбоцитарной терапии. Выяснение молекулярных механизмов дезагрегации обладает 

значительным трансляционным потенциалом, так как на основе этих знаний возможна разработка 

методики подбора персонализированной антитромбоцитарной терапии. 

Методология и методы исследования  

Для исследования феномена обратимой агрегации использовался метод световой 

турбидиметрической агрегометрии. Кроме того, полученные данные были подтверждены методом 

проточной цитометрии. Исследование формирования агрегатов было проведено с помощью 
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метода флуоресцентной микроскопии. Для анализа характера агрегационных кривых 

использовалось компьютерное моделирование в среде COPASI. 

Связь диссертации с основными научными темами 

Диссертация выполнена в рамках темы государственного задания ЦТП ФХФ РАН  

№075-ГЗ/Ч8656/110, гранта РНФ 17-74-20045 «Механизмы взаимодействия внутриклеточных 

сигналов, приводящих к активации, кластеризации и инактивации тромбоцитарных интегринов». 

Результаты диссертации внедрены в работу научного семинара лаборатории молекулярных 

механизмов гемостаза ФГБУН Центра теоретических проблем физико-химической фармакологии 

Российской академии наук. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Феномен обратимой агрегации тромбоцитов наблюдается в тесте агрегометрии в 

ответ как на активацию комбинацией серотонина и адреналина, так и АДФ при физиологической 

концентрации ионов кальция в суспензии. Снижение концентрации тромбоцитов в суспензии и 

повышение температуры проведения эксперимента сокращают время дезагрегации тромбоцитов. 

2. Необратимость агрегации тромбоцитов в отсутствие физиологической концентрации 

ионов кальция в суспензии обеспечивается синтезом тромбоксана А2, предположительно 

инициируемым в результате активности фосфолипазы А2γ, вызванной опустошением 

внутриклеточных депо кальция в тромбоцитах. 

3. Разработанная методика диагностики агрегационной способности тромбоцитов 

позволяет выделить группу пациентов с повышенными рисками кровопотери во время операции 

трансуретральной резекции простаты, а также обладает чувствительностью к восстановлению 

функциональной активности тромбоцитов в течение года у пациентов на двойной 

антитромбоцитарной терапии. 

Личный вклад автора  

Все работы по исследованию механизмов обратимой агрегации тромбоцитов методами 

агрегометрии, цитометрии и конфокальной микроскопии, обработка и анализ результатов 

экспериментов, проведенных для выявления механизмов феномена, обработка и анализ 

результатов клинических тестов, проведенных пациентам, 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 световая турбидиметрическая агрегометрия, 

проточная цитометрия, конфокальная микроскопия. Также достоверность результатов 

обеспечивалась использованием аттестованных средств измерения, удовлетворительной оценкой 
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погрешности измерений, согласованием полученных результатов с литературными данными, 

согласованием данных, полученных различными методами исследования, и использованием 

современных статистических методов анализа данных. 

Апробация работы  

Результаты диссертационной работы были представлены на следующих конференциях: 

«ЛОМОНОСОВ–2018». Секция «Физика», Москва, Россия, 9–13 апреля 2018; «Молекулярные, 

мембранные и клеточные основы функционирования биосистем», Минск, Республика Беларусь, 

28–30 Июня, 2018; ХIII Международная научная конференция «БФФХ–2018», г.Севастополь, 18 

сентября, 2018; ECTH, Марсель, Франция, 23 октября, 2018; XXVI «МАТЕМАТИКА. 

КОМПЬЮТЕР. ОБРАЗОВАНИЕ», Пущино, Россия, 28 января–02 февраля, 2019; «Ломоносов–

2019». Москва, Россия, 8–12 апреля 2019; Рецепторы и внутриклеточная сигнализация, Пущино, 

Россия, 20–24 мая 2019; The FEBS Сongress, Краков, Польша 6–11 июля, 2019; VI съезд 

физиологов СНГ, Дагомыс, Россия, 1–6 октября 2019; ECTH, Дублин, 2019; «МКО», Дубна, 

Россия, 2020; «Математика и математическое моделирование», Саров, Россия, 2020; ISTH 2020; 

«Молекулярные, мембранные и клеточные основы функционирования биосистем, Минск, 2020; 

EUPLAN Congress, Милан, Италия, 2022. 

Публикации  

По теме диссертации опубликовано 16 работ, из них статей в рецензируемых журналах, 

рекомендованных ВАК при Минобрнауки России – 10, в том числе 9 статей опубликованы в 

изданиях, индексируемых международными цитатно-аналитическими системами Scopus и Web of 

Science; публикаций в трудах конференций и съездов – 6. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 118 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 (160 

библиографических ссылок). Работа содержит 44 рисунка и 3 таблицы. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материал и методы исследования 

Пациенты с острым коронарным синдромом (n=11, возраст: 53–75, медиана: 64) 

наблюдались в отделении реанимации и интенсивной терапии для кардиологических больных 

ГБУЗ "ГКБ им В.В. Виноградова ДЗМ" (Москва, Россия). В исследование включались только 

пациенты с инфарктом миокарда/нестабильной стенокардией, которым было проведено 

чрескожное коронарное вмешательство (ЧКВ). До проведения операции пациенты принимали 

аспирин в дозировке 250мг, после ЧКВ пациентам назначалась двойная антиагрегантная терапия 

аспирином с ингибитором P2Y12 рецептора к АДФ: тикагрелором либо прасугрелом. Пациенты 
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(n=21, возраст: 55–87, медиана: 72) с направлением на операцию трансуретральной резекции 

простаты наблюдались в отделении урологии ГБУЗ "ГКБ им В.В. Виноградова ДЗМ" (Москва, 

Россия). Протокол исследования рассмотрен и одобрен независимым этическим комитетом ФГБУ 

«НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России от 23.06.2020. 

