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ВВЕДЕНИЕ
Нарушения системы гемостаза могут иметь как врожденный, так и приобретенный характер. В той или иной мере изменения в различных звеньях гемостаза выявляются при многих соматических заболеваниях (атеросклероз, коронарная болезнь сердца, инсульты и др.), хирургических вмешательствах, терминальных состояниях, онкологических, иммунных заболеваниях, акушерских ситуациях. Без лабораторного мониторинга состояния системы гемостаза невозможно проведение медикаментозной коррекции гемокоагуляционного потенциала. Даже этот далеко не полный перечень клинических ситуаций свидетельствует о том, что проблема состояния системы гемостаза должна находиться в центре постоянного пристального внимания клиницистов.

Правильный выбор лабораторных тестов у каждого больного определяет качество диагностики, снижает затраты на обследование и лечение больного. Использование малоинформативных тестов, ручных методов, старых методик снижает эффективность лечебно-диагностического процесса. И специалистам лабораторной диагностики, и врачам-клиницистам необходимо хорошо знать возможности современной КДЛ, диагностическую значимость отдельных лабораторных тестов, характеризующих состояние сосудисто-тромбоцитарного и плазменного гемостаза.
В данном пособии представлена информация об основах функционирования, патофизиологии системы гемостаза и принципах лабораторной диагностики, приводятся данные о наиболее важных для диагностики и лечения больных лабораторных тестах, доступных для КДЛ, о трактовке и клинико-диагностическом значении получаемых результатов.
1. Основы функционирования системы гемостаза
Система гемостаза - биологическая система, которая обеспечивает:

· поддержание жидкого состояния циркулирующей крови;

· остановку кровотечения в месте повреждения кровеносного сосуда путем тромбообразования;

· удаление тромбов и восстановление кровотока после устранения повреждения.
Основными компонентами системы гемостаза являются:
· Сосудистая стенка 

· Тромбоциты
· Плазменные ферментные системы (свертывающая, антикоагулянтная, фибринолитическая)
В свертывании крови различают два звена:

1) сосудисто-тромбоцитарный гемостаз (первичный);

2) плазменный гемостаз (коагуляционный, вторичный).

Процессы инициируются одновременно, идут параллельно, но первичный гемостаз завершается быстрее и создает основу для последующих реакций плазменного гемостаза. Эти два звена тесно связаны, не могут функционировать раздельно, но деление реакций на клеточные и плазменные облегчает выбор адекватных методик и интерпретацию результатов лабораторной диагностики.
1.1 . Сосудисто-тромбоцитарный (первичный) гемостаз
1.1.1. Роль сосудистой стенки в гемостазе 
Обращенная в просвет сосуда поверхность эндотелиальных клеток инертна и не активирует  систему гемостаза. Отрицательный заряд эндотелиоцитов препятствует адгезии отрицательно заряженных тромбоцитов к стенке сосуда. Эндотелиальные клетки продуцируют такие биологически активные вещества, как простациклин - PgI2 (ингибитор агрегации тромбоцитов), антитромбин III – основной эндогенный антикоагулянт, ингибитор тканевого пути свертывания (TFPI), тромбомодулин (связывает тромбин, который при этом сохраняет способность активировать систему антикоагулянтов - протеинов С и S, что в итоге приводит к снижению скорости коагуляционных реакций),  тканевый активатор плазминогена (обеспечивает фибринолиз) и др.
Таким образом, неповрежденный эндотелий представляет собой антикоагулянтную поверхность и играет важную роль в поддержании жидкого состояния крови. Продуцируемые эндотелием вещества способны эффективно предупреждать процессы адгезии и агрегации тромбоцитов, реакции коагуляции, блокировать начавшийся процесс свертывания крови и вызывать растворение (лизис) образующегося фибрина.
Повреждение эндотелия при действии экзогенных и эндогенных факторов (гипоксия, механическое повреждение, действие химических агентов, лучевое воздействие, токсины микроорганизмов, лекарственные препараты, иммунные комплексы, цитокины, тромбин, метаболические изменения структуры стенки сосудов при сахарном диабете, атеросклерозе и т.д.) приводит к созданию чужеродной контактной поверхности,  способствует трансформации антитромботического потенциала сосудистой стенки в тромбогенный. Прокоагулянтные свойства эндотелия реализуются за счет наличия коллагеновых волокон в субэндотелиальном слое, синтеза фактора фон Виллебранда (усиливает адгезию тромбоцитов), экспрессии тканевого фактора (тромбопластин - основной инициатор процесса свертывания), синтеза ингибитора активатора плазминогена (ингибирование фибринолиза) и других факторов.
Эндотелиоциты также участвуют в регуляции тонуса сосудов: в зависимости от стимула могут инкретировать вазодилятаторы (оксид азота, простациклин) или вазоконстрикторы (эндотелин-1, тромбоксан), участвуют в превращениях вазоактивных веществ (преобразовании ангиотензина-I в ангиотензин-II, инактивация брадикинина). При нарушении целостности сосудистой стенки поврежденный и соседние кровеносные сосуды рефлекторно сокращаются, что уменьшает кровоток в области повреждения и  улучшает взаимодействие между тромбоцитами, факторами свертывания и поврежденным участком. Провоцировать и поддерживать ангиоспазм могут такие вещества как тромбоксан А2, серотонин, эндотелин-1, катехоламины, ангиотензин II и другие вазоконстрикторы, выделяющиеся из эндотелиальных клеток и тромбоцитов. 
1.1.2. Роль тромбоцитов в гемостазе

Все клеточные элементы крови принимают участие в тромбогенезе, но только для тромбоцитов прокоагулянтная функция является основной.
Тромбоциты вырабатываются мегакариоцитами костного мозга ипредставляют собой безъядерные фрагменты их цитоплазмы. Специфическим стимулятором развития мегакариоцитов и образования тромбоцитов является тромбопоэтин, который продуцируется печенью. Продолжительность жизни кровяных пластинок составляет 7-10 дней. 
Основные функции тромбоцитов:

· Немедленный гемостаз за счет образования тромбоцитарной пробки

· Выделение вазоконстрикторов для уменьшения кровотока в пораженном участке

· Участие в коагуляционном гемостазе с образованием фибринового сгустка и регуляции фибринолиза

· Ангиотрофическая функция

· Инициация репарации тканей
· Регуляция местной воспалительной реакции и иммунитета
Структурно-функциональная организация тромбоцитов имеет ряд особенностей. Цитоплазматическаямембрана тромбоцитов, представленная бислоем фосфолипидов, защищает содержимое интактных тромбоцитов, а после активации кровяных пластинок является местом взаимодействия плазменных факторов и поврежденной сосудистой стенки. Тромбоцитарная мембрана инвагинирует и образует проникающие внутрь клетки канальцы, просвет которых сообщается с внешней средой. Эта открытая канальцевая система (ОКС) обеспечивает поступление в клетку растворимых и корпускулярных частиц из окружающей среды – плазмы, а также   высвобождение хранящихся в гранулах активных субстанций во внеклеточное пространство. На наружной оболочке и ОКС обнаружены гликопротеины (ГП), которые играют роль рецепторов для молекул – индукторов адгезии и агрегации (агонистов). Некоторые гликопротеиды и их лиганды представлены в таблице 1.

Среди них выделяют:

· первичные рецепторы (доступны для взаимодействия с лигандами уже на
мембране интактных тромбоцитов, реагируют непосредственно на
     действие активирующего фактора);

· вторичные рецепторы (открываются только после активации тромбоцита).
Таблица 1.
Некоторые тромбоцитарные гликопротеины и их лиганды
	Гликопротеин
	Лиганды

	
	первичные
	вторичные

	ГП Iа-IIа
	Коллаген
	

	ГП Ib-V-IX
	Фактор Виллебранда 
	Тромбин

	ГП IIb-IIIа
	Фибриноген
	Фактор Виллебранда, фибронектин

	ГП Iс-IIа
	Фибронектин
	Ламинин

	ГП IIIb
	Тромбоспондин
	


Непосредственно под мембраной вдоль наибольшей окружности клетки («экватора») расположено циркулярное микротубулярное кольцо, которое обеспечивает поддержание дискоидной формы кровяных пластинок. В субмембранной области, между фосфолипидным бислоем и микротубулярным кольцом, расположены актиновые микрофиламенты и белки цитоскелета. Все эти компоненты тесно связаны, они играют важную роль в сохранении формы интактных тромбоцитов и в ее изменении при стимуляции, обеспечивают восприятие внешнего сигнала и запуск реакций активации во внутриклеточных структурах.
Вязкий матрикс цитоплазмы тромбоцитов (золь-гель зона) представлен в основном белками опорно-сократительной системы (актин, миозин и др.), которые в интактном тромбоците находятся в аморфном состоянии, в виде фибриллярных или тубулярных структур. Преобразование данных белков при активации тромбоцитов (полимеризация-деполимеризация, сокращение актомиозина) лежит в основе изменений формы клетки, образования псевдоподий, секреции, ретракции сгустка.

Цитоплазма содержит органеллы – митохондрии, пероксисомы и гранулярный аппарат. Эта зона органелл участвует в метаболических процессах клетки, защите от свободных радикалов, хранении субстанций, которые обеспечивают выполнение основных функций тромбоцитов.

Выделяют 3 типа гранул хранения:

· α-гранулы;

· δ-гранулы (электронноплотные тельца);

· γ-гранулы (лизосомы).
Наиболее многочисленны α-гранулы, они содержат более 30 тромбоцитоспецифических и тромбоцитонеспецифических пептидов, которые участвуют не только в гемостатических, но и других реакциях – воспаления, иммунитета, репарации и др (таблица 2).
Таблица 2.

Компоненты α-гранул тромбоцитов и их предполагаемые функции
	Компонент 
	Функция

	Тромбоцитарный фактор роста
	Репарация за счет усиления деления фибробластов

	Трансформирующий фактор роста β
	Репарация ткани

	Тромбоцитарный фактор 4
	Нейтрализация гепарина, воспаление

	β -тромбоглобулин
	Репарация ткани, воспаление

	Фактор Виллебранда
	Адгезия тромбоцитов, свертывание крови

	Фибриноген
	Свертывание крови, агрегация тромбоцитов

	Фактор V
	Свертывание крови

	Протеин S
	Антикоагулянт

	Иммуноглобулин
	Иммунитет


Плотные гранулы являются богатым хранилищем субстанций, необходимых для реализации сосудисто - тромбоцитарного гемостаза (АДФ,  серотонина, Са2+, антиагреганта АТФ). В лизосомах находятся гидролитические энзимы, принимающие участие в реканализации сосуда после завершения гемостаза.
Плотная канальцевая система принимает участие в хранении внутриклеточного Са2+ и выделении его в цитоплазму при активации тромбоцитов, а также содержит ферменты, которые катализируют высвобождение полиненасыщенных жирных кислот из фосфолипидов мембран, участвуют в метаболизме арахидоновой кислоты. 
Изменения ультраструктуры тромбоцитов могут приводить к нарушению их функций и, как следствие, к геморрагическим проявлениям. 
Нестимулированные тромбоциты, циркулирующие в крови, имеют небольшой размер (диаметр 2-4 мкм), дискообразную форму, гладкую поверхность и обладают низкой метаболической активностью. Отрицательный заряд мембран тромбоцитов препятствует их взаимодействию с эндотелием, друг с другом, другими форменными элементами крови. Несмотря на это, эндотелий сосудов активно поглощает тром​боциты - до 35000/мкл в сутки. Нарушение этой ангиотрофической функции тромбо​цитов при тромбоцитопениях является одной из причин возникновения дистрофии эндотелия, ломкости сосудов, кровотечений.
В кровотоке тромбоциты располагаются непосредственно у внутренней стенки сосудов, что повышает вероятность их столкновения с субэндотелиальными структурами. Повреждение сосудистой стенки сопровождается появлением контактной тромбогенной поверхности и немедленно приводит к активации и адгезии тромбоцитов. 
Активация тромбоцитов представляет собой процесс быстрого перехода из интактного состояния в активированное в результате воздействия на мембрану ряда внешних стимулов. Развивающиеся при активации мембранные и клеточные изменения кровяных пластинок направлены на реализацию их специфических гемостатических функций.

Обычно активаторы не проникают через мембрану тромбоцита, а действуют как лиганды, специфически связываясь с рецепторами. Тромбоцитарные рецепторы представляют собой мембранные белки (обычно гликопротеины), которые способны специфично и обратимо связываться с агонистами (индукторами). При взаимодействии агониста с рецептором сигнал передается через систему G-белков и вызывает развитие в кровяных пластинках целого каскада реакций, приводящих к изменению метаболизма и ультраструктурной организации (перестройка плазматической мембраны, повышение уровня цитоплазматического кальция, активация фосфолипаз, высвобождение арахидоновой кислоты из мембранных фосфолипидов и образование ее метаболитов, фосфорилирование белков сократительной системы, слияние гранул с мемранами ОКС, экзоцитоз содержимого гранул во внеклеточное пространство и т.д.). 
Внутренние процессы активации приводят к внешним преобразованиям клетки (увеличение клетки, образование псевдоподий и превращение в сфероэхиноцит, конформационные изменения рецепторов) и завершаются реализацией тромбоцитами их специфических функций (адгезия, агрегация, участие в коагуляционных реакциях). 

Активации способствует обнажение субэндотелиальных структур при повреждении сосудистой стенки (коллагеновые, эластиновые волокна и др.), повышение концентрации АДФ (из поврежденных эритроцитов и сосудов), протеолитические энзимы (тромбин), производные арахидоновой кислоты, иммунные комплексы и т.д. Эти субстанции появляются в зоне механической травмы сосуда, а также обнаруживаются в циркулирующей крови при различных патологических состояниях, сопровождающихся нарушением целостности и функциональных свойств эндотелия и клеток крови, появлением значительного количества биологически активных соединений.

Адгезия тромбоцитов представляет собой процесс их прилипания к субэндотелиальным структурам, что приводит к образованию монослоя кровяных пластинок в зоне поврежденной сосудистой стенки. Этот этап в реакциях гемостаза является критическим, поскольку присоединение тромбоцитов к неподвижному матриксу происходит в условиях движущейся системы крови и при действии сил сдвига. При начальном кратковременном столкновении тромбоцитов с эндотелием большая часть клеток может уноситься кровотоком. Если контакт продолжается более 30 мс, между структурами субэндотелия и тромбоцитарной мембраной образуются молекулярные соединения.
При низком напряжении сдвига, типичном для крупных сосудов, тромбоцит способен непосредственно связываться с коллагеном сосудистой стенки при помощи рецепторов ГП Iа-IIа. В зоне микроциркуляции (при высоком напряжении сдвига) взаимосвязь между коллагеном и рецептором ГП-Ib на мембране  тромбоцита осуществляется при участии высокомолекулярного кофактора адгезии - фактора Виллебранда (vWF). Вначале плазменный фактор Виллебранда соединяется с компонентами субэндотелия (коллаген, протеогликаны). Этот процесс сопровождается конформационными изменениями молекулы vWF и появлением мест связывания с ГП-Ib. Фиксированный на субэндотелиальном матриксе фактор Виллебранда связывается с тромбоцитарным ГП-Ib. Формируется ось адгезии «ГП-Ib – vWF – коллаген», что приводит к прилипанию (адгезии) тромбоцитов. Таким образом, контакт крови с коллагеном, реализуемый с участием рецепторов ГП Iа-IIа, ГП-Ib и фактора Виллебранда, немедленно ведет к адгезии и активации кровяных пластинок. 
Генетически обусловленное отсутствие или снижение числа рецепторов ГП-Ib на мембране тромбоцитов приводит к нарушению адгезии и дальнейших реакций первичного гемостаза, что клинически проявляется развитием геморрагического диатеза. Более часто встречается болезнь Виллебранда, обусловленная недостаточностью или дефектом фактора Виллебранда.
Параллельно с адгезией идет процесс агрегации тромбоцитов – присоединение циркулирующих тромбоцитов к кровяным пластинкам, уже фиксированным на поврежденной поверхности и друг к другу с образованием агрегатов. При стимуляции клеток происходит изменение формы тромбоцитов и образование отростков (превращение в сфероэхиноцит), что увеличивает вероятность столкновения и соединения клеток между собой. Однако ключевую роль в агрегации тромбоцитов играет ГП IIb-IIIа. При активации тромбоцитов развиваются конформационные изменения ГП IIb-IIIа и экспрессия в этом комплексе рецепторных мест для связывания фибриногена. Фибриноген, взаимодействуя с ГП IIb-IIIа, образует мостики между соседними активированными тромбоцитами, что и приводит к склеиванию или агрегации кровяных пластинок. Гликопротеиды IIb-IIIа приобретают способность связывать не только фибриноген, но и другие высокомолекулярные кофакторы адгезии и агрегации (фактор Виллебранда, фибронектин, коллаген, ламинин, витронектин). При этом связывание ГП IIb-IIIа с фибриногеном лежит в основе агрегации кровяных пластинок, а взаимодействие с остальными лигандами способствует тому, что реакции адгезии и агрегации становятся необратимыми.

Агрегация тромбоцитов может быть первичной (обратимой) и вторичной (необратимой). Если действие агонистов на тромбоциты не приводит к секреции содержимого гранул и не вызывает стимуляции метаболизма арахидоновой кислоты, развивается обратимая агрегация: после действия агониста происходит частичная диссоциация связанного с пластинками фибриногена и дезагрегация. Вторичная (необратимая) агрегация развивается после первичной, она обусловлена продукцией метаболитов арахидоновой кислоты (ТХА2, простагландины) и реакцией высвобождения компонентов α-гранул в активированных тромбоцитах. Появление в микроокружении тромбоцитов значительного количества этих активных субстанций вовлекает в процесс агрегации новые кровяные пластинки, приводит к образованию новых межтромбоцитарных соединений, стабилизации уже сформированных фибриногеновых связей (с помощью тромбоспондина и фибронектина), уплотнению тромбоцитарного агрегата, формированию непроницаемой для крови гемостатической пробки.
Реакции высвобождения содержимого гранул тромбоцитов в экстрацеллюлярное пространство (тромбоцитарная секреция) могут развиваться как при адгезии, так и при агрегации кровяных пластинок. Высвобождаемые из гранул хранения активные субстанции влияют на кровеносные сосуды (серотонин, адреналин, норадреналин), агрегацию тромбоцитов (АДФ, β-тромбоглобулин), на процессы свертывания (тромбоцитарный фактор 3, фактор Виллебранда и др.) и способствуют развитию гемостатической пробки.
	Наиболее важные факторы, обеспечивающие первичный гемостаз
· Количество тромбоцитов в крови

· Фактор Виллебранда, способствующий адгезии тромбоцитов

· Наличие в мембране тромбоцитов специфического рецептора ГП-Ib, обеспечивающего вместе с фактором Виллебранда адгезию к коллагеновым волокнам

· Наличие в мембране активированных тромбоцитов рецепторов ГП-IIb-IIIа, вступающих в специфическую реакцию с фибриногеном, что необходимо для агрегации кровяных пластинок

· Нормальный синтез в тромбоцитах тромбоксана-А2 и простациклина

· Нормальная реакция тромбоцитарной секреции


Таким образом, сосудисто-тромбоцитарный (первичный) гемостаз – ранняя начальная остановка кровотечения за счет спазма сосудов, адгезии и агрегации тромбоцитов в зоне повреждения, секреции из них биологически-активных веществ. При этом образуется белый тромбоцитарный тромб (тромбоцитарная пробка) - необратимый агрегат тромбоцитов, подвергшихся глубоким морфологическим и функциональным изменениям. Однако тромбоцитарная пробка не способна остановить кровотечение при повреждении крупных кровеносных сосудов. Такое кровотечение может быть остановлено только за счет активации процесса свертывания крови (коагуляционного гемостаза), при этом первичная тромбоцитарная пробка усиливается за счет сети фибриновых нитей и содержит также эритроциты, лейкоциты и другие компоненты крови.
1.2 . Коагуляционный гемостаз

Коагуляционный (плазменный, вторичный) гемостаз – гемостатические реакции, итогом которых является образование фибрина. В коагуляционных реакциях принимают участие специальные белки – факторы свертывания, неотъемлемыми факторами свертывания являются фосфолипиды тромбоцитарной мембраны и ионы кальция.
1.2.1 Характеристика факторов свертывания
Плазменным факторам свертывания присвоена римская нумерация, а тромбоцитарным – арабская. Факторы свертывания циркулируют в крови в неактивном состоянии, активированные плазменные факторы обозначаются буквой "а" за римским номером. Междунароная номенклатура и некоторые характеристики факторов свертывания представлены в таблице 3.
Семь факторов свертывания (XII,XI,IX,X,VII, II и прекалликреин) при активации превращаются из проферментов в сериновые протеазы (в состав активного центра входит аминокислота серин), которые способны гидролизовать пептидные связи. Три фактора (V, VIII и высокомолекулярный кининоген) являются кофакторами этих реакций; один - кофактором-рецептором (фактор III, тканевый фактор); один - трансглутаминазой (фактор XIII); а фактор I (фибриноген) является  субстратом для образования конечного продукта - фибрина.
Тканевый фактор. Фактор III (тканевый тромбопластин, неактивная тканевая протромбиназа) – связанный с мембранами гликопротеид, конститутивно присутствующий в различных тканях за пределами сосудистого русла (в легких, тканях мозга, сердца, кишечника, матки, в эндотелии), на поверхности активированных клеток воспаления (моноциты). Он не поступает в кровь до тех пор, пока не произойдет повреждение клеток или не образуются протеазы. Тканевый фактор функционирует в качестве кофактора/рецептора, который в присутствии Са2+ активирует фактор VII. В небольших  количествахVIIа фактор присутствует в кровеносном русле (действие протеаз, самоактивация), но только при образовании комплекса с тканевым фактором и Са2+ он становится ферментативно активным и способен активировать фактор X.
Витамин К-зависимые факторы. Факторы II (протромбин), VII, IX и X, имеющие ряд сходных характеристик, являются витамин К-зависимыми. Каждый из них имеет на N-конце остатки глютаминовой кислоты, которые при участии фермента – витамин К-зависимой глутаматкарбоксилазы подвергаются γ-карбоксилированию с образованием  γ-карбоксиглутаминовых производных. Дополнительные карбоксильные группы позволяют данным белкам взаимодействовать с отрицательно заряженными фосфолипидами мембран через кальциевые мостики. В отсутствие витамина К γ-карбоксилирование не происходит и синтезируются функционально неполноценные факторы свертывания – PIVKA - протеины (Protein Induced by Vinamin KAbsence). Необходимо помнить, что синтез важнейших антикоагулянтов - протеинов S и C также происходит при участии витамин К-зависимого γ-карбоксилирования.  
Кофакторы. Факторы VIII и V - наиболее нестабильные факторы свертывания, которые быстро исчезают при хранении и нагревании плазмы.   Активированные кофакторы, в отличие от факторов - сериновых протеаз, не обладают самостоятельной энзиматической активностью, но они выступают в качестве мощного ускорителя ферментативной реакции. Фактор VIII является кофактором IXа фактора, фактор V – кофактором Ха фактора. Выявлено структурное сходство этих молекул-кофакторов. 
Следует отметить, что в отличие от других факторов свертывания, которые циркулируют в свободном состоянии, VIII фактор в плазме всегда связан с фактором Виллебранда в комплекс. VIII фактор в качестве кофактора участвует в свертывании крови, тогда как фактор Виллебранда (vWF) играет ключевую роль в адгезии и агрегации тромбоцитов; его участие в коагуляции заключается в том, что он является белком-носителем фактора VIII, стабилизирует его и защищает от быстрого разрушения активированным протеином С и Ха фактором, регулирует синтез фактора VIII и стимулирует ассоциацию его легких и тяжелых цепей. Врожденное нарушение синтеза vWF или изменение его строения приводят к геморрагическому диатезу – болезни Виллебранда, при этом наблюдаются нарушения и сосудисто-тромбоцитарного, и коагуляционного гемостаза.
Фибриноген. Фактор I (фибриноген) является  субстратом для образования конечного продукта – фибрина. Молекула фибриногена состоит из трех пар неидентичных полипептидных цепей – Аα, Вβ и γγ, соединенных между собой дисульфидными мостиками. 

