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В результате исследований у беременных женщин с преэклампсией не удалось обнаружить достоверного повы-
шения степени агрегации в ответ на действие пероксида водорода, по сравнению с физиологически протекающей 
беременностью. В экспериментах in vitro выявлено, что диаденозин тетрафосфат снижает степень и скорость агре-
гации тромбоцитов, индуцированных пероксидом водорода у беременных женщин с физиологической беременно-
стью и преэклампсией. 
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Pregnant women with pre-eclampsia have no significant increase in the degree of platelet aggregation in response to 
the action of hydrogen peroxide, compared with a physiologically occurring pregnancy. In vitro experiments revealed that 
diadenosine tetraphosphate reduces the degree and rate of platelet aggregation induced by hydrogen peroxide in pregnant 
women with physiologically occurring pregnancy and pre-eclampsia. 
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Введение
Преэклампсия – это мультисистемное расстройство беременности, характеризующееся гипертонией, 

протеинурией, отеками беременных и повышенной агрегацией тромбоцитов. Риск возникновения дан-
ного осложнения наиболее велик при активации процессов, вызванных стрессами (психогенными, бы-
товыми, техногенными и ионизирующим излучением). Патофизиологические признаки преэклампсии 
включают активацию коагуляционного каскада, вазоконстрикцию, приводящую к материнской гиперто-
нии и уменьшенному маточно-плацентарному кровотоку, а также нарушенную целостности и проница-
емости сосудистого эндотелия. Предполагается, что оксидативный стресс (ОС), проявляемый на моле-
кулярном уровне, ведет к повышенной продукции окислительных метаболитов, коррелируя с тяжестью 
клинического течения патологии [1]. ОС можно определить как дисбаланс между продукцией активных 
форм кислорода (АФК) и возможностями антиоксидантной защиты организма. 

В настоящее время известно, что протекание многих клеточных процессов невозможно без участия 
АФК. Практически все клетки генерируют активные формы кислорода и содержат системы, строго кон-
тролирующие их уровень [2]. В норме между прооксидантной и антиоксидант ной системами удержива-
ется равновесие, а повреждающее окисле ние становится возможным только при избыточном образова-
нии свободных ра дикалов и/или нарушении антиоксидантной защиты организма. 

Пероксид водорода, как наиболее стабильная молекула из известных АФК, с одной стороны, мо-
жет выступать в качестве вторичного мессенджера в клеточной биосигнализации. Его физиологическая 
роль установлена для различных клеток, включая тромбоциты, лейкоциты, гепатоциты, эндотелиальные 
клетки и моноциты [2]. Эта молекула играет важную роль в клеточной пролиферации и дифференциров-
ке, участвует в регуляции сигнальных ферментов и транскрипционных факторов, миграции и апоптозе. 
С другой стороны, в силу того, что все АФК являются окислителями клеточных компонентов в больших 
концентрациях, свободные радикалы необратимо повреждают клетки. Деструктивное действие заклю-
чается в окислительной модификации мембранных белков и липопротеинов низкой плотности, а также 
повреждении ДНК [3]. 

Предполагается, что тромбоциты обладают высокой чувствительностью к токсинам, продуктам 
обмена плода и активным формам кислорода, реакция на которые приводит к функциональным пере-
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стройкам, в частности к изменениям агрегационной способности тромбоцитов в ответ на многие физио-
логические инициаторы агрегации. При изменении структурно-функционального состояния эндотели-
альных клеток и их дисфункции при преэклампсии, естественно, нарушается выработка эндотелием 
многих релаксантов, включая NO и фактор деполяризации. Практика использования при преэклампсии 
инициаторов продукции NO, способных вызвать расслабление сосудов и снижение тромбоцитарной ак-
тивности за счет стимуляции синтеза цГМФ в гладкомышечных клетках и тромбоцитах, не привела 
к ожидаемым результатам [4]. Это вызывает необходимость выявления и испытания других соединений, 
пригодных для снижения агрегационной способности тромбоцитов, при этом не приводящих к нежела-
тельным последствиям при беременности. 

