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Èññëåäîâàíî ïðÿìîå âëèÿíèå ìèêðîâåçèêóë êðîâè íà ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ è ñòðóê-
òóðó ôèáðèíîâûõ ñãóñòêîâ. Ïàðàëëåëüíî èçó÷åíû ñãóñòêè, ñôîðìèðîâàííûå èç áåñòðîìáî-
öèòàðíîé ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà, è ïëàçìû, îáåäíåííîé ìèêðîâåçèêóëàìè ïóòåì ôèëüòðà-
öèè, äî è ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôîñôîëèïèäîâ. Îáðàçîâàíèå ôèáðèíà èíèöèèðîâàëîñü òðîì-
áèíîì áåç èîíîâ êàëüöèÿ äëÿ èñêëþ÷åíèÿ îáðàçîâàíèÿ ýíäîãåííîãî òðîìáèíà è ñâÿçàííûõ
ñ ýòèì íåïðÿìûõ êèíåòè÷åñêèõ ýôôåêòîâ ìèêðîâåçèêóë. Â ïðèñóòñòâèè ìèêðîâåçèêóë
è ýêçîãåííûõ ôîñôîëèïèäîâ íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè, à ñëåäîâàòåëü-
íî, è èçìåíåíèå ñòðóêòóðû ñãóñòêîâ ïî ñðàâíåíèþ ñî ñãóñòêàìè â îòñóòñòâèå ìèêðîâåçè-
êóë. Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ è êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ñãóñòêè, îáðà-
çîâàííûå èç áåñòðîìáîöèòàðíîé ïëàçìû, â îòëè÷èå îò ïëàçìû, îáåäíåííîé ìèêðîâåçè-
êóëàìè, ñîäåðæàëè CD61-ïîçèòèâíûå çåðíèñòûå îáðàçîâàíèÿ ðàçìåðîì 0.1—0.5 ìêì,
ñâÿçàííûå ñ âîëîêíàìè è èäåíòè÷íûå ÷àñòèöàì íà ôèëüòðå, èñïîëüçîâàííîì äëÿ îòäåëåíèÿ
ìèêðîâåçèêóë. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñâÿçûâàíèè ìèêðîâåçèêóë òðîìáîöèòàðíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ñ ôèáðèíîì. Îáíàðóæåííîå âçàèìîäåéñòâèå êëåòî÷íûõ ìèêðîâåçèêóë ñ
ôèáðèíîì ëåæèò â îñíîâå ðàíåå íå èçâåñòíîé ðîëè ìèêðîâåçèêóë â ãåìîñòàçå è òðîìáîçå
êàê êîìïîíåíòîâ è ìîäóëÿòîðîâ ñòðóêòóðû ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êëåòî÷íûå ìèêðîâåçèêóëû, ôèáðèí, ñâåðòûâàíèå êðîâè.
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Direct effects of circulating blood microparticles on fibrin formation and structure were studi-
ed. Clots made from platelet-free plasma and from microparticle-depleted plasma obtained by filt-
ration was studied in parallel, including clots from the microparticle-depleted plasma replenished
with phospholipids. Fibrin formation was induced by exogenous thrombin without Ca2+ to pre-
vent formation of endogenous thrombin and exclude indirect kinetic effects of microparticles re-
lated to thrombin generation. In the presence of natural microparticles or exogenous phospholi-
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pids the maximal turbidity of fibrin clots was significantly smaller, indicating structural distincti-
ons from the clots formed in the absence of microparticles. Scanning electron microscopy and
confocal microscopy showed that clots formed from platelet-free plasma, i. e. in the presence of
microparticles, unlike clots from the microparticle-depleted plasma, contained 0.1-0.5-µm-large
CD61-positive granules associated with fibrin fibers that were identical to the particles found on
the surface of filters used for microparticle removal. The results show that platelet-derived micro-
particles bind to fibrin and affect its structure. The revealed interactions of cell-derived micropar-
ticles with fibrin highlight a previously unknown role of microparticles in hemostasis and throm-
bosis as constituents and modulators of a fibrin clot structure.

Key words: cell-derived microparticles, fibrin, blood clotting.
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Ôèáðèí — êîíå÷íûé ïðîäóêò ñâåðòûâàíèÿ êðîâè, ñîñòàâëÿåò ñòðóêòóðíóþ
îñíîâó ãåìîñòàòè÷åñêîãî ñãóñòêà èëè òðîìáà. Ðåçóëüòàòîì ïîëèìåðèçàöèè ôèá-
ðèíà è åãî êîâàëåíòíîé ñøèâêè ïîä äåéñòâèåì ôàêòîðà XIIIa ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðî-
âàíèå ôèáðèíîâûõ âîëîêîí â âèäå ðàçâåòâëåííîé òðåõìåðíîé ñåòè, îáåñïå÷è-
âàþùåé ìåõàíè÷åñêóþ ïðî÷íîñòü ñãóñòêîâ è òðîìáîâ [15]. Ñòðóêòóðà âîëîêîí
ôèáðèíîâîé ñåòè âàðüèðóåò ïîä âëèÿíèåì ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ: àêòèâíîñòè
òðîìáèíà, ðÍ, êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ, êîíöåíòðàöèè ôèáðèíîãåíà, âêëþ-
÷åíèÿ â ñîñòàâ ôèáðèíà áåëêîâ è ëèïèäîâ ïëàçìû [8, 14], êëåòîê êðîâè [5] è äðóãèõ
ôèçè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé.