Выделение тромбоцитов из цельной крови 

Кровь забиралась в вакуумные пробирки с одним из антикоагулянтов: гирудином, цитратом 

натрия, литий-гепарином, либо самотеком в пробирки с цитрат декстрозой у здоровых доноров 

(n=20, возраст: 18–45, медиана: 28). В зависимости от эксперимента из цельной крови выделялась 

богатая тромбоцитами плазма (БТП) либо тромбоциты. Для получения БТП, плазма выделялась из 

цельной крови центрифугированием в течение 8 минут на скорости 200g. Доведение БТП до 

стандартизованной концентрации тромбоцитов 300тыс.кл/мкл производилось разбавлением 

бедной тромбоцитами плазмой, полученной при центрифугировании цельной крови в течение 15 

минут на скорости 2000g. Выделение тромбоцитов из плазмы проводилось по протоколу из 

публикации проф. Казенаве. Хлорид кальция в концентрации 2мМ добавлялся в суспензию 

тромбоцитов перед измерениями, в которых указано наличие ионов кальция. 

Постановка агрегометрии 

Агрегация тромбоцитов наблюдалась методом световой турбидиметрической агрегометрии 

на приборах Chrono-Log 490, Biola LA-230 либо Solar AP 2110. Измерения велись при 

равномерном перемешивании 250мкл суспензии тромбоцитов магнитным якорем со скоростью 

800 оборотов в минуту. Тромбоциты активировались различными концентрациями АДФ, смеси 

серотонина (20мкМ) и адреналина (200нМ), TRAP–6 (10мкМ) в присутствии ингибитора 

рецептора к АДФ P2Y12 – ARC-69931MX, арахидоновой кислотой (1мМ). Перед измерением к 

суспензии отмытых тромбоцитов было добавлено 200мкг/мл фибриногена. Где указано, в 

суспензию добавлялся аспирин в концентрации 1мМ, далее суспензия инкубировалась в течение 

20 минут при температуре +37°C. Для ингибирования кальций-независимой фосфолипазы А2 

(iPLA2) использовался специфичный антагонист бромоэнол лактон R-BEL (2,5мкМ). 

Концентрация тромбоцитов во всех экспериментах равна 200 тыс.кл/мкл. Средний размер 

агрегатов определялся на приборе Biola LA–230 с помощью метода флуктуаций светопропускания 

(ФСП), вызванных случайным изменением числа частиц в оптическом канале. 

Проточная цитофлуориметрия 

Параметры функционального ответа тромбоцитов (связывание фибриногена с интегринами, 

высвобождение внутриклеточного кальция из кальциевых депо в цитозоль) анализировали 

методом проточной цитометрии с использованием цитофлуориметра NovoCyte (ACEA Biosciences, 

США). Для экспериментов по связыванию фибриногена в кювету с БТП или с суспензией 

тромбоцитов перед измерениями добавляли 0,2 мг/мл фибриногена, связанного с изотиоцианатом 
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флуоресцеина (фибриноген– FITC). Для измерения уровня наполнения внутриклеточных 

кальциевых депо суспензию тромбоцитов инкубировали в течение 2 часов с 4 нг/мкл FLUO–5N 

(Kabbara, 2001) при температуре +37°С в присутствии АДФазы 0,1 ЕД/мл и PGI–1 500 нМ. 10 мкл 

суспензии тромбоцитов собирали из кюветы агрегометра в разные моменты агрегации, разбавляли 

в 20 раз буфером Tyrode’s, а затем анализировали методом проточной цитометрии.  

Измерение концентрации тромбоксана А2 

Для определения концентрации синтезированного TXA2 использовали метод 

иммуноферментного анализа. Оптическую плотность (ОП) измеряли спектрофотометрическим 

методом при длине волны 450 нм ± 2 нм. Концентрацию TXA2 в тестируемых образцах 

рассчитывали, сравнивая оптическую плотность образцов со стандартной кривой. 

Микроскопия агрегатов 

Дезагрегацию тромбоцитов наблюдали методом темного поля, путем добавления 10мкл 

суспензии тромбоцитов из кюветы агрегометра на предметное стекло. Конфокальные изображения 

агрегатов тромбоцитов были получены с помощью микроскопа Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Йена, 

Германия), оснащенного микроскопическим объективом ×100. Лазер с длиной волны 488 нм 

использовали для возбуждения антител, связанных с изотиоцианатом флуоресцеина. Изображения 

анализировали с помощью программного обеспечения ImageJ и плагина для трехмерного 

просмотра (Национальный институт здравоохранения, Bethesda). 

Компьютерное моделирование 

Математическая модель активации и агрегации тромбоцитов представляет собой систему 

обыкновенных дифференциальных уравнений, для оценки параметров которой использовался 

метод «роя частиц», реализованный в программном обеспечении COPASI. Численное 

интегрирование выполнялось с помощью утилиты PyDSTool из Python 2.7. Использовался 

интегратор VODE с фиксированным шагом интегрирования dt = 0,1. Интегрирование проводилось 

по формулам обратного дифференцирования с конфигурацией для жестких систем. Анализ 

потоков в агрегометрической кювете исследовался с помощью расчетной модели, построенной в 

программе FlowVision CFD. 