Перспективным соединением для этих целей может служить диаденозин-5’,5’’’-P1,P4-тетрафосфат 
(Ар4А), содержащийся в плотных гранулах тромбоцитов [5]. Являясь молекулой, которая включена 
в  процессы восстановления, коррекции и защиты как на клеточном, так и на организменном уровне, 
Ар4А способна проявлять регуляторные функции на разных уровнях организации. Внутри клетки Ар4А 
выступает в роли вторичного мессенджера, инициирует репарацию ДНК, участвует в механизмах апоп-
тоза и агрегации-дезагрегации тромбоцитов, выполняет роль алармона в клеточном ответе на стресс [6], 
тем самым повышая выживаемость клеток. Функции Ар4А вне клетки обусловлены взаимодействием 
с P2Y1 и P2Y12 пуринорецепторами, расположенными на поверхности тромбоцитов [5].

Цель исследования: оценить роль окислительного стресса в процессах активации тромбоцитов бере-
менных женщин с преэклампсией, а также возможность участия диаденозин тетрафосфата в регуляции 
тромбоцитарной активности при H2O2-индуцированной агрегации тромбоцитов.

Материалы и методы исследования
Объекты исследования. Кровь беременных женщин с физиологически протекающей беременностью, 

составивших контрольную группу (24 пациентки), и беременных женщин с преэклампсией умеренной 
степени (23 пациентки). Пациенты добровольно подтвердили свое согласие на участие в научном ис-
следовании после того, как они были надлежащим образом проинформированы о целях, методах, ожи-
даемой пользе и возможном риске исследования. Забор крови проводили в клинических условиях при 
обязательном контроле отсутствия в течение месяца приема препаратов, влияющих на агрегацию тром-
боцитов. Кровь стабилизировали 3,8 % раствором цитрата натрия (9:1 по объему).

Исследование агрегации тромбоцитов. Кинетику агрегации тромбоцитов регистрировали путем из-
мерения светопропускания с применением анализатора агрегации АР2110 (ЗАО «СОЛАР», Беларусь). 
Обогащенную тромбоцитами плазму (ОПТ) крови беременных женщин с физиологически протекающей 
беременностью и беременных с преэклампсией выделяли при комнатной температуре. ОТП получали 
центрифугированием цитратной крови при 200 g в течение 5 мин. Бестромбоцитарную плазму (БТП) 
получали центрифугированием крови при 650 g в течение 15 мин. Количество тромбоцитов в ОТП до-
водили до 2∙108 кл/мл разбавлением БТП. В кювету анализатора вносили 400 мкл ОТП, инкубировали 
при 37 °С при постоянном перемешивании в течение 3 мин, а затем индуцировали агрегацию тромбо-
цитов добавлением пероксида водорода в концентрациях 1,22·10-5 – 2,44·10-3М. В качестве дезагреганта 
использовали диаденозин-5’,5’’’-P1,P4-тетрафосфат в концентрациях 1,83·10-7М, 3,66·10-7М, 7,32·10-7М.

Обработка данных. Статистический анализ результатов проводился с помощью программы Statistica 
10.0. Закон распределения экспериментальных данных оценивался по критерию Шапиро–Уилка. Резуль-
таты представлены в виде Me [P25–P75]. Достоверность различий между параметрами степени (T, %) 
и скорости (V, %/мин) агрегации тромбоцитов оценивалась по U-тесту Манна–Уитни. Различия рассма-
тривались как статистически достоверные при уровне значимости P < 0,05. 

Результаты исследования и их обсуждение
Наличие в тромбоцитах микропероксисом, обеспечивающих эндогенный синтез пероксида водорода 

и его выделение в кровь в ходе реакции освобождения, указывает на участие АФК в регуляции агре-
гации-дезагрегации тромбоцитов и их чувствительности к физиологическим индукторам агрегации. 
Специфичность сигнально-опосредованных процессов и инициируемых функций АФК, зависит от их 
концентрации. Так, при действии пероксида водорода в пределах концентраций (1,5–5,0 ммоль/л) ини-
циируется агрегация тромбоцитов, а более низкие (0,05–1,0 ммоль/л) – ингибируют эффекты АДФ [9].

