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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность темы исследования

Формирование гемостатического сгустка при ранениях представляет
собой сложный пространственно-временной процесс, включающий
множество клеток и внеклеточных регуляторных систем. Регуляция гемостаза
и структура сгустков сильно варьируют в зависимости от различных условий:
типа сосуда, типа повреждения, количества поврежденных сосудов.. В
настоящий момент понимание структуры гемостатического сгустка
изменилось. Традиционно рассматриваемый как однородная структура,
гемостатический агрегат, как недавно было показано, включает плотное ядро,
состоящее из активированных тромбоцитов, и жидкую оболочку с
дискоидными тромбоцитами на люминальной стороне повреждения [1]. Более
сложные архитектуры структуры сгустка [2] были предложены для различных
типов повреждений , такие как формирование арко-подобных структур при
повреждение вен, или формирование плотного тромбоцитарного ядра из
активированных тромбоцитов с поверхностью из рыхлых
слабоактивированных тромбоцитов в мелких артериях или артериолах[2;3].
Традиционно большинство исследовательских моделей было сфокусировано
на патологическом тромбозе как артериальном [4;5], так и венозном [6;7]. Что
касается гемостатических моделей, основное внимание уделялось
относительно небольшим проникающим повреждениям сосудов, приводящим
к ранам с чрезвычайно высокими скоростями сдвига потока крови [8], таким
как лазерно-индуцированные [1] или механические [9;10] повреждения.
Однако, в физиологических условиях сочетаются различные типы
повреждений различных сосудов и их калибра. Помимо комплекса
поврежденной сосудистой сети имеется раневой канал, который формирует
зону застоя. Такое комплексное повреждение совмещает различные
реологические условия и реализует все звенья гемостаза. Изучение именно
таких видов повреждений является актуальным направлением в понимании
физиологии гемостаза и тромбоза, а разработка на основе них in vitro тест-
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систем позволит более детально оценивать влияние новых фармакологических
агентов на физиологический гемостаз [11].

Степень разработанности темы
Несмотря на то, что образование сгустков в более крупных травмах, где

несколько сосудов открываются в полость, ранее рассматривалось в двух
экспериментальных моделях, таких как повреждение кожи [12] и повреждение
печени [13], наше понимание того, что происходит в таких ранах ограничено.
Так как в указанных моделях оценивалась лишь кровопотеря, а изучение
свойств сгустка и оценка молекулярной структуры сгустка не производились.
Также не оценивалось влияние различных компонентов свертывания на состав
сгустка. Однако существуют многочисленные экспериментальные системы in
vitro для таких состояний «застойного свертывания крови», которые
предоставили возможности для понимания пространственной регуляции
образования фибринового сгустка [14]. Несмотря на прогресс, современные in
vitro системы не воспроизводят сценарии политравмы с одновременным
повреждением нескольких сосудов, где дисбаланс гемостаза усугубляется
конкуренцией за факторы свертывания и глобальной активацией фибринолиза
[15]. Клинические данные указывают, что при множественных ранениях
потребление факторов свертывания в одном очаге снижает эффективность
гемостаза в других очагах [16]. Существующие микрофлуидные устройства
фокусируются на единичном "очаге повреждения", игнорируя перекрестно-
регуляторные взаимодействия между тромбами [17].

Таким образом, существующие модели не позволяют изучить
формирование сгустков при политравме. Свойства самого сгустка и о то, как
конкуренция за факторы свертывания между очагами влияет на гемостаз, не
изучены. Это обуславливает необходимость создания новых
экспериментальных моделей.

Цель исследования
Анализ особенностей строения гемостатического сгустка при ранениях

с повреждением внутренних органов и биофизических механизмов
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формирования сгустка и разработка микрофлюидной камеры, моделирующей
этот процесс.

Задачи исследования
1. Разработать экспериментальную модель in vivo для исследований

процесса образования гемостатических сгустков в модели с повреждением
внутренних органов, которая бы отвечала следующим требованиям:

a. Детектируемое визуально кровоизлияние после нанесения
повреждения, не приводящее к летальному исходу;

b. Легкодоступность к месту повреждения, позволяющая фиксировать
препарат без изменения структуры гемостатического тромба с помощью
перфузионной фиксации и подготавливать его к морфологическому
исследованию.

2. Проанализировать структуру гемостатического сгустка и динамику
его формирования, а также эволюцию области раны.

3. Изучить биофизические механизмы формирования гемостатического
сгустка и выявить вклад ключевых факторов: клеточного и плазменного
звеньев гемостаза, тромбоцитарной контракции и локального
воспалительного ответа.

4. Разработать платформу для экспериментального моделирования
формирования гемостатического сгустка in vitro при повреждениях
паренхиматозных органов, обеспечивающую:

a. Оценку влияния фармакологических агентов на динамику
свертывания;

b. Воспроизведение двух зон с различными реологическими условиями.
Научная новизна исследования

Исследование является первой работой, изучающей архитектуру и
механизмы гемостатического сгустка при повреждении внутренних органов.
Впервые изучена архитектура гемостатического сгустка при повреждении
почки, изучена динамика его формирования иэволюция области раны,
изменения архитектуры сгустка при ингибировании различных компонентов



7

свертывания. Впервые показаны механизмы формирования тромбоцитарно-
фибриновой пленки (утолщение фибрина и тромбоцитов на поверхности
раны) и роль тромбоцитарной контракции в заживлении ран. Впервые
разработана in vitro платформа для экспериментального моделирования
гемостатического сгустка, обеспечивающая воспроизведение аналогичных
реологических условий, сходных с in vivo моделью.

Теоретическая и практическая значимость работы
В результате выполненного исследования продемонстрирована роль

контракции тромбоцитов в формировании фибриново-тромбоцитарной
пленки и в заживлении ран, что актуально для разработки новых
фармакологических агентов, направленных на преодоление резистентности
патологических тромбов к тромболизису. А также разработана in vitro
платформа, которая может служить для изучения новых фармакологических
ингибиторов тромбоза.

Методология и методы исследования
Диссертационная работа выполнена в несколько этапов с

использованием математических и статистических методов:
1. Анализ опубликованной отечественной и зарубежной литературы,

посвященной данному вопросу.
2. Выбор оптимальной модели in vivo для исследований процесса

образования гемостатических сгустков в модели с повреждением внутренних
органов.

3. Исследование архитектуры и динамики формирования
гемостатического сгустка путем гистологического анализа фиксированных
срезов в различные моменты времени с помощью различных
микроскопических методов.

4. Оценка вклада различных компонентов свертывания в архитектуру и
динамику сгустка.

5. Разработка in vitro платформы, моделирующей аналогичные условия.



8

Основные положения, выносимые на защиту
1. Разработана первая в мире модель in vivo исследования гемостаза при

повреждении внутренних органов.
2. Гемостатический сгусток в модели прокола почки характеризуется

наличием фибриново-тромбоцитарного утолщения в области контакта с
воздухом, а также на границе «ткань–рана».

3. В механизме формирования фибриново-тромбоцитарного утолщения
ведующую роль играет феномен контракции тромбоцитов, который также
нивелирует эффект сужения краев раны.

4. Разработана микрофлуидная камера для воспроизведения in vitro
процесса гемостаза при повреждении органов, включающая две области –
область высоких потоков, воспроизвдящую поврежденные сосуды
реализуемую за счет узкой части камеры, и область застоя, воспроизводящую
просвет раны и реализуемую за счет широкой части камеры.

Личный вклад автора
Автором лично разработан план исследования, осуществлен

аналитический обзор литературных источников и сбор материала по теме
диссертации. Самостоятельно систематизированы и статистически
обработаны полученные в ходе исследования данные. Все научные выводы,
представленные в диссертации, получены автором лично. Публикации по теме
диссертации подготовлены в коллегиальном соавторстве.

Степень достоверности исследования
Достоверность результатов исследования подтверждается достаточным

объемом материала и применением современных методов исследования.
Анализ и интерпретация полученных результатов проведены с
использованием математических методов и методов статистического анализа.
Научные положения, выводы и рекомендации диссертационной работы
основаны на фактических данных, представленных в приведённых таблицах
и рисунках, анализ которых проведен с использованием статистических
методов.
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Апробация материалов диссертации
Основные результаты диссертационной работы были представлены на

следующих всероссийских и международных конференциях: Российский
Форум по Тромбозу и Гемостазу 2024 (Москва, Россия), 69TH ANNUAL
MEETING OF THE SOCIETY OF THROMBOSIS AND HAEMOSTASIS
RESEARCH (Лозанна, Швейцария), а также регулярно обсуждались на
семинарах лаборатории клеточного гемостаза и тромбоза ФГБУ «НМИЦ
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России в 2019–2025 гг.

Публикации по теме диссертации
По теме диссертационного исследования опубликовано 5 научных работ,

в том числе 2 тезисов в сборниках трудов всероссийских и международных
конференций и 3 статьи в изданиях, в том числе рекомендованных ВАК при
Минобрнауки России для публикации основных результатов
диссертационных исследований

Объем и структура диссертации
Диссертация изложена на 112 страницах машинописного текста,

содержит 49 рисунков. Работа состоит из введения, 3 глав, обсуждение,
выводов, практических рекомендаций, списков сокращений, списка
литературы, благодарностей. Список литературы включает 120 источников,
из них отечественных работ – 8 зарубежных – 112.
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Физиология системы гемостаза

Гемостаз представляет собой сложную физиологическую систему,
интегрирующую свертывание крови (коагуляционный каскад) и
тромбоцитарное звено, основной функцией которой является остановка
кровотечений при повреждении сосудов [18]. Эта система поддерживает
динамический баланс между прокоагулянтными (обеспечивающими
тромбообразование), антикоагулянтными (предотвращающими спонтанное
свертывание) и фибринолитическими (растворяющими тромбы)
механизмами, что критически важно для жизнедеятельности организма [19].
Помимо ключевой роли в остановке кровотечения, компоненты системы
гемостаза непосредственно участвуют в последующем заживлении ран. Так,
фибриновый матрикс, формируемый в процессе гемостаза, служит каркасом
для регенерации тканей [20], а тромбоциты секретируют факторы роста
(PDGF, VEGF), стимулирующие ангиогенез и пролиферацию клеток [21].
Гемостаз также регулирует воспалительные процессы через активацию
тромбоцитарных TLR-рецепторов при инфекциях [22], при этом продукты
деградации фибрина действуют как хемоаттрактанты для лейкоцитов [23].

Обратной стороной гемостаза является патологический тромбоз.
Тромбоз остается одной из основных причин смертности населения, составляя
до 25% летальных исходов [24]. Несмотря на развитие фармакологии,
современные антитромботические препараты (антикоагулянты,
антиагреганты) не обладают селективностью: они подавляют патологическое
тромбообразование, но одновременно повышают риск кровотечений [25].
Например, терапия прямыми ингибиторами тромбина снижает частоту
тромбозов, но увеличивает риск тяжелых геморрагий на 40% [26].