Анализ данных 

Для оценки агрегационных кривых анализировались следующие параметры: максимум 

агрегации как максимальное значение светопропускания в кювете с суспензией тромбоцитов; 

индекс необратимости – отношение светопропускания суспензии тромбоцитов в кювете 

агрегометра на 600й секунде к максимальному значению светопропускания агрегационной 

кривой. Достоверность различия результатов оценивалась непараметрическим статистическим 

критерием Манна–Уитни. Результаты анализировались программным обеспечением OriginPro 
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v.8.5 (Microcal Software; США) и были представлены в виде среднего значения ± стандартное 

отклонение (SD). 

Результаты исследования 

Обратимая агрегация тромбоцитов наблюдается при физиологической концентрации 

ионов кальция в суспензии 

Явление обратимой агрегации тромбоцитов оценивалось по обратимому изменению 

светопропускания суспензии тромбоцитов в буферном растворе или богатой тромбоцитами 

плазмы в кювете агрегометра. При добавлении АДФ в концентрации от 1 до 3мкМ в богатой 

тромбоцитами плазме при физиологической концентрации ионов кальция через 50 секунд после 

первоначального снижения оптической плотности в ответ на активатор регистрировалось 

повышение оптической плотности образца – наблюдался феномен обратимой агрегации 

тромбоцитов (Рисунок 1 A). Этот феномен также наблюдался в суспензии предварительно 

отмытых тромбоцитов, ресуспендированных в буферном растворе с 2 мМ CaCl2 (Рисунок 1 Б). 

Повышение оптической плотности суспензии в течение 10 секунд от момента добавления 

активатора АДФ объясняется увеличением площади поверхности тромбоцитов относительно 

неактивированного состояния за счёт образования псевдоподий.  

Максимум агрегации (минимум оптической плотности) повышался с увеличением 

концентрации АДФ, при этом также увеличивалось время, требуемое для дезагрегации. 

 

Рисунок 1. Характерные агрегационные кривые в ответ на активацию АДФ (1–3мкМ) (А) – 

в гепаринизированной БТП; (Б) – в суспензии тромбоцитов при физиологической концентрации 

ионов кальция 2мМ и 200мкг/мл фибриногена 

 

Результаты компьютерного моделирования обратимой агрегации 

Для получения функциональных параметров из агрегационной кривой была разработана 

математическая модель обратимой агрегации тромбоцитов, основанная на системе 

дифференциальных уравнений, приведенных в тексте диссертации. 

Данные аппроксимации экспериментальных данных теоретическими кривыми приведены 

на рисунке 2 и в таблице в полном тексте диссертации. 



 11 

 

Рисунок 2. Аппроксимация моделью экспериментальных данных агрегации суспензии 

тромбоцитов, активированных АДФ: (А) – 2,5мкМ; (Б) – 5мкМ; (В) – 10мкМ; Голубая кривая – 

изменение «y», отвечающей за концентрацию агрегатов; красная кривая – логарифм 

экспериментальной оптической плотности, черная кривая – изменение переменной «a», 

отвечающей за оптическую плотность суспензии, предсказываемой моделью. Экспериментальные 

данные – характерные кривые для n=10 экспериментов; (Г) – Средний размер агрегата, 

рассчитанный моделью на основе аппроксимации экспериментальных данных, измеряемых 

прибором Biola с помощью ФСП анализа 

 

Анализ экспериментальных данных показал зависимость всех параметров модели от 

концентрации активатора. Модель верно предсказывает момент образования агрегатов большего 

размера (Рисунок 2Г), что подтверждается экспериментальными данными, полученными с 

помощью микроскопии тёмного поля (Рисунок 3). 

 

Рисунок 3. Наблюдение образования агрегатов в процессе измерения агрегационной 

кривой. В указанные моменты времени из кюветы без прекращения измерения забиралось 10 мкл 

суспензии и наблюдалось в микроскопе методом тёмного поля 

 

Зависимость характера агрегации от типа активатора концентрации ионов кальция в 

среде 

В ответ на АДФ в гирудиновой БТП и в суспензии тромбоцитов при физиологической 

концентрации ионов кальция наблюдается кривая обратимой агрегации (Рисунок 4 А). 

Чтобы проверить, не является ли этот эффект специфичным для активации от АДФ, 

использовались другие варианты активации тромбоцитов. Обратимая агрегация наблюдалась 

также при добавлении в суспензию смеси адреналина с серотонином при физиологической 

концентрации ионов кальция в суспензии (Рисунок 5 Б). При этом при низкой концентрации ионов 
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кальция в суспензии кривая агрегации была необратимой (Рисунок 5 Б). Активация 

исключительно адреналином вызывала необратимую агрегацию с низкой скоростью (Рисунок 5А), 

тогда как серотонин – только изменение формы тромбоцитов без последующей агрегации 

(Рисунок 5 В). Таким образом, обратимая агрегация в ответ на смесь адреналина и серотонина 

имеет неаддитивный характер. Аналогичная зависимость также наблюдается при TRAP–6–

индуцированной агрегации через активацию тромбоцитарных рецепторов PAR–1. В связи с тем, 

что активация тромбоцитов через PAR–1 способна привести к секреции гранул и выходу из них 

дополнительного активатора – АДФ, для исключения влияния секреторного АДФ использовался 

ингибитор его рецептора P2Y12 (ARC–69931MX) (Рисунок 4 Б).  