Эффекты Н2О2 на агрегационную способность тромбоцитов беременных женщин с физиологической 
беременностью и с преэклампсией представлены в табл. 1.
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Т а б л и ц а  1 

Параметры Н2О2-индуцированной агрегации тромбоцитов женщин 
 с физиологической беременностью и преэклампсией, Ме [P25–P75]

Ta b l e  1 

Parameters of H2O2-induced platelet aggregation of women with physiological pregnancy and pre-eclampsia, Ме [P25–P75]

[Н2О2] Параметры
Состояние беременности

U (P)
Контроль Преэклампсия

1,22·10-5М T, % 0,15 
[0,05–0,3]

0,1 
[0,0–0,3]

U = 249,5
P = 0,580047

V, %/мин 0,6 
[0,15–1,0]

0,5 
[0,0–1,8]

U = 272,5
P = 0,949094

2,44·10-5М T, % 2,25 
[1,55–4,05]

2,4 
[1,5–3,8]

U = 272,0
P = 0,940625

V, %/мин 2,65 
[1,65–4,75]

2,6 
[0,6–4,8]

U = 244,5
P = 0,509432

6,1·10-5М T, % 9,9 
[7,85–11,05]

10,9 
[7,7–12,3]

U = 225,0
P = 0,282505

V, %/мин 15,6 
[6,85–20,3]

12,8 
[6,0–17,6]

U = 247,5
P = 0,551256

1,22·10-4М T, % 21,9 
[19,05–24,1]

21,9 
[17,8–29,5]

U = 248,5
P = 0,565564

V, %/мин 28,0 
[164–30,5]

23,6 
[17,6–30,4]

U = 263,0
P = 0,790226

2,44·10-4М T, % 0,25 
[0,0–0,7]

0,4 
[0,1–1,1]

U = 195,0
P = 0,086685

V, %/мин 0,0
[-3,4–1,9]

0,6 
[0,0–2,0]

U = 202,5
P = 0,120294

2,44·10-3М T, % 0,1 
[0,0–0,4]

0,1 
[0,0–0,2]

U = 227,5
P = 0,307015

V, %/мин 0,0
[0,0–0,55]

0,3 
[0,0–2,0]

U = 197,0
P = 0,094803

Анализ данных свидетельствует, что пероксид водорода в концентрации 1,22·10-5М не проявлял себя 
в качестве индуктора агрегации кровяных пластинок. Незначительная агрегация тромбоцитов наблюда-
лась во всех исследуемых группах при концентрации Н2О2 равной 2,44·10-5М. При повышении концен-
трации пероксида водорода до 6,1·10-5М степень и скорость агрегации тромбоцитов несколько увеличи-
лась, а при концентрации равной 1,22·10-4М наблюдался максимальный эффект стимуляции агрегации 
кровяных пластинок в одинаковой степени как в группе женщин с физиологической беременностью, так 
и в группе беременных женщин с преэклампсией. 

Добавление Н2О2 в концентрациях 2,44·10-4М и 2,44·10-3М, превышающих в 2 и 20 раз соответствен-
но, выявленный максимальный ответ тромбоцитов приводил к деструкции кровяных пластинок. Полу-
ченный результат подтверждает данные об ограниченности диапазона концентраций Н2О2, в области 
действия которого реализуются его физиологические эффекты, причем превышение границы физиоло-
гического оптимума приводит к гибели клеток. Этот вывод в одинаковой мере относится к тромбоцитам 
беременных женщин с физиологической беременностью и с преклампсией умеренной степени тяжести. 

Сходство реакций тромбоцитов на различные концентрации Н2О2 у беременных женщин с физиоло-
гической беременностью и с преэклампсией умеренной степени тяжести ставит под сомнение гипотезу 
о триггерном действии АФК в стимуляции повышенной активности кровяных пластинок, а также даль-
нейших проявлений симптоматики преэклампсии. 