1.2. Структурная организация системы гемостаза
Система гемостаза структурно организована в два функционально

взаимосвязанных звена, обеспечивающих формирование стабильного сгустка
[19]. Плазменное (коагуляционное) звено представляет собой строго
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регулируемый каскад протеолитических реакций, где последовательная
активация зимогенов завершается превращением растворимого фибриногена
в нерастворимые фибриновые полимеры, образующие трехмерную сеть,
стабилизирующую тромбоцитарный агрегат [27]. Клеточное звено
реализуется преимущественно через тромбоциты, которые при активации
формируют первичный гемостатический барьер посредством адгезии к
обнаженному субэндотелию (через рецепторы GPIb-IX-V и интегрин α2β1) и
последующей агрегации (с участием GPIIb/IIIa и фибриногена) [28].
Критическое взаимодействие этих систем проявляется в экспозиции
фосфатидилсерина на мембранах активированных тромбоцитов, создающей
анионную поверхность для сборки коагуляционных комплексов
(протромбиназы, теназы), что увеличивает локальную скорость генерации
тромбина в 105 раз по сравнению с жидкой фазой [29]. Тромбин играет
центральную роль в активации тромбоцитов, осуществляемой
преимущественно через протеаз-активированные рецепторы (PAR) на
мембране тромбоцитов. [21]. При этом активация тромбоцитов приводит к
секреции α-гранул, которые содержат фактор Виллебранда (vWF),
фибриноген, фактор V и фактор XIII [31]. Таким образом оба компонента
многогранно усиливают и поддерживают друг друга.

Инициация коагуляционного каскада происходит через два
взаимодополняющих механизма, интегрированных с клеточными ответами
[32]. Внешний путь запускается комплексом тканевого фактора (TF) и фактора
VIIa, экспонируемый на поврежденных эндотелиальными клетками,
гладкомышечными клетками или активированными моноцитами при
системном воспалении [33]. Внутренний (контактный) путь активируется при
связывании фактора XII (FXII) с отрицательно заряженными
биоповерхностями (коллагеном, полифосфатами, внеклеточной ДНК,
бактериальными липополисахаридами), что приводит к последовательной
активации факторов XI, IX и VIII [34].При этом внешний путь (TF-
зависимый) является доминирующим механизмом инициации свертывания in
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vivo. Он активируется сразу после повреждения сосуда и обеспечивает
быстрое образование тромбина. Когда как контактный путь служит
дополнительным усилителем коагуляции, особенно в условиях
воспалительных процессов, когда в кровоток попадают отрицательно
заряженные биополимеры (ДНК, полифосфаты) [35;36]. Оба пути
конвергируют на активации фактора X, который в комплексе с фактором Va,
ионами Ca²⁺ и фосфолипидами формирует протромбиназу — ключевой
фермент, превращающий протромбин в тромбин [37]. Последний не только
катализирует превращение фибриногена в фибрин, но и активирует фактор
XIII, стабилизирующий фибриновый сгусток поперечными ковалентными
связями [38].

Каскад свертывания функционирует не как линейная
последовательность, а как как каскад, оплетенный положительными
обратными связями [14]. Тромбин, генерируемый на начальных этапах (≤1%
от общего количества), выполняет регуляторную функцию, активируя
факторы V, VIII и XI [38]. FVa усиливает активность протромбиназы,
увеличивая скорость превращения протромбина в тромбин [26]; FVIIIa в
составе теназного комплекса (FIXa–FVIIIa) ускоряет активацию FX в 200 000
раз [27]; FXIa дополнительно активирует FIX, создавая альтернативный путь
усиления, независимый от FVIII [39]. Эти механизмы обеспечивают взрывной
характер тромбинообразования: 97% тромбина генерируется в течение 6%
общего времени свертывания [26]. Дополнительное усиление происходит за
счет микровезикул, несущих TF и фосфатидилсерин, которые увеличивают
каталитическую поверхность [40]. Тромбоцитарное звено обеспечивает не
только механическую окклюзию дефекта, но и пространственную
организацию свертывания [41]. При активации коллагеном или тромбином
тромбоциты претерпевают кальций-зависимое изменение формы с
обнажением прокоагулянтных фосфолипидов и секрецией гранул [42]. АДФ
и тромбоксан A₂ (TXA₂) из δ-гранул усиливают агрегацию и привлечение
новых тромбоцитов, тогда как факторы роста (PDGF, TGF-β) из α-гранул
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стимулируют репарацию тканей [31]. Локализация прокоагулянтных
тромбоцитов на периферии сгустка и тромбоцитов, активированных по P-
селектину, в его центре создает градиент тромбина. Этот градиент определяет
пространственную организацию роста фибриновых волокон, которые,
формируясь преимущественно на периферии, радиально пронизывают
структуру сгустка. В результате образуется гетерогенная структура с плотным
тромбоцитарным ядром и фибриновой оболочкой. [43]. Такая архитектура
повышает устойчивость к фибринолизу: толщина периферических
фибриновых волокон достигает 120–200 нм (против 50–80 нм в центре), а
плотность поперечных сшивок увеличивается на 40% [44].

1.3. Морфофункциональные особенности тромбоцитов
Тромбоциты, представляющие собой безъядерные клеточные

фрагменты диаметром 2–4 мкм, образуются в костном мозге через
фрагментацию цитоплазмы мегакариоцитов и выполняют центральную роль
в первичном гемостазе [45]. Их уникальная ультраструктура включает три
взаимосвязанные системы, определяющие функциональную пластичность.
Открытая канальцевая система (ОКС), формируемая инвагинациями
плазматической мембраны, увеличивает поверхность клетки в 7–8 раз и
служит каналом для экзоцитоза гранулярного содержимого, одновременно
обеспечивая быстрое поступление внеклеточного кальция при активации [46].
Плотная тубулярная система (ПТС) функционирует как специализированное
депо ионов Ca²⁺, содержащее 60–80% внутриклеточного кальция, который
высвобождается через рианодиновые рецепторы (RyR2) при стимуляции
коллагеном или тромбином, инициируя кальций-зависимую реорганизацию
цитоскелета [42]. Гранулярный аппарат представлен тремя типами везикул: α-
гранулы (50–80 на клетку) хранят фибриноген, фактор Виллебранда и факторы
роста [31]; δ-гранулы (3–8 на клетку) концентрируют АДФ, серотонин и ионы
кальция [47]; λ-гранулы содержат гидролитические ферменты, участвующие
в ремоделировании матрикса [48].
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1.4. Влияние геометрии повреждения на гемостаз
Геометрия сосудистого дефекта — включая размер, форму, глубину и

локализацию — является критическим фактором, определяющим, какие
звенья гемостаза будут активированы и как будет формироваться тромб [49].
Эта зависимость обусловлена влиянием геометрических параметров на
локальную гемодинамику крови, экспозицию прокоагулянтных поверхностей
и транспорт плазменных факторов [50].

Размер повреждения напрямую диктует доминирующий механизм
гемостаза. При микроповреждениях (1100 мкм), характерных для капилляров
паренхиматозных органов, экстремально высокие скорости сдвига (>5000 с⁻¹)
создают условия, при которых плазменные факторы свертывания интенсивно
вымываются из очага, делая коагуляционный каскад неэффективным [50]. В
этих условиях ключевую роль играет тромбоцитарное звено: фактор
Виллебранда (vWF) формирует протяженные филаменты, которые
связываются с рецептором GPIb на мембране тромбоцитов, обеспечивая их
адгезию и формирование нестабилизированной фибринового сгустка [52].
Напротив, при макроповреждениях (>100 мкм) низкие скорости сдвига (<500
с⁻¹) позволяют факторам свертывания оставаться в зоне повреждения, что
приводит к доминированию коагуляционного звена [49]. Экспозиция TF из
поврежденных клеток запускает внешний путь, а контакт крови с
отрицательно заряженным коллагеном активирует FXII внутреннего пути
[34].

Форма дефекта модулирует характер кровотока, влияя на распределение
тромбоцитов и фибрина. Щелевидные повреждения поддерживают
ламинарный поток, который ограничивает адгезию тромбоцитов
преимущественно центральными зонами раны, способствуя формированию
фибрин-доминантного сгустка [50]. В кратерообразных дефектах
турбулентный поток усиливает привлечение тромбоцитов на периферию
повреждения, создавая комбинированную структуру: тромбоцитарный агрегат
в краевых зонах с последующей фибриновой стабилизацией [94].
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Локализация повреждения определяет гемодинамический профиль и
состав тромба. В артериях высокие скорости сдвига (>1500 с⁻¹) инициируют
vWF-зависимую адгезию тромбоцитов через GPIb, формируя тромб,
обогащенный тромбоцитами ("белый тромб") [53]. В венозной системе низкий
сдвиг (<200 с⁻¹) и стаз крови активируют контактный путь (FXII) и
способствуют захвату эритроцитов фибриновой сетью, что ведет к
образованию "красного тромба" [54]. Современные исследования методом
масс-спектрометрии подтверждают различия в белковом составе
артериальных и венозных тромбов: первые обогащены тромбоцитарными
факторами (фибриноген, фактор Виллебранда), вторые — плазменными
белками острой фазы (фибриноген, фибронектин) [55].

Глубина повреждения регулирует доступ к прокоагулянтным
поверхностям. Поверхностные дефекты, обнажающие только коллаген,
активируют преимущественно тромбоцитарный рецептор GPVI и внутренний
путь коагуляции через FXII [34]. Глубокие травмы, достигающие TF-
вырабатывающих клеток (фибробластов, гладкомышечных клеток),
запускают TF-FVIIa-опосредованный внешний путь, который доминирует в
инициации массивного тромбообразования [56].

1.4. Эволюция представлений о структуре тромба
Историческая ретроспектива понимания структуры гемостатического

сгустка отражает прогресс технологий визуализации. В начале XX века
гемостатический сгусток рассматривался как аморфная гомогенная масса, где
тромбоциты и фибрин равномерно перемешаны с эритроцитами, что
базировалось на возможностях световой микроскопии, не позволявшей
различить ультраструктуру. Переломным моментом стало внедрение
электронной микроскопии в 1950-х годах, выявившей фибриллярную природу
фибрина: сгусток предстал как сеть переплетенных волокон толщиной 50–250
нм, в которую вкраплены клеточные элементы; однако эти статические срезы
не объясняли функциональную гетерогенность тромба [57].
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Концепция «ядро-оболочка», доминировавшая в 1960–1990-х годах,
сформировалась благодаря исследованиям на проточных камерах, которые
продемонстрировали, что при артериальных скоростях сдвига (>1000 с⁻¹)
тромб формирует слоистую структуру. Плотное тромбоцитарное ядро,
стабилизированное фибрином, окружено рыхлым фибриновым каркасом с
захваченными эритроцитами [58].

Революция в исследованиях произошла с внедрением конфокальной
микроскопии в 2000-х годах, позволившей проводить визуализацию живых
тромбов в реальном времени. Эти работы выявили ключевую роль
прокоагулянтных тромбоцитов в пространственной организации сгустка:
клетки, экспонирующие фосфатидилсерин, мигрируют к периферии со
скоростью 0.5—2 мкм/мин, формируя каталитическую поверхность для
генерации тромбина [1]. Двухфотонная интравитальная микроскопия
позволила в реальном времени отслеживать взаимодействие тромбоцитов,
фибрина и лейкоцитов в формирующемся тромбе, выявив волновой характер
активации тромбоцитов [59].

Современная парадигма, сформированная в 2010-х годах, описывает
сгусток как динамическую 4D-систему (трехмерное пространство + время),
где ключевую роль играют обратные связи между клеточными и
биофизическими компонентами. Микрожидкостные технологии и
математическое моделирование раскрыли три фундаментальных процесса:

 Клеточная рекрутизация: тромбоциты адгезируют по
краям дефекта, формируя первичный барьер и снижая скорость потока
для полимеризации фибрина [60].

 Механическая сигнализация: сжатие сгустка
актомиозином тромбоцитов (сила до 10 нН/клетку) уплотняет
фибриновую сеть на 40%, повышая устойчивость к лизису [61].
Транспортная регуляция: пористость фибрина (4×10⁻¹¹ – 4×10⁻⁹ см²)
контролирует диффузию тромбина, ограничивая его распространение в
плотном ядре и усиливая в рыхлой периферии [43,62].
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Клинические импликации этих открытий объясняют ключевые
проблемы терапии. Утолщенные периферические фибриновые волокна
демонстрируют повышенную устойчивость к плазмину, что объясняет
неэффективность тромболизиса при инсультах [63]. Тромбы при
ишемическом инсульте характеризуются наличием плотной фибриновой
оболочки, которая снижает эффективность тромболизиса на 40–60% по
сравнению с центральными зонами [63].