 

Рисунок 4. Агрегация тромбоцитов в БТП либо суспензии тромбоцитов при 

физиологической концентрации ионов кальция. (А) Агрегацию индуцировали 5 мкМ АДФ. (Б) 

Агрегация тромбоцитов в ответ на 10 мМ TRAP–6 в присутствии 500 нМ ARC–69931MX в БТП. 

Характерные кривые для n = 10 различных доноров 

 

 

Рисунок 5. Агрегация тромбоцитов в БТП (цитратной БТП– «– » или гирудиновой 

БТП – «+ ») в ответ на (А) 200 нМ адреналина ; (Б) 20 мкМ серотонина и 200 нМ адреналина; 

(В) 20 мкМ серотонина 

 

Влияние температуры на агрегацию тромбоцитов 

Максимум агрегации тромбоцитов по измерению уровня оптической плотности суспензии 

тромбоцитов увеличивался при понижении температуры инкубации тромбоцитов с +37 °C до +28 

°C (Рисунок 6). При активации суспензии тромбоцитов 1мкМ АДФ наблюдалось среднее значение 

максимума агрегации 5% при температуре +37°C и 27% при +28 °C. Для активации 2мкМ АДФ – 

10,3% для +37°C и 29,3% для +28 °C. Для активации 3мкМ АДФ – 18,3% и 47,7%, соответственно. 

В среднем, при понижении температуры агрегации средний максимум агрегации снижался в 3 
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раза. При активации суспензии тромбоцитов 1мкМ АДФ среднее значение времени дезагрегации 

тромбоцитов составляло 41,7 сек для +37°C и 321,7 сек для +28°C. Для активации 2мкМ АДФ – 

123,3 сек и 360 сек соответственно.  Для активации 3мкМ АДФ – соответственно 150 сек и 370 сек 

соответственно. В среднем, при понижении температуры время дезагрегации тромбоцитов 

снижалось в 3 раза. 

 

Рисунок 6. Влияние температуры проведения эксперимента на характер агрегации 

тромбоцитов. Перед измерением тромбоциты инкубировались в течение 3 минут при температуре 

+28 °C (черные кривые) либо +37 °C (красные кривые). (А) – Характерные агрегационные кривые 

в ответ на активацию гирудиновой богатой тромбоцитами плазмы АДФ (1–3мкМ). (Б) – 

Изменение максимума агрегации тромбоцитов при различных температурах инкубации; (В)  – 

Изменение времени дезагрегации тромбоцитов при различных температурах инкубации; **- 

p<0,01; ***- p<0,001 

 

Эффект влияния температуры инкубации тромбоцитов также наблюдался при определении 

среднего размера агрегата методом ФСП анализа (Рисунок 7). 

 

Рисунок 7. Зависимость среднего размера агрегата от температуры преинкубации. 

Измерения велись при активации 3мкМ АДФ в гирудиновой БТП, инкубация проводилась в 

течении трёх минут 

 

Зависимость максимума агрегации от концентрации тромбоцитов 

При уменьшении концентрации тромбоцитов с 200тыс.кл/мкл (физиологическая 

концентрация) до 10тыс.кл/мкл наблюдается уменьшение агрегации тромбоцитов вплоть до 

полного исчезновения ответа по регистрации изменений оптической плотности суспензии 

тромбоцитов в кювете агрегометра (Рисунок 8 Б). Тот же эффект ослабления агрегации 
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тромбоцитов при уменьшении их концентрации в суспензии наблюдался по регистрации среднего 

размера агрегатов методом ФСП (Рисунок 8 А). 

 
Рисунок 8. Зависимость среднего размера образовавшихся агрегатов от начальной концентрации 

тромбоцитов в суспензии. Измерения проводились в гирудиновой БТП, активация 5мкМ АДФ. (А) 

– Характерные кривые среднего размера агрегатов; (Б) – Зависимость агрегации тромбоцитов от 

концентрации тромбоцитов в суспензии. (В) – зависимость времени дезагрегации от концентрации 

тромбоцитов 

 

Влияние ионов кальция в суспензии на характер агрегационной кривой 

Характер агрегации тромбоцитов не является следствием выбора антикоагулянта, 

используемого при взятии крови в пробирках (Рисунок 9А, Б). 

 

Рисунок 9. Зависимость характера кривой агрегации от наличия ионов кальция в 

суспензии. Агрегацию индуцировали 5 мкМ АДФ. Индекс необратимости (A, В) представляет 

собой отношение агрегации на 600-й секунде к максимуму кривой агрегации. (Б) – типичные 

кривые агрегации в ответ на активатор в суспензии тромбоцитов с ионами кальция или без них. 

СТ+Ca – суспензия тромбоцитов с ионами кальция или БТП с гирудином; СТ–Ca – суспензия 

тромбоцитов без ионов кальция или цитратная БТП. ОТ+Ca – суспензия отмытых тромбоцитов с 

ионами кальция в буфере; ОТ–Ca – суспензия отмытых тромбоцитов без ионов кальция в буфере. 