Под действием тромбина от цепейАα и Вβ происходит отщеплениеN-концевых фибринопептидов А и В соответственно и образуется молекула фибрин-мономера. Фибринопептиды А и В обладают большим отрицательным зарядом, в результате чего молекулы фибриногена отталкиваются друг от друга, что препятствует их сближению и агрегации. В отличие от фибриногена,  растворимые фибрин-мономеры способны соединяться друг с другом. При этом открывшийся под действием тромбина центральный Е-домен связывается с периферическим Д-доменом другого мономера. Таким образом мономеры объединяются и образуют ступенчатые двухцепочечные волокна, которые  затем утолщаются, разветвляются и по мере укрупнения трансформируются в волокна растворимого фибрина. Этот первичный фибрин легко разрушается и растворяется, т.к. удерживается нековалентными взаимодействиями.
Таблица 3
Факторы свертывания крови
	Фактор
	Название
	Функция
	Синтез
	Период полужизни
	Количество в мл (активность)
	Достаточный минимум
	Избыток

	I
	 Фибриноген
	Субстрат
	Гепатоциты
	100 ч.
	300 (170-450) мг
	50 мг
	3-6 раз

	II
	 Протромбин 
	Фермент 
	Гепатоциты 

(витамин К зависимый)
	72 - 96 ч
	200мкг/70-130%
	80 мкг/40%
	2-3 раза

	III
	 Тромбопластин 
	Рецептор/ кофактор
	Эндотелий, ткани мозга, легких, сердца, матки и др.
	-
	-
	-
	-

	IV
	 Ионы Са++ 
	
	
	-
	2,3 - 2,8 ммоль/л
	-
	-

	V
	 АС-глобулин (проакцелерин)
	Кофактор 
	Гепатоциты, эндотелий, тромбоциты
	12 - 15 ч.
	25мкг/80-110%
	2,5-4мкг/10-15%
	8-10 раз

	VII
	 Проконвертин
	Фермент
	Гепатоциты 

(витамин К зависимый)
	2 - 6 ч.
	2 мкг/70-130%
	0,2 мкг/10%
	10 раз

	VIII
	 Антигемофильный   глобулин 
	Кофактор
	Эндотелий, синусоиды печени,  селезенка, 
	7 - 8 ч.
	50мкг/80-120%
	5-7мкг/10-15%
	3-5 раз

	IX
	 Кристмас-фактор
	Фермент
	Гепатоциты 

(витамин К зависимый)
	20 - 30 ч.
	3-4 мкг/70-130%
	4-6мкг/20-30%
	4-5 раз

	X
	Стюарта-Прауэра фактор 
	Фермент
	Гепатоциты 

(витамин К зависимый)
	30 - 70 ч.
	6-8 мкг/70-140%
	0,15мкг/20%
	5 раз

	XI
	Предшественник тромбопластина
	Фермент
	Гепатоциты
	30 - 70 ч.
	7 мкг/70-130%
	15 мкг/15-20%
	4-5 раз

	XII
	Хагеманна фактор
	Фермент
	Гепатоциты
	50 - 70 ч.
	40 мкг
	не установлено
	неизвестно

	XIII
	Фибриназа, фибрин - стабилизирующий фактор 
	трансглутаминаза
	Гепатоциты, тромбоциты
	72 - 100 ч
	не установлено
	10%
	10 раз

	
	Дополнительные факторы:
· Фактор Виллебранда 

· Фактор Флетчера (прекалликреин)

· Фактор Фитцжеральда (высокомолекулярный кининоген)


	Фермент

Кофактор 
	Гепатоциты
Гепатоциты
	
	
	
	


Трансглутаминаза. Активированныи тромбином фактор XIII (фибринстабилизирующий фактор) катализирует образование ковалентных связей между мономерами фибрина в полимере, вследствие чего рыхлый растворимый фибрин становится нерастворимым. XIIIа фактор – это трансглутаминаза, которая связывает остаток глутамина одной цепи с лизином соседней. Повышение растворимости фибринового сгустка – признак дефицита XIII фактора. 

Большинство плазменных факторов свертывания синтезируется в гепатоцитах. Нарушение их синтеза при повреждении гепатоцитов может стать причиной кровоточивости. Фактор VIII является единственным полипептидом, который синтезируется различными тканями (доказан его синтез клетками эндотелия, синусоидов печени, в селезенке, почках). 

Следует также отметить, что в норме содержание факторов свертывания в плазме превышает минимальный уровень, необходимый для обеспечения гемостаза.
1.2.2 Коагуляционный каскад

Процесс свертывания крови (коагуляционный, плазменно-коагуляционный, вторичный гемостаз) в настоящее время рассматривается как цепь последовательных ферментативных протеолитических реакций активации и взаимодействия факторов свертывания, конечным продуктом которых является образование фибрина. Реакции протекают на фосфолипидах мембран и значительно ускоряются в присутствии неферментных белков - кофакторов (VIII, V). 

Процесс свертывания состоит из 3 основных фаз (рис.1):

1. Образование протромбиназного комплекса (активной протромбиназы)

2. Образование тромбина

3. Образование фибрина
I фаза - образование протромбиназного комплекса

(активной протромбиназы)

После повреждения сосуда процесс коагуляции может быть запущен двумя различными механизмами, называемыми внешним и внутренним путем активации свертывания.
Внешний механизм (рис.2) активации свертывания подразумевает, что процессы свертывания активизируются  веществами, которые в норме в сосудистом русле отсутствуют и поступают в кровоток извне при повреждении клеток эндотелия. 
Во внешнем пути формирования протромбиназы основную роль играет тканевый фактор (фактор III), который экспрессируется на клеточных поверхностях при повреждении тканей и образует с фактором VII и Ca2+ комплекс, способный активировать фактор X. Кроме того, он активирует и фактор IX внутреннего пути, однако этот процесс идет медленно и не играет существенной роли в коагуляции.
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Рисунок 1. Схематическое представление процесса свертывания крови

[image: image2.png]MoBpexaeHHble TKaHU:

TKaHeBbI
&

aKTO

IXa

/ ca?, Vil

Ca2+

Xa





Рисунок 2. Схема  внешнего механизма активации свертывания крови
При связывании Xа фактора с Vа (проакцелерином) на фосфолипидной поверхности (3 тромбоцитарный фактор) в присутствии ионов Са2+ образуется ферментный комплекс - активная протромбиназа (протромбиназный комплекс).

Внешний путь активации свертывания выполняет защитную функцию при травме сосуда, поскольку образование фибрина при этом происходит очень быстро (секунды).
Внутренний путь (рис.3) активации инициируется без участия тканевого тромбопластина; процессы свертывания активируются, когда компоненты, присутствующие внутри сосуда, входят в контакт с чужеродной поверхностью, т.е. веществами, с которыми в нормальном состоянии контакта не происходит. При активации по внутреннему пути последовательно активируются факторы плазмы XII, XI, IX и VIII, участвуют компоненты калликреин-кининовой системы (ВМК - высокомолекулярный кининоген, ПК - прекалликреин), коагуляция происходит на фосфолипидах мембран тромбоцитов.
Пусковой фактор этого механизма - фактор контакта XII (фактор Хагемана), который активируется вследствие контакта крови с чужеродной поверхностью, или при контакте с коллагеновыми волокнами субэндотелия, или  путем ферментативного расщепления (калликреином, плазмином, другими протеазами). Фактор XII и прекалликреин при связывании с чужеродной поверхностью взаимно активируют друг друга путем ограниченного протеолиза. Фактор XI (Розенталя) также активируется контактным путем, но более эффективно – фактором XIIа в присутствии высокомолекулярного кининогена. Фактор XIа в присутствии Са2+ подвергает частичному протеолизу IX фактор (Кристмаса), при этом образуется IXа фактор. Активированный фактор IX при наличии Са2+ и фактора VIII (кофактор) способен присоединяться к тромбоцитарному фосфолипиду и превращать фактор X в Xа.
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Рисунок 3. Схема  внутреннего  пути  активации свертывания крови
При связывании Xа фактора с Vа (проакцелерином) на фосфолипидной поверхности (3 тромбоцитарный фактор) в присутствии ионов Са2+ образуется ферментный комплекс - активная протромбиназа (протромбиназный комплекс).

II фаза - образование тромбина
Под влиянием протромбиназы (Xа+Vа+3ф+Са2+) осуществляется протеолиз протромбина (II фактор) с образованием тромбина (IIа). Ха фактор способен самостоятельно расщеплять протромбин, однако скорость реакции значительно (более чем в 300 000 раз) возрастает при наличии фактора Vа.
III фаза – образование фибрина
На этом этапе под действием тромбина фибриноген превращается в фибрин (рис.4). Тромбин отщепляет от молекулы фибриногена фибринопептиды А и В, при этом образуется фибрин-мономер. Полимеризация фибрин-мономеров приводит к образованию ди-, три-, олигомеров, и, в конечном итоге, фибрин-полимера.
Кроме того, тромбин активирует фактор XIII. В присутствии Са2+  фибринстабилизирующий фактор (XIIIа) катализирует образование ковалентных связей между соседними мономерными молекулами. Возникновение многочисленных перекрестных связей между мономерами приводит к образованию прочной сети фибриновых волокон, рыхлый растворимый фибрин превращается в нерастворимый - стабильный, менее чувствительный к действию фибринолитических агентов. 
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Рисунок 4. Образование нерастворимого фибрина

Следует отметить, что тромбин является основным ферментом коагуляционного каскада, оказывающим множественные эффекты. Помимо образования фибрина, тромбин активирует тромбоциты, факторы коагуляции, антикоагулянтную и фибринолитическую системы, стимулирует лейкоциты, эндотелиальные клетки, вызывает миграцию клеток, стимулирует клеточный рост и способствует репарации тканей.

Таким образом, система свертывания крови имеет каскадное построение. Это означает, во-первых, строгую последовательность всех реакций (профермент превращается в соответствующую сериновую протеазу, которая катализирует превращение следующего профермента в сериновую протеазу). Во-вторых, означает возможность резкого усиления начального небольшого стимула на каждой последующей стадии (благодаря многоступенчатости и ферментативной природе реакций), что обеспечивает быстрое образование главного фермента - тромбина.

Отметим, что общим для внешнего и внутреннего пути является то, что для протекания реакций необходимо наличие ионов Са2+  и фосфолипидов. Фосфолипиды являются подложкой, на которой происходит концентрирование фермента и субстрата. Основным источником фосфолипидов во внешнем пути является тканевой тромбопластин (фактор III), во внутреннем пути – тромбоциты и клетки эндотелия. 

Независимо от начальной фазы, оба пути приводят к активации Х фактора. С момента образования Xа фактора дальнейшие последовательные реакции идут по одному пути (общий путь), различий между внутренним и внешним путем активации нет. 
Внешний и внутренний механизмы активации не являются изолированными и in vivo свертывание крови обычно активируется посредством обоих механизмов. Cвязь между ними реализуется через взаимную активацию XII, VII и IX факторов. 

Во многих точках коагуляционного каскада происходит образование комплексов, их задача – концентрация факторов свертывания в месте повреждения, ускорение процессов свертывания и временная защита активных форм от инактивации их ингибиторами, содержащимися в плазме. Связывание факторов свертывания в месте повреждения происходит на фосфолипидах мембран активированных тромбоцитов (3 тромбоцитарный фактор) или поврежденных клеток, что обеспечивает локальное образование тромбина, только в месте повреждения сосудистой стенки.
После стабилизации фибрина начинаются два основных процесса посткоагуляционной фазы – ретракция сгустка и спонтанный фибринолиз. Ретракция осуществляется за счет сократительных белков тромбоцитов, которые в большом количестве попадают в структуру сгустка. Растворение фибринового сгустка (фибринолиз) обеспечивается фибринолитической системой.

1.3. Антикоагулянтная система
Данная система обеспечивает поддержание крови в жидком состоянии испособствует ограничениюкоагуляции зоной повреждения, предотвращаетразвитиемассивного внутрисосудистого тромбообразования.  Выделяют первичные и вторичные физиологические антикоагулянты (таблица 4). 

Первичные антикоагулянты постоянно образутся в организме, с определенной скоростью поступают в кровоток и всегда присутствуют в крови. Основными первичными антикоагулянтами являются комплекс «антитромбин III – гепарин», протеины С и S. 

На долю антитромбина III приходится около 80% всей антикоагулянтной активности плазмы крови. Антитромбин III ингибирует почти все ферментные плазменные факторы свертывания (IIа, Xа, IXа, XIа, XIIа, калликреин и несколько слабее - плазмин), но это взаимодействие происходит медленно и существенно ускоряется в присутствии гепарина - основного кофактора АТ-III. Врожденный или приобретенный дефицит антитромбина III является фактором риска развития венозных тромбозов. У лиц с дефицитом АТ – III (молекулярный дефект, усиленное потребление) терапевтический эффект при введении гепарина может быть низким.

Таблица 4.

Основные первичные физиологические антикоагулянты
(по Баркагану З.С., 1998)
	Наименование  антикоагулянта
	Механизмы действия

	Антитромбин III (AT III)
	Прогрессивно действующий ингибитор тромбина фактора Ха и в меньшей степени другихферментных факторов свертывания. Плазменный кофактор гепарина

	Гепарин
	Сульфатированный полисахарид, образующий комплексы с ATIII, переводящийпоследний в быстродействующий антикоагулянт

	Кофактор гепарина II
	Слабый антикоагулянт, действие которого выявляется в присутствии гепарина после удалений из плазмы ATIII

	Протеин С
	Витамин К-зависимая серин-амидаза, инактивирующая факторы VIIIa и Va; эндогенный активатор плазминогена. Активируется тромбином и комплексом "тромбомодулин-тромбин" 

	Протеин S
	Витамин К-зависимый кофактор протеина С

	Тромбомодулин
	Гликопротеин, фиксированный на цитоплазматической мембране эндотелия.  Связывает  и  инактивирует тромбин, но не ослабляет его активирующего действия на протеин С

	Ингибитор тканевого пути свертывания (TFPI)
	Ингибитор комплекса "тканевой фактор-фактор VIIа-фактор Ха-Са++"

	"Контактные ингибиторы" (фосфолипидный, плацентарный)
	Нарушают активацию внутреннего механизма 
свертывания (комплексы факторов XII и XI)

	Антитромбопластины
α2-макроглобулин
	Ингибиторы комплекса факторов III - Vila. Слабый ингибитор тромбина, плазмина, калликреина

	α1-антитрипсин 
	Ингибитор тромбина, факторов IXa, Xla, ХIIа, плазмина

	Ингибитор комплемента I  (Анти-CI)
	То же

	Ингибиторы полимеризации  фибрин-мономеров
	Тормозят образование фибрина


Протеин С и его кофактор протеин S являются витамин К-зависимыми антикоагулянтами. Их основная функция – ингибирование кофакторов Vа и VIIIа. Тромбин, образующийся в процессе коагуляции и распространившийся за пределы, связывается с тромбомодулином (белок эндотелиальных клеток) и вследствие этого теряет свою коагуляционную активность, но сохраняет способность активировать протеин С. Активированный протеин С на фосфолипидной поверхности расщепляет и инактивирует факторы Vа и VIIIа. Протеин S действует как кофактор и значительно ускоряет данный процесс. Такие факторы, как гипоксия, гипергомоцистеинемия, ИЛ-I, ФНО-α подавляют транскрипцию тромбомодулина в эндотелии, что приводит к нарушению активации протеина С и, как следствие, к ускорению свертывания крови. Врожденный дефицит протеинов С и S обусловливает склонность к тяжелым тромботическим нарушениям.
Вторичные антикоагулянты образуются в процессе свертывания крови и фибринолиза: фибрин (связывает Xа фактор), ПДФ - продукты деградации фибриногена и фибрина (блокируют полимеризацию фибрина) и др. 
1.4. Фибринолитическая система
Деградация (лизис) фибрина, реканализация сосудов и восстановление кровотока регулируется системой фибринолиза. Данная ферментная система препятствует развитию диссеминированного тромбоза и активируется одновременно со свертывающей и антикоагулянтной системами.
Фибринолитическая система включает 4 основных компонента (рис.5):
· плазминоген (неактивный предшественник плазмина); 

· активаторы плазминогена; 

· ингибиторы плазминогена;
· плазмин (основной фермент).
Активация плазминогена может происходить по внешнему и внутреннему механизмам. Основной путь активации плазминогена - через ткани (внешний механизм). Он реализуется при действии тканевого активатора плазминогена (синтезируется эндотелиальными клетками) и урокиназы. Внутренний механизм активации аналогичен внутреннему пути свертывания и осуществляется при участии белков контактной фазы (факторы XII, XI, прекалликреин, высокомолекулярный кининоген), преимущественно комплексом ф.XIIa с калликреином - так называемый XIIa - зависимый фибринолиз. Благодаря этому поддерживается необходимый баланс между образованием фибрина и его лизисом. Другими (нефизиологическими) активаторами плазминогена являются стрептокиназа (продуцируемая гемолитическим стрептококком), стафилокиназа (продуцируемая Staphylococcus aureus).
Активаторы плазминогена катализируют превращение плазминогена в плазмин. Под влиянием плазмина происходит протеолиз фибрина и ряда других субстратов, в том числе фибриногена,  факторов свертывания (V, VIII, X, IX др.), компонентов системы комплемента (С1,С3,С4). В результате расщепления фибрина и фибриногена в кровотоке появляются продукты деградации (ПДФ). При протеолизе фибриногена вначале образуются высокомолекулярные фрагменты Х и У (ранние ПДФ), при их дальнейшем расщеплении плазмином образуются фрагменты D и Е (поздние, конечные ПДФ), имеющие меньшую молекулярную массу и не поддающиеся дальнейшему фибринолизу. При расщеплении волокон фибрина конечным специфическим продуктом расщепления является D-димер – это участки молекулы, связанные прочной ковалентной глутамил-лизиновой связью, образованной при действии фибринстабилизирующего (XIIIа) фактора в момент образования нерастворимого фибрин-полимера. В норме в крови содержится незначительное количество продуктов фибринолиза (ПДФ). Выявление повышенного уровня ПДФ всегда свидетельствует о наличии плазминемии, т.е. активации фибринолиза.
Концентрация D-димеров в сыворотке пропорциональна количеству лизируемого фибрина, она отражает активность расщепления фибрина (но не фибриногена). Повышение D-димеров является маркером активации свертывания и фибринолиза.
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Рисунок 5. Основные компоненты фибринолитической системы и продукты фибринолиза (показано активирующее (+) и ингибирующее (-) влияние на фибринолиз).