1.5. Моделирование артериального тромбоза in vivo
Моделирование артериального тромбоза in vivo прошло сложную

эволюцию, отражающую прогресс в понимании патофизиологии и
технологических возможностей [64]. Ранние хирургические модели,
доминировавшие в 1940–1970-х годах, основывались на механической
неполной окклюзии сосудов лигатурой или абразивной денудации эндотелия
баллонными катетерами [65]. Эти методы вызывали предсказуемое
формирование "белого тромба" в первые 60 минут за счет адгезии
тромбоцитов к обнаженному коллагену с последующей стабилизацией
фибриновой сетью через 24–48 часов (Рисунок 1) [65]. Главными
преимуществами были высокая воспроизводимость окклюзии и низкая
стоимость; однако существенные недостатки включали травматичность
процедур с риском перфорации сосудов и отсутствие патогенетического
сходства со спонтанным атеротромбозом у человека [64].
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Рисунок 1. А–Б Микрофотографии сонных артерий мыши после денудации.
(А) Показана нормальная необработанная сонная артерия без
гладкомышечных клеток в интиме. (Б) Сонная артерия через 2 дня после
денудации. Стрелкой указана потеря некоторых гладкомышечных клеток в
медии под внутренней эластичной мембраной.Увеличение 400х.
Сканирующая электронная микрофотография сонной артерии мыши через 30
минут после денудации. Была достигнута полная денудация эндотелия, и
монослой тромбоцитов покрывал субэндотелиальный матрикс. Масштаб
(правый нижний угол) соответствует 10 мкм.[65]

В 1980–2000-х годах химические модели с использованием хлорида
железа (FeCl₃) совершили прорыв за счет дозируемого повреждения эндотелия
[4]. Локализованное нанесение 10–40% FeCl₃ индуцировало окислительный
стресс и апоптоз эндотелиальных клеток, приводя к обнажению субэндотелия
(Рисунок 2) [66]. На модели сонной артерии мыши динамика
тромбообразования включала: активацию тромбоцитов через GPIb-IX-V и
GPVI в первые 5 минут, формирование фибриновой сети к 10–15 минутам с
падением кровотока на 50% и полную окклюзию к 20–30 минутам [67].
Ключевым преимуществом стала возможность регулировать глубину
повреждения концентрацией реагента, что сделало модель идеальной для
скрининга антиагрегантов (аспирин) и антикоагулянтов (гепарин) [68]. Однако
системная токсичность FeCl₃, проявлявшаяся гемолизом и периваскулярным
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воспалением, а также артефакты от отложений железа при микроскопии,
ограничивали её применение [69].

Рисунок 2. (А) Процесс выделения сонной артерии мыши, зеленая стрелка
черная подложка, для поглощения фонового света при микроскопии, синяя
стрелка – сонная артерия. (Б) Наложения фильтровальной бумаги, смоченной
раствором fecl3, зеленая стрелка – сонная артерия, синяя стрелка –
фильтрованная бумага. (В) Интравитальная микроскопия рост сгустка. Белым
подсвечен сгусток (окраска DIOC6), по оси х выделено съемка сгустка на n-
минуте [66].

Следующим этапом стали фотохимические модели 2010-х годов,
основанные на фотодинамическом воздействии [5]. Инъекция
фотосенсибилизатора последующим лазерным облучением генерировала
синглетный кислород, вызывающий селективное повреждение эндотелия
(схематичное описание процедуры представлено на рисунке 3) [70]. На модели
вен сетчатки кролика наблюдалась характерная динамика: сосудистый спазм
и дилатация через 30 минут, пик фибриново-тромбоцитарного тромбоза к 24
часам и атрофия стенки сосуда к 7–14 суткам [71]. Основное преимущество
данной модели характеризовалось высокой воспроизводимостью,
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неинвазивностью процедуры, однако, модель имела основной недостаток:
невозможность вызвать тромбоз в единичном сосуде, так как активация
фотосенсибилизатора происходит во всей зоне облучения [70].

Рисунок 3. Схематическое изображение фототромбоза в модели инсульта
мыши. (А) Разрез кожи головы мыши, с освобождением черепа,
парентеральное введение фотосенсибилизатора. (Б) Облучение области
интереса лазером. (В) Активация фотосенсибилизатора (розовый треугольник)
с формированием синглетных форм кислорода, приводящих к повреждению
эндотелия и тромбозу. (Г) Макропрепарат мозга мыши в модели
фототромбоза, визуализируется четко отграниченная округлая зона
белесоватого цвета, соответствующая ишемическому очагу, вызванному
тромботической окклюзией.[70]

1.6. Моделирование венозного тромбоза in vivo
Венозный тромбоз, характеризующийся преобладанием фибрин-

эритроцитарных тромбов ("красных тромбов"), развивается под
действием триады Вирхова: стаза крови, гиперкоагуляции и повреждения
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эндотелия [55]. Эволюция экспериментальных моделей отражает углубление
понимания этих механизмов.

Ранние хирургические модели (1950–1980-е гг.), такие как лигированиеа
нижней полой вены (НПВ), индуцировали тромбоз за 24–48 часов. Основным
механизмом тромбоза в данных моделях являлся искусственный стаз крови и
последующая активация фактора XII (Рисунок 4) [72].

Рисунок 4. (А) Cхематическое изображение модели. Для воспроизведения
модели производилось лигировние НПВ перед отхождением почечных вен
[73].(Б) Трансмиссивная электронная микроскопия сгустка, полученного в
данной модели. Сгусток представлен множеством эритроцитов, упакованных
в фибриновую сеть с единичными тромбоцитарными агрегатами [72].

Модификация по Картеру с введением тромбина ускоряла коагуляцию,
но критика сохранялась из-за нефизиологичной полной окклюзии, не
соответствующей частичной обструкции при клиническом тромбозе глубоких
вен (ТГВ) [74].

Модели "стаз + гиперкоагуляция" комбинировали стеноз НПВ
(снижение кровотока на 90% без окклюзии) с введением прокоагулянтов
(тканевый фактор, фосфолипиды), воспроизводя триаду Вирхова [72; 75].
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Модели свободнорадикального тромбоза вен достигаются либо путем
нанесения хлорида железа на поверхность вены, либо путем
электролитического воздействия свободных радикалов с использованием
безвредного постоянного тока для осаждения катионов металлов (ионов
железа) на вене или внутри нее.[76]. Схематично данная модель выполняется
следующим образом (Рисунок 5)

Рисунок 5. (А) Схематическое изображение анатомического комплекса НПВ
(IVC) и аорты (aorta) на рисунке можно увидеть положение медного провода,
обернутого вокруг иглы (wire), с помощью которого производится индукция
тромбоза. (Б) Снимок ультразвукового исследования, проведённого у мыши
через 2 дня после индукции тромбоза, синим отмечена НПВ, на левом крае
отмечается отсутствие кровотока, соответствующее тромбу (Т). (В)
макроперпарат извлеченного сгустка.[76]

Модель эндотоксин-индуцированного тромбоза (введение
липополисахарида (ЛПС)) воспроизводит нейтрофильные внеклеточные
ловушки (NET)-зависимый тромбогенез:

 Адгезия нейтрофилов к эндотелию через 2 часа
 Выброс нейтрофильных внеклеточных ловушек через 6

часов [77]



23

 Формирование фибрин-NET-тромба к 24 часам [7]
Эта модель имитирует тромбоз при сепсисе, где NETs служат каркасом

для фибрина и эритроцитов [78].
1.7. Модели гемостаза in vivo

Модели in vivo, воспроизводящие естественные условия кровотечения,
остаются золотым стандартом благодаря учету взаимодействия эндотелия,
тромбоцитов, плазменных факторов и нейрогуморальной регуляции [79].

Модель хвостового кровотечения у грызунов, где ампутация
дистального фрагмента хвоста (диаметр 1–2 мм) позволяет измерять время
хвостового кровотечения (ВХВ) и объем кровопотери, высокочувствительна
к дефектам тромбоцитарного звена [80]. ВХВ увеличивается с 1–3 минут
(норма) до 8–10 минут при дефиците GPIb или терапии гепарином [81].
Современные модификации с ранением одной хвостовой вены снижают
вариабельность результатов за счет стандартизации повреждения [82].
Рисунок 6 демонстрирует схематическое изображение одной из модификаций
хвостового кровотечения.

Рисунок 6. Схема модели хвостового кровотечения. Инициального с помощью
скальпеля отрезается кончик хвоста, далее хвост погружается в раствор NaCl
0,9% температурой 37 С. Далее оценивается время кровотечения. По
окончанию определяется объем кровотечения. [83]

Модель паренхиматозного кровотечения печени является единственной
моделью изучающий гемостаз в паренхиматозных органах. В модели
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наносится разрез хирургическим скальпелем с удалением одной или двух
долей. Такое обильное кровотечение приводит к быстрому развитию
геморрагического шока и дальнейшего летального исхода (Рисунок 7) [13].

Рисунок 7. Модель травмы печени. (А) Cхема удаления доли печени сниний
прерывистая линия показывает разделяющая удаляемую долю (красный
прямоугольник) от оставшейся. (Б) Флуоресцентная микроскопия post-mortum
поврежденной печени. Синяя окраска – ядра. Зеленая окраска – тромбоциты.
Отмечается наличие минимального тромба в центральной лобулярной вене
[13].

По мимо этой модели существовали другие модели неконтролируемого
кровотечения животных, такие как панч повреждение печени, пресечение
селезенки, пересечением сосудов брызжейки [84]. Основным предметом
изучения в этих моделях являлся геморрагический шок животных и оценка
влияния гемостатиков на выживание и объема кровопотери в данных моделях.
[85]

Отдельно стоит отметить модели микроциркуляторного гемостаза
кремасторных артериол мыши. В данных моделях путем пересчечения одной
или нескольких артериол с последующей интравитальной микроскопией
гемостаза (Рисунок 8). Визуализация микроциркуляции в кремастерной
мышце с лазерным повреждением артериол демонстрирует влияние
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гемодинамики: при сдвиге >1500 с⁻¹ агрегация тромбоцитов ускоряется в 5
раз по сравнению с венулярным потоком (<200 с⁻¹) [2]. Метод выявляет роль
эритроцитов в радиальном транспорте тромбоцитов к стенке сосуда [60].

Рисунок 8. Интравитальная микроскопия гемостатического сгустка при
повреждении кремастерной артериолы через 5 минут после нанесения
ранения. Зеленая окраска – фибрин. Синяя окраска – тромбоциты. Красная
окраска – P-селектин. [2]

1.8. In vitro модели гемостаза
Классические in vitro модели гемостаза базируются на анализе плазмы

или цельной крови в условиях отсутствия потока, где ключевыми параметрами
являются время формирования фибринового сгустка и его прочность [87].
Тесты активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ) и
протромбинового времени (ПВ) воспроизводят лишь начальные этапы
коагуляционного каскада, игнорируя влияние сдвиговых сил и клеточных
взаимодействий [88]. Эти методы, несмотря на стандартизацию в клинической
практике, не отражают пространственную динамику тромбообразования in
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vivo, где гемодинамика определяет морфологию и стабильность тромба [89].
Ограничения статических систем особенно очевидны при моделировании
повреждений паренхиматозных органов, где турбулентный поток и
вариабельный гематокрит критически влияют на кинетику гемостаза [15].