Аспирин – ингибитор циклооксигеназы, отвечающей за синтез ТхА2, BEL – специфичный 

ингибитор iPLA2γ, n.s. – незначимое отличие; * – p<0,05; **- p<0,01; ***- p<0,001 

Необходимость синтеза тромбоксана А2 для поддержания необратимой агрегации в 

отсутствие ионов кальция в суспензии  
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В суспензии тромбоцитов, инкубированных с аспирином – ингибитором фермента 

циклооксигеназы, отвечающего за формирование тромбоксана А2 (ТхА2) – наблюдалась 

обратимая агрегация, сходно с агрегацией суспензии тромбоцитов при физиологической 

концентрации ионов кальция (Рисунок 9 В). Это подтверждает данные, приведенные в публикации 

(Cattaneo et al., 2002). Прямое измерение концентрации ТхА2 в экспериментальной кювете 

показало, что в отсутствие ионов кальция в суспензии общая концентрация ТхА2 достигала в 

среднем 6,78 пг/мл, а при физиологической концентрации ионов кальция – 4,35 пг/мл. (Рисунок 10 

Б). 

 

Рисунок 10. Зависимость характера кривой агрегации и синтеза тромбоксана А2 от наличия 

ионов кальция в суспензии. Агрегацию индуцировали 20 мкМ серотонина с 200 нМ адреналина 

(А) или 1,2 мМ арахидоновой кислоты (В). (Б) – Измерение концентрации тромбоксана A2 

методом иммуноферментного анализа при различных условиях. Суспензию тромбоцитов брали из 

кюветы после агрегации в ответ на 10 мкМ АДФ или 1 мМ арахидоновой кислоты (АК). 

Тромбоциты инкубировали с 2,5 мкМ R–BEL – ингибитором iPLA2γ, где указано. СТ+Ca – 

суспензия тромбоцитов с ионами кальция или БТП с гирудином; СТ–Ca – суспензия тромбоцитов 

без ионов кальция или цитратная БТП. Количество опытов: (А) n=6, (Б) n=5, (В) n=5. n.s. – 

незначимое отличие; * – p<0,05; **- p<0,01; ***- p<0,001 

 

Влияние ионов кальция в суспензии на активацию тромбоцитов арахидоновой 

кислотой 

Были проведены эксперименты по агрегации тромбоцитов в ответ на предшественник 

тромбоксана А2 – арахидоновую кислоту (АК), чтобы оценить, на какой стадии ионы кальция в 

суспензии влияют на синтез ТхА2. Влияние ионов кальция в суспензии на необратимый характер 

агрегации тромбоцитов, вызванной арахидоновой кислотой, отсутствовало (Рисунок 10 В). Таким 

образом, внеклеточный кальций влияет на синтез ТхА2 на стадии продукции АК фосфолипазой 

А2. Ингибирование кальций–независимой фосфолипазы А2γ – iPLA2γ специфичным к ней 

ингибитором R–BEL приводит к ослаблению агрегации в ответ на АДФ и обратимости этого 

процесса (Рисунок 9 В, 12 В). Концентрация TxA2 также значительно снижалась в присутствии 

BEL (Рисунок 10 Б).  
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Влияние ионов кальция в суспензии на наполнение кальциевых депо тромбоцита 

после активации 

Значительное снижение концентрации кальция во внутриклеточных депо кальция (ВКД) 

наблюдалось в ответ на АДФ только в суспензии с низкой концентрацией ионов кальция  

(Рисунок 11 А). При тех же условиях наблюдается необратимая агрегация (Рисунок 11 Б). 

Ингибирование iPLA2γ не повлияло на наблюдаемое опустошение ВКД (Рисунок 11 В). 

Примечательно, что при исследовании тромбоцитов без перемешивания суспензии ВКД не 

опустошались даже в суспензии с низкой концентрацией ионов кальция (Рисунок 11 А, В). 

 

Рисунок 11. Измерение концентрации ионов кальция во внутриклеточных депо кальция в 

ответ на 10 мкМ АДФ в суспензии тромбоцитов с 2 мМ ионов кальция или без них. Уровень 

кальция измеряли методом проточной цитометрии (А, В) в указанные моменты агрегации 

тромбоцитов (Б). Значения концентрации ионов кальция в ВКД обозначены как сигнал FLUO–5N 

в определенный момент, деленный на сигнал FLUO–5N до активации тромбоцитов. (Г) 

Флуоресценция тромбоцитов, нагруженных FLUO–5N, в большом агрегате, сформированном в 

ответ на 5 мкМ АДФ. Процесс агрегации тромбоцитов в цитратной БТП регистрировали по 

светопропусканию на агрегометре Biola, 10 мкл суспензии тромбоцитов в момент максимальной 

агрегации исследовали с помощью флуоресцентной микроскопии. Масштабная линия 

соответствует 10 мкм. Типичные результаты для n = 5 разных доноров. n.s. – незначимое отличие; 

* – p<0,05; **- p<0,01; ***- p<0,001 

 

С помощью флуоресцентной микроскопии крупных агрегатов тромбоцитов, нагруженных 

FLUO–5N, полученных из кюветы агрегометра, было показано, что ВКД опустошаются только в 

центре больших агрегатов (Рисунок 11 Г). Это может указывать на то, что для опустошения 

запасов внутриклеточного кальция необходимо взаимодействие тромбоцитов друг с другом. 