ПДФ обладают выраженным действием на все звенья гемостаза: связывают тромбин и препятствуют образованию протромбиназы, ранние ПДФ препятствуют полимеризации мономеров фибрина, способствуя образованию и накоплению растворимых фибрин-мономерных комплексов (РФМК), поздние ПДФ подавляют адгезию и агрегацию тромбоцитов.

Бесконтрольный фибринолиз предотвращается ингибиторами, которые или блокируют активацию плазминогена или действуют непосредственно на активный плазмин. Важнейшими ингибиторами фибринолиза являются антиплазмины I ряда – ПАИ-I (PAI–I, plasminogen activator inhibitor–I) и α2-антиплазмин. Менее значимы ингибиторы II ряда – α2-макроглобулин, антитрипсин, антитромбин III и С1-ингибитор.
Основной ингибитор плазмина в крови - α2-антиплазмин. Он быстро ингибирует плазмин, затрудняет присоединение плазминогена к фибрину. Несмотря на наличие других ингибиторов, наследственный дефицит α2-антиплазмина проявляется сильным кровотечением, что указывает на его ведущую роль в контроле активности плазмина в крови. Основная функция ПАИ-I – ограничить фибринолитическую активность в месте расположения гемостатической пробки, предотвратить преждевременный лизис фибрина за счет ингибирования тканевого активатора плазминогена.
Фибринолиз может быть двух видов: первичный и вторичный. Первичный фибринолиз вызывается гиперплазминемией, при поступлении в кровь большого количества активаторов плазминогена (физическая нагрузка, стресс, опухоли, хирургические вмешательства на органах, богатых активаторами – матка, легкие, простата). Вторичный фибринолиз развивается в ответ на внутрисосудистое свертывание крови, вызванное поступлением  в кровоток тромбопластических веществ (ДВС-синдром, тромбоэмболия).
2. Методы исследования системы гемостаза

Перечень методов исследования системы гемостаза, применяемых в лабораториях, регламентирован Приказом Минздрава России №64 от 21.02.2000г. "Номенклатура клинических лабораторных исследований, применяемых в целях диагностики болезней и сле​жения за состоянием пациентов в учреждениях здравоохранения Российской Фе​дерации" и изложен в двух разделах (приложение 1). В разделе  "Гематологические исследования" наряду с методами исследования других клеток представлены методы исследования тромбоцитов, раздел "Коагулологические исследования" включает в себя 7 подразделов: 
- «Сосудисто-тромбоцитарный гемостаз (первичный гемостаз)»,
- «Коагуляционный гемостаз», 
- «Циркулирующие антикоагулянты», 
- «Плазминовая (фибринолитическая) система», 
- «Маркеры внутрисосудистой активации свертывания крови и фибринолиза», 
- «Контроль за антикоагулянтной терапией», 
- «Комплекс методов диагностики и контроля за лечением ДВС-синдрома».
При оценке состояния сосудисто-тромбоцитарного компонента гемостаза используются как клинико-функциональные пробы, так и лабораторные тесты  (главным образом, микроскопический метод, исследование на гематологических анализаторах и агрегометрах). 

Методы исследования плазменного компонента гемостаза в зависимости от принципа, на котором они основаны, можно разделить на три группы: 

- клоттинговые;

- хромогенные;

- иммунологические. 

Клоттинговые тесты (функциональные, коагуляционные) – основаны на определении времени образования сгустка (клоттингового времени). Существуют мануальные методы детекции образования фибрина (наклон пробирки повторяющимися движениями и др.) и автоматические с использованием коагулометров разных конструкций (с электромеханической или оптической детекцией образования сгустка). 

Хромогенные тесты (амидолитические) - основаны на определении активности протеаз системы гемостаза по их способности расщеплять хромогенный субстрат - синтетический пептид, связанный с красителем. В связанном состоянии краситель не имеет окраски, при действии соответствующей протеазы молекула красителя отщепляется от пептидной цепи и развивается окрашивание. Интенсивность окраски пропорциональна активности фермента и мо​жет быть определена спектрофотометрически. При двухточечном методе регистрируют поглощение при специфической длине волны; при кинетическом методе регистрируют нарастание окрашивания во времени. С помощью хромогенных субстратов можно измерить активность многих протеаз, участвующих в свертывании крови (факторов свертывания, их кофакторов и  ингибиторов, компонентов фибринолитической системы).
Иммунологические методы (ИФА, латексная агглютинация, радиальная иммунодиффузия и др.) позволяют выявить уровень искомого антигена или антител. Метод используется при определении маркеров фибринообразования и фибринолиза, выявлении антигена фактора, при диагностике антифосфолипидного синдрома (АФС), аномалии Лейдена и др. Необходимо помнить, что уровень антигена фактора может не совпадать с уровнем его функциональной активности.
Методы, основанные на других принципах, используются для специфических исследований (выявление генетических аномалий методом ПЦР, сухая химия, агглютинация эритроцитов, количественное определение факторов при помощи змеиных ядов и др.).
3. Тесты для оценки сосудисто-тромбоцитарного компонента гемостаза

3.1. Тесты для оценки сосудистого компонента гемостаза 
Данные тесты относятся к клинико-функциональным пробам и в условиях лаборатории не проводятся, однако они имеют важное значение для диагностики сосудисто-тромбоцитарных нарушений. 
Общий принцип методов заключается в определении резистентности сосудов к механическим воздействиям (ломкость микрососудов). При нарушении нормального состояния капилляров появляется повышенная ломкость сосудов и после механического  воздействия возникают многочисленные петехии или кровоподтек, тогда как у здорового существенных изменений не наступает.
Проба щипка. Кожа под ключицей собирается в складку и делается щипок. У здоровых людей никаких изменений на коже не возникает ни сразу, ни через 24 часа. При нарушении резистентности капилляров на месте щипка появляются петехии или кровопотек, особенно отчетливо видимые через 24 часа.

Манжеточная проба М.П.Кончаловского, Румпель-Лееде. Подсчитывается количество петехий на ограниченном участке кожи (круг диаметром 5 см на коже верхней трети ладонной поверхности предплечья), образующихся при дозированном повышении венозного давления (90 мм.рт.ст. в течение 5 минут). 

Оценка результатов:

"отрицательная проба"  - петехии отсутствуют или их не более 10;

"слабо положительная" - 10-20 петехий;

"положительная"            - 20-30 петехий;

"резко положительная"  - 30 петехий и более.
Клиническое значение. Положительный результат данных тестов свидетельствует о снижении резистентности капилляров (повышенная ломкость), что нередко обусловлено нарушением ангиотрофической функции тромбоцитов. Возможные причины положительной пробы: тромбоцитопения, тромбоцитопатия, болезнь Виллебранда, прием антикоагулянтов, дефицит  факто​ров протромбинового комплекса (VII, X, V, II), гиповитаминоз С, гормональные сдвиги у женщин.

3.2. Тесты для оценки тромбоцитарного компонента гемостаза
При тромбоцитопениях, тяжелых тромбоцитопатиях и при дефиците фактора Виллебранда (ФВ) нарушается адгезивно-агрегационная функция тромбоцитов и развивается кровоточивость. В основе дисфункции тромбоцитов чаще всего лежит отсутствие или блокада на мембране тромбоцитов рецепторов, взаимодействующих со стимуляторами агрегации этих клеток (фактором Виллебранда, адреналином, АДФ, фибриногеном, арахидоновой кислотой, простагландинами), отсутствие в тромбоцитах или нарушение выхода из них компонентов гранул, содержащих эти стимуляторы агрегации.
Для выявления наличия нарушений тромбоцитарного компонента системы гемостаза и определения их характера обычно бывает достаточно проведения следующих тестов: определение длительности кровотечения, подсчет количества тромбоцитов в крови, изучение морфологии тромбоцитов, расчетных показателей и исследование агрегации тромбоцитов. При необходимости должны быть выполнены дополнительные тесты
.
3.2.1. Длительность кровотечения
Длительность (время) кровотечения - это время от момента нанесения стандартной ранки на коже до момента прекращения вытекания крови. Оно характеризует функциональную активность тромбоцитов и их взаимодействие с сосудистой стенкой.
Стандартизированное повреждение (прокол, разрез) сосудов кожи мочки уха, мякоти ногтевой фаланги пальца руки или верхнейтрети ладонной поверхности предплечья осуществляется скарификатором, автоматическим или обычным плоским ланцетом. Определение длительности кровотечения может проводиться без дополнительной компрессии (проба Дьюка с проколом уха и др.), либо на фоне венозного стаза (сдавление плеча манжетой до 40 мм.рт.ст. с проколами или надрезами кожи предплечья) – проба Айви и др. В нашей стране время кровотечения обычно определяют по методу Дьюка. 
Метод Дьюка. Определяют длительность кровотечения из ранки на коже мочки уха. Прокол осуществляется с помощью скарификатора или плоского ланцета на глубину 3,5 мм.
Нормальное значение: время кровотечения по методу Дьюка 3-4 мин.
Клиническое значение.
Удлинение встречается при болезни Виллебранда, тромбоцитопении, тромбоцитопатиях, атромбопенической пурпуре, длительном приеме некоторых лекарств (аспирин, нестероидные противовоспалительные препараты), кровотечениях с гипофибриногенемией, ДВС-синдроме. При нарушении свертываемости крови (гемофилиях) оно обычно остается нормальным или слегка удлиняется.
Укорочение времени кровотечения свидетельствует о повышенной спастической способности капилляров и функциональной активности кровяных пластинок (активация сосудисто-тромбоцитарного гемостаза), а также может быть следствием технической ошибки при проведении теста (недостаточная глубина прокола, прикасание к краям ранки фильтровальной бумагой). 
У этого метода есть серьезные недостатки:

· Метод плохо стандартизируется. 

· Результаты теста позволяют лишь предположить наличие тех или иных нарушений. 

· Тест имеет низкую чувствительность и отсутствие удлинения времени кровотечения не всегда позволяет исключить нарушения в сосудисто-тромбоцитарном звене гемостаза. 

· Тест имеет низкую специфичность, что не позволяет однозначно интерпретировать результаты метода. 

· Метод не соответствует современным санитарно-эпидемиологическим требованиям. 
3.2.2. Количество тромбоцитов в крови
Для определения количества тромбоцитов в единице объема крови исполь​зуются следующие методы:
1)  подсчет кровяных пластинок в счетной камере;
2)  подсчет тромбоцитов в окрашенном мазке крови;

3) подсчет тромбоцитов в образце крови с помощью гематологических анализаторов.

Каждыйиз этих методов имеет свои преимущества и недостатки.

Метод подсчета числа тромбоцитов в счетной камере Горяева. Проводится подсчет числа тромбоцитов в разведенной кровив счетной камере Горяева микроскопическим методом с применением фазовоконтрастного устройства и расчет их количества в 1 мкл или 1 л крови. 
Методы подсчета тромбоцитов с помощью счетных камер отличаются высо​кой точностью, однако они должны выполняться в ближайшие часы после взятия пробы крови, являются относительно трудоемкими.
Ошибка метода составляет ±6,5%.
Метод подсчета тромбоцитов в мазках крови по Фонио. Проводится подсчет количества тромбо​цитов на 1000 эритроцитов в мазках крови, окрашенных по Романовскому – Гимза и пересчет их числа на 1 мкл или 1 л крови, исходя из количества эритроцитов в этом объеме.
Подсчет в мазках крови менее точен, требует одновременного подсчета и ко​личества эритроцитов. Ошибки при подсчете этим методом могут быть обусловлены плохим качеством мазка и связанным с этим неравномерным распределением тромбоцитов, неточным подсчетом эритроцитов. Достоинство метода - возможность подсчета количества тромбоцитов вне зависимости от времени взятия крови.
Подсчет тромбоцитов с помощью гематологических анализаторов (кондуктометрический способ) отличается высокой точностью (ошибка метода - ±1,5-2%) и позволяет получать расчетные показатели: средний объем тромбоцитов (MPV), показатель анизоцитоза тромбоцитов (PDW), графическое распределение тромбоцитов по их величине - гистограмма.
Нормальные величины: количество тромбоцитов у здорового человека (PLT) составляет
180 – 320 х 109/л (Воробьев А.И., 1985), 
200 – 400 х 109/л (Кост Е.А., 1975), 
150 – 400 х 109/л (Тиц Н., 1997). 
Клиническое значение.
Повышение числа тромбоцитов в крови более 400 х 109/л  - тромбоцитоз.

Тромбоцитоз может быть первичным (вследствие первичной пролиферации мегакариоцитов) и вторичным (реактивный, на фоне какого-либо заболевания).
Снижение числа тромбоцитов в крови менее 180 х 109/л  -тромбоцитопения.
Причины тромбоцитопений:
1.  Физиологические состояния (некоторое снижение во время менструации, беременности).
2.  Недостаточность кроветворения (снижение образования тромбоцитов):
а) приобретенные тромбоцитопении;

б)
наследственные тромбоцитопении.
3.
Повышенная деструкциия тромбоцитов:
а)
аутоиммунные тромбоцитопении;
б) изоиммунные тромбоцитопении;

в)
гаптеновые тромбоцитопении;

г)
тромбоцитопении, связанные с вирусной инфекцией;

д) тромбоцитопении, связанные с механическим повреждением тромбоцитов.
4.
Секвестрация тромбоцитов:
а) секвестрация в гемангиоме;
б) секвестрация и разрушение в селезенке .
5.
Повышение потребления тромбоцитов:
а)
синдром диссеминированного внутрисосудистого свертывания крови;

б)
тромботическая тромбоцитопеническая пурпура и др.

6. Гепарин-ассоциированная тромбоцитопения:
а)
первого типа, возникающая в первые два дня после начала  лечения гепарином;
б) второго типа, развивающаяся между 4 и 20 днями после начала гепариногерапии.
Геморрагические проявления отмечаются при снижении количества тромбоцитов до 70 х 109/л.

Некоторые причины ошибок и искажений при подсчете тромбоцитов показаны в таблице 5.

Таблица 5.
Интерференция (причины ошибок и искажений) при подсчете тромбо​цитов

	Завышающие количество тромбоцитов
	In vitro
	Цитоплазматические фрагменты клеток крови, подсчитанные как тромбоциты. 

При подсчете на гематологических анализаторах завышенные результаты подсчета могут быть при  криоглобулинемии, микроцитозе, фрагментации эрит​роцитов и лейкоцитов.
Использование слишком высокой концентрации антикоагулянта ЭДТА (> 2 мг/мл)


	
	In vivo
	Препараты альглуцераза, адреналин, метопролол, миконазол, пропранолол

	Занижающие количество тромбоцитов
	In vitro
(псевдо-тромбоцитопения)
	Саттелитизм тромбоцитов (ЭДТА-зависимый), агглютинация тромбоцитов (обычно ЭДТА-зависимая), агрега​ция тромбоцитов благодаря их активации в образцах исследуемой крови. 

При подсчете на гематологических анализаторах наличие гигантских тромбоцитов может приводить к  занижению результатов. 

	
	In vivo
	у всех больных: противоопухолевые препараты (актиномицин Д, аспарагиназа, азатиоприн, хлорамбуцил, цисплатин, циклофосфамид, дакарбазин, даунорубицин, доксорубицин, этопозид, мехлорэтамин, меркаптопурин, метотрексат, пликамицин, прокарбазин, нитрозомочевина,  тиогуанин, винкристин, винбластин)
у некоторых больных вследствие индивидуальной чувствительности:
- аналгетики;

- нестероидные противовоспалительные препараты;

- противосудорожные;

- антигистаминные;

- противомикробные препараты;

- антитиреоидные препараты;

- сердечно-сосудистые препараты;

- диуретики;

- тяжелые металлы;

- гипогликемические препараты;

- психотропные препараты;

- другие препараты (алкоголь, спорынья, аллопуринол, эстрогены, динитрофенол, гепарин, иодид калия, преднизон, ранитидин, тиклопедин, витамин К и др).


3.2.3. Морфологическая характеристика тромбоцитов
Для постановки диагноза тромбоцитопатии важное значение имеет изучение морфологических характеристик тромбоцитов – размера, формы, структуры кровяных пластинок. Интактные тромбоциты, циркулирующие в крови, обычно имеют округлую или овальную форму. Средний диаметр тромбоцита равен  2,2 мкм, толщина - 1,0 ± 0,2 мкм, средняя площадь - 4,4 мкм2.
У здорового человека 90-92%тромбоцитов имеют диаметр от 1,5 до 3 мкм (нормотромбоциты), кровяные пла​стинки диаметром менее 1 мкм называются микропластинками, более 3 мкм - макропластинками (мегапластинками). 
В нормальных тромбоцитах хорошо видны:

· грануломер (центральная часть клетки, состоящая из 5-20 аурофильных       гранул, окрашивающихся в розовый или розовато-фиолетовый цвет);

· гиаломер (периферическая часть клетки, окрашивающаяся в светлые базофильные тона, иногда с  сиреневатым оттенком, в которой различают вакуоли и псевдоподии). 
Подсчет тромбоцитарной формулы  основан на дифференцировании отдель​ных форм тромбоцитов в тонких, хорошо окрашенных мазках крови. 
Таблица 6.
Тромбоцитарная формула здорового человека (по М.И.Кореневской, 1967)

	Формы тромбоцитов
	Содержание, %
	Морфологическая характеристика тромбоцитов

	
	
	Размер, мкм
	Грануломер
	Гиаломер

	Юные
	0 – 0,8
	2-5

	Нежная азурофильная зернистость
	Базофильный


	Зрелые
	90,3 – 95,1
	2-4

	Красно-фиолетовая зернистость
	Голубовато-розовый (сиреневый)

	Старые
	2,2 – 5,6
	0,5-2,5
	Насыщенно-фиолетовая зернистость
	Светло- розовый

	Формы раздражения
	0,8 – 2,3
	7-9-12
	Большой полиморфизм (колбасовидные, хвостатые и др.)

	Дегенеративные
	0 – 0,2
	Дегенеративные формы не содержат зернистости (гиалиновые, голубые пластинки) или имеют темно-фиолетовую зернистость в виде комков или мелких осколков (пылинок), встречаются и вакуолизированные пластинки

	Вакуолизированные
	0
	


Клиническое значение.

Увеличение юных форм тромбоцитов ("помолодение", или сдвиг тромбоцитарной формулы влево) отмечается при повышении регенерации костного мозга (гемолитическом кризе, посттрансфузионных осложнениях, лейкозе, после кровопотери, спленэктомии и др.). 
Увеличение старых, вакуолизированных форм и форм раздражения при уменьшении содержания зрелых тромбоцитов ("постарение", или сдвиг тромбоцитарной формулы вправо) характерно для раз​личных воспалительных процессов, интоксикаций, злокачественных новооб​разований. Формы раздражения присущи тромбоцитопеническим состояниям. Количество старых и дегенеративных тромбоцитов увеличивается у больных наследственными и симптоматическими тромбастениями, циррозом печени, при от​равлении бензолом и т.д. При миелопролиферативных болезнях (хроническом миелолейкозе, тромбоцитемии, полицитемии и др.) в периферической крови на​ряду с формами раздражения встречаются "тромбобласты" - фрагменты ядер мегакариоцитов, окруженные цитоплазмой с отшнуровывающимися пластин​ками.
Мегатромбоциты характерны для синдромов Бернара - Сулье, Хегглина, а микротромбоциты - для синдрома Вискотта - Олдрича.
В настоящее время все более широко используется тромбоцитометрия при помощи автоматических анализаторов, позволяющая получить дополнительную информацию о кровяных пластинках.
Средний объем тромбоцитов (MPV) выражается в кубических микромет​рах и в норме варьирует от 7,4 до 10,4 мкм3. 
Увеличение MPV наблюдается при идиопатической тромбоцитопенической пурпуре, макроцитарной тромбоцитодистрофии Бернара - Сулье, аномалии Хегглина, постгеморрагической анемии. "Молодые" кровяные пластинки имеют больший объем, поэтому при ускорении тромбоцитопоэза средний объем тромбоцитов возрастает.
Снижение MPV наблюдается при синдроме Вискотта - Олдрича.
Показатель анизоцитоза тромбоцитов (PDW) - ширина распределения тромбоцитов по объему - измеряется в процентах и количественно отражает гетерогенность популя​ции этих клеток по размерам (степень анизоцитоза тромбоцитов). В норме этот показатель составляет 10-20%. Изменяется при миелопролиферативных заболеваниях.

Общий объем тромбоцитов в крови (тромбокрит, РСТ) - отражает долю объема целой крови, занимаемую тромбоцитами. Он аналогичен гематокриту и выражается в процентах или в л/л. В норме тромбокрит составляет 0,15-0,40% или 0,015-0,04 л/л.
Графическое распределение тромбоцитов по величине, гистограмма. Гистограмма распределения тромбоцитов по объему наглядно иллюстрирует распределение пластинок по размерам и позволяет выявить аномальные популяции, охарактеризовать степень анизоцитоза. В норме тромбоцитарная кривая ха​рактеризуется унимодальностью и при выявлении аномального распределения тромбоцитов следует анализировать окрашенный мазок крови.

