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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы 
Свертывание крови представляет собой сложную сеть биохимических реакций, 

направленных на остановку кровотечения. Основные реакции свертывания крови протекают на 
отрицательно заряженных фосфолипидных поверхностях, в отсутствие которых большинство 
ферментов проявляют незначительную активность по отношению к своим субстратам. 
Связывание факторов свертывания с фосфолипидными поверхностями, по-видимому, приводит 
к увеличению их локальной концентрации, а также к конформационным изменениям, 
обеспечивающим оптимальное взаимодействие фермента, кофактора и субстрата. В организме 
человека такие поверхности предоставляют активированные тромбоциты. Все ранние работы 
по характеризации взаимодействия факторов свертывания с тромбоцитами были сделаны на 
гомогенных суспензиях клеток. Однако в начале 2000-х годов было обнаружено, что при 
сильной активации тромбоциты разделяются на две субпопуляции, принципиально 
отличающиеся по своим свойствам. Было показано, что факторы свертывания 
преимущественно связываются только с одной субпопуляцией, которая характеризуется 
наличием фосфатидилсерина на внешнем слое клеточной мембраны. Однако, несмотря на это 
для большинства факторов при изучении их взаимодействия с активированными тромбоцитами, 
гетерогенность тромбоцитов по-прежнему не учитывается. Таким образом, необходимо 
охарактеризовать связывание факторов свертывания с активированными тромбоцитами с 
учетом их деления на субпопуляции. 

Кроме того, в последние годы было обнаружено, что субпопуляция фосфатидилсерин-
положительных тромбоцитов имеет повышенную концентрацию альфа-гранулярных белков на 
своей мембране, среди которых фактор V. В недавних работах было показано, что некоторые 
альфа-гранулярные белки (такие как, фибриноген и тромбоспондин), сконцентрированы в 
небольшой области тромбоцитарной мембраны. Кроме того сообщалось, что фактор XIIIa и 
плазминоген также сконцентрированы в небольшой области тромбоцитарной мембраны, а не 
равномерно распределены по всей поверхности клетки.  

Таким образом, можно предположить, что фактор V будет распределен на мембране 
тромбоцитов аналогичным образом. В литературе есть данные, что фактор V является 
высокоаффинным сайтом связывания для фактора Xa. В связи с этим было бы интересно 
изучить влияние фактора V на взаимодействие фактора Ха с тромбоцитарной мембраной.  

 
Цель и задачи исследования. Цель диссертационной работы – исследовать  

взаимодействие факторов свертывания крови с мембранами субпопуляций активированных 
тромбоцитов  

Задачи: 
1) Исследовать зависимость равновесного связывания факторов свертывания Х и Ха 

с активированными тромбоцитами от их концентрации 
2) Исследовать кинетические характеристики связывания факторов свертывания Х и 

Ха с активированными тромбоцитами  
3) Сравнить распределение факторов свертывания на мембранах активированных 

тромбоцитов с учетом их деления на субпопуляций;  
4) Изучить распределение факторов свертывания на поверхности тромбоцитов при 

формировании тромбоцитарного тромба в проточной камере. 
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Научная новизна. Количественно охарактеризовано связывание факторов Х и Ха с 
субпопуляциями активированных тромбоцитов и искусственными фосфолипидными 
везикулами. Обнаружено, что взаимодействие  факторов Х и Ха с фосфолипидными 
мембранами — многостадийный процесс, который не может быть описан классической 
моделью обратимого одношагового связывания: процесс ассоциации-диссоциации протекает с 
гистерезисом. Показано, что механизмы закрепления на мембране для факторов Х и Ха 
различаются. Для фактора Ха  основную роль  играет мультимеризация, в том числе могут 
образовываться гетеромультимеры факторов Х и Ха, которые хуже диссоциируют с мембраны, 
чем мономеры. Закрепление фактора Х на фосфолипидной мембране происходит за счет его 
стабилизации. Мультимеризация фактора Ха может препятствовать его вымыванию из тромба в 
условиях потока. Охарактеризовано распределение факторов свертывания IXa, Ха, X, V / Va, 
VIII / VIIIa, протромбина, а также аннексина V на мембране ФС-положительных тромбоцитов. 
Показано, что данные факторы и аннексин V в основном локализованы в небольшой области 
мембраны, где их средняя концентрация выше в несколько раз. Подобное концентрирование 
факторов может приводить к ускорению до 50 раз реакции активации фактора Х комплексом 
внутренней теназы. 

Научно-практическое значение результатов данной работы связано с вкладом в 
понимание механизмов мембранно-зависимых реакций свертывания крови и взаимодействия 
факторов системы свертывания с фосфолипидными везикулами и активированными 
тромбоцитами. Результаты данной работы могут быть использованы для создания новых 
методов диагностики и терапии нарушений гемостаза. 

Методология и методы исследования. Для исследования взаимодействия факторов Х/Ха 
с фосфолипидными везикулами и активированными тромбоцитами использовался метод 
проточной цитофлуориметрии. Кроме того полученные данные были подтверждены методом 
поверхностного плазмонного резонанса.  Взаимодействие фактора Ха с тромбоцитарным 
тромбом в условиях потока, а также распределения факторов свертывания на мембранах 
активированных тромбоцитов исследовали в плоскопараллельных проточных камерах методом 
конфокальной микроскопии. Для исследования ультраструктуры активированных тромбоцитов 
были использованы методы трансмиссионной электронной микроскопии и сканирующей 
электронной микроскопии с фокусированным ионным пучком.  

Положения, выносимые на защиту: 
1.Взаимодействие факторов Х и Ха с фосфолипидными мембранами — многостадийный 

процесс, который не может быть описан классической моделью одношагового связывания. 
Процесс ассоциации-диссоциации факторов протекает с гистерезисом. 

2.Механизмы закрепления на мембране для факторов Х и Ха различаются. Для фактора 
Ха  основную роль, играет мультимеризация, в том числе могут образовываться 
гетеромультимеры ФХ и ФХа. Закрепление фактора Х на фосфолипидной мембране 
происходит благодаря наличию промежуточных состояний.  

