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У беременных женщин с преэклампсией установлено достоверное повышение степени агрегации тромбо-
цитов в ответ на действие тромбина, по сравнению с физиологически протекающей беременностью. В экспери-
ментах in vitro выявлено, что диаденозин-5',5'''-P1,P4-тетрафосфат (Ар4А) снижает степень и скорость агрегации 
тромбоцитов, индуцированной тромбином у беременных женщин с преэклампсией. Ар4А может быть рекомен-
дован в качестве субстрата для разработки лекарственных препаратов, нацеленных на снижение повышенной 
функциональной активности тромбоцитов при преэклампсии.

Ключевые слова: преэклампсия, тромбоциты, агрегация, тромбин, диаденозин тетрафосфат.
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Pregnant women with pre-eclampsia have a significant increase in the degree of platelet aggregation in response 
to thrombin, in comparison with a physiologically occurring pregnancy. In vitro experiments revealed that diadenos-
ine-5',5'''-P1,P4-tetraphosphate (Ap4A) reduces the degree and rate of thrombin-induced platelet aggregation in pregnant 
women with preeclampsia. Ap4A can be recommended as a substrate for the development of drugs aimed at reducing the 
increased functional activity of platelets in pre-eclampsia.
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Введение
Преэклампсия – это мультисистемное осложнение беременности, характеризующееся развитием ги-

пертонии после 20-й недели беременности у ранее нормотензивной женщины с наличием протеинурии 
или, в ее отсутствие, признаков или симптомов, указывающих на повреждение органов-мишеней [1], 
включая печень, почки, сердце, легкие, мозг и поджелудочную железу. Данное осложнение может при-
вести к ограничению внутриутробного роста, преждевременному нарушению плаценты или, в боль-
шинстве серьезных ситуаций, прекращению беременности и смерти плода [2]. Преэклампсия и  ее 
осложнение – эклампсия считаются основными причинами материнской и перинатальной заболевае-
мости и смертности [3]. Этими заболевания сопровождают от 3 до 5 % всех беременностей, составляя 
более 60 тыс. материнских и 500 тыс. смертей плода в год во всем мире [4], а риск его возникновения 
наиболее велик при активации процессов, вызванных стрессами (психогенными, бытовыми, техноген-
ными и ионизирующим излучением).

Ведущим звеном патогенеза преэклампсии является тромбоцитарно-эндотелиальная дисфункция 
в результате нарушения адаптационных механизмов системы гемостаза. Нарушения тромбоцитарно-
го звена системы гемостаза усиливаются по мере увеличения степени тяжести изучаемой патологии, 
приводят к усилению тромбообразования и развитию патологических изменений кровообращения, что 
чревато обратным эффектом – тромбоцитарной недостаточности. Следовательно, важная роль в пато-
генезе преэклампсии принадлежит нарушениям функциональной активности тромбоцитов, а иссле-
дование механизмов повышенной агрегационной способности тромбоцитов и их коррекции является 
необходимым этапом для решения проблем лечения и профилактики преэклампсии.

Стандартным способом лечения тромботических осложнений является применение ингибитора ак-
тивации тромбоцитов посредством синтеза тромбоксана А2 (аспирин) и ингибитора P2Y12 пуриноре-
цептора аденозиндифосфата (клопидогрел). Однако рецидивирующие тромботические события могут 
продолжаться, несмотря на использование стандартных схем двойного антитромбоцитарного лечения 
[5]. Это объясняется существованием множества путей, способствующих процессам активации и агре-
гации тромбоцитов. Аспирин и клопидогрел не ингибируют пути, отличные от тех, которые стимулиру-
ются тромбоксаном A2 и АДФ, оставляя другие (например, опосредованные тромбином) открытыми. 
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Кроме того, в ряде исследований показано [6; 7], что значительное число пациентов могут иметь не-
адекватное реагирование на терапию этими препаратами.

Ограничения текущих способов терапии повышенной агрегационной способности тромбоцитов 
подчеркивают необходимость в выявлении новых способов, направленных на обеспечение регуляции 
процесса агрегации тромбоцитов.