3.2.4. Исследование агрегации тромбоцитов

Агрегация тромбоцитов - способность кровяных пластинок прилипать друг к другу. При образовании агрегатов тромбоцитов мутная, богатая тромбоцитами плазма становится светлее и пропускание света возрастает. Принцип исследования агрегации тромбоцитов заключается в регистрации измене​ния оптической плотности (фотометрический или нефелометрический методы) или в подсчете количества тромбоцитов в плазме крови (микроскопический метод) до и после добавления индукторов агрегации. 
После добавления индуктора агрегации к плазме, богатой тромбоцитами, меняется форма пластинок: из дискоидных они становятся сферическими, появляются псевдоподии. За изменением формы наступает первая фаза агрегации (первичная агрегация), вызываемая самим индуктором. После первичной агрегации крутизна агрегационной кривой понижается (лаг-фаза), в это время из тромбоцитов освобождаются биологически активные соединения, вызывающие, как правило, новую волну агрегации - вторичную агрегацию.
В целом при анализе агрегатограмм обращают внимание на общий характер агрегации (одноволновая, двухволновая; полная, неполная; обратимая, необратимая, дезагрегация), разницу между светопропускающей способностью плазмы до начала агрега​ции и после достижения максимальной агрегации (характеризует интенсивность агрегации), а также увеличение светопропускающей способности плазмы за первую минуту агрегации или угол наклона на этапе бурной агрегации (характеризует скорость агрегации). При применении в качестве индуктора коллагена учитывается также длительность латентного периода (время от момента добавления раствора коллагена к исследуемому образцу до начала агрегации).
Для диагностики большинства функциональных расстройств достаточно применения основных индукторов агрегации (АДФ, коллаген, ристоцетин, адреналин, арахидоновая кислота, тромбин), для исследования редких нарушений могут быть использованы и другие агонисты. Агрегация тромбоцитов с различными агрегирующими агентами имеет свои особенности.

АДФ (аденозин – 5 – дифосфат). Реакция агрегации при действии АДФ зависит от дозы индуктора. При очень низкой концентрации АДФ (1-1,25 мкмоль) развивается только первичная (обратимая) однофазная агрегация и тромбоциты могут дезагрегировать после первой фазы. При концентрации 2,5-5 мкмоль на агрегатограмме регистриру​ется двойная волна агрегации: первая фаза (первичная волна) зависит от добав​ленного экзогенного АДФ, вторая фаза (вторичная волна агрегации) происходит за счет реакции высвобождения собственных агонистов, содержащихся в грану​лах тромбоцитов. При еще большей концентрации АДФ (до 10 мкмоль) происходит слияние первой и второй волн агрегации.
Появление двухволновой агрегации при стимуляции АДФ в концентрациях, вызывающих в норме обратимую агрегацию, указывает на повышение чувстви​тельности тромбоцитов к индуктору, а развитие одноволновой неполной (а часто и обратимой) агрегации при высоких дозах АДФ - на нарушение реакции высво​бождения тромбоцитов.
У больных с кровоточивостью при исследование агрегации с АДФ обращают внимание на протекание первичной агрегации под влиянием АДФ (для диагностики тромбастении) и наличие двухфазной агрегации (для выявления тромбоцитопатий, на​рушений реакции высвобождения, действия лекарственных препаратов).
Коллаген. Хотя коллаген связывается с гликопротеидом Iа на мембране тромбоцитов, он не вызывает немедленной агрегации тромбоцитов – агрегации предшествует фаза задержки,  во время которой происходит активация фосфолипазы С. После этого наступает полная агрегация тромбоцитов вследствие активации пути арахидоновой кислоты и высвобождения гранул. Длительность латентной фазы зависит от активности и концентрации используемого реагента.
Ристоцетин. Полагают, что ристоцетин взаимодействует с ГП-Ib на мембране  тромбоцита и активирует эту молекулу для взаимодействия с фактором Виллебранда. Поэтому в присутствии ристоцетина фактор Виллебранда соединяет тромбоциты в большие агрегаты, при отсутствии фактора Виллебранда агрегаты не образуются.
Нарушение ристоцетин-агрегации при нормальном ответе на воздействие АДФ, коллагена и адреналина наблюдается при болезни Виллебранда (кроме типа IIВ). 
Нарушение ристоцетин-агрегации выявляется и при отсутствии на мембране тромбоцитов рецеп​торов ристоцетиновой агрегации - ГП-Ib (макроцитарная тромбодистрофия Бернара-Сулье). Для дифференциальной диагностики используют тест с добавлением нормальной плазмы: при болезни Виллебранда после добавления нормальной плазмы ристоцетин-агрегация нормализуется, в то время как при синдроме Бернара - Сулье нормализации не происходит.

Адреналин (эпинефрин). Адреналин-индуцированная агрегатограмма имеет две волны без лаг-фазы. Адреналин при контакте с тромбоцитами взаимодействует с α2-адренорецепторами и вызывает ингибирование аденилатциклазы (первая волна агрегации), вторичная волна агрегации является отражением реакции высвобождения и продукции  тромбоксана-А2.  
Арахидоновая кислота. Действие арахидоновой кислоты включает активацию фосфолипазы С (с последующим образованием вторичных посредников, мобилизацией внутриклеточного кальция и активацией клеток) и активацию фосфолипазы А2 (что непосредственно приводит к освобождению эндогенной арахидоновой кислоты). Эффекты арахидоновой кислоты обусловлены действием простагландинов G2 и H2 и тромбоксана А2.
Клиническое значение.
Выявить максимальную способность тромбоцитов к агрегации позволяют пробы с сильными индукторами – АДФ (1х10-3 моль/л) и коллагеном. Далее следуют пробы с более слабыми индукторами, которые позволяют более детально оценить процессы агрегации, динамику реакции высвобождения, дезагрегацию тромбоцитарных агрегатов. 
Появление двухволновой агрегации при использовании индукторов агрегации АДФ и адреналина в концентрациях, вызывающих в норме обратимую агрегацию (обычно 1 х 10-6 - 5 х 10-6 моль/л), указывает на повышение чувствительности тромбоцитов к этим индукторам, а развитие одноволновой неполной (а часто и обратимой) агрегации при стимуляции пластинок АДФ и адреналином в кон​центрациях 10-4 моль/л и больше - на нарушение реакции тромбоцитарной секреции.
Исследование агрегации тромбоцитов позволяют диагностировать тромбоцитопатии, нозологическая принадлежность которых обусловлена характерным нарушением тех или иных функциональных свойств тромбоцитов или их сочетанием. 

Алгоритм дифференциальной диагностики наиболее частых нарушений функции тромбоцитов представлен в таблице 7.

Таблица 7.
Дифференциальная диагностика нарушений функций тромбоцитов

	Патология
	Характер дефекта
	Тромбоциты
	Нарушенная фаза гемостаза
	Агрегация
	Дополнительные тесты 

	
	
	Количество
	Размер
	
	АДФ, адреналин
	коллаген
	ристомицин
	Арахидоновая кислота
	

	
	
	
	
	
	1 волна
	2 волна
	
	
	
	

	Тромбастения Гланцмана
	Отсутствие       ГП IIb-IIIа 
	N
	N
	Нарушена обратимая агрегация
	Нарушена
	Нарушена
	Нарушена
	N
	Нарушена
	Экспрессия             ГП IIb-IIIа

	Синдром Бернара-Сулье
	Отсутствие ГП Ib
	↓
	гигантские
	Нарушена адгезия
	Nили нарушена
	Nили нарушена
	N
	Нарушена.

Агрегация не корригируется при добавлении нормальной плазмы
	N
	Экспрессия             ГП Ib

	Болезнь Виллебранда
	Низкий синтез функционально нормального фактора Виллебранда, количественно нормальный синтез белка с нарушенной функцией 
	N
	N
	Нарушена адгезия
	N
	N
	N
	Нарушена.
Агрегация корригируется при добавлении нормальной плазмы 
	N
	Определение антигена фактора Виллебранда,   снижение активности VIII фактора

	Недостаточность реакции высвобождения
	Нарушение тромбоцитарной секреции
	N
	N
	Нарушена необратимая агрегация и секреция
	N
	Нарушена
	Нарушена
	N
	Нарушена
	

	Передозировка аспирина
	Необратимая инактивация циклоксигеназы 
	N
	N
	Нарушена необратимая агрегация и секреция
	N
	Нарушена
	Нарушена
	N
	Нарушена
	Прекратить прием аспирина и других НПВС и повторить обследование 

	Синдром серых тромбоцитов
	дефицит пула α-гранул
	N
	N
	Нарушена необратимая агрегация и секреция
	N
	Нарушена
	Нарушена
	N
	Nили нарушена
	Снижение плотности и числа гранул хранения


Качественные нарушения функции тромбоцитов (тромбоцитопатии) могут быть  врожденными или приобретенными (в результате действия лекарственных средств, системного заболевания). Врожденные нарушения могут быть обусловлены дефицитом/недостаточностью мембранных гликопротеидов (тромбастения Гланцмана, синдром Бернара – Сулье), врожденными аномалиями белков плазмы (болезнь Виллебранда, наследственная афибриногенемия), недостаточностью гранул (дефицит плотных гранул, «синдром серых тромбоцитов» - дефицит пула α-гранул, первичные дефекты высвобождения гранул). Приобретенные нарушения могут быть обусловлены вторичными дефектами высвобождения гранул (прием лекарственных препаратов – аспирин, дипиридамол, карбенициллин и др.; уремия), недостаточностью гранул (дисфункция стволовых клеток при миелопролиферативных заболеваниях, миелодиспластическом синдроме; частичная активация тромбоцитов при ДВС-синдроме, экстракорпоральном кровообращении), нарушением взаимодействия между тромбоцитарной мембраной и белками внеклеточного матрикса (ДВС, парапротеинемии). 
Таким образом, если:

а)
нарушены все параметры агрегации, то диагностируется тромбастения
Гланцмана или эсссенциальная атромбия II типа;

б)
отсутствует вторая волна АДФ-агрегации и нарушена коллаген-агрегация,
то следует думать об аспириноподобном синдроме и болезнях недостаточности пула хранения;

в)
имеется изолированное нарушение ристоцетин-агрегации, то следует про​
вести дифференциальную диагностику между болезнями Виллебранда и
Бернара - Сулье;

г)
повышена спонтанная агрегация тромбоцитов, то следует думать об активации процесса свертывания крови (ДВС-синдром, тромбозы).

При обнаружении патологического характера агрегации при условии, что пациент не принимает препараты или вещества, влияющие на функцию тромбоцитов, рекомендуется повторить исследование, и, при необходимости, провести дополнительные тесты.

3.2.5. Дополнительные тесты

Рецепторы тромбоцитов llb-llla, Ib. Гликопротеины IIb/IIIa (ГП IIb-IIIa) являются рецепторами тромбоцитарной мембраны для фибриногена, а гликопротеины Ib (ГП Ib) отвечают за связь с тромбином и фактором Виллебранда.

Врожденная дисфункция рецептора ГП Ib лежит в основе болезни Бернара - Сулье, а также миелопролиферативных заболеваний с дефектом этого гликопротеина. При этих заболеваниях происходит нарушение связи тромбоцитов с фактором Вилле​бранда и тромбином.
Дефицит гликопротеинов IIb-IIIa является причиной развития тромбастении  Гланцмана с тяжелой формой кровоточивости за счет нарушения адгезии фибриногена к поверхности тромбоцитов. На ГП IIb-IIIa экспрессируется ряд тромбоцитарных антигенов, ответственных за иммунные нарушения при посттрансфузионной тромбоцитопенической пурпуре, неонатальной аллоиммунной тромбоцитопении, идиопатической тромбоцитопенической пурпуре взрослых.
Факторы свертывания тромбоцитов.

Фактор 3 тромбоцитов, или пластиночный фактор 3 (ПФ-3), представлен фосфолипидами тромбоцитарной мембраны. Определение ак​тивности и доступности ПФ-3 основано на том, что яд гюрзы, в отличие от ткане​вого тромбопластина, не содержит фосфолипидных аналогов ПФ-3 (лебетокс-каолиновое время). В норме активность и доступность ПФ-3 - 100%.

Диагностическую значимость тест имеет при тромбоцитопении, тромбоцитопатиях. Снижение - при тромбастении Гланцмана, при болезнях накопления, синдроме Бернара - Сулье, уремии. Тест не имеет широкого распространения, т. к. уменьшение высвобождения фактора 3 тромбоцитов вторично по отношению к дисфункции тромбоцитов.
Фактор 4 тромбоцитов (антигепариновый). Определение фактора 4 тромбоцитов (ПФ-4) основано на определении степени укорочения тромбин-ге​паринового времени при добавлении бедной тромбоцитами плазмы больного. Нормальное значение активности фактора 4 тромбоцитов - пределах 32-64%. Повышение активности ПФ-4 - при гиперкоагуляции, тромбозах, ДВС-синдроме, снижение - при врожденных и приобретенных тромбоцитопатиях.
Другие тромбоцитарные факторы представлены в приложении 2.

Определение фактора Виллебранда. Фактор VIII
(антигемофильный глобулин А) циркулирует в крови в виде комплекса из 3-х субъединиц:VIIIк – коагулирующая единица (или VIII:С, VIII:К)

           VIII-АГ – антигенный маркер (или VIIIR:Ag, VIII:АГ)

           VIII-фВ – фактор Виллебранда, связанный с VIII-АГ.
Фактор Виллебранда (ф.VIII:W, VIII-фВ) - крупномолекулярный компонент фактора  VIII (м.м. 1 500 000 – 2 000 000), который синтезируется в эндотелии и выделяется в кровоток, где он образует комплекс с фактором VIII. Также синтезируется в мегакариоцитах, в тромбоцитах находится в α-гранулах. Фактор Виллебранда необходим для адгезии тромбоцитов к коллагену, он стабилизирует молекулу фактора VIII, увеличивая период ее полусуществования, транспортирует ее в места образования гемостатической пробки, регулирует синтез коагулянтной части фактора VIII.
Установлено, что антибиотик ристоцетин (ристомицин) агрегирует тромбо​циты здоровых людей, но не агрегирует кровяные пластинки больных болезнью Виллебранда. Снижение или отсутствие агрегации характерно для болезни Вил​лебранда. Повышение активности свидетельствует о повреждении сосудистой стенки при сепсисе, васкулитах. Антиген фактора Виллебранда определяют иммуноферментным методом, который позволяет выявить количество фактора Виллебранда и его типы (2А и 2В).
Ретракция кровяного сгустка вызывается сокращением актомиозиноподобного белка тромбоцитов, находится в прямой зависимости от числа тромбоцитов и снижается при тромбоцитопении. Также ретракция зависит от элементов крови с большой массой и при нормальном количестве тромбоцитов может снижаться при полицитемии, лейкемических формах лейкозов, гиперфибриногенемии, а при значительной ане​мии - увеличиваться.
Ретракция кровяного сгустка здорового человека колеблется в пределах 48-60%. Ретракция кровяного сгустка менее 40% наблюдается при тромбоцитопении (ме​нее 30х109/л), тромбоцитопатиях (уремия, тромбастения Гланцмана), гиперэритроцитозе, более 70% - при гиперфибриногенемии, анемиях.

Ложное уменьшение: при избытке эритроцитов (полиглобулия, эритремия), увеличении гематокрита. 
Ложное завышение: при анемиях, снижении гематокрита. При гипофибриногенемии сгусток мал, и это приво​дит к ложному завышению показателя ретракции (даже в том случае, когда по​следняя снижена).
 Диагностическое значение метода невелико.
4. Скрининговые тесты для оценки плазменного (коагуляционного) гемостаза
Скрининговые тесты позволяют выявлять нарушения со стороны факторов-субстратов, кофакторов, ингибиторов каскада свертывания, а также действие некоторых лекарственных препаратов или аутоантител. Основным тестом на состояние внутреннего каскада свертывания плазмы является АЧТВ, на состояние внешнего каскада - протромбиновое время.
Диагностическая значимость скрининговых тестов определяется тем, что нормальные результаты позволяют исключить наличие значительных отклонений в содержании компонентов системы гемостаза, тогда как аномальные результаты позволяют конкретизировать направление поиска дефектного звена. Данные тесты достаточно просты, широко распространены  и доступны обычной лаборатории.
4.1. Время свертывания нестабилизированной крови
По методу Ли-Уайта определяется время свертывания цельной нестабилизированной венозной крови (ВСЦК) в пробирке. Допускаются различные варианты постановки теста. Этот тест выявляет наиболее грубые нарушения в плазменной системе и характеризует состояние системы гемостаза в целом. 
Нормальные величины:5-10 мин. 
Клиническое значение:  
Укорочение ВСЦК (гиперкоагуляция) возникает при:

- активации свертывающей системы,

- дефиците антикоагулянтов в организме,

- снижении активности фибринолиза.

Удлинение  ВСЦК (гипокоагуляция) возникает при:
- врожденном и приобретенном дефиците факторов свертывающей системы,

- избытке антикоагулянтов (лечение антикоагулянтами),

- выраженной активации фибринолитической системы.
4.2. Активированное частичное тромбопластиновое время 
(АЧТВ, АПТВ, каолин – кефалиновое время)
Определяют время свертывания бедной тромбоцитами цитратной плазмы после активации контактных факторов без добавления тканевого тромбопластина. Для стандартной активации факторов контакта плазму в течение установленного времени инкубируют с контактным активатором (каолин, кремнезем или эллаговая кислота), в этой фазе происходит активация XII фактора, который активирует фактор XI. При этом из-за отсутствия кальция свертывания не происходит. После рекальцификации XIа фактор активирует фактор IX и запускает коагуляцию.
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Таким образом, тест имитирует активацию свертывания по внутреннему пути и не учитывает состояние факторов внешнего пути, результат зависит также от состояния факторов общего пути (Х, V, II и I).  В данном тесте осуществляется не только стандартная контактная активация, но и стандартная фосфолипидная активация. С этой целью к плазме наряду с контактным активатором добавляют частичный (парциальный) тромбопластин, который в функциональном отношении подобен тромбоцитарному тромбопластину.

Нормальные величины: 25-35 сек (референтные величины могут быть иными в зависимости от фирмы - производителя тест-наборов).

Клиническое значение:  АЧТВ позволяет измерить внутренние факторы свертывания крови (XII, XI, IX, VIII, ПК, ВМК) и факторы общего пути (X, V, II, I). 
Укорочение АЧТВ может указывать на гиперкоагуляцию и отмечается в первой (гиперкоагуляционной) фазе ДВС-синдрома, а также при тромбофилиях.
Удлинение АЧТВ наблюдается при:
- дефиците факторов внутреннего пути (XII,ПК, ВМК, XI, IX и VIII);
- дефиците факторов общего пути (X, V, II, I);
- наличии ингибиторов свертывания.
При увеличении АЧТВ свыше 60 с и при нормальном количестве фибриногена проводят коррекционно-ингибиторные пробы (микст-тест), которые позволяют выявить дефицит факторов свертывания или наличие ингибитора. Для этого данный тест проводится повторно со смесью нормальной и исследуемой плазмы. Если в исследуемой плазме имеется недостаток плазменных факторов, то добавление нормальной плазмы коррегирует этот дефицит, что приводит к укорочению увеличенного АЧТВ. Отсутствие коррекции первоначально увеличенного АЧТВ при добавлении 10%, а тем более при добавлении 50% донорской плазмы указывает на присутствие в плазме антикоагулянта.

На основе АЧТВ разработаны методы количественного определения факторов XII, ПК, ВМК, XI, IX и VIII, а также наборы для определения волчаночного антикоагулянта.

Причиной увеличения АЧТВ могут стать дефекты при получении крови для исследования (гемолиз, передозировка цитрата натрия, забор крови из гепаринизированного катетера).
Кроме АЧТВ, имеются и другие модификации определения времени рекальцификации плазмы крови, однако АЧТВ является более стандартизованным методом (стандартизация и контактной,  и фосфолипидной активации свертывания).
Каолиновое время богатой тромбоцитами плазмы (активированное вре​мя рекальцификации). Для оценки состояния внутреннего пути образования протромбиназы осуществляют стандартную контактную активацию свертывания (каолином) при участии фосфолипидного фактора тромбоцитов пациентов. 
Каолиновое время бедной тромбоцитами плазмы. Активация каолином  контактных факторов свертывания осуществляется на фоне минимального участия фосфолипидного компонента, что позволяет оценить состояние внутреннего пути образования протромбиназы без участия тромбоцитов. При дефиците плазменных факторов, особенно XII, XI, IX и VIII, или избытке антикоагулянтов каолиновое время значительно удлиняется.

Сопоставляя значения каолинового времени бедной и богатой тромбоцитами проб плазмы, определяют степень участия кро​вяных пластинок (за счет фактора 3 тромбоцитов) в свертывании плазмы. 
Кефалиновое время бедной тромбоцитами плазмы (частичное тромбопластиновое время). Добавление кефалина (или других заменителей фактора 3 тромбоцитов)  исключает нару​шения свертываемости, связанные с тромбоцитарным генезом, и делает тест осо​бо чувствительным к дефициту плазменных факторов свертывания и избытку в плазме крови антикоагулянтов.