Флуоресценция FLUO–5N, которая указывает на наполненность ВКД, наблюдалась на периферии 

агрегатов (Рисунок 11 Г). 
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Зависимость активации фосфолипазы А2 γ от концентрации ионов кальция в 

суспензии 

Специфичное ингибирование iPLA2γ оказывает такое же влияние на кривую агрегации и 

синтез TxA2, как и аспирин (Рисунок 9В), что свидетельствует о том, что в ответ на действие 

таких агонистов, как АДФ, TxA2 преимущественно продуцируется по пути iPLA2γ, а не 

фосфолипаз А2 других типов. Истощение ВКД также наблюдается в тромбоцитах только в 

отсутствие внеклеточного кальция (Рисунок 10). Такая зависимость от внеклеточных условий 

может быть объяснена схемой регуляции iPLA2 опустошением кальциевых депо (Рисунок 12). 

Взаимодействие тромбоцитов в агрегатах приводит к их сильной активации за счет сигнализации 

«снаружи-внутрь» от интегринов, что приводит к кальциевой сигнализации и задействованию 

внутриклеточных депо кальция. В норме, опустошение депо приводит к запуску системы депо-

управляемого входа кальция в клетку через депо-управляемые каналы (store-operated channels, 

SOC). В цитозоле помпы SERCA переносят ионы кальция обратно в хранилища, концентрация 

ионов кальция в ВКД восстанавливается, что приводит к ингибированию iPLA2γ. В отсутствие 

внеклеточного кальция этот механизм останавливается в тот момент, когда активируются SOC, 

потому что вне клетки нет достаточной концентрации ионов кальция. За счёт этого iPLA2γ 

остается в активном состоянии и продуцирует повышенное количество TxA2, который 

дополнительно активирует тромбоциты, и это стабилизирует агрегаты. Важнейшей частью этого 

предложенного пути является опустошение ВКД.  

 

Рисунок 12. Предлагаемая схема депо–управляемого входа ионов кальция в тромбоциты 

 

Данное исследование демонстрирует важность образования крупных агрегатов для синтеза 

ТхА2 в ответ на АДФ (Рисунок 2). Это может быть обеспечено αIIbβ3-опосредованной передачей 

сигналов «снаружи-внутрь», которая запускается межтромбоцитарными взаимодействиями внутри 

агрегатов. 

Разработка теста обратимой агрегации тромбоцитов 
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В богатой тромбоцитами плазме, полученной из пробирок с цитратом натрия, наблюдалась 

необратимая агрегация тромбоцитов, которая становилась обратимой при добавлении аспирина 

(Рисунок 13 А). В богатой тромбоцитами плазме с ионами кальция в обоих случаях наблюдалась 

обратимая агрегация тромбоцитов (Рисунок 13 Б, В). Для того, чтобы исключить влияние 

вторичной активации тромбоцитов за счет синтеза тромбоксана А2 на результаты эксперимента, 

был выбран протокол работы с суспензией тромбоцитов в присутствии ионов кальция. В связи с 

необходимостью выбора наиболее выгодного метода проведения теста с экономической точки 

зрения был выбран способ взятия крови в пробирки с цитратом натрия с последующей 

рекальцификацией суспензии. 

 

Рисунок 13. Типичные агрегационные кривые тромбоцитов в ответ на 5 мкМ АДФ в 

цитратной БТП (А), гирудиновой БТП (Б), цитратной БТП с добавлением ионов кальция до 

концентрации 2мМ (В) 

 

При подборе концентрации тромбоцитов в исследуемой суспензии учитывался характер 

кривой агрегации. При измерении агрегации тромбоцитов в ответ на 1 мкМ АДФ в плазме при 

исходной неразбавленной концентрации тромбоцитов наблюдалась активация тромбоцитов с 

высокой степенью агрегации и медленным характером обратимости (Рисунок 14 А). При 

разбавлении БТП до концентрации тромбоцитов 300тыс.кл/мкл обедненной тромбоцитами 

плазмой наблюдалось ослабление агрегации (Рисунок 14 Б).  

Для проведения измерений по новому протоколу агрегометрии, чтобы не учитывать 

эффекты влияния количества тромбоцитов на степень агрегации, был выбран метод доведения 

концентрации тромбоцитов до измерения до стандартизованного значения: 300тыс.кл/мкл. Для 

оценки ответа тромбоцитов были выбраны следующие активаторы: АДФ в концентрациях 1, 2 и 

3мкМ; серотонин (20мкМ) в комбинации с адреналином (200мкМ) 

(Рисунок 15 Б); TRAP-6 (10мкМ) в присутствии ингибитора ARC–69931MX (Рисунок 15 А). 
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Рисунок 14. Типичные агрегационные кривые тромбоцитов в ответ на 3 мкМ АДФ (А) – в 

рекальцифицированной БТП с неразбавленной концентрацией тромбоцитов; (Б) – с разбавленной 

концентрацией тромбоцитов до 300тыс.кл/мкл 

 

Рисунок 15. Типичные агрегационные кривые тромбоцитов в ответ на (А) 10мкМ TRAP–6 

в присутствии ингибитора ARC–69931MX и аспирина, где указано; (Б) различные концентрации 

серотонина с адреналином 

 

Исследование состояния гемостаза пациентов с острым коронарным синдромом  

В настоящей работе оценивалась функциональность тромбоцитов группы пациентов с 

острым коронарным синдромом (ОКС) на протяжении всего этапа двойной анти-тромбоцитарной 