Прорывом в in vitro диагностике стали технологии, учитывающие
реологические параметры, такие как тромбоэластография (ТЭГ),
оценивающая эластичность сгустка под воздействием вращательного
напряжения и имитирующая низкоинтенсивный венозный поток (50–100 с⁻¹),
но не воссоздающая артериальные условия высокого сдвига (>500 с⁻¹)
[90].Другим методом оценки пространственного роста сгустка является
тромбодинамика, разработанная под руководством Ф.И. Атауллаханова,
представляет собой метод визуализации роста фибринового сгустка от
локализованного активатора тканевого фактора в тонком слое плазмы без
перемешивания [87]. Этот подход фиксирует пространственную
неоднородность свертывания, регистрируя время задержки (лаг-фаза до
начала роста сгустка), скорость роста и наличие спонтанных тромбов вдали от
активатора [91]. Чувствительность тромбодинамики к гиперкоагуляции
доказана в онкологии и хирургии, где она выявляет риски тромбозов раньше
стандартных тестов [92]. Однако метод имеет ограничения: отсутствие
моделирования эндотелия, невозможность воспроизведения сил сдвига >200
с⁻¹, упрощенная геометрия каналов [91].

Микрофлуидные технологии совершили революцию, интегрировав
гемодинамику в in vitro модели через устройства с каналами шириной 10–500
мкм, воспроизводящие артериальный, венозный и капиллярный кровоток при
регулируемой скорости сдвига (20–10 000 с⁻¹) и объемах крови ≤100 мкл [93].
Покрытие протромботических субстратов (коллаген, фактор Виллебранда) на
стенках каналов позволяет изучать адгезию тромбоцитов в условиях, близких
к повреждению эндотелия, где коллагеновые паттерны размером >50 мкм
критичны для стабильной адгезии при сдвиге >300 с⁻¹ [94]. Микрофлуидные
камеры со стенозированными участками генерируют зоны турбулентности и
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ускоренного сдвига (до 9000 с⁻¹), формируя тромбы, обогащенные фибрином
и тромбоцитами, аналогичные артериальным тромбам при атеросклерозе [89].
Такие системы, интегрированные в экстракорпоральный контур,
регистрируют изменения коагуляции при сепсисе c большей
чувствительностью чем при использовании АЧТВ, время свертывания [51].
Микрофлуидные платформы также измеряют ингибирующее действие
препаратов в реальном времени; например, дозозависимый эффект анти-
GPIIb/IIIa агентов визуализируется через снижение скорости окклюзии
каналов [96].

1.9. Моделирование политравмы
Несмотря на прогресс, современные in vitro системы не воспроизводят

сценарии политравмы с одновременным повреждением нескольких сосудов,
где дисбаланс гемостаза усугубляется конкуренцией за факторы свертывания
и глобальной активацией фибринолиза [15]. Клинические данные указывают,
что при множественных ранениях потребление факторов свертывания в одном
очаге снижает эффективность гемостаза в других [16]. Существующие
микрожидкостные устройства фокусируются на единичном "очаге
повреждения", игнорируя перекрестно-регуляторные взаимодействия между
тромбами [17]. Технические сложности создания мультифокальных моделей
включают необходимость параллельных каналов с независимым контролем
сдвига, систем доставки агонистов и интеграции эндотелиальных клеток.
Пионерская работа Gutierrez et al. с 8-канальным устройством демонстрирует
потенциал технологии, но не решает проблему межтромбозной
коммуникации, канал представляет собой разобщенные канала без
формирования единой полости, таким образом не формируетсяс общей
крупной полости застоя [97].

Эволюция in vitro моделей от статических тестов к биоподобным
микрожидкостным системам позволила приблизить изучение гемостаза к
физиологическим условиям. Однако для полного понимания системных
эффектов при политравме требуются устройства, имитирующие
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множественные взаимодействующие очаги повреждения [98]. Разработка
таких моделей станет ключом к персонализированной коррекции
коагулопатий у пациентов с комбинированными ранениями [14].

1.10. Заключение
Современная клеточная теория гемостаза подчеркивает ведущую роль

тромбоцитов и эндотелия в пространственно-временной организации
коагуляции [99]. Интеграция данных in vivo и in vitro моделей раскрывает
сложную динамику тромбообразования, где геометрия повреждения,
гемодинамика и клеточная биология определяют архитектуру сгустка и
эффективность терапии. Дальнейшее изучения механизмов гемостаза при
сложных мультифокальных повреждениях позволит более точно
моделировать систему гемостаза и оптимизировать лечения тромбоза и
кровотечений.
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Глава 2 Материалы и методы
2.1. Этическое одобрение и нормативная база

Все экспериментальные процедуры с участием животных выполнены в
строгом соответствии с международными, национальными и
институциональными нормами гуманного обращения с лабораторными
животными. Основой методологии послужили следующие нормативные
документы: Протокол № 2/1-23 Этического комитета Центра теоретических
проблем физико-химической фармакологии Российской академии наук,
утверждённый 12.03.2018; Директива Европейского Союза 2010/63/EU "По
охране животных, используемых в научных целях" (включая Приложения
III–VI); Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации №
199н от 1 апреля 2016 года "Об утверждении Правил надлежащей
лабораторной практики"; Стандарт ГОСТ Р 53434-2009 "Принципы
надлежащей лабораторной практики" (адаптированный к ISO/IEC
17025:2017); а также рекомендации ARRIVE 2.0 (Animal Research: Reporting
of In Vivo Experiments).

Принципы 3R (Replacement, Reduction, Refinement) реализованы через
комплекс мер. Замена экспериментов на животных достигалась
использованием in vitro моделей модели проточной камеры и применением
математического моделирования гидродинамики сгустка в среде COMSOL
Multiphysics с целью минимизации пилотных опытов. Сокращение числа
животных обеспечивалось расчётом минимальной выборки в программе
G*Power 3.1 с гарантией статистической мощности >80% при α=0.05 и β=0.2,
а также многоуровневым дизайном забора биоматериала (исследования
нескольких гистологических образцов от одного животного).
Усовершенствование протоколов включало двухуровневую анестезию:
мышам внутримышечно вводили комбинацию золетила-100 и дексдомитора
в дозах 40 мг/кг и 0.05 мг/кг соответственно, что позволяло достичь глубокой
анестезии и уменьшить болезненность процедуры и последующей эвтаназии.
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2.2. Животные и содержание животных
Исследование выполнено на 120 беспородных мышах линии Balb/C (Mus

musculus) обоего пола, полученных из аккредитованного питомника (НПП
«Питомник лабораторных животных» ФИБХ РАН, Пущино, Россия) на базе
ЦТП ФХФ РАН. Возрастной диапазон на момент начала экспериментов
составлял от 6 до 12 недель при массе тела 18–22 грамма. Условия содержания
соответствовали требованиям Приказа Минздрава РФ № 199н и ГОСТ Р
53434-2009. Животные размещались в изолированных вентилируемых клетках
IVS производства Tecniplast (Италия) размером 365×207×140 мм,
обеспечивающих минимальную площадь на особь 80 см². Микроклимат
контролировался автоматизированной системой: температура воздуха 23  C
± 0.5  C, относительная влажность 60 ± 3%, воздухообмен 15 циклов в час.
Освещение регулировалось строгим 12-часовым циклом (световая фаза: 08:00
– 20:00, освещенность 300 люкс; темновая фаза: <5 люкс) с использованием
программируемого таймера. Уровень шума не превышал 55 дБ.
Диетологический протокол включал использование гранулированного
полнорационного комбикорма со стандартизированным составом: белок
23.1%, жиры 5.6%, клетчатка 4.5%, зола 6.1%, влажность ≤10%. Каждая партия
корма сопровождалась сертификатом анализа на микотоксины с
подтверждением содержания афлатоксина В1 <2 мкг/кг. Режим кормления
предусматривал свободный доступ к корму и воде при ежедневном контроле
наполнения кормушек и поилок.

Адаптационный период длился семь суток в карантинной зоне вивария.
Ежедневно проводили клинический осмотр с регистрацией массы тела на
аналитических весах (точность ± 0,01 грамм), потребления корма и воды,
оценкой поведения по шкале Welfare Quality®. На третий день карантина
выполняли антигельминтизацию ивермектином в дозе 0,2 мг на килограмм
массы перорально.

Обогащение среды включало три компонента. Физическое обогащение
обеспечивали бумажными тоннелями, древесной стружкой. Пищевое
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разнообразие достигалось добавлением зернового корма. Социальный аспект
поддерживали групповым содержанием (пять особей на клетку) с сохранением
сложившихся иерархических структур.

2.3. Степень тяжести процедуры , конченая гуманная точка
Степень тяжести процедуры была оценена в соответствии с Директивой

2010/63/EU Европейского парламента и совета Европейского союз по охране
животных, как без выхода из наркоза.

Методом обезболивания на период процедуры выбран общая анестезия
внутримышечной инъекцией комбинации Золетил-100 (Virbac Sante Animale,
Франция) в 47 мг/кг и Дексдомитора (Orion Pharma, Финляндия; партия) в 0,05
мг/кг. Контроль боли осуществлялся путем вызывания глубоких и
поверхностных рефлексов каждые 10 минут. Эксперимент начинался при
отсутвие как глуюоких так и поверхностных сухожильных рефлексов.

Гуманная конечная точка определялась либо при нарушении техники
эксперимента, либо при выраженных гемодинамических нарушениях
проявляющиеся появлением агонального дыхания.

Процедура эвтаназии соответствовала Директиве Annex IV 2010/63/EU.
Первичным методом эвтаназии выбрана цервикальная дислокация под
глубокой анестезией (комбинация золетил/декcдомидор). Смерть
верифицировалась по трём критериям: отсутствию роговичного и болевого
рефлексов, остановке сердечной деятельности. Вторичным методом являлась
механическая декапитация животного.

2.4. Экспериментальные модели повреждения органов
Предварительный скрининг моделей гемостаза включал оценку трёх

типов повреждений паренхиматозных органов.
Модель прокола печени исследовали на 5 мышах. После индукции

анестезии внутримышечной инъекцией комбинации Золетил-100 (Virbac Sante
Animale, Франция) в 47 мг/кг и Дексдомитора (Orion Pharma, Финляндия;
партия) в 0,05 мг/кг выполняли срединную лапаротомию длиной полтора
сантиметра. Локализовав левую латеральную долю печени, наносили
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стандартизированный прокол биопсийной ручкой EMS-Core Sampling Tool
Type 750 мкм (Electron Microscopy Sciences, США; каталожный № 50-192-
7734) на глубину 1,5 мм. Гистологическую обработку проводили с окраской
гематоксилин-эозином (реактивы Biovitrum, Россия) и
иммунофлуоресцентной детекцией фибриногена (поликлональные антитела
Dako A0080, разведение 1 к 100) и тромбоцитарного маркера CD41
(моноклональные антитела Invitrogen, разведение 1 к 200).

Модель повреждения кожи исследовали на 5 животных. После
депиляции дорсальной поверхности бедра кожу фиксировали пинцетом и
наносили сквозной прокол тем же инструментом до мышечной фасции с
последующей экцизией лоскута размером пять на пять миллиметров.
Гистологические срезы, окрашивались по аналогичным методикам.