Êðîìå ðàñòâîðåííûõ âåùåñòâ è êëåòîê â êðîâè ñîäåðæàòñÿ ñóáêëåòî÷íûå
ñòðóêòóðû — ìèêðîâåçèêóëû (ÌÂ), ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé áåëêîâî-ôîñôîëè-
ïèäíûå ïóçûðüêè ðàçìåðîì 0.1—1 ìêì, êîòîðûå «îòøíóðîâûâàþòñÿ» îò íàðóæíîé
êëåòî÷íîé ìåìáðàíû â õîäå àêòèâàöèè è àïîïòîçà êëåòîê êðîâè è ýíäîòåëèîöè-
òîâ. Èçâåñòíî ó÷àñòèå ÌÂ â èíèöèàöèè ñâåðòûâàíèÿ êðîâè, áëàãîäàðÿ ýêñïðåñ-
ñèè íà èõ ïîâåðõíîñòè òêàíåâîãî ôàêòîðà — îñíîâíîãî òðèããåðà êîàãóëÿöèîí-
íîãî êàñêàäà, è ðàñïðîñòðàíåíèè ãåíåðàöèè òðîìáèíà çà ñ÷åò îòðèöàòåëüíî
çàðÿæåííûõ ìåìáðàííûõ ôîñôîëèïèäîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ìàòðèöåé äëÿ ñáîðêè ïðî-
êîàãóëÿíòíûõ ôåðìåíòíûõ êîìïëåêñîâ [10]. Îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î òîì, â
êàêîé ìåðå öèðêóëèðóþùèå ÌÂ êðîâè âîâëå÷åíû â çàâåðøàþùèé ýòàï ãåìîêîà-
ãóëÿöèè — ôîðìèðîâàíèå ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà. Íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÂ
îêàçûâàþò êîñâåííîå êèíåòè÷åñêîå âëèÿíèå íà ñòðóêòóðó ôèáðèíà è åãî ñòà-
áèëüíîñòü, îáóñëîâëåííîå óñêîðåíèåì îáðàçîâàíèÿ òðîìáèíà â ïðèñóòñòâèè ÌÂ
[1]. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíà ãèïîòåçà î òîì, ÷òî âëèÿíèå ÌÂ íà ñòðîåíèå
è ñâîéñòâà ôèáðèíà íå îãðàíè÷èâàåòñÿ òðîìáèí-îïîñðåäîâàííûì êèíåòè÷åñêèì
ìåõàíèçìîì, íî ìîæåò òàêæå áûòü ïðÿìûì, ò. å. çà ñ÷åò èõ íåïîñðåäñòâåííîãî
ñâÿçûâàíèÿ ñ ôèáðèíîì â ïðîöåññå åãî îáðàçîâàíèÿ.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Áåñòðîìáîöèòàðíàÿ ïëàçìà (ÁÒÏ), îáåäíåííàÿ ÌÂ ïëàçìà (ÎÌÏ) è îáåäíåí-
íàÿ ÌÂ ïëàçìà ñ äîáàâëåíèåì êåôàëèíà (ÎÌÏ-Ê). Èíäèâèäóàëüíûå îáðàçöû öèò-
ðàòíîé êðîâè îò 19 çäîðîâûõ äîíîðîâ öåíòðèôóãèðîâàëè äâàæäû ïðè 1500g ïî
15 ìèí äëÿ îòäåëåíèÿ ýðèòðîöèòîâ è ëåéêîöèòîâ è äàëåå ïðè 10000g 5 ìèí äëÿ
îñàæäåíèÿ òðîìáîöèòîâ è ïîëó÷åíèÿ ÁÒÏ. Äëÿ óäàëåíèÿ ÌÂ è ïîëó÷åíèÿ ÎÌÏ
ÁÒÏ ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòð ñ ðàçìåðîì ïîð 0.1 ìêì (EMD Millipore, ÑØÀ).
Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ âîññòàíàâëèâàëè óðîâåíü ôîñôîëèïèäîâ â
ÎÌÏ äîáàâëåíèåì âçâåñè êåôàëèíà (Òåõíîëîãèÿ-Ñòàíäàðò, Ðîññèÿ) â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 300 ìêã/ìë (ÎÌÏ-Ê). Â êàæäîì îïûòå ïàðàëëåëüíî èññëåäîâàëè
ðîäñòâåííûå îáðàçöû ñâåæåé ïëàçìû, ÁÒÏ, ÎÌÏ è ÎÌÏ-Ê, ïîëó÷åííûå îò îä-
íîãî äîíîðà.

Ïîäñ÷åò ÌÂ â îáðàçöàõ ïëàçìû êðîâè. Îáùåå êîëè÷åñòâî ÌÂ îïðåäåëÿëè ìå-
òîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè íà ïðèáîðå FACS Calibur («Becton Dickinson»,
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ÑØÀ). Àáñîëþòíóþ êîíöåíòðàöèþ ÌÂ îïðåäåëÿëè ïî ñâåòîðàññåÿíèþ, ðåãèñò-
ðèðóÿ êîëè÷åñòâî ñîáûòèé çà åäèíèöó âðåìåíè ñ ó÷åòîì ñêîðîñòè ïîòîêà [9]. Öè-
òîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñòèö ïî ðàçìåðó (FSC) è ãðàíóëÿðíîñòè
(SSC) ïîçâîëÿåò ëîêàëèçîâàòü ñèãíàëû ÌÂ â îïðåäåëåííîé çîíå, ñîîòâåòñòâóþ-
ùåé ÷àñòèöàì ðàçìåðîì ìåíåå 1 ìêì. Äëÿ êàëèáðîâêè ïðèáîðà è îãðàíè÷åíèÿ îá-
ëàñòè ïîäñ÷åòà ÌÂ èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå ñèíòåòè÷åñêèå ñôåðè÷åñêèå ÷àñ-
òèöû ñ äèàìåòðîì 1, 2, 3, 5, 6 è 10 ìêì («BD Pharmingen», ÑØÀ).