4.3. Протромбиновый тест (ПТ - протромбиновый тест, 

                                                             ПВ - протромбиновое время)

Протромбиновый тест - определение времени свертывания бедной тромбоцитами цитратной плазмы при добавлении избытка тканевого тромбопластина и оптимального количества кальция. Основным реагентом в данном тесте является тромбопластин, который служит источником тканевого  фактора (ф.III). Таким образом, in vitro моделируется внешний механизм образования протромбиназы и тромбинообразование; состояние факторов внутреннего пути данный метод не учитывает.
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Коммерческие препараты тромбопластина  представляют собой частично очищенные водные экстракты тканей (мозг, легкие, плацента) человека, обезьяны, кролика или быка. В связи с тем, что при их производстве используется различное по происхождению исходное сырье и различные методы получения, тромбопластины обладают различной активностью и чувствительностью. Следует отметить, что нельзя путать понятия «активность» и «чувствительность» тромбопластина. 

Активность тромбопластина–протромбиновое время (в секундах) в нормальной плазме (чем оно короче, тем активнее тромбопластин).

Чувствительность тромбопластина – способность реагента «чувствовать», улавливать дефицит и дефекты факторов протромбинового комплекса (VII, X, V, II), что проявляется удлинением протромбинового времени. При тестировании одной и той же плазмы протромбиновое время может существенно отличаться при использовании тромбопластинов с различной чувствительностью, особенно если имеется дефект факторов свертывания, вызванный приемом пероральных антикоагулянтов.
Способы выражения результатов протромбинового теста представлены в таблице 8.
Первые три способа выражения результата (время свертывания в секундах, протромбиновое отношение, протромбиновый индекс) использовать не рекомендуется. Хотя они и представлены в виде цифр, но являются, по сути, качественными показателями. Они свидетельствуют только о том, отличается ли плазма пациента от нормальной, но не дают информации о том, насколько велика разница в содержании факторов, поскольку между количеством факторов и измерением ПВ в секундах нет прямой пропорциональной зависимости.
Для мониторинга общей популяции протромбиновое время должно выражаться в процентах от нормы по методу Квика. В основе этого метода лежит простой принцип: если содержание факторов протромбинового комплекса в нормальной плазме принять за 100%, то при разведении в 2 раза содержание составит 50%, при разведении в 4 раза – 25%. Измеряют время свертывания неразведенной нормальной плазмы и ее разведений и строят график зависимости протромбинового времени (в секундах) от концентрации факторов протромбинового комплекса. Зная время свертывания плазмы больного, по калибровочной кривой можно определить содержание факторов протромбинового комплекса в % от нормы. Следует отметить, что калибровка по Квику моделирует только снижение концентрации факторов, однако при некоторых видах патологии концентрация факторов может быть близка к норме, но нарушаются их функциональные свойства.      
У больных, получающих терапию непрямыми анти​коагулянтами, результаты теста представляют в виде МНО (таблица 8). Поскольку тромбопластины из разных тканей по-разному «чувствуют» дефицит факторов протромбинового комплекса, при тестировании одной и той же нормальной, а тем более патологической плазмы протромбиновое время может значительно варьировать в зависимости от используемого тромбопластина. С помощью MHO проводится математическая коррекция различий результатов, связанных с использованием тромбопластинов с различной чувст​вительностью, что позволяет получать сопоставимые результаты определения ПВ в различных лабораториях. Для этого используют тромбопластины, калиброванные по международному стандарту. Коммерческие тромбопластины отличаются значением МИЧ, которое указывается в паспорте набора. МИЧ (Международный индекс чувствительности, он же ISI - International Sensitivity Index) характеризует чувствительность данного тромбопластина относительно международного стандарта (ВОЗ, кодовый номер 67/40, лиофилизированный тромбопластин из мозга человека, МИЧ=1). Чем выше значение МИЧ, тем меньше чувствительность тромбопластина. Для определения протромбинового времени целесообразно использовать тромбопластины с МИЧ, близким к единице (1,0-1,2); тромбопластины с МИЧ более 1,5 использовать не рекомендуется, так как они обладают низкой чувствительностью к снижению факторов.

Таблица 8
Способы выражения результатов протромбинового теста
	Показатель
	Принцип метода и расчет
	Нормальное значение
	Примечание

	Время свертывания в секундах (ПВ)
	Регистрируется время свёртывания плазмы пациента после добавления тромбопластин-кальциевой смеси.
	ПВ - 12-20 секв зависимости от активности используемого тромбопластина
	Невозможно сопоставление результатов у одного пациента, полученных в разных лабораториях, на разных приборах или с тест-системами разных серий в связи с применением тромбопластинов с различной активностью

	Протромбиновое отношение (ПО)
	Регистрируется время свёртывания нормальной плазмы и плазмы пациента после добавления тромбопластин-кальциевой смеси.
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	ПО - 0,9 -1,1
	Результаты теста зависят от чувствительности используемого тромбопластина

	% протромбинового индекса 

(ПИ или ПТИ)
	Регистрируется время свёртывания нормальной плазмы и плазмы пациента после добавления тромбопластин-кальциевой смеси.
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 х100
	ПИ-90-105%
	Результаты теста зависят от чувствительности используемого тромбопластина

	Процент от нормы по Квику
	Активность факторов протромбинового комплекса пациента (в %)определяют по калибровочному графику,построенному в результате измерения ПВ в разных разведениянормальной плазмы
	70-130%
	Позволяет определять активность факторов протромбинового комплекса плазмы пациента в сравнении с измеренным протромбиновым временем контрольной плазмы

	Международное нормализованное отношение (MHO)
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)МИЧ
или    МНО = ПО мич
где МИЧ -международный индекс чувствительности тромбопластинаотносительно международного стандарта 
	При лечении  непрямыми антикоагулянтами значение   МНО поддерживается на различном уровне в зависимости от клинической ситуации
	Величина МНО используется для контроля за действием непрямых антикоагулянтов.  Позволяет сравнивать между собой результаты, полученные с применением тромбопластинов различной чувствительности, более точно подобрать дозу антикоагулянта, уменьшить риск тромботических осложнений и вторичных кровотечений


В зависимости от клинической ситуации при лечении непрямыми анти​коагулянтами МНО поддерживают на различном уровне (2,0-3,0 и выше). Чем выше  МНО, тем значительнее полученная гипокоагуляция и тем выше риск геморрагических осложнений.
Клиническое значение: Протромбиновый  тест позволяет оценить фактор VII (во внешнем пути коагуляции) и факторы X, V, II, I (общего пути). ПТ отражает состояние активности трех витамин-К зависимых факторов (VII, X, II), поэтому используется для контроля терапии непрямыми антикоагулянтами. 
Укорочение протромбинового времени свидетельствует о повышении актив​ности внешнего механизма образования протромбиназы и отмечается на началь​ных этапах внутрисосудистого свертывания крови, при полицитемии. Укорочение протромбинового времени отмечается в послед​нем триместре беременности, при приеме пероральных контрацептивов.
ПТ увеличен при дефиците факторов VII, X, V, II, I (наследственный или приобретенный дефицит - при дефиците витамина К, заболеваниях печени, применении пероральных антикоагулянтов, нефротическом синдроме, потребление факторов при ДВС-синдроме), передозировке гепарина, активации фибринолиза (повышение в крови продуктов деградации фибрина и фибриногена).
4.4. Тромбиновое время (ТВ)
Тест  характеризует конечный этап процесса свертывания – превращение фибриногена в фибрин под действием тромбина.
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Определяют время свертывания бедной тромбоцитами цитратной плазмы при добавлении стандартного количества тромбина. Оно зависит только от концентрации фибриногена и активности ингибиторов тромбина (антитромбин III, гепарин, продукты деградации фибрина/фибриногена, парапротеины).
Нормальные величины: значение тромбинового времени 11-19 сек.
Клиническое значение: Тест используется для оценки как третьей фазы свертывания крови - образования фибрина, так и состояния естественных и патологических антикоагулянтов.
В клинике используется для:

· контроля за гепаринотерапией (особенно при использовании  гепарина с высоким молекулярным весом);

· контроля за фибринолитической терапией;

· диагностики гиперфибринолитических состояний;

· диагностики афибриногенемии и дисфибриногенемии.
Укорочение тромбинового времени свидетельствует об активации процес​са фибринообразования и/или снижении активности естественных антикоагулянтов.
Тромбиновое время удлиняется при наследственных и приобретенных а- и гипофибриногенемиях (при тяжелых поражениях печени, фибринолизе, ост​ром ДВС-синдроме), дисфибриногенемии и нарушениях полимеризации фибрин-мономеров, при парапротеинемиях. Полная несвертываемость плазмы под влиянием тромбина отмечается при значительной гипергепаринемии и III фазе тяжелого ДВС-синдрома.
4.5. Концентрация фибриногена в плазме
Методы количественного определения фибриногена можно разделить на 3 группы:
1. гравиметрические методы, основанные на свертывании фибриногена с последующим высушиванием и взвешиванием фибринового сгустка;
2. методы химической или тепловой преципитации фибриногена с последующим количественным определением коагулята (колориметрией);
3. методы иммунологического определения фибриногена.
Методы каждой группы имеют свои преимущества и недостатки.
Гравиметрические методы просты в исполнении, не требуют специального оборудования. Однако о количестве фибриногена можно судить только по массе образовавшегося сгустка фибрина, что далеко не всегда соответствует истинному содержанию белка в плазме крови (коагуляции может подвергнуться только часть белка, например, при гепаринизации, накоплении в плазме продуктов деградации фибриногена и фибрин-мономерных комплексов, блоки​рующих фибриноген).  В процессе выделения и высушивания может произойти потеря части сгустка, что также искажает истинное со​держание фибриногена в плазме.

Методы преципитации осаждают и несвертывающуюся тромбином часть фибриногена и позволяют судить о суммарном содержании в плазме свертывающегося и заблокированного фибриногена. Однако во время преципитации вместе с фибриногеном в осадок вовлекаются и другие белки плазмы, продукты ферментного и неферментного расщепления фибриногена, что может привести к ложно завышенным показателям (при миеломной болезни, цирро​зе печени, ДВС-синдроме). 

Иммунологические методы специфичны, но определяют не только фибриноген, но и все продукты его ферментативного расщепления, что требует проведения дополнительных анализов для дифференциации этих компонентов.
Нормальные величины: у новорожденных - 1,25-3,0 г/л, у взрос​лых - 2,0-4,0 г/л. 

Клиническое значение: Фибриноген относится к белкам острой фазы, поэтому высокое его содержа​ние в плазме крови отражает, прежде всего, реакцию организма на чрезвычайные воздействия.

Гиперфибриногенемия наблюдается при многих острых воспалительных процессах, инфаркте миокарда, тромбозах, травме, после хирур​гических операций, в последнем триместре беременности, после родов. 

Снижение концентрации фибриногена выявляется у больных с тяжелыми поражениями печени (острый гепатит, цирроз), при наследственных а-, гипо- идисфибриногенемиях, усиленном фибринолизе.
При ДВС-синдроме концентрация фибриногена в крови изменяется в зави​симости от формы и стадии процесса. При хронической форме синдрома, а также в первую стадию острого ДВС-синдрома содержание фибриногена может повы​шаться. Выявляющееся затем снижение его концентрации свидетельствует о пе​реходе процесса во 2-ю и 3-ю стадии и объясняется потреблением фибриногена в процессе внутрисосудистого свертывания крови. На 2-й стадии ДВС-синдрома концентрация фибриногена может падать до 0,9-1,1 г/л, а в 3-й стадии - стано​виться менее 0,5 г/л или он вообще не определяется. Нужно помнить, что при ДВС-синдроме ни​когда не бывает афибриногенемии: фибриноген, заблокированный продуктами паракоагуляции и ПДФ, не может вступать в реакцию с тромбином и поэтому не определяется гравиметрическими методами. 

5. Методы определения физиологических антикоагулянтов 
5.1. Антитромбин III
Для определения активности антитромбина используют коагуляционные, иммунологические, иммунохимические методы (турбидиметрия, нефелометрия), метод с хромогенным субстратом.
Определение активности антитромбина с хромогенным субстратом. Антитромбин расщепляет хромогенный субстрат, в результате чего образуется окрашенный продукт, количество которого зависит от исходной активности антитромбина III.
Коагуляционный метод определения активности ATIII. Исследуемая бедными тромбоцитами плаз​ма подвергается тепловой дефибринации и смешивается со стандартным количе​ством тромбина. Чем активнее ATIII в исследуемой плазме, тем ниже остаточная тромбиновая активность, тем медленнее свертывается фибриноген, на котором тестируется эта активность.
Определение антигена тромбина. Измеряют различными методами – иммуноферментный анализ, иммуноэлектрофорез, латексная агглютинация (нефелометрия).

Метод латексной агглютинации основан на том, что суспензия покрытых антителами латексных микрочастиц агглютинирует в присутствии плазмы, содержащей антиген антитромбина. При этом образуются комплексы большего размера, которые поглощают световые волны. Между концентрацией определяемого антигена и величиной поглощения светового потока существует прямая взаимосвязь.

Нормальные величины: Референтное содержание AT-III в плазме - 80-120%.

Клиническое значение: ATIII являет​ся основным естественным ингибитором свертывания крови, на его долю приходится около 80% всей антикоагулянтной активности дефибринированной плазмы. Снижение  ее может быть обусловлено дефицитом или аномалиями ATIII. Дефицит ATIII может быть наследственным и приоб​ретенным. Основные механизмы снижения концентрации ATIII – сниженный синтез в печени, потери, повышенное потребление на инактивацию сериновых протеаз при активации свертывающей системы крови.
Снижение уровня ATIII (до 40-50%) является фактором тромбогенного риска и наблюдается при: 
· врожденном (наследственном) дефиците или аномалии ATIII (снижение активности или чувствительности к гепарину); 

· заболеваниях печени (опухоли, цирроз, алкогольный гепатит); 

· нефротическом синдроме (протеинурия свыше 5 г/л); 
· атеросклерозе;
· ДВС-синдроме; 

· множественных травмах, тяжелых родах, поздних гестозах.
5.2. Протеин С
Поскольку протеин С только в комплексе с протеином S инактивирует факторы Vа и VIIIа, желательно исследование данных антикоагулянтов проводить параллельно.  Время полужизни протеина С в циркуляции 4 - 6 часов, его концентрация при лечении непрямыми антикоагулянтами снижается раньше, чем витамин-К-зависимых факторов свертывания, что может привести к развитию рикошетных тромбозов. Поэтому активность протеина С следует определять до начала лечения антикоагулянтами непрямого действия и контролировать во время лечения. Поскольку протеин С не оказывает влияния без кофактора – протеина S, рекомендуется определение протеина С проводить совместно с протеином S.
Существуют различные методы определения протеина С: с хромогенным субстратом, иммунохимический, коагуляционный.

Метод определения протеина С с хромогенным субстратом прост, специфичен, легко автоматизируется. Он основан на способности активированного протеина С гидролизовать пептидный субстрат, количество освобождающегося при этом хромогена пропорционально активности протеина С в образце плазмы. Данный метод может давать  завышенные результаты у больных, принимающих непрямые антикоагулянты (антагонисты витамина К), поскольку при лечении этими препаратами появляются формы протеина С (PIVKA-формы), которые не обладают антикоагулянтной активностью, но определяются методами с хромогенными субстратами.

Коагуляционный метод определения протеина С. Оценивает активность протеина С, фиксирующегося при участии карбоксильных групп на фосфолипидах. Тест не дает ложных результатов у пациентов, принимающих непрямые антикоагулянты или имеющих дефицит витамина К, поскольку РIVKA-формы не функционируют в этой системе. Присутствие в плазме волчаночного антикоагулянта, терапия гепарином, мутация фактора V Лейден, развитие резистентности к активированному протеину С у больных, принимающих непрямые антикоагулянты, могут исказить результаты. 
Иммунохимический метод пределения протеина С. Выявляет только снижение концентрации протеина С и не определяет его функциональную неполноценность. Данный метод применяется реже, чем функциональные методы.
Нормальные величины: Референсные значения протеина С – 94 -124%.

Клиническое значение:
Дефицит протеина С связан с высоким риском развития тромбоза. Недостаточность протеина С может быть двух типов: количественная (тип I) и качественная (тип II) – протеин присутствует, но он неактивен или малоактивен. При врожденной гетерозиготной недостаточности его активность составляет 30-60%, при гомозиготной – 25% и ниже. Резистентность к протеину С может быть обусловлена генетическим дефектом фактора V – аномалия Лейдена. Нарушения в иммунной системе могут стать причиной приобретенной резистентности к протеину С.
Снижение концентрации протеина С наблюдается также при заболеваниях печени с нарушением ее функции; лечении пероральными (непрямыми) антикоагулянтами (дефицит витамина К); ДВС-синдроме; нефротическом синдроме (потеря с мочой); приеме пероральных контрацептивов.
5.3. Протеин S
Протеин S – витамин-К-зависимый белок, который является кофактором активированного протеина С в процессе активации V и VIII факторов. Эта функция положена в основу всех известных коммерческих тест-систем определения протеина S. Может  быть выявлен как количественный, так и функциональный дефицит протеина S. При проведении тестов важно помнить, что протеин S присутствует в плазме частично в свободном состоянии (40%), частично в комплексе с С4-компонентом комплемента (60%), но активна  только свободная форма протеина S.
Определение протеина S коагуляционным методом. Для определения протеина S используется тест-система, содержащая очищенный активный протеин С, его субстрат – фактор Vа и дефицитную по протеину S плазму. Специфичность метода относительная, так на результаты теста могут существенно влиять фактор V Лейден, высокий уровень ф.VIII и волчаночный антикоагулянт, поэтому предпочтительно использовать иммунохимический метод.
Определение протеина S иммунохимическим методом. Метод достаточно широко распространен. Наборы последних разработок позволяют определять «свободный протеин S» без предварительной обработки. Недостатком иммунохимического метода является то, что он выявляет протеолитически  неактивные формы протеина S, которые иногда появляются в плазме.
Нормальные величины: Референсные значения общего протеина S в плазме крови  –60 – 140%, свободного – 65 – 144%.

Клиническое значение:
Дефицит протеина S связан с риском развития тромбоза. Снижение активности протеина S может быть обусловлено врожденным (наследственным) дефицитом или дисфункцией протеина S, недостаточность  наблюдается при заболеваниях печени (нарушен синтез), лечении пероральными (непрямыми) антикоагулянтами; нефротическом синдроме (потеря с мочой); ДВС-синдроме; в острой фазе воспалительных заболеваний или при обострении хронических (увеличивается связанная и снижается свободная форма протеина S), при наличии аутоантител к протеину S.
6. Тесты для исследования фибринолитической системы
Наиболее распространенные в клинической практике методы оценки состояния фибринолитической системы основаны на:
1) исследовании времени и степени лизиса (растворения) сгустков крови или эуглобулиновой фракции плазмы (общеоценочные пробы); 
2) определении содержания отдельных компонентов фибринолитической системы - плазминогена, его активаторов и ингибиторов (ТАП; ПАИ-1; α2-антиплазмин).
6.1. Время лизиса эуглобулиновых сгустков
Базисным методом исследования системы фибринолиза является определение фибринолитической активности эуглобулиновой фракции плазмы крови. 
Спонтанный эуглобулиновый лизис
Из плазмы крови выделяют эуглобулиновую фракцию, содержащую плазминоген, фибриноген и факторы свертывания и не содержащую ингибиторов фибринолиза (они удаляются с надосадочной жидкостью, которая не использу​ется в реакции). При добавлениихлорида кальция из фибриногена образуется сгусток фибрина, который затем спонтанно лизируется плазмином. Время от момен​та образования сгустка фибрина до его растворения отражает фибринолитическую активность исследуемой плазмы.

Нормальные величины: В норме время лизиса эуглобулинового сгустка составляет 120-140 мин. 
Клиническое значение:

Уко​рочение времени лизиса свидетельствует об активации фибринолиза, а удлине​ние - об угнетении фибринолитического процесса.

Стимулированный эуглобулиновый лизис
Образования плазмина, и, следовательно, растворение сгустка может быть значительно ускорено предварительным введением в плазму каолина (актива​тора XII фактора) или стрептокиназы (активатора плазминогена).
Нормальные величины: В клоттинговом тесте («ХIIа-зависимый фибринолиз») время лизиса фибринового сгустка нормальной плазмы составляет 5-12 мин.

Клиническое значение:

Нарушения ХIIа-зависимого фибринолиза обусловлены изменением содержания и степени активации основных плазменных протеолитических систем (свертывания, фибринолиза, калликреин-кининовой и др.) в связи с тем, что фактор XII является триггерным для этих систем. Укорочение времени лизиса сгустка в ХIIа-зависимом фибринолизе свидетельствует о преобладании фибринолитических свойств плазмы над прокоагулянтными, удлинение - об истощении резервов фибринолитической системы.