Материалы и методы исследования 
Объекты исследования. Кровь беременных женщин с физиологически протекающей беременно-

стью, составивших контрольную группу (22 пациентки), и беременных с установленным диагнозом 
преэклампсии (17 пациенток). От пациентов было взято письменное согласие на забор биологического 
материала, а также разъяснены цели исследования. Забор крови у пациенток проводили в клинических 
условиях при обязательном контроле отсутствия в течение месяца приема препаратов, влияющих на 
агрегацию тромбоцитов. 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»). Обогащен-
ную тромбоцитами плазму (ОПТ) и отмытые тромбоциты выделяли при комнатной температуре. ОТП 
получали центрифугированием крови при 200 g в течение 10 мин. ОТП центрифугировали при 600 g 
в течение 3 мин для полного осаждения тромбоцитов. Бестромбоцитарную плазму удаляли, а к осад-
ку тромбоцитов добавляли Трис-буфер, содержащий ЭДТА (120 ммоль/л NaCl, 15,4 ммоль/л КСl, 
1,5 ммоль/л ЭДТА, 6 ммоль/л D-глюкозы, 13,3 ммоль/л Трис-HCl, рН 6,5). Для исследования агрегации 
отмытых от плазмы тромбоцитов в кювету агрегометра вносили 450 мкл ФСБ с Са2+ и 50 мкл исходной 
суспензии тромбоцитов в Трис-буфере (конечная концентрация 2,5×108 кл/мл), инкубировали при 37 °С 
и перемешивании в течение 3-х или более минут (в отсутствие и присутствии Ар4А), а затем добавляли 
тромбин. В качестве дезагреганта использовали Ар4А в концентрациях от 100 до 500 мкмоль/л.

Обработка данных. Характер распределения данных анализировали с применением критерия Ша-
пиро–Уилка. Поскольку распределение экспериментальных данных подчинялось закону нормального 
распределения, достоверность различий между средними значениями изучаемых параметров оценива-
лась по t-критерию Стьюдента. Различия рассматривались как статистически достоверные при уровне 
значимости P<0,05.

Результаты исследования и их обсуждение
Для изучения агрегационной способности тромбоцитов у беременных с физиологически протекаю-

щей беременностью и беременных женщин с преэклампсией использовали тромбин как наиболее мощ-
ный активатор тромбоцитов [8]. Взаимодействие тромбина с тромбоцитом происходит посредством 
необратимого связывания с мембранными протеазо-активируемыми рецепторами (PAR), скреплен-
ных с G-белками (Gq, G12/13, Gi) [9]. Так, воздействие на Gq-белок активирует фосфолипазу Сβ и при-
водит к образованию инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3), который, в свою очередь, за счет связывания 
с IP3 рецептором (IP3R), инициирует изменение формы и агрегацию тромбоцитов за счет мобилизации 
внутриклеточных запасов ионов кальция. Передача сигналов на G12/13-белок активирует Rho-киназы, 
участвующие в секреции гранул [10], а воздействие на Gi-белок, приводит к ингибированию аденилат-
циклазы и, тем самым, снижению уровня цАМФ в тромбоцитах. 

На поверхности тромбоцитов человека присутствуют 2 типа PAR рецепторов: PAR-1 и PAR-4 [11]. 
PAR-1 опосредует активацию тромбоцитов человека при низких концентрациях тромбина, в то вре-
мя как PAR-4 способствует тромбин-индуцированной активации тромбоцитов только при его высоких 
концентрациях [11]. PAR-1 способствует резкому увеличению концентрации внутриклеточного каль-
ция, и очень быстро десенситизируется при больших концентрациях тромбина, в то время как PAR-4 
характеризуется более продолжительным ответом, а также может поддерживать этот эффект при боль-
ших концентрациях тромбина [12]. 