Èçó÷åíèå ïîëèìåðèçàöèè ôèáðèíà ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîé òóðáèäèìåòðèè.
Ñâåðòûâàíèå ïëàçìû êðîâè èíèöèèðîâàëè â êþâåòå ñïåêòðîôîòîìåòðà (Perkin-
Elmer Lambda 25, Molecular Devices) ïóòåì äîáàâëåíèÿ á-òðîìáèíà (HYPHEN
BioMed, Ôðàíöèÿ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.1 ÅÄ/ìë áåç èîíîâ êàëüöèÿ. Ôîð-
ìèðîâàíèå ñãóñòêà ðåãèñòðèðîâàëè ïî óâåëè÷åíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îáðàç-
öà âñëåäñòâèå îáðàçîâàíèÿ íåðàñòâîðèìîãî ãåëÿ èç ðàñòâîðèìîãî ôèáðèíîãåíà.
Ðåãèñòðàöèþ ïðîâîäèëè ïðè äëèíå âîëíû 350 íì â êþâåòå ñ òîëùèíîé îïòè÷å-
ñêîãî ñëîÿ 10 ìì ïðè 37 °Ñ. Ïðè àíàëèçå òóðáèäèìåòðè÷åñêîé êðèâîé îïðåäåëÿ-
ëè ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû: ëàã-ïåðèîä (Lag), ñîîòâåòñòâóþùèé âðåìåíè ãåíåðà-
öèè òðîìáèíà è îáðàçîâàíèÿ ïðîòîôèáðèëë; ñêîðîñòü ïîëèìåðèçàöèè (V) — ïî-
âûøåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íà îòðåçêå åå íàðàñòàíèÿ â åäèíèöó âðåìåíè,
êîòîðàÿ õàðàêòåðèçóåò ñêîðîñòü ëàòåðàëüíîé àãðåãàöèè ïðîòîôèáðèëë è ôîðìè-
ðîâàíèÿ âîëîêîí ôèáðèíà; ìàêñèìàëüíóþ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè äàííîé
äëèíå âîëíû (A350), îïðåäåëÿåìóþ êîëè÷åñòâîì ïîëèìåðèçîâàííîãî áåëêà è òîë-
ùèíîé ôèáðèíîâûõ âîëîêîí.

Èññëåäîâàíèå ñãóñòêîâ è ôèëüòðîâ ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè. Ôèáðèíîâûå ñãóñòêè, ïîëó÷åííûå ïóòåì ðåêàëüöèôèêàöèè ÁÒÏ, ÎÌÏ
è ÎÌÏ-Ê, à òàêæå ôèëüòðû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ óäàëåíèÿ ÌÂ èç ïëàçìû, îòìû-
âàëè 0.05 M ðàñòâîðîì êàêîäèëàòà íàòðèÿ, ñîäåðæàùèì 0.1 M NaCl (pH 7.4),
ôèêñèðîâàëè â 2%-íîì ãëóòàðîâîì àëüäåãèäå, îáåçâîæèâàëè â ýòàíîëå îò 30
äî 100 %, ôèêñèðîâàëè ãåêñàìåòèëäèñèëàçàíîì (HMDS, Sigma-Aldrich, ÑØÀ),
ïîñëå ÷åãî íàïûëÿëè ñëîé çîëîòà ñ ïàëëàäèåì (Polaron, e5100 sputter coater, Quo-
rum Technologies, Âåëèêîáðèòàíèÿ) [4]. Îáðàçöû èññëåäîâàëè â ñêàíèðóþùåì
ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Quanta 250 (FEI, ÑØÀ). Ðàçìåðû ÷àñòèö íà ôèëüòðàõ è
íà âîëîêíàõ ôèáðèíà (500 ÷àñòèö â òðåõ ðàçëè÷íûõ ñãóñòêàõ èëè ôèëüòðàõ) èçìå-
ðÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Adobe Photoshop CS6.