При активации плазминогена стрептокиназой время лизиса сгустка фибрина зависит от количества плазминогена в плазме: укорочение времени лизиса фибринового сгустка наблюдается при активации фибринолиза, удлинение - при его угнетении.
При отклонениях содержания фибриногена в плазме, а также неполноценной полимеризации фибрина возможно получение ошибочных результатов: при снижении фибриногена время лизиса укорачивается, что трактуется ошибочно как гиперфибринолиз, при гиперфибриногенемии время лизиса удлиняется.

В связи с недостаточной специфичностью в последнее время вместо теста спонтанного лизиса эуглобулинового сгустка начали использовать определение отдельных факторов фибринолитической системы, в первую очередь плазминогена.

6.2. Компоненты плазминовой (фибринолитической) системы    
Фибринолитическая система включает 4 основных компонента: плазминоген, плазмин, активаторы и ингибиторы фибринолиза.

Плазмин - основной протеолитический фермент системы фибринолиза, об​разующийся из неактивного проэнзима плазминогена. О ко​личественной и качественной характеристике плазмина судят по времени лизиса сгустка фибрина.

Существуют различные методы определения содержания плазминогена в плазме крови. Наиболее широко распространен метод с использованием хромогенного суб​страта. Он основан на том, что плазминоген способен образовывать со стрептокиназой комплекс, который гидролизует пептидный хромогенный субстрат. При этом высвобождается паранитроанилин, количество которого прямо пропорционально активности плазминогена в образце плазмы.

Нормальные величины: В плазме здорового человека активность плазминогена составляет 80-120%.

Клиническое значение:

Плазминоген относится к белкам "острой фазы", поэтому при инфекциях, травмах, опухолях и в последние месяцы беременности его концентрация в крови нарастает.

Дефицит плазминогена наблюдается при инфаркте миокарда, легочной тром​боэмболии, тромбозе глубоких вен нижних конечностей, коагулопатиях потреб​ления. Дефицит плазминогена крайне редкое событие, чаще встречается дефицит тканевого активатора плазминогена (ТАП). Определение плазминогена используют для диагностики ДВС-синдрома и тромбофилий; выявления нарушений фибринолиза; контроля лечения фибринолитическими препаратами при тромбозах, тромбоэмболиях, инфарктах.
Тканевый активатор плазминогена (ТАП). ТАП обладает высокой амидазной активностью, что позволяет эффективно использовать для его определения метод хромогенных субстратов.

Клиническое значение:

Дефицит ТАП является одним из потенциальных факторов риска тромбоза, хотя клинически это подтверждается не всегда. Тканевой активатор плазминогена высвобождается в кровоток из эндотелиальных клеток сосудистой стенки при стрессовых воздействиях, в частности при манжеточной пробе (дозированном пережатии вен). Сначала определяют базовый уровень ТАП, потом на 10-15 минут на предплечье накладывают жгут или раздувают манжетку, вызывающую венозный стаз, затем берут вторую порцию крови, в которой повторно определяют ТАП. Сравнивают результаты обеих проб.
Определение ТАП проводится у больных с тромбофилией как часть панели тестов на выявление причины тромбофилии, особенно при нагрузочных манжеточных пробах. 

7. Тесты активации свертывания крови и фибринолиза 
6.3.  Продукты деградации фибриногена/фибрина (ПДФ)
При мощной активации фибринолиза происходит образо​вание продуктов деградации фибриногена и фибрина (ПДФ), в результате чего отсутст​вуют благоприятные условия для формирования физиологического тромба. Плазмин вызывает последовательное асимметричное расщепление молекул фибриногена с образованием крупномолекулярных фрагментов X и Y, которые получили на​звание "ранние ПДФ", и фрагментов D, Е ("поздние или конечные ПДФ").
Референсные значения: Содержание продуктов деградации фибриногена (ПДФ) в плазме в норме со​ставляет 5-10 мкг/мл.
6.4. D-димеры
D-димеры – специфические продукты деградации фибрина. Концентрация D-димеров в сыворотке пропорциональна активности фибринолиза и количеству лизируемого фибрина, т.е. отражает и процесс образования фибрина в кро​ви, и его лизис. D-димеры – показатель того, что в процессе фибринолиза расщепляется именно фибрин, а не фибриноген или фибрин-мономеры. 

Определение D-димеров проводится иммуноферментным методом с использованием моноклональных антител, методом иммунодиффузии, турбидиметрии, латекс-агглютинации. Во всех методах исследования используются моноклональные антитела к эпитопам на D-димере, которые образуются при расщеплении нерастворимого фибрина плазмином. Этих эпитопов нет на фибриногене и растворимых фибрин-мономерных комплексах (РФМК). Поскольку эти антитела не взаимодействуют с фибриногеном, исследования могут проводиться как в плазме, так и сыворотке.

Референсные значения: Содержание D-димера в плазме крови в норме меньше 0,5 мкг/мл.

Клиническое значение: 
Повышение уровня D-димеров в крови определяется при возникновении венозных тромбозов, атеротромбозе, тромбоэмболии легочной артерии, ДВС-синдроме, после операций, особенно при большом операционном поле и других состояниях с повышенным образованием фибрина. D-димеры достаточно долго циркулируют в крови, время их полувыведения составляет более 24 ч. На содержание D-димеров влияют такие факторы, как величина тромба, время от начала клинических проявлений до назначения антикоагулянтной терапии, прием антикоагулянтов, на фоне которых уровень D-димеров постоянно снижается. Поэтому более важной является отрицательная диагностическая значимость теста для исключения диагноза тромбоза. 

6.5.  Растворимые фибрин-мономерные комплексы (РФМК) 
Растворимые фибрин-мономерные комплексы образуются при  расщеп​лении молекулы фибриногена тромбином. Если одновре​менно происходит активация фибринолитической системы, то об​разующиеся ранние ПДФ (высокомолекулярные фрагменты X и Y) вступают в процесс комплексообразования с фибрин-мономерами, блокируя их и препятствуя, таким образом, их полимеризации в фибрин. Эти комплексы, образующиеся в процессе протеолитической деградации фибрина/фибриногена под действием тромбина и плазмина получили название "растворимые фибрин-мономерные комплек​сы" (РФМК). 

Для определения РФМК используют этаноловый, протамин-сульфатный, β-нафтоловый и ортофенантролиновый тесты. Они основаны на феномене паракоагуляции – осаждении растворимых фибрин-мономерных комплексов.
β-нафтоловый тест  основан на том, что спиртовый раствор β-нафтола осаждает из плазмы фибрин-мономеры и их комплексы с  фибринопептидами А и В. Поскольку фибри​ноген-мономеры и их комплексы с фибринопептидами А и В и фибри​ногеном образуются под действием тромбина, увеличение их в крови, т.е. положительный бета-нафтоловый тест  говорит об активации свер​тывания и в комплексе с другими тестами коагулограммы может свиде​тельствовать о пред- и тромботических состояниях. Положительный β-нафтоловый тест появляется при активации свертывания крови в послеоперационном периоде, при травме тканей (послеродовой период, инфаркт миокарда и др.), воспа​лительном процессе, опухолях, некрозе тканей и т.д.
Этаноловый тест. При наличии в плазме комплексоф фибрин-мономера с продуктами расщепления фибриногена/фибрина и фибриногеном после добавления раствора этанола происходит высвобождение фибрин-мономера, который затем полимеризуется с образованием геля. Поскольку данный тест выявляет несвертываемые тромбином комплек​сы (фибрин-мономеры и ПДФ как продукты фибринолиза), он используется для диагностики ДВС-синдрома и массивных тромбозов. Однако тест бывает положительным в начальных этапах ДВС-синдрома и может давать отрицательный результат при гипофибриногенемии (менее 0,5 г/л) и при поглощении фибрин-мономерных комплексов мононуклеарами (макрофагами).

Протаминсульфатный тест определяет неполимеризующиеся (заблокированные) фибрин-мо​номерные комплексы. Добавление сульфата протамина приводит к высвобождению фибрин-мономеров из их комплексов с фибриногеном, продуктами деградации фибрина/фибриногена, между собой с последующей полимеризацией и образованием геля. Содержание заблокированных фибрин-мо​номерных комплексов возрастает при различных патологических состояниях организма и может давать положительный результат при резкой гиперфибриногенемии (свыше 8 г/л), ДВС-синд​роме. 
Ортофенантролиновый тест. При наличии в плазме неполимеризующихся (заблокированных) фибрин-мо​номерных комплексов происходит появление хлопьев при добавление раствора солянокислого ортофенантролина. Тест позволяет определять РФМК не только качественно, но и количественно – по скорости выпадения хлопьев.
Референсные значения: В норме паракоагуляционные тесты отрицательны.
Этаноловый, протаминсульфатный, β-нафтоловый паракоагуляционные тесты не удовлетворяют современным требованиям – они недостаточно чувствительны и специфичны, не стандартизованы, в связи с чем от них рекомендовано отказаться. Ортофенантролиновый тест также имеет ряд недостатков, но в силу доступности и распространенности в настоящее время может быть сохранен.
7. Тромбоэластография/тромбоэластометрия
Тромбоэластография (ТЭГ) впервые описана в 1948 г. как метод для оценки вязкоупругих свойств фибрина, формирующегося в крови. Метод основан на графической регистрации изменений вязкости в фибрин-тромбоцитарной структуре крови, происходящей в процессе ее свертывания. В прошлом метод достаточно широко использовался в клинике, однако несовершенство аппаратурного обеспечения и применение многоразовых кювет приводило к низкой воспроизводимости результатов. 
Сравнительно недавно этот интегральный тест для оценки свертывающей системы крови был возрожден. Усовершенствованный метод носит название «активационная тромбоэластометрия». Он позволяет качественно и количественно охарактеризовать процесс образования сгустка, его механические характеристики, плотность, стабильность и процесс фибринолиза во времени. Кривая зависимости амплитуды колебаний от времени характеризует процесс свертывания крови, а позже фибринолиза. Исследование  выполняется в специальных одноразовых микрокюветах при +37 °С на стабилизированной цитратом натрия крови (цельной крови) при добавлении к ней различных активаторов коагуляции, длится от 5-15 мин до 30-40 мин.
Особенностью ТЭГ является возможность учета вклада как плазменных, так и клеточных (тромбоциты, эритроциты, лейкоциты) компонентов гемостаза в их фактической концентрации. С его помощью можно выявить ранние признаки внутрисосудистого свертывания крови и гипокоагуляцию, обусловленную дефицитом факторов свертывающей системы крови, диагностировать нарушения агрега​ции тромбоцитов, гиперфибринолиз, оценить эффективность антикоагулянтной и антиагрегантной терапии. 

На современном уровне, при использовании технологии ТЭГ можно успешно проследить все три основные фазы свертывания крови: инициирования, усиления и распространения. Как известно, во время фаз «инициации» и «усиления» активированный фактор VII (Ф-VIIa) образует комплекс с тканевым фактором (TF) на поврежденном эндотелии, следствием чего является формирование небольших, запальных количеств тромбина, необходимых главным образом для активации тромбоцитов. В фазе «распространения» факторы коагуляции собираются на мембранах «распластанных» активированных тромбоцитов, где и образуется большое количество тромбина - возникает, так называемый «тромбиновый взрыв». Время и интенсивность генерации тромбина влияют на структуру и плотность фибринового сгустка во времени, в том числе опосредованно через активацию фибрин-стабилизирующего фактора XIII и тромбоцитов. Кроме того, тромбин приводит к активации ингибитора фибринолиза, что уменьшает интенсивность последующих фибринолитических реакций. 

Тромбоэластограмма отражает три фазы свертывания крови: 
I фаза - R (4-10 мин) - время реакции (образование тромбокиназы), характеризуется отрезком прямой от начала записи до расширения в 1 мм;
II фаза - К (5-8 мин) - время образования сгустка (скорость образования тромбина), определяется по расстоянию от расширения кривой в 1 мм до расширения в 20 мм;
III фаза - образование фибрина, характеризуется максимальной амплитудой кривой – Ма (46-66 мм), отражает функциональную способность тромбоцитов, количество и качество фибриногена, взаимодействия фибрина и тромбоцитов в сгустке.
Для гиперкоагуляции характерно укорочение R, К и увеличение Ма.
Для гипокоагуляции характерно удлинение R, К и уменьшение Ма.
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Характеристика показателей, считываемых при помощи современных компьютерных тромбоэластометров/ тромбоэластографов:
· R
 – активация плазменных факторов крови, соответствует фазе  инициации; 
· K
– скорость образования сгустка, отражает фазу усиления; 
· угол α-angle 
– характеризует «тромбиновый взрыв» и определяет плотность и стабильность фибринового сгустка; 
· МА
 – отражает качество или эластичность сгустка, зависящие от тромбоцитов и фактора XIIIа; 
· Ly
 – динамика растворения фибрина

По характеру кривой ТЭГ можно определить состояние гипо-, гипер- и нормокоагуляции, активации фибринолиза. 
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Используя расчетные показатели, можно количественно оценить степень отклонения от нормы.
Тромбоэластограмма — очень неточное исследование, обычно используется, чтобы быстро сориентироваться, есть ли у пациента гиперкоагуляция или гипокоагуляция, например, перед операцией. Причин отклонения в свертываемости крови тромбоэластограмма не определяет.
8. Диагностика основных нарушениий системы гемостаза
9.1.Основные подходы к диагностике

Выбор необходимых ла​бораторных тестов определяется прежде всего конкретной кли​нической ситуацией, которая заставляет врача прибегнуть к ис​следованию системы гемостаза. 
Показания для исследования системы гемостаза:

· определение причин кровоточивости;

· распознавание причин склонности к тромбофилии;

· отбор больных группы риска для профилактики кровотечений и тромбоэмболий в послеоперационном и послеродовом периоде;

· диагностика ДВС-синдрома при неотложных и критических состояниях;

· лабораторный контроль за лечением антиагрегантами, антикоагулянтами,          фибринолитиками,  препаратами заместительной терапии компонентами крови;
· решение проблем привычного невынашивания беременности при АФС, тромбофилиях.
Во всех случаях для установления правильного диагноза необходимо всестороннее клиническое обследование, включая тщательный сбор семейного и индивидуального анамнеза, уточнение характера, локализации и частоты геморрагических проявлений, данные о соматической патологии, результаты инструментальных и лабораторных методов исследования. 
Нарушения в различных звеньях гемостаза могут приводить к однотипным изменениям гемостатического потенциала (склонность к кровоточивости или к тромбообразованию). Патология может быть обусловлена как изолированными нарушениями одного из компонентов системы гемостаза, так и сочетанными нарушениями в разных звеньях. Поэтому лабораторная оценка нарушений системы гемостаза должна касаться каждого компонента механизма гемостатаза: сосудистой стенки, тромбоцитов, плазменных систем.
Развернутая коагулограмма может содержать большое количество различных тестов, что не оправданно как с позиции получения дополнительной диагностической информации (некоторые тесты по сути отражают однотипные реакции), так и с экономической точки зрения. В связи с этим для  улучшения качества диагностики исследование системы гемостаза рекомендовано проводить последовательно в 2 этапа. Тесты первого этапа (скрининговые) дают общее представление о свертывающем и противосвертывающем потенциале крови пациента, позволяют выявить то звено системы гемостаза, в котором имеются нарушения. В некоторых случаях коагулограмма 1-го этапа может быть дополнена определением нескольких маркеров (1-2 теста), специфичных для конкретной патологии. Это позволяет получить информацию, достаточную для назначения терапии. 
Результаты скрининговых тестов чаще всего четко указывают на дефектное звено системы гемостаза (таблица 9).

Таблица 9.

Интерпретация результатов скрининговых тестов
	Тест
	Фибриноген
	Количество

тромбоцитов
	Интерпретация

	ПВ
	АЧТВ
	ТВ
	
	
	

	N
	N
	N
	N
	N
	• Нормальная система гемостаза

• Нарушение функций тромбоцитов

• Дефицит XIII фактора

• Нарушение сосудистого гемостаза

• Легкий/латентный дефицит   

  факторов свертывания 

• Легкая форма болезни 

  Виллебранда

• Нарушение фибринолиза

	↑
	N
	N
	N
	N
	• Дефицит VII фактора

• Начало лечения пероральными 

  антикоагулянтами

• Волчаночный антикоагулянт 

  • Легкий дефицит II, V или X   

 факторов

	N
	↑
	N
	N
	N
	• Дефицит факторов VIII, IX, XI, 

 XII, прекалликреина

• Дефицит высокомолекулярного  

 кининогена

• Болезнь Виллебранда

• Циркулирующий антикоагулянт 

 (например, волчаночный)

• Легкий дефицит II, V, X факторов

	↑
	↑
	N
	N
	N
	• Дефицит витамина К

•Лечение пероральными  

 антикоагулянтами

• Дефицит факторов V, X или II
• Множественный дефицит 

 факторов (например, при 

 заболевании печени)

• Комбинированный дефицит 

 факторов V и VIII 

	↑
	↑
	↑
	N или

патология
	N
	• Введение гепарина (высокие дозы)

• Заболевания печени

• Дефицит/дефект фибриногена

• Подавление полимеризации 

 фибрина

• Гиперфибринолиз

	N
	N
	N
	N
	↓
	• Тромбоцитопения

	↑
	↑
	N
	N или

патология
	↓
	• Активная трансфузионная терапия

• Заболевания печени

	↑
	↑
	↑
	↓
	↓
	• ДВС-синдром

• Острые заболевания печени

	↑ – увеличено, ↓ – уменьшено, N – в норме.


Удлинение протромбинового времени при нормальных показателях АЧТВ и уровня фибриногена наблюдаются при дефиците только фактора VII.
Удлинение АЧТВ при нормальном протромбиновом и тромбиновом време​ни наблюдается при дефиците или ингибировании факторов внутреннего пути (VIII, IX, XI, XII, а также прекалликреина и высокомолекулярного кининогена-ВМК). Из этих форм пато​логии наиболее часто встречается дефицит или снижение активности факторов VIII и IX, что характерно для гемофилии А и В, реже - дефицит фактора Виллебранда. Иногда в крови здоровых лиц появляются иммунные ингибиторы факто​ра VIII.
Удлинение АЧТВ и протромбинового времени при нормальных тромбино​вом времени и содержании фибриногена в крови наблюдается при дефиците фак​торов общего пути X, V, II, а также при лечении непрямыми антикоагулянтами.
Удлинение АЧТВ, протромбинового и тромбинового времени наблюдается при афибриногенемии, гипофибриногенемии (врожденного и приобретенного характера), лечении прямыми и непрямыми антикоагулянтами, а также при лечении активаторами фибринолиза.
В том случае, если при проведении скриннинговых тестов выявлены изменения, проводятся исследования второго этапа, позволяющие уточнить диагноз (исследование агрегационной активности тромбоцитов, определение функциональной активности и концентрации факторов свертывания, ингибиторов, отдельных компонентов плазменных систем, генетические исследования и др). Направление поиска и выбор тестов 2-го этапа базируется на результатах коагулограммы 1-го этапа. 
Интерпретация показателей коагулограммы должна проводиться с учетом возможного влияния принимаемых лекарственных средств и других воздействий. 
В бланке результата анализа должны быть указаны референтные пределы, принятые в данном лечебном учреждении, так как они могут   варьировать (зависят от реактивов, оборудования и т.д.).
9.2.Наиболее часто встречающиеся нарушения гемостаза
Нарушения системы гемостаза проявляются склонностью к кровоточивости (геморрагические диатезы) или склонностью к тромбозу (тромбофилии). Расстройства могут носить врожденный и приобретенный характер. 

Повышенную кровоточивость в зависимости от патогенетических механизмов развития можно разделить на следующие формы:

- нарушения функции сосудистой стенки (вазопатии);

- нарушения тромбоцитов (количественные нарушения или  

                                              качественные – тромбоцитопатии); 
- нарушения коагуляционного гемостаза. 

Нарушения функции сосудистой стенки. Врожденные нарушения (телеангиоэктазия, ангиоматоз сетчатки и др.) – достаточно редкая патология. Приобретенные нарушения встречаются чаще, они сопутствуют ревматизму, гиповитаминозу С и др. 
Нарушения тромбоцитов могут быть обусловлены как изменением их количества (виды и механизмы рассмотрены выше), так и нарушением их функций, нередко наблюдается сочетание этих факторов. Врожденные тромбоцитопатии связаны с дефектами мембраны, дефицитом пула хранения и аспириноподобным дефектом. Приобретенные тромбоцитопатии могут развиваться при лекарственных воздействиях, уремии, аутоиммунных болезнях и др. Современные методы позволяют выявить и достаточно полно оценить количество и функцию кровяных пластинок.
Нарушения коагуляционного гемостаза. Врожденные дефекты как правило определяются дефицитом одного (реже большего количества) фактора. Приобретенные нарушения касаются нескольких факторов. Выраженность геморрагического синдрома зависит от того, какие факторы свертывания затронуты, а также от глубины дефицита. 