В эксперименте установлено, что при действии тромбина (0,05 мг/мл), степень агрегации у беремен-
ных женщин с преэклампсией (88,4±7,3) % была выше степени агрегации у женщин с физиологической 
беременностью (74,3±5,8) % (рис. 1), указывая на повышенную реактивность тромбоцитов беремен-
ных с преэклампсией.
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Рис. 1. Степень тромбин-индуцированной агрегации тромбоцитов у беременных женщин с физиологически протекающей 
беременностью и беременных женщин с преэклампсией

Fig. 1. The degree of thrombin-induced platelet aggregation in pregnant women with a physiologically occurring pregnancy  
and pregnant women with pre-eclampsia

Важным обстоятельством для выбора сдвига процесса в сторону повышения или снижения степени 
активности тромбоцитов является состояние баланса между количеством агрегантов и дезагрегантов 
снаружи и внутри тромбоцитов. Так, при физиологической беременности в цитоплазме тромбоцитов 
четко выражены плотные гранулы, в состав которых входят не только АДФ, усиливающий агрегацию, 
но АТФ и диаденозин-5',5'''-P1,P4-тетрафосфат (Ар4А), способствующие их дезагрегации. 

Ap4A и другие диаденозин полифосфаты (ApnA) представляют собой природные соединения, ши-
роко распространенные в клетках и тканях млекопитающих, в том числе и тромбоцитах человека [13]. 
Ар4А, как и другие ApnA, способен модулировать активность мембраносвязанных белков и ферментов, 
особенно тех, которые участвуют в обмене пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов. Кроме того, 
ApnA стимулируют различные реакции в сердечно-сосудистой системе, а их метаболиты могут служить 
потенциальными источниками внеклеточного ATФ и других пуринов [14]. 

В тромбоцитах беременных с преэклампсией отмечается значительное снижение числа плотных 
гранул [15], что приводит к уменьшению количества выбрасываемых в кровь дезагрегантов на фоне 
преобладающего количества токсинов, являющихся стимуляторами агрегации. Активация раствори-
мых компонентов коагуляционного каскада при преэклампсии приводит к чрезмерной генерации тром-
бина [16], стимулирующего агрегацию. Кроме того, плаценты женщин с преэклампсией продуцируют 
больше тромбоксана А2, чем простациклина, что также может вызывать вазоконстрикцию и агрегацию 
тромбоцитов [2].

Можно полагать, что восполнение дефицита Ар4А в крови беременных с преэклампсией будет спо-
собствовать восстановлению нарушенного функционального состояния тромбоцитов.

На рис. 2 представлены типичные кинетические кривые тромбин-индуцированной агрегации тром-
боцитов в группе контроля в присутствии и отсутствие различных концентраций Ар4А. В концентра-
ции 0,05 мг/мл тромбин индуцировал необратимую агрегацию тромбоцитов. Для данных эксперимен-
тов использовали Ар4А в диапазоне концентраций от 100 до 500 мкмоль/л. Степень ингибирования 
тромбин-индуцированной агрегации тромбоцитов зависела от концентрации Ар4А.



75

Медицинская экология
Medical Ecology

Рис. 2. Кинетические кривые агрегации тромбоцитов, индуцированной тромбином в присутствии и отсутствие Ар4А.  
Концентрация тромбина – 0,05 мг/мл: 1 – контроль, 2 – 100 мкмоль/л Ар4А, 3 – 250 мкмоль/л Ар4А, 4 – 500 мкмоль/л Ар4А

Fig. 2. Kinetic curves of thrombin-induced platelet aggregation in the presence and absence of Ap4A.  
Thrombin concentration – 0,05 mg/ml: 1 – control, 2 – 100 μmol/l of Ар4А, 3 – 250 μmol/l of Ар4А, 4 – 500 μmol/l of Ар4А

Из рис. 2 следует, что в присутствии Ар4А происходило ингибирование агрегации тромбоцитов, 
проявляющееся в снижении степени и скорости агрегации клеток. Наибольший ингибирующий эффект 
наблюдался в присутствии Ар4А в концентрации 500 мкмоль/л (рис. 3).