Èññëåäîâàíèå ñãóñòêîâ è ôèëüòðîâ ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè.
Ïîñëå ðåêàëüöèôèêàöèè ÁÒÏ èëè ÎÌÏ ðàñòâîðîì õëîðèäà êàëüöèÿ (24 ììîëü/ë)
ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ ñãóñòêè ôîðìèðîâàëèñü â òå÷åíèå 30 ìèí; îòìûâàëèñü
â òå÷åíèå 30 ìèí ôîñôàòíûì áóôåðîì; ôèêñèðîâàëèñü 2%-íûì ãëóòàðîâûì
àëüäåãèäîì 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå; èíêóáèðîâàëèñü â 1Ì ðàñòâîðå ýòà-
íîëàìèíà 10 ÷ ïðè 4 °C. Äëÿ îáíàðóæåíèÿ ÷àñòèö òðîìáîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ ñãóñòêè îêðàøèâàëèñü äîáàâëåíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê â3 ñóáúåäè-
íèöå (CD61) òðîìáîöèòàðíûõ èíòåãðèíîâ áIIbâ3 è áVâ3, ìå÷åííûõ Alexa-647
(«BioLegend», ÑØÀ). Ïîñëå èíêóáàöèè â òåìíîòå â òå÷åíèå 30 ìèí ñãóñòêè ôèá-
ðèíà àíàëèçèðîâàëèñü ïðè ïîìîùè êîíôîêàëüíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà
LSM780 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Íà ôèëüòðû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ óäàëåíèÿ ÌÂ
èç ïëàçìû, íàíîñèëè FITC-ìå÷åíûå àíòè-CD61-àíòèòåëà ñ ïîñëåäóþùåé êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèåé. Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè ñãóñò-
êè èíêóáèðîâàëè ñ ìå÷åííûìè ôëþîðîôîðîì îòðèöàòåëüíûì èçîòèïè÷åñêèì
êîíòðîëåì.

Îáðàáîòêà è ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç äàííûõ. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòîâ ïðîãðàìì Excel è BioStat. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè-
÷èÿ ñðåäíèõ îïðåäåëÿëàñü ñ ïîìîùüþ ïàðíîãî t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.



ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Êîíòðîëü óäàëåíèÿ ÌÂ èç ïëàçìû êðîâè. Ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ ðîëè ÌÂ â îáðà-
çîâàíèè ôèáðèíà ôîñôîëèïèäíûå ÷àñòèöû óäàëÿëèñü èç ïëàçìû êðîâè ïóòåì
ôèëüòðàöèè ÷åðåç ôèëüòð ñ ðàçìåðîì ïîð 0.1 ìêì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò íèæíåé
ãðàíèöå äèàìåòðà ÌÂ. Â ðåçóëüòàòå ôèëüòðàöèè áûëè ïîëó÷åíû îáðàçöû
îáåäíåííîé ÌÂ (ÎÌÏ), êîòîðûå ñðàâíèâàëèñü ñ òåìè æå îáðàçöàìè äî ôèëüòðà-
öèè (ÁÒÏ). Ñðàâíèòåëüíàÿ ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ ïàðíûõ îáðàçöîâ ÁÒÏ è
ÎÌÏ (n = 7), ïîëó÷åííûõ èç êðîâè òåõ æå äîíîðîâ, ïîêàçàëà âûñîêóþ ýôôåêòèâ-
íîñòü ôèëüòðàöèè. Êîëè÷åñòâî ÌÂ â èñõîäíîé ÁÒÏ ñîñòàâèëî 6.8 ± 1.3 � 107/ìë,
òîãäà êàê â ÎÌÏ — 0.9 ± 0.4 � 107/ìë (p < 0.0001, n = 7), ò. å. ïðè ôèëüò-
ðàöèè óäàëÿëîñü ~90 % ÌÂ, îïðåäåëÿåìûõ íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå. ×òîáû èñ-
êëþ÷èòü âîçìîæíîñòü óäàëåíèÿ ôèáðèíîãåíà è åãî âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ïðîèç-
âîäíûõ ïðè ôèëüòðàöèè, â ÁÒÏ è ÎÌÏ îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ êîàãóëèðóå-
ìîãî ôèáðèíîãåíà; åãî óðîâåíü â ïëàçìå äî è ïîñëå ôèëüòðàöèè äîñòîâåðíî
íå îòëè÷àëñÿ è ñîñòàâèë ñîîòâåòñòâåííî 3.14 ± 0.21 ã/ë è 3.0 ± 0.22 ã/ë (p > 0.05,
n = 7).

Âëèÿíèå ÌÂ íà êèíåòèêó îáðàçîâàíèÿ è îïòè÷åñêèå ñâîéñòâà ôèáðèíà ïîä
äåéñòâèåì ýêçîãåííîãî òðîìáèíà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âëèÿíèÿ ÌÂ íà ôîðìèðîâà-
íèå ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà, ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîé òóðáèäèìåòðèè ïàðàëëåëüíî
èññëåäîâàëè 3 ðîäñòâåííûõ îáðàçöà ïëàçìû: èñõîäíóþ ïëàçìó, ñîäåðæàâøóþ
ÌÂ (ÁÒÏ); ôèëüòðîâàííóþ ïëàçìó, îáåäíåííóþ ÌÂ (ÎÌÏ); òó æå ôèëüòðîâàí-
íóþ ïëàçìó ñ äîáàâëåíèåì ôîñôîëèïèäíûõ ÷àñòèö â âèäå êåôàëèíà (ÎÌÏ-Ê).
×òîáû èñêëþ÷èòü îïîñðåäîâàííûå êèíåòè÷åñêèå ýôôåêòû ÌÂ, îáóñëîâëåííûå
èõ âëèÿíèåì íà îáðàçîâàíèå òðîìáèíà, äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ ôèáðèíà èçó÷àëè
ïîñëå ñâåðòûâàíèÿ ïëàçìû ýêçîãåííûì òðîìáèíîì áåç äîáàâëåíèÿ èîíîâ êàëü-
öèÿ, ÷òî èñêëþ÷àëî ãåíåðàöèþ ýíäîãåííîãî òðîìáèíà. Ïàðàìåòðû òóðáèäèìåò-
ðèè ÁÒÏ è ÎÌÏ îòëè÷àëèñü: ìàêñèìàëüíàÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ñãóñòêîâ ÁÒÏ
áûëà äîñòîâåðíî íèæå, ÷åì ñãóñòêà ÎÌÏ (p < 0.05, n = 6); â òî æå âðåìÿ óäàëå-
íèå ÌÂ íå ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèåì ëàã-ïåðèîäà è ñêîðîñòè ïîëèìåðèçàöèè
(p > 0.05, n = 6), (ñì. òàáëèöó). Ïðè âíåñåíèè â ÎÌÏ ôîñôîëèïèäîâ ïðîèñõîäèëî
ñíèæåíèå ìàêñèìàëüíîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ ÎÌÏ äî èñõîä-
íûõ óðîâíåé, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïàðàìåòðàì ÁÒÏ (ñì. òàáëèöó). Ýòî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î òîì, ÷òî ïðè èñêëþ÷åíèè êèíåòè÷åñêîãî ýôôåêòà ÌÂ, îïîñðåäîâàííîãî
îáðàçîâàíèåì òðîìáèíà ñ èõ ó÷àñòèåì, ñîõðàíÿåòñÿ âëèÿíèå ÌÂ íà îïòè÷åñêèå
ñâîéñòâà ñãóñòêà. Òàêîå æå âëèÿíèå íà îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñãóñòêà îêàçûâàþò
è ýêçîãåííûå ôîñôîëèïèäû.