3.Мультимеризация фактора Ха может препятствовать его вымыванию из тромба в 
условиях потока; 

4.Все изученные факторы свертывания, IXa, Ха, X, V / Va, VIII / VIIIa, протромбин, а 
также аннексин V распределены неоднородно на мембране ФС-положительных тромбоцитов, и 
в основном локализованы в небольшой области мембраны, где их средняя концентрация выше в 
несколько раз. Подобное концентрирование факторов может приводить к ускорению в 50 раз 
реакции активации фактора Х комплексом внутренней теназы. 
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Личный вклад автора. Все результаты, представленные в диссертационной работе, 
получены при личном участии автора. Все работы по исследованию связывания факторов 
свертывания Х и Ха с активированными тромбоцитами, сравнение распределения факторов 
свертывания на мембранах активированных тромбоцитов с учетом их деления на 
субпопуляций; и изучение распределения факторов свертывания на поверхности тромбоцитов 
при формировании тромбоцитарного тромба в проточной камере, а также написание статей и 
тезисов конференций по материалам диссертации проводились либо лично автором, либо при 
непосредственном участии автора. 

Достоверность и обоснованность результатов. Достоверность полученных результатов 
и обоснованность выводов обеспечивалась использованием общепринятых методов, таких как 
проточная цитометрия, конфокальная микроскопия, трансмиссионная и сканирующая 
электронная микроскопия с фокусированным ионным пучком.  Также достоверность 
результатов обеспечивалась использованием аттестованных средств измерения, 
удовлетворительной оценкой погрешности измерений, согласованием полученных результатов 
с литературными данными, а также согласованием данных, полученных различными методами 
исследования. 

Апробация работы. Результаты диссертационной работы были представлены на V 
Всероссийской с международным участием школе-конференции по физиологии 
кровообращения (Москва, Россия, 31 января- 3 февраля 2012); VI Всероссийской конференции 
по клинической гемостазиологии и гемореологии в сердечнососудистой хирургии (Москва, 
Россия, 31.01.2013-02.02.2013); 38th FEBS Congress (Санкт-Петербург, Россия, 06.07.2013-
11.07.2013); XXIV congress of the International Society on Thrombosis and Haemostasis 
(Амстердам, Нидерланды, 29.06.2013-11.07.2013); 39th FEBS Congress (Париж, Франция, 
30.08.2014-04.09.2014); 2nd EUPLAN Conference (Бешенберг, Франция, 24.09.2014-26.09.2014); 
XXIV congress of the International Society on Thrombosis and Haemostasis (Торонто, Канада, 
20.06.2015-25.06.2015); 62nd Annual Meeting of the Scientific and Standartisation Committees of the 
International Society on Thrombosis and Haemostasis (Монпелье, Франция, 25.05.2016-28.05.2016). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 16 публикаций. Статей в 
рецензируемых журналах – 7; публикаций в трудах конференций и съездов – 9. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 102 страницах 
машинописного текста и включает введение, литературный обзор (глава 1), описание 
материалов и методов (глава 2), результаты (глава 3), обсуждение (глава 4), заключение, 
выводы, список сокращений и обозначений, благодарности и список цитированной литературы 
(128 библиографических ссылок). Работа содержит 40 рисунков и 1 таблицу. 

 
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
Во введении описана актуальность исследуемой темы, сформулированы цели и задачи 

исследования и дана общая характеристика работы. 
Глава 1 посвящена обзору литературы. Приведены основные сведения о свертывании 

крови, функциях тромбоцитов и видах их ответа на активацию. Описаны феномен 
гетерогенности активированных тромбоцитов и основные свойства их субпопуляций. 
Изложены основные сведения о свойствах и механизмах  мембранно-зависимых реакций 
свертывания крови. Описаны основные механизмы взаимодействия факторов свертывания с 
отрицательно заряженными фосфолипидными мембранами. 

В главе 2 описаны материалы и методы, используемые в работе. Помимо конкретных 
методов, применяемых в работе и кратко изложенных ниже, приведены все реактивы, 
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использовавшиеся при проведении экспериментов, методика выделения тромбоцитов из крови 
доноров с использованием гель-фильтрации для очистки от белков плазмы крови, 
конъюгирование факторов свертывания с флуоресцентной меткой, методика приготовления 
фосфолипидных везикул. Описаны принципы проточной цитометрии и конфокальной 
микроскопии, а также процедура обработки результатов, получаемых с помощью этих методов. 

Конъюгирование факторов свертывания с флуоресцентной меткой 
Предварительно факторы были диализованы при +40С в течение 2 часов против 

фосфатного буфера (рН 7,3-7,4) с использованием диализных мембран с размером пор 3,5 кДа. 
В качестве флуоресцентной метки использовали флуоресцеин изотиоционат (ФИТЦ). Реакцию 
проводили в бикарбонатном буфере( 0,1 М; рН 9,0) при +40С в течение 2 часов при постоянном 
перемешивании. Молярное отношение краски к белку в реакционной смеси составляло 5. 
Реакцию останавливали добавлением избытка гидроксиламингидрохлорида ( 30 мМ, рН 8,5). 
Очистку от непрореагировавшей флуоресцентной метки проводили гель-хроматографией на 
Сефадексе G-25. Во всех полученных конъюгатах молярное соотношение ФИТЦ/белок 
составляло 2-3 к 1. Оценку активности полученных конъюгатов проводили с помощью 
клоттинговых тестов. Во все случаях активность факторов свертывания была более 80%. 

Подготовка искусственных фосфолипидных везикул 
Синтетические фосфолипидные везикулы, содержавшие фосфатидилхолин (75%) и 

фосфатидилсерин (25%) были приготовлены в соответствии с рекомендацией фирмы-
производителя (Avanti Polar Lipids, Алабастер, Алабама, США) с незначительными 
доработками. Для детекции фосфолипидных везикул с помощью проточного цитометра в их 
состав добавляли липофильный краситель DiIC16 (3) в концентрации 0,2%. Фосфолипиды, 
растворенные в хлороформе, переносили в круглодонную колбу и сушили  при комнатной 
температуре в течение 30 минут под струей азота. Затем, фосфолипиды гидратировали в буфере 
(20 мМ HEPES, 140 мМ NaCl, рН 7,5) при температуре >50 °C в течение 30 минут при 
постоянном перемешивании. Полученный раствор подвергали циклу заморозки-разморозки, 
нагревали до температуры >50 °C, а затем пропускали через мембрану экструдера ( размер пор 
мембраны 800 нм). Полученные фосфолипидные везикулы хранили в инертной атмосфере при 
+4 °C в течение не более 4 дней. 