терапии (ДАТТ) в динамике. Исследование проводилось для оценки эффективности предсказания 

повторных эпизодов инфарктов и инсультов на основе новой методики диагностики агрегации 

тромбоцитов. В исследование были включены десять пациентов после чрескожного коронарного 

вмешательства, получавших ДАТТ из аспирина и ингибитора рецептора P2Y12: прасугрела (n = 5) 

или тикагрелора (n = 6). Функциональность тромбоцитов оценивали в 5 временных точках: день 0 

(нагрузочная доза аспирина), день 1 (нагрузочная доза прасугрела/тикагрелора), а также на 7-й, 30-

й и 180-й дни терапии поддерживающей дозой. Данные о пациентах и результаты лабораторных 

исследований описаны в таблице в основном тексте диссертации. 

Анализ агрегации тромбоцитов по максимальной интенсивности сигнала в постановке по 

новому протоколу показал тенденцию к восстановлению до уровня сигнала нулевого дня, когда 

пациенты принимали монотерапию аспирином (Рисунок 16 А). Индекс необратимости также имел 

тенденцию к восстановлению к 180й дню, несмотря на воздействие ингибитора рецептора АДФ 

P2Y12 (Рисунок 16 Б). Индекс необратимости начиная с 30го дня терапии указывал на тенденцию 

тромбоцитов к необратимой агрегации и значимо не отличался от показателей индекса 
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необратимости в нулевой день, когда пациент не принимал препаратов, ингибирующих рецептор 

АДФ P2Y12.  Дезагрегация тромбоцитов имела тенденцию к восстановлению, несмотря на 

воздействие ингибитора P2Y12. В то же время, в классической постановке агрегометрии в БТП, 

взятой в пробирки с цитратом натрия, в ответ на 5мкМ АДФ, тенденции к восстановлению уровня 

агрегации не наблюдалось (Рисунок 16 В).  

 

Рисунок 16. Функциональные ответы тромбоцитов. (A) – Максимальная агрегация 

тромбоцитов в ответ на 2 мкМ АДФ в суспензии тромбоцитов при физиологической концентрации 

ионов кальция. (Б) – Индекс необратимости в ответ на 2 мкм АДФ в суспензии тромбоцитов при 

физиологической концентрации ионов кальция. (A) – Максимальная агрегация тромбоцитов в 

ответ на 5 мкМ АДФ в суспензии тромбоцитов в отсутствие ионов кальция. Розовая область 

обозначает диапазон нормальных значений здоровых доноров. n.s. – незначимое отличие; * – 

p<0,05; **- p<0,01; ***- p<0,001 

 

Исследование состояния гемостаза пациентов после операции трансуретральной 

резекции простаты 

У пациентов с показанием к проведению операции трансуретральной резекции простаты в 

день проведения операции до её начала забиралась кровь для оценки состояния гемостаза по 

новому протоколу теста агрегометрии. Кровоточивость пациентов во время операции оценивалась 

как разность между концентрацией гемоглобина в крови пациента до операции и непосредственно 

после проведения операции. Данные о пациентах и результаты лабораторных исследований 

описаны в таблице в основном тексте диссертации. 

Максимум агрегации в ответ на 3мкМ АДФ был ниже тех же показателей у здоровых 

доноров, в то время как скорость агрегации была в пределах нормальных значений (Рисунок 17 Б, 

В). Результаты параметра максимума агрегации в ответ на 1мкМ АДФ у пациентов были 

распределены в области нормальных значений, а также значимо (коэффициент корреляции 

Спирмена -0,4) коррелировали с риском кровопотери пациентов во время операции (Рисунок 18). 
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В связи с тем, что в литературе есть данные, указывающие на то, что степень кровоточивости 

пациента во время операции зависит от хирурга, проводящего операцию, то была выделена 

отдельная группа пациентов (N=10), у которых операцию провел один и тот же хирург (Рисунок 

17). 

 

Рисунок 17. Результаты теста агрегометрии по модифицированному протоколу у всех 

пациентов (21 человек) и при выборке по хирургу (10 человек). Желтая область обозначает 

диапазон нормальных значений здоровых доноров.  (А) – максимальная агрегация в ответ на 

активацию 1мкМ АДФ, (Б) – максимальная агрегация в ответ на активацию 3мкМ АДФ, (В) – 

скорость агрегации в ответ на активацию 3мкМ АДФ 
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Рисунок 18. Корреляция максимума агрегации тромбоцитов в ответ на 1мкМ АДФ с 

объемом кровопотери пациента во время операции. Коэффициент корреляции Спирмена = -0,4 

 

Итоги выполнения диссертационного исследования 

В настоящей работе с использованием экспериментальных и теоретических подходов было 

показано, что феномен обратимой агрегации тромбоцитов связан с деактивацией фосфолипазы 

А2γ при физиологической концентрации ионов кальция в суспензии. Сделано предположение, что 

дополнительная активация тромбоцитарных интегринов в агрегатах приводит к опустошению 

внутриклеточных кальциевых депо, что запускает активацию кальций-независимой фосфолипазы 

А2 и синтезу арахидоновой кислоты, что приводит к синтезу ТхА2 и последующей вторичной 

активации тромбоцитов. В случае присутствия ионов кальция вне клетки, опустошение 

кальциевых депо приводит к активации депо-управляемых ионных каналов, которые позволяют 

ионам кальция из суспензии поступать в клетку и восполнять уровень кальция в депо, что 

приводит к прекращению активации iPLA2γ. В крови с цитратом натрия этот механизм не 

функционирует, так как ионы кальция не присутствуют в суспензии тромбоцитов в достаточном 
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количестве и не восполняют кальциевые депо клетки. iPLA2γ остается в активированном 

состоянии и продуцирует повышенное количество тромбоксана А2, который дополнительно 

активирует тромбоциты и стабилизирует агрегаты.  