Модель прокола почки реализована на пяти животных. Анестезию
индуцировали комбинацией Золетила-100 и Дексдомитора внутримышечно.
Животное фиксировали на термостатированном столике при 37  С. После
срединной лапаротомии длиной 1,5 см левую почку (в связи с ее
топологическим особенностями) выводили в операционную рану. Прокол
выполняли биопсийной ручкой под прямым углом к капсуле на нижней доле
почки, чтобы избежать повреждения почечной лоханки, на глубину два
миллиметра. После 60-минутной экспозиции проводилась эвтаназия
животного методом цервикальной дислокации. Почка перфузировалась
раствором формалина 10%, и извлекалась. Далее образец фиксировался в
течение 1 часа в растворе формалина 10, и криконсервировался в растворе
сахарозы 30% в течение сгустка

2.5. Гистологический анализ
Гистологический протокол был разборатан и опробирован на предмете

предварительных исследований [100].Гистологический анализ включал
криофиксацию образцов. Почки помещали в молды Criomold Standard (Sakura
Finetek, Япония; каталожный № 62550-01), заливали средой O.C.T. Compound
(Sakura Finetek; № 25608-930 ) и мгновенно замораживали погружением в
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жидкий азот с предварительным охлаждением в гексане до -150  С в течение
30 секунд. Серийные срезы толщиной 10 мкм готовили на криостате Tissue-
Tek Cryo3 (Sakura Finetek) при температуре камеры – 24  С, соблюдая
интервал 75 мкм между анализируемыми срезами.

Протоколы окрашивания реализовали по стандартизированным схемам.
Срезы пермабилизовались в растворе 0,05 Тритон-х100 разведенном
фосфатно-солевом буфере. Далее производилась блокирование в 10%
растворе козьей сыворотки в течение 1 часа. Первичные антитела
инкубировали в течение 12 часов при температуре +4 – +5  С: поликлональные
кроличьи антифибриноген (Dako A0080, разведение 1:100), моноклональные
крысиные анти-CD41 (Invitrogen, разведение 1:200). Вторичные антитела
Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 568 (Invitrogen, разведение 1:500) наносили на час
при комнатной температуре в темноте. Окраска ядер выполнялась красителем
Hoechst 3342 ( ThermoFisher, разведение 1:1500) 10 минут при комнатной
температуре. Для световой микроскопии производилась окраска краской
гематоксилин-эозином (реактивы Biovitrum, Россия) согласно инструкции
производителя.

2.6. Микроскопия
Визуализация осуществлялась на эпифлуоресцентном микроскопе Nikon

Eclipse Ci-L (Япония) и камерой DS-Fi3. Мощность лазера, выдержка,
увеличение оставались одинаковыми для всех экспериментов.

При оценке динамики кровопотери в модели прокола органа,
использовались 3 животных, при оценке использовалась фильтровальная
бумага, которая наносилась на поверхность раны, со сменой салфетки каждую
минуту, объем кровопотери определялся по весу салфетки с собранной кровью
на электрических весах с размещающей способностью 0.01 мг.

При оценке динамики свертывания в модели прокола почки,
использовались 15 животных, по 5 на временную точку, почка удалялась в
трех временных точках: 0 минут (сразу после нанесения ранения), 10 минут
после нанесения ранений, 60 минут после нанесения ранения. После удаления
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орган сразу фиксировался в жидком азоте, дальнейшая окраска проводилась
аналогично предыдущим протоколам.

При окраске прокоагулятных тромбоцитов растворенный в
физиологическом растворе AnnexinV-Alexa647 вводился внутривенно
непосредственно перед нанесением ранения в дозе 1 нМ/кг. Дальнейшая
фиксация и окраска происходила по стандартному проколу

При оценке молекулярного состава гемостатического сгустка в качестве
дополнительных окрасок использовались следующие первичные антитела:
CD31 (Invitrogen, США), CD45 (Invitrogen, США), vWF (Abcam, США), CD62P
(Invitrogen, США) в разведение 1:100. Дальнейшие этапы окраски были
стандартными.

С целью проведения конфокальной микроскопии гистологические
образцы нарезались толщиной 20 мкм, дальнейшие этапы окраски были
аналогичными конфокальную микроскопию выполняли на сканере Nikon
AXR HD25.

С целью проведения мультифотонной микроскопии гистологические
образцы нарезались толщиной 50 мкм, дальнейшие этапы окраски были
аналогичными. Многофотонную визуализацию реализовали на кастомной
установке с лазером TiF-SP (Avesta Project, Россия; длина волны 805 нм,
длительность импульса 40 фемтосекунд) и детектором Hamamatsu H7422PA-
40.

2.7. Электронная микроскопия
Подготовку для электронной микроскопии выполняли следующим

образом. Образцы фиксировали 2.5% глутаральдегидом и 2%
парафармальдегиде в фосфатно 12 часов при 4 C, постфиксировали 1%
тетраоксидом осмия (EMS, № 19100) 1 ч. После дегидратации в градиенте
ацетона (30–100%) заливали в эпон-аралдит (Sigma, № 45345). Ультратонкие
срезы готовили на ультратоме Leica UC7 (толщина 80 нм), контрастировали
уранилацетатом (EMS, № 22400) и цитратом свинца (№ 17800).
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2.8. Модификации стандартной модели
С целью оценки влияния ингибиторов плазменного и клеточного звена

гемостаза за 15 минут до нанесения ранения внутривенно вводили аспирин
производства Sigma-Aldrich (США, каталожный номер A5376, партия)
растворяли в стерильном 0.9% растворе хлорида натрия до концентрации 1.2
мг/мл. Препарат вводили внутривенно через яремную вену иглой 26-го
калибра в объеме 2.5 мл/кг за 15 минут до анестезии. Гирудин Sigma-Aldrichr
(США, каталожный номер H0393) использовали в концентрации 8 мг/мл в
0.9% хлориде натрия, что обеспечивало конечную дозу 20 мг/кг. В качестве
контрольной группы животных использовали животных с введением 0.9%
растворе хлорида натрия в объеме 2,5 мл/кг. Органы извлекались в 3
временные точки: 0 минут, 10 минут, 60 минут. Дальнейший протокол окраски
и микроскопии был аналогичен предыдущим.

С целью исключения высыхания сразу после нанесения ранения на
поверхность органа наносилось 100 мкл вазелинового масла. Органы
извлекались в 3 временные точки: 0 минут, 10 минут, 60 минут. Дальнейший
протокол окраски и микроскопии был аналогичен предыдущим.

С целью исследования влияния контракции на формирование сгустка.
За 15 минут перед нанесением ранения внутривенно вводился Блеббистатин
Sigma Aldrich (США, каталожный номер B 0560) разведенный в 5% этаноле в
дозе 10 мг/кг. Органы извлекались в 3 временные точки: 0 минут, 10 минут, 60
минут. В качестве контрольной группы использовалось введение 5% этанола
в аналогичном объеме. Дальнейший протокол окраски и микроскопии был
аналогичен предыдущим.

С целью оценки влияния воспаления на рост тромба внутрибрюшинно
вводился 200 мкл гель содержащий ЛПС (50 мкг ЛПС (раствор 1 мг/мл) к 95
мкл 1,5% геля HEC (Гидроксиэтилцеллюлоза)) как описано в [106]. В
дальнейшем протокол ранения оставался прежним. В качестве контрольной
выборки использовался гель без растворенного ЛПС.
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В качестве отрицательного контроля использовались окраска с
использованием только вторичных антител.

2.9. Оценка кровопотери в модели прокола органа
Кровопотерю оценивали методом гравиметрии фильтровальной бумаги

на 0, 10 и 30 мин (n=5). Использовалась заранее взвешанная бумага размером
3х3 мм. Бумага менялась каждые 2 минуты. Для оценки кровопотери на
определенный временной период определялась суммарная масса кровопотери
с измеренных бумаг. Перевод массы в объем производился из рассчет 1 мг =
1 мл крови.

2.10. Гемодинамическая модель прокола внутреннего органа in
silico

Модель имитирует пространственное распределение давлений и
скоростей в ране после прокола органа мыши. Форма раны предполагалась
конусообразной с радиусом основания, равным радиусу биопсийной иглы
(375 мкм). Высота равнялась среднему экспериментальному значению (1,5
мм). К области раны были подведены один большой сосуд (дуговая артерия)
и 50 мелких сосудов (междольковые артерии). Далее сосуды в 3D-модели
размещались на этом расстоянии друг от друга. На основании данных из [101]
радиус большого сосуда принимался равным 31,4 мкм, а радиус малого — 11,8
мкм. Данные кровопотери были основаны на экспериментально полученных
данных. Модель реализована с помощью программного обеспечения
COMSOL Multiphysics (Стокгольм, Швеция).

Модель была основана на уравнении Навье-Стокса для вязкой
несжимаемой жидкости. Оно было дополнено уравнением неразрывности и
решено в трехмерной конической области с жесткими стенками (раной):

𝜌 𝑢∙𝛻 𝑢 =− 𝛻𝑝 + 𝜇𝛻𝑢 (1)
𝜌𝛻∙ 𝑢 = 0 (2)
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где u — скорость крови, p — артериальное давление, ρ — плотность
крови (1 г/см3), μ — динамическая вязкость (0,00327 Па*с). Граничным
условием на просвете сосудов было постоянное давление 120 мм рт. ст. [102]
(атмосферное давление 0 мм рт. ст.). На основе конуса (просвета раны)
использовалось экспериментально полученное значение объемного потока.
На остальной части стенок, не покрытой усеченными сосудами, установлено
граничное условие u = 0. Модель реализована с помощью программного
обеспечения COMSOL Multiphysics (Стокгольм, Швеция).

2.10. Анализ экспериментальных данных
Анализ полученных изображений проводился с использованием

программного обеспечения ImageJ v.1,54p (NIH, США). Раневые каналы были
вручную выделены, оценивалась площадь сигнала, а также наличие или
отсутствие фибриново-тромбоцитарного утолщения на поверхности раны,
наличие утолщения определялась при отношении сигнала на периферии к
сигналу в центре раны более 1,2.

При наличии утолщения раневой канал разделялся на 5 равных
сегментов и в каждом сегменте определялись 3 параметра: абсолютная
интенсивность сигнала в утолщении, толщина утолщения (абсолютный сигнал
в утолщении минус средний сигнал в ране разделенный на 2), отношение
абсолютного сигнала в утолщение к среднему сигналу в ране.( Рисунок 9)

Рисунок 9. Схема разделения раневого канала на сектора. Раневой канал
разделяется на пять равных секторов S1–S5.
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2.11. Микрофлуидная камера
Микрофлюидная камера для исследования гемостаза разработана с

применением инновационных производственных технологий. Основа камеры
и направляющая для игл изготовлены из фотоотверждаемого полимера
AnycubikClear (Anycubik, КНР) методом трёхмерной печати с использованием
фотополимерного принтера. Сборка конструкции осуществляется на
покровном стекле для микроскопии с фиксацией компонентов
фотоотверждающим клеем, обеспечивающим оптическую прозрачность и
герметичность. Геометрические параметры системы детализированы на
чертеже (Рисунок 10), где представлены актуальные размеры устройства.

Рисунок 10. Чертеж микрофлудной камеры.
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2.10. Статический анализ
Данные представлены в виде среднего арифметического и стандартного

отклонения (M ± SD). Перед сравнением групп распределение данных
проверяли на нормальность с помощью критерия Шапиро-Уилка, а
однородность дисперсий — с помощью F-теста. Для сравнения двух
независимых групп был применён непараметрический критерийМанна-Уитни
(U-тест). Различия между группами считали статистически достоверными при
уровне значимости p < 0,05.
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Глава 3. Результаты
3.1. Разработка модели in vivo повреждения органа

3.1.1. Модель повреждение печени
Учитывая ранее использование в модели повреждения паренхиматозных

органов в литературе, в одной из экспериментальных моделей использовалась
модель прокола печени. В отличии от литературных моделей в данной модели
вместо разреза использовался прокол с забором биопсийного материала, таким
образом оставалась раневая полость, которая заполнялась кровью. При
проведении экспериментов у всех животных (n=5) отмечалось развитие
летального кровотечения. По данным гистологического исследования
отмечается наличие раневого канала, заполненного не свернувшейся кровью,
а также наличие множественных кровоизлияний вне раны (Рисунок 11).