Âèçóàëèçàöèÿ ÌÂ â ôèáðèíîâîì ñãóñòêå. Ïîäñ÷åò ÌÂ â ïëàçìå äî îáðàçîâà-
íèÿ ñãóñòêà è ñûâîðîòêå ïîñëå ñâåðòûâàíèÿ â îáðàçöàõ ÁÒÏ è ÎÌÏ ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîêàçàë ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ÌÂ è â ÁÒÏ (7.1 ±
± 1.1 � 107/ìë è 3.9 ± 0.9 � 107/ìë), è â ÎÌÏ (0.8 ± 0.2 � 107/ìë è 0.5 ± 0.1 �
� 107/ìë). Ýòî äàâàëî îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ÌÂ âîâëåêàþòñÿ â ñîñòàâ
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Âëèÿíèå ìèêðîâåçèêóë íà òóðáèäèìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïðè èíäóêöèè ñâåðòûâàíèÿ
òðîìáèíîì áåç êàëüöèÿ

Ïàðàìåòðû òóðáèäèìåòðèè ÁÒÏ ÎÌÏ ÎÌÏ-Ê

Lag (ìèí) 0.14 ± 0.01 0.15 ± 0.01 0.14 ± 0.008
V (åäèíèöû OÏ/c) � 10–3 0.04 ± 0.001 0.04 ± 0.002 0.04 ± 0.001
Amax (åäèíèöû ÎÏ) 0.42 ± 0.02 0.48 ± 0.005* 0.44 ± 0.002

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÎÏ — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, ÁÒÏ — áåñòðîìáîöèòàðíàÿ ïëàçìà, ÎÌÏ — îáåäíåííàÿ
ÌÂ ïëàçìà, ÎÌÏ-Ê — îáåäíåííàÿ ÌÂ ïëàçìà ñ äîáàâëåíèåì êåôàëèíà. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ÁÒÏ è ÎÌÏ-Ê, *p < 0.05.
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ñãóñòêà. Äëÿ ïðÿìîãî ïîäòâåðæäåíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÂ ñ ôèáðèíîì ìû ïðåä-
ïðèíÿëè ýêñïåðèìåíòû ïî èõ âèçóàëèçàöèè íà âîëîêíàõ ôèáðèíà.

Ïðè ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ñãóñòêîâ îáðàùàëî íà ñåáÿ âíè-
ìàíèå íàëè÷èå ìíîæåñòâåííûõ çåðíèñòûõ îáðàçîâàíèé íà ïîâåðõíîñòè âîëîêîí
ôèáðèíà, ñôîðìèðîâàííîãî â ïðèñóòñòâèè ÌÂ â ñãóñòêàõ èç ÁÒÏ (ðèñ. 1, À). Â òî
æå âðåìÿ âîëîêíà ôèáðèíà â ñãóñòêàõ èç ÎÌÏ, ò. å. ñôîðìèðîâàííûå â îòñóòñò-
âèå ÌÂ, áûëè ãëàäêèìè, áåç ïðèçíàêîâ çåðíèñòîñòè (ðèñ. 1, Á). Ôèáðèíîâûå ñãó-
ñòêè, ñôîðìèðîâàííûå èç ÎÌÏ-Ê â ïðèñóòñòâèè ýêçîãåííûõ ôîñôîëèïèäîâ, íà-
ïîìèíàëè ñãóñòêè ÁÒÏ, à èìåííî: âîëîêíà ôèáðèíà èìåëè øåðîõîâàòóþ ñòðóê-
òóðó, õîòÿ çåðíèñòîñòü áûëà âûðàæåíà ìåíüøå, ÷åì â ñãóñòêàõ èç ÁÒÏ