Равновесное связывание факторов Х и Ха с активированными тромбоцитами и 
искусственными фосфолипидными везикулами 

Искусственные фосфолипидные везикулы( ФС:ФХ 25:75, 5 мкМ) или активированные 
тромбином (100нМ) тромбоциты в присутствии CaCl2 (2.5 мM) инкубировали в течение 20 
минут с ФИТЦ-ФХ (ФИТЦ-ФХа) в различных концентрациях. Затем, суспензию клеток 
(микровезикул) анализировали с помощью проточного цитометра Accuri C6 ( BD Bioscience, 
Сан-Хосе, Калифорния, США). Регион ФС-положительных тромбоцитов выделяли по 
флуоресценции Fura Red. Средние параметры связывания рассчитывали из трех независимых 
экспериментов. Кривые связывания для отдельных экспериментов апроксимировали 
стандартной односайтовой моделью связывания. Кривые связывания ФХа с активированными 
тромбоцитами апроксимировали двухсайтовой моделью связывания. При этом Кd и количество 
сайтов связывания рассчитывали только для высокоаффинного сайта связывания. Для 
пересчета интенсивности флуоресценции в количество молекул фактора на тромбоцит 
использовали калибровочную кривую. Для построения данной калибровочной кривой 
использовали полистироловые шарики, покрытые стрептавидином, которые через 
биотинилированные олигонуклеотиды конъюгировали с GFP. Среднее количество молекул GFP 
на одном шарике определяли методом микроскопии полного внутреннего отражения. 
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Исследование кинетики взаимодействия факторов Х и Ха с активированными 
тромбоцитами и искусственными фосфолипидными везикулами 

К искусственным фосфолипидным везикулы( ФС:ФХ 25:75, 5 мкМ) или активированным 
тромбином (100нМ) тромбоцитам (5×104 кл./мкл) добавляли  ФИТЦ-ФХ (250 нМ) или ФИТЦ-
ФХа (30 нМ). Суспензию клеток (микровезикул) анализировали с помощью проточного 
цитометра Accuri C6 (BD Bioscience, Сан-Хосе, Калифорния, США) в моменты времени 0; 1; 2; 
5; 10; 15; 20; 30 минут после добавления фактора. После этого образцы разводили в 20 раз 
буфером А, содержащим CaCl2 (2,5 мМ)  и анализировали с помощью проточного цитометра. 
Индивидуальные кривые связывания и диссоциации апроксимировали экспоненциальной 
моделью. 

Исследование взаимодействия фактора Ха с тромбоцитарным тромбом в условиях 
потока 

Стеклянные покровные стекла (24×24 мм, Heinz Herenz)  очищали раствором бихромата 
калия в концентрированной серной кислоте, после чего промывали дистиллированной водой и 
сушили при +50С. Чистые стекла инкубировали в течение часа при комнатной температуре во 
влажной камере с раствором нативного коллагена I типа  (200 мкг/мл). Несвязавшийся со 
стеклами белок удаляли промывкой в дистиллированной воде. Стекла сушили при 37ºС и затем 
собирали, как часть плоско-параллельной проточной камеры. Рабочее пространство камеры 
имело размеры 17 мм × 2 мм × 0,08 мм (длина × ширина × высота) (объем около 2,72 мкл) и 
ограничивалось сверху пластиковой поверхностью с подведенными через специальные 
отверстия входной и выходной трубками, а снизу покровным стеклом с иммобилизованным на 
нем коллагеном. Для забивки мест неспецифического связывания тромбоцитов использовался 
раствор альбумина 0,5% в буфере Тироде (20 мМ HEPES; 150 мМ NaCl; 2,7 мМ KCl; 1 мМ 
MgCl2; 0,4 мМ NaH2PO4; 5 мМ глюкоза, pH 7,4). 

 У здоровых доноров производили забор крови в вакуумные пробирки Vacuette, 
содержащие цитрат натрия 3,8%. Затем, в кровь добавляли CaCl2 (100мМ) до физиологической 
концентрации свободного ионизированного кальция (около 1мМ). Разбавление крови при этом 
не превышало 10%. Рекальцифицированную кровь в течение 4 минут прокачивали через 
проточную камеру с постоянной скоростью потока, которая соответствовала скорости сдвига 
500 с-1. Затем, камеру промывали в течение 4 минут буфером Тироде, содержащим альбумин 
0,5% и CaCl2 2,5 мМ. После этого камеру промывали раствором фактора Ха (5нМ) в течение 2 
минут, затем раствором фактора Ха (50нМ) еще в течение 2 минут и снова раствором фактора 
Ха (5нМ) в течение 2 минут. Затем, камеру промывали в течение 4 минут буфером Тироде, 
содержащим альбумин 0,5% и CaCl2 2,5 мМ. И, наконец, камеру промывали в течение 4 минут 
буфером Тироде, содержащим альбумин 0,5% и ЭДТА 10 мМ.  Микрофотографии были 
получены в режиме реального времени с помощью конфокального микроскопа Axio Observer 
Z1 (Carl Zeiss). 

Микроскопическое исследование распределения кофакторов V и VIII на мембране 
активированных тромбоцитов 

Очищенные стеклянные покровные стекла (24×24 мм, Heinz Herenz) инкубировали в 
течение 40 минут при комнатной температуре во влажной камере с раствором фибриногена (20 
мг/мл). Не связавшийся со стеклами белок удаляли промывкой в дистиллированной воде, а 
стекла сушили при 37С. 