Рисунок 11: Визуализация прокола печени на световой микроскопии.
Типичная микрофотография прокола печени n=5. На микрофотографии можно
увидеть наличие не свернувшейся крови в просвете раны (красный круг),
множественные кровоизлияния вне раны (синий круг). Окраска гематоскилин
(темно-синий) – окраска ядра, эозин (розовый) – клеточные белки. Увеличение
х4.
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3.1.2. Модель прокола кожи
В связи с легким доступом, вторым методом выбран прокол кожи.

Прокол осуществлялся на дорсальной поверхности бедра кожу фиксировали
пинцетом и наносили сквозной прокол тем же инструментом до мышечной
фасции. У всех животных (n=5) наблюдалось отсутствие визуально
детектируемого кровотечения. По данным гистологического анализа пустой
раневой канал (Рисунок 12).

Рисунок 12: Световая микроскопия прокола кожи. Типичное изображение
прокола кожи n=5. На микроофотографии можно увидеть отсутствие крови в
просвете раны (красный круг) при наличие крупного дефекта эпителия
(окраска гематоскилин и эозин, увеличение х4).

3.1.3. Модель прокола почки
Следующей моделью повреждения внутреннего органа стала модель

прокола почки. Для того чтобы стандартизовать размер раны от эксперимента
к эксперименту и иметь достаточно большой диаметр отверстия, была
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использована пункционная ручка. Это позволяет изъять часть тканей почки и
сделать достаточно крупное ранение, затрагивающее сосуды разного калибра.

Таким образом, мы одновременно можем наблюдать гемостаз как в
крупных сосудах, так и в мелких, а также в самой ране. Ранение наносится на
левой почке, так как правая почка лежит ближе к диафрагме и прикрыта долей
печени, что затрудняет доступ к ней и возникает риск повреждения печени во
время манипуляций. Даже незначительное повреждение печени может
спровоцировать массированное кровоизлияние и, как следствие, – изменение
гемодинамики. При нанесении раны визуально детектировалось
кровотечение.

При гистологическом исследовании отмечается раневой канал
заполненной кровью, а на границе среды воздух – кровь более плотный
участок раны с обильной клеточной инфильтраций (Рисунок 13). На данной
микрофотографии можно увидеть раневой канал полностью заполненной
кровью (красный круг), а на границе среды воздух – кровь более плотный
участок раны с обильной клеточной инфильтраций (синий круг) Таким
образом данная модель обладала целевыми свойствами и была выбрана в
качестве основной модели для изучения гемостаза при повреждении
внутренних органов.

Рисунок 13: Световая микроскопия прокола почки. Типичное изображение
прокола почки n=5. (окраска гематоскилин и эозин, увеличение х4).
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3.2. Анализ архитектуры гемостатического сгустка
В то время как умеренное окрашивание фибринового сгустка

наблюдалось по всему раневому каналу, двумя поразительными
особенностями были плотные агрегаты тромбоцитов на границе сгустка и
ткани, вероятно, связанные с повреждением сосудов, и слой тромбоцитов и
фибрина вдоль границы сгустка и воздуха. Флуоресцентная микроскопия раны
показала, что слой тромбоцитов и фибрина на границе сгустка и воздуха
присутствует и относительно однороден по всей длине границы (рисунок 14
A–В). Напротив, плотность сигнала вдоль границы раны и ткани была
неравномерной, но также постоянно увеличивалась (рисунок 14 Г, Д) со
скоплениями тромбоцитов и фибрина. Интенсивность флуоресценции в этих
областях была значительно выше для фибрина (10,3 ± 1,7 против 6,5 ± 0,8 во
внутренних частях раны, p < 0,01) и тромбоцитов (24,4 ± 11,7 против 9,9 ± 2,3
в ране, p < 0,02 соответственно) (рисунок 15 А, Б). Чтобы проверить, было ли
формирование слоев действительно равномерным во всех частях раны, рана
была разделена на 5 равных сегментов и проанализирована. Не было
обнаружено существенной разницы в интенсивности сигнала CD41 и фибрина
между различными сегментами (рисунок 15 В, Г).
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Рисунок 14: Структура слоя, богатого фибрином и тромбоцитами, вдоль
границы сгустка – воздуха и границы сгустка – раны. (A–В)
Эпифлуоресцентная микроскопия раневого канала: (А) фибрин, (Б)
тромбоциты, (В) Совмещено с ядром. Флуоресцентные изображения
показывают накопление тромбоцитов и фибрина на периферии, как на границе
сгустка – воздуха, так и на границах сгустка – ткани. Масштабная линейка 100
мкм. (Г) Интенсивность флуоресценции вдоль раны (желтая выделенная
область на панели В) для фибрина (зеленая) и тромбоцитов (красная). Мы
видим четкий пик для пленки, богатой фибрином и тромбоцитами. (Д)
Поперечный профиль интенсивности флуоресценции от одного края раны до
другого (красная выделенная область на панели В). Видно повышенное
количество фибрина и тромбоцитов на границах сгустка – ткани и сгустка –
воздуха
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Рисунок 15: (А,Б) Сигналы в ране по сравнению с сигналами на границах
сгустка и ткани. Мы видим обогащение сигналов фибрина и CD41 на границе
сгустка и ткани по сравнению с раной. (p<0,05). (В) Распределение фибрин-
положительного сигнала в разных частях слоя.Существенной разницы в
обогащении фибрина не обнаружено. (Г) Распределение CD41-
положительного сигнала в разных частях слоя. Существенной разницы в
обогащении CD41 не обнаружено.

Размеры раны в модели составляли 841 ± 105 мкм в ширину и 1521 ± 215
мкм в глубину (n=5). Длительность кровотечения составила 10,0±1,0 минут
(n=5) с момента нанесения раны. Фибриновая сеть заполняла весь раневой
канал с прогрессирующим накоплением во времени, достигая относительной
площади (площадь сигнала от фибрина, разделенная на площадь канала) 15.76
± 22.80% (M ± SD); абсолютная площадь фибринового сигнала составила 3264
± 3580 мкм². Сигнал от тромбоцитов регистрировался преимущественно на
периферии, а в центре раневого канала обнаруживались единичные
тромбоциты с относительной площадью сигнала 3.77 ± 4.11%; абсолютная
площадь тромбоцитарного сигнала составила 2162 ± 1913 мкм².

В динамике со стороны сигнала от CD41 отмечается увеличение
сигнала, а также переход от единичных тромбоцитов к агрегатам, при этом
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достоверного прироста сигнала тромбоцитарного звена не отмечалось
(Рисунок 17 А, Б). Со стороны плазменного звена отмечается нарастание
сигнала и формирование фибриновой сети к 60 минуте от нанесения ранения,
при этом статически значимого увеличения сигнала не отмечено (Рисунок 17.
В, Г). При оценке динамики отмечались максимум площади фибрина и
тромбоцитов (увеличения площади и интенсивности свечения сигнала) на 60
минуте от нанесения ранения. (Рисунок 16. А–К).

Рисунок 16: Скорость роста тромба во времени по общему сигналу. Эволюция
раны и сгустка с течением времени: зазор раны становится уже, а край плотнее.
(A–К) Эпифлуоресцентная микроскопия раневого канала в разные временные
точки. Зеленый цвет — фибрин, красный — тромбоциты, синий — ядра. Края
раны явно сближаются друг с другом через 60 мин (уменьшение ширины краев
раны, желтая линейка с 734 мкм до 572 мкм) Масштабная линейка 100 мкм.
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Рисунок 17. Оценка динамики роста тромботического сгустка. (А) Динамика
роста абсолютного сигнала от тромбоцитов в ране. (Б) Динамика роста
абсолютного сигнала от фибрина в ране. (В) Динамика роста относительного
сигнала от тромбоцитов в ране. (Г) Динамика роста относительного сигнала
от фибрина в ране.

С целью оценки архитектуры сгустка выполнена сканирующая
конфокальная микроскопия почки (Рисунок 18. А–В). По данным
микроскопии можно увидеть раневой канал, заполненный тромбоцитами и
фибрином, вокруг раны в ткани отмечается накопление фибрина, вероятно
связанное с механическим повреждением ткани. Среди ключевых структуры
выделяются агрегаты, богатые фибрином и тромбоцитами, на границе раны и
ткани (Рисунок 18. Б), а также общее положение слоя, богатого фибрином и
тромбоцитами, на поверхности раны (Рисунок 18. В)



48

Рисунок 18: Сканирующая конфокальная микроскопия всего образца. Рана и
окружающие ткани заполнены фибрином. Мы видим агрегаты, богатые
фибрином и тромбоцитами, на границе раны и ткани (красный круг, Б), а также
общее положение слоя, богатого фибрином и тромбоцитами, на поверхности
раны (зеленый круг, В). Синий — ядра; красный — тромбоциты; зеленый —
фибрин; увеличение х 100, масштабная линейка 1000 мкм. (Б) Увеличенный
агрегат, богатый тромбоцитами, вблизи границы раны и ткани. Масштабная
линейка 50 мкм. (В) Слой, богатый фибрином и тромбоцитами, на поверхности
раны, масштабная линейка 50 мкм. Сканирующая конфокальная микроскопия
всего образца.

Исследование с помощью многофотонной микроскопии выявило
непрерывность слоя фибрина на границе сгустка и воздуха в трехмерной
структуре (Рисунок 19. А). Повышенный сигнал на границе сгустка и ткани
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имел неправильную форму и был четко ограничен отдельными
тромбоцитарными агрегатами (Русинок 19. Б). Анализ ультраструктуры
сгустка с помощью электронной микроскопии выявил слои фибрина, которые
можно увидеть в виде толстых волокон на поверхности раны (красные
стрелки) (Рисунок 20. А, В). Тромбоциты на границе сгустка и воздуха
наблюдались в виде единичных тромбоцитов или некрупных агрегатов
(красная звездочка), а эритроциты были плотно упакованы. Напротив,
тромбоциты на границе сгустка и ткани образовывали агрегаты (красная
звездочка) (Рисунок 20 Б, Г).

Рисунок 19: Многофотонная микроскопия архитектуры сгустка и его
интерфейсов. (A) Отдельные плоскости z-стека на указанных z-шагах
интерфейса сгусток – воздух показаны с помощью многофотонной
микроскопии. Обратите внимание, что на поверхности раны есть
ядросодержащие клетки. См. приложение для необработанных данных и
видео. Увеличение 20x, масштабная линейка 100 мкм. (Б) Агрегат
тромбоцитов глубоко в ране: получение z-стека с помощью многофотонной
микроскопии. Синий — ядра; красный — тромбоциты; зеленый — фибрин.
Увеличение 20x, масштабная линейка 20 мкм.
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Рисунок 20: Электронная микроскопия архитектуры сгустка и его
интерфейсов. (А, Б) Трансмиссивная электронная микроскопия (ТЭМ)
интерфейса сгусток – воздух. Периферический слой состоит из волокон
фибрина (отмечены красными стрелками) и тромбоцитов (отмечены красными
звездочками). В нижней части раны (левая часть изображения) можно увидеть
плотно упакованные, сжатые эритроциты. (В, Г) ТЭМ границы сгустка и
ткани. Виден агрегат тромбоцитов (отмечен красной звездочкой) и скопление
эритроцитов (область, обведенная красным).