Однако выявленные более значительные ответные реакции тромбоцитов беременных женщин с пре-
эклампсией на АДФ и тромбин свидетельствуют о необходимости использования антиагрегантов. Од-
ним из наиболее распространенных средств профилактики тромбозов является аспирин, ингибирующий 
агрегацию кровяных пластинок путем необратимого ацетилирования и инактивации циклооксигеназы-1, 
что приводит к нарушению синтеза простагландинов G2 и Н2, служащих предшественниками 
тромбоксана А2 (TхA2), а также синтеза простагландина I2 в эндотелиальных клетках сосудов. Таким 
образом, при высоких концентрациях адреналина в плазме крови проявляется низкая эффективность 
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аспирина, ведущая к возможности развития резистентности [8], а также риска образования язв и желу-
дочных кровотечений, что ограничивает возможность его использования при преэклампсии беремен-
ных.

Другой препарат – клопидогрел (как дополнение к аспирину) также используется для предотвращения 
острого тромбоза. Однако данное лекарственное средство, как и тиклопидин, является пролекарством, 
преобразующемся в печени в метаболит, который необратимо связывается с P2Y12 пуринорецепторами, 
тем самым предотвращая АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов. По нашему мнению, 
клопидогрел является довольно слабым антагонистом P2Y12 рецепторов с переменными эффектами 
[9], а также обладает рядом противопоказаний к применению и способен вызвать нейтропению 
и тромбоцитопению. Недостатком тиклопидина является латентный период в развитии терапевтическо-
го эффекта (обычно проявляется через 24–48 ч и достигает максимума через 3–5 дней после приема пре-
парата), что не позволяет его использовать при неотложной помощи [10]. Таким образом, клопидогрел 
и тиклопидин не могут быть рекомендованы для использования во время беременности и лактации вви-
ду отсутствия адекватных данных о безопасности их применения. 

Кроме этого, общим недостатком вышеупомянутых лекарственных средств является то, что они бло-
кируют только один путь активации кровяных пластинок, указывая на то, что тромбоцитарный эффект 
может быть компенсирован через другие сигнальные пути. Таким образом, несмотря на ингибирование 
традиционных тромбоцитарных мишеней, другие поверхностные рецепторы и внутриклеточные сигналь-
ные пути, не подвергшиеся воздействию лекарственного средства, могут продолжать активироваться. 

Учитывая то, что и P2Y1, и P2Y12 рецепторы необходимы для АДФ-индуцированной агрегации тром-
боцитов, можно констатировать, что до сих пор только успешное применение в клинической практике 
нашли ингибиторы P2Y12 рецепторов. Антагонисты P2Y1 рецепторов были разработаны и предложены 
в качестве антиагрегантов, но ни один не продвинулся к клиническим испытаниям [11]. 

Другие стандартные лекарственные средства, применяемые при артериальной гипертензии, также 
имеют ряд недостатков. Так, нитропруссид натрия, увеличивающий образование цГМФ в гладкомы-
шечных клетках сосудов, способный вызывать вазодилатацию и применяющийся при гипертонической 
энцефалопатии, может спровоцировать повышение внутричерепного давления [12]. Использование кло-
нидина ограничивается непредсказуемостью его эффектов. Независимо от дозы, помимо коллапса, при 
парентеральном введении данного лекарственного средства возможно повышение артериального давле-
ния за счет стимуляции периферических альфа-адренорецепторов, а также имеется высокая вероятность 
развития таких осложнений, как нарушение сознания и угнетение дыхания [13]. 

В более ранних исследованиях [14; 15] выявлено, что Ар4А оказался способным снижать повышен-
ную агрегацию тромбоцитов при действии АДФ и тромбина у беременных с преэклампсией. Интересно 
отметить, что каждый из этих стимуляторов агрегации действует через свои сигнальные пути. 

Воздействуя на Р2-пуринорецепторы, АДФ активирует фосфолипазу С (PLC), приводя к образова-
нию инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3), мобилизующего кальций из внутриклеточных депо; ингибирует 
аденилатциклазу (AC), тем самым снижая уровень внутриклеточного цАМФ и вызывая изменения фор-
мы, секрецию гранул и агрегацию тромбоцитов. Далее происходит активация фосфолипазы A2 и высво-
бождение арахидоновой кислоты с образованием ТхА2, что в конечном итоге приводит к необратимой 
агрегации. 