Тромбоциты (5×104 кл./мкл), выделенные из крови доноров с использованием гель-
фильтрации для очистки от белков плазмы крови, активировали CRP (20 мкг/мл) (в случае 
фактора VIII) или смесью тромбин (100 нМ) + CRP (20 мкг/мл) ( в случае фактора V)   в 
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присутствии CaCl2 2,5 мМ в течение 10 минут при комнатной температуре. Затем, 
активированные тромбоциты  инкубировали со специфичными антителами для детекции 
фактора  V/Va в течение 5 минут. Либо, активированные тромбоциты  инкубировали с 
фактором VIII (1нМ) в течение 5 минут, а затем, со специфичными антителами для детекции 
фактора  VIII/VIIIa в течение 5 минут. Затем, суспензию тромбоцитов инкубировали в течение 5 
минут с покровными стеклами с иммобилизованным на них фибриногеном. Микрофотографии 
тромбоцитов были получены с помощью конфокального микроскопа Axio Observer Z1 (Carl 
Zeiss). 

Микроскопическое исследование распределения факторов IXa, Ха, X, протромбина, 
а также аннексина V на мембране активированных тромбоцитов 

Покровные стекла подготовили, как было описано выше.  
Тромбоциты (5×104 кл./мкл), выделенные из крови доноров с использованием гель-

фильтрации для очистки от белков плазмы крови, активировали смесью тромбин (100 нМ) + 
CRP (20 мкг/мл) в присутствии CaCl2 2,5 мМ в течение 10 минут при комнатной температуре. 
Затем, активированные тромбоциты  инкубировали с ФИТЦ-аннексином V (23 нМ), ФИТЦ-IXa 
(60 нМ), ФИТЦ-X (250 нМ), ФИТЦ-Xa (30 нМ) или ФИТЦ-протромбином (60 нМ) в 
присутствии CaCl2 2,5 мМ в течение 5 минут. Затем, суспензию тромбоцитов инкубировали в 
течение 5 минут с покровными стеклами с иммобилизованным на них фибриногеном. 
Микрофотографии тромбоцитов были получены с помощью конфокального микроскопа Axio 
Observer Z1 (Carl Zeiss). 

Измерение скорости активации фактора Х комплексом внутренней теназы  
Фактор VIII активировали тромбином (10 нМ) в течение 1 мин, после чего ингибировали 

тромбин PPACK (2 мкМ). Затем, искусственные фосфолипидные везикулы 5:95 ФС:ФХ (10 
мкМ) или 25:75 ФС:ФХ (2мкМ), фактор IXa (1 нМ), фактор VIIIa (20 нМ) в присутствии CaCl2  

2,5 мМ инкубировали при 37 ° С в течение 4 мин. Реакцию инициировали добавлением фактора 
X (400 нМ). Затем, после 4 минут реакцию останавливали добавлением EDTA до конечной 
концентрации 10 мМ. Концентрация образовавшегося фактора Ха была рассчитана по скорости 
расщепления хромогенного субстрата S-2765 (конечная концентрация 0,4 мМ). Скорость 
расщепления субстрата контролировали по поглощению при 405 нм с использованием 
микропланшетного ридера Thermomax (Thermo Fisher Scientific). 

Главы 3 и 4 посвящены описанию результатов и их обсуждению. 
Взаимодействие факторов Х и Ха с мембраной активированных тромбоцитов с 

учетом их деления на субпопуляции 
При сильной активации тромбином (100 нМ) мы получили две субпопуляции 

тромбоцитов, отличающиеся по содержанию фосфатидилсерина на внешнем слое мембраны 
(ФС-положительная и ФС-отрицательная субпопуляции) (рисунок  1). Также эти две 
субпопуляции отличаются по концентрации внутриклеточного кальция, которую мы 
визуализировали с помощью краски Fura Red.  Субпопуляция с высокой концентрацией 
внутриклеточного кальция способна связывать аннексин  V(белок, имеющий высокое сродство 
к фосфатидилсерину). В дальнейшей работе, для разделения двух субпопуляций 
активированных тромбоцитов мы использовали только Fura Red, краску на внутриклеточный 
кальций. 
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Рисунок 1. Связывание Аннексина V с двумя субпопуляциями активированных тромбоцитов. 

(А)Связывание аннексина V- ФИТЦ с субпопуляциями активированных тромбоцитов. Красным 
выделена субпопуляция ФС-положительных тромбоцитов. (Б)Тромбоциты в концентрации 50 000 
кл./мкл активировали тромбином( 100 нМ) в присутствии CaCl2(2,5 мМ). К суспензии активированных 
тромбоцитов добавляли флуоресцентно меченный аннексин V (22,6 нМ) инкубировали в течение 20 мин 
при комнатной температуре. После этого тромбоциты инкубировали 5 минут в присутствии или 
отсутствие хелатирующего агента  ЭДТА (10 мМ). На гистограмме представлено распределение 
тромбоцитов по связыванию фактора Х в присутствии (серая линия) или отсутствии (черная линия) 
ЭДТА. Укутанные тромбоциты выделены рамкой. Представлены результаты типичного эксперимента из 
трех, проведенных с кровью разных доноров.  

 
Как видно из рисунка 2, субпопуляции тромбоцитов сильно отличаются по своей 

способности связывать фактор Х-ФИТЦ. Субпопуляция ФС-положительных тромбоцитов, 
которую мы выделяли по флуоресценции краски Fura Red, связывает в несколько раз больше 
фактора, чем субпопуляции ФС-отрицательных тромбоцитов При этом добавление 
хелатирующего агента – ЭДТА приводит к полной диссоциации фактора с мембраны ФС-
положительных тромбоцитов. Таким образом, связывание с ФС-положительной субпопуляцией 
тромбоцитов  является обратимым и Ca2+- зависимым. 