В ходе анализа распределения прокоауглятных тромбоцитов,
большинство тромбоцитов в раневом канале являлись прокоауглятными
(Рисунок 21. А—В). Для дальнейшего исследования состава сгустка и
периферического слоя мы покрасили образцы на vWF, P-селектин и TER199
(маркер эритроцитов) (Рисунок 22. А–В). Эритроциты равномерно
присутствовали по всему сгустку (Рисунок 22. А). Для vWf и P-селектина не
было обнаружено значительного накопления в периферическом слое, красная
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звездочка указывает на обогащение vWf на границе сгустка и ткани (Рисунок
22, В).

Рисунок 21: Оценка прогулятных тромбоцитов в сгустке. (A–В)
Эпифлуоресцентная микроскопия поверхности раны, красный цвет — CD41
(A), зеленый цвет — Аннексин V. (Б) Объединенное изображение с ядрами
(В), масштабная линейка 100 мкм. Прокоагулянтные тромбоциты желтые
(слияние красного CD41 и зеленого аннексина V) на поверхности раны и во
внутренних частях агрегатов тромбоцитов на границах ткани и раны.
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Рисунок 22: Молекулярный состав раневого сгустка. (А) Эпифлуоресцентная
микроскопия раны, зеленый – фибриноген, красный – TER119 ( эритроциты),
увеличение x10. Мы видим равномерно распределенные эритроциты
полностью заполняющие раневой канал, масштабная линейка 100 мкм.(Б)
Эпифлуоресцентная микроскопия раны, зеленый – vWF, увеличение x10. Мы
видим равномерно распределенный vWF, который заполняет весь раневой
канал с обогащением на крупных проекциях сосудов (красная звездочка),
масштабная линейка 100 мкм. (В) Эпифлуоресцентная микроскопия, красный
цвет – это P-селектин, масштабная линейка 100 мкм. Мы видим P-селектин на
ране и во внутренних частях на границе сгустка и ткани.

При оценки формирования утолщения на поверхности раны накопление
тромбоцитов и фибрина на периферии было обнаружено во всех временных
точках (Рисунок 23, А, Б). Со временем наблюдалось сужение краев раны с
841 ± 105 до 431 ± 44 мкм (n=5) (Рисунок 23 В; p < 0,005). На 10-й минуте
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наблюдалось увеличение периферической плотности фибрина (с 2,1 ± 0,4 до
3,7 ± 0,6), значимого увеличения сигнала от CD41 не отмечалось (Рисунок 23
Г,Д; Манн-Уитни, p < 0,05 ), тогда как на 60-й минуте по сравнению с 0-й
минутой наблюдалось незначительное увеличение тромбоцитов (с 2,1 ± 1,1 до
3,4 ± 1,9) и фибрина (с 2,1 ± 0,4 до 3,1 ± 0,4) (p = 0,14, p = 0,056 соответственно).
Толщина слоя, богатого фибрином, на 10-й минуте увеличилась с 28,6 ± 6,1 на
0-й минуте до 61,65 ± 22,45 ,( Рисунок 23 Б; p < 0,05); в то время как на 60-й
минуте произошло незначительное увеличение с 28,6 ± 6,1 на 0-й минуте до
55 ± 33 (p = 0,22), толщина слоя тромбоцитов существенно не увеличилась
(Рисунок 23 А). Эта динамика предполагает ранний тромбоцитарно-
зависимый механизм формирования слоя (например, с помощью контракции)
за счет выброса тромбоцитов в раневой канал и начала наработки фибрина на
поверхности прокоагулятных тромбоцитов. Этот вывод подтверждается
образованием тромбоцитарного утолщения в начальной точке повреждения
сразу после начала эксперимента, которое неизменяется к 60-й минуте. При
этом регистрируется увеличение концентрации фибрина, сопровождающееся
утолщением фибринового слоя к 10-й минуте. В последующий период
наблюдается более медленная фибрин-зависимая эволюция сгустка
(обусловленная, например, дальнейшей коагуляцией или высыханием краев
раны), что проявляется в продолжающемся нарастании толщины слоя к 60-й
минуте.
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Рисунок 23: Прирост сигнала в фибриновой пленке со временем. (А) Толщина
слоя тромбоцитов существенно не изменилась. (Б) Толщина слоя, богатого
фибрином, на 10-й минуте увеличилась с 28,6 ± 6,1 на 0-й минуте до 61,65 ±
22,45; p < 0,05 (В). Со временем наблюдалось сужение краев раны с 841 ± 105
до 431 ± 44 мкм (p < 0,005). (Г) Плотность сигнала тромбоцитарного
утолщение значимо не изменилось в динамике. (Д) На 10-й минуте
наблюдалось увеличение периферической плотности фибрина с 2,1 ± 0,4 до
3,7 ± 0,6 (p < 0,05).

Оценка объема и времени кровотечения проводилась визуально, а также
методом гравиметрии. Визуально кровотечение останавливалось на 10±1,0
минуте (n=10) от нанесения ранения. Эти данные также были подтверждены
методом гравиметрии кровопотери, где прирост веса салфетки останавливался
на 10,0±1,0 минуте (n=5). Средний объем кровотечения составил 72,75± 4,56
мкл (Рисунок 24).
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Рисунок 24: Оценка объема кровопотери. Основной объем кровопотери на
второй минуте от нанесения ранения. На рисунке представлена динамика
кровопотери 2-х животных, аналогичная динамика прослеживалась для всех
животных n=5 Остановка кровотечения отмечается (отсутствие прироста
массы салфетки) на 10-й минуте от нанесения ранения.

Также, на основании данных объема кровопотери, была проведена
оценка динамики кровопотери. Снижение скорости кровотечения на 50%
процентов отмечалось на 2 минуте (n=5). С целью оценки динамики скоростей
кровопотери в отдельных регионах сгустка были построены математические
модели на основе литературных данных о диаметре сосудов почки ( подробное
описание размеров выбраненных сосудов описано в разделе 2.9). При оценке
скоростей кровопотери через сосуды максимального диаметра (31,4 мкм)
максимальная скорость составила 6,5±3,5 мм3/мин снижение скорости на 50%
отмечалось на 2 минуте (Рисунок 25. А). При оценке скорости кровопотери
через сосуды среднего диаметра (сумма диаметров сосудов разделенное на
количество сосудов) максимальная скорость составила 0,41± 0,26 мм3/мин
снижение скорости на 50% отмечалось на 2 минуте (Рисунок 25 Б). При оценке
скорости кровопотери через сосуды минимального диаметра (11,8 мкм)
максимальная скорость составила 0,175 ± 0.106 мм3/мин снижение скорости
на 50% отмечалось на 2 минуте (Рисунок 25. В). Аналогичные данные
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получены при оценке скоростей сдвига через сосуды (максимальная скорость
сдвига в ране (скорость сдвига у кромки сосуда минимального диаметра)
7500±5000 1/с (Рисунок 26 А), скорость сдвига у кромки сосуда среднего
диаметра 3700±2600 1/с ( Рисунок 27 Б), скорость сдвига у кромки большого
сосуда 3300±2100 1/с ( Рисунок 27 В).

Рисунок 25: Расчет скорости кровотечения в модели. На рисунке приставлена
динамика скорости кровопотери 2-х животных, аналогичная динамика
прослеживалась для всех животных n=5 А) Расчет общей скорости
кровопотери. Б) Расчет кровопотери через сосуд крупного калибра. В) Расчет
скорости кровопотери через сосуд среднего калибра.



57

Рисунок 26: Расчет скорости кровотечения в модели. А) Максимальная
скорость сдвига в ране (совпадает со скоростью сдвига на кромке сосуда
минимального калибра). Б) Максимальная скорость сдвига на кромке сосуда
среднего калибра. В) Максимальная скорость сдвига на кромке сосуда
крупного калибра.

На основе полученных данных была разработана, 3-х мерная модель
раневого канала. Модель была основана на стандартной анатомии почечных
сосудов мышей и нашем экспериментальном измерении общей скорости
потери крови. Модель предполагает, что тромбоциты подвергаются высоким
скоростям сдвига (~ 1000 с⁻¹) и высокой скорости движения (~ 0,3 м/с) вблизи
разорванных кровеносных сосудов (Рисунок 27 А,Б), тогда как в других местах
они движутся гораздо медленнее (~ 0,003 м/с) (Рисунок 27 В) при низкой
скорости сдвига. Модель показала, что разорванные кровеносные сосуды
должны создавать области с высокими скоростями сдвига до 1000–4000 с-1
(Рисунок 27 Б), что благоприятно для образования тромбоцитарной пробки и
согласуется с вышеописанным наблюдением изолированных агрегатов
тромбоцитов на границе сгустка и ткани. Остальная часть раны представляла
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собой область медленного потока (Рисунок. 27 В) со скоростями сдвига ниже
100 с-1, предположительно благоприятными для коагуляции крови. Это также
хорошо согласуется с наблюдением изолированных, неагрегированных
тромбоцитов среди многочисленных эритроцитов и фибриновой сетки,
преобладающей по всей ране.

Рисунок 27: Гидродинамическая модель прокола органа. (А) Моделирование
скорости кровотока на стенке раны органа и скорости сдвига на линиях тока
крови. Показан начальный момент времени, когда скорость кровотока через
рану была наибольшей. Тепловая карта на стенках раны представляет
величину скорости крови, равную нулю везде, за исключением просветов
перерезанных сосудов. Линии тока представляют величину скоростей сдвига
в различных точках раневого канала. (Б) Зависимость скорости сдвига, с-1, от
отрезка линии на границе повреждения. Нулевая координата находится на
вершине конуса. Конец сегмента находится на основании конуса. Сегмент
пересекает разорванные дугообразные и междольковые артерии.(В)
Повернутая на 90 перспектива А с полем скоростей течения жидкости в
продольном сечении раневого канала травмы почки. Легенда тепловой карты
скоростей та же, что и для рисунка А.
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3.3. Изучение биофизических механизмов формирования
гемостатического сгустка с выявлением вклада ключевых факторов:

клеточного и плазменного звеньев гемостаза
С целью оценки роли различных компонентов гемостаза в архитектуру

сгустка проведено иссследоования с ингибированием различных
коммпонентов сгустка. В качетсве контролдьной группы использовалась
группа с введением растворителя ( n=5).Значимых различий между моделями
без введения препарата и с введением растворителя как в архитектуре
(Рисунок 27 А–Е), так и в распределении фибрина и тромбоцитов не выявлено
(Рисунок 28 А, Б): относительная площадь фибринового сигнала составила
15.76 ± 22.80% против 15.63 ± 8.24% (Рисунок 28, В), а тромбоцитарного —
3.77 ± 4.12% против 10.04 ± 7.77% (n=5)(Рисунок 28, Г).

Рисунок 27: Организация гемостатического сгустка в модели прокола раны.
(А–Е) Эпифлоуресцентая микроскопия ранения (А–В) Стандартная
постановка (Г–Е) Постановка с растворителем. Зеленый цвет — фибрин,
красный — тромбоциты, синий — ядра. Масштабная линейка 100 мкм.
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Рисунок 28: (А) Сравнение общей площади сигнала от CD41 в контрольных
группах. Значимых отличий не выявлено. (Б) Сравнение общей площади
сигнала от фибрина в контрольных группах. Значимых отличий не выявлено.
(В) Сравнение относительной площади сигнала от CD41 в контрольных
группах. Значимых отличий не выявлено. (Г) Сравнение относительной
площади сигнала от фибрина в контрольных группах. Значимых отличий не
выявлено.