Ãðàíóëÿðíûé ìàòåðèàë, àññîöèèðîâàííûé ñ âîëîêíàìè ôèáðèíà (ðèñ. 2, À),
áûë èññëåäîâàí ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè â ñðàâíåíèè
ñ ÷àñòèöàìè íà ïîâåðõíîñòè ôèëüòðîâ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ îòäåëåíèÿ ÌÂ îò
ïëàçìû. Êàê íà ôèáðèíå, òàê è íà ïîâåðõíîñòè ôèëüòðîâ ìû íàáëþäàëè ñõîäíûå
çåðíèñòûå îáðàçîâàíèÿ, ÷àñòü êîòîðûõ áûëà àãðåãèðîâàíà (ðèñ. 2, Â). Äèàìåòð
÷àñòèö íà âîëîêíàõ ôèáðèíà âàðüèðîâàë îò 0.1 äî 0.5 ìêì ñ äâóìÿ õàðàêòåðíû-
ìè ïèêàìè â îáëàñòè 0.1 è 0.3 ìêì (ðèñ. 2, Á), ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ðàñïðåäå-
ëåíèþ ðàçìåðîâ ÷àñòèö íà ôèëüòðàõ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ óäàëåíèÿ ÌÂ èç ÁÒÏ
(ðèñ. 2, Ã).

Îáíàðóæåíèå ÌÂ òðîìáîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â ñîñòàâå ôèáðèíà.
Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ñãóñòêîâ è ôèëüòðîâ ïðè îêðàñêå ìå÷åíûìè àíòèòå-
ëàìè ê CD61 âûÿâèëà ñëåäóþùåå: íà ñíèìêàõ ñãóñòêîâ èç ÁÒÏ íàáëþäàëèñü ñâå-

Ðèñ. 1. Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ñãóñòêîâ. Øåðîõîâàòàÿ ñòðóêòóðà âîëîêîí
ñãóñòêîâ ÁÒÏ (À), ãëàäêèå âîëîêíà ñãóñòêîâ ÎÌÏ (Á).
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òÿùèåñÿ òî÷êè ðàçìåðîì ìåíåå 1 ìêì, àññîöèèðîâàííûå ñ ôèáðèíîâûìè âîëîê-
íàìè (ðèñ. 3, À), òîãäà êàê íà ñãóñòêàõ èç ÎÌÏ ïîäîáíûõ ñòðóêòóð ïðàêòè÷åñêè
íå íàáëþäàëîñü (ðèñ. 3, Á). Îáíàðóæåííûå ÷àñòèöû îòëè÷àëèñü ïî âåëè÷èíå îò
ôëþîðåñöèðóþùèõ òðîìáîöèòîâ, èìåâøèõ ñóùåñòâåííî áîëüøèå ðàçìåðû â
êîíòðîëüíûõ ñãóñòêàõ èç áîãàòîé òðîìáîöèòàìè ïëàçìû. Àíàëîãè÷íûå ñâåòÿùè-
åñÿ îáðàçîâàíèÿ îáíàðóæèâàëèñü íà ïîâåðõíîñòè ôèëüòðîâ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ
óäàëåíèÿ ÌÂ èç ïëàçìû (ðèñ. 3, Â). Äðóãèìè ñëîâàìè, ãðàíóëÿðíûé ìàòåðèàë,
ñâÿçàííûé ñ ôèáðèíîì, èìååò òðîìáîöèòàðíîå ïðîèñõîæäåíèå è èäåíòè÷åí
òðîìáîöèòàðíûì ÌÂ, êîòîðûå îòäåëÿëèñü ïðè ôèëüòðàöèè ïëàçìû.

ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ ÐÅÇÓËÜÒÀÒÎÂ

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàí âîïðîñ î íîâîé ãåìîñòàòè÷åñêîé ôóíêöèè
êëåòî÷íûõ ÌÂ êðîâè, à èìåííî: èõ ðîëü êàê ìîäóëÿòîðà ãåìîêîàãóëÿöèè íà åå
êîíå÷íîì ýòàïå — ôîðìèðîâàíèè ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ÌÂ, áëàãîäàðÿ èõ ó÷àñòèþ â ãåíåðàöèè àêòèâíîãî òðîìáèíà [2], îêàçûâàþò
êèíåòè÷åñêîå, îïîñðåäîâàííîå òðîìáèíîì âëèÿíèå íà ôèáðèíîîáðàçîâàíèå,
ñòðóêòóðó è óñòîé÷èâîñòü ñãóñòêà ê ëèçèñó [1]. Â òî æå âðåìÿ, ïîñêîëüêó ñâîéñò-
âà ñãóñòêà èçìåíÿþòñÿ ïðè âêëþ÷åíèè â åãî ñîñòàâ êîìïîíåíòîâ êðîâè, ìû ïðåä-
ïîëîæèëè, ÷òî âëèÿíèå ÌÂ ìîæåò áûòü íå òîëüêî îïîñðåäîâàííûì, íî è ïðÿìûì
çà ñ÷åò èõ ñâÿçûâàíèÿ ñ ôèáðèíîì.