Из врожденных нарушений наиболее часто встречаются гемофилия А (дефицит коагуляционной субъединицы фактора VIII – ф.VIII:АС) и гемофилия В (дефицит фактора IX), а также болезнь Виллебранда (патология белка-носителя антигемофильного глобулина – ф.VIII:W). Другие врожденные нарушения крайне редкая патология.
Гемофилия. Наследуется по рецессивному типу, связанному с Х хромосомой (сцепленному с полом). Болеют мужчины. Женщины – носители патологического гена.   Клинические проявления гемофилии А и В одинаковы: характерно поражение опорно-двигательного аппарата (гемартрозы, гемофилические артропатии, образование гематом, локализующихся внутримышечно, межмышечно, и т.д.), кровотечения при порезе, травме, операционном вмешательстве, экстракции зуба, гематурия, желудочно-кишечные кровотечения, кровоизлияния в полости.
Болезнь Виллебранда. Наследуется по аутосомно-доминантному типу. Белеют чаще женщины (60-70%). Многочисленные варианты болезни Виллебранда можно подразделить на 2 основных класса – количественные нарушения фактора Виллебранда и качественные. Полиморфизм проявлений объясняется гетерогенностью аномалий  ф.VIII:W и синтезом составных частей данного белкового комплекса разными видами клеток. В клинике преобладают петехиальные кровоизлияния, носовые кровотечения, меноррагии, экхимозы, чрезмерные кровотечения после травмы или хирургических вмешательств. Синдром болезни Виллебранда возможен при появлении в крови ингибитора – антител к фактору. 
Приобретенные нарушения коагуляционного гемостаза встречаются значительно чаще: уменьшение синтеза факторов свертывания наблюдается при дисфункции гепатоцитов; синтез аномальных (неполноценных) факторов наблюдается при дефиците витамина К, первичной гепатоме; при ряде аутоиммунных заболеваний могут образовываться антитела (ингибиторы) к факторам свертывающей системы; потребление и уменьшение содержания факторов наблюдается при ДВС-синдроме; геморрагические проявления могут быть спровоцированы приемом лекарственных препаратов (аспирин, непрямые антикоагулянты, гепарины и т.д.).
Широко распространены нарушения свертывания, связанные с повышенным тромбообразованием. 
Основные патогенетические факторы тромбофилии:

· Повреждение эндотелия

· Активация тромбоцитов

· Активация системы свертывания

· Резистентность к антикоагулянтам или дефицит антикоагулянтов

· Снижение активности фибринолитической системы

· Нарушение гемореологических свойств крови

Следует отметить, что механизмы артериального и венозного тромбоза существенно отличаются. При артериальном тромбозе ведущую роль играют поражение сосудистой стенки, нарушение ее функциональных свойств и активация тромбоцитов. Тромбообразование в венозном русле связано с системной гиперкоагуляцией, недостаточностью антикоагулянтов, замедлением кровотока. 
Диагностика причин тромбообразования более сложна, чем диагностика дефицита факторов свертывания. Обязательно проводятся скрининговые тесты. При выявлении лабораторных признаков повышенного тромбообразования - укорочение временных тестов (за исключением случаев наличия волчаночного антикоагулянта, при котором клинически наблюдается повышение тромбообразования, а лабораторно - удлинение АЧТВ), гиперфибриногенемия, повышение РФМК необходимо проведение дополнительных тестов. Укорочение АЧТВ и ПВ само по себе нельзя рассматривать как показатель гиперкоагуляции (это может быть следствием нарушения техники взятия и обработки крови), необходимо исследование маркеров активации свертывания.
Выбор лабораторных исследований зависит от клинической картины и локализации тромбообразования: определение маркеров тромбинемии (фибрин-мономер, Д-димер, РФМК), вязкости крови, морфофункциональная оценка активации тромбоцитов, антитромбин III, протеины С и S, волчаночный антикоагулянт, активность плазменных факторов, резистентность активированного фактора V к действию активированного протеина С (АРС-резистентность), уровень гомоцистеина, XIIа – зависимый фибринолиз, активность плазминогена, активаторов фибринолиза (тканевый активатор плпзминогена - ТАП), ингибиторов активатора плазминогена. При показаниях проводится молекулярно-генетическое исследование.

Комплексные нарушения гемостаза наблюдаются при ДВС-синдроме (диссеминированное внутрисосудистое свертывание). Ведущими факторами патогенеза ДВС-синдрома являются чрезмерная активация свертывающей системы и образование избытка тромбина, приводящие на ранних стадиях к диссеминированному микротромбообразованию, нарушению микроциркуляции и полиорганной недостаточности; на поздних стадиях развивается повышенная кровоточивость вследствие потребления тромбоцитов, факторов свертывания крови и активации фибринолиза. Лабораторные показатели меняются в зависимости от стадии процесса
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ТЕСТЫ
«Лабораторная диагностика нарушений гемостаза»

1. Сосудисто-тромбоцитарному гемостазу принадлежит функция:

А. Протеолиза

Б. Адгезивно-агрегационная

В. Гидролиза

Г. Лизиса эуглобулинов

Д. Фибринолиза

2. Об активации тромбоцитов свидетельствует повышение в плазме:

А. Фибриногена

Б. Антитромбина III

В. Бета-тромбоглобулина

Г. Комплемента

Д. Все перечисленное верно

3. В печени не синтезируется:

А. Фибриноген

Б. Протромбин 

В. Фактор III 

Г. Фактор VII

Д. Фактора IX

4. Витамин “К” необходим для синтеза:

А. Протромбина

Б. Фибриногена

В. Фактора III

Г. ФактораXII

Д. Прекалликреина

5. Обмен витамина К нарушается при:

А. Меноррагиях

Б. Заболеваниях почек

В. Носовых кровотечениях

Г. Инфаркте миокарда

Д. Паренхиматозном гепатите

6. “К”- авитаминоз не развивается при:

А. Паренхиматозном гепатите

Б. Обтурационной желтухе

В. Дисбактериозе

Г. Дисфункции яичников

Д. Пероральном приеме антибиотиков

7. Инициатором начала свертывания крови является:

А. Фактор I

Б. Фактор Х

В. Фактор ХII

Г. Прекалликреин

Д. Протромбин

8. Внешний механизм гемостаза включает активацию:

А. Фактора VII

Б. Фактора VIII

В. Фактора IX

Г. Фактора XII

Д. Высокомолекулярного кининогена

9. Активатором фактора Хагемана не является:

А. Стекло

Б. Каолин

В. Силикон

Г. Грубодисперсный коллаген

Д. Кожа

10. Активация плазменных факторов происходит на:

А. Факторе 3 тромбоцитов (фосфолипиде)

Б. Факторе V

В. ФактореVIII 

Г. Факторе IX

Д. Факторе XI

11. В протромбиназообразовании принимает участие освобождающий из тромбоцитов:

А. Тромбоксан 
Б. Актомиозин 
В. Фактор 3

Г. Фактор 4
Д. Все перечисленное верно

12. Образование тромбина происходит путем протеолиза II фактора:

А. Фактором I

Б. Фактором VII

В. Фактором IХа

Г. Фактором Ха

Д. Фактором ХIII

13. Этапом формирования фибрина из фибриногена не является:

А. Образование протромбиназы

Б. Отщепление фибринопептидов “А” и “В”

В. Образование фибрин-мономеров

Г. Полимеризация фибрин-мономеров до фибрин-полимера

Д. Стабилизация фибрина фибриназой

14. Ретракция кровяного сгустка определяется функцией:

А. Плазменных факторов

Б. Тромбоцитов

В. Кининовой системы 

Г. Системы комплемента

Д. Протеолитической системы

15. Тромбинообразованию препятствуют:

А. Ионы кальция

Б. Высокомолекулярный кининоген
В. Фактор Виллебранда

Г. Антикоагулянты

Д. Фибриноген

16. К антикоагулянтам относится:

А. Плазминоген

Б. Фактор III

В. Антитромбин III

Г. Стрептокиназа

Д. АДФ

17. Для антитромбина III характерно следующее, кроме:

А. Плазменный белок, ингибитор сериновых протеаз

Б. Антикоагулянт, ингибирующий Vа и VIIIа факторы

В. Снижения уровня в плазме на 30-40% опасно риском тромбозов

Г. Причины снижения - потребление и болезни печени

Д. Кофактором взаимодействия антитромбина III с сериновыми протеазами является гепарин

18. Антикоагулянтным действием обладает:

А. Коллаген

Б. Тромбин

В. Протеин С

Г. Тканевой активатор плазминогена

Д. Аскорбиновая кислота

19. Диагностическое значение определения протеина С:

А. Выявление риска тромбозов

Б. Критерий повышения или снижения дозы непрямых антикоагулянтов

В. Контроль гепаринотерапии

Г. Оценка фибринолиза

Д. Все перечисленное верно

20. Активатором фибринолиза является:

А. Коллаген

Б. Антитромбин III

В. Липопротеиды 

Г. Стрептокиназа

Д. Кининоген

21. Продукты деградации фибрина вызывают:

А. Протеолиз

Б. Синтез фактора III

В. Блокаду образования фибрина

Г. Активацию фактора XII

Д. Активацию фибринолиза

22. Коагулограммой называется:

А. Направление на исследование системы гемостаза

Б. Определение протромбинового времени

В. Исследование агрегационных свойств тромбоцитов

Г. Набор гемокоагулологических тестов, отвечающих на поставленную 
     клиницистом задачу

Д. Проведение исследований гемостаза на коагулометре

23. Комплексная оценка гемостаза должна включать:

А. Исследование сосудисто-тромбоцитарного звена

Б. Исследование плазменного звена

В. Исследование антикоагулянтного потенциала
Г. Исследование фибринолитической системы 
Д. Все перечисленное верно

24. Удлинение времени кровотечения характерно для:

А. Тромбоцитопении различного генеза

Б. Тромбоцитопатии

В. Лечение дезагрегантами, аспирином, гепарином

Г. ДВС- синдрома
Д. Все перечисленное верно

25. Удлинение времени свертывания наблюдается в следующих случаях, 
      кроме:

А. Значительного дефицита плазменных факторов (II, V, VIII, IX, X)

Б. Выраженного дефицита 3 фактора тромбоцитов

В. Отсутствие антитромбина III

Г. Лечения гепарином

Д. У больных с циркулирующими антикоагулянтами

26. Внешний путь протромбиназообразования следует контролировать:

А. Тромбиновым временем

Б. Фактором XIII

В. Толерантностью плазмы к гепарину

Г. Протромбиновым временем

Д. Анитромбином III

27. Протромбиновое время удлиняется в следующих случаях:

А. Врожденный дефицит факторов II, V, VII, X

Б. Хроническое заболевание печени

В. Дефицит витамина К

Г. Гипофибриногенемия

Д. Все перечисленное верно

28. Протромбиназобразование по внешнему пути следует контролировать:

А. Агрегацией тромбоцитов

Б. Определением фибриногена

В. Активированным частичным тромбопластиновым временем

Г. Протромбиновым временем

Д. Временем кровотечения

29. АЧТВ отражает:

А. Состояние тромбоцитарного звена гемостаза

Б. Состояние фибринолитической системы

В. Внутренний путь активации протромбиназы

Г. Состояние антикоагулянтного звена

Д. Реологические свойства крови

30. Кефалин в методике АЧТВ выполняет  роль:

А. Фибриногена

Б. Тромбина

В. Фактора 3

Г. Фактора ХII

Д. Калликреина

31. АЧТВ удлиняется в следующих случаях, кроме:

А. Гемофилии А, В, С

Б. Передозировки антикоагулянтов непрямого действия

В. Дефиците VII фактора

Г. Наличии ингибиторов свертывания крови (гепарин, продукты деградации 
    фибриногена)

Д. Снижении концентрации фибриногена

32. У больного с геморрагическим синдромом при удлинении АЧТВ (активированное частичное тромбопластиновое время ) и нормальном ПВ (протромбиновое время) следует проводить:

А. Коррекционные пробы

Б. Определение антитромбина III

В. Определение XIIа-зависимого фибринолиза

Г. Исследование агрегации тромбоцитов

Д. Определение вязкости крови 

33. Фибринообразование следует контролировать:

А. Фибриногеном

Б. Протромбиновым временем

В. Активированным частичным тромбопластиновым временем

Г. Антитромбином III

Д. Определением протеина С

34. Диагностическое значение определения фибриногена:

А. Фактор коагуляции, вязкости крови

Б. Независимый риск-фактор инфаркта миокарда и инсульта

В. Острофазный белок

Г. Кофактор агрегации тромбоцитов

Д. Все перечисленное верно

35. Снижение фибриногена в плазме не наблюдается при:

А. Наследственном дефиците функции фибриногена

Б. Циррозе печени

В. ДВС-синдроме

Г. Острой фазе воспаления

Д. Повышении неинактивированного плазмина

36. Определение тромбинового времени используется для:

А. Контороля за гепаринотерапией

Б. Наблюдение за ПДФ

В. Оценки антитромбиновой активности

Г. Диагностики дисфибриногенемии

Д. Всего перечисленного 

37. Гепаринотерапию можно контролировать:

А. Активированным частичным тромбопластиновым временем

Б. Лизисом эуглобулинов

В. Ретракцией кровяного сгустка

Г. Концентрацией фибриногена

Д. Агрегацией тромбоцитов

38. Контороль за антикоагулянтами непрямого действия можно осуществлять определением:

А. Протромбина по Квику (% от нормы)

Б. Международного нормализованного отношения

В. Протромбинового индекса

Г. Протромбинового времени

Д. Все перечисленное верно

39. Международным требованиям контроля антикоагулянтов непрямого действия отвечает определение:

А. Протромбинового отношения

Б. Протромбинового времени

В. Протромбинового индекса

Г. Протромбина по Квику

Д. Международного нормализованного отношения

40. Определение антитромбина III в плазме используется для:

А. Диагностики коагулопатии потребления при ДВС-синдроме

Б. Выявления резистентности к гепарину

В. Выявления наследственной тромбофилии

Г. Диагностики гиперкоагуляции при приеме оральных контрацептивов

Д. Всего перечисленного

41. Причинами снижения антитромбина III в плазме являются: 

А. Уменьшение синтетической активности печени с возрастом и при циррозе
     печени

Б. Потребление при ДВС-синдроме

В. Избыток введения гепарина

Г. Врожденная недостаточность синтеза

Д. Все перечисленное верно

42. Снижение антитромбина III возможно при:

А. Ишемической болезни сердца

Б. Катаракте

В. Остром рините

Г. Диспепсии

Д. Всех перечисленных случаях

43. Активность фибринолитической системы следует контролировать:

А. Антитромбином III

Б. Тромбиновым временем

В. Лизисом эуглобулинов
Г. Протромбиновым временем 
Д. Агрегацией тромбоцитов

44. Активация фибринолиза (время лизиса эуглобулинов сокращено) наблюдается в следующих случаях:

А. ДВС-синдром

Б. Массовые тромбозы
В. Оперативное вмешательство на простате, ткани легких

Г. Шок

Д. Все перечисленные случаи 

45. Определение продуктов деградации фибрина (ПДФ) в плазме показано для:
А. Контроля за лечением фибринолитиками

Б. Мониторинга использования активаторов плазминогена при лечении 
     тромбоэмболий

В. Диагностики ДВС-синдрома

Г. Все перечисленное верно 

Д. Все перечисленное неверно

46. Проба на ПДФ (продукты деградации фибрина) положительна при:

А. ДВС-синдроме

Б. Массивном тромбозе

В. Лечении фибринолитическими средствами

Г. Все перечисленное верно

Д. Все перечисленное неверно

47. Причиной снижения плазминогена в плазме могут быть следующие факторы:

А. Наследственные дефекты синтеза

Б. Цирроз печени

В. Первичный фибринолиз

Г. Потребление при ДВС-синдроме

Д. Все перечисленное

48. Уровень плазминогена в плазме снижается при:

А. Лечении фибринолитиками

Б. Тяжелой патологии печени

В. ДВС-синдроме

Г. Все перечисленное верно

Д. Все перечисленное неверно

49. Высокомолекулярный кининоген в плазме снижен при:

А. Хронической почечной недостаточности

Б. Циррозе печени

В. ДВС-синдроме

Г. Все перечисленное верно

Д. Все перечисленное неверно

50. Дефицит XIII фактора наблюдается:

А. При лучевой болезни
Б. При ДВС-синдроме
В. После хирургических вмешательств

Г. При патологии печени

Д. Все перечисленное верно

51. Удлинение протромбинового времени не наблюдается при:

А. Авитаминозе “К”

Б. Паренхиматозном гепатите

В. Лечении непрямыми антикоагулянтами

Г. Гемофилии А

Д. Гипофибриногенемиях

52. При болезни Гланцмана поражается:

А. Печень

Б. Эндотелий сосудов

В. Тромбоциты
Г. Всасывание витамина “К”
Д. Калликреин-кининовая система

53. Болезнь Виллебранда связана с:

А. Дефектом антигена фактора VIII-В

Б. Дефектом фактора VIII-К

Б. Патологией печени

В. Снижением фибриногена

Д. Дефектом гранул тромбоцитов

54. Для поражения гепатоцитов наиболее типично:

А. Повышение фибриногена

Б. Снижение активности факторов II, VII, IX, X

В. Снижение активности фактора VIII

Г. Повышение антитромбина III

Д. Тромбоцитопения

55. К патологическому состоянию, протекающему преимущественно с
      гипокоагуляцией, относится:

А. Атеросклероз

Б. Облитерирующий эндартериит 
В. Болезнь Виллебранда
Г. Злокачественные новообразования

Д. Тромбофлебит

56. При обследовании больных с геморрагическими заболеваниями 
      необходимо проводить:

А. Исследование агрегации тромбоцитов

Б. Исследование фибринолиза

В. Определение АЧТВ, ПВ

Г. Определение фибриногена

Д. Все перечисленное верно

57. Геморрагическими заболеваниями (синдромами) считаются:

А. Заболевания, сопровождающиеся кровоточивостью

Б. Заболевания, сопровождающиеся усилением агрегационных свойств
     тромбоцитов

В. Снижение фибринолитической активности

Г. Снижение антикоагулянтного потенциала

Д. Повышение продукции фактора фон Виллебранда

58. У больного с нарушением сосудисто-тромбоцитарного гемостаза
      имеется дефицит антигена фактора VIII и снижена адгезивность и 
      агрегация на ристомицин тромбоцитов. Наиболее  вероятно у больного:

А. Гемофилия А

Б. Болезнь Виллебранда

В. Болезнь Верльгофа

Г. Хронический рецидивирующий ДВС-синдром в фазе гипокоагуляции

Д. Возможно все перечисленное

59. Коагулограмма больного со стенозом митрального клапана,
       готовящегося к плановой операции: количество тромбоцитов - норма,
      время кровотечения - удлинено, АЧТВ - удлинено, ПВ (ПИ), 
      концентрация фибриногена, фибринолитическая активность,
      этаноловый тест, антитромбин III - в норме. В каком звене гемостаза 
      вероятно находятся нарушения?
А. Тромбоцитарно-сосудистом и плазменном

Б. Внешнем плазменном

В. Фибринолитической системе
Г. Антикоагулянтной системе
Д. Равновероятно в любом из перечисленных звеньев

60. Коагулограмма больного со стенозом митрального клапана, 
      готовящегося к плановой операции: количество тромбоцитов - норма,
     время кровотечения - удлинено, АЧТВ - удлинено, ПВ (ПИ),
     концентрация фибриногена, фибринолитическая активность,
     этаноловый тест, антитромбин III - в норме. Больному необходимо
     провести дополнительно:

А. Определение протеина С

Б. Определение времени лизиса эуглобулинов

В. Определение фибринопептидов А и В

Г. Определение агрегации и адгезии тромбоцитов

Д. Все перечисленные тесты

61. Для гемофилии характерно:

А. Удлинение АЧТВ

Б. Укорочение АЧТВ

В. Удлинение протромбинового времени

Г. Снижение фибриногена

Д. Положительный этаноловый тест

62. При гемофилии имеется дефицит факторов:

А. Плазмы

Б. Тромбоцитов

В. Лейкоцитов

Г. Эндотелия сосудов

Д. Фибринолиза

63. Тромбофилии - это:

А. Наклонность к тромбогенезу

Б. Повышение вязкости крови

В. Усиление агрегации тромбоцитов

Г. Снижение антикоагулянтного потенциала

Д. Все перечисленное верно

64. Для предтромботического состояния характерно:

А. Повышение фибринолитической активности

Б. Повышение агрегации и адгезии тромбоцитов

В. Гипофибриногенемия

Г. Гипокоагуляция 

Д. Тромбоцитопатия

65. При возникновении рецидивирующих тромботических осложнений
      (тромбозов) в молодом возрасте следует думать о:

А. Наследственном дефиците антитромбина III

Б. Антифосфолипидном синдроме

В. Дефиците протеина С

Г. Резистентности V фактора к активированному протеину С

Д. Все перечисленное верно
66. Причиной ДВС-синдрома могут быть все следующие эндогенные
      факторы, кроме:

А. Тканевого тромбопластина

Б. Гипергликемии

В. Повреждения эндотелия 

Г. Лейкоцитарных протеаз

Д. Активации моноцитов

67. Причиной ДВС-синдрома может быть следующий экзогенный фактор:

А. Бактериемия, виремия

Б. Трансфузионные жидкости

В. Змеиные яды

Г. Сосудистые протезы

Д. Все перечисленное верно

68. При острой форме ДВС-синдрома:

А. Фибриноген снижается 

Б. АЧТВ укорачивается 

В. Тромбиновое время укорачивается

Г. Продукты деградации фибрина не обнаруживаются

Д. Повышается количество тромбоцитов

69. Для диагностики хронической формы ДВС-синдрома наиболее
      информативно определение:

А. Фибриногена

Б. Тромбинового времени

В. Протромбинового времени

Г. Продуктов деградации фибрина

Д. Времени лизиса эуглобулинового сгустка

70. Коагулопатия потребления развивается при:

А. Гемофилии

Б. ДВС-синдроме

В. Болезни Виллебранда

Г. Тромбастении Гланцмана

Д. Болезни Хагемана

71. Коагулопатия потребления не сопровождается потреблением:

А. Фактора I

Б. Фактора V

В. Тромбоцитов

Г. Фактора VIII

Д. Ионов кальция

72. Антифосфолипидный синдром проявляется:

А. Образованием антител к фосфолипидам

Б. Повторными тромбозами

В. Наличием волчаночного антикоагулянта

Г. Невынашиваемостью беременности

Д. Все перечисленное верно

73. Диагностика антифосфолипидного синдрома включает:

А. Определение АЧТВ

Б. Определение протромбинового времени

В. Определение волчаночного антикоагулянта

Г. Проведение коррекционных тестов

Д. Все перечисленное верно

74. В коагулологии применяются методы:

А. С использованием хромогенных субстратов

Б. Нефелометрия и турбидиметрия

В. Коагулометрические

Г. Латекс-агглютинация

Д. Все перечисленное верно

75. Коагулометры могут работать по принципу:

А. Электромеханическому

Б. Фотометрическому

В. Определения времени достижения фиксированной величины абсорбции

Г. Все перечисленное верно

Д. Все перечисленное неверно

76. Силиконированную посуду следует использовать при:

А. Взятии, хранении и центрифугировании крови

Б. Хранении бедной и богатой тромбоцитами плазмы

В. Хранении раствора тромбина

Г. Определении агрегации и адгезии тромбоцитов

Д. Все перечисленное верно

77. В направлении на коагулологическое исследование необходимо указать:

А.ФИО, возраст больного

Б. Клинический диагноз

В. Наличие геморрагических или тромботических проявлений

Г. Проводимое лечение

Д. Все перечисленное верно

78. Причиной ошибки при исследовании гемостаза может быть:

А. Гемолиз
Б. Присутствие гепарина

В. Неправильное соотношение антикоагулянта и крови

Г. Нестабильная температура
Д. Все перечисленное верно
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   ПРИЛОЖЕНИЕ 1.