 
Рисунок 2. Связывание ФX с двумя субпопуляциями активированных тромбоцитов. К суспензии 

активированных тромбоцитов добавляли флуоресцентно меченный фактор Х в указанных 
концентрациях и инкубировали в течение 20 мин при комнатной температуре. На точечных диаграммах 
представлено распределение тромбоцитов по связыванию фактора Х (ось абсцисс) и свечению краски 
Fura Red(ось ординат). Укутанные тромбоциты выделены рамкой. Представлены результаты типичного 
эксперимента из трех, проведенных с кровью разных доноров 
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В то же время, связывание с ФС-отрицательной субпопуляцией незначительное и не 
превышает неспецифического связывания (рисунок 3).  
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Рисунок 3. Связывание факторов Х с субпопуляциями активированных тромбоцитов  в 

присутствии (пунктирная линия) и в отсутствии( сплошные линии) ЭДТА. Связывание оценивали 
методом протчной цитометрии. На графике приведены средние±SD (n=3). 

 
Кинетические характеристики связывания факторов Х и Ха с мембраной 

фосфатидилсерин положительных тромбоцитов 
После добавления флуоресцентно меченого фактора Х или Ха наблюдалось резкое 

увеличение флуоресценции тромбоцитов, что свидетельствует о связывании факторов с 
мембраной (рисунок 4). Это связывание достигало своего насыщения примерно через 10 минут 
после добавления факторов. Экспериментальные данные были аппроксимированы с 
использованием нелинейного метода наименьших квадратов в предположении 
экспоненциальной зависимости. Полученные при этом кинетические константы ассоциации 
приведены в таблице 1. 

Наблюдаемая после разбавления в 20 раз диссоциация фактора с мембраны тромбоцитов 
представляет собой двухступенчатый процесс. Первая стадия процесса протекает достаточно 
быстро, буквально в первые пять минут, при этом с мембраны диссоциирует 30 – 50 % 
связавшегося фактора. Вторая стадия медленная, диссоциирует значительно меньшее 
количество фактора. При этом, как видно из рисунка 4, достигается плато, которое находиться 
значительно выше, чем можно было бы предположить из экспериментов по равновесному 
связыванию с той же концентрацией свободного фактора (рисунок 4 врезки). Другими словами, 
процесс связывания- диссоциации факторов Х и Ха с мембраной активированных идет с 
гистерезисом. То есть, связанный фактор состоит из двух фракций, одна из которых, связана 
обратимо, а вторая необратимо 
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Таблица 1. Кинетические параметры взаимодействия факторов Х и Ха с фосфолипидными 
везикулами и фосфатидилсерин положительными тромбоцитамиа 

а Параметры были рассчитаны по кривым на рисунках 4 и 5. Приведены средние ±SEM (n=3). 
б Данные до достижения плато отсутствуют, что не позволяет получить точные значения. 
в Приведены данные только для высокоаффинного сайта. Для аппроксимации кривой связывания 
фактора Ха с ФС-положительными тромбоцитами была выбрана двухсайтовая модель связывания. 
Кажущаяся  Kd  и количество сайтов связывания на тромбоцит было рассчитано только для 
высокоаффинного сайта. Для низкоаффинного сайте можно рассчитать только наклон (7.8±0.9 
молекул/нМ)  
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Рисунок 4. Кинетика связывания и диссоциации факторов Х(А) и Ха(Б) с фосфатидилсерин 

положительными тромбоцитами. Связывание факторов Х-ФИТЦ(Ха-ФИТЦ) анализировали с помощью 
проточного цитометра в моменты времени: 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 минут после добавления фактора. 
После достижения насыщения, образцы разводили в 20 раз буфером А с CaCl2 (2,5 мМ), для анализа 
диссоциации факторов. На графиках приведены средние±SD (n=3). 
 

Взаимодействие факторов Х и Ха с фосфолипидными везикулами 
Единственным различием, которое наблюдалось между тромбоцитами и 

фосфолипидными везикулами, было повышение сродства связывания ФХа с тромбоцитами 
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(рисунок 5). Это хорошо согласуется с литературными данными, что на тромбоцитах для ФХа 
существует дополнительный высокоаффинный сайт в виде ФVa.  

Так же как и в случае ФС-положительных тромбоцитов для фосфолипидных везикул 
процесс ассоциации-диссоциации протекает с гистерезисом. Это свидетельствует о том, что 
гистерезис может быть объяснен только взаимодействием факторов с фосфолипидной 
мембраной, а не присутствием каких-либо тромбоцитарных белков. 
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Рисунок 5. Кинетика связывания и диссоциации факторов Х(А) и Ха(Б) с фосфолипидными 

везикулами. На графиках приведены средние±SD (n=3). 
 
Взаимодействие факторов Х и Ха с активированными тромбоцитами у пациентов с 

синдромом серых тромбоцитов 
Основное качественное отличие тромбоцитов и фосфолипидных везикул – это наличие на 

тромбоцитах дополнительного сайта связывания (таблица 1). В литературе существуют данные, 
что в качестве высокоаффинного сайта связывания выступает фактор Va, выходящий из альфа -
гранул тромбоцитов. Это было подтверждено в экспериментах с тромбоцитами пациентов с 
синдромом серых тромбоцитов (рисунок 6).  

При этом процесс ассоциации-диссоциации фактора Ха продолжает идти с гистерезисом, 
но высокоаффинный сайт связывания пропадает. Эти данные дополнительно подтвердили, что 
явление гистерезиса не объясняется наличием каких-либо специфических белков на мембране 
активированных тромбоцитов и связано только с взаимодействием факторов с фосфолипидами 
мембраны. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 13 