Рис. 3. Зависимость степени и скорости тромбин-индуцированной агрегации от концентрации Ар4А

Fig. 3. Dependence of the degree and rate of thrombin-induced aggregation on the concentration of Ар4А

При исследовании дезагрегационной способности Ар4А при тромбин-индуцированной агрегации 
тромбоцитов беременных женщин с преэклампсией использовали тромбин в концентрации 0,05 мг/мл, 
приводящий к необратимой агрегации тромбоцитов и Ар4А в концентрации 500 мкмоль/л, проявляю-
щий наибольший ингибирующий эффект в контрольной группе. 
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Т а б л и ц а

Влияние Ap4A на параметры тромбин-индуцированной агрегации тромбоцитов беременных женщин  
с физиологической беременностью и беременных с преэклампсией

Ta b l e

Effect of Ap4A on the thrombin-induced platelet aggregation parameters of pregnant women  
with physiological pregnancy and pregnant women with preeclampsia

Концентрация внесенных реагентов
Физиологическая беременность Преэклампсия

степень 
агрегации

скорость 
агрегации

степень 
агрегации

скорость 
агрегации

Тромбин (0,05 мг/мл) + Ар4А (500 мкМ) 51,8±10,2 34,9±9,4 39,7±8,3 23,5±7,5

Из таблицы следует, что эффект Ар4А проявляется по-разному для тромбоцитов женщин с физио-
логической беременностью и беременных с преэклампсией. Так, ингибирование степени агрегации 
составило (51,8±10,2)  % для тромбоцитов женщин с физиологически протекающей беременностью 
и  (39,7±8,3)  % для тромбоцитов беременных женщин с преэклампсией. Ингибирование скорости 
агрегации у женщин с физиологической беременностью и беременных с преэклампсией составило 
(34,9±9,4) и (23,5±7,5) %  соответственно.

Ингибирующий эффект Ap4A при тромбин-индуцированной агрегации, вероятно, связан с его 
воздействием на P2Y12 рецепторы тромбоцитов. Так, ингибирование P2Y12 рецептора приводит к ак-
тивации аденилатциклазы и увеличению уровня цАМФ в клетке. Антагонистические эффекты цАМФ 
и цГМФ опосредованы через цАМФ- и цГМФ-зависимые протеинкиназы (РКА и PKG), которые фос-
форилируют субстратный белок IP3R, ингибируя мобилизацию кальция [17]. Кроме того, Ap4A снижает 
стабилизацию тромбоцитарных агрегатов и их чувствительность к другим индукторам агрегации, в том 
числе тромбоксану А2, тромбину и коллагену посредством P2Y12, воздействуя на активность гликопро-
теина IIb-IIIa и интегрина αIIbβ3, имеющих важное значение для полной активации тромбоцитов [18].

В дополнение к этому известно, что Ap4A является ингибитором P2Y1 рецептора, приводящего к ста-
билизации внутриклеточной концентрации Са2+, блокируя мобилизацию этих ионов из внутриклеточ-
ных депо посредством Rho-киназ, связанных с G12/13 белками, тем самым снижая вероятность агрегации.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют, что Ар4А способен эффективно снижать по-
вышенную агрегационную активность тромбоцитов беременных женщин с преэклампсией. Потенци-
альное преимущество Ap4A и его производных в качестве терапевтических антиагрегантных агентов 
заключается в том, что, в отличие от клопидогрела, аспирина, ворапаксара (антагонист PAR-1 [19]) или 
другого антагониста, механизм действия которых направлен всего на один рецептор, они оказывают си-
нергическое ингибирующее действие сразу на несколько путей активации тромбоцитов (P2Y12 и P2Y1 
рецепторы), тем самым усиливая возможности терапии и снижая количество препаратов, которые не-
обходимо принимать пациенту.

Заключение
У беременных женщин с преэклампсией установлено достоверное повышение степени агрегации 

в ответ на действие тромбина, по сравнению с физиологически протекающей беременностью. Увели-
чение степени агрегации, возможно, связано с нарушением баланса выделяемых в ходе реакции вы-
свобождения биологически активных веществ, регулирующих агрегацию тромбоцитов (АТФ, Ар4А, 
Са2+ и др.).

В результате исследования влияния Ар4А на функциональные свойства тромбоцитов выявлено, что 
данный динуклеотид обладает способностью снижать тромбин-индуцированную агрегацию тромбоцитов.

Полученные экспериментальные данные свидетельствуют об эффективности Ар4А в качестве со-
единения, способного регулировать функциональные свойства клеток крови. Оно может быть исполь-
зовано для разработки доступных лекарственных препаратов на основе Ар4А при регуляции функцио-
нальной активности тромбоцитов при преэклампсии.
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