В свою очередь, тромбин активирует тромбоциты путем необратимого связывания с мембранными 
PAR рецепторами, приводя к образованию IP3, посредством PLC, который также мобилизует секрецию 
внутриклеточных запасов ионов Ca2+. Кроме того, данная стимуляция приводит к ингибированию AC 
и снижению уровня цАМФ в клетке, что вызывает ее агрегацию. 

Ингибирование P2Y12 рецептора при помощи Ар4А, приводит к активации аденилатциклазы и увели-
чению уровня цАМФ в клетке, который, в свою очередь, посредством протеинкиназы А фосфорилирует 
IP3 рецептор, ингибируя мобилизацию кальция из внутриклеточных депо [16]. Следует отметить, что 
Ap4A снижает стабилизацию тромбоцитарных агрегатов и их чувствительность к другим индукторам 
агрегации, в том числе тромбоксану А2, тромбину и коллагену посредством P2Y12, воздействуя на ак-
тивность гликопротеина IIb-IIIa и интегрина αIIbβ3, имеющих важное значение для полной активации 
тромбоцитов [16].

Воздействуя на P2Y1 рецептор, Ар4А блокирует активацию фосфолипазы С, тем самым снижая мо-
билизацию внутриклеточных запасов ионов Ca2+. Итак, ингибирование этого рецептора нарушает рабо-
ту SFK Lyn-киназы, которая посредством G-белков запускает каскад биохимических реакций, ведущих 
к  секреции α-гранул и синтезу тромбоксана А2 [17]. Таким образом, ингибируя P2Y12 и P2Y1 рецепторы, 
Ap4A оказывает синергическое действие сразу на несколько путей активации тромбоцитов, проявляя 
себя как эффективный дезагрегант.
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Важным обстоятельством для выбора сдвига процесса в сторону повышения или снижения степени 
активности тромбоцитов является состояние баланса между количеством агрегантов и дезагрегантов 
внутри и снаружи кровяных пластинок. Выявлено, что в норме в цитоплазме тромбоцитов содержатся 
плотные тельца, в состав которых входят не только концентраты индукторов агрегации, секреция кото-
рых в крови усиливает агрегацию кровяных пластинок, но и дезагреганты: АТФ и диаденозин-5’,5’’’-
P1,P4-тетрафосфат. При преэклампсии отмечается существенное снижение числа плотных телец [18], 
что приводит к уменьшению количества выбрасываемых в кровь дезагрегантов на фоне преобладающе-
го количества стимуляторов агрегации. В этой связи использование экзогенного Ар4А является целесо-
образным. 

В проведенных ранее экспериментах выявлено корректирующее влияние Ар4А на повышенную 
АДФ- и тромбин-стимулированную агрегацию тромбоцитов у беременных с преэклампсией, однако не 
совсем понятно, как повлияет экзогенный Ар4А на Н2О2-зависимый сигнальный путь при данном пато-
логическим состоянии.

Активация тромбоцитов при Н2О2-индуцированной агрегации происходит по циклооксигеназному 
пути. Стимуляция метаболизма арахидоновой кислоты приводит к увеличению продуцирования неко-
торых простаноидов, включая ТxА2 и простациклин (PGI2). PGI2 является мощным вазодилататором 
и ингибитором агрегации тромбоцитов, тогда как ТxА2 выполняет противоположную функцию, являясь 
вазоконстрикотором и промотором агрегации, поскольку способен мобилизировать кальций из внутри-
клеточных хранилищ. Однако пероксиды липидов способны ингибировать работу PGI2 синтазы, что 
уменьшает продукцию простациклина. В связи с тем что TxA2 и PGI2 выполняют противоположные 
роли, дисбаланс их синтеза в сторону повышения уровня TxA2 при преэклампсии способствует мате-
ринской гипертензии, увеличению агрегации тромбоцитов и уменьшению маточно-плацентарного кро-
вотока [19]. Однако следует учесть, что АФК не способны влиять ни на секрецию плотных гранул тром-
боцитов, ни на изменение их формы [20].