 
                    А                                                                          Б 

0 200 400 600 800 1000
0

5000

10000

15000
К
ол
ич
ес
тв
о 
св
яз
ав
ш
ег
ос
я 

ф
ак
то
ра

 Х
а,

 м
ол
ек
ул

 н
а 
тр
ом
бо
ци
т

Концентрация фактора Ха, нМ

в присутствии фактора Va
в отсутствие фактора Va

0 10 20 30 40 50 60 70
0

500

1000

1500

2000
Связывание фактора Ха 

         в отсутствие фактора Va
Связывание фактора Ха 

         в присутствии фактора Va
Диссоциация фактора Ха 

         в отсутствие фактора Va
Диссоциация фактора Ха 

         в присутствии фактора Va

К
ол
ич
ес
тв
о 
св
яз
ав
ш
ег
ос
я 

ф
ак
то
ра

 Х
а,

 м
ол
ек
ул

 н
а 
тр
ом
бо
ци
т

Время, мин

разведение 
в 20 раз

 
                    В                                                                            Г 

0 10 20 30 40 50 60 70
0

50

100

150

Связывание фактора Ха 
         в отсутствие фактора Va

Связывание фактора Ха 
         в присутствии фактора Va

Диссоциация фактора Ха 
         в отсутствие фактора Va

Диссоциация фактора Ха 
         в присутствии фактора Va

О
тн
ос
ит
ел
ьн
ое

 к
ол
ич
ес
тв
о 

св
яз
ав
ш
ег
ос
я 
ф
ак
то
ра

 Х
а,

%

Время, мин

разведение 
в 20 раз

        
0 10 20 30 40 50 60 70

0

50

100

150

О
тн
ос
ит
ел
ьн
ое

 к
ол
ич
ес
тв
о 

св
яз
ав
ш
ег
ос
я 
ф
ак
то
ра

 Х
а,

%

Время, мин
Связывание фактора Ха 

         в отсутствие фактора Va
Связывание фактора Ха 

         в присутствии фактора Va
Диссоциация фактора Ха 

         в отсутствие фактора Va
Диссоциация фактора Ха 

         в присутствии фактора Va

Связывание фактора Ха 
         в отсутствие фактора Va

Связывание фактора Ха 
         в присутствии фактора Va

Диссоциация фактора Ха 
         в отсутствие фактора Va

Диссоциация фактора Ха 
         в присутствии фактора Va

разведение 
в 20 раз

 
Рисунок 6. Связывание ФХа с активированными тромбоцитами пациентов с синдромом серых 

тромбоцитов. (А) Равновесное связывание ФХа с ФС-положительными тромбоцитами в присутствии 
(черная линия) или отсутствии (серая линия) фактора Va (20 нМ). (Б) Кинетика связывания и 
диссоциации ФХа с ФС-положительными тромбоцитами в присутствии (черная линия) или отсутствии 
(серая линия) фактора Va (20 нМ). (В) Относительное связывание ФХа в присутствии (черная линия) 
или отсутствии (серая линия) фактора Va (20 нМ). Представлены результаты типичного эксперимента из 
четырех, проведенных с кровью разных доноров. (Г) Относительное связывание ФХа в присутствии 
(черная линия) или отсутствии (серая линия) фактора Va (20 нМ) для четырех различных пациентов. На 
графике приведены средние±SD (n=4). 

 
Сравнение кинетики взаимодействия ФХ и ФXа с фосфолипидными везикулами при 

различных концентрациях факторов  
Как видно из рисунка 7, связывание ФХ-ФИТЦ незначительно ингибируется избытком 

немеченого ФХ. В то время, как для ФХа картина совершенно другая.  Немеченый ФХа 
значительно увеличивает связывание ФХа-ФИТЦ. Кроме того значительно больше фактора 
остается связанным с мембраной после разбавления буфером. Эти данные могут указывать на 
то, что отличаются механизмы закрепления ФХ и ФХа на фосфолипидных мембранах. По всей 
видимости, для фактора Ха  основную роль, играет мультимеризация. В то время, как 
закрепление фактора Х на фосфолипидной мембране происходит за счет его стабилизации. 
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Рисунок 7. Сравнение кинетики взаимодействия ФХ (А) и ФXа (Б) с фосфолипидными 

везикулами при различных концентрациях факторов. Фосфолипидные везикулы (5мкМ) инкубировали с 
ФХ-ФИТЦ / ФХа-ФИТЦ (25 нМ) в присутствии ФХ(225 нМ) / ФХа(225 нМ) в течение 30 мин. В 
моменты времени 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 минут отбирали аликвоты и анализировали их с помощью 
проточного цитометра. После достижения насыщения раствор разбавляли в 20 раз буфером, 
содержащим CaCl2, для анализа диссоциации. На графике приведены средние±SD (n=3) 
 

Гетероолигомеризация факторов Х и Ха 
Эксперименты по связыванию меченого ФXа в присутствии немеченого FX (рисунок 8) 

показали, что ФХ способен значительно увеличивать связывание ФXа. Это свидетельствует о 
том, что могут образовываться гетероолигомеры факторов  Х и Ха, и это может способствать 
задержанию фактора Ха на фосфолипидной мембране. Кроме того в составе гетероолигомеров 
факторов Х и Ха на мембране может оставаться гораздо больше фактора Ха, чем в составе 
гомоолигомеров Ха-Ха, так как концентрация фактора Х в крови на несколько порядков 
больше, чем концентрация фактора Ха. 
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Рисунок 8. Кинетика связывания – диссоциации ФХ(Ха) с фосфолипидными везикулами. (А) 

Фосфолипидные везикулы (5мкМ) инкубировали с ФХа-ФИТЦ (25 нМ) в присутствии ФХа(225 нМ) или 
ФХ(225 нМ) в течение 30 мин. В моменты времени 0; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 30 минут отбирали аликвоты и 
анализировали их с помощью проточного цитометра. После достижения насыщения раствор разбавляли 
в 20 раз буфером, содержащим CaCl2, для анализа диссоциации.  На графике приведены средние±SD 
(n=3). 

 
Взаимодействие факторов Х и Ха с тромбоцитарным тромбом 
Вымывание факторов свертывания из тромба в условиях потока может ухудшать 

стабилизацию тромбов фибрином, а также может приводить к  нежелательной коагуляции и 
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эмболизаци ниже по течению кровяного русла. Естественно предположить, что явление 
гистерезиса может препятствовать вымыванию факторов свертывания из тромбов в условиях 
потока. Мы проверили эту гипотезу экспериментально с использованием плоско-параллельных 
камер с коллагеном при скорости сдвига 500 с-1 (рисунок 9). Проточные камеры промывали 
раствором флуоресцентно меченого ФХа в двух концентрациях 5 нМ или 10 нМ. Затем, 
концентрация фактора в промывающем растворе была увеличена в 10 раз, после чего снова 
уменьшена до 5 нМ и 10 нМ соответственно. После этого камеру промывали Буфером Тироде, 
содержащим 2,5 мМ CaCl2 . Эксперимент показал, что и в случае тромбоцитарного тромба 
наблюдается гистерезис при ассоциации-диссоциации фактора Ха. 
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Рисунок 9. (А) Типичные микрофотографии тромбоцитарного агрегата, полученного в 