Ýôôåêò ÌÂ îïðåäåëÿëè ïî ðàçíèöå ñòðóêòóðû è ñâîéñòâ ôèáðèíà äî è ïîñëå
óäàëåíèÿ ÌÂ èç ïëàçìû ôèëüòðàöèåé. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ÌÂ ñðàâíèëè êèíåòè-
êó ïîëèìåðèçàöèè ôèáðèíà ïðè èíèöèàöèè ñâåðòûâàíèÿ ïëàçìû òðîìáèíîì áåç
äîáàâëåíèÿ ýêçîãåííîãî êàëüöèÿ, ÷òî èñêëþ÷àëî îáðàçîâàíèå ýíäîãåííîãî òðîì-
áèíà è âîçìîæíîñòü íåïðÿìîãî êèíåòè÷åñêîãî ýôôåêòà ÌÂ. Ïðè àêòèâàöèè ñâåð-
òûâàíèÿ äîáàâëåíèåì òðîìáèíà íàáëþäàëîñü äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå ìàêñèìàëü-
íîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñãóñòêîâ ôèáðèíà â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå ÌÂ.
Âîñïîëíåíèå óäàëåííûõ ôîñôîëèïèäîâ ïóòåì äîáàâëåíèÿ ê ÎÌÏ êåôàëèíà
(ÎÌÏ-Ê) ñîïðîâîæäàëîñü âîññòàíîâëåíèåì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñãóñòêà äî
óðîâíÿ èñõîäíîé ÁÒÏ.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû òóðáèäèìåòðè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ïîñëå äîáàâ-
ëåíèÿ òðîìáèíà èçâíå ñâèäåòåëüñòâîâàëè î ïðÿìîì âìåøàòåëüñòâå ÌÂ â ñòðóê-
òóðó ñãóñòêà, íåçàâèñèìî îò èõ ôóíêöèè ìàòðèöû äëÿ àêòèâàöèè ïðîêîàãóëÿíò-
íûõ ôåðìåíòíûõ êîìïëåêñîâ. Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîãî âûâîäà ÿâèëèñü ýêñïåðè-
ìåíòû ïî âèçóàëèçàöèè ÌÂ â ñîñòàâå ñãóñòêà. Ïîäñ÷åò ÷èñëà ÌÂ â ïëàçìå äî è
ïîñëå îáðàçîâàíèÿ ñãóñòêà â îáðàçöàõ ÁÒÏ ïîêàçàë, ÷òî â ñðåäíåì îêîëî ïîëîâè-
íû (45 %) ÌÂ ïðåäïîëîæèòåëüíî âêëþ÷àåòñÿ â ñîñòàâ ñãóñòêà. Íà ýòîì îñíîâà-

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû âèçóàëèçàöèè ìèêðîâåçèêóë ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè:
À — â ñîñòàâå ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà, ñôîðìèðîâàííîãî èç ÁÒÏ; Á — â ñîñòàâå ôèáðèíîâîãî
ñãóñòêà, ñôîðìèðîâàííîãî èç ÎÌÏ; Â — íà ôèëüòðàõ, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ óäàëåíèÿ ìèê-

ðîâåçèêóë.



íèè ñãóñòêè, ïîëó÷åííûå èç ÁÒÏ è ÎÌÏ, à òàêæå ôèëüòðû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ
óäàëåíèÿ ÌÂ, áûëè èññëåäîâàíû ìèêðîñêîïè÷åñêè ñ öåëüþ ïðÿìîé âèçóàëèçà-
öèè ÌÂ.

Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ ñãóñòêîâ ÁÒÏ, ò. å. îáðàçîâàííûõ â
ïðèñóòñòâèè ÌÂ, âûÿâèëà çåðíèñòûé ìàòåðèàë, àññîöèèðîâàííûé ñ âîëîêíàìè
ôèáðèíà. Ïðè ýòîì ðàñïðåäåëåíèå ðàçìåðîâ ÷àñòèö íà ôèáðèíå ñîîòâåòñòâîâàëî
ðàçìåðàì ÷àñòèö íà ôèëüòðàõ, ïðèìåíåííûì äëÿ óäàëåíèÿ ÌÂ èç ÁÒÏ è ñîñòàâ-
ëÿëè îò 0.1 äî 0.5 ìèêðîí. Ñðàâíèìóþ îöåíêó ðàçìåðîâ ÌÂ äàþò è äðóãèå àâòî-
ðû [7, 12]. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî øàðîâèäíûå ÷àñòèöû, ñâÿçàííûå
ñ ôèáðèíîì, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ÌÂ.

Ïîñêîëüêó íàèáîëåå ìíîãî÷èñëåííîé ïîïóëÿöèåé ÌÂ â êðîâè çäîðîâûõ ëþ-
äåé ÿâëÿþòñÿ ÷àñòèöû, îáðàçóþùèåñÿ èç òðîìáîöèòîâ [3], ìû èññëåäîâàëè ñãóñò-
êè ìåòîäîì èììóííîôëþîðåñöåíòíîé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ êëåòî÷íîãî (òðîìáîöèòàðíîãî) ïðîèñõîæäåíèÿ ìàòåðèàëà, îñàæäàå-
ìîãî íà ôèáðèíå. Ïðè îêðàñêå ñãóñòêîâ èç ÁÒÏ ìå÷åíûìè àíòèòåëàìè ê CD61
(â3 ñóáúåäèíèöà òðîìáîöèòàðíûõ èíòåãðèíîâ áIIbâ3 è áVâ3) âûÿâëåíû ñâåòÿùè-
åñÿ òî÷êè ðàçìåðîì ìåíåå 1 ìêì, àññîöèèðîâàííûå ñ ôèáðèíîâûìè âîëîêíàìè;
â ñãóñòêàõ èç ÎÌÏ èõ êîëè÷åñòâî ñóùåñòâåííî íèæå. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ÷àñòèöû, àññîöèèðîâàííûå ñ ôèáðèíîì, èìåþò òðîìáî-
öèòàðíîå ïðîèñõîæäåíèå. Ïîõîæèå ïî ðàçìåðó ÷àñòèöû, ðåàãèðóþùèå ñ àíòè-
CD61-àíòèòåëàìè, îáíàðóæèâàëèñü è íà ôèëüòðàõ, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ óäàëåíèÿ
ÌÂ èç ïëàçìû. Òàêèì îáðàçîì, ýòè ýêñïåðèìåíòû îäíîçíà÷íî óêàçûâàþò íà ïðè-
ñóòñòâèå òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ â ñîñòàâå ôèáðèíà.

Âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÂ ñ ôèáðèíîãåíîì/ôèáðèíîì ïî ñâîåé ôèçè÷åñêîé ïðèðî-
äå ìîãóò áûòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâóõ òèïîâ: ñâÿçûâàíèå ÷åðåç ôîñôîëèïèäíûé
êîìïîíåíò èëè ñ ó÷àñòèåì èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, êîòîðûå ñîõðàíÿþòñÿ íà
ïîâåðõíîñòè òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ, îòäåëèâøèõñÿ îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
ðîäèòåëüñêîé êëåòêè. Ïîñêîëüêó ïðè âîñïîëíåíèè óäàëåííûõ ôîñôîëèïèäîâ â
ÎÌÏ ïðîèñõîäèëà êîððåêöèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñãóñòêà, âåðîÿòíî, èìåííî
ôîñôîëèïèäû ÌÂ îáåñïå÷èâàþò èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ ôèáðèíîì. Íàðÿäó ñ èí-
òåãðèí-îïîñðåäîâàííûì âçàèìîäåéñòâèåì ÌÂ ñ ôèáðèíîãåíîì/ôèáðèíîì ñâÿçû-
âàíèå áåëêîâ ñ áèñëîåì ôîñôîëèïèäîâ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ýëåêòðè÷åñêèì
çàðÿäîì ïîëÿðíîé ãîëîâêè ëèïèäíîé ìîëåêóëû (ýëåêòðîñòàòè÷åñêèå âçàèìîäåé-
ñòâèÿ), à òàêæå ñòðóêòóðîé ëàìåëëÿðíîé ôàçû ñëîÿ ëèïèäîâ (ãèäðîôîáíûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ) [13]. Äåòàëè ìåõàíèçìà è (ïàòî)ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïîñëåäñòâèé ïðÿ-
ìîãî ñâÿçûâàíèÿ ÌÂ ñ ôèáðèíîì, îáíàðóæåííîãî íàìè, òðåáóþò äàëüíåéøåãî
èçó÷åíèÿ.

Íåçàâèñèìî îò õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÂ ñ ôèáðèíîãåíîì/ôèáðèíîì,
ïðÿìîå âëèÿíèå íà ñòðóêòóðó, à ñëåäîâàòåëüíî è íà ñâîéñòâà ôèáðèíîâîãî ñãóñò-
êà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íîâûé, âïåðâûå âûÿâëåííûé íàìè ìåõàíèçì òðîìáîãåííî-
ñòè ýòèõ ñóáêëåòî÷íûõ îáðàçîâàíèé. Çíà÷åíèå è ðîëü ÌÂ êàê ìîäóëÿòîðîâ îáðà-
çîâàíèÿ, ñòðóêòóðû è ñâîéñòâ ôèáðèíà ìîæåò ñóùåñòâåííî âîçðàñòàòü ïðè çàáî-
ëåâàíèÿõ, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ ìíîãîêðàòíûì óâåëè÷åíèåì ÷èñëà ÌÂ â êðîâè è
îñëîæíÿþùèõñÿ òðîìáîçîì [6, 11],

Òàêèì îáðàçîì, âàæíûì êîìïîíåíòîì ãåìîêîàãóëÿöèîííîé àêòèâíîñòè öèð-
êóëèðóþùèõ â êðîâè ÌÂ ÿâëÿåòñÿ èõ âëèÿíèå íà ôèíàëüíûé ýòàï ñâåðòûâàíèÿ
êðîâè — îáðàçîâàíèå ôèáðèíà. Áîëåå îïòè÷åñêè ïëîòíàÿ ñòðóêòóðà ñãóñòêîâ â
ïðèñóòñòâèè ÌÂ êðîâè îáóñëîâëåíà íå òîëüêî èõ êîñâåííûì âëèÿíèåì ÷åðåç îá-
ðàçîâàíèå òðîìáèíà, íî è ïðÿìûì âçàèìîäåéñòâèåì ýòèõ ÷àñòèö ñ ôèáðèíîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÔÔÈ è ïðàâèòåëüñòâà Ðåñ-
ïóáëèêè Òàòàðñòàí â ðàìêàõ íàó÷íîãî ïðîåêòà ¹ 15-44-02230 è ãîñóäàðñòâåí-
íîé ïðîãðàììû ïîâûøåíèÿ êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè Êàçàíñêîãî (Ïðèâîëæñêîãî)
ôåäåðàëüíîãî óíèâåðñèòåòà ñðåäè âåäóùèõ ìèðîâûõ íàó÷íî-îáðàçîâàòåëüíûõ
öåíòðîâ.
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