Другим новым результатом настоящей работы является разработка нового протокола 

диагностики тромбоцитарного гемостаза, который проводится при физиологической 

концентрации ионов кальция в суспензии. Постановка этого теста позволяет оценить 

первоначальный ответ тромбоцитов на добавление индуктора без участия вторичной активации 

тромбоцитов. Результаты данного исследования позволили показать, что функциональная 

активность тромбоцитов пациентов с острым коронарным синдромом на двойной 

антитромбоцитарной терапии имеет тенденцию к восстановлению к 180му дню терапии по 

результатам теста агрегометрии с физиологической концентрацией ионов кальция в суспензии. 

Также данный тест показал, что максимальный уровень агрегации тромбоцитов пациентов до 

операции трансуретральной резекции простаты в ответ на 1мкМ АДФ значимо коррелирует с 

риском кровопотери во время операции. 

Таким образом, в результате данной работы получены новые уникальные данные по 

механизмам феномена обратимой агрегации тромбоцитов, которые могут применятся для 

разработки новых подходов к лечению сердечно-сосудистых заболеваний и других патологий, 

сопровождающихся нарушениями в тромбоцитарном звене свертывания. 

Выводы  

1) Дезагрегация тромбоцитов наблюдается при активации суспензии комбинацией 

адреналина и серотонина или АДФ, при этом снижение концентрации тромбоцитов в суспензии с 

300тыс.кл/мкл до 100тыс.кл/мкл сокращает время дезагрегации в два раза, а при понижении 

температуры предварительной инкубации тромбоцитов с 37 °C до 28 °C время дезагрегации и 

максимум светопропускания повышаются в 3 раза. 

2) Необратимость агрегации тромбоцитов в отсутствие физиологической концентрации 

ионов кальция в суспензии обеспечивается синтезом тромбоксана А2 (6–8 пг/мл в ответ на 5 мкМ 

АДФ) предположительно инициируемым в результате активности фосфолипазы А2γ, вызванной 

опустошением внутриклеточных депо кальция в тромбоцитах. 

3) Разработанная уникальная методика диагностики агрегационной способности 

тромбоцитов основана на регистрации изменения светопропускания суспензии тромбоцитов, 

вызванного 1-3 мкМ АДФ, при физиологической концентрации ионов кальция в среде, при 

температуре проведения измерений +37 °C и стандартизованной концентрации тромбоцитов 

300тыс.кл/мкл.  

4) Разработанная методика диагностики агрегационной способности тромбоцитов 

позволяет выделить группу пациентов с повышенным риском кровопотери во время операции 

трансуретральной резекции простаты по параметру максимальной агрегации тромбоцитов. 
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5) Предложенные параметры агрегации тромбоцитов (максимальная агрегация и индекс 

необратимости) являются чувствительными параметрами для определения восстановления 

функциональности тромбоцитов у пациентов на двойной антитромбоцитарной терапии в течение 

180 дней. 

Практические рекомендации 

1. Пациентам с показаниями к проведению операции трансуретральной резекции простаты 

перед хирургическим вмешательством рекомендуется оценка функциональности тромбоцитов в 

тесте агрегометрии в присутствии физиологической концентрации ионов кальция в суспензии в 

ответ на 1мкМ АДФ. 

2. Пациентам, находящимся на двойной антиагрегантной терапии на протяжении одного 

года, рекомендуется проводить оценку функциональности тромбоцитов в тесте агрегометрии в 

присутствии физиологической концентрации ионов кальция в суспензии в ответ на 1, 2 и 3мкМ 

АДФ, начиная с 30го дня назначения терапии, для выявления восстановления ответа тромбоцитов 

и возможной необходимости эскалации терапии. 

3. Пациентам, у которых наблюдается обратимый характер кривой агрегации в 

классическом тесте агрегометрии в суспензии с цитратом натрия, рекомендуется провести оценку 

функциональности тромбоцитов в тесте агрегометрии в присутствии физиологической 

концентрации ионов кальция в суспензии в ответ на индукторы, на которые наблюдался 

обратимый характер в классическом тесте.  
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ТхА2 – тромбоксан А2; АДФ – аденозиндифосфат; ФСП – флуктуации светопропускания; 

ЧКВ – чрескожное коронарное вмешательство; ОКС – острый коронарный синдром; ДАТТ – 

двойная антитромбоцитарная терапия; БТП – богатая тромбоцитами плазма; ОП – оптическая 

плотность; TRAP–6 (thrombin related activated peptide – 6) – агонист PAR1 рецептора; ВКД – 

внутриклеточные кальциевые депо; iPLA2γ – кальций-независимая фосфолипаза А2γ; СТ – 

суспензия тромбоцитов; SOC (store-operated channels) – депо-управляемые ионные каналы. 