плоскопараллельной проточной камере с нанесенным коллагеном. Фотографии получены методом 
конфокальной микроскопии. В цельную кровь здоровых доноров в качестве антикоагулянта добавляли 
цитрат натрия (106 мМ) в соотношении 1:9. Затем кровь рекальцифицировали и прокачивали через 
плоскопараллельную проточную камеру со скоростью сдвига 500 с-1.  После этого через проточную 
камеру прокачивали  буфер А, содержащий CaCl2( панель 0). Затем проточную камеру промывали 
раствором, содержащим ФXa (5нМ), в течение двух минут (панель 1). После этого камеру в течение 
двух минут промывали раствором, содержащим ФXa (50нМ) (панель 2). После чего проточную камеру 
вновь промывали раствором, содержащим ФXa (5нМ), в течение пяти минут (панель 3). После этого 
через проточную камеру в течение пяти минут прокачивали  буфер А, содержащий 2,5 мМ CaCl2( панель 
4). В заключение, проточную камеру промыли  буфером А, содержащим 10 мМ ЭДТА ( панель 5). (Б,В) 
Типичная кривая ассоциации-диссоциации фактора Ха с тромбоцитарным агрегатом в условиях потока. 
Относительная флуоресценция ФХа показана сплошной линией, концентрация ФХа в растворе показана 
пунктиром. Представлены результаты типичного эксперимента из четырех, проведенных с кровью 
разных доноров. 
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Распределение аннексина  V на мембране активированных тромбоцитов 
Как было сказано раньше при сильной активации тромбином (100 нМ) или тромбином 

(100 нМ) + СRP (20 мкг/мл) тромбоциты делятся на две субпопуляции, отличающиеся по своей 
способности связывать аннексин  V  (рисунок 1). В соответствии с микроскопическими 
данными, две субпопуляции тромбоцитов отличаются не только способностью связывать 
Аннексин V, но и по морфологическим признакам. Как видно на рисунке 10 ФС-отрицательные 
тромбоциты, не связывающие Аннексин V,  образуют ламеллиподии и распластываются по 
поверхности покровного стекла, покрытого фибриногеном. В то же время ФС-положительные 
тромбоциты, связывающие аннексин V, характеризуются шарообразной формой. При  этом на 
поверхности ФС-положительных тромбоцитов выделяется небольшая область («шапка»), с 
которой связывается в несколько раз больше Аннексина, чем со всей остальной мембраной 
тромбоцита. Для количественной оценки связывания Аннексина V с прокоагулянтными 
тромбоцитами мы интегрировали интенсивность флуоресценции Аннексина V в «шапке» и на 
остальной поверхности тромбоцита. Мы получили, что с  «шапкой» связывается в несколько 
раз больше Аннексина V, чем со всей остальной мембраной тромбоцита. Была проведена 
оценка размеров «шапки» и всего тромбоцита. При этом получили, что радиус шапки 
составляет около 1 мкм, в то время как радиус тромбоцита около 2 мкм.  Таким образом 
получается четырехкратное различие в размерах и восьмикратная разница в объеме. В любом 
случае локальная концентрация Аннексина в шапке в несколько раз выше, чем на остальной 
мембране тромбоцитов 
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Рисунок 10. (А) Типичные микрофотографии активированных тромбоцитов. Красным показана 

флуоресценция CD61-PE, зеленым- флуоресценция Аннексин V-ФИТЦ. В первом ряду показаны ФС-
отрицательные тромбоциты, во втором ФС-положительные. (Б) Количество связавшегося Аннексина V c 
ФС-положительными тромбоцитами в «шапке» и на остальной мембране тромбоцита. Данные 
приведены для трех различных доноров. (В) Соотношение размеров «шапки» и всего тромбоцита для 
двадцати доноров. Приведены средние значения ±SD. 
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 Распределение факторов витамин К- зависимых факторов свертывания на 
мембране фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов 

Нами было изучено распределение флуоресцентно меченых витамин К-зависимых 
факторов на мембранах активированных тромбоцитов, как видно из рисунка 11 оно аналогично 
распределению Аннексина V. С «шапкой» связывается в два раза больше факторов Х, Ха и 
протромбина и на порядок больше фактора IXa, чем с остальной мембраной тромбоцита. 
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Рисунок 11.  Распределение факторов IXa, Х, Ха и проторомбина на мембране активированных 

тромбоцитов. (А) Типичные микрофотографии активированных тромбоцитов. Зеленым показана 
флуоресценция флуоресцентно меченых факторов IXa, Х, Ха и проторомбина. Справа показаны ФС-
отрицательные тромбоциты, слева ФС-положительные. (Б-Д) Количество связавшихся факторов IXa, Х, 
Ха и проторомбина c ФС-положительными тромбоцитами в «шапке» и на остальной мембране 
тромбоцита. Приведены средние значения ±SD. 
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Распределение кофакторов 
Распределение кофакторов на мембране активированных тромбоцитов изучали с 

использованием специфичных антител. При этом мы изучали распределение только 
секретируемого тромбоцитами фактора V, без добавления внешнего фактора. Как можно 
увидеть из рисунка 12 флуоресценция антител к фактору V наблюдается только на ФС-
положительных тромбоцитах в шапке. На остальной мембране ФС-положительных 
тромбоцитов, так же как на ФС-отрицательных тромбоцитах фактор V не детектируется. 