Перечень методов исследования системы гемостаза
(Приказ МЗ РФ N 64  от 21.02.2000 г.  «Номенклатура клинических лабораторных исследований, применяемых в целях диагностики болезней и слежения за состоянием пациентов в учреждениях здравоохранения Российской Федерации»)

2. ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

2.2.2. Тромбоциты

          2.2.2.1. Число тромбоцитов

          2.2.2.2. Морфологическая характеристика тромбоцитов (в цельнойкрови, плазме, в мазках
периферической крови и костного мозга):

- размер (микро-,макротромбоциты, гигантские тромбоциты,фрагменты тромбоцитов,
                          агрегаты);

- форма.

          2.2.2.3. Функциональные свойства тромбоцитов:

 - адгезивность;

 - агрегация;

- ретракция кровяного сгустка.

          2.2.2.4. Средний объем тромбоцитов в крови (MPV).

          2.2.2.5 Показатель анизоцитоза тромбоцитов (PDV).

          2.2.2.6. Общий объем тромбоцитов в крови (тромбокрит, РСТ).

          2.2.2.7. Графическое  распределение  тромбоцитов  по  величинеобъема.

          2.3.3.5. Клеточные элементы мегакариоцитарного ряда:

 - мегакариобласт;

  - промегакариоцит;

  - мегакариоцит (базофильный, полихроматофильный, оксифильный).

5. КОАГУЛОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ.

          5.1. Сосудисто - тромбоцитарный гемостаз (первичный гемостаз)

- ТРОМБОЦИТЫ (2.2.2.).

 - Количество тромбоцитов (2.2.2.1.).
                      - Морфологическая характеристика тромбоцитов (в мазках крови), втом числе, 
                        определение размера (микро, макротромбоциты, гигантскиеформы) (2.2.2.2)

  - Средний объем тромбоцитов (MPV) (2.2.2.4.).

 - Показатель анизоцитоза тромбоцитов (PDW)  (2.2.2.5.).
                      - Графическое распределение     тромбоцитов     по     величине, гистограмма. (2.2.2.6.).

5.1.1. Рецепторы тромбоцитов IIb/IIIa, Ib

5.1.2. Факторы свертывания тромбоцитов

          5.1.2.1. Фактор 3 тромбоцитов по его доступности в богатой ибедной тромбоцитами плазме.

          5.1.2.2. Фактор 4 тромбоцитов (антигепариновый).

          5.1.2.3. Бета - тромбоглобулин.

          5.1.2.4. Тромбоспондин.

- Фибронектин плазмы крови (4.1.4.4.).

          5.1.2.5. Лейкоцитарный фактор агрегации тромбоцитов (FAT).

          5.1.2.6. Серотонин тромбоцитов.

          5.1.2.7. Фибронектин тромбоцитов.

5.1.3.  Фактор Виллебранда и тромбомодулин.

          5.1.3.1 Активность  фактора  Виллебранда  (по ристомицин -агрегации тромбоцитов).

          5.1.3.2. Антиген фактора Виллебранда

          5.1.3.3. Мультимерность фактора Виллебранда

          5.1.3.4. Связывание  фактора Виллебранда стромбоцитами ифактором VIII.

          5.1.3.5. Тромбомодулин плазмы.

          5.1.3.6. Другие факторы тромбоцитов.

          5.1.4. Функциональная способность тромбоцитов

          5.1.4.1. Время кровотечения

          5.1.4.2. Резистентность (ломкость) микрососудов (проба Кончаловского - Румпель - Лееде).

   - Адгезия тромбоцитов (2.2.2.3.)

          5.1.4.3. Ретенция тромбоцитов.

          5.1.4.4. Агрегация тромбоцитов.

          5.1.4.4.1. Спонтанная агрегация тромбоцитов.

          5.1.4.4.2. Количество агрегатов тромбоцитов в крови.

          5.1.4.4.3. Агрегация тромбоцитов с применением агонистов: АДФ, коллагена, адреналина,
  ристоцетина (ристомицина), арахидоновой кислоты, кальций ионофора, серотонина,
  тромбина, фибрин-мономера, лейкоцитарного фактора агрегации тромбоцитов(FAT).

          5.1.4.5. Ретракция сгустка.

          5.1.4.6. Продолжительность (длительность) жизни тромбоцитов в циркуляции.

  -  Антитела к тромбоцитам (6.5.5.).

          5.1.4.7. Антитела к гликопротеинам IIb/IIIa.

          5.2. Коагуляционный гемостаз.

          5.2.1. Скрининговые (ориентировочные) тесты.

          5.2.1.1. Время свертывания нестабилизированной крови.

          5.2.1.2. Активированное частичное (парциальное) тромбопластиновое время (АЧТВ, АПТВ).

          5.2.1.3. Каолиновое время бедной тромбоцитами плазмы.

          5.2.1.4. Каолиновое время богатой тромбоцитами плазмы (активированное время
рекальцификации).

          5.2.1.5. Кефалиновое время бедной тромбоцитамиплазмы (частичное тромбопластиновое
время).

          5.2.1.6. Прокоагулянтная активность плазменных фосфолипидных мембран (по каолиновому
 времени бедной тромбоцитами плазмы до и после микрофильтрации).

          5.2.1.7. Протромбиновое  (тромбопластиновое) время в крови или плазме.

          5.2.1.8. Аутокоагуляционный тест.

          5.2.1.9. Время свертывания плазмы при активации фактора Х лебетоксом (коагулаза яда гюрзы)
 или ядом гадюки Рассела

          5.2.1.10. Время свертывания плазмы при активации фактора II эхитоксом (коагулаза яда эфы).

          5.2.1.11. Тромбиновое время.

          5.2.1.12. Рептилазовое время (тест с коагулазой яда щитомордника обыкновенного или 
                        коагулазой яда змеи ботрокс -"ботроксклотазой").

- Фибриноген (фактор I) в плазме крови (4.1.5.7.), фибриноген антиген

          5.2.2. Специальные тесты.

          5.2.2.1. Дифференциальная диагностика дефицита факторов VII,X, V или II с использованием
 комплекса тестов с коагулазами ядов змей (эфы и гюрзы) и протромбинового теста.

          5.2.2.2. Факторы свертывания VII, X, V или II по протромбиновому тесту с использованием 
дефицитных плазм.

          5.2.2.3. Антигены факторов свертывания VII, X, V или II.

          5.2.2.4. Дифференциальная диагностика дефицита факторовVIII,IX или XI по АЧТВ с 
использованием адсорбированной барием, профильтрованной, "старой" плазмы и
 сыворотки крови.

          5.2.2.5. Факторы свертывания VIII,IX,XI или XII по АЧТВ с использованием дефицитных плазм

          5.2.2.6. Антигены факторов свертывания VIII, IX, XI или XII.

          5.2.2.7. Ингибиторы фактора VIII или IX.

          5.2.2.8.  Некарбоксилированные факторы VII, X и II (PIVKA).

          5.2.2.9. Резистентность фактора Va к активированному протеину С(аномалия фактораV Лейден)
          5.2.2.10. Аномалии фактора Va Лейден (ПЦР - анализ).

          5.2.2.11. Аномалии фактора II (ПЦР - анализ).

          5.2.2.12. Фактор XIII (фибринстабилизирующий фактор)

          5.2.2.13. Прекалликреин:

                    - Активность прекалликреина.

                    - Антиген прекалликреина.

          5.2.2.14. Высокомолекулярный кининоген (ВМК):

  - активность ВМК

  - антиген ВМК.

          5.3. Циркулирующие антикоагулянты.

5.3.1. Физиологические антикоагулянты

          5.3.1.1. Антитромбин III:

- прогрессивная активность антитромбина III

- гепарин - кофакторная активность

- антиген антитромбина III

          5.3.1.2. Кофактор гепарина II

          5.3.1.3. Скрининг нарушений в системе протеинов С + S (Глобальный тест. Парус - тест).

          5.3.1.4. Протеин С:

                   - активность протеина С

                   - антиген протеина С.

          5.3.1.5. Протеин S:

                   - активность протеина S

                   - антиген протеина S (общего и свободного).

          5.3.1.6. Антиген ингибитора тканевого пути свертывания (TFPI).

          5.3.1.7. Альфа-2-макроглобулин.

   - Альфа-1-антитрипсин (4.1.5.4.).

          5.3.1.8. C1 - ингибитор.

          5.3.1.9. Ингибитор активности фактора Ха в плазме.

          5.3.1.10. Тромбингепариновое время (скрининговый тест).

          5.3.2. Патологические антикоагулянты.

          5.3.2.1. Антикоагулянты волчаночного типа.

          5.3.2.1.1. Фосфолипид – зависимые коагуляционные тесты(первичный скрининг):

  - АЧТВ с люпус - чувствительным кефалином

  - каолиновое время бедной тромбоцитами плазмы (5.2.1.3.)

  - протромбиновое время с разведенным (ослабленным) тромбопластином
  - тесты с разведенными (ослабленными) ядами гюрзы или гадюки Рассела

          5.3.2.1.2. Подтверждающие тесты:

  - по коррекции разрушенными тромбоцитами (или гексагональными фосфолипидами)
    гипокоагуляции  в тестах, перечисленных в (5.3.2.1.1)

 - по добавлению нормальной бедной тромбоцитами плазмы (коррекция дефицита 
   факторов свертывания)

          5.3.2.1.3. Степень ингибиции волчаночным антикоагулянтом активности плазменных
фосфолипидных мембран

          5.3.2.1.4. Антитела к отрицательно заряженым фосфолипидам

   - антитела к фосфатидилсерину (IgG,M) (6.6.1.3.).

   - антитела к кардиолипину (IgG,M) (6.6.1.2.).

   - антитела к бета2-гликопротеину I (IgG, M).

   - антитела к аннексину V.

          5.4. Плазминовая (фибринолитическая) система         48.

          5.4.1. Скрининговые тесты.

          5.4.1.1. Спонтанный эуглобулиновый лизис.

          5.4.1.2. Стимулированный эуглобулиновый лизис:

    - при активации стрептокиназой

    - фактором XIIa - калликреином

    - манжеточной пробой (до и после дозированной компрессии сосудов конечности).

    - Концентрация фибриногена в плазме крови (4.1.5.7.)

    - Тромбиновое время (5.2.1.11,).

    - Рептилазовое время (5.2.1.12.).

          5.4.2. Компоненты плазминовой (фибринолитической) системы и продукты фибринолиза.

          5.4.2.1. Плазмин.

          5.4.2.2. Плазминоген:
- Активность плазминогена.

- Антиген плазминогена.

- Плазменный прекалликреин плазмы (5.2.2.13.).

- Высокомолекулярный кининоген (ВМК) (5.2.2.14.)

          5.4.2.3. Антиген тканевого активатора плазминогена (t PA).

          5.4.2.4. Антиген комплекса плазмин - антиплазмин (РАР).

          5.4.2.5. Продукты деградации фибриногена (фрагменты D).

          5.4.2.6. Продукты деградации фибрина (D-димер).

          5.4.2.7. Продукты деградации фибриногена/фибрина (ПДФ).

          5.4.2.8. Растворимые фибрин - мономерные комплексы (РФМК) и ранние продукты деградации 

 фибриногена (ПДФ)

          5.4.2.9. Альфа-2-антиплазмин:

 - активность альфа-2-антиплазмина

 - антиген альфа-2-антиплазмина.

          5.4.2.10. Ингибитор активатора плазминогена 1 (PAI I)

 - активность PAI 1

 - антиген PAI 1.

          5.4.2.11. Ингибитор активатора плазминогена 2 (PAI 2)

 - активность PAI 2

 - антиген PAI 2.

 - Альфа-2-макроглобулин в плазме. (5.3.1.7.).

 - Альфа-1-антитрипсин в плазме (4.1.5.4.).

 - С 1-ингибитор (5.3.1.8.).

          5.5. Маркеры внутрисосудистой активации свертывания крови и фибринолиза.

          5.5.1. Антиген фрагментов протромбина 1+2 (F1+2).

          5.5.2. Антиген комплекса тромбин - антитромбин III (ТАТ).

          5.5.3. Производные фибриногена в плазме и сыворотке крови.

          5.5.3.1. Антиген фибринопептида А в плазме.

          5.5.3.2. Фибрин - мономер в плазме.

 - Продукты деградации фибриноген/фибрин (ПДФ) (5.4.2.7.).

 - Растворимые фибрин - мономерные комплексы (РФМК) в плазме по паракоагуляционным
тестам (5.4.2.8.).

  - D-димер в плазме и сыворотке крови (5.4.2.6.).

  - РФМК и ранние ПДФ в сыворотке (5.4.2.8.).

  - Фактор 4 тромбоцитов в плазме (5.1.2.2.).

  - Бета - тромбоглобулин в плазме (5.1.2.4.).

5.6. Контроль за антикоагулянтной терапией.

          КОНТРОЛЬ ЗА ЛЕЧЕНИЕМ НЕПРЯМЫМИ АНТИКОАГУЛЯНТАМИ.

  - Протромбиновое (тромбопластиновое) время в крови или плазме, выраженное с учетом 
Международного индекса чувствительности тромбопластина (МИЧ) (5.2.1.7.).

  - Активированное частичное (парциальное) тромбопластиновое время (АЧТВ, АПТВ) в плазме (5.2.1.2.).

  - Скрининг нарушений в системе протеинов C+S (Глобальный тест, Парус - тест) (5.3.1.3.).

          КОНТРОЛЬ ЗА ЛЕЧЕНИЕМ НЕФРАКЦИОНИРОВАННЫМИ ГЕПАРИНАМИ.

          - Время свертывания цельной крови (5.2.1.1.).

          - Активированное  частичное  тромбопластиновое  время (АЧТВ) в плазме с реактивом,
  аттестованным по чувствительности к  гепарину (5.2.1.2.).

          - АЧТВ  в  плазме до и после сорбции из нее гепарина сорбентом (Гепасорб-2).

          - Тромбиновое время плазмы (5.2.1.11.).

          - Тромбиновое время плазмы до и после сорбции из нее гепаринасорбентом (Гепасорб-1).

          - Антитромбин III (5.3.1.1.):

          - прогрессивная активность антитромбина III в плазме после сорбции из нее гепарина
сорбентом (Гепасорб-1);

          - гепарин - кофакторная активность (коагуляционный и амидолитический варианты).

          - Тромбин - гепариновое время в бедной тромбоцитами плазме (5.3.1.10.).

          - Динамика содержания растворимых фибрин – мономерных комплексов в плазме в процессе
 лечения (5.4.2.8.).

          - Количество тромбоцитов в крови через 5-6 и 14 дней от начала терапии (2.2.2.1.).

          КОНТРОЛЬ ЗА ЛЕЧЕНИЕМ ПРЕПАРАТАМИ НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНОГО ГЕПАРИНА.

          - Ингибитор активности фактора Ха в плазме (5.3.1.9.).

          - Динамика содержания растворимых фибрин – мономерных комплексов в плазме в процессе
лечения (5.4.2.8.).

          - Количество тромбоцитов  в  крови через 5-6 и 14 дней от начала терапии (2.2.2.1.).

        КОНТРОЛЬ ЗА ЛЕЧЕНИЕМ ГИРУДИНОМ И ЕГО ПРЕПАРАТАМИ.

          - АЧТВ (АПТВ) (5.2.1.2.).

          - Тромбиновое время (5.2.1.11.).

          - D-димер (5.4.2.6).

          КОНТРОЛЬ ЗА ТЕРАПИЕЙ ФИБРИНОЛИТИКАМИ.

          - Плазминоген (5.4.2.2).

          - Фибриноген (4.1.5.7.).

          - Фрагменты D и D-димер (5.4.2.5.; 5.4.2.6.)

          - Тканевый  активатор  плазминогена  (t PA)

          - Альфа2-антиплазмин (5.4.2.9.).

          - Ингибитор активатора плазминогена I (PAI I) (5.4.2.11).

        КОНТРОЛЬ ЗА ЛЕЧЕНИЕМ АНТИАГРЕГАНТАМИ ТРОМБОЦИТОВ.

          - Агрегация тромбоцитов с применением агонистов АДФ и адреналина (5.1.4.4.3.).

          - Количество агрегатов тромбоцитов в крови (5.1.4.4.2.).

          - Спонтанная агрегация тромбоцитов (5.1.4.4.1.).

          5.7. Комплекс методов диагностики и контроля за лечениемДВС-синдрома.

       ОБЩИЕ КОАГУЛЯЦИОННЫЕ ТЕСТЫ

          - Активированное частичное (парциальное) тромбопластиновое время (АЧТВ,АПТВ) (5.2.1.2.).

          - Протромбиновое (тромбопластиновое) время (5.2.1.7.).

          - Тромбиновое время (5.2.1.11.).

          - Фибриноген в плазме (4.1.5.7.).

          ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ АНТИКОАГУЛЯНТОВ.

          - Антитромбин III (5.3.1.1).

          - Протеин С (5.3.1.4).

          - Маркеры   внутрисосудистой  активации  свертывания  крови  и фибринолиза (см. раздел 5.5.).

          - Клеточные маркеры.

          - Фрагментация эритроцитов (в мазке или в градиенте плотности фиколл/верографин) (2.2.1.6.).

          - Количество тромбоцитов в крови (2.2.2.1.).

          - Спонтанная агрегация тромбоцитов (5.1.4.4.1.).

ПРИЛОЖЕНИЕ 2.
Тромбоцитарные факторы свертывания
	Фактор
	Название
	

	Фактор 1 тромбоцитов
	тромбоцитарный акцелератор-глобулин
	идентичен фактору V свертывания крови

	Фактор 2 тромбоцитов
	акцелератор тромбина, фибринопластический фак​тор
	ускоряет превращение фибриногена в фибрин

	Фактор 3 тромбоцитов
	тромбоцитарный тромбопластин, частичный nромбо-пластин, пластиночный фактор 3
	представлен фосфолипидами тромбоцитарной мембраны

	Фактор 4 тромбоцитов
	антигепариновый фактор
	Связывается с гепарансульфатом эндотелия (кофактор АТ-III)  и предотвращает его действие на тромбин 

	Фактор 5 тромбоцитов
	фибриногеноподобный фактор
	иммунологически идентичен фибриногену

	Фактор 6 тромбоцитов
	тромбостенин
	Тромбинчувствительный протеин (быстро  расщепляется тромбином)

	Фактор 7 тромбоцитов
	тромбоцитарный котромбопластин
	

	Фактор 8 тромбоцитов
	антифибринолизин
	

	Фактор 9 тромбоцитов
	фибринстабилизирующий фактор
	по действию соответствует XIII  фактору

	Фактор 10 тромбоцитов
	серотонин
	Содержится в плотных тельцах кровяных пласти​нок. Вызывает агрегацию при взаимодействии с 5НТ2-рецепторами плазматиче​ской мембраны тромбоцитов (че​рез повышение содержания цитоплазматического Са2+).

	Фактор 11 тромбоцитов
	АДФ
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