В следующей серии экспериментов исследовалась реактивность тромбоцитов беременных с пре-
эклампсией, индуцированная пероксидом водорода в присутствии экзогенного Ар4А. Н2О2 использо-
вался в концентрации, вызывающей максимальную агрегацию тромбоцитов (1,22·10-4М), и различные 
концентрации Ap4A (табл. 2).

Т а б л и ц а  2 

Влияние различных концентраций Ар4А на Н2О2-индуцированную  
агрегацию тромбоцитов беременных женщин, Ме [P25–P75]

Ta b l e  2 

Effect of different concentrations of Ap4A on H2O2-induced platelet aggregation of pregnant women, Me [P25–P75]

[Н2О2] +
[Ар4А] Параметры

Состояние беременности
U (P)

Контроль Преэклампсия
H2О2

1,22·10-4М + 
Ap4A 1,83·10-

7М

T, % 14,85
[11,75–16,15]

13,95
[12,8–16,0]

U = 262,5
P = 0,291189

V, %/мин 16,05
[9,9–29,2]

17,05
[10,1–19,8]

U = 262,0
P = 0,973687

H2О2
1,22·10-4М + 
Ap4A 3,66·10-

7М

T, % 6,95
[4,5–8,2]

6,15
[5,2–8,3]

U = 248,5
P = 0,741514

V, %/мин 7,6
[4,5–14,9]

9,5
[4,6–14,2]

U = 252,5
P = 0,808866

H2О2
1,22·10-4М + 
Ap4A 7,32·10-

7М

T, % 1,75
[0,95–2,95]

1,4
[0,5–2,8]

U = 215,5
P = 0,291189

V, %/мин 2,05
[0,35–3,45]

1,05
[0,7–2,8]

U = 247,0
P = 0,716729

Из приведенных в табл. 2 данных следует, что дезагрегационные свойства Ap4A проявляются доза-
зависимо и в определенной области его концентраций. Так, при концентрации Ap4A, равной 1,83·10-7М, 
отмечается несущественное ингибирование степени и скорости агрегации тромбоцитов, вызываемой пе-
роксидом водорода (1,22·10-4М) как у беременных с физиологически протекающей беременностью, так 
и у беременных с преэклампсией. Использование Ap4A в концентрации 3,66·10-7М существенно снижало 
функциональную активность тромбоцитов, вызванную перекисью водорода (до равных значений) как 
у женщин с физиологической беременностью, так и у беременных с патологией. Ap4A в концентрации 
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7,32·10-7М эффективно ингибировал Н2О2-индуцированную агрегацию тромбоцитов беременных, не 
имеющих осложнений, и беременных с преэклампсией, но при этом степень и скорость агрегации в об-
следованных группах не отличались друг от друга. 

Заключение
У беременных женщин с преэклампсией не удалось обнаружить достоверного повышения степени 

агрегации в ответ на действие пероксида водорода по сравнению с физиологически протекающей бере-
менностью. Сходство реакций тромбоцитов на различные концентрации пероксида водорода у беремен-
ных женщин с физиологически протекающей беременностью и беременных женщин с преэклампсией 
умеренной степени тяжести указывает, что АФК не являются триггерным механизмом, приводящим 
к прогрессированию преэклампсии, а это ставит под сомнение гипотезу о триггерном действии АФК 
в  стимуляции повышенной активности кровяных пластинок и дальнейших проявлений симптоматики 
преэклампсии. 

В результате исследования влияния Ар4А на функциональную активность тромбоцитов установлено, 
что данный динуклеотид обладает способностью ингибировать Н2О2-индуцированную агрегацию тром-
боцитов, выступая в качестве сигнальной молекулы, снижая степень и скорость агрегации кровяных 
пластинок как у беременных женщин, не имеющих осложнений, так и у беременных с преэклампсией 
умеренной степени тяжести.
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