В случае фактора VIII мы добавляли внешний фактор, а затем детектировали его также с 
использованием специфичных антител. При этом, как видно из рисунка 13, флуоресценция 
антител к фактору VIII наблюдалась  как в «шапке» ФС-положительных тромбоцитов, так и на 
ФС-отрицательных тромбоцитах. Скорее всего такое различие обусловлено взаимодействием 
фактора VIII не только с ФС, но и с фактором Виллебранда, связанным с GPIb. 
                                              А                              
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Рисунок 12.  Распределение кофакторов Va и VIII на мембране активированных тромбоцитов. (А) 

Типичные микрофотографии активированных тромбоцитов. Красным показана флуоресценция 
Аннекисна V-Alexa647, зеленым – флуоресценция антител к факторам Va и VIII. (Б-В) Интегральная 
флуоресценция антител к факторам Va и VIII в «шапке» и на остальной мембране тромбоцита. Данные 
приведены для трех различных доноров. Приведены средние значения ±SD. 
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Распределение факторов у пациентов с синдромом серых тромбоцитов 
Как было сказано выше, у пациентов с синдромом серых тромбоцитов наблюдается 

дефицит тромбоцитарных альфа-гранул и как следствие не происходит секреция фактора V 
тромбоцитами.  Как видно на рисунке 13 на тромбоцитах таких пациентов действительно не 
удается детектировать фактор V. Это свидетельствует о том, что при очистке тромбоцитов гель-
фильтрацией мы полностью избавляемся от плазменного фактора V и в дальнейшем 
детектируем связывание только тромбоцитарного фактора. 
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Рисунок 13.  Распределение кофактора Va на мембране активированных тромбоцитов у пациентов 

с синдромом серых тромбоцитов. (А) Типичные микрофотографии активированных тромбоцитов. 
Красным показана флуоресценция Аннекисна V-Alexa647, зеленым – флуоресценция антител к фактору 
Va. (Б) Интегральная флуоресценция антител к факторам Va в «шапке» и на остальной мембране 
тромбоцита. Данные приведены для трех различных доноров. Приведены средние значения ±SD. 
 

Влияние концентрирования факторов на ускорение мембранных реакций 
Для проверки гипотезы, что увеличение локальной концентрации факторов свертывания 

может приводить к увеличению скорости мембранно зависимых реакций нами был сделан 
эксперимент с использованием искусственных везикул разного фосфолипидного состава. Нами 
были использованы фосфолипидные везикулы диаметром 0,8 мкм содержащие ФС/ФХ в 
пропорции 25/75 или 5/95. Данные везикулы были использованы для сборки комплекса 
внутренней теназы, содержащего факторы  IXa,  VIIIa, и  FX. При этом концентрация везикул 
(10 мкМ при составе ФС/ФХ: 5/95  и 2 мкМ при составе ФС/ФХ: 25/75)  подбиралась так, чтобы 
количество добавленного фосфатидилсерина было одинаковым (0,4 мкМ). Как видно из 
рисунка 14 в случае, когда фосфатидилсерин сконцентрирован на меньшей площади мембраны 
(везикулы ФС/ФХ: 25/75) активируется в 50 раз больше фактора Ха, чем в случае, когда 
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фосфатидилсерин не сконцентрирован (ФС/ФХ: 5/95). Таким образом, данный эксперимент 
подтверждает гипотезу, что увеличение локальной концентрации фосфатидилсерина, и как 
следствие концентрирование факторов свертывания, может приводить к ускорению мембранно 
зависимых реакций. 
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Рисунок 14. Влияние различной плотности связывания факторов на активацию фактора Х. На 

рисунке приведены средние значения ±SEM. 
 
Заключение 
В настоящей работе, с использованием нескольких подходов было показано, что 

связанные как с искусственными фосфолипидными мембранами, так и с  активированными 
тромбоцитами (в том числе в составе тромбоцитарного тромба) факторы Х и Ха состоят из двух 
фракций, только одна из которых может легко диссоциировать. При этом связывание факторов 
это многоступенчатым процесс, в ходе которого могут образовываться различные олигомеры 
факторов Х/Ха. Данные олигомеры прочнее связаны с мембраной и хуже диссоциируют, чем 
мономеры. В реальных тромбах это явление может предотвращать вымывание факторов 
потоком. Кроме того, было показано, что этот феномен не зависит от типа активации 
тромбоцитов, а также сохраняется на искусственных фосфолипидных везикулах различного 
состава в широком диапазоне концентраций Ca2+  и белка во внешней среде. 

Другим важным результатом данной работы является то, что все проанализированные 
нами факторы свертывания концентрируются в небольшом регионе мембраны 
прокоагулянтных тромбоцитов (“шапке”). Такое распределение может выполнять две функции: 
первое, резкое ускорение скорости мембранно-зависимых реакций из-за повышенной 
локальной концентрации белков, и второе, обеспечение защиты факторов свертывания от 
вымывания потоком. Исследование ультраструктуры активированных тромбоцитов с помощью 
электронной микроскопии показало, что “шапки” имеют сложную структуру с большим 
количеством складок мембраны и органелл. Кроме того, было проведена детальная 3D-
реконструкция всего тромбоцита и показано, что мембрана «шапки» является непрерывной и 
неотделимой от всего остального тромбоцита.  

Таким образом, В результате данной работы получены новые уникальные данные по 
механизмам взаимодействия факторов свертывания с фосфолипидными мембранами, которые 
могут применятся для разработки новых подходов к диагностике и лечению сердечно-
сосудистых заболеваний.   
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Выводы  
1. Взаимодействие факторов Х и Ха с фосфолипидными мембранами — 

многостадийный процесс. Связанные  с мембраной факторы Х и Ха состоят из двух фракций, 
только одна из которых может легко диссоциировать. 

2. Механизмы закрепления на мембране для факторов Х и Ха различаются. Для 
фактора Ха основную роль играет мультимеризация, в том числе могут образовываться 
гетеромультимеры факторов Х и Ха. Закрепление фактора Х на фосфолипидной мембране 
происходит благодаря наличию промежуточных состояний.  

3. Мультимеризация фактора Ха может препятствовать его вымыванию из тромба в 
условиях потока. 

4. Факторы свертывания IXa, Ха, X, V / Va, VIII / VIIIa, протромбин, а также 
аннексин V распределены неоднородно на мембране ФС-положительных тромбоцитов, и в 
основном локализованы в небольшой области мембраны, где их средняя концентрация выше в 
несколько раз. Подобное концентрирование факторов может приводить к ускорению реакции 
активации фактора Х комплексом внутренней теназы до 50 раз. 
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