В качестве ингибитора клеточного звена гемостаза выбран наиболее
широко использующийся в мировой практике препарат – аспирин. При
использовании ингибитора активации тромбоцитов аспирина наблюдается
уменьшение выраженности фибриновой сети, а также снижение количества
тромбоцитарных агрегатов на периферии (Рисунок 29 А–И) (n=5). При анализе
динамики свертывания значимого увеличения сигнала ни со стороны
тромбоцитарного компонента сгустка (1.73 ± 1.64% против 1.74 ± 2.28%, p =
0.64) (Рисунок 30 Г), ни со стороны фибринового компонента выявлено не
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было (2.08 ± 1.59% против 4.34 ± 3.06%, p = 0.15) (Рисунок 30 Д). Сравнение
с контрольной группой проводилось на 10-й минуте где процент площади
тромбоцитарного сигнала был максимальным. При сравнении с контрольной
группой наиболее значимые различия в фибриновом компоненте сгустка
отмечались на 10-й минуте от начала кровотечения (7,4 ± 2,9% против 1,2 ±
0,8%, p < 0,005) (Рисунок 30 Е). Аналогично, при анализе тромбоцитарного
сигнала максимальные отличия также зафиксированы на 10-й минуте (6,3 ±
1,3% против 1,0 ± 0,7%, p < 0.005) (Рисунок 30 В).

Рисунок 29: Использование аспирина влияет на распределение фибрина и
тромбоцитов в ране (n=5). (А–И) Эпифлуоресцентная микроскопия модели
прокола органа с внутривенным введением аспирина в дозе 1.2 мг/мл в объеме
2,5 мл/кг. Зеленый цвет — фибрин, красный — тромбоциты, синий — ядра.
Масштабная линейка 100 мкм. Отмечается сниженный сигнал от
тромбоцитов,отсутствие агрегатов на границе – ткань рана.
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Рисунок 30: (А) Сравнение общей площади сигнала от CD41 в
постановке с использованием аспирина в динамике. Значимых отличий не
выявлено. (Б) Сравнение общей площади сигнала от фибрина в постановке с
использованием аспирина в динамике. Значимых отличий не выявлено. (В)
Сравнение относительной площади сигнала от CD41 с контрольной группой.
Отмечается резкое снижение относительной площади сигнала по CD41,
максимально выраженное на 10 минуте (p < 0,005). (Г) Сравнение
относительной площади сигнала от CD41 в постановке с использованием
аспирина в динамике. Значимых отличий не выявлено. (Д) Сравнение
относительной площади сигнала от фибрина в постановке с использованием
аспирина в динамике. Значимых отличий не выявлено. (Е) Сравнение
относительной площади сигнала от фибрина с контрольной группой.
Отмечается снижение относительной площади сигнала по фибрину,
максимально выраженное на 10 минуте (p < 0,005).
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С целью оценки влияния плазменного гемостаза на архитектуру сгустка
использовался необратимый ингибитор тромбина – гирудин. При
использовании гирудина отмечается выраженное изменение архитектуры
гемостатического сгустка: сгусток представлен крупными тромбоцитарными
агрегатами и минимальной фибриновой сетью, проецирующийся только в
области тромбоцитарного агрегата (Рисунок 31 А–И).

Рисунок 31: Использование гирудина значимо изменяет архитектуру сгустка
и распределение тромбоцитов и фибрина. (А–И) Эпифлуоресцентная
микроскопия модели прокола органа с введением гирудина. Зеленый цвет —
фибрин, красный — тромбоциты, синий — ядра. Масштабная линейка 100
мкм. Отмечается сниженный сигнал от фибрина, наличие крупных
тромбоцитарных агрегатов в ране.

При анализе динамики свертывания значимого увеличения фибринового
сигнала не отмечено (3.22 ± 3.21% против 4.63 ± 2.93%, p = 0.5476) (Рисунок
32 Д). Со стороны тромбоцитарного сигнала наблюдается значимый прирост
на 10-й минуте от начала кровотечения (3,5 ± 2,8% против 13.0 ± 6.0%, p< 0.05)
(Рисунок 32 Г).
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При сравнении с контрольной группой наиболее значимые отличия со
стороны фибринового компонента сгустка отмечались на 10-й минуте (0,8 ±
1,0% против 7,4 ± 2,9%, p < 0,005) (Рисунок 32 Е). При этом со стороны
тромбоцитарного компонента, напротив, зафиксировано увеличение
содержания тромбоцитов в ране, максимально выраженное на 10-й минуте
(13,0 ± 6,0% против 6,1 ± 1,3%, p < 0,05) (Рисунок 32 В), вероятно связанное с
увеличением в клада тромбоцитарного звена с целью достижения гемостаза в
ране.

Рисунок 32: Использование гирудина значимо изменяет архитектуру сгустка
и распределение тромбоцитов и фибрина. (А) Сравнение общей площади
сигнала от CD41 в постановке с использованием гирудина в динамике. (Б)
Сравнение общей площади сигнала от фибрина в постановке с
использованием гирудина в динамике.(В) Сравнение относительной площади
сигнала от CD41 с контрольной группой. (Г) Сравнение относительной
площади сигнала от CD41 в постановке с использованием гирудина в
динамике.(Д) Сравнение относительной площади сигнала от фибрина с
использованием гирудина в динамике. (Е) Сравнение относительной площади
сигнала от фибрина.
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3.4. Исследования механизма формирования фибриново-
тромбоцитарного утолщения на поверхности раны

Предыдущие исследования в мировой литературе [101;102] предполагали
сокращение или контакт с воздухом как механизмы, влияющие на
формирования утолщения фибрина и тромбоцитов на поверхности сгустков.
Чтобы определить возможные механизмы обнаруженного явления
формирования тромбоцитарно-фибринового утолщения на поверхности раны
мы проверили, предотвратит ли добавление слоя масла образование
поверхностного слоя (Рисунок 33).

Рисунок 33: Влияние высыхания на формирование фибриново-
тромбоцитарного утолщения в ране. (A–И) Эпифлуоресцентная микроскопия
раневого канала в динамике. Зеленый цвет – фибрин, красный – тромбоциты,
синий – ядра. Флуоресцентные изображения показывают накопление
тромбоцитов и фибрина на периферии, как на границе сгусток–масло, так и на
границе сгусток–ткань, а также увеличение сигнала с течением времени,
масштабная линейка 100 мкм.
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Во всех временных точках усиленный слой, богатый фибрином и
тромбоцитами, сохранялся (Рисунок 33 А–И), но толщина уменьшалась с 45,0
± 13,6 до 22,1 ± 4,1 мкм (p < 0,05) для тромбоцитов через 60 мин, а для фибрина
через 60 мин наблюдалось недостоверное уменьшение с 55,0 ± 31,0 до 22,9 ±
8,4 (р=0,1) (Рисунок 34 А–Г,Рисунок 35 А–Б ). Сужение краев раны оставалось
сохранны (Рисунок 35 В). Соотношение интенсивности сигнала пограничного
слоя, богатого фибрином и тромбоцитами, на границе сгустка и масла по
сравнению с раной также было одинаковым. (Рисунок 35 Г–Д).

Рисунок 34: Влияние высыхания на формирование фибриново-
тромбоцитарного утолщения в ране. (А) Сравнения динамики роста
тромбоцитарного утолщения. (Б) Сравнения динамики роста фибринового
утолщения. (В) Сравнения динамики роста сигнала тромбоцитарного
утолщения. (Г) Сравнения динамики роста сигнала фибринового утолщения.
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Рисунок 35: Влияние высыхания на формирование фибриново-
тромбоцитарного утолщения в ране. (А) Значительное уменьшение толщины
сигнала слоя CD41 наблюдается через 60 мин между добавлением масла и
контролем (p < 0,05). (Б) Не было никакой статистической разницы толщины
слоя фибрина между добавлением масла и контролем. (В) Эффект сужения
краев раны сохранился (p < 0,05). (Г, Д) Мы не видим никакой разницы в
соотношениях сигналов фибрина и CD41 между контролем и при добавлении
масла. (Е) Профиль флуоресценции области пограничного слоя на 60 минуте
для фибрина и тромбоцитов. Мы видим четкий пик, характеризующий слой,
богатый фибрином и тромбоцитами.

Чтобы исследовать, играет ли вклад контракции тромбоцитов главную
роль в формировании слоя, был использован немышечный ингибитор миозина
блеббистатин внутривенно в дозе 10 мг/кг (Рисунок 36, А–И, Рисунок 38 Г–Е).
Это глубоко нарушило формирование слоя, богатого фибрином и
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тромбоцитами (Рисунок 37 А–Г, Рисунок 39 А–Б). Соотношение сигнала для
фибрина на 60-й минуте снизилось с 2,09 ± 0,03 в контрольной группе до 0,97
± 0,09 (Рисунок 39 Д; p < 0,05). Соотношение сигнала для CD41 аналогично
снизилось с 1,8 ± 0,2 до почти фонового уровня 1,07 ± 0,13 (Рисунок 39 Г; p <
0,02). Закрытие раневого зазора увеличилось с 487±39 до 701±17 мкм (Рисунок
39 В, p <0,05).

Рисунок 36: Ингибирование контракции нарушает формирование
фибринового-тромбоцитарного утолщения. (A–И) Эпифлуоресцентная
микроскопия раневого канала при ингибировании контракции в динамике,
зеленый – фибриновый компонент, красный – тромбоциты, синий – ядра.
Флуоресцентные изображения не показывают четко обогащенного слоя
фибрина/тромбоцитов на границе сгустка и воздуха, а также не усиливают
сигнал с течением времени, масштабная линейка 100 мкм.
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Рисунок 37: Ингибирование контракции нарушает формирование
фибринового-тромбоцитарного утолщения.(А, Б) Гистограмма,
сравнивающая толщину слоя, богатого тромбоцитами/фибрином, которая не
различалась между временными точками. (В, Г) Сравнение соотношения
интенсивности сигналов тромбоцитов и фибрина, соответственно,
наблюдаемых в слое и в центре раны между различными временными
точками. Оно не различалось между временными точками.
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Рисунок 38: Ингибирование контракции нарушает формирование
фибринового-тромбоцитарного утолщения.(А–Е) Эпифлуоресцентная
микроскопия раневого канала через 60 минут после начала эксперимента
(контрольный эксперимент А–В; обработка блеббистатином Г–Е). Зеленый
цвет — фибрин, красный — тромбоциты, синий — ядра. Nikon Eclipse,
масштабная линейка 100 мкм. После обработки блеббистатином не
наблюдается очевидного образования слоев на периферии, а также сужения
краев раны.
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Рисунок 39: Ингибирование контракции нарушает формирование
фибринового-тромбоцитарного утолщения. (А) Гистограмма, сравнивающая
ширину слоя тромбоцитов. После обработки блеббистатином пограничный
слой практически не образуется (p<0,05). (Б) Гистограмма, сравнивающая
ширину слоев фибрина между контрольной и блеббистатином. Обработка
блеббистатином значительно отличается от контроля и приближается к нулю
(p < 0,05). (В) Сравнение ширины края раны. Сужения краев после обработки
блеббистатином практически не наблюдалось, поскольку зазор раны был
аналогичен исходному диаметру раны (p < 0,05). (Г) Сравнение отношения
интенсивности сигналов тромбоцитов, наблюдаемых в слое, к сигналу в
центре раны между контрольными условиями и условиями с блеббистатином.
(Д) Сравнение отношения интенсивности сигнала фибрина, наблюдаемого в
слое, к сигналу в центре раны между контрольными условиями и условиями
с блеббистатином. (Е) Профиль флуоресценции площади слоя изображений
(Рисунок 38В, Е) для фибрина и тромбоцитов (желтые области).

Наиболее заметной особенностью сгустка в модели повреждения
внутреннего органа мыши (Рисунок 40) был плотный укрепленный


